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OZET

Bu calismada hepatit B virus (HBV) infeksiyonu olan hastalarda serolojik belirtecler ve ALT diizeylerinin
HBV DNA durumu ile karsilagtinilmas: amaclanmustir. Rutin HBV DNA testi isterni ile laboratuvara génde-
rilen toplam 618 serumn ornegi retrospektif olarak calismaya dahil edilmistir. HBsAg serolojik belirteci
kemiluminesan immunoassay yontemni ile, HBeAg ve anti-HBe serolojik belirtecleri ise makro-ELISA yon-
temi ile saptanmustir. Kantitatif HBV DNA tespiti, gercek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yon-
temi ile yapumugstir. Toplam 305 érnekte HBV DNA pozitif olarak saptanmusti. HBsAg (+) olanlarin
%53’iinde, HBeAg (+) olanlarin %84’tinde, anti-HBe (+) olanlarin %31’inde, anti-HBc IgM (+) olanlarin
ise %92’sinde HBV DNA (+) olarak belirlenmistir. HBsAg (-) olanlarin %12’sinde, HBeAg (-) olanlarin ise
%27’sinde HBV DNA (+) saptanrustir. HBV-DNA pozitif hasta ornekleri icinde; kopya sayist 10° kopya/mL
ve altinda olan 6rneklerin %52’sinde, 10*-10° kopya /mL arasinda olanlarin %26’sinda, 10 kopya/mL ve
iizerinde olanlarin ise %I11’inde ALT diizeyleri 25 IU/mL altinda saptanrmustir. 107 kopya/mL iizerinde
olanlarin %62’sinde ALT diizeyleri 50 IU/mL iizerinde tespit edilmistir. Yiiksek kopyalarda HBV DNA
pozitifligi saptanan érneklerin cogunda ALT diizeylerinin normalin (izerinde seyrettigi gézlenmis olmakla
birlikte kopya sayisi ve enzim diizeyleri arasinda birebir iliski kurulamarrustir. Sonuc¢ olarak HBV
infeksiyonlarinin tanusinda yaygin olarak kullanilan serolojik ve biyokimyasal testlerin kantitatif HBV DNA
tespiti ile birlikte yliriitiilmesi uygun goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B virusu, HBV DNA, ALT, belirtec.

SUMMARY

Evaluation of Serological Markers, Transaminase Levels and HBV DNA in Hepatitis B Virus
Infections

In this study we aimed to compare the serological markers and ALT levels of patients with hepatitis B
infections with HBV DNA levels. A total of 618 serum samples submitted to the laboratory for routine HBV
DNA testing were retrospectively included in the study. HBsAg was detected by chemiluminescent method
while HbeAg and anti-HBe were detected by macro ELISA method. Quantitative serumm HBV DNA levels
were detected by Real-Time Polymerase Chain Reaction (PCR) method. In total 305 samples were
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identified as HBV DNA positive. HBV DNA was determined in 53% of the HBsAg (+) samples, in 84% of the
HBeAg (+) samples, in 31% of anti-HBe (+) samples and in 92% of anti-HBc IgM (+) samples. HBV DNA
was positive in 12% of the HBsAg (-) and 27% of the HBeAg (-) samples. For the HBV-DNA positive
patients, ALT levels were lower than 25 IU/mL in 52% of the patients with HBV DNA <10°copies / mL, in
26% of the patients with 10*-10° copies/mL and in 11% of those with HBV DNA =107 copies/ml. ALT levels
were higher than 50 IU/mL in 62% of the patients with HBV DNA =107 copies/mL. ALT levels higher than
normal limits have been observed in most of the patients with high HBV DNA copy numbers, however, no
correlation was observed between number of copies and enzyme levels. As a result, widely used
serological and biochemical tests, conducted with quantitative HBV DNA detection seems appropriate for
the diagnosis of HBV infections.
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#Bu cahsma VIII. Ulusal Viral Hepatit Kongresi’nde poster olarak sunulmustur.

GIRiS

Hepatit B virusu (HBV) akut ve kronik hepatit,
siroz, hepatoselliller karsinoma gibi ciddi saghk
sorunlarna yol acan ve yilda bir milyondan fazla
kisinin 6liimiine neden olan 6énemli bir etkendir
(1). HBV infeksiyonlarinin rutin tanisinda ilk ola-
rak ve en sik kullamilan yontemler HBV serolojik
belirteclerinin ve transaminaz diizeylerinin belir-
lenmesidir.

Yiizey antijeni olan HBsAg, erken antijen olan
HBeAg ile kor antijeni olan HBcAg’ye karsi olusan
antikorlar HBV infeksiyonunda en ¢ok bagvurulan
serolojik belirleyicilerdir (2, 3). Bunlardan HBsAg
tasiyiciigin ve HBV infeksiyonunun, HBeAg aktif
infeksiyon ve bulastiricihgin, anti-HBc ise HBV ile
karsilasmis olmanin gostergesi olarak degerlen-
dirilmektedir (3). Buna karsin viral replikasyonu
gostermede serolojik testlerin zaman zaman
yetersiz kaldig1 bildirilmekte, testlerin duyarliik
ve Ozgllligiine bagh olarak olagan disi tablolar
ortaya cikabilmektedir (4, 5). Bu nedenle giini-
miizde, bu hastalarda olanaklar el verdigi 6lciide,
molekiiler yontemler ile HBV DNA arastirilmakta-
dir (6). Kronik infeksiyonlarin degerlendirilme-
sinde, tedavi yanitinin izlenmesinde dolasimdaki
HBV DNA miktarinin kantitatif olarak degerlendi-
rilmesi 6zellikle 6nem tasimaktadir (7). Viral
hepatitlerde aminotransferaz diizeyleri karaciger
hiicre harabiyetinin duyarll gostergeleridir ve
normalde serumda diisiik diizeylerde bulunurlar
(30-40 U/L'nin altinda). Bu enzimler hepatik hasar
ile iligkilidir ve viral hepatitlerde nadiren normalin
100 katini gecerler (8, 9). Bu calismada HBV
infeksiyonlarinda  serolojik  belirtecler  ve
aminotransferaz diizeyleri ile HBV DNA ile iliski-
sinin degerlendirilmesi amaclanmustir.
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MATERYAL VE METOT

Ekim 2002-May1s 2006 tarihleri arasinda HBV DNA
istemi ile Zonguldak Karaelmas Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarr’'na rutin olarak gonderilen toplam
618 serum Ornegi retrospektif olarak incelendi.
Hastalarnin serolojik belirteclerinin degerlendir-
mesinde, farkll zamanlarda calisilarak sonuclan-
dinlmis serolojik test sonuclan kabul edilmedi.
Yalmzca HBV serolojik belirtecleri ile HBV DNA
testi es zamanl olarak istenmis olan hasta serum
ornekleri secilerek degerlendirmeye dahil edildi.
HBsAg serolojik belirteci kemiluminesan Enzim
Immun Assay (EIA) yontemi (Access, Beckman
Coulter, Fransa), HBeAg ve anti-HBe serolojik
belirtecleri ise makro-ELISA (EIA II, Cobas Cor,
Roche, USA) yontemi ile saptandi. Hasta serum-
lannndan HBV DNA eldesi, NucleoSpin Blood
(Macherey-Nagel, Almanya) ekstraksiyon kiti ile
Uiretici Onerilerine uygun olarak gerceklestirildi.
Kantitatif HBV DNA tespiti, gercek zamanh PZR
yontemi (ABI Prism 7700, Perkin Elmer) ile
RoboGene (Roboscreen, Almanya) kiti kullanila-
rak Uretici talimatlarina uyularak yapildi. Hastala-
rin HBV DNA testi istemleri ile es zamanh belir-
lenmis olan serum alanin aminotransferaz (ALT)
diizeyleri hasta dosyalar retrospektif incelenerek
kaydedildi.

BULGULAR

Toplam 618 6rnegin 305’'inde HBV DNA pozitif
olarak saptandi. Calisilan Orneklerin 528’inin
serolojik belirleyicileri HBV DNA PZR testi ile es
zamanh olarak istenmisti. Bu 528 o6rnek icinde
HBsAg (+) olanlarnn %53’tinde (229/430), HBeAg
(+) olanlarin %84’unde (26/31), anti-HBe (+)
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olanlarin %31’inde (60/193), anti-HBc IgM (+)
olanlarin ise %92’sinde (11/12) HBV DNA pozitif
olarak belirlendi. Diger yandan HBsAg (-) olanla-
nn  %I12’sinde (9/76), HBeAg (-) olanlann
%27’sinde (38/71) HBV DNA pozitifligi bulundu

(Tablo1). HBsAg (-) olup HBV DNA pozitifligi
saptanan 9 Ornegin 6’sinda anti-HBc pozitifligi
saptanirken, 3 6rnegin tiim serolojik belirtecleri
negatif olarak belirlendi.

Tablo 1. Serolojik belirteclere gére HBV DNA pozitifligi oranlari.
Toplam [n] HBV DNA (+) [n (%)] HBV DNA (-) [n (%)]

(+) 430 229 (53) 201 (47)
HBsAg

©) 76 9(12) 67 (88)

(+) 31 26 (84) 5(16)
HBeAg

©) 272 74 (27) 198 (73)

(+) 193 60 (31) 133 (69)
Anti-HBe

) 71 44 (62) 27 (38)

(+) 12 11 (92) 1(8)
Anti-HBc IgM

©) 296 151 (51) 145 (49)

HBV DNA pozitif olarak belirlenen hasta érnekleri
ALT duzeyleri acisindan degerlendirildiginde;
kopya sayisi 10* kopya/mL ve altinda olan érnek-
lerin %51.6’sinda (63/122), 10*-10° kopya/mL ara-
sinda olanlann %25.6’sinda (21/82), 10” kopya/mL
ve Uzerinde olanlann ise %10.9’'unda (11/101)

ALT dizeyleri 25 1U/mL altinda saptandi. Bunun
yaninda 107 kopya/mL ve tizerinde HBV DNA’s
olanlarin %61.4’tinde (62/101) ALT diizeyleri 50
[U/mL uizerinde belirlenirken, %25.8'inde (26/101)
40 IU/mL altinda tespit edildi (Tablo 2).

Tablo 2. HBV DNA kopya saylarinin ALT enzim diizeylerine gbre dagilimi.

Konva Savist Ornek ALT (IU/mL)
(k(fy a/m{‘) Sayist <25 25-39 40-49 50-99 100-199  200-399 >399
Py (n) m®)] Mm®)] Mm®&)] [n(%)] [n (%)] [n (%)] [n (%)]
=107 101 11 (10.9) 15(14.9) 13(12.9) 27(26.7) 19 (18.8) 11 (10.9) 5(5.0)
10%108 82 21 (25.6) 23(28.0) 6(7.3) 15 (18.3) 7(8.5) 8(9.8) 2(2.4)
<10? 122 63 (51.6) 24 (19.7) 10 (8.2) 18 (14.8) 5(4.1) 2(1.6) 0(0.0)
Toplam 305 95(31.1) 62(20.3) 29(9.5) 60(19.7) 31(10.2) 21 (6.9) 7(2.3)

TARTISMA Calismamizda HBeAg pozitif olarak belirlenen

HBV-DNA'nin saptanmasina olanak saglayan
molekiiler yontemler, hem viral replikasyonun ve
infektivitenin belirlenmesinde, hem de tedaviye
yanitin ve prognozun degerlendirilmesinde
serolojik testlerden daha degerlidir (6, 7).

Hepatit B virus infeksiyonu olan hastalarn se-
rumlarinda HBsAg ile birlikte serumda HBeAg'nin
saptanmas! aktif replikasyonun ve infektivitenin
kaniti olarak ele alinmakta ve bu tip 6rneklerde
genelde HBV DNA varligina rastlanmaktadir (10).
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orneklerin biiyiik ¢ogunlugunda (%84) HBV DNA
pozitif olarak saptanmistir. HBeAg pozitifligi ile
HBV DNA pozitifligi arasinda paralellik literatiir-
deki diger calismalann sonuglan ile uyumludur
(10-12). HBeAg serokonversiyonunu takiben
olgularin biiyiikk boéliimiinde virus replikasyo-
nunun bittigi kabul edilmektedir (10, 13).
Bununla birlikte calismamizda unti-HBe pozitif
orneklerin %31'inde HBV DNA saptanmustir. Anti-
HBe’'nin nispeten disiikk infektivitenin ve
hastaligin tamamen lyileseceginin bir gostergesi
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olarak kabul edilmesine ragmen, diger calisma-
larda da PZR teknigi ile anti-HBe ve HBV DNA'nin
birlikte bulunabilecegi gosterilmistir (11-14). Anti-
HBe pozitif olgularda hi¢ de azimsanmayacak
oranlarda HBV DNA saptanmis olmasi, HBV-DNA
ile HBeAg ve anti-HBe arasindaki ¢eliskili sonuc-
lar genellikle prekor boélgesinde stop kodon
olusturan nokta mutasyonu (glisin arjinin degi-
simi) bulunan suslann infeksiyonu ile aciklan-
maktadir (15). Nokta mutasyonu sonucu viral
replikasyon etkilenmemekte, HBeAg negatif
mutantlar ortaya cikmaktadir. Bizim calisma-
mizda HBeAg (-) olanlarin %27’sinde HBV DNA
saptanmustir. HBeAg negatif mutant suslarla
infeksiyon durumunda viral replikasyonun en
onemli gostergesi HBV-DNA'nin saptanmasi ola-
rak kabul edilmektedir. HBeAg pozitif baz1 olgu-
larda ise HBV DNA'’ya rastlamlamamaktadir (11,
16). Bizim calismamizda HBeAg pozitif 6rneklerin
%]16’sinda HBV DNA saptanamamustir. Ayni du-
rum benzer calismalarda da bildirilmistir (11, 12).

Seronegatif kisilerde mutant suslara bagh olarak
HBV DNA pozitifligi bulunabilecegi bildirilmekte-
dir (17). Ayrnca serumda bulunan inaktif, degrade
DNA parcaciklarinin da amplifiye edilerek PZR ile
HBV DNA testlerinin pozitif sonu¢ verebilecegi
bildirilmistir (2, 17). Bu nedenle saptanan HBV
DNA molekiilii mutlaka aktif replikasyon goster-
gesi olmak zorunda degildir (2, 11, 17, 18). Bu
calismada da HBsAg (-) olanlann %]12’sinde,
HBV-DNA pozitif olarak bulunmustur.

Bu calismada serum ALT diizeyleri ile ve serum
HBV-DNA dizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlambh bir iligki bulunmamustir. Yiikksek dizeyde
HBV DNA saptanan 6rneklerin cogunda beklenil-
digi sekilde ALT diizeylerinin normalin {izerinde
seyrettigi gozlenmis olmakla birlikte kopya sayisi
ve enzim diizeyleri arasinda birebir iliski kurula-
marmgtr. Bunun yaminda 10 kopya/mL ve
alinda HBV DNA saptanan o6rneklerin %71’inde
ALT dilzeyleri normalin altinda belirlenmistir.
Literatirde yer alan calismalarda da benzer
sonuglar alindig1 gézlenmistir (19-21). Yalcin ve
ark., calismalarnnda benzer sekilde serum HBV-
DNA diizeyleri ile enzimatik aktivite arasinda
anlamh bir iliski bildirmemislerdir. Diger bir
calismada ise serum HBV-DNA diizeyleri ile ALT
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki
bulmadiklarimi fakat HBV-DNA diizeylerinin
karaciger fonksiyonlarinin diizelmesini etkileye-
bilecegini belirtmislerdir (21).

HBV  infeksiyonunun  degerlendirilmesinde
serolojik belirtecler ve transaminaz diizeylerinin
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arastirnlmas1 her zaman yeterli olmamaktadir.
Hepatit B infeksiyonunda infeksiyoziteyi sapta-
mada, antiviral tedavi endikasyonu koymada,
tedaviyi izlemede ve hastaligin prognozunu de-
gerlendirmede serum o6rneklerinden HBV DNA
tespiti en uygun yol olarak goziikkmektedir. Sonug
olarak HBV infeksiyonlarnin tamisinda yaygin
olarak kullanilan serolojik ve biyokimyasal testle-
rin kantitatif HBV DNA testleri ile birlikte yiiriitiil-
mesi uygun goriilmektedir.
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