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OZET

AMAC

Hepatit C viriisii enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda anti-HCV testleri ve
HCV RNA testleri kullanilmaktadir. Anti-HCV testleri diisiik maliyetli ve duyarlilig
yiiksek olmasi nedeniyle tarama testi olarak Onerilmektedir. Tarama testi reaktif
bulunan 6rnekler HCV RNA testi ile dogrulanmaktadir. HCV RNA testi ise maliyeti
yiiksek ve ileri diizey teknik gerektiren bir test olmasi sebebiyle her laboratuvarda
calisilmamakta bu durum hastalarin tan1 ve tedavisinin gecikmesine yol agmaktadir.
Ayrica HCV prevalanst diisiik olan toplumlarda yalanci pozitif anti-HCV test
sonuclart sik olarak gozlenmektedir. Caligmamizda anti-HCV, ALT ve HCV RNA
arasindaki iliskinin retrospektif degerlendirilmesi ve elde edilecek verilerin analizi ile
laboratuvarimiz i¢in hastalardaki gercek antikor pozitifligini ve viremiyi gostermede

optimal bir anti-HCV S/CO cut-off degeri elde edilmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Calismamiz 1 Temmuz 2014 - 1 Temmuz 2017 tarihleri arasinda 18 yas iizeri
anti-HCV reaktifligi olan ve ayni serumda es zamanli HCV RNA ve ALT testi caligilan
1290 olgunun 1754 verisi ile yapilmistir. Anti-HCV testi kemiliiminesan immunassay
yontemi ile HCV RNA analizi kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
ile calisilmistir. En uygun kesim noktasi (cut-off point) ROC egrisi analizine dayali

secilmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.

BULGULAR

Calismamizda ii¢ yilik donemde 754.190 anti-HCV testi ¢alisilmistir. Bu
sonuglardan 10.679 test sonucu reaktif bulunmustur. Hepatit C seroreaktiflik oranimiz

calismamiza dahil edilen donem igin %1.4 olarak hesaplanmaistir.

Sonuglarin 742’sinde (%42.3) HCV RNA sonucu pozitif iken, 1012’sinde
(%57.7) negatiftir.

Vii



HCV RNA’ ya gore anti-HCV igin tespit edilen cut-off noktasi 7.13 (duyarlilik
%397.4, ozgiillik %50.3, pozitif prediktif deger %59, negatif prediktif deger %96.4)

bulunmustur.

HCV RNA’ ya gore ALT igin tespit edilen cut-off noktasi 27.5 IU/L
bulunmustur (duyarlilik %77.6, 6zgiilliik %80.8, pozitif prediktif deger %75, negatif
prediktif deger %83.1).

TARTISMA

Gliniimiizde yiiksek duyarliligi, diisik maliyeti, ¢ok fazla teknik beceri
gerektirmemesi ve otomatize cihazlarla calisilabilme imkani, test sonuglanma
stiresinin kisa olmasi gibi nedenlerle bir¢ok laboratuvarda kullanimda olan anti-HCV
antikor testleri, HCV tan ve taramasinda vazgegilmez bir yontemdir. Ancak tilkemiz
gibi HCV prevalansinin diisiik oldugu toplumlarda yalanci pozitif test sonuglari siktir.
Yeni cut-off degerimizin laboratuvar is akisi igerisinde kullanilmasiyla birlikte yalanci
pozitif anti-HCV test sonuglar1 ve buna bagli olarak gereksiz yere ¢alisilan HCV RNA
test sayilar1 azalabilir. Yeni anti-HCV cut-off degerimize gore cut-off degerinin
altindaki reaktifliklerde, HCV enfeksiyonlarini takip eden klinikler, HCV RNA
sonucunu beklemeden hasta tarama amagl geldiyse yalanci pozitif bir sonucu ya da

tedavi alan bir hasta ise verilen tedavinin basarisin1 ongdrebilir.

Anahtar Kelimeler: Anti-HCV, HCV RNA, ALT
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ABSTRACT

AIM

Anti-HCV tests and HCV RNA tests are used in the laboratory diagnosis of
hepatitis C virus infections. Anti-HCV tests are recommended as screening tests due
to their low cost and high sensitivity. Samples with screening test reactive are
confirmed by HCV RNA test. The HCV RNA test does not work in every laboratory
because it is a high-cost test and requires a high-level technique and this leads to delay
in the diagnosis and treatment of patients. In addition, false positive anti-HCV test
results are frequently observed in populations with low HCV prevalence. In our study,
we aimed to retrospectively evaluate the relationship between anti-HCV, ALT and
HCV RNA and to obtain an optimal anti-HCV S/CO cut-off value for our laboratory

to show the true antibody positivity and viremia in patients.

MATERIAL AND METHOD

Our study was performed on 1 July 2014 - 1 July 2017 with 1754 data of 1290
cases with anti-HCV reactivity over 18 years of age and concurrent HCV RNA and
ALT test in the same serum. The anti-HCV test was studied by the chemiluminescence
immunoassay method and the HCV RNA test was performed by quantitative real-time
polymerase chain reaction. The cut-off point was chosen based on the ROC curve

analysis. The statistical significance was evaluated at p <0.05.
RESULTS

In our study, 754.190 anti-HCV tests were performed in a 3-year period. 10.679
test results were found as reactive. Our rate of hepatitis C seroreactivity was calculated

as 1.4% for the period included in our study.

The HCV RNA result was positive in 742 (42.3%) of the results, whereas in
1012 (57.7%) HCV RNA result was negative.

According to HCV RNA, cut-off point 7.13 (sensitivity 97.4%, specificity
50.3%, positive predictive value 59%, negative predictive value 96.4%) was found for
anti-HCV.



The cut-off point determined for ALT according to HCV RNA was 27.5 IU/L
(sensitivity 77.6%, specificity 80.8%, positive predictive value 75%, negative

predictive value 83.1%).
CONCLUSION

Currently in use in many laboratories for anti-HCV antibody tests, high
sensitivity, low cost, the possibility to work with automated instruments, test result
time it is an indispensable reasons HCV screening and diagnosis as being short
method. In countries with low prevalence of HCV such as our country, false positive
test results are common. With the use of our new cut-off value in laboratory workflow,
false positive anti-HCV test results and therefore the number of unnecessary HCV
RNA tests can be reduced. Clinics following HCV infections may predict a false
positive result if the patient has come for screening, or a patient receiving treatment,
without waiting for HCVV RNA results in the reactivity below the cut-off value

compared to our new anti-HCV cut-off value.

Key Words: Anti-HCV, HCV RNA, ALT



GIRIS VE AMAC

Gegmiste non-A non-B hepatit etkeni olarak bilinen Hepatit C viriisii (HCV),
enfeksiyonlarinin ¢ogunun kronik enfeksiyon seklinde seyretmesi ve Kkaraciger
karsinomuna ilerlemesi nedeniyle virtisiin ilk kesfinden bu yana 6nemli bir halk

saglig1 sorunudur.

En Onemli bulas yolunun kan ve kan firiinleri oldugunun anlagilmasinin
ardindan hastalarda HCV’ye kars1 gelisen antikorlarin olup olmadigini arastirmak
amactyla bazi testler gelistirilmistir. Bu testler ile anti-HCV antikorlar1, genellikle
enzim immiin yontemler (enzyme immunoassay; EIA) veya kemiliiminesans immiin
yontemler  (chemiluminescence immunoassay; CLIA) kullanilarak  tespit
edilmektedir. Bu yontemlerin ortak mekanizmasi; HCV antijenlerinin kat1 bir faza
baglanarak hareketsizlestirilmesi ve hasta serumunda bulunan anti-HCV antikorlar1
ile bu antijenin birlesmesinin saglanmasi sonrasinda, bu 6zgil birlesmenin isaretli
anti insan antikoru kullanilarak gdsterilmesidir. Bu asamalardan sonra EIA
yonteminde renk degisimi, CLIA yonteminde ise yayilan 1s1k Olgiilerek absorbans
degerleri elde edilmektedir. Hasta serumu (sample) absorbans degerinin, cihazin esik
deger (cut off) absorbans degerine oranlanmasiyla elde edilen sample/cut off (S/CO)
degerleri ile anti-HCV sonuglart raporlanmaktadir. Uretici firmalar tarafindan

reaktiflik sinir1 genellikle anti-HCV S/CO > 1 olarak 6nerilmektedir.

Anti-HCV testi HCV tan1 algoritmasinda ilk basamak tani testidir. Bu testin
duyarlilig1 yliksek olmasina karsin HCV enfeksiyonlarinin az goriildiigii toplumlarda

yalanci pozitif sonuglara siklikla rastlanmaktadir.

Anti-HCV reaktif saptanan hasta 6rneklerinde dogrulama amagli olarak HCV
RNA testi c¢alisilmas1 gerekmektedir. Molekiiler yontemler kullanilarak ¢alisilan
HCV RNA testi; tecriibeli teknik personel gerektirmesi, emek yogun ve yiiksek

maliyetli bir test olmasi nedeniyle bir¢ok laboratuvarda ¢alisilamamaktadir.

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (Centers for Disease Control and
Prevention;, CDC) 2013 yilinda yayinladigi yeni HCV tani algoritmasinda, ilk
basamakta anti-HCV c¢alisilmasi reaktif bulunan 6rneklerde HCV RNA ¢alisilmasini

onermektedir. Ayn1 zamanda CDC, anti-HCV testi i¢in sistem verilerinin analizi ile



tireticinin  Onerdigi cut-off degeri disinda her toplumun kendi cut-off degerini

belirleyebilecegini ne slirmiistiir.

Calismamizda anti-HCV kaynakli yalanci pozitif sonuglari en aza indirmek,
yalanci1 pozitif anti-HCV sonuglar1 nedeniyle gereksiz HCV RNA c¢alisilmasini
azaltmak ve HCV RNA testinin c¢alisilamadigt saghk birimlerindeki
meslektaglarimiza hastalardaki HCV viremisini 6ngoérmede yol gosterici olacak bir
anti-HCV S/CO cut-off degerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Ayrica bu cut-off
degeri kullanilarak kendi laboratuvarimiz i¢in yeni bir HCV tami algoritmasinin

olusturulmasi planlanmaistir.



GENEL BILGILER
GIRIS
Hepatit C viriisii, non-A non-B hepatit etkeni olarak ilk defa Choo ve
arkadaslar1 tarafindan 1989 yilinda tanimlanmustir (1). Viriis partikiiliiniin yapisi,
genom organizasyonu ve replikasyon dongiisiiniin 6zellikleri nedeniyle Flaviviridea

ailesinin Hepaciviriis cinsinde smiflandirilan HCV, yaklasik 50 nm ¢apinda kiiresel
yapida zarfl1 bir riboniikleik asit (RNA) virasidiir (2,3).

Tedavisiz olgular basta olmak iizere HCV ile enfekte bireylerin 6nemli bir
kisminin kronik karaciger hastaligi ve hepatoselliiler karsinom i¢in aday olmasi,

HCV’yi 6nemli bir halk saglig1 sorunu haline getirmektedir.

Diinya Saglik Orgiitii'niin 2017 Kiiresel Hepatit Raporu verileri, diinyada
kronik HCV enfeksiyonu olan 71 milyondan fazla kisi bulundugunu ve HCV’ye
bagl 6limlerin yillik 399 bin civarinda oldugunu gostermektedir. Diinya genelinde
2015 yili i¢inde 1.75 milyon yeni HCV enfeksiyonu gelistigi tahmin edilmektedir.
Bu rakam, tiim diinyada yilda yaklasik 100 binde 24 yeni HCV enfeksiyonu meydana
geldigini gostermektedir (4).

Yapilan ¢aligmalarda iilkemizde HCV prevalansinin 9%0.3-1.8 arasinda
oldugu bildirilmekle birlikte lilkemize ait net istatistik verisi bulunmamaktadir (5,6).
Saglik Bakanhig tarafindan 2018 yilinda yaymnlanan Tiirkiye Viral Hepatit Onleme
ve Kontrol Programi’nda 18 yas iistii niifusta yaklasik 250.000-550.000 kisinin HCV
ile enfekte oldugu ve HCV ile enfekte olanlarin biiyiik ¢cogunlugunun bu durumun
farkinda olmadig: bildirilmistir. Saglik Bakanligi 2016 verilerine gore tlilkemizde
karaciger transplantasyonun ikinci en sik nedeni HCV’dir. Anti-HCV pozitifliginin
hemodiyaliz hastalarinda %3.8, periton diyalizi yapilan hastalarda %1.7, bobrek
transplantasyonu yapilan hastalarda %1.96, karaciger transplantasyonu yapilan

hastalarda ise %7.6 oldugu bildirilmistir (7).



HEPATIT C VIRUS GENOM YAPISI

Hepatit C virlis genomu, yaklasik 9,6 kb uzunlugunda olup tek iplikli ve
pozitif polariteli RNA’dan olusmaktadir. Genomu ise yaklasik 30-35 nm ¢apindaki
protein kilif ¢evrelemektedir (2,3).

Translasyona Ugramayan RNA Bolgeleri

Hepatit C virlis genomunun 3' ve 5' uglarinda translasyona ugramayan bolge
(untranslated region; UTR) olarak adlandirilan bolgeler bulunmaktadir. UTR
bolgeleri, viral proteinlerin sentezi ve viriisiin replikasyonunda rol oynamasina
ragmen bu bolgeler herhangi bir proteini kodlamamaktadir (2). Yaklasik 340
niikleotid uzunlugundaki 5 UTR bdlgesi, i¢ ribozom giris bolgesi (internal ribosomal
entry site; IRES) adi verilen islevsel bir bolge icermektedir. Bu bolge, herhangi bir
translasyon baslatict sinyale gerek duymadan viral genomun direk olarak 40S

ribozomal alt {initeye baglanmasini saglamaktadir (3).

Viral genomun 3' ve 5" UTR bolgeleri arasindaki 3011 aminoasitlik agik
okuma penceresi (open reading frame; ORF) yaklasik 9 kb uzunlugundaki viral
poliproteini kodlamaktadir (2,3). Bu poliprotein igerisinde viriise ait 10 proteini
barindirmaktadir. Viral ve konagin hiicresel proteazlar tarafindan pargalanan
poliprotein; bir kor proteini ve iki zarf glikoproteininden olusan ii¢ yapisal proteini,
p7 ve yapisal olmayan 2 (non structural; NS2) proteinini ve bes yapisal olmayan
proteini (non structural; NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) olusturmaktadir (Sekil
1).

Sonlanma kodonunun akis yoniinde, ORF bitiminden sonraki 200-235
niikleotid uzunlugunda bolge 3' UTR bolgesi olarak adlandirilmaktadir. Bu bolge,
50-100 niikleotid arasinda degisen poli U/UC segmenti ve ¢ok iyi korunmus 98
niikleotidlik 3' X bolgesini igermektedir (Sekil 1) (2,3).
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Sekil 1: Hepatit C virlis genomunun yapist ve poliproteinin islenmesi (Sekilde
poliproteinin virlise veya konaga ait proteazlar tarafindan islenme basamaklar1 ve
poliproteinin kesim noktalar1 ile birlikte yapisal ve yapisal olmayan proteinlerin

islevi goriilmektedir. - Kato N.‘den)

Yapisal Proteinler

Hepatit C virlisiiniin yapisal proteinleri kor proteini ve iki adet zarf
glikoproteininden (E1, E2) olusmaktadir (Sekil 1). Yapisal proteinler, yapisal
olmayan proteinlerden farkli olarak konak hiicreye ait sinyal peptidazlar tarafindan

poliproteinden ayrilmaktadir (2).

Poliproteinin amino terminal ucundaki 191 aminoasitlik bdlge, sinyal
peptidaz ile poliproteinden ayrilarak kor proteinini olusturmaktadir. Kor proteini
immunojenik 6zelliktedir. Viriisle enfekte hastalarin serumunda hem kor protein hem
de kor proteine karsi gelisen antikorlar saptanabilmektedir. HCV’nin konak immiin
yanitindan kacisinda, natural killer (NK) hiicre yanit1 ve T hiicre ¢cogalmasini inhibe

eden kor proteininin roli oldugu gosterilmistir (3).

Yapisal proteinlerden E1 ve E2, viral poliproteinin sirastyla 383 ve 746.

sirasindaki aminoasitlerden kesilerek olusturulan transmembran glikoproteinleridir.



Kabaca E2’nin “’cluster of differentiation’” 81 (CD81), ‘’scavenger receptor BI”’
(SR-BI) ve occludin, claudin gibi konak hiicre reseptorlerine baglanmada, E1’in ise

viriisiin flizyonla konak hiicre i¢ine girisinde rolii oldugu diistiniilmektedir (2).

Tiim genom igerisinde E2, HCV’nin en ¢ok degiskenlik gdsteren bolgelerini
icermektedir. Cok degisken bolge (hypervariable region; HVR) olarak adlandirilan
bu bodlgeler HVR-1, HVR-2 ve HVR-3 olmak iizere ii¢ par¢adan olusmaktadir. Islevi
cok fazla aydinlatilmis olmasa da ozellikle HVR-1, genom igerisinde en fazla
degiskenlik gosteren bolge olarak bilinmektedir. Immiin sistem hiicrelerinin reseptdr
olarak tanidig1 zarf i¢indeki daha derin bir yapiy1 HVR-1’in maskeledigi ve boylece
HCV’nin immiin yanittan kagabildigi one siiriilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda HVR-
1 bolgesinde deneysel olarak olusturulan delesyon ile viral enfeksiyonun siddetinin

azaldig1 ancak enfeksiyonun tamamen ortadan kalkmadigi gosterilmistir (3).

Yapisal Olmayan Proteinler

Viriisiin yapisal olmayan proteinleri NS2’den NS5B’ye kadar olan kismi
icermektedir (Sekil 1). Bu proteinler, viral poliproteinden viriise ait proteazlarca
kesilerek olusmaktadir. Iyon kanali 6zelliginde olan P7 proteininin, viriisiin bir araya

gelme siirecinde rol oynadigi diistiniilmektedir (2).

Hidrofobik bir transmembran proteini olan NS2, NS2/NS3 baglantisinin
kesilmesinde gorev alan bir sistein proteazdir. NS3 proteini, serin proteaz, RNA
helikaz ve niikleozid trifosfataz (NTPaz) aktivitesine sahip olup NS3/4A,
NS4A/NS4B, NS4B/NS5A ve NSS5A/NS5B bolinmelerinden sorumludur. NS3

proteaz aktivitesinin birka¢ mekanizmayla immiin yanittan kagabildigi gosterilmistir

).

NS4A proteini, NS3 proteazi igin bir kofaktor olarak gorev almaktadir. NS4B
proteini, viral replikasyon sirasinda endoplazmik retikulum iizerinde olusan

membrandz ag yapisinin olugmasinda rol oynamaktadir (2).

NSS5A proteini, RNA replikasyonunda rol oynamakla birlikte kesin
fonksiyonlart belirlenemeyen membrana bagl bir fosfoproteindir ve ili¢ bolgeden

(Domain: D1, D2, D3) olusmaktadir. RNA replikasyonu sirasinda, D1 ve D2



bolgeleri RNA baglanmas: ve dimerizasyonunda gorevli iken D3 bdlgesi lipid
damlaciklar1 {izerinden kor proteini ile etkilesime girerek viral tutunmada gorev
almaktadir. Yapilan c¢alismalarda NS5A proteinindeki sekans polimorfizmlerinin
bazi HCV genotiplerindeki interferon tedavisine diren¢ ile iliskili oldugu
gosterilmistir. NS5B, RNA replikaz kompleksinin katalitik c¢ekirdegi olarak kabul

edilen membrana bagli bir proteindir (3).

HEPATIT C ViRUS REPLIKASYON DONGUSU
Hiicreye Giris

Viriislin hiicre i¢ine girisinden olgun virionlarin salinimina kadar olan viral

yasam dongiisiiniin ayrintilar hiicre kiiltiir sistemleri kullanilarak incelenmistir.

Hepatit C virtisii CD81, diisiik dansiteli lipoprotein (low density lipoprotein;
LDL) reseptorii, epidermal biiyiime faktorii (epidermal growth factor; EGF)
reseptorli, SR-Bl ve siki baglant1 reseptorlerinden occludin ve claudini kullanarak
hiicre yiizeyine tutunmaktadir. Zarf glikoproteinleri ile bu reseptorlerin iligkisi
sonucunda HCV, Kklatrin aracili endositoz ile hiicre i¢ine alinmaktadir. Endozom
igindeki asidifikasyon zarf proteinlerinin konformasyonunu degistirmekte, bunun
sonucunda aciga c¢ikan fiizyon peptidleri vasitasiyla endozomal zar ile flizyon
gerceklesmektedir. Kapsid soyulmasi sonrasinda ise viral genom sitozole
salinmaktadir (2,3).

Translasyon

Viral genomun 5' ucundaki UTR bolgesinde yer alan IRES béliimiiniin
ribozomun 40S alt birimine baglanmasindan sonra viral poliprotein sentezi
gerceklesmektedir. Sentezlenen poliproteinin viral ya da konak hiicreye ait proteazlar

tarafindan islenmesi sonucunda viral proteinler ortaya ¢ikmaktadir (2).

Replikasyon

Viral replikasyon, hiicrenin sitoplazmasinda NS4 proteinin olusturdugu
membrandz ag igerisinde gergeklesmektedir. Membrantz ag igerisinde yapisal ve
yapisal olmayan proteinler birikmekte ve replikasyon kompleksi olugmaktadir.

Replikasyon kompleksinin katalitik c¢ekirdegini olusturan NS5B proteini, pozitif



polariteli RNA molekiiliinii kalip olarak kullanarak yeni viral genomlarin sentezini

baslatmaktadir (2).

Bir Araya Gelme ve Salinma

Replikasyon dongiisiiniin bu basamagi, kapsid proteinlerinin sentezlenmesi
ve RNA’nin sentezlenen kapsid proteinleriyle sarilmasi sonucu olusan niikleokapsid

yapisinin olusmasi ile baslamaktadir

Niikleokapsid yapist olustuktan sonra endoplazmik retikulum zarindan
tomurcuklanan HCV, zarf yapisim1 kazanmakta ve olusan yeni viral partikiiller

ekzositozla hiicre digina salinmaktadir (Sekil 2) (2).

Lipoviropartikul

. @ 1. Viriisiin girisi 5
f . 7. Virionlarin sm

2. Endositoz

: < - >: 6. Biraraya gelme
4. Translasyon ve ?
() ( Y (=) (+)

poliproteinin
3. Fuzyon ve soyulma ijlenmesi ,'l/
% -~ ‘- ____________ 5. RNA replikasyonu

39 | EZJ ]\asd nss Jaajae] sA | se | /

Sekil 2: Hepatit C viriis replikasyon dongiisii (Sekilde HCV virion partikiiliiniin
hiicreye endositozla girisi, poliproteinin sentezlenmesi ve islenmesi sonrasinda
membrandz ag i¢inde replikasyon gergeklesmesi ve olgun virion partikiiliiniin zarf
yapisini kazandiktan sonra hiicreden salinma basamagi sematize edilmistir. - Kim

WC., Chang KM.’den)



HEPATIT C VIRUSUNDEKI GENETIK CESITLILIK

Viral kinetik i¢in olusturulan matematik modelleri, dolasimdaki virionlarin
yar1 omriiniin 45 dakika oldugunu ve kronik HCV enfeksiyonu olan hastalarda giinde

10'2 yeni virion partikiilii iiretildigini gdstermektedir (3).

Viral dongiiniin yiiksekligi ve NS5B RNA polimerazinda ‘’proofreading’’

aktivitesinin bulunmamasi viral mutasyonlarin ortaya ¢ikisini kolaylastirmaktadir.

Bunun sonucunda o6zellikle kronik HCV enfeksiyonu olan bir kiside
“’quacispecies’” (tiirlimsli) adi verilen bir veya daha fazla niikleotid farklilig
gdsteren birbirinden farkli HCV varyantlar ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle HCV’ye
kars1 gelisen hiicresel bagisiklik yanitlarmin tiirimsii varyantlarin  olusumunda

onemli rol oynadig diistiniilmektedir (3).

HEPATIT C VIRUS GENOTIPLERI

Farkli kisilerden elde edilen tiim genom dizileri belli olan HCV suslari, DNA
(deoksiribontikleik asit) ya da protein dizilerindeki benzerliklere gore onceleri grup
ve alt grup olarak siniflandirilmis, bu siniflandirma genotiplerin ortaya ¢ikmasina
zemin olusturmustur. Tim genom dizilerinde %66-69 oraninda benzerlik gosteren

virlisler genotip olarak tanimlanmistir (2).

Giincel smniflandirmaya gore genotipler rakamla (1, 2,..) subtipler ise kii¢lik
harflerle (a, b,..) ifade edilmektedir (2). Smith ve ark. tarafindan 2014 yilinda yapilan
calismaya gore HCV’nin yedi genotipi ve 67 subtipi oldugu gosterilmistir (8). Gower
ve ark. tarafindan 2014 yilinda yapilan bir metaanalizde %46 oran ile genotip 1 tim
diinyada en yaygin genotip iken bunu genotip 3 (%22), genotip 2 (%13) ve genotip 4
(%13) takip etmektedir. Bunlar iginde tek basina subtip 1b’nin tiim enfeksiyonlarin
%22’sinden sorumlu oldugu gosterilmistir (9). Ulkemizdeki HCV enfeksiyonlarinda
ensik genotip 1, subtiplerden ise en sik subtip 1b’nin goriildiigii bilinmektedir.

Hepatit C viriis genotipleri hastalifin prognozunu, tedavi seklini ve tedavi
stiresini etkilemektedir. Diinya ¢apinda en sik goriilen genotip 1 enfeksiyonlarinda
kronik aktif hepatit ve siroz gelisimi daha yiiksek iken interferon tedavisine yanitin

diisiik oldugu bilinmektedir. Genotip 3 ile enfekte olan kisilerde ise steatoz ve fibroz



gelisim riski daha yliksektir. Genotip 2 ve 3’te tedavi siiresi kisa iken genotip 1 ve

4’te tedavi siiresi daha uzundur (10).
HEPATIT C VIRUS ENFEKSIYONLARININ KLINiK SEYRIi

Hastaligin dogal seyrinin uzun olmasi disinda dogal seyrinin tiim ayrintilar
bilinmemektedir. Akut viral HCV siklikla asemptomatik seyretmektedir. Kisiler
genellikle HCV ile enfekte oldugunun farkinda olmamakta iilkemizde HCV tanisi
siklikla evlilik Oncesi taramalarda, cerrahi hazirligi sirasinda veya kan bagisci
taramalarinda konulmaktadir. Tedavisiz birakilan tiim akut olgular kronik viral
hepatit C’ye ilerlemektedir. Yas, konagin immiin yanit1 ve viral kinetiklerin
kroniklesmede Onemli oldugu disiiniilmektedir. Kronik HCV enfeksiyonu olan
hastalarin %20 ile %30‘unda ortalama 25 yil igerisinde karaciger sirozu
gelismektedir. Siroz gelisen hastalarda hepatoselliiler karsinom gelisme riski %0-3

arasinda degismektedir (11).

HEPATIT C VIRUS ENFEKSIiYONLARININ LABORATUVAR
TANISI

Virolojik Testler

Hepatit C viriis enfeksiyonunun tanisinda kullanilan testler, antikor 6lgilimiine
dayanan indirekt testler ve viral partikiil bilesenlerinin belirlendigi HCV RNA ve kor
antijen testleri gibi direkt testler olarak iki gruba ayrilabilmektedir (Sekil 3). Direkt
ve indirekt testler enfeksiyonun tanisi, tedavi karari ve tedaviye yaniti

degerlendirmede 6nemli bir rol oynamaktadir (12).

Hepatit C viriis bulasini takip eden ilk haftalarda HCV RNA, serum veya
plazmada molekiiler yontemler kullanilarak saptanabilmektedir. Anti-HCV
antikorlar1 ise ti¢lincii nesil EIA kullanimi ile HCV bulasimin sekizinci haftasindan
itibaren serumda saptanabilmektedir. Anti-HCV antikorlari, hastaligin tim
donemlerinde pozitif kalmakta ve kalict bagisiklik yanitinin bir gostergesi olarak
kabul edilmemektedir. Yapilan galismalarda HCV bulasi olan olgularin yaklasik
%10’unda 6 aya kadar anti-HCV antikorlarinin pozitiflesmedigi goriilmiistiir. Serum

aminotransferazlari, 1 ile 26. haftalar arasinda yiikselmeye baglamakta ve HCV
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enfeksiyonu siiresince aminotransferaz diizeylerinde dalgalanmalar gozlenmektedir

(12).

HCV Enfeksiyonu Tamis

indirekt Direkt
Ahﬂretiminin&aptanmﬂl | I |

N Viral RMA 5a
Viriis [zolasyonu ra pranmast Kor Antijen Saptanmasi

Mimkiin Degil [mmln‘r-m] [nlnl | ooma | @

| Dogrulama Testi (7)

Sekil 3: Hepatit C viriis tanisinda direkt ve indirekt testler [POCT: hasta bas1 tani
testleri (Point of care test), Real time RT-PCR: Ger¢ek zamanli ters transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (real time reverse transcriptase polimerase chain
reaction) TMA: Transkripsiyon aracili amplifikasyon (Transcription mediated
amplification), bDNA: dalli DNA (branched DNA) - Li HC., Lo SY.’den ]

1. Anti-HCV tespiti:

Hepatit C viriisiinlin kesfinden sonra 6zellikle kan donérlerini HCV agisindan
taramak ve bulasi engellemek amaciyla anti-HCV antikorlarinin tespitinde

kullanilabilecek serolojik testler gelistirilmistir.

Anti-HCV antikorlari, EIA ve CLIA yontemleri kullanilarak serumda tespit
edilebilmektedir (13). Viriisiin kesfedildigi 1989 yilindan bu yana ii¢ nesil EIA testi
gelistirilmistir. Bu testler; antijen olarak NS4 proteinin rekombinant c¢100-3
epitopunu igeren birinci nesil HCV EIA, birinci nesile NS3 proteinin rekombinant
epitopu olan ¢33c ve kor proteini epitopu olan c22-3’iin eklenmesiyle gelistirilen
ikinci nesil HCV EIA ve en son ikinci nesil EIA’ya NS5 bolgesinden yeni bir
rekombinant antijenin eklenmesiyle gelistirilen tigiincii nesil HCV EIA testleridir.
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Uciincii nesil EIA testlerinin kullanimi ile HCV enfeksiyonunun serolojik
tanisi, HCV bulaginin sekizinci haftasindan itibaren konulabilmektedir. Bu siire
birinci nesil EIA testlerinde 16 hafta iken ikinci nesil EIA testlerinde 10 hafta
kadardir. Ayrica kor, NS3, NS4 ve NS5 bolgelerinin yani sira HCV kapsid antijenini
de saptayan dordiincii nesil EIA testleri gelistirilme asamasindadir. Testin duyarlilik
ve Ozgiilliigii hakkinda yeterli c¢alisma olmamasina ragmen yapilan caligmalarda
ticiinci nesil EIA testine kiyasla dordiincii nesil EIA testi ile bulastan sonraki
yaklasik besinci haftada HCV antijen ve antikorlarinin saptanabildigi bildirilmistir
(12).

Anti-HCV EIA ve CLIA testlerinin degerlendirilmesinde hasta serumundan
(sample) elde edilen absorbansin esik deger absorbansina (cut-off) boliinmesi ile elde
edilen sample/cut-off (S/CO) degerleri kullanilarak semikantitatif bir sonug
verilmektedir. Uretici firmalar, reaktiflik smirii genellikle anti-HCV S/CO >1

olarak onermektedir (11).

2. Yeni HCV tam algoritmas1 ve anti-HCV sample/cut-off oranmimmin
onemi:

Gegmiste EIA yontemleri ile alinan reaktif sonuglarin dogrulanmasi amaciyla
rekombinant immiinblot (recombinant immunoblot assay; RIBA) testleri
kullanilmigtir. RIBA yonteminde 6nceden hazirlanan rekombinant HCV antijenleri,
nitroseliiloz bir seridin iizerine yerlestirilmistir. Birkag islem sonrasinda substrat
ilavesi ile olusan renk degisimi gozlenerek olusan bantlar degerlendirilmektedir. Iki
veya daha fazla bandin goriilmesi pozitif, tek bandin goriilmesi belirsiz (indetermine)
ve hi¢ bandin goériilmemesi ise negatif olarak degerlendirilmektedir (13). Ozellikle
belirsiz sonuglarin sik goriilmesi nedeniyle daha onceleri dogrulama testi olarak
kullanilan RIBA testi, 2013 yilinda CDC tarafindan HCV tani algoritmasindan
¢ikarilmistir (13). Anti-HCV test sonucu reaktif, HCV RNA sonucu negatif bulunan
hastalarda RIBA testi, ek bir antikor testi olarak laboratuvarlar tarafindan halen

kullanilmaktadir.

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri, 2013 yilinda yayimladigi yeni HCV
tan1 algoritmasinda ilk olarak anti-HCV tarama testi ile HCV antikorlarinin

arastirilmasini, reaktif saptanan orneklerde molekiiler yontemlerle HCV RNA testi
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calisilmasini 6nermektedir. Bu asamadan sonra HCV RNA testi negatif olan
hastalarda ek bir anti-HCV antikor testinin daha yapilmasini veya hasta ile ilgili
klinik sliphenin giiglii olmast durumunda HCV RNA testinin tekrarlanmasini

onermektedir (Sekil 4).
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Sekil 4: Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri 2013 HCV tani algoritmasi
(https://www.cdc.gov/hepatitis/hcv/pdfs/hev_flow.pdf *den)

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri, HCV prevalansina veya test edilen
popiilasyonun 6zelliklerine bakilmaksizin EIA ve CLIA sistemlerinin veri analizi ile
ek test gereksinimini en aza indirgeyecek ve kisinin ger¢ek antikor degerini
yansitacak bir S/CO oranmin belirlenebilecegini 6nermektedir. Bu nedenle tavsiye
edilen anti-HCV test algoritmasi, S/CO oranlarini kullanacak sekilde genisletilmistir.
Giintimiizde laboratuvarlarin birgogunun tek basina reaktif bir tarama testine dayali

anti-HCV sonucunu raporladiklar: bildirilmistir (14).

3. Hepatit C kor antijen testleri:

Gegmiste kor proteinin antijenik yapisi incelendiginde bu yapinin HCV ile
enfekte hastalarda tani ve tedavi takibinde kullanilabilecegi gosterilmistir. Bunun
tizerine HCV kor antijenini (HCVkAg) saptamak amaciyla EIA ve CLIA temelli
testler gelistirilmistir. Gelistirilen testlerin tamami1 HCVkAg’i kantitatif olarak
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saptayabilmektedir. Freiman ve ark. tarafindan 2016 yilinda yapilan bir metaanalize
gore iyi performans gosteren bir HCVkAg testinin, hastadaki viral yiik 3000 [U/ml
ve tizerinde oldugunda niikleik asit testlerine benzer sekilde tanisal dogruluk

gosterdigi saptanmistir (16).

HCVKAQ’nin ozellikle transfiizyon/transplantasyon oOncesi ve yiiksek risk
gruplarinda HCV taramasinda, HCV ile enfekte olan fakat tedavi almayan hastalarda
viral replikasyonun belirlenmesinde ve antiviral tedavinin izleminde kantitatif bir

gosterge olarak kullanilabilecegi diistintilmektedir (2).

4. Niikleik asit testleri:

Serum veya plazmada HCV RNA’nin tespiti, vireminin saptanmasinda en
giivenilir yontemdir. Hedef amplifikasyon yontemleri (RT-PCR, TMA) ve sinyal
amplifikasyon yontemleri (bDNA) ile serumda kalitatif veya kantitatif olarak HCV
RNA saptanabilmektedir (17).

4.1. Kalitatif niikleik asit testleri:

Hepatit C virlis RNA’sinin kalitatif olarak saptanmasinda daha ¢ok RT-PCR
ve TMA temelli yontemler kullanilmaktadir. RT-PCR yonteminde elde edilen HCV
RNA molekiilii dnce ters transkriptaz enzimi ile komplementer DNA (cDNA) ‘ya
cevrilmekte ve sonrasinda cDNA molekiilleri DNA polimeraz enzimi vasitasiyla
cogaltilarak analiz edilmektedir. Hedef amplifikasyon yontemlerinden biri olan TMA
yontemi, ters transkriptaz ve RNA polimeraz enzimleri ile hem RNA hem de DNA
molekiillerini kalip olarak kullanarak HCV RNA‘y1 saptayabilmektedir (2).

4.2. Kantitatif niikleik asit testleri:

Hedef amplifikasyon yontemleri (real time ters transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu ve TMA) ve sinyal amplifikasyon yontemleri (bDNA) ile HCV RNA
kantitatif olarak saptanabilmektedir. Real time PCR yonteminde ¢ift zincirli DNA
molekiillerine baglanabilen floresan boyalar (SYBERGreen, PicoGreen gibi)
kullanilarak es zamanli sinyal olusumu izlenmekte ve bdylelikle elde edilen genetik

materyalin kantitasyonu saglanabilmektedir. Bu yontemde tiim PCR basamaklari
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kapali sistem icerisinde gerceklestiginden kontaminasyona bagli yalanci pozitif

sonuglar en aza indirgenmektedir (2, 18).

5. Genotip tayini:

Hepatit C viriisii enfeksiyonu olan kisilerde hastaligin prognozunun
ongoriilmesinde ve tedavi planlanmasinda HCV genotip tayini 6nem tasimaktadir.
Bu amagla HCV genotipinin saptanmasinda HCV genomunun dizilenmesi ve
sonrasinda filogenetik analiz yapilmasi, altin standart yontem olarak kabul
edilmektedir (2). Ancak rutin laboratuvar isleyisinde dizileme yontemi, yiiksek
maliyetli ve emek yogun bir yontem olmasi nedeniyle pratik bulunmamaktadir. Bu
nedenle PCR temelli bazi yontemler, genotip tayininde daha yaygin olarak

kullanmilmakta ve dizi analizi, referans laboratuvarlarla sinmirli kalmaktadir.

Genotipe 6zgii primerlere ek olarak kor ya da NS5B bolgeleri hedef alinarak
yapilan PCR, 5' UTR bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonrasinda restriction fragment
length polymorphism (RFLP) yontemi ve 5 UTR, kor, E1, NS3 ya da NS5B’nin
hedef alinarak PCR ile ¢ogaltilmasi sonrasinda ters hibridizasyon yontemi gibi PCR

temelli testler giiniimiizde siklikla kullanilmaktadir (2).
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GEREC VE YONTEMLER
ARASTIRMANIN KAPSAMI

Bu ¢alisma, Nisan 2017 tarihinde hastalarin hastane bilgi sistemi {izerinden
elde edilecek anti-HCV, HCV RNA ve alanin aminotransferaz (ALT) degerlerinin

karsilastirilacagi metodolojik bir arastirma olarak planlanmustir.

Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Istatistik Birimi ile
goriisiilerek Orneklem hesabir ve power analiz yapilmistir. Orneklem biiyiikliigii,
MedCalc Statistical Software version 12.7.7 (MedCalc Software bvba, Ostend,
Belgium; http://www.medcalc.org; 2013) programi kullanilarak tip 1 hata %5 ve
power %80 olacak sekilde en az 46 hasta verisi olarak hesaplanmistir. Calismanin
orneklemi, Istanbul 1li 2. Hizmet Bolgesi Merkez Laboratuvari’mizda 1 Temmuz
2014 ile 1 Temmuz 2017 tarihleri arasinda anti-HCV testi calisilan hasta verileri

olarak belirlenmistir.

Calismamiz icin Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi
Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’na 15.09.2017 tarihinde basvuru yapilmstir.
Dokuz Ekim 2017 tarihli toplantida HNEAH-KAEK2017/KK/120 karar numarasi ile
etik kurul onay1 alimmistir. Calismaya etik kurul onay tarihinden bir ay sonraki tarih
olan 26 Ekim 2017 tarihinde baglanmistir. Dosya taramasi 26 Aralik 2017 tarihinde

tamamlanmustir.

Calismamizda T.C. Saglik Bakanligi Istanbul 1li 2. Hizmet Bolgesi Merkez
Laboratuvari’mizda 1 Temmuz 2014 ile 1 Temmuz 2017 tarihleri arasindaki 3 yillik
donemde c¢alisilan anti-HCV test sonuglar1 ALIS Laboratuvar Bilgi Sistemi

(siiriim:8.42, Ventura, Tiirkiye) kullanilarak retrospektif olarak taranmuistir.

ALIS sisteminden hastalarin dosya numarasi, ad soyad, yas, cinsiyet, anti-
HCV, HCV RNA ve alanin aminotransferaz (ALT) degerleri, varsa HCV genotip

durumu ve klinik tan1 bilgisine ulagilmistir.
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Calismaya dahil edilme kriterleri; 18 yas iizerinde olan, anti-HCV sonucu
reaktif olan ve anti-HCV ile es zamanli, HCV RNA ve ALT istemi olan hastalar

seklinde belirlenmistir.

Hari¢ tutma kriterleri; 18 yas alt1 olan ve anti-HCV sonucu nonreaktif olan
Kisiler ve anti-HCV reaktif fakat es zamanli ALT ve HCV RNA c¢alisilmayan
hastalar seklinde belirlenmistir.

Laboratuvar bilgi sisteminden {i¢ yillik donemde calisilan toplam 754.190
sayida anti-HCV test sonucu elde edilmistir. Bu sonuglardan 743.511 sayida test

sonucu nonreaktif, 10.679 test sonucu reaktif bulunmustur.

Anti-HCV test sonucu reaktif olan 18 yas lizerindeki hastalardan anti-HCV
ile es zamanli HCV RNA ve ALT istemi olan 1766 hasta verisine ulagilmistir. 1766
hasta verisinden 12 hastanin yas bilgisi yanlis oldugundan ¢alismadan ¢ikarilarak
1754 hasta verisi ile ¢calismaya devam edilmistir. 1754 hasta verisi icerisinde 464 veri
ayni hastanin farkli zamanlarda calisilan test sonuclarini igermesine ragmen veri

zenginligi saglamasi acisindan ¢alismadan ¢ikarilmamastir.

Demografik verilerin dagilimi 1290 hasta iizerinden incelenmistir (n=1290)

(Sekil 5).
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Sekil 5: Arastirmamizin analitik basamaklari
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UYGULANAN YONTEM VE TEKNIiKLER

Anti-HCV Tespiti

Anti-HCV tespiti igin ARCHITECT i2000SR cihaz1 (Abbott Laboratories,
Diagnostics Division, Abbott Park, IL, USA) ve ARCHITECT Anti-HCV Kkiti
(Abbott Laboratories, Diagnostics Division, Abbott Park, IL, USA) kullanilmstir.

Kullandigimiz sistem, serum veya plazmada HCV kor proteinine ve viriisiin
yapisal olmayan NS3 ve NS4 proteinlerine karst olusan anti-HCV antikorlarini,
HCr43 ve c100-3 rekombinant proteinlerini kullanarak kalitatif olarak saptayabilen
CLIA temelli ikinci nesil kemiliiminesans mikropartikiil immiin yOntem
(chemiluminescence microparticule immunoassay; CMIA) yontemidir. Testin
spesifitesi %99.5 - %99.7, sensitivitesi ise %99.2 - %99.7°dir.

Degerlendirme asamasinda cihaz, Kalibratoriin ortalama RLU (relative light
units) degerini 0.074 katsayisi ile ¢arparak bir cut-off RLU degeri elde etmekte ve
numune RLU degerini cut-off RLU degerine bolerek S/CO bazinda bir sonug

vermektedir.

Uretici firma, S/CO degeri bir ve iizerinde 6lciilen tiim degerleri reaktif
olarak kabul etmekte ve sonu¢ vermeden Once testin iki kez tekrar edilmesini

Onermektedir.

Calismamiza dahil edilen ii¢ yillik dénem iginde, hasta ornekleri {ireticinin
onerileri dogrultusunda bu sistem ile ¢alisilmig olup yontem veya cihaz degisikligi

yapilmamustir.

Kantitatif HCV RNA Tayini

Laboratuvarimizda ii¢ yillik donemde HCV RNA tayininde QIAGEN marka
(QIAGEN, Germany) otomatize sistem kullanilmistir.

Ik olarak laboratuvarimiza 10 ml’lik etilendiamin tetra asetik asitli (EDTA)
tiipte gonderilen kan 6rnekleri 3000 rpm’de 10 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda 1200 pl hasta plazma Ornegi cihazin sample tiiplerine ayrilmistir.

Ureticinin nerileri dogrultusunda QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit
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(QIAGEN, Germany) ile QIAsymphony SP/AS cihazinin (QIAGEN, Germany) SP
modiili kullanilarak viral niikleik asitler manyetik partikiil ayirma islemiyle saf
olarak elde edilmistir. Bu islemin ardindan o6rnekler, artus HCV QS-RGQ Kiti
(QIAGEN, Germany) ile QIAsymphony SP/AS cihazinin AS modiilii kullanilarak

otomatik pipetlenmistir.

Hepatit C virlis RNA’sinin kantitatif analizi i¢in kullandigimiz artus HCV
QS-RGQ kiti, igerdigi Master A ve Master B ile HCV genomunun 5' UTR bolgesinin
240 bp’lik bolimiinii amplikon olarak tanimakta ve bu bolgenin reverse

transkripsiyonu ve amplifikasyonu i¢in gereken enzim ve reaktifleri icermektedir.

Test, viral RNA miktarinin saptanmasini saglayan dort eksternal pozitif
kontrol (QS 1-4, quantitation standards) ve bir internal negatif kontrol ile birlikte
calisgilmaktadir. artus HCV QS-RGQ Kitinin analitik duyarliligit 21 TU/ml olup
35— 1.77x107 IU/ml araliginda HCV RNA kantitasyonu yapabilmektedir.

Pipetleme isleminin ardindan PCR asamasi Rotor-Gene Q (QIAGEN,
Germany) cihazi ile yapilmigtir. Rotor-Gene Q Real time PCR cihazinda, 50 ‘C‘de 30
dakika RNA reverse transkripsiyonu ile cDNA olusumu sonrasinda 95 “C‘de 15
dakikalik tek dongii ile hot start enziminin baslangi¢ aktivitesi gergeklestirilmistir.
Hot start enziminin aktivasyonu ile birlikte bir dongii 95 “C’de 15 saniye, 50 "C’de 60
saniye, 72 °‘C’de 30 saniye olacak sekilde 50 dongii sonrasinda cDNA

amplifikasyonu saglanmistir.

En son asamada; Ct (threshould cycle, esik dongii), kitin sagladigit 4 HCV
eksternal pozitif kontrol (QS) ve internal kontrol verileri ile birlikte yesil ve sari
kanallardaki floresan 1s1ma degerlendirilerek kantitatif HCV RNA analizi

gerceklestirilmistir.
Genotip Tayini

Klinik olarak HCV genotiplendirme istemi olan ve viral yiikii saptanan hasta

orneklerinden HCV genotip tayini yapilmistir.
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Bu amagla PCR temelli ¢alisan Geno Sen’s HCV Genotyping 1/2/3/4 RG
qualitative Real Time PCR kiti (Genome Diagnostics Pvt. Ltd., India) kullanilmistir.

Rotor-Gene Q (QIAGEN, Germany) real time PCR cihazinda, 50 ‘C’de 15
dakikalik tek bir dongiiden sonra, 95 “C‘de 10 dakikalik bir denatiirasyon yapilmis ve
daha sonra 95 “C’de 15 saniye, 55 “C’de 20 saniye, 72 ‘C’de 15 saniye olmak {izere
45 dongii ile PCR asamasi gergeklestirilmistir.

Floresan 1s51ma kirmizi, yesil, turuncu ve sar1 kanallarda alinmis olup, genotip
1 i¢in kirmiz1, genotip 2 i¢in yesil, genotip 3 igin turuncu, genotip 4 i¢in sar1 kanalda

degerlendirme yapilmistir.

Ikibin ondért ile 2015 yili arasindaki yaklasik 18 aylik donemde bu yontem
ile HCV genotiplerinden sadece genotip 1, 2, 3 ve 4 saptanabilmistir. Genotip 5, 6 ve
subtipler bu yontem ile saptanamadigindan 2016 yilindan itibaren GEN-C 2.0
Reverse Hybridization Strip Assay (NLM Diagnostici, Italy) testine geg¢ilmistir. Bu
test, ters hibridizasyona dayali bir line prob assay (LIPA) yontemidir. Bu yontem
HCV genotip ve subtiplerini HCV genomunun 5" UTR ve kor bdlgelerindeki
varyasyonlari temel alarak tanimlamaktadir. LIPA yonteminde 6zellikle HCV viral

yiikii 5x102 - 8x10° araliginda olan drneklerde optimum sonug elde edilmektedir.

Hasta plazma 6rneklerinden iireticinin onerileri dogrultusunda QIAsymphony
DSP Virus/Pathogen Midi Kit (QIAGEN, Germany) ile QIAsymphony SP/AS cihazi
(QIAGEN, Germany) kullanilarak viral niikleik asitler saf olarak elde edilmistir. Bu
islem sonrasinda Rotor-Gene Q (QIAGEN, Germany) cihazi ile PCR asamasi
gergeklestirilmistir.

Bu yontemde hasta orneginden PCR ile elde edilen amplikonlar, tizerinde
genotipe 0zgii biyotin isaretli spesifik oligoniikleotid problarin yerlestirildigi bantlar
bulunan nitroseliiloz stripler iizerine aktarilmistir. Amplikonlarin oligoniikleotid
problarla hibridizasyonu sonucunda olusan biyotin isaretli hibridler, alkalin fosfataza
bagh streptavidin ile saptanabilmektedir. Substrat ve streptavidin-alkalin fosfataz

kompleksinin reaksiyonu sonucunda stripte mor renkli bantlarin olusumu
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gozlenmektedir. Elde edilen bantlar dreticinin sundugu kalip stripler ile

karsilastirilarak genotip analizi yapilmstir.

Bu yontem, HCV genotip 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve subtiplerden 1a, 1b, 2a/2c, 2b,
3a, 3c, 3k, 4a, 4b, 4c/4d, 4e, 41, 4h, S5a, 6a/6b, 6f/q, 6m ve 7a saptanmasina olanak

saglamistir.
Alanin Aminotransferaz Olg¢iimii

Laboratuvarimizda hasta 6rneklerinden ALT 6l¢timii ARCHITECT c sistem
ve AEROSET sistemi (Abbott Laboratories, Diagnostics Division, Abbott Park, IL,
USA) ile yapilmistir. Hasta orneginde bulunan ALT, amino grubunun L-alaninden
a-ketoglutarat‘a transferini katalize eder ve piruvat ve L-glutamati olusturur. Piriivat,
NADH ve laktat dehidrogenaz (LDH) varhginda L-laktata indirgenir. Bu
reaksiyonda NADH, nikotinamid adenin diniikleotite (NAD) oksitlenir.

Testin ¢alisma prensibi, NADH‘in NAD*a oksidasyonu nedeniyle 340 nm‘de
absorbans azalma oraninin dlglilmesine dayanmaktadir. Test, serum veya plazma
kullanilarak tireticinin onerileri dogrultusunda ¢alisilmigtir. Testin referans araligi
<37 IU/L’dir. Caligmaya dahil edilen ti¢ yillik donemde cihaz veya yontem degisimi

olmamustir.

CIKAR CATISMASI

Bu calisma i¢in herhangi bir ¢ikar ¢atismasi yoktur.

CALISMANIN TASARIMI

Bu tez ¢calismasinda, hastalarin laboratuvar sistemimizdeki anti-HCV ve ALT
degerlerinden HCV RNA’ya gore bir anti-HCV S/CO cut-off degeri elde edilmesi ve
bu cut-off degeri ile HCV enfeksiyonu olan hastalarda vireminin 6ngoriilmesi
amaclanmistir. Bu nedenle ¢alismamizin tasarimi, Collins ve ark. tarafindan yapilan
‘Transparent Reporting of a multivariable prediction model for Individual Prognosis
Or Diagnosis (TRIPOD): The TRIPOD Statement’ c¢aligmasi referans alinarak
Enhancing the Quality and Transparency of Research (EQUATOR) kilavuzlarindan
TRIPOD kilavuzuna uygundur (21).
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ISTATISTIKSEL iNCELEMELER

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin

IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanilmistir.

Calisma verileri degerlendirilirken parametrelerin normal dagilima uygunlugu
Shapiro Wilks testi ile degerlendirilmis ve parametrelerin normal dagilim

gostermedigi saptanmaistir.

Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlarin
Ortalama, Standart sapma, frekans) yani sira niceliksel verilerin karsilastirilmasinda
p y §

Mann Whitney U test kullanilmistir.

En uygun kesim noktasi (cut-off point) received operatdr characteristic

(ROC) egrisi analizine dayali se¢ilmistir.

Anti-HCV ve ALT parametreleri i¢in ROC egrisinden belirlenen yeni cut-off
degerlerine gore pozitif ve negatif kurallart SPSS programinda yeniden
diizenlenmistir. Bu diizenlemeden sonra cut-off degerleri ile HCV RNA pozitiflik

tanis1 arasindaki iligki ki-kare testi ile belirlenmistir.

IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanilarak cut-off
degerleri icin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif deger

hesaplamalar1 yapilmistir. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.

Duyarhlik (Sensitivite): Gergek hastalar icinden testin hastalar

belirleyebilme 6zelligidir.

Ozgiilliik (Spesifite): Gergek saglamlar icinden testin saglamlar

belirleyebilme 6zelligidir.

Pozitif Prediktif Deger: Test pozitif (hasta) sonu¢ verdigi zaman, olgunun

gercekten pozitif (hasta) olma olasiligidir.

Negatif Prediktif Deger: Test negatif (saglam) sonu¢ verdigi zaman,

olgunun gergekten negatif (saglam) olma olasiligidir.
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BULGULAR

DEMOGRAFIK VERILER

Bu ¢alisma 1 Temmuz 2014-1 Temmuz 2017 tarihleri arasinda yaslar1 18 ile
94 arasinda olan, 546°s1 (%42.3) erkek ve 744’1 (%57.7) kadin olmak {izere toplam
1290 olgunun 1754 sonucu lizerinde yapilmistir. Olgularin demografik bilgileri tablo

1’de verilmistir.

Tablo 1: Olgularin demografik 6zelliklere gore dagilimi

Yas (y1l) n Ort+SD Min.-Max
1290 53.8+15.5 18-94

Cinsiyet n %
Erkek 546 42.3
Kadin 744 57.7
Toplam 1290

Ort: ortalama, SD: standart deviasyon, Min: en kiiciik deger, Max: en biiyiik deger
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Hasta verilerinin kliniklere gore dagilimi tablo 2’de verilmistir. Verilerin
cogunu Gastroenteroloji ve Enfeksiyon Hastaliklar1 kliniklerindeki hastalar

olusturmaktadir.

Tablo 2: Hasta verilerinin kliniklere gére dagilimi

Klinik n
Gastroenteroloji 829
Enfeksiyon Hastaliklar: 636
I¢ Hastahklar 131
Acil Servis 49
Diger 109
Toplam 1754
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Olgularin sistemdeki tanilar1 incelendiginde 944’tiniin Kronik Hepatit C,
34’iiniin Hepatit B, 9’unun Akut Viral Hepatit, 152’sinin Karaciger Hastaliklar1 ile
ilgili tanilar ve 151 olgunun ise viral hepatit ve karaciger hastaligi disinda bir

tanisinin oldugu gozlenmistir. Olgularin tanilara gore dagilimi tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3: Olgularin tanilara gore dagilimi

Tam n
Kronik Hepatit C 944
Kronik Hepatit B 34
Akut Viral Hepatit 9
Karaciger Hastahklar: 152
Diger 151
Toplam 1290
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Calismamizda 622 olguda HCV genotip analizi yapilmistir. Olgularin 522’si
(%84) ile en sik genotip 1 saptanmistir. Subtiplerden ise 235 (%37.7) olgu ile en sik
subtip 1b saptanmustir (Sekil 6). Genotip 5, 6 ve 7 saptanmamustir. Genotip 2 ve
genotip 4 saptanan 15 olguda subtip ayrimi yapilamamistir. Olgularin 6’sinda
genotip degisimi (veya karigik genotip?) saptanmistir. Olgularin genotip daglimi
tablo 4’de verilmistir.

Genotip Dagilimi

mla
H1b
m2
H2a/c
m3
w4
W 3a
W 4a

ml

W 4c/d

Sekil 6: Olgularin genotip dagilimi
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Tablo 4: Olgularin genotiplere gore dagilimi

Genotip n %
1 230 36.9
la 57 9.1
1b 235 37.7
2 7 1.12
2a/2c 14 2.25
3 37 5.9
3a 33 5.3
4 1 0.1
4a 1 0.1
4c/4d 1 0.1
1-3 4 0.6
1b-2 2 0.2
Toplam 622 100
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ISTATISTIiK VERILERI

Calismamizda Temmuz 2014 - Temmuz 2017 tarihleri arasinda toplam
754.190 anti-HCV testi c¢alisilmistir. Bu sonuglardan 10.679 test sonucu reaktif,
743.511 test sonucu nonreaktif bulunmustur. HCV seroreaktiflik oranimiz

calismamiza dahil edilen donem igin %1.4 olarak hesaplanmuistir.

Calisma verileri degerlendirilirken parametrelerin normal dagilima uygunlugu
Shapiro Wilks testi ile degerlendirilmis ve parametrelerin normal dagilim
gostermedigi saptanmigtir. Anti-HCV ve ALT test sonuglarinin dagilimi sekil 7 ve
sekil 8’deki kutu grafiklerinde gosterilmistir. Anti-HCV igin medyan deger 11.9
(interquartile range=8.81), ALT igin medyan deger 24 (interquartile range=30.3)
bulunmustur. Anti-HCV ve ALT igin deskriptif analiz degerleri tablo 5 ve tablo 6’da

verilmigtir.

29



80,00
60,00+
o
E.. 40,00
W
20,00
0l
1
ANTI HCW

Sekil 7: Anti-HCV dagilimi

Tablo 5: Anti-HCV deskriptif analiz degerleri

Anti-HCV (S/CO)

Medyan 11.9
Minimum 1.01
Maximum 78.86
Range 77.85
Interquartile range 8.81
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Sekil 8: Alanin aminotransferaz dagilimi

Tablo 6: Alanin aminotransferaz deskriptif analiz degerleri

ALT (1U/L)
Medyan 24
Minimum 6
Maximum 1055
Range 1049
Interquartile range 30.3

31



Sonuglarin 742’sinde (%42) HCV RNA sonucu pozitif iken, 1012’sinde (%58)

negatif bulunmustur.

Hepatit C viriis RNA sonucu pozitif olanlarin ALT diizeyleri, HCV RNA
sonucu negatif olanlardan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur
(p=0.001).

Hepatit C viris RNA sonucu pozitif olanlarin anti-HCV diizeyleri, HCV

RNA sonucu negatif olanlardan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur (p=0.001) (Tablo 7).

Tablo 7: Alanin aminotransferaz ve anti-HCV degerlerinin HCV RNA sonucuna

gore degerlendirilmesi

ALT (1U/L) Anti-HCV (S/CO)
HCV RNA Ort+SD (medyan) Ort£SD (medyan)
Negatif 23,88+33,68 (17) 7,77+5,45 (7,07)
Pozitif 63,03+£71,69 (45) 12,83+3,44 (13,13)
P 0,000* 0,000*
Mann Whitney U Test *p<0.05

Ort: ortalama, SD: standart deviasyon
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Hepatit C Viriis RNA Degerine Gore Anti-HCV S/CO icin Cut-off
Noktas1 Tayini

Hepatit C virlis RNA pozitifliginde anti-HCV i¢in ROC egrisi ¢izilmistir.
Egri altinda kalan alan 0.761, standart hatas1 0.01’dir. ROC egrisi altinda kalan alan
0.5’ten anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p=0.001). ROC egrisi sekil 9°da

verilmigtir.

AntiHCV
1,0
0,3
0,64
£
Z
E
wn
=
a
[y
0,4
0,2
00 T T T T
0,0 02 0,4 0,6 038 1,0
1 - Specificity

Sekil 9: Hepatit C viriis RNA degerine gore anti-HCV S/CO i¢in ROC egrisi
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Hepatit C viriis RNA pozitiflik tanisinda anti-HCV i¢in tespit edilen cut-off
noktast 7.13 bulunmustur. Bu degerin duyarlilign %97.4, 6zgilligi %50.3, pozitif
prediktif degeri %59, negatif prediktif degeri %96.4 hesaplanmistir. Anti-HCV ile

HCV RNA durumunun karsilastirilmasi tablo 8’de verilmistir.

Anti-HCV degerleri buldugumuz yeni cut off degerine gore pozitif ve negatif
olarak diizenlenmistir. Bu islemden sonra yapilan ki-kare testinde anti-HCV cut-off
degeri ile HCV RNA pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunmustur (p=0.001).

000 HCV RNA
NEGATF
POZITF
600
&
E 400
2
=
200
o

MEGATIF
ANTIi-HCV

Sekil 10: Yeni anti-HCV cut-off degerimize gére HCV RNA durumu grafigi
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Tablo 8: Yeni anti-HCV cut-off degeri ile HCV RNA karsilastirilmasi

HCV RNA
. . Toplam
NEGATIF POZITIF
NEGATIF
508 19 527
] (S/CO <7.13)
Anti-HCV
(S/ICO)
POZITIF
504 723 1227
(S/ICO 27.13)
Toplam 1012 742 1754

Tablo 9: Yeni anti-HCV cut-off degerimizin HCV viremi tanisindaki performansi

Anti-HCV (S/CO) 7.13
Duyarhlik, % 97.4
Ozgiilliik, % 50.3
Pozitif Prediktif Deger, % 58.9
Negatif Prediktif Deger, % 96.4

35




Hepatit C Viriis RNA Degerine Gore ALT icin Cut-off Noktas1 Tayini

Hepatit C viriis RNA pozitifliginde ALT i¢in ROC egrisi ¢izilmistir. Egri
altinda kalan alan 0.856, standart hatasi 0.01°dir. ROC egrisi altinda kalan alan
0.5’ten anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p=0.001). ROC egrisi sekil 11°de

verilmistir.

ALT
1,0

0,84

Sensitivity

0,47

0.0 T T T
oo 02 04 0g 08 10

1 - Specificity

Sekil 11: Hepatit C viriis RNA degerine gore ALT igin ROC egrisi
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Hepatit C viriis RNA pozitiflik tanisinda ALT igin tespit edilen cut-off
noktast 27.5 IU/L’dir. Bu degerin duyarliligt %77.6, ozgilligi %80.8, pozitif
prediktif degeri %74.8, negatif prediktif degeri %83.1 olarak bulunmustur (Tablo
11). Alanin aminotransferaz ile HCV RNA durumunun karsilastirilmas: sekil 12 ve

tablo 10’da verilmistir.

Alanin aminotransferaz degerleri buldugumuz yeni cut off degerine gore
pozitif ve negatif olarak diizenlenmistir. Bu diizenlemeden sonra yapilan ki-kare
testinde ALT cut-off degeri ile HCV RNA pozitifligi arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 iliski bulunmustur (p=0.001).

1,000 HCVW RNA
W HFGATIF
ErozITIF
BO0T

600

400=]

HASTA SAYISI

2007

MNEGATIF POZITIF
ALT

Sekil 12: Yeni ALT cut-off degerimize gore HCV RNA durumu grafigi
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Tablo 10: Yeni ALT cut-off degeri ile HCV RNA Kkarsilastiriimasi

HCV RNA
NEGATIF POZITIF
NEGATIF
818 166
(<27.5 1U/L)
ALT (IU/L)
POZITIF
194 576
(227.5 1U/L)
Toplam 1012 742

Toplam

984

770

1754

Tablo 11: Yeni ALT cut-off degerimizin HCV viremi tanisindaki performansi

ALT (1U/L) 27.5
Duyarhlik, % 77.6
Ozgiilliik, % 80.8
Pozitif Prediktif Deger, % 74.8
Negatif Prediktif Deger, % 83.1
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Yeni Anti-HCV ve ALT Cut-off Degerlerinin Birlikte Degerlendirilmesi

Caligmamizda yeni anti-HCV cut-off degeri ve yeni ALT cut-off degeri SPSS
programi ile tek degisken haline getirilmistir. Ki-kare testinde her iki cut-off
degerinin birlikte kullanilmasi1 ile HCV RNA durumu arasinda istatistiksel olarak
anlamli iliski bulunmustur (p=0.001). Her iki cut-off degeri birlikte kullanildiginda
HCV RNA durumu karsilastirmasi sekil 13 ve tablo 12°de verilmistir. HCV RNA
pozitiflik tanisinda iki cut-off degeri birlikte kullanildiginda duyarlilik %76, 6zgiilliik
%91.4, pozitif prediktif deger %86.6, negatif prediktif deger %83.9 olarak
hesaplanmustir (Tablo 13).

1.000— HCV RNA
B MEGATIF
BErozimF
B00—
_ B00H
W
g
z
= 400
200
o

NEGATIF POZITIF

ANTI-HCV ve ALT

Sekil 13: Anti-HCV ve ALT cut-off degerleri birlikte kullanildiginda HCV RNA

durumu grafigi
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Tablo 12: Anti-HCV ve ALT cut-off degerlerinin HCV RNA durumu ile

karsilastirilmast

Anti-HCV (S/CO)
ve ALT (IU/L)

Toplam

HCV RNA
. o Toplam
NEGATIF POZITIF

NEGATIF
(Anti-HCV S/CO <7.13 ve

925 178 1103
ALT <27.5 IU/L)
POZITIF
(Anti-HCV S/CO 27.13 87 564 651
ALT 227.5 IU/L)

1012 742 1754

Tablo 13: Anti-HCV ve ALT cut-off degerlerinin HCV viremi tanisindaki

performansi

Anti-HCV ve ALT

Duyarhlik, % 76

Ozgiilliik, % 91.4
Pozitif Prediktif Deger, % 86.6
Negatif Prediktif Deger, % 83.9
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Calismamizda iilkemizde en sik goriilen genotip 1b ile 1b disindaki diger
genotip arasinda ALT ve anti-HCV degerleri acisindan fark olup olmadigi

incelenmistir.

Genotip sonucu 1b olanlar ile diger genotiplerin ALT ve anti-HCV
ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (sirastyla

p=0.148 ve p=0.395) (Tablo 14).

Tablo 14: Alanin aminotransferaz ve anti-HCV degerlerinin genotip sonucuna gore

degerlendirilmesi

ALT (1U/L) Anti-HCV (S/CO)
Genotip Ort+£SD (medyan) Ort+£SD (medyan)
1b 54,09+67,4 (37) 12,9+4,96 (13,18)
Diger 59,37+70,5 (41) 12,85+2,57 (13,11)
P 0,148 0,395

Mann Whitney U Test

Ort: ortalama, SD: standart deviasyon
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TARTISMA

Hepatit C viriisii tiim diinyada akut ve kronik viral hepatitlerin en 6nemli
etkenlerinden biridir. 1989 yilinda viriisiin molekiiler yontemlerle tanimlanmasi
viriisiin  biyolojisinin, viicuda bulas yollarinin anlasilmasina ve bu virisi

tanimlayacak yeni tan1 yontemlerinin gelistirilmesine neden olmustur (22).

Hepatit C viriisiiniin baglica bulas yolunun kan ve kan iiriinleri oldugunun
kesfinden sonra yeni vaka sayisini azaltmak amaciyla yapilan ¢alismalar ile HCV’ye
Ozgll antikorlar1 saptayan EIA testlerinin ve sonrasinda dogrulama i¢in RIBA
testinin gelistirilmis olmast 1990’11 yillarin sonunda transfiizyonla iliskili HCV
enfeksiyon insidansinin %0.01°den daha azina diismesine neden olmustur (23).
Gilintimiizde ise gelisen HCV tarama yontemleri ile birlikte bu rakamim 1 milyon

linite transfiizyonda bire kadar diistiigli gosterilmistir (24).

Giiniimiizde HCV bulasin1 6nlemek veya siipheli olgularda tan1 koymak
amactyla kan ve kan iriinlerinde ilk basamak tarama testi olarak anti-HCV EIA ve

CLIA testleri kullanilmaktadir.

Bu tarama testleri HCV riskini azaltmada son derece etkili olmasina karsin,
ozellikle HCV prevalans: diisiik olan toplumlarda, HCV infeksiyonuna ait klinik
bulgular1 olmayan bazi kisilerde yalanci pozitif test sonuglariyla siklikla
karsilasilmaktadir (25,26).

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri, 6zellikle HCV prevalansi diisiik
toplumlardaki yalanci pozitif anti-HCV test sonuglarini azaltmak amaciyla birkag
tiretici firma i¢in hastadaki gergek antikor pozitifligini yansitan anti-HCV S/CO cut-
off degerlerini bildirerek HCV tani algoritmasimni genisletmistir (14). CDC aymi
zamanda anti-HCV S/CO cut-off degerlerinin toplum ozelliklerine bakilmaksizin
sistem verilerinin analizi ile elde edilebilecegini 6nermis ve laboratuvarlarin kendi

HCYV tani algoritmalarini olusturmasina olanak saglamistir.

Laboratuvarimizda anti-HCV testi ¢alisngimiz ARCHITECT kiti (Abbott
Laboratories, USA) icin CDC tarafindan %95 olasilikla gercek antikor pozitifligini
yansitan anti-HCV S/CO cut-off degeri >5 olarak onerilmistir (14).
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Calismamizda HCV RNA ile anti-HCV S/CO degerleri karsilastirilarak cut-
off degeri 7.13 bulunmustur. Bu cut-off degeri i¢in duyarlilik %97.4, 6zgiillik
%50.3, pozitif prediktif deger %58.9, negatif prediktif deger %96.4 olarak
hesaplanmistir. Bu deger CDC’nin kullandigimiz Kit i¢in onerdigi anti-HCV S/CO
cut-off degerine yakindir.

Kermani ve ark. tarafindan 2015 yilinda Iran’da kan transfiizyon merkezinde
265 hasta iizerinde yapilan kesitsel bir ¢alismada anti-HCV S/CO degerleri kantitatif
HCV RNA analizi ile karsilastirilarak viremik ve viremik olmayan hastalarda ayr1 2
cut-off degeri hesaplanmistir. Bu ¢alismada kullanilan anti-HCV kitinin kusagi
belirtilmemistir. Anti-HCV S/CO orani, viremik hastalarda 4.1, viremik olmayan
hastalarda 2.7 saptanmistir. Viremik hastalardaki anti-HCV S/CO orani viremik
olmayanlara gore anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Anti-HCV S/CO
degeri 2.7 nin (%100 duyarhilik ve %81.4 6zgiilliikk) altinda olan hastalarda vireminin
olmadigi, bu degerin iizerinde olan hastalarda vireminin oldugu goézlemlenmistir

(27).

Ulkemizde Altuglu ve ark. tarafindan 2011 yilinda Ege Universitesi’nde anti-
HCYV test sonucu reaktif olan 309 hasta ile yapilan ¢alismada anti-HCV reaktif test
sonuclari HCV RNA analizi yerine line immunoassay (LIA) yoOntemi ile
dogrulanmistir. Anti-HCV testi 2. kusak EIA ile ¢alisilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
anti-HCV S/CO cut-off degeri %91.2 duyarlilik ve %81.4 6zgiilliik ile 3.27 olarak
bulunmustur. Bu ¢alismanin sonucunda, anti-HCV test sonucu S/CO degeri 3.27 nin
tizerinde olan hastalarda yiiksek antikor pozitifligi oldugu ve ek teste gerek olmadigi

sonucuna varilmistir (28).

Lai ve ark. tarafindan 2011 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Department
of Veterans Affairs Medical Centers’da yapilan retrospektif ¢alismada Vitros ECi
CIA (Ortho Clinical Diagnostics) ile calisilan 34.243 anti-HCV test sonucu
taranmustir. Herhangi bir dislama kriteri konulmadan tiim anti-HCV reaktif test
sonuglar1 ¢aligmaya dahil edilmistir. Anti-HCV test sonucu reaktif olan hasta
ornekleri -70 derecede saklanarak 30 giin icinde HCV RNA c¢aligilmistir. Anti-HCV
testi reaktif HCV RNA testi negatif olan hasta drneklerine RIBA ¢alisilmistir. 30
aylik donemde 3082 anti-HCV test sonucu reaktif bulunmustur. Bunlardan HCV
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RNA ve RIBA testi negatif olan 281 hasta 6rnegi yalanci anti-HCV pozitifligi olarak
degerlendirilmistir. Tiim test sonuglar1 ile yapilan ROC analizinde 3, 8 ve 20 olmak
tizere ti¢ ayr1 anti-HCV S/CO cut-off degeri elde edilmistir. Elde edilen cut-off
degerleri kullanilarak HCV tan1 algoritmasi; anti-HCV S/CO degeri <3.0 olan hasta
orneklerinde gergek anti-HCV negatifligi, anti-HCV S/CO degeri 3.0-19.9 arasinda
ek test olarak RIBA yapilmasi RIBA pozitif bulunan hasta drneklerine HCV RNA
calisilmasi, anti-HCV S/CO degeri >20.0 olan hasta orneklerinde vireminin tespiti

igin ek test yapilmadan HCV RNA calisilmasi seklinde diizenlenmistir (29).

Kao ve ark. tarafindan 2015 yilinda Tayvan’da hemodiyaliz hastalar1 tizerinde
yapilan kesitsel calismada HCV viremisini gdstermede anti-HCV S/CO degerinin
onemini vurgulamak amaciyla anti-HCV ve HCV RNA karsilagtirilmigtir. Anti-HCV
testi 3. kusak mikropartikiil enzim immiin yOntemi (microparticule enzyme
immunoassay; MEIA) ile (AXSYM HCYV version 3.0, Abbott Laboratories, USA)
HCV RNA reverse transcriptase PCR (Cobas Amplicor Hepatitis C Virus Test,
version 2.0 Roche Molecular Systems, USA) ile ¢aligilmistir. Bu galismada antiviral
tedavi alan hastalar calisma dis1 birakilmistir. Toplam 369 hastada anti-HCV
calisilmig bunlardan 53 tanesinde reaktif sonu¢ elde edilmis ve sonrasinda bu
hastalarin serumlarinda HCV RNA calisilmistir. Elde edilen verilerle yapilan ROC
analizinde 15, 24, 44 ve 65 olmak {iizere dort farkli anti-HCV S/CO cut-off degeri
elde edilmistir. Sonug¢ olarak hemodiyaliz hastalarindaki HCV  viremisinin
ongoriilmesinde duyarliligi %80.4 ve 6zgiilligli %100 olan 65 degeri, cut off degeri
olarak belirlenmistir. Bu deger bizim ¢alismamizda elde ettigimiz 7.13 degerinden

oldukga yiiksek bir deger olmakla birlikte duyarlilig: diisiiktiir (30).

Moretti ve ark. tarafindan 2012 yilinda Italya’da yapilan retrospektif
caligmada anti-HCV S/CO degerleri ile RIBA sonuglari karsilagtirilmigtir. Anti-HCV
testi 3. kusak CLIA yontemi (Ortho-Clinical Diagnostics, Johnson & Johnson,
United Kingdom) ile calisilmistir. Caligmada 12.800 hasta verisi taranmis olup
bunlardan 313 hastanin anti-HCV testi reaktif bulunmustur. Anti-HCV testi reaktif
bulunan hastalar RIBA testi (Chiron RIBA HCV 3.0 strip immunoassay (Chiron
Corporation, Emeryville, CA) ile dogrulanmistir. Pozitif, negatif ve indetermine

RIBA sonuglarina gore ii¢ farkli anti-HCV S/CO cut off degeri belitlenmistir. Ug
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farkli cut-off degeri icinde %95 pozitif prediktif degere sahip olan 10.3 degeri
secilmigtir. Sonug olarak kendi laboratuvarlart i¢cin HCV tani algoritmasini; anti-
HCV S/CO degeri 10.3’lin altinda olan hastalarda ek olarak RIBA testi yapilmasi,
anti-HCV S/CO >10.3 olan hastalarda ise bu degerin, hastalarin %95’inde gercek
antikor degerini yansittig1 ve bu nedenle ek teste gerek olmadan dogrudan anti-HCV

test sonucunun raporlanmasi seklinde diizenlemislerdir (31).

Pan ve ark. tarafindan 2016 yilinda Cin’de yapilan retrospektif bir ¢alismada
anti-HCV ile RIBA karsilastiritlmistir. Anti-HCV testi EIA yontemi ile (Elecsys Anti-
HCV Il assay, Roche Diagnostics International Ltd., Rotkreuz, Switzerland)
calisildiktan sonra anti-HCV S/CO >1 olan serumlarda RIBA testi (RecomLine HCV
IgG strip immunoassay, Mikrogen GmbH, Neuried, Germany) ¢alisilmistir. Caligilan
anti-HCV kitinin kusagi belirtilmemistir. Bu ¢alismada 36.341 anti-HCV testi
taranmis olup 288 test sonucu reaktif bulunmustur. Elde edilen verilerden yapilan
ROC analizinde optimal cut-off degeri %97.8 duyarlilik ve %86 6zgiilliik ile 12.27
secilmistir. Arastirmacilar anti-HCV S/CO cut-off degerinin 12.27’ye yiikseltilmesi
ile anti-HCV S/CO >1 kullanildiginda ortaya ¢ikan yanlis pozitif sonuglarin 6niine
gegilebilecegini diistinmiislerdir (32).

Ulkemizde Balk ve ark. tarafindan 2007 yilinda Ankara Yiiksek ihtisas
Egitim ve Arastirma Hastanesi’'nde yayinlanan bir diger calismada anti-HCV test
sonucu reaktif olan hastalarda HCV viremisinin gosterilmesinde anti-HCV, HCV
RNA ve ALT degerlerinin kullanimi arastirilmistir. Bu ¢alismada anti-HCV testi 3.
kusak mikropartikiil enzim immiin yontemi ile galisilmis olup 124 hastada anti-HCV
test sonucu reaktif bulunmustur. Hastalarin timi hepatit B yilizey antijeni (HBsAg)
ve Human Immunodeficiency Virus (HIV) antikorlari agisindan taranmis ve negatif
bulunmustur. Kantitatif HCV RNA analizi ile anti-HCV S/CO degerlerinin
karsilastirilmasi ile anti-HCV S/CO cut-off degeri 25.9 secilmistir. Bu deger igin
duyarhilik ve 6zgiilliikk %100 olarak bulunmus anti-HCV S/CO degeri 25.9 ve altinda
olan hastalarin hicbirinde HCV RNA pozitif saptanmamistir. Arastirmacilar bu
calismanin sonunda belirlenecek cut-off degeri sayesinde HCV RNA testinin her

hastaya yapilmasinin gerekli olmadigi diisiincesine varilmistir (33). Bu ¢alismada
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elde edilen cut-off degeri calismamizda elde ettigimiz cut-off degerinden hem sayisal

hem de duyarlilik, 6zgiilliik bakimindan oldukga yiiksektir.

Sanlidag ve ark. tarafindan 2016 yilinda yapilan ¢ok merkezli retrospektif bir
calismada anti-HCV diizeyleri ile HCV RNA arasindaki korelasyon incelenmistir.
Bu g¢alismaya anti-HCV testi reaktif olan 658 hasta dahil edilmis higbir dislama
kriteri uygulanmamistir. ROC analizi sonucunda anti-HCV S/CO cut-off degeri
%95.6 duyarlilik ve %52.7 6zgiillik ile 5 bulunmustur. Bu ¢alismada elde edilen cut-
off degeri hem duyarlilik, 6zgiilliik hem de deger bakimindan ¢alismamiza benzerdir.
Arastirmacilar bu ¢alismanin sonucunda distik titrede anti-HCV reaktifliklerinde
oncelikle en az iki hafta sonra testin yeni bir 6rnekle tekrarlanmasi ve hastanin
klinigi ile birlikte degerlendirilmesi bunun sonucunda siiphe olmas1 durumunda HCV

RNA c¢alisilmasi gerektigi diisiincesine varmiglardir (34).

Karako¢ ve ark. tarafindan 2017 yilinda kan dondrleri {izerinde yapilan ¢ok
merkezli bir ¢aligmada anti-HCV, RIBA ve HCV RNA sonuglar1 karsilastiriimistir.
Bu c¢alismada, anti-HCV testi (Ortho HCV Ab Version 3.0 (Ortho Clinical
Diagnostics, US) ve Radim HCV Ab (Radim S.p.A, Italy), RIBA testi (INNO-LIA
HCV Ab 3.0 (Innogenetics, Belgium) ve Chiron RIBA HCV 3.0 (Chiron
Corporation, US) olmak tizere iki farkli ticari kit ile tim ornekler ikiser kez
calisilmistir. Seroreaktiflik orant %0.25 olarak hesaplanmistir. Anti-HCV sonuglari
RIBA ve HCV RNA ile karsilastirilip iki farkl: ticari kit igin farkli cut-off degeri
hesaplanmistir. Bu degerler OrthoEIA i¢in 8.1, microEIA icin 3.4 olarak
hesaplanmistir. Arastirmacilar bu ¢alismanin sonunda anti-HCV test sonucu gri zon
ve reaktif olan her 6rnegin iki kuyucukla tekrar ¢alisilmasi negatif olanlarin ger¢ek
negatif olarak kabul edilmesi, tekrar gri zon olan 6rneklerin takibi yapilmasi, reaktif
olan 6rneklerde cut-off degerinin altinda olan 6rneklere RIBA testi c¢aligilmasi, cut-
off degerine esit ve listii olan 6rneklerde ise niikleik asit testi calisilmasi seklinde

algoritma olusturmuslardir (35).

Hepatit C viriisii, yasam dongiisiiniin herhangi bir doneminde konagin genetik
materyaline integre olamadigindan latent enfeksiyon olusturmamaktadir. Bu nedenle
virlislin yasam dongiisiindeki farkli noktalar1 hedef alan direkt etkili antiviral ilaglar

sayesinde giiniimiizde hastaligin tedavisinin miimkiin oldugu hatta tamamen kiir
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saglandig1 bilinmektedir. Hepatit C virlis enfeksiyonu olan bir hastada vireminin
ortaya konulmasindan sonraki siirecte kantitatif HCV RNA analizi ile viral yiik
durumu ve viral genotip tayini klinisyenin tedavi secimine yol gostermektedir.
Ozellikle HCV’ye kars1 yeni gelistirilen direkt etkili antivirallerin kombinasyon
secenekleri ve uygun tedavi siireleri genotip ve subtiplere gore degisiklik
gostermektedir (22). Bu nedenle bolgede en sik gorillen HCV genotip ve subtipin
hangisi oldugu ve hastanin hangi genotip ya da subtip ile enfekte oldugunun

bilinmesi 6nem tasimaktadir.

Seo ve ark. tarafindan 2009 yilinda Kore’de yapilan retrospektif bir ¢aligmada
hastalarin anti-HCV, HCV RNA ve ALT degerleri karsilagtirllmigtir. Caligmamiza
benzer sekilde anti-HCV testi EIA yontemi ile (Architect 12000; Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL, USA) HCV RNA testi kalitatif (Cobas Amplicor; Roche, Basel,
Switzerland) ve kantitatif (Cobas TagMan Analyzer; Roche) yontemle c¢alisilmistir.
Anti-HCV testi reaktif HCV RNA testi negatif olan hastalarda ek test olarak RIBA
(Chiron RIBA HCV 3.0 Strip Immunoblot Assay, Chiron Co., Emeryville, CA,
USA) ¢alisilmis bu durumda RIBA pozitif olan hastalar yalanci pozitif olarak kabul
edilmistir. Daha Once interferon tedavisi alan, karaciger sirozu, hepatoselliiler
karsinomu, hepatit B ylizey antijeni pozitif ve anti-HIV pozitif olan hastalar
cikarildiktan sonra kalan 487 hasta ¢alismaya dahil edilmistir. Bu ¢alismada elde
edilen verilerden yapilan ROC analizinde anti-HCV S/CO igin cut off degeri %94
duyarlhilik ve %97 ozgiilliik ile 10.9, ALT i¢in cut-off degeri %66 duyarlilik %77
ozgiilliik ile 32.5 IU/L olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamiza kiyasla bu ¢alismada
anti-HCV igin bulunan cut-off degerinin duyarliligt benzer olmakla birlikte
ozgiilliigli daha yiiksektir. Bu calismada ayrica 179 hastada HCV genotip analizi
yapilmustir. 83 hastada genotip 1, 96 hastada genotip 2 saptanmistir. HCV RNA
seviyeleri genotip 1 de daha yliksek bulunmusken (p<0.001) yas, cinsiyet ve ALT
degerleri agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(p>0.05). Bu calismanin sonucunda aragtirmacilar anti-HCV S/CO <10.9
bulundugunda kalitatift HCV RNA calisilmasi, anti-HCV >10.9 bulundugunda ise
kantitatif HCV RNA c¢aligilmasi gerektigi kanisina varmiglardir (36).
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Calismamizda ROC analizi ile ALT igin cut-off noktas1 27.5 IU/L olarak
secilmigtir. Bu degerin duyarliligi %77.6, 6zgilligi %80.8, pozitif prediktif degeri
%74.8, negatif prediktif degeri %83.1 olarak bulunmustur. Bu c¢alismayla
kiyaslandiginda ALT cut-off degerimizin duyarliligi ve 6zgulliigii daha yiiksektir.

Calismamizda ROC egrileri ¢izilerek hem anti-HCV hem de ALT igin cut-off
degerleri elde edilmistir. Alanin aminotransferaz testi HCV tanisinda referans bir test
olmadigindan ALT cut-off degerine gére anti-HCV igin yeni bir cut-off degeri
belirlenememistir. Bu nedenle ALT ve anti-HCV yeni cut-off degerleri birlikte
kullanildiginda HCV  viremisini saptamadaki tanisal degeri arastirilmistir.
Calismamizda HCV RNA pozitiflik tamisinda iki cut-off degeri birlikte
kullanildiginda duyarlilik %76, ozgiillik %91.4, pozitif prediktif deger %786.6,
negatif prediktif deger %83.9 olarak hesaplanmistir. Her iki cut-off degerinin birlikte
kullanilmast durumunda duyarlilik ve negatif prediktif degerin diistiigii 6zgiillik ve

pozitif prediktif degerin arttig1 gdzlemlenmistir.

Calismamizin yapildigi ti¢ yillik donemde 622 hastanin HCV genotip
analizine ulasilmistir. Elde edilen HCV genotipleri arasinda 522 (%85) olgu ile
genotip 1 en sik gorilen genotip olmustur. Genotip 1in 230’u  (%44)
subtiplendirilememistir. Subtiplendirme yapilanlar i¢inde en sik genotip 1b
saptanmistir. Calismamizda tlilkemizde en sik goriilen genotip 1b ile 1b disindaki
diger genotipler arasinda ALT ve anti-HCV degerleri agisindan fark olup olmadig:
incelenmistir. Genotip sonucu 1b olanlar ile diger genotiplerin ALT ve anti-HCV
ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0.05).
Bu durum genotip 1 saptanan olgularin ¢ogunun subtiplendirilememesi nedeniyle

olabilir.
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Elde ettigimiz veriler 1s1ginda HCV igin tan1 algoritmamiz:

6-

Tarama amacli serumda anti-HCV testi ¢alisilmasi

Anti-HCV reaktif saptanan 6rneklerin ayni test ile tekrarlanmasi

Anti-HCV S/CO degeri <7.13 saptandiginda gercek antikor negatifligi (viremi
yok) kabul edilmesi

Yeni cut-off degerimize gore nonreaktif (S/CO <7.13) ve ALT degeri <27.5 IU/L
ise yine gercek antikor negatifligi (viremi yok) kabul edilmesi

Anti-HCV testi yeni cut-off degerimize gore nonreaktif saptanan durumlarda
HCV RNA c¢alisiilmamasi, klinik gereklilik halinde testin en az iki hafta sonra
tekrarlanmasi ve HCV RNA calisilmasi

Anti-HCV S/CO degeri >7.13 saptandiginda ise HCV RNA ¢aligilmasi

seklinde diizenlenebilir (Sekil 14).
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Anti-HCV reaktifligi

Ayni kit ile testin

tekrarlanmasi ve

yeniden reaktiflik
elde edilmesi halinde

Anti-HCV S/CO <7.13

Anti-HCV S/CO .
ve Anti-HCV S/CO 27.13

<7.13
ALT <27.51U/L
Gergek antikor Gergek antikor
negatifligi negatifligi HCV RNA ¢alis
(viremi yok) (viremi yok)
HCV RNA calisma HCV RNA calisma

Sekil 14: Calismamizin sonunda laboratuvarimiz ic¢in olusturdugumuz HCV tam

algoritmast
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Calismamiz birkag eksiklige sahiptir: Laboratuvarimizda anti-HCV igin 2.
kusak CMIA testi kullanilmaktadir.

Anti-HCV testi reaktif, HCV RNA testi negatif ¢ikan 6rneklere yonelik ek

test yapilmamaktadir.

Calismamizin Orneklemini 11 farklt hastanenin orneklerinin ¢alisildig:
Istanbul ili 2. Hizmet Bolgesi Merkez Laboratuvari’nda calisilan hasta verileri
olusturmaktadir. Tiim hastanelerin hasta bilgi sistemi klinisyenlerin kullanimina agik
olup her hastanenin kendisinde kuruludur. Bu nedenle hastalarin antiviral tedavi alip
almadiklar1 Dbilgisine ulasilamadigindan c¢aligmamiza tan1 ve tedavi konusunda
kisitlama yapilmaksizin ayni serum orneginde es zamanlh anti-HCV, HCV RNA ve

ALT calisilan tiim hastalar dahil edilmistir.

Anti-HCV S/CO igin elde ettigimiz cut-off degeri birgok g¢alismada elde
edilen cut-off degerlerinin duyarliliklari ile benzer olmakla birlikte 6zgilligii ve
pozitif prediktif degeri diisiiktiir. Bunun nedeni hastalarin antiviral tedavi alip

almadiginin ve hastaligin hangi evresinde oldugunun bilinmemesi olabilir.

Caligmamizda tiim hastalarin HBSAg ve anti-HIV degerleri olmadigindan
birka¢ ¢alismada oldugu gibi HBsAg ve anti-HIV pozitif olan hastalar ¢alisma

disinda birakilmamaistir.

Hastalarin tlimiinde genotip analizi yapilmamistir. Genotip analizinin
yapildig1 yaklasik 18 aylik donemde kullandigimiz kit nedeniyle HCV’nin bazi
genotipleri ve subtipleri saptanamamistir. Bu nedenle c¢alismamizin basinda
planladigimiz genotiplere gore ayr1 veya iilkemizde en sik goriilen subtip 1b i¢in bir

anti-HCV S/CO cut-off degeri hesaplanamamustir.

Tiim bu sebepler gbz oOniinde bulunduruldugunda c¢alismamizin devaminin
prospektif yiiriitiilmesi ve calismaya dahil edilecek hastalarin tiimiinde ayni
serumdan anti-HCV, HCV RNA, ALT, genotip tayini ve HBsAg, anti-HIV gibi
antikorlarin ¢alisilmasiyla elde edilecek verilerden genel ve genotiplere gore ayri ayri
anti-HCV S/CO cut-off degeri belirlenmesi ile yeni bir HCV tani algoritmasinin

gelistirilmesinin daha iyi olacag diisiincesindeyiz.
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SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada Temmuz 2014-Temmuz 2017 tarihleri arasinda anti-HCV
testi ¢alisilan 754.190 hasta verisi retrospektif olarak taranmistir. Anti-HCV test
sonucu reaktif olan 10.679 sonug¢ bulunmustur. Test sonucu reaktif olan, 18 yas {istii,
ayni hastanin ayn1 serumunda anti-HCV, HCV RNA ve ALT calisilmis 1290
olgunun 1754 verisi lizerinden anti-HCV ve ALT igin duyarlilik ve 6zgiilliik dengesi
en iyi olan cut-off degerlerinin arastirildigi ¢alismamizdan elde edilen sonuglar su
sekildedir:

1- Calismamiza dahil edilen dénem igin anti-HCV seroreaktiflik oranimiz %1.4’diir.

2- Hepatit C enfeksiyonu olan hastalarin biiyilk bir kismi Gastroenteroloji ve

Enfeksiyon Hastaliklar1 kliniginde takip edilmektedir.

3- Calismamizda olgularin 34’tinde (%2.63) Hepatit B enfeksiyon tanisi oldugu

gbzlemlenmistir.

4- Calismamizda olgularin 522°si (%84) ile en sik genotip 1 saptanmistir.
Subtiplerden ise 235 (%38) olgu ile en sik subtip 1b saptanmustir.

5- Calismamizda HCV RNA sonucu pozitif olan hastalarin anti-HCV ve ALT
degerleri HCV RNA sonucu negatif olan hastalara gore istatistiksel olarak anlamli

sekilde yiiksek bulunmustur (p=0.001).

6- Caligmamizda anti-HCV i¢in ROC analizi yapilmis olup tiim cut-off noktalar
icinden duyarlilik ve 6zgiilliik dengesi en iyi olan 7.13 degeri, yeni cut-off degeri

olarak se¢ilmistir.

7- Yeni anti-HCV cut-off degerimiz i¢in duyarlilik %97.4, 6zgiillik %50.3, pozitif
prediktif deger %59 ve negatif prediktif deger %96.4 olarak hesaplanmistir. Bu cut-
off degerinin duyarlilik ve negatif prediktif degeri yiiksek oldugundan cut-off

degerinin altinda saptanan reaktiflikler yalanci pozitifligi gostermektedir.

8- Anti-HCV test sonucu S/CO <7.13 saptanmasi durumunda HCV RNA testi

calisilmamasi, hastada HCV yoniinden klinik siiphenin devam etmesi durumunda en
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az 2 hafta sonra anti-HCV testinin yeni bir 6rnekle tekrarlanmasi, yeniden reaktiflik

saptandiginda HCV RNA c¢alisilmasi onerilebilir.

9- Yeni anti-HCV cut-off degerimizin pozitif prediktif degeri diisiik oldugundan cut-
off degerinin tlizerinde saptanan anti-HCV reaktifliklerinde hastada viremi
olmayabilir. Bu nedenle cut-off degerinin lizerindeki tiim reaktiflikler HCV RNA ile

dogrulanmalidir.

10- Giiniimiizde yiiksek duyarliligi, diisiik maliyeti, ¢ok fazla teknik beceri
gerektirmemesi ve otomatize cihazlarla calisilabilme imkani, test sonuglanma
stiresinin kisa olmasi gibi nedenlerle birgok laboratuvarda kullanimda olan anti-HCV
antikor testleri, HCV tan1 ve taramasinda vazgecilmez bir yontemdir. Ancak iilkemiz
gibi HCV prevalansinin diisiik oldugu toplumlarda yalanci pozitif test sonuglari
siktir. Yeni cut-off degerinin laboratuvar is akisi icerisinde kullanilmasiyla birlikte
yalanci pozitif anti-HCV test sonuglar1 ve buna bagli olarak gereksiz yere ¢alisilan
HCV RNA test sayilar1 azaltilabilir.

11- Yeni anti-HCV cut-off degerimize gore anti-HCV test sonuglari raporlandiginda
HCV enfeksiyonlarini takip eden klinikler, cut-off degerinin altindaki reaktifliklerde
HCV RNA sonucunu beklemeden hasta tarama amacglh geldiyse yalanci pozitif bir

sonucu, tedavi alan bir hasta ise verilen tedavinin basarisini 6ngorebilir.
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Baslama Tarihi:
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Bitirme Tarihi:

Tez Danismaninin

Ad1 Soyadi: Dog. Dr. Riza ADALETI
Telefon: 0532 696 89 17

E-Posta: rizaadaleti@gmail.com

1-Tez Bashgr/Konusu:

Hepatit C Viriis Enfeksiyonu Olan Hastalarda Viremi Tespitinde Anti-HCV S/CO Degeri

Aragtirilmasi

2-Arastirma sorusu:

Hepatit C Viriis enfeksiyonu olan bir hastada vireminin olup olmadigin1 bir anti-HCV sample/cut off
(S/CO) degeri ile, HCV RNA sonucunu beklemeden tespit edebilir miyiz?

3-Arastirmanin amaci:

Hepatit C Viriis enfeksiyonu bulasici hastaliklar i¢inde dnemli bir yere sahip olan ¢ogunlukla kronik
seyreden bir hastaliktir. Hepatit C Virlis enfeksiyonlarinda tan1 ve tarama amagl olarak kullanilan ilk
basamak test anti-HCV testidir.

Anti HCV antikorlar1 genellikle Enzyme Immunoassay (EIA) veya Chemiluminescence
Immunoassay (CLIA) temelli yontemler kullanilarak tespit edilir. Bu yontemlerin ortak
mekanizmasi; HCV antijenlerinin kat1 bir faza baglanarak hareketsizlestirilmesi ve hasta serumunda
bulunan anti-HCV antikorlari ile bu antijenin birlesmesinin saglanmasi ve daha sonra bu 6zgiil
birlesmenin isaretli anti insan antikoru kullanilarak gdsterilmesidir. Bu asamalardan sonra EIA
yonteminde renk degisimi, CLIA yonteminde yayilan 151k dlgiilerek absorbans degerleri elde edilir.
Anti-HCV test sonuglarini degerlendirirken hasta serumu (sample) absorbansinin, esik deger (cut off)
absorbansina oranlanmasiyla elde edilen sample/cut off (S/CO) degerleri kullanilmaktadir. S/CO > 1
olan degerler pozitif olarak kabul edilmektedir.

Tarama sirasinda anti-HCV testi pozitif saptanan hastalarda sonraki asgama HCV-RNA testi ile
pozitifligin dogrulanmasidir. Molekiiler yontemler kullanilarak ¢alisilan HCV-RNA testi; zahmetli,
egitimli personel gerektirmesi, zaman almasi ve yiiksek maliyetli bir test olmasi nedeniyle birgok
laboratuvarda calisilamamaktadir.

Bu nedenle aragtirmamizda hastalarin anti-HCV S/CO degerlerini es zamanl ¢alisilan HCV-RNA
degerleri ile kargilagtirarak viremi tespitinde kullanilabilecek bir anti-HCV S/CO degeri elde edilmesi
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planlanmigtir. Elde edilecek olan anti-HCV S/CO degerinin, HCV-RNA test sonucu beklenmeden
Hepatit C Viriis enfeksiyonu olan hastalarin tani, tedavi ve takibine yol gostermesi amaglanmaistir.

4-Arastirma materyalleri, popiilasyonu:

Aragtirma materyalimiz arsiv verileri olarak belirlenmistir. Bu veriler Haydarpasa Numune Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari Laboratuvar Bilgi Sisteminden elde
edilecektir. Aragtirma popiilasyonumuz 1 Temmuz 2014- 1 Temmuz 2017 tarihleri arasinda 18 yas
tizerinde Hepatit C Viriis enfeksiyonu agisindan tarama veya tedavi takibi nedeniyle Haydarpasa
Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne bagvurmus ve anti-HCV degeri pozitif bulunan hastalar
olarak tasarlanmustir.

5-Dahil etme ve hari¢ tutma kriterleri:
18 yas iizeri, anti-HCV pozitif saptanan ve HCV RNA calisilan hastalar calismaya dahil edilmistir.
18 yas alt1 hastalar calismadan hari¢ tutulmustur.

6-Arastirmanin birincil sonug¢ degiskenleri:
Anti-HCV, HCV RNA degerleri

7-Arastirmanin tiirii ve tasarimi:
Aragtirmamizin tiirii retrospektif veri analizi olarak tasarlanmistir.

8- Arastirma hipotezi:
Hepatit C Viriis enfeksiyonu olan hastalarda viremiyi, HCV RNA sonucunu beklemeden bir anti-
HCV S/CO degeri ile tespit edebiliriz.

Q_-Orneklem sayisi ve belirleme yontemi:
Orneklem say1s1 1.tip hata %S5, testin giicli %80 olacak sekilde en az 46 hasta olarak hesaplanmigtir.

Orneklem hesabi MedCalc Statistical Software version 12.7.7 (MedCalc Software bvba, Ostend,
Belgium; http://www.medcalc.org; 2013) Programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Calismaya 3 yillik (1 Temmuz 2014- 1 Temmuz 2017) siiregte 1766 hasta verisi dahil edilecektir.

10-Arastirmada kullanilacak istatistik yontemler:

Stirekli degiskenleri tanimlamak igin deskriptif istatistikler kullanilacaktir. (ortalama, standart
sapma, minimum, medyan, maksimum)

Bagimsiz ve normal dagilan iki siirekli degiskenin karsilastirilmas: Student t testi ile,
bagimsiz ve normal dagilima uymayan iki degiskenin karsilastirmas1 Mann-Whitney U ile

yapilacaktir.
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Kategorik degiskenler arasindaki iliskinin incelenmesi amaciyla Ki-Kare (ya da uygun
yerlerde Fisher Exact test) kullanilacaktir.

Normal dagilan iki siirekli degiskenin korelasyonu i¢in Pearson korelasyon analizi, normal
dagilima uygunluk gdstermeyen iki siirekli degiskenin korelasyonu i¢in Spearman’s rho korelasyon
analizi yapilacaktir.

Bagimsiz degiskenlerin siirekli bagimli degisken iizerindeki etkisini incelemek amaciyla
coklu dogrusal regresyon analizi uygulanacaktir.

Uygulanan tani testlerini giiclinii incelemek i¢in duyarlilik, 6zgiillitk hesaplamalari
yapilacaktir.

ROC analizi yapilarak cut-off degeri hesaplanacaktir.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak belirlenmistir.

Analizler MedCalc Statistical Software version 12.7.7(MedCalc Software bvba, Ostend,
Belgium; http://www.medcalc.org; 2013) Programi kullanilarak gerceklestirilecektir.

11-Arastirmanin orijinalligi ve bilime katkisimin aciklamasz:

12-Acgiklamak istediginiz diger konular:

Tez Danismam

Dog. Dr. Riza Adaleti

Kontrol edilmistir ve
uygundur.

imza
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