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OZET

HCV KOR ANTIJENININ TANI DEGERININ ANTI HCV VE HCV RNA iLE
KIYASLANARAK ARASTIRILMASI
MEHMET EMIN DEMIRCILIi

UZMANLIK TEZi
KONYA-2013

Amac: HCV Kor antijen testinin tan1 degerinin Anti-HCV antikor testi pozitif veya negatif
olan hastalarda HCV RNA testi ile kiyaslanarak arastirilmasidir.

Yontem: Bu c¢alismaya Aralik 2010-Subat 2012 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi’ne bagvuran HCV infeksiyonu agisindan siipheli olarak
diistiniilen 189 hastanin serum ornegi alindi. Bu 6rneklere yeterli miktarda ve uygun
kosullarda saklanarak anti-HCV, HCV kor antijen, SIT (Strip Immun Blot Test), HCV
RNA testleri uygulandi. HCV RNA testi pozitif bulunan 6rneklerin amplikonlarindan
genotipleme yapildi.

Bulgular: Anti-HCV antikor, SIT, HCV kor antijen testleri sensitiviteleri ve spesifiteleri
sirasiyla; %98,7 ve %36,6, %90,8 ve %100, %96,2 ve %100 olarak tespit edildi.
Genotiplemesi yapilan 65 6rnegin 59’u genotip 1b, 2’si genotipla/lb, 1’er adet genotip 3a,
genotip 4, genotip 2a/2c¢ ve genotip 1a olarak belirlendi.

Sonu¢: HCV kor antijen testinin yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip, giivenilir,
tekrarlanabilir, uygulamasi kolay ve maliyet etkin bir test oldugu sonucuna varildi. HCV
infeksiyonunun tanisinda tarama testi olarak ve anti-HCV antikor test sonuglarinin

konfirmasyonunda ve tamamlayici test uygulamalarinda yararli olabilir.

Anahtar Kelimeler: HCV, kor antijen, HCV RNA, SIT
BAP; Proje no: 121518006



ABSTRACT

COMPARATIVE EVALUATION OF DIAGNOSTIC VALUE OF HEPATITIS C
VIRUS CORE ANTIGEN IN REFERANCE OF ANTI HCV AND HCV RNA
MEHMET EMIN DEMIRCILI

Objective: It is aimed to investigate diagnostic value of HCV core antigen test in anti-

HCV positive or negative patients by comparison HCV RNA assay.

Methods: In this study, sera samples were obtained from 189 patients who is considered to
be suspicious for hepatitis C virus infection were collected, between December 2010-
February 2012. Sufficient amount of the samples were stored under suitable conditions.
Anti-HCV assay, HCV core antigen, SIT (Immun-Blot Test Strip) and HCV RNA tests
were performed. Genotyping was performed positive for HCV RNA in the samples.

Results: The diagnostic sensitivity and specificity of the anti-HCV assay, SIT and HCV
core antigen test were 98,7%, 90,8%, 96,2%, and 36,6%, 100%, 100%,respectively. From
65 samples which were genotyped, HCV genotype 1b, genotype la/lb, genotype 3a,
genotype 4, genotype 2a/2c and genotype la were detected in 59, 2, 1, 1, 1 and 1 of the

samples, respectively.

Conclusion: It was concluded that HCV antigen assay is highly specific, sensitive, reliable,
reproducible, easy to perform and cost-effective. It may be applicable as a screening test
for the diagnosis of hepatitis C virus infection and may be useful for supplemental, and
confirmatory test in anti-HCV assays.

Key words: HCV, core antigen, HCV RNA, SIA, genotype

BAP; Project no: 121518006
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1. GIRIS VE AMAC

Hepatit C virus (HCV) Flaviviridae ailesindeki Hepacivirus cinsi iginde
smiflandirilmaktadir. HCV 30-60 nm ¢apinda zarfli, tek iplikli pozitif polariteli RNA
virusudur. Hepatit C arastirmalarinda en biiyiik engellerden biri virusun hiicre kiiltiiriinde
iiretilememesi olmustur. HCV infeksiyonlar1 tiim diinyada giderek biiyiliyen 6nemli bir
saglik sorunudur. Ulkemizde 600 bin, diinya capinda ise 200 milyon insan bu viriis ile
infektedir. HCV ile iligkili hastaliklardan her yil 10.000’den fazla insan 6lmektedir ve
transplantasyon gerektiren karaciger yetmezliklerinin en 6nde gelen nedenidir. HCV ile
infekte Dbireylerin ortalama olarak %70’inde kronik karaciger hastaligi meydana
gelmektedir.

Infeksiyonun gegisi baslica infekte kan iiriinlerinin kullanimi ve intravenéz madde
bagimlilarinda infekte tiriinlerle olmaktadir. Daha az oranda ise sekstiel ve vertikal gecis
bildirilmistir.

HCV infeksiyonunun akut fazi sirasinda nadiren tan1 konulabilmektedir. Klinik
belirtiler HCV’ye maruziyetten 7-8 hafta sonra ortaya ¢ikmakta ve bu sirada ¢ogu kiside
herhangi bir bulgu olusmamaktadir. Bu da hastaligin bulas riskini arttirmaktadir.

Gilinlimiizde Hepatit C infeksiyonun tanisinda tarama testi olarak ucuz olmasi,
kullanim kolayligi, yinelenebilirligi ve otomatize olmasi nedeniyle enzim immun analiz
(EIA) yontemi ile HCV antikor testi yapilmaktadir. HCV antikor testi, yeni kazanilmig
akut infeksiyon ile kronik, aktif infeksiyonu (viremik) ayirt etmede yetersizdir. Ayrica;
HCV infeksiyonu ve serokonversiyon arasinda ki 45-68 giinlik uzun pencere dénemi
nedeniyle bu donemde yalanci negatif sonuglar beklenmektedir. Ayni zamanda testin %35
gibi ongiiriilen bir yalanci pozitiflik orani da vardir.

Bu nedenle; anti HCV sonuglarin1 dogrulamak amaciyla immun blot analiz
yontemleri, niikleik asit test yontemleri ve son olarak HCV kor antijenini saptamaya
yonelik EIA yontemleri gelistirilmistir. Yapilan ¢alismalarda HCV kor antijen diizeyinin
serum HCV RNA diizeyi ile korele oldugu ve HCV RNA’y1 tespit eden molekiiler
yontemlere bir alternatif olarak gosterilmistir.

Bu calismanin amaci; HCV infeksiyonu laboratuvar tamisinda son yillarda
kullanim alan1  bulan Hepatit C virus kor antijen testinin HCV RNA testi ile
karsilastirilarak sensitivite ve spesifitesinin belirlenmesi, HCV RNA ile korelasyonunun

varliginin arastirilmasidir. Ayn1 zamanda HCV infeksiyonu tanisinda kullanilan anti HCV,



HCV kor antijen, immun blot ve molekiiler test sonuglari incelenerek bu testlerin maliyet-

etkin kullanimina katkida bulunmaktir.

2. GENEL BILGILER
2.1 HCV’nin Tanmimu ve Ozellikleri

1970’11 yillarin sonlarinda Hepatit A viriis ve Hepatit B viriis i¢in spesifik tan1 testlerinin
kullanim alanina girmesiyle kan transfiizyonunun ardindan gelisen hepatitlerin tamamen
elimine edilmesi beklenirken durum bdyle olmamistir. Bu viriis infeksiyonunu belirleyen
teslerin varligima ragmen hepatit olgulari 6nemli oranda devam etmis ve bunlar non-A,
non-B hepatiti (NANBH) olarak adlandirilmistir. NANBH olgularimin etkeni ilk
tanimlamadan sonraki 10 yil siiresince belirlenememistir (Murray 2007). Sonrasinda, 1989
yilinda Choo ve arkadaslari rekombinant cDNA teknigi kullanarak non-A, non-B hepatitli
insan kanlar1 (kontamine faktor-VIII konsantresi) ile infekte edilen sempanzelerden bir

viral genom klonladilar ve buna HCV adini verdiler (Isiksal 2003).

HCV GB virlis B (Hepatit G virlis olarak da bilinir) ile birlikte Flaviviridae
ailesinden Hepacivirus cinsi i¢inde smiflandirilmaktadir. Sarthumma viriisii, Bat1 Nil
virlisii, Dank viiriisii ile uzaktan, GB viriis ve pesti viriislerle yakindan iliskilidir (Murray
2007) .

Hepatit C viriisii pozitif polariteli tek iplikli bir RNA viriisiidir. Genomu 9.6-kb
uzunlugundadir. Genom 5’ ve 3’ uglarindan iyi korunmus ve tranlasyona ugramayan
dizilimlerle (UTR) gevrelenen yaklasik 3000 amino asitlik bir poliproteini kodlayan agik
okunur bolge (ORF) igerir (Sekil 2.1) (Suzuki 2012, Murray 2007).



Sekil 2.1 HCV genom yapis1 (Lloyd 2007)
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ORF’nin 5° ve 3’ uglarinda bulunan UTR’ler viriis proteinlerinin translasyonunda
ve replikasyonda gorev alirlar. 5° UTR 341 niikleotid (nt) uzunlugundadir ve internal
ribosomal entry site (IRES) bolgesini igerir. IRES bolgesi viral genomun okaryotik
ribozumun 40S alt iinitesine tutunduktan sonra bagska bir translasyon baslatici sinyale gerek
duymaksizin ribozom tarafindan okunmasini saglar (Ustagelebi 2004, Suzuki 2012 ).

3> UTR 200 ile 235 nt uzunlugu arasinda degismekte olup RNA replikasyonu i¢in
kritik 6neme sahip, kisa degisken bir bolge olan 80 nt uzunlugunda bir poly (U/UC) trakti
ve iyl korunmus degismez 98 nt’lik X- kuyruk bolgesi igerir. 3> UTR’nin geri kalan
bolgeleri replikasyonun etkinliginin arttirmaktadir. 5> UTR ve 3° UTR’nin X kuyruk
bolgesi viral genomun en iyi korunmus bolgeleridir (Ustagelebi 2004, Suzuki 2012).

ORF’nin kodladigit 3000 amino asitlik poliproteinden co- ve posttranslasyonel
islemler sonrasinda yapisal ve yapisal olmayan 11 viral protein {iretilir. Yapisal HCV
proteinleri; kor (core: C), zarf 1 (envelope 1: E1), zarf 2 (E2) ve transmembran (p7)
proteininden olusur. Kor boélgesi ayn1 zamanda alternatif ORF proteinini ve gilinlimiizde
fonksiyonu bilinmeyen F proteinini kodlar. Yapisal ve yapisal olmayan genler arasindaki
bolge viriisiin tiretimi i¢in gerekli olan integral katyon membran kanal protein p7°yi kodlar.

HCYV alt1 adet yapisal olmayan proteine sahiptir. Bunlar; NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A



ve NS5B’dir. NS2, NS2-NS3 otoproteolitik ayrilmasindan sorumlu serin proteazdir ve
enzimatik aktivitesi i¢in NS3 1/3 aminoterminal ucuna ihtiya¢ duyar. NS3 hem serin
proteaz hem RNA helikaz ve niikleozid trifosfataz (NTPaz) aktivitesi olan
multifonksiyonel bir proteindir. NS4A, NS3 proteaz fonksiyonlar1 i¢in esansiyel bir
kofaktordiir. NS3’iin hiicresel membranlara tutturulmasini saglar. Giinimiizde NS4B
proteininin fonksiyonlar1 hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Fakat HCV RNA’nin
replikasyonunun gergeklestigi yer oldugu one siiriilen ‘membranéz ag’ olusumuna katkida
bulunur (Sillanpaa 2009) .

NS5 tarafindan kodlanan boliim NS3 serin proteaz aktivitesi ile NS5A ve NS5B
olmak {izere iki viral protein haline gelir. NS5A ¢ok fonksiyonlu bir serin fosfo proteindir.
Fosforile ve hiper fosforile olmak iizere iki tipi vardir. NS5A’nin HCV replikasyonu ve
patogenezi ile iliskili bircok mekanizmada gorevli oldugu diistiniilmektedir. Bu proteinin
hiicresel proteinlerle etkilesime girerek konak hiicrede sinyal ileti yollarinin kontrolii,
apopitoz  baskilanmasi, hiicre biiyiime ve farklilasmasinin etkilenmesi, lipit
metabolizmasinin hasara ugratilmasi ve transkripsiyonun kontrolii ile konak hiicrenin
kontroliiniin viriis etkisi altina girmesine aracilik eder. Ayn1 zamanda interferonlara karsi
virlis direncinde gorev alir. NS5B, HCV replikazin merkezi katalitik enzimi olan RNA
bagimli RNA polimerazi kodlar. NS5B HCV poliproteininin karboksil ucunda yer alan en
son proteindir. (Sillanpaa 2009, Ustagelebi 2004)

HCV niikleotid dizileri birbirinden farkli 6 ana genotipe ve 80’den fazla subtipe
ayrilmaktadir (Murray 2007). 1991°de Choo ve ark. tiim HCV genomonu belirlemislerdir.
Daha sonra Diinya’nin farkli bolgelerinden HCV izolatlar elde edilmis ve bunlarin genetik
dizileri belirlenmistir. Ortaya konulan HCV genetik dizilerinin karsilastiriimasi belirli
birka¢ tipte tiim genomun birbirinden %33 kadar farkli oldugunun belirlenmesini
saglamistir. Dizi degiskenligi ¢ok iyi korunmus 5° UTR, kor bdlgesi ve ¢cok degisken zarf
E bolgesi diginda tiim genom boyunca esit olarak dagilmustir. ikinci Uluslar Aras1 HCV ve
Iligkili Viriisler Konferansi’nda gelecekteki ¢alismalarda kullanilmasi amaciyla HCV
genotip ve alt tiplerinin ortak bir terminolojisi olmasi i¢in fikir birligine varilmigtir. Bu
simiflandirmada genotipler 1’den 6’ya kadar olan rakamlar ile bunlarin i¢inde bulunan
subtipler ise kesif sirasina gore harfler ile gosterilmistir (Zein 2000).

Her bir bireydeki genetik varyantlar tirtimsi olarak adlandirilir. HCV’de
tiriimsiilerin olusumu konaktaki viral replikasyon sirasinda olusan mutasyonlarin
birikiminden meydana gelir (Zein 2000). Onemli olarak bu viral ¢esitlilik viral giicii, hiicre

tropizmini, immiin sistemden kagis1 ve antiviral ilag direnci etkiler (Blackard 2012).



2.2 Epidemiyoloji

Diinya genelinde yaklasik olarak 200 milyon HCV ile infekte birey bulunmaktadir.
Gelismis iilkelerde etkili onlemlerin alinmasiyla hastaligin prevelansi diigmektedir. Buna
ragmen gelismekte olan iilkelerde bu oran hala yiiksektir. Bununla beraber HCV hem
gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde karaciger hastaliklarinin en 6nemli nedeni
olarak kabul edilmektedir. HCV akut hepatit olgularinin %?20’sinden, kronik hepatit
olgularinin  %70’inden, siroz olgularinin %40’ indan, hepatoseliiler karsinomalarin
%60’indan, Avrupa’da karaciger transplantasyonu yapilan infeksiyon hastaliklarinin
%30’undan sorumludur (Alavian 2012).

Ulkemizde de 600 bin kisinin HCV ile infekte oldugu tahmin edilmektedir. HCV
prevalansi diinyada %0,5- 2 arasinda degismektedir. Tiirkiye’de ki durum ise raporlara
gore farklilik gostermekle beraber kan dondrlerinde %0,3-0,5, saglik personelinde ise
%1,6 olarak bildirilmektedir (inci 2009).

Hastanemizde 1993-2003 yillar1 arasinda kan dondérlerinde yapilan galismada
(Ozdemir 2005) anti-HCV pozitiflik yiizdeleri yillara gére 1997°de %0,24; 1998-99
déneminde %0,25; 2000°de %0,23; 2001°de %0,10; 2002’de %0,20ve 2003 yilinin ilk alt1
aymda %0,15 bulunmustur.

HCV infeksiyonundan korunma ve alinmasi gereken Onlemlerde epidemiyolojik
calismalar 6nemli rol oynar. HCV genotipleri ve subtipleri; epidemiyolojik problemler, as1
caligmalar1 ve kronik HCV infeksiyonunun yonetimi ile ilgili oldugu i¢in klinik agidan ¢ok

onemlidir (Yan 2012).



HCV genotipleri farkli cografik dagilim gostermektedirler (Gokahmetoglu 2011,
Barut 2009 ).
Tablo 2.1: HCV’nin cografi bolgelere gore dagilimlar

Bolge Genotip
Kuzey Amerika ve Avrupa 1a, 2a-2b
Japonya 1b, 2a-2b
Giiney ve Dogu Avrupa 1b
Giliney Dogu Asya 3
Orta Dogu, Misir ve Orta Amerika 4
Giiney Afrika 5
Hong Kong ve Vietnam 6
Tiirkiye 1b

HCV genotip 1b’de hem interferon tedavisine yanit daha diisiik oranda meydana
gelmekte hem de hepatoselliiler karsinoma gelisimi agisindan daha fazla risk tasimaktadir
(Gokahmetoglu 2011).

HCV prevelansi tilkenin gelismislik derecesine bagli olarak cografik dagiliminda
biiyiik farkliliklar gosterir. Afrika ve Asya'da yiiksek prevalansda bulunurken buna karsilik
Kuzey Amerika, kuzey ve bati Avrupa ve Avustralya gibi sanayilesmis iilkelerde bu oran
diisiiktiir. Diinya Saglik Orgiitii'ne gore Brezilya’da gériilme siklig1 %2,5-4,9 arasindadir
(Paraboni 2012).

Kore’de 40 yasindan biiyiiklerde anti-HCV antikor prevelansit %1,29°dur. Kan
donorleriyle yapilan ¢alismada ise anti-HCV pozitiflik oran1 %0,1 olarak bulunmustur.
Genotip olarak ise Kore’li hastalarda HCV genotip 1 ve 2 (subtip 1b ve 2a) en yaygin
olanlardir (Oh 2012).

ABD’de HCV prevalanst %1,6’dir. Bu oran toplam 4,1 milyon kisinin anti-HCV
pozitif oldugunu gostermektedir. Bunlarinda yaklagik olarak %80’i viremiktir. ABD’de
karaciger hastaliklar ile ilgili 6liimlerin ve karaciger transplantasyonunun en basta gelen
sebebidir (Ghany 2009).

Almanyada anti-HCV pozitiflik oran1 %0,4 ile %0,6 arasinda degismektedir. Bu
hastalarin %70-%80’inde kronik hepatit C gelisir. Almanya da 400 000-500 000 kronik
hepatit C’li olgu oldugu tahmin edilmektedir (Hofmann 2012). Suudi Arabistan’da 15 323
kisi ile yapilan bir ¢alismada ise Abdel-Moneim ve arkadaslar1 (2012) anti-HCV pozitiflik



oranin1 %7,3 olarak tespit etmistir. Sanlurfa ilinde Aslan ve ark’nin (2001) saglikli
popiilasyonda yaptiklar1 anti-HCV antikor taramasinda pozitiflik oran1 %2,6 bulunmustur.
Kolgelier ve ark. (2003) Erzurumda benzer bir ¢alismada popiilasyonun %1,2’sinde anti-
HCYV seropozitifligi saptanmistir.

Tiirkiye’de kan donorleri arasinda yapilan farkli c¢aligmalarda anti-HCV
seropozitifligi %0,07- % 0,44 arasinda tespit edilmistir. (Oztiirk 2001, Giizelant 2008, Acar
2010, Bulut 2012, Kaya 2009).

Kayseri’de saglik personelinde yapilan bir ¢alismada anti-HCV pozitiflik orani
%0,9 belirlenmistir (Inci 2009). Sénmez ve arkadaslar1 (1996) Malatyada tip fakiiltesi
saglik personelinde yaptiklar1 taramada anti-HCV pozitiflik oranimm1 %0,5 olarak tespit
etmislerdir.

Izmir’de preoperatif dénemde olan 32 614 hastanin kan 6rnegi incelenmis. Anti-
HCYV testinde seropozitiflik %1,93 olarak belirlenmistir (Yurtsever 2009).

Saglikli popiilasyonda HCV infeksiyonunu seroprevelansi %?2,2 civarinda olup,
hemodiyaliz tedavisi alan hastalarda bu oran %4-70 arasinda iilkeler arasi farklilik
gostermektedir (Kurtoglu 2006). Tiirkiye’de hemodiyaliz hastalarinda yapilan galismalarda
anti-HCV  pozitifligi %19-%52 arasinda bulunmustur (Kurtoglu 2006, Balat 1998,
Tekerekoglu 2001). Bu yiiksek oranlar hemodiyaliz iinitelerinin yiiksek risk tasiyan

birimler oldugunu gostermektedir.

2. 3 HCV infeksiyonu
2. 3. 1 Bulas

HCV’nin bulasinda en etkin yol tekrarlayan bigimde veya biiyiik miktarlarda HCV infekte
kanla maruziyettir. Kan transfiizyonu ve organ transplantasyonu bu bulasin baslica
yollaridir. Bulasta daha az riski olanlar ise kaza ile igne batmasi gibi kiigiik miktarlarda
perkiitan maruziyet ya da kan veya serum gibi diger viicut sivilarn ile mukozal temastir.
Infekte bir anneden dogum ve infekte partner ile cinsel iliski bu sekilde bulasa drnektir
(Alter 2007).

Faktdr konsantrelerini ¢ok sik alan hemofili hastalar1 ve IV ilag bagimlilarinda
diger calisma gruplardan daha yiiksek oranda anti-HCV pozitifligi belirlenmistir.
Giiniimiizde tarama testleri ile infekte donérlerin diglanmasi sayesinde transfiizyon ile
HCV bulasi azalmistir. Su anda transfiizyon iliskili HCV infeksiyonu, transfiizyonu
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yapilan her bir iinite basina %0,1- %0,001 aras1 degistigi hesaplanmaktadir. Pihtilagma



faktorii konsantrelerinin viral inaktivasyonu hemen hemen HCV infeksiyonu kaynagi
olarak bu kan {iriinlerinin riskini ortadan kaldirmistir (Alter 1997).

Bunlara ek olarak ¢evrenin viriis i¢in bir rezervuar olabildigini gosteren kanitlar da
vardir. Kontamine igne ve siringalar, ¢cok kullanimlik ilag siseleri, inflizyon torbalari,

injeksiyon ilaglarda kullanilan malzemeler HCV’yi bulastirabilir (Alter 2007).

2. 3. 2 Hiicreye giris
HCV’nin konak hiicreye giris mekanizmasi tam net olmamakla beraber reseptor bagimli
endositoz veya benzeri bir yolla oldugu tahmin edilmektedir. Reseptoriin ligandi olarak
HCV’nin E2 glikoproteininin gorev aldig diisiiniilmektedir (Ustagelebi 2004).

Insan CD 81 reseptdrleri HCV E2 proteininin dogrudan baglanabildigi viriisiin
hiicre igine girisi i¢in gerekli olan reseptorlerdir. CD 81 reseptorleri hepatositler, B-
lenfositleri, T lenfositleri ve dogal Sldiirlicii hiicreler gibi ¢esitli hiicre tipleri tizerinde
genis bir dagilim alani bulunan farkli molekiiler komplekslerin katildigi hiicre yiizey
proteinidir. HCV’nin CD 81 reseptoriinii kullanarak sadece hepatosit invazyonu degil ayni
zamanda konagin immun yanitini modiile ettigi ileri stiriilmiistiir (Forghieri 2012).

HCV temel olarak karacigerde hastaligi neden olan hepatotropik bir viriistiir. Fakat
HCV sadece hepatositlerde degil ayni zamanda B hiicreleri, T hiicreleri, monositler,
dendritik hiicreler ve periferik kan mononiikleer hiicrelerinde de replike olur. HCV
suslarinda lenfosit tropizminin varligt B ve T hiicrelerinin HCV’nin rezervuari olarak

gorev yaptigini diisiindiirmektedir (Carcamo 2012).

2. 3. 3 Protein translasyonu

HCV genomunun 5’ucunda kep bulunmamaktadir. Bu nedenle translasyona kep bagimli
mekanizma olan AUG kodonu aracilik etmez. Bunun yerine bu islem 5’ UTR bdlgesinde
bulunan IRES bolgesi ile olur. Ribozom 40S alt {initesi IRES bdlgesine baglanir ve
translasyon i¢in herhangi ek bir translasyon faktoriine ihtiyag duymaz. IRES aracilig ile
graniillii endoplazmik retikulumda protein translasyonu olur. Daha sonra viral proteinazlar
ve konak hiicre sinyalleri ile ko- ve posttransyasyonel modifikasyonlar meydana gelir
(Bartenschlager 2000).

2. 3. 4 Replikasyon
HCV replikasyonunun temel mekanizmalar1 virlisiin doku kiiltiirlerinin  olmamast

nedeniyle ¢ok net degildir. En son subgenomik gelismeler ve HCV replikasyonunun ve



HCV proteinlerinin sentezinin gerceklestigi tiim HCV genomunun insan hepatoma hiicre
deriveleri olan Huh-7 hiicrelerine stabil sekilde transfer edilmesi antiviral ilaglarin
etkinliginin ve HCV replikasyonu sirasinda meydana gelen hiicresel olaylarin
arastirtlmasini kolaylastirmistir (Kapadia 2003).

Replikasyonda NS5A ve NS5B gibi viral proteinlerle etkilesen ¢ok sayida hiicresel
faktor vardir. NS5A ile etkilesen FKBPS, VAP, FBL2, SRCAP, karyoferin b3, Raf-kinaz
ve NS5B ile etkilesen siklofilin B, p68, niikleolin ve hnRNP Al bunlardandir. HCV’nin
lipit metabolizmas1 ile ilgisi vardir. ER’da olusan VLDL ekzositozla hiicre disina
salimmaktadir. HCV’ninde VLDL baglanarak ya da VLDL’nin yapisina katilarak hiicre
disina ¢iktigr diistiniilmektedir. HCV’nin lipit metabolizmasi ile bir diger iliskisi de
mevolanat yolag iledir. Mevolanat yolag: asetil KoA’dan kolesterol sentezi ve proteinlerin
geranilasyonunda goérev alir. Lovastatin gibi ilaglarla kolesterol sentezinde gorev alan
HMG-KoA rediiktaz inhibe edildiginde HCV replikasyonununda inhibe oldugu tespit
edilmistir (Ustagelebi 2004, Ye 2003).

2. 3. 5 Bir araya gelme ve salinma

Niikleokapsit olusumu kapsit proteinin oligomerizasyonu ve RNA’nin enkapsidasyonu ile
gerceklesir (Ustagelebi 2004). Viral niikleokapsit ER membranindan tomurcuklanma ile
cikarken zarf edinir. Viriis sekratuar yollar araciligi ile hiicre digina salinir (Bartenschlager
2000).

2. 3. 6 Klinik

HCV infeksiyonu hastaligin akut fazi sirasinda herhangi bir belirti vermez. Bu nedenle
hastaliga bu dénemde nadiren tan1 konur. Akut infeksiyonda hastaligin klinik belirtileri
etkene maruziyetten yaklasitk 7-8 hafta sonra ortaya ¢ikabilir, fakat cogu hastada
semptomlar yoktur veya hafiftir. Hastaligin genel belirtileri sarilik, kiriklik ve mide
bulantisidir (Jonas 2005).

Prospektif calismalarda hastalarin %60-90’mnda ALT anormallikleri gozlenirken,
tasiyict durumda olan %10-40 hasta grubunda ise ALT seviyelerinin normal seviyelerde
oldugu gosterilmistir (Morales 2000).

HCV karaciger hastaliklarinin en 6nemli nedenidir. Kronik hepatit ve fibrozis ve
bunun sonucunda siroz ve HCC’ya neden olan karaciger hasarlanmasina neden olur.
Hastaligin son donem karaciger hastaligima dogru olan bir progresyonu vardir. Bu
progresyonda hastalig1 pozitif yonde etkileyen cesitli faktdrler bulunmaktadir. Bunlar;

cinsiyet (progresyon erkeklerde daha kotlidiir), infeksiyona yakalanma yasi, asir1 alkol



tilketimi, obezite ve HCV’nin HBV ve HIV ile olan ko-infeksiyonu. Bazi retrospektif
calismalar da kronik HCV infeksiyonu ile karacigerde var olan steatozis arasinda iliski
oldugu bildirmistir (Depla 2012).

HCYV genelde kronik infeksiyon ile sonuglanir ve kronik infeksiyonu olan hastalarin
%30’unda kronik karaciger hastalig1 gelisir (Abdel-Moneim 2012). Kronik infeksiyonda
HCV ile kronik infekte olan hastalarda 5 yilda HCC gelisme riski %5’dir (Murray 2010).

Akut HCV infeksiyonu ve kronik HCV infeksiyonunun serolojisi sekilde

gosterilmistir (Chevaliez 2011).

Sekil 2. 2: HCV infeksiyon serolojisi
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HCV’ye maruziyetten sonra klinik progresyon sekilde gosterilmistir (Holland
2010).
Sekil 2. 3: HCV’ye maruziyetten sonra klinik progresyon (Holland 2010)
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2. 4 Laboratuvar Tam

HCV tanisinda kullanilan yontemler;
a) HCV infeksiyonunun tanisinda kullanilan testler;
* Anti-HCV testleri
= Strip immunblot testler
= HCV kor antijen testi
= HCV RNA testleri
b) Kullanim amacina gore;
» Tarama testleri ( EIA (Enzim immun test) tabanli Anti-HCV testleri)
» Tamamlayici (supplemental) testler (Strip immunblot testler)
= Konfirmasyon testleri (HCV RNA)
¢) Identifikasyon metoduna gore;
= Indirek testler (Anti-HCV ve Strip immunblot testler)
= Direk testler (HCV RNA, HCV kor antijen, HCV genotipleme testleri ve
HCV genomu sekanslama testleri) (Kesli 2012) .

a) Anti-HCV Testi

Kemiliiminesan Immun Test (Chemiluminescence immunoassay, CIA) ve EIA, HCV
infeksiyonunda tarama testi olarak kullanilmaktadir (Murray 2007). Bu yontemlerle tespit
edilen Anti-HCV antikorlar1 IgG tipindedir (Sandra 2002).

EIA testinde 6rnek sinyalinin esik degere oranlanmasiyla elde edilen anti-HCV’nin
birimi S/Co (sample OD/internal control OD) olarak verilir. Bu testte, 6rnekler bir standart
ile karsilastirilir ve laboratuar kullanimina uygun bir optik dansite degeri olusturulur. S/Co,
ornek absorbansinin 6nceden belirlenmis esik absorbansina kiyaslanmasi olup pozitif
okumalarin negatiflerden ayirt edilmesini saglar. S/Co>1 ise sonug¢ pozitif, oran 1’in
altinda ise negatif olarak bildirilir (Murray 2007).

Gilinimiize kadar ti¢ farkli jenerasyon Anti-HCV antikor testi tiretilmistir. Birinci
jenerasyon HCV EIA’ler NS4 proteininin epitopu olan ¢100-3’i kullanir. Bu testlerin
sensitivite oranlar1 yiiksek prevelansli olan gruplar igin disiiktiir. Diisiikk prevelansh
gruplarda ise yanlis pozitiflik oran1 %70 gibi oldukga yiiksektir (Sandra 2002). Ikinci
jenerasyon HCV EIA’ler de ise NS3 (c33c) bolgesi, kor (c22-3)bolgesi (yapisal) ve
NS4 proteininin 5-1-1 olarak adlandirilan ¢100-3 epitopunun bir boliimi kullanild: (Kesli
2011, Sandra 2002). Bu test FDA (Food and Drug Administration) tarafindan 1992’de

onaylandi. ikinci jenerasyon kitler birinci jenerasyona gore akut HCV infeksiyonunda
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%20, kronik HCV infeksiyonunda ise %10 daha fazla sayida hasta saptayabilmektedir.
Ayn1 zamanda hastada olusan HCV antikorlar birinci jeneraston kitlere gore 30 ile 90 giin
daha 6nceden tespit edebilmekte ve EIA 1.0’larda 16 hafta olan pencere dénemini 10
haftaya diistirmiistiir. EIA 2.0’ yiiksek prevelansli gruplarda sensitivitesi ise %95°tir.
1996°da iigiincii jenerasyon EIA’lar FDA tarafindan onay almistir. Ugiincii jenerasyon
kitlerde ek olarak NS5 proteini bulunmaktadir. Bu grup testler HCV antikorlarin1 EIA
2.0’a gore yaklasik 26 giin daha erken tespit edebilmektedir. Yiiksek prevelanshi gruplarda
sensitivitesi biraz daha yiiksektir (%97) (Sandra 2002, Alter 1995). Bu ii¢ farkli jenerasyon
kitin sensitiviteleri, pozitif prediktif degerleri tabloda verilmistir (Tablo 2.2) (Gretch 1997).

Tablo 2.2: Anti-HCV testlerinin karsilastirilmasi

Pozitif prediktif deger ** (%)
Test Sensitivite* (%) | Diisiik prevelansh grup Yﬁksekg;::‘;velansh
1. Jenerasyon EIA 70-80 30-50 70-85
2. Jenerasyon EIA 92-95 50-61 88-95
3. Jenerasyon EIA 97 25 -

* Klinik bulgular ve HCV RNA tespitine dayanilarak

**RIBA ile karsilastirma

Giiniimiiz EIA’ler ile HCV spesifik antikorlarinin tespit edilebilirligi ve pencere
donemi hastadan hastaya degisebilmektedir. Serokonversiyon hastaligin baslangicindan
ortalama 7-8 hafta sonra olugmaktadir. Anti-HCV, hastalarin %50-70’inde hastaligin
baslangicinda, geri kalan kisminda ise daha sonra tespit edilebilir. Antikorlar hemodiyaliz
hastalarinda ve yiiksek diizey immunsupresyonu olan hastalarda, tespit edilemeyerek yanlis

negatif sonuglara neden olabilmektedir (Pawlotsky 2002).
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Anti-HCV’yi tespit etmede kullanilan bazi ticari otomatize sistemler verilmistir

(Tablo 2.3).

Tablo 2.3: Anti-HCV’yi tespit etmede kullanilan bazi ticari otomatize sistemler ve
ozellikleri (Pawlotsky 2002)

Test Uretici Firma Teknik Antijenler FDA onay1 (2002
Haziran itibariyle)
Ortho HCV 3.0 Ortho-Clinical
ELISA Diagnostics, EIA, mikropleyt Egrs NS3, NS4, Onaylh
Test Sistemi Raritan, NJ
Ortho-Clinical EIA, otomatize
Vitros anti-VHC Diagnostics, Vitros ECI cihazi Kor, NS3, NS4, Onayli
: . NS5
Raritan, NJ ile
Abbott HCV EIA Abbott Diagnostic, | Kemiliiminesan
2.0 Chicago, IL Immun Test Kor, NS3, NS4 Onayh
Abbott HCV EIA Abbott Diagnostic, | Kemiliiminesan Kor, NS3, NS4, Onavls desil
3.0 Chicago, IL immun Test NS5 nayi degl
Abbott Diagnostic, | EIA, otomatize Kor, NS3, NS4, ..
IMxHCV 3.0 Chicago, IL IMx cihaziile | NS5 Onayl: degil
. . EIA, otomatize
AXSYM HCV 3,0 | ADDOUDIAGNOSUC, | o gy\r cinazy | KOT NS3, NS4, Onaylt degil
Chicago, IL ile NS5
Monolisa anti- .
HCV Plus version :3|0-Rad, Marnes- EIA, mikropleyt | Kor, NS3, NS4 Onayli degil
2 a-Coquette, France
Access HCV Ab Bio-Rad, Marnes- EIA, otomatize ..
Plus la-Coquette, France | Access cihazi ile Kor, NS3, NS4 Onayh degil
Innotest HCV Ab Innogenetics, . Kor, NS3, NS4, ..
Y, Ghent, Belgium EIA, mikropleyt NSE Onayli degil

b) Strip immunblot testler

Immunblot testler spesifik antikorlar1 tespit eder. Bu testlerde HCV viral antijenleri ile
kapl nitroseliiloz striplerler kullanilir. Pozitif reaksiyon strip lizerinde belirli alanlarda
renkli bantlarin goriilmesi ile karakterizedir. Sonucun degerlendirilmesi otomatize sistemle
veya gozle olabilir (Pawlotsky 2002).

Tamamlayici (supplemental) test olarak kullanilir. Giiniimiizde iki farkli Strip
immunblot test (SIT) kullanilir. Bunlar, RIBA (recombinant immunblot assay) HCV 3.0
(Chiron Corporation, Emeryville, CA, USA) ve INNO LIA™ HCV Score (Innogenetics N.
V. Ghent, Belgium) (Kesli 2011 a).

RIBA HCV 3.0 SIA rekombinant antijenler ve sentetik peptidler igerir.
Rekombinant antijenler c33c ve NS5, sentetik peptidler ise 5-1-1, c100 ve c22’dir (Kesli
2011 a). INNO-LIA HCV Ab Il ise kor antijenleri (Cl ve C2) , E2/NS1-, NS3-, NS4- ve
NS5 olmak alt1 antijen igermektedir ( Dussaix 1994).
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¢) HCV kor antijen testi

HCV kor antijeni, molekiiler agirligi 21 kDa olan 191 amino aside sahip bir proteindir.
HCV poliproteinin translasyonu sirasinda yeni ousan polipeptid ilk olararak konak
endoplazmik retikulum membranina yonelir. Konak sinyal peptidazlar tarafindan kesilen
poliproteinden C terminal ucunda E 1 sinyal sekansini igeren immatiir kor protein sekli
olusur. Bu sinyal peptidi konak sinyal peptidazi tarafindan daha ileri islemlere tabi tutulur
ve matiir kor proteini olusur. Kor proteinin ¢ogu sitoplazmadadir. Bunlar sitoplazmada
endoplazmik retikuluma bagli veya lipid damlaciklar1 yiizeyinde lokalizedir. Ayni
zamanda kor proteinin az bir kismi infekte hiicrelerin niikleusunda da bulunabilir (Seme
2005).

HCV Kkor antijeni HCV RNA’nin serumda ortaya ¢ikisindan yaklasik 1-2 giin sonra
ve anti HCV antikorlarinin olusumundan daha once tespit edilebilir. Bunun sonucu olarak
da HCV kor antijen testleri HCV infeksiyonunu HCV antikor tarama testlerinden daha
erken, 38-50 giin iginde saptayabilmektedir. Pencere donemi ise ortalama 23,9 giindiir.
Pencere donemi antikor testinde ise 7-8 haftaya uzayabilmektedir (Hosseini-Moghaddam
2012).

HCV ile infekte bireylerin kaninda HCV kor antijeni tespit edilebilmektedir. Farkli
kor antijen testleri ile yapilan ¢alismalar da HCV kor antijen diizeyinin HCV RNA diizeyi
ile anlamli derecede iliskili oldugu gosterilmistir. HCV kor antijen testt HCV RNA’nin
molekiiler teknikler ile 6lglimiine bir alternatif olarak gosterilmektedir. Bunun nedeni;
molekiiler tekniklere gore gapraz reaksiyon riskinin daha az olmasi, ucuz, testin 6l¢iim
sekli ve kolay uygulanabilir olmasidir (Chevaliez 2011).

Ik olarak 10 yil énce kullanilmaya baslanan HCV Kor antijen testinin yapilan ¢alismalar
sonucunda HCV RNA ile korele, kolay uygulanabilir, ucuz ve daha kisa siirede sonug
verebilen bir test oldugu tespit edilmistir. 1. jenarasyon kor antijen testleri kor antijen-
monoklonal antikor reaksiyonunu engellememesi i¢in serumda kor antijene karsi olusan
antikorlarin eliminasyonu amaciyla bir santrifiij basamagi bulundurmaktaydi. Daha ileri
caligmalarda testin sensitivitesi arttirmak amaciyla serumda olusan HCV kor antijen-
antikor kompleksini ayirmak i¢in deterjanlar kullanilmistir. 2. jenerasyon testlerde ise 1.
jenerasyon testlerde kullanilan 2 antikora ek olarak kor antijene karsi olusan dort yeni
antikor bulunmus ve bunlar yeni nesil testlerde kullanilmistir (Hosseini-Moghaddam
2012). 11k versiyon testlerde testlerde 1,5 pg / ml olan ve yaklasik 10.000-50.000 1U / ml
(International Unit/ml) HCV-RNA diizeyine karsilik gelen alt saptama sinir1 rutin klinik

kullanim i¢in uygun degildir. Yakin zamanda onceki HCV kor antijen testleri ile
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karsilastirildiginda sensitivitesi yiiksek bir kor antijen testi kulanim alani bulmustur
(Abbott Laboratories, Diagnostics Division, Abbot Park, IL, USA). Bu test ile saptama
smir1 yaklasik 100 kat artarak 0,06 pg / ml ((3 fmol / 1)) olmus ve islem siiresi 3,5 saatten
40 dakikaya indirilmistir. Ayn1 zaman da genotipten bagimsiz olarak HCV RNA diizeyi ile
iyi korelasyon gostermektedir (Vermehren 2012). Calismamizda da kor antijeni 6lgiimii
icin bu test kullanilmistir.

Architect HCV antijen testi (Abbott Laboratories, Diagnostics Division, Abbott
Park, IL, USA) sensitif, spesifik, giivenilir, uygulamasi kolay, tekrarlanabilir ve maliyet
etkin bir testtir. Tarama testi olan anti-HCV antikortesti igin pre-konfirmasyon testi olarak
uygulanabilir. Bu test Architect® i2000SR CIA sistemi (Abbott Laboratories, Diagnostics
Division, Abbott Park, IL, USA) ile otomatize olarak ¢alisilmaktadir. Architect HCV
antijen testi insan serum veya plazmasinda iki basamakli kemiiliminesan mikropartikiil
immun deney yontemi ile HCV kor antijen kantitasyonu yapmaktadir. 110 pl ornek ile
calismakta ve islem 36-40 dakika siirmektedir. Cutt-off degeri 3.00 fmol/litre (0.06
pg/mL)’dir. Bu deger altindakiler (<3.00 fmol/l) non reaktif, tizerindeki degerler (>3.00
fmol/l) reaktif kabul edilir. >3.00 fmol/l ve <10.00 fmol/l arasinda ki degerler
tekrarlanmalidir. Her iki testte nonreaktif c¢ikan ornekler HCV kor antijeni agisindan
nonreaktif, tekrarlanan testlerden bir veya ikisi >3.00 fmol/l ise test reaktif kabul edilir
(Kesli 2011 a).

d) Molekiiler Yontemler (HCV RNA ve HCV Genotipleme)

Ucgiincii jenerasyon HCV antikor testleri dnceki HCV antikor testlerinden daha spesifik ve
sensitif olmasina ragmen hala yanlis pozitiflik oranlar yiiksektir. Bu nedenle yanlis pozitif
sonuglar1 elemek i¢in HCV RNA testleri ile konfirmasyona ihtiya¢ vardir. Bu 6zellikle
anti-HCV’nin disiik titreli pozitif sonuglarinda 6nemlidir. CDC (Centes for Disease
Control and Prevention) yanlis pozitif HCV sonuglarini en diisiik seviyeye ¢ekmek igin
HCV RNA veya SIT ile konfirmasyonunu tavsiye etmektedir (Kesli 2012).

HCV RNA, infeksiyonun en erken gostergesi ve viral replikasyonun direk bir
belirtecidir. HCV RNA infeksiyondan 1-2 hafta sonra, anti-HCV antikorlar1 ortaya
cikmadan ve karaciger enzimlerinde herhangi bir degisiklik olmadan tespit edilebilir (Kesli
2011 a)

HCV RNA hastalik spontan olarak iyilesmeden Once genellikle pik bir degere
ulagir. Fakat kronik hastaliga ilerleyenlerin ¢ogunda HCV RNA artisi kademeli olarak
azalir ve sonra stabil hale gelir. Kronik hastalarda diizeyi stabildir. HCV RNA karaciger
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hastaliginin siddetinden etkilenmez. Fakat son donem karaciger hastalarinda diisiik

diizeyde olabilir veya tespit edilemeyebilir (Pawlotsky 2002).

HCV RNA analiz sistemleri kalitatif ve kantitatif olarak iki gruba ayrilabilir.

a) Kalitatif HCV RNA Testleri:

Kalitatif testler pozitif/negatif, tespit edildi/edilemedi seklinde sonu¢ veren testlerdir.
Bunlar pozitif olan EIA testlerinin konfirmasyonu i¢in ve antiviral tedavinin sonucunu
izlemek icin kullanilir. Kalitatif testler ilk kullanilan kantitatif testlerden sensitivitesi daha
yiiksektir ve saptama sinir1 5-10 IU/ml’dir. Bu yiiksek sensitivite 6zellikle tedaviye yanitin
belirlenmesi i¢in ¢ok dnemlidir. Cilinkii kiigiik miktarda viriis varligi bile viral replikasyonu
gostermektedir (Holland 2010).

Bu testte RNA ekstraksiyonu sonrasi, hedef bolgenin ya TMA (transkripsiyon
aracili amplifikasyon) ya da PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile amplifikasyonu yapilir.
Gliniimiizde HCV RNA’y1 kalitatif olarak tespit etmek icin iki ticari kit kullanilmaktadir.
Bunlardan biri PCR temelli olan ve saptama sinir1 50 1U / ml olan Cobas Amplicor HCV
2.0 (Roche Molecular Systems, USA)’dir. Digeri ise saptama smir1 5- 50 1U / ml olan bir
TMA testi Versant™ HCV RNA Qualitative Assay (Siemens Healthcare Diagnostics,
Germany)’dir. Her iki testinde spesifitesi %100’e yakindir (Forns 2006, Kesli 2012).

b) Kantitatif HCV RNA Testleri:

Kantitatif 6lgtimlerin kullanim amaci baslangigta veya tedavi Oncesi sirkiilasyonda olan
virils miktarin1 belirlemektir ve tedavi sirasinda virlis miktarindaki degisiklikleri
izlemektir. Bu nedenle kantitatif testlerde her ml basina virlis miktar1 verildigi i¢in viral
yiik testleri olarak da adlandirilir. ilk versiyon testlerin sensitivitesi kalitatif HCV RNA
testleri kadar olmamigken son gelistirilen yeni kantitatif testler daha yiiksek sensitivite
gostermektedir (Holland 2010) .

FDA onayli testler; Cobas Amplicor™ HCV Monitor (Roche Diagnostics),
Siemens Molecular Diagnostic’igin iiriinii olan VERSANT HCV RNA 3.0 Assay (HCV
RNA tespiti i¢in dalli DNA(bDNA) teknolojisini kullanmaktadir) ve COBAS AmpliPrep /
COBAS TagMan HCV Test (Roche Diagnostics)’dir. Bu tam otomatize real-time PCR
(gRT-PCR) testidir (Holland 2010, Kesli 2011 a).

HCV RNA diizeyi ile serum ALT diizeyi arasinda korelasyon yoktur. HCV RNA
ile karaciger histolojisi arasindaki korelasyon ise tam net degildir. Bazi ¢alismalarda

korelasyon gosterilemezken, diisiik diizeyde HCV RNA’ya sahip olan hastalarda daha ileri
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diizeyde karaciger hastaliginin oldugu veya bunun tam tersinin gosteridigi ¢alismalar
vardir. Karaciger hastaliginin farkli evrelerinde olan hastalar arasinda serum HCV RNA
diizeylerinde oOrtiisme olmadigindan, serum HCV RNA diizeyleri 6l¢iilmesi karaciger
hastaliginin ciddiyetinin tahmininde yardimci olmaz (Lok 1997).

Bazi durumlarda anti-HCV pozitif iken HCV RNA saptanamayabilir. Benzer
sonuclar baska bir nedenli karaciger hastaligi olanlarda veya iyilesmis Hepatit C
hastalarinda goriilebilir. Yine de bu sonuglarda HCV RNA testi birka¢ hafta sonra
tekrarlanmalidir. Clinkii HCV RNA testi vireminin olmadigi doneme rast gelebilir. Kronik
replikasyon baslamadan 6nce HCV RNA gegici olarak kaybolmus olabilir (Pawlotsky
2002, Chevaliez 2007) . HCV RNA testlerinin diger dezavantajlar ise pahali, zaman alict,
kontaminasyon nedeniyle yanlis pozitif sonuclar verebilen, yogun emek isteyen, teknik
beceriler isteyen testlerdir (Krajden 2004, Morota 2009).

Sonug olarak tiim olumlu ve olumsuz yonleriyle beraber kalitatif ve kantitatif HCV
RNA testleri anti-HCV EIA, HCV kor antijen ve SIT’lerin hepsinin konfirmasyonunda
kullanilacak olan tek testtir (Kesli 2012, Hosseini-Moghaddam 2012).

Akut hastaligin iyilesmesi ve akut hastaligin kronik HCV hastaligina doniismesi
durumunda HCV belirtecleri arasindaki iligki grafikle gosterilmistir (Sekil 2.4) (Pawlotsky
2002).

Sekil 2. 4: HCV infeksiyonunun seyri

a) Akut Hepatit ve Iyilesmesi

toengnapoooonopooopooooOOOOODOODDODODDODD HEVRNA
CRRRRRRCouoooooogoonoegeirueoooooonnint  Hev kor antijen
Anti HCV

fea,
-
.
Sa,

L B Pozitf
Infeksiyon ~ Akut Hepatit

[] Negatif
b) Akut Hastalik ve Kronik Hepatite Gidis

RREERRRRRE R R Ry HCVRNA
CRRRRNORRRRRRnn R e e e nnnenel HeV kor antijen
Anti HCV

ALT

Infeksiyon  Akut Kronik Hepatit
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HCV infeksiyonunun tanisinda kullanilan testlerin test sonuglarina gore
degerlendirilmesi tabloda gosterilmistir (Tablo 2.4). (Ghany 2009, Lok 1997)

Tablo 2. 4: HCV tani testlerinin degerlendirilmesi

ANTI- HCV DURUMUNUN
HCV RNA(NAT) TAMAMLAYICI TESTLER 9 .. .
HCV(EIA) DEGERLENDIRILMESI

Negatif Calisilmaz Calisilmaz HCV infeksiyonu yok

Bilinemez, pozitif tarama testi
Pozitif - - sonucu i¢in konfirmasyona

ithtiyag var

Pozitif Pozitif Pozitif/ - Aktif HCV infekiyonu

Bilinemez, tek negatif HCV
RNA sonucu infeksiyon

o ) durumunu belirleyemez,
Pozitif Negatif - . )
yanlig pozitif tarama testi
sonucunu diglamak i¢in SIT

yapilmali

HCYV ile infektedir, HCV
RNA diizeyleri fluktuasyon
. ) . gosterdiginden aktif
Pozitif Negatif Pozitif
infeksiyonu diglamak icin
HCV RNA tekrar test

edilmeli

HCV ile infektedir, HCV
RNA i¢in testler yapilmali, su
Pozitif - Pozitif anki infeksiyon durumu i¢in
karaciger enzimleri bir

belirtegtir

Pozitif -/ negatif Negatif HCV ile infeksiyon yok
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Akut hepatit C siiphesinde anti-HCV ve HCV RNA test sonuglarinin
degerlendirilmesi su sekildedir (Tablo 2.5) (Kesli 2011a).

Tablo 2. 5: Akut hepatit C’de test sonuglarinin yorumlanmasi

ANTI-HCV(3. jenerasyon .
HCV RNA(NAT) YORUM
EIA)
Negatif Negatif Akut hepatit C yok
Negatif Pozitif Akut hepatit C
Pozitif Negatif Muhtemelen akut hepatit C yok
Pozitif Pozitif Kronik hepatitten ayirimi1 zordur

*  Alt saptama sinir1 <50 1U/ml olan HCV RNA testleri

** HCV infeksiyonu iyilesmis olan bireylerde goriilebilir. SIT yapilmalidir. Bir pozitif SIT
ile iki veya daha fazla pozitif HCV RNA testi ile infeksiyon karari verilir. Negatif SIT
yanlig pozitif EIA’y1 gosterir ve daha ileri tetkik yapmaya gerek yoktur.

*** Bu durumlarda akut hepatiti kronik hepatitin akut alevlenmesinden veya kronik

hepatitli hastalarin baska nedenli akut hepatitden ayirmak zordur.

¢) HCV genotipleme testleri

HCV infeksiyonun varliginin bilinmesine ek olarak HCV genotipinin belirlenmesinin
klinik 6nemi giderek artmaktadir. Genotiplerin saptanmasi epidemiyolojik ¢alismalarin
yani sira viral transmisyon ¢alismalarinda da faydalidir. Bir¢ok ¢alismada viral genotip ile
interferon tedavisine cevap, hastaligin progresyonu Ve hepatoseliiler karsinom gelisme
olasilig1 arasinda iligki gosterilmistir (Germer 1999).

HCV alt1 genotipe ve ¢ok fazla sayida subtipe ayrilmaktadir (Gretch 1997). HCV
genotipleri serolojik olarak veya molekiiler yontemlerle belirlenebilir. HCV genotipini
serolojik olarak belirleme tip spesifik antikorlarin EIA yontem ile saptanmasina dayanir.
Murex HCV Serotyping 1-6 Assay (Murex Diagnostics, Dartford, ingiltere) bu testlerden
biridir. Bu testler kronik hepatitli immun immiinkompetan hastalarda iyi sonuglar verirken
hemodiyaliz hastalarinda ve immundeprese hastalarda sensitivitesi diismektedir. Bu testler
alt1 genotipi secebilirken subtipleri ayirt edememektedir (Pawlotsky 2002).

HCV genotipinin molekiiler olarak saptanmasinda altin standart NS5B veya E1
bolgesinin direk sekanslamasidir. Bu yontemler molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda
kullanilmaktadir. Pratik uygulamada ise farkli ticari kitler bulunmaktadir. 5° UTR
bolgesinin direk sekans analizini yapan (Trugene® 5'NC HCV Genotyping Kit, Bayer
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HealthCare, Diagnostics Division, Tarrytown, New York) veya 5’UTR bolgesinin revers
hibridizasyonunu yapan (INNO-LiPA HCV IlI, Innogenetics (Ghent, Belgika) veya
Versant® HCV Genotyping Assay, Bayer HealthCare(New Jersey, ABD) ticari Kitler
kullanilir. Bu kitlerle yanlis tiplendirme hatalar1 ¢ok azdir (Chevaliez 2006, Pawlotsky
2002).

3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan 2011/065 no’lu karart ile onay alindi. 121518006 no’lu proje ile Necmettin
Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan desteklendi.

Bu ¢alismaya Aralik 2010-Subat 2012 tarihleri arasinda merkez mikrobiyoloji
laboratuvarina Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi'ne bagvuran HCV
infeksiyonu agisindan siipheli olarak diistintilen 189 hastanin serum 6rnegi alind.

Calismaya alinan serum 6rneklerinden 3 ml hacimde tiiplere konularak ¢alisilincaya
kadar -20°C’de saklandi. Calisma yapilacagi zaman Ornekler oda isisinda ¢ozdiiriilerek
yapilacak testler i¢in uygun hacimlere ayrildi (Anti-HCV antikor testi igin 500 ul, HCV
kor antijen testi i¢in 500 pl, SIT igin 500 ul ve HCV RNA g¢alismasi i¢in 1500 ul seum
kullanildi).

Anti-HCV antikor testi kemiliiminesans mikropartikiil immunoassay teknolojisi ile
caligan ticari Architect® i2000SR CIA system (Abbott Laboratories, Diagnostics Division,
Abbott Park, IL, ABD) 2. jenerasyon anti-HCV testiyle ¢aligildu.

HCV Kkorantijen testi Architect® i2000SR CIA system (Abbott Laboratories,
Diagnostics Division, Abbott Park, IL, ABD) kullanilarak, iiretici firmanin Onerileri
dogrultusunda caligilildi.

Tamamlayici (supplemental) test olarak (Strip immunblot testler) ticari INNO
LIA™ HCV Score (Innogenetics N. V. Ghent, Belgium) kiti kullanildi.

3. 1 HCV Kor Antijen Testi

Calismamizda insan serum veya plazma orneklerinde HCV kor antijenini kantitatif 6lgen
iki basamakli kemiliiminesans mikropartikiil immun analiz teknolojisini kullanan ticari
Architect i2000SR CLIA system (Abbott Laboratories, Diagnostik Birimi Abbott Park, IL)
ve Architect HCV kor antijen test kiti kullanilarak yapildi. Bu test sivi fazda akridinyum
isaretli rodent anti-HCV antikorlarim1 ve kati faz olarak monoklonal anti-HCV kapli

paramanyetik mikropartikiilleri kullanmaktadir.
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Calisma da her bir 6rnekten 110 pl hacminde kullanildi. Her bir 6rnek igin test
stiresi 3640 dakikaydi. Kit prosediiriine gore Cut off degeri 3.00 fmol/litre (0.06 pg/ml)
idi. Okuma degeri <3.00 fmol/ litre non reaktif, 3.00 fmol/litre ve tizeri degerler reaktif
kabul edildi. >3.00 fmol/li —<10 fmol/litre arasinda ki sonuglar ikinci kez ¢alisildi. Her
iki testte nonreaktif ¢ikan ornekler HCV kor antijeni agisindan nonreaktif, tekrarlanan
testlerden bir veya ikisi >3.00 fmol/1 ise test reaktif kabul edildi (Kesli 2011 a).

>3.00 fmol/litre—<10 fmol/litre arasinda elde edilen 8 sonug i¢in test tekrar edildi.

3. 2 Strip immunblot Testler (SIT)

Tamamlayici (supplemental) test olarak (Strip immunblot testler) ticari INNO LIA™
HCV Score (Innogenetics N. V. Ghent, Belgium) kiti kullanildi.

INNO-LIA™ HCV Score; kor bolgesi, E2 ¢ok degisken bolgesi (HVR), NS3
helikaz bolgesi, NS4A, NS4B ve NS5A bolgelerinden elde edilen HCV antijenlerini
kullanan 3. jenerasyon line immunotesttir. Antijenler, naylon strip iizerindeki 6 farklh
bolgeye baglanmislardir. Ayrica, strip iizerinde dort kontrol bolgesi bulunmaktadir:
streptavidin kontrol ¢izgisi, 3+ pozitif kontrol (anti-human Ig) ¢izgisi, 1+ pozitif kontrol
(human IgG) ve + cut-off ¢izgisi (human IgG).

Test 6rnegi, test stripi ile birlikte oluklarda inkiibe edildi. Eger 6rnekler i¢inde HCV
antikoru var ise striplerdeki HCV antijen ¢izgileri ile birlesti. Daha sonra, alkaline fosfataz
isaretli anti-human 1gG konjugat: eklendi ve spesifik HCV antijen/antikor kompleksine
baglanmasi saglandi. Enzim substrat ile inkiibasyonu kestane-benzeri bir renk olusturdu.
Olusan rengin siddeti 6rnek iginden yakalanan HCV spesifik antikorlarinin miktari ile
orantilidir. Stop soliisyonu (Siilfirik asit) reaksiyon durduruldu.

Test su sekilde yapilmistir.

Test 16 saat (overnight) inkiibasyon ile yapildi.

Pozitif ve negatif kontrolleride kapsayacak sekilde her ornek ic¢in birer oluk
hazirlandi.

Test oluklarini kontrol ve drnekler olarak ayirdiktan sonra tabla icine yerlestirildi.
Her bir test oluguna 1 ml Ornek Diluent ardindan 10 ul érnek ya da kontrol (pozitif ve
negatif) eklendi. Oluk sayisinca test stripi hazirlandi ve herbir test oluguna bir strip
tamamen siviya gomiilecek sekilde yerlestirildi.(Cimbiz yardimi ile test striplerinin
membran taraflar1 yukariya dogru olacak sekilde yerlestirildi.). Oluklar yapiskan kaplayici
ile kaplandi. Tablalar shaker iizerine konuldu ve 16 + 2 saat oda 1sisinda (18 — 25°C)
calkanarak inkiibe edildi.
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Inkiibasyondan sonra yapiskan kaplayici dikkatlice ¢ikarildi ve yikamaya gecildi.
Her Dbir stripi 5 kez 1 ml Yikama Solusyonu ile yikandi ve daha sonra her bir test oluguna 1
ml Konjugat Solusyonu eklendi. Tablalar tekrar shaker iizerine konuldu ve 30 dakika oda
1s1sinda (18 — 25°C) inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra her bir strip 5 kez 1 ml Yikama Solusyonu ile yikand: ve bu
islemin ardindan her bir test oluguna 1 ml Substrat Solusyonu eklendi. inkiibasyon icin
tablalar shaker tizerinde 30 dakika oda 1sisinda (18 — 25°C) ¢alkandi.

Bu islemden sonra oluklardaki sivi aspire edildi ve reaksiyonun durmasi igin her bir
test oluguna 1 ml Stop Solusyonu eklendi. Tablalar tekrar shaker iizerine konularak
inkiibasyon i¢in 10-30 dakika siiresince oda 1sisinda (18 — 25°C) sallandi. Siire sonunda
Stop Soliisyonu aspire edildi.

Cimbiz yardimu ile stripleri oluklardan alindi ve kurutma kagidi iizerine membran
tarafi yukar1 bakacak sekilde koyuldu. Stripler tamamen kurudugunda sonuglar

yorumlandi. Kuruma agamasi oda isisinda yapildi.

Resim 3.1: Test striplerinin 16 saat (overnight) inkiibasyonu
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Resim 3.2: Test striplerinin pozitif ve negatif kontrollerle beraber degerlendirilmesi

Kuruma islemi bittikten sonra okuma asamasma gegildi. Test sonuglar iretici
firmanin talimatlarina ve asagidaki tabloya gore degerlendirildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: LIA test sonuclarinin degerlendirilmesi

Antijen ¢izgi reaksiyon yogunlugu (R) Derece
+’den az R<=+ -

+’ye esit R==+ +
+,’den fazla fakat 1+ den az veyaesit +<R <1+ 1+
1+’den fazla fakat 3+’den az 1+ <R <3+ 2+

3+’e esit R =3+ 3+
3+’den fazla R >3+ 4+

Sonuglarin yorumlanmasi su sekilde yapildi,

Negatif:

- Tiim HCV antijen bantlarinin negatif reaktivite derecesinde olmasi,
- NS3 hari¢ diger HCV antijen bantlarindan birinin + reaktivitesine sahip olmasi,

Pozitif:

- Eger en az iki HCV antijen band1 = ya da daha yiiksek aktiviteye sahip ise.

Siipheli:

- Eger herhangi bir HCV antijen ¢izgisi 1+ ya da daha yiiksek reaktivite derecesine sahip
1S€e.

- Eger NS3 band1 + ya da daha fazla reaktiviteye sahip ve tiim diger antijen cizgileri
negatif ise.

24



3. 3 Kantitatif HCV RNA Testi
Serumda HCV RNA Kkantitasyonunda insan serumu veya plazmasinda HCV RNA
kantitasyonu i¢in bir niikleik asit amplifikasyon testi olan ticari COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Testi (Roche Molecular Systems, ABD) kullanildi.
Ornegin hazirlanmasi COBAS® AmpliPrep Cihazi kullanilarak, amplifikasyon ve
deteksiyon COBAS® TagMan® 48 Analizorii Cihazi (Roche Molecular Systems, USA)
kullanilarak otomatik olarak yapildi.

Bu test 3 asamada gerceklestirildi. (1) HCV RNA’nin izole edilmesi i¢in 6rnegin
hazirlanmasi; (2) hedef RNA’dan tamamlayici DNA’y1 (cDNA) olusturmak igin ters
transkripsiyonu islemi ve (3) es zamanli olarak hedef cDNA’nin PCR amplifikasyonu ve

hedefe spesifik cift isaretli oligoniikleotid 6l¢lim probunun saptanmasi.

Kit icinde Bulunan Malzemeler
Reaktifler

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Testi

HCV Manyetik Cam Partikiilleri Reaktif Kaseti 1x48
Manyetik cam partikiilleri
%93 Izopropanol

HCV Lizis Reaktifi Kaseti 1 x 48 Test
Sodyum sitrat dihidrat, % 42,5 Guanidin tiyosiyanat, < %14 Polidokanol,
%0,9 Ditiyotreitol

HCV Coklu-Reaktif Kaseti sunlar1 igerir: 1 x 48 Test
Proteinaz Sollisyonu 1x3,8mL
Tris tamponu, < %0,05 EDTA, Kalsiyum kloriir, Kalsiyum asetat, < %7,8 Proteinaz,
Gliserol

Eliisyon Tamponu 1x7,0mL
Tris-baz tamponu
%0,2 Metilparaben
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HCV Test Spesifik Reaktif Kaseti 1 x 48 Test
HCV Kantitasyon Standardi 1x3,6mL
Tris tamponu, EDTA

%0,002 Poly rA RNA (sentetik)

%0,001 HCV primer baglanma sekanslar1 ve benzersiz bir prob

baglama bolgesi igeren Armored HCV RNA yapis1 (MS2 bakteriyofajda

bulasict olmayan RNA)

%0,05 Sodyum azid

HCV Master Karisim 1x25mL
Trisin tamponu,Potasyum asetat, Potasyum hidroksit, < %20 Dimetilsiilfoksid, Gliserol
%0,004 dATP, dCTP, dGTP, dUTP

%0,002 HCV 5’ UTR bélgesine yukar1 yonde ve asagi yonde HCV primerleri

%0,001 HCV ve HCV Kantitasyon Standardi i¢in spesifik floresan isaretli oligoniikleotid
problar

%0,001 Oligoniikleotid aptamer

%0,05 Z05 DNA Polimeraz (mikrobiyal)

%0,1 AmpErase (urasil-N-glikosilaz) enzimi (mikrobiyal)

%0,09 Sodyum azid

CAP/CTM Manganez Soliisyonu 1x19,8 mL
%0,5 Manganez asetat, Glasiyal asetik asit, %0,09 Sodyum azid

HCYV Yiiksek Pozitif Kontrol 4x1,0mL
%0,001 HCV sekanslar1 igeren Armored HCV RNA yapist (MS2

bakteriyofajda bulasici olmayan RNA) Negatif insan Plazmasi, HCV

antikoru, HIV-1/2 antikoru, HIV p24 antijeni ve HBsAQg testleriyle reaktif

degil; PCR yontemleriyle saptanamayan HIV-1 RNA, HCV RNA ve HBV DNA

%0,1 ProClin® 300 koruyucu madde
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HCV Diisiik Pozitif Kontrol 4x1,0mL
%0,001 HCV sekanslar1 iceren Armored HCV RNA yapis1 (MS2

bakteriyofajda bulasici olmayan RNA) Negatif Insan Plazmasi, HCV

antikoru, HIV-1/2 antikoru, HIV p24 antijeni ve HBsAQ testleriyle reaktif

degil; PCR yo6ntemleriyle saptanamayan HIV-1 RNA, HCV RNA ve HBV DNA

%0,1 ProClin 300 koruyucu madde

COBAS® TagMan® Negatif Kontrol (insan Plazmasi) 4x1,0mL
Negatif Insan Plazmas1, HCV antikoru, HIV-1/2 antikoru, HIV p24 antijeni

ve HBsAg testleriyle reaktif degil;

PCR yontemleriyle saptanamayan HIV-1 RNA, HCV RNA ve HBV DNA

%0,1 ProClin 300 koruyucu madde

(HCV Yiiksek Pozitif Kontrol Barkod Klipsi) 1 x 4 Klips
HCV Diisiik Pozitif Kontrol Barkod Klipsi 1 x 4 Klips
HCV Negatif Kontrol Barkod Klipsi 1x 4 Klips

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Yikama Reaktifi 1 x 5,1 L
Sodyum sitrat dihidrat
< %0,1 N-Metilizotiyazolon-HCI

Gerekli Olan Ancak Kit icinde Bulunmayan Sarf Malzemeler
* Numune isleme tiniteleri SPU’lar

* Barkod klipsleriyle numune giris tilipleri (S-tiipler)

* K-ucu raklari

* K-tuipti Kutusu 12 x 96
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Gerekli Olan Ancak Kit I¢inde Bulunmayan Diger Malzemeler
* Numune Raki (SK 24 rak)

* Reaktif Raki

* SPU raki

» K-tiipti kapak aleti, motorlu

Gerekli Olan Ancak Kit Icinde Bulunmayan Diger Malzemeler
» K-tilipti kapak aleti

» K-tasiyicisi

» K-tastyicist Transporteri

» K-tastyicisi raki

* Aerosol bariyerli veya pozitif yer degistirmeli RNaz icermeyen uclu pipetorler (1000 pL
kapasiteli)

* Tek kullanimlik tozsuz eldivenler

* Vorteks karistirict

Test Prosediirii
COBAS® AmpliPrep Cihaz Kurulumu

Boliim A. Bakim ve Prime islemi

AMPLILINK yazilim1 veri istasyonu ag¢ildi

Boliim B. Reaktif Kasetlerinin Yiiklenmesi

NOT: Tiim reaktif kasetleri 2-8°C’de saklanan buzdolabindan ¢ikarildi ve COBAS
AmpliPrep Cihazina yiiklendi. Ortam sicakligina gelmeleri i¢in en az 30 dakika cihaz
tizerinde birakildi.

1. HCV CS1’i reaktif rakina ve HCV CS2, HCV CS3 ve HCV CS4’ii ayr1 bir reaktif rakina
yerlestirildi.

2. HCV CS1 igeren reaktif raki COBAS® AmpliPrep Cihazinda rak pozisyonu A'ya
yiiklendi.

3. HCV CS2, HCV CS3 ve HCV CS4 igeren reaktif raki COBAS® AmpliPrep Cihazinda
rak pozisyonu B, C, D veya E’ye yiiklendi.
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Boliim C. Tek Kullannmhik Malzemelerin Yiiklenmesi

1. SPU’lar1 SPU rak(lar)ina yerlestirildi ve rak(lar)i COBAS® AmpliPrep Cihazinin J, K
veya L rak pozisyonuna yiiklendi.

2. Kullanilan konfigiirasyona bagli olarak dolu K-tiipii rak(lar)int COBAS® AmpliPrep
Cihazinin M, N, O veya P rak pozisyonuna yiiklendi.

3. Dolu K-ucu rak(lar)int COBAS® AmpliPrep Cihazinin M, N, O veya P rak pozisyonuna
yiiklendi.

4. COBAS® TagMan® 48 Analizoriini kullanan 3 ile 5 arasindaki konfigiirasyonlar igin,
K-tastyicist rak(lar)indaki K-tasiyicilarint COBAS® AmpliPrep Cihazinin M, N, O veya P

rak pozisyonuna ytiklendi.

Béliim D. Ornek Isteminin Yapilmasi ve Orneklerin Yiiklenmesi

1. Her bir 6rnek ve kontrol [CTM (=) C, HCV L(+)C ve HCV H(+)C] 3-5 saniye boyunca
vortekslendi.

2. Her 6rnek ve kontrolden [CTM (-) C, HCV L(+)C ve HCV H(+)C] 1000-1500 uL’yi
aerosol mikropipetor kullanarak uygun barkod etiketli Giris S-tiipline aktarildi.

4. Girig S-tiipleri ve K-tiipleri (her bir S-tiipii i¢in bir tane, Giris S-tliplerinin yanindaki sag
pozisyona yiiklenmis) olan numune raklarini, COBAS® AmpliPrep Cihazinda F, G veya H

rak pozisyonlarina ytiklendi.

Boliim E. COBAS® AmpliPrep Cihazinda Calismanin Baslatilmasi
COBAS® AmpliPrep Cihazi baslatildi.

Boliim F. COBAS® AmpliPrep Cihazinda Calismanin Sonu ve COBAS® TaqMan®
48 Analizoriine Aktarilmasi
Konfigiirasyona bagli olarak numune raklarinda bulunan isleme tabi tutulmus 6rnekleri ve

kontrolleri COBAS® AmpliPrep Cihazindan ¢ikarildi.
Boliim G. Isleme Tabi Tutulmus Orneklerin Yiiklenmesi

K-tiiplerini COBAS® TagMan® 48 Analizoriine aktarmak icin K-tasiyicilar1 K-tasiyicisi
Transporteri kullanilarak COBAS® TagMan® 48 Analizoriine manuel olarak aktarild.
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Boliim H. COBAS® TagMan® Analizorii veya COBAS® TagMan® 48 Analizoriinde
Calismanin Baslatilmasi

Termal dongii kapagi acildi, K-tasiyicist termal dongiiye yiiklendi ve kapagi kapatildi.
COBAS® TagMan® 48 Analizoriinde ¢alisma baslatildi.

Boliim I. COBAS® TagMan® Analizorii veya COBAS® TagMan® 48 Analizoriinde
Cahsmanin Sonlandirilmasi

Calisma tamamlaninca Sonu¢ Raporu yazdirildi.

Sonuclar

COBAS® TagMan® 48 Analizori, 6rnekler ve kontroller igin HCV RNA
konsantrasyonunu otomatik olarak belirlemektedir. (HCV RNA konsantrasyonu
Uluslararas1 Birimde (International Units) IU /mL olarak ifade edilir).

Sonuclarin Yorumlanmasi:

Sonuglar iiretici firmanin talimatlarina gére yorumlandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2: HCV RNA titrasyonlari ve agiklamalari

Titre Sonucu Agiklama

HCV icin Ct degeri test galismasi sinirinin {izerindedir. Rapor "HCV RNA
Hedef Saptanmadi ) .
saptanmadi " seklinde verilir.

Hesaplanan IU/mL, test calismasit Olgiim Sinrmin altindadir. Rapor, " HCV
RNA saptandi, 15 HCV RNA TU/mL’den diisiik " seklinde verilir.

< 1,50E+01 IU/mL

Hesaplanan IU/mL sonuglar1 testin lineer araliginin alt sinirindan daha disiiktr.
>1,50E+01 IU/mL ve

Bu sonuglar yiiksek derecede degiskenlige sahiptir ve bu nedenle dogru olarak
< 4,30E+01 IU/mL yu £ s P s

kabul edilemez. Bu sonuglar dikkatle yorumlanmalidir.

>430E+01 IU/mL ve | 43 IU/mL’ye esit veya daha biiyiik ve 6.90E+07 IU/mL’ye esit veya daha kii¢iik

<6,90E+07 IU/mL olarak hesaplanan sonuglar, test calismasinin lineer araliginin igindedir.

Hesaplanan TU/mL test ¢aligmasi araliginin tizerindedir. Rapor, "6,90E+07 HBV
RNA TU/mL’den yiiksek" seklinde sonuglanir. Kantitatif sonug¢ isteniyorsa
> 6,90E+07 IU/mL o ) ) )
orijinal 6rnek HCV-negatif insan EDTA plazma ile seyreltilmeli ve tekrar test

edilmelidir. Raporlanan sonucu diliisyon faktoriiyle ¢arpilir.

*Spesifik floresan sinyallerinin goriiniimii

3.4 HCV Genotipleme Testi

HCV RNA pozitif 6rneklerde HCV genotiplemesi revers hibridizasyon metoduna dayanan
ticari Ampliquality HCV-TS kiti (AB ANALITICA, Padova, Italya) ile yapildi. Yontem
5’UTR bolgesinin biyotin isaretli amplikonunun HCV genotip spesifik problarla strip
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tizerinde hibridizasyonu esasina dayanir. Strip lizerinde HCV genotipleri ile drtiisen prob

bolgeleri vardir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3 : Strip iizerinde bulunan prob bdlgeleri ve karsiligi olan HCV genotipleri

Prob Tanim

Prob N1 Ortak sekans
(Evrensel sekans)
Prob N2 Genotip 1

Prob N3 Genotip 1

Prob N4 Genotip 1b

Prob N5 Genotip 1b
Prob N6 Genotip la
Prob N7 Genotip 2
Prob N8 Genotip 2
Prob N9 Genotip 2
Prob N10 Genotip 3
Prob N11 Genotip 3
Prob N12 Genotip 4
Prob N13 Genotip 4
Prob N14 Genotip 5
Prob N15 Genotip 6

Kit icerigi

e Spesifik problar bagh Nitroseliiloz stripler (HCV-TS STRIP)

e Denatiirasyon soliisyonu (<%2 NaOH igeren) (DEN)

e Hibridizasyon soliisyonu (HYB-2)

¢ Konjugat diliient soliisyonu (CON-D1)

o Streptavidin-Alkalen fosfataz konjugat (CON)

¢ Yikama soliisyonu (RIN)

e Substrat: Suda ¢oziilen tabletler halinde NBT/BCIP (NBT/BCIP)
e Kullanima hazir stop soliisyonu (Sitrik asit <%0,5)(STOP)

e Her bir hibridizasyon igin 8’li tek kullanimlik tablali(tray) pleytler
e Sonugclarin okunmasi ve yorumlanmasi i¢in seffaf film

¢ Hibridizasyon aktivasyon reaktifi (HYB ACT)

2X1 mL
1X25 mL
2X25 mL
1X15 L
1X 50pL
4 tablet
1X25 ml
3 adet

1 adet
1X70 ml
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Prosediir
On Hazirhik
e HYB ACT ve pozitif kontrol -20C’den alinarak sicakliklar1 oda 1sisina getirildi.
e Su banyosu 50°C ‘ye ayarlandi ve tiim deney boyunca sicaklik 50°C’de sabit tutuldu
e Caligma sirasinda tablanin i¢ine su banyosundan su sigramamasina dikkat edildi.
¢ 50°C de su banyosunda Hibridizasyon soliisyonu  (HYB-2) ve Konjugat diliient
solisyonu (CON-D1) 1s1tild1.
Bu c¢alismada Tagman Roche amplikonu kullanildi. Bu nedenle hibridizasyon
basamagina gegmeden 6nce 10ul Tagman Roche amplikonu, 20 ul DEN soliisyonu ve 2,5
ul HYB ACT soliisyonu karistirildi ve oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi.

Hibridizasyon

o Stripler kutularindan penset yardima ile ¢ikarildi.

e Su banyosuna kullanilacak olan tabla yerlestirildi

e 1ml 6nceden 1sitilmig olan HYB-2 soliisyonu tabla {izerindeki her bir kanala eklendi. Bir
penset yardimi ile stripler bu kanallara yerlestirildi. Penset yardimiyla striplerin soliisyon
igine tamamen batmasi ve dogru pozisyonda kalmasi saglandi.

e Onceden hazirlanmis olan amplikonlar her bir kanala koyuldu.

e 60 dakika 50C°de 80 rpm’de sallanarak inkiibe edildi.

Boyama protokolii

e Inkiibasyonun sonlanmasindan hemen 6nce streptavidin-alkalin fosfataz konjugat (CON
soliisyonu) diliie edilerek asagidaki formiile gore bir karisim hazirlandi.

Ornek sayis1 X 0,5 ul CON soliisyonu + 6rnek sayis1 X onceden 1siillmis olan CON-D1
soliisyonu

o Inkiibasyon islemi bittikten sonra kanallardaki siv1 (hibridizasyon sivisi) aspire edildi ve
1 ml 6nceden 1sitilmis olan CON-D1 soliisyonu ilave edildi. 2 dk 50C®’de birakildi. Bu sivi
da aspire edildikten sonra hazirlanan karistmdan birer ml striplerin bulundugu kanallara
koyularak 50C° 15 dk inkiibe edildi.

e Bu sirada 1 NBT/BCIP tableti 10 ml distile su ile ¢oziilerek boya soliisyonu hazirlandi.
Bu ¢6zeltinin etrafi aliiminyum folyo ile kapatilarak 1s18a maruziyeti 6nlendi.

e Inkiibasyon sonunda kanallardaki sivi aspire edildi ve 1ml RIN soliisyonu (Yikama

soliisyonu) eklendi. Oda 1sisinda 2 dk shaker de salland.
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o RIN soliisyonu aspire edildi ve 1ml dnceden hazirladigimiz boya soliisyonu kanallara
koyuldu. 15 dk, karanlik, oda 1s1sinda sallanarak inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda boya soliisyonu aspire edildi ve boyama reaksiyonunun bitmesi i¢in
stripler 2 dk 1ml stop soliisyonu ile muamele edildi.

¢ Daha sonra stop soliisyonu da aspire edilerek 2 dk distile su ile yikandi.

o Stripler penset ile dikkatli bir sekilde kanallardan ¢ikartildiktan sonra kagit havlu arasinda
kurutuldu. Kuruma bittikten sonra degerlendirme yapilabilmesi i¢in degerlendirme
kagitlarina yapistirildi (Resim 3.5).

Sonuglar yorumlama kartina gére degerlendirildi (Resim 3.6).

Resim 3.3: Stripler

Resim 3.4: Yorumlama kart1
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3.5 istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin istatistik programi, SPSS 16.0 (SPSS Inc, ABD, IL) Siiriimii
kullanildi ve p degeri <0.05 ise anlamli kabul edildi. Sensitivite, spesifite, pozitif prediktif
deger (PPD) ve negatif prediktif degerleri (NPD) McNemar testi kullanilarak hesaplandi.
HCV kor antijen ve HCV RNA arasindaki korelasyon iligkisi ise Spearman korelasyon
katsayisi ile hesaplandi. Nonparametrik Mann-Whitney U testi ile HCV RNA (1U / ml) ve
HCV Ag (fmol / litre) arasindaki oransal iligki analiz edildi.

4. BULGULAR

Necmettin  Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na Aralik 2010-Subat 2012 tarihleri arasinda ¢esitli poliklinik, klinik ve
yogun bakim {initelerinden elde edilen toplam 189 serum 6rnegi ¢alismaya alindi.

Bu hastalarin 80’1 erkek, 109’u kadin hastadir. Hasta yas ortalamas1 51.37 olarak
hesaplandi.

Bu 6rneklerin 148’1 anti-HCV agisindan reaktif, 41’1 negatif olarak tespit edildi.

Anti-HCV, HCV kor antijen, SIT (LIA) pozitif, HCV RNA sonucu negatif olan iki
ornek, 3 hafta sonra yeni bir serum 6rnegi ile tekrar edildiginde (Chevaliez 2007) HCV
RNA sonucu pozitif elde edildi.

Calisma sirasinda >3.00 fmol/litre—<10 fmol/litre arasiliginda elde edilen 8 Grnege
ait test sonuglar1 tekrar edildiginde 6’s1 non reaktif, 2’si reaktif olarak degerlendirildi.

SIT (LIA) test sonuglar1 ise; 189 O6rnegin 78’1 pozitif, 103’1 negatif ve 8 6rnek
stipheli (indeterminant) olarak bulundu. Siipheli sonug elde edilen 8 6rnegin HCV RNA’s1
pozitif tespit edildi.

189 serum oOrnegi igin ¢alisilan tiim yontemlere ait sonuglar tabloda verilmistir
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1: HCV RNA, SIT, HCV kor antijen, anti-HCV testi sonuglari

Test sonucu Anti-HCV HCV RNA HCV kor antijen SIT
Pozitif 148 80 77 79
Negatif 41 109 112 102
Stipheli — — — 8
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HCV kor antijeni test sonuglarinin HCV RNA viral yiikii ile aralarindaki iligki

tabloda verilmistir (Tablo 4.2)

Tablo 4.2: HCV RNA viral yiik diizeyi —HCV kor antijen sonug karsilastirmasi

HCV RNA viral yiik (1U/ml) HCV KOR ANTLEN
Negatif Pozitif
15-20,000 3 10
20,000-100,000 0 4
100,000-500,000 0 14
500,000-800,000 0 9
>800,000 0 40
Toplam 3 77

SIT, HCV Kkor antijen ve anti-HCV’ nin HCV RNA’ya gore hesaplanan yanlig

pozitif, yanlig negatif, sensitivite ve spesifite sonuglari verilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Calismada kullanilan testlerin yanlis pozitif, yanlis negatif sayilari ile
sensitivite ve spesifite yiizdeleri

Test Yanlis Pozitif(%) | Yanhs Negatif | Sensitivite Spesifite
SIT(LIA) 0(Sifir) 1 %90,8 %100
HCV Kor Antijen 0(S1fir) 3 %96,2 %100
Anti-HCV 69(%46) 1 %98,7 %36,6

HCV RNA’ya gore hesaplanan anti-HCV, SIT ve kor antijeni NPD, PPD, dogruluk

sonuglar1 tabloda verilmistir (Tablo 4. 4).

Tablo 4.4: Anti-HCV, SIT ve Kor antijeni NPD, PPD, dogruluk degerleri

NPD PPD Dogruluk

Anti-HCV %97,5 %53,3 %62,9

SIT %92,7 %100 %95,7

HCV Kkor antijen %97,3 %100 %98,4
Yapilan HCV genotipleme ¢alisma sonuglari verilmistir (Tablo 4.5)
Tablo 4.5: Calisgmamizin genotip dagilimi say1 ve yiizdeleri

) Genotip Genotip Genotip Genotip _
Genotiplb Genotip4 | Toplam
la/1b la 2al2c 3a
59 (%91) 2 (%3) 1(%1,5) 1(%1,5) 1(%1,5) 1(%1,5) 65

35



HCV kor antijen ve HCV RNA arasindaki korelasyon iligkisi i¢in Spearman
korelasyon katsayisi 0,874 olarak hesapland1 (p<0.01).

Calismamizda 10° 1U/ml iizeri HCV RNA konsantrasyonlariyla kor antijeni
arasindaki  korelasyon 10° 1U/ml altinda olan degerlere gore daha anlamh

bulundu(p<0,005).

HCV RNA diizeyi ile HCV kor antijeni diizeyi arasindaki iligski garafik ile gosterilmistir
(Sekil 4. 1).

Sekil 4.1:HCV kor antijen/HCV RNA korelasyon egrisi

30000.00

25000.00
20000.00 / & HCV Ag/frmol/mi

L3
15000.00 L3 ’/ = Dogrusal (HCV Ag/fmol/ml)
10000.00 /
5000.00

0.00 T T T T T
0 50000 10000 15000 20000 25000 30000 X10°
0 0 0 0 0 HCV RNA 1U/ml)
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5. TARTISMA

Hepatit C viriisii, Diinya genelinde hepatitin en 6nemli etiyolojik ajanlarindan biridir.
Ozellikle orta doguda kan yolu ile bulasan infeksiyonlarin en énemlisidir (Abdel-Moneim
2012).

HCYV bulas1 agisindan en riskli gruplar dogrudan veya dolayli olarak intravenéz ilag
ekipmanlarimi ortak kullanan intravendz ilag bagimlilaridir. Risk faktorleri bilinen HCV
olgulart arasinda %50-60’1 bu yolla olmaktadir (Asher 2010). Ayrica dovme, piercing ve
akupunktur uygulamalarinda kullanilan igneler HCV ig¢in risk faktoriidiir. Kisisel jilet, dis
firgasi, tirnak makasi gibi esyalar bulas i¢in daha az risk tasimaktadirlar (Alan 2008).

HCV Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil yaklagik 8.000 ila 10.000 kisinin
6limiinden sorumludur ve yeterli 6nlemler alinmaz ise oniimiizdeki 10-20 y1l i¢inde bu
saymin i¢e katlanacagi tahmin edilmektedir (Zein 2000). Ayni zamanda HCV infeksiyonu
ABD'de kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsinomun en 6nemli sebebidir ve yetiskin
karaciger nakillerinin en yaygin sebebidir (Jesudian 2012).

Giintimiizde HCV bulagin1 6nlemek amaciyla kan ve kan {irinlerinde HCV igin
tarama testi olarak uygulanan HCV’ye karsi antikoru tespit eden anti-HCV testleri
kullanilmaktadir. Bu tarama testleri hepatit C riskini azaltmada son derece etkili olmasina
ragmen, HCV infeksiyonuna ait klinik ya da laboratuvar bulgular1 olmayan bazi kisilerde
de yanlis pozitif test sonuglart verebilmektedirler (Gretch 1997) .

CDC klavuzlarima goére anti-HCV S/Co >3,8 olan degerlerde SIT testi (RIBA)
>%95 olasilikla pozitif tespit edilmektedir. Anti-HCV S/Co <3,8 ise tamamlayici bir teste
ihtiya¢ vardir (Kim 2009).

Acar ve arkadaglarimin (2010) kan donoérleri arasinda yaptigi ¢alismada 72,695
donoér taranmis, bunlarin 360’1 anti-HCV agisindan pozitif tespit edilmistir. Bu ¢alisma da
anti-HCV pozitifligini dogrulamak i¢in SIT (LIA) kullanilmis. 360 anti-HCV pozitif
ornegin 54’1 LIA ile dogrulanmis ve buna gore Anti-HCV yanlis pozitiflik oran1 % 85
olarak hesaplanmustir.

Dufour ve arkadaslart (2003) bir askeri hastanede yaptiklar1 ¢alismada anti-HCV
pozitif olan 2986 serum o6rnegini kullanmiglardir. Bunlardan anti HCV S/Co <3,7 olan 490
ornek diisiik pozitif olarak kabul edilmistir. RIBA, anti HCV S/Co <3,7 olan 263 numune
tizerinde gergeklestirilmis ve bunlarin 31°1 (% 12) RIBA siipheli, 4’1 (% 2) RIBA pozitif
bulunmustur. Siipheli RIBA sonucu olan ve HCV RNA’simna bakilan 12 6rnegin sadece
1’inin RNA’s1 pozitif tespit edilmistir. Anti HCV S/Co <3,7 olan 140 serumun 16’sinda
RNA pozitif iken, anti-HCV S/Co >3,7 olan 1435 6rnegin 1297’sinde HCV RNA pozitif
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bulunmustur. Bu ¢alismada HCV’ye maruz kalan bireylerde ilk yapilmasi gereken testin
SIT (RIBA) olmas1 gerektigi, HCV RNA’nin ise siipheli veya pozitif olgular i¢in yapilmast
gerektigi vurgulanmistir.

Anti-HCV antikor pozitifligi, hastalarin veya kan dondrlerinin viremi durumu
hakkinda herhangi bir bilgi verememektedir. Bundan dolayr immun blot testler (RIBA)
persistant HCV infeksiyonunun gosterilmesinde kullanilmaktadir. Bu testlerden elde edilen
stipheli (indeterminant) sonuglarin RNA ile dogrulanmasi gerekir. Hindistan’da Thakur ve
arkadaglarinin (2003) 3. jenerasyon EIA Kiti ile yaptiklari ¢alismaya 1926 kan dondriinden
anti-HCV’si pozitif tespit edilen 34 6rnek ve 16 kronik karaciger hasta serumu dahil
edilmistir. Bu 6rnekleri anti-HCV S/Co 1-3, 4-6 ve >6 olmak iizere gruplandirmiglar. Bu
calismada anti-HCV’nin SIT ve HCV RNA’ya gore uyumsuz sonuglarinin 6zellikle kan
donorlerinde anti-HCV diizeyi 1-3 arasinda olan serumlarda oldugu tespit edilmistir. Anti-
HCV S/Co 1-3 olan 26 6rnegin 23’i SIT (LIA) negatif, 3’i siipheli tespit edilmis ve
higbirinde HCV RNA pozitifligi bulunamamistir. Anti-HCV S/Co 4—6 arasinda 7 Grnegin
5’1 SIT stipheli, 2’si negatif bulunurken HCV RNA’ya gore 5’1 pozitif, 6’dan daha biiyiik
anti-HCV degerinde olan 1 6rnek SIT ile reaktif, HCV RNA’ya goérede pozitif tespit
edilmistir. Kronik karaciger hastalarinda ise anti-HCV S/Co 1-3 arasinda olan 5 6rnegin
371 SIT siipheli, 2’si reaktif, HCV RNA’ya gore 5’1 de pozitif; 4-6 arasinda olan 6 6rnegin
2’si siipheli, 4’1 reaktif, HCV RNA’ya gore 6’s1 da pozitif; >6 olan 5 6rnegin tiimi SIT
pozitif, HCV RNA’ya gore de pozitif bulunmustur. Sonug olarak 3. Jenerasyon EIA’ in
kronik karaciger hastalarinda sensitivitesi ve spesifitesi oldukea iyi, fakat 6zellikle diisiik
diizey anti-HCV degerine sahip olan kan donérlerinde sensitivitesinin ve spesifitesinin az
oldugu, anti-HCV diizeyi arttikga yanlis pozitiflik oranmnin azaldigi belirtilmistir. Kan
donorlerinde yiiksek diizey anti-HCV titresi var ise (>3) HCV RNA tespitine gidilmesi
gerektigi kanaatine varilmigtir.

Carneiro ve arkadaglarinin (2001) Brezilya’da 428 kan dondrii ile yaptiklari ¢alisma
da anti-HCV pozitifligi tespit edilen 185 hastanin SIT (LIA) ile konfirmasyonu yapilmistir.
167 ornek (%90,3) pozitif olarak tespit edilmis ve buna gore anti-HCV prevelanst %39
olarak hesaplanmistir. Diger 18 hastanin 4’1 negatif, 14’i ise SIT ile siipheli olarak
degerlendirilmistir. Anti-HCV antikoru pozitifligi SIT ile konfirme edilen 167 6rnegin
106’sinda (%63,5), 243 anti-HCV negatif 6rnegin 25’inde (%10,3 ) HCV RNA pozitifligi
bulunmustur. Ayn1 zamanda SIT negatif 1, SIT siipheli 7 6rnekte de HCV RNA pozitifligi
tespit edilmistir. Bu sonuglar 6zellikle HCV antijenlerine kars1 yetersiz antikor yanit1 olan

hastalarda, molekiiler tan1 yontemlerinin bir avantaji olarak yorumlanmustir.
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SIT’lerin tamamlayici test olarak kullanilmasiyla beraber; ¢alisma zorlugu, siipheli
sonuglarm fazlalig1 ve yiiksek maliyet gibi dezavantajlar1 da vardir. ilimizde bir egitim ve
arastirma hastanesinde Kesli ve arkadaslariin (2009) ti¢ ayn ticari anti-HCV antikor Kkiti
ile yaptiklar1 ¢alismada 7156 hasta serumu incelenmistir. En yiiksek sayida 136 serumda
pozitif sonug tespit eden Kitin drnekleri SIT (RIBA) ve NAT ile incelenmesi sonucunda
65’1 hem SIT hem de HCV RNA agisindan pozitif, SIT’a gore siipheli degerlendirilen 23
ornegin ise HCV RNA’s1 negatif bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda anti-HCV pozitif olan 8 6rnegin SIT testi siipheli bulundu.
Stipheli sonug elde edilen 8 6rnegin HCV RNA’s1 negatif tespit edildi. Siipheli sonug elde
edilen serumlarin anti-HCV S/Co 4,39 ve alt1 degerlerdi. immun blot testin (INNO LIA™
HCV Score ) sensitivitesi %90,8, spesifitesi ise %100 olarak hesaplandi. Bu sonuglar bize
anti-HCV pozitif, SIT siipheli ¢ikan 6rneklerin HCV RNA ile dogrulanmasi gerektigini
gostermektedir. Ayn1 zamanda bu serumlarin HCV Kor antijen test sonuglari da non-
reaktif tespit edildi. Kor antijen testinden elde ettigimiz bu sonuglar, siipheli
degerlendirilen immun blot testlerin konfirmasyonunda kor antijen testinin HCV RNA’ya
alternatif olabilecegi kanaatini vermistir.

Meksika’da Sosa-Jurado ve arkadaslarmin (2010) kan donorleriyle yaptiklari bir
caligmada 61553 kisinin 515’inde anti-HCV (%0,84) pozitifligi saptanmistir. Bunlardan
anti-HCV S/Co 1,0-2,0 olanlarin %14’{inde, 2,1-3,0 olanlarin %44’tinde, 3,1-4,0 olanlarin
%350’sinde 4,1-16 olanlarin %87,5’inde, 39 ve iizeri degerlerde %100 HCV RNA
pozitifligi belirlenmistir. Anti-HCV EIA pozitif, HCV RNA negatif elde edildigi
durumlarin; HCV infeksiyonunun iyilesmesine, infeksiyonun ¢ok yeni olmasi nedeniyle
viral yiikiin NAT saptama simirinin altinda olmasma ve takip gerektirdigine, anti-HCV
antikor testinin baska antikorlarla ¢apraz reaksiyon verebilecegine baglamislardir.

Pakistan’da Ali ve arkadaslarinin (2010) ¢alismasinda 254 ani-HCV pozitif 6rnegin
HCV RNA’larina bakilmis ve anti-HCV antikor testinde %16,92 oraninda yalanci
pozitiflik saptanmistir. ELISA yonteminin HCV infeksiyonunu dogrulamak icin tek arag
olamayacagi, molekiiler yontemlerin hastanin infeksiyon durumunu belirlemek ve antiviral
tedavi oncesi kullanilmasi gereken testler olduklar1 sonucuna varilmistir.

Sayan ve arkadaslariin (2006) retrospektif olarak yaptiklar1 bir ¢alismada ise hem
anti-HCV hem de HCV RNA testleri beraber calisilan 368 6rnegi degerlendirmigler ve
anti-HCV S/Co oraninin 3,8 altinda kalan hicbir olguda HCV RNA pozitifligi

saptanmamistir.
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Bizim calismamiz da 148 anti-HCV pozitif 6rnegin HCV RNA temel alinarak 69°u
(%47) yalanci pozitif olarak tespit edildi. Bu yalanci pozitif 6rneklerin 49’u  (%71) anti-
HCV S/Co <3,7’nin altindaki degerler oldugu tespit edildi. Bununla beraber anti-HCV’si
pozitif olan ve  HCV RNA testi ile pozitifligi dogrulanan 4 6rnegin anti-HCV S/Co <3,7
oldugu goriildii. HCV RNA’s1 pozitif olan serumlarin %95’inde anti HCV S/Co oran1 >3,7
idi. Caligmamizda HCV RNA’gore anti-HCV testinin sensitivitesi %98,7, spesifitesi
%36,6 olarak hesaplanmistir. Anti-HCV pozitifligini degerlendirirken 6zellikle diisiik
degerlerde yanlis pozitiflik oranin arttigr goriilmektedir ve bu sonuglarimiz diger
caligmalarla da uyumludur. Yine bu degerlere gore anti-HCV antikor testinin HCV
infeksiyonunun belirlenmesinde i¢in iyi bir tarama testi oldugunu, fakat kesin tani igin
tamamlayici testlere ihtiya¢ duydugunu diistliniiyoruz.

Anti-HCV negatif olup, HCV RNA’nin pozitif saptanabildigi durumlar da vardir.
Bunlar  derin  immunsupresyonu olan  hastalar, hemodiyaliz  hastalar1  ve
agammaglobulinemik bireylerdir (Kesli 2012, Mederacke 2009)

Chamie ve arkadaslar1 (2007) tarafindan HIV hastalarinda seronegatif kronik HCV
infeksiyonunun HIV ile aralarinda olan iliskisi arastirilmistir. HIV infeksiyonu olanlarda
HCV RNA'’s1 pozitif olanlarda anti-HCV antikoru negatifligi saptanmistir. Bu durumun
ozellikle ALT diizeyleri yiiksek, intravendz ilag kullanim 6ykiisii olan ve CD4 diizeyi <200
olan bireylerde oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismanin soncunda da HIV infeksiyonu olup
anti-HCV’si negatif olanlarda ve oOzellikle anormal ALT diizeyleri, intravenéz ilag
kullanim 6ykiisii ve CD4 diizeyi <200 olan bireylerde HCV RNA tespitinin yapilmasi
onerilmistir.

Bizim ¢alismamizda kronik karaciger hastasi ve anti-HCV’si negatif (0,12) olan bir
hasta serununda HCV RNA (5,2x10° 1U/ml) ve HCV kor antijen (1,58x10* fmol/L)
degerleri pozitif bulunmustur. Bu hasta drneginin aym zamanda SIT (LIA) test sonucu da
negatif olarak degerlendirilmistir. Bu sonu¢ ve diger caligmalar 1s181inda serumda antikor
tespitine dayali testlerin 6zellikle kronik karaciger hastaligi, HIV infeksiyonu gibi immun
sistemin zayifladigt durumlarda negatif sonuglanabilecegini hastaligin tan1 ve takibi
acisindan bilmemiz gerektigini, bu durumlarda HCV RNA ve HCV Kkor antijen testlerinin
daha kullanilabilir testler oldugunu diisiindiirmiistiir.

Gegtigimiz on yilda HCV niikleokapsid protein korunmus epitoplarina karsi
yonlendirilmis monoklonal antikorlar araciligiyla HCV-kor antijeninin tespit edilmesi ve
oOlgiilmesi ile HCV replikasyon konfirmasyonunun miimkiin oldugu ortaya konulmustur.

2000 y1l1 baglarinda bir HCV-kor antijen testi (trak-C, Ortho Clinical Diagnostics, Raritan,
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NJ, ABD) calisilmaya baslandi. Bu HCV-kor antijen testinin saptama smnir1 1,5 pg/mL ve
HCYV infeksiyonu tanisinda ek bir tani araci oldugu, farkli HCV RNA testleri ile korele
oldugu goriilmistiir. Yakin zamanda HCV kor antijeninin tespiti i¢in yeni bir tam
otomatize kemiliiminesans mikropartikiil immunotest (Architect HCV Ag, Abbott,
Almanya) gelistirilmistir. Bu testin saptama smirt 0.06 pg/mL (3 fmol/L)’dir. Bu yeni
testinde HCV RNA diizeyi ile korele oldugu goriilmiistiir (Mederacke 2009).

HCV kor antijeni muhtemelen hem tam virionlar da hem de RNA’dan bagimsiz kor
protein yapilar1 olarak infekte bireylerin serumunda bulunmaktadir. Cesitli HCV kor
antijen testleri ile yapilan c¢alismalar HCV kor antijen kinetiginin infeksiyon tim
asamalarinda HCV RNA’daki ile benzer ve HCV kor antilen ve HCV RNA
konsantrasyonlarinin korele oldugunu gostermistir. Ayn1 zamanda HCV Kkor antijeni ile
yapilan ¢alismalar bu testin kronik infeksiyonu olan hastalarda antiviral tedavinin takibinde
de kullanilabilir oldugunu géstermistir (Miedouge 2010).

HCV RNA’nin molekiiler yontemlerle tespiti, HCV infeksiyonunun saptanmasi igin
giinlimiizde altin standart olarak kabul edilmektedir. HCV RNA’y1 tespit etmek ve 6lgmek
icin yeni molekiiler teknikler mevcuttur ve pek ¢ok calismada viral yiik, hastalik siddeti ve
hastaligin progresyonu arasinda bir iligki kurulmustur. Avrupa kan bankalarinda HCV
bulasma riskini en aza indirgemek i¢cin HCV kor antijen veya HCV RNA ile her kan ve
plazma dondriiniin test edilmesi 2 Ocak 2002 yilinda zorunlu hale getirilmistir. HCV kor
antijen testi ile yapilan calismalarda HCV RNA’ya gore HCV infeksiyonunun
serokonversiyonunu 1 giin daha ge¢ tespit ettigi, bunun yaninda testin sensitivitesinin tek
donoér HCV RNA testi ile ayn1 olmadig1 goriilmiistiir. Fakat tek dondr i¢in yapilan HCV
RNA tespiti yiiksek maliyeti, altyap1 ve 6zel egitimli personel gereksinimi nedeniyle uygun
bir segenek degildir. Bu nedenle bircok gelismis {lilke maliyeti azaltmak i¢in havuz test
yontemi kullanmaktadir, boylece niikleik asit testleri (NAT) kan bankalarinda kullanim
alan1 bulmustur. Fakat havuz yontemi tek test yapilmasina gore daha az duyarli bir
yontemdir. Dolayisiyla kor antijeni daha ucuz olmasi, 6zel altyapr ve egitimli personel
gerektirmemesi ve tek ornekte calisilabilmesi ac¢isindan NAT’e bir alternatif olarak kabul
edilmektedir (Daniel 2007).

HCV kor antijen test stabilitesi ile ilgili cesitli ¢alismalar yapilmis, bunlardan
birinde stabilitesi HCV RNA ile karsilastirilmistir. Calisma sonunda 37°C’de 96 saate
kadar kor antijeninin stabilitesini koruyabildigi goriilmiis, buna karsihik HCV RNA
diizeylerinde 6nemli derecede azalma tespit edilmistir. HCV kor antijenini stabilitesini

koruyabildiginden kisitli imkanlar1 olan, transport i¢in uygun sicaklik kosullarim
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saglayamayan kirsal bdlgelerde HCV RNA’ya gore uygun bir secenek olarak
goziikmektedir (Mederacke 2009).

Saito ve arkadaslarmin (2003) Lumispot EIKEN HCV antijen test kitini (Eiken
Chemical, Tokyo, Japonya) kullanmislardir. 155 kronik hepatitli hasta serumunda HCV-
kor antijen diizeyi ile HCV RNA diizeyleri karsilastirilmistir. HCV RNA diizeyleri ile
HCV kor antijen diizeyleri arasindaki korelasyonun anlamli oldugu goriilmiistir HCV
RNA diizeyleri 1000, 1100 ve 1700 IU/ml olan ii¢ serum 6rnegi HCV kor antijen testinin
saptama sinir1 altinda kalmistir. Bu ¢alismada hastalarin IFN’a yanitlar1 da bu iki test ile
bakilmis ve yedi hastanin altisinda HCV core antijeni diizeyleri ile HCV RNA diizeylerinin
paralel oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak HCV kor antijen testinin hepatit C’li hastalarda
viral yiik diizeyinin takibi icin HCV RNA’ya alternatif olabilecek bir gosterge oldugu
distinilmiistiir.

Bouvier-Alias ve arkadaglarinin (2002) Total HCV kor antijen testi (Ortho-Clinical
Diagnostics) ile yaptiklar1 calismada Diinya Saglik Orgiitiiniin uluslar arasi standartlara
uygun, HCV RNA 50 1U /mL, 500 1U/mL, 5,000 IU/mL, 50,000 1U/mL, 200,000 IU/mL,
500,000 1U/mL ve 2.000.000 IU/mL olan serumlar ve 392 infekte hasta serumu
kullanilmistir. Kontrol grubu olarak 124 anti-HCV negatif, HCV RNA negatif 6rnek
calisilmigtir. 392 infekte serumun HCV RNA ve HCV kor antijen testlerinin her ikisi ile
pozitif belirlenen 293’tinde HCV RNA ve kor antijen diizeylerine bakilmis ve aralarindaki
iliski 6nemli bulunmus, testin spesifitesi %99,2 olarak hesaplanmistir. Sonug¢ olarak HCV
kor antijen testinin Kklinik uygulamalarda HCV replikasyonunu géstermede uygun bir test
oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte bu testin 20.000 IU/mL HCV RNA diizeylerinin
altinda viral replikasyon icin kullanilamayacagi vurgulanmustir. Calismanizda 10° 1U/ml
{izeri HCV RNA konsantrasyonlariyla kor antijeni arasindaki korelasyon 10° IU/ml altinda
olan degerlere gore daha anlamli bulunmustur. Bu da bize serumdaki HCV RNA
konsantrasyonunun artis1 ile kor antijen testinin daha dogru sonuglar verdigini
diistindiirmektedir.

Cano ve arkadaglarmin (2003) kan donorlerinde kor antijen testi (Ortho Clinical
Diagnostics) ile yaptiklar ¢alismaya anti-HCV testi pozitif olan 257 6rnek alinmistir. Bu
pozitif 6rneklerin dogrulanmasi amaciyla SIT (RIBA) testi kullanilmig ve bununla da
pozitif degerlendirilen 6rneklere HCV RNA testi ¢alisilmistir. Ayrica HCV RNA’s1 pozitif
belirlenen 80 6rnegin genotiplemesi yapilmistir. SIT ile dogrulanan 137 6rnege HCV RNA
ve HCV kor antijen testleri uygulanmistir. 137 serumun 114’iinde HCV RNA, 111’inde de
(%97,37) HCV kor antijeni pozitif tespit edilmistir. HCV RNA pozitif oldugu halde kor
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antijeni negatif olan serumlarda RNA diizeyleri 3,0x103, 6,2x10° ve 1,3x10* IU/mL olacak
sekilde diisiik diizeyde oldugu goriilmiistiir. RIBA pozitif, HCV RNA negatif olan 23
ornek HCV kor antijen testi ile negatif saptanmistir. Genotiplere gore yapilan ¢alismada ise
2 adet (genotip 1a ve 3a) HCV RNA pozitif, kor antijen negatif olan serumlarin HCV RNA
diizeylerinin diisiik seviyede (1,3x10* ve 6,2x10° IU/mL) oldugu gériilmiistir. HCV RNA
ile HCV Kor antijen arasindaki iliski anlamli bulunmus ve kor antijen testinin spesifitesi
%99,63 olarak hesaplanmistir. Sonug olarak bu ¢alismada HCV kor antijen testinin kor
antijenini genis bir aralikta 6l¢ebildigi, genotipten etkilenmedigi, kan donorleri igin kabul
edilebilir bir spesifiteye (%99,63) sahip oldugu kanaatine varilmistir. Bizim ¢alismamizda
da HCV RNA pozitif, HCV antijen negatif li¢ 6rnek tespit edildi. HCV kor antijen testi
negatif sonuglanan bu serumlarin diger ¢alismalara benzer olarak HCV RNA diizeylerinin
diisiik oldugu gorillmiistir (HCV RNA diizeyleri 1,5x10%, 2,7x10" ve 2,57x10%. Bu da
bize diger ¢alisma verileriyle beraber bakildiginda kor antijen testinin ozellikle diisiik
seviyede HCV RNA’s1 olan hasta serumlarinda yanlis negatiflik ile sonuglanabilecegini
diistindiirmiistiir.

Italyada Valcavi ve arkadaslari test validasyonu calismalarmi kan donérlerinde
(2004) trak-C (Ortho Clinical Diagnostics) ile yapmislardir. 1009 anti-HCV pozitif 6rnegin
405’inde HCV RNA negatif, bunlarin 403’# kor antijeni agisindan negatif bulunmus ve
spesifite %99,5 hesaplanmistir. HCV RNA pozitif 604 6rnegin 572’sinde kor antijenide
pozitif tespit edilmis ve sensitivite %94,7 hesaplanmistir. HCV RNA pozitif /kor antijeni
negatif olan 28 olgu uyumsuz sonuglar olarak degerlendirilmistir. Bunlarin 8 tanesinin ise
viral yiikleri 1,26x10% — 6,87x10* IU/mL arasi, 11’inin HCV RNA’lar1 8,18x10° —
9,73x10° IU/mL arast, 9’u 600 IU/mL’nin altinda bulunmustur. Bu uyumsuz sonuglar; total
serbest antijen miktarinin diisiik olmasina, var olan veya yeni olusan immun kompleksler
ile serbest antijenin pargalanmasina, 6rneklerde bulunan yiiksek afiniteye sahip anti-kor
antikorlarin varligina bagl olabilecegi bildirilmistir.

Ozbekistanda bir calismada (Agha 2004) ise asemptomatik, HCV RNA’s1 pozitif
olan 246 6rnek kullanilarak Ortho Clinical Diagnostics (Tokyo, Japonya) kiti ile HCV kor
antijen testi calisilmistir. Bunlarin genotip dagilimlari ise 91 adet genotip 1, 24 adet
genotip 2, 15 adet genotip 3 ve 116 adet genotip 4 seklindedir. Orneklerin 234’1 (%95,1)
HCV kor antijen testi ile pozitif bulunmus ve HCV RNA ve HCV kor antijen serum
konsatrasyonlar1 arasinda korelasyon saptanmistir. HCV genotipleri arasinda HCV kor
antijen testinin karsilastirilmasinda tani agisindan anlamli fark gériilmemistir. Sonug olarak

HCV kor antijen testinin genotipten bagimsiz olarak HCV infeksiyonunun tanisinda
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kullanilabilecek yeterli sensitivite, spesifiteye sahip oldugu kanatine varilmistir.
Mederacke (2009) ve arkadaslarimin yaptigi benzer bir ¢alismada HCV kor antijeninin
(Architect HCV Ag, Abbott, Almanya) genotipten bagimsiz olarak HCV RNA ile korele
oldugu saptanmustir. 118 HCV RNA pozitif 6rnekten 6’s1 antijen negatif bulunmus ve
bunlarda diger ¢aligmalarda oldugu gibi disiik diizey HCV RNA konsantrasyonlarinda
4300 IU/mL bir ve 5 adet <15 — 350 IU/mL aras1 ornekler oldugu goriilmiistiir. Bu
calismada ilgi ¢ekici olarak HCV RNA infeksiyonu igin antiviral tedavi alan iki hasta
serumunda, saptama sinir1 <15 IU/mL HCV RNA testi ile negatif tespit edilmis ve
bunlarda diisiik diizeyde (3.27 ve 3.81 fmol/L) kor antijen pozitifligi tespit edilmistir.
Bizim ¢alismamizda iki hasta 6rneginin HCV kor antijen testi pozitif, HCV RNA’s1 ise
negatifti. Bu orneklerin SIT’leri de pozitif olarak degerlendirildi. Bunlarin HCV RNA testi
3 hafta sonra tekrarlandi ve pozitif sonug elde edildi. Bu durum, HCV infeksiyonunda
viriistin viremi doneminde olmadigina baglandi.

Daniel ve arkadaslart (2007) c¢alismasinda trak-C (Ortho Clinical Diagnostics)
antijen testiyle HCV infeksiyonu i¢in tedavi almakta olan 61 hastadan 167 ornek
calisilmistir. Bunlarin 95’inin HCV RNA’s1 pozitif, 72°sinin RNA’s1 negatif bulunmustur.
95 RNA pozitif 6rnegin 81’1 (% 85,3) HCV kor antijen pozitif ve 14’i (% 14,7) HCV kor
antijen negatif bulunmustur. 72 RNA negatif 6rnegin 69’u (% 95,8) HCV kor antijen
negatif, 3’ ise (% 4.,2) pozitif bulunmustur. Calismada testin sensitivitesi %85,3
spesifitesi ise %95,8, pozitif prediktif %96,4, negatif prediktif degeri degeri %83,1
hesaplanmigtir. HCV RNA ile aralarindaki korelasyon anlamli bulunmustur.

Miedouge ve arkadaslar1 (2010) Fransada hemadiyaliz hastalarinda Architect HCV
antijen kiti (Abbott, Almanya) kullanarak yaptiklari ¢alismada HCV RNA ile aralarindaki
korelasyonu arastirmak i¢in 98 HCV RNA pozitif 6rnekle ¢alismigladir. Bunlarin 90’inda
HCV antijeni pozitif tespit edilmistir. Viral yiike gore pozitif tespit edilen kor antijen test
yiizdeleri ise; 0-2000 IU/mL olanlarin %53,8°1, 2001-6000 IU/mL olanlarin %88,2’si,
6000 IU/mL ve iizeri HCV RNA konsantrasyonuna sahip olan 6rneklerin %100’iinde kor
antijen testi pozitif saptanmistir. HCV RNA pozitif 90 6rnekle HCV kor antijen arasindaki
korelasyon anlamli bulunmustur. 2752 anti-HCV negatif 6rnek bu iki testle ¢alisildiginda
21 6rnek HCV kor antijen pozitif, HCV RNA negatif tespit edilmis ve bu orneklerin tiimii
kor antijen 0.06-0.2 pg/mL araliginda bulunmustur. Bu calismada testin sensitivitesi
%100, spesifitesi %99,2 olarak hesaplanmistir. Calismamiz sirasinda >3.00 fmol/litre —
<10 fmol/litre aras1 olan ve kit ¢aligma prosediiriine gore yeniden test edilen 8 drnegin 6’s1

<3,00 fmol/litre oldugu i¢in non reaktif, 2’si >3.00 fmol/litre oldugu i¢in reaktif kabul
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edildi. Reaktif olarak degerlendirilen iki 6rnegin de HCV RNA’lar poxzitifti (6,5x10° ve
5,8x10%).

[limizde Kesli ve arkadaslar1 (2011 b) Architect HCV Ag (Abbott, Almanya) Kiti
ile yaptiklar1 ¢alismada 212 serum o6rneginden HCV RNA’s1 negatif olan 52’sinin HCV
kor antijenini negatif tespit etmislerdir. HCV RNA’s1 pozitif olan 160 6rnegin 6’sinda kor
antijen tespit edilememistir. Bu serumlarin HCV RNA diizeylerinin diger ¢aligmalarda
oldugu gibi diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir (5 6rnegin HCV RNA diizeyi 75 ile 249
IU/ml arasinda, bir 6rnegin ise 6,562 IU/ml’dir). Kor antijeni pozitif tespit edilen 154
Ornegin timiinde anti-HCV’de pozitif bulunmustur. Anti-HCV antikor testinde toplam
olarak 38 adet yalanci pozitif bulunmustur. Yalanct pozitif sonuglarin anti-HCV antikor
S/Co oranina gore dagilimlar ise 22 6rnek 1,3-2,54, 6 6rnek 3,02-5,47, 7 6rnek 6-8 ve 3
ornegin 12-16 arasinda oldugu tespit edilmistir. HCV kor antijen testinin sensitivitesi
%96,3, spesifitesi %100, pozitif prediktif degeri 100%, negatif prediktif degeri %89,7
olarak hesaplanmigtir. HCV kor antijeni ile HCV RNA diizeyleri arasindaki korelasyonun
anlamli oldugu goriilmiistiir. Calismada kor antijen testinde yanlis pozitiflik tespit
edilmemigtir. Sonu¢ olarak da HCV kor antijen testinin HCV viriis infeksiyonunun
tanisinda anti-HCV antikor test sonuglarinin konfirmasyon ve tamamlayici test
uygulamalarinda kullanilabilecek, sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek, kolay uygulanabilir,
maliyet-etkin, giivenilir bir test oldugu kanaatine varilmustir.

Yiiksel ve arkadaslarmin (2011) 123 HCV RNA pozitif, 48 HCV RNA negatif
ornekle yaptiklart ¢caligmada HCV kor antijen testinin (Abbott Diagnostics, Germany)
sensitivitesini %94,3, spesifitesini %97,9, pozitif prediktif degeri %99,1, negatif prediktif
degeri %87 olarak tespit etmislerdir. Ankara’da benzer bir bir ¢caligmada (Ergiinay 2011)
272 ornegi HCV RNA ve HCV kor antijen agisindan degerlendirmeye almiglar. 211 6rnek
HCV RNA pozitif, 163 6rnek HCV kor antijen pozitif tespit edilmistir. Kor antijen pozitif
tesipit edilen 163 o6rnegin 160’min HCV RNA’smin pozitif oldugu goriilmiistiir. Bu
calismada da HCV RNA’s1 pozitif olup, kor antijeni negatif belirlenen 6rneklerin HCV
RNA diizeyleri diisiik seviyede (17,1-775 IU/mL) saptanmistir. Kor antijen sensitivitesi
%75,8, spesifitesi %95,1 olarak hesaplanmistir.

Bizim ¢alismamizda HCV Kor Antijen testinin sensitivitesi 96,2% spesifitesi
%100, pozitif prediktif degeri 100%, negatif prediktif degeri %97,3 olarak hesaplandi.
HCYV kor antijen testi ile HCV RNA diizeyleri arasindaki korelasyon anlamli bulundu (r=
874, p<0.01). Yapilan benzer galigsmalarla uyumlu olan bu verilerimizin sonucu olarak;

HCV kor antijen testinin yiiksek oranda olan sensitivitesi, spesifitesi, pozitif prediktif
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degeri ve negatif prediktif degeri ile anti-HCV antikor testinin konfirmasyonunda
molekiiler testlerin ¢alisilmadigi merkezlerde HCV RNA’ya alternatif olabilecegi
kanaatindeyiz. HCV kor antijeninin bir diger avantaji da testin HCV RNA’ya gore ¢ok
daha kisa siirmesidir (Test stiresi ise 36—40 dakikadir). Fiyat olarak da HCV kor antijen
testinin yaklasik maliyeti 10§, HCV RNA testi ise 30$ civarindadir. Bu bakimdan maliyet
etkin gériinmektedir.

HCV genotip ve subtipleri ile HCV iligkili hastalik patogenezi ve epidemiyolojisi
arasinda yakin iliski vardir (Pawlotsky 1997, Celik 2010). HCV genotiplerinin
cesitliliginin ilk 6nce belli cografyalarda viriisiin genomunda meydana gelen mutasyonlarla
olustugu, daha sonra bunun genis toplumlara yayildig1 diisiiniilmektedir. HCV 1°den 6’ya
kadar 6 ana genotip i¢inde siniflandirilmaktadir. Her bir tip i¢cinde bulunan subtipler kiiciik
harflerle kesfedilme sirasiyla verilmistir. infeksiyonun kaynag: ile genotipi arasinda da
iliski gosterilmistir (Pawlotsky 1997). Ozellikle genotip 1b siddetli karaciger hastaligi ve
hastalar da interferon alfa tedavisine kotii cevap veren kronik hepatit ile sonuglanmaktadir
(Gokahmetoglu 2011, Pawlotsky 1997). Genotipleme ¢alismalari daha ¢ok arastirma
amagh kullanilmaktadir. Ciinkii bu testler pahali, zaman alic1, spesifik molekiiler biyoloji
ekipmanlar1 ve deneyimine ihtiya¢ duyan testlerdir (Pawlotsky 1997).

Genotip tedaviye yamit1 ve siireyi belirleyen en onemli parametredir. Ulkemizde
HCYV ile infekte olan olgularda en sik goriilen genotip ise HCVgenotip 1b'dir. Celik ve
arkadaglarmin  (2010) yaptigi calismada 178 HCV RNA pozitif 6rnegin genotiplemesi
yapilmistir. Orneklerin 157’sinde (%88,2) genotip 1b, 16’sinda (%8,99) genotip 1a, 3
ornekte (%1,69) genotip 3 ve 2’sinde (%1,12) genotip 2a tespit edilmistir. Sonug olarak
genotip dagiliminda en yiiksek oranda genotip 1b bulunmus ve bunun Tiirkiye’deki diger
calismalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Kayseri’de gergeklestilen genotipleme galismasinda ise (Gokahmetoglu 2011) 146
ornek calisilmistir. Bunlarin 90’1 (% 61,7) genotipl (genotip 1’lerin 77°si genotip 1b; 5’1
genotip la, &’inin alt tipi tespit edilememis.), 52’si (%35,6) genotip 4; 4’4 (% 2,7)
genotip 2 olarak bulunmustur. Hastanemizde daha 6nceki yillarda yapilan g¢alismada anti-
HCV pozitif ve HCV RNA pozitif 80 6rnegin genotiplemesi yapilmistir. Tiim 6rneklerin
genotipi genotip 1b tespit edilmistir (Ural 2007). Istanbulda kronik karaciger hastalar1 ile
yapilan ¢alismada 108 hasta Ornegi incelemeye alinmis ve genotipleri belirlenmistir.
Bunlardan 82’si genotip 1b, altisinda la, altisinda 3a, dordiinde 2a/2c, {i¢iinde 2a, birinde

4c/4d genotipleri belirlenmis. Altt hastada ise mikst genotipe rastlanmig. Bunlarin 3’
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genotip la+1b, ikisi genotip 1b+4a, biri ise genotip 1b+2a olarak belirlenmistir (Keskin
2010).

Kore’de kan dondrlerinde yapilan ¢alismada (Oh 2012) 748 6rnegin genotip tayini
yapilmis ve bu hastalardan 357 (%47,7)’si genotip 1b, 262’si (%35,0) genotip 2a/2¢c ve
digerleri 129 (%17,2) olarak belirlenmistir. Yan ve arkadaslarmin (2012) Cinde yaptiklar
calismada ise HCV subtip 1b %32,9 orani ile en sik goriilen tip, ikinci siklikta subtip 3b
(%18,9) ve daha sonra subtip 6a (%18) goriilmiistiir. Misir’da Shemis ve arkadadaslari
(2012) ¢alismalarinda genotip 1la %1,43; genotip 1b %1,43; genotip 3a %4,28 ve genotip 4
(a-h) %92,86 oranlarin1 bulmuslardir. Italyada Marascio ve arkadaslar1 (2012) 11 yil siiren
2153 HCV RNA pozitif hasta ile yaptiklar1 calismada ise % 49,2 (1059) ile en yiiksek
oranda genotip 1b’yi tespit etmislerdir. Daha sonra sirayla %22,4 (482) genotip 2a/2c,
%7,4 (160) genotip 3 edilmistir.

Bizim calismamizda toplam olarak 80 HCV RNA pozitif Ornegin 65’inin
genotiplemesi yapildi. Bunlardan 59 6rnek tip 1b, 2 6rnek tipla/lb, 1 6rnek tip 3a, 1 drnek
tip 4, 1 6rnek tip 2a/2¢ ve 1 Ornekde tip la bulundu. Tim Ornekler iginde tip 1b oram
%91°di. Calismamizdan sik belirledigimiz genotip 1b Tiirkiye’de yapilan diger

caligmalarla uyumlu bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER
Calismamizda elde edilen veriler ile vardigimiz sonuglari su sekilde siralayabiliriz:

1. Giiniimiizde kan dondrlerinde ve HCV siipheli hastalarda kullanilan ve bir EIA
yontemi olan anti-HCV antikor testi yiiksek sensitivitesi, bir¢ok laboratuvarda ¢alisiimasi,
ucuz olmasi, ¢ok fazla teknik beceri gerektirmemesi ve testin kisa siirmesi nedenleriyle
HCV infeksiyonununda tarama testi olarak tercih edilecek bir yontemdir.

2. Tarama testi olarak Anti-HCV antikor tespitinin sensitivitesi yiiksek olsada
spesifitesinin diisiik olmasi, 6zellikle belli degerler altinda yanlis pozitiflik orani artmasi
nedeniyle tamamlayici bir teste ihtiya¢ duyulmaktadir. Giiniimiizde bu amag i¢in kullanilan
immun blot testlerin spesifiteleri yiliksektir. Fakat bu testlerden elde edilen siipheli
(indeterminant) sonuglarin RNA ile dogrulanmasi gerekmektedir. SIT’lerin ¢alisma
zorlugu, siipheli sonuglarin fazlaligi ve yiiksek maliyet gibi dezavantajlar1 vardir.

3. Anti-HCV EIA ve SIT negatif, HCV RNA’nin pozitif oldugu durumlarda
yalanci negatif sonuclari; derin immunsupresyon, hemodiyaliz, agammaglobulinemi gibi
hastaliklardir. Bu nedenle antikor {iretiminin azaldigi durumlar antikor tabanli testlerin
yorumlanmasinda sorunlara neden olmaktadir.

4. HCV RNA’nin tespiti, HCV infeksiyonunun belirlenmesi agisindan giiniimiizde
altin standart olan ydntem olarak gegerliliini korumaktadir. Onemli bir diger avantaji da
bu test ile saptanan viral yiik ile hastalik siddeti ve hastaligin progresyonu arasinda bir
iliskinin mevcut olmasidir.

5. HCV RNA’nin tespitinin dezavantajlar ise; maliyetinin yiiksek olmasi, zaman
alic1 olmasi, yiiksek teknik donanim ve teknik becerili personel gerektirmesidir. Ek olarak
hepatit C viriisiiniin replikasyonun olmadigi donemlerde yanlis negatif sonug
verebilmesidir.

6. Bu calismada bizim temel olarak tan1 degerini arastirdigimiz HCV kor antijen
testi bir EIA yontemidir. Bu test HCV RNA’ya hem tan1 hem de hastaligin takibi agisindan
molekiiler testlerin ¢alisilmadigi merkezlerde alternatif olabilir.

7. HCV kor antijen testi yliksek sensitivite ve spesifiteye sahiptir. Calismamizda
HCV RNA negatif tespit edilip ti¢ hafta sonra pozitiflesen iki hasta 6rneginin kor antijeni
reaktif olarak tespit edilmistir. Kor antijen testinin bir diger avantaji da maliyetidir. Kisa
stirede tamamlanmasi, yiiksek diizey teknik beceri ve eleman gerektirmemesi, bir¢ok
laboratuvarda uygulanabilmesi bu testin ek avantajlaridir.

8. Kor antijen testinin 6zellikle diisik HCV RNA konsantrasyonu olan &rneklerde

yanlis negatif sonuglar verebilmesi dezavantajidir.
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9. HCV kor antijen testi; HCV infeksiyonunun tanisi sirasinda anti-HCV EIA
pozitif test sonuglarinin konfirmasyonunda kullanilabilecek, sensitivitesi ve spesifitesi
yiiksek, kolay uygulanabilir, maliyet-etkin, giivenilir bir testtir.

10. HCV infeksiyonunda genotipin belirlenmesi tedaviye yanitin ve siirenin ve
hastaligin progresyonunun en énemli belirte¢lerindendir. Bu testlerin dezavantajlari pahali,
zaman alici, spesifik molekiiler biyoloji ekipmanlar1 ve deneyimine ihtiya¢ duyan testler
olmasidir.

11. Tim bu sonuglar beraber degerlendirildiginde HCV infeksiyonunun tanisinda
kullanilan testlerin yorumlanmasinda; tiim yontemlerin géz Oniinde bulundurulmasi,
avantaj ve dezavantajlarinin bilinmesi, hangi testin hastaligin hangi déoneminde ve tanida

hangi agsamada kullanilmasi gerektiginin iyi bilinmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada kullanilan yontemlerin verileri lilkemizde ve yurt disinda yapilan diger

benzer ¢alismalarin sonuglariyla beraber 6zetlenmistir (Tablo 6.1, Tablo 6.2, Tablo 6.3).
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Tablo 6.1: HCV kor antiien testi calismalari ve sonuclari

Yil Arastirici Yer ;Cl)lill?;?l :ﬁx l_|ACn\t/i_j};rcl]r Sens(;:)ivite Speoii)fite P(;)D NOZD ;flllxli{a*l
ornek | Pozitif | Pozitif 1U/ml
YURT DISI
2003 Saito Japonya 155 155 152 <1700
2002 | BOWE | fsrail 124 99,2 <20.000
2003 Cano Ispanya 257 114 111 97,37 99,63 <13000
2004 Valcavi italya 1009 604 572 94,7 99,5 <68700
2004 Agha Ozbekistan 246 246 234 94,3 95
2009 | Mederacke | Almanya 118 118 112 95 <4300
2007 Daniel Hindistan 167 95 81 85,3 95,8 96,4 83,1 <10000
2010 Miedouge Fransa 98 98 90 100 99,2 <6000
TURKIYE
2011 Kesli Konya 212 160 154 96,3 100 100 89,7 <6562
2008 Yiiksel istanbul 171 123 116 94,3 97,9 99,1 87 <33,200
2010 Ankara Ergiinay 272 163 160 75,8 95,1 <775
2013 | Cahismamz Konya 189 80 77 96,2 100 100 97,3 <2570

*Calisilan 6rneklerde HCV Kor antijenin saptanabildigi en kiigiik RNA konsantrasyonu

Tablo 6.2: Anti-HCV EIA, HCV RNA testi, SIT sonuglarinin karsilagtirilmasi

A”t'.?HCl\(/ ™) | Hev RNAW) SIT
Yil Arastirici Yer orne
Say1 SICo Say1 (%) Say1 (%)
YURT DISI
263 <3,7 4(%2)
2003 Dufour ABD
140 >3,7 16(%11)
34(KD) 6(%17) 9(%26)
2003 Thakur Hindistan
16(KKH) 16(%6100) 16(%6100)
2001 Carneiro Brezilya 185 106(%57,3) 167(90,3)
TURKIYE
2010 Acar istanbul 360 54(%15)
2009 Kesli Konya 136 65(%47) 65(%47)
2012 Bizim Konya 148 80(%54) 79(%53)
calismamiz

KD: Kan donériit KKH: Kronik karaciger hastasi
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Tablo 6.3: Farkli ¢alismalarda elde edilen genotiplerin dagilimi

Tespit edilen genotip / say1(%)

Yil Arastirici Yer C;:lszll?n
la 1b 2a/2c 3a 3b 6a 4
YURT DISI
2012 Oh Kore 748 357 (%47,7) | 262 (%35)
2012 Yan Cin 1137 398(%632,9) 228(%618.9) | 218(%18)
2012 Shemis Misir 72 1(%1,4) 3(%4,2) 38(%052,8)
2012 | Marascio italya 2153 1059(%49,2) | 482(%22,4)
TURKIYE
2011 | Gokahmetoglu | Kayseri 146 5(%3) 77(%52) 52(%35,6)
2007 Ural Konya 80 80(%6100)
2010 Keskin istanbul 108 6(55) 82(%75) 6(%05)
2010 Celik Sivas 178 16(%8,99) | 157 (%88,2)
2012 |  Bizim Konya | 65 | 1(%15) | 59(%91) | 1(%15) |1(%15) 1 (%1,5)
calismamiz
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