Tanida Serolojik ve Molekuler
Yontemlerin Yeri

Dr. Ziya Kuruuzum
DEUTF Enfeksiyon Hastaliklar ve
Klinik Mikrobiyoloji AD

Hepatit Akademisi 2019: Temel Bilgiler
10-13.01.2019, Margi Otel, Edirne



Sunum Plani

 DSO HCV hedefleri

 HCV genomu

« HCV genomunun antijenik bolgeleri

« Serolojik testler

* Molekuler testler

« HCV enfeksiyonunun serolojik seyri
 Alternatif orneklem ve test yontemleri
« Tan1 ve tanida karsilasilan zorluklar

- DSO oneriler

IN AILZ TURK KLINiK MiKROBIYOLOJi VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



HCV - Mevcut Durum

/1 milyon viremik kronik hepatit C olgusu
Avrupa ve Dogu Akdeniz’de yogunlasan olgular
Yasami tehdit eden komplikasyonlar

— HCC

— Siroz

470,000 olum /yil

Artis beklentisi

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



HCV - DSO Hedefleri

« Olgularnn sadece % 20’si test edilmis ve farkinda

« Hedef: 2030 itibariyle HCV’nin halk sagligi tehdidi
olmaktan cikarilmasi

— Mortalitede % 65 azalma
— Insidansta % 90 azalma (2015’e gore)

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



DSO Hedeflerine Ulasma Yollar

« Testlerin yayginlastirilmasi - Yeni olgulara ulasabilme
* Yeni test yontemlerinin gelistirilmesi

— Alternatif orneklem yontemlersi

— Dusuk maliyetli

— Yuksek duyarlikli

— Saglik kurulusunda yapilmasi gerekmeyen

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



HCV Virusu

« Flaviviridae ailesi
e Hepacivirus cinsi
 Pozitif iplikcikli RNA virusu

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMI INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



HCV Genomik yapisi
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HCV virusunun klonlanmasi
Antijenik bolgelerin ve epitoplarin belirlenmesi

Bu epitoplan iceren rekombinant ve sentetik
proteinlerin (antijenlerin) sentezlenmesi

Anti-HCV testlerinin gelistirilmesi

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMI INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



HCV Testlerinin Gelisimi

* Serolojik testler 1990 yilindan beri kullanilmaktadir
 Kullanilan yontem immunassay temelli yontemlerdir

« Rekombinan HCV proteinlerine kars1 olusmus
antikorlarn (Anti-HCV) tespitine dayanir

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



Serolojik Test Yontemleri

Hizli Tam Testleri (RDTs)

Laboratuvar Temelli Enzim Immunoassay (EIA)

— Renk olusumunun olculmesi

Kemiliiminesans Immunoassay (CLIA)

— Kimyasal reaksiyonun olusturdugu 1s181n olculmesi
Elektro Kemiliiminesans Immunoassay (ECL)

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



Hizl1 Tan1 Testleri (RDTs)

Testlere daha fazla erisim kolayligi

Basitlik

Dusuk maliyet

Serum ya da plazma kullanilabilmesi

Parmak ucundan alinan kan ile yapilabilmesi
Kaynaklarin kisitli oldugu bolgeler/kurumlar
Ozellikli enstrimanlara gereksinim duyulmamas

IN AILZ TURK KLINiK MiKROBIYOLOJi VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



Laboratuvar Temelli Yontemler
(EIA, CLIA, ECL)

Olaganustu duyarlilik

Ustiin guvenilirlik

Hizli sonuc¢ alinabilme

Yuksek kapasiteli laboratuvarlar icin hizli cozum
Ful otomasyon



Testlerde Kullanilan Gen Bolgeleri
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Birinci Kusak ELISA testleri
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EIA1.0 c-100-3
EIA20 c22-3 c33-c ¢-100-3
EIA3.0
CIA c22-c c33-c ¢-100-3 NS5
RIBA 2.0 c22-3 c33-c ¢-100-3
511
RIBA 3.0 c22-p c33-c c-100-p NS5

Anti-C100-3 akut infeksiyonda en gec ortaya cikan antikordur

Ean INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOJi VE
KL'MI iNFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



lkinci Kusak ELISA testleri
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EIA1.0 c-100-3
EIA20 c22-3 c33-c ¢-100-3
EIA3.0
CIA c22-c c33-c ¢-100-3 NS5
RIBA 2.0 c22-3 c33-c ¢-100-3
511
RIBA 3.0 c22-p c33-c c-100-p NS5

Anti-C22c ve anti-C33c akut donemde ilk ortaya cikanlardir

Ean INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOJi VE
KL'MIK iNFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



Uciincli Kusak ELISA testleri
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EIA1.0 ¢-100-3
EA20  ¢223 ¢33c  c100-3
EAS0 o2 ¢33c  c100-3 NS5
CIA
RIBA 2.0 c22-3 c33-c ¢-100-3

51-1
RIBA 3.0 c22-p c33-c c-100-p NS5

Anti-NS5 daha gec ortaya ¢ikmaktadir



ELISA Testlerinin Duyarliliklari

 Birinci kusak ELISA testleri: % 70-80
« |kinci kusak ELISA testleri: % 92-95
e Uciinci kusak ELISA testleri: % 97



Uciinct Kusak ELISA Testleri

« Gunumuzde kullanilan testler
« Standardizasyonlan iyi
« Duyarlibiklart % 98.9, ozgillugu %100



Dorduncu Kusak ELISA Testleri

« Es zamanli olarak hem HCV core antijenini (HCVcAg)
hem de Anti-HCV’yi saptamaktadir

« Kor bolgesinden iki farkli epitop, NS3, NS4A, NS4B,

NS5A gi
protein
protein

0i ucuncu kusak testlerde kullanilan
ler daha da cesitlendirilerek, NS3 ve NS4

leri de eklenerek hazirlanmistir

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



Dorduncu Kusak ELISA Testleri

HCV RNA kadar erken pozitiflesebilmektedir

Yuksek riskli gruplarda akut enfeksiyonu daha erken
saptayabilmektedir

Uctincii kusak testlere gore HCV enfeksiyonunu 6-7
hafta erken saptayabilmektedir

INNOTEST Ab IV’Un duyarliligi %100, ozgulligu %99.8
13 gunden sonra saptayabilme

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



Annals .7 Gastroenterology

Ann Gastroenterol. 2013; 26(2). 146-145. PMCID: PMC35955535

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 = Ardicle 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), tayini yapilmis

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



Annals .7 Gastroenterology

Ann Gastroenterol. 2013; 26(2). 146-145. PMCID: PMC35955535

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 = Ardicle notes = Copyright and License information »

%89 hastada HCV RNA (+), 16 hastada (-)

%89 hastanin 83’unde HCV kor antijen (+)

¢4 hasta gri zon, 2 hasta HCV kor antijen (-)

“*16 HCV RNA negatif hastanin hicbirinde HCV kor

antijen pozitifligi yokmus

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



Dorduncu Kusak Testler ve HIV

« HIV/HCV co-enfeksiyonlu kisilerde HCV
serokonversiyonu gecikmektedir

« Bu tur olgularnn tanisinda konvansiyonel testlere
gore daha ustundur

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



Anti-HCV IgM Testi

Akut enfeksiyonda anti-HCV IgM testi: %50-93 (+)
Kronik enfeksiyonda anti-HCV IgM testi: %50-70 (+)
Guvenilir bir gosterge degildir

Kullanimdan kalkmistir

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMI INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



Riba Testleri

Uctincii Kusak RIBA
testlerinde 4 rekombinant
protein ile isaretlenmis
nitroselluloz striplerler

kullanilir
C33c
C100-3
NS5

Kor bolgesinden bir peptit

Chiron® RIBA™ 3.0 SIA #930600

KLIMI

TURK KLINIK MIKROBIYOLOJI VE
INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



Hizl1 Tan1 Testleri (RDTs)

ABD’de OraQuick HCV Rapid Test (OraSure
Technologies, Inc, Bethlehem, PA) FDA 7
tarafindan onaylanmistir 2

Cesitli vucut sivilarinda calisilabilse de FDA {
onay1 venoz kan ve parmak ucundan alinan
kan icindir

Strip test seklindedir ve ilave donanim
gerekmez

Testin duyarliligi %99.7-%99.9 ve ozgullugi
%99.9 bulunmustur

Duyarlilig tiikuriikte biraz daha dusik
%98.1 bulunmustur

Lee SR. Et al. J Clin Virol 2010

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMI INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI


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

Hizl1 Tan1 Testleri (RDTs)

Diger hizli tam 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
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INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMI INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



Flexible Specimens for Clinical and Non-Clinical Settings

Fingerstick Venipuncture Whole Blood

Simple Testing Procedure

Fingerstick
Step 1 - Collect Step 2 - Insert the device Step 3 - Read between 20
sample. into the buffer. and 40 minutes.

‘II

-

Step 1b - Mix sample Non-Reactive
in buffer. Line in the C Zone

Reactive
Line in the C and T Zones

Ean INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOJi VE
an KLIMIK iNFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



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 Step 3 - Read between 20
sample. into the buffer. and 40 minutes.

y,

Step 1b - Mix sample Non-Reactive
in buffer. Line in the C Zone

E

Reactive
Line inthe C and T Zones

Ean INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOJi VE
an KLIMI iNFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



Hastanin Ornegi Kendi Aldig1 Testler
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HIV-1 Test System
Express (next day) HIV-1 Test vey, Home Ao
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% FDA tarafindan onaylanmistir

The Home Access® Hepatitis C

FDA Approved - The only telemedicine Hepatitis C counseling and testing service
approved by the U.S. Food and Drug Administration for use directly by consumers.

Accurate - As accurate as tests used by Doctors and Hospitals.
Anonymous - You are identified only by a code number that comes with your kit.
Help Line - Toll-free telephone support for test and result questions.

Easy — A non-invasive, simple fingerstick sample is all thatis needed

Additional Information

How It Works

FAQ's

Informational Resources
Risk Assessment

< Ornek laboratuvara gonderilir ve sonuclar 4-10 isguinu sonrast alinir

% Bu testlerin dogrulugu laboratuvar temelli testlere yakindir

Ean INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOJi VE
an KL'MIK iNFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



Virolojik Test Yontemleri

Laboratuvar temelli yontemlerdir

Yapilabilmeleri kalifiye eleman gerektirir

Yuksek maliyetli testlerdir

Kisith butceli dlkeler/kurumlar icin uygun degildir

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



Virolojik Test Yontemleri

Viral nukleik asitin (NAT) saptanmasina yonelik
testlerdir (HCV RNA)

Yiiksek oranli dogruluk ve duyarlilik icerir
— Varlik/yokluk (kalitatif)

— Duzey tespiti (kantitatif)

Tedavi kararina yon verir

Tedavi yanitini izler

Kuru tespit eder

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



2017 DSO Hepatit Test Kilavuzu

« Tek bir in-vitro, serolojik test kullanilmalidir

— Laboratuvar temelli test ((EIA veya CLIA)
— Hizli tam testi (RDT)

« Minimum performans kriterlerini saglamalidir

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMI INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



2017 DSO Hepatit Test Kilavuzu

« Serolojik testle elde edilen reaktif bir sonu¢ mutlaka
kalitatif ya da kantitatif bir NAT ile dogrulanmalidir

 Yuksek etkili DAA caginda kalitatif testler yeterlidir

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



Recommended Testing Sequence for ldentifying _ o —

Haalth and Human Servieei

Current Hepatitis C Virus (HCV) Infection ~ = Bl

Nonreactive Reactive

Not Detected Detected

[ Mo current HCV infection J

'
[ Additional testing as appropriatet ]

* For parsons who might have baen exposad fo HCV within the past & months, tesfing for HCW RNA or follow-up testing for HCV antibody is recommended. For persons who are
immiunocompromisad, tasting for HCW RMA can be congiderad.

t To differentizte past, rasolved HCV infection from biodogic false positivity for HCV anfibody, festing with another HCV antibody assay can be considerad. Repazt HCV RNA tasting if the person tested
ig suspacted fo hawe had HCV exposura within the past & months or has clinical evidenca of HCY disease, or if thare is concem regarding the handling or storage of the test speciman.

Sowrca: COL. Testing for HCOV infechion: An update of guwidancs for climicians and laboratosans. MWWA 20136215




Kalitatif /Kantitatif NAT

Kantitatif NAT testlerinin saptama sinirlari: 600-1100
IU/ml

Kalitatif NAT testlerinin saptama sinirlar: 10-15 IU/ml

Guncel kantitatif NAT testlerinin saptama sinirlan: 10-
15 IU/ml

Kronik hepatit C enfeksiyonlarinin cogunda (%95) HCV
RNA seviyeleri >10,000 IU/ml

IN AILZ TURK KLINiK MiKROBIYOLOJi VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



2017 DSO Hepatit Test Kilavuzu

+ Serolojik testle elde edilen reaktif bir sonu¢ NAT ile
dogrulanamiyorsa, HCVcAg alternatif olabilir

 Bir sistematik derlemede 7 ticari HCVcAg testi ile
NAT testlerinin karsilastirilmasinda bazi HCVcAg
testlerinin duyarliliklar %93.4, ozgullugi ise %98
olarak saptanmistir

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



HCV Infeksiyonunun Serolojik Seyri

Anti-HCV
~ Klinik Bulgular +/-
/1 ]
ALT

o 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4
Aylar Yillar

Ean INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOJi VE
KL'MIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



Tanmda Karsilasilan Zorluklar - Yalanci
Negatiflik

* Immunsupresyon, HIV pozitif kisiler ve transplant
alicilan ve hemodiyaliz alanlarda yalanci negatif
sonuclara neden olabilir

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMI INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



Tamda Karsilasilan Zorluklar - Yalanci
Pozitiflik

« Hastaligin dusuk prevalansh goriildugu bolgelerde
(<%10) yalanci pozitiflik % 35

« HCV pozitif anneden dogan cocuklarda bir yila kadar
anti-HCV pozitifligi gorulebilir

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMIK INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEG



Seronegatif HCV Infeksiyonu Siklig

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)

INAILZ TURK KLINIK MIKROBIYOLOUI VE
KLIMI INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI



Testlerin Duyarlilig

Sinyal-cut-off orani
2% 95 fazla dogrulukla

Tarama test kiti adi uretici Deney Formati o
gercek pozitiflik
habercisi
Ortho HCV Version 3.0 ELISA Ortho EIA > 38
Test System (Enzyme Immunoassay)
EIA
Abbott HCV EIA 2.0 Abbott > 3.8
(Enzyme Immunoassay)
. CIA
VITROS Anti-HCV Ortho . . > 8.0
(Chemiluminescent Immunoassay)
AXSYM Anti-HCV Abbott . _ MEIA > 10.0
(Microparticle Immunoassay)
CMIA
Architect Anti-HCV Abbott (Chemiluminescent Microparticle > 5.0
Immunoassay)
Advia Centaur HCV Bayer i > 11.0

(Chemiluminescennt Immunoassay)

KLIMI

TURK KLINIK MIKROBIYOLOJI VE
INFEKSIYON HASTALIKLARI DERNEGI




Recommended Testing Sequence for ldentifying _ o —

Haalth and Human Servieei

Current Hepatitis C Virus (HCV) Infection ~ = Bl

Nonreactive Reactive

Not Detected Detected

[ Mo current HCV infection J

'
[ Additional testing as appropriatet ]

* For parsons who might have baen exposad fo HCV within the past & months, tesfing for HCW RNA or follow-up testing for HCV antibody is recommended. For persons who are
immiunocompromisad, tasting for HCW RMA can be congiderad.

t To differentizte past, rasolved HCV infection from biodogic false positivity for HCV anfibody, festing with another HCV antibody assay can be considerad. Repazt HCV RNA tasting if the person tested
ig suspacted fo hawe had HCV exposura within the past & months or has clinical evidenca of HCY disease, or if thare is concem regarding the handling or storage of the test speciman.

Sowrca: COL. Testing for HCOV infechion: An update of guwidancs for climicians and laboratosans. MWWA 20136215







