
İzmir Katip Çelebi Üniversitesi Atatürk Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Laboratuvarı, İzmir, Türkiye
Correspondence: Berrin Uzun, 

İzmir Katip Çelebi Üniversitesi Atatürk EAH, Tıbbi Mikrobiyoloji Laboratuvarı, İzmir, Türkiye     Email: berrinuzun@gmail.com
Received: 25.06.2014, Accepted: 01.10.2014

Copyright © JCEI / Journal of Clinical and Experimental Investigations 2014, All rights reserved

JCEI /  2014; 5 (4): 553-556
Journal of Clinical and Experimental Investigations  doi: 10.5799/ahinjs.01.2014.04.0456

ÖZET

Amaç: Hepatit C virüsü (HCV) enfeksiyonlarının labo-
ratuvar tanısında, anti-HCV antikorlarının enzim immun 
assay (EIA) veya kemilüminesans immün yöntemler ile 
saptanması dünyada ve ülkemizde yaygın olarak kulla-
nılmaktadır. Ancak rutin tanı laboratuvarlarında ciddi so-
run oluşturan anti-HCV testlerinde sınır değerine (Serum/
Cut-off; S/C= 1,0) yakın pozitif sonuçların elde edilmesi 
konusunda ortak bir yaklaşım geliştirilmemiştir. Bu çalış-
mada, Şubat 2013-Mayıs 2014 tarihleri arasında üçüncü 
jenerasyon anti-HCV testleri ile “düşük titrede pozitif” ola-
rak saptanan hastaların retrospektif olarak incelenmesi 
amaçlanmıştır.
Yöntemler: Serum örnekleri anti-HCV açısından Advia 
Centaur XP (Bayer-Siemens, Germany) otoanalizörü ile, 
anti-HCV doğrulaması line immunoassay (Inno-LIATM 
HCV Score, İnnogenetics, Belçika) ile, HCV RNA testi ise 
COBAS AmpliPrep/COBAS AMPLICOR HCV Test (Roc-
he, İsviçre) ile çalışılmıştır.
Bulgular: Toplam 55.631 serum örneği incelenmiştir. 
Bunların 55 (%0,10)’i anti-HCV düşük pozitiftir (sample/
cutoff [S/CO]). S/CO değerleri 1,15-6,15 arasında değiş-
mektedir. Düşük pozitiflik saptanan hastaların 17’si (%31) 
line immunoassay ile pozitif, 2’si (%4) şüpheli, 36 hasta 
(%65) negatif olarak tanımlanmıştır. Düşük pozitif ve line 
immunoblot test pozitif örneklerin hiçbirisinde HCV-RNA 
saptanmamıştır.
Sonuç: Moleküler testlerin maliyet etkinliği düşünüldü-
ğünde, tekrarlayan reaktiflik durumlarında antikor pozitifli-
ğinin doğrulanması gerektiği düşünülmüştür. Sonrasında 
gerekirse, biyokimyasal analizlerle birlikte hasta değer-
lendirildikten sonra tanı, takip ve tedavi etkinliği için mo-
leküler testlerin kullanılmasının uygun olacağı sonucuna 
varılmıştır.
Anahtar kelimeler: Anti-HCV, HCV RNA, Hepatit C virüs, 
S/C oranı, RIBA.

ABSTRACT

Objective: Laboratory diagnosis of hepatitis C virus 
(HCV) infection is based on the detection of anti-HCV 
antibodies by enzyme immunoassay (EIA) or chemilu-
minescence immunoassay (CIA) techniques. However, 
a consensus related to the problem of low titer (Serum/
Cut-off; S/C= 1.0) anti-HCV antibodies is still lacking. The 
study attempts to evaluate the clinical status of the pa-
tients with low titer anti-HCV antibodies detected by third 
generation anti-HCV tests during February 2013- May 
2014 retrospectively. 
Methods: Serum samples were studied by Advia Cen-
taur XP autoanalyser (Bayer-Siemens, Germany) for anti-
HCV, and line immunoassay (Inno-LIATM HCV Score, 
İnnogenetics, Belgium) for anti-HCV confirmatory test, 
Cobas AmpliPre/Cobas AMPLICOR HCV Test (Roche di-
agnostics, Switzerland) for HCV RNA.
Results: A total of 55.631 serum samples were studied, 
and 55 of them were anti-HCV positive of which with 
low antibody levels (sample/cutoff [S/CO]). S/CO values 
ranged from 1.15 to 6.15. Seventeen (31%) of patients 
who have low antibody levels were defined as positive 
and 2 (4%) patients were intermittent and 36 (65%) pa-
tients were negative with line immunoassay. HCV-RNA 
was not detected in any of the samples. 
Conclusions: It is thought that antibody positivity must 
be verified in cases of recurrent reactivity when consider-
ing the cost-effectiveness of molecular tests. In the study 
was concluded that the use of molecular tests would be 
appropriate diagnosis, and the effectiveness of treatment 
if necessary after evaluation of patients with biochemical 
analysis. J Clin Exp Invest 2014; 5 (4): 553-556
Key words: Anti-HCV, HCV RNA, Hepatitis C virus, S/C 
ratio, RIBA.

ÖZGÜN ARAŞTIRMA /  ORIGINAL ARTICLE

Düşük titrede Anti-HCV pozitifliği bulunan hastalarda Rekombinant İmmunoblot (RIBA) 
ve HCV RNA test sonuçlarının değerlendirilmesi

The evaluation of Recombinant Immunoblot assay (RIBA) and HCV-RNA test results in patients 
with low titer Anti-HCV positivity

Berrin Uzun, Hakan Er, Serdar Güngör, A. Gamze Şener, Selçuk Kaya



Uzun B, ve ark. Anti-HCV pozitif hastalarda RIBA ve HCV RNA test sonuçları554

J Clin Exp Invest  www.jceionline.org  Vol 5, No 4, December 2014

GİRİŞ
Hepatit C virüsü (HCV), hepatit, siroz ve karaciğer 
kanserinin en önemli etkenidir Bu virüs, Flaviviridae 
ailesi içinde yer alan, zarflı tek iplikli bir RNA virü-
südür. Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre her yıl 
yaklaşık dört milyon kişi bu virüs ile enfekte olmak-
ta; 350.000 kişi HCV ile ilişkili karaciğer hastalık-
larından hayatını kaybetmektedir. HCV ile enfekte 
olan kişilerde %60-70 oranında kronik karaciğer 
hastalığı, %5-20 oranında siroz gibi komplikasyon-
lar gelişmekte; %1-5 oranında ise siroz ya da kara-
ciğer kanserinden ölüm meydana gelmektedir [1]. 
Ülkemizde 600 bin kişinin HCV ile enfekte olduğu 
tahmin edilmektedir [2]. Türkiye Anti-HCV seropre-
valansı bakımından, kan donörlerinde %0,14-0,63 
oranlarında [3,4), poliklinik hastalarında %1,3 [5] ve 
preoperatif hastalarda %2,3 [6] olmak üzere farklı 
oranlar tanımlanmakla birlikte düşük prevalansa sa-
hip toplumlar arasında yer almaktadır [7]. 

HCV enfeksiyonlarının laboratuvar tanısı, has-
ta serumunda virüse özgül antikorların (anti-HCV) 
ya da doğrudan vireminin (HCV-RNA) gösterilmesi 
ile olanaklıdır [8]. Daha ziyade tarama amaçlı olarak 
kullanılan ve ticari olarak temin edilebilen çok sayı-
daki anti-HCV testleri farklı duyarlılıkta olabilmekte-
dir. Bunlar arasında yaygın olarak 2. ve 3. jeneras-
yon anti-HCV testleri tercih edilmektedir. İkinci jene-
rasyon testler NS4 rekombinant proteinlere (5-1-1 
ve c100) ek olarak kor (core) bölgesinden türetilmiş 
bir rekombinant antijen (c22) ile NS3 bölgesinden 
türetilmiş bir başkasını (c33c veya c200) içermekte-
dir. Üçüncü jenerasyon testlerde ise c100 ve 5-1-1 
antijenlerinin yerini c100 peptidi, c22’nin yerini ise 
c22p peptidi almış olup, c33c’nin yoğunluğu artırıl-
mıştır. Ayrıca NS5 bölgesinden türetilen bir rekom-
binant antijen de teste dahil edilmiştir [9,10].

Anti-HCV tarama testleri, HCV prevalansının 
düşük (<%3) olduğu toplumlarda yalancı pozitif 
sonuçlar verebilmektedir [7]. Anti-HCV testlerinde 
sınır (cut-off) değerine yakın pozitif sonuçların elde 
edilmesi, rutin tanı laboratuvarları için ciddi sorunlar 
doğurmaktadır. Bu değerlerin çoğunun yalancı pozi-
tif olma olasılığına karşı sonuçların RIBA (Recombi-
nant immunoblot assay) veya LIA (Line immuno as-
say ) gibi yöntemlerle doğrulanması önerilmektedir 
[7,9,11]. Bu testlerde de ELISA testlerinde kullanılan 
antijenler kullanılmaktadır. ELISA’da katı faz, polis-
tiren bir bant iken RIBA’da nitroselüloz bir banttır ve 
antikorlar ayrı ayrı saptanabilmektedir [9,10]. Ayrı-
ca, anti-HCV pozitifliği akut, kronik ya da geçirilmiş 
enfeksiyonun belirlenmesinde yetersiz kaldığından 
HCV-RNA tespitinin de yapılması gerekli olmaktadır 
[8]. Öte yandan oldukça maliyetli bir yöntem olan 

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile HCV-RNA 
araştırılması aktif HCV tanısı için gerekli iken [9,10], 
eşik değere yakın ve/veya çok düşük anti-HCV po-
zitifliklerine çoğu zaman eşlik etmemektedir [7].

Bu çalışmada üçüncü jenerasyon anti-HCV 
testleri ile “düşük titrede pozitif” olarak saptanan 
hastaların HCV-RIBA doğrulama sonuçlarının 
HCV-RNA değerleriyle birlikte irdelenmesi ve tanı 
algoritmasına katkıda bulunulması amaçlanmıştır.

YÖNTEMLER
Çalışma Şubat 2013-Mayıs 2014 tarihleri arasında 
gerçekleştirilmiştir. Hastanemiz laboratuarına an-
ti-HCV testi için rutin tarama sırasında gönderilen 
55.631 adet serum örneğinin çalışılmasından sonra 
düşük düzeyde pozitif saptanan 55 hastanın verileri 
retrospektif olarak incelenmiştir. Çalışma sırasında 
örnekler geldiği gün çalışılmıştır. Anti-HCV testleri; 
kemiluminesans tekniği kullanılan Advia Centaur 
XP Bayer-Siemens (Germany) otoanalizörü ile ça-
lışılmıştır. Test sonuçları Sample/Cutoff (S/CO) üze-
rinden değerlendirilmektedir. S/CO değeri<1,0 ise 
nonreaktif; >=1 ise reaktif olarak kabul edilmektedir. 
CDC, Advia Centaur cihazı için anti-HCV sinyal cut-
off değerinin ≥11,0 olduğunda %95 olasılıkla gerçek 
pozitif olarak değerlendirildiğinden, bu değerdeki 
sonuçlarda ek çalışmaya gerek duyulmamıştır. Dü-
şük pozitif saptanan örnekler ise tekrar çalışmaya 
alınmıştır. Yeniden anti-HCV pozitif çıkan örnekler 
anti-HCV doğrulaması için, HCV core bölgesi an-
tijenlerini (E2 proteinin HVR bölgesi, NS3, NS4A, 
NS4B ve NS5A bölgeleri) içeren üçüncü jeneras-
yon line immunoassay (Inno-LIATM HCV Score, 
İnnogenetics, Belçika) yöntemiyle çalışılmıştır. Test, 
üretici firmanın önerileri doğrultusunda çalışılmış ve 
yorumlanmıştır.

LIA ile pozitif çıkan örnekler HCV-RNA açısın-
dan taranmıştır. HCV-RNA testi COBAS AmpliPrep/ 
COBAS AMPLICOR HCV Test (Roche Diagnostics, 
İsviçre) ile üretici önerileri doğrultusunda çalışılmış-
tır. Testin lineer aralığı 43 IU/ml – 6,90E+07 IU/ml 
arasındadır. Tüm çalışmalar biyogüvenlik düzeyi 
Seviye 2 olan laboratuvarımızda gerçekleştirilmiştir. 
Hastaların dosyaları incelenerek, demografik bilgi-
lerine, tanı ve diğer laboratuvar verilerine ulaşılmış-
tır. Veri seti, SPSS paket programında tanımlayıcı 
istatistikler kullanılarak analiz edilmiştir. 

BULGULAR
Çalışma süresince toplam 55.631 örnekte anti-HCV 
çalışılmıştır. S/CO değeri düşük düzey pozitif sap-
tanan 55 (%0,10) hastaya LIA ile anti-HCV doğru-
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laması yapılmıştır. Düşük pozitiflik saptanan hasta-
ların tamamının S/CO değerleri 1,15-6,15 arasında 
değişmektedir. Bu hastaların 28 (%51)’i erkek, 27 
(%49)’si kadın olup yaşları 15-78 (ortalama 50) ara-
sındadır. Düşük pozitiflik saptanan hastaların 17’si 
(%31) LIA ile pozitif, 2’si (%4) şüpheli olarak tanım-
lanmıştır. Anti-HCV antikoru 36 hastada (%65) ne-
gatif bulunmuştur. LIA pozitif ve şüpheli 19 olgudan 
10’unun HCV-RNA sonucuna ulaşılabilmiştir. Düşük 
düzey antikor pozitif ve line immunoassay pozitif 
bulunan bu hastalarda HCV-RNA pozitifliği saptan-
mamıştır.

TARTIŞMA

Günümüzde HCV enfeksiyonlarının tanısında rutin 
laboratuvarlarda kullanılan çeşitli testler (anti-HCV, 
RIBA, nükleik asit testleri) bulunmakla birlikte, bun-
ların her birinin kendine özgü çeşitli kısıtlamaları 
vardır [8]. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), “Centers for 
Disease Control and Prevention (CDC)” ve Ameri-
kan Sağlık Enstitüsü gibi kuruluşlar anti-HCV sonu-
cunun, örneğin optik dansitesinin, “cut-off” değerine 
oranı ile saptanan sonucun, yüksek pozitif, düşük 
pozitif ve negatif olarak bildirilmesini önermektedir 
[8]. Ancak ülkemizde tüm merkezler tarafından uy-
gulanan ortak bir tanısal algoritma yoktur. Anti-HCV 
testlerinde düşük pozitif sonuç alınan hastalar, test-
lerin duyarlılıkları ayrı tutulmak üzere, hastalığın 
erken evresinde (pencere dönemi) veya geçirilmiş 
HCV enfeksiyonunda antikor düzeyinin düşmesi 
ile ilgili olabilir [12]. Ancak bu değerlerin çoğunun 
yalancı pozitif sonuçlar olduğu bildirilmekte, buna 
rağmen hastaların takibi önerilmektedir [9]. EIA 
testleriyle alınan bu tür sonuçlar RIBA yöntemiyle 
doğrulanabilir. RIBA pozitifliği ile viremi arasında 
iyi bir uyum olmasına karşılık, EIA ile düşük titrede 
pozitif bulunan örneklerin çoğu RIBA ile de kuşkulu 
(indeterminate) sonuç verebilmektedir [10]. Tanısal 
doğrulamadaki yeri tartışmalı olan immünoblot test-
lerinin duyarlılığının EIA testlerinden daha düşük 
olduğu bildirilmekte olup, RIBA testinin yapılıp ya-
pılmaması ile ilgili farklı görüşler vardır [10,12].

Düşük derecede HCV enfeksiyonu riski olan 
kan donörlerinde, yanlış pozitifliğe sık rastlandığı 
için, antikor özgüllüğünün doğrulanması gerekmek-
tedir. Bunlardan en çok bilineni RIBA’dır [10]. Kan 
bankacılığında, HCV virüsü için Ulusal Kan ve Kan 
Ürünleri Rehberinde ‘’HCV antijen ve/veya antiko-
ruyla taranmak zorundadır ve HCV enfeksiyonunun 
doğrulanmasında immünoblot testleri kullanılır.’’ 
denmektedir [13].

Çalışmamızda anti-HCV düşük titrede pozitif 
(S/CO değerleri 1,15-6,15 arasında değişen) sap-
tanan 55 hastanın tümüne RIBA testi uygulanmış-
tır. Bunların %31’i (17 hasta) pozitif, %4’ü (2 has-
ta) şüpheli, %65’i (38 hasta) negatif saptanmıştır. 
Pozitif ve şüpheli saptanan hastalar incelendiğinde 
10 hastanın ileri incelemelerinin hastanemizde ya-
pıldığı görülmüş, 9 hastanın ise bölgemizdeki diğer 
üçüncü basamak hastanelerde takibinin yapıldığı 
bilgisine ulaşılmıştır. Takibi yapılan 10 hastanın hiç-
birinde RNA pozitifliğine rastlanmamıştır. RIBA çalı-
şılan 55 hastanın hiçbirinde alanin aminotransferaz 
(ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) yüksekliği 
saptanmamıştır. Dolayısıyla bu vakaların yalan-
cı pozitif olduğu desteklenmiştir. Seroprevalansın 
düşük olduğu durumlarda, romatoid faktörü pozitif 
hastalarda, immün supresyona bağlı azalmış im-
mun yanıt durumunda, kan ve organ donörlerinde 
yalancı pozitiflik meydana gelebilmektedir [14]. Aynı 
şekilde, yalancı pozitif sonuçların, diğer viral enfek-
siyonların (CMV, EBV, HIV, hepatit A ve B virüsü) 
varlığı, sistemik lupus eritematozus ve romatoid fak-
tör pozitifliği ve kısa süre önce aşı (grip aşısı gibi) 
uygulaması gibi durumlarda ortaya çıkabileceği bil-
dirilmektedir [10,12].

Farklı araştırıcılar tarafından yapılan çalışma-
larda düşük pozitif anti-HCV sonuçlarının hiçbirinde 
HCV-RNA saptanamamıştır. Myrmel ve ark. 27.978 
serum örneğini incelemiş bunların 90 tanesinin S/
CO değerini 1-1,5 arasında bulmuştur. Bu örnekle-
rin HCV RNA‘larının tümü negatif olarak bildirilmiş-
tir [15]. Dufour ve ark. [11], düşük titrede anti-HCV 
pozitif hastaların %11,4 (16/140)’ünde HCV-RNA 
saptarken; Afşar ve ark. [16] benzer özellikteki 65 
hastada, Oethinger ve ark. [12] 83 hastada, Köse 
ve ark. [17] ise 14 hastada nükleik asit testlerini ne-
gatif bulduklarını rapor etmişlerdir. 

Yalancı pozitifliğe neden olan faktörlerin (oto-
immün hastalıklar, diğer enfeksiyonlara eğilim gibi) 
kadınlarda daha sık rastlanması sebebiyle, düşük 
titre anti-HCV pozitifliği saptanan hastalarımızın ço-
ğunun kadın olması beklenmesine rağmen çalışma-
mızda düşük titrede pozitiflik saptananların kadın/
erkek oranı birbiriyle aynıdır. Hastalarımızın klinik 
tanıları da oldukça heterojen olduğundan bu veriyi 
desteklememektedir. Ayrıca yaşlı hasta grubunda 
düşük titre pozitifliği sıklığının, yıllar önce geçirilen 
HCV enfeksiyonlarında yıllar içerisinde antikor dü-
zeyinin azalmasına bağlı olduğunu ileri süren yayın-
lar mevcuttur [8,12].

Ülkemizden bildirilen bir çalışmada [12], üçüncü 
jenerasyon anti-HCV testleri ile “düşük titrede pozi-
tif” olarak saptanan hastalar HCV-RNA varlığı, ALT 
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ve AST düzeyleriyle birlikte incelendiğinde, düşük 
düzey anti-HCV pozitifliğinde, sonuçların RIBA ve 
HCV-RNA testleriyle doğrulanması şeklinde yapılan 
uygulamaya ek olarak kesin bir önerinin geliştirile-
meyeceği kanısına varılmıştır. Başka bir çalışmada 
ise, anti-HCV ve HCV-RNA testleri çalışılan ve S/
CO değeri 3,8’in (eşik değer: 1,0 S/CO) altında olan 
hastaların hiçbirisinde HCV-RNA saptanmamıştır. 
Yazarlar, EIA yöntemi ile düşük ve/veya eşik değe-
re yakın düzeylerde anti-HCV pozitifliğinin saptan-
ması halinde; sonucun doğrulanması için PCR ile 
HCV-RNA araştırılmasından önce, immunoblot yön-
temlerinin kullanılması, serumun başka bir EIA ile 
çalışılması ya da hastadan alınan yeni bir örneğin 
çalışılması gibi seçeneklere başvurulmasının daha 
uygun ve ekonomik olacağı sonucuna varmışlardır 
[18].

Sonuç olarak, S/CO değerleri 1,15-6,15 arasın-
da değişen hastaların incelendiği çalışmamızda, im-
munoblot yöntemle antikor saptanmış ve takibi ya-
pılabilen hastaların hiçbirinde HCV-RNA saptanma-
mıştır. Moleküler testlerin maliyet etkinliği düşünül-
düğünde, tekrarlayan reaktiflik durumlarında antikor 
pozitifliğinin doğrulanması, gerekirse biyokimyasal 
analizlerle birlikte hasta değerlendirildikten sonra 
tanı, takip ve tedavi etkinliği için moleküler testlerin 
kullanılmasının uygun olacağı düşünülmüştür. 
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