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Giriş ve Amaç

• HBsAg, HBV infeksiyonunun serolojik tanısının en önemli belirtecidir, 
bununla birlikte güncel enzim immünoassaylerin (ELISA) duyarlılık 
problemleri bulunabilmektedir. 

• Bu çalışmada HBsAg’yi “ImmunoReal Time PCR” (iRt-PCR) yöntemi ile 
saptayabilecek özgün ve duyarlı bir yöntemin geliştirilmesi amaçlandı.



Gereç Yöntem

• HBsAg’nin 1-400.000 pg’lık dilüsyon serisi (400.000, 200.000, 
100.000, 10.000, 1.000, 100, 10 ve 1 pg/ml olacak şekilde 
düzenlenmiştir) hazırlandı. 

• Testler dilüsyonlar için üç kere tekrarlandı, 3 tekrarın ortalama Ct
değerleri ve pg/ml cinsinden HBsAg miktarının negatif logaritması 
alınarak standart eğri çizildi. 

• Eş zamanlı olarak 30 HBsAg, HBV DNA negatif, 30 HBsAg, HBV DNA 
pozitif ve 24 izole anti-HBC pozitif hasta test edilerek yöntemin 
performansı değerlendirildi. 



Geliştirilen İmmunoreal Time PCR Testi



Bulgular;

• Bulgular Yapılan dilüsyonlarda testin 
400.000-100.000 pg/ml’lik 
konsantrasyonlarda anlamlı bir ayırım 
yapamadığı, bu konsantrasyonlarda 
testin Ct değerlerinin çok yakın olduğu 
ve testin doyuma ulaştığı gözlendi.

• Testin 100.000-10 pg/ml arasında lineer 
bir eğri oluşturduğu gözlendi ve 
kantitasyon için dinamik aralık 100.000-
10 pg/ml olarak belirlendi. 

• HBsAg miktarı 1 pg/ml olan 2 örnekte 
pozitif sonuç saptanamazken 1 testte 
pozitif sonuç saptandı. Bu nedenle 
testin saptama limiti 10 pg/ ml olarak 
belirlendi. 



Bulgular

• Test edilen 30 HBsAg, HBV DNA negatif örnekte sinyal saptanmazken, 
30 HBsAg, HBV DNA pozitif örnekte sinyal saptandı. 

• İzole anti-HBC pozitif hastaların DNA pozitif olanlarının biri dışında (bu 
örnekte S proteinde stop kodon mutasyonu vardı) tümü iRt-PCR 
yöntemi ile pozitif bulundu.



Sonuç

• Optimize ettiğimiz, iRt-PCR protokolünün analitik duyarlılığını klasik 
ELISA (200-400 pg/ml) yönteminden 20-40 kat daha (10 pg/ml) 
yüksek bulduk. 

Bununla birlikte “a” 
antijenik determinantında 
dünyada ilk olarak C137 
erken ”stop” kodon
mutasyonu saptanması 
dikkat çekicidir.



Teşekkürler


