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Investigation of Torque Teno virus and Hepatitis D virlis in patients
infected with chronic Hepatitis B in Tokat
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Ayrica hastalarda aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) degerleri de ¢alisild.

istatiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilirken (p<0,05), TTV pozitif olan hastalarda ise anlamli bir iliski yoktu (p>0,05).

hepatit deltaviris enfeksiyonlari arasinda istatistiksel acidan anlamli bir iliski saptanmamistir.

Anahtar kelimeler: kronik hepatit B; HDV-RNA; TTV-DNA; PCR; prevalans

Gerec ve Yontemler: Calisma Ocak 2015-Temmuz 2015 tarihleri arasinda Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakdiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda gerceklestirildi. Calismaya Kronik HBV'li 110 hasta (58'i kadin, 52'si erkek) ve 90 saghkh
birey dahil edildi. Hasta kanlarindan izole edilen TTV-DNA ve HDV-RNA'larin polimeraz zincir reaksiyonlari (PZR) yapildi.

Bulgular: Hasta numunelerinin 108'i HDV-RNA negatif, 2'si (%1,81) HDV-RNA pozitif olarak tespit edildi. Saglikli bireylerin
timinde HDV-RNA negatif bulundu. TTV calismasinda ise 110 numunenin 106'si (%96,4) TTV-DNA pozitif olarak
bulunurken, 4'G TTV-DNA negatif olarak tespit edildi. Saglikli bireylerde ise 90 numunenin 86'sinin (%95,35) TTV-DNA
pozitif, 4'Gnin (%4,65) TTV-DNA negatif oldugu tespit edildi. HDV-RNA pozitif olan hastalarda ALT ve AST degerleri arasinda

Sonug:Tokatilinin, HDV enfeksiyon orani, Tiirkiye ortalamasinin oldukga altinda, diinya genelinde ise, cok diistik endemisite
grubuna dahil bolgeler arasinda oldugu goriildi. Tokat'ta ilk defa arastirilan TorkTenoviriis ise %96 orani ile diinya ve
Turkiye ortalamasinin oldukca Gizerindedir. Kronik hepatit B enfeksiyonlu hasta grubunda arastirilan TorkTenoviris ve

Amag: Tokat ilinde kronik hepatit B tanili hastalarda Hepatit Delta Viriis (HDV) ve Tork Teno Virls (TTV) arastirmasi yapildi.
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Abstract

Aim:The aim of this study was to investigate the detection, rates and correlations of Torque Teno Virus (TTV) and Hepatitis
Delta Virus (HDV) which cause superinfection and coinfection in patients with chronic hepatitis B in Tokat.

Material and Methods: A total of 110 patients with chronic HBV infection (58 women, 52 men) and 90 healthy subjects were
included in the study. Polymerase chain reactions (PCR) of all blood samples were performed with TTV-DNA and HDV-RNA
isolations. Aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) values of patients were also studied.

Results: 108 samples of the patients were HDV-RNA negative and 2 were (1.81%) HDV-RNA positive. HDV-RNA were
negative in all healthy subjects. In the TTV study, 106 of the 110 samples (96.4%) were found to be TTV-DNA positive
while 4 were found to be TTV-DNA negative. In healthy subjects, 86 of 90 samples (95.35%) were TTV-DNA positive and 4
(4.65%) were TTV-DNA negative. A statistically significant relationship was found between ALT and AST values in HDV-RNA
positive patients (p<0.05). There was no significant relationship between TTV positive patients (p>0.05).

Conclusion: It has seen that the rate of HDV infection in Tokat province is considerably lower than the average of Turkey
and in the World. Torque Teno Virus, which was investigated for the first time in Tokat, is higher than the average of Turkey
and World. There was no statistically significant relationship between the infections of Torque Tenovirus and hepatitis

deltavirus in patients with chronic hepatitis B infections.

Giris

Diinya genelinde 2 milyar insanin (diinya nifusunun yaklasik
1/3'nln) Hepatit B ile enfekte oldugu ve bu kisilerin 400
milyonunda enfeksiyonun kronik Hepatit B hastaligina
donlstigu bilinmektedir. Hastalarin %75-80'inde herhangi
bir belirti vermeksizin gelisir, taramalarda ve kan bagislarinda
yapilan tetkiklerde rastlanti sonucu tespit edilebilir [1].
Hepatit B virlsu, akut ve kronik hepatitler, karaciger sirozu ve
hepatoselliiler karsinomun baslica nedenlerindendir.

Hepatit D virlisi ise, Hepatit B virlsi ile birlikte oldugunda
enfeksiyona neden olabilen bir defektif virlistiir. HBV'nin varliginda
viicudagirenvirls, siddetlienfeksiyonlara sebep olarak ani baslayan
fulminan hepatit, kanser ve mortaliteye neden olmaktadir[2].

Tork Teno virlis, 1997 yilinda Japon bilimadami Nishizawa
tarafindan, kan transflizyon sonrasi A-G disi hepatit gelisen bes
hastanin serumunda, klonlama-sekanslama yontemiyle bir
DNA dizisi seklinde izole edilmistir. TTV'nin kan tranflizyonuyla
gectigi distinilmesi sebebiyle Transfusion Transmitted Virlis

olarak da anildigi yayinlar bulunmaktadir [3].

Bu calismada, Tokat ilinde olduk¢a yogun olarak gozlenen
kronik hepatit B hastalarinda stiperenfeksiyon ve koenfeksiyona
sebep olan HDV ve TTV varligini tespit etmek amacglanmistir.
Gereg ve Yontemler

Calismaya en az 6 ay sire ile HbsAg ve HBV-DNA kantitatif
pozitifligi tespit edilmis olan 110 kronik Hepatit B hasta kan
numunesi ve kontrol grubu olarak da her biri serolojik olarak
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HbsAg negatif olarak belirlenen 90 saglkh birey kani olmak
Uzere 200 numune dahil edildi. Hasta ve kontrol gruplarindan
aliman 5 ml. kandan serumlari 15 dakika 3500 RPM'de
santrifuj edilerek ayrildi. HBV-DNA pozitif 110 hastanin 400
pl serumunda HDV-RNA ve TTV-DNA izolasyonlari, izolasyon
cihazi (Magnesia 16 Anatolia Genework, Tirkiye) ile yapildi.
Polimeraz zincir reaksiyonlari, HDV ve TTV PZR kitlerinin
(Anatolia, Bosphore, istanbul, Tiirkiye) prosediiriine uygun
sekilde PZR cihazinda (Montania 483, Anatolia, Tirkiye)
gerceklestirildi.

TTV PZR"ilk denatiirasyon 95°C'de 14:30 dakika, denatiirasyon
95°C'de 00:30 dakika, baglanma 53°C'de 00:45 dakika, sentez
72°C'de 00:45 dakika olmak lizere toplam 45 déngii lizerinden
gerceklestirilmistir. HDV ise oncelikle reverse transkripsiyon
islemi 50°C'de 30:00 dakika yapildiktan sonra, ilk denatiirasyon
95°C'de 14:30 dakika, denatiirasyon 97°C'de 00:30 dakika,
baglanma 54°C'de 01:20 dakika, sentez 72°C'de 00:45 dakika
olmak Uzere toplam 50 dongu Uzerinden gerceklestirildi.
22°C'de 05:00 dakika inkiibasyon siiresi ve toplam déngii
sonrasinda PZR islemi tamamlandi. Amplifikasyon sonrasi
sonuclarin grafikleri ve kantitatif verileri cihazdan elde edildi.

Ayrica hastalarin karaciger fonksiyon testleri olan AST, ALT,
(Roche Cobas INTEGRA/cobas c system, Roche Diagnostic
Turkiye ) test kit ve Roche Cobas 501 cihazi kullanilarak ¢ahsildi.

Calisma Gaziosmanpasa Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan Ocak 2015'te 14-KAEK-219 numarali proje



olarak onaylanmistir. Calismaya dahil edilen tim insanlar

bilgilendirilmis onam formunu imzalamistir.

Calismada lineer regresyon ve Spearman's Rho korelasyon
testleri yapildi. Sonuglarda p<0,05 degerleri anlamli olarak
kabul edildi.

Bulgular

Kronik Hepatit B'li 110 hastadan alinan numunelerin 106'sinda
TTV-DNA pozitif, 4'inde ise negatif olarak tespit edilmistir. TTV
taramasi yapilan 90 saglikl bireyin 86'si pozitif ve 4'U negatif
olarak saptanmistir (Sekil 1). HDV-RNA calismasinda ise 110
Kronik Hepatit B’li hasta numunesinin 108inde HDV-RNA
negatif, 2'sinde ise pozitif olarak (%1,8) tespit edilmistir (Sekil
1,2). Bu iki olgunun da siuiperinfeksiyon oldugu belirlenmistir.
HDV-RNA duzeyi saghkli bireylerde tim numuneler negatif
olarak saptanmistir. TTVile HDV arasinda herhangibiriliski olup
olmadigi Spearman'sRho korelasyon testiile arastiriimistir. Test
sonucunda TTV ile HDV arasinda herhangi bir iliski olmadigina
karar verilmistir (p>0,05) (Tablo 1).
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Sekil 1. TTV-DNA calisma sonuglari
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Sekil 2. HDV-RNA calisma sonuglari

HDV-RNA pozitif olan hastalarda ALT degerleri arasinda
istatiksel olarak anlamh bir iliski tespit edilmistir (p<0,05).
Ayrica diger bir karaciger fonksiyon testi olan AST degerleri
ile HDV-RNA pozitif olanlar arasinda da anlamli bir iliski
gozlenmistir (p<0,05). TTV-DNA pozitif olan hastalarin ise
karaciger fonksiyon testleri arasinda anlamli bir iliski olmadig:
(p>0,05), fakat TTV-DNA pozitif olan hastalarin viral yiikleri ile
yaslari arasinda istatiksel olarak anlaml bir iliski bulunmustur
(p<0,05)(Tablo 2.).

Tartisma

Kronik Hepatit B enfeksiyonu, Hepatit D Virlisiinin
eklenmesiyle cok daha hizl ilerleyen, tehlikeli bir forma
donisebilir. HDV enfeksiyonu genellikle disiik endemisite
olarak rastlanilmasina ragmen, HBV enfeksiyonunun sebep
oldugu karaciger hasarini agirlastirarak tedavide gticlik ve

komplikasyonlara neden olabilmektedir [2].

Yurtdisinda yapilan calismalarda; Kuzey italya'da kronik hepatit
B hastalarinda %6,3 anti-HDV pozitif saptanmistir. Olgularin
birinin (%0,2) serumunda HDAg tespit edilmistir [4].

iran'da yapilan iki farkh calismada; kronik hepatit B hastalarinda
anti-HDV pozitiflik orani %3,5-17,3 olarak bildirilmistir
[56]. iran Kan Transflizyon Organizasyonun yaptigi bir
calismada 2014 yil itibariyle HBV pozitif hastalarin %2'sinin
HDV enfeksiyonuna sahip oldugu, bu oranin da diinya HDV
ortalamasinin altinda oldugu belirtilmistir [7].
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Turkiye'de yapilan kronik hepatit B'li hastalarin Hepatit D
Virus prevalans ¢alismasinda, Bati Anadoluda %14-16,5; Orta
Anadoluda %28; Dogu ve Glineydogu Anadolu'da %33-38
olarak tespit ederken, 1980-90 yillari arasinda %31 olan HDV
pozitiflik oraninin 2000-2005 yillari arasinda %11'%e kadar
distiguni belirtmislerdir [8]. 1998 yilindan itibaren ulusal asi
takvimine eklenen Hepatit B asilanmasinin, bu distse etkisi
oldugu acikca gorilmektedir.

2011'de istanbul'da yapilan calismada kronik HBV hastalarinin
%4,4'inde anti-HDV pozitif saptanmustir [9]. Yine istanbulda
yapilan bir calismada bu oran %7 olarak bildirilmistir [10].

Eskisehirde saptanan %0,9 HDV RNA pozitifligi Glkemiz
geneliyle uyumlu olarak yillar icerisinde azalma gosterdigi halde
[11], 2016 yil itibariyle Tokat'ta HDV-RNA oraninin %1,81 ile
Eskisehirden biraz daha yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir.

Gurkan ve ark.[12] ile Niro ve ark. [13]'nin yaptigi calismalarda,
HDV pozitif olan hastalarin karaciger enzim degerlerinin ylksek
oldugu ve ALT-AST degerleri arasinda anlaml bir iliski oldugu
tespit edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada, bu calismalara benzer
olarak, HDV-RNA pozitif olan hastalarda ALT-AST degerleri
arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilmistir.

2014 yilinda Katar'da yapilan bir calismaya gore TTV orani HBV
‘de %90,75 iken ilimizde bu degere yakin oranda TTV pozitifligi
belirlenmistir [14].

TTVileilgiliyapilandigercalismalarda, sagliklikan dondrlerinde
TTV-DNA pozitifligi Fransa’ da %2, A.B.D’ de %13, Gambiya'da

%83, Japonya’ da %17-93 olarak saptanmistir. Ulkemizde
kan dondérlerinde yapilan calismalarda TTV-DNA pozitiflikleri
ise Izmir'de %51,6, istanbul’ da %4,5 ve %31, Bursa’ da %9,6,
Ankara’ da %0,5 oranlarinda bildirilmistir. Ayrica Turkiye’ de
hemodiyaliz hastalarinda %7,5, fulminan hepatit olgularinda
%80, kronik B hepatitinde %13,6, kronik C hepatitinde %7,2,
kriptojenik kronik aktif hepatitde %38, kriptojenik karaciger
sirozunda %?20,5, talasemililerde %79,6 gibi farkli oranlarda
TTV-DNA pozitiflikleri saptanmistir [15]. ilimizde ilk defa
yapilan bu calismada Kronik Hepatit B’ li hastalarda % 96 ve
saglikh bireylerde % 95,5 olmak Uzere benzer oranda TTV
pozitifligi saptanmistir. Bu oranlarin, tGlkemizde ve diinyada
yapilan diger calismalarla karsilastinildiginda, oldukca yutksek
oldugu gorilmektedir [15].

TTV Enfeksiyonu ile karaciger enzimleri olan ALT ve AST
arasindaki iliskinin degerlendirildigi ¢alismalarda onemli bir
farkin olmadigi saptanmistir [3,16,17]. Bu calismada da TTV
pozitif 6rneklerin ayni dénemdeki karaciger enzim degerleri
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arasinda anlamli bir farklilk saptanmamistir (Tablo 2.). Tork
Teno Virls yillar boyunca, mutlaka bir hastalik etkeni olmasi
yoniinde arastinlmistir. Fakat TTV'nin, saglkh bireylerde
karsilasilan sonugclari degerlendirildiginde oldukga yuksek
oranlarda bulundugu belirlenmistir. Bu virlisiin bireylerdeki
varligi daha genis capta arastirilmali, hangi sartlarda hastalik
yaptigi Uzerinde durulup, bu konuda farkli incelemelerin
yapilmasi zorunlulugu aciga ¢ikmaktadir.

HDV-RNA pozitif olan hastalarda ALT dederleri arasinda
istatiksel olarak anlaml bir iliski tespit edilirken, AST degerleri
ile HDV-RNA pozitif olanlar arasinda da anlamli bir iliski
g6zlenmistir (p<0,05).

TTV-DNA pozitif olan hastalar ile karaciger fonksiyon testleri
arasinda anlamli bir iliski saptanmazken (p>0,05), TTV-DNA
pozitif olan hastalar ile yaslar arasinda istatiksel olarak anlaml
biriliski bulunmustur (p<0,05). ileri yas hastalardaki pozitifligin
genc yas hastalara gore daha fazla oldugu saptanmistir.

Sonucg

Tokat ilinin, HDV enfeksiyon orani, Turkiye ortalamasinin
oldukca altinda, diinya genelinde ise, ¢cok disiik endemisite
grubuna dahil bolgeler arasinda oldugu gorildi. Tokat'ta
ilk defa arastirilan TorkTenovirls ise %96 orani ile dlinya ve
Turkiye ortalamasinin oldukca Uzerindedir. Kronik hepatit
B enfeksiyonlu hasta grubunda arastirilan TorkTenovirls ve
hepatit deltavirlis enfeksiyonlari arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir iliski saptanmamistir. Tokat ilimizde kronik hepatit
B hastalarinda, HDV sikligi diistik saptanirken, Kronik hepatit
B ile birlikte TTV sikhginin oldukca ylksek oldugu ve 6zellikle
de ileri yas hastalarda, geng hastalara gore daha fazla oranda
gozlendigi saptanmistir. TTV pozitifliginin fazla oldugu
belirlenmistir.

Cikar ¢atismasi / finansal destek beyani
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