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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) gibi molekiiler tani ydntemlerinin
kullanima girmesi ile, hepatit B infeksiyonlarinin tani ve takibinde kriter olarak kabul edilen
serolojik gostergelerin yorumlanmasinda bazi degisiklikler olmustur. Bu calismada, hasta
serumunda PCR yontemi ile galisilan HBV-DNA sonuglari ile, Enzyme Immunoassay (EIA) yontemi
ile elde edilen HBV serolojik gostergeleri (HBs Ag, HBe Ag, Anti-HBe) arasindaki iliski
arastinlmistir.

PCR ile HBV-DNA, 231 hastanin 63'linde (%27,3) pozitif olarak bulunmustur. HBs Ag (+) 140
serum ornedinde (%83,5), HBV-DNA negatif iken 62'sinde (%98,4) HBV-DNA pozitif olarak
saptanmistir. Sirasiyla HBe Ag (+) 43 (%62,3), HBe Ag (-) 20 (%12,3) ile Anti-HBe (+) 23
(%13,6), anti-HBe(-) 40 (%64,5) serum 6rneginde HBV-DNA pozitifligi gosterilmistir. Buna
karsilik HBe Ag (+) 26 drnekte (%37,7), HBV-DNA (-) bulunmustur.

Sonug olarak, HBV infeksiyonlarinin izlenmesinde ve kronik hepatit B tedavisinde kriter olarak
kabul edilen serolojik gostergelerin yanisira, mutlaka HBV-DNA'nin da bakiimasinin daha dogru
olacagi gorilmistir.
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Summary

COMPARISON OF HEPATITIS B VIRUS (HBV)-DNA BY PCR WITH SEROLOGICAL PARAMETERS OF
HBV.

With the introduction of molecular biological techniques such as Polymerase Chain Reaction
(PCR) into the routine applications, importance and relevance of serological assays in following
the prognosis and treatment regimens of Hepatitis B virus infections started to be changed. In
this study, the results of PCR analysis performed to test the presence of HBV viral DNA compared
with serological markers of HBV tested via micro enzyme immunoassay. HBV-DNA was found
positive in 63 (27,3%) patients of 231 with PCR. HBs Ag (+) 140 (83,5%) samples did not
contain viral DNA whereas HBV-DNA positive 62 (98,4%) samples had HBsAg, It was showed
HBV-DNA pozitivity respectively in HBe Ag(+) 43 (62,3%), HBe Ag (-) 20 (12,3%), Anti-HBe (+)
23 (13,6%) and Anti HBe (-) 40 (64,5%) serum samples. But HBe Ag (+) 26 (37,7%) samples
did not have HBV-DNA.

In conclusion, to obtain a detailed information about the prognosis and affect of the treatment
regimen in HBV infections PCR analysis of viral DNA along with serological markers should be
advised .
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Hepatit B enfeksiyonu tiim diinyada ve 6zellikle yurdumuzda 6nemli bir halk saghdi sorunudur.
Diinyada 400-500 milyon, tlkemizde ise 4 milyon civarinda tasiyicisi bulunan hepatit B viriis
(HBV) enfeksiyonlarin da kroniklesme orani %5-10"dur (1,2). Tastyicilarda enfeksiyon
asemptomatik kalabildigi gibi %20-40 oraninda siroz, primer hepatoselliiler karsinoma ve kronik
karaciger hastaligi ortaya gikabilmektedir (3,4). Kronik HBV enfeksiyonlari sagaltim giderleri ve is
kaybi nedeniyle biiylik ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu nedenle HBV enfeksiyonlarinda
kronik hepatit tanisinin konulmasi ve dzellikle viral replikasyon olup olmadiginin belirlenmesi son
derece donemlidir. HBV'nin aktif replikasyonunu dogrudan gosteren en duyarl ve givenilir
belirleyicinin HBV DNA oldugu bilinmektedir. Bu amacla uygulanan molekiiler tani yontemlerinden
biri olan PCR, 1983'de distinllen ancak 1990l yillarda kullanima giren, nikleik asitlerin
cogaltiimasi esasina dayanan diagnostik bir testtir. PRC, disik titrede viremi olsa bile, onu ortaya
cikarabilecek kadar duyarl bir ydontemdir (5,6).

Bu galismada, hem bdlgemizde PCR yontemi ile HBV-DNA arastirilmasinin rutin olarak
laboratuvarimizda calisiimasini saglamak, hem de HBV-DNA sonuglari ile EIA yontemiyle elde
edilen HBV serolojik gostergeleri arasindaki iligkiyi belirlemek hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem

Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali PCR laboratuvarina bagvuran HBV
enfeksiyonu &n tanili 231 hastanin serum &rnedi galisma kapsamina alinmistir.

EIA testi: HBV serolojik gdstergeleri (HBsAg, HBeAg, Anti-HBe) mikro-enzim immiinassay
yoéntemiyle (Organon Technika , Hollanda) arastiriimistir.

PRC yontemi: HBV-DNA'sI, hasta serum orneklerinden proteinaz K/Fenol ekstraksiyonu yontemi
ile saflagtirilmistir (7).

1.Serumdan HBV-DNA ekstraksiyonu:

1.5ml lik mikrosantrifiij tiplerinin icine, 100 ml serum, 300 ml TE tamponu (tris EDTA SDS
tamponu), 25 ml Proteinaz K (20mg/ml) konularak kanstirildi ve iki saat 450C'de bekletildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda tiipler 5-10 sn santrifiljde cevrilerek, kenarlarda ve kapakta olusmus
damlaciklarin diismesi saglandi. Doymus fenol ¢ozeltisinden (+40C'de) tiiplere 400 ml konulup,
vortekslendikten sonra, mikrosantrifiijde (12.000xg) 5 dakika santrifiij edildi. Ustteki sivi faz
alinarak, tzerine 1/1oraninda fenol-kloroform karisimindan sivi faz ile esit miktarda konularak
vortekslendikten sonra, 12.000 xg de 5 dakika santrifuj edildi. Usteki berrak faz baska bir tiipe
alinarak, yapilan bu islem bir kez de kloroform/ izoamil alkol karisimi (9/1) ile tekrarlandi. Son
olarak elde edilen berrak fazin Gzerine 50 ml 3 M sodyum asetat ve 600 ml %70’ lik etil alkol (-
200C) eklenerek, 30sn vortekslendikten sonra, bir gece -20 oC de bekletildi. Daha sonra 15
dakika mikrosantrifuj (16.000 xg) yapildiktan sonra Ustteki sivi dokiilerek elde edilen ¢okelti
kendiliginden kurumaya birakildi. Daha sonra niikleik asit ¢cokeltisi 50 ml distile suda eritildi.

2. PCR godaltma iglemi:

0,5 ml'lik mikrosantrifij tlipu icine sirasiyla 10 x PCR tamponu 5 ml, 2.5m dNTP (10mM) 1ml
MgClI2 , 0.5ml primer I (25 pM), 0.5ml primer 2 (25pM), 31.25 ml bidistile H20, 0.25ml Taq
polimeraz (1.25 (), 10ml DNA ekstraksiyon Uriini konuldu. Kullanilan primer setleri, HBV
genomunun S, P bolgelerini kodlayan primer ifti (Biometra) olup, primer 1:5-TTA-GGG-TTT-
AAA-TGT-ATA-CCC-3 ve Primer 2: 5-CAT-CTT-CTT-GTT-GGT-TCT-TCT-G-3' baz sirasina sahiptir.
Amplifikasyon igin kullanilan sollisyonlar Boehringer M. firmasindan saglanmistir. Cogaltma iglemi
igin kullanilan otomatik Thermal-cycler (Perkin-Elmer Cetus 9700) igine yerlestirilen mikrosantrifuj
tipleri 950C'de 1 dk (denatiirasyon) 550C'de 1dk (baglanma) ve 720C'de 1 dk (uzama) olmak
lizere 30 siklusa tamamlanacak sekilde inkiibe edildi.

3. PRC {riiniindin saptanma asamasi:
397 baz cifti bliylkligindeki amplifikasyon Griiniiniin saptanmasi, yatay agaroz-jel elektroforez
islemi ile gergeklestirildi. Her numuneden 10 ml alinip tizerine 3 ml ylikleme tamponu eklenerek,



0.5 gr/ml etidyum bromid iceren %1.5 agaroz jelde 150 V'da 30 dakika siireyle elektroforez iglemi
tatbik edildi. Etidyum bromid ile boyanan DNA bandi, hasta 6rnekleriyle beraber elektroforeze
konan molekdiler agirlik markiri (fX 174, Hae III ile kesilmis) ile karsilastirilarak pozitif ve negatif
kontrollerle birlikte dederlendirildi. Dederlendirme U.V transliiminatérde yapildi. 397 baz ciflik
DNA bandinin saptanmasi pozitif PCR sonucu olarak alindi ve UV monitér ile gorintilendi (Resim

1).
Bulgular

Calisma kapsamina alinan 231 hastanin, 63’tnde (%27.3) HBV-DNA pozitif bulunmustur (Tablo
1).

HBs Ag pozitifligi ile HBV-DNA pozitifligi arasindaki iliski (Tablo 2) incelendidinde, HBV-DNA (+)
bir hastada (%1.6) HBs Ag'nin negatif, HBs Ag(+) 140 hastada (%83.5) HBV-DNA nin negatif
oldugu gorilmistir.

HBV-DNA ile HBe Ag, Anti-HBe isaretleri arasindaki iliski tablo 3. de yer almaktadir. Buna gore,
HBe Ag (+) 26 (%37.7) hastada HBV-DNA negatif iken, HBe Ag (-) 20 (%12.3) hastada HBV-DNA
pozitif bulunmustur. Anti HBe (+) 146 (% 86.4) hastada DNA negatif iken, 23 (%13.6) hastada
HBV-DNA pozitif olarak saptanmistir.

Tartisma

Hepatit B virls tanisinda yaygin olarak kullanilan serolojik belirliyicilerden olan HBs Ag, HBe Ag ve
anti-HBe, degerlendirilmelerinde son yillarda bazi degisiklikler olmustur. Infeksiyonun géstergesi
olan HBs Ag nin varligi her zaman viral replikasyonun bir kaniti degildir. HBe Ag pozitifligi, hem
kronik ve fulminant hepatite ddéntisme riski agisindan hastanin kendisi, hem de bulastirici olmasi
nedeniyle cevresi icin 6nemli sayllmis ve aktif replikasyonun belirleyicisi olarak ele alinmistir. Anti-
HBe (+)'ligi hastalarinin gerek klinik, laboratuvar ve histolojik dederlendirilmeleri, gerekse PCR ile
HBV-DNA'nin bu hastalarda saptanabilmesi, bu antikor varliginin yorumunda yeni gorislerini 6n
plana cikmasina neden olmustur (8).

Bu calismada, 231 hastanin (202'si HBs Ag(+), 29'u Hbs Ag(-) 63’linde (%?27.3) HBV-DNA, PCR
yOntemiyle pozitif saptanmistir. Elazig'da yapilan bir calismada (9) %42.5 oraninda HBV-DNA (+)
ligi, Izmir'de (10) yapilan bir calismada ise %45.7 lik pozitiflik gdsterilmistir. Canyilmaz ve ark.
(11) ise 322 HBs Ag (+) hastanin 72'sinde (%22.56), Pekbay ve ark. (12) %39.8 HBV-DNA
pozitifligi saptamislardir. HBs Ag bilindigi gibi, kiiresel, tiibiiler ve/veya kor bolgesi igerir. Bu
calismada HBV-DNA saptanamayan HBs Ag (+) serumlarin kor boélgesi icermeyen antijenik
yapilardan olustugu distinilmektedir.

Bu calismada HBV-DNA (+) hastalarin birinde (%1.6), HBs Ag (-) olarak bulunmustur. Thiers ve
Ark. (13) benzer sekilde HBsAg (-) lic olguda, Wang ve Ark (14) transaminazlari normal, HBs Ag
(-) dondrlerin % 4'iinde Pao ve Ark. (15) ise %11'inde HBV-DNA varligi gostermislerdir. Bu
arastirmalar, tim serolojik gostergeleri negatif kisilerin de HBV tasiyabileceklerini ve bulastirici
olabileceklerini akla getirmektedir. Bu bulgu, ézellikle HBs Ag negatif kanlarin uygulanmasindan
sonra alicilarda ortaya cikan post-transfiizyonel HBV infeksiyonlarinin izahinda énemlidir.
Hindistan’da yapilan bir calismada HBe Ag (+) serumlarin tiimiinde, Anti-HBe (+) serumlarin
%60.9'unda, HBe (-) ve Anti-HBe (-) serum &rneklerinin %52'sinde HBV-DNA pozitif bulunmustur
(16). Garcia ve Ark (17) calismasinda ise HBe Ag (+) olgularin %74.1'inde, Anti HBe (+) lerin ise
%42 sinde HBV-DNA tespit etmiglerdir (17).

Bu calismada, HBe Ag (+) serumlarin %62.3'linde, HBe Ag (-) lerin %12.3'linde, Anti-HBe (+)
lerin %13.6'sinda ve Anti-HBe (-) serumlarin %64.5'inde HBV-DNA varligi gdsterilmistir. Erensoy
ve ark. (10) yaptiklar calismada, HBeAg (+) hastalarin %90.6 sinda, Anti-Hbe (+) lerin
%20'sinde, HBV-DNA'y1 pozitif saptamislardir. Bizim ¢alismalarimizda HBV-DNA pozitifliginin daha
disiik, diger bulgularinin ise benzer oldugu goérilmektedir.

Japonya’da yapilan bir calismada, HBe Ag (-), Anti HBe (+) hastalarin timiinde HBV-DNA PCR ve
hibridizasyon yontemiyle gdsterilmistir. Bu hastalarin tamaminda prekor mutasyonu, %87.3'linde



ise X gen bdlgesinde mutasyon tesbit edilmistir. Ayni calismada prekor mutasyonun viris icin
kurtulus mutasyonu oldugu, X-gen mutasyonlarinin ise replikasyonu azalttig belirtilmistir (18).
Sonug olarak gliniimiizde gittikge yayginlagan PCR gibi molekdiler tani yontemlerinin, serolojik
testlerin yetersiz kaldigi durumlarda taniya gidilmesinin yanisira, antiviral tedavinin izlenmesi gibi
rutin islemlerde, ayrica gesitli mutasyanlarin gosterilmesindeki gerekliligi ortadadir. Bu nedenle
diger laboratuvar géstergelerin yaninda mutlaka HBV-DNA'sinin da arastiriimasinin daha dogru
olacagi gorilmistir.
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