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0ZGUN ARASTIRMA

Ulkemizdeki hepatit D virus genotipi

Hepatitis D virus genotype in our country

Cetin KARACA!, Miiriivvet BOZACP, Filiz AKYUZ', Kadir DEMIR!, Fatih BESISIK!, Yiimaz CAKALOGLU",

Selim BADUR?, Atilla OKTEN?, Sabahattin KAYMAKOGLU!

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Gastroenterohepatoloji Bilim Dali*, Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali?, Istanbul

Bu calismanin amact; hepatitis D virusu ile infekte kronik hepatitli
hastalarda genotip tayini yapmaktir. Calisma kapsamina 25 hasta
alinmigtir. HDV-RNA Boom metodu, hepatitis D virusu genotip ta-
yini ise RT-PCR ve RFLP metodu ile ¢alisilmistir. 22 hastada geno-
tip I saptanmugtir. 3 hastada genotip tayini yapilamamistir. Sonug
olarak; iilkemizdeki hepatitis D virusu, genotip I’dir.

Anahtar sozciikler: Hepatit D virusu, genotip

GiRi§

Hepatit D virusu (HDV), sadece hepatit B virus
(HBV) infeksiyonu olan kisilerde hastalik yapabi-
len, tek basina patojen olmayan defektif bir RNA
virusudur. HDV'nin RNA genomu, insan hepatit
viruslarindan en kiiciik genoma sahip olanidir ve
1700 baz cifti igerir (1). HDV'nin ylizeyel protein-
leri HBV’nin ylizey antijeni tarafindan olusturul-
maktadir. Ug genotipi vardir: I, II ve III. Genotip-
ler cografi bolgelere gore farklilik gosterir (2).
Diinyada en yaygin olani genotip I'dir. Bu calis-
madaki amag; kendi vakalarimizdaki HDV geno-
tiplerini arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya Haziran 2000, Aralik 2001 tarihleri
arasinda Istanbul Tip Fakiiltesi Gastroenterohe-
patoloji Klinigi'ne basvuran, serumunda hepatit
B ylizey antijeni (HBsAg), anti-HDV total ve HDV-
RNA (PCR) 6 aydan beri pozitif olan, kronik D he-
patitli hastalar alinmistir. Hepatit C virus antiko-
ru (anti-HCV) ve/veya "Human Immundeficiency
Virus" antikoru (anti-HIV) pozitif olan hastalar
calisma kapsamina dahil edilmemistir.

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

The aim of this study was to identify hepatitis D virus genotypes in
our chronic hepatitis D patients. Twenty-five patients with hepatitis
D virus infection were enrolled in this study. HDV-RNA was
extracted from the serum by Boom methods. Hepatitis D virus geno-
type was determined by reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR) and restriction fragment length polymorphism
(RFLP) methods. Genotype I was found in 22 patients, and could not
be determined in the remaining 3 patients. In conclusion, genotype I
is the dominant hepatitis D virus genotype in our country.

Key words: Hepatitis D virus, genotype

(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
IT plus O kit, Organon Technika, Netherlands) kit-
leri kullanilarak ¢alisilmistir. Her bir kitin calisma
yontemi mikro ELISA yontemine dayanmaktadir.

HDV RNA PCR’1 ve genotiplendirme PCR1 icin
HDV RNA 100 pl serum 6rnegi kullanilarak silika
(Boom) yontemi ile elde edilmistir (3). Daha son-
ra ekstraksiyonun 10 pl’si alinmis, 100 ng ran-
dom primer (Roche;1 034 731), 0.4 mM dNTP, 20
U RNAz inhibitorii (Sigma; R2520), 5 U AMV re-
verstranskriptase (Roche; 1 495 062) ve 1X tam-
ponu ile toplam 25 ul hacimde revers transkrip-
tasyon yapilarak komplementer DNA (cDNA) el-
de edilmistir.

Tani amacayla HDV RNA PCR’1 reverstranskripsi-
yon nested PCR (RT- nested PCR) yontemi ile ya-
pilmistir (4). Birinci PCR asamasinda; 10 mM Tris
HC], 1.5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 0.2 mM dNTP,
0.5 uM 5413(5’ - GCC CAG GIC GGA CCG CGA
GGA GGT ) ve 8276 primeri (5'- ACA AGG AGA
GGC AGG ATC ACC GACQ), 2.5 Uinite Taqg DNA po-

Bu caligma; “14" World Congress of the International Association of
Surgeons and Gastroenterologists IASG in Zurich, Switzerland,
September 9 - 12, 2004” poster olarak sunulmustur.
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Hepatit D virus genotipi

limeraz enzimi (Sigma; D1806) iceren PCR karisi-
mu tlizerine 5 ul cDNA eklenmistir (toplam 50 ul
hacim). PCR, karisim 94°C’de 1 dk, 55°C’de 1 dk,
72°C’'de 1 dk 35 donglyu takiben 72°C’'de 10 dk
tutularak gergeklestirilmistir. Ikinci PCR asamast;
5 ul birinci PCR {riint, 54 14 (5’-GAG ATG CCA
TGC CGA CCC GAA GAG) ve 5415 (5'-GAA GGA
AGG CCC TCG AGA ACA AGA) primerleri kulla-
nilarak birinci PCR asamasindaki reaktif ve don-
gl kosullarinda olusturulmustur. PCR sonuglar
%1,5'luk agaroz jelde yirtitiilerek degerlendiril-
mistir.

HDV genotipi RT-PCR ve RFLP metodu ile ¢alisil-
mustir (5). PCR asamasi; 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 linite Taq DNA polymerase enzimi
(Sigma; D1806) iceren karisim tlizerine 10 ul cDNA
konarak toplam 50 pl hacimde, 94°C’de 9 dakika-
y1 takiben 94°C’de 45 sn, 58°C 30 sn, 72°C’de 45 sn
40 dongti ve 72°C’de 10 dakika tutularak PCR isle-
mi gerceklestirilmistir. PCR tirtinleri %2’lik agaroz
jelde yuritilerek 405 baz ciftlik bantin varhg
arastirilmistir. RELP icin; PCR uriintin 5 pl’si alina-
rak, 5 U Smal enzimi (Fermentas; ER0662) ve 1X
tamponu ile (toplam 20 ul hacimde) 30 °C’'de gece
boyu tutularak kesilmistir. Kesme tirtinleri %4'lik
agaroz jelde yuriitiilerek incelenmistir. Restriksi-
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yon urlnleri; genotip I icin 227+178, genotip II
icin 405, genotip III icin 301+104 baz ciftidir.

BULGULAR

Calisma kapsamina alinan 16’s1 erkek toplam 25
hastanin yas ortalamasi 36.8+12.8 yil idi. HDV
genotipi 22 hastada genotip I idi. 3 hastada geno-
tip tayini yapilamadi. Bir hasta hari¢ vakalarin
timiinde HBeAg/HBV-DNA negatif ve anti-HBe
pozitifti.

TARTISMA

Kronik D hepatiti, hepatotrop viruslara bagl kro-
nik viral hepatitlerin en seyrek goriilenidir. Ancak
sonugclarn itibar ile kronik B ve kronik C hepatiti-
ne gore daha ciddi seyir gostermektedir. Bugiin
icin HDV'nin 3 farkli genotipi bilinmektedir (6).
HDV’'nin genotip dagilimi cografi bolgelere gore
farkliliklar gostermektedir. Kronik D hepatitinin
endemik oldugu Akdeniz, Ortadogu ve Kuzey Af-
rika tilkelerinde genotip I, Uzak Dogu’da genotip
II, Giiney Amerika'nin kuzeyinde ise genotip III
daha sik gorilir (7). Calismamizda genotip tayi-
ni yaptigimiz vakalarin tiimiinde genotip I sap-
tanmistir. Ulkemiz HDV genotipi agisindan Akde-
niz, Ortadogu ve Kuzey Afrika tilkeleri ile benzer-
lik gostermektedir. Sonuc¢ olarak, tlkemizdeki
HDV genotipi, genotip I'dir.
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