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OZET

Ersen, T. Hepatit C Viriis Enfeksiyonlarmm Tam ve Tedavi Izleminde, HCV
Kor Antijen Diizeylerinin HCV RNA Diizeyleri ile Korelasyonunun
Degerlendirilmesi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2019. Hepatit C
virlisli enfeksiyonlar1 (HCV) tiim diinyada yiiksek kroniklesme riski, heniliz asilama
ile korunulmasi miimkiin olmamasi ve hepatoseliiler karsinom gibi ciddi
komplikasyonlar1 nedeniyle énemli bir halk sagligi sorunudur. Bu arastirmada HCV
kor antijen testinin tan1 ve tedavi takibinde HCV RNA ile korelasyonu
degerlendirildi, rutin kullanimda alternatif bir test olma durumu tartisildi.
Calismamizin ilk basamaginda Aralik 2016-Aralik 2018 tarihleri arasinda Tibbi
Mikrobiyoloji ABD Molekiiler laboratuvarinda, HCV 6n tanili hastalardan alinan,
rutin olarak Anti-HCV ve HCV-RNA testi ¢alisiimis 600 serum 6rneginde, HCV kor
antijen testi ¢alisildi. Ikinci basamakta ise bu zaman dilimi igerisinde
Gastroenteroloji boliimii tarafindan tedavisine karar verilen 150 hastanin tedaviye
baglamadan Once, 8. haftada ve tedavi bitiminde alinan serum Orneklerinde rutin
olarak calisilan HCV-RNA testine ilave olarak HCV kor antijen testi ¢alisilardi.
Tedavi takibi siirecinde iki testin korelasyonu degerlendirildi. Toplam 600 hastanin
49' una test sonuglarina gore tan1 konuldu. Bunlardan 28 hastada, rutin ¢alisilan HCV
RNA ve Anti HCV'nin yani sira HCV kor antijeni pozitif bulundu. HCV kor antijen
testinin duyarliligr %91.49, 6zgiilligi %100, PPD %100, NPD %97.30, dogruluk
oranit ise %87.76 olarak tespit edildi. HCV RNA ve HCV kor antijeni sonuglar
arasinda yiiksek diizeyde korelasyon saptandi. Calismanin ikinci basamaginda ise
HCYV kor antijen testinin duyarlilig1 (%96.52), 6zgiilliigii (%95.28), PPD (%95.11),
NPD (%95.80) ve dogrulugu (%92.58) hesaplandi. Bu sonuglar iki test arasinda
yiiksek oranda korelasyonun oldugunu, tani ve tedavi takibi sirasinda kolay
uygulanabilir ve maliyet etkin bir test olmasi1 nedeniyle HCV RNA testine alternatif

bir test olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
Anahtar Kelimeler: Anti-HCV, HCV, HCV RNA, kor antijen.

Bu ¢alisma ESOGU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
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ABSTRACT

Ersen, T. Evaluation Of Correlation Hcv Cor Antigen Levels With Hev Rna
Levels In Diagnosis And Treatment Of Hepatitis C Virus Infections. Eskisehir
Osmangazi University School of Medicine, Department of Clinical
Microbiology, Eskisehir, 2019. Hepatitis C virus (HCV) infections are an important
public health issue across the world because of the high risk of chronicity potential,
impossibility of protection by vaccination and serious complications such as
hepatocellular carcinoma. In this study, the correlation of HCV core antigen test with
HCV RNA in the diagnosis and treatment follow-up was evaluated and the status of
being an alternative test in routine use was discussed. In the first step of our study,
between December 2016 and December 2018, HCV core antigen test was studied in
600 serum samples taken from patients with HCV prediagnosis routinely tested in
Anti-HCV and HCV-RNA tests in Molecular Laboratory of Medical Microbiology
Department. In the second step, the HCV core antigen test was studied in addition to
the routine HCV-RNA test performed in the serum samples taken before, 8 weeks
and at the end of the treatment of 150 patients who were decided to be treated by the
Gastroenterology Department between the dates indicated. The correlation between
the two tests was evaluated during the treatment follow-up. 49 of 600 patients were
diagnosed according to test results. In 28 patients, HCV core antigen was positive in
addition to HCV RNA and Anti HCV which were routinely studied. The sensitivity
of HCV core antigen test was 91.49%, specificity was 100%, PPD was 100%, NPD
was 97.30%, accuracy was 87.76%. There was a high correlation between HCV
RNA and HCV core antigen results. In the second step of the study, sensitivity
(96.52%), specificity (95.28%), PPD (95.11%), NPD (95.80%) and accuracy
(92.58%) of the HCV core antigen test were calculated. These results show that there
is a high correlation between the two tests and can be used as an alternative test to
HCV RNA test because it is an easily applicable and cost effective test during

diagnosis and treatment follow-up.
Key Words: Anti-HCV, HCV, HCV RNA, core antigen.

This study was supported by ESOGU Scientific Research Projects Coordination Unit
with project number 2017-1880.
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1.GIRIS

Rekombinant molekiiler teknolojideki gelismeler neticesinde, 1989'da Hepatit
C virtisii ad1 verilen bir RNA viriisii saptanmistir. Hepatit C virlis (HCV)
Flaviviridiae ailesine ait Hepaciviriis cinsinin tek tiyesi olan hepatotrop bir viriistiir.
Bu viriis dncelikle karacigeri etkiler ve insanda kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler
karsinom gibi ciddi hastaliklara neden olur. HCV, bu komplikasyonlar nedeniyle
onemli bir halk sagligi sorunudur. Diinya niifusunun yaklasik %3'liniin HCV ile
enfekte oldugu (1), Tiirkiye'de ise bu oranin yaklasik 1-1.3 milyon civarinda oldugu

tahmin edilmektedir.

HCV, 30-60 nm capinda zarfli, kiiresel yapili, pozitif polariteli tek iplikli bir
RNA viriisiidiir (2).

Onceleri HCV'nin en sik bulas yolu viriisle enfekte kan iiriinlerinin
transflizyonu olarak bildirilirken, dondér kan tarama programlar1 sayesinde,
transfiizyon sonrasi hepatit %80-90 oraninda azalmistir. Intravendz ilag ve madde
kullanimi, kaza ile igne batmasi, anneden bebege gecis ve cinsel bulas daha az
oranda bulag riskleri arasinda yer almakta olup, son donemlerde, igne paylagimiyla

bulas olgularin %40’ 11 olusturmaktadir (3).

HCV akut faz doneminde nadiren bulgu vermektedir. Klinik belirtiler
HCV’ye maruziyetten 7-8 hafta sonra ortaya ¢ikmakta ama bu donemde semptomlar

spesifik olmadigi i¢in bulas riski artmaktadir (4).

HCV'nin tanisinda, enzim immun analiz (EIA) prensibiyle ¢alisilan HCV
antikor testi ucuz, kolay uygulanabilirligi ve otomatize olmas1 nedeniyle tarama testi
olarak rutinde kullanilmakla birlikte HCV antikor testi, yeni kazanilmis akut

enfeksiyon ile kronik aktif enfeksiyonu ayirt etmede yetersizdir (5).

Anti-HCV sonuglarin1 dogrulamak amaciyla immun blot analiz yontemleri,
niikleik asit test yontemleri ve son olarak HCV kor antijenini (HCV Cag) saptamaya
yonelik EIA yontemleri gelistirilmistir. Yapilan c¢alismalarda, HCV kor antijen
diizeyinin serum HCV RNA diizeyi ile korele oldugu ve bu nedenle HCV RNA'y1

tespit eden molekiiler yontemlere alternatif olarak onerilmektedir (6).



Bu calismada, Eskisehir Osmangazi iiniversitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine
basvuran HCV enfeksiyonu 0n tanili hastalarda rutin olarak c¢aligilan Anti-HCV ve
HCV RNA testlerinin yan1 sira son yillarda kullanim alan1 bulan Hepatit C viriis kor
antijeni arastirilmistir. HCV Kkor antijen testi, kantitatif 6l¢lim yapan, iki basamakli
kemiliiminesans mikropartikiil ELISA y&ntemiyle calisilan bir testtir. Bu calismada
hepatit C enfeksiyonlu hastalarin tan1 ve tedavilerinin takibinde altin standart tani
yontemi olan HCV-RNA real-time PCR yontemi ile HCV kor antijen testinin uyumu
arastirilarak, molekiiler testlere gore fiyati1 daha uygun olan bu testin, rutin HCV
enfeksiyonlarin kesin tanisinda ve tedavilerinin monitorizasyonunda alternatif bir

test olma durumu degerlendirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. Tarihce

1970’11 yillarin sonunda Hepatit A ve Hepatit B viriisleri i¢in spesifik tani
testlerinin kullanima girmesiyle birlikte, kan transfiizyonlarindan sonra post-
transfiizyonel hepatitlerin tamamen elimine edilmesi beklenirken durum bdyle
olmamis ve bu testlere ragmen hepatit olgulari 6nemli oranda artmaya devam ederek
bu olgular non-A, non-B hepatiti (NANBH) olarak adlandirilmistir. Hepatit C viriisi,
ilk kez 1989 yilinda, NANBH'l1 bir kisinin kani ile enfekte edilen bir sempanzeden,
viral RNA'nin izolasyonu ile tanimlanmistir. Kandan izole edilen viral RNA, ters
transkriptaz ile DNA’ya ¢evrilmis ve daha sonra NANBH'l kisilerden elde edilen

antikorlar, viral proteinleri saptamada kullanilmigtir (2).

Ulkemizde 1-1.3 milyon, diinya ¢apinda ise yaklasik 200 milyon bireyin bu
viriis ile enfekte oldugu bilinmektedir (7). HCV ile iliskili karaciger hastaligi
nedeniyle yilda yaklasik 700.000 kisi hayatim kaybetmekte olup, viris
transplantasyon gerektiren karaciger yetmezliginin 6nde gelen nedenlerinden biridir
(8). Ayrica HCV hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde karaciger

hastaliklarinin en 6nemli nedeni olarak kabul edilmektedir.
2.2. Viriis Yapisi ve Genel Ozellikleri

Hepatit C virtis (HCV) Flaviviridiae ailesine ait Hepaciviriis cinsinde
siiflandirilan zarfli, kiiresel yapili, pozitif polariteli tek iplikli bir hepatotrop
ozellikte RNA viriisidiir. HCV RNA, 9600 niikleotid uzunlugunda en az 10 proteini
(tict striiktiirel, besi non-striiktiirel; viral RNA replikaz kompleksi) kodlayan bir
genomdur (9). Genom 5’ ve 3’ uglarindan 1yi korunmus ve translasyona ugramayan
dizilimlerle (UTR) ¢evrelenen yaklasik 3000 amino asitlik bir poliproteini kodlayan
acik okunur bolge (ORF) igerir (10).
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Sekil 2.1. HCV genomunun yapisi (11)

Bu bolgeden 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 bolgesi giiniimiizde fonksiyonu bilinmeyen F
proteinini de kodlar. Yapisal ve yapisal olmayan proteinleri kodlayan genler
arasindaki bolge viriisiin {iretimi i¢in gerekli olan integral katyon membran kanal

protein p7’°yi kodlar (12).

HCV'nin 6 yapisal olmayan (non structural-NS) proteini bulunmaktadir.
Bunlar; NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B’dir. NS2 proteini 23 kDa
biiyiikliigiinde hidrofobik bir transmembran proteinidir ve sistein proteaz etkinligine
sahiptir. NS2'nin karboksi ucu ile NS3' {in amino ucu bir araya gelerek, NS2/NS3

birleskesini kesen ¢inko bagimli bir sistein proteaz olusturur (2).

HCV'nin NS3 ve NS4A proteinleri RNA replikasyonunda 6nemli gorevler
istlenir. NS3, hem serin proteaz hem RNA helikaz ve niikleozid trifosfataz (NTPaz)
aktivitesi olan multifonksiyonel bir proteindir. NS4A, NS3 fonksiyonlart i¢in
esansiyel kofaktordiir. NS3’iin hiicresel membranlara tutturulmasimi saglar.
Gilinlimiizde NS4B proteini hakkinda bilgi ¢ok kisithdir. Ancak HCV RNA’nin
replikasyonunun gerceklestigi bolge oldugu one siiriilen ‘membrandz ag’ olusumuna
katkida bulunur (13). Ag olusumu NS4B'nin amino ucundaki alfa-heliks yapisiyla
iliskili oldugu bilinmektedir.



NS5 tarafindan kodlanan kisim, NS3 serin proteaz aktivitesi ile NS5A ve
NS5B olmak iizere iki viral protein haline gelir. NS5A, IFN yantlarinin
modiilasyonunda rol oynayan bir serin fosfo proteindir. Fosforile ve hiper fosforile
olmak tizere iki tipi vardir. NS5A’nin HCV replikasyonu ve patogenezi ile iliskili
mekanizmalarda gorevli oldugu bilinmektedir (14). Apopitoz baskilanmasi, hiicre
biiyiime ve farklilagmasinin etkilenmesi, lipit metabolizmasinin hasara ugratilmasi ve
transkripsiyonun kontrolii ile konak hiicrenin kontroliiniin viriis etkisi altina
girmesine aracilik etmekle, birlikte ayn1 zamanda hiicresel proteinlerle etkilesime
girerek konak hiicrede sinyal ileti yollarmin kontroliinii saglamaktadir. Bir diger
gorevi ise interferonlara karsi viriis direncinde rol alir. NS5B, HCV replikazin
merkezi katalitik enzimi olan RNA bagimli RNA polimerazi kodlar. NS5B, HCV

poliproteininin karboksil ucunda bulunan en son proteindir (13) (12).

HCV niikleotid dizileri altt farkli genotip ve 80’den fazla subtipe
ayrilmaktadir (2). 1991°de Choo ve ark. (15) tim HCV genomonu belirlemislerdir.
Tiim genomun dizi analizi, genotiplendirmede altin standart olmasina ragmen, bu
islem zahmetli ve pahalidir. Bu nedenden dolayi, kor, E1 ve NS5 gibi protein
kodlayan bolgelerden en az birinin dizi analizi yapilmasi onerilir. Viriisiin 5'-UTR
bolgesinin kullanildig1 genotipleme ydntemlerinin dogrulugu yiiksektir. Ikinci
Uluslar Arast HCV ve 1liskili Viriisler Konferansi’nda HCV genotip ve alt tiplerinin
ortak bir terminolojisi olmasi i¢in fikir birligine varilmistir. Bu smiflandirmada
genotipler 1’den 6’ya kadar olan rakamlar ile bunlarin i¢inde bulunan subtipler ise

stiraya gore harfler ile isimlendirilmistir (16).
2.3. Tutunma ve Hiicreye Giris

HCV'nin vaskiiler endoteli gectikten sonra hepatositlerin bazolateral
yiizeyleri ile temas ettigi; daha sonra hiicre ylizeylerindeki heparan siilfat
glikozaminoglikanlar, C-lektinler veya diisiik dansiteli lipopretein reseptdr (LDL-R)
araciligiyla hiicre ylizeyinde yogunlastigi ve ardindan viral reseptorler aracigiyla

hiicreye girisi gergeklestigi diistiniilmektedir (17).

HCV zarf glikoproteinleri ile hiicresel reseptorlerin etkilesimi HCV'nin

klatrin-giidiimlii endositoz ile hiicre i¢ine alinmasiyla sonuglanir. Endozomun



asidifikasyonu sonucu flizyon peptidler agiga c¢ikar. Bu peptidlerin yardimiyla viral
ve endozomal zarlar birlesir, kapsid soyulur ve genom sitozole salinir. Viriisiin

hiicreden hiicreye SR-BI, CLDN 1 ve OCLN aracigiyla gecebildigi diisiiniilmektedir
(18).
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Sekil 2.2. HCV spesifik hiicresel girisi

2.4. Protein Translasyonu

HCV genomunun 5° ucunda kep bulunmamaktadir ve translasyona kep
bagimli mekanizma olan AUG kodonu aracilik etmez. Bunun yerine viriisiin 5-UTR
bolgesinde bulunan IRES bélgesinin yonlendirmesiyle, ribozomun dogrudan
translasyonun baglayacagi bolgede toplanmasi saglanir. Ribozomun 40S alt {initesi
IRES bolgesine baglanir ve translasyon icin herhangi ek bir translasyon faktoriine
ithtiyac duymaz (19). 40S alt {inite IRES bolgesine baglandiktan sonra bu yapiya 60S
alt birimi baglanarak 80S kompleksi olusur ve protein translasyonu gerceklesir.
Translasyonla beraber Oncelikle bir poliprotein molekiilii sentezlenir, daha sonra
viral ve hiicresel proteinazlar ile ko- ve posttransyasyonel modifikasyonlar meydana

gelir (20).



2.5. Replikasyon

HCV replikasyonu, membrandz ag adi verilen hiicre i¢i vezikiiler yapilarda
gerceklesir. Replikasyon sirasinda HCV konak hiicre sitoplazmik membraninda
degisikliklere yol acar. Hiicre i¢i vezikiiler yapilar NS4 proteinine baghdir.
Periniikleer membranlarla yakin temas i¢inde bulunan bu yapilarda, yapisal olmayan

proteinler ve hiicresel proteinler birikerek replikasyon proteinini olusturur (21).

NSS5A ile etkilesen hiicresel proteinler arasinda FK506 binding protein 8
(FKBP8), vesicle-associated protein (VAP), FBL2, Snf2-related CBP
activator protein (SRCAP), karyoferin b3, Raf-kinaz; NS5B ile etkilesen siklofilin B,
p68, niikleolin ve heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP Al) gibi
hiicresel faktorler sayilabilir (22).

HCV hiicre i¢inde nétral lipidlerin depolandiklari damlaciklarla da etkilesime
girer. HCV replikasyonunun gerceklestigi endoplazmik retikulum membranlarinda
ayn1 zamanda cok diisiikk dansiteli lipoproteinin (VLDL) de bir araya geldigini
gostermektedir. Olusan VLDL eksositozla hiicre disina salinir. HCV’ ninde VLDL
baglanarak ya da VLDL nin yapisina katilarak hiicre disina ¢iktig1 diistiniilmektedir.
Bu da HCV’nin lipit metabolizmasi ile ilgili iliskisini ortaya koymaktadir (23).

Yapilan calismalar, HCV'nin replikasyonunda kolestrol sentezinde rol
oynayan mevolonat yolagininda rolii oldugu kanitlanmigtir. Lovastatin gibi ilaglarla
kolesterol sentezinde gorev alan hidroksi-metil-glutaril-KoA (HMG-KoA) rediiktaz
inhibe edildiginde HCV replikasyonununda inhibe oldugu tespit edilmistir (24).

2.6. Patogenez

Viral protein ve RNA miktar1 enfekte karaciger dokularinda ¢ok diisiiktiir, bu
da oldukca hassas fakat ayni zamanda daha az giivenilir tespit yontemlerinin
kullanilmasii gerektirir. Karaciger hiicrelerinin yan1 sira, HCV'nin periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde, hem in vivo hem de in vitro, ¢ogalabildigine dair giiclii
kanitlar bulunmaktadir. Boyle bir lenfotropizm, kronik hepatit C hastalarinin %50
sinden fazlasinda goézlenen, ozellikle tip 1 ve tip 3 kriyoglobiilemideki sayisiz

immiinolojik bozukluga neden olabilir (25).



Insan CD81'i, dogrudan HCV E2 proteini ile baglanabilen HCV hiicre girisi
icin gerekli ilk alicidir. CD81, hepatositler, B-lenfositler, T-lenfositler ve dogal
Oldiirticii hiicreler dahil olmak ftizere c¢esitli hiicre tiplerinde farkli molekiiler
komplekslere katilan, yaygin olarak dagitilmis bir hiicre ylizeyi proteindir. HCV'nin
CD81'1 sadece hepatositleri istila etmek i¢in degil, ayn1 zamanda konak¢1r immiin
yanitlarini modiile etmek i¢in de kullandigi One siiriilmiistiir (26). Revers
transkripsyon-polimeraz zincir reaksiyonu ile yapilan c¢alismalarda, HCV-RNA'nin
negatif ipliginin lenf nodu ve pankreas, daha az siklikla olmak iizere de santral sinir
sistemi, adrenal bezler, kemik iligi, tiroid dokusu ve dalakta saptanabildigi

bildirilmistir (27).

Bununla birlikte, HCV tarafindan B hiicresi lenfoproliferasyonunu
indiiklemek i¢in kullanilan mekanizmalar su ana kadar tamamen agikliga
kavusturulmamistir. Kronik antijen stimiilasyonu, HCV-E2 proteini ile hiicresel
reseptorleri arasinda yiiksek afinite etkilesimi, B-hiicrelerinin dogrudan HCV
enfeksiyonu ve "hit and run" transformasyon olaylar1 gibi farkli biyolojik

mekanizmalarin birlikteligi one siiriilmektedir (26).
2.7. Dogal Bagisikhik

Dogal bagisiklikta gorev alan reseptorler HCV'yi algilayarak antiviral
yanitlart stimule eder. Tip 1 interferonlarin salinimi ve interferon yanit yolaklarin
uyarilmasi bu yanitlar arasinda yer alir. NK ve NKT hiicreleri dogal bagisik yanitin
elemanlarindandir (28). Periferik kanda yaklasik %13 NK ve %4 NKT ulunmasina
karsin, bu oranlar karacigerde % 37 ve % 26dir. NK hiicreleri virilisle enfekte
hiicreleri o6ldiirerek ve sitokin salgilayarak antiviral bagisikliga katk: saglar. HCV E2
proteini CD 16 ya da IL-12 yoneltimindeki NK hiicre aktivasyonunu baskilar (25).



2.8. Epidemiyoloji

Diinyada, 185 milyondan fazla birey Hepatit C viriisii (HCV) ile enfektedir.
Yilda 3 - 4 milyon yeni olgu ve HCV'ye bagli 500 bin 6liim bildirilmektedir. Genel
poplilasyonda HCV seroprevalansi; Diinyada %2.8, gelismis iilkelerde %1-2,
tilkemizde %0,5-1'dir (29).

HCV hem gelismis hem de gelismekte olan {ilkelerde karaciger
hastaliklarinin en 6nemli nedeni olarak kabul edilmektedir. Hepatit C enfeksiyonu,
tim diinyada kronik hepatit, siroz ve hepatoselliler karsinomun en Onemli

nedenlerinden birisidir (30).

Yapilan calismalarda viriisiin genis yayilliminda birinci ve ikinci diinya
savaglar1  sirasinda  gilivenilir olmayan enjeksiyonlarin  sorumlu  oldugu
diisiiniilmektedir. Gegen siirecte tek kullanimlik enjektoérlerin kullanimiyla birlikte bu
oran diismiis, ancak bu sefer de giivenli olmayan kan transfiizyonlarma bagh
enfeksiyonlar 6ne cikmistir (31). 1990'lh yillarda kan bankalarinda transfiizyon
kanlarinin taranmaya baslanmasindan sonra, kan transfiizyonu ve organ bagisi ile
olan bulagsma oranlar1 azalmaya baslamistir, ancak diger yollarla bulagsma halen
yayginligini korumaktadir (2). Gliniimiizde, gelismis tlilkelerde su an en fazla goriilen
bulagsma yolu, intravendz uyusturucu kullanimi olup, son ddonemlerde, igne
paylasimiyla bulas olgularin %40’1in1 olusturmaktadir. Viriisiin ayn1 zamanda
tikiirtik, idrar ve semen gibi sivilarda salinmasi, enfeksiyonun yakin temas ve cinsel

iliskiyle bulagma riskini arttirmaktadir (32).

Yasa gére HCV'nin dagilimi, ii¢ ana paternde yayilim gostermektedir. ilk
paternde; enfeksiyon saptama yasi, 30-49 yas grubu olup, bu grupta primer risk
faktdrii olarak damar ici uyusturucu madde kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir. Ikinci
patern: yash grup, enfeksiyon sikligi yasam siiresinin uzamasiyla dogrusal olarak
artmaktadir. Uciincii patern ise her yas grubunda gériilebilmekte ve enfeksiyon
bulasindaki risk faktorleri, kontamine enjektor ignesi batmasi ve diger arag gereclerin

kontaminasyonlar1 olarak bildirilmektedir (33).

HCV prevelansinin cografik dagilimi, o bolgenin gelismislik diizeyine gore

degiskenlik gostermektedir. Afrika ve Asya'da yiiksek oranda bulunurken, bu oran
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Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa ve Avustralya gibi sanayilesmis iilkelerde

disiiktiir (31).

En diisiik prevalans Ingiltere ve iskandinav iilkelerinden (%1’in altinda), en
yiiksek prevalans ise Misir basta olmak {izere Ortadogu'dan (%15-20) bildirilmistir.
En yiiksek HCV prevalansinin goriildiigii Misir’da prevalans yasla birlikte artar,
ancak biitlin yas gruplarinda yiiksektir. Bu patern, bdlgeler arasinda genel ortalama
prevalans degerleri arasinda farliliklar goriilebilmesine karsin, uzak ge¢misteki

yiiksek HCV riskinin halen devam ettigini gosterir (34).

Tiirkiye, Ispanya, italya, Japonya ve Cin gibi iilkelerde ise yasa Ozgii
prevalans yas ilerledik¢e artmaktadir. Bu tilkeler ve Tirkiye'de anti-HCV-pozitif
olanlarin biiyiik kism1 50 yasin {izerindedir ve bu da 40-60 yil 6nce HCV enfeksiyon
riskinin yiiksek oldugunu gostermektedir (35)

Tiirkiye'de yasa Ozgii prevalansin incelendigi caligmalarda oOzellikle 50
yasindan sonra prevalansin arttigi izlenmektedir. Us ve Ark. (36) Eskisehir
Osmangazi tniversitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde 203 hastayla yaptigi bir
calismada, hastalarin yas ortalamasinin 54.97 olarak bildirmis.  Karadeniz
Bolgesi’nde yapilmis bir ¢calismada 1095 saglikli kisi anti-HCV pozitifligi yoniinden
incelenmigstir. Bu calismada yasa 0zgili prevalansin 40’1 yaglardan sonra artmaya
bagladigr 50-59 yas grubunda %4.2, 60-69 yas grubunda 9%3.4 ve 70-79 yas
grubunda ise %7.1 ile en yliksek degere ¢iktig1 belirlenmistir (37). Kronik hepatit C
hastalarinin degerlendirildigi Istanbul’dan bir calismada hastalarin en ¢ok 50-59 yas
grubunda yigilma gosterdikleri ayrica kronik hepatit, siroz, HSK gibi
komplikasyonlarin da en sik bu yas grubunda goriildiigii bildirilmistir. Izmir’de
preoperatif donemde olan 614 hastanin kanlar1 incelenmis, bu arastirma sonucunda
anti-HCV  seropozitiflik %1.93 olarak bildirilmistir (38). Saglikli niifiisda HCV
enfeksiyonu seroprevelanst %?2.2 civarinda olup, hemodiyaliz tedavisi alan

hastalarda bu oran %470 e kadar yiikselmektedir (39).
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2.9. HCV Genotipleri

HCV’nin altt major genotipi ve 80 civarinda alt tipi mevcuttur.
Genotiplerdeki bu farkliliklar enfeksiyonun seyrini belirler ayn1 zamanda tedavinin

planlanmasi ve tedaviye yanitin 6ngoriilmesi yoniinde yol gostericidir (40).

Bu sebepten dolayr HCV enfeksiyonunun tedavisi ve takibinde HCV RNA
viral ylik degerlerinin belirle nmesi ile birlikte genotip tayini dnem kazanmustir.
Omegin, HCV genotip 1 ve 4’iin genotip 2 ve 3’e gore pegile interferon ve ribavirin
tedavisine daha direngli olmasi, tedavi siiresini ve dozunu degistireceginden tedaviye

baslamadan 6nce mutlaka genotip tayininin yapilmasi gerekir (41).

World Health Organisation 2009

Sekil 2.3. HCV’nin global dagilimi

Diinya’da birgok genotip goriilmekle birlikte en sik goriilen tip genotip 1’dir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) ve Avrupa’da tip 1, Misir ve Ortadogu’da
genotip 4, Giiney Afrika’da genotip 5, Kuzey Amerika, Avrupa ve Japonya’da
genotip 2 ve 3, Giiney Dogu Asya iilkelerinde genotip 6 daha sik goriilmektedir (37).

Tiirkiye’de yapilan c¢esitli calismalarda agirlikli olarak genotip 1b’nin
gozlendigi belirlenmistir (42).
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Tablo 2.1. HCV Genotiplerinin Cografi Bolgelere Gére Dagilimlari.

Bolge Genotip
Kuzey Amerika ve Afrika la, 2a-2b
Japonya 1b, 2a-2b
Giliney ve Dogu Avrupa 1b
Giiney Dogu Asya 3

Orta Dogu, Misir ve Orta Amerika | 4

Giliney Afrika 5

Hong Kong ve Vietnam 6
Tiirkiye 1b

HCV genotip 1b’de hepatoselliiler karsinoma gelisme riski yiiksek ve

interferon tedavisine yanit diger genotiplere gore daha diigiiktiir (43).
2.10. Klinik
2.10.1. Akut Hepatit

HCV kiiresel boyutta oOnemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), diinya niifusunun %3 kadarinin viriisle
enfekte oldugunu, diinya genelinde 170 milyondan fazla HCV tasiyicisi anlamina

geldigini, tahmin etmektedir (44).

HCV enfeksiyonu genellikle asemptomatiktir; bununla birlikte, HCV'ye
maruz kalan bireylerin biiyiik cogunlugu (>%85) siirekli olarak enfekte olur ve
bunlarin %30'unda kalic1 kronik enfeksiyon ve kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler

karsinom dahil olmak tizere ilerleyici karaciger hastaligi gelisir (HSK) (45).

HCV enfeksiyonu, akut enfeksiyon faz1 sirasinda nadiren teshis edilir. Klinik
bulgular, genellikle HCV'ye maruz kaldiktan 7-8 hafta sonra ortaya c¢ikabilir, fakat
kisilerin ¢ogunda semptomlar yoktur veya sadece hafif semptomlar1 vardir. Akut
hepatit semptomlari, genellikle sarilik, kiriklik, idrarda koyulasma ve bulantidan
olusur. Enfeksiyon ¢ogu durumda kronik hale gelir ve kronik enfeksiyon tipik olarak

semptomun olmadig1 uzun bir siire ile karakterizedir (46).



@

Symptoms +/— | Anti-HCY antibodias

HCV ANA

Titre

Sekil 2.4. Akut HCV Enfeksiyon Serolojisi.

Akut hepatit C siiphesi olan hastalarda anti-HCV ve HCV RNA test

sonuclarinin degerlendirilmesi Tablo 2.2'de verilmistir.

Tablo 2.2. Akut hepatit C’de test sonug¢larinin yorumlanmasi

Anti-HCV HCV RNA Yorum

Negatif Negatif Akut HCV yok

Negatif Pozitif Akut HCV var

Pozitif Negatif Akut HCV yok

Pozitif Pozitif Kronik hepatitten ayirimi
zordur

Anti HCV pozitif HCV RNA negatif olan durumlarda hasta muhtemelen

tyilesmistir ve bu durumlarda ileri testlerin yapilmas1 gerekir.

Anti HCV ve HCV RNA pozitif oldugu durumlarda akut hepatiti kronik

hepatitin akut alevlenmesinden veya kronik hepatitli hastalarin baska nedenli akut

hepatitten ayirmak zordu.




14

2.10.2. Kronik Hepatit

HCV enfeksiyonlarinda kroniklesme, diger viral hepatitlerin aksine, yas
ilerledik¢e artar. HCV, kronik hepatit ve fibrozis, ve bunun sonucunda siroz ve
hepatoselliiler karsinomaya (HSK) neden olan karaciger hastaliklarinin basta gelen
sebebidir. Hastaliin son donem karaciger hastaligmma dogru ilerleyen bir
progresyonu vardir. HCV genelde kronik infeksiyon ile sonuglanir ve kronik
enfeksiyonu olan hastalarin %30’unda kronik karaciger hastaligi gelisir. Kronik
enfeksiyonda HCV ile kronik enfekte olan hastalarda 5 yilda HSK gelisme riski
%35’dir (47).

Progresyonu etkileyen c¢esitli faktorler bulunmaktadir. Cinsiyet (erkeklerde
daha agir), yas, alkol, obezite ve HCV’nin HBV ve HIV ile olan ko-enfeksiyonu en
onemlileridir. Yapilan bir¢ok ¢aligmada karacigerde var olan steatozis ile kronik

HCYV enfeksiyonu arasinda iliski oldugu bildirilmistir (48).

Prospektif caligmalarda hastalarin  %60-90’inda  ALT anormallikleri
gozlenirken, tasiyict durumda olan %10-40 hasta grubunda ise ALT seviyelerinin
normal seviyelerde oldugu gosterilmekle birlikte HCV'li hastalarda, normal ALT
diizeyleri her zaman hastaligin iy1 seyirli oldugunu gosteren bir parametre degildir

(49).

(b}

Anti-HCV antibodies
| HCV ANA |
AN
/ x\ ALT

Titre
"-\.\_‘_‘_\_\-

/ A

/ i :
| /MWW v

P -
"f/ Noimal
T T T T T 1 T T T T
0 4 g 12 i6 A 36 43 B6 144 182
Weaks

Sekil 2.5. Kronik HCV Enfeksiyon Serolojisi
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HCV’yle karsilagma sonrasi klinik progresyon asagidaki sekilde gosterilmistir (49)

HCV ile

karsilasma

%20-30

semptomatik

%15-40 iyilesir %60-85 kronik
10-20y1l

Siroz %20

Yavas

progresyon X
HSK
Dekompanse
Sekil 2.6. HCV’ye Maruziyetten Sonra Klinik Progresyon SINIe7

Oliim

2.10.3. Hepatoseliiler Karsinom

HCV enfeksiyonunun kroniklesmesiyle beraber ortaya ¢ikan enflamasyon,
nekroz, rejenerasyon ve siroz, onkogenezis gelisiminde risk olusturmaktadir.
HCV'nin hem yapisal hem de yapisal olmayan proteinleri HSK ile ilgili oldugu
belirlenmistir (50). Bunlardan en ¢ok kor ve NSS5A proteinlerinin etkileri 6ne
cikmaktadir. Kor proteinlerinin olugsmasina aract olan oksijen ara ({irtinleri

karacigerde £DNA hasarina yol acarak karsinogenezise neden oldugu
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diistiniilmektedir. Bunun yan1 sira, kor proteini apoptozisi diizenleyen timor slipresor

proteindir (51).

NSS5A proteini apoptoz, oksidatif stres ve lipid metabolizmasi ile iligkili
oldugu diisiiniilmektedir. NS5A'nin bir¢ok yolaklarla etkileserek hiicre ¢ogalmasini
ve apoptozu inhibe edebildigi gosterilmistir (52).

2.11. Mikrobiyolojik Laboratuvar Tam Yoéntemleri
2.11.1. Hiicre kiiltiirii

Tarihsel olarak, HCV’yi tiretebilen bir hiicre kiiltiir sisteminin olmayisi, HCV
arastirmasi alanindaki ilerlemeyi engellemis, as1 calismalarini kisitlayan faktorlerin

nedenini olusturmustur.

2003 yilinda Wakida ve arkadaslari, Japonyada, bir fulminan hepatit
hastasindan klonlanmis olan HCV JFH-1 susu kullanarak, HCV hiicre kiiltiirii sistemi
gelistirmistir (53).

HCV hiicre kiiltiirii sistemlerinin kurulmasi, dogrudan etkili antivirallerin
(DAA'lar) gelistirilmesini  kolaylagtirmistir. En son IFN icermeyen DAA
tedavisinin, hastalarin %95'inden fazlasinda HCV'yi ortadan kaldirdig1 ve daha az
yan etkisi oldugu ve IFN bazli tedaviler ile karsilastirildiginda daha kisa bir tedavi
siiresi oldugu bildirilmektedir (54).

2.11.2. Indirekt ve Direkt Serolojik Testler

Hepatit C viriisii enfeksiyonunun laboratuvar tanisi ve izlenmesinde, HCV'ye
spesifik antikorlarin saptandig1 indirekt serolojik testler ile niikleik asit saptamaya

yonelik HCV RNA ve kor antijenini gosteren direkt testler uygulanir (55).

A) Kullanim amacina gore;

& Tarama testleri: Enzim immun test (EIA) tabanli Anti-HCV testleri
& Tamamlayic1 (supplemental) testler: Strip immunblot testler

& Konfirmasyon testleri: HCV RNA

B) Tanimlama ( Identifikasyon) yontemlerine gore;
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& Indirek testler: Anti-HCV ve Strip immunblot testler

& Direkt testler: HCV RNA, HCV kor antijen, HCV genotipleme

testleri ve HCV genomu sekanslama testleri (56).

Anti HCV tan testleri

Anti-HCV antikorlari, akut enfeksiyon fazindan ortalama 2-8 hafta sonra
ortaya ¢ikar ve kronik HCV enfeksiyonu gelisen hastalarda yasam boyu devam eder.
Anti-HCV antikorlarinin yoklugunda saptanabilir HCV RNA ve kor antijen ile

karakterize edilen serolojik pencerenin ortalama olarak yaklasik 60 giin oldugu

tahmin edilmektedir (57).

(@) [ Symptoms +— | Anti-HCV antibodies
e

I HCV RNA |

ALT

Titre

Nnrma!_

T T T T T g T T T T

o 4 B 12 W 20 36 483 95 144 1492
Weeks

Sekil 2.7. Akut HCV Enfeksiyonunda Virolojik Ve Serolojik belirtegler

Symplams +— | Anfi-HEV antibodias

HEW RMA | | | [ |

ALT

Titre:

Mormal

T e T T T T

v] 4 3] 12 16 20 36 48 86 144 152
Weeks

Sekil 2.8. Kronik HCV Enfeksiyonunda Virolojik Ve Serolojik belirtecler
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Viicut sivilarinda spesifik antikorlarin tespiti ve miktarinin belirlenmesi,

enzim immiinolojik testlerinin kullanimina dayanir (58).

- —_ 107 1658 1973 011
& 2 TS e e pm—"
‘ ElA (Ortho)
1569 1991
Birinci kusak <1003
2 120 1182 1931
Ikinci kusak o <200
2 120 1182 1931 2054 2995
Uglincd kugak - _am
RIBA (Chiron) 1192 1457 1694 1735 2084 299:
_ =] e
Ugiinci kugak = -
1920 1938
e

Sekil 2.9. Antikor testlerinde farkli kusaklar ve kullanilan antijenler (58)

Ug farkli kusak Anti- HCV antikor testi gelistirilmistir. Birinci kusak HCV
EIA'ler sadece yapisal olmayan NS4 proteinin epitopu olan c100-3i kullanir.
Birinci nesil anti-HCV reaktifleri digerlerine kiyasla zayif duyarliliga ve ozgiilliige

sahiptir (59).

Ikinci kusak HCV EIA'de ise NS3 (c33c) bolgesi, kor (c22-3) bolgesi
(yapisal) ve NS4 proteininin ¢100-3 epitopunun bir kismi kullanilmistir. Bu test
1992 yilinda FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onaylanmistir. ikinci
kusak Anti- HCV reaktiflerinin birinci kusaga gore oOzgilligi ve duyarliligi
yiiksektir. Bunun yani sira olusan HCV antikorlar1 30 ile 90 giin daha 6nceden tespit
edebilmekte ve birinci nesilde 16 hafta olan pencere donemini 10 haftaya

diisiirmiistiir (60).

Uciincii kusak HCV EIA'de kitlerine ek olarak NS5 proteini eklenmistir.
Ucgiincii kusak testler HCV antikorlarini ikinci nesile gore yaklasik 26 giin daha



erken tespit edebilmektedir. Bu {i¢ farkli nesil kitin duyarlilifi, pozitif prediktif

degerleri tabloda verilmistir (61).

Tablo 2.3. Farkli kusak EIA testlerinde duyarlilik ve pozitif prediktif degerleri.

Test Duyarlilik % PPD (Diistik PPD (Yiiksek
prevalansli grup) | prevalansl grup)
1. Kusak EIA | 70-80 30-50 70-85
2. Kusak EIA | 92-95 50-61 88-95
3. Kusak EIA | 97 25 -

NS3'e ve kor antijene karsi antikorlar, genellikle NS4 ve NSS5'e karsi
antikorlardan birka¢ hafta once ortaya ¢ikar. Anti-NS3'liin hemen hemen her zaman
saptanabilir olmasina ragmen, 6zellikle kendi kendini sinirlayan ya da asemptomatik
enfeksiyonlar durumunda, baslangicta bulunamayabilir ve vakalarin tigte birinde

kronik evreye kadar ortaya ¢ikmaz (62).

HCYV kor antijen testi

HCV kor antijeninin saptanmasina yonelik ilk c¢alisma 1996 yilinda
yapilmustir. Kor proteini HCV'nin yapisal bir proteini olup, aminoasit dizisi diger
HCV proteinleri ile karsilagtirlldiginda farkli HCV suslar1 arasinda oldukga iyi
korunmus bir bélgedir. HCV kor antijen, diagnostik olarak bir¢ok serolojik testte
kullanilmaktadir. Kor antijeni, HCV RNA'min pozitiflesmesinden 1-2 giin sonra
serumda saptanabilir diizeye ¢ikmaktadir. Son yillarda giindeme gelen HCV kor
antijeni testi 0zgiin monoklonal antikorlar kullanilarak kor antijenlerinin tespiti
temeline dayanir ve tiim serotipleri saptayabilir. Yapilan c¢alismalarda, HCV kor
antijen seviyeleri ile HCV RNA arasinda 1iyi bir korelasyon oldugu bildirilmektedir
(63).

HCV kor antijeni, molekiiler agirligir 21 kDa olan 191 amino asitten olusan
bir proteindir. HCV poliproteinin translasyonu sirasinda yeni olusan polipeptid (64),

ilk olarak konak endoplazmik retikulum membranina yonelir. Konak sinyal
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peptidazlar tarafindan kesilen poliproteinden C terminal ucunda E 1 sinyal sekansini
iceren immatiir kor protein sekli olusur. Bu sinyal peptidi konak sinyal peptidazi
tarafindan daha ileri islemlere tabi tutulur ve matiir kor proteini olusur. Kor proteinin
cogu sitoplazmadadir. Bunlar sitoplazmada endoplazmik retikuluma bagh veya lipid
damlaciklar1 ylizeyinde lokalizedir. Ayni1 zamanda kor proteinin az bir kismi1 enfekte

hiicrelerin ¢ekirdeginde de bulunabilir (65).

HCV kor antijeni (HCV Ag) muhtemelen hem HCV viryonlarinda hem de
RNA igermeyen c¢ekirdek protein yapilarinda bulunur ve enfekte olmus kisilerin
serumunda tespit edilmektedir. Son on yilda gelistirilen birkag HCV Ag testinin
HCV RNA analizleri ile iyi korelasyon gosterdigi kanitlanmistir. Dolayisiyla, bu
analizler aktif HCV enfeksiyonunun teshisi i¢in ve ayrica antiviral tedaviye yanitin

izlenmesinde HCV RNA'sina bir alternatif olarak kullanilmistir (66).

HCYV kor antijeni HCV RNA’nin serumda ortaya ¢ikisindan ortalama 2 giin
sonra ve anti HCV antikorlarinin olusumundan once tespit edilebilir. Bunun sonucu
olarak da HCV kor antijen testleri HCV enfeksiyonunu HCV antikor tarama
testlerinden daha erken, 38—50 giin i¢inde saptayarak HCV bulas riskini onemli
Olciide azaltmistir. Pencere donemi ise ortalama 23.9 giindiir. Pencere donemi antikor
testinde ise 7-8 haftaya uzayabilmektedir. Son zamanlarda yapilan calismalarda,
HCV kor antjjeninin; HCV RNA tespiti ile tespit edilebilir anti-HCV'nin ilk ortaya
cikmast arasindaki zaman boslugunu 6nemli 6l¢iide kapattigr bildirilmistir (67).
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HCV kor antijen testleri

Sekil 2.10. HCV Kor Antijen Testinin, Diger Testlerle Uyumu

Yeni nesil testlerin bazilar1 sadece kor antijenini saptarken bazilar1 da hem

antijen hem de antikorlar1 saptayabilmektedir.
Gilintimiizde, HCV kor antijenini saptayan bes ticari kit mevcuttur:
1. Abbott Architect HCV kor antijen testi
2. Fujirebio Lumipulse Ortho HCV kor antijen testi
3. Japonya ve Cin'de kullanilan Eiken Lumispot HCV kor antijen testi
4. Hunan Jynda Bioengineering Group HCV kor antijen testi ve
5.Ortho ELISA HCV kor antijen testi (68).

Yapilan birgok calismada duyarliligt en yiiksek kor antijen testi,
calismamizda da kullanildig1 gibi, Abbott Laboratories, Diagnostics Division,( Abbot
Park, IL, ABD) oldugu tespit edilmistir. Testin alt saptama sinir1 0.06 pg / ml (3 fmol
/1-500-3000 TU/ml HCV RNA), kantitasyon iist sinir1 20.000 fmol\lI'dir ve islem
stiresi 40 dakikadir (69).
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Eiken Lumispot ve Fujirebio Lumipulse, Abbott ile ayni teknolojiyle
tasarlanmis ve benzer duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir, ancak ¢alismalar Cin ve Japon
arastirmalartyla sinirlidir. Bu testler i¢inde; Hunan Jynda Bioengineering Group

HCYV kor antijen testi ise en diisiik duyarliliga sahiptir (68).

Abbott Laboratories, Diagnostics Division,( Abbot Park, IL, ABD) testinin
cutt-off degeri 3.00 fmol/litre (0.06 pg/MI1-500-3000IU/ml)’dir. Bu deger altindakiler
(<3.00 fmol/l) non reaktif, lizerindeki 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 ¢ikan ornekler HCV kor antijeni agisindan nonreaktif, tekrarlanan

testlerden bir veya ikisi >3.00 fmol/l ise test reaktif kabul edilir (70).

HCYV RNA testleri

Anti-HCV test sonuclart HCV enfeksiyonunun gegirilmis bir enfeksiyon mu
yoksa halen devam eden bir enfeksiyon mu oldugunu gosteremez. Replikasyonun
gostergesi olan ve aktif enfeksiyonu belirleyen HCV RNA’nin ¢alisilmast HCV akut

enfeksiyon tanisi i¢in en 6nemli testtir (71).

HCV RNA, enfeksiyonda ilk ortaya ¢ikan gostergedir ve viral replikasyonun
direk belirtecidir. HCV RNA enfeksiyondan 1-2 hafta sonra, anti-HCV antikorlari
yiikselmeden tespit edilebilir ve karaciger enzimlerinde herhangi bir degisiklik

olmadan ortaya ¢ikar (72).

HCV RNA hastalik spontan olarak iyilesmeden Once genellikle pik yapar.
Kronik hastaliga dogru ilerleyen vakalarin cogunda HCV RNA artis1 kademeli olarak
azalir ve sonra stabil hale gelir. Kronik hastalarda diizeyi stabildir (73).

Kalitatif PCR

Kalitatif HCV RNA testleri kantitatif testlerden daha duyarlidir. Kalitatif
testler pozitif/negatif, tespit edildi/edilemedi seklinde sonug veren testlerdir. Bunlar
pozitif olan EIA testlerinin konfirmasyonu i¢in ve antiviral tedavinin sonucunu

izlemek icin kullanilir. Kalitatif testler klasik RT-PCR, ger¢ek zamanli PCR veya
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transkripsiyon temelli amplifikasyon testleridir. HCV tanisinda kullanilan kalitatif
PCR’1n, HCV-RNA saptama miktar1 10-50 IU/ mL dir (74).

Kantitatif PCR

Viral yiik tayinini saptamaya yoneliktir. Bu yontemle 6zellikle immiin diiskiin
hastalarda, hastaligin seyrinin takibinde yada antiviral tedavinin izlenmesinde 6nem
kazanmigtir. HCV-RNA saptama miktar1 600 IU/mL dir. HCV RNA kantitatif
testlerde her ml basina virtis miktar1 verildigi i¢in viral yiik testleri olarak adlandirilir

(75).

Viral yiikk degerlerinin izlenebilmesi ve karsilagtirilabilmesi i¢in sonuglar

IU/ml biriminde ve log aritmik degerleri ile birlikte verilmesi 6énemlidir.

HCV viral yiikiinii 6lgmek icin PCR yonteminin degisik uygulamalar
gelistirilmis; Ozellikle son yillarda rutin laboratuvarlarda mikrobiyolojik tani
amaciyla otomatize sistemler kullanilmaya baslanmistir. Giinlimiizde, farkl
tireticilerin otomatik gergek zamanli RT-PCR ve transkripsiyon aracili amplifikasyon
(TMA) platformlar1 diinya genelinde yaygin olarak kullanilmaktadir (72). RT-PCR
yontemi ile ¢ok diisliik miktarlarda HCV-RNA 10-50 TU/mL tespit edilebilmektedir.
Ozellikle antiviral tedavinin izlenmesinde; viriis yiikiiniin kantitatif olarak

gosterilmesinde PCR yonteminin 6nemi biiytiktiir (76).

Tablo 2.4. Plazma veya serum Orneklerinde hepatit C viriis RNA'sin1 6lgmek igin

pazarlanan ve lisanslanan otomatik analizlerin genel goriiniimii

Test ad1 Uretici firma Kullanilan teknoloji

Artus Hepatit C QS- Qiagen Gercek zamanh RT-

RGQ PCR

CobasAmpliprep / Roche Gercek zamanh RT-

CobasTagMan v2.0 PCR

Abbott Real TimeHCV Abbott Gercek zamanh RT-
PCR

Versant HCV RNA 2.0 | Abott Gercek zamanh RT-
PCR

Aptima HCV Quant Dx | Hologic Gercek zamanh RT-

Testi PCR
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Pahali, zaman alici, yanlig pozitif sonuglar verebiliyor olmasi, yogun emek,

teknik  beceriler

dezavantajlarindandir (72).

isteyen

testler olmasi

Tablo 2.5. HCV tani testlerinin degerlendirilmesi

HCV RNA testlerinin diger

ANTI- HCV TAMAMLAYICI HCV DURUMUNUN
HCV(EIA) | RNA(NAT) TESTLER DEGERLENDIRILMESI
Negatif Calisilmaz Calisilmaz HCV enfeksiyonu yok
Pozitif Bilinemez, pozitif tarama

- - testi sonucu igin
dogrulamaya ihtiyag var

Pozitif Pozitif Pozitif Akut enfeksiyon

Pozitif Negatif Pozitif HCYV ile enfektedir, Aktif
enfeksiyonu diglamak i¢in
HCV RNA tekrar test
edilmeli

Pozitif Pozitif HCYV ile enfektedir,

- enfeksiyon durumunu
belirlemek igin karaciger
enzimleri bakilmalidir

Pozitif Negatif Negatif HCYV enfeksiyonu yok
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Bazi hastalarda anti-HCV pozitif iken HCV RNA daha saptanmayacak
diizeyde olabilir. HCV RNA testi vireminin olmadigr doneme rast gelebilir. Kronik

replikasyon baglamadan 6nce HCV RNA gegici olarak kaybolmus olabilir (56).
2.11.3. HCV Genotipleme Testleri

HCV ile enfekte hastalarda kronik enfeksiyon gelismesinde rol oynayan
konak ve viral faktdrler vardir. Bunlar alkol kullanimi, karacigerin histolojik 6zelligi,
hastanin yagi, diger hepatit viriisleri ile koinfeksiyon, virlisiin bulasma yolu,
hastaligin siiresi, viral yliik ve HCV’nin genotipik degiskenligidir. Protein kodlayan
gen bolgesindeki mutasyonlar immun sistemden kagmasinda énemli rol oynar. Buna
ragmen HCV genotiplerinin 6nemi halen tartigmalidir. Diger taraftan, genotip tayini

tedaviye yanit1 etkieyen baslica faktorlerden biridir (77).

HCV yedi genotipe ve bir ¢ok subtipe ayrilmaktadir. HCV genotipleri

serolojik olarak veya molekiiler yontemlerle belirlenebilir (78).

HCV genotipinin molekiiler olarak saptanmasinda altin standart NS5B veya
E1 bolgesinin direk sekanslamasidir (79). Bu yontemler molekiiler epidemiyolojik
calismalarda kullanilmaktadir. Pratik uygulamada ise birgok ticari kitler

bulunmaktadir (80).

Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda HCV genotipleri i¢inde genotip 1b %66.7-
100 arasinda olup birinci siklikla goriilmektedir. Ikinci siklikla gosterilen genotip ise
%5.8-33.3 oranindaki genotip la’dir. Daha az siklikla genotip 2a, 3a, 4, 4c
bildirilmistir. Goriildiigii gibi, Tiirkiye’de genotip 1 HCV’li olgularin  %81-
96.7’sinde saptanmistir (81).

2.12. HCV Agsis1

Replikasyonda onemli rolii olan RNA polimeraz 6zelligi nedeniyle HCV
suslarinda mutasyonlara siklikla rastlanmasi ve tiirlimsiilerin kolaylikla olusmasi,
etkenin sitotoksik T lenfositlerinden oldugu kadar viral kilif proteinlerine (gpE1l ve

gpE2) karsi olusan antikorlarindan da kolaylikla kacabilmesine neden olur (82).
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Tiim bu olumsuzluklara ragmen HCV'nin hiicre kiiltiiriinde tiretilememesi asi
calismalarini kisitlanmasinin nedeni olmustur. Ancak insan hepatoma hiicrelerinde
virlislerin ¢ogaltilmasinin basarilmasi as1 ¢alismalarinda énemli bir adim olmus ve

istenen miktarda ve 6zellikte immiinojen tiretiminin kapisini aralamistir (83).

Giliniimiizde HCV agsilar1 konusunda farkli epitoplara ait peptidlerin ¢esitli
adjuvanlar egliginde uygulanmasi seklinde baslatilan ¢alismalar, vektorlerin
kullanildig: asilar, rekombinan protein asilar1 ve nihayet DNA asilar1 seklinde devam
etmektedir (84). Bu tiir ¢alismalar, ileride kullanima girecek HCV asisinin karaciger
transplantasyonu sayisina nasil etki edecegi; ya da as1 kullanimi ile tedavi

giderlerinin nasil degisecegi maliyet- etkinlik irdelenmeye baslanmistir (85).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulundan 2017/08 no’lu karari ile onay alinmistir. 2017-1880
no’lu proje kodu ile Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir.
Bu arastirma iki basamakta gergeklestirilmistir.

Ik basamak: Aralik 2016- Aralik 2018 tarihleri arasinda Fakiiltemizin Tibbi
Mikrobiyoloji ABD Molekiiler laboratuvarina, hepatit C enfeksiyon o6n tanili
hastalardan gelmis, rutin olarak Anti-HCV ve HCV-RNA testi ¢alisilmig 600 serum
orneginde, HCV kor antijen testi c¢aligilarak, HCV-RNA ve HCV kor antijen

testlerinin uyumu arastirilmaistir.

Ikinci basamak: Bu zaman dilimi igerisinde Gastroenteroloji boliimii
tarafindan tedavisine karar verilen 150 hastanin tedaviye baslamadan 6nce, takiben 4.
veya 8. haftada, tedavi bitiminde ve tedavi sonrast 12. haftada alinan serum
orneklerinde rutin olarak calisilan HCV-RNA testine ilave olarak HCV kor antijen
testi ¢aligilarak bu iki testin hastalarin tedavilerinin takip siirecindeki uyumu ve

korelasyonu degerlendirilmistir.

Hastalardan alinan serum ornekleri, HCV kor antijen testi ¢aligilincaya kadar
-20°C'de saklanmis. Calisma yapilacagi zaman Ornekler oda 1sisinda ¢ozdiiriilerek
yapilacak test icin uygun hacimlere ayrilmistir (HCV kor antijen testi i¢in 500 pl

serum kullanildi).

Anti-HCV antikor testi kemiliiminesans mikropartikiil immunoassay prensibi
ile calisan ticari Architect® 12000SR CIA system (Abbott Laboratories, Diagnostics
Division, IL, USA) 2. jenerasyon anti-HCV testiyle rutin olarak ¢alisildi.

Serumda HCV RNA kantitasyonu i¢in real-time PCR yontemi uygulanarak,

tiretici firmanin Onerileri dogrultusunda rutin olarak ¢alisildi.
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3.1. HCV Kor Antijeninin Saptanmasi

Calismamizda HCV kor antijen testi, serum Orneklerinde kor antijenini
kantitatif Olcen iki basamakli kemiliiminesans mikropartikiill immun analiz
yontemiyle c¢aligilmistir. Calismada her bir 6rnekten 110 pl hacminde alinarak,
anabilim dalimiz ELISA laboratuvarinda mevcut olan Abbott Laboratories,
Diagnostics Division (Abbot Park, IL, USA) tam otomatize ELISA platformunda ve
Architect HCV kor antijen test kiti kullanilarak ¢alisilmistir.

3.1.1. Test Prosediiriiniin Temel Bilgileri

ARCHITECT HCV Ag test kiti, Hepatit C viriisii kor antijenin kantitatif

tayini amacl kullanilan bir testtir.

1. Numune, On islem Reaktifi 1 ve On Islem Reaktifi 2 birlestirildi. On isleme
tabi tutulan numuneden alinan bir alikot aspire edildi ve yeni bir reaksiyon kabina
bosaltildi. On islem yapilan numune, Tetkik Spesifik Diliient ve anti-HCV kapl
mikropartikiiller birlestirildi. On islem yapilan numunede bulunan HCV Ag, anti-
HCYV kapli mikropartikiillere baglandi.

2. Yikamanin ardindan, akridinyum isaretli anti-HCV konjugat1 eklenerek, bir
reaksiyon karigimi elde edildi.

3. Bagka bir yikama dongiisiiniin ardindan, reaksiyon karigimina Pre-Trigger ve
Trigger Cozeltileri ilave edildi.

4. Ortaya ¢ikan kemiliiminesan reaksiyon bagli 151k birimleri (RLU'lar- relative
light units) olarak 6l¢iildii. Numunedeki HCV Ag miktar1 ile ARCHITECT iSystem
optik sistemi tarafindan saptanan RLU'lar arasinda dogrudan bir iligki vardir.
Numunedeki Hepatit C kor antijeni konsantrasyonu Onceden elde edilmis bir
ARCHITECT HCV Ag kalibrasyon egrisi kullanilarak belirlendi. Numunenin
konsantrasyonu en az 3.00 fmol/L ise, numune HCV Ag i¢in reaktif kabul edildi.
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3.1.2. Cahismaya Hazirhk

e (ozilindiirilen numuneleri diisiik hizda otomatik karistiricida ya da 10 kez
ters yliz ederek iyice karistirildi.

e Sonuglarda tutarlilik saglamak icin Ornekler bir santrifiij tiipline alinarak
testten once 10 dakika boyunca 3000 x g'de santrifiijlendi.

e Fibrin, kirmiz1 kan hiicrelerinden arindirilan numuneyi test i¢in bir numune
kabina veya ikincil tlipe aktarildi. Yalnizca arindirilan numuneyi aktarmaya, yani
lipemik materyali aktarmamaya 6zen gosterildi.

e Tiim numuneler hava kabarcig1 bakimindan kontrol edildi. Analiz 6ncesinde
bir aplikator cubuk ile hava kabarciklar1 yok edildi. Capraz kontaminasyonu énlemek

icin her numune i¢in yeni bir aplikator ¢ubuk kullanildi.

Numuneler 2-8°C'de sogutulmus olarak 5 giine kadar saklanabilir. Test islemi
5 giinden fazla gecikecekse -20°C veya daha sogukta muhafaza edilir. kiden fazla

donma/¢oziinme dongiisiinden kacinilmalidir.
3.1.3. Calisma Prosediirii

e Reaktif kitini ilk yliklemeden Once nakledilen reaktifler tamamen
¢Oziindiiriildii ve iyice karistirildi. Reaktifler bir kez yiiklendikten sonra daha fazla
karigtirma gerekmez.

e Assay spesific diliient, plastik torbasini yirtarak agildi.

e Tiim reaktif siselerini 30 kez ters yliz edildi.

e Mikropartikiillerin yeniden silispanse oldugundan emin olmak icin sise gozle
incelendikten  sonra, mikropartikiiller hala siseye yapisitk durumdaysa,
mikropartikiiller tamamen yeniden siispanse olana kadar sise ¢alkalanmaya devam
edildi.

e Mikropartikiiller yeniden siispanse edildikten sonra, siseye bir septum
yerlestirildi.

e Reaktif kiti Architect sistemine yerlestirildi.

e Hasta numuneleri ve kontrolleri Architect sistemi kullanim kilavuzunda

belirtildigi gibi girildi.
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e ARCHITECT HCV Ag Kalibrator ve Kontrollerini yiiklenmeden once ters
diiz edildi.

e Onerilen hacimler: her bir kalibratdr icin: 12 damla. Her bir kontrol igin: 7
damla.

e Numuneler cihaza yiiklendikten sonra RUN tusuna basildi.
3.1.4. Sonu¢ Yorumlama

Prosediire gore cut off degeri 3.00 fmol/litre (0.06 pg/ml-500-30000 IU/ml)
idi. Okuma degeri <3.00 fmol/litre non reaktif, 3.00 fmol/litre ve iizeri degerler

reaktif kabul edilmistir.

> 3.00 fmol/L ila < 10.00 fmol/L aras1 konsantrasyon degerlerine sahip olan

numuneler iki tekrarli olarak yeniden test edilmistir.
3.2. Kantitatif HCV RNA Testi

Serumda HCV RNA kantitasyonu i¢in real-time PCR yontemi (RTA Biorad-
Rad/RTA Hamilton real-time PCR) kullanilarak ve iiretici firmanin Onerileri

dogrultusunda rutin olarak ¢aligildi. Kullanilan real-time PCR testinin saptama sinir1

15 TU/ml ve lineer araligi 43—6.9 x 10’ IU/mL’dir.

Bu amagla, iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda PCR karisimlari
hazirlandiktan sonra tiipler cihaza yerlestirilmis ve sirasiyla ters transkripsiyon,

amplifikasyon ve hibridizasyon islemleri uygulanmistir.

Islemin ilk basamaginda, biyotinle isaretli primerlerin hedef RNA dizisine
baglanmasi, RT enzimi ile RNA’dan cDNA sentezi ve daha sonra cDNA’dan
milyonlarca kopya komplementer hedef DNA sentezi gergeklestirilmistir. Son

asamada ise, cogaltilmis liriinler kantitatif olarak belirlenmistir.

Bu test 3 basamakli bir test olarak yapilmistir. (1) HCV RNA’nin izolasyonu
icin Ornegin hazirlanmasi; (2) hedef RNA’dan tamamlayici DNA’y1 (cDNA)
olusturmak i¢in ters transkripsiyonu iglemi ve (3) es zamanl olarak hedef cDNA’nin
PCR amplifikasyonu ve hedefe spesifik ¢ift isaretli oligoniikleotid dl¢iim probunun

saptanmast.
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3.3. Anti-HCYV Testi

Anti-HCV testleri kemiliiminesans EIA yoOntemiyle (Architect i2000SR,
Abbott, ABD) iiretici firmalarin 6nerileri dogrultusunda ELISA laboratuvarinda rutin
olarak calisilmig; Architect Anti-HCV testi sonuglart Sample/Cut off (S/CO)
tizerinden degerlendirilmistir. S/CO degeri<1.0 ise nonreaktif; >=1 ise reaktif olarak

degerlendirildi.
3.4. istatiksel Analiz

HCV RNA ve HCV Kor testi arasindaki tedavi sonrasindaki degisimlerin
uyumu deming regresyon analizi ile degerlendirilmistir. Ozgiilliik, duyarlilik, pozitif
prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif degerleri (NPD) Medcalc.net kullanilarak
hesaplandi. HCV kor antijen ve HCV RNA arasindaki korelasyon iliskisi ise

Spearman korelasyon katsayisi ile hesaplandi.

Deming regresyonunun temel mantig1 y=a+bxx modelini test etmektedir. Y=
0+1xb olursa yontemler uygun denilmektedir. Y=a+bxx'deki a degerinin (Sabit)
0'dan ¢ok farkli ¢ikmasinin temel sebebi HCV RNA ve HCV Kor 6l¢iim sonuglarinin
range (aralik/ (max-min)) degerlerinin ¢ok acik (yiiksek) olmasidir. Bu kabul
edilebilir bir sonugtur. Onemli olan y=a+bxx modelindeki b' nin degeridir. B (egim)
I'e olabildigince yakin olmasi istenir ki iki yontem bir biri ile uyumlu sonug
cikmaktadir diye yorumlama yapilabilsin. Ki bu ¢aligmada egim (b) degeri 0.001
cikmistir. Bu deger 1'e yakin olarak kabul edilmektedir. Altin standart RNA
yontemine alternatif olarak Kor yonteminin kullanilmasi 6nerilmektedir. Bu analiz
sonrasinda istatiksel bir p degeri hesaplanamaz. Sadece regresyon denklemi

olusturulur.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismanm ilk basamaginda Aralik 20016-2018 yillar1 igerisinde ESOGU
Tip Fakiiltesi Egitim ve Uygulama Hastanesi Gastroenteroloji Boliimiine bagvuran,
hepatit C viriis enfeksiyonu 6n tanili 600 hastanin, Mikrobiyoloji Anabilim Dali
ELISA ve Molekiiler laboratuvarlarinda rutin ¢alisilan Anti HCV ve HCV RNA
testlerine ek olarak son yillarda HCV enfeksiyonlarmin kesin tanisinda rutin tani
yontemleri igerisine girmesi konusu tartisilan, HCV kor antijen testi calisildi. Bu

hastalarin 350'si kadin, 150'si erkek, yas ortalamasi ise 57 olarak belirlendi.

HCV enfeksiyon 6n tanili 600 hastanin toplam 49'unda ¢alisilan bu {i¢ testten
en az bir tanesi (Anti-HCV, HCV-RNA, HCV kor antijen) pozitif saptandi.
Bunlardan 28 hastada rutin galisilan HCV RNA ve Anti HCV pozitifliginin yan1 sira
HCYV kor antijeni pozitif bulundu. 17 hastada ise Anti HCV ve HCV RNA pozitif,
HCV antijeni negatif, 49 hastadan 3'linde HCV RNA ve HCV kor antijeni pozitif,
Anti- HCV negatif saptandi. Bir hastada ise tek bagina HCV RNA pozitifligi

bulundu.

Tablo 4.1. 600 hastada pozitiflik saptanan 49 hastanin test sonuglar

Test HCV RNA+ Anti | HCV HCV RNA | HCV Toplam
HCV+HCV  kor | RNA+ Anti RNA+HCV
ag HCV kor ag

Pozitif | 28 17 1 3 49

Istatiksel olarak HCV RNA ve HCV kor antijen arasindaki uyumu belirlemek
icin deming regresyon analizi (%50 ve iistii degerle uyumlu) uygulandi. Bu analizde
iki test arasindaki uyumun %54.69 oldugu belirlendi. Bu deger altin standart yontem
olan HCV RNA ile HCV kor antijen testlerinin arasindaki uyumun iyi oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 4.2. HCV kor antijeninin duyarliligi, 6zgilligi, PPD, NPD ve dogrulugu

Test Duyarhbk | Ozgiilliik PPD NPD Dogruluk
HCV Kor %91.49 %100 %100 %97.30 %87.76
antijen

Tablo 4.2'de gorildiigii gibi HCV kor antijen testinin duyarhigi %91.49,

ozgilligi %100, pozitif prediktif degeri %100, negatif prediktif degeri %97.30,
dogrulugu %387.76 olarak bulundu.
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Sekil 4.1. HCV kor antijen diizeyi ile HCV RNA diizeyi arasindaki iliski
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Sekil 4.1. de; Pearson korelasyon katsayisi ile HCV RNA ve HCV kor antijen

arasinda yiiksek diizeyde korelasyon oldugu gosterildi ( p< 0.01).



34

Calismamizin ikinci basamaginda; Gastroenteroloji bdoliimii tarafindan
tedavisine karar verilen 150 hastanin tedaviye baslamadan dnce, takiben 4. veya 8.
haftada, tedavi bitiminde ve tedavi sonrasi 12. haftada alinan serum Orneklerinde
rutin olarak ¢alisilan HCV-RNA testine, ilaveten tez kapsaminda HCV kor antijen
testi ¢aligilarak bu iki testin hastalarin tedavilerinin takip siirecindeki uyumu ve
korelasyonu degerlendirilmistir. 150 hastanin 94'ii kadin, 56's1 erkek hastadir. Hasta

yas ortalamas1 55.37 olarak hesaplandi.

Iki yontem (HCV RNA ve HCV kor antijen) arasindaki uyum deming
regresyon analizi ile %59.18 oldugu hesaplandi. Uygulanan analizden ¢ikan sonug,
HCV kor antijen sonuglarinin altin standart yontem olan HCV RNA sonuglari ile

korelasyonunun iyi derecede oldugunu géstermektedir.

150 hastada ii¢ farkli zaman diliminde Mikrobiyoloji laboratuvarinda ¢alisilan
Anti HCV, HCV RNA ve HCV kor antijen test sonuglari tablo 4.3'de yer almaktadir.
Tedaviye baglamadan onceki zaman diliminde 150 hastanin, 125’1 Anti-HCV
acisindan pozitif, 25'1 negatif iken, HCV RNA acisindan 111’1 pozitif, 39’u negatif,
HCV kor antijen acisindan ise, 109 hasta pozitif, 41 hasta ise negatif olarak tespit
edildi.

150 hastanin tedavi sirasinda, tedavinin &.haftasinda incelenen serum
orneklerinde Anti HCV acisindan 84 hasta pozitif, 66 hasta negatif, HCV RNA
acisindan 55 hasta pozitif, 95 hasta negatif, HCV kor antijen acgisindan 63 hasta
pozitif iken 87 hasta negatif olarak tespit edildi.

Yine bu 150 hastanin tedavi bittikten sonraki test sonuclar1 ise Anti HCV:
119 pozitif, 31 negatif, HCV RNA: 14 pozitif, 136 negatif, HCV kor antijen: 24
pozitif, 126 negatif olarak tespit edilmistir ( Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. HCV Enfeksiyonlu 150 Hastada, U¢ Farkli Zaman Diliminde Calisilan Anti HCV, HCV RNA ve HCV Kor Antijen Test

Sonuglart
TEDAVIYE Anti HCV Toplam HCV RNA Toplam HCYV kor ag Toplam

BASLAMADAN — . — . — .

ONCE Pozitif Negatif 150 Pozitif Negatif 150 Pozitif Negatif 150
125 25 111(%74) 39(%26) 109(%72.6) | 41(%27.3)
(%83.3) (%16.6)

SEKIZINCI HAFTA 84(%56) 66(%44) 150 55(%36.6) 95(%63.3) 150 63(%42) 87(%58) 150
TEDAVI BIiTIMI 119(%79.3) 31(%20.6) 150 14(%9.3) 136(%90.6) 150 24(%16) 126(%84) 150
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Tablo 4.3°de gorildiigii gibi; toplam 150 hastada tedaviye baslamadan once,
Anti HCV: 125 (%83.3), HCV RNA: 111 (%74), HCV kor antijeni: 109(%72.6)
hastada pozitif saptandi. Tedavinin sekizinci haftasinda, Anti HCV: 84(%56), HCV
RNA: 55(%36.6), HCV kor antijeni 63(%42) hastada pozitif olarak tespit edildi. Bu
150 hastanin tedavileri bittikten sonra yapilan testlerinde ise; Anti HCV:119(%79.3),
HCV RNA 14(%9.3), HCV kor antijeni: 24 (%16) hastada pozitif olarak saptandi.
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Tablo 4.4. HCV kor antijenin testinin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger,

negatif prediktif deger ve dogruluk yiizdeleri

Test Duyarhlik | Ozgiilliik PPD NPD Dogruluk
HCV kor %96.52 %95.28 %95.11 %95.80 %92.58
antijen

Tabloda HCV kor antijen testinin altin standart olan HCV RNA testine gore
duyarliligt (%96.52), 6zgiilliigii (%95.28), pozitif prediktif degeri (%95.11), negatif
prediktif degeri (%95.80) ve dogrulugu (%92.58) hesaplandi. Bu oranlar iki test

arasinda yiiksek oranda korelasyonun oldugunu ve tedavi takibi sirasinda HCV RNA

testine alternatif bir test olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.

HCV RNA’s1 pozitif 111 hastada viral yiik diizeyleri ile HCV kor antijeni

pozitif saptanan 109 hastanin sonuglari arasindaki iligki, tablo 4.5'te yer almaktadir.

Tablo 4.5. HCV RNA viral yiik pozitif 111 hastanin viral ytik diizeyleri ile HCV kor

antijen sonuglarinin karsilastirilmasi.

HCV RNA viral yiik | HCV kor antijen | HCV Kor antijen Pozitif
(IU/ml) Negatif
15-20,000 2(%1.8) 11(%10.1)
20,000-100,000 0 14(%12.8)
100,000-500,000 0 28 (%25.6)
500,000-800,000 0 21(%19.2)
>800,000 0 35(%32.1)
Toplam 111 2 109(% 98.19)
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HCV RNA’s1 pozitif 111 hastanin 109 (% 98.19) unda HCV kor antijeni

pozitif saptandi.

HCV RNA viral yiik diizeyleri yiikseldikce, HCV kor antijen

testinin saptama oraninin arttiglr gézlendi. Gergekten de, HCV RNA' s1 pozitif HCV

kor antijeni ise negatif saptanan iki hastanin viral yiiklerinin diisiik diizeyde ( 2.1x10"

ve 1.2x10%) oldugu goriildii.

HCV RNA ve HCV kor antijen arasindaki korelasyon iliskisi i¢in Spearman

korelasyon katsayis1 0,834 olarak hesapland1 (p<0.01).
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Sekil 4.2. HCV kor antijen diizeyi ile HCV RNA diizeyi arasindaki iliski

Sekil 4.2'de, HCV RNA ve HCV kor antijen arasindaki iligskinin gosterildigi

Pearson korelasyon katsayis1 analizi yer almaktadir. Bu analize gore, iki test arasinda

yiiksek diizeyde korelasyon oldugu goriilmiistiir (p< 0.01).
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5. TARTISMA

Hepatit C wviriisti, Diinya capinda kronik karaciger hastaliginin 6nemli
nedenlerinden biridir. Ayn1 zamanda siroz ve hepatoselliiler karsinomun ve yetiskin
karaciger nakillerinin en 6nemli nedenidir. (86). Arastirilan cografik bolgeye gore,
hepatit C virus enfeksiyon prevalansi degisiklik gosterir. Bu durum, toplumlarin

epidemiyolojik 6zelliklerinin yanisira, risk faktorlerinin farklilig ile iligkilidir (87)

HCV enfeksiyonu olusumunda en oOnemli risk faktorleri, igne batmasi
intravendz ilag/uyusturucu kullanimi, kan {irlinleri transfiizyonu, organ nakli,
hemodiyaliz, mesleki maruziyet, cinsel bulagsma ve intrauterin gecistir. Kisisel jilet,

dis fircasi, tirnak makasi gibi esyalar da bulas icin risk tasimaktadirlar (87).

Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil HCV’ye bagli 6liim sayist yaklasik
8.000 ila 10.000 kisi civarindadir. Yeterli 6nlemler alinmaz ise 10-20 y1l i¢inde bu

sayinin lice katlanacagi tahmin edilmektedir (88).

HCV enfeksiyonlarmin mikrobiyolojik tanit ve takibinde total anti-HCV
antikorlari, HCV-RNA ve HCV kor antijenini saptamaya yonelik testler
kullanilmaktadir (89). Giiniimiizde tanmida genellikle ilk tercih edilen yaklasim
ELISA yontemleri ile anti-HCV antikorlariin arastirilmasi seklindedir (90). Hepatit
C viriisii i¢in inkiibasyon siiresi 2-26 hafta arasinda degismekle birlikte ortalama yedi
hafta civarindadir. HCV RNA bulastan sonra 1-2 hafta icinde pozitiflesir ve
hastaligin iyilesmesi ile birlikte ortadan kaybolur. HCV'ye 6zgiil antikorlar serumda
enfeksiyon sonrasi 2-8. haftalarda saptanabilir seviyelere ulasmaktadir ve kronik
HCV enfeksiyonunda Omiir boyu varligini siirdiirmektedir (91). Birinci basamak
Anti HCV testi bir tarama testi olup, HCV enfeksiyonlarinin kesin mikrobiyolojik
tanist HCV RNA testleri ile konulmaktadir. Ozellikle pencere dénemindeki akut
HCV enfeksiyonlarinda ve cesitli immun yetmezlik tablolarinda (6rnegin AIDS,
hipogammaglobulinemi, hemodiyaliz hastalari, organ transplant alicilari, vb) bu
acidan dikkatle izlenmelidir. Anti-HCV test pozitifligi, aktif viral replikasyonun
gostergesi olmadigi i¢in, viral replikasyon gostergesi olan HCV RNA, giiniimiizde
siklikla ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu tabanli testler kullanilarak

gosterilmektedir (92).
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Bizim arastirmamizin ilk basamaginda 600 HCV enfeksiyon on tanili
hastanin 49'unda HCV RNA, Anti HCV ve HCV kor antijen testlerinden en az biri
pozitif bulundu. Bu hastalardan 28'inde test edilen her ii¢ sonug¢ pozitif iken, 17
hastada HCV RNA ve Anti HCV pozitif, HCV kor antijen negatif bulundu. HCV
RNA ve HCV kor antijeni pozitif, Anti HCV'si negatif 3 hasta, sadece HCV RNA's1

pozitif olan bir hasta saptandi.

Istanbul’da 2010 yilinda Acar ve arkadaslari (93) tarafindan yapilan bir
aragtirmada 72.695 donér taranmisg, bunlarin 360’1 anti-HCV agisindan pozitif tespit
edilmistir. Bu c¢alisma da anti-HCV pozitifligini dogrulamak i¢in molekiiler testler
yapilmis. 360 anti-HCV pozitif 6rnegin 54’0 bu testler ile dogrulanmis ve buna gore

Anti-HCV yanlis pozitiflik oran1 %85 olarak hesaplanmustir.

Konya'da 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada Anti HCV’si pozitif sekiz
ornegin, dogrulama amaciyla yapilan HCV immun blot test sonuglarinin, siipheli
pozitif oldugu goriildii. Bunun {izerine, bu hastalarda ¢alisilan HCV RNA ve HCV
kor antijen testleri ¢alisilarak, negatif olarak saptandi. Bu arastirmaya gore, stipheli
degerlendirilen immun blot testlerin dogrulanmasinda kor antijen testinin HCV

RNA’ya alternatif test olabilecegi sonucuna varilmistir (94).

Brezilya’da Carneiro ve arkadaslarinin (95) 428 hemodiyaliz hastalar ile
gerceklestirdikleri bir arastirmada anti-HCV pozitifligi tespit edilen 185 hastanin
molekiiler yontemler ile konfirmasyonu yapilmistir. 167 6rnek (%90.3) pozitif olarak
tespit edilmis ve buna goére anti-HCV prevalanst %39 olarak hesaplanmistir. Diger
18 hastanin 4’1 negatif, 14’1 ise ile siipheli olarak degerlendirilmistir. Anti-HCV
antikoru negatif olan 243 o6rnegin 25’inde (%10.3) HCV RNA pozitifligi
bulunmustur. Bu sonuglar 6zellikle HCV antijenlerine kars1 yetersiz antikor yaniti
olan hastalarda, molekiiler tan1 yontemlerinin bir avantaji olarak yorumlanmistir.
HCV RNA taramasi giiniimiizde duyarlilik agisindan altin standart yontem olmasina

ragmen maliyeti yiiksektir(95).

HCV kor antijeninin saptanmasina yonelik ilk bildirim 1996 yilinda
yapilmistir (96). Kor proteini HCV'nin yapisal bir proteini olup, aminoasit dizisi
diger HCV proteinleri ile karsilagtirildiginda farkli HCV suslar arasinda oldukea iyi

korunmusg bir bolgedir. HCV kor antijeni, tanisal amacla bircok serolojik testte
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kullanilmaktadir (97). Bu antijen testinin saptama sinirt 1.5 pg/ml olup, HCV
enfeksiyonu tanisinda ek bir tan1 yontemi oldugu, farkli HCV RNA testleri ile korele
oldugu goriilmiistiir (98).

Calismamizin ilk basamagindaki 600'lik hasta sonuglarina gére HCV kor
antijen test duyarliligt %91.47, ozgilligii %100, pozitif prediktif degeri %100,
negatif prediktif degeri %97.30 ve dogrulugu %87.76 olarak tespit edildi. Bu verilere
gore, HCV enfeksiyon siiphesi olan hastalarda altin standart olan HCV RNA testine

alternatif olarak HCV kor antijen testi uygulanabilir.

Meksika’da Sosa-Jurado ve arkadaslarinin (99) kan dondrleriyle yaptiklari
kapsamli bir ¢alismada anti-HCV (%0.84) pozitifligi saptanmistir. Bunlardan anti-
HCV S/Co 1.0-2.0 olanlarin %14’tinde, 2.1-3.0 olanlarin %44’tinde, 3.1-4.0 olanlarin
%350’sinde 4.1-16 olanlarin %87.5’inde, 39 ve ilizeri degerlerde %100 HCV RNA
pozitifligi belirlenmistir. Anti HCV ve HCV RNA pozitifligi arasindaki anlamli
farkin sebebini HCV enfeksiyonunun iyilesmesine, enfeksiyonun ¢ok yeni olmasi
nedeniyle viral ylkiin NAT saptama smirinin altinda olmasina ve takip
gerektirdigine, anti-HCV antikor testinin bagka antikorlarla capraz reaksiyon

verebilecegine baglamislardir.

Anti-HCV negatif olup, HCV RNA’nin pozitif saptanabildigi durumlar da
vardir. Bunlar derin immunsupresyonu olan hastalar, hemodiyaliz hastalar1 ve

agammaglobulinemik bireylerdir (100).

Pakistan’da Ali ve arkadaslarinin (101) yaptiklar1 ¢alismada 254 Anti-HCV
pozitif 6rnegin HCV RNA’larina bakilmis ve elde edilen sonuglarda anti-HCV
antikor testinde %16.92 oraninda yalanci pozitiflik saptanmistir. Anti HCV test
sonuglariin HCV enfeksiyonunu dogrulamak i¢in tek ara¢ olamayacagi, molekiiler
yontemlerin hastanin enfeksiyon durumunu belirlemek ve antiviral tedavi Oncesi

kullanilmas1 gereken testler olduklar1 sonucuna varilmistir.

Bu sonuglar yapilan bir¢ok arastirmada oldugu gibi Anti HCV antikor
testlerinin dogrulanmasinda molekiiler testlerin c¢alisilamadigi merkezlerde HCV
RNA’ya alternatif olarak HCV kor antijen testinin g¢alisilabilecegini kanitlamistir.
Bunun yan1 sira HCV kor antijen testleri hem maddi acidan HCV RNA testlerinden
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daha ucuz, hem de g¢alisma siiresi olarak daha kisa oldugundan (calisma siiresi
ortalama 30 dakikadir) HCV RNA c¢alisilamayan merkezlerde alternatif test olarak

caligilabilecegi goriistindeyiz.

Kor antijeni, HCV RNA'nin pozitiflesmesinden 1-2 giin sonra serumda
saptanabilir diizeye ¢ikmaktadir. Son yillarda giindeme gelen HCV kor antijen testi
0zgiin monoklonal antikorlar kullanilarak kor antijenlerinin tespiti temeline dayanir
ve tim HCV serotiplerini saptayabilir. Yapilan calismalarda, HCV kor antijen
seviyeleri ile HCV RNA arasinda iyi bir korelasyon oldugu bildirilmektedir (100).

Yiiksel ve arkadaslari ise (102) 123 HCV RNA pozitif, 48 HCV RNA negatif
ornekle yaptiklari aragtirmada, HCV kor antijen testinin (Abbott Diagnostics,
Germany) duyarliligint %94.3, 6zgiilliigiinii %97.9, pozitif prediktif degerini %99.1,
negatif prediktif degerini ise %87 olarak tespit etmislerdir. Ankara'da 272 serum
orneginde yapilan benzer bir arastirmada da, HCV kor antijeninin duyarliligt HCV

RNA ile karsilastirildiginda %75.8, 6zgiilliigii ise %95.1 olarak saptanmistir (103).

Avrupa’daki kan bankalarinda, 2 Ocak 2002 tarihi itibariyle, HCV bulasma
riskini en aza indirgemek i¢cin HCV kor antijeni veya HCV RNA ile tiim kan ve

plazma tiriinlerinin test edilmesi zorunlu hale getirilmistir (104).

HCV kor antijeni stabilitesini koruyabildiginden, imkanlar1 kisitli olan,
transport i¢in uygun sicaklik kosullarini saglayamayan saglik kuruluglarinda, HCV

RNA'ya gore daha uygun bir secenek olarak goziitkmektedir (105).

HCYV kor antijen testi, HCV enfeksiyonu siipheli hastalarda taniya yardimci
olarak ve enfekte olmus bireylerin tedavi takibinde kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. HCV kor antijen testi, HCV spesifik antikorlariin gecikmis yaniti
nedeniyle Anti-HCV antikorlar1 negatif olan, yeni enfekte olmus bireylerde akut
HCV enfeksiyonunu tespit edebilir. Bu grup hastalar arasinda, intravendz uyusturucu
madde kullanicilart veya hemodiyaliz hastalar, HIV-HCV koenfeksiyonu olan
hastalar gibi yiiksek HCV enfeksiyonu riski tasiyan hastalar yer alir; bu kisilerde de
HCV enfeksiyonunun tespit edilmesinde HCV RNA testinin temin edilemedigi
durumlarda HCV kor antijen testi uygulanabilir (106).
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Arastirmamizin ikinci basamagi, HCV enfeksiyon tanist koyulmus 150
hastanin tedaviye baglamadan 6nce 125'inde Anti HCV pozitif, 111'inde HCV RNA
pozitif, 109'unda HCV kor antijen pozitif saptandi. HCV RNA's1 pozitif olup HCV
kor antijen test sonucu negatif olan iki hastanin viral yiikiine bakildiginda, ¢ok diisiik
oldugu saptandi ve HCV kor antijen testinin HCV RNA viral yiikiiyle iligkili oldugu

belirlendi.

Bizim calisgmamizda elde ettigimiz sonuglar gibi, iilkemizde yapilan bir
aragtirmada,105 IU/ml iizeri HCV RNA konsantrasyonlartyla kor antijeni arasindaki
korelasyonun, 105 IU/ml altinda olan degerlere gore daha anlamli oldugu
bildirilmistir (107). Bu konuda yapilan bir baska arastirmada ise, HCV kor
antijeninin (Architect HCV Ag, Abbott, Almanya) genotipten bagimsiz olarak HCV
RNA ile korelasyonunun iyi oldugu saptanmistir. 118 HCV RNA pozitif 6rnekten
6's1 antijen negatif bulunmus ve bunlarda diger ¢alismalarda oldugu gibi diisiik diizey

HCV RNA konsantrasyonlarindaki 6érneklerden olustugu goriilmiistiir (108).

Calismamizdaki yiiz elli hastanin tedavisinin sekizinci haftasinda, Anti HCV,
HCV RNA ve HCV kor antijeni sirasiyla 84, 55 ve 63 hastada pozitif olarak
saptand1. Yine ayni hasta grubunda, tedavi bitiminde Anti HCV 119, HCV RNA 14
ve HCV kor antijen 24 hastada pozitif bulundu.

Francois MJ Lamoury ve arkadaslarinin (109), 17 farkli iilkeden toplam 92
katilimcinin 335 serum ornegiyle yaptiklari aragtirmada, HCV kor antijen testinin
HCV tedavisinin erken doneminde tedaviye yanitin en iyi gostergesi oldugu
gosterilmistir. Bu arastirmada erken tedavi sirasinda, tedaviye basarili bir sekilde
yanit veren hastalarda diisiik diizeyde pozitifligi devam eden hassasiyeti yiiksek
HCV RNA sonuglariin bazi durumlarda klinisyenin kafasini karistirabilecegi, bunun
yerine tedavi sirasinda negatif sonu¢ veren, HCV-RNA testine gore daha az hassas
olan HCV kor antijen sonuglarinin, 6zellikle, HCV RNA’nin diisiik diizeyde pozitif
oldugu durumlarda, tedaviye yanit1 ve tedaviyi yonlendirmede, daha iyi bir gosterge
oldugu ongoriilerek, bizim ¢alisgmamizda da oldugu gibi 6zellikle diisiik viral yiik
diizeyleri, canli viriisii gostermeyebileceginden, hastalarin gereksiz yere tedavilerinin

uzatilmamasi gerektigini iddia etmektedirler.
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Calismalar, HCV kor antijjen kineti§i ve konsantrasyonlarinin, HCV
enfeksiyonunun tiim asamalarinda HCV RNA diizeyleri ile uyumlu oldugunu
gostermektedir. Ayn1 zamanda HCV kor antijeni ile yapilan caligmalar, bu testin
HCYV enfeksiyonu olan hastalarda antiviral tedavinin takibinde de kullanilabilecegini

gostermektedir (110).

Arastirmamizin son asamasindaki (tedavi bitiminde) test edilen sonuglara
gore HCV kor antijen testinin duyarliligt %95.52, ozgilligii %95.28, pozitif
prediktif degeri %95.11, negatif prediktif degeri %95.80 ve dogruluk orani ise
%92.58 olarak tespit edildi.

Fransa’da, Miedouge ve arkadaslarinin (111) hemodiyaliz hastalarinda
yaptiklar1 arastirmada, 98 HCV RNA pozitif 6rnegin 90'inda HCV antijeni pozitif
olarak tespit edilmistir. Bu arastirmada, HCV-RNA viral yiik diizeylerine gore, kor
antijen pozitiflik yiizdeleri; 0-2000 IU/mL olanlarin %53.8'i, 2001-6000 IU/mL
olanlarin %88.2'si, 6000 IU/mL ve iizeri HCV RNA konsantrasyonuna sahip olan
orneklerin %100 olarak saptanmistir. HCV RNA pozitif 90 6rnekle HCV kor antijen
arasindaki korelasyon anlamli bulunmus ve bu testin duyarliligi %100, 6zgillugi ise
%99.2 olarak bildirilmistir. Kesli ve arkadaslar1 (112) ise HCV kor antijen testinin
duyarliligini %96.3, ozgiilliigiinii %100, pozitif prediktif degeri %100 ve negatif
prediktif degerini ise %89.7 olarak bildirmislerdir.

HCV kor antijen testinin HCV RNA analizlerine benzer gosterdigi
performans, HCV kor tayininin, akut enfeksiyonlarda serolojik pencere dénemini
kisaltmak ve ayrica antiviral tedaviyi izlemek i¢in viral yiik 6l¢limiine alternatif bir

yontem olarak kullanilabilecegini gostermektedir (113).

HCV kor antijen testi literatiirde yiiksek duyarlilik ve 06zgiilliik oranlar
sergilemis, kolay uygulanabilir bir yontem olarak goriinmektedir(114). Bu nedenle
HCV enfeksiyonunun tani1 ve takibinde HCV RNA testine alternatif bir yontem
olarak, tan1 koydurucu, dogrulayict ve tamamlayici olabilir(115). Literatiirden elde
edilen bu sonuglar beraber degerlendirildiginde HCV enfeksiyonunun tanmi ve
takibinde tiim yontemlerin goz 6niinde bulundurulmasi, avantaj ve dezavantajlarinin
bilinmesi, hangi testin hastaligin hangi doneminde ve tamida hangi asamada

kullanilmasi gerektiginin iyi bilinmesi gerekmektedir. Bu nedenle HCV kor antijen
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testinin HCV RNA‘ya alternatif olarak kesin tani ve tedavinin takip siireclerinde
fiyatinin da daha uygun olmasi ve kisa siirede sonu¢ vermesi de g6z Oniine

alindiginda, giivenle kullanilabilecegini goriisiindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

HCV enfeksiyonu, hastalarin 6nemli bir kisminda siroz ve son dénem
karaciger hastaligina ilerleyebilen kiiresel bir saglik sorunudur (116). Enfeksiyonu
tedavi etmek ve komplikasyonlar1 azaltmak i¢in gittikce daha etkili ve daha iyi tolere
edilebilen ajanlar mevcut hale gelmektedir (117). Siklikla asemptomatik oldugundan,
bircok kisi kronik HCV ile enfekte oldugunu bilmemektedir. Asemptomatik enfekte
bireylerin tespit edilmemesi, HCV'nin basarili kontrolii i¢in biiylik bir engeldir. Bu
nedenle, HCV ile enfekte olma olasiligini arttirmis asemptomatik hastalari taramak,
enfekte olmus kisilerin tespit edilmesini ve nihayetinde tedavinin iyilestirilmesinde

onemli bir adimdir (118).

HCV enfeksiyonunun tanisinda ve tedavisinin takip siirecinde uygulanilan
tiim testlerin avantaj ve dezavantajlar1 géz Oniine alinarak, hangi testin hastaligin
hangi doneminde ve tanida hangi asamada kullanilmasi gerektiginin iyi bilinmesi

gerekmektedir.

Giinlimiizde kan dondrlerinin taramasinda ve HCV siipheli hastalarin tan1 ve
tedavi takibinde laboratuvar tani tipik olarak bir antikor testiyle baglar. Anti HCV
pozitif olan hastalarda dogrulama HCV RNA testi ile yapilmaktadir. Lakin yanlis
negatif antikor testi olasilig1 yiiksek olan hastalarda (ciddi sekilde immiin sistemi
baskilanmis veya hemodiyaliz hastalar1 veya akut hepatit C oldugundan

siiphelenenler) HCV RNA ile eszamanli incelenmesi gerekmektedir (119).

Anti HCV antikor tespiti bir tarama testi olup, duyarlilig1 yiiksek olsa da
ozgiilliigh disiik olmasi, 6zellikle yanlis pozitifligin artmast nedeniyle tamamlayici
bir teste ihtiya¢ duyulmaktadir. Tamamlayici test olarak 6zgiilliigii yliksek immun
blot testleri kullanilmaktadir. Fakat bu testlerden cikan siipheli sonuglarinda HCV
RNA ile dogrulanmasi gerekmektedir (120).

HCV RNA testi altin standart yontem olmasina ragmen, maliyetinin yliksek
ve zaman alict olmasi ayrica tam donanimli merkez ve deneyimli teknik personele

ithtiya¢ duyulmasi gibi baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Bizim aragtirmamizin temelini olusturan, HCV enfeksiyonlarinin kesin

laboratuvar tanisinda tani degerini arastirdifimiz HCV kor antijen testi bir EIA
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yontemidir. Siirli kaynak veya HCV RNA testinin erisilemedigi durumlarda HCV
kor antijen testi, HCV RNA’ya hem tan1 hem de hastalifin takibi agisindan iyi bir

alternatif testtir.

HCV kor antijen testi yliksek duyarlilik ve 0Ozgiillige sahip bir tam
yontemidir. HCV kor antijen testinin diger avantajlar ise: enfeksiyon varligi Anti
HCV testine gore daha erken belirlenmesi, HCV RNA testlerine goére daha ucuz
olmasi ve 0zel donanimli laboratuvar ve teknik personele ihtiya¢ duyulmamasi

olarak siralanabilir.

Sonu¢ olarak HCV kor antijen testi; HCV enfeksiyonunun kesin tani ve
tedavisinin takibi silirecinde, ayrica Anti-HCV antikor pozitif test sonuglarinin
dogrulanmasinda kullanilabilecek, duyarliligi ve ozgiilliigii yiiksek, uygulanmasi

kolay, maliyet-etkin, glivenilir bir testtir.
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