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Antiniikleer antikorlar (ANA), sistemik otoimmdin hastaligi olan hastalarin tanisi ve degerlendiriimesine
yardimci olmakla birlikte, pekcok kronik enfeksiyon hastaliginda da saptanabilmektedir. Literattrde hepatit
C virlisti (HCV) hepatiti ve otoantikor birlikteligi ile ilgili pek¢ok arastirma olmasina karsin hepatit B virlist
(HBV) hepatiti ile otoantikor birlikteligini gosteren az sayida yayin bulunmaktadir. Bu calismada, kronik
hepatit B hastalarinda ANA, antimitokondriyal antikor (AMA), anti-diiz kas antikorlari (ASMA) ve anti-
karaciger-bobrek mikrozomal antijen (LKM) antikorlarinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Kronik HBV
hasta serumlari “European Association for the Study of the Liver (EASL)” (Avrupa Karaciger Hastaliklari
Dernegi) kriterlerine gore tani almis hastalardan elde edilmistir. Buna gore, 6nceden tedavi almamis
ve kronik HBV hepatiti oldugu histolojik olarak saptanmig 22’si kadin 25’i erkek olmak Ulzere toplam
47 hasta serumu calismada kullanilmistir. HCV veya insan imminyetmezlik virtisii (HIV) koenfeksiyonu
bulunan ya da sistemik otoimmiin hastaligi bulunan olgular calisma disi birakilmistir. Kontrol grubu olarak
saglikh kan dondrlerine ait 30 serum calismaya dahil edilmistir. Otoantikorlar icinde ANA, AMA, ASMA
ve LKM antikorlari indirekt immiinofloresan (lIF) yontemi ile (Euroimmiin, Lubeck, Almanya) caligilmis ve
floresans mikroskopta (Eurostar Il plus, Almanya) degerlendirilmistir. Pozitif sonuclar zayif floresansdan
glicliiye dogru dort derecede (“+”, “++", “+++” ve “++++") siniflandinlmustir. Pozitif floresans saptanan
serumlar ekstrakte edilebilir niikleer antijen (ENA) pozitifligini arastirmak icin immuiinoblot (ANA Profile 3,
Euroimmiin, AG) yontemi ile ileri degerlendirmeye alinmistir. Caligilan serum 6rneklerinin 8 (%17)'i pozitif
sonug verirken kontrol grubunda tiim 6rnekler negatif bulunmustur. Toplam 47 serum icinde AMA, ASMA
ve LKM porzitifligi saptanmazken altisi kadin ikisi erkek hasta olmak tizere toplam sekiz hasta serumunda
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ANA pozitifligi saptanmistir. Bir hastada homojen ve niikleoler ““++ karigik patern, bir hastada “++"
olmak (izere sitoplazmada polar benekli (anti-golgi kompleksi benzeri) boyanma paterni gorilmiustar.
Diger alti serumdaki pozitiflik, niikleoler (iki hasta), grantiler (iki hasta), ribozomal (bir hasta) ve homojen
(bir hasta) patern seklinde olup timi “+" olarak degerlendirilmistir. ENA pozitifligi granller patern
saptanan iki hastadan birinde SS-A ve digerinde SS-B “kuskulu +"” ve karigik patern saptanan hastada
histon “’+" seklinde belirlenirken kalan alti hastada ENA negatif bulunmustur. Otoantikor pozitifligi, hasta
ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05). Cinsiyet ve yas ile otoantikor
pozitifligi arasinda ise istatistiksel iliski saptanmamustir. Sonug olarak, kronik HBV enfeksiyonlu hastalarda
otoimmiin gostergeler saptanabilir. Bu olgularda yiiksek olmayan diliisyonlarda ANA, AMA, ASMA veya
LKM antikor pozitifliginin otoimmiin hastalik kaynakli olmayabilecegi, tedavi almamis olgularda bile
kronik viral enfeksiyondan kaynaklanan otoantikorlarin bulunabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar sézciikler: Akut hepatit B enfeksiyonu, antintikleer antikor; immiinfloresan yontem.

ABSTRACT

Antinuclear antibodies (ANA) facilitate the diagnosis and evaluation of patients in many systemic
autoimmune conditions. Besides, ANA may also be detected in chronic infectious diseases. Although
a number of investigations associated with autoantibody positivity in patients with chronic hepatitis C
were reported, autoantibody positivity in patients with chronic hepatitis B remain rarely addressed in
the literature. The aim of this study was to evaluate the antinuclear antibody (ANA), antimitocondrial
antibody (AMA), anti-smooth muscle antibodies (ASMA) and anti-liver-kidney microsomal antigen (LKM)
antibodies in chronic hepatitis B patients. Serum samples were obtained from adult patients with chronic
hepatitis B diagnosis according to “European Association for the Study of the Liver (EASL)” criteria.
Samples were taken from 47 patients (22 female, 25 male) with treatment-naive, histologically-proven
chronic hepatitis B. Cases co-infected with HCV and/or HIV or that also had systemic autoimmune
diseases were excluded. As a control group, 30 healthy blood donors were included in the study.
Autoantibodies, including ANA, AMA, ASMA and LKM were detected with indirect immunofluorescence
(IIF) method (Euroimmune, Lubeck, Germany) and evaluated by fluorescence microscope (Eurostar IlI
plus, Germany). Positive results were graded into 4 levels ( “+", “++”,”+++"” and “++++") from weak to
strong Positive samples were studied with a immunoblotting method (ANA Profile 3, Euroimmun, AG)
for the detection of extractable nuclear antigen (ENA). The positive results were detected in 8 (17%) of
the HBV patients while all the samples were negative in the control group. The difference between the
groups was significant (p< 0.05). Among the 47 serum samples tested, none of the patients were positive
for AMA, ASMA, LKM. ANA was present in eight of the serum samples in which six were female and
two were male patients. Among the IIF patterns of ANA positivity, one mixed pattern (homogeneous
and nucleolar) and one cytoplasmic anti-golgi antibody pattern were detected. Positivity grade was
"++". Other positive patterns were nucleolar (two patients), granular (two patients), ribozomal (one
patient) and homogeneous (one patient) and positivity grade was “+”. ENA was detected in three
samples. Two of them was granular pattern positive samples. SS-A was borderline (+) in one and SS-B
was borderline () in one of the samples. In the mixed pattern positive sample, histon was detected as
"+". Autoantibody positivity between the patient and control groups were statistically significant (p<
0.05). The difference between autoantibody positivity and gender/age was not statistically significant.
In conclusion, autoimmune manifestations may be detected in patients with chronic hepatitis B. Low
level titer of antibodies such as ANA, AMA, ASMA or LKM may be present in such patients. An increased
frequency of these autoantibodies may be associated with non-autoimmune conditions such as chronic
viral infection even in treatment-naive patients.

Keywords: Chronic hepatitis B infection; antinuclear antibody; immunofluorescence assay.
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GiRis

Antintikleer antikorlar (ANA) ilk tanimlandigi 1958 yilindan beri sistemik otoimmiin
hastaligi olan hastalarin tanisi ve degerlendiriimesinde romatologlarin yardimcisi olmakla
birlikte, pekcok enfeksiyon hastalijinda da saptanabilmektedir’. Otoimmiiniteyle ilgili
bulgulara veya otoimmiin hastaliklar hepatit B virlisi (HBV) ve hepatit C virtisi (HCV)
enfeksiyonlarinda saptanabilmektedir?. Literatiirde HCV hepatiti ve otoantikor varligi ile
ilgili pekcok arastirma®* olmasina karsin HBV hepatiti ile otoantikor birlikteligini gosteren
az sayida yayin bulunmaktadir’. Diger yandan, saglikli yetiskinlerde kullanilan yénteme
bagl olarak oran degismekle birlikte, %5 veya daha yliksek otoantikor pozitifligi sap-
tanmaktadir'. Bu calismada, kronik hepatit B hastalarinda ANA, antimitokondriyal anti-
kor (AMA), anti-diiz kas antikorlari (ASMA) ve anti-karaciger-bobrek mikrozomal antijen
(LKM) antikorlarinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Aras-
tirmalar Etik Kurul onayi ile gerceklestirildi. (Tarih: 18.02.2018 Karar no: 2018/1317).

Bu calismada kronik HBV hasta serumlari, “European Association for the Study of the
Liver (EASL)” (Avrupa Karaciger Hastaliklari Dernegi)® kriterlerine gére tani almis hasta-
lardan alindi. Buna gore dnceden tedavi almamis ve kronik HBV oldugu histolojik olarak
da saptanmis 22'si kadin 25'i erkek olmak tlizere toplam 47 hasta serumu toplandi. HCV
veya insan immiinyetmezlik virtsi (HIV) koenfeksiyonu bulunan ya da sistemik otoim-
mun hastaligi olanlar calisma disi birakildi. Kontrol grubu olarak saglikh kan dondrlerine
ait 30 serum kullanildi. Otoantikorlar ANA, AMA, ASMA ve LKM indirekt immitinoflo-
resan (IIF) yontemi ile (Euroimmdin, Lubeck, Almanya) cahsildi ve floresan mikroskopta
(Eurostar Ill plus, Euroimmiin, Almanya) degerlendirildi. Serumlar Uretici firma onerileri-
ne gore HEp-20-10 karaciger biyocip (maymun) kullanilarak 1/100 diliisyonda calisildi.
Pozitif kontroliin floresans yogunlugunun “++++"” kabul edildigi calismada preparatlar
x400 objektifle “+", “++", “+++" ve “++++" olarak degerlendirildi. Bu asamada “Klinik
Mikrobiyoloji Uzmanlik Dernegi (KLIMUD)” tarafindan hazirlanmis olan “Otoantikorla-
rnn laboratuvar tanisi rehberi” kriterleri kullanildi’. Pozitif floresans saptanan serumlar
ekstrakte edilebilir nikleer antijen (ENA) pozitifliini arastirmak icin imminoblot (ANA
Profile 3, Euroimmun, AG) yéntemi ile ileri degerlendirmeye alindi. immiinoblot ile 15
farkli antijene (NRNP, Sm, SS-A, Ro52, SS-B, Scl-70, PM/Scl, Jo-1, CENP B, PCNA, dsDNA,
niikleozom, histon, Rib-P, M2) karsi olusan otoantikorlar arastirildi. istatistiksel degerlen-
dirmede ki-kare ve student t-test kullanildi.

BULGULAR

Hasta grubu yas ortalamasi 52.0 (yas aralgi: 25-69) kontrol grubu ise 32 (yas aralig:
24-47) olarak belirlenmistir. Calisilan serum 6rneklerinin %17’si pozitif sonug vermistir.
Calisilan 6rneklerde AMA, ASMA ve LKM pozitifligi saptanmamustir. Tibbi kayitlara gore,
pozitif sonu¢ saptanan hastalarda otoimmiin bozukluk tanisi saptanmamistir. Toplam
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Tablo I. Otoantikor Pozitifligi Saptanan Hastalarin Sonuglari

Hasta

serum no Yas Cins ANA ASMA AMA LKM ENA

1 45 K Ndikleolar +

2 38 K Ndikleolar +

3 50 K Ribozomal +

4 64 E Granliler + - - - SS-A £ SS-B £

5 49 E Egﬁiﬁ.’:: :: - - - Histon +

6 61 K Granliler + - - - SS-A £ SS-B +
52 K Antigolgi ++

8 62 K Homojen +

47 serum icinde AMA, ASMA ve LKM pozitifli§gi saptanmazken, alti kadin iki erkek hasta
olmak Uizere toplam sekiz hasta serumunda ANA pozitifligi saptanmistir. Bir hastada ho-
mojen ve nukleoler “++” karisik patern, bir hastada “++" olmak tizere sitoplazmada polar
benekli (anti-golgi kompleksi benzeri) boyanma paterni gorilmustur. Diger alti serumda-
ki pozitiflik, niikleoler (iki 6rnek), graniler (iki 6rnek), ribozomal (bir 6rnek) ve homojen
(bir 6rnek) patern ve timui “+” olarak degerlendirilmistir. ENA pozitifligi grantler patern
saptanan hastalarda SS-A ve SS-B “kuskulu” ve karisik patern saptanan hastada histon
“+" seklinde belirlenmistir. Kalan alti hastada ENA negatif bulunmustur. Ki-kare testi ile
otoantikor varligi acisindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmusgtur (p< 0.05). Cinsiyet ve yas ile otoantikor pozitifligi arasinda ise istatistik-
sel iliski saptanmamistir (p> 0.05). Sonuclar Tablo I'de gosterilmistir.

TARTISMA

Bu calismada dnceden tedavi almamis kronik hepatit B hastalarinda ANA arastirilmis-
tir. Acay ve arkadaslari® tarafindan yapilan bir calismada otoimmiin bozuklugu olmayan
ve interferon tedavisi almamis olan 79 kronik HBV hastasinda ANA pozitifligi %12 olarak
bildiriimistir. Ba ve arkadaslan® 325 kronik HBV hastasini kapsayan retrospektif calisma-
da ANA pozitifligini %23.4 olarak bildirmislerdir. Calismada kronik HBV enfeksiyonunda
otoimmdin hepatit ve primer biliyer sirozla iliskili otoantikorlarin siklikla saptandigi, ANA,
Ozellikle de homojen ANA pozitifliginin daha ihmh bir klinik tablo ile iliskili olabilecegi
vurgulanmigtir. Calismamizda biri “+” digeri “++" floresans siddetinde olmak uzere iki
érnekte homojen ANA paterni saptanmistir. Immiinoblot test ile incelenen “++” homo-
jen paterne sahip ornekte histon “+” bant gorilmustir. Diger “+"” 6rnek, imminob-
lotta negatif olarak tespit edilmistir. Lu ve arkadaslari'® 312 kronik HBV hastasinin 45
(%14.4)'inde sistemik otoantikor pozitifligi saptamistir. Calisma sonuclarina gore LKM
pozitifligi saptanmazken, ANA %12.8, ASMA %1.3 ve AMA %0.3 oranlarinda pozitif
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olarak bildirilmistir. En sik graniiler patern (%72.5), ikinci siklikta homojen patern (%22.5)
saptanmistir. Calismamizda incelenen 6rnek sayisinin azligina bagh olarak herhangi bir
paternin sikhgindan s6z edilememektedir. Ancak, arastirmamiz kronik HBV hastalarinda
distik titrelerde otoantikor saptanabilecegi sonucunu desteklemektedir'®.

Kronik HBV enfeksiyonu tanisi almig 80 cocuk hastanin irdelendigi bir arastirmada ANA
pozitifliginin ilk degerlendirmede %15 oldugu, daha sonra izlem siiresince bu seviyenin
%21.2'ye yiikseldigi bildirilmistir. S6z konusu makalede interferon tedavisinin ANA oranini
yiikselttigi ancak ANA pozitifliginin tedaviye yaniti etkilemedigi vurgulanmustir''. Calig-
mamizdaki hasta grubu 6nceden antiviral tedavi almamig hastalardan olusmaktaydi. Viral
enfeksiyonlarin tek bagina otoimmiiniteyi tetikledikleri bilinmektedir'2. Kronik hepatit B
enfeksiyonunda organ spesifik olmayan otoantikorlarin pozitif olarak saptanmasi olagan
olmakla birlikte genellikle 1/40-1/160 gibi disiik titrelerde saptanmaktadir'®. Calismamiz-
da baslangi¢ dilisyonunun 1/100 oldugu dustnilirse alti 6rnekte “+” titrede saptadigi-
miz ANA porzitifligi > 1/100-< 1/320 diliisyonuna karsilik gelmektedir ve disik pozitiflik
olarak kabul edilmektedir. Diger “++” Ornek ise > 1/320-< 1/1000 diliisyonuna karsilik
gelmektedir. 1992-2014 yillari arasinda 53 kronik hepatit B hastasinin otoantikor yoniin-
den interferon tedavisi 6ncesinde, tedavi siiresince ve sonrasinda izlendigi bir calismada'*
otoantikor pozitifliginin tedavi sonrasi belirgin olarak arttigi ancak bunun otoimmdn has-
talik gelismesiyle iliskili olmadigi vurgulanmustir.

HBYV ile iliskili otoimmunite gdstergelerinin irdelendigi bir derlemede en yaygin biyo-
lojik gostergenin %7 orani ile ASMA oldugu, bunu ANA (%3), antiniikleozom (%2), LKM
(%2), kriyoglobulinemi (%2) ve romatoid faktériin (%2) izledigi bildirilmistir'>. Aktif viral
replikasyonu gosteren diger patojenik mekanizmalar da otoimmuiniteye katkida bulun-
maktadir. Bu nedenle, reaktivasyon donemindeki kronik HBV hastalarinin cogunda otoim-
miinite belirtilerinin saptandigi da bildirilmistir'®. Li ve arkadaslarinin'” yaptigi calismada
360 kronik hepatit C, 69 kronik hepatit B, 59 otoimmiin hepatitli hasta incelenmis, LKM-1
antikoru HCV'li hasta grubunda 9 (%3), HBV'li hasta grubunda 0 (%0), otoimmun he-
patitli hasta grubunda ise 2 (%3) olguda pozitif bulunmustur. Kosar ve arkadaglarinin'®
Ulkemizde yaptiklar calismada; HBV ve HCV’ye bagl kronik karaciger hastaliginda LKM-1
otoantikoru hicbir olguda pozitif bulunmamistir. Acar ve arkadaslan'® ise 30 kronik HBV
enfeksiyonlu hastada 3 (%10) ANA pozitifligi, 10 (%33.3) ASMA pozitifligi, 1 (%3.3) LKM-
1 antikor pozitifligi, 16 (%53.3) AMA-M2 pozitifligi, 3 (%10) anti-dsDNA ve anti-ssDNA
antikor pozitifligi saptamislardir.

Sonug olarak, kronik HBV enfeksiyonlu hastalarda otoimmiin gostergeler saptanabi-
lir. Yuksek olmayan diliisyonlarda ANA, AMA, ASMA veya LKM antikor pozitifliginin oto-
immun hastalik kaynakli olmayabilecegdi, tedavi almamis olgularda bile kronik viral en-
feksiyondan kaynaklanan otoantikorlarin bulunabilecegi konusunda klinisyenin dikkati
cekilmelidir. Klinik bulgular, saptanan patern ile titresi ve dogrulama testleri otoimmiin
hastaliklar ve kronik HBV birlikteligi veya salt viral enfeksiyon kaynakli otoantikor pozitifligi
ayimminda yardimci olacaktir.
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