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Ozet

Bu calismada laboratuarimiza hepatit B dntanisi ile basvuran hastalarda hepatit B virlisti (HBV)
gostergelerinin yani sira, HBV DNA'nin arastiriimasi ve cesitli serolojik profilleri saptanan
hastalarda HBV DNA'nin varliginin degerlendirilmesi amaclanmistir. Ilk asamada ELISA ydntemi ile
serolojik profilleri belirlenen serum 6rnekleri gesitli gruplara ayrilmistir. Daha sonra proteinaz K /
fenol yontemi ile DNA ekstraksiyonu yapilan érneklere PCR teknigi uygulanmistir.

Birinci grupta bulunan HBsAg'i ve HBeAg'i pozitif, anti-HBe'si negatif 72 serum 6rneginin 55'inde
(% 76.38), ikinci grupta bulunan HBsAQ'i ve anti-HBe'si pozitif, HBeAg'i negatif 108 drnekten
37'sinde (% 34.26), lglincli grubu olusturan antiHBc anti-HBc IgG disindaki biitiin serolojik
gostergeleri negatif olan 36 6rnedin 11'inde (% 30.55) HBV DNA tespit edilmistir. Kontrol grubu
olarak calismaya alinan ve biitiin serolojik gostergeleri negatif bulunan 30 6rnegin ise hicbirinde
HBV DNA saptanmamistir.
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Summary

THE INVESTIGATION OF HEPATITIS B VIRUS DNA IN SEROPOSITIVE AND SERONEGATIVE
PATIENTS WITH POLYMERASE CHAIN REACTION

The aim of this study was to search for HBV DNA along with hepatitis B virus (HBV) markers and
to estimate its presence in patients with various serologic profiles referred to our laboratory with
suspicion of hepatitis B infection. First the sera were classified into groups regarding to their
serological profiles, which were carried out with ELISA technique. Following the extraction of DNA
with proteinase K/ phenol method, PCR technique was applied to the specimen.

HBV DNA was detected in 55 (76.38 %) out of 72 in the first group of patients with serological
markers positive for HBsAg and HBeAg and negative for anti-HBe. In the second group, positive
for HBsAg and anti-HBe and negative for HBeAg, 37 (34.26%) out of 108 were found to be
positive for HBV DNA. In the third group, composed of sera only positive for antiHBc IgG, HBV
DNA was detected in 11 (30.55 %) of 36 cases. HBV DNA could not

be demonstrated in any of the control group composed of 30 seronegative patients.
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Girig

Hepatit B son yillarda basta Diinya Saglik Orgiitii olmak iizere tiim diinyanin en az AIDS kadar
onemsedigi ve yakin gelecekte yeryiiziinden eradike edilmesi planlanan hastaliklarin basinda



gelmektedir. Biitiin diinyada oldugu gibi, Glkemizin de 6nemli saglik sorunlarinin basinda gelen
hepatit B enfeksiyonlari ile ilgili yogun galismalar uzun yillardan beri siiregelmektedir.
Glnlmizde HBYV ile ilgili laboratuvar galismalarinda molekiiler biyolojik teknikler kullanilarak HBV
DNA’nin arastiriimasi gittikce yayginlasmaktadir. Ozellikle herhangi bir serolojik gdsterge
saptanamayan (seronegatif) kisilerden bulasan posttransfiizyonel hepatit B olgularinda ve HBV
mutantlari ile meydana gelen hepatit enfeksiyonlarinda enfeksiyonun tek gostergesinin HBV DNA
oldugunun kanitlanmasi bu calismalarin hiz kazanmasina yol agmistir.

Calismamizin amaci, laboratuvarimiza hepatit B éntanisiyla basvuran hastalarda HBV'ye ait
serolojik profillerin yani sira HBV DNA'yi arastirarak, gesitli serolojik gdstergelerin pozitif ya da
negatif bulundugu durumlarda HBV DNA'nin varliginin 6nemini dederlendirmektir. HBV DNA'nin
tespit edilmesiyle serolojik testlerin yetersiz kaldigi durumlarda taniya gidilmesinin yani sira,
hastaligin prognozunun ve antiviral tedavinin etkinliginin izlenmesi gibi hayati 6Gnemi olan islemler
de gergeklestirilebilecektir.

Gereg ve Yontem

Bu calismaya Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Laboratuarina 1998-1999 yillar arasinda hepatit B 6ntanisi ya da taramasi amaciyla bagvuran
hastalarin serumlari dahil edilmistir. Serum orneklerinde HBsAg, HBeAg, anti-HBs, anti-HBe ve
anti-HBc IgG gostergeleri mikro ELISA ve EIA yontemleri ile ticari kitler (Bioelisa, Biokit S.A.,
Spain ve IMX System, Abbott Diagnostics, USA) kullanilarak, Gretici firmalarin énerdigi
yontemlerle arastiriimistir.

Hastalar belirlenen serolojik profillerine gore gesitli gruplara ayrilmislar, tiim serolojik gostergeleri
negatif bulunan drnekler ise kontrol grubu olarak ele alinmiglardir. Serum 6rneklerinde HBV DNA
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirilmistir. PCR uygulamasi 6ncesinde 6rneklerden
proteinaz K-fenol yontemi ile ekstraksiyon yapilmistir. Elde edilen {riinler gogaltma karigimi
konmus tiiplere aktarildiktan sonra "thermal cycler" cihazinda (Personal Cycler 20, Biometra,
U.S.A.) amplifikasyon gerceklestirilmistir. Amplifikasyonda HBV S genine ait primerler (5'-
TTAGGGTTTAAATGTATACCC-3' ve 5-CATCTTCTTGTTGTTTTCTTCTG-3") kullanilmigtir.

Codaltma islemi sonrasi elde edilen PCR {riinleri etidyum bromid iceren agaroz jele aplike
edilerek yatay elektroforezde 120-130 V akim verilerek 20-30 dakika yiarttidlmdstir. Olusan
bantlar jelin transilliminatérde (Vilber Lourmat, Torcy, France) ultraviyole (UV) isigr altinda
izlenmesiyle ortaya gikmistir. Bu bantlarinin beklenen boyda olduguna molekdiler agirlik
markdriinin (FX174 DNA, Haelll Digest, Boehringer Mannheim) bantlari ile karsilastinlarak karar
verilmistir.

Bulgular

Hastalarin 216sinda B tipi hepatit enfeksiyonunu distindlren gesitli serolojik profiller mevcut
olup, bu hastalar serolojik profillerine gére (¢ gruba ayrilarak galismaya alinmistir. Buna gore;
HBsAg'i, HBeAg'i ve anti-HBcIgG'si (antiHBc total) pozitif bulunan hastalar birinci grup, HBsAg',
anti-HBe'si ve anti-HBc IgG'si pozitif olanlar ikinci grup olarak belirlenmistir. Anti-HBc IgG'si
pozitif, bunun disindaki diger serolojik géstergeleri negatif bulunan hastalar ise lglncii grup
olarak ele alinmiglardir. Biitlin serolojik gostergeleri negatif bulunan 30 serum 6rnegi ise kontrol
grubu olarak calismaya dahil edilmistir (Tablo 1).

Birinci grupta bulunan HBsAg (+), HBeAg (+), antiHBe (-), antiHBcIgG (+) 72 olgunun 55‘inde
(% 76.38), HBV DNA pozitif bulunmustur. Ikinci grupta yer alan HBsAg (+), HBeAg (-), anti-HBe
(+), anti-HBc IgG (+)108 hastanin 37'sinde (% 34.26) HBV DNA'nin varligi tespit edilmistir. Anti-
HBc IgG disindaki tiim serolojik gdstergeleri negatif bulunan 36 "izole anti-HBc" olgunun 11‘inde
(% 30.55), HBV DNA pozitif olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunu olusturan ve tiim serolojik
belirleyicileri negatif bulunan 30 serum 6rnedinin hicbirinde HBV DNA varligi tespit edilmemistir
(Tablo 2).



Calismada elde edilen sonuglar chi square (x2) istatistiksel analizi ile dederlendirildi. Calisilan
hasta gruplari icersinde birinci grup HBV DNA'nin tespit edilme sikligi agisindan ikinci ve {iglincli
gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli bulundu (p< 0.01). ikinci ve {glincii gruplarda bulunan
hastalar arasinda HBV DNA'nin tespiti agisindan istatistiksel bir fark bulunamadi (p> 0.05).

Tartisma

Ulkemizde 1972 yilindan beri dondrler, normal popiilasyon ve risk gruplari arasinda yapilan cok
sayida calismanin sonuglarina gére HBsAg seroprevalansi bdlgeden bolgeye dedismek (izere %
3.9 - 12.5 olarak belirlenmistir. Bu sonuclar yurdumuzda 4 milyon civarinda tasiyici bulundugunu
gostermektedir ki bu rakam gelismis Ulkelere oranla oldukga ytiksektir (1).

HBsAg ile birlikte serumda HBeAg'nin saptanmasi aktif replikasyonun ve enfektivitenin kaniti
olarak ele alinmakta ve bu tip 6rneklerde genelde HBV DNA varligina rastlanmaktadir. Kronik
hepatit B veya asemptomatik tasiyici gibi HBsAg pozitif vakalarda serumun enfeksiy6zitesini
saptamada, antiviral tedavi endikasyonu koymada ve tedaviyi takip ederek hastaliin prognozunu
dederlendirmede HBV DNA tespiti en uygun yol olarak géziikmektedir.

Calismamizda HBsAQ'i ve HBeAg'i birlikte pozitif bulunan 72 hastanin 55‘inde (% 76.38) PCR
yontemi ile HBV DNA tespit ettik. Elde ettigimiz bu sonu¢ HBeAg pozitifligi ile HBV DNA pozitifligi
arasinda paralellik oldugunu gostermektedir ve literatiirdeki diger galismalarin sonuglari ile
uyumludur (2 - 4).

HBeAg-anti-HBe serokonversiyonunu takiben olgularin bliylik béliiminde virlis replikasyonunun
bittigi kabul edilmektedir. Anti-HBe'nin nispeten diisiik enfektivitenin ve hastaligin tamamen
iyilesecedinin bir gostergesi olarak kabul edilmesine ragmen, dzellikle bazi calismalarda duyarli
PCR teknigi ile antiHBe ve HBV DNA'nin birlikte pozitif bulundugu gosterilmistir (5). Pawlotsky ve
arkadaslari (6) inceledikleri olgularin %82’sinde, Heper ve arkadaslar (7) olgularin %32'sinde
anti-HBe ve HBV DNA'yi birlikte pozitif bulmuslardir. Bu durum anti-HBe pozitif olgularda
serokonversiyondan sonra da replikasyonun devam ettidini diistindiirmektedir.

Calismamizda inceledigimiz HBeAg'i negatif, HBsAg'i ve anti-HBe'si pozitif olan 108 hasta
serumundan 37’sinde (%34.26) HBV DNA pozitif bulunmustur. Bu sonug HBsAg'i ve antiHBe'si
pozitif olan hastalarda HBV DNA'ya bakilmasinin hastaligin prognozunu degerlendirmede énemli
bir kriter oldugunu gostermektedir.

Anti-HBc IgG HBsAg tasiyicilarinda yiiksek titrede bulunur, yillarca hatta hayat boyu pozitif
kalabilir. Hepatit B enfeksiyonunun tanisinda serumda anti-HBc IgG'ye (anti-HBc) tek basina
rastlaniimasi "olagan disi serolojik profil" olarak adlandiriimasina ragmen, cok ender gériilen bir
olay degildir. Badur (8) Istanbul’da inceledigi 760 kan donériiniin %11.6'sinda, Akbak (9)
Ankara’da inceledigi saglikh gocuklarin %2.5'inde tek basina anti-HBc varligi saptamislardir.
HBsAg'nin saptanamayacak diizeyde var oldugu kronik enfeksiyonlar, HBV antijenlerine karsi
himoral immiin yanitta bir bozukluk ya da diyabetliler ve kronik bébrek hastalarinda sik goriilen
bir durum olan anti-HBs olusturamama s6z konusu oldugunda serumda sadece anti-HBc olusur
(10, 11).

Calismamizda anti-HBc disindaki tiim serolojik gostergeleri negatif bulunan 36 serum 6rnegdi HBV
DNA yoéniinden incelenmistir. Tek basina anti-HBc'si pozitif olan 36 vakanin 11‘inde (% 30.55)
HBV DNA PCR ydntemiyle pozitif bulunmustur. Elde ettigimiz sonug Neifer ve arkadaglar (12) ile
Joller ve arkadaslarinin (13) bu tiir olgularda yapmis olduklari calismalarin sonuglarina (sirasiyla
% 36 ve % 39) gore bir miktar disiiktir. Bu durumun galismamizda ele aldigimiz tek basina anti-
HBc olumlu vakalarin, yalancl pozitifliklerin elimine edilmesi amaciyla tekrarlanan ya da indirgeyici
testlere tabi tutulmamig olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Calismamizda kontrol grubu olarak dederlendirdigimiz ve HBV'ye ait biitiin serolojik gdstergeleri
negatif bulunan 30 serum 6rnedinden higbirisinde HBV DNA tespit edilmemistir.

Sonug olarak zaman iginde gittikge gelistirilen ve duyarliliklari her giin daha da artan laboratuar
yontemleri enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda karanlikta kalan kisimlari aydinlatmaktadir. PCR
teknigi kullanilarak gergeklestirilen calismalar HBV enfeksiyonlarinin tani kriterlerinin 1990 yillara
dek kabul edilenden ¢ok daha farkli seyredebilecegini kanitlamistir. Bu duyarl yontemlerin



gelistirilmesi ile HBeAg'nin replikasyon kriteri olarak goriilmesi ve anti-HBs'nin belirmesiyle birlikte
replikasyonun sonlanmasi gibi klasik birtakim bilgilerin zaman icinde degisebilecegi goriilmektedir.
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