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KSU Arastirma ve Uygulama Hastanesi Polikliniklerine Basvuran Hbsag Pozitif
Hastalarda HDV Pozitifliginin Serolojik ve Molekiiler Yontemler Kullanilarak

Arastirillmasi ve Bu Tam Yontemlerinin Karsilastirilmasi

(Lisansiistii Egitim Tezi)

Adem Unal ULAKCI

KAHRAMANMARAS SUTCU iMAM UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
HAZIiRAN-2012

OZET

1977 yilinda Italyan Doktor Mario Rizzetto, Hepatit B viriisii (HBV) ile enfekte
olan hastalarin karaciger hiicrelerinden yeni bir niikleer antijen kesfetti. Antijenin HBV
tarafindan kodlanan yeni bir protein oldugu diisiiniiliiyordu ve delta antijeni olarak
adlandirildi.  Fakat daha sonra sempanzeler iizerinde yapilan arastirmalarda, bu antijeni
yeni bir virlisiin kodladigr bulunmus ve bu virlis Hepatit Delta Virus (HDV) olarak
adlandirilmistir.

HDV ile diinya capinda yaklagik 15 milyon kisi enfekte olmaktadir. Yiiksek
yaygnlik alanlari; Kuzey Afrika, Orta Dogu, Amazon Havzasi ve Amerikan Samoa Giiney
Pasifik adalari, Hauru ve Hiue Giiney Italya olmakla birlikte Cin, Japonya, Tayvan,
Myanmar (eski Burma) HBV enfeksiyonu prevalansinin yiiksek olmasina ragmen HDV
enfeksiyonunun diisiik oranda goriildiigii tilkelerdir.

HDV enfeksiyonu, ko-enfeksiyon ve siiper-enfeksiyon olmak lizere iki sekilde
gortiliir. HBV enfeksiyonu olan hastalarda, HDV enfeksiyonunu tespit etmek, hasta i¢in
daha dogru bir prognoz saglar. Ayrica, akut HDV enfeksiyonu olan hastalarda siddetli veya
fulminan hepatit gelisme olasilig1 daha fazladir.

HBV enfeksiyonunun tanisinda; serumda anti-HDV varligmin gosterilmesi
giivenilir bir sekilde tani icin yeterli olur. HDV tanisinda Anti-HDV 1gG ve Anti-HDV
[gM antikorlar1 RIA ve EIA yontemleri ile tespit edilebilir. Anti-HDV 1 ile 2 ay i¢cinde
akut HDV enfeksiyonu vakalarmin %90'indan fazlasinda saptanabilir hale gelir. Anti-HDV

varligin tespit etmek HDV enfeksiyonu i¢in ¢ok yararl bir tarama testi olsa da immiin
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sistemi baskilanmis hastalarda yeterli miktarda antikor olmayacagmdan dolay1
enfeksiyonun tanisinda giivenilir olmayabilir.

HDV enfeksiyonunun tanisinda altin standart, karacigerde HD antijenini (HDAg)
gostermektir. Fakat bu yontem sadece arastirma laboratuarlarinda mevcuttur. HDV RNA,
akut enfeksiyonun erken tanisinda ve kronik enfeksiyonu olan hastalarda HDV
replikasyonunu gostermede 6nemli bir parametredir. HDV RNA serum diizeyleri tanisal
uygulamalara ek olarak, antiviral tedavinin izlenmesinde de yardimcidir.

Bu calismada, HDV enfeksiyonlarmin ELISA tamisinda kullanilan HDV-IgG ve
HDV-IgM antikorlar1 ile serum HDV-RNA pozitifligi arasindaki iliskinin
degerlendirilmesi planlanmistir. Bu amacgla HBsAg pozitif 87 serum 6rneginde, HDV-1gG
ve HDV-IgM antikorlar1 ELISA yontemi ile HDV-RNA varh§i ise ger¢ek zamanh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR) yontemi ile arastirilmistir. Calismada 84
HBsAg pozitif 6rnegin 4’ii (%4.76) HDV antikorlar1 yoniinden pozitif bulunmus, caligilan
orneklerin HDV-RNA varlig1 saptanmamustir.

Sonu¢ olarak HBsAg pozitifligi saptanan bireylerin ayni zamanda HDV
enfeksiyonu yoniinden de arastirilmast uygun olacaktir. Bu vakalarda Anti-Delta
antikorlarmin saptanmasi her ne kadar giivenli bir tan1 i¢in yeterli olsa da, gercek viremiyi

gostermek i¢in RT-PCR yontemi ile HDV-RNA ‘nin saptanmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit Delta Viriisii, HDV RNA, HDV IgG, HDV IgM, Hepatit B

Virisu.



ABSTRACT

In 1977, an Italian doctor named Mario Rizzetto discovered a new nuclear antigen
in the liver cells of patients infected with Hepatitis B Virus (HBV). The antigen was
thought to be a new protein encoded by HBV, and it was labeled as the delta antigen.
Subsequent research on chimpanzees, however, indicated that this antigen was derived
from a new virus, named the Hepatitis Delta Virus (HDV).

Approximately 15 million people are infected with HDV worldwide. Areas with
the highest prevalence include southern Italy; North Africa; the Middle East; the Amazon
Basin; and the American South Pacific islands of Samoa, Hauru, and Hiue. China, Japan,
Taiwan, and Myanmar (formerly Burma) have a high prevalence of HBV infection but a
low rate of HDV infection.

There are two types of HDV infection, co-infection ve super-infection. Knowing
that HDV infection is present in a patient with HBV infection allows a more accurate
prognosis. Moreover, patients with acute HDV infection are more likely to develop severe
or fulminant Hepatitis

The presence of anti- HDV in serum also appears to be a reliable and specific way
of diagnosing HDV infection. Anti- HDV can be detected by RIA and EIA for both 1gG
and IgM antibodies to HDV. Anti-HDV becomes detectable in more than 90%of cases
within 1 to 2 months of acute HDV infection. Although the presence of anti-HDV may be
a very useful screening test for HDV infection, it may not be totally reliable in
immunosuppressed patients, who may not be able to mount an antibody response sufficient
to be detected.

The gold standard of diagnosis of HDV infection is the detection of HDAg in the
liver by immunostaining. However, HDAg staining is available only in research
laboratories. HDV RNA is an early marker of acute infection and a useful marker of HDV
replication in patients with chronic infection. In addition to diagnostic applications, levels

of HDV RNA in serum may be useful for monitoring the effect of antiviral therapy.
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The objective of this study was to evaluate the correlation between serum Hepatitis
delta virus (HDV) RNA detection and anti-HDV IgG and IgM antibodies, in the
serodiagnosis of delta Hepatitis. A total of 84 HBsAg positive sera were screened for the
presence of, anti-HDV IgG and anti-HDV IgM by commercial enzyme immunoassays and
HDV-RNA by Real time polymerase chain reaction (PCR). Of 84 sera, 4 (4.76%) were
found positive for HDV antibodies. The presence of HDV-RNA in worked samples wasn't
detection.

Consequently, it will be suitable that at the same time researching for HDV
infection of individuals who have been determined positiveness of HBsAg. In these cases,
Although determining of anti-Delta antibodies is adequate for a confident diagnosis, HDV-
RNA need to determine via by using RT-PCR method that for true viremia has been

showed.

Key words: Hepatitis Delta Virus, HDV RNA, Real Time PCR, Hepatitis B Virus.
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1. GIRIS

Hepatit Delta Viriisii (HDV) 1970'li yillarda Mario Rizzetto ve arkadaslari
tarafindan kronik karaciger hastaligi bulunan Hepatit B'li hastalarin karacigerlerinde bir
niikleer antijen olarak bulunmustur. Bu antijen hi¢ bir zaman non-B Hepatitli hastalarin
karaciger biyopsi drneklerinde bulunamadig1 gibi, her B Hepatitli hastanin karacigerinde
de saptanamamistir. Benzer sekilde bu hastalarin sadece bir kisminda, bu yeni antijene
kars1 antikor gelistigi goOsterilmistir. Bu antijen, virolojik natiirii bilinemedigi igin
baslangigcta Delta antijeni olarak adlandirilmistir (1). Fakat daha sonra sempanzeler
iizerinde yapilan arastirmalarda, bu antijeni yeni bir viriisiin kodladigi bulunmus ve bu
viriis Hepatit Delta Viriisii olarak adlandirilmastir.

Diinyada iki milyar civarinda insanin Hepatit B viriisii ile enfekte oldugu
disiiniilmektedir. Bu enfeksiyona yakalan kisilerin yaklasik 350 milyonu kronik tasiyici
durumundadir, Hepatit B enfeksiyonuna bagli olarak diinyada 10 milyon kisinin HDV ile
enfekte oldugu distiniilmektedir (2).

HDV enfeksiyonu, Akdeniz bolgesinde, Orta Dogu’da Afrika’nin bir boliimiinde
endemik olarak goriilebilmektedir. Delta virus olarak adlandirilan Hepatit D viriisii (HDV),
dort ayr1 komponentten olugsmus, 36 nm ¢apinda, tek sarmalli defektif bir RNA viriisiidiir.
Heparnaviridea ailesi ig¢inde bulunmaktadir. Cok yogun sirkiiler genoma sahiptir.
Taksonomik olarak satelatik grubunda yer alan HDV, ¢ogalmak icin Hepatit B virlisiine
gereksinim duyar (3,4).

Delta viriisiiniin hastalik yapabilmesi, HBV (Hepatit B viriisii) ile koenfeksiyon
tarzinda viicuda girmesi veya siiregelen HBV enfeksiyonu {iizerine delta virlisiiniin
eklenmesi (stiper enfeksiyonu) sonucu olur (5). Koenfeksiyon ve siiperenfeksiyon
ayiriminda klinik ve laboratuvar tanmisi olarak c¢ok biiyiik farkliliklar yoktur. HDV
koenfeksiyonlarda %3—10 ve siiperenfeksiyonlar da %90 oraninda kroniklesebilmektedir
(6).

HDV tanis1 icin HBsAg ve anti-HDV tespiti yeterlidir. Fakat kesin tani i¢in
molekiiler yontemler kullanilarak HDV-RNA’nin tespiti veya immiinfloresan ve
immunperoksidaz yontemler kullanilarak karaciger hiicrelerinde HDV antijenin varliginin
tespiti yeterli olmaktadir. Anti-HDV IgM viriisle enfekte olduktan yaklagik 1 ay sonra
gosterilebilir ve 2-4 hafta i¢inde kaybolur (6).

HDV endemik agidan baktigimiz zaman diinyada diisiik, orta ve yiiksek bolgelere
ayrilmaktadir. Ulkemiz de dahil olmak iizere Akdeniz iilkeleri orta endemik bolgede yer



almaktadir (2). Ulkemiz de yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda 6zellikle Dogu ve
Gilineydogu Anadolu bolgelerinde HBV ile enfekte kisilerin yaklasik %20’sinde delta
siiper enfeksiyonu oldugu gz oniline alindiginda delta Hepatitin {ilkemiz i¢in onemli bir
saglik sorunu oldugu kabul edilmektedir (7).

Bu calismada KSU Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinin gesitli
polikliniklerine bagvuran Hepatit B yiizey antijeni pozitif bireylerde; HDV ELISA (Anti-
HDV IgM, Anti-HDV IgG) ve molekiiler yontemler (HDV RNA) kullanilarak arastirilmasi

amaclanmistir.

2. GENEL BILGILER

HDV enfeksiyon yapabilmesi i¢cin Hepatit B viriisline ihtiya¢ duyan defektif bir
RNA viriisiidiir (8). Rizzetto ve arkadaslar1 HBV hastalarinda yaptiklari ¢almalarinda bazi
hastalarin durumu diger HBV hasta guruplarma goére daha siddetli bir sekilde
ilerlemekteydi, Rizzetto ve arkadaslar1 yaptiklar: incelemelerde bu grupta HBsAg antijenin
ile birlikte farkli bir antijen yer almaktaydi (1), arastirmacilar oncelikle delta antijeni
olarak adlandir; bu antijen daha sonra bagka bir enfeksiyon etkeni oldugu anlasild1 ve
Hepatit Delta Viriisii olarak adlandirildi (9). HDV baz1 6zellikleri acisindan bitki
patojenlerin degisik smniflarinda yer alan viroidler, virusoidler ve satellite viriislere

benzemektedir (8).

2.1. Viral yapi

Hepatit delta viriisii 36 nm c¢apindaki boyutuyla, 22 nm ¢apinda HBsAg ve 42 nm
capindaki HBV partikiiliinden farklidir. HDV, HBV’ ye benzemektedir, fakat HBV nin 27
nm’lik niikleokapsidine karsin, HDV’nin niikleokapsidi 19 nm’dir ve niikleokapsid RNA
ile bir fosfoprotein olan delta antijeninden meydana gelmektedir (10). Viral yap1 sekil 1°de

gosterilmistir.
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Sekil 1. Hepatit delta viriisiin sematik yapis1 (11).

2.1.1. Zarf Yapisi

Hepatit D virilisiiniin zarf yapisini olusturan yiizey proteinleri HBV ylizey antijeni
tarafindan meydana gelir ve HBsAg’nin S, M ve L formlarin1 igerir. HBV’den
kaynaklanan bu zarf; 1.7 kb tek iplik¢ikli HDV genomu ile beraber biiyiik delta antijeni (L-
HDAg) ve kiigiik delta (S-HDAg) antijenlerinin 60 kopyasindan olusan 19 nm’lik bir
niikleokapsidi ¢evreler, sonug olarak HDV virion partikiilleri 38 nm ¢apli RNA genomu ve
HDAg ile bunu cevreleyen HBsAg’den olusmus bir kilifa sahiptir (12). HDV’nin zarf
yapisi sekil 2° de gosterilmistir.
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Sekil 2. Hepatit delta viriisiin zarf yapis1

2.1.2. Genomik Yapi

HDV genomu, 1700 bp biiylikligiinde, negatif egilimli, tek iplikli RNA igerir.
Genomu daireseldir fakat G+C oranmnm yiiksek olmasi (%60) ve intramolekiiler baz
ciftlesmelerinin yogunlugu (%70) nedeniyle genom ¢omaksi bir yapida bulunur. Denatiire
oldugunda ise dairesel bigimine doner (13).

HDV genomundaki niikleik asit gesitliligine gore 3 farkli genotipe ayrilmaktadir.
Bunlar genotip 1, genotip 2 ve genotip 3 seklindedir. Diinyada en ¢ok bulunan ve siddetli
patojen olan tip genotip 1’ dir. Genotipler arasinda hastaligin tedaviye karsilik vermesi ve
hastaligin siddeti arasinda bir farklilik tespit edilememistir. Genotip 2 Asya’da, Genotip 3
Gliney Amerika’da tespit edilmistir (14).



HDV  genomunun c¢ogalma islemi sadece hepatosit c¢ekirdeklerinde
gerceklesmektedir. Infekte hepatositlerin niikleusunda genomun yani sira tam bu genomu
tamamlayacak komplementeri olan antigenomu bulunur. HDV’nin replikasyonu,
ribozomik aktiveye ihtiya¢ duyar, bu aktivasyonda Genomik RNA ve antigenom, spontan
kirilma ve spontan baglanma reaksiyonlarmnin gergeklesmesi seklinde olur (15). Ribozim
bolgesi genomik RNA’da 680 ve 780 niikleotidleri arasinda, antigenomik RNA’da ise
genomik ribozim bolgesine komplementer olacak sekilde bulunur. Her RNA 6zgiil olarak
spontan kirilmanm olustugu tek bir bolgeye sahiptir. Genomik RNA’da spontan kirilma
bolgesi 688-689 niikleotidlerinde G ve U arasindadir. Antigenomik RNA’da ise genomik
RNA’ya komplementer olacak sekilde 903-904 niikleotidleri arasina yerlesmistir (sekil 3).
Genomik ve antigenomik RNA’larda kirilmanin oldugu bolgelerde spontan baglanma

reaksiyonlar1 ortaya ¢ikmaktadir (4).
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Sekil 3. HDV Genom yapisi.

2.1.3. Delta Antijeni (HDAg)

Infekte tiim hiicrelerde bulunan delta antijeni HDV’nin kodladig1 tek proteindir.
HDYV delta antijeninin iki farkli formu bulunmaktadir. Antigenomik RNA’da bulunan tek
ORF (open reading frame ) tarafindan HDAg’ nin kii¢iik (S-195 aa) ve biiyiikk (L-214 aa)
formlar1 kodlanmaktadir (16).



HDVAg’ nin komponentleri olan SHDAg antijeni viriisiin replikasyonu ig¢in
gereklidir. HDV Ag, diger komplementeri olan LHDAg; replikasyonu baskilar ve HBsAg
ile birlikte virionun bir araya gelmesini saglar (17).

HDVAg, HDV RNA'ya yiiksek baglanma afiniteli, bir RNA baglayic1 proteindir
(RNA binding protein). HDAg-HDVRNA baglanmast HDV RNA'nin ¢omaksi yapisini
gerektirir. Bu etkilesim c¢ok kuvvetli olup yalnizca virion partikiillerinin yapisal
organizasyonunda degil ayni zamanda RNA replikasyonunda da rol oynar. Enfekte
hiicrede, HDAg niikleusda yer almaktadir. Bu lokalizasyon replikasyondaki olasi rolii ile

uyumludur (18).

2.2. Hepatit D Viriisiiniin Replikasyonu

HDV hepatosit hiicrelerine girebilmek icin HBV’ye ait preS1 reseptoriine ihtiyag
duyar. Reseptore tutunan HDV hiicreye girer ve bunu zarfin soyulmasi izler. Delta
antijeninin biinyesinde bulunan g¢ekirdek yerlesim sinyali ile hiicre c¢ekirdegine dogru
ilerleme saglanmaktadir (19). Virlis replikasyonu sirasinda, enfekte hepatositlerde
genomik RNA (negatif polariteli), antigenomik RNA (pozitif polariteli) ve HDAg sentezi
icin gerekli olan ORF’yi igeren messenger RNA olarak da bilinen antigenomik polariteli
poliadenilat RNA olmak tizere 3 tiirde RNA meydana gelir (20). Cekirdek yerlesim sinyali
ile ¢ekirdege tasman genom burada replike olmaktadir. Viral genom negatif meyillidir ve
kalip olarak kullanilarak mRNA’nin sentezini saglar. Daha sonra bu mRNA’dan hem
HDAg, hem de viral genom sentezlenir.

HDYV birgok bitki viriisiiniin kullandig1 “double rolling circle” modeli olarak bilinen
yuvarlanan c¢ift cember replikasyon mekanizmasmi kullanmaktadir (21). Viral RNA
replikasyon oncesi daireseldir ve bazlarin %70°’1 esleserek comak sekline gelir. Bu ¢omak
iizerinde replikasyonu baslatma, bitirme ve poliadenilasyon sinyali iceren 6zgiil bolgeler

bulunmaktadir (Sekil 4).
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Sekil 4. HDV Replikasyonu (22).

Ayni1 zamanda ribozim gibi islev gorebilen viral genom, replikasyonu baslatma
bolgesinde kendi lizerine katlanarak 4 kollu bir yap1 olusturur. Bu kollardan biri enzim, bir
digeri substrat baglanma bdlgesi olarak islev gorerek replikasyonu saglar. Replikasyon
poliadenilasyon bdlgesine geldiginde sentezlenen zincir poliadenil kuyrugu kazanir ve
sentez devam ederken ayrilir. Olusan poliadenile, 800 bazlik mRNA HDAg’nin
sentezlenmesini saglar. HDAg’nini kodlayan mRNA’nin ayrilmasindan sonra sentez
devam eder ve 1,7 KB’lik bir zincir sentezlenir. Bu antigenom olarak da adlandirilan
pozitif iplik¢iktir. Antigenomun poliadenillenmesi ortamdaki HDAg ve comak benzeri
yapist nedeniyle engellenir. Antigenom sentezi ayrilma noktasinda sonlanir ve iki ucundan
kapanarak ¢embersel bir yap1 olusturur. Antigenom bu haliyle viral genom ig¢in kalip
olarak kullanilabilir. Viral genomun sentezi konak hiicre ¢ekirdeginde ve hiicresel RNA
polimeraz I enzimi kullanilarak gergeklesir. Bu sirada replikasyon dongiisii devam ederek
yeni mRNA ve antigenom sentezi yapilir. HDAg’1 kodlayan mRNA iki tip protein sentezi
yapar. Bunlar ayn1 kodondan sentezlenmeye baglayan biiyiik ve kiigiik HDAg’leridir. Viral
genom cekirdekte sentezlendikten sonra kiiciik (S) ve biiyik (L) HDAg ile birlikte
paketlenir. Golgi aygitindan gecerek HBsAg kilifin1 alr ve hiicreden salinir. Virus
cogaldig hiicreye sitopatik ve sitostatik etki yapmaz (23).



2.3. Epidemiyoloji

HDV enfeksiyonu diinya genelinde yaklasik 15 milyon insanin yakalandigi
disiiniilmektedir (24). HDV enfeksiyonu Hepatit B ve C’ ye gore daha seyrek goriilmesine
ragmen mortalite ve morbiditesi daha yiiksektir ve hastalarin karaciger sirozuna
yakalanmalar1 daha hizli ve daha siktir. Yine hepatoselliiler kanser insidansi yalniz Hepatit
B enfeksiyonuna yakalanan hastalara gore daha fazladir (25).

HDV’nin asil bulagma yolu parenteraldir ve 6zellikle de HDV koenfeksiyonu bu
sekilde gelismektedir. Seksiiel bulasma da olas1 yollardan biridir. Gelismemis veya az
gelismis bircok iilkede ise parenteral bulagsma ihtimalinin az olmasina ragmen yiiksek
HDV oranlar1 muhtemelen aile i¢i horizontal bulasimi diisiindiirmektedir. Delta
enfeksiyonu, IV uyusturucu kullananlarda daha sik goriilmekle beraber, HBV enfeksiyonu
icin gecerli olan tiim risk gruplarmi etkileyebilir (26).

HDV prevalansinin yiiksek oldugu bolgeler Italya, Dogu Avrupa’nm bazi bolgeleri,
Amazon bolgesi, Veneziiella, Kolombiya, baz1 Pasifik adalari, Pakistan ve Bat1 Asya’y1
icermektedir (27). Ayrica Japonya’nin Okinowa adasi, Cin’in bazi koyleri, Kuzey
Hindistan ve Arnavutluk’un giliney kesiminde de enfeksiyonun yeni bir tipi oldugu

belirlenmistir (28).
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Sekil 5. HDV nin diinya iizerinde yayilimi (29).



HDV siiper enfeksiyonu ¢ogunlukla Akdeniz cevresinde ve gelismis iilkelerde,
koenfeksiyonu ise gelismemis lilkelerde sik goriilmektedir. HDV endemik bir enfeksiyon
olmasina ragmen cocuklar ve geng eriskinlerde ani baslayan fulminan Hepatit seklinde
epidemilerine rastlanmaktadir. Intravendz ilag kullananlar ve hemodiyaliz hastalarinda

koenfeksiyon epidemileri rapor edilmistir (30).

Tablo 1. HDV epidemiyolojisinde endemisite dagilimi (31).

Endemisite Ulkeler Anti-Delta

HBsAg tasiyicilart | Kronik Hepatit B

Kenya, Nijerya, Amazon,
Yiiksek Veneziiella, Giiney Italya,
Romanya, Kolombiya >%20 >%60
Akdeniz tilkeleri, Nijerya

Somali, Uganda, Tiirkiye
Orta Bazi Ortadogu iilkeleri %10-19 %30-60
Bat1 Avrupa, Kuzey Amerika

Avustralya, Giiney Afrika,
Diisiik Etiyopya %3-9 %10-25
Uruguay, Sili, Arjantin,

Cok diisiik | Peru, Dogu Amazon, %0-2 %10
Gliney Brezilya

Ulkemizdeki ulusal HBV asilama calismalar1 sonunda HBV kontrol calismalarma
paralel olarak HDV prevalansinda yillar iginde azalma gdzlenmektedir (32). Okten ve
arkadaslarmin ¢alismalar1 da bu sonucu desteklemektedir. Istanbul Universitesi Tip

Fakiiltesi Gastroenterohepatoloji Bilim Dal1 polikliniginde yapilmis ¢aligmalarinin verileri



degerlendirildiginde 1991-1994, 1995-1997, 1998-2001 ve 2002- 2005 yillar1 arasindaki
kronik Hepatitlerin sirasiyla %7.6, %5.1,%3 ve %4.8’in1 HDV’ ye bagh Hepatitlerin
olusturdugu goriilmektedir (33). Benzer bi¢cimde 1994-2000 ve 2002-2005 yillar:
arasindaki HSK olgularinin da sirastyla %12 ve %6,8’inin HDV’ ye bagh karsinomlar
oldugu dikkati cekmektedir. Dikkat edilecegi ilizere, yillar icerisinde HDV’ ye bagh kronik
Hepatit ve HSK prevalansinda belirgin azalma mevcuttur. Ayrica 2002-2005 yillar
arasinda tetkik ve tedavi edilen toplam 381 karaciger sirozlu olgunun %18’ini HDV’ye

bagli karaciger sirozlu hastalar olusturmaktadir (32).

2.4. Patogenez

HDV’nin ¢ogalabildigi tek organ karacigerdir. Karacigerde hepatoselliiler nekroz
ve inflamasyonla kendini gosterir ve akut veya kronik Hepatite neden olur. Histolojik
olarak diger Hepatitlerden ayrilmayan bu tablo daha agir olabilir (23).

Hepatit D’de immiinopatogenezin ¢ok dnemli bir rol oynamasi olasidir. Akut HDV
enfeksiyonu esnasinda, hastalik gecici olarak gelisen immiin yanit ve ayni anda HDV
seviyesindeki diisiis ile iliskilidir. Kronik Hepatit D'deki klasik nekroinflamatuvar
hastaligin varligi da immiinopatogenezin major roli ile uyumludur. Buna karsin, Hepatit
D'de immiinopatogenezin HBV antijenlerine, HDAg' ye veya her ikisine birden kars1
olusan bir yanit ile olup olmadig1 halen agiklanamamistir. Transplantasyonlar esnasinda
elde edilen deneyimler, karacigerde HBV antijenlerinin yeniden ortaya cikisina kadar
nekroinflamasyon bulunmamasi, HBV-iliskili immiinopatogenezin daha etkin oldugunu
gostermektedir (33).

HDV enfeksiyonunun patogenezi tam olarak ag¢iklanamamistir. HDV’nin direk
sitopatik etkili oldugunu bildiren ¢alismalar vardwr. HDV’nin kiigiik ve biiylik
proteinlerinin deneysel modellerde infekte hiicrelerdeki ekspresyonu, biiyiime potansiyelini
azaltmis veya toksisiteye neden olmustur. Kii¢lik proteininin avian hiicrelerinde eksprese
oldugunda ise anlamli olarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Bununla birlikte HDV ile
infekte insanlarin hepatositlerinde, transgenik fare modellerinde ve sadece Delta antijeni
eksprese eden dokularda HDV varligina ragmen karaciger hasar1 saptanmadigini
dolayisiyla sitopatik olmadigini bildiren c¢alismalar da mevcuttur (34,35). Buna karsilik
daha sik olarak delta Hepatit enfeksiyonuna nekroinflamasyon eslik etmektedir ki bu
durumda delta Hepatit'e baglh Hepatit gelisiminde immiin sistemin roliini
disiindiirmektedir. Kronik Hepatit delta enfeksiyonuna cesitli otoantikorlar eslik
edebilmektedir, bunlardan en spesifigi 'liver-kidney' antikorlarinin (LKM antikoru, tip 3)
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eslik ettigi kronik delta Hepatitlerdir. LKM ve diger otoantikorlarm kronik delta
Hepatitindeki patogenetik rolleri ise bilinmemektedir (36).

HDV antijenlerini kodlayan dizilerdeki 6zellikle B ve T hiicre epitoplarindaki
genetik rekombinasyon viriisiin evoliisyonunda ve farklilasmasinda Onemli rol
oynamaktadir. Nitekim akut alevlenme sonrasi S-HDAg’nin B hiicre epitoplarinda
aminoasit degisiklikleri sonucu meydana gelmis yeni dominant epitoplar saptanmistir. Bu
degisiklikler sonucu konagin immiin yanitindan ka¢gmasini saglayan kagak mutasyonlar
meydana gelebilecegi bildirilmistir. Ayrica bir¢ok persistan viral enfeksiyonda saptanmis
defektif viriisler, kronik HDV enfeksiyonlu hastalarda da saptanmistir. Bu parametrelerin

HDV’nin patogenezinde ve kroniklesmesinde etkili oldugu diistiniilmektedir (37).

2.5. Laboratuvar Tanis1

HDV’nin tanisi, karaciger biyopsi oOrneklerinde direk immiinofloresans yada
immiinoperoksidaz yontemleriyle veya serumda RIA ya da EIA yontemleriyle viral
antijenin (HDAg) gosterilmesi esasina dayanir. Fakat ¢ok daha pratik olmasi ve invazif
girisim gerektirmemesi agisindan yaygin olarak kullanilan yontem, serumda anti-HDV
total, IgG ve IgM antikorlarinin EIA yOdntemi ile saptanmasidir (38).

Kronik HDV enfeksiyonunun tanisi i¢in serolojik ve virolojik testlerden
faydalanilir. Serum HDV-RNA ilk olarak pozitiflesen testtir. PCR ile tespiti akut
enfeksiyonun yani swra devam eden HDV enfeksiyonunun da en iyi gdostergesidir.
Sensitivitesi 10-100 kopya/mL dolaylarindadir. Laboratuvar uygulamasinda genetik
heterojenite nedeniyle en ¢ok korunan bdlge olan HDAg geninin C-terminaline spesifik
primer kullanilmaktadir. Ayrica, hibridizasyona gore 10 kat daha duyarli olan RT-PCR’de
kullanilmakta olup, en giivenilir yontem olma 6zelligine sahiptir (5). Buna gére PCR’ nin,
northern blot hibridizasyon yontemine goére 10.000 kat daha duyarli bir yontem oldugu
rapor edilmistir (39).

Serumda anti-delta antikorlari, IgG ve IgM smnifi anti-HDV antikorlarmdan olusur.
Primer HDV enfeksiyonunu gdstermede en onemli tan1 yontemidir. Anti-delta [gM akut
enfeksiyonu takiben bir ay icerisinde serumda RIA ve ELISA yontemleri ile
saptanabilmektedir. Daha sonra anti-delta 1gG ortaya c¢ikar ve en az alt1 ay pozitif kalir.
Kroniklesme durumunda yiiksek titrede total anti-HDV (¢ogunlugu anti-delta 1gG) varligi
mevcuttur. HDVAg, gec inkiibasyon ve erken prodromal donemde serumda kisa siirede
saptanabilir. Dokuda immiinfloresan veya immiinperoksidaz boyama ydntemleri

kullanilarak tespit edilebilmektedir. HDV Ag ayrica, serumda ELISA ve RIA yontemleriyle
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incelenebilir. Ancak serumda HDV’ ye karsi gelisen yiiksek antikor titresine bagl
immiinkompleks halinde antijen sekestrasyonu nedeniyle saglikli ve tam sonug
almamamaktadir. Serum Ornegindeki antikordan etkilenmeyen immiinblot yontemiyle
HDVAg direk olarak tespit edilebilir. HDVAg, en giivenilir yontemdir.

Total anti-HDV titresinin EIA ve RIA ile 1/100 {izerinde pozitif olmasi kronik delta

Hepatitini diistindiirmelidir (5).

Tablo 2. HDV enfeksiyonu tanisinda serolojik ve histolojik belirtecler (40).

BELIRTEC YONTEM OZELLIK
SERUM
Total anti-HDV Immunoassay Koenfeksiyon ve siiperenfeksiyonda
pozitif aktif enfeksiyonda titresi yiiksek
[gM anti HDV Immunoassay Akut ve kronik enfeksiyonda pozitif
aktif enfeksiyonda titresi yiiksek
HDV RNA Northern Blot Aktif HDV replikasyonunu bildirir
RT-PCR En duyarli test 10-100 kopya
HDAg Immunoassay Kronik enfeksiyonda immiin kompleks ile
maskelenir
Western Blot Aktif HDV replikasyonunu bildirir,
arastirma amagcl kullanilir
HBsAg Immunoassay Genellikle pozitif
[gM anti-HBc Immunoassay Koenfeksiyonda pozitif
KARACIGER
HDV RNA Nothern Blot Aktif replikasyonu bildirir, arastirma
amach kullanilir
HDAg Western Blot Aktif replikasyonu bildirir, aragtirma
amach kullanilir
Immuno-staining Aktif  replikasyonu  bildirir,  klasik
standarttir
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Anti-HDV IgM etkenin alinmasindan sonra 1 ay i¢inde serumda RIA veya ELISA
ile saptanabilir. 2-4 hafta i¢inde kaybolur ve anti-HDV IgG antikorlar1 ortaya ¢ikar. IgG, 6
ay pozitifligini korur. IgM tiirii antikorlarin devami kronik enfeksiyona ge¢isin isaretidir.

Molekiiler yontemlerle viremi esnasinda HDV RNA saptamak miimkiindiir. Bu
degerli bir gostergedir ve HDV Ag ile genellikle paralellik gosterir. Anti HBc IgM ve anti-
Delta antikorlarmin birlikte gosterilmesi koenfeksiyon tanismi koydurur. Ancak
Stiperenfeksiyon tablosunda HBsAg’it HDVAg ve HDV RNA’s1 ile birliktedir. Anti-Delta,
anti-HDV IgM ve anti-HDV IgG antikorlar1 da pozitif olarak saptanir (41). HDV serolojisi

ve yorumlari ile ilgili ayrintili bilgi tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. HDV’nin serolojisi ve molekiiler sonu¢larinin degerlendirilmesi (42)

KLINIK | HBsAg | AntiHBcIgM | HDVAg | HDV | AntiHDVIgM | Total YORUM
RNA HDV
Akut Koenfeksiyon
) +/- + + + + +
Hepatit
Akut Siiperenfeksiyon
_ + - + + + +
Hepatit
Kronik Kronik HBV-
. + - +/- + + +
Hepatit HDV

Akut veya kronik HDV enfeksiyonunda immunoblot yontemi ile hasta serumunda
HDAg saptanabilir ve bu yontem enzim immunassay’den daha duyarlidw. HDAg’nin
Western Blot ile analizinde viral proteinler izole edilir ve poliakrilamid jel elektoforezi
yapilir, ardindan nitroseliiloz membrana aktarilir. Nitroselilloz membranda HDAg, anti-
HDV primer-antikor ile reaksiyon verebilir, daha sonra immuno-peroksidaz ya da
kemiliiminesans bir ajan ile isaretli sekonder bir antikor bu yapiya baglanir ve HDAg renk
degisimi veya 1s1ma ile membranda belirlenebilir. Bu yontem kullanilarak kronik Hepatit D

hastalarinin %70’inde HDAg’nin saptanabildigi bildirilmistir (38).
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Ozet olarak HDV enfeksiyonlarmin tanisinda belli basli 4 yontem kullanilir bunlar séyle
stralanabilir:
e Serumda Hepatit Delta antijenine kars1 gelisen antikorlarin saptanmasi.
e Serumda HDV RNA’nm molekiiler yontemler ile gosterilmesi.
e Fikse karaciger dokusunda direkt in-situ hibridizasyon yontemiyle HDV
RNA’nin saptanmasi.
e Biyopsi ile alinan karaciger dokusunda immunohistokimyasal teknikler

kullanilarak Hepatit Delta antijeninin gosterilmesi (43).

2.5.1. PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen bir DNA bdlgesinin in vitro
olarak ¢ogaltilmasin1 saglayan ve DNA molekiiliiniin milyonlarca, hatta milyarlarca
kopyasmni kisa zamanda yapmaya olanak saglayan bir yontemdir. Polimeraz zincir
reaksiyonunu Kary Mullis bulmustur ve bu sayede 1993 yilinda Nobel Kimya Odiilii’nii
kazanmistir. PCR’nin prensibi tekrarlanan {ic basamaga dayanir (44) (Sekil 6).

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

_ 'L wm 0 0‘m .nh ( Step 1 : denaturatiang:

1 minut 94 °C
- I LIRLERLL

Step 2 : annealing
45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers !!!

' Step 3 : extension

| I [T I I [TTITTTT 3
i N f e 3 LU UL [ LT 5
E- | l . - - l - ] | ‘\ - £
I . S| B e - MIN T 2 minutes 72 °C
3 WI’]"[['[HT’F = | | ~ k only dNTP's
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CAndy Vierstrasie §199%9)

Sekil 6. PCR calisma prensibi
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A. Denatiirasyon

Bu basamakta PCR reaksiyonu i¢inde yer alan c¢ift zincirli kalip DNA’nin
birbirinden ayrilmasi saglanir. Genelde 94-95°C’de 0.5-2 dakika denatiirasyon yeterlidir.
Alternatif olarak denatiirasyonu kolaylastirmak i¢in reaksiyona gliserol, dimetilsiilfoksid
(DMSO) ve formamid gibi kimyasallar eklenebilir.

B. Primerlerin baglanmasi (annealing)

Bu basamakta birbirinden ayrilmis DNA zincirlerine primerlerin 55-60°C’de
baglanmas1 gergeklestirilir. Optimal “annealing” sicakligt Tm (melting temperature)
derecesinden 5°C daha dusiiktiir. 0.5-2 dakika “annealing” icin yeterlidir. Eger spesifik
olmayan PCR f{iriinleri elde ediliyorsa her defasinda “annealing” derecesi 1-2°C artirilarak
optimize edilebilir.

C. Zincir uzamasi polimerizasyon (extention):

Zincir uzamasit taq DNA polimerazin aktivitesinin en yiiksek oldugu 70-75°C
arasinda gerceklestirilir. 2 kb’ye kadar olan PCR iiriinlerinin olusturulmasi i¢in bir dakika
siire yeterlidir. Daha uzun DNA fragmanlarinin ¢ogaltilabilmesi i¢in bu siireye her kb i¢in
bir dakika eklenmelidir.

Dongii sayisi: Kalip DNA miktar1 10 kopyadan az ise 40 dongii uygulanabilir. DNA
miktarmnin yiiksek oldugu durumlarda 25-35 dongii aras1 se¢ilmelidir (44).

2.5.2 Real time PCR

Real time PCR, nukleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artig gésteren
foloresan sinyalin dl¢iilmesiyle template miktarmni kisa surede, kantitatif olarak saptayan
spesifik, duyarl bir PCR yontemidir. PCR’1n her dongiisiinde, reaksiyon sirasindaki
amplikon iiretimini, floresan yayilimini indikator kullanarak goriintiiler. Real time PCR
kantitasyonu, “in house” PCR’ da {iriinii goriintiilemek i¢in uygulanan PCR sonrasi
islemleri ortadan kaldirir (sekil 7). Bu da daha duyarli sonuglarin elde dilmesine olanak
saglarken, ayn1 zamanda kontaminasyon riskini azaltir ve potansiyel hata kaynagi olan
PCR sonrasi iglemleri elimine eder (45).

Gercek zamanli PCR’1 klasik PCR’dan aywran en onemli 6zellik, niikleik asit
amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresans sinyalinin Olgiilmesiyle
kantitatif sonu¢ alinmasi ve viremiyi goOstermesi spesifik tedavi secenegine olanak
saglamaktadir. Ayni1 zamanda hizli tan1 saglamasi ve tiipler agilmadan testin tamamlanmasi
nedeniyle kontaminasyon riskini azaltan ve yanlis pozitif sonuglarin ortaya c¢ikmasini

engelleyen bir yontemdir (46).

15



2.6. Klinik

HDV enfeksiyonu klinik seyri agisindan degiskendir, ancak diger viral Hepatitlerle
karsilagtirdigimizda, genellikle daha siddetli oldugu goriilmektedir. Pre-ikterik donem; 2-
12 hafta arasinda degisen inkiibasyon doneminden sonra baslamakta, istahsizlik, halsizlik,
letarji, bulant1 gibi nonspesifik klinik belirtiler igermekte ve iig-yedi giin devan etmektedir.
Pre-ikterik donemde Hepatit gostergesi olarak degerlendirilen biyokimyasal testlerde bazi
degerler (ALT ve AST gibi) artmaktadir. Viral replikasyon genellikle bu dénemde
azalmaktadir (47,48,49).

Ikterik donemin baslangicinda sarilik goriilebilir. Hastada bulanti ve halsizlik
devam etmektedir. Serumda bilirubin seviyesi yiikselir. Karacigerin bilirubini konjuge
edebilme ve atabilme kabiliyetinin azalmasinin bir belirtisi olarak ayni donemde kil
renginde digki ve koyu idrar goriiliir. Klinik hastaligin daha agir durumunda viral
replikasyonun belirteclerinin diizeyinde bir miktar azalma oldugu goriiliir. Akut, kendi
kendisini sinirlayan enfeksiyonlu hastalarda klinik semptomlarin azalmasiyla konvelasan
donem baslamaktadir. Istahsizlik ve bulanti nispeten erken donemde goriiliir, ancak
halsizlik ve letarji aylarca kalic1 olabilir. Akut viral Hepatitin nadir bir sonucu olarak
fulminant Hepatit, akut hastalifin daha agir formu olup viral Hepatitin diger tiplerine gore
tip D Hepatitte yaklasik 10 kat fazla goriilmektedir. Bu formda konsantrasyon gii¢ligt,
konfiizyon, uykuya egilim, kisilik degisikligi gibi Hepatit ensefalopati bulgulari, agir
olgularda ise anormal davraniglar, somnolans ve koma izlenir. Sarilik ¢ok ileri diizeyde
olabilir. Serum ALT ve AST degerleri, masif hepatik nekroz sonucu canli hepatositlerin
azalmasina bagli olarak diisebilir. Fulminant Hepatitte mortalite, yaklasik %80°dir.
Fulminant Hepatit, ortotopik karaciger transplantasyonu i¢in bir indikasyondur. Kronik
viral Hepatit, Hepatit D hastaliginin sik bir sonucudur. Semptomlar, siklikla daha hafif
olmak {izere, akut Hepatit tablosundaki gibidir. Serum ALT ve AST diizeyleri
yiikselmistir. Ancak serum bilirubin ve albumin diizeyleri ile protrombin zamani
normaldir. Kronik tip D Hepatitli hastalarin yaklasik %60-70° inde siroz gelisir. Bu oran,
tip B ve C Hepatitlerindeki siroz gelisimine gore yaklasik tli¢ kat daha yiiksektir. Hastalarin
biiyiik ¢ogunlugu siroz ve karaciger yetmezliginden kaybedilir (47).
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Enfeksiyonun ii¢ klinik formu tanimlanmustir:
1. Akut HDV koenfeksiyonu: HBV ve HDV’nin ayni anda alinmasi ile gelisen
enfeksiyon olup %5 kroniklesir.
2. Akut HDV siiperenfeksiyonu: Kronik HBsAg tasiyicilarinda HDV’nin sonradan
almmasiyla olusup %70 kroniklesir.
3. Kronik HDV enfeksiyonu: Altta yatan HBV enfeksiyonu genellikle imnaktif olup,
anti-HDV titresi yiiksektir. %60-70 siroz gelisir (50,51).

2.6.1. Koenfeksiyon

Akut Hepatitis B'den doruk aminotransferaz yiliksekliginin bifazik olmasi ile ayirt
edilebilir. Koenfeksiyonda Hepatit B viriisii gegici bir siire kanda bulunur; delta viriisti de
bu duruma eslik eder. Bu nedenle kroniklesme istisnadir. Genelde akut delta
koenfeksiyonu karacigerde bir sekel birakmaksizin sifa ile diizelir. Buna karsilik delta
koenfeksiyonunda fulminan Hepatit gelisme riski tek basina akut Hepatit B'ye gore fazladir

(36), (Sekil 8).

HBV - HDV Coinfection
Typical Serologic Course
Symptoms

ALT Elevated

anti-HBs
IgM anti-HDV -

\\ /

\j \\\Total — Y

f———

Time after Exposure

Sekil 7. HBV-HDV koenfeksiyonun serolojik bulgulari
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2.6.2. Siiperenfeksiyon
Hastalarin en az %90'mda kronik Hepatit'e ve siroza gidis vardir. Nadiren delta
Hepatiti siiperenfeksiyonu kroniklesmez ve HDV ve Hepatit B viriisii atilir. Kronik delta
Hepatit'i klinik olarak diger kronik viral Hepatit'lerden ayirdedilemez, yani kronik delta
Hepatit'in klinik 6zellikleri non-spesifiktir. Bununla birlikte kronik delta Hepatit su
durumlarda akla gelmelidir:
e anti HBe (+), HBV DNA (-) kronik B Hepatit;
e Hepatit B enfeksiyonlu bir hastada gozlenen hastalik aktivasyonu;

e hizli seyreden, kisa surede siroz gelisen Hepatit B vakalar1 (52), (Sekil 9).

HBV - HDV Superinfection

Typical Serologic Course
aundice”

Total anti-HDV

IgM anti-HDV

Time after Exposure

Sekil 8. HBV-HDYV Siiperenfeksiyon serolojik bulgulari
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Koinfeksiyon Siiperinfeksiyon

x/¢“\ A//¢ A

Fulminan Iyilesme Kroniklesme Kroniklesme Iyilesme Fulminan
% 2-20 % 90-95 % 2-7 % 70-95 % 5-10 % 10-20
"y L
A A
Siroz % 70-80
Hepatoselliiler % ?
Karsinom

Sekil 9. HDV Enfeksiyonunda Klinik Gelisim (53)

Kronik viral Hepatit, HDV enfeksiyonunun en sik goriilen klinik seklidir.
Stiperenfeksiyon sonrasi hastalarda siklikla kronik HDV enfeksiyonu gelisir. Diger kronik
Hepatitlerin aksine, genellikle klinik olarak belirgin bir akut enfeksiyonla birlikte baslar.
Semptomlar akut Hepatitte goriilenlere benzerdir, ancak daha hafif seyreder. Serum ALT
ve AST diizeyleri yiiksektir, ancak siroz gelisiminden dnce serum bilirubin ve albumin
diizeyi ile protrombin zamani normal olabilir. Kronik delta Hepatitine 6zgii spesifik bulgu
yoktur. Hastalarda siklikla halsizlik, yorgunluk, eklem agris1 ve sag hipokondriumda karin

agris1 yakinmalarina rastlanir (54).

2.7. Tedavi ve korunma

HDYV enfeksiyonunun etkili bir tedavisi yoktur. Kronik delta Hepatiti’nin hizli seyri
ve virilisiin benzersiz yapisi, antiviral tedavi segenekleri zora sokmaktadir. HDV’nin,

Hepatit B wviriisiin yardime1 fonksiyonunun varliginda enfeksiyon yapabildiginden,

HBV’ye doniik tedavi rejimlerinin yararli olabilecegi diistiniilebilir (55).
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HDV enfeksiyonu genelde daha agir karaciger hastaligi tablolar1 ile karsimiza
¢ikmasina ragmen tedavi olanaklarmin son derece sinirli oldugu bir hastaliktir. Onceki
donemlerde denenmis olan steroid + azathiopirine kombinasyonu ve Ribavirin etkili
bulunmamistir. Acyclovir'in etkili olmadig1 gdsterilmis, bunun da 6tesinde hepatositlerde
HDV replikasyonunu artirdig1 seklinde paradoksal bulgularla dahi karsilasilmistir. Kronik
Delta Hepatiti tedavisindeki iimit verici ilk sonuglar, interferon-a kullanimma iliskin
calismalardan elde edilmistir ve bu gilin i¢in gegerli olan tek tedavi alternatifi olma
ozelligini korumaktadir (56).

Hepatit D Virlisii enfeksiyonunun, diger viral hastaliklarin ¢ogunda oldugu gibi
radikal tedavisi olmadigindan korunma 6n plandadir. Iyi bir korunma igin hastaligin
epidemiyolojisinin iyi bilinmesi gereklidir (57). Korunma genel olarak HBV enfeksiyonu
gibidir. Saglikli insanlar veya HBV’li hasta yakmlarmmm HDV enfeksiyonuna karsi
korunmalarinda en etkili ve kesin yontem HBV asisidir. Bu nedenle as1 endikasyonu olan
biitiin hedef gruplar, 6zellikle HBV’li hasta esleri, aile liyeleri ve temas ettigi yakinlar

muhtemel HDV siiperenfeksiyonuna kars1 asilanmalidir (31).

3. MATERYAL VE METOD

Calismamizda 2010 yili icerisinde KSU Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesinin gesitli polikliniklerine bagvuran, Hepatit B ylizey antijeni (HBsAg) pozitif 84
bireyde, KSU Arastrma ve Uygulama Hastanesi immiinoloji Labortuvarinda, HDV
varhginm ELISA yontemiyle Anti-HDV IgM, Anti-HDV IgG c¢alisildi ve hasta
orneklerinin tamamma KSU Tip Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama Hastanesi
Mikrobiyoloji AD. PCR Laboratuvarinda molekiiler yontem ile HDV RNA caligilarak

sonuglar1 yorumlandi.

3.1. Anti- HDV IgM Delta Antikorlarinin Arastirilmasi

Total anti-Delta antikoru, KSU Arastirma ve Uygulama Hastanesi immiinoloji
Laboratuvarinda, EIA (Enzim Immiinasay ) ydntemi kullanilarak (Radim Via del Mare,
125-00040 Pomazia (Roma) Italia ) kiti ile ¢alisildi. Radim Anti- HDV IgM, rekabete
dayali bir EIA testidir.

HDAg ile kapli kuyucuklara serum ornekleri eklenir. Orneklerde anti-Delta

antikorlarmin bulunmasi1 durumunda kuyucuklardaki HDAg’lere baglanir. Daha sonra
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eklenen konjugatli anti-Delta antikorlar1 serbest kalir ve yikamayla uzaklastirilir. Test
edilen ornekler anti-Delta antikoru icermediginde ise HDAg’ler konjugath anti-Delta
antikorlarma baglanarak kuyucuklar mavi/yesil bir renk alir. Reaksiyon siilfiirik asit ile
durduruldugunda bu renk turuncuya doner. Anti-Delta antikoru pozitif 6rneklerde konjugat
baglanimi s6z konusu olmadigindan mavi renk olusumu yoktur. Bu durumda siilfiirik asit
eklendiginde sar1 renk olusur.

Kit icerigi:

1. HDAg ile kaplh kuyucuklarin yer aldig1 plak

2. Sample diliient

3. Negatif ve pozitif kontroller

4. Konjugat

5. Konsantre ve diliient substrat

6. Yikama ve stop soliisyonu

3.1.1 Anti- HDV IgG Delta Antikorlarimin Arastirilmasi

Anti-Delta 1gG antikoru, KSU Arastrma ve Uygulama Hastanesi Immiinoloji
Laboratuvarida, EIA (Enzim Immiin asay ) ydntemi kullanilarak ( Radim Via del Mare,
125-00040 Pomazia (Roma) Italia ) kitiyle ¢alisildi.

Radim anti-HDV IgG, rekabete dayali bir EIA testidir. HDAg ile kaplh
kuyucuklara serum &rnekleri eklendi. Orneklerde anti-Delta antikorlarinin bulunmasi
durumunda kuyucuklardaki HDAg’lere baglandi. Daha sonra eklenen konjugath anti-Delta
antikorlar1 serbest kaldi ve yikamayla uzaklastirildi. Test edilen Ornekler anti-Delta
antikoru igermediginde ise HDAg’ler konjugatli anti-Delta antikorlarina baglanarak
kuyucuklar mavi/yesil bir renk aldi. Reaksiyon siilfiirik asit ile durduruldugunda bu renk
turuncuya dondii. Anti-Delta antikoru pozitif 6rneklerde konjugat baglanimi s6z konusu
olmadigimdan mavi renk olusumu gozlenmedi. Bu durumda siilfiirik asit eklendiginde sar1

renk olusumu gozlendi.
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Kit icerigi:

1. HDAg ile kapl kuyucuklarin yer aldig: plak
2. Sample diliient

3. Negatif ve pozitif kontroller

4. Konjugat

5. Konsantre ve diliient substrat

6. Yikama ve stop soliisyonu

3.2. HDV RNA’nin Arastirilmasi

KSU Tip Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji AD. PCR
Laboratuvarinda HDV-RNA varlig1 ise Real-Time PCR (Rotor-Gene Q, QIAGEN in
Duesseldorf, Germany) yontemi ile arastirildi.

Baslangic miktarma gore olusan, son PCR f{iriiniinlin kantitasyonunun 6zgiin
oldugu, hassas ve diger metodlara gore daha kolay tespit edilebildigi bir yontemdir. Real-
time PCR de olusan fragmentin uzunlugu arastirilamaz, boylelikle DNA ve cDNA ayrimi
yapilmaz.

Real-time PCR bizi klasik PCR sonras1 yapilmasi zorunlu jel elektroforez gibi diger
degerlendirme caligmalarindan kurtarir. Real-time PCR sisteminin temelini floresan
tastyict molekiillerinin 1smanlarmin tespiti ve miktarmin belirlenmesi sistemine dayanir.
Sinyal artis1 PCR iirlinliniin artisiyla direk orantilidir. DNA amplifikasyonunu belirlemek

icin degisik floresan sistemler kullanilir (58).

3.2.1. HDV RNA Ekstraksiyonu (EZ1 Virus Mini Kit v2.0)

HDV RNA c¢alisilacak 84 hastanin dondurulmus kan numuneleri oda 1sisina

getirilerek ¢alistirilmaya hazir hale getirildi.
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3.2.2. EZ1 Virus Mini Kit v2.0 kit icerigi

Reagent Cartridges, Virus Mini v2.0
Disposable Tip Holders

Disposable Filter-Tips

Sample Tubes (2 ml)

Elution Tubes (1.5 ml)

Carrier RNA

Buffer AVE

Q-Card

Hlﬁlﬂm n

Sekil 10. Calisma diizenegi (59)

. 1k sira: EZ1 Viriis protokolde, eliisyon tiipleri (1,5 ml) yiiklendi.

. Ikinci sira: EZ1 Viriis protokolde, filtreli pipet uglar1 konuldu.

. Ugiincii sira: EZ1 Viriis protokolde, tiipler (1,5 ml) tasiyict RNA ve i¢ kontrol
(kullaniliyorsa) igeren tampon AVE burada yiiklendi.

. Dordiincii sira: EZ1 Viriis protokolde, numune tiipleri (2 ml) yiiklendi.
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5. Reaktif kartusu: kartus raf yiiklendi.

Her numune i¢in 3,6 mikrolitre ¢6ziinmiis tasiyict RNA igeren 60 mikrolitre ¢cozelti
hazirlayarak 1.5 ml tiip i¢erisine konulduktan sonra makinada {igiincii siraya yerlestirildi,
oda 1s1sma gelen numuneler 400 mikrolitre 2 ml numune tiipleri i¢cine kondu ve makinada
dordiincii siraya yerlestirildi ve makine calistirildi. Islem bittikten sonra elusyon tiiplerinde
HDV RNA ekstraksiyonu gerceklesmis oldu. Sonugta saflastirilmis, yliksek kaliteli viral
niikleik asit elde edildi.

3.2.3. Kantitatif HDV RNA Amplifikasyonu (Real-Time PCR)

3.2.3.1 Kitlerin ve Cahsilacak Numunelerin Hazirlanmasi

Kit Igerigi:

* HDV 06zel primer/probe mix (Kahve renkli kutu)

* HDV pozitif kontrol 6rnegi (Kirmizi renkli kutu)

* HDV RT primer mix (Yesil renkli kutu)

* Internal extraction kontrol RNA (mavi renkli kutu)

* Internal extraction control primer/probe mix

* endojen ACTB primer/probe mix

* Internal extraction kontro/HDV/ACTB RT primer mix
* RNase / DNAz ,(Susuz)

Sulandirma Protokolii:
Liyofilize seklinde gelen kitler asagida verilen miktarlar uygun sekilde sulandirilarak

kullanima hazirlandi.

1. HDV Primer/Probe mix 165 pl

Internal extraction control primer/probe mix 165 pl

Internal extraction control/Pathogen/ACTB RT primer mix 165 pl
Endogenous ACTB primer/probe mix 165 pl

Internal extraction control RNA 600 pl

A T

Positive Control Template 500 pl
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RT-PCR calisilmak i{izere numuneler ependorf tiipiinde asagida verilen prosediirlere gore

hazirlandi.

Her calisilacak RNA oOrnekleri i¢in asagidaki prosediire gore bir reaksiyon karigimi

hazirlandi.

5 x Precision OneStepTM qRT-PCR MasterMix 10 pl

HDV Primer/Probe mix (BROWN) 1 pul

Internal extraction control primer/probe mix (BROWN) 0.5 ul
RNA sample 10 pl

RNAse/DNAse free water (WHITE) 13.5 pl

Final Volume 50 pl

Her RNA 06rnegi i¢cin bir endojen asagidaki prosediire gére ACTB kontrol reaksiyonu

hazirlandi.

2 x Precision OneStepTM qRT-PCR MasterMix 10 pl
Endogenous ACTB primer/probe mix (BROWN) 1 pl
RNA sample X pl

RNAse/DNAse free water (WHITE) X pl

Final Volume 20 pl

3.2.3.2. Standart protokoliiniin hazirlanmasi

Her bir standart egri 6rnek i¢in bir reaksiyon karisimi asagidaki prosediire gore hazirlandi.

2 x PrecisionTM MasterMix 10 pl

HDV Primer/Probe mix (BROWN) 1 pul
RNAse/DNAse free water (WHITE) 4 ul
Final Volume 15 pl
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3.2.3.3.Pozitif kontroliin hazirlanmasi

e Tube 1 Positive control (RED) 2 x10 ° per pl

e Tube 2 2 x 10* per pl
e Tube 3 2x 107 per ul
e Tube 4 2x 102 per pl
e Tubes 20 per pl

e Tube6 2 perp

3.2.4. Amplifikasyon Protokolii

Hazirlanan numunelerin ependorf tiipleri ve kontrollerin ependorf tiipleri, Rotor-
Gene Real-time PCR cihazina yerlestirilerek cihaz calistirildi. Cihaz, amplifikasyon
islemini, tiretici firmanm verdigi degerler Ol¢iisiinde otomatik olarak taplo 5’te gdsterilen
sicaklik ve zamanda yapt1.

Aplikasyon sonuglarini; cihaza bagh bilgisayar yardimiyla, 6zel olarak hazirlanmis

yazilim araciligiyla otomatik olarak olusturan grafik ve nicel olarak 6grendik.

Tablo 5. Real-time PCR amplifikasyon protokolii (60)

Step Time Temp
Enzyme activation 10 mins 95.°C
Denaturation | 0s 95 C
DATA COLLECTION * 60s 60 °C
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4. Bulgular

Bu calismada KSU Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinin gesitli
polikliniklerine basvuran Hepatit B ylizey antijeni (HBsAg) ve HBV DNA’s1 pozitif 84
hastada; HDV ELISA yontemiyle Anti-HDV IgM, Anti-HDV IgG ve molekiiler yontemle
RT-PCR (HDV RNA) kullanilarak ¢alisma yapilmis olup sonuglar tablo 6’ da verilmistir.

Tablo 6. Hepatit D viriis serolojik ve molekiiler test sonuglari.

84 (HASTA) Pozitif Negatif
Anti-HDV IgM
. 4 (%4.76) 80 (%93.24)
(ELiSA)
Anti-HDV IgG
, 0 (%0) 84 (%100)
(ELiSA)
HDV RNA
0 (%0) 84 (%100)
(PCR)
HBV DNA
84 (%100) 0 (%0)
(PCR)

W pcr
m Anti-HDV IgM
m Anti-HDV IgG

pozitif hasatalar negatif hastar

Grafik 1. Hepatit D viriis ELISA ve molekiiler test sonuclari dagilimi
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Hepatit D viriis serolojik ve molekiiler test sonuglar1 ¢alisildi. HBsAg pozitif 84
hasta 6rneginin 4’iinde (%4.76) Anti-HDV IgM pozitif bulunmustur.
Calisilan bu hastalarin tamaminda HDV RNA c¢alisild1 ve sonuclar negatif olarak bulundu.
4.1. Istatistik Analiz

4.1.1. Spesifite ve sensitivite hesaplanmasi
Duyarlilik (Sensitivite) : Hastalik varken testin pozitif ¢ikma olasiligi
Ozgiilliik (Spesifite) : Hastalik yokken testin negatif ¢cikma olasilig1
Duyarlilik = GP / [GP + YN] = a/a+c

Ozgiillik = GN / [GN + YP]= d/d+b

Tablo 7. Spesifite ve sensitivite hesaplanma tablosu (61)

HASTALIK
VAR YOK
TEST T a GP YP b
- c YN GN d

Duyarlilik = GP / [GP + YN] = a/a+c (61)
Ozgiilliik = GN / [GN + YP]= d/d+b (61)

Tablo 8. ELISA testi icin Sonuclarin spesifite ve sensitivite hesaplanmasi

PCR TESTI
Hastalik
n _
ELISA testi i 0 4
- 0 84

Spesifite = GN / [GN + YP]= d/d+b

Spesifite = d/d+b

Spesifite = 84/88

Spesifite = %95.45

Altin standart PCR testi oldugundan ELISA testi igin spesifite hesab1 yapildi ve %95.45

bulundu. Gergek pozitif hasta olmadigi i¢in sensitivite hesaplanamadi.
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5.TARTISMA

HDYV yalniz HBV enfeksiyonu olan kisilerde hastalik olusturabilen, tek basina
patojen olmayan defektif bir RNA viriisiidiir. HDV’nin RNA genomu, insan1 enfekte eden
Hepatit viriislerinden en kiiciik genoma sahip olanmidir (9). HDV infeksiyonu 6zellikle
Balkan iilkeleri, eski Sovyet Cumhuriyetleri ve Tiirkiye olmak {izere tiim diinyada 6nemli
bir halk sagligi problemi olmay1 siirdiirmektedir (62). HDV hem akut hem de kronik
Hepatite neden olurken, olusturdugu klinik tablolar diger viruslara kiyasla daha agirdir.
HDYV infeksiyonunda fulminan seyir ve kroniklesme siktir (24).

HDV infeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda serolojik ve virolojik yontemlerden
yararlanilir. Delta Hepatitinin tanisi, karaciger biyopsi 6rneklerinde direk immiinofloresans
ya da immiinoperoksidaz yontemleriyle veya serumda RIA ya da EIA yontemleriyle viral
antijenin (HDAg) gosterilmesi esasina dayanir. Ancak cok daha pratik olmasi1 ve invazif
girisim gerektirmemesi agisindan yaygin olarak kullanilan yontem, serumda anti-HDV
total, IgG ve IgM antikorlarmin EIA ile saptanmasidir. Ozellikle kronik delta Hepatitinin
tanis1 ve takibinde en duyarh testin anti-HDV IgM oldugu, bunu HDV-RNA ve serum
HDAg’nin izledigi bildirilmektedir 38(38). Akut delta Hepatitinde viral replikasyonun
gostergesi olan serumda HDV-RNA’smin PCR ile saptanmasi viremin belirlenmesinde
biiylik 6nem tasimaktadir (63).

Bu calismada amacimiz, HBsAg’si pozitif c¢ikan hasta serumlarinda, HDV
pozitifliginin gdsterilmesi ve tanida ELISA ydntemi ile Real time PCR ydntemlerinin
karsilastirilmasidir. Calismada HBsAg pozitif ¢ikan 84 hasta serum 6rnegine anti-HDV
IgG ve anti-HDV IgM calisilmistir ve sonu¢ olarak HBsAg pozitif 84 serum 6rneginin
4’iinde (%4.76) Anti-HDV IgM pozitif bulunmustur. Calisilan bu hastalarin tamaminin
HDV RNA’s1 negatif ¢ikmistir. Literatiirde bizim calismamiza yakin caligmalar ve
sonuglar1 sdyledir:

Sakugawa ve arakadaslari, Japonya’a HDV enfeksiyonun prevalansini
hesaplamak icin yapitiklar calismada, 1994-95 yillarinda arasinda check-up yapilan
saglikli 2028 kisi incelenmis ve 195 (% 9,6) bireyde HBsAg pozitif bulunmustur. Bu
HBsAg pozitif bireyin, 46 (% 23,6)’inda HDV antikoru tespit edilmistir (64).

Viana ve arakaglar1 Bati1 Brezilya'min Amozon bolgesinde HBV ve HDV’nin
prevalansii belirlemek i¢cin 17 Subat ve 20 Temmuz 2002 tarihleri arasinda yaptiklar1

calismada HBV ve HDV belirtecleri ELISA yontemi ile analiz edilmistir. 2656 drnegin, 89
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(% 3.3)’unda HBsAg’i ve 1.628 (% 61.5)’inde Hepatit B kor antijenine kars1 IgG antikor
pozitifligi tespit edilmistir. HDV antikoru 47 olguda (% 1.8) tespit edilmistir. (65).

Roshandel ve arkadaslar1 Golestan eyaletinde yaptiklar1 ¢aligmada, 139 HBsAg
pozitif hasta; ELISA kitleri kullanilarak anti-HDV  antikor varligi acgisindan
degerlendirilmistir. 139 olgunun 8‘inde anti-HDV antikoru (%5.8) pozitif bulunmustur
(66).

Djebbi  ve arkadaslarinin Tunus’da Hepatit delta virlisii ile enfekte olmus
hastalarda serolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak HBsAg’i pozitif 215 hastada
yaptiklar1 caligmada, 24 hastada (% 11,1) delta antijeni ve 15 hastada da delta antikoru (%
6,9) pozitif olarak tespit edilmistir. HDV serolojisi pozitif olan bu hastalarin 21 tanesinde
de (% 53.8) HDV RNA pozitif bulunmustur (67).

Das ve arkadaslar1 Jinnah Postgraduate Tip Merkezinde yaptiklar1 calismada; 2007
yili Subat ve 2007 yili Temmuz aylar1 arasinda gastroenteroloji klinigine basvuran ve
HBsAg’si pozitif 73 hasta ¢alismaya dahil edilmistir. Bu hastalarin serum 6reneklerinden
23 tanesinde Anti-HDVpozitif bulunmus ve bu hastalarin da 15 tanesinde HDV-RNA
pozitifligi tespit edilmistir (68).

Nwokediuko ve arkadaslar1 Nijerya’da yaptiklar1 prospektif ve kesitsel ¢alismada
karaciger hastaligi ve Hepatit B ylizey antijeni (HBsAg) pozitif olan doksan alt1 hastanin
serumlarinin HDV antikor i¢in test edildigi ¢alismada; 12 hastada (%12.5) anti-HDV nin
pozitif oldugu gosterilmistir (69).

Alizadeh ve arkadaslar1 2002-2007 yillar1 arasinda Hamedan Eyaletinde Toplum
Saghig1 Merkezinde Kronik Hepatit B oldugu tespit edilen hastalar lizerinde yaptiklari
calismada; HBsAg pozitif 81 hastada ELISA ydntemiyle Anti-HDV IgG ve Anti-HDV
IgM arastirilmis ve 14 (% 17.3) hastada Anti-HDV IgG, ve bir hastada (% 1.2) Anti-HDV
[gM pozitif tespit edilmistir. Anti-HDV IgG pozitif ve negatif hastalarda kronik Hepatit B
siklig1 sirasiyla % 28.6 ve % 39.2 olarak rapor edilmistir (70).

Kore’de Kim ve arkadaslarimin yaptiklar: ¢calismada HBV ile kronik olarak enfekte
949 hasta caligmaya dahil edilmis, bu hastalar anti-HDV total i¢in test edilmistir. Sadece
ii¢ hastada, anti-HDV pozitif bulunmus olup bu yaklasik %0.32 oraninda tespit edilmistir.
Anti-HDV’si pozitif olan hastalarin sadece iki tanesinde, PCR’da HDV RNA amplifiye
edilebilmistir (71).
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Gené ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan ‘Isvigre'de Hepatit delta: sessiz
bir salgin’ isimli ¢alismada 1699 Hepatitli hastanin 101 tanesinin HDV ile ko-enfekte
oldugu ve bunlarin da 37’sinde HDV RNA’nin pozitif oldugu saptanmistir. Sonug olarak
bu ¢alismada HBsAg’si pozitif hastalarda Hepatit D prevalansi %5.9 olarak bildirilmistir
(72).

Shaikh ve arkadaslar1 Chandka Medical College Hastanesinde yaptiklar1 ¢calismada,
2003-2008 yillar1 arasinda karaciger hasari olan 774 yetiskin hasta serumunda, ELISA
yontemi kullanilarak delta antikor varligi arastirilmis ve sonug olarak 183 hastada (%23.6)
Anti-HDV pozitif bulunmustur (73)

Khan ve arkadaslarinin Pakistanda yaptiklar1 ¢alismada; HBsAg ylizey antijeni
pozitif 228 hasta da HBV DNA arastirlmis ve bu 6rneklerin 190°inda (% 83.3) HBV DNA
pozitif tespit edilmistir. HBV DNA’s1 pozitif bulunan 190 hastanin, HDV RNA’s1 RT-
PCR ile arastirilmis ve 53 hastada da (% 28) HDV-RNA pozitif bulunmustur. Bu
calismaya gore; Sindh, Khyber Pakhtoonkhaw ve Punjab sehirlerinde HDV prevelansi
strasiyla %67, %6 ve %#4 olarak bulunmustur (74).

Avrupa’da HIV ile enfekte kisilerde Hepatit delta enfeksiyonu varligini arastiran
Soriano ve arkadaslari, HIV ile enfekte hastalarda HBsAg’i pozitif 422 hastay1 calismaya
dahil etmislerdir. EIA yontemi ile Anti-HDV IgG degerlendirilmis ve sonugta 422 hastanin
61’inde (prevalans %14.5) anti-HDV IgG pozitif bulunmustur. Anti-HDV IgG pozitif
hastalarda real-time PCR yontemi kullanilarak HDV-RNA arasrilmis ve 53 (%87) hastada
HDV-RNA tespit edilmistir (75).

De Paschale ve arkadaslar1 Kuzey ltalya'da bir kentsel alanda Hepatit D viriisii
(HDV) enfeksiyonu epidemiyolojisini arastwrmislardir. Calismaya HBsAg’si pozitif olan
488 hasta dahil edilmistir. Sonu¢ olarak bu hastalarm 24’i (4.9%) anti-HDV pozitif
bulunmus ve bunlarin sadece bir tanesinde (0.2%) HDAg’1 pozitif bulunmustur (76).

Ulkemizde bu konuda ilk ¢alisma, Giirakar ve ark. tarafindan, kronik karaciger
hastalig1 olan bireylerde 1980°li yillarin basinda yapilmis ve bu bireylerde HDV
enfeksiyonu siklig1 %11 olarak bulunmustur (77).

Bozday1 ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, Ankara Yiiksek Ihtisas
Hastanesi Kan Bankasina kan bagisinda bulunan 850 dondrde HBV enfeksiyonu varlig: ile
ilgili olarak HBsAg calisiimis; HBsAg pozitif olgularda HDV enfeksiyonu gostergesi
olarak anti-HD (total:IgM + IgG) ETA yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. 850
olgunun 45'inde (% 5.29) HBsAg pozitif bulunmustur. HBsAg pozitif olgularda Anti-HD
pozitifligine rastlanmamistir (%0) (78).
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Aribas ve arkadaslar1 Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Enfeksiyon
Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji poliklinigine bagvuran ve bdliimde yatirilarak takip
edilen Hepatit B virus (HBV) enfeksiyonlu olgularda, HDV antikorunun arastirilmasi
amaciyla yaptiklar1 ¢alismada; 30 asemptomatik HBsAg tasiyicisi, 32 akut B Hepatitli ve
45 kronik B Hepatitli hastaya ait serum Orneklerinde, anti-HDV antikoru ELISA yontemi
ile arastirilmistir. Olgularin tamaminin serum Orneklerinde HBsAg, anti-HBclgM, anti-
HBclgG, HBeAg, anti-HBe, anti-HBs ve anti-HDV (total) ELISA yontemi ile bakilmistir.
Calismaya alman HBsAg pozitif toplam 107 olgunun 32 (% 29.9)’si akut Hepatit B, 45 (%
42.1)’1 kronik Hepatit B ve 30 (% 28.0)’u HBsAg tasiyicist iken bu olgularm 2’sinde (%
1.9) Anti-HDV antikoru pozitif bulunmustur. Anti-HDV pozitifliginin hasta gruplarma
dagilimina bakildiginda akut Hepatit B olgularinin higbirisinde delta antikor pozitifligi
saptanmazken, kronik Hepatit B olgularmin 1’inde (% 2.2) ve HBsAg tasiyicilarinin da
I’inde (% 3.3) delta antikor pozitifligi saptanmistir (79).

Ozekinci ve arkadaslarinin Dicle Universitesi T1p Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji laboratuvarinda yaptiklar1 ¢alismada, HBsAg pozitif 153 serum Ornegi
incelenmis ve bu Orneklerde anti-HDV IgG ve IgM pozitifligi mikroEIA yontemiyle
(Diapro, Diagnostic Bioprobes, Milano, Italy) ¢alisiimistir. HDV-RNA tespitinde real time
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi kullanilmistir. Calismanin sonucunda, 153
HBsAg pozitif 6rnegin 86’s1 (%56.2) HDV antikorlar1 yoniinden pozitif, 67’s1 (%43.8) ise
negatif bulunmustur. Anti-HDV pozitif 86 olgunun 35’inde sadece IgG, 11’inde sadece
IgM ve 40’1inda hem IgG hem de IgM pozitifligi mevcuttur. Serum 6rneklerinde HDV-
RNA pozitiflik orani ise %21.5 (33/153) olarak saptanmistir. HDV-RNA pozitif 6rneklerin
4’linde sadece IgG, 8’inde sadece IgM, 19’unda ise hem IgG hem de IgM pozitifligi
mevcuttur (80).

Cesur ve arkadaslarnin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar:
ve Klinik Bakteriyoloji Anabilim Dali’'nda 1990-2000 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢calismada
kronik Hepatit B tanisi ile izlenen 275 hastada anti-HDV (total) ve anti-HCV antikorlarinin
siklig1 arastirilmistir. Calisma 163 (%59.2) erkek ve 112 (%40.7) kadin olmak {izere
toplam 275 HBsAg pozitif hastada yapilmis ve sonu¢ olarak HBsAg tasiyicilarinin
%4.78’inde anti-HDV pozitifligi, %0.86’sinda ise anti-HCV pozitifliligi saptanmistir.
Kronik Hepatit B'li hastalarin ise %8.8’inde anti-HDV pozitifligi saptanirken, hi¢ birinde
anti-HCV pozitifligi saptanmamaistir (81).

Gebe popiilasyonunda Hepatit B, C, D virus infeksiyonu sikligini arastiran Karaca

ve arkaslar,, SSK Bezm-i Alem Valide Sultan Vakif Gureba Egitim Hastanesi Kadin
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Hastaliklar1 ve Dogum Klinigine antenatal takip amaciyla bagvuran 460 gebe kadinda
HBsAg ve anti-HCV pozitifligi degerlendirilmistir. HBsAg pozitif vakalarda anti delta
total antikoru (anti-HDV total) tetkik edilmis ve calisma kapsamina alinan 460 hastanin
sonuglar1 soyle bulunmustur: 22 (%4.7) gebede HBsAg, 6 (%1.3) gebede anti-HCV pozitif
saptanmistir. Anti-HCV pozitif 6 gebenin 3’tinde (%50) HCV-RNA pozitif, 3’iinde de
(%50) negatif tespit edilmistir. HBsAg pozitif 22 gebenin hicbirinde anti-HDV

seropozitifligi saptanmamaistir (82).

Tiirkdogan ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, Hepatit B viriis enfeksiyonun sik
goriiliigi Van yoresinde Hepatit B viriisiine bagli kronik Hepatit ve karaciger sirozlu
hastalarda Hepatit delta virlis enfeksiyonunun rolii ve epidemiyolojik 0Ozellikleri
arastirilmistir. HBV ve HDV enfeksiyonunun serolojik gostergeleri (HBsAg, HbeAg, Anti-
HBe ve Anti HDV total:IgM+IgG) ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. Bu ¢alismaya
361 hasta dahil edilmis ve sonug olarak; Hepatit delta virus enfeksiyonu, asemptomatik
Hepatit B viriis tasiyicilarinin %5’inde (7/138), kronik Hepatit B’li hastalarin %16’sinda
(24/148) ve HBV sirozlu hastalarin %45’ inde (34/75) tespit edilmistir (7).

Gidiictioglu ve arkadaslarmin Van Askeri Hastanesi’nde yaptiklar1 ¢aligmada
HBsAg’i pozitif 184 hasta serumunun 36’sinda (%19.5) Anti-HDV pozitifligi
saptamiglardir (83).

Iskender ve arkadaslar1 tarafindan Aralik 2004-Temmuz 2005 tarihleri arasinda
takip edilen Hepatit B enfeksiyonlu 86 hastada anti-HDV varlig1 ELISA (Abbott Axsym)
yontemiyle arastirilmistir. Calismaya alinan 86 hastanin 84’iinde (%97.67) anti-HDV
negatif, 2 (%2.33) hastada ise pozitif bulunmustur (84).

Dr. Mese yapmis oldugu uzmanlik ¢alismasinda Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Kan Bankasinda 2007 yilinin Ocak ve Subat aylarinda 4882 goniillii kan donérii taranmis
ve taramalar sonucunda 160 (%3.28) donérde HBsAg pozitif bulunmustur. HBsAg pozitif
160 serum Orneginin 14’tinde (%38.75) total anti-Delta antikoru pozitif bulunmustur. Total
anti-Delta antikoru pozitif bulunan 14 6rnegin sadece 2 (%14.29)’ sinde HDV RNA pozitif
olarak saptanmistir. Boylece tiim HBsAg pozitif dondrler arasinda HDV RNA
pozitifliginin %1.25 (2/160) oldugu belirlenmistir (85).

Koruk ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, kronik Hepatit B (KHB) enfeksiyonu
nedeniyle Harran Universitesi Arastrma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik

Mikrobiyoloji  Klinigi ile Pediatri Kliniginde takip edilen ¢ocuk hastalarin
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degerlendirilmesi yapilmistir. Ocak 2005-Aralik 2009 tarihleri arasinda bagvuran KHB
enfeksiyonu tanist almis 266 ¢ocuk hastanin demografik verileri ve laboratuar bulgulari
degerlendirilmis ve yapilan aile taramalarinda hastalarm %064.2'sinde ailede HBV
enfeksiyonu Oykiisii oldugu saptanmistir. Dort hastada da (%1.5) anti-HDV pozitifligi
bulunmustur (86).

Bahgecioglu ve arkadaslarmin Tiirkiye’nin dogusunda kronik Hepatit B
hastalarinda Hepatit delta virlisi (HDV) enfeksiyonu yaygmnligimi bulmak amaciyla
yaptiklar1 caligmaya kronik HBV ile enfekte 282 hasta dahil edilmistir. HDV varlig1 Anti-
HDV ile arastirilmis ve Anti-HDV pozitif hastalar daha sonra HDV RNA i¢in test edilmis
ve sonug olarak Anti-HDV pozitifligi (128/282) % 45.5 oraninda bulunmustur. Anti-HDV
pozitif 128 hastadan 116’s1t HDV RNA varligi yoniinden arastirildiginda ve % 56.9
(66/116) oraninda pozitif bulunmustur. Bdylece tiim calisma grubunda Kronik HDV
enfeksiyonu oraninin (66/282) % 23.4 oldugu saptanmustir (87).

Altinbas ve arkadaslar1 Digkap1 Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Hepatoloji poliklinigine Nisan 2009 -Subat 2011 tarihleri arasinda bagvuran HBsAg pozitif
hastalarda HDV siklig1 retrospektif olarak degerlendirmistir. Calismalarinin sonucunda,
348 hastanm 7’sinde (%2.0) anti-HDV pozitif bulunmus ancak bu hastalarin sadece 2
(%0.5) tanesinde HDV RNA pozitif tespit edilmistir (88).

ELISA yontemi 1960’11 yillarda radioimmunoassay yontemlerine alternatif
yontemler aranirken bulunmustur. 1960’11 yillardan giiniimiize kadar rutin kullanima
girmis ve diinyanm her tarafina yayilmistir. ELISA yénteminde kullanilan reaktiflerin uzun
omiirlii olmas1 ve atik maddeleri ile ilgili radyasyon tehlikesi olmamas1 nedeniyle hizli bir
sekilde RIA ydntemine gdre ¢okca tercih edilmeye baslanmustir. ELISA ydnteminin en
onemli avantajlarindan biri de tami laboratuvarlarinda az zamanda c¢ok sayida 6rnekle
calisma imkan1 saglamasidir. Bu testlerin kullanimiin artmasiyla paralel iiretimlerinin de
yayginlagsmasiyla maliyetlerinde de diisme olmustur. Bu nedenle birgok hastane ve
laboratuvarda giivenilir ve ekonomik sonuglar verdiginden sik olarak kullanilmaktadir.
Fakat ELISA kompleks bir teknik olmamasina ragmen bu teknikte bircok degisken kontrol
etmektedir. Kati1 faz, yikama islemleri, kullanilan enzim ve substratlarin se¢imi ve
etkinligi, reaksiyonlarin sonlandirilma zamani, kontrol edilmesi gereken degiskenlerdir.
ELISA’nin en 6nemli dezavantajmin birisi de sadece bir tek antijeni tespit edebilme

yeteneginde olmasidir. Bu gibi nedenlerden dolayr ELISA yiintemi hatali sonugclar

34



verebilmektedir. ELISA testi; HDV ile ilgili olmayan diger bazi proteinleri de HDV ye
0zgl antikorlar olarak taniyabilir. Bu durumda test sonucu pozitif ¢ikabilir. Bu duruma
yalanci pozitiflik denir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ELISA testi sonuglarmna gore dort
hastada Anti-HDV IgM pozitif ¢ikmistir fakat PCR yontemi ile yapilan ¢alismada bu
hastalarin HDV-RNA’s1 negatif olarak tespit edilmistir.

Geligsen diinya sartlarinda her gegen giin ELISA ydnteminin yerini daha yiiksek
spesifite ve sensitifiteye sahip olan basta PCR olmak iizere cesitli molekiiler yontemler
almaktadir. Enfeksiyon tanisinda, hastaya bulastan itibaren PCR yontemiyle enfeksiyonun
tanis1 i¢in gerekli siire ELISA ydntemiyle enfeksiyonun tanisi icin gerekli siireden daha
kisadir. PCR yontemi ile enfeksiyonun viral yiikiinii takip ederek enfeksiyonun durumu
hakkinda hekime bilgi verir fakat ELISA nm bdyle bir avantaji yoktur. PCR ydnteminde,
aranan mikroorganizmaya ait hedef gen bdlgesinin kisa oligoniikleotid parcalar1 ile
amplifikasyonu yapilmakta ve ¢ogaltilan DNA pargalar: ¢esitli sekillerde goriintiileyerek
kantitatif sonug vererek tespit etmekte ve giivenilir oldugu icin altin standart olarak kabul
edilmektedir.

Yaptigimiz calismada HDV antikorlar1 negatif tiim hastalarda HDV RNA’nin da
negatif olmast goz Oniinde bulundurulursa rutin tarama amagl islemlerde giivenilir bir
ELISA teknigi ile anti-HDV antikorunun arastirilmasinin da hastanin HDV viriisii ile
enfekte olup olmadigini belirlemede yeterli olacag diisiiniilebilir. Diger yandan anti-HDV
antikorlar1 pozitif tespit edilen serumlarin Oncelikle ELISA ile tekrar caligilmasi ve
hastaligin dogrulanmasi i¢gin HDV RNA testlerinin yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
ELISA ve PCR metotlarinin birlikte kullanilmasi pozitif sonuglarin dogrulanmasma ve
erken taniya yardimci olacaktir

Calismamizda 6nemli bir sonug ise ELISA ydntem ile pozitif ¢ikan hastalarda viral
replikasyonun gosterilememesidir ki bu durumda serolojik yontemlerin ne kadar giivenilir
oldugu konusunda akillarda soru isareti olusturmaktadir. ELISA ydntemin sensitivitesinde
problem yokken spesifitesinde yaklasik %5 gibi bir sapma olmasi bize yine ELISA
yonteminin bir tarama yontemi, molekiiler yontemlerin ise dogrulama testi olarak

kullaniminin dogru olacagini gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hepatit D viriisiiniin tanisi, HBsAg’ye eslik eden anti-HDV antikorlarinin varlig:
ile gergeklesir. Fakat bu taniya kesinlik katmak i¢cin molekiiler biyoloji teknikleri
(Northern-Blot hibridizasyonu; PCR) ile serumda HDV-RNA’nin veya immiinfloresan ya
da immiinperoksidaz boyamalar1 ile hepatositlerde HDV-antijeninin gosterilmesi gerekir.
HDV wvirtisiin tanisinda kullanilan ELISA kitleri ile anti-HDV-IgM ve HDVAg
gostergelerinin  arastirilmast maliyet agisindan Onemlidir ancak tedavinin seyrini
belirlemek ve kesin tani i¢in yeterli degildir.

HDV-RNA’nin hasta serumunda saptanmasi, delta Hepatitinin erken tanisi ve
tedaviye yanitin izlenmesinde olduk¢a 6nemli, spesifite ve sensitivitesi yiiksek ve invaziv
olmayan bir yontem oldugu i¢in diger tan1 yontemlerine gore avantajli duruma ge¢mistir.
HDV-RNA’sinin serumda 10-100 genomu saptayabilecek duyarliliktaki RT-PCR uyarinca
arastirilmasi, tiim diger tekniklerden daha kesin bir tani yontemi olarak ele alnabilir.
Dogru primerler kullanildiginda yalanci pozitifligi dnleyerek gercek viral replikasyonu
gosterir. Tedaviye bir diger katkis1 da kronik HDV enfeksiyonunun tedavisinin izlenmesi
ve viremiyi gostermesidir.

HBsAg pozitif saptanan hastalarin ayn1 zamanda HDV enfeksiyonu yoniinden de
arastirilmasi uygun olacaktir. Boylece HDV ile enfekte vakalarin daha erken taninmasi
saglanabilir. Bu hastalarda serum &rneklerinde ELISA yontemi kullanilabilir, fakat anti-
Delta antikorunun saptanmasi giivenli bir tami icin yeterli olmayabilir. Yaptigimiz
calismaya gore ELISA ydntemininin spesifitesinde az da olsa sapma oldugu i¢in hastalara
kesin tan1 koymak i¢in ve viremiyi 6lgmek i¢in, oldukca duyarl bir yontem olan real-time
PCR yontemi kullanilarak serumda HDV RNA’nin saptanmasiyla dogrulamak gerektigi
kanaatindeyiz.

HBsAg tasiciligiyla birlikte olabilecek HDV infeksiyonlarma dogru tani konulmasi
ve viral replikasyonun gosterilmesi, bulasin 6nlenmesi ile birlikte anti viral tedavinin
baslanmasini ve izlenmesini boylece HDV’ye bagl gelisebilecek karaciger hasarmnin
onlenmesini saglayacaktir. Ulkemizde yiiksek maliyet gerektiren molekiiler tekniklerin
rutin kullaniommda “maliyet-yararlilik degerlendirmeleri” ayrica tartisilmasi: gereken bir

konudur.

HDYV enfeksiyonu, bir ¢cok viral enfeksiyon gibi spesifik bir tedavisi olmadigi i¢in

hastaligin yayilmasmi onlemek i¢in koruma ilk yapilacaklarin basinda yer almaktadir.
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HBsAg pozitif veya anti-HBc' li her kisi anti-HDV IgG antikoru igin test olmalidir,
ozellikle yiiksek risk grubunda olan bireyler (intravendz uyusturucu kullananlar ve
endemik bolgelerden go¢ eden kisiler) test olmalidir.

Ulkemizde tiim yeni dogan bebeklere Hepatit B asis1 yapildigindan Hepatit B’ye
kars1 immiin yanit gelisecegi i¢in Hepatit B’nin gelecekte Onemli olgiide bir sorun
olmaktan ¢ikacagi diistiniilmektedir. Akut HBV, kronik HBV ve HBV tasiyicis1 hastalarin
yakinlarma HBV asis1 yapilarak HBV enfeksiyonunun yayilmasi 6nlenecek dolayli olarak
da HDV enfeksiyonunun yayilmasi da 6nlenmis olacaktir.

Tiirkiyede’de tiim HBV tasiyicilarinda, HDV enfeksiyonunun giincel sikligini
ortaya koymak i¢in projelerle desteklenen ileriye yonelik ¢alismalar yapilmalidir. HDV
enfeksiyonu prevelansinin siirekli takip edilerek gerekli 6nlemlerin alinmasi gerektigini

disiinmekteyiz.
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