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HBV DNA Diizeyleri ile HBV Serolojik Géstergeleri Arasindaki

lliskinin Arastirilmasi

Investigating the Relationship Between HBV DNA Levels and HBV Serological Markers
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OZET

Amag: Bu calismada akut veya kronik hepatit 6n tanili hastalarda HBV DNA
pozitifligi ile HBsAg, HBeAg ve Anti-HBe arasindaki iligkinin arastiriimasi
amaclanmistir.

Gereg ve Yontemler: Mart 2010 ile Temmuz 2012 arasinda mikrobiyoloji
laboratuvarina serum drnekleri gonderilen 574 hastaya ait veriler geriye doniik
olarak incelenmistir.

Bulgular: Calismamizda HBsAg pozitif hastalarin %44.,8'inde, HBeAg pozitif
hastalarin %67,1'inde, anti-HBe pozitif hastalarin %35,9'unda HBV DNA
saptanmisti. HBsAg ve HBeAg birlikte pozitif olan olgularin %61,2'sinde
HBV DNA saptanirken; her iki belirtecin negatif sonuglandigi 29 hastanin
birinde (%3.4) HBV DNA tespit edilmisti. HBV DNA pozitifligi, HBsAg
negatif hastalarda %6,3; HBeAg negatif hastalarda ise %37,7 olmustur.
Calismamizda HBV DNA saptanan hastalarin %79,4'inde HBeAg negatif
olarak belirlenmistir; HBV DNA pozitif hastalarin %17,7'sinde Anti-HBe
saptanmamistir. HBeAg pozitifliginde HBV DNA miktari anlamli olarak ytiksek
bulunmustur (p<0,001). Anti-HBe negatif bulunan hastalardaki HBV DNA
miktari anlamli oranda yiiksek saptanmistir (p<0,001).

Sonug: Sonug olarak, serolojik gdstergeler tek basina hepatit B enfeksiyonu
tanisinda ve HBV replikasyonunu belirlemede yetersiz kalabilmektedir. Bu
calismada hepatit B enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda, HBV DNA'nin

kantitatif saptanmasinin faydali oldugu gériilmistir. (Viral Hepatit Dergisi
2013; 19(2): 54-7)
Anahtar Kelimeler: HBV DNA, HBsAg, HBeAg, Anti-HBe, Hepatit B

ABSTRACT

Objective: In this study, it is aimed to investigate the relationship between the
HBV DNA positivity and serological markers such as HBsAg, HBeAg and anti-HBe in
patients with acute or chronic hepatitis.

Materials and Methods: Data of 574 patients whose serum specimens were
processed in microbiology laboratory between march 2010 and july 2012 were
retrospectively analysed.

Results: In the study, HBV DNA was detected in 44.8% of HBsAg-positive, in
67.1% of HBeAg-positive and in 35.9% of anti-HBE-positive patients. HBV DNA
was detected in 61.2% of the patients both of whose HBsAg and HBeAg were
positive. However, HBV DNA was positive in one of 29 patients (3.4%) who had
negativity of both HBsAg and HBeAg. DNA positivity was 6.3% in HBsAg-negative
patients and 37.7% in HBeAg-negative ones. In the study, HBeAg was negative
in 79.4% of HBV DNA-positive patients; anti-HBeAg was negative in 17.7% of
DNA-positive patients. DNA levels were found significantly high in HBeAg-positive
patients (p<0.001) as well as DNA levels were significantly high in anti-HBe-
negative ones (p<0.001).

Conclusion: In conclusion, serological markers may be insufficient either in
diagnosis of HBV infection or in determining the viral replication. In this study, it
is observed that evaluating those tests together is useful in laboratory diagnosis.
(Viral Hepatitis Journal 2013; 19(2): 54-7)
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Giris

Akut ve kronik hepatit, siroz ve hepatoselller karsinom gibi
ciddi hastalik ve komplikasyonlara yol agan hepatit B virusu (HBV)
dlnyada ytz milyonlarca insani etkilemekte olan énemli bir toplum
saglhgi sorunudur (1). Dlinyada her yil yaklasik bir milyon kisinin HBV
enfeksiyonu nedeniyle oldigu, Ulkemizde Ug buguk milyon HBV ile
enfekte insanin bulundugu bildirilmektedir (1,2). Bu ylizden HBV
enfeksiyon tanisinin konmasi ve viral replikasyonun saptanmasi
ile tedavinin dlzenlenmesi 6nemlidir. HBY DNA'nin polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile saptanarak viral replikasyonun

gosteriimesi, serolojik gostergelerle birlikte degerlendirildiginde
tani ve tedavinin takibi acisindan yararli olmaktadir (1-4).

Bu calismada akut veya kronik hepatit 6n tanili hastalarin HBV
DNA pozitifligi ile  serolojik gostergelerden HBsAg, HBeAg ve
Anti-HBe arasindaki iliskinin arastirimasi amaclanmistir.

Gerec ve Yontem

Mart 2010 ile Temmuz 2012 arasinda UcUnct basamak saglik
merkezi olan hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarina génderilen ve
serum orneklerinde HBV DNA arastirilan 574 hastaya ait HBsAg,
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HBeAg ve anti-HBe sonuclari geriye donlk olarak incelenmistir.
Calismaya dahil edilen hastalarin bir kisminda serum gostergelerinin
tima calisilmamistir, tUm hastalar icin yalnizca HBeAg sonuglarina
ulasilmis, HBsAg ve anti-HBe verileri siraslyla 483 ve 508 hasta
icin mevcuttur. HBsAg sonuglari ulasilamayan hastalarin testlerinin
baska bir merkezde calisilmis olabilecegini disinmekteyiz, anti-
HBe verileri eksik olan hastalar icin testler klinisyen tarafindan
istenmediginden dolayi ¢alisiimamistir.

Serolojik testler makro ELISA yontemiyle (Architect i2000SR,
Abbott Diagnostics, Chicago, IL, ABD) calisiimistir. Hasta
serumlarindan HBV DNA ekstraksiyonu QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Almanya) kitiyle ve kantitatif HBV DNA tespiti
Rotor Gene (Qiagen, Hilden, Almanya) sistemiyle ve analitik
duyarliigi 3,8 1U/mL, lineer saptama araligi 1,1- >4x109 1U/mL
olan Artus HBV RG PCR kitiyle (Qiagen, Hilden, Almanya) Uretici
Onerileri dogrultusunda yapilmistir. Calismaya HBV DNA calisilan
tUm hastalar dahil edilmistir. Ayni hastaya ait birden fazla kez calisiimis
olan test sonuclarindan diger gostergelerle birlikte degerlendirilen
sonu¢ calismaya dahil edilmis, mukerrer test sonuglar calismaya
alinmamistir.

Istatistiksel degerlendirme SPSS  (Versiyon 15.0) yazilimi
kullanilarak yapilmistir. Tanimlayici istatistikler sayi ve ylzde olarak
ifade edilmistir. Kategorik yapidaki degiskenler bakimindan gruplar
aras! farkliliklar ve degiskenler arasi iliskiler Ki-kare ve Fisher Kesin
Ki-kare testi ile incelenmistir. Sonuclar %95 glven araliginda
degerlendiriimis ve p<0,05 degeri anlamli kabul edilmistir.

Bulgular

Calismamiza dahil olan hastalarin 345'i (%60,1) erkek, 229'u
(%39,9) kadin olup genel yas ortalamasi 42,37+14,51 ve yas araligi
12-82 olarak bulunmustur. HBsAg pozitif olan hastalarin %44,8'inde
(202/451) HBV DNA saptanmisti. HBsAg negatif hastalarda HBV
DNA pozitifligi %6,3 (2/32) olmustur; bu iki hastanin HBV DNA
sonuglar 67 kopya/ml ve 75 kopya/ml gibi cok duistk dizeyde
pozitif cikmistir ve hastalarin diger gostergelerine ulasildiginda

Tablo 1. Hasta sayilarinin serolojik géstergele ve HBV DNA sonuglarina
gore dagilimi
T HBV DNA (n)
Serolojik gostergeler
Negatif Pozitif
Negatif (n=32) 30 2
HBsAg
Pozitif (n=451) 249 202
Toplam 279 204
Negatif (n=501) 312 189
HBeAg
Pozitif (n=73) 24 49
Toplam 336 238
Negatif (n=82) 49 33
Anti-HBe
Pozitif (n=426) 273 153
Toplam 322 186

anti-HBc IgM sonuclarinin negatif, anti-HBc total sonuglarinin
pozitif oldugu ve bu hastalarin gecirilmis enfeksiyon tanisi oldugu
ogrenilmistir (Tablo 1).

HBeAg pozitif hastalarin %67,1'inde (49/73) HBV DNA tespit
edilmistir. HBeAg negatif hastalarin %37,7'sinde (189/501) HBV
DNA saptanmisti. HBeAg negatif olup HBV DNA pozitif bulunan
hastalarin %32,9'unda (51/155) HBV DNA ilerleyen zaman iginde
negatiflesmistir. Bu hastalarin 30'unda anti-HBe bakilmis, 29'unda
pozitif bulunmustur. HBV DNA saptanan hastalarin %79,4'linde
(189/238) HBeAg negatif bulunmustur (Tablo 1).

Anti-HBe pozitif hastalarin %35,9'unda (153/426) HBV DNA
saptanmisti. HBV DNA pozitif hastalarin %17,7'sinde (33/186) anti-
HBe negatif bulunmustur (Tablo 1).

HBsAg ve HBeAg birlikte pozitif olan olgularin %61,2'sinde
HBV DNA saptanirken; her iki belirtecin negatif sonuclandigi 29
hastanin birinde (%3,4) HBV DNA tespit edilmistir.

HBV DNA kantitatif diizeyleri 104 kopya/mL ve 105 kopya/mL
sinir deg@erlerine gore gruplara ayrilip analiz edilmistir; buna gore
HBeAg pozitifliginde HBV DNA kopya miktari anlamli olarak ylksek
bulunmustur (p<0,001). Ayni yéntemle yapilan analizde anti-HBe
negatif bulunan hastalardaki HBV DNA kopya miktari anlamli oranda
yuksek saptanmistir (p<0,001) (Tablo 2).

Tartisma

Molekdler tani yontemlerinin kullanilmaya baslanmasi ile HBV
enfeksiyonlarinda taninin netlesmesi ve tedavinin takibinde blyik
kolaylik saglanmistir (1,2). Viral replikasyonun ve enfektivitenin
belirlenmesinde kullanilan HBV DNA tespiti, 6zellikle serolojik
gostergelerin yetersiz kaldigi olgularda HBV enfeksiyonunun
saptanmasinda, tedavi ve prognozun degerlendirimesinde yardimci
olmaktadir (1-3).

Calismamizda HBsAg pozitif hastalarin %44,8'inde HBV DNA
saptanmistir. Bu orani Altindis ve ark. (5) %20; Kilah ve ark. (6)
%53, Us ve ark. (7) %27.3; Yicesoy ve ark. (8) %14,3; Ozaslan ve
ark. (9) %30,3; Odaibo ve ark. (10) %81,9; Rabbi ve ark. (11) %92,9
olarak bildirmislerdir.

HBsAg negatif olan kisilerde mutant suslar nedeniyle HBV
DNA pozitifligi bulunabilmektedir (3,4,12). Bunun yanisira serumda
bulunmasi olasi inaktif veya degrade DNA pargaciklari PCR ile
amplifiye edilerek yanlis pozitiflige neden olabilmektedir (3,4,12).
Altindis ve ark. (5) ile Kilah ve ark. (6) bu orani %12 olarak
bulmuslardir. Calismamizda HBsAg negatif hastalarin %6,3'linde
(2/32) HBV DNA saptanmustir, bu hastalardaki HBV DNA dlzeyinin
cok disUk degerde oldugu ve anti-HBclgG pozitifligi gibi gegcirilmis
enfeksiyon lehine bulgulari bulundugu 6grenilmistir.

HBsAg ve HBeAg'nin birlikte saptandigi orneklerin blytk
oraninda HBV DNA bulunmasi beklenmektedir (6). Calismamizda
%61,2 olarak bulunan bu orani Altindis ve ark. (5) %62,5 dlizeyinde
bildirmislerdi. HBeAg aktif replikasyonun ve enfektivitenin
gostergesi olarak kabul edilmektedir HBeAg pozitif 6rneklerde
HBV DNA saptanma oranini Killah ve ark. (6) %84; Ozbilge ve
ark. (13) %80,5, Heper ve ark. (14) %61, Odaibo ve ark. (10)
%88,2, Gupta ve ark. (15) %100, Chen ve ark. (16) %91,0 olarak
bildirmislerdir. Calismamizda HBeAg pozitif serumlarin %67,1'inde
HBV DNA saptanmistir. Enfektiviteyi isaret eden bu gdstergelerin
birlikte pozitifliginde HBV DNA saptanma orani yeterli ylkseklikte
degildir. Buna HBV DNA'nin hepatosit genomunda entegre oldugu
durumlarda replikasyonun devam etmemesine ragmen HBsAg ve
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Tablo 2. Serumunda HBV DNA saptanan hastalarin 10*kopya/mL miktari baz alinarak yapilan gruplarin serolojik géstergelere gore dagilimi®
Serolojik gostergeler** HBV DNA HBV DNA p*** HBV DNA HBV DNA pr**
<10* kopya/mL >10¢ kopya/mL <10° kopya/mL >10° kopya/mL
HBeAg (-) (n=501) 83,4 16,6 92,6 14
<0,001 <0,001
HBeAg (+) (n=73) 43,8 56,2 49,3 50,7
Anti-HBe (-) (n=84) 65,5 345 70,2 29,8
. <0,001 <0,001
Anti-HBe (+) (n=424) 84,2 15,8 92,5 15 !
*Degerler ylzde olarak verilmistir. **Tabloya HBV DNA negatif hastalar dahil edilmemistir. ***p degeri HBV DNA negatif hastalar tabloya
dahil edildiginde degismemistir.

HBeAg'nin sentezinin slrebilecedi veya replikasyonun durmasina
ragmen HBeAg'nin serumdan tamamen temizlenmemis olmasi
neden gosterilebilir (3,4). Ayrica HBeAg pozitif hastalarda HBV
DNA saptanma oraninin beklendigi kadar ytksek bulunmamasinin
nedeninin bélgesel olarak mutant HBV suslarinin yayilim farkliigindan
veya hastanin almakta oldugu antiviral tedaviden kaynaklanabilecegi
belirtilmistir (12-13). Bunun disinda laboratuvarlarda kullanilan
ELISA cihazlant ve PCR sistemlerinin esik degerlerinin farkli
olusunun hem calismalar arasindaki, hem de yontemler arasindaki
saptama oranlarinda farkliliklara yol acabilecegi dusinUlmekle
birlikte calismamizda kullanilan PCR kitinin analitik esik degerinin
dasukltgin ve bu kitin yUksek duyarliliga sahip olmasi bu gorlsu
ekarte ettirmektedir.

HBeAg'nin negatif oldugu durumlarda viral replikasyonun en
Onemli gostergesinin HBV DNA saptanmasi oldugu belirtiimektedir
(3,4,12). Calismamizda HBeAg negatifliginde DNA saptanma
orani %37,7 olarak bulunmustur. Bununla birlikte calismamizda
DNA saptanan olgularin sadece %20,6'sinda HBeAg'nin pozitif
bulunmasi dikkate degerdir Bu orani Kilah ve ark. (6) %26;
Gokahmetoglu ve ark. (17) %80,4; Guductoglu ve ark. (18) %65;
Odaibo ve ark. (10) %78,4; Chen ve ark. (16) %45,4 bulmuslardir.
Bu veriler dogrultusunda HBeAg pozitifliginin DNA saptanmasi
acisindan pozitif prediktif degerinin ve 0zgulliginin yUksek
olmasina ragmen duyarliliginin oldukca dusUk oldugu gortlmektedir.
Ancak bu dlstk orani daha net degerlendirmek igin hastanin tim
serolojik gostergelerinin birlikte degerlendirimesi ve enfeksiyonun
hangi doneminde oldugunun belirlenmesi gerekmektedir (3,4).

HBeAg'nin anti-HBe'ye serokonversiyonun genelde viral
replikasyonun sonlanmasi anlamina geldigi kabul ediimektedir. Fakat
HBV'nin pre-kor bodlgesinde bazi mutasyonlarin meydana gelmesi
ile mutant suslarin neden oldugu enfeksiyon sirasinda HBeAg
Uretimi kesintiye ugramakta ve anti-HBe bulunmasina ragmen
viremi devam etmektedir; bunun sonucunda serumda HBV DNA
saptanmaktadir (3,4).

Calismamizda anti-HBe pozitif orneklerin %35,9'unda HBV
DNA saptanmistir. Bu orani Altindis ve ark. (5) 20,7; Kulah ve ark.
(6) %31, Odaibo ve ark. (10) %78,8, Gupta ve ark. (15) %60,9
olarak bildirmislerdir. Anti-HBe'nin pozitiflesmesi, enfektivitenin
azaldiginin ve lyilesmenin basladiginin  gostergesi olarak kabul
edilmekle birlikte calismalarda HBV DNA ve Anti-HBe pozitifliginin
birlikte bulunabildigi bildirilmistir (4,12). Bunun nedeni HBV'nin
prekor bolgesindeki stop kodon olusturan nokta mutasyonu bulunan
suslarla enfeksiyonu, sonucta da replikasyon devam ederken
HBeAg negatif mutantlarin ortaya cikmasi olarak belirtiimektedir
(3,4,12).

Tedavide DNA kantitatif dizeyleri icin Centers for Disease
Control and Prevention ve American Association for the Study of
Liver Diseases gibi bazi uluslararasi kuruluslar tarafindan 104 kopya/
mL veya 109 kopya/mL gibi farkli sinir degerler kabul edilmektedir
(18). Calismamizda viral yik miktarlari her iki sinir deger igin
gruplara ayrilip analiz edildiginde HBeAg ve anti-HBe ile anlamli
iliski bulunmustur. Buna gore HBeAg pozitif olan grupta ylksek viral
ylk saptanan hasta sayisi HBeAg negatif gruptakinden istatistiksel
olarak daha fazla olarak bulunmustur. Anti-HBe negatif hastalarda
da yuksek viral yik saptanan hasta sayisi Anti-HBe pozitif gruptan
anlamli olarak ytksek bulunmustur (Her iki analiz icin p<0,001).
HBeAg pozitif kisilerin serumunda genelde 105'ten fazla miktarda
HBV DNA bulundugu bildirilmistir (5) Benzer sekilde, Kése ve
ark. (20) HBeAg pozitif hastalarda 107 kopya/ml (izeri HBV DNA
bulunma oraninin HBeAg negatif olanlardan daha fazla oldugunu
bildirmistir.

Sonugolarakserolojik gdstergelertek basinahepatit B enfeksiyonu
tanisindave HBV replikasyonunu belirlemede yetersiz kalabilmektedir.
Bu calismada hepatit B enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda,
HBV DNA'nin kantitatif saptanmasinin faydali oldugu gordlmastir.

Cikar Catismasi: Bildirilmemistir.
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