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KISA BILDIRi:

HEPATIT D VIRUS (HDV) RNA POZITIFLIGi ILE HDV ANTIKORLARI
ARASINDAKI ILISKININ DEGERLENDIRILMESi

SHORT COMMUNICATION: EVALUATION OF THE CORRELATION BETWEEN
HEPATITIS D VIRUS (HDV) RNA POSITIVITY AND HDV ANTIBODIES

Tuncer OZEKINCI*, Selahattin ATMACA*, Nezahat AKPOLAT?*
Hakan TEMIZ*, Eralp ARIKAN*

OZET: Bu calismada, hepatit D -delta- virus (HDV) enfeksiyonlarinin
serolojik tanisinda kullanilan HDV-IgG ve -IgM antikorlar ile serum HDV-RNA
pozitifligi arasindaki iliskinin degerlendiriimesi planlanmigtir. Bu amagla HBsAg
pozitif 153 serum érneginde, anti-HBc IgM, HDV-IgG ve HDV-IgM ticari enzim
immuan yontemleri ile, HDV-RNA varligi ise gergcek zamanl polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile arastiriimistir. Galismada 153 HBsAg pozitif 6rnegin 86’si
(%56.2) HDV antikorlari ydntinden pozitif bulunmus, bunlarin 35’inde sadece IgG,
11’inde sadece IgM ve 40’Inda hem IgG hem de IgM pozitifligi belirlenmistir.
Caligilan 6rneklerin %21.5’inde (33/153) ise HDV-RNA varligi saptanmigtir. HDV-
RNA pozitif olgularin 4’Ginde sadece IgG, 8'inde sadece IgM ve 19’'unda IgG
ve IgM birlikte pozitifligi mevcuttur. Dolayisiyla HDV-IgM antikorlarinin pozitif
oldugu 51 hastanin 27’sinde (%53) HDV-RNA varligi tespit edilmis, bir baska
acidan bakildiginda da HDV-RNA pozitif 33 olgunun 27’sinde (%82) HDV-IgM
pozitifligi bulunmustur. HDV-RNA pozitif bulunan hastalarin yaklasik %85’inde
(28/33) serum ALT dlzeylerinin yUksek oldugu izlenmistir. HDV-RNA pozitif
orneklerin ttmdnde anti-HBc IgM antikorlarinin negatif olmasi delta virusu ile
superenfeksiyonu disunduarmustur. Sonug olarak PCR’In, viremik hastalarin
saptanmasinda ve tedavinin izlenmesinde duyarli ve yararl bir yéntem oldugu,
ancak kaynaklari kisitl olan tGlkemizde HDV-IgM pozitifligi ve ALT ylksekliginin
HDV viremisinin 6ngdrilmesinde yararl olabilecedi izlenimine varilmistir.

Anahtar sézclkler: Hepatit D virusu, delta hepatiti, HDV-RNA, anti-HDV
antikorlari.

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the correlation
between serum hepatitis D -delta- virus (HDV) RNA detection and anti-HDV
IgG and IgM antibodies, in the serodiagnosis of delta hepatitis. A total of 153
HBsAg positive sera were screened for the presence of anti-HBc IgM, anti-HDV
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IgG and anti-HDV IgM by commercial enzyme immunoassays and HDV-RNA by
real time polymerase chain reaction (PCR). Of 153 sera, 86 (56.2%) were found
positive for HDV antibodies. Although isolated anti-HDV IgG was present in 35
and isolated anti-HDV IgM was present in 11 patients, IgG and IgM were present
concurrently in 40 additional patients. HDV-RNA was detected in 21.5% (33/153)
of the patients. Four of the 33 HDV-RNA positive patients were positive only for
anti-HDV 1gG, 8 were positive only for anti-HDV IgM, and 19 were positive for
both anti-HDV IgG and IgM antibodies. Twenty seven of 51 (53%) anti-HDV IgM
positive patients were also found positive for HDV-RNA, while 27 of 33 (82%)
HDV-RNA positive patients exhibited anti-HDV IgM positivity. Increased serum ALT
levels were detected approximately in 85% (28/33) of viremic patients. As all of the
HDV-RNA positive patients were found negative for anti-HBc IgM, superinfection
with delta virus were considered. In conclusion, PCR is a sensitive and useful
method for the detection of viremic patients as well as for the monitorization of
antiviral therapy, anti-HDV IgM positivity together with increased ALT levels appear
to be good markers for the prediction of hepatitis delta viremia, especially in the
countries with limited economical sources as Turkey.
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GIiRIS

Replikasyonu icin hepatit B virusunun yuzey antijenine (HBsAg) gereksinim
duyan hepatit D virusu (HDV), RNA iceren defektif bir virustur'. HDV'na fulminant
hepatitlerde, kronik B hepatitlerinde ve karaciger kanserlerinde sikca rastlanmasi
bu virusun dnemini artirmaktadir. HDV'nin epidemiyolojik 6zelliklerine gore dinyada
yuksek, orta ve dusuk endemik Ulkeler bulunmaktadir. Turkiye dahil olmak Uzere
Akdeniz Ulkeleri orta endemik bolgede yer almaktadir2. HDV enfeksiyonunun
tanisi; karaciger biyopsisi veya serumda HDV antijeninin gosteriimesi, daha sik ve
yaygin kullanilan sekliyle serum veya plazmada anti-HDV total, IgG veya IgM sinifi
antikorlarin belirlenmesi ya da molekuler yontemlerle HDV-RNA'nin saptanmasi
sonucu konulmaktadir'®. Anti-HDV pozitifligi her zaman aktif HDV enfeksiyonu
varligr anlamina gelmemektedir. PCR ile HDV-RNA varliginin gosteriimesi aktif
HDV enfeksiyonu olasiliginin degerlendiriimesi icin en duyarl yontem olarak
kabul edilmektedir*®.

Bu calismada, HDV-RNA pozitifligi ile HDV-IgG ve -IgM antikorlar arasindaki
iligkinin degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya HBsAg pozitif 153 serum 6rnegi alindi ve bu 6rneklerde anti-HBc
IgM, anti-HDV IgG ve IgM, HDV-RNA ve alanin aminotransferaz (ALT) dlzeyleri
arastinidi. Anti-HBc IgM ticari otomatize enzim immun ydntemiyle (MakroEIA,
Elecsys 2010, Roche), anti-HDV IgG ve IgM ticari mikroEIA yontemiyle (Diapro,
Diagnostic Bioprobes, Milano, Italy) calisildi. HDV-RNA arastirimasinda “real
time” polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi kullanildi. RNA ekstraksiyonu
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(NucleoSpin RNA Virus kit) yapildiktan sonra, ABI PRISM 5700 (Applied Biosystems)
cihazinda yontem gerceklestirildi. “Forward” primer olarak 5° AGA GGA AAG
GAC GCG AGA C 3, “reverse” primer olarak 5° CAG AGT TGT CGA CCC AGT
GA 3’ kullanild.

BULGULAR

Calismamizda, 153 HBsAg pozitif érnegin 86’sI (%56.2) HDV antikorlari
yénunden pozitif, 67’si (%43.8) ise negatif bulunmustur. Anti-HDV pozitif 86
olgunun 35’inde sadece IgG, 11’inde sadece IgM ve 40'Inda hem IgG hem de
IgM pozitifligi mevcuttur (Tablo ).

Serum orneklerinde HDV-RNA pozitiflik orani ise %21.5 (33/153) olarak
saptanmistir. HDV-RNA pozitif érneklerin 4'Gnde sadece IgG, 8'inde sadece IgM,
19'unda ise hem IgG hem de IgM pozitifligi mevcuttur (Tablo 1). HDV-RNA pozitif
toplam 33 hastanin 28’inde (%84.8) serum ALT duzeylerinin yuksek, HBc-IgM
antikorlarinin ise negatif oldugu belirlenmistir.

Tablo I: HDV-RNA ile Anti-HDV IgG ve IgM Sonuglarinin Karsilastiriimasi

HDV-BRNA Pozitif HDV-RNA Negatif Toplam

Sayi (%) Say1 (%) Sayl (%)
IgG (+) IgM () 4 (2.6) 31 (20.2) 5 (22.9)
I9G (-) 1IgM (+) 8 (5.2) 3 (2.0) 1(7.2)
IgG (+) IgM (+) 19 (12.4) 21 (13.7) 0 (26.1)
IgG () IgM (-) 2 (1.3) 65 (42.5) 67 (43.8)
Toplam 33 (21.5) 120 (78.5) 153 (100)

TARTISMA

Delta hepatitinin tanisi, karaciger biyopsi ¢rneklerinde direk immunofloresans
ya da immunoperoksidaz yontemleriyle veya serumda RIA ya da EIA yéntemleriyle
viral antijenin (HDAQ) gdsteriimesi esasina dayanir. Ancak ¢ok daha pratik olmasi
ve invazif girisim gerektirmemesi acisindan yaygin olarak kullanilan yontem,
serumda anti-HDV total, IgG ve IgM antikorlarinin EIA ile saptanmasidir. Ozellikle
kronik delta hepatitinin tanisi ve takibinde en duyarli testin anti-HDV IgM oldugu,
bunu HDV-RNA ve serum HDAg'nin izledigi bildirimektedir*. Akut delta hepatitinde
viral replikasyonun gostergesi olan serum HDV-RNA'sinin PCR ile saptanmasi ve
vireminin belirlenmesi buytk énem tasimaktadirs?.

Galismamizda, HBsAg pozitif érneklerde HDV antikor (IgG ve/veya IgM)
pozitiflik orani %56.2, HDV-RNA pozitiflik orani ise %21.5 olarak bulunmustur.
HDV-RNA pozitif olan 33 drnegin 27’sinde (%82) HDV-IgM pozitifligi mevcuttur.
Govindarajan ve arkadaslarinin® galismasinda, HDV-RNA'nin pozitif oldugu serum
orneklerinin %68’i HDV-IgM pozitif, %32’si negatif bulunmus ve delta hepatitinde
HDV-IgM yoklugunun aktif viral enfeksiyonu diglamak icin yeterli olmadigi ifade
edilmistir. Ayni calismada arastiricilar serum HDV-RNA’s| ile karaciger HDAQ'i
arasinda kuvvetli bir korelasyon oldugunu belirtmislerdir®. Diger bir calismada
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Nakasone ve arkadaslari®, bundan farkli olarak anti-HDV pozitif hastalarda,
HDV-RNA duzeyleriyle kronik karaciger hastaliginin siddeti arasinda higbir iligki
olmadigini ileri sirmusglerdir.

Gupta ve arkadaslar®, anti-HDV pozitifligi ile akut delta hepatiti tanisi hastalarin
%56'sinda (27/48) HDV-RNA pozitifligi saptamiglardir. Bu arastiricilar, hastalarin
18’inde (%38) sadece HDV-IgM ve 16’sinda (%33) HDV-IgG ve IgM'yi birlikte pozitif
bulduklarini rapor etmiglerdir®. Bizim calismamizda, HDV-RNA pozitif 33 hastanin
8'inde (%24.2) sadece HDV-IgM, 19'unda (%57.6) ise hem IgG hem de IgM
pozitifligi belirlenmigtir. Arastiricilar, HDV seropozitiflik paternlerinin kroniklesmeye
gecis sirasinda degisebilecegini ve HDV-RNA ile HDV-IgM sonuclari arasindaki
uyumun %40-50 arasinda olabilecegini belirtmektedirler®. Caligmamizda HDV-IgM
pozitifligi (tek bagina ya da IgG ile birlikte) saptanan hastalarin %53'Unde (27/51)
HDV-RNA pozitiftir.

Tang ve arkadaslarinin’ calismasinda, HDV-RNA'nin diger HDV belirleyicileri
olmaksizin da serumda saptanabilecegi ifade edilmektedir. Jardi ve arkadaslarn®*
da, karaciger biyopsisinde HDAgQ'i negatif 12 hastadan 2’'sinin serumunda
HDV-RNA'yl pozitif olarak tespit ederken, sadece 7 hastada HDV-IgM pozitifligi
bildirmiglerdir. Calismamizda HDV-IgG ve IgM negatif 67 hastanin 2'sinde HDV-RNA
saptanmigtir. Ayrica 31 hastamizda HDV-IgM ve HDV-RNA yokluguna karsin HDV-
IgG varliginin tespit edilmesi, Tang ve arkadaslarinin bildirdigi sekilde gegirilmis
enfeksiyonu dusundurmustar.

Sakugawa ve arkadaslar® asemptomatik HDV enfeksiyonlu olgular incelemigler
ve HBsAg pozitif érneklerin %22.4'Unde (47/210) anti-HDV pozitifligi bildirmislerdir.
Bu arastiricilar 6rneklerdeki HDV-RNA pozitifligini ise %49 (21/43) olarak tespit
etmisler ve HDV-RNA pozitifliginin, asemptomatik olgularda bile karaciger htcre
hasari ile yakindan iligkili oldugu sonucuna varmiglardir®.

Huang ve arkadaslarinin® c¢alismasinda, HDV-total antikor titre yuksekligi
ve HDV-IgM pozitifliginin virus replikasyonunu géstermekle birlikte, RT-PCR'In
viremiyi gosteren en duyarli yontem oldugu vurgulanmaktadir. Bu arastiricilar,
HDV-total ve HDV-IgM duzeyi ile HDV-RNA arasinda orta derecede bir uyum
oldugunu belirtmektedirler®. Arakawa ve arkadaglan'' ise, anti-HDV pozitif olan
hastalarin yaklasik %41’inde (13/32) HDV-RNA pozitifligi saptamiglardir, ki bu oran
anti-HDV ve HDV-RNA korelasyonu acisindan dustk bir uyum géstermektedir.
Galismamizda HDV-IgG ve/veya IgM pozitif hastalarin %36'sinda HDV-RNA varligi
saptanmistir, ancak Ulkemizde bu konu ilgili karsilastirma yapabilecegimiz bir
calismaya rastlanmamistir.

HDV-RNA pozitif hastalarimizin yaklasik %85'inde (28/33) serum ALT duzey
yUksekligi belirlenmistir. Sakugawa ve arkadaglari® bu orani %62 olarak bildirmisler
ve ALT duzeyleri ile HDV-RNA duzeyleri arasinda bir paralellik olmadigini
ifade etmislerdir.

Calismamizda, HDV-RNA pozitifligi saptanan tim 6rneklerde anti-HBc IgM
antikorlar negatif bulunmustur. HBsAg ve HDV-IgM pozitif hastalarda, anti-HBc
IgM, koenfeksiyon ya da superenfeksiyonun ayird edilmesinde énem tasimaktadir.
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Boyle bir durumda anti-HBc IgM varligi ayni anda olugsmus akut enfeksiyonun
(koenfeksiyon) belirleyicisi iken, yoklugu kronik HBV enfeksiyonu Uzerine eklenmis
akut delta hepatiti icin bir kanittir'2, Dolayisiyla HDV-RNA pozitif 33 hastamizin,
HDV sUperenfeksiyonunun farkli dénemlerinde oldugu dusundlebilir.

Sonuc olarak, serumda HDV-RNA'nin saptanmasi, delta hepatitinin erken
tanisinda, prognozun ve tedaviye yanitin izlenmesinde oldukca yararli, duyarli
ve invaziv olmayan bir yéntemdir. Ancak Ulkemiz gibi ekonomik kaynak sikintisi
olan Ulkelerde, delta hepatitli hastalarin bu sekilde izlenmesi pratik ve mumkuin
gortinmemektedir. Dolayisiyla, HDV-IgM pozitifligi saptanan olgularmizin %53'tnde
HDV-RNA varliginin saptanmasi, HDV-RNA pozitif olgularmizin %82'sinde HDV-
IgM’nin pozitif ve %85’inde de ALT'nin yUksek bulunmasi, kaynaklari kisith Ulkelerde
HDV-IgM pozitifligi ve ALT yulksekliginin HDV viremisinin 6ngérulmesinde yararli
olabilecegini dusundidrmektedir.
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