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Kronik Hepatit B Virus Enfeksiyonunda
Kantitatif Anti-HBcIgM Testi

Tijen Ozacar*, Selda Erensoy*, Aysin Zeytinoglu*, Cengiz Cavusoglu®,
Nadir Yonetci**, Altinav Bilgic*

OZET

Bu galismada Nisan 1993-Agustos 1994 tarihleri arasinda toplanan ve akut hepatit B'ye ait olmayan 1183 serum &rneginde,
“enzyme-linked fluorescent immunoassay” (ELFA) yontemi ile kantitatif olarak anti-HBclgM arastinildi. Diier HBV serolojik
gostergeleri mikro “enzyme immune assay” (EIA); HBV-DNA, sivi hibridizasyon yontemi ile arasunildi. HBsAg ve HBeAg
olumlu serum dreklerinin %4 1.8'inde; HBsAg olumlu HBeAg olumsuz rneklerin ise %19.7'sinde anti-HBclgM olumlu bulundu
(210 Paul Ehrlich Institute Unit/ml) (p<0.00005). HBsAg olumsuz serum dmeklerinden anti-HBc ve anti-HBs olumlu olan 599
dmegin 14'Unde, anti-HBe ve anti-HBc olumlu 75 drnegin 3'dnde ve salt anti-HBc olumlulugu olan 103 Grnegin 1'inde anti-
HBclgM olumlu bulundu. HBV-DNA olumlu &rneklerdeki olumluluk orant (9%44) olumsuz trneklerden (%15.4) anlamh olarak
yiiksekti (p<0.0005).

Serum alanin aminotransferaz (ALT) degerleri ile anti-HBcIgM olumlulugu arasindaki iligkiyi aragtrmak igin kronik B
hepatitli 28 olgu segildi. ALT degerleri 50 U/L'den yiiksek 14 6rnegin 4'iinde anti-HBcIgM, HBV-DNA ve HBeAg olumlu iken:
ALT dizeyleri <50 U/L olan 14 mek arasinda her iig gostergesi birlikte olumlu olan yokt. ALT dizeyleri ve HBV-DNA
olumlulugu ile anti-HBclgM olumlulugu arasinda anlamli iligki bulundu (p<0.05). Bu verilerle duyarli ve kantitatif anti-HBclgM
testinin kronik B hepatiti izleniminde ve aktivasyon tamsinda yardimei olacagi sonucuna vanldi.
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SUMMARY
Anti-HBclgM Test in Chronic Hepatitis B Infection

It was planned to evaluate quantitative IgM anti-HBc response in chronic hepatitis B virus (HBV) infection. | 183 serum
samples collected between april 1993-august 1994 and did not belong to acute hepatitis B were screened for IgM anti-HBc by
enzyme-linked fluorescent immunoassay (ELFA). The other serological markers were investigated by micro enzyme
immunoassay and HBV-DNA by liquid hybridization technique. In 41.8% of HBsAg and HBeAg positive serum samples and in
only 19.7% of HBsAg positive, HBeAg negative serum samples IgM anti-HBc was positive ((10 Paul Ehrlich Institte Unit/ ml)
(p (0.00005). Among the HBsAg negative serum samples, 14 of 599 anti-HBc and anti-HBs positive, 3 of 75 anti-HBe and anti-
HBc positive, and 1 of 103 isolated anti-HBc positive were found to be IgM anti-HBc positive. HBV-DNA positive samples were
more frequently positive than HBV-DNA negative samples (44.0% versus 15.4%)(p(0.0005).

Twenly eight serum samples from chronic hepatitis B patients were chosen 1o investigate the association of IgM anti-HBc
seropositivity with serum alanine aminotransferase (ALT) levels. Four of 14 with ALT levels higher than 50 U/L were 1gM anti-
HBc , HBV-DNA, and HBeAg positive in serum. From 14 patients whose serum ALT levels were less than or equal to 50 U/ L,
none of them had all of these three markers positive. There was a direct correlation between high ALT levels and HBV-DNA
positivity and IgM anti-HBc positivity (p(0.05). Thus, a sensitive and quantitative 1gM anti-HBc test is helpful in following
chronic B hepatitis and diagnosis of activation.

GIRIS

Akut hepatit B infeksiyonunun serolojik gostergesi
anti-HBclgM olumlulugudur. Ancak kronik hepatit B
olgularinda, hatta asemptomatik HBV tagiyicilaninda da
diisiik diizeylerde anti-HBclgM olumlulugu saptanabilir
(1,3, 5, 8, 10). Bu degisik gruplarin anti-HBclgM dii-
zeyleri arasinda dnemli fark oldugu bildirilmigtir (1, 3).
Kronik B hepatitindeki diigiik diizeydeki anti-HBclgM

olumlulugunun saptanabilmesi igin testlerin duyarlihgi-
min yiikseltilmesi onerilmektedir (1, 3). Bu amagla daha
duyarl ve kantitatif anti-HBclgM testleri geligtirilmigtir
(1, 3, 5). Anti-HBclgM olumlulugu aktif viral replikas-
yonun dolayh bir gostergesidir ve HBV enfeksiyonuna
bagh karaciger hastah@im gosterir. Anti-HBclgM'in da-
ha duyarl yoéntemlerle ve kantitatif olarak aragtinlmas,
kronik HBV enfeksiyonlu hastalann izleminde yol gos-
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terici olabilir (1, 5, 7-10). Ayrica HBsAg tagiyicilarinda
gergek B hepatiti aktivasyonlaninin, siiperenfeksiyon-
lardan veya toksik hepatitlerden ayirtedilmesinde de
yardimci olabilir (7, 8). Bu ¢ahigmamin amaci anti-
HBclgM titreleri ile serumda HBeAg ve HBV-DNA gi-
bi diger HBV replikasyon gostergeleri arasindaki iligki-
yi ve kronik HBV enfcksiyonunda anti-HBclgM testi-
nin degerini aragtrmakur.

GEREC VE YONTEM

Serum ornekleri:

1- Anti-HBclgM taramasi: Nisan 1993-Agustos
1994 tarihleri arasinda HBV enfeksiyonunun arastinil-
masi igin laboratuvara gonderilen 1183 serum ornegi
toplandi. Akut B hepatitli hastalanin serum ornekleri ¢a-
ligmaya dahil edilmedi. Tiim HBV serolojik gostergele-
ri olumsuz olan 279 serum 6rnegi kontrol grubu olarak
alindi. HBV gostergeleri 48 saat iginde test edildi ve
HBV-DNA testi i¢in ayrilan érnek -20°C'de sakland.

2- Anti-HBclgM ve HBV replikasyon gostergeleri
ile ALT iligkisinin arastinlmasi: Kronik hepatit B'li ol-
gulanin serum ornekleri arasindan ALT >50 U/L olan
14 6rnek (Grup A) ve ALT <50 U/L olan 14 6rnek
(Grup B) rastgele segildi.

Testler:

HBV serolojik gostergeleri (HBsAg, HBeAg, anti-
HBe, anti-HBc, anti-HBs) mikro-EIA yontemiyle (Or-
ganon Teknika, Hollanda) aragtinldi, Kantitauf anti-
HBclgM testi ELFA ile (BioMericux, Fransa) VIDAS
otomatize sisteminde yapildi. Uretici firmanin 6nerdigi
gibi 10 Paul Ehrlich Institute Unit/L (PEIU/ml)'nin iize-
rindeki degerler olumlu kabul edildi. Serumda HBV-
DNA, I'* ile isarctli HBV probu kullanan sivi faz mo-
lekiiler hibridizasyon yontemiyle arastinldi (Abbott Di-
agnostics, ABD). 10 pg/ml'nin iizerindeki HBV-DNA
sonuglari olumlu kabul edildi (2).

Istatistiksel analizler binominal ve Mann Whitney
testleriyle yapildi.

BULGULAR

1462 serum orneginin 279'unda HBV serolojik gos-
tergeleri olumsuz, 1183'linde en az biri olumlu bulundu.
Bunlardan HBsAg olumlu 406 6érmegin anti-HBclgM
sonuglari Tablo I'de dzetlenmistir.Bunlanin %24.6'sin-
da anti-HBclgM olumlu bulunmustur. Bu gruptaki
HBeAg olumlu 6rneklerdeki anti-HBclgM olumlulugu
(%41.8) HBeAg olumsuz omeklerden daha (%19.7)
yiiksektir (p<0.0005). Iki grubun anti-HBclgM ortanca
degerleri kargilastinldifinda ise anlamh bir fark buluna-
madi. Tablo 2, HBsAg olumsuz bulunan 777 érnegin
anti-HBclgM sonuglarimi diger HBV serolojik gosterge-
leriyle iliskilendirerek 6zetlemektedir. Anti-HBc ve an-
ti-HBs olumlu 599 6regin 14'iinde (%2.3); sadece an-
ti-HBe ve anti-HBc olumlu 75 6regin iigiinde (%4); ve

Tablo 1. HBsAg olumiu olan orneklerde anti-HBclgM sonuglar

Anti-HBclgM
HBeAg Olumlu Olumsuz TOPLAM
n % n % n
Olumlu 38 41.8 53 58.2 91
Olumsuz 62 19.7 253 803 315
TOPLAM 100 24.6 306 754 406

salt anti HBc olumlu 103 6rnegin birinde (%0.9) anti-
HBclgM olumlu bulundu. Anti-HBclgM olumlu bulu-
nan salt anti-HBc olumlu 6rnek ve anti-HBe ve anti-
HBc olumlu ii¢ 6rnekten ikisi kronik akuf hepatitli ol-
gulara aitti. Bu ii¢ olguda karacigerde insitu hibridizas-
yon yontemiyle HBV-DNA varhg: gosterilirken, se-
rumda HBV-DNA, anti-HBe ve anti-HBc olumlu 6r-
neklerden birinde olumlu (65 pg/ml); diger iki ornekte
ise olumsuz bulundu. Anti-HBe ve anti-HBc¢ olumlulu-
gu olan anti-HBclgM olumlu iigiincii hastaya karaciger
biyopsisi yapilmamisti. Bu olgunun serum HBV-DNA'-
st olumsuz olarak bulundu.

Tablo 2 : HT!sAg olumsuz olan orneklerde anli-H_BclgM sonug-
lari ve HBYV serolojik profillerinin dagihiom

Anti-HBclgM
HBV Serolojik Olumiu Olumsuz TOPLAM
Profilin n % n % n
Anti-HBc (+)
14 23 585 977 599
Anti-HBs (+)
Anti-HBe (+)
3 4.0 72 96 75
Anti-HBc (+)
Saltanti HBc (+) | 1 0.9 102 99.1 103
TOPLAM 18 23 759  91.7 777
Tablo 3, anti-HBclgM olumlulugunu serum HBV-

DNA ile iligkili olarak ozetlemektedir. HBV-DNA
olumlu orneklerdeki anti-HBclgM olumlulugu (%44),
HBV-DNA olumsuz orneklerden (%15.4) yiiksektir
(p<0.0005). Aymi zamanda anti-HBclgM degerlerinin
ortancast HBV-DNA olumlu grupta anlamli olarak yiik-
sek bulundu (32 PEIU/mlI :13.5 PEIU/ml) (Mann Whit-
ney testi; p<0.05).

HBYV serolojik gostergeleri olumsuz olan 279 serum
orneginin ikisinde anti-HBclgM olumlu bulundu (11 ve
15 PEIU/mI). Her iki érnekte de anti-HAV 1gM olum-
lu fakat romatoid faktér olumsuz idi. Bu érnekler mik-
ro-EIA (Organon Teknika) ve makro-EIA (Abbott Di-
agnostics) ile test edildiginde anti-HBcIgM olumsuz
bulundu.



[Tablo 3: Anti-HBclgM ve HBV-DNA sonuglari arasindaki iliski

Anti-HBclgM
Olumlu Olumsuz TOPLAM
HBV-DNA n % n % n
Olumlu 22 44.0 28 56.0 50
Olumsuz 10 154 55 84.6 65
TOPLAM 32 278 83 722 115

Kronik hepatit B tamist almig olgularin serumlarin-
dan secilmig 28 ornekte anti-HBclgM, HBeAg ve serum
HBV-DNA'si ile serum ALT diizeyleri arasindaki iligki
degerlendirildi. ALT diizeylert >50 U/L olan 14 6rnek
(grup A) ile <50 U/L olan 14 6rnck (grup B) kargilasti-
nldi. Tablo 4, iki gruptaki farkh anti-HBclgM, HBeAg
HBV-DNA profilleri olan hasta sayilanim gostermekie-
dir. Grup A'da dort hastada bu gostergelerin ugii de
olumlu iken, grup B'de her ii¢ii de olumlu olan hasta
yoktur. Grup B'de bu ii¢ gosterge olumsuz olan yedi
hasta varken, grup A'da ii¢ olgu vardir. Tablo 5'de anti-
HBclgM, HBV-DNA ve HBeAg yiniinden her iki gru-
bun dagilhimi goriilmektedir. Anti-HBclgM olumlulugu
grup A'da %57.14, grup B'de %21.43 oraninda bulun-
mustur. Anti-HBclgM olumlu gruptaki ALT ortalamasi
(157.75 U/L), anti-HBclgM olumsuz gruptakinden (55
U/L) anlamli olarak yiiksektir (p<0.05).

|'-I'abh4. Kronik B hepatitli 28 olguda ALT duzeyleri ve farkh
HBY serolojik profilleri arasindaki iliski

HBV serolojik prolili ALT (U/L)

Anti-HBclgM | HBV-DNA HBeAg >50 <50
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TARTISMA

Hepatit B virusunun “core” bélgesine karyi olugmus
IgM tiirii antikorlanin varh@ akut B hepatitinin serolo-
jik gostergesi olmakla birlikte birgok kronik B enfeksi-
yonu olgusunda da anti-HBc IgM saptanabilmekiedir
(1,3-5, 8, 9). Bununla birliktc akut ve kronik enfeksi-
yonlarda saptanan anti-HBc IgM titreleri arasinda fark-
lilik vardir (1, 3, 4). Akut enfeksiyon sirasinda oldukga
yiiksek titreler saptamirken diger olgularda diisiik titre-
lerde olumluluk goriilmektedir (3. 4). Birgok ticari anti-

HBc IgM testi akut enfeksiyonda goriilen yiiksek titre-
de anti-HBc IgM'i saptayacak sckilde diizenlenmigtir.
Bu testlerle kronik enfcksiyonlarda bazen diisiik optik
dansitede olumluluk saptanabilmektedir. Bu testlerin
duyarhligimi arturarak daha diigiik diizeylerdeki anti-
HBc IgM'i saptamak ve antikorun kantitasyonu ile en-
feksiyonun donemini belirlemek miimkiin olabilir (1, 3,
4). Enfcksiyonun klinik dénemini gosterebilecek bir
"cutoff " diizeyinin belirlenmesi konusunda literatiirde
heniiz bir fikir birligi yoktur (3, 8). Paul Ehrlich Ensti-
tiisii (Langen, Almanya) akut ve kronik hepatit B enfek-
siyonlarint ayirmak i¢in 600 PEIU/mI diizeyini belirle-
migtir (3, 5). Kantitatif anti-HBc 1gM saptanmas igin
gelistirilmig testlerden otomatize mikropartikiil-EIA
(MEIA; Imx CORE-M, Abbott Diagnostics) testinde
"index” degeri 1.2'nin tizeri akut hepatit B igin pozitif
kabul edilmekte; ancak kronik olgular i¢in "index'in" |
PEIU/ml'ye karsihk gelen 0.2 degerine ¢ekilmesi one-
rilmektedir (5 ). Bir diger otomatize kantitatif anti-HBc
[¢M testi ELFA yontemini kullanmakta (VIDAS
HBclgM, bioMericux) ve antikor miktarim PEIU/ml
olarak vermektedir. 100 PEIU/ml'nin alundaki degerle-
rin kronik enfeksiyon lehine, 100-200 PEIU/mI arasin-
daki degerlerin akut enfeksiyon Iehine yorumlanmast;
200 PEIU/ml'nin iizerindekilerin ise kesin akut HBV
enfcksiyonu olarak degerlendirilmesi diretici firma tara-
findan 6nerilmektedir. Her iki test de "IgM yakalama"
prensibine gore ¢alismaktadir.

Kronik HBV enfeksiyonunun izlenmesinde kantita-
uf anti-HBc 1gM testinin degerlendirilmesi amaciyla
planlanan bu ¢ahsma sonucunda, anti-HBc IgM ile
HBYV replikasyonu arasinda direkt iliski oldugu goriil-
miigtiir. Bu sonug bu konuda daha 6nce yapilan galig-
malarla uyumludur (1, 8). Anti-HBc IgM olumlulugu,
viral replikasyon gostergeleri olan HBeAg ve HBV-
DNA olumlu gruplarda belirgin olarak daha fazladir,
Bazi arastirmacilar HBeAg ve HBV-DNA ile anti-HBc
1gM olumlulugu arasinda iliski saptamadiklarini bildir-
miglerdir (9, 10). Calismamyzda HBeAg ve HBV-DNA
olumsuz gruplarda da anti-HBc 1gM olumlulugu sap-
tanmig fakat diger gruba gore olumluluk oram daha dii-

Tablo 5. Kronik hepatit B hepatitli 28 olguda ALT duzeyleri ve
replikasyon gostergeleri (anti-HBelgM, HBV-DNA ve HBeAg
olumiulugu)

Anti-HBclgM | HBV-DNA | HBeAg | TOPLAM

ALT n % n % n % n

50 U/L 8 | 5714 7 |s5000] 7 |50.00 14
(grup A)

50 U/L 3 J2143] 3 |2143] 5 |3571 14
(grup B)

TOPLAM | 11 | 3928 | 10 | 35.71 | 12 | 42.86 28
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siik bulunmustur. Antikor yapimimin viral replikasyon,
HBeAg ve HBcAg sunumu sonrasinda konagin virusa
karsi immiin yanitina bagh oldugu, viral replikasyon,
HBeAg ve HBcAg sunumu sonrasinda oldugu gozonii-
ne alinirsa bu da beklenmeyen bir sonug degildir. Anti-
HBc ve anti-HBe yapimi; HBV replikasyonunu durdur-
maya c¢aligan sitotoksik T-lenfositlerce karacigerde
olusturulan doku hasanmn ve hiicresel immin yanitin
indirekt gostergeleridir (6, 8, 9). Serumda anti-HBc IgM
saptanmast siiregelen veya halen olan HBV'ye hiicresel
immiin yaniti ve karaciger hasanm digiindiirmektedir
(6). Bununla birlikte olgular degerlendirilirken yanlan-
ma 6mrii uzun olan antikor yanmu da haurlanmahidir
(10).

Bu ¢alismada HBsAg olumsuz orncklerde ve hatta
anti-HBs olumlu érneklerde de diigiik titrelerde anti-
HBc IgM saptanmigtir. Anti-HBs olumlu olgular izlen-
diginde anti-HBs ve anti-HBc IgM titreleri arasinda ters
bir iligkinin oldugu goriildii. Tiim olgularda anti-HBs
titreleri yiikselirken anti-HBc IgM titrelerinin diistiigi
saptandi.Bu bulgu da IgM tiirii antikorlann olumlulugu-
nun anti-HBs yamiti bagladiktan sonra da uzun siire de-
vam edebildigini gostermektedir.

Caligmada kontrol grubu olarak aldigimiz 279 HBV
serolojik gostergesi olumsuz ornek arasindan iki Srnek-
te diisiik titrelerde anti-HBc IgM olumlulugu saptan-
mugtir. Bu iki 6mek de akut viral hepatiti olan olgulara
aitti ve her ikisinde de anti-HAV IgM olumlu olarak
saptandi. Olgularin izlemi ile akut viral hepatit A tamisi
konan iki olguda saptanan anti-HBc IgM olumlulugu
yalanci olumluluk olarak degerlendirildi.

Yirmisekiz kronik hepatit B olgusunda aktivasyo-
nun serolojik gostergesi olarak ALT diizeyleri ile birlik-
te anti-HBc¢ IgM olumluluguna bakildiginda anormal
ALT diizeyi olan grupta anti-HBc IgM olumlulugunun
daha sik oldugu goriildi. Anti-HBc IgM olumlu olan
hastalann ALT diizeyleri ortalamas: belirgin olarak
yiiksek bulundu. Bu bulgu diger aragurmacilann bulgu-
lan ile uyumludur (5, 7, 10). ALT dalgalanmalannda
anti-HBc¢ 1gM olumlulugu; hepatit B aktivasyonunun

siipc «nfeksiyonlar ve toksisite gibi diger nedenlerden
ayirt edilmesinde yararh olabilir. Bununla birlikte anti-
HBc IgM'in olumsuz olmasinin da hepatit B aktivasyo-
nunu ekarte ettirmeyecegi de unutulmamahdir (3).

Sonug olarak duyarh ve kantitatif anti-HBcIgM tes-
ti kronik hepatii B enfeksiyonunun izlenmesinde ve ak-
tivasyonlanin tamsinda diger parametreler ile birlikte
yardimet bir test olarak bulunmustur.
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