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OZET

Bu ¢alismada HBV DNA’ min saptanmasinda kullanilan standart yontem olarak kabul edilen sivi hibridizasyon yéntemi ile yakin
zamanda kullanmima giren real-time PCR ydnteminin karsilastirilmast amaglanmistir. Rutin tarama amactiyla gonderilen ve hepa-
tit B serolojik belirleyicileri (HBsAg, anti HBc total) mikro EIA (Organon Teknika) yontemi ile pozitif olarak saptanan 55 serum
ornegi calismaya alimmigtir. Ornekler real time PCR ve hibridizasyon yontemleri ile caligilmistir. S5 ornegin 29'u her iki yontem-
le de pozitif olarak belirlenmigtir. Stvi hibridizasyon yontemiyle 55 érnegin 31'i (%56), real-time PCR yéntemiyle ise 50’ si (%90)
porzitif olarak saptannustir. Ancak hibridizasyon yontemiyle negatif olarak saptanip, real-time PCR yontemiyle pozitif olarak sap-
tanan 21 ornegin 20’ sinde HBV DNA diizeyleri, hibridizasyon yonteminin yakalama sinirt olan 1,4x10° kopyamin altinda bulun-
mugtur. Buna kargilik real-time PCR ile negatif olarak saptanan 2 érnek, hibridizasyon yontemiyle pozitif olarak degerlendiril-
mistir. Yapilan istatistiksel analizlerde iki yontem arasinda anlamli bir fark saptanmamigtir (r=0.754, p<0.05). Sonu¢ olarak, re-
al time PCR’in genis bir dinamik araliga sahip olmasi ve hibridizasyon yonteminin saptayamadigr miktarlar: tesbit edebilme
avantajlari goz oniine alinarak, HBV DNA’ nin kantitasyonunda duyarl ve giivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegi sonucu-

na varilmistir.

Anahtar kelimeler: HBV DNA, real time PCR, hibridizasyon.

SUMMARY

Comparison of Liquid Hybridisation and Real-Time PCR Methods in Determination of HBV DNA

The aim of this study was to compare the liquid hybridisation method which is used as a standard method for detection of HBV
DNA and a new method, real-time PCR. Fifty-five serum samples, received for routin screening and hepatitis B markers (HBsAg,
antiHBc total) were found positive by mikro EIA (Organon Teknika), were evaluated in the study. All samples were tested with
real-time PCR and liquid hybridisation method. Twenty-nine of 55 samples were found positive with both real-time PCR and li-
quid hybridisation method. Thirty-one of 55 samples (56%) were positive only with the liquid hybridisation, and 50 samples (90%)
were positive only with the real-time PCR. In 21 samples HBV DNA were found negative with liquid hybridisation but were fo-
und positive with real-time PCR, however, 20 of this 21 sera, HBV DNA levels were lower than the 1.4x10° copy, which is known
the detection limit of the liquid hybridisation method. Furthermore, 2 samples which was found negative with the real-time PCR,
were evaluated as positive with the liquid hybridisation method. There was no statistically meaningful difference between both
methods (r=0.754, p<0.05). In conclusion, because of the real-time PCR has a broad detection interval and its sensitivity for the
very low level of HBV DNA, it may be used as a sensitive and reliable method for the quantitation of HBV DNA.

Key words: HBV DNA, real time PCR, hibridization.

GIRIS yicist oldugunu yansitmaktadir (1, 2). Tim diinyac}a
300 milyon HBV tastyicisi olup, bunlarin %25-30’u

Hepatit B virus (HBV) infeksiyonlari, tim diinyada
oldugu gibi lilkemizde de 6nemli bir halk saglig1 so-
runu olmay1 siirdiirmektedir. Tiirkiye’deki prevalan-
St %3.9-12.5 arasinda degismekte olup, bu oran
2.5-6 milyon (ortalama 4 milyon) kisinin HBV tasi-
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siroz ya da hepatoselliiler karsinom nedeniyle kaybe-
dilmektedir (2-4).

Giinlimiizde HBV ile ilgili laboratuvar ¢aligmalarin-
da molekiiler biyolojik teknikler kullanilarak HBV
DNA’'min aragtirilmas: gittikge yayginlagmaktadir.
Ozellikle herhangi bir serolojik gosterge saptana-
mayan (seronegatif) kisilerden bulasan posttrans-
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fiizyonel hepatit B olgularinda ve HBV mutantlari
ile meydana gelen hepatit infeksiyonlarinda, infek-
siyonun tek gostergesinin HBV DNA oldugunun
kanitlanmas1 bu c¢alismalarin hiz kazanmasina yol
acmistir.

HBYV DNA’nin gosterilmesi i¢in bircok metot gelis-
tirilmesine ragmen rutin olarak en sik prob hibridi-
zasyon ve hedef ¢ogaltma yontemleri kullanilmak-
tadir (5-7). Hibridizasyon yontemlerinin duyarliligi
diisiik ve ozgiilliigii yiiksek iken, ¢ogaltma yontem-
lerinde durum bunun tam tersidir. Bu nedenle hangi
yontemlerin tam1 ve tedavi takibinde kullamilabile-
cegi belirlenmelidir.

Bu ¢alismada HBV DNA’nin saptanmasinda kulla-
nilan standart yontem olarak kabul edilen siv1 hib-
ridizasyon yontemi ile yakin zamanda kullanima gi-
ren real-time PCR yonteminin karsilastiriimasi
amaclanmisgtir.

GEREC VE YONTEM

Serum ornekleri. Celal Bayar Universitesi Tip Fa-
kiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD
Seroloji laboratuarina rutin tarama amaciyla gonde-
rilen ve hepatit B serolojik belirleyicileri (HBsAg,
anti HBc total) mikro EIA (Organon Teknika) yon-
temi ile pozitif olarak saptanan 55 serum Ornegi ¢a-
Iismaya alinmigtir.

Sivi hibridizasyon. Hibridizasyon yonteminde se-
rum Ornekleri, Digene Hybrid Capture System ile,
kit prosediiriine uygun olarak c¢alisilmis ve sonuglar
luminometre ile okutulmustur. Niikleik asit miktar-
lan olciilerek, mililitrede 5 pikogram (1,4x10° kop-
ya) ve iizerindeki degerler pozitif olarak degerlen-
dirilmigtir.

Real-time PCR DNA ekstraksiyonu. Serum or-
neklerinden 200 pL alinarak Nucleospin Virus kit

(Biogene, Kimbolton, UK) ile DNA ekstraksiyonu
yapilmistir.

DNA amplifikasyonu. Ekstrakte edilen ornekler
Taq Man PCR Core reagents (Applied Biosystems)
kullanilarak hazirlanan PCR miksi igerisinde ABI
Prism 7700 sekans tarama cihazinda (Applied Bi-
osystems, Foster City, USA) amplifikasyona tabi
tutulmugtur. Calismanin dinamik araligi 103-107
kopya/ml olup (HBV DNA Viral Quality Control-
VQC panele gore), prob ve primerler Applied Bi-
osystems firmasindan elde edilmistir.

Istatistiksel analiz. Istatistiksel analizlerde Max
Likelihood Chi-square yontemi ve Pearson korelas-
yon analizi kullanilmistir.

BULGULAR
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55 ornegin 29’u her iki yontemle de pozitif olarak
belirlenmistir. Sivi hibridizasyon yontemiyle 55 6r-
negin 31’1 (%56), real-time PCR yoOntemiyle ise
50’si (%90) pozitif olarak saptanmistir (Tablo 1).
Ancak hibridizasyon yontemiyle negatif olarak sap-
tanip, real-time PCR yontemiyle pozitif olarak sap-
tanan 21 ornegin 20’sinde HBV DNA diizeyleri,
hibridizasyon yonteminin yakalama sinir1 olan
1,4x10¢ kopyanin altinda bulunmustur. Buna karsi-
lik real-time PCR ile negatif olarak saptanan 2 or-
nek, hibridizasyon yontemiyle pozitif olarak deger-
lendirilmistir (Tablo 1).

Yapilan istatistiksel analizlerde iki yontem arasin-
daki korelasyon 0,754 olarak hesaplanmig, sonuglar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptan-
mamistir (p<0,05).

TARTISMA

Son yillarda yapilan arastirmalar, HBV DNA sap-
tanmasinda PCR yoéntemlerinin, klasik hibridizas-
yon yontemlerine gore daha duyarli oldugunu goés-
termektedir. PCR ile yaklasik olarak 10-50 ge-
nom/ml gibi eser miktardaki HBV DNA saptanabil-
mektedir. Boylece, HBV DNA hibridizasyon testi
negatif olan bir¢ok hastada, PCR ile pozitif sonug-
lar elde edilmektedir. Calismamizda da hibridizas-
yon yontemiyle negatif olarak saptanan 24 6rnegin
21’1, real time PCR ile pozitif olarak tesbit edilmis-
tir. Ulkemizde bu konuda yapilan ¢alismalara bakti-
gimizda, Eroglu ve ark (8) hibridizasyon yontemi
ile negatif olarak saptanan 51 ornegin 3’iinii, Yetis-
kul ve ark ise (9) 19 6rnegin 5’ini PCR ile pozitif
olarak belirlemiglerdir. Bu calismalarla kiyasladigi-
mizda, bizim caligmamizdaki PCR pozitiflik oran-
lar1 diger arastirmacilardan belirgin olarak yiiksek-
tir. Bunun nedeninin, secilen PCR yonteminden
kaynaklandiginmi diistinmekteyiz. Diger arastirmalar
“in house” PCR ile yapilirken, bizim calisgmamizda
real-time PCR yontemi kullanilmagtir.

Tablo 1. Sivi hibridizasyon ve real time PCR yontemlerinin
karsilastirmali sonuglari.

Real-time PCR
TOPLAM
(+) )
Hibridizasyon (+) 29 2 31
Hibridizasyon (-) 21 3 24
TOPLAM 50 5 55




S. Akgalr ve ark, HBV DNA Saptanmasinda Sivi Hibridizasyon ve Real-Time PCR Yénteminin Karsilagtirilmasi

Real time PCR, niikleik asit amplifikasyonu ile es
zamanli olarak artig gosteren floresan sinyalin ol-
ciilmesiyle template miktarini kisa siirede, kantita-
tif olarak saptayan spesifik, duyarli bir PCR yonte-
midir. PCR’1n her dongiisiinde, reaksiyon sirasinda-
ki amplikon tiretimini, floresan yayilimini indikator
olarak kullanarak goriintiiler. Real time PCR kanti-
tasyonu, “in house” PCR’da iiriinii goriintiilemek
i¢cin uygulanan PCR sonrasi islemleri ortadan kaldi-
rir. Bu da daha duyarli sonuglarin elde dilmesine
olanak saglarken, ayni zamanda kontaminasyon ris-
kini azaltir ve potansiyel hata kaynagi olan PCR
sonrast iglemleri elimine eder. Diger yandan real-ti-
me PCR, 108-10! gibi ¢ok daha genis bir dinamik
aralig1 saptamaktadir. Dinamik araligin genisleme-
si, kantitasyonun dogrulugunu daha da arttirmagtir.
Tim bu avantajlarini géz oniine alarak, caligma-
mizda HBV DNA’nin saptanmasi ve kantitasyo-
nunda real-time PCR yontemini kullanmay1 tercih
ettik.

Calismamizda s1v1 hibridizasyon yontemiyle pozitif
olarak saptanan 2 ornek, real-time PCR ile negatif
olarak bulunmustur. Istatistiksel olarak anlamli ol-
mayan bu durumun ekstraksiyon sirasindaki teknik
bir sorundan kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz.

Calismamiz ayni zamanda iilkemizde real time
PCR’1n sonuglarmin hibridizasyon yontemi ile kar-
silastirildig ilk calisma olup, yurt diginda da bu ko-
nu iizerinde yapilmig az sayida ¢alisma bulunmak-
tadir. Zanella ve ark (10) arastirmalarinda HBV
DNA pozitif 108 6rnegin, hibridizasyon yontemi ile
ancak 78 tanesini pozitif olarak belirlerlerken, real-
time PCR ile 6rneklerin tiimiinii pozitif olarak sap-
tamiglardir. Yine Pas ve ark (11) HBsAg pozitif 180
ornegi, her iki yontemle HBV DNA agisindan aras-
tirmiglar, PCR ile 114 6rnegi pozitif olarak tesbit
ederlerken, hibridizasyon yontemiyle ancak 47 or-
negi pozitif olarak saptayabilmislerdir. Her iki ca-
lismada da, hibridizasyon ile negatif olup, PCR ile
pozitif olarak tesbit edilen 6rneklerin virus miktar-
larmin, hibridizasyon testinin saptama sinirinin al-
tinda oldugu belirtilmektedir. Bizim ¢alismamizda
da real-time PCR yoOntemiyle pozitif olarak sapta-
nan 20 6rnegin HBV DNA diizeyleri, hibridizasyon
yonteminin yakalama sinir1 olan 1,4x10¢ kopyanin
altinda bulunmusgtur.

2003 yilinda yaymlanan EASL (European Associ-
ation for the Study of the Liver) raporunda kronik
hepatitlerde antiviral tedaviye baglama Kkriterleri
olarak viral yiikiin 105 genom/ml!’nin iistiinde sap-
tanmasi ve 3-6 aylik izlemlerden sonra aminotrans-
ferazlarin persistan yiiksekliginin devam etmesi
kabul edilmektedir (12). Hibridizasyon yontemle-
rinde saptama siirinin 106 genom/ml olmasi, bu
yontemin Hepatit B virus infeksiyonu tani ve iz-

lemlerinde yerini real-time PCR’a birakmas1 gerek-
tigi goriisiinii desteklemektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada her iki yontemle de po-
zitif olarak saptanan sonugclar, yapilan istatistiksel
analizlerle birbiriyle korele olarak tesbit edilmistir.
Real time PCR’1n genis bir dinamik araliga sahip
olmasi ve hibridizasyon yonteminin saptayamadigi
miktarlari tesbit edebilme avantajlar1 géz oniine ali-
narak, HBV DNA’nin kantitasyonunda duyarli ve
glivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegi sonu-
cuna varilmistir.
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