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Amag: Kronik hepatit B (KHB) enfeksiyonunun tanisinda ve takibinde serolojik
belirtegler, viral yiik ve alanin aminotransferaz (ALT) diizeyinin dlgtimi siklikla
kullanilan yéntemlerdir. Son yillarda ise, HBV DNA ve ALT diizeylerinin HBsAg
ve HBeAg diizeyleri ile iliskili oldugu glindeme gelmistir. Bu calismanin amac,
KHB hastalarinda, HBsAg ve HBeAg diizeylerinin HBV DNA ve ALT diizeyleri
ile kargilastinimasidir.

Gere¢ ve Yontemler: Akdeniz Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari'na HBsAg, HBeAg ve HBV DNA diizeylerinin tespiti icin
gonderilen 356 hastaya ait 402 serum érnegi calismaya dahil edildi. Orneklerin
tamami HbsAg pozitifti. HBsAg ve HBeAg degerleri Modular Analitics E170
(Roche Diagnostics, Almanya) sisteminde, ALT degerleri Roche Hitachi Cobas
8000 Modular Analyzer'da (Roche Diagnostics, Almanya) clgldi. HBV DNA
diizeyleri, Cobas TagMan testi (Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak
olgldu.

Bulgular: Sadece HBsAg dlgiim diizeyi 400 s/co'a kadar olan 51 serum 6rnegi
degerlendirildiginde, HBsAg ile HBV DNA diizeyi arasinda pozitif korelasyon
oldugu gorldi (p<0,001). Tum 6rnekler degerlendirildiginde HBeAg s/co
diizeyleri ve HBV DNA diizeyleri arasinda pozitif korelasyon goriildii ( p<0,001).
HbeAg pozitif (n=107) hastalarda HBV DNA diizeyleri ve ALT diizeyleri HBeAg
negatif (n=295) hastalardan anlamli derecede yiiksekti (p<0,001). ALT diizeyi
normalden ytiksek olan (n=112) hastalarda HBV DNA ve HBeAg s/co diizeyleri
ALT diizeyi normal olanlara gore yiiksek olarak bulundu (p<0,001).

Sonug: KHB hastalarinda, HBeAg ve HBsAg dlgim degerleri ile HBV DNA
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Ancak HBsAg 6lgtimi igin
serum drnekleri uygun sekilde diliisyon yapilarak calisiimalidir. HBeAg'nin s/
co Olgim degeri, ALT ve/veya HBV DNA diizeyleri icin yol g6sterici olabilir.
(Viral Hepatit Dergisi 2013; 19(3): 119-22)
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ABSTRACT

Objective: Serologic markers, viral load determinations and serum ALT values are
commonly used for diagnosis and treatment of chronic Hepatitis B virus infections.
In recent years, HBsAg and HBeAg values has been raised to be associated with
HBV DNA and ALT levels. The aim of this study is compare the HBsAg and HBeAg
values with HBV DNA and ALT values.

Materials and Methods: This study included 402 serum and plasma samples of
356 patients with chronic hepatitis B that were asked for determination of HBsAg,
HBeAg and HBV DNA levels to Microbiology Laboratory of Akdeniz University
Medical Faculty Hospital. HBsAg and HBeAg levels were measured by using the
Modular Analitics E170 system (Roche Diagnostics, Germany). All samples were
positive for HBsAg. ALT levels were detected by using the Roche Hitachi Cobas
8000 Modular Analyzer system (Roche Diagnostics, Germany). HBV DNA levels
were determined by using Cobas Tagman assay (Roche Diagnostics, Germany).

Results: \When 51 of the serum samples which had HBsAg values up to 400 s/co
were evaluated, there have been a positive correlation with HBsAg and HBV DNA
values (p<0.001). In all of the samples, there have been a positive correlation with
HBeAg s/co values and HBV DNA levels (p<0.001). HBV DNA levels and serum ALT
levels were higher in patients with HBeAg positivity (n=107), when compared with
patients who were negative for HBeAg (n=295) (p<0.001). HBV DNA and HBeAg
s/co values were higher in patients with high serum ALT levels (n=112), when
compared with patients who had normal ALT values (p<0.001).

Conclusion: In patients with chronic Hepatitis B infection, HBeAg and HBsAg
measurement values were positively correlated with HBV DNA levels. However,
serum HBsAg levels must be measured with properly diluted samples. HBeAg s/co
values, may be indicators for the existence of high ALT and HBV DNA values. (Viral
Hepatitis Journal 2013; 19(3): 119-22)
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Giris

Hepatit B virist (HBV) tUm dinyada kronik karaciger hastaligina
yol agan en 6nemli patojenlerden birisidir. Hepatit B enfeksiyonu
tanisi genellikle hasta serumunda viral antijenlerin (HbsAg, HbeAg)
ve/veya antikorlarin (Anti Hbs, Anti Hbe, Anti Hbc IgM-IgG)
degerlendiriimesiyle konur. HBsAg, HBV enfeksiyonunu géstermek
icin en sik kullanilan temel belirtectir (1). HosAg'nin alti aydan uzun
slre ile pozitif kalmasi, hepatit B enfeksiyonunun kroniklestiginin
gostergesidir.

Kronik hepatit B (KHB) hastalarinda klinik seyrin izlenmesinde
HBsAg, HBeAg serokonversiyonu, HBV DNA ve alanin
aminotransferaz (ALT) dizeylerinin takibi yol gdsterici olmaktadir
(2). HBsAg, HBeAg ve HBV DNA farkli, fakat birbirini tamamlayici
parametrelerdir.  HBV DNA ve HBeAg viral replikasyonun
gostergesidir. HBsAg kompleks bir mekanizma ile Uretilir ve serum
HBsAg duzeyi ile karacigerdeki cccDNAmin (covelently closed
circular DNA) transkripsiyonel aktivitesi uyumlu bulunmustur.
cccDNAnIn tespiti igin invazif yontemler gerekir (2-4). Son vyillarda
serolojik belirteclerin  tespitinde kullanilan otomatize 6lglim
sistemlerinin gelismesi, HBsAg ve HBeAg dlzeylerinin hastaligin
seyrinde belirte¢ olarak kullanilabilecegini gindeme getirmistir.
Ticari olarak kantitatif HBsAg 6lcimu yapan iki farkl kit mevcuttur.
Her iki kit de kantitasyon icin serum 6rneklerine diltisyon 6nermekte
ve IU/ml olarak sonuc¢ vermekte olup, kitlerin sonuclari birbirleriyle
uyumlu bulunmustur (5). Tani ve tedavi takibinde daha ucuz yontem
arayislar hepatit B serolojik belirtegleri ile hastalik seyrini ve/veya
HBV DNA duzeylerini karsilastiran ¢esitli calismalar yapilmasina yol
acmistir (4).

Bu calismanin amaci, KHB hastalarinda elektrokemiluminesan
yontemle dlgllen yar kantitatif HBsAg, HBeAg dlgiim degerlerinin
HBV DNA ve ALT dlzeyleri ile karsilastirimasidir.

Gerec ve Yontem

Akdeniz  Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji Bolimi'ne 2010 yili icerisinde KHB tanisi ile izlenen
356 hastaya ait, HBsAg, HBeAg, HBV DNA ve ALT dlzeylerinin
es zamanl olarak calisiimasi icin gonderilen, 402 serum oOrnegi
calismaya dahil edildi. Hastalarin yas ortalamasi 35+ 16 ( aralik 2-86),
103 (%28,93) kadin, 253 (%71,06) erkek idi. Hasta serumlarinda
HBsAg ve HBeAg degerleri HBsAg Il kiti ve HbeAg kiti ile Modular
Analytics E170 (Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) otomatize
sisteminde elektrokemiluminesan yontemle s/co (sample/cut

HEVONAlsg

.00 1.00 200 200 400
HBEAGlog

Sekil 1. Tum 6rneklerde HBV DNA dizeyleri ve HBeAg s/co
dlzeyleri arasinda pozitif korelasyon gorildi (r=0,657, p<0,001).

off=06rnek/esik deger) sinyali olarak dlgildid. Serum ALT dlzeyleri,
Cobas 8000 otoanalizériinde (Roche Diagnostics, Mannheim,
Almanya) Uretici firma onerilerine gore 6lclldl (kadinlarda 33 U/L,
erkeklerde 41 U/L Uzerindeki degerler Uretici firmanin Onerilerine
gore yUksek kabul edildi). HCV, HDV ve HIV antikoru pozitif hastalara
ait ornekler calismaya alinmadi. Hastalarin tedavi alip almadigi
ve HBV genotip farkliliklar dikkate alinmadi. HBV DNA duzeyleri
gercek zamanli kantitatif PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi
ile (CAP/CTM, Roche Diagnositcs, Mannheim, Almanya) hastalara
ait es zamanli plazma 6rneklerinden 6lculda.

Istatistiksel degerlendirme icin SPSS 16.0 programinda, Mann-
Whitney U testi ve Pearson korelasyon analizinden yararlanildi. p
<0,05 olan degerler anlamli kabul edildi.

Bulgular

Calismaya alinan HBsAg pozitif 402 hasta Orneginin 107'si
HBeAg pozitif, 295'i HBeAg negatif, 370'i HBV DNA pozitif,
32'si HBV DNA negatif, 112'sinin ALT dizeyi normalden yUksek,
290'inin ALT dlzeyi normal degerlerde bulundu. HbeAg pozitif
(n=107) hastalarda HBV DNA pozitifligi (%98,1) HBeAg negatif
hastalardan ylUksekti (%89,8). HBeAg ve HBV DNA pozitif rneklerin
%55,2'sinde, HBeAg ve HBV DNA negatif hastalarin %10'unda
ALT dUzeyleri normalden yUksek bulundu (p<0,001) (Tablo 1).

Serolojik parametreler icin saptanan ortalama degerler
(xstandart sapma, en disulk-en ylksek): HosAg 3065 s/co (+1956,
2-6378), HBeAg 149 s/co (£327, 0-2836), HBV DNA 9.0x10° [U/ml
(+£3,5x107, 0-1,7x108) olarak hesaplandi.

TUm ornekler degerlendirildiginde de HBV DNA dlzeyleri ile
HBeAg s/co diizeyleri arasinda pozitif korelasyon oldugu goruldi
(r=0,657, p<0,001) (Sekil 1). Sadece HBsAg dizeyi 400 s/co’a
kadar olan ornekler (n=51) degerlendirildiginde HBsAg ile HBV
DNA dlzeyi arasinda ve HBeAg dlzeyi arasinda pozitif korelasyon
oldugu gorlldu (sirasiyla r=0,579, p<0,001; r=0,615, p<0,001).

TUm ornekler degerlendirildiginde ise HBsAg ve HBV DNA
duzeyleri arasinda ve HBsAg dlzeyi ile HBeAg arasinda da negatif
korelasyon oldugu gorlldi (sirasiyla r=-432, p<0,001; r=-454,
p<0,001). HbeAg pozitif (n=107) hastalarda ylksek HBV DNA

Tablo 1. HBV DNA, HBeAg pozitifligi ve ALT diizeyi iligkisi
Ozellik AT Toplam
Normal Yiiksek
HBV DNA poz 47 58 105
HBeAg poz HBV DNA neg 2 0 2
HBV DNA poz 214 51 265
HBeAg neg HBV DNA neg 27 3 30
Toplam 290 112 402
Tablo 2. HBeAg ve ALT diizeylerinin karsilastinimasi
ALT
Normal Yiiksek p degeri
n=290 (%72,1) | n=112 (%27,9)
HBeAg Neg (n=295) 241(%81,7) 54 (%18,3) p<0,001
Poz (n=107) 49 (%45,8) 58 (%54,2) p<0,001
HBeAg s/co 89,94 (+19SD) | 302,49 (37 SD) | p<0,001
ortalama degeri
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dlzeylerine ve normalden yitksek ALT dizeylerine rastlanma
sikhigi HBeAg negatif (n=295) hastalardan anlamli derecede
yUksekti. HBeAg pozitif hastalarin %54,2'sinde, HBeAg negatif
hastalarin %18,3'Unde ALT dUzeyleri normalden yUksekti. ALT
dizeyi normalden yuksek olan (n=112) hastalarda HBV DNA
diizeyleri ve HBeAg s/co diizeyleri, ALT diizeyi normal olanlara gore
ylksek olarak bulundu (p<0,001) (Tablo 2). HBsAg dlzeyleri ile ALT
dlzeyleri arasinda iliski saptanmadi.

Tartisma

Bu calismada KHB enfeksiyonu olan hastalarda HBsAg,
HBeAg, HBV DNA ve ALT dizeyleri karsilastirimistir. HBV DNA
dizeyi ile HbeAg s/co dlzeyi arasinda anlamli pozitif korelasyon
saptanmistir. Li ve ark. calismalarinda 228 HBeAg pozitif hastada
HBV DNA dlzeyi ile HBeAg arasinda pozitif korelasyon tespit
etmislerdir (6). HBsAg'nin aksine, HbeAg dizeyini kantite eden
ticari bir kit yoktur. Ancak referans olarak bir standart serum
kullanilarak HBeAg'nin IU/mL olarak kantite edildigi calismalar
yapilmis ve bu calismalarda HBeAg ile HBV DNA olcimleri
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (7-10). Wursthorn ve ark.
2011 yiinda HBeAg'nin kantitasyonu ile ilgili calismalarinda bir
dilisyon protokoll 6nermislerdir (11). Bunlarla birlikte HbeAg s/co
Olcim degerleri ile HBV DNA arasinda pozitif korelasyon saptayan
calismalar da yayinlanmistir (12,13). Ulasllabildigi kadari ile, daha
onceki calismalarda bu iki parametre arasinda anlamli korelasyon
saptamayan sadece bir galismaya rastladik (14).

HBV DNA ile HBsAg iliskisini degerlendiren ¢ok sayida galisma
yapilmis ve farkll sonuglara ulasilmistir. Bu calismalarin birgogunda
HBsAg ve HBV DNA dlzeyleri arasinda pozitif korelasyon
saptanmistir (4,8,15-18). Bununla birlikte herhangi bir iliskinin
saptanmadigi (6,19,20) veya negatif iliskinin saptandigi calismalar
da (14) vyayinlanmistir. Biz calismamizda sadece HBsAg s/co
degeri 400'e kadar olan hastalarda HBV DNA ile HBsAg arasinda
pozitif korelasyon saptarken tim hastalari degerlendirdigimizde
negatif korelasyon oldugunu gordik. Ylksek konsantrasyonda
antijen iceren serum orneklerinde yuksek doz cengel (hook)
etkisinden dolayi antijen miktarinin oldugundan daha az dlcilebildigi
bilinmektedir (11,21). HBsAg kantitasyonu icin Roche ve Abbot
firmalarina ait iki ticari kit mevcut olup, her ikisi de serum érneklerini
dilisyon ile calismayl onermektedir. Biz calismamizda kalitatif
olarak 6lcim yapsa da belirli oranda antijen miktarini yansitacagini
distndligimiz HBsAg |l kiti ile calistik ancak hichir érnek icin
dilisyon yapmadik. Bu nedenle HBsAg s/co degeri yiksek olan
orneklerde antijen miktarinin dogru olarak kantite edilemedigini ve
HBV DNA ile negatif korelasyon varmis gibi yaniltici bir sonucun
ortaya ciktigini dislinmekteyiz. Calismamizda saptanan HBeAg
dlzeyleri ortalama olarak HBsAg dizeylerine gore daha dislk
oldugundan (HbsAg 3065 [+1956, 2-6378] s/co, HBeAg 149 [+
327, 0-2836] s/co), dilisyon yapilmasa da HbeAg diizeylerinin daha
dogru kantite edilebildigini, bu durumda da beklendigi gibi HBV DNA
ile HBeAg arasinda pozitif korelasyon gortldigind distinmekteyiz.
Bu sonuglar dikkate alindiginda ylUksek konsantrasyonda antijen
iceren serum oOrneklerinde, antijenin kantitasyonu vyapilirken
dillsyon oranlarinin ¢ok iyi hesaplanmasi gerektigi gortimektedir.
Semikantitatif 6lcim yapan HBsAg |l ticari kitinin (Roche
Diagnostics) kantitatif HBsAg 6lcimu igin kullanilmasi durumunda
uygun olabilecek dillisyon algoritmalarini belirlemek icin cesitli
calismalar yapiimistir (22,23). Bu calismalarda serum 6rneklerinin
ilk olarak 1/400 oraninda diltisyon vyapilarak calisiimasi, gerekli
gortlirse ileri dilisyonlar yapilmasi onerilmistir. Bu tlr literatlr

bilgileri dikkate alinarak yapilan calismalarin daha dogru sonuglar
verecegini disinmekteyiz. HBsAg ve HBV DNA arasinda pozitif
korelasyon saptamayan calismalarda bunun sebebinin hastaligin
klinik fazi olabilecegi gibi (24), calismamiza benzer sekilde serum
orneklerinin diliisyon yapilmadan calisiimis olmasina bagli olabilecegi
de (20,25) unutulmamalidir.

Bu calismada ALT belirteci normal ve normalden ytksek
degerler olarak iki gruba ayrildi ve ytksek ALT duzeyi ile HBsAg
duzeyi arasinda pozitif bir iliski olmadigi gordldd. Nguyen ve ark.
(24), Manesis ve ark. (18), Brunetto ve ark. (26) yayinladiklari
calismalarinda ALT dizeyi ile HBsAg arasinda korelasyon
saptamamislardir.

Calismalarda HBeAg pozitif hastalarin negatiflere oranla daha
yuksek replikasyon dizeyine sahip olduklar belirtiimistir (27,28).
Togo ve ark. (29) calismalarinda, bizim calismamiza benzer sekilde
HBeAg pozitif hastalarda ALT dizeyinin ve HBV DNA dizeyinin
daha yuksek oldugunu belirtmislerdir. Bu calismada HBeAg pozitif
hastalarin %54,2'sinde ALT dUzeyleri normalden ylksekken bu
oran HBeAg negatif olanlarda %18,3'ti. ALT dizeyi ylksek olan
hastalarin HBeAg ve HBV DNA ortalama degerleri ALT dUzeyleri
normal olanlardan anlamli olarak daha yUksekti (p<0,001).

HBV DNA ve ALT duzeyleri ile antiviral tedavi yaniti izlenirken,
genellikle hastalardan ardisik olarak alinan serum o6rneklerinden
Olcimleryapilarak tedavi streciydnlendirilir. Bir ok calismada HBsAg
ve HBeAg degerleri benzer sekilde dlcllerek tedavinin izienmesinde
kullanilabilirlikleri degerlendirilmistir (6,7,9,10,12,13,17,18). Ancak
bu calismada hastalardan es zamanl alinan serum o6rneklerinde
HBsAg, HBeAg olcim degerleri HBV DNA ve ALT dUzeyleri ile
karsilastinlmis ve sonuglarin arastiricilar icin yol gosterici olacagi
distnUlmUstdr. Ancak tedavi yanitinin degerlendiriimesinde ardisik
olarak alinan érneklerden yapilan élgtimlerin degerlendiriimesi daha
uygun olacaktir. Ulkemizde son yillarda bu alanda yapilmis calismaya
rastlanmamistir,

Sonug olarak, HBeAg olciim degerleri ile viral DNA dizeyleri
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Tim serum drneklerinde
HBsAg s/co degerleriyle HBV DNA dlciim degerleri arasinda pozitif
korelasyon gortlmemistir, ancak HBsAg dlzeyinin dlcim degerleri
400 s/co’a kadar olan érnekler degerlendirildiginde, HBsAg olcim
degerleri ile viral DNA dizeyi arasinda pozitif korelasyon oldugu
gortimuUstur. HBsAg ve HBeAg kantitatif olarak olclldiginde HBV
DNAnin yerini tutmamakla birlikte yol gdsterici olabilirler. Benzer
sekilde ytksek HBeAg 6lcim degerleri, yiksek ALT degerleri icin
yol gosterici olabilir.

Cikar Gatismasi: Bildirilmemistir.
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