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OZET

Bu calismada; Hepatit B Virus (HBV)'a iliskin olarak HBsAg, HBeAg, antiHBe ve antiHBc total pozitifligi ile viral
replikasyonun gdstergesi olan HBV DNA'nin korelasyonunun degerlendiriimesi amaglanmistir. Toplam 155 haste
serum érneginde HBV DNA Hybrid Capture yéntemi ile, hepatit markerleri ise mikroELISA kitleri ile tam otomatize
sistemlerde arastirilmistir. HBV DNA testinde 10 pg/ml ve lzeri olumlu, 1-10 pg/ml arasindaki degerler ise +/- olarak
degerlendirilmistir. HBV DNA, HBsAg olumlu 110 érnegin 22’si (% 20) ile, HBsAg olumsuz 45 érnegin ikisinde (%
4.4) pozitif, HBsAg olumlularin 14’inde (% 12.7), olumsuzlarin ise yedisinde (% 15.6) +/- degerlerde saptanmistir.
HBeAg olumlu, antiHBe olumsuz 24 6rneginin 15’inde (% 62.5), HBeAg olumsuz, antiHBe olumlu 72 &rnegir
dérdiinde (% 5.5), HBeAg ve antiHBe birlikte olumlu yedi érnegin ikisinde (% 40.0), HBeAg ve antiHBe’nin olumsu:z
oldugu dokuz érnegin birinde (% 11.1) HBV DNA olumlu bulunmustur. HBeAg olumlu ve antiHBe olumsuz gruptak
HBV DNA’nin olumluluk orani, HBeAg olumsuz antiHBe olumlu gruptakilere gére anlamli olarak yiiksektir. HBsAg
olumsuz érneklerden HBV DNA ile karsilasmayi gbsteren HBsAg, antiHBc yada antiHBs’den hicbirinin bulunmadig
25 érnegin higbirinde HBV DNA 10 pg/ml (zerinde saptanmazken, % 12’sinde +/- degerlerde bulunmustur. AntiHBs
olumlu, sadece antiHBe ve antiHBc olumlu ve salt antiHBc olumlu érneklerde HBV DNA’nin olumluluk oranlari sirasi
ile % 0.0, % 25.0 ve % 10.0’dur. Calisma sonuglarina gére; serumda HBV DNA varliginin HBeAg olumlulugu ile iliskil
oldugu ve 10 pg/ml'den disiik miktarlarin degerlendirebilmesi icin olgularin izlenmesi ve daha duyarll testlerir
gerekliligi disindlmdistdir.

SUMMARY

Hepatitis B Virus (HBV) exists commonly all over the world and causes chronic hepatitis, cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. For this reason, early diagnosis and proper treatment of the infection are of almost importance. Existence
of HBV DNA is proven by means of molecular diagnostic methods. The aim of this study was co-assessment oi
HBsAg and antiHBc total positivity and existence of HBV DNA. Totally 155 serum samples were screened for the
presence of HBV DNA with Hybrid Capture method and for hepatitis markers with Microenzyme Immune Assay. HBV
DNA was positive in 20 % of 110 HBsAg positive and in 4.4 % of 45 HBsAg negative serum samples. HBV DNA was
+/-in 15.9 % of 110 HBsAg positive and in 8.8 % of 45 HBsAg negative serum samples. HBV DNA was positive ir
62.5 % of 24 serum samples which were HBeAg positive and antiHBe negative, 5.5 % of 72 which were HBeAg
negative and antiHBe positive, 40.0 % of five which were both HBeAg and antiHBe positive, 11.1 % which were
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negative for both. The positivity rate and the median of HBV DNA of HBeAg positive and antiHBe negative grour
were significantly higher than the HBeAg negative and antiHBe positive group. Among 40 serum samples which were
negative for the serological indicators of HBV exposure (HBsAg, antiHBs, antiHBc), HBV DNA was not positive while
HBV DNA was +/- in 12.0 %. HBV DNA positivity in antiHBs positive, only antiHBe and antiHBc positive and isolatec
antiHBc positive groups were, respectively, 0.0 %, 25.0 % and 10.0 %. According to the results of this study,
detection of HBV DNA in serum is directly correlated with HBeAg seropositivity and for the evaluation of HBV DNA
results lower than 10 pg/ml, monitorization of cases and more sensitive tests are necessary.

GIRiS

Hepatit B Virus (HBV) infeksiyonu, akut ve kronik sekilleri
ile (kronik hepatit, siroz, hepatoselliler karsinoma)
Tirkiye'de ve tum dunyada yaygin olan énemli bir halk
saghgi sorunudur. Bu nedenle kronik hepatit infeksiyon-
larinin tanisinin konulmasi, viral replikasyonun saptana-
rak tedavisinin erken dénemde yonlendirilmesi buylik
6nem tagimaktadir (1).

Hepatit B Virus enfeksiyonuyla ilgili calismalarin gogun-
lugu, HBV'nin antijenik yapilari ve virusa kargi olusan
gelisen antikorlarin serumda arastirnimasi temeline dayan-
maktadir. Molekuler hibridizasyon tekniklerinin kullanima
girmesi, HBV’'una bagl hastaliklarin patofizyolojisi ile
ilgili anlayisi gok genigletmigtir. Mutant sus infeksiyonlari
da g6z 6ninde bulunduruldugunda, HBV infeksiyonunun
tanisi ve prognostik takibinde eldeki serolojik testlerin
yetersiz kalacagr agiktir (2). Hepatit B Virus DNA, akiif
HBV replikasyonunun, HBeAg'ye gére daha &zgll ve
duyarli bir gdstergesidir. Ayrica hasta serumunda virus
partikillerinin kantitatif olarak belirlenebilmesini sagladi-
gindan, HBsAg, HBeAg, antiHBe, antiHBc IgM ve HBV
polimeraz testlerine gére daha cok fikir verir (3, 4). Aligil-
madik HBV sero-immunolojik profillerinde olayi aydinlat-
mada HBYV infeksiyonunun prognozunu belirlemede ve
kronik B hepatiti tedavisinin etkinligini izlemede yarar-
lidir. Bu ¢alismada farkl serolojik profillerde, serum HBV
DNA’sinin aragtiriimasi ve serolojik belirleyicilerle korelas-
yonunun incelenmesi amaclanmistir

GEREC VE YONTEM

Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari'na Mayis 2000-Temmuz 2001 tarihleri ara-
sinda degisik klinik ve diger hastanelerden génderilen
155 serum 6rneginde HBV serolojik gostergeleri ve HBV
DNA varligr aragtinlmistir. Hepatit markerlerinden HBsAg,
antiHBs, antiHBc IgG, HBeAg ve antiHBe testleri
mikroELISA ile (Organon Teknika, Hollanda), HBV DNA
Hybrid Capture (Digene, Abbott Lab. ABD) teknigi ile
calisiimistir. Testte 50 pl hasta serumu denatire edilmis
ve HBV DNA probu ile hibridize edilmistir. Daha sonra
RNA:DNA hibridleri alkalen fosfataz ile konjuge edilmis,
antihibrit antikor ile kaph tiplere aktariimis ve kemillimini-
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sant bir substrat kullanilarak saptanmistir. Kit icerisindek
standart serumlar kullanilarak olumlu sonuglarin pg/mi
cinsinden kantitasyonu saglanmis, test duyarliligi, 103+10
pg/ml HBV DNA iceren standart serumun negatif kontrol
serumu ile seri dilisyonlari hazirlanarak test edilmis, 10
pg/ml tzerindeki sonuglar olumlu, 1-10 pg/ml arasi DNA
saptanan érnekler ise +/- olarak belirlenmistir. istatistik-
sel anlamlilik c2 testi ile yapiimigtir.

BULGULAR

Galismada HBsAg olumlu 110 8rnegin 22’sinde (% 20),
HBsAg olumsuz 45 &rnegin ikisinde (% 4.4) HBV DNA
olumlu, HBsAg olumlularin 14’Ginde (% 12.7), olumsuz-
larin ise yedisinde (% 15.6) +/- de@erlerde saptanmistir.
HBsAg olumlu érneklerin % 80’inde HBV DNA negatif
bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. HBsAg pozitif ve negatif 6rneklerde HBV DNA sonuclar:

>10 pg/ml (+) 1-10 pg/ml (+/-)  Olumsuz (-) Toplam
Sayi % Sayi % Sayi % Sayi

HBsAg (+) 22 20.0 14 127 74 673 110
HBsAg (-) 2 44 7 156 36 80.0 45
Toplam 24 155 21 135 110 70.1 155

HBV: Hepatit B Virus

HBsAg olumlu &rneklerde; HBeAg olumlu, antiHBe
olumsuz 24 serumun 15’inde (% 62.5), HBeAg olumsuz,
antiHBe olumlu 72 &rnegin dérdiinde (% 5.5), HBeAg ve
AntiHBe birlikte olumlu bes &rnegin ikisinde (% 40.0),
HBeAg ve AntiHBe'nin de olumsuz oldugu dokuz érnegir
birinde (% 11.1) HBV DNA olumlu bulunmustur. HBV
DNA’sinin 1-10 pg/ml arasinda bulunma orani ise HBeAg
olumlu-antiHBe olumsuzlarda % 8.3, HBeAg olumsuz-
antiHBe olumlularda %11.1 olup her ikisi de olumlu ve
her ikisi de olumsuzlarda sirasi ile % 40.0 ve % 22.2
bulunmustur (Tablo 2).

Arastirmada HBsAg olumlu grupta, HBeAg olumlu ve
antiHBe olumsuz bireylerde HBV DNA’nin saptanma
orani, HBeAg olumsuz antiHBe olumlu gruptakilere gére
anlamli olarak yuksek bulunmustur (p<0.05). HBeAg
olumlu antiHBe olumsuz &rneklerde HBV DNA’nin +/-
degerlerde bulunma orani (% 8.3) ile HBeAg olumsuz,
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antiHBe olumlu gruptaki oran (% 11.1) arasinda istatis-
tiksel bir anlamlilik saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 2. HBsAg olumlu érneklerde HB/ DNA-HBeAg iliskisi

>10 pg/ml 1-10 pg/ml  Olumsuz Toplam
(+) (+1-) )

Sayl % Sayr % Sayi % Sayi
HbeAg (+), antiHBe (-) 15 62.5 2 83 7 292 24
HbeAg (-), antiHBe (+) 55 8 11.1 60 833 72
HbeAg (+), antiHBe (+) 2 400 2 400 1 200 5
HbeAg (-), antiHBe (-) 1 111 2 222 6 66.7 9
Toplam 22 20.014 127 74 67.3 110

HBV: Hepatit B Virus

HBsAg yani sira HBeAg, antiHBc ya da antiHBs'den
hi¢gbirinin olumlu bulunmadigi 25 &érnekte HBV DNA
10pg/ml Gizerinde saptanmazken, % 12.0’'inde +/- deger-
lerde bulunmustur. AntiHBs olumlu, sadece antiHBe ve
antiHBc olumlu ve salt antiHBc olumlu érneklerden HBV
DNA’sinin olumluluk oranlar sirasi ile % 0.0, % 25.0 ve
% 10.0’dur. Bu 6érneklerde HBV DNA’sinin +/- olumluluk
oranlari ise ayni sira ile % 16.7, % 25.0 ve % 20.0 olarak
belirlenmistir (Tablo 3).

Tablo 3. HBsAg olumsuz érneklerde HBV DNA belirlenme siklig!

>10 pg/ml 1-10 pg/ml  Olumsuz Toplam
(+) (+-) )

Sayl % Sayl % Sayl % Sayi

HBYV serolojisi (-) 0 0 3 120 22 88.0 25
AntiHBs (+) dogal 0 0 1 167 5 833 6
AntiHBc (+), antiHBe (+) 1 25.0 1 25.0 2 50.0 4
Yalniz antiHBc (+) 1 100 2 200 7 70.0 10
Toplam 2 44 7 156 36 80.0 45

HBV: Hepatit B Virus

TARTISMA

Hepatit B infeksiyonunun tanisinda, basta HBsAg olmak
Uzere, kullanilan serolojik belirleyicilerin cesitli farkliliklar
gbstermesi nedeniyle 6ézellikle vireminin varligini sapta-
mada ve tanida HBV DNA’nin sorgulanmasi giindeme
gelmistir. Kullanimda olan serolojik testler, genelde
100-200 pg/ml HBsAg'i saptar, bu da yaklagik 3x107
partiktldir (5). HBeAg olumlu tasiyicilarin gogunlugunun
serumunda ml’de 105den fazla, antiHBe olumlularda ise
daha az genom oldugu belirtiimektedir (5). HBeAg, aktif
viral replikasyon ve infektivitenin géstergesi olarak kabul
edilir. Buna karsin antiHBe olumlularin da bulastirici
olabilecegi bilinmektedir (6-8). Molekiler tani yéntem-
lerinin HBV infeksiyonu arastirimasinda da kullanilmaya
baslanmasi ile bir ¢ok karanlik ortadan kalkmig, partikdl
niceliksel olarak ortaya konulmustur. Bu 6zellikle HBsAg'nin
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olumsuz oldugu olgularda HBV infeksiyonun gdsteril-
mesine olanak saglamistir (9-11). Kronik hepatitlerde
interferon tedavisinde karar vermede ve izlemde HBV
DNA kullaniimaktadir (5, 7, 12). Atipik HBV sero-immunolojik
profillerinde olay! aydinlatmada da yine HBV DNA testi
yardimci olabilir. Pahal olan ve ¢ok 6zen gerektiren bu
testin kullanim indikasyonuna dikkat edilmesi gerekmek-
tedir. Testin duyarliligi kullanilan yéntemlere gére degis:
mek Uzere ortalama 0,1-10 pg/ml arasinda degismek-
tedir (2, 8, 13). Bu da yaklasik mlI'de 10* -10% genome
es gelmektedir. Calisma grubundaki HBsAg olumiu
Orneklerin % 20.0’sinde aktif viral replikasyonun isareti
olan HBV DNA belirlenmistir. Us ve ark. (14) toplam 231
HBsAg pozitif hastada % 27.3 oraninda HBV DNA
olumlu bulmuslar, HBV DNA pozitif bir hastada (% 1.6)
HBsAg’nin negatif, HBsAg pozitif 140 hastada (% 83.5)
HBV DNA’nin negatif oldugunu bildirmislerdir. Erensoy
ve ark. (15) calisma gruplarinda HBsAg olumlu érnek-
lerin % 45.7’inde HBV DNA pozitifligi saptamiglardir.
Ylcesoy ve ark. (16, 17) yaptiklari iki ayrn calismada
HBsAg olumlu olgularda HBV DNA pozitifligini % 14.3 ve
% 12.16 olarak bildirmiglerdir.

HBeAg olumlugu ile HBV DNA varli§i arasinda anlamh
bir iligki bulunmustur. HBeAg olumluguna karsin HBV
DNA olumsuzlugunun olabilecegi bildirilse de genel olarak
HBeAg ve HBV DNA olumluluklari birliktelik géstermek
tedir (2, 4-7, 13, 18). Ozellikle duyarliigi 104 kat yiiksek
olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile yapilan
¢alismalarda antiHBe olumlulugunda da HBV DNA’nin
pozitif olabilecegi bildiriimektedir (19). Bu calismada;
HBeAg olumsuz, antiHBe olumlu érneklerin % 5.5’inde
HBV DNA olumlu bulunmustur. Bu oran genellikle prekor
bblgesinde stop kodon olusturan nokta mutasyonu
bulunan suslarin infeksiyonu ile agiklanmakta ve sadece
Hbe/antiHBe verileri ile tani konulamayacagini ve viral
replikasyonun belirlenemeyecegini de gdstermektedir
(17, 18). HBsAg yani sira HBeAg ve antiHBe’nin de olumlu
oldugu o6rneklerde % 40 oraninda HBV DNA olumlu
bulunmustur. Bu érneklerin ¢ogunlugu HBeAg serokon-
versiyonu sirasinda alinmis olabilir ve bu durum viral
replikasyonun devam ettigine dair bir gostergedir. HBeAg
negatif oldugu halde antiHBs ve HBV DNA’nin birlikte
pozitifligi de 6zellikle Akdeniz bdlgesinde sik karsilagilan
bir durum olup buna gerekge olarak kor "promoter" bdlge-
sinde gerceklesen bazi mutasyonlar goésterilmektedir.
Sonugta, mutasyonlar nedeniyle antiHBe (+) olgularda
viremi devam etmekte ve HBV DNA (+) bulunabilmekte-
dir. Bunlar tedaviye de direncli olgulardir (18).

HBsAg olumsuz &érneklerde % 4.4 oraninda HBV DNA
olumlulugu, % 15.6 oraninda +/- deg@erler saptanmistir.
Benzer, hatta kronik hepatitlerde daha ylksek oranlar
literatirde bildirilmektedir (9-11). Hepatit B Virus serolojisi-
nin hepsinin negatif, HBV DNA'nin olumlu olmasi (bu
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calismada % 12.0 oraninda +/-), HBeAg ekspresyonun
saptanabilecek dizeyin altinda olan olgulari géstere-
bildigi gibi HBVe (-) prekor mutantlarin infeksiyonlarinda
da rastlanabilmektedir (17, 18). Ayrica immuin yetmezlikli
olgularda benzer tablolarla kargilagsma olasiligr da hatir-
dan c¢ikariimamalidir. HBsAg (-), antiHBs (+) ve HBV
DNA (+) olgularin nedeni olarak ta kilif geninde ve 6zel-
likle pre-S bdélgesinde meydana gelen bir dizi mutasyon
gbsterilmigtir (18, 19).

Klinik yorumunda glgclik ¢ekilen salt anti-HBc ve anti-
HBc+anti-HBe birlikte olumlulugunda ise sirasiyla % 10.0
ve % 25.0 oraninda HBV DNA pozitifligi bulunmustur.
Salt antiHBc olumlu grupta +/- degerlere rastlama orani
daha yiksek saptanmistir (% 20.0). HBV DNA’si +/-
bulunan kronik aktif hepatitli olgularda karaciger biyopsi
orneklerine in-situ hibridizasyon yapilmasi &nerilmis,
karaciger dokusunda HBV DNA varliginin arastiriimasi
gerekliligine deginilmistir. Luo ve ark. (20) tek basina
antiHBc olumlu bireylerde % 28.6 oraninda HBV DNA
varlhgi saptamiglar ve bunlara HBsAg saptanamayan
kronik asemptomatik HBV tasiyicilari adini vermiglerdir.
Gomes ve ark. (21) da benzer oranlar vermiglerdir. Bu
nedenle, tek basina antiHBc olumlu olgulara dikkatle
yaklasiimali ve HBV DNA izlenmelidir. Ayrica HBsAg ve
HBV DNA’nin pozitifligine eslik eden antiHBc negatif-
ligini, spesifik immun yanit defekti basta olmak Uzere
cesitli nedenlere baglanabilmektedir (18).
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