
G‹R‹fi
Hepatit D virusu (HDV), sadece hepatit B virus
(HBV) infeksiyonu olan kişilerde hastalık yapabi-
len, tek başına patojen olmayan defektif bir RNA
virusudur. HDV’nin RNA genomu, insan hepatit
viruslarından en küçük genoma sahip olanıdır ve
1700 baz çifti içerir (1). HDV’nin yüzeyel protein-
leri HBV’nin yüzey antijeni tarafından oluşturul-
maktadır. Üç genotipi vardır: I, II ve III. Genotip-
ler coğrafi bölgelere göre farklılık gösterir (2).
Dünyada en yaygın olanı genotip I’dir. Bu çalış-
madaki amaç; kendi vakalarımızdaki HDV geno-
tiplerini araştırmaktır.

GEREÇ VE YÖNTEM
Çalışmaya Haziran 2000, Aralık 2001 tarihleri
arasında İstanbul Tıp Fakültesi Gastroenterohe-
patoloji Kliniği’ne başvuran, serumunda hepatit
B yüzey antijeni (HBsAg), anti-HDV total ve HDV-
RNA (PCR) 6 aydan beri pozitif olan, kronik D he-
patitli hastalar alınmıştır. Hepatit C virus antiko-
ru (anti-HCV) ve/veya "Human Immundeficiency
Virus" antikoru (anti-HIV) pozitif olan hastalar
çalışma kapsamına dahil edilmemiştir. 

HBsAg (Hepanostika HBsAg Uni-Form II, Orga-
non Teknika, Netherlands), anti- delta antikorları

(HDV Ab Dia.Pro., Diagnostic Bioprobes Srl.,
Italy), hepatit B e antijeni (HBeAg) ve antikoru
(anti-HBe) (Sanofi Pasteur Diagnostics, USA), an-
ti-HCV (UBI HCV EIA 4.0, Organon Technika, Net-
herlands) ve anti-HIV (Vironostika HIV Uni-Form
II plus O kit, Organon Technika, Netherlands) kit-
leri kullanılarak çalışılmıştır. Her bir kitin çalışma
yöntemi mikro ELISA yöntemine dayanmaktadır.

HDV RNA PCR’ı ve genotiplendirme PCR’ı için
HDV RNA 100 μl serum örneği kullanılarak silika
(Boom) yöntemi ile elde edilmiştir (3). Daha son-
ra ekstraksiyonun 10 μl’si alınmış, 100 ng ran-
dom primer (Roche;1 034 731), 0.4 mM dNTP, 20
U RNAz inhibitörü (Sigma; R2520), 5 U AMV re-
verstranskriptase (Roche; 1 495 062) ve 1X tam-
ponu ile toplam 25 μl hacimde revers transkrip-
tasyon yapılarak komplementer DNA (cDNA) el-
de edilmiştir.

Tanı amacıyla HDV RNA PCR’ı reverstranskripsi-
yon nested PCR (RT- nested PCR) yöntemi ile ya-
pılmıştır (4). Birinci PCR aşamasında; 10 mM Tris
HCl, 1.5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 0.2 mM dNTP,
0.5 μM 5413(5’ – GCC CAG GTC GGA CCG CGA
GGA GGT ) ve 8276 primeri (5’- ACA AGG AGA
GGC AGG ATC ACC GAC), 2.5 ünite Taq DNA po-
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limeraz enzimi (Sigma; D1806) içeren PCR karışı-
mı üzerine 5 μl cDNA eklenmiştir (toplam 50 μl
hacim). PCR, karışım 940C’de 1 dk, 550C’de 1 dk,
720C’de 1 dk 35 döngüyü takiben 720C’de 10 dk
tutularak gerçekleştirilmiştir. İkinci PCR aşaması;
5 μl birinci PCR ürünü, 54 14 (5’-GAG ATG CCA
TGC CGA CCC GAA GAG) ve 5415 (5’-GAA GGA
AGG CCC TCG AGA ACA AGA) primerleri kulla-
nılarak birinci PCR aşamasındaki reaktif ve dön-
gü koşullarında oluşturulmuştur. PCR sonuçları
%1,5’luk agaroz jelde yürütülerek değerlendiril-
miştir.

HDV genotipi RT-PCR ve RFLP metodu ile çalışıl-
mıştır (5). PCR aşaması; 10 mM Tris HCl, 1.5 mM
MgCl2, 50 mM KCl, 0.2 mM dNTP, 0.5 mM 900s
(5’-GCC GAC CCG AAG AGG AAA G) ve 1280as
(5’-GAA GGA AGG CCC TSG AGA ACA AGA) pri-
merleri, 2.5 ünite Taq DNA polymerase enzimi
(Sigma; D1806) içeren karışım üzerine 10 μl cDNA
konarak toplam 50 μl hacimde, 940C’de 9 dakika-
yı takiben 940C’de 45 sn, 580C 30 sn, 720C’de 45 sn
40 döngü ve 720C’de 10 dakika tutularak PCR işle-
mi gerçekleştirilmiştir. PCR ürünleri %2’lik agaroz
jelde yürütülerek 405 baz çiftlik bantın varlığı
araştırılmıştır. RFLP için; PCR ürünün 5 μl’si alına-
rak, 5 U SmaI enzimi (Fermentas; ER0662) ve 1X
tamponu ile (toplam 20 μl hacimde) 30 0C’de gece
boyu tutularak kesilmiştir. Kesme ürünleri %4’lük
agaroz jelde yürütülerek incelenmiştir. Restriksi-

yon ürünleri; genotip I için 227+178, genotip II
için 405, genotip III için 301+104 baz çiftidir.

BULGULAR
Çalışma kapsamına alınan 16’sı erkek toplam 25
hastanın yaş ortalaması 36.8±12.8 yıl idi. HDV
genotipi 22 hastada genotip I idi. 3 hastada geno-
tip tayini yapılamadı. Bir hasta hariç vakaların
tümünde HBeAg/HBV-DNA negatif ve anti-HBe
pozitifti.

TARTIfiMA
Kronik D hepatiti, hepatotrop viruslara bağlı kro-
nik viral hepatitlerin en seyrek görülenidir. Ancak
sonuçları itibarı ile kronik B ve kronik C hepatiti-
ne göre daha ciddi seyir göstermektedir. Bugün
için HDV’nin 3 farklı genotipi bilinmektedir (6).
HDV’nin genotip dağılımı coğrafi bölgelere göre
farklılıklar göstermektedir. Kronik D hepatitinin
endemik olduğu Akdeniz, Ortadoğu ve Kuzey Af-
rika ülkelerinde genotip I, Uzak Doğu’da genotip
II, Güney Amerika’nın kuzeyinde ise genotip III
daha sık görülür (7). Çalışmamızda genotip tayi-
ni yaptığımız vakaların tümünde genotip I sap-
tanmıştır. Ülkemiz HDV genotipi açısından Akde-
niz, Ortadoğu ve Kuzey Afrika ülkeleri ile benzer-
lik göstermektedir. Sonuç olarak, ülkemizdeki
HDV genotipi, genotip I’dir.
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