Akut ve Kronik Hepatit Tanisinda
Serolojik ve Molekiler Yontemler
Atipik Profiller

Dr Gule Cinar
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Mikrobiyoloji ve infeksiyon Hastaliklari ABD



AV

Etkenler

BV —
CV

> akut hepatit

- akut+kronik hepatit

DV |
EV

akut hepatit



Etkenler ve tani

e Hepatit klinigi ile basvuran bir hastada

Yas

Meslek Muhtemel
Yasadigi yer tani ?
Ovyki

e Klinik 6zelliklerine gore hepatit etkenlerinin tanisi
imkansizdir.



Hepatit virlislerinin ayriminda en sik kullanilan yontem
Serolojik tani

* Hepatit etkeni virls

* Hastaligin evresi

* Virlsun infektivite derecesi
e Hastaligin prognozu

* Daha dnce viral hepatit gecirmis ya da hepatite duyarli
kisilerin saptanmasi miumkuinddar.



Teknolojik ilerlemeye ragmen serolojik tanida
%100 dogruluk oranina ulasilamamustir.

* Yanlis pozitif
* Yanlis negatif
* Belirlenemeyen “indeterminant” sonuclar



SEROLOJIK TANI PROBLEMLER

Etkene baglh Hastaya bagl Laboratuvara bagl Hekime baglh

/\

eMutant viriisler  eimmiin yetmezlik

incelenen 6rnege bagl

Uygun olmayan ornek
Uygunsuz saklama

Tetkike bagli

Test kitlerinden
kaynaklanan
duyarhhk ve 6zgiilliik
problemleri




Hepatit A Virusu

 Anti HAVIg M
Infeksiyonun akut déneminin gostergesi
1 yil pozitiflik devam edebilir

e AntiHAVIgG
Gecirilmis infeksiyon gostergesi
Pozitiflik yillarca devam eder.



* Total IgM-IgG antikor testinin tani degeri
disuk

 HAV PCR testi rutinde kullanilmiyor.



Anti-HAV IgM
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* Yalanci negatiflik: Basvuru

sirasinda
* Yalanci pozitiflik:
-Yeni asilanmis kisilerde
-RF, ANA pozitif hastalarda

-Cok nadir, akut HBV
infeksiyonlari sirasinda
capraz reaksiyon



Anti-HAV IgG

Yalanci pozitiflik
Yakin zamanda

e Kan transfiuzyonu ——

* Immunglobulin uyg. . Pasif transfer
* Anneden, bebege




Hepatit B Virusu

HBs Ag = HBV infeksiyonu
HBe Ag
Anti-HBe

Anti-HBc IgM-> Akut /yeni gecirilmis infeksiyon,
pencere doneminde HBs Ag, Anti-HBs negatifken

Anti-HBc—> Akut, kronik, gecirilmis
Anti-HBs—=> HBV’ye karsi bagisiklik (dogal / ast)
HBV DNA




 HBs Ag'nin varligl, virion replikasyonu ile es anlamli degildir.

 HBs Ag, klinik belirtiler ortaya cikmadan 6nce serumda saptanir.

* Serumda saptandiktan 4 hafta sonra klinik hepatit tablosu ortaya cikar.
* Belirtilerle birlikte HBe Ag, DNA polimeraz ve HBV-DNA saptanabilir.

 HBs Ag, akut viral hepatit B olgularinda 2-6 ay icinde kaybolur ve antikor
saptanincaya kadar pencere donemi olusur.

 Bu pencere doneminden sonra anti-HBs antikorlari pozitif olarak saptanmaya
baslar.

* Akut infeksiyon geciren kiside, alti aydan daha fazla HBs Ag varligi devam
ediyorsa, hastaligin kroniklesmesi s6z konusudur.
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Akut Hepatit B

HBs Ag virusa ait ilk saptanan antijen

HBV ile temastan 6-12 hafta sonra HBs Ag ve HBe Ag ortaya cikmasiyla
primer HBV infeksiyonu serolojik olarak belirlenebilir.

Virusla temastan ortalama 10 hafta sonra klinik belirtiler ortaya cikar.
Bu donemde enzim yliksekligi saptanir.

AntiHBc IgM antikorlari saptanir.



HBsAg’'nin ortaya ¢cikmasindan kisa stire sonra HBeAg ortaya cikar.
HBeAg nin varhgi; bulasicilik, infektivite ve viral replikasyon ile iliskili
lyilesen olgularda birkac hafta icinde kaybolur.

HBeAg kaybolunca antiHBe belirir ve yillarca pozitif kalir.

Akut hepatit B'de HBeAg ve antiHBe’nin her ikisinin negatif oldugu
pencere dénemi gorulebilir.

HBeAg ve anti Hbe ayni anda pozitif olabilir.



HBc Ag serumda saptamak glg¢

AntiHBc IgM akut infeksiyonda, akut infeksiyonun pencere doneminde
saptanir.

AntiHBc IgM antikoru kronik HBV infeksiyonunun akut alevlenmeleri
sirasinda da pozitif bulunabilir.

AntiHBc IgM diizeyi 12-48 hafta icinde diserken antiHBc IgG dlizeyi
yukselir ve 6mur boyu serumda kalabilir.

AntiHBc IgG ve AntiHBs antikorlarinin beraber saptanmasi hastaligin
gecirildiginin ve bagisiklik olustugunun gostergesidir.



Inaktif HBs Ag Tasiyicilig

HBsAg (+) 6 aydan uzun sireli

HBe Ag (-) / Anti Hbe (+)

HBV DNA < 2000 IU/ ml

ALT ve AST duzeyi surekli olarak normal

Karaciger biyopsisinde hepatite 6zgl bulgularin gérilmemesi



Kronik Hepatit B

* Kronik Hepatit B infeksiyonu, HBV yuzey antijeni(HBs
Ag)’nin en az 6 ay serumda saptanmasi olarak tanimlanir.

* Kronik HBV infeksiyonunun tanisi, serumda HBV
infeksiyonunun serolojik ve virolojik gostergeleri ile
karaciger hastaliginin biyokimyasal ve histolojik
gostergelerinin birlikte degerlendirilmesi esasina dayanir.



HBsAg (+) >6 aydan uzun sureli

HBeAg pozitif hastalarda serum HBV DNA > 20.000 IU/mL
HBeAg negatif hastalarda HBV DNA > 2000 IU/mL olmasi

Kalici veya aralikli ALT / AST yuksekligi

Karaciger biyopsisi: Orta yada ileri diizeyde nekroz ve
enflamasyonun gozlendigi kronik hepatit



Kronik infeksiyon ve HBe Ag

e Vertikal infeksiyon sonrasi immiuintoleran donemde HBeAg
pozitif ve HBV DNA ylksektir (genellikle milyon tniteler).

* 1-4 dekat sonra gelisen immiunaktif fazin akabinde HBeAg

serokonversiyonu olur (HBeAg negatiflesir, antiHBe olusur),
HBV DNA duser.

* Antiviral tedavi HBeAg serokonversiyon oranini arttirabilir,



C geni 2 polipeptidi kodlar. Translasyon gendeki ilk AUGden
baslarsa 25 kd’luk bir prekor protein olan HBeAg olusur ve
seruma sekrete edilir.

Translasyon gendeki ikinci AUGden baslarsa HBcAg olusur, bu
kana sekrete edilmez.

HBcAg ile HBeAg’nin blyuk bir aa benzerligi vardir .

Bu iki antijen serolojik olarak farkli antikorlarin Gretimine yol
acarken bunlarin TH veya sitotoksik T hucreler tarafindan
taninmasinda kros reaksiyon olabilir.



Okiilt (Gizli)HBV Infeksiyonu

HBs Ag negatif olguda HBV DNA'nin pozitif olmasidir.
HBV DNA <2000 IU/ml (dalgalanmalar gosterir)

Nedenleri; S gen mutasyonu, HBV iceren kompleksler, konak
yanitinda azalma, koinfeksiyon



Serolojik | Duyarli | HBV Asisi lyilesmis inaktif

Test HBV HBsAg
tasiyicihig

HBs Ag - - + - + + -

Anti-HBs - + - + - - +/-

Anti-HBc - - + + + + -[+

Anti-HBc - - + - - - -

IgM

Anti-HBe - - - + -+ + -+

HBe Ag - - + - -[+ - -[+

HBV DNA - - + - + + +
>10° <104 <103

kopya kopya kopya



Hepatit B virusu
Serolojik tani problemleri

* [stenilen parametreler  Uyumsuz ya da

acisindan uygunsuz alisilagelmisin disinda
zamanlama ve siklik serolojik profiller
- laboratuvar
* Sonuclarin - mutant virds
yorumlanmasindan - konak faktérii

kaynaklanan hatalar



Atipik profil saptandiginda...

Testlerin ayni 6rnek ile tekrari
Yeni bir ornekte testlerin tekrari
Farkli bir kit ile testlerin tekrari

Gereginde HBV DNA



Tek basina HBs Ag pozitifligi

Akut HBV infeksiyonunun baslangic doneminde (ilk 10 glin)

HBs Ag pozitif transfizyon yapilanlarda

Anti HBc cevabi gelisemeyen kronik HBV infeksiyonu

Kite baglh yalanci pozitiflik

Ornege bagli kontaminasyon

Kicuk cocuklarda; ylksek doz hepatit B asisini takiben antijenemi

HBV-S mutantlari



Tek basina Anti HBs pozitifligi

Asl
Hepatit B hiperimmunglobulini
Kan ve kan Grlnleri

Anneden bebege pasif gecis



HBsAg ve AntiHBs’in birlikte pozitifligi

HBV’nin kilif proteini mutasyonlari sonucu, mutant virtsle
ikinci kez infeksiyon

Deney sartlarinda HBsAg-AntiHBs nin disosiye olmasi
Immunyetmezlikli hasta grubunda
Hbs Ag pozitifligi bilinmeden asi yapilanlarda

Farkli suslarla infekte olanlarda



Tek basina Anti HBc pozitifligi

Izole antiHBc sikhgi cesitli toplumlarda % 0,1-20 arasinda degismektedir (iilkemizde
%3-5)

Akut HBV infeksiyonunun iyilesmesi (HBs Ag kaybolmustur, ancak anti-HBs heniz
olusmamistir (pencere donemi))

Kronik HBV infeksiyonu (HBs Ag’nin saptanamayacak diizeyde var oldugu )

Ditiyotreitol, sistein, sodyum metasulfit gibi indirgeyici maddeler kullanimi
sonucunda kaybolan ve IgM yapisindaki maddelerin neden oldugu ¢apraz reaksiyon
nedeniyle gelisen ya da tanisal sistemlerden kaynaklanan teknik hatalar sonucu
yalanci pozitiflik (%1-2) olabilir.

Kan ve kan trunleri transflizyonu

Anneden bebege pasif gecen antikorlarla



HBV antijenlerine karsi humoral yanitta bir bozukluk olmasi ve diger
antikorlarin olusamamasi

Anti-HBs'nin zaman icinde kaybolmus olmasi; ya da ozellikle
diyabetliler ile bébrek hastalarinda sik gortlen bir durum olan anti-
HBs olusturamama

HCV ve HIV infeksiyonlari sirasinda
HDV infeksiyonlari sirasinda HBsAg’nin negatiflesmesi
Dlsuk duzey tasiyicilik

Escape mutantlar



Anti-HBc yoklugunda HBsAg ve HBV DNA
pozitifligi

Normalde inkiibasyon doneminde gorulebilen bir profildir. Takip edilirse diger
belirtecler de ortaya cikar.

Kronik infeksiyonda HBs Ag ve HBV DNA temizlense bile anti-HBc antikorlarinin
varhgi devam eder.

HBV kor antijenine spesifik immunotolerans vardir .

HBV kor antijenine immunotolerans T hlicre anerjisi, spesifik periferal T lenfosit
sayisindaki azlik, antijen sunan hiicrelerin etkin antijen sunamamasi veya lenfokin
uretememesi gibi immn yanittaki sorunlardan kaynaklanabilir.

Anti-HBc antikoru Uretimini engelleyen ya da anti-HBc yanitina yol agmayan HBc Ag
Uretimi yapan bir mutant susla infeksiyon vardir.

Kor geninde nukleotid delesyonu tasiyan bir HBV mutantiyla infeksiyon



Kronik infeksiyonda HBsAg pozitif iken AntiHBc negatif olmasinin bir diger
nedeni serumda HBcAg-antiHbc komplekslerinin olusumudur. immun
komplekslerin icindeki antiHBc ticari testlerle tesbit edilemez.

HBcAg normalde serumda bulunmaz, ya KC hiicreleri icinde ya da serumda

HBV partikulleri icindedir.

Immiinsupresyonlu hastada aktif replikasyon olursa hepatosit nekrozu
sonucu HBcAg seruma asiri miktarda karisabilir ve Anti-HBc ile kompleks

olusturur.
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 HBe Ag pozitif anneden dogan infantlarda anti HBc
negatif olabilir.

* HBc Ag ve HBe Ag farkl antikorlarla taninmalarina karsin,
T hicre dizeyinde bunlar birbirine yakin antijenlerdir ve
kros reaksiyon olabilir.

 HBe Ag kucuk bir molekil oldugu icin plasentayi gecer ve
HBeAg/HBcAg spesifik Th hiicre toleransi nedeniyle hem
HBe Ag hem de HBcAg'e karsi fetal immuntolerans olusur.



HBe Ag ve Anti-HBe’nin birlikte pozitifligi

Akut viral hepatit B'de kisa sureli de olsa Hbe Ag ve Anti-HBe birlikte
pozitif saptanabilir. HBe Ag’nin azalmaya, anti-HBe’nin artmaya
basladigl bir donemde bu profilin gorulebilir.

HBe Ag Uretimini bozan mutasyonlar olan prekor ve/veya bazal kor
promoter mutasyonlari HBe Ag Uretimini azaltmis olabilir.

Vahsi ve mutant virtsle es zamanli infeksiyonlar

HBeAg ve anti-HBe immun komplekslerinin test kosullarinda
disosiye olarak ayri ayri saptanmasi

HBeAg pozitif kabul edilebilir ancak HBe durumundaki degisikligi
gormek icin 3 ay icinde test tekrar edilmelidir.



HBe Ag ve Anti-Hbe'nin birlikte negatifligi

* Cok sik gorulmemekle birlikte genellikle tedavi esnasinda e
serokonversiyonu yani antijen kaybolup antikor ortaya
cikarken gorulebilmektedir.

* Serokonversiyon veya yeniden e antijeninin ortaya cikisi ile
sonuclanir.



HBV DNA

Hastaligin dogal seyrini izlemede, prognozun belirlenmesinde
Tedavi secenegine karar vermede

Tedavi etkinliginin izlenmesi

Direncin 6ngorulmesinde

Okdilt (gizli) HBV infeksiyonu tanisinda

Mutant virus tanisinda

HBV DNA'nin gosterilmesi icin molekiler teknikler gerekmektedir.
Hibridizasyon temelli testler artik az kullanilmakta, amplifikasyon teknikleri
(PCR, RT PCR, TMA) daha sik kullanilmaktadir.



Molekiuler Tani Testleri

Molekuler testlerin kullanim amaci;
* Viral yuk tayini
* Diren¢ mutasyonlarinin saptanmasi

* Genotip belirlenmesi, kor, promoter, prekor veya S antijen
mutasyonlarinin belirlenmesi seklinde siralanabilir.



Hibridizasyon Yontemleri

Hibridizasyon, birbirine uyumlu sifreye sahip iki molekulin
ozgul olarak birlesmesi anlamina gelir.

Hibridizasyon yontemlerinde, DNA veya RNA'dan
olusturulmus, cesitli enzimler, antijenler, kemiluminesan
bilesikler ya da radyoizotoplarla isaretlenmis ve aranan hedef
nikleik aside 6zgullikle baglanan dizilere sahip problar
kullantlir.



Niikleik Asit Amplifikasyon Yontemleri (PCR)

PCR ( Polymerase Chain Reaction = Polimeraz zincir reaksiyonu) bilinen en
eski amplifikasyon yontemlerinden birisidir.

Bu yontem in vitro olarak DNA'nin hedef bélgesinin ¢cogaltilmasi ve
cogaltilan bolgenin jel elektroforezinde yurutulerek saptanmasidir.

“Home made PCR” tabir edilen ve her laboratuvarin kendi lrettigi
“primer”’lerle yapilan analizlerde ortaya c¢ikan yiksek interassay
varyasyonlar, sertifiye olmus otomatize sistemlerle minimize edilmistir.

HBV DNA'nin belirlenmesinde en 6zgul ve en duyarli yontem PCR
yontemidir.

Bu yontemle cok disik miktarlarda HBV DNA 10-50 kopya/mL tespit
edilebilmektedir.



e Serum HBV DNA diizeyleri karsilastirilabilir olmasi icin 1U/ml
ile ifade edilmelidir, antiviral etkinligi degerlendirmek icin ayni
hastada ayni tayin kullaniimalidir.

* |zolasyon sistemine gore alt sinir ve dlctiim arahgi
degisebilmektedir.

* Kantitasyon alt siniri en az 60 IlU/ml, mimkiinse 10-15 IU/ml
olmalidir.



Kantitatif HBV DNA testinden beklentiler ;
* Yiksek analitik duyarlilik (klinik anlami degerlendirilerek)

* Genis dinamik aralik (2 — 8 log10 kopya/ml)

* Yiksek tekrarlanabilirlik (farkli calismalarda <1 log fark olmali)
* Genotipler arasi etkinlik farki olmamasi

e Standardizasyon

e Yontemlerin sonuclarinin karsilastirilabilir olmasi



Hepatit C Virusu

e Anti-HCV; tarama testi (EIA)

e HCV RNA;kantitatif (viral yik)

_ Akut HCV Kronik HCV Gegirilmis infeksiyon

Anti-HCV Negatif (6-12 haftada Pozitif Pozitif
pozitiflesir)

HCV RNA 1-2 haftaicinde Pozitif Negatif (gecirilmis
pozitiflesir, yliksek infeksiyon demek

viral yuk icin 3 ay sonra tekrar)



Anti-HCV

* Infeksiyon oldugunu gosterir, akut/kronik/iyilesmis oldugunu
gostermez.

e Bulasmadan sonraki 15 hafta icinde hastalarin %80’inde ELISA ile anti
HCV saptanir, ELiSA Anti-HCV pozitiflikleri RIBA ile dogrulanmalidir.



HCV RNA

Tedaviye karar vermede

Tedavi sonrasi izlemde ve kalici virolojik cevap
gostergesi olarak

Anti-HCV olusmadan (serokonversiyon) once

Saptanabilir duzeyde antikor gelistiremeyenlerde
(hemodiyaliz hastalari, immunyetmezlikli hastalar)

Yenidoganlarda



Kalitatif testler (RT-PCR)

* Virusu bulasmadan sonraki 1 hafta icinde saptar, tek bir
test negatif sonucu yeterli sayllmaz, tedavi altindaki
hastalarin takibinde kullanilr.

Kantitatif testler(PCR,RT-PCR veya DNA):

 HCV RNA miktarini saptarlar.

e Kalitatif HCV RNA'dan daha az duyarlidirlar

e Tedaviye cevabin degerlendirilmesinde kullanilir.



HDV infeksiyonu

* HBs Ag taslyicisi olgularda cikar.

e DELTA KOINFEKSIYONU:
HBs Ag (+),Anti HBc IgM(+), Anti delta(+)

e DELTA SUPERINFEKSIYONU:
HBs Ag (+),Anti HBc IgM(-), Anti delta(+)



e HBs Ag(-), Anti delta (+)
lyilesmis infeksiyon
HBs Ag sentezinin baskilanmasi

e Anti HDV(+), HDV RNA(-)
lyilesmis infeksiyon
Yalanci negatiflik
Latent infeksiyon



Hepatit E Virusu

Tani metotlari direkt ve indirekt olarak ikiye ayrilir.

Direkt yontemde, immiin-elektron mikroskopi veya RT-PCR ile diski ve kan
orneklerinde virus, viral proteinler veya nukleik asit aranir.

indirekt yontemde ise anti-HEV IgM ve IgG antikorlari aranir.

Anti-HEV IgM pozitifligi akut infeksiyonu dustndurdir.

lgG varligi ise virusa maruziyeti gosterir.

Anti-HEV IgM sarilik basladiktan 4 glin sonra saptanabilir ve 3-5 ay kanda kalrr.
lgM ortaya cikisindan kisa bir sure sonra IgG tipi antikorlar olusur.

4. Hafta civarinda pik yapar ve infeskiyondan 1-14 yil sonrasina dek saptanabilir.



Tesekkiir ederim...



