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OZET

Calismamizda, c¢esitli  polikliniklerden Hepatit B Virus (HBV) enfeksiyonu
sUphesiyle gonderilen ve ELISA yontemiyle serolojik markerleri bakilan hasta
serumlarinda, “Digene Hybrid Capture™ system HBV DNA assay” ile HBV DNA
bakarak cikan sonuclart serolojik markerler ile karsilastirdik.

Calisma icin Cumhuriyet Universitess Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Laboratuvari’na gonderilen 356 hasta serum Ornegi
kullanild.

356 ornekten 336'sinda (%94.4) HBsAg (+), 20'sinde (%5.6) HBSAQ (-) idi. Anti-
HBs 341'inde (%95.8) (-), 15'inde (%4.2) (+) idi. HBeAg 316'sinda (%88.7) (-), 40’ inda
(%11.3) (+) idi. Anti-HBe 207'sinde (%58.1) (-), 149'unda (&41.9) (+) idi. Anti-HBc
tota 212'sinde (%59.5) (-), 144'Ginde (%40.5) (+) idi. HBclgM 353’ iinde (%99.1) (-),
3 Unde (%0.9) (+) idi. Toplam 102'sinde de (%28.7) HBV DNA pozitif bulundu.

Istatistiksel olarak cinsiyet ve yasa gore, anti-HBc total ve HBclgM’ye gore
HBY DNA gorilme oranlarina bakildiginda aradaki fark anlamli  bulunmamustir
(p>0.05). HBsAg, anti-HBs, HBeAg ve anti-HBe'ye gore HBV DNA gorilme
oranlarina bakildiginda ise aradaki fark anlamli  bulunmustur (p<0.05). Ozellikle
HBsAg ve HBeAg HBV DNA sonucglan ile bir paraléelik gostermektedir. Bu
anlamlilik  virusun belirlenmesi ve viral yukin izlenmesinde (sagaltim amaciyla)
HBV DNA belirlenmesinin de gerekliligini ortaya koymaktadhr.

HBV DNA béirleyen yontemler oldukca pahaidir. Kullamm amaci dikkate
alinarak dogru yontem secildiginde tam ve sagatim izlenmesinde vyararli ve
guvenilir yontemlerdir.



SUMMARY

In our study, we compared the serologic marker results with the results of “Digene
Hybrid Capture System HBV DNA Assay” determining HBV DNA in sera, sent from severa
policlinics, of the patients who were examined by Elisa method serologically with the
suspicious of Hepatitis B virus infection.

For the study 356 sera of the patients which sent to Laboratory of the Cumhuriyet
University Microbiology and Clinical Microbiology Department were used.

Of the 356 samples, 336 (94,4%)were Hbs Ag positive, 20(5,6%) were Hbs Ag
negative. 341(95,8%) were Anti Hbs negative, 15 (4,2%)were positive. 316(88,7%) were Hbe
antigen negative, 40 (11,3%)were positive. 207(59,5%) were negative for Anti Hbe,
149(41,9%) were positive. Anti Hbc Tota was negative in 212(59, 5%), positive in
144(40.5%). HBCIgM was negative in 353 (99, 1%), and positive in 3 (0,9%). 102(94,4%)
were positivefor HBV DNA in total.

As HBV DNA presence rates evaluated according to gender, age, AntiHBc total,
HbclgM the difference was not found to be statistically important(p>0,05). As HBV DNA
presence rates evaluated according to Hbs Ag, Anti Hbs, Hbe Ag and Anti Hbe the difference
was found to be statistically important. This importance put forward the necessity of the HBV
DNA determination in the determination of virus and in the follow up of the viral load.

The methods determining HBV DNA were so expensive. These are useful and reliable
methods if the right method selected according to the aim of use.
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GIRIS VE AMAC

Insanlik tarihindeki yeri M.O. 5.yy.’da baslayan hepatit B infeksiyonu halen
onemli infeksiyonlar arasindaki yerini  korumaktadir. Infeksiyon tamsina yonelik
basta ELISA olmak Ulzere ¢ok sayida yontem kullanimdadir.

DNA yapisinin Watson Crick tarafindan tarif edilmesinden bu yana molekiler
biyolojideki en dnemli adimlardan biri nikleik asit dizisinin in vitro g¢ogaltilmasinin
basarilmasidir. Bu sayede infeksiyon hastal 1k etkenlerinin tamsinda,
tiplendirilmesinde, sagatimlarinin takibinde ve ilag direncinin saptanmasinda buyuk
adimlar atilmigtir. NUklelk asit dizisinin in vitro cogaltilmast temeline dayanan
yontemler o6zellikle mikroskopi ile gorilmesi guclik gosteren, kiltirde Uremesi zor,
uzun zaman aan veya olanaksiz olan mikroorganizmalarin belirlenmesinde genis
kullanim alam bulmustur (1).

Hepatit B virus DNA (HBV DNA)'simin belirlenmesinin  dnemi  anlasiimaya
baslandikca bu alandaki yontemlerin kullanimi artmis ve yeni arayislar baslamustir.
HBV DNA belirlenmesinde PCR ve hibridizasyon yontemleri sikga kullamlmaktadir.

DNA hibridizasyon caligsmalar1 ilk olarak bakteriler arasindaki akrabaliklar
gostermek amaciyla kullamlimistir. Yontem Uzerinde bilgi ve deneyimlerin artmasi
nikleik asit probe teknolgjisinin  gelismesine neden olmustur (2). GUnumuizde
hibridizasyon yontemi organizmaarin belirlenmesinde ve tammlanmasinda c¢ok
yaygin kullamm aamn igerir.

Calismamizda ELISA ile serolojik  gostergeleri  belirlenmis  olgularin,
hibridizasyon yontemiyle HBV DNA'’larina bakarak sonuclarin serolojik belirteclerle

karsilastirllmas: amagclanmustir.



GENEL BILGILER

Hepatit B Virus infeksiyonlarr:

Tarihce:

Viral hepatit ilk olarak M.O.5. yiizyillda tammlanmis bir hastaliktir. Hepatit B
virusu (HBV) ile infekte olmus kisilerle ilgili bilgilerin ilk kez Hipokrat tarafindan
ortaya kondugu bilinmektedir ( 3).

Daha sonralan 1883 Almanyasinda Bremen'de Lurman sucicegi asi
kampanyasi sirasinda kan veya kan drUnlerinin direkt inokilasyonu ile gegen bir
hepatit formu tammladi.( 3-5). 1960 ve 1970 lerde Krugman ve arkadaslari bir seri
calisma sonrast iki tip viral hepatit tamimladilar. Aym donemde (1965 ) Blumberg ve
Alter , cok sayida kan transfizyonu yapilmis bir hemofili hastasimin serumunda, jel
difizyon deneyi srasinda belirlenen bir  imminopresipitin gosterdi  (6).Hasta
Avusturalya asillt Amerika l1 oldugu icin Avusturalya antijeni ( Au) adi verilmistir.
Baslangicta konaga ait bir antijen olarak dusundlen Au antijeninin yillar sonra akut
hepatitle iliskis  saptanmis ve “Hepatitis associated antigen- HAA ’’olarak
adlandirnlmistir.Daha sonraki calismalar B hepatiti ileiliskisini ortaya koymus ve
“Hepatitis B surface antigen- Hepatit B ylzey antijeni- HBSAQ” olarak buginki
adint  almistir (6,7,8). Bu antijenin bulunmasiyla yapilan calismalar HBV'nin tim
dinyada 6nemli bir saglik sorunu oldugunu ortaya koymustur.

1970'de Dane ve arkadaslart HBV'nun kismen saflastiriimis preparasyonlarinin
elektron mikroskobik incelemelerinde Uc¢ degisik partikile rastladilar. Bunlardan
infektif Ozellige sahip, 42 nm. ¢apinda olanlara “Dane partikil 0" adint verdiler. Daha
sonra HBV’'nin Dane partikili oldugu ve ylzeyinin hepatit B ylzey antijeni
(HBsAQ) ile kapli oldugu gosterildi. Kor bolumi DNA ve hepatit B kor antijenini
kapsiyordu. Bu antijenlere karsi gelisen antikorlar anti-HBs ( HBsAg'ye karsi olusan
antikor ) , anti-HBc ( HBcAg'ye karsi olusan antikor ) olarak adlandirildi. 1972'de
Uclncll antijen hepatit e antijeni ( HBeAg) tammlandi (9-10).



Yapis ve Gend Ozdllikleri:

HBV : Hepadnaviridae ailesinin Ortohepadnavirus cinsinde yer alan hepatotropik
zarfli ve kismen c¢ift sarmalli bir DNA virdsidir.Hepadnaviridae ailesi virion
buyUklUkleri ve ince yapilarn birbirine benzeyen, genom replikasyonunda revers
transkripsiyonuna gereksinim duyan, karaciger tropizmi gosteren, persistan infeksiyon
olusturma gucunde ve hepatoselliler kanserler ile iliskili ve infektif partikiller
disinda kanda yiksek konsantrasyonlarda noninfektif kilif antijen partikilt Greten

viriderdir. Bu ortak 0ozelliklerine karsin virtGglerin birbirinden farklilik gdsteren

Ozellikleri de bulunmaktadhr.
Hepadnaviridae Uyelerinin farkli ozellikleri Tablo 1 de gosterilmistir.
Tablo 1: Hepadnaviriislerin Ozellikleri(11,12,13,14,15)

Ortohepadnavirus Avihepadnavirus
HBV WHV GSHV DBHV
Buyukl ik 42 nm 40-42 nm 40-42 nm 46-48 nm
Genom 3.2kb 3.3kb 3.3kb 3.0kb
Vira DNA Tamamlanmarmis Tamamlanmamis Tamamlanmamis Tam
Zarf L,M,S L,M,S L,M,S L,S
proteinleri
Gen S,C,P,X S,C,PX S,C,PX SCP
Konak Insan Dag sigam Yer sincabi Ordek
Sempanze Dag sincabi Kaz
Amerikasinca | Balikall
Replikasyon | Karaciger Karaciger Karaciger Karaciger
Bobrek Bobrek Bobrek
Pankreas Pankreas Pankreas
Beyaz kireler Beyaz kireler Dalak
Diger Diger
Hastalik [.Asemptomatik | . Asemptomatik | I.Asemptomatik | I.Asemptomatik
Tasiyicilik Tasiyicilik Tasiyicilik Tasiyicilik
[1.Hepatit I1.Hepatit I1.Hepatit I1.Hepatit
[1.HCC [1.HCC [11.HCC
IV.Siroz
Dagilim Tum dunya DoguA.B.D Californiya Gin, A.B.D

HBV: Hepatit B virus, WHV: Woodchuck hepatit virusu, GSHV: Ground squirrel

hepatit virus, DHBV: Duck hepatit B virusu
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HBV, sadece 3200 nukleotidden olusan genomik yapisi nedeniyle, bilinen tim
hayvan DNA virideri icinde en kicik olamdir. Hepadnaviridae ailesinin icinde
insanlarda infeksiyon olusturan tek virGstir. Yapisim arastirmak amaciyla hepatit
hastalarinin  serumlart elektron mikroskobunda incelendiginde Ug¢ farkli partikdlin
varligr saptanmustir( Sekil 1) (7,12,13,16,17,18,19 ). Bunlar ;

a) Yaklasik 42 nm capinda, infektif ©zellikte, tam bir viryon yamsinda kiresel
sekilli, Dane partikilleri;

b) Yaklasik 22 nm c¢apinda, iginde niklelk asit bulunmayan, non-infektif, kiiresel
partikiller.

c) Ozellikle replikasyonun stz konusu oldugu kisilerin serumunda bulunan, 22
nm ¢apinda, 50-500 nm uzunlugunda nikleik asit ihtiva etmeyen, non-infektif, tibuler

partikllerdir.

Sekil 1: HBV Partikillerinin Elektron Mikroskobis ile Gorunimii(20,21)

Her Uc¢ partikil de immunojeniktir ve anti-HBs antikorlar: ile reaksiyon verirler.
infekte konak serumunda yilksek miktarda (200-500 pg/ml) saptanabilen HBsAg adi
verilen ortak ylizey antijeni igerirler.infeksiyon olusturma 6zelligi olmayan formlar daha
fazla miktarda Uretilir. Kanda dolasan HBSAQ' nin buyuk bolimint 22 nm'lik kiresel
partikiiller olusturur.Dane partikiillerinin sayist  10*-10° /ml arasinda iken, non-infektif
kiresel partikiillerin miktar1 10"/ml veya daha fazladir (12,13,14,22).

Duyarhilik ve Direnclilik:

HBV, serum icinde 30-32°C'de 6 ay, -20°C'de ise yillarca canliligim korur.
Serum icinde 60°C'ye 4 saat, lbumin icinde ise aym 1siya 10 saat dayamr. Kuru
sicak hava ile 180°C'de 1 saatte, otoklavda 121°C'de 15 dakikada, kaynatma ile 10-
20 dakikada inaktive olur. Kimyasal ganlardan; % 0.1-0.2 gluteraldehit, % 0.5-1'lik
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sodyum hipoklorid ( veya 500 ppm serbest klor), izopropil veya etil alkol virisu
inaktive eder.

Genom Yapisi:

HBV, kismen c¢ift sarmalli, sirktler bir DNA molekilt tasir. DNA’mn molekdl
agithgr 2.3 x 10° dalton, G+C oram ise yaklasik % 49 dur. HBV-DNA; 3200
nikleotid iceren uzun (L veya negatif ) ile 1800-2700 nikleotid uzunlugunda kisa
(S veya pozitif ) zincir olmak Uzere iki sarmaldan olusmustur. Sirkiler yap: halinde
bulunmakla birlikte her birinin 3 ve 5 uclarn birlesik olmadigindan aslinda lineer
molekullerdir. Negatif sarmalin 3 ucundaki 9-10 nikleotidlik artik ug vird
replikasyon sirasinda pozitif DNA sarmalinin - sentezindeki “template switching”
isleminde DNA polimerazinda etkis ile kisa zincirin tamamlanmasinda ve sonugcta
super kivrimli, tamamen cift sarmalli, cember seklinde DNA  molekilinin
olusumunda rol oynar ( 11,15,23).

Viral DNA’'min yamsal bitinligl DR ( direct relaps) denilen sabit bolgeler
aracilig1 ile saglamr. HBV'de iki adet DR vardir (12,14 ).

HBV’de genetik bilginin tamami uzun sarmal (zerinde kodlanmis olup bu
sarmal, S,C,X ve P kisdtmalar ile gosterilen dort degisik protein kodlayan nukleik
asit dizis (open reading frame: ORF )'ne sahiptir (14,20). HBV-DNA'daki genler,
arka arkaya dizilmis ve birbirinden tamamen ayri bolgelerde bulunmazlar, aksine
bazi bolgelerde icice girmis diger bir deyisle birbiriyle cakismis durumdadiriar.
Ornegin genomun en uzun geni olan P geni, X ve C genleni ile kismen, S geni ile
tamamen cakismis halde bulunmakta,sonug olarak uzun sarma 1.5 kez okunmaktadir.
Bu o6zellik nedeni ile HBV, bilinen hayvan virldleri iginde en kugtik genomik
yapida olmakla birlikte, kendi kodlama kapasitesi en fazla olan virtstir (Sekil 2).

Uzun sarmaldaki S geni ylzey proteinlerini (LM ve S), C geni kapsd
proteinlerini (HBeAg ve HBcAg), X geni X proteinini (HBxAg) ve P geni de DNA
polimerazi kodlamaktadir. Ancak baslangic kodonlar1 farkli oldugu igin S geni
Uzerinde pre-S1, pre-S2 ve S olmak Uzere g, C geni Uzerinde ise pre-C ve C olmak
Uzere iki bolge bulunmakta, dolayisiyla farkli baslangic kodonlarindan sentezlenen
proteinler de farkli olmaktadir. Bu nedenle 4 adet ORFe sahip olmasina ragmen
HBV tarafindan yedi degisik polipeptid Uretilmektedir ( 17,23,24).
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Sekil 2: Hepatit B Virtsinin Genom Yapis (25)

Replikasyon :

HBV’'nin hepatositlere tutunmasinda L ve M proteinlerinin énemli oldugu
saptanmustir . In-vitro olarak pre-S1 ve pre-S2 karacigere ozgul tutunma bolgeleri
tammlanmustir ( 12,14). Son zamanlarda konak hicreye baglanmada fibronektin,
transferrin - reseptord, apolipoprotein H, polimerize insan serum abumini, pre-S2
glikan ve HBV baglayan faktor gibi baska reseptorlerin varligi da ortaya konmustur
(26,27,28,29,30).

Hepatosite baglanan virlisin konak hiicre cekirdegine nasil ulastigi tam olarak
aydinlatilmamstir. Kismen c¢ift sarmalli ve her iki ucu serbest hade bulunan
DNA'nin kisa sarmalinin eksik olan bolumi endojen DNA polimeraz tarafindan
tamamlanir. Bu sirada uzun sarmalin 5’ ve 3 uclarn arasindaki agiklik da onarilmis ve
sonucta timuiyle c¢ift sarmali, siper kivrimli, uclari kapali, sirkiler bir yapda bir
HBV-DNA (cccDNA) olusur. HBV ile infekte bazi kisilerin serumunda nadir olarak
HBcAg nin varligi gosterilmis olsa da, bu antijen viral replikasyon sirasinda konak
hicre c¢ekirdeginde siklikla belirlenebilmektedir. Bu nedenle HBCAQ nin nukleusa
girmesinin cccDNA’nin ortaya ¢ikmasindan once oldugu disunilmektedir (14,16,24).

Kaip olarak cccDNA’dan konak hiicre RNA polimerazimin yardimu ve viral
duzenleyicilerin etkisiyle once viral RNA’lar sentezlenir.
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Bunu konak hicre sitoplazmasinda devam eden replikasyon boyunca 3.5 kb’'lik
RNA (+RNA) dan (-) DNA sentezlenmesi izler (24).

Kisa zincirin sentezinde kalip olarak uzun sarmal kullanmilir. Kismen cift
sarmallr sirkUler yapidaki kor bolimindn kilif proteinleri tarafindan cevrelenmes ve
aynt zamanda polimerazin da tikenmesi nedeniyle kisa zincirin sentezi tamamlanamaz
ve bu sarma eksik kalir (14,16,24).

HBs proteinleri, endoplazmik retikulumda oOncelikle transmembran proteinleri
olarak sentezlenir. Oligomerizasyon, molekil i¢ci ve moleklller arasi disllfit
koprulerinin olusmasiyla olgunlagsir, tomurcuklanma sirasinda membran lipidleri ile
birlikte kor partikullerini cevreleyip hlcre disina cikarirlar.

Viral Proteinler

Yuzey Proteinleri:

Adinda tek bir gen tarafindan kodlanan S bolgesi Uzerindeki proteinlerin
farkliliklart sentezin aymt gen Uzerindeki farkli baslangic kodonlarindan baglamasi
nedeniyle olmaktadir. Her ¢ bdlgenin baslangic kodonlar1 farkli olmakla beraber
ortak 3’ ucuna sahip olduklarindan, sentez hangi kodondan baslarsa baslasin aym 3
ucunda sonlanmakta ve U¢ degisik protein molekili sentezlenmektedir (11,17).

Okuma islemi gen Uzerindeki ilk kodondan baslarsa pre-S1 + preS2 + S
bolgelerinin timi okunacagindan kilifin buylk proteini ( LHBs: L protein) sentezlenir.
LHBs enfazla DNA partiklllerinin yizeyinde bulunur. TUbUler partikillerin Uzerinde
de bulunabilirse de kiresel partikillerde ¢ok azdir ( Sekil 3) (14,16).

lcosahedral core () /— Small surface protem (S)

——— Medium surface protain
(5 + Prasz2)

Large surface protein
{5 + PreSg + PraS1)

D

Polymerase (P}

Hepatitis B
wvirus

Sekil 3: HBV Genom ve Protein Yapist (31)
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Viryonun konak hicreye baglanmasinda L proteininin rolt olduguna inanlir.
Yapilan caismalarda LHBs nin 21-47 aminoasitleri arasindaki bdlge hepatositiere
tutunma o6zelligine sahip oldugu ve bu bolgeye karsi gelisen antikorlara baglanmay1
engelledigi gosterilmistir (32,33).

Asemptomatik HBSAQ tasiyicilarinda distk dizeyde ama devamli Uretilen
LHBs nin hepatositlerde lezyon olusumuna ve HCC gelisimine neden olabilecegi
dusUnUlmektedir. Hepatosit icinde pre-S1  drdnlerinin birikimi  endoplazmik
retikulumda dilatasyona yol acmakta, hiicreler kalinlasmakta, hidropik ve eozinofilik
Ozellik kazanarak buzlu cam gorunimi amakta, sonugta koagulasyon nekrozu ile
hicreler dlmektedir (11,16).

Okuma islemi S geni Uzerindeki ikinci kodondan baslarsa bu kez pre-S2 + S
bolgelerinin Grind olan orta protein (MHBs: M protein ) sentezlenir (24).

Her U¢ partikll tipinde de mindr kompenent olarak bulunan MHBs
replikasyonun olmadigi durumlarda HBsSAg icinde yer amaz. Bu nedenle pre-S2
antijeninin varlig1 vira replikasyonun bir gostergesi olarak kabul edilir (16).

L ve M protenleri infeksiyonun erken donemlerinde ortaya cikmakta ve
bunlara karsi gelisen antikorlarin gosterilmesi iyilesmenin belirtiss olarak kabul
edilmektedir (34).

HBV’'nun karaciger hicrelerine tutunmasinda roltnin olabilecegi dustunilen bir
diger reseptor de pre-S2 glandidir. HBV'nin bu bdlgeden mannoz baglayan protein
(MBP) aracilig1 ile hepatositlere baglandigi sanilmaktadir (34).

Okuma islemi sadece S bolgesini igerir ise kilifin kuguk proteini ( SHBs: S
protein) sentezlenir. HBSAgQ' nin  blyidk bolimund olusturan SHBs  kilifin - major
proteini olarak bilinir ve B lenfositler icin epitopik bolgeyi icerir (12,16).

Kanda dolasan S geni UrUnlerinin yaklasik % 5-15'i M, %1-2's L ve geri kalan
kismm S proteininden olusmaktadir. Kuguk partikillerde bazen LHBSe hig
rastlanmayabilir ama Dane partikillerinde L proteini daima vardir(11,14).

SHBS'yi olusturan aminoasitlerin belli bolgelerdeki dizilis farkliliklarina gére
HBsAg Uzerinde en az bes antijenlik determinant (a d, y, w ve r) bulundugu
saptanmigtir. Butin subtiplerde ortak olarak yer alan gruba 6zgul “a’ determinantina
karsi olusan antikorlar HBV’nun hepatositiere baglanmasini engeller ve infeksiyon
sonrast olusan anti-HBS'lerin buylk kismim baglama 0Ozelligi ile tUm subtiplere
karsi etkili bir bagisiklik saglar (34).
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Pepsin ile islem yapilarak pre-S1 ve preS2 gen drinleri uzaklastirlan ve
sonucta sadece S proteinleri bulunan HBsSAg'den tiretilmis plazma asilan ile
yapilan calismalar, HBV'na karsi oldukca etkili bir bagisiklama oldugunu
gostermistir (28).

HBsAg subtiplerinin saptanmasi, infeksiyon kaynagimin izinin surilmesi ve
HBV'nin bireyler veya toplumlar arasindaki yayiliminin izlenmesinde 6nemli
ipuclar1 verir. ABD’de “w” subtipi “r” den daha yaygin iken, Tayland'da en sk
gorulen subtip “r’dir (26,29).

Kor Proteinleri:

Pre-C ve C olmak Uzere iki bolgeye ayrilan C geni, antijenik 6zellikleri farkl
HBeAg ve HBCAQ'yi sentezleme yetenegindedir (11,12).

Her iki bolgeye ait stop kodon aym nikleotidde bulunur. Boylece protein
sentezi sirasinda okuma islemi hangi baslangic kodonundan baslarsa baslasin aym
noktada sonlanmir. Pre-C’den baslayan okuma isleminde her iki bdlgede okunarak
212 aminoasitten olusan, 25 kDa molekil agirliginda bir polipeptid sentezlenir. Bu
proteinin aminoasit sekansi; N terminal ucunda yer aan 29 aminoasitlik ek parca
disinda HBcAg sekansi ile tamamen benzerdir. Bu ek sekans pre-C polipeptidlerini
endoplazmik retikuluma yonlendirir, burada bir peptidaz tarafindan C terminal
bolgesindeki 34 aminoasitlik bolum kesintiye ugrar ve islenmis protein haline
gelerek ya golgi cisimcigi Uzerinden HBeAg olarak salinir ya da nikleusa
yonlendirilir (12).

HBCcAg ile HBeAg ortak determinantlar icerir. Kanda dolasan HBeAg ozgul
olarak serum albumini, immunglobulin ve antitripsine baglanma 6zelligi igerdiginden
yapisindaki HBCcAg ile ilgili determinantlar maskelenir ve 6zgul olarak anti-HB€'ye
baglanabilirken, anti-HBc ile reaksiyona girmez. HBcAg, viral DNA’'ya sikica bagl
bir molekdl oldugundan anti-HBc ile reaksiyona girebilmesi ancak kor partikillerinin
parcalanmast ve serbest polipeptid zincirlerinin agiga ¢ikmast  ile mumkin
olabilmektedir. HBV ile infekte hasta serumlarinda HBsAg ve HBCAQ den farkh
ozelliklere sahip, eriyik bir antijen olarak tarmmlanan HBeAg nin fonksiyonu hentiz
tam olarak bilinmemektedir. In vitro arastirmalar sonucunda; HBeAg' nin vira
replikasyon igin gerekli olmadig: ispatlanmistir (12,17,24).

C geninin ikinci bolges tarafindan sentezlenen polipeptidin 6n bolimia 29

aminoasitlik ek sekanstan yoksun olmasi nedeniyle endoplazmik retikuluma
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gidemez ve konak hicre sitoplazmasinda kalir. Yiksek derecede saflastirilmis viryon
korlarinda ve HBV ile infekte hasta hepatositlerinde gosterilebilen HBcAg siklikla
intranUkleer yerlesimlidir. Ancak aktif hastalik déneminde ve asiri viral replikasyon
gosteren olgularda sitoplazmadada yaygin olarak saptanabilir (12,14,22).

HBeAg seruma salindigi halde, HBCAg icin boyle bir durum sbz konusu
degildir. Bu nedenle dolasimda rastlanmaz. Kanda sadece Dane partikilt icinde
bulunur, viryonlar parcalanir ise HBcAg serbestlesir (Sekil 4) (16,22). Serolojik tamda
HBCAQ nin saptanmaya calisiimast uygun degildir.

ENVELOPE
\

Hepatitis B Core Particle

Sekil 4 : Hepatit B Virtsunin Kor Antijenlerinin Sematik Gorinimii(36,37)

HBeAg ve HBcAg oldukca immunojendir. HBCAQ nin immunojenitess HBSAQ' den
daha fazladir ve T hicre bagimsiz antijen Ozelligi gosterir. HBV infeksiyonunda
hastalarin hemen hepsinde hem HBeAg hem de HBcAgye karst humora ve
hicresel yamt gelisir. HBcCAg'ne 06zgul T hicreleri, HBsAg humora yanitim
baslatabilir yada bu yanta islevsel yardim saglayabilir. BOylece genetik kaynakli S
epitop yamtsizliginin Ustesinden gelinmesine yardim etmek amaciyla S antijen
asillarina HBcAg eklenmesinin insanlardaki etkinligi artirabilecegi dustnulur. (38,39).
Anti-HBs antikorlarina karsin anti-HBc antikorlar1 koruyucu degildir. Erken beliren
ve uzun sire kahici 0Ozelligi olan anti-HBc antikorlari, HBV infeksiyonu geciren
saglikli bireyler yaninda persistan HBV infeksiyonlu hasta serumlarinda da tespit
edilebilir. Anti-HBc IgM akut dénemde; HBsAgQ' nin kaybolup anti-HBsS nin hentiz
belirmedigi pencere doéneminde pozitiflesir. Ancak bu antikorun tek basina akut
infeksiyon gosterges olarak degerlendirilmesi  yanhstir. Cinkii bazi  HBSAgQ
tastyicilart ile gogu kronik hepatitli hastada distk titrelerde de olsa bu antikorlara
rastlanir. Dolayisiyla anti-HBc IgM'nin  pozitifliginden ¢ok negatif olmasi daha
degerlidir (16,17,39).
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P Proteni :

P geni HBV genomunun % ’Unl kaplayan en uzun genidir. P proteini ; Revers
transkriptaz, endonikleaz (RNase H) ve hem DNA hem de RNA’ya bagimh
polimeraz aktivitesine sahiptir (15,40,41).

P proteininin immunojen 6zelligi vardir. Hasta serumunda bulunan anti-DNA
polimeraz antikorlari, sentetik peptid antijenleri ile gosterilebilmektedir (16).

X Proteini :

X geni, HBV genomundaki en kicik gen bolgesidir. Bu gen tarafindan
sentezlenen HBxAgQ'nin vira siklus ve HBV patobiyolojisindeki islevi henliz tam
olarak aydinlatilamamistir (42). Ancak X proteini tUmOr supressdr gen Urdndndn
(p53) islevini bozdugu, boylece HBV ile iliskili hepatokarsinogenez sirecinin ilk
asamasinda etkili oldugunu diUsUndirmekte ve HBXAQ nin hepatosellliler karsinom
gelisiminde rol oynayabilecegini akla getirmektedir ( 11,12,40).

HBV Genotipleri :

Birbirlerine benzerlik oranlari %92 ve daha fazla olan HBV suslari aym
grupta toplanarak ati farkli genotip belirlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2: HBV Genotip ve Subtiplerin Cografi Dagilim: (15)

Genotip Subtip En sk goruldiagi bolge
A adw, Kuzeybat1 Avrupa
adw; Sahra ati Afrika
B adw; Endonezya
adw; Vietnam
C adw, Dogu Asya
adrg+ Japonya, Kore, Cin
adrg- Fransiz polinezyasi
ayr Vietnam
D ayws Akdeniz bolgesi
ayws Hindistan, Pakistan, Yakin dogu
E ayWwy Bat1 ve Sahra ati Afrika

adw,0- Orta Amerika, Sili, Arjantin, Peru, Amazon bolgesi
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Prekor / Kor Mutantlar :

Son vyillarda, viral replikasyon kaybi olmaksizin anti-HBe serokonversiyonu
gosteren bazi hastalardan izole edilen HBV DNA’larin incelenmes ile prekor/kor
geni Uzerindeki mutasyonlarin varligi ortaya konmustur. Bu bolgede gorilen en
onemli mutasyon HBeAgnin Uretilememes ile karakterize olan stop kodon
olusumudur. HBeAg sentezleyemeyen mutant sus biytk olasilikla konagin sitotoksik
cevabindan kacarak canliligini sUrdardr, Ustinde HBeAg bulunan hepatositler anti-
HBe' nin de etkinligi ile bir sire sonra lizise ugrar ve sonugta HBeAg negatif
mutant sus baskin hale gelir. Yapilan bazi calismalarda kronik viral hepatit B'nin
gidisi sirasinda ortaya ¢gikan HBeAg negatif vireminin hepatosellller hasari arttirdig
ileri strdlmis ve prekor/kor mutantlarimin fulminant hepatit ile hizli progresyon
gosteren kronik hepatit olusumunda rol oynayabilecegine isaret edilmistir (34,42).

HBV tasiyicist anti-HBe negatif anneden dogan bazi bebeklerde yasamlarinin
erken donemlerinde beklenmemesine ragmen fulminant hepatit gelistigi bildirilmistir.
Konu ile ilgili caismalar anti-HBe pozitif annelerin, hastalik yapici HBV yamnda
farkli prekor mutantlar ile koinfekte olduklarim, bulastan sonra bebeklerde karisik
virls populasyonunun segim isleminin  basladigim ve oOzellikle viral yasam
siklusunda avantgli olan mutantlarin 6ne gegerek infeksiyona neden oldugunu
ortaya koymustur (43,44).

Doku Secimi :

Karaciger hiucreleri HBV ile en fazla infekte olan hicrelerdir. Bunun yamsira
HBV DNA ve bazen de vira antijenlerin monositlerde, B hiuicrelerinde, CD4 ve CD8
(+) T hicrelerinde, polimorfontikleer |6kositlerde, nadiren cilt ve bobrek hicrelerinde
bulunabildigi bilinmektedir (4,45,46).

Epidemiyoloji :

HBV; infekte vicut sivilarina perkitan veya mukozal temas ile, infekte kisiyle
cinsel temas ile, infekte anneden bebegine perinatal yolla ve infekte kisiyle cinselik
icermeyen yakin temas ile bulasir (47,48). Dinya nifusunun yaklasik % 45'i kronik
HBV infeksiyonunun yiksek siklikta gortldigi (nUfusun % 8 den fazlass HBsSAgQ
pozitif) bolgelerde, % 43U orta siklikta (nUfusun % 2-7'ss HBsAg Pozitif) oldugu
bolgelerde ve % 12'si dusik endemili (nUfusun % 2'den azi HBsSAg pozitif)
bolgelerde yasamaktadir (3).
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Yiksek risk gruplars; intraventz ilag kullananlar, homosekstiel erkekler, birden
fazla kisiyle cinsel iliskide bulunanlar, kronik HBV infeksiyonu olan biriyle aym
evde yasayanlar, hemofili hastalari, hemodiyaliz hastalari ve bu birimde calisanlar,
kan ve infekte gereclerle isi geregi ugrasanlari kapsamaktadir (47).

Tuim dunyada akut ve kronik HBV infeksiyonlarimin sonuglari ciddi halk
sagligi problemidir. Dinya nufusunun yaklasik % 5'i kronik HBV infeksiyonu ile
kars1 karsiyadir (3).

Ulkemizde HBsAg seroprevalansimt Olgmeye yonelik calismalar 1972 den
itibaren yogunluk kazanmistir. HBSAg seroprevalanst ELISA yontemi ile % 3.9-12.5
civarinda belirlenmistir. Bu deger bolgeden bdlgeye degismekte, Diyarbakir ve
cevresinde en yuksek duzeylere ulasmaktadir (14). Bu degerlerle Tiarkiye orta
endemili bolgeler arasindadir (49).

Patogenez :

Virider tarafindan karacigerde olusturulan hasarin mekanizmast halen tam
olarak bilinmemektedir. Hasarin mekanizmasinin  immunolojik temele dayandigi
yonunde teoriler 6ne sUrulmustir. HBV infeksiyonuna karsi gelisen hicresel ve
humoral immiin cevap ise karisiktir. Antikorlarin, kandan virlisin temizlenmesinde ve
infekte karaciger hucrelerinin  cevrelenmesinde, hiicresel imminitenin  ise virls
barindiran ve antikorlarla cevrelenerek isaretlenmis hepatositlerin  yikiminda rol
aldigina inanmilmaktadir.

Tam:

Hepatit B infeksiyonu, virise ait antijenik yapilar ve bunlara karsi olusan
antikorlarin kolay belirlenebilmes nedeniyle rutin tamsinin kisa zamanda konabildigi
bir infeksiyondur. Tamda kullanilan testler ;

1-Biyokimyasal testler:

Akut B hepatitinde aspartat aminotransferaz (AST) ve aanin aminotransferaz
(ALT) duzeylerinde normalin Ust simr seviyesinin 10-100 katina kadar olabilen
yukselmeler  saptamr. AST/ALT oram  1'in  atindadir (50). Aminotransferaz
duzeylerinin en Ust seviyeye ulasmasindan 1-8 gun sonra serum bilirtbin dizeyleri
zirveye ulasir. Cogu ikterik hastada maksmum bilirtbin  dizeyi 10mg/dl’nin
atindadir. Serum alkalen fosfataz dizeyleri normaldir veya hafif dizeyde artis soz

konusudur.
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Kronik B hepatitinde AST, ALT orta derecede yukselmektedir. Serum bilirtbini
ciddi hastalik disinda normaldir. Serum aminotransferaz  diizeyleri  karaci gerdeki
hasarin derecesini tam olarak yansitmaz ( 51).

2-Serolojik Testler :

Akut HBV infeksiyonu: Akut infeksiyonda ilk tespit edilen antijen HBsSAQ'dir.
(Sekil 5). HBsAg en erken virtsin vucuda girisinden sonraki 1. veya 2. haftada, en
gec 11. veya 12. haftada tespit edilir (4).

HBOAG] . antiHBo |

Titer

1 1 1 T L
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52 100 Years
Weeks After Exposure

Sekil 5: Akut HBV Infeksiyonunun Gidisi (52)

Kendini sinmirlayan infeksiyonlarda HBsAg kompleman fiksasyon yontemi ile
1-6 hafta boyunca tespit edilebilir. Ancak 20 hafta boyunca belirlenebildigi vakalar
da vardir ki bu durum tasiyicilikla ilgilidir. HBsAg titres sarilik ve diger klinik
belirtilerin ortaya cikmasi ile dismeye baslar.

Pasif hemaglitinasyon ve RIA (radioimmuno assay) yontemleriyle yapilan
caismalar HBeAg'nin HBsAgnin beirmesinden birkag gin sonra belirdigini,
titresinin HBsAg'ye parael yiksdip zirve yaptigini, semptomlarin gordlmesinden
sonraki 10 hafta iginde de dustuglni gostermistir. Bu tip infeksiyonlarda HBeAg
HBsAg' nin yok olusundan hemen o©nce kaybolmaktadir. HBY DNA'mn C gen
bolgesindeki  mutasyonlar  sonucu HBeAgnin negatif oldugu aktif vira
replikasyonlu HBV infeksiyonlart gorulmuistir (45,53). Bu nedenle daha once aktif
infeksiyon belirteci HBeAg iken simdi HBV DNA'mn bu konuda daha anlaml
oldugu kabul edilmektedir (45,54,55,56).
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HBeAg nin kaybolusundan hemen sonra anti-HBe gorulir. Anti-HBe HBV
infeksiyonunun dizelmesinden sonraki 1-2 yil  boyunca belirlenebilir dizeyde
kalmaya devam eder.

HBsAg ve HBeAgden sonra DNA ve DNA polimeraz barindiran virionlar
gordlur. Klinik hepatit baslangiciyla birlikte miktarlari azalir ve klinik hepatit
tablosunun bitmesinden hemen 6nce kaybolur.

Dordinci sirada klinik hepatit baslangicindan hemen 6nce anti-HBc gordl Or.
HBsAg' nin varlhiginda hizla yikselir ve HBsAg nin kaybolmasiyla dismeye baslar.
Cogu hastada anti-HBc akut infeksiyondan 5-6 yil sonra bile belirlenebilmektedir
(9). Akut hepatitli hastalarin ¢ogunda anti-HBc IgM tipindedir ancak anti-HBc 1gG
aktivites de mevcuttur.

Akut HBV infeksiyonu seyrinde HBsAg kaybolduktan bir slre sonra, hastalik
baslangicindan ¢ ay sonra anti-HBs ortaya cikar. Bu gruptaki hastalarin yaklasik
yarisinda HBsAg ve anti-HBs'nin negatif, yamzca anti-HBc IgM’'nin  pozitif
bulundugu bir dénem oldugu ve bazen bu donemin birkag aya kadar uzadigi
bilinmektedir. Bu dtnem “pencere donemi (window period)” veya “kor periyodu (core
period)” olarak adlandirilir (57,58).

Duzelme doneminde anti-HBs cevabhn HBsSAg kaybolduktan 6-12 ay sonrasina
kadar yavas yavas yuksdlir. Anti-HBs ile birlikte anti-HBc varligi dizelme
doneminde gorulirken yalmz anti-HBs varligi asilama sonrasindaki birey serolojisini
tammlamaktadir (59,60).

Kronik HBV infeksiyonu : Saglikli yetiskinlerde akut infeksiyondan sonra
kroniklesme riski % 5 civarindadir (51,61). Kronik hepatit B’li hastalarin  hemen

tamaminda HBsAg ve anti-HBc 1gG pozitiftir (Sekil 6). HBeAg' nin pozitif olmasi
viral replikasyonun oldugunu, HBeAg'nin negatif anti-HBe'nin pozitif olmasi
replikasyonun sona erdigini gosterir. Ancak bazen anti-HBe'nin negatif olup HBV
DNA'nin pozitif oldugu belirlenmektedir. Bunun HBeAg kodlama bdlges ileilgili
bir mutasyondan kaynaklandigi bilinmektedir (4,51,53,62).

HBsAg tasiyicillarnimin bir kisminda belirlenebilir dizeyde HBV DNA veya
HBeAg saptanamamaktadir. Ayrica bu hastalarin  cogunda karaciger hastaligi
belirtilerinin olmachigi veya cok hafif dizeyde oldugu gozlenmektedir. Bu Kkisiler
“saglikli tasiyic1” olarak adlandiriimaktadir (4).
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Sekil 6 : Kronik HBV Infeksiyonunun Gidisi (52)

HBV infeksiyonunun serolojik tamsinda gecmisten gunimize cok farkh

yontemler kullamlimistir. Bunlar igerisinde yakin gegmiste ve bugin halen en yaygin
kullanim alam bulanlar enzim immuinoassay (EIA) ve radio imminoassay (RIA) dir.

Enzim immunoassay (EIA) : Duyarli ve 6zgul bir yontemdir. Hasta serumuna
arastinlan antijene 0zgl antikor eklenerek antijen —antikor ciftlerinin  olusmasi
saglanir. Bu antikorlara baglanabilen, enzimle isaretli antikorlar ortama eklendikten
sonra enzimle reaksiyona giren kromojenik substrat karisima konur. Olusan renkli
reaksiyon Urtnleri 6lcllir (63).

Tekrarlayan yalanci pozitiflikler yontemdeki diuzenlemeler ile azaltiimaya
calisiimaktadir. EIA kitlerinin raf  6mri RIA kitlerininkinden daha uzundur. Bu
yontem ile 0.25-0.5 ng/ml dizeyinde HBsAQ tespit edilebilmektedir (64).

Radio imminoassay (RIA) : Yillarca EIA’dan daha populer bir yontem
olmustur. Ancak raf dmrinin kisa olmasi, radyoaktif atiklarin ortadan kaldirilmasinin
gucligu ve calisanlar icin risk tasimast nedeniyle tim dinyada vazgecilmektedir.

3- Direkt Inceleme, Hiicre Kiiltiirleri ve Hayvan Modélleri :

Klinik laboratuvarlarda ve HBV taramalarinda uygulanabilir olmasada HBV ile
iliskili antijen veya partikil varligi belirlenmesinde immunfloresan inceleme, ince
kesitlerin elektron mikroskobu ile incelenmesi zaman zaman kullanmlmaktadir.

Incdlemelerde  hepatositierde  HBsAgnin  sitoplazmada, HBcCAg nin  ise
cekirdekte yerlestigi  gorulmastur. Aktif  replikasyon doneminde HBCAQ'lerin

sitoplazmada da bulundugu gozlenmistir.
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Sagliklt yetiskin ve fetal hepatosit primer kiltlrlerinde HBV Uretilmesine
yonelik calismalar devam etmektedir. Ancak disik yogunlukta virls dretimi
mUmkin olabilmektedir.

Sempanze ve yiUksek dizey primatlarda hepatit B infeksiyonu olusturmak
olasidir ancak ¢ok kullamsli bir yontem degildir. infeksiyon insanlardakine gok
benzer ama daha hafif gidislidir. Sempanze modeli viral inaktivasyon, asi guvenlik
ve etkinligi kontroll, dezenfeksiyon  kinetigi, infektivite  belirlenmess  ve
imminopatoloji, seroepidemiyolojik calismalarda kullamlmaktadir. Son  zamanlarda
Pekin oOrdegi, fare gibi yeni hayvan modelleri denenmektedir.

Sagaltim :

Akut hepatit B infeksiyonunda semptomatik ve destek sagaltim uygulanr. lyi
dengelenmis bir diyet ayarlanir. Ilag sagaltinuna gogunlukla gerek yoktur (50).

Gunumuizde asemptomatik, saglikli HBsAg tasiyicilarina yonelik etkili - bir
sagatim sekli hentiz bulunamamustir.

Yapilan cok sayida calisma sonrasinda kronik hepatit B infeksiyonlu ve aktif
replikasyonu olan hastalarda interferon-alfa ile sagatim uygulanmaya baslanmistir
(50).

Ayrica antiviral ilaglar Uzerinde de calismalar yogun sekilde devam etmektedir.
Denenmis veya denenmekte olan baslica sagaltim secenekleri;

aNukleozid anaoglar

b-Immunomodulatuvar ilaglar

c-Molekiler biyolojik yontemler

d-llaglarin karacigere hedeflenmesi ile yapilan sagaltimlar olarak sayilabilir. Bu
sagaltim seceneklerinin  bir béluminin sadece tarihi degeri  kamustir. interferon
disinda en umut verici olanlar nikleozid analoglaridir.

Karaciger dsirozu varliginda transplantasyon bir miktar basariya sahiptir.
HepatosellUler karsinomada prognoz c¢ok kdotudir. TUumor rezeksiyonu kemoterapi
veya radyoterapi  uygulanmaktadhr.

Korunma.:

Hepatit B virusinun toplumdaki yayginligini onlemede iki konu buyik ©6nem
tasimaktadir. Bunlardan biri genel onlemler olup, 6zellikle saglik personelinin bulasa
yol acabilecek riskli temaslardan kacinmalarini igerir. Kontrol onlemleri icin hepatit B
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virisinun  epidemiyolojik ve biyolojik  Ozdlliklerinin  bilinmesi de gereklidir.
Korunmada bliyik 6nem tasiyan bir diger konu da immunoproflaksidir.

HBV bulasinin dnlenmesi asagidaki basliklar altinda incelenir;

1-Gendl onlemler

2-Immunprofilaksi

aPasif bagisiklama
b-Aktif bagisiklama
c-Pasif + aktif bagisiklama

1-Pasif Bagisiklama: B tipi hepatite karst immunite kazanmis kisilerin veya
hastaligin  konvelasan doneminde olanlarin serumlarindan elde edilen hepatit B
immunglobulini ile saglanir.

2-Aktif Bagisiklama: 1970'li yillarda calismalarina baslanan, 1981'de ABD’de
lisans alan plazma kaynakli asilar 1986 yilindan sonra yerini yavas yavas
rekombinant teknoloji ile hazirlanmis asilara  birakmiglardir. Rekombinant  asi
gelistirme calismalar, hepatit B viris DNA’sinda yer alan ve HBsSAg ni kodlayan
gen olan “s’ geninin izolasyonu ile baslamstir. “S” geni bir plazmid icerisine
yerlestirilmis ve E.coli veya bir maya hicresinde (Saccharomyces cerevisiae)
klonlanmistir. Maya hucresinin  genetik  yapist igerisine yerlestirilen ve hicrenin
replikasyonu ile dretilen HBsSAQ'i iki asamai kromatografi islemi ile purifiye
edilmistir (28).

Uc doz intramiskiler hepatit B asist uygulanan yenidogan, cocuk ve geng
erigkinlerin  %95-99'unda koruyucu antikor duzeyi (anti-HBs > 10 mlU/ml) saglanir.
Ancak 40 yasin Uzerindekilerde ve immin yetmezliklerde bagisiklanma daha guctur.
Astmin - immunojenitesi, hepatit B immunglobulini  veya diger asilarla birlikte
uygulanmast ile azalmaz. Asilanan ve antikor titress > 10 miU/ml olan kisilerin
yaklasik % 50'sinde 5-10 yil sonra antikor titresi saptanabilen dizeylerin atina
inebilir. Ancak bu durumda bile anamnestik antikor yamti ile hastaliga karsi
koruyuculugun devam edecegi bildirilmistir (65,66).

Hepatit B asisinin standart uygulama semasi 0, 1 ve 6. aylar olmakla birlikte,
infekte olma riski yuksek kisilerde 0, 1, 2, 12 semasi Onerilir. Her iki semaile de
asinin etkinligi %90'1n Uzerindedir. ileri yas, obezite, sigara kullammi ve immin

yetmezlik antikor olusumunu olumsuz etkileyen fakttrler arasinda sayilabilir (67, 68).
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Primer as1 semasi uygulanan Kisilere, dizenli olarak rapel yapilmasinin gerekip
gerekmedigi hentiz netlik kazanmamustir.

Hepatit B asisimn risk gruplarina uygulanmast ile hastaligin insidansinda
herhangi bir azama saglanamamistir (68,69). Bu nedenle bir yandan risk altindaki
Kisileri asilamaya devam ederken, diger yandan da asimin rutin ¢ocukluk cagi asilar
arasina girmesi bir cok uUlkede kabul gormistir. Ulkemizde de 1998 yilinda gocukluk
cag1 asilan arasinda yer amustir.

Yapilan calismaar HBV ile temas etmis Kkisilerde uygulanan hepatit B
hiperimmunglobulinin (HBIG) koruyucu oldugunu gostermistir. Temas sonrast HIBG
uygulama zamammnin, koruyuculuk (izerine etkisi net olarak belirlenememistir. igne
batmasi gibi yaralanmalarda ilk 48 saat icerisinde verilen HBIG'in, 3-7. gunler
arasinda verilenden daha etkili oldugu ileilgili bilgiler vardir (70). Temas sonrasi
proflaksinin en o©nemli gerekgelerinden biriss HBV ile infekte anneden dogan
bebeklerdir. Perinatal infeksiyonun % 90 kroniklestigi bilinmektedir. Bu bebeklere
hemen dogumu takiben 0.5 ml HBIG ve hepatit B asisi birlikte uygulanmirsa, % 94
oramnda koruma saglanabilmektedir (71).

Mutant Virader :

HBV DNA polimerazin genomik kontrol aktivitesinin dustk olmast HBV
mutantlarinin agiga ¢ikmasina neden olur. Bu varyantlarin bir bolumi konak immin
yanmtindan kurtulur. DUnyamn ¢esitli  Ulkelerinden asilanmis  bireylerin - virGisiin
molekller varyantlart ile HBV infeksiyonuna yakalandiklarina dair yayinlar vardir
(72). Bu varyantlarin bazilarimin olusturdugu HBsSAg'nin as1 tarafindan olusturulan
antikorlarca taminmadigi ve koruyucu dizeyde anti-HBs bulundugu halde akut HBV
infeksiyonunun  olustugu  gozlenmistir. Arastirmalar “a@’ determinantindaki  bir
aminoasit degisiminin, anti-HBs antikorlarinca tamnan epitopta yamsal bir degisime
neden oldugunu ve bu yamsal degisimin tamimay: olanaksizlastirdigim gostermistir.

Mutantlar ; artmis veya azalmis patojenite, replikasyon hizinda azalma, HBSAQ
negatif infeksiyon ve konvansiyonel tekniklerle tim antijen ve antikorlari negatif
infeksiyonlarla karsimiza cikarirlar.

Nukleilk Asit Tespit Yontemleri :

DNA Yapisi:

DNA bir nukleotid polimeridir. Her bir nikleotid bir baz grubu (Adenin (A),
Timin (T), Guanin (G), Sitozin (C) ), bir riboz grubu (5 karbon atomlu siklik seker) ve
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bir fosfat grubundan olusur. Bir DNA fragmammnin bir ucunda daima 5 karbonu ve
buna bagli bir fosfat (5'-fosfat), diger ucunda 3 karbonu ve buna bagli bir hidroksil
grubu (3'-OH grubu) bulunmaktadhr.

Cift zincirli DNA’larda baz gruplarn karsilikli olarak A ile T iki, G ile C ¢
hidrojen bagi olusturarak birbirlerine baglanirlar. DNA'min kalip olarak kullanlip
komplementer seklinin olusturuimasinda DNA polimeraz gérev air.

Amplifikasyon Yontemleri:

1-Hedef amplifikasyon yontemleri:

Hedef amplifikasyon yontemi hedef molekilin enzimatik replikasyon ile
kolayca belirlenebilir duzeylere kadar arttirildigi yontemdir.

a-Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Polymerase Chain Reaction (PCR) :

Uzerinde encok calisilan ve yaygin kullamlan hedef amplifikasyon yontemidir
(73).1983'te Kary Mullis tarafindan ortaya atilan, 1985'te Saiki ve arkadaslarimin,
1987'de Mullis ve Faloona nin gdlistirdikleri bu yontemde i1siya dayamkli bir DNA
polimeraz hedef genetik materyal miktari her 15 dongusi ile iki katina cikarilir
(74,75).

PCR ile DNA'nin gogaltilabilmes igin tepkime karisiminda su ana maddelerin
bulunmasi gerekmektedir; Cogaltilacak olan hedef DNA, bu DNA’da c¢ogaltiimasi
planlanan bolgenin iki ucundaki DNA dizisini 6zgul olarak tamyip baglanacak olan
DNA primerleri, primerlere baglanip bunlara 3’ ucundan nikleotidleri ekleyerek
sentez yapacak olan DNA polimeraz, sentezde kullanilacak olan deoksinikleotid
trifosfatlar, polimerazin calismast icin gerekli tampon gorevi yapacak maddeler,
tuzlar ve enzim c¢alismast igin 6nemli bir kofaktdr olan magnezyum iyonlar: (76).

PCR ¢ basamakli bir islemdir;

Ilk  basamak®denaturasyon” basamagichr. Burada DNA  molekilinin 1siya
dayamklilik Ozelliginden yararlanlarak 151 95°C’'ye yiksdtilir ve DNA’min ki
zinciri birbirinden ayrilir.

Ikinci sirada “ baglanma’ basamagi vardir. Isi 55-60°C’ye dustrulir. ki primer
kendilerine karsilik gelen siralamayr bularak DNA zincirlerine hidrojen baglariyla
baglanirlar. Ortamda kalip DNA’dan milyonlarca kez fazla primer bulunmasi;
bunlarin kicuk ve daha hareketli olmasi dolayisiyla ayrilan DNA’larin birbirlerine

yeniden baglanmasi yerine primerler kalip DNA zincirlerine baglanirlar.
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Uclincli basamak ise “uzama’ basamagidir. Bunun igin 151 72°C’'ye cikanlir.
Issya dayamikli olan ve Thermus aquaticus adli bakteriden elde edilen DNA
polimeraz enzimi (Taq polimeraz) ile primerin 3 ucuna nikleotidler eklenerek
uzama islemi gerceklesir.

Istya dayanikli Taq polimeraz gibi bir enzimin bulunmas: her dodnglide
denatlrasyon icin arttirllan 1sida inaktive olan polimeraz yerine yeni polimeraz
eklenmes gereksinimini ortadan kaldirmistir. Ayrica her dongl sonrasinda artarak
biriken, 1sidan dolayr islevini kaybetmis polimerazin isleme engel olmasi gibi bir
durum da ortadan kalkmustir. DUsuk 1silarda primerlerin kendilerine 6zgul olmayan
yerlere baglanmasi s6z konusudur. Taq polimeraz sayesinde primer baglanmasi ve
uzamasi sirasinda yuksek 1silara cikilabilmesi ile 6zgul olmayan baglanmalarinin
azdtilmast mimkin olmustur.Tag polimerazin en etkin  oldugu 1simn 70-80°C
arasinda oldugu gosterilmistir (77).

Tipik PCR programinda denattrasyon islemi igin 3-5 dakika, baglanma igin 30
saniye- 2 dakika, uzama basamagi icin 45-60 saniye sire Onerilir. Ortalama dongu
sayisi 35-45 kadardir (78). Surelerin uzatilmast veya dongu sayisimin  arttirillmasi
genellikle cogatmayr arttirmamakta hatta bazen enzim denatlirasyonuna neden
olmaktadhr.

Ilk dongide uzama basamaginda primerin birinden baslayan islem diger
primerin baglandigi bolimu asarak devam eder. Bu DNA pargalarina “uzun 0rin”
denir. Uzerlerinde diger uctaki primerin baglanabilecegi bolge bulundugu icin bir
sonraki dongude bunlar da kalip gorevi yaparlar. Ortamin tekrar sogutulmas: ile
primerler hem ilk kalip hem de bu yeni olusmus pargalar Uzerinde kendilerine
uygun yerlere baglanirlar ve ikinci dongude bunlar tzerindede DNA sentezi yapilir.
Ancak bu kez kalip ilk primer bdlgesinde sonlandigi icin “kisa Urin” denen kisa
DNA parcalar olusur. Asil gogatilan bolim olan bu kisa drinlerin miktarn 2"
(n:dongul sayisi) olarak hesaplanabilir (79). Bu sayede uygulanacak tam yontemleri
icin yeterli sayida DNA elde etmek mumkin olabilmektedir.

DNA, primerler, nikleotidler, tampon solUsyonlari ve enzim i1siya dayanikh
oldugundan 1st degisimlerini ardi ardina uygulamak donguyl gergeklestirmek igin
yeterlidir (79).

Kullammma girdigi ginden beri Gzerinde caismalar devam eden PCR

yonteminde 1siya dayarmukli DNA polimeraz enziminden sonra “thermal cycler”
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denilen duzenek Onemli bir gelisme olmustur. Bu dizenek belirli 1silarda belirli sire
degismeden kamay: saglayan, 15t degisimlerinin kolayca ve hizli yapilabildigi bir
bloktan olusmaktadir. Boylece her 1s1 dizenlenmesi sirasinda ¢ok sayida isleme
gerek kalmams ve kontaminasyon riski ortadan kaldirilmustir. Blok, tiplerin  her
tarafim ayni miktarda 1sitabilmekte boylece islemin basarisi artmaktadir. Bu diizenek
icinde kullanilan reaksiyon tiplerinin geperleri inceltilerek 151 degisimlerinin daha
hizl1 ve kolay bicimde reaksiyon ortamina ulastiriimas: olasi olmaktadhr.

Hedef DNA Secimi :

DNA'nin PCR ile cogatiimas: degisik amaglarla yapilabilir. DNA dizis
saptanacak ise veya mutasyonlar Dbelirlenecek ise  DNA'min  hangi bdlgesinin
cogatilacagi bellidir. infeksiyon hastaliklariin tamsinda kullanilacak ise cogaltilacak
gen bolgesinin secimi buylk Onem tasir. Etken olabilecegi distnilen organizmanin
Oyle bir gen bolges secilmelidir ki bu bdlge baska highir organizmamn gen bdlges
icinde bulunmamalidir. Bu amaclarla yapilan calismalarin geldigi noktada artik
bilgisayarlarla olusturulan gen bankalar1 ile aranan mikroorganizmanin hangi 6zgul
gen bolgesinin  arastinlmasinin  daha iyi  sonug verecegi bilgisine ulasmak
olasidir.

Ornek Hazirlanmas: :

Oncelikle isleme ainacak olan hiicre Ogelerinin @ saf  olarak  eldes
gerekmektedir. NUkleer materyalin saf eldesi 6nces iki ana karar verilmis olmalidir;

1-DNA bitin olarak mi gereklidir.

2-Miktar ne olmalidir. Bunun icin maliyet, kullanilacak yontem etkinligi goz
onunde bulundurulur.

Parcalama ve saflastinlma islemi sirasinda elde edilmek istenen maddenin
kaybedilip kaybedilmedigini veya islevini koruyup  korumadigimi  bilmek
Onemlidir.

Dayanikliligr arttirmak, dogal hali korumak, oksidasyonu ©6nlemek, donma
derecesini  distirmek, cesitli enzim islevlerini disirmek bircok durumda 6nemlidir.
Bu amacla tampon solUsyonlar kullanilir, 1s1 artistni dnlemek icin islemler soguk
ortamda yapilir, saflastinlan molekult parcalayabilen DNaz, RNaz ve proteaz igin
inhibitorler ortama konur.

Hicre ekstrelerinin hazirlanmasinda birkag yontem mevcuttur. Enzimler ile

parcalanmada hedef hicrenin  6zelligine gore lizozim, lizostafin gibi enzimler
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kullanilir. Mekanik pargalanmada bir slindir iginde basing uygulama, ultrasonik
dalgdar ile sivida cok hizli hareket eden kabarciklar olusturma ve cam boncuk ile
cakalayarak parcalama yontemleri vardir. Bunlarin disinda hiicreler NaCl, EDTA,
sodyum perklorat ¢ozeltisi, kloroform-izopentanol, trisodyum sitrat, RNaz, sodyum
dodesil siilfat gibi maddelerin karistirllarak hazirlandigi karisimlarla islem yapilarak
parcalama islemi gerceklestirilebilir (80). TiUm bu islemler sonunda ulasiimas: istenen
hedef nikleer gereclerin elde edilmesidir.

Primer Segimi :

Amplifikasyon isleminin  basarisim etkileyen en Onemli  etkenlerdendir.
Genellikle primerler 25-35 baz uzunlugunda hazirlamirlar. Primerlerden biri DNA
zincirlerinden birine, digeri DNA zincirinin digerine komplementer olarak baglanir.
Primerlerin  birbirlerine uzakliklari yani c¢ogatilacak parcamn boyu 150-1000
nikleotid arasinda olmalidir. DNA polimerazlar bir sire islem yaptiktan sonra DNA
Uzerinden ayrilirlar. Dolayisiyla uzun parcalarda verim azalmaktadir. Buna karsin
cogdtilacak parcamn boyunun mumkin oldugunca uzunolmas: jel elektroforezi gibi
son asamada Urin belirlenmesinde kullamilan yontemlerde daha kolay belirlenmeye
neden olmaktadir. Bu nedenlerle optimal miktar belirlenmeye calisilir. Segilen primer
dizilerinin cogatilacak DNA dizisinde sadece bir kez bulundugundan emin
olunmalidir. Primerin kendi icinde ve primerler arasinda komplementer dizilerin
olmamasina O0zen gosterilir. Kisa primer dizileri (20 bazdan az) yanlis baglanmalara
neden olur, bu ylzden tercih edilmez (81). Daha uzun primerlere ise genellikle gerek
duyulmamaktadir. Uzun primerlerle sonucgta dahaaz DNA elde edilmektedir (82).
Ayrica beklenilen 6zgullik artisina da ulasilamamaktadir (82). Guanin ve sitozin
arasinda U¢lU hidrojen bagi bulunmasi daha siki baglanma sagladigindan ozellikle 3’
ucunda guanin ve sitozinden zengin primerlerin uzama basamagini daha saglam
gerceklestirdikleri bilinmektedir (78). Primerlerin igerdigi nukleotid oranlar: ile benzer
olmalidir (78).

Primer konsantrasyonu duistik oldugunda reaksiyon etkinligi disik olmakta,
yuksek oldugunda ise 6zgul olmayan amplifikasyon Urtnleri agiga cikarak 6zgulluk
azalmaktadir (82). Ekonomik nedenlerle en fazla duyarlilik ve 6zgulligin saglandig:
en kiglk konsantrasyondaki primer miktarn tespit edilmeye calisilir. Y Uksek
konsantrasyonda primer varligi primer dimerlerinin olusumuna ve hedef DNA'’'nin

amplifikasyonunun azalmasina neden olur.
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PCR icin primer se¢cimi yaninda primer baglanma sicakligi, iyon yogunluklari,
ek madde ve c¢ozlculerin yogunlugu 6nem tasimaktadir.

Primer baglanma sicakligi Ornekteki genetik kompleksite arttikga daha onemli
hale gelmektedir. Ampirik olarak belirlenen 1silarda kiglk oynamalarla optimal
degere ulasilmaya calisilir. Ampirik deger belirlenirken de hazirlanmis  birtakim
formillerden yararlanilir (78). Genellikle optimal baglanma sicakligt bu matematiksel
formillerle elde edilen degerden biraz yuksektir.

Magnezyum Iyon Konsantrasyonu :

Islem sirasinda kullalan iyonlardan en o6nemliss  magnezyumdur. DNA
polimeraz enziminin en Onemli kofaktérudir. DNA zincirlerinin bir araya gelmesini,
polimerizasyon sirasinda nikleotidlerin yeni yapilan zincire eklenmesini kolaylastirir.

Magnezyum konsantrasyonu arttikca primerlerin baglanmasi kolaylasir ancak bu
kez yeni sentezlenen zincirin kalip DNA’dan ayrilmas: zorlasir. Bu nedenle degisik
magnezyum konsantrasyonlari denenerek en iyi sonug veren uygulamaya alinmalidir.

DusUk konsantrasyonda iken primer baglanma ve nikleotid eklenme isleminin
etkinligi azalir, yiksek konsantrasyon ise disiuk reaksiyon oOzgulligunin nedenidir
(82).

Deoksinukleotid Trifosfatlar :

Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) konsantrasyonu, Mg*? konsantrasyonu dikkate
ainarak hesaplanir. Genellikle 20-200 mM arasinda degisir. Cok fazla oldugunda
Ozgulluk azalir ve maliyet artar, cok az oldugunda ise amplifikasyon isleminin
basarisi diuser (82).

Enzim Segcimi ve Konsantrasyonu :

PCR protokollerinde kullanilan polimeraz konsantrasyonlari belirgin degiskenlik
gosterir. Ancak Taq polimeraz icin bu deger 1-2.5 U/100ul reaksiyondur (82). Enzim
konsantrasyonu yiUksek oldugunda bu durum jel elektroforezinde nonspesifik bant
olusumu ile sonlanir. Duslk oldugunda ise amplifikasyon isleminin etkinligi azalir
(82).

Iyi sonug alabilmek igin islem boyunca enzimin en etkin oldugu pH degeri
(DNA polimeraz icin 8.4 civarindadir) korunmalidir. Bu amagla ¢esitli  tampon
solisyonlar kullanilir. Ayrica tek degerli katyonlarin 6zellikle 50-60 mM diizeyinde
potasyum iyonunun c¢ogaltmayr arttircigi saptanmustir (77). Yine karisgimda jelatin
bulunmasi benzer etkiyi gostermektedir (78).
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Onceleri 151 degisimleri  sirasinda  reaksiyon  karisimindaki — sivinin
buharlasmasimi  Onlemek icin Uzerine mineral yag veya parafin konulmaktayd:. Bu
sekilde hem 1s1 kaybi azaltiimakta hem de karisimin pH degeri ile tuz yogunluklari
korunabilmekteydi.Ancak bu katman zaman zaman kontaminasyonlarin, islemler
sirasinda sigramalarin nedeni oluyordu. Gunimuzde kugik hacimlerde ve kisa dongu
surelerinde amplifikasyon islemlerinin tamamlamyor olmast ve gelistirilmis “thermal
cycler” denen ve tlplerin Ust kismlarim da 1sitabilen aetlerle calisiimaya
baslanmast bu tabaka olmaksizin da islemin beklenen sonuclara ulasabilecegini
gostermistir.

PCR Karisiminin Hazirlanmas :

PCR ile DNA amplifikasyonunda ana karisim su sekilde hazirlanir:

a10-50 mM reaksiyon tampon cozeltisi, pH'st 8.2-8.9 arasinda ayarlanmali ve
icinde 50-60 MM KCI, 1-2.5 mM MgCl, ve 100-200 pg/ml jelatin bulunmalidhr.

b-Karisimda her bir deoksinikleotid trifosfattan (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
ortalama 200 uM bulunmalidhr.

c-Primerler 0.2-1 uM olarak karisima eklenir.

d-1-25 U 1siya dayanmkli DNA polimeraz bulunur. Bu karisima 100 pl kadar
distile su eklenir.

Amplifikasyon Urnlerinin Belirlenmesi :

DNA problarimin  kullamlmaya baslanmasi ile amplifiye edilmis nikleik
asgitlerin  saptanmasinda yeni yontemler kullamma girmistir. Problarin  enzim ile
isaretlenmesiyle enzim immunoassay bu aana eklenmistir (83). Daha sonra
primerlerin  digoksigenin ile isaretlenmes ve anti-digoksigenin antikorlariyla
yakalanmasi seklinde tammlanan immunokromatografik yontem yayginlasmustir (83).
Isik yayilimi ile seyreden kimyasal reaksiyonlar kemiluminesan yontemleri giindeme
getirmistir (83). Tum bu gelismelere ragmen arastirma laboratuvarlarinda en sk
kullamlan yontem agaroz jel elektroforezidir.

NuUkleik asitteki tekrarlayan seker fosfat yapm bu cizgisel molekil Uzerinde net
bir negatif yUkle ortilt bolim olusturur. DNA veya RNA’nin elektriksel alanda
hareketi molekdl agirligi veya uzunlugu ile orantilidir. Bu iki 6zellik niklelk asit
fragmanlarinin elektroforetik ayirim ile tammlanmasinda kullamlir. Cok sayida 6rnek
kat1 ama gozenekli ayrim ortaminin bir ucunda ayri kuyucuklara uygulanir. Voltg

uygulandiginda her bir kuyucuktaki Ornek dogrusal olarak bir hat Uzerinde pozitif
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elektroda dogru hareket eder. Bu ortam “jel” olarak bilinmektedir. Migrasyon
miktarimin  bilinen standart ile karsilastinlmast boyut belirlenmesine izin verir.
Ayirict  ortamin  kompozisyonu ve konsantrasyonu farkli bantlarda ayrilmis olan
parcalarin boyutlarim belirler. Jel  kalinligi, elektroforez yolunun uzunlugu, zaman ve
volta) diger degiskenlerdir. Pratikte bu etkenler ampirik olarak uygulanr ve her
caismadatekrar tekrar en iyisine dogru dizenlenir. Sik kullamlan agaroz genellikle
horizontal elektroforez yataginda tampon soltisyonuna batirilmis halde kullanilir.
Orneklerin sukroz veya bazi boya maddeleriyle karistinlarak agirlik kazanmalar:
saglanir ve kuyucuklara yuklenir. En sik kullanilan elektroforez tamponlart TAE
(0.04 M Trisbazi, 0.02 M glasiyal asetik asit, ImM EDTA) ve TBE (0.089 M Tris
bazi, 0.089 M borik asit, 1 mM EDTA) tamponlaridir. DNA  parcalarimin  hareket
hizimt her iki tampon solisyonu aynm miktarda etkiler. Ancak TAE tamponunu daha
sik yenilemek gerekmektedir (84). Olusan bantlarin gbzlenmesinde en basit yol
etidyum bromir gibi bazlar arasina giren ve UV ile gorinebilen boyalarin
kullamlmasidir. infeksiyon etkeni tams igin  uygulanan calismada elektroforez
sonunda beklenen blyuklikte ve tek DNA bantt goértimelidir. Aksi halde
kontaminasyon akla gelir.

PCR Modifikasyonlari :

1-Multipleks PCR :

Bu yontemde aym amplifikasyon reaksiyonu icinde farkli hedefler icin
hazirlanmis  ¢cok sayida primer  ciftleri  kullamlir (73). Farkli  hedeflerin
koamplifikasyonu birkag amaca yoneliktir;

a) DNA dizisinin daha fazla b6lumi incelenmis olur.

b) Hedef genomda birbirleriyle ilgisiz segmentler belirlenmis olur.

c) Ornegin amplifiye edilebilirliginin i¢ kontrolii gerceklesir.

d) Tek bir ornekteki cok sayidaki patojeni test edebilen daha ekonomik bir

yontemdir.

2-Nokta Mutasyon Belirlenmes :

Bir primerin enzimatik uzamasi 3’ ucunun kalici bir baz ciftine sahip olmasina
baglidir. 3' ucundaki baz ciftinde bir uyumsuzluk varsa uzama olmaz dolayisiyla
PCR yontemiyle amplifikasyon gergeklesmez. 3' ucundaki baz uyusmazligini yani

olasi mutasyonlart kapsayan primerler kullanarak uzama isleminin devamim ve
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boylece  amplifikasyonu  tamamlayan  yontemler  gelistirilmistir. Kullanilan
primerlerden yola c¢ikarak nokta mutasyonu belirlenir.

3-Dizi Belirlenmesi :

NuUkleik asit dizi degisimlerinin infeksiyon seyrindeki etkis arttikca, DNA dizi
belirlenmes daha biyik Onem kazanmaktadir. Ornegin  asilandigi halde HBV
infeksiyonuna yakalanan bireylerde nedenin bir HBV mutanti oldugu dizi
belirlenmesi ile anlasilmistir (73).

Burada yuksek dizeyde degiskenlik gosterten, genis kapsamli  primerler
kullanilir. Amplifikasyonu basaran primerin dizi analizi ile hedef dizi belirlenir.

4-Nested Amplifikasyon :

Tipik nested amplifikasyon protokolinde ilk amplifikasyon dongusi tek bir
primer cifti ile 15 ila 30 dongl olacak sekilde tamamlamr. Bu basamak sonrasinda
elde edilen amplifikasyon Urini baska bir tupe aktarilir. Burada ilk primer cifti ile
cogatilan dizinin icerigine Ozd, farklt primer cifti kullamlarak yeni amplifikasyon
islemi gerceklestirilir. ikinci amplifikasyon yine 15 ila 30 dongu ile tamamlamr ve
arin jel elektroforezi ile belirlenir.

Nested amplifikasyon isleminin duyarliligi oldukga yuksektir. Siklikla tek bir
kopya hedef dizis bu islem sonrasi kolaylikla belirlenebilecek kadar amplifiye
edilebilir (73).

Birinci amplifikasyondan sonra UrUnlerin diger tUpe tasinma islemi sirasinda
olusan inhibitér maddelerin blyidk kismimin uzaklastiriimasini saglamaktadir.

Ancak tupten tipe transfer rutin klinik laboratuvarlarinda onerilen bir durum
degildir. Cinkl tasinma sirasinda aerosol halindeki amplifiye olmus DNA ile
kontaminasyon oldukca siktir (73). Tasinma sirasindaki  kontaminasyonu onlemek icin
tek tUpte tim islemlerin tamamlandigi yontemler gelistirilmektedir (73).

5-Kantitatif PCR :

Dikkatle kontrol edilebilen durumlarda baslangictaki hedef molekdl miktar: ile
PCR drin miktari arasinda direkt bir baglanti oldugu gorulmuistir (73). Reaksiyon
protokoliniin maksimum verim alacak sekilde everisli hale getirilmesi, fazla sayida
donguden kaginilmasi, 6rnegin  uygun sekilde hazirlanarak amplifikasyon etkinligini
dustren inhibitorlerin uzaklastirilmas: gibi faktorlere dikkat edilerek PCR sonucunun
kantitatif eldesi saglanmaktadir.



Bu amagla hazirlanan ve biraz farkli bir yaklasim izleyen tekniklerden biri
“Tagman™” veya “5'nilkleaz assay” dir (79). Primerin uzamas: sirasinda uglincii bir
oligonikleotid eklenir. Bu oligontkleotid primerin uzayan zincirinin icine girer.
Oligonukleotid bir floresan ile isaretlidir ve kendisinin tek basina niklek asite
baglanarak uzama gibi bir yetenegi yoktur. Sonrasinda 5 —3 ekzonikleaz aktivites
geregince Taq polimeraz tarafindan yikilan bu par¢adan geriye bir floresan grup
kalir. Yayilan floresan siddeti amplifikasyona ugrayan molekil miktar: ile orantilidhr
(79).

Kantitatif PCR yontemi Uzerinde caismaar yogunlasmis durumdadir. Halen
standardizasyon ve islemin glvenilirligi konusunda ¢Ozimlenememis noktalar
bulunmaktadir (85).

Transkripsiyona Baghh Amplifikasyon Sistemleri :

PCR yontemi disgindaki hedef amplifikasyon sistemlerinin ilkidir (73).
Transkripsiyona dayalt amplifikasyon- transcription based amplification system
(TAS)'da her dongude iki bolim bulunmaktadir ; Hedef nikleik asite komplementer
bir  DNA molekil sentezi ve yeni sentezlenen bu cDNA'min kaip olarak
kullamlarak DNA  transkripsiyonudur. Islemler srrasinda  reverse transkriptaz,
ribontkleaz H (RNaz H) ve T7 RNA polimeraz enzimleri kullanilir. Tim yontem
izotermal reaksiyonlardan olusur (83).

60 dakika gibi bir sirede hedef niikleik asitin 10" kat artmasi sbz konusudur.
PCR yontemindeki gibi oligonikleotid primerler kullanilir. Ancak bu primerlerin en
az birinde T7 polimeraz igin promotor bolge bulunur.

TASdan yola cikarak “self-sustaining sequence replication (3SR)” veya
“nucleic acid sequence-based amplification (NASBA)” teknikleri gelistirilmistir.

3SR ile amplifikasyonda (rin 30 dakika sonunda 10® katina kadar
cikabilmektedir (73).

Zincir Yer Degistirme Amplifikasyonu — Strand Displacement Amplification
(SDA) :

DNA polimeraz, cift zincirli hedef DNA molekllUinin tek zincirindeki kesilmis
bir bolgesinden baslayarak ve bir zinciri ayinp digeri Uzerinde ilerleyerek DNA
sentezleyebilme yetenegindedir. Yeni olusan bu Urin yeni centikler ve vyer

degistirmeler icin substrat gorevi gordr.
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Bu teknolojide asil nokta restriksiyon endonikleaz enziminin kalip DNA’y1 bir
noktadan kesmesidir. Olusan 3’ ucu DNA polimeraz tarafindan uzatilir. Bu sirada 5
ucu ile baslayan zincir serbest kalir. Serbest kalan zincirin 3’ ucuna diger primer
baglanir ve uzayarak cift zinciri DNA haline getirir. Primer icerisinde bulunan
restriksiyon bolgesinden yeniden DNA kesilir ve aym islem en basindan tekrar
gergeklesir. Bu tekrarlar ile 6zgul bir bolge gogaltilmis olur.

SDA izotermal (41°C'de ortalama 2 saat) bir reaksiyondur.

Ligasyon ile Aktive Edilmis  Transkripsiyon-Ligation  Activated
Transcription (LAT) :

LAT izotermal hedef amplifikasyon sistemidir. DNA ligaz, reverse transkriptaz,
T7 RNA polimeaz ve RNaz H enzimlerinin kullamlmasi stz konusudur. Bu
yontemde hedef DNA kismen cift zincirli, sa¢ tokasina benzeyen ve T7 RNA
polimeraz promotoru tasiyan bir primere baglamir. Primerin tek zincirli olan kism
hedef DNA’'nin 3" ucuna komplementerdir. Primerin hedef DNA’ya hibridlenmes ile
T7 RNA polimeraz cok sayida komplementer RNA Uretir. Ikinci primer RNA’ya
baglamir ve reverse transkriptaz RNA’'min  DNA kopyasini Oretir. DNA-RNA
hibritlerinin  RNA pargass RNaz H ile yikilir ve serbest kalan DNA orijina
primerin baglanmasi ve daha fazla RNA kopyalarinin olusturulmas: icin goéreve
devam eder. icerikteki mazemeler simirlamncaya kadar bu islem sirer. Her
baglanmuis DNA’dan 50-100 RNA kopyasi olusturulmasindan dolay: islem gucli ve
hizlidir (83). 10°-10% kat artis 3 saat icinde gerceklesir.

Probe Amplifikasyonu

Hedef molekil belirlenmesinde bir baska alternatif strateji; probu amplifiye
etmektir.

a-Q-Beta Replikaz Sistemi :

Q-Beta replikaz Q-Beta bakteriyofgimn genomik RNA’sim  ¢ogaltan, 215
kDa'luk RNA bagimli RNA polimerazdir. Q-Beta genomuna kisa problar
sokuldugunda bile enzim, genom cogaltma islemine devam edebilmektedir. Q-Beta
replikaz sistemi enzimin bu aktivitesine dayanir (73).

Burada hedefe komplementer bir RNA diziss Q-Beta RNA dizisine sokulur.
Hedef nukleik asitin bulundugu soltisyon cift zincirli formlarin ayrilmast igin 1sitilir.
icinde hedefe komplementer probe bulunan Q-Beta RNA dizisi soluisyona

eklendikten sonra solUsyon sogutulur ve bdylece hedef ile probun hibridlenmesi
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saglamir. Baglanmamis problar  uzaklastirilir. Q-Beta replikaz ve bol miktarda
ribonikleotid trifosfat eklenir. Q-Beta replikaz icinde probe bulunan ve bu kismiyla
hedefe baglanmis RNA zincirini gogatir (73,83). Elde edilen drunlerin  kantitatif
degerine ulasmak mumkunddr (73).

Sistem ¢ok hizlidir. 10 dakikada milyon kez gogatma soz konusudur.

b-Ligaz Zincir Reaksiyonu- Ligase Chain Reaction (LCR) :

LCR yonteminde dort adet ve hedef dizinin tamamimi kapsayan isaretli
oligoniklotid primer kullanlir. Test ornegine yiksek miktarda oligonukleotidier ve
1siya dayanikli DNA ligaz eklenir. Hedef DNA 94°C'ye 1sitilarak denature edilir,
65°C'ye sogutularak oligonikleotidlerin  hedefe baglanmast  saglanir. Her ki
oligonikleotid birbirlerine yakin ve agik olan kisimlardan DNA ligaz yardimiyla
aralarindaki bosluk doldurularak baglanirlar. Tkinci denaturasyonda hedef DNA’dan
ayrilan bu bagli oligontkleotid primer ciftleri kalip gibi davranarak yeni primerlerin
baglanmasina, aradaki boslugun ligaz enzimi ile doldurulmasina ve boylece
amplifikasyona olanak saglar.

Oldukca duyarli olan bu yontemde hedeften bagimsiz olusan baglanmalar
Ozgulligh dustrmektedir.

c-Dongusel Probe Teknoloji-Cycling Probe Technology :

Oldukga hizli, izotermal, lineer probe amplifikasyon sistemidir. DNA-RNA-DNA
probu gereksinir. Yontemde DNA-RNA-DNA probundaki RNA kismu hedef
DNA’'nin komplementeridir ve hedef DNA ile hibridlenir. Reaksiyon karisimindaki
RNaz H, hibridlenmis bu RNA’y1 yikar ve hedef ile uyumsuz olan kenardaki
DNA’lar hedeften uzaklasir. Bir taraftan uzaklasan DNA’lar sollsyonda birikirken
diger taraftan ayn islem bir baska probe segmenti ile tekrarlanir.

Jel eektroforezi veya kemiluminesan yontemler ile probe parcalarimn DNA
kisimlarinin belirlenmesi testin pozitif oldugunu gosterir. Burada probe pargalarinin
amplifikasyonundan cok birikimi sz konusudur.

Sinyal Amplifikasyonu :

Hibridizasyona dayali yontemlerde duyarliligi arttirmanmin bir baska yoludur.
Ancak enzimatik amplifikasyon yontemlerinin duyarliligina yaklasmak heniiz
mUmkin olamamistir (73). Bu yontemde radyoizotop, enzim veya florokrom gibi
hedef niklelk asiti isaretleyen maddelerin  konsantrasyonunu  arttirillarak  sinyal

gucinun arttinlmast s6z konusudur. En basit formu her bir proba ¢ok sayida sinyal
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baglanmasi seklindedir. Hedef molekulin farkli bolgelerine baglanan kisa fakat c¢ok
sayida problarla veya bir ucu ile hedef molekile baglanan normalden uzun bir
proba baglanmis ¢ok sayida isaretli kisa problarla sinyal amplifikasyonu yapilir. En
son gelistirilen sekilde hem hedef molekilin farkli bdlgelerine fazla sayida uzun
problarin baglanmast hem de bu uzun problaraisaretli cok sayida kisa problar
baglayarak oldukca gucli sinyal olusumu gergeklestirilmistir.

Nuklelk Asit Hibridizasyon Y ontemi

a-Hibridizasyon Teoris :

Hibridizasyon fizyolojik kosullardaki kararli ¢ift zincirli DNA yapisimin direkt
sonucudur. Bu reaksiyonun temelini iki ayr1 zincirin geriye donusli ve baz dizisine
0zgul baglanmasi olusturmaktadir. DNA zincirlerinden hi¢ biris isaretlenmediginde
isleme baglanma (annealing) adh verilir. Zincirlerden biri isaretli ise bu zincir probe
olarak adlandirilir ve isleme hibridizasyon denir. Baz ciftlesmesi DNA’lar arasinda,
DNA ve RNA arasinda ve RNA’lar arasinda gerceklesebilir. Baz ciftleri arasinda
uyum ne kadar az ise molekilin kararliligi o kadar az olur.

Bir dubleks yapi icinde yanlis baz ciftlerinin karsi karsiya gelmelerinin tolere
edilebilmes “stringency” olarak adlandirilir ve cevresel kosullarla kontrol edilir (86).
Yiksek tuz yogunlugu, disik 1si, formamide yoklugu gibi bazi kosullarda baz
ciftlesmesi cok iyi degildir. DusUk tuz, yiksek 1si, yuksek formamide varliginda
mikemmel ciftler heliks yapist olusur.

b-Hibridizasyon Yontemi : Temel noktalar

Hibridizasyon resksiyonu niklelk asit igerigi bilinmeyen bir 6rnegin analizinde
kullamldiginda yontem hibridizasyon yontemi olarak adlandirilir. Komplementer baz
ciftlesmesinde kompozisyonu bilinen bir fragman (probe) ile kompozisyonu
bilinmeyen bir baska fragmanda komplementer dizinin var olup olmadig: arastirilir.

c-Probe:

Hibridizasyon reaksiyonunun 0Ozgulligti probe ile saglamir. Probe iyi
tammlanmis  bir nikleik asit (DNA veya RNA) dizisidir. Cogunlukla problar
rekombinan teknoloji ile Uretilirler.

d-Ornek Hazirlanmasi :

RNA veya DNA hedeflerin  bitinliginin korunmast zor olabilir. Ornek
hazirlanmasinda ama¢ probun hedef ile reaksiyona girebilmesi icin hedef
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butinlGgunin - korunmasidir. NUkleik asitlerin  fiziksel ve kimyasal benzerlikleri,
kaynak ne olursa olsun, ekstraksiyon ve saflastirma islemlerinin tek tip metod ile
yapilabilmesini saglamaktadir. Onemli olan nokta DNA’mn endojen nikleazlardan ve
hicresel proteinlerin enzimatik yikimindan korunabilmesi icin hicrelerin hizla lizis
edilerek DNA’'min izole edilmesidir. Aym sekilde RNA hazirlanmasinda da hizli

davranmak onemlidir.

e-Hibridizasyon Islemini Etkileyen Faktorler :

Hibridizasyon isleminin duyarlilik ve 6zgulligu reaksiyon sirasinda fiziksel ve
kimyasal cevreden, hibrid molekillerinin olusumu ve belirlenmesinden ciddi oranda
etkilenir. Elektriksel yUkten cok diziye 6zel hidrojen baglarn ile niklelk asitlerin
etkilesmesine yardim etmek icin secilmis regenlerin karisimi hibridizasyon kokteyli
olarak adlandirilir. icerik siklikla degisim gosterir ancak tamponlar, tuzlar, formamid
gibi denattranlar, yiksek molekdl agirlikli  polimerler, tasiyicc DNA veya RNA,
reaksiyon yerinin temiz olmas: icin deterjan, domuz serum abumini gibi maddeler
bulunmaktadir (86).

f-Hibritlerin Belirlenmes :

Hibritlerin elde edilmesi ve andlizi icin gok ¢esitli teknikler kullamlmaktadir.
Hibritlerin belirlenmesi daha c¢ok isaretleme yontemine dayanr. Arastirmalarda ve
bazi laboratuvarlarda fosfor -32 (3P), iyot-125 (**1), silfur-35 (*°S), karbon-14 (*C),
gibi radyoaktif isaretlemeler ve otoradyografik okuma ve sgintillasyon sayim
yapilmaktadir (86). Radyoaktif problar kisa yart Omdarltdur, laboratuvar elemanlarina
zararhdir, atiklart gevre icin sorun olusturmaktadhr.

Bazi caismalarda niklelk asitler direkt olarak florokrom gibi sinyal olusturan
maddeye baglanirlar. Daha sik olarak nikleik asitler cok adimli yontemler ile
indirekt olarak belirlenirler. Biotin tarihte niklelk asitlerde kullamilan ilk isaret
olmustur. Biotinin kendis sinyal olusturmaz ancak avidin veya streptavidin gibi
sinyal olusturan molekillere baglanir. Bromodeoksiuridin, digoksigenin, sulfone gibi
baska isaretler de vardir. Bu durumlarda belirleme islevsel gruplara karsi yiUksek
afiniteli antikorlar ile saglanir. Bu antikorlar genellikle direkt olarak sinya olusturan
enzimlere veya florokroma baglamir. Biotin anti-biotin antikoru ile belirlenir.
Radyoaktif olmayan yontemlerin hepsinde optimal duyarliligi saglamak icin islemin
tespit kismu  Onemlidir. Hibridizasyon islemi basarili olmus olsa bile snya
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olusumunun basarisiz olmasi, yerinin temiz olmamast sonucu olumsuz etkiler. Enzim
isaretlerinin segimi, enzim substrati (kolorimetrik veya kemiluminesan) ve hatta regjen
kaynaklar1 sonuclar icin 6nemlidir.

g-Hibridizasyon Yonteminin Kontroli :

Her hibridizasyon yonteminde hem pozitif hem de negatif kontrol testin
gecerliligi agisindan calismaya eklenmelidir. Pozitif kontrol calismaya komplementer
diziyi tasiyan Ornektir. Hibridizasyon yontemi icin  6rnek hazirlama asamasinin
dogru olup olmadigimi test kosullarinda probun varsa hedefe hibridleneceginden
emin olmamizi saglamak igin kullanilir. Negatif kontrol ise proba komplementer
olmayan dizi tasir ve probe-hedef etkilesiminin 6zgulligini monitorize etmede
kullanilir.

Sivi veya SolUsyon —Faz Hibridizasyonu

Sivi hibridizasyon yonteminde hem drnek hem de probe sivi iginde etkilesir ki
bu reaksiyon kinetigini maksimum hale getirir. Oncelikle 6rnekteki protein ve lipid
temizlenir. Bu arada olusabilecek niklelk asit hasari en az dizeydedir. Daha sonra
ornek denatire edilir, randomize formda kesilir, ardindan tek zincirli problar eklenir.

Hibridizasyon hidroksiapetit gibi kati bir matrikse hibridlerin baglanmast ile
sabitlenir. Bu matriksin  0zelligi yamzca dubleks yapilarin baglanmasidir (86).
Hibridler baglandiktan sonra hibridize olmams yapilar yikanarak uzaklastirilir.
Problar (Uzerindeki isaretler hibridizasyonun kantifikasyonunda yararlidir. Bu
yaklasimin varyasyonu olan ticari bir yéntemde (Hibrid-Capture™) hedef DNA ve
RNA problart ile olusan RNA-DNA ciftlerine 6zel antikorlar kullanlir.

Soltisyon-faz hibridizasyon yonteminde baska bir cok varyasyon kullammdadir.
Belirleme yontemine gore reaksiyon drdnd olcllir. Dustk pozitif  reaksiyonun
yorumu zordur. Clnki soltisyonda 6zgul hedeften az miktarda bulunmas: durumunda
da, zayif capraz resksiyon veren hedeften bol miktarda bulunmasi durumunda da
dusUk pozitif reaksiyon ile karsilasilabilir.

Kat1 Destekli Hibridizasyon

Bu yontem dot/slot blot hibridizasyon, Southern ve northern hibridizasyon ve
in situ hibridizasyon gibi gesitlilikler gosterir. Bu yontemlerde hibridizasyon bifazik
ortamda yani ka1 faz (genellikle Ornek) ve sivi faz (genellikle probe) birlikteliginde
gerceklesir.
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a-Dot/Slot Blot Hibridizasyon :

Bu yontemde cok sayida ornek nitroseliloz veya naylon membran Uzerine
yapistinlir. Yontemin  adi her bir 6rnegin  membrandaki seklinden esinlenerek
verilmistir. Ornekler e ile uygulandiginda sekil daha daginktir (blot). Ticari olarak
hazirlanmis sistemlerle Ornekler genelde emme isleminin kullanimiyla uygulanmir ve
sekiller daha duzenlidir; yuvarlak (dot) veya uzamis (slot). Kat1 matriks ¢ok sayida
ornegin aym anda isleme alinmasina izin verir. Ornek ve kontrollerin tamamen aym
resjen ve ortamla karsilasmast yontem  standardizasyonunu  arttirir. Ornek
hazirlanmasi nikleik asitin tamamen saflastirilmasindan highir islem uygulanmadan
direkt calismaya ainmasina kadar degiskenlik gosterir. Bir miktar Ornek yikim
tolere edilebilir. Saflastinlmis niklelk asit probe ile daha kolay etkileseceginden
avantgjlidir. Ancak bu islem uzun sirede sonug¢ veren ve zaman aici bir islemdir.

Eger hibridizasyon gergeklesir ise ilgili noktada bir sinyal olusur. Sinyalde
kullanilan isaretlemeye gore sonug Olculir. Ancak bazen sonug negatif veya pozitif
olarak verilir ki bu negatif ve pozitif kontrollere gore ornegin verdigi sonugtur.
Hedef molekilin cok az olmast veya hedefin capraz reaksiyon gostermesi
durumunda zayif sinyal olusabilir ve bu durum degerlendirmede sorun yaratabilir.
Hibridize olan parcalarin boyutlariyla ilgili bilgi elde edilmez.

Bu testin bir degisigi ters dot/slot blot assaydir. Burada bir 6rnek birden fazla
sayida probe ile reaksiyona girer. Isaret ornekle beraber islemde ilerler. Problar bir
kat1 destege ilistirilmislerdir. Ozel hibrid olusum alanlarn belirlenir ve standart
dot/slot blot assaydeki gibi degerlendirilir.

b-Southern ve Northern Hibridizasyon :

Her ikisi de nikleik asitlerin kat1 destege transferi, elektroforetik ayirim ve
ardindan hibridizasyonuna dayanir. Boylece hem hibridizasyonun olup olmadigi hem
de hibridize olan molekullerin molekul agirliklart belirlenir (86).

Orijinal  yontem E.M. Southern (1975) tarafindan southern blot hibridizasyon
veya southern blotlama olarak adlandinilmistir. Burada test edilen DNA'dir (84).
Northern blotlama benzerliklerinden dolayr bu ismi amstir. 1977°de Alwine ve
arkadaglar tarafindan gelistirilmistir. Burada test edilen RNA’dir.

Her iki yontem icin de ornek hazirlanmasi zaman alicidir. Ornekteki niikleik
asitte az miktardaki yikimlar sonucu 6nemli Olclde etkilendiginden bol miktarda
ornek  gerekmektedir. Southern  hibridizasyonda DNA  minima  kesiimelerle
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saflastinnlmalidir. Kesilme ve yikilmalar Ornekte dagimik kiriklara neden olur, uygun
tammma dizilerinden 0zel kesilmeler igin yeterli miktarin bulunabilmesini zorlastirir.
Safligin olmamasi restriksiyon enzim aktivitelerini bozar.

Northern hibridizasyon icin RNA toplamr ve hazirlarken yikim olmamasi icin
maksimum dikkatle calisilir.

Agaroz jelde boyutlarina gore ayrilmis parcalar naylon veya nitroselliloz
membrana standart kapiller transfer, basingli/vakumlu transfer gibi  yontemlerle
transfer edilir. Naylon membranin dahafazla gerilmeye dayanikli olmasi, nikleik asit
baglama kapasitesinin daha fazla olmast gibi UstunlUkleri vardir (84). Ancak
nonradyoaktif problarin  kullamminda olusan zemin kirliligi  artist  gibi  bir
dezavantaji da bulunmaktadir. Isitilarak veya UV capraz baglama ile nikleik asitler
sabitlenir ve tim membran isaretli probe ile hibridlenir. Daha sonra hibridizasyonu
otoradyogarafik veya kolorimetrik bant belirlenmes izler. Bu bantlarda problara
komplementer diziler bulunmaktadir. Bu islemler birkag gin alabilir. Molekdl agirlig:
normalden farkli bant varligi genetik ornekteki bir degisimi gosteriyor olabilir.

c-in situ Hibridizasyon :

Insitu hibridizasyon basit olarak 6zel genetik bilgi belirlenmesidir. Bu 6zel tip
kat1 destekli metod, lam Uzerine fiske edilmis morfolojik olarak butin doku, hiicre
veya kromozomlarin hibridizasyonu islemini kapsar. belirlenmede otoradyografik,
kolorimetrik ve floresan yontemler kullamlir. Hedefin doku veya hicre icinde

yerlesiminin 6nemli oldugu durumlarda yontem kayda deger, ancak zaman aicidir.

Hepatit B Virus infeksiyonlarinda Nikleik Asit Tespit

Yontemlerinin Yeri

1970'li yillardan bu yana HBV infeksiyonlarinda serolojik tam oldukg¢a onemli
yer tutmaktadir (16). HBsAQ, dondr tarama testleri icerisinde yer alan, akut ve kronik
hepatit B infeksiyonu olgularimn tammsinda en sik basvurulan gostergedir. 1980l
yillarda molekiler biyolojik teknikler tip alaminda yaygin kullamma girmistir. Bu
tekniklerin etkin bigimde kullamldigi aanlardan biri de HBV infeksiyonlaridir.
Hepatit B virls infeksiyonlarinda serolojik testlerin yetersiz kaldigi durumlarda,

anti-viral sagaltim izleminde, mutasyonlarin belirlenmesinde, hepatosellller karsinoma
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olusum mekanizmasinin aydinlatilmasinda molekiler biyolojik yontemler yaygin
kullanum alant bulmustur (87).

HBsAg' nin negatif oldugu kan bankasi dondrlerinde HBV DNA varliginin
gosterilmes ve infeksiyon gegisinin belirlenmesi molekiler biyolojik tekniklerin kan
bankaciligindaki 6nemini artirmustir (45,88).

HBV DNA arastirmalarinda hibridizasyon tekniklerinden yararlanilarak 1 pg
duzeylerindeki HBV DNA’y1 saptamak mumkindir (55,87). Bu yontemlerde yapilan
islem; hasta serumunun denattirasyonu ile HBV DNA’'nin aciga cikarilmas: ile
baslar. HBV DNA dizisne komplementer problar ile hibridlenme islemi
gerceklestirilir. Ortamda sabitlestirilen hibridlerin belirlenmes ile islem tamamlanir.
Yontemin kantitatif olmasi 6nemli bir avantgjdir. Ancak orneklerdeki az sayidaki
HBVY DNA’y1r tespit edememesi amplifikasyon islemlerinin bu aanda kullanimin
gundeme getirmistir (45,89).

HBV DNA Dbelirlenmesinde Onemi gin gectikce artan PCR yodnteminde
amplifikasyon islemi sonrasinda kalitatif sonuclar elde edilmektedir. HBVY DNA
dizeyinin disuk oldugu hastalarda belirlenebilir dizeylere kadar DNA’yr amplifiye
edebilmek onemli bir dstinltk saglamistir. PCR - yontemi  ile kantitatif sonug
alabilmek yolunda calismalar devam etmektedir.

HBV DNA'nin infektivite ve viral replikasyon gosterges oldugu bilinmektedir
(45,54,55,90,91). Ozellikle klask olarak replikasyon gostergesi kabul edilen
HBeAg nin mutasyonlar sonucunda negatiflestigi hastalarda aktif infeksiyon ve HBV
DNA'nin molekiler teknikler ile saptanmasi infektivite belirlenmesine yaklasimi
degistirmistir (87).

HBV infeksiyonu sagaltiminda 6nemli adimlarin atilmasi, hasta takibinde serolo
jik tammmin yam sira HBV DNA takibininde 6nemi artmustir. Bu konuda 6zellikle
kantitatif yontemler dnem kazanmustir (45).

Karaciger disinda HBV DNA belirlenmes karaciger transplantasyonu sonrasi
gbzlenen rekiren infeksiyonlarin nedenini aciklamaktadir (45).

HBV genomunda olusan mutasyonlarin nikleik asit tespit yontemiyle
belirlenmesi  bir baska ©nemli noktadir (45). Mutasyonlar sonucu patogenezde
farkhilasma, sagaltima yamtin  bozulmasi, asiya yamtin yoklugu, klasik testlerle

antijenlerin saptanamamasi gibi durumlarla karsilasiimaktadir.

43



GEREC ve YONTEM

Calismamizda, 1 Ocak 2005 - 31 Aralik 2005 tarihleri arasinda, Sivas Devlet
Hastanesi, SSK Hastanesi, Askeri Hastane ve Cumhuriyet Universitess Tip Fakultesi
Hastanesine ait cesitli kliniklerden hepatit 6n tamsi ile gelen, ELISA yontemiyle
serolojik markerleri bakilan ve daha sonra HBV DNA belirlenmes icin tekrar
laboratuvarimiza gonderilen 356 hasta Ornegi  degerlendirilmeye aindi. ELISA
yontemiyle serolojik markerler Cumhuriyet Universitess Tip Fakiltess Hastanesi
rutin Mikrobiyoloji laboratuvarinda, HBV DNA &l¢cimi ise Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda yapild.

Ornek Alimi ve Hazirlanmas :

Calisilan 6rnek serumdur. Kan ornekleri aseptik sartlarda bos, antikoagilan
icermeyen, steril vacutaner tiplere aindi. 15-20 dakika bekledikten sonra yiUksek
devirde 10 dakika santrifij edilerek serumlart ayrildi. Ayrilan serumlar kuru steril
tlplere aktarildi ve calisma ginine kadar -20 °C’de saklandi.Kullanilacak serumlarin
hemolizli ve lipemik olmamasina dikkat edildi.

Kullanilan Sistem ve Cihazlar :

Caismamizda kantitatif 6lclim icin “Digene Hybrid Capture ™ HBV DNA

assay” sistemi kullamldi. Bu sistem esas olarak belirlenmesin kemiluminesan yontemi
ile yapildigi, sinyal amplifikasyonlu, solisyon hibridizasyon antikor yakalama
sistemidir. Calisma sirasinda “Digene Hybrid Capture System” cakalayici, “Gen-
Probe Leader™ 450" luminometre cihazi, “Elektro-mag Thermocouple Type® su
banyosu, “nuvemix” vorteks ve 5-50, 50-200, 200-1000 pl’lik mikro pipetler
kullanild.

Sinyal Amplifikasyonlu _Soliisyon _ Hibridizasyon _Antikor Yakalama
Yontemi_ile HBV_DNA Tayini :

Calisma “Digene Hybrid Capture™ system HBV DNA assay” kit calisma

yontemine aynen uyularak yapildi (Sekil 7).

“Digene Hybrid Capture™ system HBV DNA assay” calismasinda ilk olarak
hedef DNA’y1 icerdigi dusuntlen 6rnek denatire edilerek elde edilen tek zincirli
DNA dizisne 0zel ve tum diziyi kapsayan genomik HBV probu ile hibridliendi.
Elde edilen RNA:DNA hibridi, deney tupunin i¢ yizeyinde kapli olan anti-



RNA:DNA hibrid antikoru tarafindan yakalandi. Ortamda sabitlestirilen hibrid,
alkalen fosfataz ile konjuge anti-hibrid antikoru ile reaksiyona sokuldu ve
kemiluminesan substrat ile tespit edildi. Substrat alkalen fosfataz ile reaksiyona girdi
ve bu sirada yayilan 11k luminometrede “Relative Light Unit (RLU)” olarak 6l¢uldu.

Kullamlan Reaktifler :

Negatif kontrol : Tasiyict DNA, sodyum azidli

Pozitif standart 1: 1.4 x 10° copiessml.(5 pg/ml) HBV DNA ve tasiyici DNA

Pozitif standart 2 : 5.6 x 10" copies/ml.(200 pg/ml) HBV DNA ve tastyict DNA

Pozitif standart 3: 5.6 x 10° copies/ml.(2000 pg/ml) HBV DNA ve tasiyict DNA

Ornek hazirlama regjeni (sample preparation reagent) : “dithiothreitol (DTT)”
iceren proteolitik soltisyon

Ornek diltenti (sample diluent)

Denatlrasyon regjeni (denaturation reagent) : Dille NaOH sollsyonu

Indikator boya

Probe dilUenti : Sodyum azid iceren tampon sollisyon

HBV Probe: Tampon soltisyonda HBY RNA problari (ad ve ay subtipleri)

Tespit regjeni 1 (detection reagent 1) : Sodyum azildi tampon soltsyonu iginde
anti-RNA:DNA-akalen fosfataz konjugati

Tespit regjeni 2 (detection reagent 2) : “LumiPhos®530"

Yikama tamponu paketi (Wash Buffer Pack)

Hibridizasyon tlpleri ve kapaklar

Y akalama tupleri (capture tubes) : Anti-RNA:DNA hibrid antikorlar: ile kapl

Regjenler 2-8°C'de, hibridizasyon tupleri ve kapaklan ile yikama tamponu
paketi 15-30°C’de saklandh.

Reajen Hazirlanmas :

Denatlrasyon regjeni, HBV probe ve probe dilienti ve yikama tamponu
disinda tim regjenler kullamma hazird:.

1-Denatirasyon regjeni : Denatlirasyon regjeni sisenin icine bir damla indikator
boya (indicator dye) eklenip karistirilarak hazirlandi. Denatlirasyon regjeninin renginin
koyuya koyu mora donup donmedigi kontrol edildi. Bu asamadan sonra kit
iceriginde bdlirtildigi sekilde 2-8 °C'de saklanarak sollisyonun (¢ ay boyunca
etkinligini korumasi saglandi. Bu sire iginde renkte acilma oldugunda kit Onerisine

uyularak yeniden indikator boya eklendi.
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2-HBV probu ve probe diltient : Her calismada yeniden hazirland:.

HBV probunun tipln dip kisminda toplanmasi icin once santrifllj edildi. Test
icin gerekli probe karisimi (probe mix) hesapland: (50 pl/test). Probe dilUent icinde
HBV probe oram 1/50 olacak sekilde karistirilarak probe karisimi hazirlandi. Probe
dilient icine HBV probe eklendikten sonra 30 saniye maksmum hizda
vortekslenerek karismalari saglandh.

3-Yikama tamponu : Yakalama islemi sirasinda hazirlandi. Yikama tamponu
paketi (wash buffer pack) 3lt. steril distile suya eklendi ve Kkaristirildh.
Kontaminasyonu ve buharlasmay: onlemek icin agzi kapal: tutuldu. 2-30 °C’'de en
fazla 3 ay boyunca sakland:.

Calisma Yontemi :

Sogukta saklanmakta olan oOrnek ve regenler oda sicakligina cikartilarak
uygun sicaklhiga gelinceye kadar beklendi. Calismaya baglamadan ©6nce su
banyosunun 65°C’'ye kadar 1sinmasi saglandi. Alinan hasta ornekleri 15 saniye
vortekslenerek iyice karistirild.

1-Ornek hazirlama:

Negatif kontrol ve pozitif standart 1,2, 3'Un her biri igin iki, hasta serumlar
icin birer hibridizasyon tupl sirayla numaraland: (6nce kontrol, sonra standartlar en
son hasta serumlart olacak sekilde). Kontrol, standart ve her bir Ornekten
hibridizasyon tdplerinin dip kisimlarina, her seferinde ayri uc kullamlarak 50l
pipetlendi. Taplere 25 pl 6rnek dilUenti (sample diluent) eklendi. Ayni sekilde her bir
tupe 25 pl oOrnek hazirlama regeni (sample preparation reagent) eklendi. Tuplerin
kapatilarak kapatilarak calkalayicida 1100 rpm’de 30 saniye calkalandi. Kontrol ve
standartlarin rengi agik yesil-agik mavi olacak sekilde degisti. Tupler 65 °C'lik su
banyosunda 20 dakika inkibe edildi.

2-Denaturasyon ve Hibridizasyon :

Su banyosundan cikarilan tdplere indikator boya eklenmis dentlrasyon
regieninden 50 pl eklendi. Kapaklart tekrar kapatilan tipler cakalayicida 1100
rom'de 30 saniye karistirildi. Kontrol, standart ve orneklerin hepsinin mor renge
donistigti goraldi. 65 °C’'lik su banyosunda 30 dakika inkiibasyona alindi. Bu arada
HBV probe karisimi hazirlandi. inkiibasyon bitiminde her bir tip tek tek acilarak
50ul HBV probe karisimi konularak kapaklar kapatildi. Tlpler 1100 rpm’de oda
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sicakliginda 5 dakika calkalandi. Standartlarin mordan sariya, serumlarin mordan sari-
yesil veya san-maviye renk degistirmesi gozlemlendi. 65°C'lik su banyosunda
60dakika inkibasyona birakildi. Bu arada her bir tlp icin yakalama tapleri (capture
tubes) numaralandi.

3-Yakaama:

Tlpler su banyosundan alinarak oda sicakligina gelinceye kadar beklendi.
Hibridizasyon tlplerinin icerikleri pipetle alinarak kendilerine karsilik  gelen
yakalama tUplerine konuldu. Yakalama tupleri parafilm ile kapatilarak oda
sicakliginda 1100 rpm’de 60 dakika calkalandi. Yakalama isleminden sonra tupler
lavaboya ters cevrilerek bosatildi ve temiz bir kurutma kagich Uzerinde 1-2 dakika
bekletilerek kurutuldu.

4-Tespit :

Tlplere oda sicakligina gelmis tespit regen-1 (detection reagent-1)'den 250 pl
pipetlendi. Parafilm ile kapatilan tlpler birkag kez hafifge cakaandi. Oda
sicakliginda 30 dakika inkibe edildi.

5-Yikama:

Tlpler lavaboya ters cevrilerek bosaltildi. Yikama tamponu ile bes kez yikama
yapildi. Son yikama sonrasi tuplerin tamamen bosalmis olmasina dikkat edildi.
Temiz bir kurutma kagidi Uzerine ters gevrilerek 5-10 dakika beklendi. Daha sonra
temiz bir kurutma kagich veya pecete ile tuplerin Uzeri silinerek kurutuldu.

6-Sinyal olusumu :

Her bir 0Ornek tipine 250 pl tespit regjen-2 (detection reagen-2) pipetlendi.
Tlpler parafilm ile kapatilip oda sicakliginda karanlikta 30 dakika inkibe edildi.

Sire bitiminde tUpler 1slatilmus kagit pecete veya havluyla silinerek
luminometrede yontemine gore sirayla okutuldu.

7-Sonuclarin degerlendirilmesi :

Bu asamada asagida belirtilen kit kriterlerine uyuldu.

aKontrol tdplerinin sonuclart arasindaki  farkin % 30'un atinda olmasina
dikkat edildi. Degerlendirmeye iki tUpln ortalama degeri aindi. Bunlarin arasindaki
fark % 30'dan fazla oldugunda test gecersiz sayildhi.

b-Negatif kontrol RLU degerlerinin 10000 RLU’dan fazla oldugu durumlarda
test gegersiz kabul edildi.
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c-Pozitif standart ortalamasi (PSx) ve negatif kontrol ortalamasi (NCx)
sonuglart arasinda asagida siralanan degerlendirmeler yapilarak testin  gegerliligi
belirlendi.

PS1x/NCx =15

PS2x/PS1x=8.0

PS3x/PS2x=4.0

Cut-off degeri, pozitif standart-1 tUplerinin RLU degeri cinsinden ortalamasi
seklinde hesapland:.

8-Ornek sonuclarinin yorumlanmasi :

RLU degeri cut-off degerinden yiksek olan o6rnekler “HBV DNA pozitif”
olarak degerlendirildi ve bunlarin sonuclari rakamsal olarak pg/ml  cinsinden
kaydedildi.

RLU degeri PS1 ortalamasinin 0.8 katindan dusik olan Ornekler negatif olarak
degerlendirildi.

RLU degeri PS1 ortalamasinin 0.8 katindan yuksek, cut-off degerinden dusUk
olan ornekler dusik pozitif olarak degerlendirildi. RLU degeri ile birlikte 0-4 pg/ml
olarak kaydedildi. Ornek sonuglarimin yorumlanmasinda kullamlan negatif kontrol ve
pozitif standartlarin igerdikleri HBV DNA konsantrasyonunun kit prospektisiine gore
farklt birimlerle ifadesi tablo 3'de gosterildi.

Tablo 3 : “Digene Hybrid Capture™ syssem HBV DNA assay’de negatif
kontrol ve poztif standart HBV genom konsantrasyonlar:

HBV Genomu
Hedef genom/ml Genom/assay Pg/ml Pg/assay
Negatif kontrol 0 0 0.0 0.0
HBYV pozitif standart 1 1.4x10° 7.0x10°* 5.0 0.25
HBV pozitif standart 2 5.6x10" 2.8x10° 200.0 10.0
HBV pozitif standart 3 5.6x10° 2.8x10’ 2000.0 100.0
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Istatistiksel ~ yontem; calismamn  verileri  SPSS (versiyon 10.0) programina
yuklenerek verilerin degerlendirilmesinde 2 x 2 diuzenlerde khi-kare testi, Fisher's
Exact khi-kare testi kullanilmustir. ODDS orami  hesaplanarak % 95 (Cl) (guven
sinirlar) bulunmustur.  Verilerimiz tablolarda birey sayist ve ylzdes seklinde

belirtilip yaniltma dizeyi 0.05 olarak alinmustir.

Sekil 7: “Digene Hybrid Capture™ system HBV DNA assay(LEADER™ 450)
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BULGULAR

Arastirmamizda Sivas Devlet Hastanes, SSK Hastanes, Askeri Hastane ve
Cumhuriyet Universitess Tip Fakiltess Hastanesi’nin c¢esitli kliniklerinden hepatit
sUphesiyle gonderilen, ELISA yontemiyle serolojik markerleri bakilarak tekrardan
molekiler yontem ile HBV DNA bakilmas: istenen 356 hasta ¢rnegi calismaya
alinmigtir. Gelen Orneklerin cinsiyete gore 229'u (%64.3) erkek, 127's (%35.7) ise
kadindir. Yas grubuna gore ise 333U (%93.5) eriskin, 23 U (%6.5) cocuktur.

HBV DNA duzeyleri “Digene Hybrid Capture System HBV DNA Assay’ ile
kantitatif olarak “pg/ml” cinsinden 6lculdi.

ELISA ile bakilan serolojik markerlerdan 356 Ornekten 336 sinda (%94.4)
HBsAg (+), 20'sinde (%5.6) HBsAg (-) idi. Anti-HBs 341'inde (%95.8) (-), 15'inde
(%4.2) (+) idi. HBeAg 316'sinda (%88.7) (-), 40'inda (%11.3) (+) idi. Anti-HBe
207 sinde (%58.1) (-), 149'unda (&41.9) (+) idi. Anti-HBc total 212 sinde (%59.5) (-),
144’ Ginde (%40.5) (+) idi. HBclgM 353 tnde (%99.1) (-), 3' iinde (%0.9) (+) idi.

356 oOrnegin hibridizasyon sonucuna gore 102'sinde HBV DNA pozitifti.
Bunlarin 42'sinde (%41.1) yamz HBsAg pozitif, 21’'inde (%20.5) HBsAg, HBeAg ve
anti-HBc total birlikte pozitif, 20'sinde (%19.6) HBsAg, anti-HBe ve anti-HBctotal
birlikte pozitif, 9'unda (%8.8) HBsAg ve HBeAg pozitif, 2'sinde (%1.9) HBsAg ve
anti-HBe pozitif,2' sinde(%1.9) HBsAg ve anti-HBc total pozitif, 2'sinde (%1.9)
HBsAQ, anti-HBe, anti-HBc total ve anti-HBclgM pozitif, 1'inde (%0.9) HBsAgQ
negatif, 1'inde (%0.9) HBsSAg negatif anti-HBs pozitif, 1'inde HBsAg, HBeAg, anti-
HBe ve HBcIgM pozitif ve 1'indede (%0.9) HBsAg ve anti-HBe pozitifti.

Batin bu veriler (yas grubu, cinsiyet ve serolojik markerler) tek tek HBV
DNA gorilme oranlarina gore istatistiksel olarak karsilastirildi.

Cinsiyete gére HBV DNA gorilme oranlarina bakildiginda X?=0.11, P=0.734
P>0.05 olarak bulundu ve buna gore kadin ve erkek oram Onemsiz olarak kabul
edildi (Tablo 4).
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Tablo 4: Cinsiyete gére HBV DNA gorulme oranlarmin kargilastiridlmas

HBV DNA
Cinsiyet pozitif negatif Toplam
n % n %
Erkek 67 29.3 162 70.7 229
Kadin 35 27.6 92 724 127
Toplam 102 28.7 254 71.3 356

Yasa gore HBV DNA gorilme oranlan karsilastirildiginda X2 =0.57 ,P=0.448
P>0.05 olarak bulundu , buna gore eriskin ve c¢ocuk yas grubu arasindaki fark
Onemsiz kabul edildi (Tablo 5).

Tablo 5: Yagsa gore HBV DNA goérilme oranlarimin Karsilastirilmas

HBV DNA
Y as pozitif negatif Toplam
n % n %
Erigkin 97 29.1 236 70.9 333
Cocuk 5 21.7 18 78.3 23
Toplam 102 28.7 254 71.3 356

HBsAg'ye gore HBV DNA gorilme oram incelendiginde, X?=3.89, P=0.048
P<0.05 olarak bulundu. Buna gore farklihik ©nemli bulunmustur; HBSAg pozitif
bireylerde daha fazla pozitiflik saptanirken, negatif olanlarda daha az negatiflige
rastlanmustir (Tablo 6).

Tablo 6: HBsAg ne gore HBV DNA gorilme oranlar:

HBV DNA
HBsAg pozitif negatif Toplam
n % n %
Pozitif 100 29.8 236 70.2 336
Negatif 2 10.0 18 90.0 20
Toplam 102 28.7 254 71.3 356
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Anti-HBS'ye gore HBV DNA goérulme oranlari incelendiginde, ODDS = 0.17 ,
%95 Cl 0.02:1.31, P=0.041, P<0.05 olarak bulundu. Buna gore farklilik 6nemli
bulunmustur (P<0.05). Anti-HBsS nin negatif oldugu bireylerde daha fazla oranlarda
pozitiflik saptanirken, pozitif olanlarda daha az pozitiflik saptanmustir (Tablo 7).

Tablo 7: Anti-HBS'ye gére HBV DNA gorilme oranlar:

HBV DNA
Anti-HBs pozitif negatif Toplam
n % n %
Pozitif 1 6.7 14 93.3 15
Negatif 101 29.6 240 70.4 341
Toplam 102 28.7 254 71.3 356

HBeAg'ye gore HBV DNA gorilme oranlann incelendiginde, X?=47.35 ,
ODDS =10.16, %95 CI 4.74: 21.79 , P=0.000 , P<0.005 olarak bulundu. Buna gore
farklilik 6nemli bulunmustur (P<0.05).

HBeAg's pozitif olan bireylerde daha fazla pozitiflik saptanirken, negatif olan
bireylerde daha az oranda pozitiflik saptanmistir (Tablo 8). HBeAg pozitif bireylerde
HBV DNA’'mn pozitif olma durumu negatife gore 10.16 kez fazladir. Buldugumuz
ODDS orant 6nemlidir.

Tablo 8: HBeAg'ye gore HBV DNA gérilme oranlar:

HBV DNA
HBeAg pozitif negatif Toplam
n % n %
Pozitif 30 75.0 10 25.0 40
Negatif 72 22.8 244 77.2 316
Toplam 102 28.7 254 71.3 356
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Anti-HBe'ye gére HBV DNA gérilme oranlarina bakildiginda, X*=13.9 ,
ODDS=0.39, %95 Cl 0.23:0.64, P=0.000, P<0.05 olarak bulundu. Buna gore fark
onemli bulunmustur (P<0.05) (Tablo 9).

Anti-HBe's negatif olan bireylerde daha fazla pozitiflik saptanirken , pozitif
olanlarda daha az pozitiflik saptanmistir. Anti-HBe's pozitif bireylerde HBV DNA
pozitiflik oram 0.39 kez daha fazladhr bu ODDS oram 6nemlidir .

Tablo 9: Anti-HB€e'ye gore HBV DNA gorulme oranlar:

HBV DNA
Anti-HBe pozitif negatif Toplam
n % n %
Pozitif 27 181 122 819 149
Negatif 75 36.2 132 63.8 207
Toplam 102 28.7 254 71.3 356

Anti-HBc tota’e gore HBV DNA gérilme oranlarina bakildiginda, X?=0.79,
ODDS=1.23, %95 CI 0.77 : 1.96, P=0.372, P>0.05 olarak bulundu. Buna gore
karsilastirmada farklilik 6énemsiz bulunmustur (Tablo 10). ODDS oranm 6nemsizdir.

Anti-HBc total pozitif olanlarda HBVY DNA oram 1.23 kez fazla iken ODDS

onemsizdir.

Tablo 10:Anti-HBctotal’e gore HBV DNA goérilme oranlar:

HBV DNA
Anti-HBc total pozitif negatif Toplam
n % n %
Pozitif 45 31.3 99 68.8 144
Negatif 57 26.9 155 73.1 212
Toplam 102 28.7 254 71.3 356
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Anti-HBclgM’'ye gore HBV  DNA oranlarina  bakildiginda,
ODDS=5.06, %95 CI 0.45 : 56.42, P=0.198, P>0.05 olarak bulundu. Buna gore
yapilan karsilastirmada fark 6nemsiz bulunmustur (Tablo 11).

Anti-HBclgM’ si bireyleerde  HBV DNA'nin

negatiflere gore 5.06 kez fazla olmasina ragmen ODDS oOnemsizdir (Clinkl %95

gorulme

pozitif pozitif olma oram
guven araligi (Cl) 1'i icermektedir).

Tablo 11: Anti-HBclgM’ye gore HBV DNA goérilme oranlar:

HBV DNA
Anti-HBclgM pozitif negatif Toplam
n % n %
Pozitif 2 66.7 1 33.3 3
Negatif 100 28.3 253 71.7 353
Toplam 102 28.7 254 71.3 356




TARTISMA

Tammlandigi ilk glnden itibaren HBV infeksiyonu tip tarihindeki Onemini
hichir zaman kaybetmemistir. Dinya Uzerinde 300 milyondan fazla tasiyict bulundugu
ve her yil 50 milyon yeni B hepatiti olgusunun saptandigi bilinmektedir (7,14,15).
Ulkemizde, kronik B hepatit infeksiyonu % 4-10 arasinda olup orta derecede endemik
ulkeler arasinda yer amaktadir. Kroniklesme egiliminde, ciddi klinik gidis gosteren bir
hastalik tablosu olusturur, ortalama % 5'inin kroniklestigi ve bunlarin  6nemli bir
bolumUnin siroza donUstigu; sirozlu olgularda da hepatoselliler kanser gelisme
riskinin oldukca yuksek oldugu bilinen bir gergektir (7,14,18). HBV ile savasimda
basarili olmak igin sagatimin yonlendirilmesinde hizli ve dogru tanimn Onemi
blyUktir(7,14,15,92-94). Taisinda 6zgul serolojik testlere gerek duyulmaktadir. HBV
infeksiyonlarimin rutin  tamsinda en sik kullamlan yontemler, HBV gostergelerinin
ELISA yontemiyle serolojik olarak belirlenmesidir. HBsAQ, inkibasyon periyodu
sirasinda (semptomlar  gelismeden onceki 2-7. haftalardan itibaren) serumda pozitif
olarak bulunur ve hastalik stiresince devam edip iyilesme doneminde kaybolur. Anti-
HBs, genellikle iyilesme sirasinda yikselmeye baslar. Anti-HBc, HBV infeksiyonu ile
daha iliskili marker olup semptomlar sirasinda genellikle pozitiftir. Anti-HBs ve anti-
HBc uzun Omarladidr. Anti-HBc IgM  akut hastalik tamsinda iyi 6l¢ittar. Ancak,
erkenden tespit edilemez diizeylere iner, en fazla 6-24 ay pozitif olarak saptanabilir.
Yalanci pozitif ve negatif sonuclara da rastlanmaktadir. HBSA Q' nin pozitiflesmesinden
sonraki 1-2 hafta icinde HBeAg pozitiflesir. Bu donemde serumda HBV DNA’si
saptanabilir. HBeAg pozitifliginden anti-HBe pozitifligine gecis iyilesme ve vira
replikasyonun devamu agisindan iyi bir  kriterdir. Kronik tasiyiciliga ilerleme
durumunda, akut infeksiyonun 6 ay sonrasinda da HBSAgQ pozitifligi ile beraber
HBeAg veya anti-HBe pozitifligi devam eder (13).

HBV infeksiyonu tamsindaki gelismelerin son geldigi noktada molekiler
biyolojik yontemler bulunmaktadir. infekte bireylerin  serumlarinda HBV  DNA
belirlenmesinin klinisyene sagladigi birtakim yararlar vardir :

1-HBV DNA duizeyinin yiksek olmasi vira replikasyonun fazla oldugunu,
dusik olmast viral replikasyonun az oldugunu gostermektedir. Vira replikasyon
durumuna gore secilecek sagaltim protokolleri degismektedir (45,54,55,60,90).
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2-Anti-viral sagatim aan hastalarin izlenmesinde HBV DNA dizeyi c¢ok
onemlidir. a-interferon sagaltimn aan hastalarda HBVY DNA’'nin  hizla dismes
sagatima yamtin iyi oldugunun gostergesidir (4,50,54,95). Sagaltim ©Oncess HBV
DNA dizeyi disik olan hastalarin interferon sagaltimina daha iyi yamt verdikleri
gosterilmistir (96).

3-HBV varyantlarimn tamnmasinda, replikasyon ve infeksiyona ait serolojik
bulgunun olmadig: infeksiyonlarda HBV DNA'’ya yonelik testler énemlidir (4,88).

4-Kan bankaciliginda donorlerin HBV agisindan infektivitesinin belirlenmesinde
sterilize edilen materyallerin HBV agisindan kontrolinde HBV DNA varligi arastirilir.
Yapilan bir calismada HBsSAQ negatif, karaciger enzimleri norma simirlarda olan
206 dondre ait kan orneklerinin 9'unda HBVY DNA belirlenmistir (88,91).

Calismamizda, ELISA yontemiyle serolojik markerleri bakilmis olup HBV DNA
belirlenmesi icin gonderilen 356 hastanin kan 6rneginde “Digene Hybrid Capture™
system HBV DNA assay” yontemi ile HBV DNA bdlirlenmes yaptik. Buldugumuz
HBV DNA’lar1 tek tek serolojik markerler ile karsilastirdik. Bu karsilastirmada
markerlerin HBV DNA pozitifligi ile uyum oramn belirleyebilmeyi amacladik.

356 hastay1 229 erkek, 127 kadin ve 333 eriskin 23 cocuk olarak, ELISA
yontemiyle bakilan ve tespit edilen hepatit B markerlerini ises HBV DNA ile birlikte
bulunma durumlarina gére 10 gruba ayirdik (Tablo12).

Tablo 12 : Calismada saptanan serolojik markerlere gére HBV DNA tespit
durumlar:

Serolojik markerler HBV DNA (5 pg/ml>)
HBsAg 42
HBsAg+HBeAg+Anti-HBc total 21
HBsAg+AntiHBet+Anti-HBctotal 20
HBsAg+HBeAg 9
AntiHBs 1
HBsAg(-) 1
HBsAg+HBeAg+AntiHBet+Anti-HBc total 1
HBsAg+AntiHBe 3
HBsAg+Anti-HBc total 2
HBsAg+AntiHBe+Anti-HBctotal +HBclgM 2
Toplam 102
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Hepatit B infeksiyonunun degisik donemlerinde (akut, saglikli tasiyici, kronik
aktif hepatit) ve virusun mutant varligina gére degisik serolojik tanm kaliplart olusur.
HBV infeksiyonunun degisik donemlerine ait olagan tam gostergeci kaliplarn ve

bunlarin anlamlar asagida verilmistir (Tablo 13)( 8).

Tablo 13: HBV'nin olagan serolojik/molekiler tan: kaliplarinin yorumu (8)
Etken Kalip Yorum
HBsAg+, AntiHBs-, Anti-HBclgM + Akut infeksiyon
HBeAg+t/-, AntiHBe , HBV DNA+

HBsAQ-, AntiHBs+, Anti-HBc total+, Iyilesmis infeksiyon
HBeAg-, AntiHBe+, HBV DNA-
Hepatit B
HBsAg+, AntiHBs-, Anti-HBc total+, Saglikli tasiyic
HBeAg-, AntiHBe+,HBV DNA+*

HBsAg+, AntiHBs-, Anti-HBc total +, Kronik infeksiyon
HBeAg+, AntiHBe-, HBV DNA+**

* <10° kopya/ml ; ** >10° kopya/ml

Yaptigimiz ¢aligmamn degerlendirilebilmes agisindan yapilan bir ¢ok arastirma
ile karsilastirdigimizda;

Mistik ve arkadaslarimin Uludag Universitesinde yaptiklar: bir calismada, 92
HBsAg pozitif serumda hibridizasyon yontemiyle 31 (%34) ornekte HBV DNA
pozitif bulunmustur (97).

Uludag Universitesinde yapilan diger bir calismada 185 HBsAg pozitif drnegin
46'sinda (%25) HBV DNA pozitif bulunmus ve bunlarin 22'sinde (%48) HBeAg,
21'inde (%46) anti-HBe, 2'sinde (%4) HBeAg ve anti-HBe pozitif, 1'inde ise (%2)
HBEAQ ve anti-HBe negatif olarak belirlenmistir (98).

Zaaijer ve arkadaslarimin, 109 HBsSAg pozitif serumda hibridizasyon yontemi
kullanarak yaptiklar1 calismada, HBV DNA pozitiflik oram % 28 olarak bulunmustur.
Aym arastirmada HBeAg pozitif 30 serum 6rneginin 20'sinde (%67) ve HBeAg
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negatif 79 serum oOrneginin 10'unda (%13) HBV DNA pozitif olarak saptanmistir
(90).

Asct ve arkadaslarinin yaptiklar calismada, HBsAg pozitif serumlarda HBV
DNA pozitifligi % 42 bulunurken, HBeAg pozitif 56 serum 6rneginin 44’ inde (%78)
HBV DNA pozitif olarak tespit edilmistir. Aym caismada HBV DNA pozitifligi
anti-HBe pozitif oOrneklerde %15, HBeAg ve anti-HBe pozitif orneklerde % 33 ve
HBeAg ve anti-HBe negatif orneklerde %12 oraminda hesaplanmustir (98).

Ylcesoy ve arkadaslarinin hepatit B serolojik belirleyicileri degisik profillerde
olan 247 hasta serum oOrneginde yaptiklari bir calismada, HBV DNA arastirilmis,
HBsAQ, anti-HBc ve HBeAg pozitif 45 kronik hepatit olgusunun 36’ sinda(%80);
HBsAg,anti-HBc ve anti-HBe pozitif 148 kronik hepatit olgusunun ise 18inde
(%12.16) HBV DNA pozitif bulunmustur. HBsAg,anti-HBc total, HBeAg ve anti-
HBe' nin birlikte pozitif oldugu 2 olgunun 2’'sinde de ayrica HBsAg, anti-HBc total
pozitif ve HBeAg, anti-HBe' nin negatif oldugu 2 olgunun 2'sinde de HBV DNA
pozitif olarak bulunmus. Tum belirleyicileri negatif olan 10 olgunun, tek anti-HBcC
pozitif olan 15 olgunun, yalmz anti-HBc ve anti-HBe pozitif olan 14 olgunun hi¢
birisi pozitif olarak bulunmamis. Tek basina HBSAg pozitif olan 7 olgunun 1’inde,
yalmzca anti-HBc total ve HBeAg pozitif olan 2 olgunun 1'inde HBV DNA pozitif
olarak €elde edilmis. Serum HBV DNA’simin  HBeAg pozitifligi ile paralelik
gosterdigi sonucuna varmuslar (99).

Pekbay ve arkadaglarimin PCR ile yaptigi calismada, HBeAg pozitif 49
hastamn 40'inda (%81) ve anti-HBe pozitif 163 0Ornegin  39'unda (%24) HBV
DNA’y1 pozitif olarak belirlenmis (100).

Ozaras ve arkadaslarinin bir calismasinda saglikli HBsAg tasiyicist 97 olgunun
HBV DNA’sina bakilmis. Bu olgularin  28inde (%29) HBV DNA pozitifligi
saptanmis, bununda 12’ sinde (%42) HBeAg pozitif olarak bulunmustur (101).

Kili¢ ve arkadaslarimn Kayseri Erciyes Universitesinde yaptiklart bir calismada
HBsAg tasiyicist 41 hastada HBV DNA bakilmis ve 2 (%5) hastada pozitif
(>5pg/ml), 20 (%49) hastada 0-4 pg/ml arasi, 19 (%46) hastada ise negatif olarak
bulunmustur. Negatif 19 hastamin hepsinde HBeAg negatif, anti-HBe pozitif olarak,
pozitif 2 hastamn birinde HBeAg negdtif, anti-HBe pozitif ve 0-4 pg/ml arasi
bulunan 20 hastamin ise hepsinde HBeAg negatif, anti-HBe pozitif olarak saptanmus.
41 hastanin hepsinde de anti-HBclgG pozitif olarak belirlenmis (102).

58



Demirtirk ve arkadaslarimin yaptiklart calismada, HBSAg pozitif 188 hasta
serumu degerlendirilmis. Bunlarin 40'inda HBV DNA pozitif olarak bulunmustur.
HBV DNA’st pozitif hastaarnin 14’ tGnde (%35) HBeAg, 26’ sinda (%65) anti-HBe
pozitif olarak bulunmustur (103).

Durmaz ve arkadaslarimin yaptiklari iki yontem ve iki gruplu calismada,
“Red-time’PZR ve *“Hybrid Capture’yontemlerinin  Kkarsilastirllmasi, HBSAg (+),
HBeAg (+) ve HBSAg (+), HBeAg (-), anti-HBe (+) olan iki farkli hasta grubu
Uzerinde yapilmis. Real-time PZR ile test edilen 125 serumda 1.grupta %96 (24/25),
2.grupta %40 (40/100) oramnda HBV DNA pozitifligi saptanirken ; Hybrib Capture
sistemi ile calisilan 300 serumda sirasiyla bu oranlar %90 (49/55) ve %18 (44/245)
olarak belirlenmis (104).

Otlu ve arkadaslarinin calismasinda HBsSAQ pozitif 361 hasta arastirmaya dahil
edilmis, bunlarin  255'inde (%71) HBV DNA pozitif bulunmustur. HBV DNA’si
negatif olan 106 hastamn hi¢ birinde HBeAg pozitifligi gorilmemis. Bunlarinda
87'sinin (%82) anti-HBe' s pozitif iken 19'unun negatif saptanmus (105).

Sayan ve arkadaslarimin Kocaeli Universitesinde yaptiklart bir calismada, 836
serum oOrnegi incelenmis ve HBsSAg negatif 39 ornekte HBV DNA belirlenmis (106).

Kose ve arkadaslarinin yaptiklart calismada, HBsAg pozitif 3709 hastada HBV
DNA bakarak 581'inde (%15.6) pozitif bulmuslar. HBV DNA pozitif hasta grubunun
285'inde (%49.05) HBeAg pozitifligi, 236 olguda (%40) anti-HBe pozitifligi
belirlemisler. HBeAg negatif olan 2144 olgunun 264’ Unde (%12.3) HBV DNA
pozitifligi saptanmus (107).

Deguchi ve arkadaslarimin kronik HBV hastalari  Uzerinde yaptiklart  bir
caismada , hastalarda HBSAg ve anti-HBs hirlikte gosterilememis, HBeAg ve
HBsAgQ birlikte HBV DNA ile gosterilmistir (108).

Drosten ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢alismada, anti-HBc pozitif/HBsAg negatif
160 hasta serumunda HBV DNA bakilmis bunun 20'sinde (%12.5) HBV DNA
belirlenmis. Bunun %37sinde anti-HBs pozitif olarak bulunmus (109).

Peignoux ve arkadaslarimin calismasinda 108 inaktif HBSAQ tasiyicisi, HBeAg
ve anti-HBe' side tespit edilmis hastalarin yaklasik %86’ sinda HBY DNA belirlenmis
(110).

Fisher ve arkadaslarinin yaptiklar calismada, HBV infeksiyonu tanmmlanan 309
olgunun 91'i (%29) akut HBV olarak bulunmus. Bunun 54’tnde (%59) HBV
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DNA belirlenmis. Olgularin 93 Ginde (%30) HBeAg pozitif, 196’ sinda (%63.5) HBeAg
negatif /HBsAg pozitif ve 20'si (%6.5) HBsAg pozitif, anti-HBclgM pozitif olarak
bulunmus (111).

Scham ve Buster'in yaptigi calismada HBeAg pozitif ve negatif saglikli
tastyicillara bakilmis. Anti-HBe tasiyicilarinda HBV DNA saptanma dizeyi %17
olarak tespit edilmis ve bunlarda HBV DNA kalicilik duzeyi %96 olarak
belirlenmistir. HBeAg negatif olanlarda cok disik oranda HBV DNA tespit edilmis.
Ayrica HBsAg pozitif saglikli tasiyicilarda HBV DNA’'nin daha fazla artma riski
oldugunu da belirtmislerdir (112).

Weber ve arkadaglarimin kan donérleri  Uzerinde yaptiklart galismada, anti-
HBclgM ve total anti-HBc antibodylerin belirlenmesinden 1 hafta sonra HBV
DNA’nmin disiuk dizeyde tespit edilebildigini bildirmislerdir. infeksiyondan 3-5 hafta
sonra ve HBsSAgnin gorinmesinden 1-2 hafta o©6nce HBVY DNA’nin
belirlenebilecegini, anti-HBc pozitif tasiyicilarda HBV DNA yakalama hata riskinin
dustk oldugu gosterilmistir (113).

Akahane ve arkadaslarinin 19 hasta (anti-Hbc pozitif) Uzerinde yaptig
caismada, anti-HBc ve HBV DNA arasindaki korelasyona bakilmig; Bunlarin
16'sinda HBsAg pozitif, 18 hasta anti-HBe pozitif HBV tasiyicis,, 4 hastada HBclgM
pozitif, 13 hastada HBeAg pozitifmis. 19 hastada da HBV DNA gosterilmis. Ozellikle
HBsAg titresyle HBV DNA dizeyi arasinda bir baglanti oldugunu bildirmisler
(114).

Poljak ve arkadaslarimin yaptigi calismada, 252 HBSAg pozitif serum Ornegi
kullamlmis. HBV DNA icin Hybrid Capture ve Cobas-HBV yontemleri kullanilmis.
252 ornegin 143'Unde HBsAg pozitif (bunun 38'inde HBeAg pozitif ve 105’inde
HBeAg negatif tasiyic) kronik HBV infeksiyonu belirlenmistir. 252 hastamin 173
tanesinde her iki yontemdede HBV DNA pozitif olarak bulunmus (115).

Balderas ve arkadaslarimn yaptigi bir galismada, kronik karaciger hastasi 118
serum ornegi  kullamlmis. Ornekler AB,C,D olmak Uzere 4 gruba ayrilms. A
grubunda; 30 hasta HBsAg(+),HBcAg(+),HBeAg(+), B grubunda; 19 hasta HBsSAg(+),
anti-HBc(+), anti-HBe(-) ve HBeAg(-), C grubunda, 28 hasta anti-HBc(+), anti-
HBe(+), anti-HBs(+), D grubunda; 41 hasta markerler negatif olarak izlenmis.
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A grubunda HBV DNA tumunde pozitif, B grubunda 3 hastada HBV DNA
pozitif, C+D grubunda 7 hastada HBV DNA pozitifmis (bu grupta nadir gorulyor)
(116).

Busch'in kan donérleri Uzerindeki arastirmasinda HBsAg ve anti-HBc degerleri
ile degisik niklelk asit testleri ile elde edilen HBV DNA’larin karsilastirilmasinda
cok bariz bir baglantt olmadigi, bunun daha iyi gbzlenebilmes igin ise degerlerin
birkagc yil surekli gozlenerek degerlendirilmesi gerektigini sdyltyorlar (117).

Erensoy ve arkadaslarinin Ege Universitesinde yaptiklart bir calismada, 443
hasta serum Ornegi hibridizasyon yontemiyle test edilerek serolojik gostergeleriyle
karsilastirilmis. HBSAg pozitif 302 0Ornegin  138'inde (%45.7), HBSAg negatif 141
ornegin  3'Unde (%2.1) HBV DNA bulunmus. HBsAg pozitif olanlarin  45’inde
(%14.9), HBsAg negatif olanlarin 24’ Ginde (%17) HBV DNA pozitif/negatif olarak
saptanmis. HBSAQ pozitif  Orneklerin 119'unda (%39.4), HBSAQ negatif Orneklerin
114’ inde (%80.9) HBV DNA saptanamamis. HBeAg pozitif, anti-HBe negatif 106
ornegin  96’'sinda (%90.6); HBeAg negatif, anti-HBe pozitif 150 6rnegin  30'unda
(%20); HBeAg ve anti-HBe pozitif 13 0Ornegin 7'sinde (%53.8); HBeAg ve anti-HBe
negatif 20 oOrnegin  4'Gnde (%20) HBV DNA pozitif bulunmus. Bunlarin
pozitif/negatif olmadurumlart sirasiyla %3.8, %18, %30.8 ve %40 olarak bulunmus.
Serolojik gostergeleri negatif olan ve anti-HBs pozitif olan orneklerin hi¢ birisinde
HBV DNA gosterilememis. Anti-HBc ve anti-HBe pozitif 2 6rnekte (%6.7), salt anti-
HBc pozitif 1 6rnekte HBV DNA belirlenebilmis. HBeAg pozitif, anti-HBe negatif
gruptakilerin  HBV DNA bulunma oranlarr HBeAg negatif, anti-HBe pozitif
gruptakilerden anlamli olarak yuksek (p=0.0000) izlenmistir (118).

Ylcesoy ve arkadaslarimin 42 kronik hepatit ©6n tanili (hastalarin  timtinde
HBsAg vetota anti-HBc belirleyicileri pozitif, anti-HBs ve anti-HBclgM antikorlar
negatif) hasta serumlar: ile yaptiklart calismada, 6rneklerin 19'unda (%45.2) HBV
DNA saptamislar. HBeAg pozitif 16 olgunun 12'sinde (%75), HBeAg negatif,anti-
HBe pozitif 26 olgunun 7’sinde (%26.9) HBV DNA olumlu bulunmus (119).

Dundar ve arkadaslarimin yaptiklari bir calismada, 721 olguda HBV DNA ile
beraber HBSAQ; bu olgularin ise 318inde ise ilaveten diger markerler de calisilmus.
721 Ornegin 140'inda (%19.4) HBV DNA pozitif bulunurken, 272'sinde (%37.7)
HBsAg pozitif bulunmus. HBV DNA pozitif olgularin 109 unda (%77.86) HBSAQ
pozitif, 31'inde (%22.14) negatif bulunmus. HBV DNA ve HBeAgnin birlikte
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calisildigr 318 olgunun 52'sinde (%16.35) HBV DNA pozitif olarak bulunurken, 52
olgunun 27'sinde (%51.92) HBeAg' de pozitif, 25’ inde (%48.07) ise negatif bulunmus.
HBV DNA pozitif orneklerin tamaminda anti-HBs, anti-HBe ve anti-HBc negatif
olarak izlenmistir (120).

Altindis’in  yaptigit calismada, 155 hasta serum Ornegi  kullamlimis. HBSAQ
pozitif 110 Ornegin 22’'sinde (%20), HBSAg negatif 45 Ornegin 2'sinde (%4.4) HBV
DNA pozitif olarak bulunmus. HBeAg pozitif, anti-HBe negatif 24 6rnegin 15’inde
(%62.5), HBeAg negatif, anti-HBe pozitif 72 6rnegin 4’ Gnde (%5.5),HBeAg ve anti-
HBe birlikte pozitif 7 6rnegin 2'sinde (%29), HBeAg ve anti-HBe nin negatif oldugu
9 ornegin 1'inde (%11.1) HBV DNA pozitif bulunmus. HBeAg pozitif, anti-HBe
negatif orneklerdeki HBV DNA oram, HBeAg negatif, anti-HBe pozitiflerdekine gore
oldukca anlamli bulunmus (P<0.05) (121).

Turet ve Fidan'in yaptiklar calismada, HBsAg pozitif 280 hasta serum ornegi
kullanilmis. Bunlarin  70'inde (%25) HBV DNA pozitif bulunmus, bunlardan da
50'sinde HBeAg pozitif, 2’sinde de hem HBeAg hem de anti-HBe pozitif olarak
saptanmis. HBeAg negatif olarak bulunan 212 serumun 18inde (%8.5) ise HBV
DNA pozitifligi belirlenmis (122).

Sonmez ve arkadaslarimin iki ayri yontem kullanarak yaptiklari c¢alismada,
HBsAg pozitif 80 serum 6rnegi kullanilmis; bitiin 6rneklerde anti-HBc total pozitif
olarak bulunmus. HBeAg 18 serumda pozitif iken anti-HBe 62 serumda belirlenmis.
80 Ornekten yontemin birisnde 7 digerinde 5inde HBV DNA tespit edilmis
aralarindaki farklilik 6nemli bulunmamis (p>0.05) (123).

Kullandigimiz hibridizasyon yonteminin cut off degeri 5 pg/ml HBV DNA
duzeyi idi. HBV DNA'y1 yakalamak amaciyla kullandigimiz RNA probe ad ve ay
subtiplerinin HBV genomunun tamam ile hibridize olacak sekilde hazirlanmusti.
Olusan DNA:RNA hibridlerinin 6lgimu kemiluminesan yontem ile yapildi.

Erhardt ve arkadaslar1 yaptiklari benzer calismada kemiluminesan yoOntemin
radyoaktif olmayan tespit ve isaretleme yontemlerinin cogundan daha duyarl:
oldugunu belirlemislerdir (55).

Barlet ve arkadaslari kemiluminesan élglim yapan “Digene Hybrid Capture™
system HBV DNA assay’ ile radyoaktif 6lgim yapan bir baska hibridizasyon

yontemini  karsilastirmiglar; iki  yontemin duyarliik ve 6zgullugini  benzer
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bulmalarina ragmen diisik diizey HBV DNA varliginda “Digene Hybrid Capture™
system HBV DNA assay’in daha duyarlt oldugunu gostermislerdir (54).

Calismamizda, HBV DNA belirlenmes icin kullandigimiz yontem, duyarli bir
sistem olup kantitatif deger (pg/ml) verebilmemize karsin ¢ok disiuk dizeydeki HBV
DNA miktarint (4700 kopya/ml >) tespit edememektedir. Bunun yaninda Tagman
probe kullanilan real-time PCR’1in duyarliligi 10 kopya/ml’dir ama bu yontem ile de
kantitatif deger verilememektedir (124).

Felnman ve arkadaslarimin yaptigi calismada HBV infeksiyonunda disik
dizeyde virts oldugunda tanimlamada Hibridizasyon yonteminin ¢ok duyarl: oldugu
soylenmektedir (125).

Eroglu ve arkadaslarimin yaptiklart bir calismada, 75 serum orneginde PCR ve
hibridizasyon yontemleriyle HBY DNA’sinin belirlenmesi  karsilastirilmis; PCR ile
75 serumun 27'sinde (%36) pozitiflik saptanirken, hibrid yakalama ile 75 serumun
24’ inde (%32) pozitiflik saptanmis. Buna gére PCR'nin hibridizasyon yontemine gore
daha duyarli oldugu, fakat istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir fark olmadig
belirtilmistir (126).

Aspirall ve arkadaslarimin yaptiklart calismada, iki hibridizasyon yontemi ve
PCR yontemini karsilastirmislardir. Bu yontemlerden biri olan “Digene Hybrid
Capture™ system HBV DNA assay’in aym gin sonugc vermesinin, saflastirma
yapilmadan serum oOrneginin  bu sistemle caligabilmesinin, radyoaktif olmayan
yontemle 6l¢giim yapmasimin 6nemli  Ustinltkleri oldugunu belirtmektedirler (127).

Bizde hibridizasyon yontemi ile yaptigimiz ¢alismada bir kisinin tim islemleri
tek basina yapabildigini, aynt gin igerisinde sonuclarin elde edildigini  gorduk.
Sadece 50ul hasta serumu calisma icin yeterli oldu ve serum saflastirmaya gerek
olmadan isleme aindi. Aymi anda cok sayida serum calismaya katildi. TUm bunlar
gbz OnUne alindiginda yontemin rutin uygulamaya uygun oldugu belirlendi.

Calismamizda gelen 356 Ornegi ilk olarak kadin-erkek ve eriskin-gocuk olarak
bolimlendirdik bunlarda gorilen HBV DNA oranlarini karsilastirdik. Cinsiyete ve
yasa gore HBV DNA oramm incelendigimizde onemsiz (p>0.05) olarak belirledik.
Cinsyet ve vyasla ilgili sadece serolojik markerlerle karsilastirmaar olup HBV
DNA ile karsilastinlan  yayinlara  rastlayamadigimiz  igin  bu parametreleri
karsilastirmadik.
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Serolojik markerleri tek tek ele adigimizda; 356 serum o6rneginin 336’ sinda
(%94.3) HBsAg pozitif, bununda 100 Unde (%29.8) HBV DNA pozitif olarak
bulundu. HBsAg negatif 20 6rnegin ise 2'sinde (%10) HBV DNA pozitifti. Y apilan
benzer calismalarda HBsSAg pozitiflerde HBV DNA gorilme oram cok degiskenlik
gostermektedir (%19-72 arasinda bir oranda), HBsSAg negatiflerdeise bu oran %2-10
arasinda degismektedir. HBsAg pozitif ve negatif arasindaki farklilik  Onemli
bulunmustur (p<0.0.5).Tek olarak HBsAg pozitif bulunmasi akut hepatit B virus
enfeksiyonunu gostermektedir. Fakat vira replikasyonu tespit icin HBeAg'yi de
gostermek gerekmektedir. Bulunan degerlerin bu kadar farkli olmasi, her iki
parametrenin de zaman zaman negatif bulunmasi, viral replikasyonun belirlenmes
icin HBV DNA saptanmasimin gerekliligini ve givenilirligini gostermektedir.

Anti-HBs 356 o6rnegin 15'inde(%4.2) pozitif bulundu bunun sadece 1'inde
(%6.7) HBV DNA pozitifti, 341'inde(%95.8) negatif bulundu bunun ise 101'inde
(%29.6) HBV DNA pozitifti. Benzer calismalarda anti-HBs pozitiflerde HBV DNA
gorilme oranlarnn %0-5 arasinda, anti-HBs negatiflerde ise HBV DNA gorilme
oranlart yine degiskenlik gostererek %29-100'lere varan dizeylerde gorilmektedir.
Anti-HBs pozitif ve negatif degerler arasindaki farklilik 6nemli  bulunmustur
(p<0.05). Anti-HBs, asilama sonrasi da pozitiflestiginden tek basina pozitifligi HBV
ile karsilasmay1 gostermemektedir.

HBeAg 356 olgunun 40'inda (%11.2) pozitif olup bunun 30'unda (%75) HBV
DNA pozitifti. 316 olguda (%88.76) HBeAg negatifti, burada da HBV DNA 72'sinde
(%22.8) pozitif bulundu. Buradaki farklilik olduk¢a ©6nemli bulunmustur (p<0.05).
Yapilan diger benzer calismalarda da HBeAg pozitifligi ile beraber HBV DNA
gorilme oranlar1 oldukca yiksek bulunmustur. Aktif viral replikasyonun isaretleri
olan HBeAg ve HBV DNA pozitifligi arasinda dogru bir iliski vardir (121,123).
Ozellikle HBeAg pozitif kronik hepatitlilerde hangi yontemle bakilirsa bakilsin HBV
DNA gorilme oram %95-100 gibi oldukca yiksek oranlardadir (119). Yani HBeAg
pozitif serumlarda HBV DNA bakilarak viral replikasyon icin daha guvenilir karar
vermek ve hastaligin  prognozunu degerlendirmek, sagatim planlamak mumkin
olabilir. HBV DNA tam testlerinin kullamlmasindan ©Onceki donemlerde HBeAg
vireminin tek gostergesi olarak kabul edilirken, HBeAg negatif mutantlarin varligimn
belirlenmesinden sonra HBeAg ve anti-HBe nin vireminin ¢ok guvenilir gostergeleri

olmadigi anlasilmustir (27,122).



356 olgunun 149’ unda (%41.8) anti-HBe pozitifti, bunlardan da 27’ sinde (%18.1)
HBV DNA pozitifti.207 Ornekte (%58.1) anti-HBe negatifti bunun ise 75inde (%36.2)
HBV DNA pozitifti. Aralanndaki farklilik  6nemli  bulunmustur (p<0.05). Benzer
caismalarda da oranlar degisik olsada aym sekilde anti-HBe negatifliginde HBV
DNA gorilme oranlarn daha yuksek bulunmustur. Anti-HBe pozitifligi ile beraber
HBV DNA bulunan c¢alismalarin sonuglari oldukga farklilik gostermektedir. Bu farkl:
sonuclar yoresel suslar, incelenen olgularin sayisal ve Klinik farklari, orneklerin
alinma zamani, kullamlan tekniklerin duyarlilik farklarindan kaynaklamyor olabilir
(123,128). HBV DNA ile HBeAg ve anti-HBe serolojik profilleri arasinda celiskili
sonuglarin elde edilmesi, mutant bir HBV enfeksiyonunun gostergesi olabilmektedir
(122).

Anti-HBc total’ye baktigimizda 356 olgunun 144 Gnde (%40.4) pozitif bulduk,
bunun 45’inde (%31.3) HBV DNA pozitifti. 212 olguda da anti-HBctotal negatifti,
burada da 57’ sinde (%26.9) HBV DNA pozitifti. ikisi arasindaki HBV DNA gorilme
oranlar farki 6nemli bulunmamustir (p>0.05).

Anti-HBclgM 356 ornekte 3'Unde (%0.85) pozitif bulundu, 2'sinde (%66.7)
HBV DNA pozitifti. 353 ornekte (%99.15) ise anti-HBclgM negatifti, bununda
100'inde HBV DNA pozitifti. Burada da aralarindaki fark Onemsiz  bulunmustur
(p>0.05). Weber ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada anti-HBclgM  ve anti-HBc
total belirlenmesinden 1 hafta sonra HBV DNA belirlenmesinin ¢ok dustk oldugu
fakat anti-HBc bulunmasi enfeksiyonla kesin temasi gosterdiginden HBV DNA
belirlenmesinde hata riskinin ¢ok az oldugunu gostermisler (113). Anti-HBc tespit
edilmes mutlak akut enfeksiyonu  gostermez, bazi tasiyicilarda ve kronik
hepatitlilerde de az miktarda anti-HBc antibodylerine rastlanmaktadir. Bu nedenle anti-

HBc' nin olmasindan ¢ok olmamasi daha degerlidir (15).

Bizim calismamizda ve yapilan diger bitin calismaardaki bulunan degerler
arasinda c¢ok degisik oranlarda farkliliklar bulundu. Bu farkliliklarin nedenlerine
bakacak olursak; Calisilan test yontemleri ve buna bagli olarak teslerin duyarlilik
oranlart oldukga farkliyd: . Asagida ¢rnek olarak tabloda goruldigt gibi yontemler
ve bunlarin  duyarlilik  simirlarnn 4700 kopya/ml ile <50 kopya/ml arasinda
degismektedir (Tablo 14)(124). Calismada kullanilan testlerin bazilar1 kalitatif bazilar

65



kantitatif sonu¢ vermektedir, aym yontemlerde bile kullamlan cut off degerleri farkli
olabilmektedir. Bu ytzden yontemler arasinda bir standart olusturulamamustir.

Tablo 14 : HBV-DNA kantitatif testlerinin karsilastiridlmas: (124)

Test Y dntem Duyar lilik (Conver sion factor)

Digene hybrid-capture |1 ultra sensitive

(Digene corp) Hybrid capture signal amplification 4700 copies/ml (NO CE mark)
Versant HBV DNA 3.0 (bDNA) (Bayer Semi-automated bDNA signal 2000 copies/ml
Diagnostics) amplification (2 1U/mi=5.6 copies/ml)

Cobas amplicor HBV monitor (Roche
molecular systems)

) " 200 copies/ml
Semi-automated quantitative RT-PCR (11U/mI=5.6 copies/ml)
Cobas tagman 48 HBV (Roche molecular
systems)

<50 copies/ml

Real time PCR with TagMan probe (1 1U/mI=5.8 copies/ml)

<50 copies/ml

Real art HBV PCR assay (Artus-Biotech) Real time PCR (1 1U/mI=5.8 copies/m

Farkliliklarin bir baska nedeni ise calisma gruplarimin (kan merkezi donérleri,
hepatit stphes ile hastane polikliniklerine bas vuranlar, sagaltim alan veya amayan
kronik hepatitliler gibi) ve 6rnek sayilarimin birbirinden degisik olmasidir.

Farkli serolojik profillerin ortaya c¢ikmasindaki en Onemli neden ise mutant
HBV infeksiyonlarinin olusmasidir. Aktif bagisik cevap varligina ragmen virlste
meydana gelen genetik degisiklikler mutant susun replikasyonuna devam etmesini
saglamakta, bu da tamda kansikliklara ve as1 calismaarinda basarisizliklara neden
olmaktadir. Bu nedenle HBV mutantlarinin 6nemi her gegen gin artmaktadir.

Kullandigimiz hibridizasyon yontemi duyarli bir test olmasi, aym gun sonug
vermes yamnda kantitatif bir test oldugundan, antiviral sagaltimin  sonucunun
izlenmesini de saglamaktadir. Ayrica kronik HBV infeksiyonu, viral replikasyonun
yuksek dizeyleriyle karakterize oldugundan, 6zellikle HBsAg ve HBeAg pozitifligi
belirlenen hastalarda replikasyon dizeyinin  belirlenebilmesi, kronik infeksiyon
gelisimiyle ilgili fikir verebilecektir. Disuk HBV DNA pozitifligi diusik HBV
replikasyonunu, yiksek HBV DNA pozitifligi yuksek HBV  replikasyonunu
gostermekte, buda farkli sagatim rgimlerinin secimine olanak saglamaktadir
(127,129,130,131).

Caismalar arasinda sayisal  degerlerdeki farkliliklara  ragmen,  bizim

arastirmamizdaki sonuclar da digerlerine paraleldir.
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SONUC

Bu caismada son yillarda hepatit B virus infeksiyonu tamsinda onemli bir
yeri olan “Digene Hybrid Capture™ system HBV DNA assay” yontemi ile elde
ettigimiz HBV ~ DNA sonuglarimin  serolojik  profillerle uyumlulugunun
karsilastirllmas: amaclanmustir.

HBV infeksiyon tamsi ve prognozunun izlenmesinde sik kullanilan serolojik
gostergeler tek basina yeterli degildir. Gerek supheli serolojik profillerde, gerek
saglikli  tasiyicilarda, gerekse kronik hepatitli  hastalarda mutlaka HBV DNA
duzeyine bakilmasi gerektigi calismamizda da gosterilmistir. Kan bankasi dondrleri
Uzerinde de yapilan caismalar var olmakla birlikte, testler hem pahai hem de
islemler uzun surdiginden dondr kaybim arttirip, kan maliyetini yikselteceginden
kan bankalarinda kullamimast suan igin onerilen bir yontem degildir.

HBV DNA dizeyi, HBV infeksiyonunun antivird  sagaltimunin  izlenmesi
acisindan da ¢ok onemlidir. Antiviral sagaltimun  amaci, HBV  replikasyonunun
durdurulmast ve daha sonra virlsin eradike edilmesidir. Antivira sagatimin
maliyeti ve yan etkileri gibi olumsuz yanlarindan kaginabilmek icin, sagaltim
uygulanacak olgularin seciminde dikkat edilerek viral replikasyonun en kesin
gostergess olan HBV DNA dizeyinin diger serolojik belirleyicilerle  beraber
belirlenmesinin blyiuk 6nemi oldugu distincesindeyiz.

Calismalardaki cikan farkli  sonuclarin  ortadan kaldirilabilmesi ve tim
birimlerde bir standart saglanmasi icin calisilan yontemlerin ve cut off degerlerinin
ayni sekilde olmasi gerekliligine inanmaktayiz ki; Tespit edilen hastalarin her yerde
ortak bir sagaltim protokolleri olusturulsun.

Hibridizasyon yoOntemi kolay, hizli, tek eleman ile islemin tamamlanabildigi
kantitatif bir yontemdir. Rutin uygulamada kullanima uygundur. Hasta izleminde, ilag
etkilerinin karsilastirilmasinda yeglenen duyarli bir yontemdir. Ancak duyarligi ve
Ozgullig PCR yonteminden distik ve maliyeti daha yiksektir. Kullandigimiz
yontemin  hem duyarlilik hem de 06zgulluginun attinlmast igcin - ve maliyetin
dustrdlmes icin bir takim cgalismalarin yapilmasi gerektigini distinmekteyiz.
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