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10-20% of CHB patients with hepatitis flares  
also positive for anti-HBc IgM with low index value 



Fig.1. Hepatit B’de kronik taşıyıcılık fazları 

Bowyer  SM et al; CME 2011;29:5 
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Fig.2. Hepatit B enfeksiyonunda tanısal şema 

Bowyer SM et al; CME 2011;29:5 



HBsAg ve antiHBs  bir arada pozitif saptanabilmektedir.  

• Çoklu HBV enfeksiyonu mu? 
• AntiHBs yanıtı gelişemeyen HBV varyantları mı var? 
• Antiviral tedavinin viral genoma etkisi mi? 
• Hatalı laboratuvar sonucu mu? 



HBsAg ve antiHBs pozitif hastalarda HBV DNA analiz edilebilir seviyelerde 
ise çoklu HBV infeksiyonu ve aşı kaçağı HBsAg varyantları analiz edilebilir. 



Lou SC. J Clin Virol  2011,15(1):59–63 

Mutant 
HBsAg’yi 

yakalama 
çabaları 
gelişme 

göstermektedir. 



Rutin lab. HBsAg sonucu S/Co (sample/cutoff) değerine dayanır. 



Architect QT  
(Abbott Laboratories) 

Elecsys HBsAg II Quant  
(Roche Diagnostics) 

Range (IU/mL)  
(serumda) 

0.05–250 0.05–130 

Dilusyon Manuel 1:999 
Sistemde 1:500 

Manuel > 1:100 - 1:400 
Sistemde  1:100 -1:400 

Final range (IU/mL) 0.05–250,000 0.05– 52,000 

Metod Kemiluminesan 
mikropartikül immunoassay  

Elektrokemiluminesan 

Otomatize HBsAg kantitasyon sistemleri;  

Rutin olumsuzluklar; 
Kantitatif HBsAg testi iki kat daha maliyetli. 
Sağlık Uygulama Tebliği’nde (SUT) kantitatif HBsAg adlı bir parametre bulunmuyor. 



HBV DNA yükü >2000 IU/mL olan hastalarda  
kantitatif HBsAg ROC (receiver operating characteristics) 
eğrisi 





Kantitatif HBeAg testinin tanısal değeri olabilir mi? 

Fried et al. Hepatology 2008; 47, 428-434 

peg-IFN tedavisinde kullanışlı olabileceği düşünülüyor. Ancak daha çok veriye 
ve standart bir yaklaşıma ihtiyaç var.  



Fried et al. Hepatology 2008; 47, 428-434 

Kantitatif HBeAg - serum HBV DNA karşılaştırmasında ROC analizi:  
Bir test ne kadar solda ve yukarda ise tanısal değeri daha yüksektir. 

peg-IFN tedavisinde serum HBV DNA ölçümünden daha kullanışlı olabilir. 





HBV DNA’da 
Kantitasyon sınırları 
giderek 
genişlemektedir. 

• WHO göre HBV DNA yükü «IU/ml» olarak verilmelidir. 
Kopya/ml’ye dönüştürme katsayısı ile çevirebilir.  

• NIH göre 100 000 kopya/ml «klinik anlamlı» seviyedir. 

• 100 000 IU/ml = 105= 5 log 

• <25 - >108 IU/ml sınırlarında lineer analiz, rasyoneldir. 



Hwang SJ, et al. J Virol Methods 1996;62:123-9. 

Farklı HBV DNA ölçüm değerlerinde dönüştürme nasıl yapılabilir? 



Tedavi takibinde,  her HBV DNA artışı tedavi başarısızlığı 
değildir. Viral kinetiğin etkisi HBV’de çok belirgindir.  





Ham analiz sonucu kliniğe gönderilmemelidir. 





http://www.google.com.tr/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&docid=vT5QVcNzYexO9M&tbnid=zFNBRAYCeffz4M:&ved=0CAgQjRwwADhm&url=http://www.intechopen.com/books/practical-management-of-chronic-viral-hepatitis/current-concepts-on-management-of-chronic-hepatitis-b&ei=wsQpUvWsK66P4gS8mICICA&psig=AFQjCNHqzfeA1s9zot9tDt4S9nzx_DBiFg&ust=1378555458760387


Virolojik breakthrough: direnç mi? 
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Pawlotsky JM, et al. Gastroenterology 2008;134:405-15.   
Keeffe EB, et al. Clin Gastroenterol Hepatol. 2007;5:890-97.  
Lok AS, et al. Hepatology 2007;46:254–65. 

 

 

PCR LOQ 
Optimal  

yanıt 

Breakthrough: dip seviyeye göre HBV DNA’nın serumda ≥1 log10 artışı  

(1 ay arayla iki kez)  



Suboptimal yanıt ve 
antiviral seviye 
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Antiviral seviye 

   Suboptimal ya da  
tutarsız antiviral 
seviye 

• Direnç nedeniyle 
virolojik breakthrough 
olabilir 
 

   Çok düşük 
antiviral seviye 

 
• Primer tedavi 

başarısızlığı ile 
ilişkili 

• Direnç olasılığı az 
 

   Optimal antiviral 
seviye 

 
• Direnç olasılığı 

yüksek 
 

Adapted from Richman DD. Antivir Ther. 1996;29:31-3.  Adapted from Locarnini S. Antivir Ther. 2004;9:679-93. 



 
  

Lok A, et al. Hepatology 2007;46:254-65. 

Genotipik direnç türleri 

HBV polimeraz 
geninde nükleoz(t)id 
analoglarının hedef 

bölgesinde; 

HBV pol geni üzerinde antiviral ajana 

duyarlılığı azaltan a.a. değişiklikleridir 

Primer ilaç 

direnci 

mutasyonları 

Sekonder -

kompansatuar 

mutasyonlar 

Viral fitnesi ‘viral polimeraz aktivitesini’ 

düzelten, HBV’nin replikasyon 

kapasitesini onaran a.a. 

değişiklikleridir 



İlaç direncinin tanısı 

ALT 

Biyokimyasal 
breakthrough 

HBV DNA 

LiPA 
RLFP 
Populasyon sekanslama 

Direncin tanımlanması 

6 12 

Lok A & McMahon B. J. Hepatol. 2007;45:507-39. 

Real-time PCR ile 
HBV DNA 
ölçümü 

Viral 
breakthrough 
>1 log10 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

Direncin 
klinik/biyokimyas
al etkileri 



Sayan M., et al. Jap J Infect Dis 2012;65:495-501. 



Antiviral direncin analizi 

Genotipik yöntemler  
─ Viral populasyonun 

sekanslanması 

─ Yeni nesil sekanslama 

 PCR ürünlerinin sekanslanması 

 Klonlanmış varyantların 
sekanslanması 

─ Line probe assay (LiPA) 

─ RFLP 

─ Real-Time PCR 

 
• Matrix-assisted laser 

desorption/ionisation-Time of light Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF MS) 

Fenotipik Yöntemler 
─ Hayvan hepadnavirus modelleri 

─ Transfeksiyon temelli modeller 

─ Hücreden yoksun enzim deneyleri 

 

Bozdayı M. Viral Hepatit 2009. s53 



Direkt Sekanslama 

• Hedef DNA hakkında doğru ve geniş bir data sağlar 

• Bilinen/bilinmeyen mutasyonları analiz etmek mümkündür.  

• Az miktardaki dirençli varyantları saptamada başarılı değil.  

• Zaman alıcı ve iş yoğunluklu bir yöntemdir. 

 

 

Kendi rutinimizde HBV pol/RT 
geninde, yaklaşık >700 bp bir bölgeyi 
sekanslıyoruz.  



Sequence Information 

Identifier:  Abant İzzet Baysal, F.K. 
 

Genotype:  D 
 

Dual Infection:  No indication of dual infection was found (100% 

confidence) 
 

Subgenotype:  D1 (similarity to subgenotype profile = 94.98%) 
 

Included RT 

domain codons:  

82 - 226 (similarity to reference = 92.41%) 

 

Included SHB 

protein codons:  

74 - 218 (similarity to reference = 94.48%) 

 

Mutations RT 

domain:  

H124Y, Y135S, L180M, S202G, M204V, F221Y, T222Y, 

A223R, V224L, T225L, N226P 
 

Mutations SHB 

protein:  

T127P, I195M, L213I, P214T, L215A, L216C, P217Y, 

I218P 
 

Escape mutations 

SHB protein:  

I195M (LAM ve LdT ile ilişkili potansiyel aşı kaçağı mutasyonu) 

 

Drug Resistance 

Drug 
 

Scored mutations 
 

Resistance analysis   
  

Lamivudine, Zeffix® 
 

180M,204V 
 

resistant   
 

 

Adefovir, Hepsera® 
 

none 
 

susceptible   
 

 

Entecavir, Baraclude® 
 

202G,204V,180M 
 

resistant   
 

 

Tenofovir DF 
 

none 
 

susceptible   
 

 

Telbivudine, Tyzeka®, 
Sebivo® 

 

204V 
 

resistant   
 

 

 



Yeni nesil sekanslama; pyrosekanslama 



Yeni nesil sekanslama; ultra deep sekanslama 



LiPA; Bilinen HBV primer ilaç direnci 
mutasyonlarını doğal tip motiflerle birlikte gösterir 
(v2, v3…) 



a determinantı; aşı/HBIg kaçağı 

Antiviral kökenli pol mutantları 

precore STOP  
(codon 28) 

core mutant 

 

precore promotor  
nt 1762/1764 

HBV genomunda gelişen mutasyonlar klinik önemde varyantları oluşturur.   



Baumert TF, et al. World J Gastroenterol 2007; 13(1): 82-90  

HBV varyantlarının oluşturduğu mutasyonlar farklı klinik sonuçlar üretir. 

Gen bölgesi Mutasyon Moleküler sonuçları  Klinik anlamı  

Pre-S + S 

Büyük S 

proteini  

promotor 
Yetersiz viral toplanma Kolestatik fibrozis 

S geni 

mutasyonları 
B ve T lenfosit 

epitoplarında değişiklik 

Kaçış mutasyonlarının oluşumu;  

• Tanı testlerinden,  

• Aşıdan,  

• HBIg’den 

• Bağışık yanıttan kaçış. 

Pre-C Pre-C stop HBeAg kaybı HBeAg negatif şiddetli hepatit 

Kor Kor T lenfosit epitoplarında 

değişiklik Kronik şiddetli hepatit 

RT/pol Pol 
Yetersiz replikasyon Viral latensi ve kronikleşme 
Nükleoz(t)id 

analoglarına direnç 
Tedavi başarısızlığı 

Fonksiyonel 

elementler 
Kor promotor 

Artmış replikasyon ve 

kor ekspresyonu 
Şiddetli hepatit,  

ilaç direncinin modülasyonu 

Azalmış HBeAg sentezi HBeAg seronegatifliği 

En-1 Azalmış replikasyon Kronik hepatit 



• HBV’nin C geninde 2 farklı lokusta  transkripsiyon gerçekleşir. 1901. nt 
HBcAg’yi, 1814. nt HBeAg’yi kodlar.  

• PreCore bölgede 1896. nt de  bir missense mutasyon (G/A → TGG/TAG = 
stop kodon) gelişir.  

• PreCore stop-kodon mutasyonu nedeniyle HBeAg üretilemez 



 
 
 

• PreCore stop-kodon mutasyonlarının sıklığı HBV genotiplerine göre 
değişir.  

• Genotip A’da G/A değişimi için C’inde değişmesi gerekir. Halbuki non - 
A genotiplerde G/A değişimi çok kolaydır.  

• Bu nedenle PreCore stop-kodon mutasyonları non-A genotiplerin yaygın 
görüldüğü Akdeniz ve Asya ülkelerinde daha sık görülmektedir. 

• Stem-loop yapısı virusun 

kapsid oluşumunda kritik 

role sahiptir. 

 

• Buradaki mutasyon loop’un 

stabilitesini arttırır. 



• Bu profildeki hastalar pre-kor/kor promotor mutasyonları taşıyabilir:  
-En sık karşılaşılan; 1764. A/T ve 1766. G/A mutasyonlarıdır.  

 
• pre-C gen bölgesinin sonunda stop kodon oluşur ve HBeAg prekürsörü olan pre-C/C 

füzyon proteini sentezlenemez.  
 
• Bu hastalarda anti-HBe serokonversiyonu gelişse bile viral replikasyon süregen bir halde 

devam eder.  
 
• Pre-kor stop kodon mutantları sıklıkla;  

-Fulminan hepatit ve kronik aktif hepatit B’de gözlenmektedir. 
-Asemptomatik taşıyıcılar ve akut -kendiliğinden sonlanan hepatitlerde de gözlenmiştir.  

Gen 
bölgesi Mutasyon Moleküler sonuçları  Klinik anlamı  

Pre-C Pre-C stop HBeAg kaybı 
HBeAg negatif şiddetli 
hepatit 

Kor Kor 
T lenfosit 
epitoplarında 
değişiklik 

Kronik şiddetli hepatit 

HBeAg negatif kronik hepatit B 

Hepatology 2009. (www.HepatologyTextbook.com). 
Baumert TF, et al. World J Gastroenterol 2007; 13(1): 82-90. 
Kao JH. Korean J Intern Med 2011; 26: 255-261 



HBV infeksiyonlarında BCP ve preCore 

mutasyonu ve genotip analizinin birlikte 

ele alınması yararlı olabilir. 



HBV genotipleme/subgenotipleme; viral populasyonun 
sekanslanması 

HBV genomu 3200 nt (3.2 
kb) büyüklüğünde.  



Filogenetik analiz genotiplendirmede altın standarttır.  



Line immuno probe assay (LiPA) mix enfeksiyonları saptamada daha başarılıdır. 

• HBV DNA yükü >200 
IU/ml (990 kopya/ml) 
olmalı 
 

Pas et al. J Clin Virol 2002;25:63-71 



Şimdilik 24 tane.  

Allain J-P, et al., Biologicals (2011); doi:10.1016/j.2011.09.014 
Zakim and Boyer's Hepatology (6th Ed.) 2012, P 86–96. 
Ma Y, et al. Virol J 2011; 8: 315. 

Subgenotip 

Ural O, Mikr Bult 2013, 47(3);550-55 
Sayan M, Hepat Mon 2012,12(2):118-121 
Sayan M, Hepat Mon 2010, 10(4):302-305 

Ülkemizde 
genotip D 

predominant,    
D1 en sık 
görülen 

subgenotiptir. 

Genomdaki 
farklılık %4 

HBV genotipleri tüm genom sekans 
uzunluğuna göre (A - H).  

Genomdaki farklılık %8 



HBV (+) Naif grup Tedavi grubu 
(viral breakthrough saptanan) 

Hasta n=249 n=150 

Genotip D; 248 (%99.6) 

H; 1(%0.4) 

D; 150 (%100) 

Subgenotip D1; 220 (%88.8) 

D3; 17 (%6.8) 

D2; 10 (%4) 

D4; 1 (%0.4) 

D1; 129 (%86) 

D3; 11 (%7.3) 

D2; 9 (%6) 

D4; 1 (%0.6) 

Türkiye’de HBV genotip/subgenotip dağılımı 

*Veriler, Klimik derneği VHÇG ulusal HBV ilaç direnci surveyansından derlenmiştir. 

Türkiye’de HBsAg serotip ayw2 baskındır. 
Sayan M, Annals of Hepatology 2012, 11(6):849-854 



Sequence Information 

Identifier:  Abant İzzet Baysal, F.K. 
 

Genotype:  D 
 

Dual Infection:  No indication of dual infection was found (100% 

confidence) 
 

Subgenotype:  D1 (similarity to subgenotype profile = 94.98%) 
 

Included RT 

domain codons:  

82 - 226 (similarity to reference = 92.41%) 

 

Included SHB 

protein codons:  

74 - 218 (similarity to reference = 94.48%) 

 

Mutations RT 

domain:  

H124Y, Y135S, L180M, S202G, M204V, F221Y, T222Y, 

A223R, V224L, T225L, N226P 
 

Mutations SHB 

protein:  

T127P, I195M, L213I, P214T, L215A, L216C, P217Y, 

I218P 
 

Escape mutations 

SHB protein:  

I195M (LAM ve LdT ile ilişkili potansiyel aşı kaçağı mutasyonu) 

 

Drug Resistance 

Drug 
 

Scored mutations 
 

Resistance analysis   
  

Lamivudine, Zeffix® 
 

180M,204V 
 

resistant   
 

 

Adefovir, Hepsera® 
 

none 
 

susceptible   
 

 

Entecavir, Baraclude® 
 

202G,204V,180M 
 

resistant   
 

 

Tenofovir DF 
 

none 
 

susceptible   
 

 

Telbivudine, Tyzeka®, 
Sebivo® 

 

204V 
 

resistant   
 

 

 



Mutasyon kategorisi  Mutasyon paterni Kombine paternler  

HBIg kaçağı 

mutasyon  

sT118A/R, sP120K/Q/T, 

sT123A, sC124G, sQ129R, 

sM133L, sY134N, sD144E, 

sG145E/K/R 

 sT118R + sG145E/K/R 

Aşı kaçağı mutasyon  sP120S, sT126I, sM133L, sS143L, 

sD144E, sG145R, sS193L  sS143L+ sG145R 

Hepatit B yanlış tanı 

mutasyonu  
sP120S/T, sT131I, sM133T, 

sS143L - 

İmmun sistem kaçağı 

mutasyon  

sY100C/S, sQ101H/R, 

sP105A/R, sL109R, sI110L, 

sS114A/T, sS117G/N, 

sG119I/R/V, sP120T, 

sT123A/D/N, sP127T, sA128V, 

sG130E/K/R, sT131N, 

sS132C/P, sY134F, sT140I, 

sS143T, sD144E, sG145R 

 sY100C + sS117G + sG119I/R/V + 

sP120K/Q/T + sT123A/D/N 

 sP105A + sY134F 

 sP127T +  sS143T 

 sY100S + sP105R + sA128V + sG130E/K/R 

 sY100C + sQ101H + sI110L 

 sT131N + sT140I 

 sS114A/T + sS132C 

Ülkemizde kronik B hepatitli hastalarda saptanan tipik HBsAg kaçış mutasyonları.  

Sheldon J. J Antimicrob Chemoth  2008; 61: 766–768.  

Locarnini S. Hepatol Int 2008; 2:147–151 
Sayan M, et al. Jap J Infect Dis 2012; 65(6): 495-501. 



Antiviral drug-associated potential vaccine-escape mutant: ADAPVEM 

AASLD 2008 

Oral antiviral 
tedavilerle HBsAg’yi 
kodlayan bölgenin 

tamamı ilgi alanımıza 
girdi. 



Kronik HBV’de antiviral tedavi,  

HCC’ye gidişi kolaylaştırabilir mi?  

 

 

• A181T mutasyonu 
özellikle LAM ve ADV 
tedavisinde ortaya 
çıkıyor. 

 

• ADAPVEM: HBV S 
geninde sW172* (stop 
kodon) mutasyonu 
tetikleniyor.  

 

• S proteini bölünüyor ve 
sekretuvar defekt 
gelişiyor. Hücrede stres 
ve hasar oluşturuyor.  

 

Warner N, Locarnini S. Antiviral 

Therapy 2009; 14:139-142. 
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