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Amag: HCV-RNA pozitif serum 6rneklerinde anti-HCV diizeylerinin
farkli EIA (Enzim Immun Assay) sistemleri ile degerlendirilerek, EIA
testlerinin performansini karsilastirmak.

Yontem: Bu calismada; 2008 vyilinda Ankara Numune EAH
Mikrobiyoloji Laboratuvarina génderilmis serumlardan HCV-RNA
testi pozitif ¢cikan 104 serum 6rnegi, 3 farkli cihazda EIA sistemleri
ile ((AXSYM HCV 3.0; Abbott GmbH Diagnostika, Wieabaden-
Delkenheim, Germany), BioELISA HCV 4.0 (Biokit, Spain) ve
Architect Anti-HCV (Abbott GmbH Diagnostika, Wieabaden-
Delkenheim, Germany)) anti-HCV  dlzeyleri  yoninden
karsilastirilmistir.

Bulgular: Calismaya alinan HCV-RNA pozitif 104 serum anti-HCV
dlzeyleri yoninden karsilastiriimis ve her 3 EIA test sistemi igin
farkli 1 6rnekte antikor negatifligi saptanmistir (S/CO: <1).

Sonug: Calismada kullanilan 3 Farkli EIA sisteminin herbirinin; 104
serum havuzu iginden, farkli birer 6rnekte (toplam 3 6rnek) negatif
antikor test sonucu vermesi, her 3 EIA ydnteminin benzer
performans gosterdigini ve EIA sistemlerinin sensitivitesinin
yuksek (%99,3) olmasini géstermekle beraber stipheli antikor test
sonuglarinda farkl bir EIA yonteminin kullanilmasinin gerekli
olacagi dusunulmustir.

Anahtar kelimeler: HCV-RNA, anti-HCV, EIA

ABSTRACT

Objective: To evaluate the performance of EIA tests by evaluating
anti-HCV levels in HCV-RNA positive serum samples with different
EIA (Enzyme Immune Assay) systems.

Methods: In this study; 104 serum samples with positive HCV-RNA
test from the sera sent to Ankara Numune EAH Microbiology
Laboratory were collected with 3 different EIA systems ((AxSYM
HCV 3,0; Abbott GmBh Diagnostika, Wieabaden-Delkenheim,
Germany), BioELISA HCV 4.0 (Biokit, Spain) and Architect Anti-HCV
(AXSYM HCV 3,0; Abbott GmBh Diagnostika, Wieabaden-
Delkenheim, Germany) were compared in terms of anti-HCV
levels.

Results: 104 HVC-RNA positive serums included in the study were
compared in terms of anti-HCV levels and antibody negativity was
detected in 1 sample for each 3 EIA test systems (S/CO:<1)
Conclusion: Each of the 3 different EIA systems used in the study;
A negative antibody test result in a different sample (3 samples in
total) out of 104 serum pools shows that all 3 EIA methods show
similar performance and the sensitivity of EIA system(99.3%),
although it was thought that it would be necessary to use a
different EIA method in suspicious antibody test results.
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Giris

Hepatit C, Hepatit C virlisinin (HCV) sebep oldugu bir
karaciger inflamasyonudur. Bu virls akut veya kronik
hepatite sebep olabilir, akut hastaliktan kronik hastaliga
kadar genisleyen yelpazede ileri yaslarda karaciger sirozu
ve kansere sebep olabilir.! Occult (gizli) enfeksiyon (OCl)
olusturma ihtimali nedeniyle, HCV enfeksiyonlarinin
erken tani-tedavi ve takip sireci, ilerleyen zamanda
neden oldugu ciddi komplikasyonlar nedeniyle
dnemlidir.?

Gizli Hepatit C virisi (HCV) enfeksiyonu, serumda
saptanabilir HCV-RNA’sI olmayan hepatositlerde veya
periferik kan mononiikleer hiicrelerinde HCV-RNA’ nin
varligi olarak tanimlanir. Su anda tanimlanan iki tip OCI
vardir: Seronegatif OCl (anti-HCV antikor-negatif ve
serum HCV-RNA-negatif) ve seropozitif OCI (anti-HCV
antikor-pozitif ve serum HCV-RNA-negatif). Bu durum
ikincil gizli HCV enfeksiyonu olarak da
adlandiriimaktadir.?

HCV enfeksiyonlarinin tanisinda genellikle iki asamall
tarama ve dogrulama testi algoritmasi uygulanir. ilki;
Antikor taramas! ve dogrulama testleri (anti-HCV/RIBA-
Rekombinant Immunobloth Assay), ikincisi ise molekiiler
(HCV-RNA) testlerdir.* HCV enfeksiyonlarinin tanisinda,
Centers for Disease Control and Prevention (CDC)’ nin
yapmis oldugu algoritmaya gore; antikor tarama testi
sonucu pozitif olan o6rneklerin numune / esik deger
(5/CO) (Sample/Cut-off) oranlarina goére destek
(dogrulama) testi uygulanabilecegi belirtilmistir. Ancak
bu oneriler uygulanmadan oOnce, her laboratuvarin
tarama testi uyguladiklari popilasyonlarda =95 destek
testi ile pozitif sonug alinan S/CO oranini belirlemesi ve
tarama testi pozitif olan sonuglar arasindaki iliskiyi
degerlendirmesi gerekir. Laboratuvarlarin bu onerileri
uygulamasi ile destek testi uygulamasini gerektirecek
tarama testi pozitif 6rneklerin sayisi azalacak ve maliyet
yuki dusecektir. Ayrica hastalara ve doktorlara daha
givenilir  sonuglarin  verilmesi  saglanacaktir.* Bu
¢alismada, HCV-RNA pozitifli§i saptanmis serum
orneklerinde geriye donuk olarak 3 farkh EIA kitinde
antikor taramasi yapilmistir.

Yontem

Bu calisma; 2008 yili icinde toplanmis bulunan 104 HCV-
RNA (+) serum 6rnegi kullanilarak yapilmis olup, érnekler;
poliklinik, yatan hasta ve kan donérlerinden elde
edilmistir. ilk asamada; HCV tanisi icin gdnderilen serum
orneklerinden HCV RNA testi QlAamp MinElute Virus Spin
Kiti (QIAGEN, Hilden, Germany) kullanilarak HCV-RNA
varhgi gosterildi. Bu testin analitik duyarhihg! 3,15x10 IU,
lineer araligi ise 102 -107 |U/ml’dir. Calismaya alinan
serum Orneklerinin HCV RNA duzeyleri; 40 kopya/ml ile
115.000 kopya/ml arasinda degismekte olup, HCV-RNA
pozitifligi saptanan 104 serum o6rnegi, anti-HCV testleri
calisilacag zamana kadar -20 C' de saklandi. Calisma
zamani geldiginde; anti-HCV dizeyleri yoninden 3 farkl
EIA kiti ile calisildi. Antikor taramada kullanilan EIA kitleri;
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AxSYM HCV 3.0 (Abbott GmbH Diagnostika, Wieabaden-
Delkenheim, Germany), BioELISA HCV 4.0 (Biokit, Spain)
ve Architect Anti-HCV (Abbott GmbH Diagnostika,
Wieabaden-Delkenheim, Germany)’dir. Bu tg farkl test
yontemi icin; antikor tarama esik degeri Uretici firma
Onerileri dogrultusunda ‘1’ S/CO olarak tanimlanmis ve
antikor pozitifligi degerlendirmesi igin pozitiflik esik
degeri 1 olarak alinmistir. (S/CO>1) Calismaya baslarken;
hastalarin yas, viral yik diizeyi, cinsiyet, Serum ALT
diizeyleri ayrica kayit altina alinarak; bu parametrelerin
anti-HCV duzeyleri ile arasindaki iligkiyi incelemek igin
SPSS 11.3 ve t testi kullaniimig olup, numunelere ait farkli
EIA cihazlarindaki Anti-HCV dizeyleri Tablo 1’de
sunulmustur.

Tablo 1. HCV-RNA pozitif serum 6rneklerinde g farkh cihazin anti-HCV
yoéninden performansi

Anti-HCV kiti Anti-HCV (+) Anti-HCV (-) Toplam

AXSYM HCV 3.0 103 (%99,03) 1 (%0,96) 104 (%99,9)
BioELISA HCV 4.0 103 (%99,03) 1 (%0,96) 104 (%99,9)
Architect Anti-HCV 103 (%99,03) 1 (%0,96) 104 (%99,9)

Bulgular

SPSS 11.3 ve t testi kullanilarak yapilan istatistik analiz ve
degerlendirme sonuglarina gore; ardisik olarak her 3 EIA
test yontemi ile test edilen 6rnek havuzundan (n:104)
birer tanesi, 3 farkli EIA kitinin her birinde antikor negatif
(S/C0<1) bulundu. istatistik ¢alismasinda; her 3 test kiti
icin ayni sensitivite (%99,03) ve pozitif prediktif
deger(%99) hesaplandi. Antikoru negatif saptanan 3
serum Ornegi haricindeki 101 antikor pozitif 6rnekte viral
yuk cok degiskenlik gdostermekte olup, kantitatif viral yik
40 kopya/ml-160000 kopya/ml arasinda degismekteydi.
3 farkl EIA kitinde, antikor negatif bulunan hastalar farkh
kisiler olup, bu hastalarin HCV-RNA diizeyleri de farkli
seviyelerde idi. (1. Hasta: 50 kopya/ml (anti-HCV:0,06
S/CO (BIOKIT)), 2. Hasta: 1200 kopya/ml (anti-HCV:0.4
S/CO (AXSYM)), 3. Hasta: 44000 kopya/ml (anti-HCV:0,7
S/CO (ARCHITECT)). 1. Hasta igin; AXSYM kiti test sonucu:
2.14, ARCHITECT Kkiti igin: 4,10; 2. Hasta igin; BIOKIT kiti
test sonucu: 1,24, ARCHITECT kit test sonucu: 3,42; 3.
Hasta icin; BIOKIT kit test sonucu: 1,80, AXSYM kit test
sonucu: 2,54 olarak bulundu. istatistiksel olarak; yas, viral
yuk, cinsiyet, serum ALT dizeyleri ile antikor pozitifligi
veya negatifligi  arasinda  anlaml bir  iligki
gosterilememistir (p>0,05).

Tartisma

HCV enfeksiyonlarinin tanisi Mikrobiyoloji laboratuvarlari
icin  her zaman sorun teskil etmistir. HCV
enfeksiyonlarinin tani algoritmasinda 6ncelikle anti-HCV
ElA teslerinin uygulanmasi, pozitif veya ara deger (gri zon)
sonuglarin ise daha o6zgul bir testle dogrulanmasi
gerekmektedir.> Gri zondan kasit; diisiik prevalansa sahip
Ulkelerde siklikla goriilen yanhs pozitif sonuglardir.
Ulkemiz de disiik prevalansa sahip ilkelerden biridir ve
prevalans orani %0,4-2,0 arasindadir. Dislk prevalansa
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(<%10) sahip ulkelerde, anti-HCV EIA testlerinde yanlis
pozitif sonuglar (1-5 S/CO) siklikla gézlenmektedir.®
Tarama testlerindeki yanlig pozitiflikler; test spesifitesi ve
sensitivitesinden bagimsiz olarak, y-globillin artisi,
karaciger hastaliklari, otoimmin hastaliklar, viral
enfeksiyonlar (HBV, HIV), serum &rneklerinin farkli
sicakhklarda uzun siire bekletilmesi ve asi uygulamalari
sonrasinda goériilebilmektedir.”

HCV enfeksiyonlarinda tanisal testlerin
degerlendiriimesinde hangi testin referans test olarak
alinmasi gerektigi konusunda c¢ok farkli gorusler
bulunmaktadir. Ancak anti-HCV EIA testlerinde genel
kabul goren akim; anti-HCV EIA testlerinde duyarhlik ve
ozglllik degerlendirilecekse, PCR (Polymerase Chain
Reaction) testlerinin referans test olarak kullaniimasi
gerektigidir.® Antikor tarama testlerinin givenilirligi
gostermede, her ne kadar RIBA testleri 6nerilse de, HCV-
RNA’yI saptayan kalitatif ve kantitatif testler hem HCV
enfeksiyonunun varligini géstermesi, hem de tedavi
seklini belirleme ve tedavi takibi agisindan birinci
derecede 6nemli testlerdir.

Biz de yaptigimiz galismada; HCV-RNA pozitif serum
orneklerindeki anti-HCV duzeylerini farkli EIA kitlerini
kullanarak test kitlerinin performansini karsilastirmayi
amagladik. Bu amagla; HCV-RNA pozitifligi saptanmis 104
ornek, 3 farkh EIA kitiyle (AXSYM HCV 3.0, BioELISA HCV
4.0 ve Architect Anti-HCV) calismaya alinmistir. Calismaya
iliskin kisitliliklar; dlstk seroprevalansa sahip bir
toplumda yapilan bir ¢alisma olmasi, teknik sebepler
(arastirma amach cihaz-kit kullanim zamani) ve akut faz
proteinleri pozitif (Romatoid faktor) (enfektif/non-
enfektif ayrimi yok) olan hastalarin da g¢alismaya dahil
edilmesiydi. ~ SPSS 11.3 ve t testi kullanilarak yapilan
istatistik analiz ve degerlendirme sonuglarina gore; her 3
EIA test yontemi ile test edilen 6rnek havuzundan (n:104)
birer tanesi, 3 farkli EIA kitinin her birinde antikor negatif
(5/C0O<1) bulunmustur. 3 farkh EIA kitinde, antikor negatif
bulunan hastalar farkh kisiler olup, bu hastalarin HCV-
RNA diizeyleri de farkh seviyelerde idi. (1. Hasta: 50
kopya/ml (anti-HCV:0,06 S/CO (BIiOKiT)), 2. Hasta: 1200
kopya/ml (anti-HCV:0.4 S/CO (AXSYM)), 3. Hasta: 44000
kopya/ml (anti-HCV:0,7 S/CO (ARCHITECT)). Negatiflik
saptanan 6rnekler, sonucun saptandigi kite gore; diger 2
test kitiyle gri-zon (1-5 S/CO) sonuglar vermistir. Sonug
itibariyle, bu 3 antikor negatif sonug saptanan farkli
serum orneklerine yonelik olarak, Bu durumun test kiti
kaynakli (test kiti icindeki rekombinant (E.coli kaynakli
viral proteinler) veya sentetik antijenle ( mikropartikile
bagh core, NS3, NS4 ve NS5 antijenleri) etkilesimsizlik)
olmasi veya OCi (gizli HCV enfeksiyonu) ile
aciklanabilecegini diisiiniiyoruz. Ozellikle core bélgesine
ait; ¢ 22-3, ¢ 22-c ve ¢ 22-p epitoplari, NS3 bolgesine ait;
¢ 33-c ve/veya NS4 bolgesine ait ¢ 100-3 epitoplarina
karsi immun tolerans gelisimi bdyle bir negatif sonuca
sebep olabilir. Istatistiksel olarak; Yas, viral yiik, cinsiyet,
serum ALT duzeyleri ile antikor pozitifligi veya negatifligi
arasinda bir iliski gosterilememistir (p>0,05). Test
sonuglarina goére; her 3 test kiti icin 104 6rnegin 103’
pozitif sonug verirken, her biri farkli EIA kitinde olmak
Uzere, anti-HCV negatifligi saptanan 3 farkli serum 6rnegi
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bulunmustur.  Calisma  grubunda, antikor test
negatifligine sebep olacak 6zel bir durum (HIV enfeksiyon
varligl, immunsupresyon, Kemoterapi, vs) yoktu. Calisma
sonuglarina gore; yas, cinsiyet ve ALT duzeyleri ile anti-
HCV  dizeyleri arasinda anlamh bir iliski
gosterilememistir. Orta yas grubu (40 yas ve usti)
erkekler HCV enfeksiyonu agisindan daha riskli grubu
gostermistir. ALT enzim dizeyleri ile anti-HCV diizeyleri
arasinda da anlamh bir iliski bulunamamistir.

Kaya ve ark. yaptiklari bir calismada®; 87 hasta serumunu
HCV-RNA ve anti-HCV titreleri ydniinden taramiglar ve 87
ornegin 30" unda HCV-RNA pozitif ve 60’inda anti-HCV
pozitif bulunmustur. HCV antikorlari pozitif hastalarin
14’Gnde antikor titreleri 2,5 U/ml’'nin altinda
bulunmustur. Dusik antikor titreli 6rneklerin hicbirinde
HCV-RNA porzitifligi gosteriimemis ve antikor negatif
orneklerin hepsinde HCV RNA negatifligi saptanmistir.
HCV-RNA pozitif érneklerin hepsinde ise HCV antikorlari
pozitif bulunmustur. Bu bilgiye dayanarak; HCV
antikorlari negatif hastalarda HCV-RNA’'nin da negatif
olmasi gz onlinde bulundurulursa rutin tarama amach
testlerde glvenilir bir EIA teknigi ile anti-HCV
antikorunun arastirilmasinin, kisinin HCV ile enfekte olup
olmadigini  belirlemede yeterli olabilecegini ifade
etmiglerdir.

Us ve ark. yaptiklari ¢alismadal®; RT-PCR ile EIA test
sonuglarini karsilastirmayir amaglamislardir. Bu nedenle;
202 hasta serumu anti-HCV taramasi icin AxXSYM HCV 3.0
ile calisiilmis, bu serumlarin 147’sinde anti-HCV pozitif
olarak saptanmis, ayni 202 6rnegin 122’sinde de HCV
RNA pozitif olarak saptanmistir. EIA ve PCR sonuglarina
gore; anti-HCV ve HCV-RNA’nin birlikte pozitiflik
gosterme orani 202 hastada 107 (%52,9), HCV-RNA
pozitif ve anti-HCV negatif olgulari 202 hastada 15 (%7,4),
anti-HCV pozitif ve HCV-RNA negatif olgulari 202 hastada
40 (%19,8), her iki testin negatif oldugu olgulari ise 202
hastada 40(%19,8) olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismanin
sonuglarina gore; HCV-RNA arastiriimasinin anti-HCV
pozitif hastalarda oldugu kadar, anti-HCV negatif
hastalarda da 6nemli oldugu gosterilmistir.

Fidan ve ark. yaptiklari ¢alismada;!! anti-HCV’si pozitif
serum oOrneklerinde HCV-RNA pozitiflik oranlarinin ve
HCV-RNA pozitifliginin anti-HCV ile dizeyleri (S/CO) ile
iliskisinin belirlenmesi amaciyla ¢calisma yapmislardir. 297
anti-HCV pozitif serum 6rneginin 110°unda (%37) viremi
varligini gdsteren HCV- RNA pozitifligi gosterilmistir.
Sanhdag ve ark. yaptiklari bir calismada??; anti-HCV test
sonuglari pozitif ¢cikan 658 serum numunesi icin HCV-RNA
taramasi yapilarak karsilastirilmis  ve enfeksiyonu
gostermede en etkin S/CO degeri bulunmaya calisiimistir.
Anti-HCV ve HCV-RNA diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir korelasyon bulunmus olup (p:0,00)
yapilan analizlerde; en uygun S/CO degeri 5,0 olarak
verilmistir. Netice olarak; 5 ve 5’ e yakin anti- HCV diizeyi
olgularinda, HCV-RNA bakilmadan 6nce, testin yeni 6rnek
ile en az 2 hafta sonra ayni yontemle calisan farkl bir
testle tekrarlanmasi gerektigini belirtmislerdir.

Myeong ve ark. vyaptiklan ¢alismada;* HCV
enfeksiyonlarini taramak icin Anti-HCV antikor testleri ve
HCV enfeksiyonunu dogrulamak igin HCV-RNA icin RIBA
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ve gercek zamanli (real time) PCR testi yapmislardir. HCV
enfeksiyonunu tahmin etmek igin optimal S/CO oranlarini
belirlemek Uzere g¢alismanin karakteristik egrilerini
degerlendirmisler ve sonug olarak; S/CO orani i¢in kesme
degeri; RIBA sonuglarini tahmin etmek igin 3,63 ve HCV-
RNA sonuglarini tahmin etmek i¢in 10,6 bulmuslardir.
S/CO orani 210,6'nin yiksek aktif HCV enfeksiyonu riskini
gostermistir. 3,63 ila 10,6'lik bir S/CO orani, daha fazla
degerlendirmeye ve HCV-RNA testini tekrarlamaya
ihtiya¢c duymustur. <3,63 veya 10,6 S/CO oranlari igin
bagka test gerekmedigi belirtilmis olup Anti-HCV Ab
testinin S/CO oraninin, daha ileri laboratuvar testleri veya
klinik takip ihtiyact da dahil olmak {zere HCV
enfeksiyonlarini  dogrulamak i¢cin vyararli  bilgiler
sagladigini belirlemislerdir.

3 farkh EIA kitinin performansinin karsilastiriimasini
amaglayan ¢alismamizda her 3 EIA kitiyle birer serum
orneginde anti-HCV negatifligi saptanmasi nedeniyle,
kuskulu olgularda tek bir test ile yetinmeyip, farkli
firmalara ait ve farkli antijenik icerikleri olan kitlerle
tarama testinin tekrarinin ve gerekirse HCV-RNA'nin test
edilmesinin yararl olacagini diisiiniiyoruz. Bu g¢alismada
kullanilan EIA kitlerinin sensitivitelerinin yliksek olmasi
nedeniyle, HCV’ ye maruziyeti belirlemede oldukga iyi bir
secenek olabilecegini ve bir dogrulama testine gerek
kalmadan guvenle kullanilabilecegini sdyleyebiliriz.

Etik standartlara uygunluk

Bu ¢alisma; 2009 yilina ait olan uzmanlik tezimin yayinini
icermekte olup, asistanlik yaptigim hastanede (Ankara
Numune EAH Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi, su
anda kapandi) o doneme ait Etik kurul yapilanmasi
olmamasi ve kurul karari gerekmedigi icin, o donemde
Etik kurul basvurusu yapilmamistir. Bu ¢alisma igin,
yapildigi 2009 vyilinda ayrica Bashekimlik onayi
istenmemistir.

Cikar gcatismasi
Yazarlar arasinda gikar ¢atismasi tarif eden herhangi bir
kisi bulunmamaktadir.
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EY: Planlama, analiz, 6lcme-degerlendirme, AT: Sireg
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