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SERUMDA HEPATIT B VIRUS (HBV) DNA'SININ PCR YONTEMI ILE
%AI:IIANMASI VE HBV SEROLOJIK GOSTERGELERIYLE KARSILAS-
LMASI

Ziihal Asq1*, Ayhan Akbulut**, Mehmet Z. Doymaz*, Siileyman Felek**, S. Sirr1 Kilig**

OZET

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) gibi molekiiler biyolojik yontemlerin kulla-
mima girmesi ile 1970 li yillardan beri Hepatit B prognozunun takibi ve kronik aktif hepatit B tedavisine baglama-
da kriter kabul edilen serolojik gostergelerin yorumlanmasi tartigihr olmustur. Bu galigmada; bolgemizde PCR
ybntemi ile HBV DNA ¢aligmalarinin baglamasini saglamak ve HBV DNA sonuglan ile, Enzyme-linked immuno-
assay (EIA) yontemiyle elde edilen HBV serolojik gostergeleri arasindaki iligkiyi aragtirmak amaglanmugtir.

Enzyme immun assay yontemiyle HBsAg pozitif bulunan 130 serum 6reginde Proteinaz K/Fenol ekstraksiyo-
nu yontemi ile HBV DNA aragtirlmugtir.

EIA ile HBsAg pozitif bulunan 130 serum érneginin 55'inde (% 42.3) PCR ile HBV DNA pozitif bulundu.
HBeAg (+) HBe (-) 44 serum rneginin 40'inda (% 90.9) HBeAg (-), anti-HBe (+) 66 serum 6rneginin 10'unda (%
51.1) HBV DNA pozitifligi saptanmigtir. Ayrica HBeAg ile HBV DNA arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iligki olmasina ragmen (p< 0.00001) HBeAg (+) olan 56 serum 6reginden 12'sinde (% 21.4) HBV DNA (-) HBe-
Ag (-) olan 74 serum 6meginin 11'inde (% 14.9) HBV DNA (+) bulunmustur.

Sonug olarak; HBV infeksiyonu prognozunun takibinde ve kronik hepatit B tedavisinde kriter olarak serolojik
gostergeler yaninda, mutlaka HBV DNA simin da bakilmasinin daha dogru olacagi kanaatine vanlmigtir.

Anahtar kelimeler: Hepatit B virusu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SUMMARY

Evulation of DNA of Hepatitis B virus in serum by PCR and comparison with the
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 regi-
mens of Hepatitis B Virus infections started to be debated. In this study, the results of PCR analysis performed to
test the presence of HBV viral DNA in serum of Hepatitis B virus surface antigen positive subjects and compari-
son of PCR analysis with serological markers were reported.

DNA of Hepatitis B Virus was investigated by proteinaz K/phenol extraction method in 130 HBsAg positive
sera tested via micro enzyme immun assay method.

Accordingly, in 44 HBeAg positive, anti-HBe negative samples, 90 % (40 samples) were positive for HBV vi-
ral DNA whereas 15.1 % of anti HBe positive, and HBeAg negative samples contained HBV viral DNA sequen-
ces. There was statistical correlation between HBeAg and viral DNA (< p 0.00001). Twenty one percent of 56
HBeAg (+) samples did not contain HBV viral DNA while 14.5 % of 74 HBeAg (-) had HBV viral DNA.

In conlusion, to obtain a detailed information about the prognosis and effect of the treatment regimen in HBV
infections PCR analysis of viral DNA along with serological markers should be advised.
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GIRIS

HBYV insanlarda akut hepatit, kronik hepatit, kara-
ciger sirozu ve hepatoselliiler karsinoma gibi hastahk-
lanin nedenidir. 1970'li yillardan sonra HBV ile ilgili
infeksiyonlann  laboratuvar  degerlendirilmelerinde
HBV'nin antijenik yapilan ve bunlara kargi olusan an-
tikorlar arastinlmaya baglanmgtir (1,2).

HBV'in HBsAg, HBcAg, HBeAg olmak iizere ii¢
antijeni vardir. HBsAg virus yiizey antijenidir, serum-
da bulunur. HBcAg kor antijenidir ve genellikle se-
rumda bulunmaz, hepatositler iginde bulunur. HBeAg
virus partikiillerinde yer almaz, HBV ile infekte hepa-
tosit yiizeyine ve seruma sekrete edilir. HBeAg'nin se-
rumda bulunmasi; onceleri viral partikiillerin, DNA
polimerazin ve HBV DNA'nin serumda bulundugunun
(replikasyonun) bir gostergesi olarak kabul edilmigtir.
HBsAg'ye karsi anti-HBe'nin olugmas: ile iyilesmeye
gidigin bir gostergesi olarak kabul edilmigtir (2).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu 1983'de diigiiniilen
ancak 1990 yillarinda kullanima giren, niikleik asitle-
rin gogaltilmasi esasina dayanan diagnostik bir testtir.
PCR, diisiik titrede viremi olsa bile, onu ortaya gikara-
bilecek kadar duyarhdir (3, 4).

Bu galigmada; hem bélgemizde PCR yontemi ile
HBV DNA caligmalannin baglamasini saglamak hem
de HBV DNA sonuglan ile, EIA yontemiyle elde edi-
len HBV serolojik gostergeleri arasindaki iligkiyi arag-
trmak amaglanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Infeksiyon Hasta-
hiklan ve Klinik Mikrobiyoloji ile Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarlannda EIA ve HBV
serolojik gostergeleri saptanan HBsAg olumlu 130 se-
rum meginde PCR yontemi ile HBV DNA arastinl-
migtir.

EIA testi: HBV serolojik gostergeleri mikro-enzim
immun assay (EIA) yontemiyle ticari kitler kullanila-
rak (Organon Technika, Hollanda) arastunlmigtir.

PCR yontemi: HBsAg olumlu serum orneklerinde
HBYV DNA, Proteinaz K/Fenol ekstraksiyonu yontemi
ile aragunlmgtir (5).

Serumda DNA Ekstraksiyonu

1,5 ml lik Eppendorf mikrosantrifiij tiiplerinin igine
500 pl K tamponu (20 mm Tris pH: 8.0, 150 mM
NaCl, 10 mM EDTA, % 0.2 SDS, 10 mg Pronase (ml)

ve 100 ml hasta serumu, pozitif kontrol (su: Sigma
Distiled Water) birakildi, 30 sn vortekslendi, iki saat
37°C'de benmaride inkiibe edildi. Mikrosantrifiij tiiple-
rinin iizerine fenol-kloroform (1:1) 600 pl eklenerek
30 sn vortekslendi. Mikrosantrifiij'de (16000 x g) 5 dk
santrifiij edildi. Ustteki sivi faz alinarak tekrar fenol-
kloroform ekstraksiyonu yapildi (Iki veya 4 kere tek-
rarlandi). En son elde edilen sivi faz iizerine 50 pl 3 M
sodyum asetat ve 500 pl soguk etanol eklenerek 30 sn
vortekslendi, bir gece -20°C'de bekletildi. Daha sonra
15 dk mikrosantrifiij (16.000 x g) yapildi, sivi faz do-
kiildii tizerine % 70'lik soguk etanol eklendi. Tekrar 15
dk. mikrosantrifiij (16.000 x g) yapildiktan sonra iistte-
ki sivi dokiilerek elde edilen gokelti kendiliginden ku-
rumak iizere ters gevrildi. Cokelti kuruduktan sonra
100 pl TE buffer (10 mM Tris pH: 8.0 ImM, EDTA)
ile siispansiyonlan yapild.

PCR amplifikasyonlari

0.5 ml'lik mikrosantrifiij tiipii igine sirasiyla soliis-
yonlar eklendi:

10 pl DNA igeren gozelti, 5 pl primer 1 (20 pm/ml
stoktan), 5 pl primer 2 (20 pm/ml stoktan), 16 pl dNTP
mix (1.25 mM herbirinde), 10 pl BSA (1 mg/ml), 10
ml MgC12 (2.5 mM), 10 pl 10 x Taq buffer, 33 m ste-
ril distile su, 1 Taq (minimum 2 {inite). mikrosantrifiij
tiiplerinin en dstiine ise 50 pl mineral oil ilave edildi.
Kullanilan primer setleri yiizey antijenini kodlayan ge-
nin 328. ve 587. bazlan arasindaki 259 bazhk bir bolii-
mii amplifiye etmek iizere segilmiglerdir (4). Primer 1:
5' CAA GGT ATG TTG CCC GTT TG-3' ve Primer 2:
5- AAA GCCC CTG CGA ACC ACT GA-3 baz sira-
sina sahiptir. Amplifikasyon igin kullanilan soliisyon-
lar Stratagene firmasindan saglanmistir.

Reaksiyon igin otomatik thermal-cycler kullanild.
Thermal-cycler igine yerlestirilen mikrosantrifiij tiiple-
ri 95°C'de 2 dk (denatiirasyon) 55°C de 2 dk (baglan-
ma) ve 72°C de 2 dk (uzama) olmak iizere 30 siklusa
tamamlanacak sekilde inkiibe edildi. 259 bp amplifi-
kasyon iuiiniinii goriintilemek amaciyla agaroz-jel
elektroforezi ile DNA'lann varhgi aragtinldi. Her nu-
muneden 10 pl ahmp iizerine 3 pl yiikleme tamponu
eklenerek % 1 lik agaroz -jel'in (7.5 pl 5 x TB1 = (54
gr Tris, 27.5 gr. borik asit, 20 pl 0.5 M EDTA pH: 8.0)
+ 67.5 dH20 x 0.75 agaroz + 10 pl etidyum bromid
(10 mg/ml) tarak bogluklanna eklendi. Amplifiye edil-
mis kangim 150 V'da elektroforez edildi. Etidyum bro-
mid ile boyanan DNA bandlan UV monitor ile goriin-
tiilendi (Resim 1). Istatistiksel analizlerde bu iki gru-
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bun karsilastirmasinda ki kare testi kullamldi.
BULGULAR
HBsAg (+) 130 hasta serum omeginin 55'inde (%

42.3) HBV DNA pozitif bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. HBsAg (+) serumlarda HBV DNA sonuglar

HBsAg (+)

n Yo
HBV DNA (+) 55 423
HBV DNA (-) 75 57.7
Toplam 130 100

HBeAg pozitifligi ile HBV DNA pozitifligi arasin-
da anlamh bir iligki bulunmustur. Ancak HBeAg (+)
12 (% 21.4) serum orneginde HBV DNA bulunama-
mig, HBeAg (-) 11 (% 14.9) serum omeginde HBV
DNA pozitif bulunmustur (Tablo 2).

Tablo 2. HBeAg pozitifligi ile HBV DNA arasindaki iligki

HBV DNA HBeAg + HBeAg

n % n Yo
HBV DNA (+) 44 78.6 11 14.9
HBVDNA(-) 12 214 63 85.1
Toplam 56 100 74 100

HBeAg (+) anti-HBe (-) serumlarda % 90.9'i HBe-
Ag (-) anti-HBe (+) % 15.1; HBeAg (-) anti-HBe (-) 8
serum omeginden 1 (% 12.5)'inde HBV DNA pozitif
bulunmustur (Tablo 3)

Tablo 3. HBsAg olumlu 6rmeklerde HBV DNA ile HBeAg
ve anti-HBe arasindaki iligki

HBeAg HBY DNA+ HBV DNA- Toplam
n % n o

HBeAg+ 40 90.9 4 9.1 44

anti-HBe -

HBeAg - 10 15.2 56 84.8 66

anti-HBe+

HBeAg+ 4 333 8 66.7 12

anti-HBe +

HBeAg+ | 12.5 7 87.5 8

anti-HBe+

8

Resim 1. PCR'da ¢ogalulmig HBV DNA bantlarinin UV mo-
nitdr ile goriintiisi.

Band 1, Qx 174 hae 111 Marker

Band 2, Negatif kontrol

Band 3, Pozitif kontrol

Band 4, Hasta serumu

TARTISMA

Hepatit B virus infeksiyonunun tamisinda yaygin
olarak kullamlan serolojik gostergelerden HBeAg ve
anti-HBe, degerlendirilmelerindeki degigiklikler nede-
niyle, son yillarda daha da onemli olmustur. HBeAg
pozitifligi hem kronik ve fulminan hepatitle seyretmesi
agisindan hastanin kerdtsi, hem de bulagtincr olmasi
agisindan gevresi igin onemli sayilmig, anti-HBe (+)
hastalarin gerek klinik, laboratuvar ve histolojik deger-
lendirmeleri, gerekse PCR ile HBV DNA tesbiti bu yo-
rumlamanin yanhs oldugunu ortaya gikarmigur (3-6).

HBeAg'nin gergek fonksiyonu tam olarak bilinme-
mekle birlikte, konagin HBV'ye kargi immun cevabini
kontrol ettigi sanilmaktadir. Ozellikle HBV'de prekor
mutasyonu oldugunda HBeAg sentezlenemez. Boylece
virusun konagin HBeAg araciliiyla olusturdugu sito-
toksik cevaptan kurtulup yasamim siirdiirebildigine ve
replikasyonun devam ettigine inanihr. Ancak HBe-
Ag'nin kaybolmast HBV DNA'sinda belirgin bir azal-
ma da olusturur (1, 2, 7, 8). Kronik HBV infeksiyonu
tedavisinde interferon kullanimina HBeAg (-) viruslar



olugmadan baglanmasimn, tedavi oramim artiracag: be-
lirtilmektedir (1).

HBsAg ya 22 nm lik kiiresel ve tiibiiler partikiiller-
den ya da 42 nm lik iginde kor bolgesini de igeren bii-
yiik partikiillerden olugur. Eger kor bolgesi i¢eren bi-
yilk partikiiller var ise infektif olur ve virus igerir (2,
9).

Izmir'de yapilan bir calismada HBsAg olumlu 302
serum dmeginin 138'inde (% 45.7) siv1 hibridizasyon
yontemi ile HBV DNA pozitif bulunmustur (10).

CGaligmamizda da % 42.5 oraninda HBV DNA po-
zitif bulunmustur Tespit edilemeyenlerin HBV geno-
mu igermeyen antijenik yapilara bagh olabilecegi dii-
stiniilmiigtiir.

Hindistan'da yapilan bir ¢gahymada HBeAg pozitif
12 serum drneginin tamaminda, anti HBe pozitif 23 se-
rum rneginin 14'linde (%60.9) HBeAg ve anti-HBe
negatif 25 serum 6rneginin 13'iinde (% 52) HBV DNA
pozitif bulunmugtur (11).

Malatya'da yapilan bir galigmada ise; HBeAg pozi-
tif 18 serum 6meginin tamaminda, anti-HBe pozitif 62
serum orneginin 7'sinde (% 11.2) PCR ile HBY DNA
tespit edilmigtir (12).

izmirde sivi hibridizasyon yontemi ile yapilan
HBV DNA arasurmasinda; HBeAg pozitif, anti-HBe
negatif hastalann % 90.6'nda HBeAg negatif, anti
HBe pozitif hastalann % 20'sinde HBV DNA pozi-
tifligi tespit edilmigtir (10).

Japonya'da yapilan bir caligmada; HBeAg (-), anti-
HBe (+) 19 asemptomatik HBV tagiyicisinin tama-
minda PCR ve Hibridizasyon teknikleri ile HBY DNA
tespit edildigi, bu hastalann tamaminda prekor mutas-
yon, 17'sinde de (% 87.3) X gen bélgesinde mutasyon-
lar tespit edildigi bildirilmigtir. Ayni ¢aligmada prekor
mutasyonun virus i¢in kurtulug mutasyonu oldugu, X
gen bolgesindeki mutasyonlarin ise replikasyonu azalt-
ug belirtilmigtir (13).

Calismamizda HBeAg (+) anti-HBe (-) serumlarda
% 90.6, HBeAg (-) - anti HBe (+) serumlarda % 15.1,
HBeAg (-)- anti-HBe (-) 8 serum omeginden 1 (%
12.5) inde HBV DNA pozitif bulunmugtur. Caligma-
miz sonuglan Izmirde yapilan ¢ahisma sonuglarna
benzerdir. Bu sonuglar bizlere bélgemizde de mutant
suglann varhigim diigiindiirmektedir.

Sonug olarak; HBV infeksiyonu prognozunun taki-
binde ve kronik hepatit tedavisinde kriter olarak sero-
lojik gostergeler yaninda, mutlaka HBV DNA'nin da

bakilmasinin daha dogru olacag kanaatine vanlmigtir.
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