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Ozet

HBV DNA'sinin élglilmesi kronik hepatit B infeksiyonuna yaklasimda énemli bir parametredir. Son
birkag yildir serum HBV DNA'sinin daha giivenilir olarak kantitasyonu igin ticari ve laboratuvarda
hazirlanan molekiiler testler bulunmaktadir. Calismamizda HBV DNA'sinin saptanmasinda in-house
(laboratuvarda hazirlanan) PCR ve hibrid yakalama sistemi (HCS, hybrid capture system, Digene)
degerlendirilmistir. Hibrid yakalama sistemi serumun mililitresinde 1.4 x 106 ve 5.6 x 108 HBV
genomunu belirleyebiliyordu.

HBV DNA'sinin belirlenmesi icin 75 serum 6rnedi PCR ve hibrid yakalama sistemi ile test edilmistir.
Test edilen tim serumlarin HBs antijeni pozitif idi.

HBV DNA pozitifligi PCR ile %36, hibrid yakalama sistemi ile %32 olarak saptandi. Hibrid
yakalama sistemi ile negatif olarak belirlenen 51 6rnegin, 48 (%94.1)'i PCR ile negatif 3 (%5.9)'U
pozitif olarak saptanmistir. Iki method arasinda kikare testi ile istatistiksel olarak bir anlamli
farklilk saptanmamistir.

Sonug olarak HBV DNA'si saptanirken énce PCR calisiimasi, eder pozitifse hibrid yakalama sistemi
gibi bir kantitatif testin yapilmasi uygun olacaktir.

Summary

The measurement of hepatitis B virus (HBV) DNA levels in serum has become an important tool
for managing chronic HBV infection. Several molecular approaches, either commercially available
or homemade tests, have been used in the last few years to quantify serum HBV DNA levels
more accurately. We have evaluated in-house PCR and the hybrid capture system (HCS, Digene)
for HBV DNA detection. HCS HBV DNA method is able to quantify HBV DNA at between 1.4 x 106
and 5.6 x 108 HBV genomes per ml in sera.

In-house PCR and HCS HBV DNA were tested for HBV DNA determination in 75 sera. All samples
of tested were positive for HBs antigen.

The ratio of HBV DNA positivity was found to be 36% by in-house PCR and 32% by HCS HBV
DNA methods. Fiftiy- one of HCS HBV DNA negative specimens, 48 (94.1%) were negative and 3
(5.9%) were positive by in-house PCR. The results indicated that there was no statistically
meaningful difference between both methods by chi-square test.

As a result, while determining HBV DNA, samples should be first studied by PCR and then if it is
positive a quantitative test such as HCS will be appropriate.

Girig

Hepatit B viris infeksiyonlari, korunma ve daha hassas molekiiler biyolojik tani ydntemleri
gelistiriimesine ragmen halen 6nemini korumaktadir. Hepatit B'ye bagh kronik infeksiyonlularin,
tasityicilardan ayrilmasi ve miimkiinse tedavi edilmesi gerekmektedir (1,2). Zira kronik hepatit B
infeksiyonu sonrasi hepatoselliiler karsinoma ve siroz gibi éldiriici komplikasyonlar ortaya
¢ikabilmektedir (3).



Kronik infeksiyonlarin dederlendiriimesinde serum HBV DNA pozitifli§i ve DNA yikiiniin molekiler
tani yontemleri ile belirlenmesi gok énemlidir. HBV DNA’sinin gosterilmesi igin birgok metod
gelistirilmesine ragmen giiniimiizde rutin olarak en sik prob hibridizasyon ve hedef codaltma
yontemleri kullanilmaktadir (4-6). Hidridizasyon yontemlerinin duyarlihdi disik ve 6zgilliga
ylksek iken ¢ogaltma yontemlerinde tersidir. Ancak ¢ogaltma yontemlerindeki bu yliksek
hassasiyet yalanci pozitifli§in de artmasina neden olmaktadir. Bu nedenle hangi yontemlerin tani
veya tedavi takibinde kullanilacadi belirlenmelidir.

Hepatit B viriis DNA'sinin saptanmasi icin kullanilan testlerin bir kismi ticari olarak bulunurken bir
kismi da laboratuvarda hazirlanabilmektedir (4-7). Calismamizda HBV DNA’sinin serumda
gosterilmesi icin laboratuvarda kolayca hazirlanabilen PCR (in-house) ve ticari olarak temin edilen
hibrid yakalama sistemi (hybrid capture system, Digene) karsilastiriimistir.

Gereg ve Yontem

Serum ve HBV DNA izolasyonu: Calismaya mikro ELISA (Abbot) yéntemi ile HBsAg pozitif 75
serum 6rnedi alindi. DNA Izolosyonu icin Thon ve ark. (5) tarif ettigi metod modifiye edilerek
kullanildi; kisaca 50u serum (izerine 5 pl proteinaz K (proteinaz K 10 mg/ml, TE (Tris 100 mM,
EDT 10 mM; pH: 8.0) soliisyonu eklendi. Bir saat 55°C'de tutulduktan sonra 95°C de 10 dakika
inkiibe edildi. Karisim 4°C'de 15 dk 20 000 g'de santrifiije edildikten sonra 5pl’si hedef DNA
olarak 45pl'lik PCR karisimina katildi (5).

PCR (in house): PCR amplifikasyonu icin Thiers ve ark. (8) tanimladigi HBV'nin yiizey antijeninin
kodlandigi DNA bolgesine uyan P1 (429-450): 5'- CATCTTCTTGTTGGTTCTTCTG-3' ve P2 (844-
822): 5-TTAGGGTTTAAATGTATACCC-3' primerleri kullanildi. PCR karigimi 5u 6érnek DNA, 36.75 pl
distile su, 5 pl PCR tamponu (10 x, 2.5 mM Mg+ igeren), 2 pl (50 ser pmol p1 ve p2) primer, 1 pl
deoksi niikleotit (200 mM her birinden) karisimi ve 0.25 pl (1.25 lnite) taq polimeraz igeriyordu.
Karisim hazirlandiktan sonra termal cycler (PTC 100 MJ Research)’'da 94°C'de 1 dk, 55°C’de 1 dk,
72°C'de 2 dk olacak sekilde 45 siklus uygulandi. Komtaminasyonu azaltmak igin standart
prosediirler siki bir sekilde uygulandi. Amplifiye edilen 415 baz ciftlik (bp) DNA agaroz jel
elektroforezi ile ayrilip etidium bromid ile boyandi. Ultraviyole isigi altinda beklenen DNA bandi
goriilen 6rnekler pozitif olarak degerlendirildi. (Resim 1).

Hibrid yakalama Sistemi: Kit prosediiriiniin onerileri dogrultusunda uygulandi. Hibrid yakalama
testi 5 pg (1.4x106 kopya/ml) ile 2000 pg (5.6x108 kopya/ml) arasindaki HBV DNA yiikiin{ tespit
edebiliyordu.

Istatistiksel analiz: Bulgularin istatistiksel analizi x testi ile yapildi.

Bulgular

PCR ile 75 serumun 27 (%36)'sinde pozitiflik saptanirken hibrid yakalama ile 24 (%32)'linde
pozitiflik saptandi (Tablo 1). PCR ile hibrid yakalama sistemine gére fazladan 3 (% 5.9) 6rnekte
daha pozitiflik saptandi. PCR'nin hibrid yakalama sistemine gére duyarliligi %100, 6zgulligi
%94.1, pozitif prediktif degeri %88.9, negatif prediktif dederi %100 ve temel uyumu %96 olarak
saptanmigtir. PCR HBV DNA'nin pozitif saptanma oranini %4 artirmasina ragmen iki metod
arasinda c testi ile istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi.

Tartisma

Virlis replikasyonunun en dogru gostergesi olmasi nedeniyle kronik hepatit B’'nin tani ve tedavi
takibinde HBV DNA saptanmasi biiyiik Gneme sahiptir. Bu nedenle giiniimiizde rutin uygulamada
ALT yiiksekligi, HBs antijeni pozitifligi olan ve kronik hepatit B diistiniilen her hastada HBV DNA
arastirlmaktadir. Amag HBV DNA'nin varliginin gdsterilmesi ise daha hassas olan kalitatif
yontemlerin kullaniimasi 6nerilmektedir. Eger tedavi takibi yapilacaksa belirli bir hassasiyete
(=1000 kopya/ml) sahip kantitatif testlerin kullaniimasi daha uygun olacaktir.

PCR metodu teorik olarak érneklerdeki tek genomu bile saptayacak kadar duyarli olmasina
ragmen iyi standardize edilmis uygulamalarda serumun mililitresinde 10-50 viriis kopyasi
saptanabilmektedir (9,10). Hibrid yakalama sisteminin duyarhlk alt siniri 1.4 x 106 kopya/ml



(5pg/ml) olarak standardize edilmistir. Bizim sistemimizde ise serumun mililitresindeki 140000
HBV genomu (0.5 pg/ml) tekrarlanan deneylerde tespit edilebilmektedir.

Bu da gostermektedir ki iki yontem arasinda duyarlilik agisindan belirgin fark vardir. Fakat bu fark
rutin uygulamada anlamli bir fark olarak gériinmemektedir. Duyarllik alt sinirinin 1.4 x 106
kopya/ml gibi oldukga yilksek bir degerde olmasi nedeniyle hibrid yakalama testi sonucunda
negatiflik elde edildiginde virlisiin 6rnekte hi¢ bulunmadigi anlamina gelmez. Virls belirtilen alt
sinirdan daha disiik bir degerde bulunabilir.

Codu calismada oldugu gibi calismamizda da PCR ile HBV DNA pozitiflik orani hibrid yakalamaya
gore yiiksek bulunmustur. (5, 7, 9-11). PCR daha ucuzdur ve hibrid yakalamanin pozitif oldugu
bitiin 6rneklerde, pozitiflik olarak saptanmistir. Buna ragmen PCR’nin standart olmamasi ve
yiiksek diizeyde yalanci pozitifligi uygulanabilirligini sinirlamaktadir.

Sonug olarak rutinde laboratuvardan HBV DNA istek sayisi Ulkemizde HBV prevalansi yiiksekligi
nedeniyle oldukga fazladir ve bu testlerin yapilmasi yliksek maliyet gerektirmektedir. Bu nedenle
HBs antijeni pozitif kronik hepatit B dlisintlen hastalarda HBV DNA belirlenirken érneklerin énce
daha duyarl ve ucuz olan PCR gibi bir ydontemle calisiimasi, eder kantitatif deger gerekiyorsa
(tedavi takibi acisindan, vb.gibi) hidrid yakalama sistemi gibi kantitatif bir yontemin kullaniimasi
uygun olacaktir.
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