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Ozet

Hepatit C viriis (HCV) infeksiyonunda kesin tani, serolojik yéntemlerle antikor yanitinin
belirlenmesi ya da molekiler ydntemlerle HCV RNA'nin gésterilmesiyle konmaktadir. Bu
calismaya, viral hepatit etyolojisi arastirlan, 31 kadin 24 erkek toplam 55 hasta serumunda (¢
farkll yontem kullanilarak hepatit C virtisiindn varligi arastirildi. HCV antikorlari, enzim
immiinoassay (ELISA) ve rekombinan immunoblot assay (RIBA) ile arastirilirken HCV-RNA, branch
DNA (b-DNA) sistemiyle tarandi. Olgularin %85'i (47/55) ELISA ile, %76's1 (42/55) RIBA ile,
%76's1 (42/55) b-DNA ile pozitif bulundu. Bir olguda her (i ydontem de negatifdi (%2). Serumlarin
%>58'i (32/55) her (¢ yontemle de pozitif bulunurken, %13l (7/55) sadece ELISA ve RIBA
yobntemiyle, %5'i (3/55) sadece ELISA ve b-DNA yontemiyle, %5'i de (3/55) sadece RIBA ve b-
DNA yonetimiyle pozitif saptandi. Bes olguda tek basina ELISA pozitifligi (%9), dort olguda da b-
DNA pozitifligi (%7) bulundu. RIBA ile pozitif bulunan 42 hastanin 39'unda (%93) kapsid
bolgesine ait bandin reaktif oldugu, diger bantlara gesitli oranlarda reaksiyon gelistigi saptandi.
Indetermine olguya rastlanmadi. ELISA y&nteminin yiiksek duyarliligi, tanida uygun bir yéntem
oldugunu gostermektedir. Ancak, her ne kadar NS5 bdlgesinin ilavesiyle elde edilen 3. kusak
ELISA yontemlerinin duyarlihdi ve 6zgiilliigl artinlmis olsa da, HCV infeksiyonlarinin tani ve
takibinde yardimci metodlara gerek duyulabilmektedir. Anti HCV'deki yalanci pozitifligin
dogrulanmasi ve analitik incelemeler icin RIBA'nin, hentiz antikor olusmamis olgularda taniya
yardimci olmasi, aktif infeksiyonun ayrilmasi ve tedavi takibinde ise molekiiller yéntemlerin
kullanimi uygun olacaktir.

Anahtar Sozclikler: HCV, ELISA, RIBA, b-DNA.
Summary
COMPARISON OF ELISA, RIBA AND b-DNA IN HCV INFECTION

Diagnosisi of Hepatitis C virlis (HCV) infection depends on detecting of antibody response
through serologic methods or on detecting of HCV-RNA with molecular methods. In this study,
the existence of HCV infection was investigated in 31women and 24 men, totalling 55 patients by
three different methods. HCV antibodies were searched with enzyme immunoassay (ELISA),
recombinant immunoblot assay (RIBA), and HCV RNA was searched with branch DNA (b-DNA)
method. Anti-HCV positivity were 85% (47/55) by ELISA, 75% (42/55) by RIBA and b-DNA. In
one sample all three tests were negative (2%). Seropositivity were 58% (32/55) with 3 test and
13% (7/55), 5% 3/55) with ELISA and RIBA, ELISA and b-DNA, RIBA and b-DNA respectively. In
5 sample only ELISA (%9), in 4 sample only b-DNA (7%) were positive. In 39 out of 42 RIBA
positive sample (93%) capsid band was reactive. There were no indeterminate sample. Because
of the high sensitivity of ELISA, it suggests that a proper method. Although addition of NS-5 band
increases the sensitivity and specificity of 3th generation ELISA methods, it is the necessity to
additional method in diagnosis of HCV infection. For investigating a false positiveness and for
analitic information, RIBA can be used. The purpose of determining previous or active infection
before development of antibodies and also follow up to treatment molecular method should be
used.
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Hepatit C virist, flaviviridae ailesine mensup, 45-55 nm. biyikliglinde, zarfli RNA virlisidur (1-
3). 9500 niikleotid uzunlugunda ve 3011 aminoasitlik bir poliproteini kodlayan genoma sahiptir
(1,3). Bu biiyiik molekiiliin proteolitik kesime ugramasiyla viriise ait proetinler olusmaktadir. HCV
genomu, Ozellikle zarfla ilgili bélimde dnemli dizi farkliliklar gdstermekte, bu nedenle degisik
genotipler saptanmaktadir. Bu degisiklikler, genomun %33linl kapsamaktadir (1). Bdylece viris,
mutant sekiller gelistirerek immiin sistemden kagmakta, bu da infeksiyonun kroniklesmesine
neden olmaktadir. Yine olusan degisiklikler tani ydontemlerinin sonuglarini, tedaviye verilen cevabi
ve asl calismalarini etkilemektedir (1,2).

Hepatit C virlist yalniz insanda infeksiyon yapmaktadir. Epidemiyolojik 6zellikleri Hepatit B
virtisiine benzer. Kan transfiizyonu ve seksiiel temas yoluyla bulasabildigi gibi, anneden bebegine
de gecebilmektedir. Iinfeksiyonun akut devresi genellikle belirtisiz seyretmekte, tani kronik evrede
konulmaktadir. Olgularin %75-90’1 kroniklesmekte, bunlarin %30’unda siroz gelismektedir (1-3).
Etkenin alinmasindan ortalama 10-15 yil sonra kronik hepatit, 20 yil sonra siroz, 30 yil sonra
hepatoseliiler karsinom gelismektedir (1,3). Anti HCV seroprevalansi tiim diinyada %0.3-1.5
arasinda, yurdumuzda ise saglikli bireylerde ve kan donérlerinde yapilan calismalarda %0.3-1.8
arasinda saptanmaktadir (2-4).

Hepatit C virlisiine karsi serumda olusan antikorlarin ELISA ile saptanmasi, serolojik tanida énemli
bir yer tutmaktadir. NS5 bélgesinin de ilavesiyle elde edilen Gglinci kusak ELISA'larda duyarliik
%95'in Gzerine gtkmistir. HCV'niin heniiz kiiltlird yapilamadigindan tani yontemlerinde kullanilan
antijenler rekombinant DNA teknolojisiyle mayalarda Gretilmektedir. HCV bulasindan sonra anti-
HCV antikorlarinin ortaya gikmasi icin gegen siire gesitli kaynaklara gore farkli olmasina ragmen
ortalama 12 hafta olup, 6 aya kadar uzayabilmektedir (2-5). HCV RNA’s| pozitif olan hastalarin
%>5-10'unda, immiinsuprese hastalarin da %20'sinde ve bobrek nakili hastalarda antikor yaniti
gelismemektedir (4). Tanida taramalar igin gelistirilmis hizli immiinokromatografik yontemler de
bulunmakta, ancak bunlarin duyarlilidi igin ileri arastirmalara ihtiyac duyulmaktadir (4). Kan
dondrlerinde, hipergamaglobulinemi ve otoimmiin hastaliklarda, yalanci pozitifliklerin kontroli
amaciyla, antikorlarin analitik olarak degerlendirilmesini saglayan Rekombinant Immunoblot Assay
(RIBA) yontemi kullanilimaktadir (2-5). HCV RNA’sinin saptanmasi, HCV infeksiyonunun tanisinda
en erken ve en duyarli yéntemdir. Bu amacla, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), b-DNA ve dot-
blot hidridizasyon yontemleri kullaniimakta ve kantitasyon yapilabilmektedir. Ancak HCV'nin
oldukga diisiik viremi ile karakterize olmasi zaman zaman bu metodlarin da yetersiz kalmasina
neden olmaktadir (2,4).

Biz calismamizda, viral hepatit etyolojisi arastirilan hastalarda farkli yéntemlerin HCV tanisina ne
oranda yardimci olacagini arastirdik.

Gereg ve Yontem

Calismamiza, Mayis 1999-Haziran 2000 tarihleri arasinda Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
polikliniklerinden, hepatit 6n tanisiyla laboratuvarimiza génderilen ve akut hepatit A, hepatit B ve
Hepatit E serolojik gostergeleri negatif bulunan 31 kadin, 24 erkek toplam 55 hasta dahil
edilmistir. Bu hastalarda Hepatit C viriisiine ait diger belirleyiciler de arastiriimistir.

HCV antikorlar {iglincii kusak ELISA (Dia-Sorin, italya) kitleriyle iretici firmanin énerisi
dogrultusunda calisiimistir.

Rekombinan Immunoblot Assay (RIBA) (HCV Blot 3.0 Genelabs Diagnostics, Singapur)
rekombinant HCV antijenlerinin (Core NS3-1, NS3-2, NS4 ve NS5) emredildigi nitroseliiliiz
seritlerde Uretici firmanin 6nerisi dogrultusunda calisiimis ve bu bantlara karis hasta serumunda
olusmus antikorlar arastiriimistir. Serit tGzerindeki antijen bantlarindan bir bandin renk reaksiyonu



vermesi indeterming, iki veya daha fazla antijen bandinin reaksiyon vermesi pozitif olarak
degerlendirilmistir.

HCV-RNA, hidridizasyon Chiron Quantiplex HCV-RNA 2.0 Assay (b-DNA) sistemiyle taranmigtir. Bu
sistemde, sentetik oligoniikleotid problar ve dallanmis DNA molekiilleri kullanilarak hibridizasyon
yapilmakta ve sonug MEq/ml cinsinden kantitatif olarak verilebilmektedir.

Bulgular

Calismamizda 55 hastanin 47'sinde ELISA ile, 42'sinde RIBA ile, 42'sinde de b-DNA ile pozitiflik
saptanmistir. Bir olguda her (¢ ydontem de negatif bulunmustur (Tablo 1).

HCV RNA'sI pozitif hasta serumlarinni %83’l ELISA ve RIBA yodntemleriyle pozitif bulunmustur.
ELISA ile negatif bulunan sekiz hasta serumunun yedisinde (%87.5), RIBA ile negatif bulunan 13
hasta serumunun yedisinde (%53.8) HCV RNA pozitif bulunmustur (Tablo 2).

Bu calismada, vireminin tespitini saglayan HCV RNA sonuglari altin standart olarak kabul edilirse,
ELISA’nin duyarhhgi %83.3, 6zgllligi %77.7, RIBAnin duyarliigi %83.3, 6zgulligi %46.2
oldugu gorilmektedir.

RIBA ile 55 hastanin 13'Gnde kontrol bandinin disinda bant reaktivitesine rastlanmamis, negatif
olarak degerlendirilmistir. Pozitif bulunan 42 hastanin 39’'unda (%93) kapsid bolgesine ait bandin
reaktif oldugu, diger bantlara cesitli oranlarda reaksiyon gelistigi saptanmistir. Inditermine olguya
rastlanmamistir (Tablo 3).

Tartisma

HCV infeksiyonunun tanisi, ELISA ile HCV ve karsi olusmus antikorlarin saptanmasi sonucu konur.
Diger yontemler genellikle rutin uygulamalarda kullanilmamaktadir.

Bunun nedeni bu tir ydntemlerin pahali olmasi ve ekipmana gereksinim duymasidir. NS-4
bdélgesine ait C100-3 rekombinant antijenlerle yapilan 1. Kusak ELISA yontemleri, basta otoimmun
hastaliklar, alkolik karaciger hastalari ve uzun siire saklanan veya tropikal bolgelerde yasayan
insanlarin serumlarinda yalanci pozitifliklerin cok fazla goriilmesi nedeniyle giivenilirligini yitirmis,
yerini NS3 ve core bolgesine ait antijenleri de iceren 2.Kusak yontemlere birakmigtir (2-4). NS-5
bdlgesinin de eklenmesiyle olusan 3. kusak ELISA ydntemleri, daha az yalanci pozitiflik
saptanmasi ve serumlarin saklanma sirelerinin daha az etkilenmeleri nedeniyle daha duyarl
yontemlerdir (1). Anti-HCV antikorlari, infeksiyondan 6 hafta sonra hastalarin ancak %70'inde
saptanabilir diizeyde olmaktadir (2). Calismamizda, viral hepatit etyolojisi arastiralan ve A, B ve E
hepatitine ait serolojik gosterge bulunmayan 55 hastanin 47'sinde (%85) anti HCV saptanmistir.
Anti HCV pozitif 47 hastanin 39'unda (%83) RIBA ile pozitiflik bulunmustur. Badur ve ark, 1991
yilinda 1. kusak yontemlerle yapmis olduklari galismada; disuk titredeki ELISA pozitifliklerinde
(0.D<1) %15, yiiksek titredeki ELISA pozitifliklerinde de (0.D>2) %83.3 RIBA ile pozitif sonug
almiglardir. (7). Colak ve ark.nin 3. Kusak yontemlerle yapmis oldugu benzer bir calismada
olgularin %87.9’unda ELISA pozitifligi saptanmis, bunlarin %79.2'sinde RIBA pozitif bulunmustur
(8). Yine, Tuncer ve ark’nin calismasinda ELISA ile RIBA arasinda %80.7 uyum gorilmustir. (9).
Yurt disinda Goncales NS ve ark.nin kan dondrlerinde yapmis oldugu calismada ELISA pozitif
olgularin %96.8'inde RIBA pozitifligi saptanmis, %3.2 indetermine olguya rastlanmistir (10). Yine
Tobler ve ark., HCV 3.0 EIA ile pozitif bulduklari 245 olgunun 165°ini (%67.3) RIBA-3 ydntemiyle
pozitif bulmuslardir. Ayni calismada RIBA-2 ile indetermine bulunan 43 6rnedin 32'sinde (%74) ve
RIBA-2 ile negatif bulunan 36 6rnedin 4'iinde (%11) RIBA-3 ile pozitiflik saptanmistir (11). RIBA
yontemleri ELISA yOontemi ile alinan sonuglarin dogrulanmasi amaciyla kullanilan analitik
yoéntemlerdir ve rekombinant HCV antijenlerinin nitrosel(ildz membran lizerine aktarilmasiyla
hazirlanmistir (2). ELISA’da oldudu gibi 1., 2 ve 3. kusak RIBA ydntemleri gelistirilmistir (2). Bu
yontemlerin duyarlii§inin ELISA'ya gore daha disiik oldugu belirtiimektedir (4). Yine RIBA'nin
ELISA ile diisiik pozitif saptanan olgularda negatif veya indetermine sonug verebildidi belirtilerek
bu ydntemin bir dogrulama yontemi olup olamayacadi sorgulanmaktadir (6,12). Badur ve ark.’nin
calismasinda ELISA ile 490 nm.de optik dansite < 1 olan pozitif hastalarin sadece %15‘inde RIBA
ile pozitif sonug alinmis, %30 indetermine sonuca rastlanmistir (7). Yaptigimiz calismada ELISA ile



pozitif saptanan sonuglarin timiniin OD. dederi 1'in lizerinde bulunmustur. ELISA ve b-DNA ile
pozitif bulanan 35 olgunun (glinde (%8.6) RIBA negatif saptanmistir. Bu nedenle RIBA'nin bir
dogrulama yontemi olup olamayacadi sorgulanmalidir. RIBA ydnteminin analitik dzelligi
arastirmalarda kullanilabilir. Calismamizda RIBA ile 42 hastanin 39'unda (%93) kapsid bdlgesine
ait bandin reaktif oldugu saptanmistir. Bu bélgenin (c22-3) antijenik 6zelliginin daha fazla oldugu
ve daha iyi antikor cevabi olusturdugu goriilmektedir. Bu nedenle, asi calismalarinda
kullanilabilecek bir antijen olabilecegi diistiniiimektedir.

Hasta serumunda bulunan viral RNA'nin gesitli yéntemlerle saptanmasi taniyi kesinlestirmekte,
hastaligin tedavisi ve takibinde kantitatif olarak kullanilabilmektedir. Bu amagla degisik metodlan
kullanan gesitli kitler gelistirilmistir. PCR’nin yani sira ticari olarak, b-DNA (Chiron), Amplicor
(Roche) ve NASBA (nikleik acid sequence based amplification-Organon teknika) gibi
hibridizasyon ve amplifikasyon temeline dayali kitler bulunmaktadir (2,3). Bu yéntemlerle
hastalarda serokonversiyon dncesinde pozitiflijin saptanmasi, anti-HCV pozitifligin dogrulanmasi,
aktif infeksiyonun saptanmasi, hasta tedavi takibinin yapiimasi mimkin olmaktadir. Ancak bazi
hastalarda gériilen viremi dalgalanmalarn nedeniyle yanlis negatif sonuglar da alinabilmektedir.
Yine, zaman almasi ve pahali olmasi yontemin dezavantajlarini olusturmaktadir. Calismamizda b-
DNA yo6ntemi kullanilarak HCV RNA’si arastirilmistir. Bu yontem hibridizasyon temeline dayali olup,
serumda 2 x 105 virtis/ml genomu saptayabilmektedir (3,6). Yontemin duyarliigi PCR temelli
ybntemlere oranla daha distiktiir (3). Calismada ELISA ile pozitif bulunan 47 hastanin 35‘inde
(%74.5) b-DNA yontemiyle HCV RNA pozitif bulunmustur. %25 oranindaki negatif sonucun,
yontemin duyarliidina yada disik diizeydeki viremiye bagl olabilecegi diistinilmektedir. Tuncer
ve ark. ELISA ile pozitif saptadiklari 222 olgunun 115'inin (%85.8) HCV RNA'sini pozitif
bulmuslardir (9). Bu oran Colak ve ark.’nin yapmis oldudu galismada %66.7 olarak saptanmistir
(8). Dolayisiyla, viral etyolojisi arastirilan durumlarda anti-HCV pozitifligi saptanan olgularin
yaklasik %75'inde viremi saptandidi goriilmektedir. Bu calismalarda yontemler ve bu yontemlerin
duyarliliklar farklidir. Yine, hastaligin hangi asamada oldugu bilinmemektedir. Bu nedenle
calismalarda ELISA ve RIBA'ya ait verilen duyarlilik ve 6zgdilligiin tartismall oldugu
disinllmektedir. Hastaligin erken doneminde ya da imminsiiprese hastalarda HCV RNA pozitif,
ancak antikor cevabi gelismemis olgular duyarliidgi disirirken, kullanilan molekiiler ydntemin
duyarhihdi ya da disiik diizeydeki viremi ile seyreden olgular, 6zgulligu etkileyecektir.
Calismamizda, ELISA ve RIBA ile negatif bulunan 7 hastada (%12.7) HCV RNA pozitif
bulunmustur. Bu sonuca, infeksiyonun baslangic déneminde olunmasi, heniiz antikor cevabinin
gelismemesi ya da hastanin immdin sisteminin baskilanmis olmasi neden olabilir. HCV
infeksiyonunun laboratuvar tanisi, temel olarak ELISA ydntemi ile rekombinant HCV peptidlerine
karsi olusmus antikorlarin saptanmasi sonucu konulmaktadir. Ancak, klinik olarak viral hepatit
etyolojisi diisiiniilen hastalarda tek bagina ELISA negatifliginin anlamli olmadigi, ileri
arastirmalarinin gerekliligi goriilmektedir. Yine, ELISA pozitifliginin gergek pozitiflik oldugunun
arastirlmasi da gerekmektedir. Bu konuda algoritmler olusturulmaya baslanmistir (5,6). Bu
algoritmler, bélgedeki HCV prevalansinin diisiik veya ytiksek olusuna gore diizenlenmistir. Her iki
algoritmada da ilk 6nce ELISA ile anti-HCV taranmasi esastir. Diislik prevalansa sahip bdlgelerde
anti-HCV negatifligi kabul edilirken yiiksek prevalansa sahip bolgelerde, akut infeksiyon siiphesi
varsa HCV RNA onerilmektedir (5).

Sonug olarak, HCV infeksiyonu tanisinda dncelikle ELISA ile anti HCV arastiriimali, pozitif olgularda
ya da baska nedene badlanamayan HCV stpheli durumlarda ileri arastirmalar (RIBA ve HCV RNA)
yapiimalidir.
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