Hepatit C
Serolojik Tani
Yontemleri ve Klinik

Anlamlari

Envelope
glycoproteinl
(E1)

______

Envelope \ - )
glycoprotein 2 Capsid proteins
(E2) (Core)




Hepatit C Virus ilk olarak non A non B hepatitli
hastalarin kanlarindan 1989 yilinda
tanimlanmistir.

Choo QL,et al.Science. 1989

Kuo G. Et al. Science 1989



Hepatitis C virus
(HCV) Flaviviridia
ailesinden

Hepasivirus cinsine ait
pozitif iplikcikli bir
RNA virasudur
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HCV genomunun klonlanmasindan sonra, antijenik bolgeler
ve B-cell epitoplari belirlenmistir

Bu epitoplari iceren rekombinant ve sentetik proteinler
antijen olarak kullanilarak anti-HCV IgG testleri gelistirilmistir



HCV TANI

* Virolojik testler

— Serolojik testler
— Molekiler testler

* Diger yardimci bulgular
— Klinik bulgular

— Biyokimyasal testler
— Histolojik bulgular
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Akut hepatit C klinik bulgular

Akut hepatit C %70-90 oraninda asemptomatik
seyreder

Semptomatik olanlar da
siklikla hafif semptomlarla

anikterik seyir gosterir
Klinik bulgular akut hepatit
A ve B’ye gore daha hafiftir

Halsizlik

Bulanti

Sag ust kadran agrisi
Idrarda koyulasma
Cildde sarilik




|Kronik hepatit C klinik bulgular

Hafif bir halsizlik ve yorgunluk disinda klinik bulgu
yoktur

Dekompanse siroz
gelisirse;
Ozofagus varisi
Asit

Koagulasyon
bozukluklari
Ansefalopati
Hepatosellller
karsinoma




Diger baslangic laboratuvar
testleri

*ALTAST

s»Bilirubin,protrombin zamani ve albumin

¢ Tam kan sayimi

**Bobrek fonksiyon testleri,glukoz, lipid paneli,tiroid
fonksiyon testleri

o [drar tetkiki

“»*25-hidroksi vitamin D

+*Gebelik testi



Serolojik testler

** Anti-HCV antikorunun
tespiti
oAnti-HCV IgG
oAnti-HCV IgM
**RIBA testi
**HCV genotipinin serolojik
tespiti
s Total HCV Kor antijen testi



Anti-HCV antikorunun tespiti

s»*Serolojik testler 1990 yilindan beri
kullanilmaktadir
“*Immunoassay yontemleri kullanilarak
rekombinan HCV proteinlerine karsi olusan
anti-HCV antikorlarin tespitine dayanir
**Serolojik tanida en sik kullanilan yontemler
“*Enzim Immunoassay(EIA)
s Kemiliminesans

(chemiluminescence)(CLIA)



e EIA................ renk olusumu
e CLIA.............. kimyasal reaksiyonun urettigi 1s1gin
olcumu degerlendirilmektedir



Bu immunoasseyler kolay kullanimlari,
dusuk degiskenlik payina sahip olmalari,
otomasyona uygun olmalari ve nisbeten ucuz

olmalari gibi bircok avantaja sahiptirler



Cesitli antikor testleri mevcuttur;

e Laboratuvar temelli testler (laboratory based
immunoassays)

* Hizli hasta basi testler (rapid point-of-care
tests)

* Ev temelli testler (home-based tests)




Laboratuvar Temelli Anti-HCV Testleri

Anti-HCV plazma
ve serumda hem
tarama testi, hem
tani testi olarak
kullanilir

VHCG konsensus raporu 2014

Taranmasi gereken gruplar

Transaminaz yuksekligi
saptananlar

Kan-organ veya doku vericileri
Organ veya doku alicilari
Hemodiyaliz hastalari

Damar i¢ci madde bagimlilari
HIV veya HBV saptananlar

HCV ile infekte anneden dogan
bebekler

HCV pozitif kisilerin cinsel
esleri
HCV pozitif kisilerin kanlariyla

temasi bulunan saglik
personeli
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Anti-C100-3 akut infeksiyonda en gec ortaya
ctkan antikordur

Anti-C22c and anti-C33c hastaligin akut
doneminde ilk ortaya cikan antikorlardir

Anti-NS5 biraz daha gec ortaya cikar

Kato N, et al.Biochem Biophys Res Commun. 1993



EIA testlerinin duyarliliklari;

EIA-1 % 70-80
EIA-2 % 92-95
EIA-3 % 97

Robert L, et al. Seminars in Liver Disease.2000



* 3.nesil testlerin duyarliligi %98.9, 6zgullugl
%100 bulunmustur*

>l<Co|in C,et al. J Viral Hepat. 2001



|D6rdt|ncu jenerasyon veya antijen-antikor kombo testler

“*Genellikle sandwich ELIZA kullanihr

**HCV antikorlarini ve HCV kor proteinini birlikte tesbit eder

s Kor bolgesinden iki farkl epitop, NS3, NS4A, NS4B, NS5A gibi
tcuincl kusak testlerde kullanilan proteinler daha da
cesitlendirilerek genotip 1a,1b, 2 ve 3 viruslarin NS3 ve NS4
proteinleri de eklenerek hazirlanmistir

+»* Dordlincl jenerasyon testler duyarhiligi artirmis ve
infeksiyondan sonra antikor saptama siresini kisaltmistir
**INNOTEST Ab IV’in duyarhligi %100, 6zgullGgli %99.8 dir

+13 giinden sonra antikorlari tespit edeblir

Microgen Bioproducts Newsletter, 2008



HIZLI TANI TESTLERI

Standart laboratuar temelli testlerle kiyaslanabilecek
performansa sahip birkag¢ hizli tani testi gelistirilmistir

Bu testler ven6z kan, parmak ucundan alinan kan,
serum, plazma ve tukrikten calisilabilir

Sonuclar genellikle 30 dakikada alinabilmektedir



HIZLI TANI TESTLERI

Y
ABD’de OraQuick HCV Rapid Test (OraSure |
Technologies, Inc, Bethlehem, PA) isimli hizli .
tani testi FDA tarafindan onaylanmistir ‘.{

Bu test cesitli vicut sivilarinda calisilabilse de
FDA onayi venoz kan ve parmak ucundan alinan
kan icindir

Bu test strip test seklindedir ve ilave donanim
gerekmez

Testin duyarlihgl %99.7-%99.9 ve o6zgullugl
%99.9 bulunmustur.

Duyarhhgi tikirikte biraz daha diisuk %98.1
bulunmustur

Lee SR. Et al. J Clin Virol 2010


http://www.uptodate.com/contents/diagnosis-and-evaluation-of-chronic-hepatitis-c-virus-infection/abstract/26

HIZLI TANI TESTLERI

Diger hizli tani testleri ;

*Multiplo Rapid HIV/HCV Antibody
Test (MedMira, Inc, Halifax, Nova
Scotia)

* Chembio Dual Path Platform (DPP)
HCV Test (Chembio Diagnostic
Systems, Inc, Medford, NY)dir

Lee SR, et al. J Virol Methods 2011
Smith BD, et al. J Infect Dis 2011

- s§.




Flexible Specimens for Clinical and Non-Clinical Settings

Fingerstick Venipuncture Whole Blood

Simple Testing Procedure

Fingerstick
Step 1 - Collect Step 2 - Insert the device
sample. into the buffer.

Step 1b - Mix sample
in buffer.

.
R Zana

Step 3 - Read between 20
and 40 minutes.

Non-Reactive
Line in the C Zone

Reactive
Line in the C and T Zones



Flexible Specimens for Clinical and Non-Clinical Settings

Fingerstick Venipuncture Whole Blood

Simple Testing Procedure

Venipuncture Whole Blood

Step 1 - Collect Step 2 - Insert the device
sample. into the buffer.

Step 1b - Mix sample
in buffer.

——

¥

Step 3 - Read between 20
and 40 minutes.

Non-Reactive
Line in the C Zone

Reactive
Line inthe C and T Zones



Hastanin ornegi kendi aldigi testler
(Self-collected tests)

‘»Tezgah Ustl test kitlerinden ‘Hepatitis C
Check’ FDA tarafindan onaylanmistir

“+*Ornek laboratuara génderilir ve sonuclar 4-10
isgunU sonrasi alinir

*»*Bu testlerin dogrulugu hastane laboratuari
temelli testlere yakindir




w HOME ACCESS HEALTH CORPORATION HOME | REGISTER | LOGIN “#viewcarr | & CHECK MY RESULTS
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HIV-1 Test System The Home Access® Hepatitis C
Express (next day) HIV-1 Test oy, Home Ao FDA Approved - The only telemedicine Hepatitis C counseling and testing service
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Hepatitis-C Test - $59.95

Hepatitis-C Test 2-Pack - $105.95
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Anti-HCV Yalanci negatifligi ve

pozitifligi

“* Immiinosuiprese hastalarda (HIV pozitif kisiler ve transplant
alicilar1) ve hemodiyaliz alanlarda yalanci negatif sonuclara

neden olabilir.

¢ Hastaligin diistik prevalansli gorildigi bolgelerde (<%10)
yalanci pozitiflik % 35 olarak tespit edildiginden bir

dogrulama testine ihtiya¢ duyar.

*¢* HCV pozitif anneden dogan cocuklarda 1 yila kadar anti-

HCV pozitifligi gorulebilir.



SERONEGATIF HCV INFEKSIYONU
SIKLIGI

Popiilasyon Seronegatif HCV | Referans

infeksiyonu %

HIV/HCV 3.2-13.2 Bonacini et al.(2001), Chamie et al.(2007),
koinfekte Kisiler George et al.(2002), Hadich et al.(2007)
Hemodiyaliz 1-15 Carnerio et al.(2001), Fabrizi et al.(1999),
Hastalari Hanuke et al.(2002), Schroter et al.(1997)
Organ Donorleri 0.2-0.9 Aswed et al.(2005), Challine et al.(2004),

Legler et al.(2000)

Kan Donorleri 0,0004-0,08 Brojer(2005), Seyfried et al.(2005), Stramer et
al.(2004)



Pozitif HCV IgM testi akut infeksiyonda %50-93 oraninda
pozitifken, kronik infeksiyonda %50-70 pozitif bulunur

Bu nedenle anti-HCV IgM testi akut infeksiyonu kronik
infeksiyondan ayirmada glivenilir bir markir degildir

Akut enfeksiyonda daha yuksek titrelerde saptanmaktadir*

Akut enfeksiyonda seri 6lcim yapildiginda dalgali, kronik
enfeksiyonda persistan seyir gosterir**

lgG Avidity Index (IgG-Al) and anti-HCV IgM birlikte
kullanildiginda %90 oraninda akut HCV infeksiyonu
saptanabilir***

*Sagnelli E, et al. Journal of Biological Regulators and Homeostatic Agents. 2003
**Sagnelli et al. Journal of hepatology.2005
***Coppola N, et al. J Clin Virol. 2009



Rekombinant immublot assay
(RIBA)

* RIBA hepatit C virisune karsi antikorlari
saptayan bir testtir

* EIA testler kadar duyarli, fakat daha 6zguldur

* Bu nedenle EIA testleri teyit etmek icin
kullanthr



RIBA TESTLERI

Uciincii Kusak RIBA
testlerinde 4 rekombinant
protein ile isaretlenmis
nitroselliiloz striplerler

kullanilir

C33c
C100-3
NS5

Kor bolgesinden bir sentetik

peptit

Chiron® RIBA™ 3.0 SIA #930600




Dort rekombinan viral proteinin bulundugu striplerin tUzerine serum

konur

Renk degisikligi antijen antikor etkilesimini gosterir

Sonuclar pozitif, belirsiz veya negatif olarak belirlenir

iki veya daha cok proteinde renk degisimi varsa test pozitiftir

Tek bir proteinde renk degisimi varsa test belirsiz olarak adlandirilir

Belirsiz sonu¢ alindiginda ayirim icin diger testler yapilmalidir.



HCV RIBA 3.0

Level Il Level |
IgG Contrul IgG Control

c100p
5-1-1(p) c33p c22p hSOD
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Anti-HCV pozitif, HCV RNA negatif olan bir
hastada

* RIBA pozitif ise; Hasta HCV gecirmis ve

lyilesmistir. Virus olmadan persistan antikor
vardir.

* RIBA negatif ise; EIA sonuclari muhtamelen
valanci pozitiftir




 CDC* calismasinda Anti-HCV testinde S/Co orani
3.8’den yiksekse RIBA testi pozitifligi %95’in
Uzerinde bulunmustur.

* Bu nedenle S/Co orani 3.8’den yiiksekse testin
RIBA ile dogrulanmasi gerekli degildir.

* Nukleik asit testlerinin yaygin ve kolay
ulasilabilir olmasindan dolayi RIBA testi
ginumuzde onemini kaybetmistir.

MMWR, February 7, 2003 / 52(RR03);1-16



Tarama test kiti adi

uiretici

Deney Formati

Sinyal-cut-off orani
2% 95 fazla dogrulukla
gercek pozitiflik

habercisi
Ortho HCV Version 3.0 ELISA EIA
>
Test System Ortho (Enzyme Immunoassay) 2 38
EIA
>
Abbott HCV EIA 2.0 Abbott (Enzyme Immunoassay) > 3.8
. CIA
- >
WLTROE ARiE=FIC Ao (Chemiluminescent Immunoassay) 2680
. MEIA
- >
S A=Y Abbott (Microparticle Immunoassay) = 150
CMIA
Architect Anti-HCV Abbott (Chemiluminescent Microparticle > 5.0
Immunoassay)
Advia Centaur HCV Bayer <l > 11.0

(Chemiluminescennt Immunoassay)




Fig 1

. | Orthq |
chemiluminesc
08 ence
immunoassay
07 deeeee [CIA]
------ RIBA-0 .
L 00 Chiron
% recombinant
- = = RIBA= :
¥ " ! immunoblot
a4 . assay [RIBA]
——RIBA=2
0,3
|
!
0.2 =® Moretti M, et al.
g Clin Vaccine
0,1 | -h-
SR Immunol. Aug
0 | eetemessamsesac—-oog, R et 1 2012
TN OOOD DO T AN SNASARDOM RSN SN TR DM
MM DTN CEN oA O O MMM T TS O ™D O
— N M D s E A A A NSNS AN NSNS ~ ~ o~

Plot of ordinal regression results: relationship between test screening (S/Co ratio) and RIBA results for HCV. The abscissa represents crescent values
for screening test (minimum, 1.0; maximum, 30.1), while the horizontal line represents the results of RIBA. RIBA results are symbolized as follows: 0.

- " 4 " 3 4 -






**Hepatit C tanisi genellikle pozitif HCV antikoru ve

sonrasinda yapilan pozitif molekuler test ile konur

¢ Antikor testinin blylk olasilikla negatif olmasi

neklenen durum

nastalar ve akut

arda (immunkompremize

nepatit C gibi) HCV RNA testide

paslangicta istenmelidir



** Anti-HCV antikoru negatif olan hastalarda muhtamelen

hepatit C yoktur ve arastirma sonlandirilir

*¢* Bazi durumlarda hasta HCV ile infekte iken anti-HCV

saptanamaz
¢ Bu durumlarda HCV RNA testi yapilmalidir

¢ Bunlar immunkompremize hastalar ve akut hepatit C

gibi durumlardir



Anti-HCV pozitif, HCV RNA pozitif

** HCV infeksiyonunun varhgini gosterir
*** Genellikle de kronik infeksiyonun varligini gosterir

** Ancak bazi akut hepatit C infeksiyonunda anti-HCV pozitif,
HCV-RNA pozitif olabilir

*¢* Bu durumda akut ve kronik hepatit c ayirici tanisi zordur ve
yvakin temas oykusu, hepatit belirtileri, evvelki HCV
durumunun bilinmesi, aminotransferaz test sonuclari

zamanla HCV RNA nin degisimi dikkate alinmalidir.




Pozitif Anti-HCV ve negatif HCV-RNA testi

s Tespit edilebilir HCV RNA yoklugu esas olarak kronik hepatit C

infeksiyonunun olmadigini gosterir

¢ Duyarli RNA testleri (eg, <50 international units/mL) ile yalanci

negatif sonuc olasiligi azdir

¢ Bu durumda tek basina pozitif anti-HCV daha 6nce gecirilmis hepatit

C infeksiyonunu gosterir

% Infeksiyon ya spontan iyilesmis, ya da basarili bir tedavi sonrasi viriis

kaybolmustur




¢ Eger gecirilmis infeksiyon ve yalanci pozitiflik ayirimi yapilmak
isteniyorsa, farkl bir antikor testi ile test tekrarlanmalidir

% Ikinci test negatif cikarsa ilk yapilan testin yalanci pozitif oldugu
dusunulur

¢ Farkl antikor testleri ile stirekli pozitif sonuc elde ediliyorsa daha
dnce gegirilmis infeksiyonu dastindurar

** Ancak kesin tani koydurucu degildir



s Kronik karaciger hastaliginin biyokimyasal ve klinik belirtileri olan
hastalarda pozitif anti-HCV testinin varligi %90 dan fazla kronik infeksiyonu
gosterir, 6zellikle HCV infeksiyonu igin risk faktorleri varsa(transflizyon
oykuisu, damar ici uyusturucu kullanimi, nazal kokain kullanimi, veya diger

parenteral girisimler gibi)

** HCV RNA negatif olan boyle hastalarda HCV RNA testi birkac¢ ay icinde

tekrarlanmalidir

» Eger surekli HCV RNA negatif cikarsa diger kronik karaciger hastaligi

nedenleri arastirilmalidir.



Anti-HCV pozitif, HCV RNA negatif olan diger durumlar

<&

Kan transflizyonuyla pasif olarak anti-HCV antikorlarinin alinmasi. Bu durumda
anti-HCV antikorlari birka¢ hafta sonra kaybolur. Kan bankalarinda rutin olarak anti-
HCV bakilmaya baslandiktan sonra boyle bir durumla karsilasma ihtimali son

derece nadirdir
Bebeklerde maternal anti-HCV antikorlarinin tesbiti

Hastada mevcut HCV RNA diizeyi testin tesbit ettigi sinirlarin altindadir veya HCV
RNA yi tesbit etmede baska bir teknik sorun vardir. Ginimuzde kullanilan sensitiv

HCV RNA testleri ile bu duruma pek rastlanmaz

Hepatit C virtslni attigi distinilen damar ici uyusturucu kullananlarda orijinal
virsle ayni genetik kimlige sahip reklrren viremi ataklarina rastlanmistir. Bu olaya

hangi siklikla rastlandigi bilinmemektedir




Okult HCV

s Okdilt HCV infeksiyonu kronik hepatit C’den daha az agresif
seyreder. Ancak karaciger sirozu ve hatta hepatoselltler
karsinomaya sebep olabilir

% Iki sekilde karsimiza cikar;

1.Anti-HCV negatif, HCV RNA negatif, anormal karaciger
fonksiyon testleri. Karacigerde ve PKMNH de HCV RNA pozitif

olabilir.

2.Karaciger enzimleri normal, HCV RNA negatif, Anti-HCV
pozitif(PKMNH de HCV RNA pozitif olabilir)

Carreno V.et al. World J Gastroenterol 2012



L)

Serolojik Genotipleme

Serolojik yontemlerin diger yontemlere gore bazi avantajlari vardir, bunlar

daha az kontaminasyon riski ve daha basit uygulanabilir olmasidir

Son 9 -10 yildir 6zellikle 2 serolojik ydontemle genotiplendirme

yapilmaktadir.

iIk olarak; RIBA SIA, NS4 bolgesinden 5 farkli serotip-spesifik peptid
sekansina ve kor bolgesinin 2 farkli serotipspesifik peptid sekansina gore 1,

2 ve 3 olarak genotiplendirmesi icin kullanilir (Dixit vd 1995)

Ikinci serolojik genotipleme yontemi ise; Murex HCV ile NS4 bolgesinde
genotip-spesifik antikorlar kullanilarak genotip 1, 2, 3,4,5ve 6

belirlenebilmektedir.




Murex HCV Serotyping
1-6 Assay; Murex Diagnostics, Dartford, UK

s Kompetatif EIA

% Immunkompetan hastalarin %90 inda sonuc verir

** Hemodiyaliz ve immunsistemi baskilanmis hastalarda duyarlihg
disuktur

s Genotip 1-6 tespit edebilir, subtipleri saptamaz

s Miks genotip sonucu verebilir. Bu miks genotipler birden fazla
genotip ile enfeksiyon sonucu ortaya cikabilecegi gibi, capraz

reaksiyonla tek genotipte de gorulebilir




Total HCV Kor antijen testi

¢ Hepatit C viremisini tespitte kullanilan serolojik bir testtir

% Ozgiin monoklonal antikorlar kullanilarak HCV’nin kor

antijenlerinin tespiti temeline dayanir
% ELIZA veya CLIA yéntemiyle calisilir
» Tum serotipleri tespit edebilir
% Infeksiyonun her déneminde viremiyi tespit edebilir

** Kronik HCV hastalarinin serumunda 6lctlen HCV RNA ve kor
antijen olcimleri arasinda iyi bir korelasyon oldugu
gosterilmistir

Jose Lorenzo et al. Journal of Virological Medhods,2004



Annals ./ Gastroenterology

Ann Gastroenterol. 2013; 26(2); 1458-145. PMCID: PMC3555535

Is HCV core antigen a reliable marker of viral load? An evaluation of HCV core
antigen automated immunoassay

Emilia Hadzivannis, Martha Minopetrou, Anastasia Georgiou, Fotini Spanou, and John Koskinas

Author information # Article notes = Copyright and License information

+*+105 anti-HCV pozitif hastada HCV RNA((bDNA, Versant,
Siemens) ve HCV kor antijen(Architect HCV Ag test (Abbott
Laboratories), a two-step CLIA assay) tayini yapiimis

++89 hastada HCV RNA pozitif, 16 hastada negatif bulunmus
**HCV RNA pozitif 89 hastanin 83’linde HCV kor antijen pozitif
bulunmus. 4 (4/89)hastada grey zone 2 (2/89) hasta HCV kor
antijen negatif bulunmus

+**16 HCV RNA negatif hastanin hicbirinde HCV kor antijen

pozitifligi yokmus
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Recommended Testing Sequence for ldentifying . 3. Departmantet

Hualth and Human Serviced

Current Hepatitis C Virus (HCV) Infection ~ L | o o enenon

Nonreactive Reactive

Not Detected

[ No current HCV infection }

v
l Additional testing as appropriatet ]

* For parsons who might have boon exposad fo HCW within the past & months, testing for HCW RNA or follow-up testing for HCV antibody is recommended. For persons who ara
immunocompromisad, testing for HCV BNA can be considerad.

t To differentiate past, rasolved HCV infection from bictagic falsa positivity for HCV anfibody, testing with another HCV antibody assay can be considerad. Repast HCV RNA tasting if the parson testad
is suspacted fo hawe had HCV exposura within the past & manths or has clinical evidenca of HCV disease, or if there is concem regarding the handling or storape of the test spacimen.

Sowrca: CDE. Tasting for HCV infection: An updads of guidancs for clinicians and laboatorans. MWWE 2015620181




Akut Hepatit C mi? Kronik Hepatit C mi?

Akut hepatit C dustnulen durumlarda hem
anti-HCV, hemde HCV RNA testi yapiimalidir

Anti-HCV negatif, HCV RNA pozitif ise kuvvetle
akut hepatit C dasunular

Birkac hafta sonra anti-HCV tekrar bakilarak
serokonversiyon gosterilmelidir.

Baslangicta anti-HCV ve HCV RNA pozitif olan
hastalarda akut enfeksiyon, kronik enfeksiyon
aylrimint yapmak zordur




Akut Hepatit C mi? Kronik Hepatit C
mi?
* Akut infeksiyonda hem anti-HCV negatifligi,

hemde HCV RNA negatifliginin birlikte bulunmasi
muhtamel degildir.

Anti-HCV pozitif, HCV RNA negatif olmasi nadir de

olsa gorular. Burada HCV RNA'nin dalgalanmasi
nedeniyle test birkac hafta sonra yeniden
tekrarlanmalidir

Bunun disinda Anti-HCV pozitif, HCV RNA negatif
hastalarda gecirilmis infeksiyon dustnulmelidir







