HBsAg 'nin Saptanmasina Yonelik
Immunoreal Time PCR Tabanli
Bir Test Gelistirilmesi
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Giris ve Amac

* HBsAg, HBV infeksiyonunun serolojik tanisinin en dnemli belirtecidir,
bununla birlikte giincel enzim immunoassaylerin (ELISA) duyarhlik
problemleri bulunabilmektedir.

* Bu calismada HBsAg’yi “ImmunoReal Time PCR” (iRt-PCR) yontemi ile
saptayabilecek 6zgun ve duyarli bir yontemin gelistirilmesi amaclandi.



Gerec Yontem

* HBsAg’nin 1-400.000 pg’lik dilisyon serisi (400.000, 200.000,
100.000, 10.000, 1.000, 100, 10 ve 1 pg/ml olacak sekilde
dizenlenmistir) hazirlandi.

 Testler dilGsyonlar icin Uc kere tekrarlandi, 3 tekrarin ortalama Ct
degerleri ve pg/ml cinsinden HBsAg miktarinin negatif logaritmasi
alinarak standart egri cizildi.

* Es zamanli olarak 30 HBsAg, HBV DNA negatif, 30 HBsAg, HBV DNA
pozitif ve 24 izole anti-HBC pozitif hasta test edilerek yontemin
performansi degerlendirildi.



Gelistirilen Immunoreal Time PCR Testi
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Bulgular;

e Bulgular Yapilan dillisyonlarda testin Standart Egri
400.000-100.000 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda anlamli bir ayirim
yapamadigi, bu konsantrasyonlarda
testin Ct degerlerinin ¢cok yakin oldugu
ve testin doyuma ulastigl gozlendi.

* Testin 100.000-10 pg/ml arasinda lineer

—&— Standart Egri

bir egri olusturdugu gozlendi ve
kantitasyon icin dinamik aralik 100.000-
10 pg/ml olarak belirlendi.

. HBsAg miktari 1 pg/ml olan 2 drnekte
pozitif sonu¢ saptanamazken 1 testte 0 . . . . . . .
pOZItIf Sonug Saf)tandl. Bu nedenle 2145 2175 21786 2295 , 23.2I4 25 2729 2904
testin saptama limiti 10 pg/ ml olarak ct degerler

HBsAg (400.000-1 pg) - logaritma degerleri

belirlendi.



Bulgular

* Test edilen 30 HBsAg, HBV DNA negatif drnekte sinyal saptanmazken,
30 HBsAg, HBV DNA pozitif ornekte sinyal saptandi.

* |zole anti-HBC pozitif hastalarin DNA pozitif olanlarinin biri disinda (bu
ornekte S proteinde stop kodon mutasyonu vardi) timu iRt-PCR
yontemi ile pozitif bulundu.
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Sonuc

e Optimize ettigimiz, iRt-PCR protokoltntn analitik duyarliligini klasik
ELISA (200-400 pg/ml) yonteminden 20-40 kat daha (10 pg/ml)

yuksek bulduk.

Bununla birlikte “
antijenik determinantinda
diunyada ilk olarak C137
erken “stop” kodon
mutasyonu saptanmasi
dikkat cekicidir.

< & @ https://hivdb.stanford.edu/HBV/DB/cgi-bin/gbReferenceHBVRT.cgi

HBV RT: BLAST Hits

Click a link in 'ReflD’ column to download sequences or to browse genbank notes and mutation list. Click a link
in "Authors’ column to access a published paper. Click a link in # in GB" column to access genbank entries.

Authors Title Citation E- #in #in % In | Annotation
value | HBVDB Gb HBVDB

Kuskucu |Detection of HBsAg in Isolated Anti-HBC  |Unpublished |1e-
(2009) Positive Patients with Immuno-Real Time 108
PCR and Investigation of 'a’ Determinant
Mutations

Midilli First description of HBV Genotype Ain  |Unpublished |0 1 0 Unpublished
(2009) Turkey

I~

0

o)

ene
gment(s)

=
2k}

Team Resources
» Citing the HIV Drug Resistance Database » User Guide & Database Documents
= People = Database Statistics
= Terms of Use / FAQS = HIV Treatment Websites
» Publications = RT, protease and integrase structures
= Acknowledgements = Additional Resources
n Mews

HIVDE






