Viral Hepatit Derg 1996 (2) 113-118

HEPATIT C VIRUSU (HCV) ENFEKSIYONU TANISINDA
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OZET

Sunulan aragtirmada, HCV enfeksiyonu tamsinda kullamlan gesithi yontemlerin degerlendirilmesi amaglandi. 17 Non-A Non-
B Hepatit (NANBH) olgusu, 73 hemodiyaliz hastasi ve 80 kan dontriinde HCV Spot test, EIA ile anti-HCV varhg arastinldi;
dogrulayici yontem olarak Lia Tek 11l ve HCV Blot 3.0 immunoblot testler kullanilarak duyarhlik ve ozgillikleri saptandi. HCV
Spot test ve EIA'in duyarliliklar sirast ile % 98.1, % 98.1 dzgillikleri % 89.8 ve % 86.4 idi. 170 6rnegin 164'unde (% 96.5) her
iki test ile aym sonug alindi. Cihaza gereksinim duyulmadan kolay ve hizl bir sekilde uygulanan HCV Spot test tarama testi ola-
rak kullamlabilir giivenliktedir. EIA ile yalanci olumlu sonug alinan érneklerin % 68.8'inin COI (Cut Off Index) degeri 5'in alun-
da idi. Immunoblot testlerde reaksiyon en siklikla kor antijenine kargi saptandi. Kronik (kr.) hepatit gelismig hemodiyaliz hastala-
ninda Non-Stritktirel (NS) 5 Ab pozitiflik orani (% 52.6) ; kronik hepatite iligkin herhangi bir bulgusu olmayan hastalarda sapta-
nandan (% 13.6) anlamli derecede fazla idi ( p = 0,019). NS5 Ab reaktivitesi hepatit geligiminin prognostik bir gostergesi olabile-
cedi disiinuldu.

Anahtar Kelimeler : HCV enfeksiyonu; HCV Spot test: immunoblot test, kan donérleri; hemodiyaliz hastalar, NANBH:
NS5 antikoru.

SUMMARY
EVALUATION OF THE VARIOUS ASSAYS IN THE DIAGNOSIS OF HCV INFECTION

In the present study, we aimed to evaluate the diagnostic performance of the assays. We tested serum samples from 17
NANBH, 73 hemodialysis patients and 80 blood donors for anti-HCV by using HCV Spot Assay and EIA. We evaluated the per-
formance of the screening tests by comparing the results with immunoblot tests (Lia Tek 111 and HCV Blot 3.0) as confirmatory
assay. The sensitivity and specificity were 98.1% and 89.8%, for HCV Spot Assay and 98.1% and 86.4%, for EIA, respectively.
Results of the spot assay and EIA agreed very well for 164 of 170 (96.5%) samples tested. HCV Spot Assay is simple and quick
to perform and can be used as a screening test without any equipment. Of the samples with false-positive EIA results, 68.8% had
weak EIA reactivity (COI<S). The core antigen was the most reactive antigen in the immunoblot tests. The antibodies to NS5 re-
gion of HCV genome were found 1o be detecied more frequently in the hemodialysis patients with chronic hepatitis than the pati-
ents without any evidence of liver disfunction (52.6% and 13.6%, respectively, p=0,019). The NS5 Ab reactivity can be a prog-
nostic marker of developing liver damage.

-

GIRIS ral hepatit olgulari, Hepatit A Virusu (HAV) ve
Hepatit B Virusu'nun (HBV) gosterilmesi, serolo-

Viral hepatit alfabesini hizla okumakta oldugu-  jik testlerin gelistirilmesi sonucunda etyolojik ola-
muz giiniimiizden geriye baktigimizda, bu alanda  rak tammlanmaya baglanmig, ancak kisa bir siire
ozellikle son yillarda ilgi gekici ve hizli gelismeler ~ sonra HAV ve HBV serolojik gostergeleri ile agik-
oldugunu goriiyoruz (1). 1940'h yillarda enfeksi- lanamayan transfiizyon hepatiti olgularimin varhgi
yoz ve serum hepatitleri seklinde gruplandinlan vi-  dikkat cekerek, etken(ler) NANBH viruslan olarak

« Bu arastrmanin bir bolami XX VIL Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi'nde s6z1 bildiri olarak sunulmustur (7-10 Masiy 1996, Antal-
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adlandirtimastir (2,3,4). Kloroforma duyarh, paren-
teral NANBH virusu, HCV olarak taksonomide ye-
rini almig ve genomunun &zellikleri belirlenmistir
(5).

HCV'nin klonlanma c¢aligmalan sirasinda elde
edilen ¢100-3 antijeni kullamlarak yapilan antikor
aramaya yonelik arasturmalar 6zellikle hemodiyaliz
hastalari olmak tizere ¢esitli risk gruplarinda HCV
enfeksiyonunun 6nemini ortaya ¢ikarmistir (6.7.8).
Ancak, Lkusak ELISA anti-HCV testleri yeterli du-
yarlik ve ozgiilliikte olmadigindan (9), ¢22, ¢33-c
antijenlerini de igeren Il.kusak ve genomun nons-
triiktiirel (NS) 5 bolgesine ait proteinlerini de ige-
ren I1l.kugak ELISA testleri gelistirilmigtir (10,11).
HCV genomunun striiktiirel ve NS antijenlerine
karg1 olugmus antikorlan nitroselliiloz seritler iize-
rinde belirleme esasina dayanan immunoblot yon-
temleri, dogrulayici antikor saptama testleri olarak
uygulanmaya baslanmugtir (12,13).

Sunulan arastirmada; kan donorlerinde, hemodi-
yaliz hastalarinda ve NANBH olgularinda anti-
HCV arastinlmasinda kullanilan Spot test ve ELI-
SA yontemlerinin duyarhlik ve ozgiilliiklerinin
saptanmast ; iki immunoblot testi ile saptanan reak-
siyonlarin karsilagtiriimasi ve klinik veriler 15181 al-
tinda HCV tamsina yonelik testlerin tartigiimasi
amaglanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Aragtirmada toplam 170 serum Ornegi ¢aligildi.
Bunlardan 73'ti Akdeniz Universitesi Hastanesi
Nefroloji Bilim Dali tarafindan izlenen hemodiya-
liz hastalarindan elde edildi. 17 ornek. Haziran
1994 - Ocak 1996 tarihleri arasinda saptanan ve -
70°C'de saklanan NANBH olgularina ait serumlar-
di. Saghikh kontrol grubu olarak da Kan Bankasi'na
basvuran 80 kiginin serumlar ¢alisildi.

Aragtirma, Akdeniz Universitesi Hastanesi Mer-
kez Laboratuvari'nda gergeklestirildi. Tiim serum
orneklerinde HCV Spot test ve EIA yontemleri ile
anti-HCV varhgi arastinlarak, dogrulayict yontem
olarak iki immunoblot test kullanild.

HCYV Spot test (Genelabs Diagnostics, Singapo-
re) : HCV genomunun striiktiirel ve NS bolgelerine
ait rekombinant antijenler membrana tespit edilmis
olup, serumda anti-HCV varhg, cihaza gereksinim
duyulmadan yapilan, 6-7 dakika siiren bir dizi is-
lem sonucunda, enzimatik reaksiyonla kirmizi bir
nokta seklinde goriiniir hale getirilmektedir. Yalan-
¢ negatifligi onlemek amaci ile membranda anti-
human IgG igeren bir bolge de bulunmaktadir. Bu
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nedenle, pozitif sonug iki kirmizi nokta seklinde
belirmekte: sadece anti-human IgG noktasinda sap-
tanan kirmizi renk negatif olarak degerlendirilmek-
tedir.

UBI HCV EIA 4.0 (Organon Teknika) : HCV
genomunun kor, NS3, NS4 ve NS5 bolgelerine ait
sentetik peptidlerin antijen olarak kullamildig: ELI-
SA yontemidir. Calisma, Tek Time otomatize ELI-
SA cihazi ile yapilip, sonuglar COI (test serumu-
nun optik dansitesi/cutt off degeri) olarak ifade
edildi.

HCV Blot 3.0 (Genelabs Diagnostics, Singapo-
re) : Uzerinde rekombinant kor, NS3-1, NS3-2,
NS4 ve NS5 proteinlerin yer aldigi, nitroselliiloz
serit; serum, konjugat ve substrat ile muamele edi-
lerek, kontrollere gore bantlarin reaktivitesi deger-
lendirildi. Iki veya daha fazla antijene 1+ veya iize-
rinde reaksiyon saptanmasi pozitif ; tek antijene
kargi saptanan reaktivite ise "indeterminate” olarak
yorumlandi.

Lia Tek HCV 11l (Organon Teknika) : Nitrosel-
liloz serit iizerinde: sentetik C1 (kor), C2 (kor),
E2/NS1, NS4, NS5 ve rekombinant NS3 antijenle-
rinin yer aldigi bir "line immunoassay"dir. Reaksi-
yon saptanan bant sayisi en azindan 2 ve reaksiyon
1 + veya iizerinde ise, ya da 2 + veya daha reaktif
tek bant saptanmis ise sonug pozitif olarak deger-
lendirildi. Tek bantta 1+ reaktivite, "indeterminate”
kabul edildi.

BULGULAR

Anti-HCV varhg arasunlan toplam 170 se-
rum orneginin 67'sinde (% 39.4) EIA; 63'tinde (%
37.1) Spot test ile pogisiflik saptandi. Alu 6rnekte
her iki test ile farkh sonug¢ alindi. Bu serumlarda
immunoblot test sonucu negatif idi. Spot test ve
EIA arasinda % 96.5 oraminda uyum oldugu goz-
lendi (Tablo 1).

Anti-HCV tarama testlerinin duyarhk ve 6zgiil-
liigiiniin belirlenmesinde immunoblot yontem so-
nuglan referans olarak kulanildi. Testlerden her-
hangi biri ile pozitif bulunan o6rnekler ve testlerden
biri ile pozitf digeri ile indeterminate saptanan or-
nekler sonug¢ degerlendirmede pozitif olarak ele
alindi (Tablo 2).

Kan donorlerinde HCV Spot test ve EIA ile se-
ropozitiflik saptanan 2 6rekten biri immunoblot
yontemi ile dogruland: (Tablo 3).

Onyedi NANBH olgusunun 10'unda (% 58.8)
her iki tarama testi ile de anti-HCV saptandi ve tii-
mii dogrulama testi ile olumlu bulundu. Hemodiya-



Tablo 1. HCV Spot test ve EIA sonuglarimin Karsilastirilmasi.

Spot Test

EIA Negatif Pozitif
n (%) n (%) n (%)
Negatif
103 (60.6) 102 (99.0) 1 (L0)
Zawif pozitif (COI < 5) 2 (20.0) 8 (80.0)
10(5.9)
Kuvvetli pozitif (COI= 5) 3 (45.3) 54 (94.7)
57 (33.5)
Toplam
170 (100.0) 107 (62.9) 63 (37.1)

Tablo 2. Inmunoblot test sonuglari

HCV BLot 3.0 Lia Tek I

Tablo 4. Hastalarda HCV spot test, ELISA ve immunblot
test sonuclar (N: 90)

Test sonucu Lia Tek 111 .
velveyn HCV Blot 3.0 S]}Dl test*/EIA **
n Negatil Negatif Poritil/ Pozitif

Negatif 121 120 18 o
Indeterminate 1 4 3 Negatif 39 28/24 11/15
Pozitif 48 46 49 Indeterminate 3 0/0 33

Poziuf 48 1/1 47/47

Toplam 90 29/25 61/65

Tablo 3. Kan donérlerinde HCV spot test, EIA ve immu-
noblot test sonuclari (n: 80)

Spot test*/EIA**
Immunoblot n Negatif/Negatif Poxitil/ Pozitifl
Negatif 79 78/78 /1
Indeterminate 0 0/0 0/0
Pozitif i 0/0 1/
Toplam 80 78/78 2/2

* Duyarhlik: % 100.0; ozgiilliik: % 98.7
** Duyarhlik: % 100.0; 6zgilliik: % 98.7

liz hastalarinda ise Spot test ile olumlu 6érneklerin
% 78.4'li ; EIA ile olumlu 6rneklerin % 72.7'si dog-
ruland1. Immunoblot yontem ile reaktivite gosteren
ancak tarama testlerinde anti-HCV saptanamayan
olguda kronik hepatit mevcuttu. EIA ile pozitiflik
saptanan hasta serumlarinin % 23.1'i yalanci ne-
gatif idi (Tablo 4).

Tiim olgular dikkate alindiginda; her iki ta-
rama testinin duyarhhg: % 98.1 ; ozgiilligii Spot
test i¢in % 89.8 ; EIA i¢in % 86.4 idi.

EIA aktivitesi zayif olan 14 serumun 11'i (%
78.6) immunoblot testler ile negatif bulundu.
Buna karsin COI'i 5 ve iizerinde olan 6mekle-
rin % 90.6'sinda anti-HCV varhigi  dogruland.

;_Ddg_ealrl1lnk: % 98.0; dzgiillik: % 71.8
** Duyarhihk: % 98.0; 6zgullik: % 61.5

Tablo 5. EIA sonuclarimin COI degerleri ve immunoblot
sonuglari (n= 170)

Immunoblot
ElAn Negatif (n) Indeterminate (n) ) Poaitif (n)
Negatf 102 0 1
Zaysf pozitif s
(COl <5)(14) 11 3 0
Kuvveth poziuf
(COIZ=5) (53) 5 0 48
Toplam (170) 118 3 49

Yalanci pozitif EIA orneklerinin % 68.8'inin EIA
aktivitesi zayifti (COI<5) (Tablo 5).

immunoblot testlerde saptanan reaktif bantlarin
sayisal dagiliminda testler arasinda fark gozlenme-
di. En siklikla saptananlar kor antikorlar: idi (Tablo
6). Iki farkli immunoblot yonteminde genomun ay-
m antijenlerine karsi farkli yanit ahnan serum or-
neklerinin olmas: dikkat ¢ekici idi.

Tablo 7'deki veriler sadece hemodiyaliz hastala-
rina aittir, ¢iinkii NANBH olgularinda kronik hepa-
tite yonelik degerlendirmeler tamamlanamamustir.
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Tablo 6. Immunblot testlerde saptanan reaktif bantlar

NS4 NS5

Kor E2/NS1 NS3
Testler n n % n % n % n %o n %
Lia Tek I 51 41 804 25 49.0 32 67.7 28 54.9 19 373
HCV Blot 3.0 49 40 81.6 38 77.6 30 61.2 17 347
Tablo 7. Hemodiyaliz hastalarinda immunoblot yonteminde saptanan reaktif bantlarin dagilim
Kronik Kor NS3-1 NS3-2 NS4 NS5
Hepatit
Bulgulari n n % n % n %o n % n %
Var 19 14 737 17 895 11 579 12 632 10 526
Yok 22 17 77.3 18 81.8 14 63.6 14 63.6 3 13.6
Toplam 41 31 756 35 85.4 25 61.0 26 63.4 13 317

Hemodiyaliz hastalarimin 9'u karaciger biyopsisi,
10'u klinik ve laboratuvar izlemi ile olmak iizere
toplam 19'u kronik hepatit tanist almis olup; bu
grupta NS5 Ab aktivitesinin (% 52.6), hepatit ile
iligkili olabilecek herhangi bir bulgusu olmayanlara
gore (% 13.6) fazla oldugu gozlenmistir. (Chi Squ-
are test; p=0,019) (Tablo 7).

TARTISMA

HCV enfeksiyonu diinyanin her yerinde goriile-
bilen; kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsi-
noma etyolojisinde énemli rolii olan ciddi bir en-
feksiyondur (14,15). Tamda ilk asama tarama test-
lerinin uygulanmas: olup, bu amagla anti-HCV
EIA testleri kullanilmaktadir. Arastirmamizda, bu
alanda kullanilabilecek yeni bir test olan HCV Spot
test, EIA ile kargilagtirilmig ve yiiksek bir oranda
(% 96.5) uyum saptanmustir (Tablo 1). Farkli yant
alinan alti 6rnegin tiimii immunoblot yontemi ile
negatif bulunmustur.

Constantine ve ark (16) da benzer sonuglar al-
muglar ve ozellikle kiigiik laboratuvarlarda ELISA
cthazinin bulunamama olasiligindan dolayi, HCV
Spot testin kullamlabilecegini belirtmislerdir. Yiiz-
doksaniki ornekte yapilan bir aragtirmada HCV
Spot testin duyarlihg % 97.6 ; ozgiillugi % 92.6
bulunmugtur (17). Bizim bulgularimiz da (% 98.1 ;
% 89.8) benzer degerlerdedir. Hasta grubunda 6z-
giilliigiin (% 71.8), kontrol grubuna (% 98.7) gore
diigiik olmasimin nedeni hemodiyaliz hastalarmin
sayisimn fazlahgidir (Tablo 3 ve 4). Duyarlihginin
yiiksek olmasi, cihaza gereksinim gostermeyisi, ol-
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dukga kolay ve kisa siirede uygulanabilir olmasi
nedeniyle Spot test, anti-HCV tarama testi olarak
her laboratuvarda kolaylikla uygulanabilir. Ancak
ozellikle risk grubu olmayan kisilerde daha genis
¢apta arastirmalar yapilarak "yalanci negatif” oran-
lan belirlenmelidir. Bizim aragtirma grubumuzda
sadece bir hastada, immunoblot yontemle saptanan
anti-HCV Spot test ile gosterilememistir (Tablo 4).

HCV genomunun striiktiirel ve NS antijenleri-
nin ilavesi EIA testlerinin duyarlihgim ve 6zgiillii-
giinii artirmigtir (18). Ancak disiik optik dansite
(OD) degeri yalanci pozitif anti-HCV lehinedir.
COI'nin 5'in tizerinde olmasi "ger¢ek HCV enfeksi-
yonu" gostergesi olarak bildirilmistir (19).

Giulivi ve ark (20), 20186 kan donériinii EIA
yontemi ile taramiglar ve COI degeri 2'nin iizerinde
olanlarin % 91'inin  alanine aminotransferase
(ALT) diizeylerinin yiiksek oldugunu bildirmigler-
dir. Yiiksek absorbans degerine sahip EIA ile anti-
HCV pozitif serumlarin "gercek seropozitif’ olma
olasiig: fazladir (21,22) ancak, hastaligin akut do-
neminde ve bagigik sistemi baskilanmig olanlarda
yiiksek diizeyde antikor saptanamayabilecegi unu-
tulmamahidir (23). Bizim serimizde COI = 5 olan
53 EIA pozitif 6megin % 90.6's1 immunoblot yon-
temi ile dogrulanmugtir (Tablo 5). Zayif EIA reakti-
vitesi olan 14 serumun 3'ii immunoblot yontemi ile
indeterminate olarak yorumlanmustir. "Anti-HCV
degerlendirmesinde EIA absorbans degerleri dikka-
te ahmmahidir” (24) yorumuna katiliyoruz. Sozko-
nusu serumlarda % 92.6 - 100 oranminda HCV-RNA
varhg: gosterilmigtir (18).

Anti-HCV aramaya yonelik testler ile alinan so-



nuglar OD diizeyleri yoniinden farkliliklar gostere-
bilmektedir (25). Kullanilan antijenlerin sentetik
veya rekombinant olmasi, antijenik kombinasyon-
lann farkhihg: (26,27,28), aynca HCV izolatlan
arasinda gozlenen sekans degigsiklikleri test sonu-
cunu etkilemektedir (29). Genotip 1b ile enfekte
kan donérlerinde 5-1-1 ve cl00-3 seropozitiflik
orani, genotip 2a ile enfekte olanlardan daha fazla
bulunmustur (30). Farkh antijenlere kargi olugan
antikorlarin biyolojik ve klinik 6nemi tam olarak
agikliga kavugmamustir. Aragtirmamizda, her iki
immunoblot yontemi karsilagtinldiginda Lia Tek
IIl ile alinan pozitif sonug sayisimn fazla oldugu ve
aym serum omeginde sozkonusu testlerde farkh
antikor bantlarimin saptanabildigi dikkatimizi ¢ek-
migtir (Tablo 2 ve 6). Tek bantta 2+ reaksiyonun
Lia Tek III ile olumlu olarak yorumlanmasi bu test
ile saptanan pozitifligin daha fazla olmasinin nede-
nini agiklayabilir. Chaudhary ve ark (31) da aym
nedenden dolayi, RIBA ve Matrix ile yaptiklan
kargilastirmada Lia Tek III ile daha az sayida inde-
terminate sonug aldiklarini bildirmislerdir.

HCV genomunun NS5 bolgesine ait antijenik
yapilanin serolojik testlere eklenmesinin test duyar-
hibgim arttirdigim bildiren yaymnlar oldugu gibi
(32,33), bu ilavenin duyarliliga pek etkisinin olma-
digim, serokonversiyonun erken saptanabilmesinin
NS3 antijeni ile ilgili oldugunu belirten aragtirma-
lar da vardir (34,35). Arastirma grubumuzda, im-
munoblot yontemlerde en az reaksiyon veren anti-
jen NS5'tir (Tablo 6). Buna kargin, hemodiyaliz
hastalar ; kronik hepatit geligenler ve hepatite ilis-
kin herhangi bir bulgusu olmayanlar seklinde grup-
landinldiginda, kronik hepatit olgularinda NS5 re-
aktivitesinin diger hastalardan anlamli derecede
fazla oldugu saptanmistir (p = 0.019) (Tablo 7).
NS5 bélgesi (NS5 b) RNA'ya bagimli RNA poli-
meraz aktivitesi icermektedir, bu nedenle viral rep-
likasyonda 6nemli bir gorevi vardir (36). Tsutsumi
ve ark (37), kronik C hepatitli olgularin hepatosit-
lerinde, siroz ve kronik aktif hepatitte daha da fazla
olmak iizere (% 52 ve % 86), % 56 oraninda NS5
antijen pozitifligi saptamiglardir. NS5 antikor yam-
unin genotiplerle olan iliskisi incelenerek, kronik
hepatit gelisiminin diagnostik bir gostergesi olabi-
lecegi seklindeki gozlemimizin daha genig hasta
gruplaninda aragtinlmasinin uygun olacag diistn-
cesindeyiz.

HCV enfeksiyonu tamisina yonelik testlerin art-
masimna paralel olarak, bu alandaki bilgilerimiz ¢o-
galmisur ancak, yamit ahnmasi gereken sorular da
giderek artmaktadur. Her bir C viral hepatiti olgusu,

klinik - laboratuvar isbirligi ile degerlendirilmeli
ve uygulanan testlerin sonuglari cesitli faktorler go-
zoniinde bulundurularak yorumlanmahdar.
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