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ARASINDAKI ILISKININ DEGERLENDIRILMESI
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OZET

Niikleik asit dizilim homolojilerine gore farkli HCV genotiplerinin varh gosterilmis ve bugiine kadar molekiller teknikler
kullanilarak gesitli simiflandirma sistemleri tarif edilmistir. Bu ¢aligmada, 2.kugak ELISA ile anti-HCV antikorlan pozitif bulu-
nan serum Srneklerinde RT-PCR ve RIBA testlerinin sonuglaninin karsilastinimasi ve RIBA band paterninin HCV genotipi ve
RT-PCR ile olan iligkisinin aragtinimas) amaglanmigtir. ELISA testi ile HCV antikor pozitif 222 serum Srneginin (gogunlugiu
yilksek risk grubu hastalardan), 2.kusak RIBA testi ile 179'u pozitif, 40" belirsiz ve 3'ii negatif saptanmigtir. Serum drneklerin-
den 134'i virusun 5'NCR bdlgesine 6zgiil primerler kullamilarak RT-PCR ile analiz edilmig ve 115't (%85.8) pozitif bulunmug-
tur. RT-PCR sonucu ile serolojik profil ve/veya tek bagina RIBA band reaktivitesi arasinda anlamli bir iligki tespit edilmemis-
tir. RT-PCR pozitif 58 6rnekten yapilan genotiplendirmede sirasiyla, 12'si (% 21) tip la, 42'si (% 72) tip 1b, 3'tl (% 5) tip 2, I'i
(% 2) tip 4 olarak saptanmugtir. Tip la ve tip Ib 6rnekleri ile 5-1-1 ve c100 antijenlerine kargi olugan reaksiyonlar arasinda ista-
tistiksel anlaml fark tespit edilmistir ve tip 1b Srnekler bu antijenlerle daha az reaksiyon vermigtir. Tip 1a ve 1b arasinda ¢33
ve 22 antijenleri ile olan reaksiyonlan agisindan fark saptanmamigtir. Sonug olarak, farklh HCV genotipi ile infekte olan hasta-
larin serolojik profillerinin farkh olabildigi saptanmakla birlikte RIBA testleriyle elde edilen serolojik profil ile viremi varlifa
arasinda belirgin bir iliski bulunmamugtir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit C, ELISA, RIBA, PCR, Genotip

SUMMARY
The relation of serological reactivities with HCV-FCR result and genotypes

On the basis of nucleotide sequence homology HCV has been classified into genotypes with respect to a number of diffe-
rent criteria and nomenclature systems. In this study 2nd generation anti-HCV ELISA positive serum samples (mostly obtained
from high risk patients) were analyzed to investigate the relation of RIBA band profiles with RT-PCR and HCV genotypes. Of
222 ELISA positive serum samples 179 positive, 40 indeterminate and 3 negative results were obtained by 2nd generation RI-
BA. Qut of 222, 134 samples were analysed by RT-PCR, 115 (85.8 %) of which gave positive results by using the primer sets
designated from 5'-NCR region of the viral genome. No significant association between RT-PCR result and RIBA band pattern
and/or single band reactivity was found. By genotyping of RT-PCR positive 58 samples, 12 (21%), 42 (72%), 3 (5%) and 1
(2%) of the samples were identified as type la, 1b, 2 and 4 respectively. Reactivity of type 14 and type 1b samples with 5-1-1
and c100 antigens yielded a significantly lower value for type 1b samples compared to that of type la. The difference between
the reactivity of type 1a and 1b with ¢33 and c22 was not significant. In conclusion, although patients infected with different
HCV genotypes have distinct serological profiles, there was no significant relation between RIBA band pattern and viremia.
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GIRIS

Hepatit C viruslan (HCV) toplumdan kazamlmig
post-transfiizyonel ve sporadik non-A, non-B (NANB)
hepatitlerinin en &nemli etyolojik ajanlandir ve hepa-
toselliller karsinoma patogenezinde direkt rolleri oldu-
gu one siiriilmektedir. Akut HCV infeksiyonu gegiren
olgularin yansindan fazlasinda kronik hepatit geligir
ve bunun spontan kiir olma oram %2'nin alundadir
(1,2). Molekiiler biyolojik tekniklerle saptanmasini iz-
Jeyen son birkag yil iginde virusun yapisi ayrintili ola-
rak tanimlanabilmis ancak biyolojik ve epidemiyolojik
dzellikleri halen tam olarak aydinlatilamamistir.

Bugiin HCV infeksiyonu tamsi, viral proteinlere
karg! olusan antikorlann (1.kusak testlerde: C100 veya
5-1-1, 2 kusak testlerde: ek olarak ¢22, ¢33 antijenleri-
n¢ karsi) serumda gosterilmesi veya viral RNA'min in-
vitro niikleik asit amplifikasyon teknikleri kullamlarak
saptanmasina dayanmaktadur (3). Virusa 6zgiil antikor-
lann ELISA yontemi ile gosterilmesini takiben farkh
viral protein epitoplarina karg: olusan antikorlarin ayn
ayn saptanmasini saglayan rekombinant immunoblot-
ting (RIBA) yontemi ile dogrulama iglemi gergeklesti-
rilebilmektedir. Serumda veya hepatositlerde viral an-
tijenin saptanmasina iligkin birkag ¢aliyma vardir an-
cak, heniiz antijen saptanmasinda kullamlacak rutin bir
yontem mevcut degildir (4,5). Viral RNA'min saptan-
masi ve vireminin gosterilmesi bugiin sadece polime-
raz zincir reaksiyonu (PCR) veya NASBA gibi in vitro
niikleik asit amplifikasyon yontemleri ile gergeklestiri-
lebilmektedir (3).

flk defa 1989 yilinda rekombinant olarak elde edi-
len bir viral protein (5-1-1) kullamlarak gergeklestiri-
len ELISA yonteminin tarif edilmesini izleyen seneler
iginde, farkh viral proteinler de yonteme eklenmig ve
testlerin duyarhhif arunlmigur (6,7). Yapilan ¢aligma-
larla, 6zgiil antikorlanin saptanmasi ile NANB infeksi-
yonunun klinik tanis1 arasinda % 90'in {izerinde uyum-
luluk oldugu gosterilmigtir (7.8).

Niikleik asit dizilim homolojilerine gore farkh
HCV genotiplerinin varhifi gosterilmis ve molekiiler
teknikler kullanilarak cesitli simflandirma sistemleri
tarif edilmistir. Tiplendirme yontemleri olarak; tipe 6z-
giil primerlerle amplifikasyon, amplikonlann niikleik
asit diziliminin ¢ikanilmasi veya amplikonlann “rest-
riction fragment length polymorphism" (RFLP) analizi
tamimlanmiguir (9,10). Son olarak bu konuda galigan
arastirmacilanin fikir birlifine varmalan ile ortak bir s1-
niflandirma sistemi one siiriilmiis ve kabul edilmistir.

One siiriilen bu siniflandirma sistemine gore HCV tip-
leri 6 ana grup ve ek 6 alt grupta (1a, 1b, 2a...) toplan-
mastir (11).

Bazi HCV genotipleri diinya iizerinde yaygin ol-
makla birlikte (tip 1, 2, 3) digerleri sadece belirli bol-
gelerde saptanabilmektedir (10,12). Tip dagihimim be-
lirlemenin a1 gelistirme ¢ahismalanina katkisi vardr.
Bunun yanisira, farkh HCV genotiplerinin klinik seyri-
nin ve interferon tedavisine yamtimin anlamh derecede
farkli olmasi nedeniyle tamisal amagh tiplendirme ya-
pilmas: gerekliligini destekleyen ¢aligmalarin sayisi
gittikge artmaktadir (13,14).

Bu g¢aligmada, 2. kugak ELISA ile anti-HCV anti-
korlan pozitif bulunan serum omeklerinde "reverse
transcription-PCR" (RT-PCR) ve RIBA testlerinin so-
nuglarimin kargilagtinlmas: ve RIBA band paterninin
HCYV genotipi ve viremi ile olan iligkisinin aragtinlma-
st amaglanmgtir.

GEREC VE YONTEM

Serum ornekleri ve serolojik testler. Hacettepe Uni-
versitesi Hastaneleri Klinik Patoloji Laboratuvan'nda
1991-1994 yillan arasinda 2. kusak ELISA kiti (Ab-
bott) ile HCV antikor pozitifli§i saptanan 222 serum
omnegi caligmaya alinmigur. Serumlarin 116's1 yiiksek
risk grubundaki hastalara (79 bibrek transplantasyonu
ve 37 hemodializ hastasi), 42'si kronik karaciger hasta-
sina (9'u hemodiyaliz hastasi), 7'si akut NANB hepatit-
li hastaya, 6's1 kan donérii, 3'ii kronik bébrek yetmezli-
gi ve 2'si hemofili hastasina aittir. Ellibes serumun ise
klinik bilgilerine ulagilamamigtir. Biitiin 6rnekler don-
durup ¢ézme igleminin sonuglan olumsuz etkilememe-
si igin kiigiik hacimlere bbliinerek, seroloji ve PCR
analizleri yapilana kadar -20°C'de saklanmigtir.

Serum 6meklerinde 2. kusak RIBA (RIBA-2, Chi-
ron) testi ile nitroseliiloz seritler iizerinde 5-1-1, ¢100,
¢33 ve ¢22 rekombinant viral antijenlere kargi olusan
antikorlar tayin edilmigtir. RIBA-2 bandlan, farkh dii-
zeyde insan IgG'lerini saptayan iki adet kontrol bandi-
nin yogunluguna gore negatif (-) ve reaktif [1-4(+)]
olarak degerlendirilmigtir. RIBA-2 testi sonucunda re-
aktif band mevcut olmadifinda negatif, iki ve daha
yiiksek sayida band reaktifliginde pozitif, 1+ veya da-
ha yiiksek reaktivitede band mevcut ancak pozitif kri-
terine uymuyorsa belirsiz (“indeterminate”) olarak de-
gerlendirilmigtir. Yanhg pozitifligi degerlendirmek igin
kullanilan ve her gerit iizerinde bulunan insan siiperok-
sit dismutaz (SOD) band reaktivitesi de kontrol edil-
migtir.
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Aynica 222 6mekten 85'i, sentetik HCV peptid anti-
jenlerini igeren bagka bir 2. kusak ELISA testi (UBI-
HCV-EIA) ile anti-HCV varlhig yoniinden degerlendi-
rilmigtir. ELISA testlen dietici firmalann 6nerilen
dogrultusunda uygulanmig ve yorumlanmustir.

RT-PCR. RIBA-2 sonucu pozitif 111, belirsiz sap-
tanan 21 ve negatif olarak degerlendirilen 2 olmak
lizere toplam 134 serum ornegi viral RNA varhg yo-
niinden cDNA sentezi gergeklestirildikien sonra "nes-
ted-PCR" yontemi ile analiz edilmigtir. Kalan 88 se-
rum Omegi uygun olmayan kosullarda transport edil-
diklerinden veya yetersiz miktarda olduklan igin PCR
analizine alinmamuglardir. PCR islemlerinde kullamlan
primerler viral genomun korunmus ("conserved”) 5'-
NCR (kodlama yapmayan) bolgesine 0zgiil segilmigtir
(15). RNA saflagtirmas ile cDNA sentezi ve 1. ile 2.
tur amplifikasyonlar Hacettepe Universitesi Tip Fakiil-
tesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali iginde farkh labora-
tuvarlarda gergeklestirilmistir. Her RT-PCR galismasi-
na baslangigtan itibaren pozitif ve negatifligi bilinen
birer serum oregi, ara basamaklarda ise RNA veya
DNA igermeyen reaksiyon kanigimlan kontrol olarak
dahil edilmistir.

RNA saflagtirmast ve cDNA sentezi. "Acid-
guanidium thiocyanate-phenol-chloroform” ydntemi
ile 200ul serum RNA saflagtinimasi iglemine alinmisg-
ur. Serum Omeginin 500 pl denatiirasyon soliisyonu
(4M guanidine isothiocyanate, 50 mM Tris-HCI
pH:7.5, 25 mM EDTA, %0.5 (wt/vol) sarcosyl, 0.1M
s-mercaptoethanol, 1 mg/ml tRNA ve 0.1 iinite RNAse
inhibitorii (Boehringer) ile inkiibasyonunu takiben fe-
nol-kloroform ekstraksiyonu ve etanolde presipitasyo-
nu yapilmusur. Elde edilen RNA gokelegi 20 pl di-
ethylpyrocarbonate (DEPC)-muamele edilmis su ile
siispanse edilmigtir (16). Hazirlanan RNA'dan 10 pl'si
200 iinite murine Moloney leukemia virus-MMLYV re-
verse transkriptaz (Pharmacia) ile 20 mM tris-HCl
pH:8.4, 2.5 mM MgCI2, 50 mM KCI, 10 mM DTT,
100 pmol random hexamer [pd(n6)] (GIBCO), her
dNTP'den 10 mM (Promega) ve 0.2 iinite RNase inhi-
bitorii igeren 20 pl kangim iginde dnce 37°C'de 60 da-
kika daha sonra 95°C'de 10 dakika bekletilerck cDNA
sentezi gergeklestirilmigtir (15).

Nested-PCR. Birinci tur amplifikasyon, 50 mM
KCl, 10 mM Tris-HCl pH:8.3, 2.5 mM MgCI2, 20
pmol dig set primerler (939: 5' CTGTGAGGAAC-
TACTGTCTT 3', 209: ' ATACTCGAGGTGCAC
GGTCTACGAGACCT 3, 1 iinite taq polimeraz (Pro-
mega) ve 10 pl elde edilen cDNA iiriiniinii igeren top-
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lam 100 pl'lik karigim i¢inde gergeklestirilmistir. Reak-
siyon kangimlan "thermal cycler” iginde (Model 480,
Perkin-Elmer Cetus) 36 saniye-94°C, 42 saniye-52°C
ve 2 dakika-72°C basamaklarindan olugan 25 dongiiye
alinmigtir. Birinci tur amplifikasyon iiriiniinden 2 pl'si
dis set yerine i¢ set primerler (940: 5° TTCACGCA-
GAAA GCGTCTAG 3, 211: 5 CACTCTCGAG-
CACCC TATC AGGCAGT 3') ve 200 pM dNTP ekle-
nen 1. tur reaksiyon karigimi iginde yukandaki 1s1 ba-
samaklanm igeren ikinci tur amplifikasyonuna alin-
mustir (12). Amplifikasyon sonuglan, 2. tur amplifikas-
yon iiriiniinden 10 pl'sinin %2'lik agaroz jelde elektro-
forezi ve etidyum bromid boyamay: takiben 251-baz
ciftlik bilgeye kargilik gelen bandin UV transilumira-
tor alunda aranmasi ile analiz edilmistir (Sekil 1).

Genotiplendirme. RT-PCR sonucu pozitif saptanan
omeklerden 58inin 2. tur amplifikasyon iiriinleri
RFLP yontemi kullanilarak tiplendirilmigtir. Amplifi-
kasyon iiriiniinden 25 pl'si a) Hae 11l ve Rsa I; b) Hinf
I ve Mva I; ¢) Scr Fl veya d) Bst Ul restriksiyon en-
zimleri ile uygun olan 10X enzim reaksiyon karngimi
ve 1sida bir saat inkiibe edilmigtir. Amplikonlarin rest-
riksiyon enzimleriyle kesimi sonrasi olusan bandlar
0.5 pg/ml etidyum bromid igeren %4'liik metafor aga-
roz (FMC Bioproducts) veya %12'lik poliakrilamid jel-
de elektroforez sonrasi UV 1gik altinda analiz edilmig-
tir. Olusan band patemleri ve bandlann biyiikligi
McOmish ve ark. tarafindan belirlenen tiplendirme
analizi ile degerlendirilerek tip tayini gergeklestirilmis-
tir (12).

Istatistik analizler. Istatistik analizlerde "SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for Windows"
paket programinda ki-kare (Beklenen sayilar 5'ten kil-
ciik ise Fisher kesin ki-kare) ve Mann-Whitney U testi
kullanilmig ve P de@éri 0.05 alunda (p<0.05) saptandi-
ginda fark anlamh kabul edilmigtir.

BULGULAR

Serolojik testler. ELISA (Abbott) testi ile HCV an-
tikor pozitifligi saptanan 222 drnegin, RIBA-2 testi ile
179'u pozitif, 40"t belirsiz ve 3'ii negatif saptanmistr,
ELISA pozitifligi saptanan serum omeklerinin ait ol-
duklan hasta grubuna gore RIBA-2 sonuglan Tablc
1'de 6zetlenmistir. HCV antijenlerine kargi olugan se:
rolojik profillerin dagihmlan Tablo 2'de verilmigtir
Sadece bir 6rnekte SOD antijenine karsi zayif reaksi
yon [1(+) alunda] saptanmus, reaktif olarak degerlendi:
rilmemistir.



Tablo. 1 Anti-HCV ELISA pozitif serum orneklerinin RIBA-2 sonuglari ve ait olduklary hastalarin klinik tamlarina gé-

re daghmlar: *
Pozitif Belirsiz Negatif Toplam

Renal Transplant 61 18 - 79
Hemodiyaliz* 33 4 - 37
Kronik karaciger hastalifi 26 6 1 33
Akut NANB hepatit 7 - - 7
Kan vericisi 3 2 1 6
Kronik bébrek yetmezligi 3 - - 3
Hemofili 2 - R 2
Bilinmeyen 44 10 1 55
Toplam 179(%80.6) 40(%18.0) 3(%1.4) 222

*Dokuzu kronik karaciger hastasi

# Hasta gruplan arasinda pozitif sonug yoniinden istatistiksel fark bulunamamistir (p=0.260, x?=8.898)

Tablo 2. RIBA-2 pozitif ve belirsiz sonug alinan 132 érnegin RIBA band reaktiviteleri ve RT-PCR sonuglarinin dag-

himlar: #.
RIBA band reaktiviteleri Toplam PCR
5-1-1 cl00 c33 c22 pozitif negatif
+ + + - 62 57 5
E + + 24 21 3
B - + + 10 8 2
- - + + 7 5 2
+ - + - 4 3 1
- + - E 2 2
= + - + 2 1 |
Toplam pozitif RIBA sonucu 111 97(%87) 14
s - - + 13 11 2
- - + - 6 4 2
- s - - 1 1 -
+ - B - 1 1 -
Toplam belirsiz RIBA sonucu 21 17(981) 4

#RIBA band profili ve PCR pozitif sonuglar yoniinden gruplar arasinda istatistiksel fark bulunmamistir (Fisher kesin ki-kare,
p>0.05). Cokgdzli ki-kare, RIBA pozitif grup: p=0.3536, x2= 6.658, RIBA belirsiz grup: p=0.707, x2= 1.378.

HCYV antikor pozitifligi ELISA (Abbott) ile sapta-
nan 85 omekten 7'si UBI-HCV-EIA testi ile negatif
bulunmugtur. UBI-HCV-EIA ile negatif oldugu sapta-
nan 7 drmekten 5'i RIBA-2 belirsiz (sadece ¢33 band
reaktivitesi), ikisi pozitif (c33'e ek olarak c100 veya 5-
1-1 band reaktivitesi) sonug¢ vermigtir. Bu test ile pozi-
tif saptanan 78 omekten 13'ii RIBA belirsiz sonug ver-
migtir.

RT-PCR. RT-PCR testi sonucunda 134 Grnegin
115'inin HCV-RNA igerdigi saptanmigtir. Serum or-

neklerinii: ait olduklan hasta grubu ve RIBA yorumu-
na gore RT-PCR sonuglan Tablo 3'de verilmigtir. Has-
ta gruplan arasinda RIBA-2 pozitif vc belirsiz soriug
alinan 132 o6rmegin RIBA-2 antijen rcaktiviteleri ile
RT-PCR sonuglan Tablo 2'de ézetlenmistir.

RIBA-2 belirsiz ve RT-PCR negatif 4 6rnekte 5-1-
1 ve cl00 antijenlerine karsi antikor saptanmamigtir.
RT-PCR pozitif 114 6megin ¢22 ve ¢33 antikor pozi-
tifligi sirasiyla %91 ve %90, 5-1-1 ve ¢100 antikor po-
zitifligi %68 ve %66 oranlannda saptanmstir (Sekil
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Tablo 3. Ait olduklar: hasta grubuna gire RIBA-2 ve RT-PCR sonuglarimin dagilimlar#.

RIBA
Pozitif Belirsiz Negatif Toplam
PCR(+) PCR(-) PCR(+) PCR(-) PCR(+) PCR(-)
Renal transplant 41 3 12 1 57
Hemodiyaliz* 18 6 1 25
Kronik karaciger hastalif) 19 1 3 1 24
Akut NANB hepatit 3 2 - 5
Kan dondrii 3 1 1 1 6
Kronik bobrek yetmezligi 2 - - - - - 2
Hemofili 2 - 2
Bilinmeyen 9 2 - 1 1 - 13
Toplam 97 14 17 4 1 - 1 134

*Yedisi kronik karaciger hastas:

#Hasta gruplan arasunda PCR sonuglar ydniinden istatistiksel fark bulunmamigur (Fisher kesin ki-kare, p>0.05). Cokgozli
ki-kare, toplam PCR pozitif: p=0.1338, x2= 11.113, RIBA pozitif grup: p=0.1642, x2= 10.456, RIBA belirsiz grup: p=0.1409,
x2= 6.907.

Sekil 1. HCV RT- PCR amplifikasyon urunlerinin (251
bp) agaroz jel elektroforezde gorintileri.

Kolon M: DNA biyiklik isareti (Hae III ile kesil-
mis@x174DNA), kolon 1 ve 6 pozitif kontrol, kolon: 2-§
serum ornekleri.

2a). RT-PCR negatif 18 ornekte de ¢22, ¢33, 5-1-1 ve
c100 antikor pozitifligi sirastyla %72, %89, %61 ve
%356 olarak bulunmugtur ($ekil 2b). RT-PCR sonucu
ile serolojik profil ve/veya tek bagina band reaktivitesi
yoniinden grup i¢i veya gruplar arasinda anlamh bir
iligki tespit edilmemigur (p>0.05).

UBI-HCV-EIA negatif 7 6mekten 5'i (3'ii RIBA-2
belirsiz, 2'si RIBA-2 pozitif) ve pozitif 78 érnekten
69'u RT-PCR pozitif bulunmustur (p>0.05).

Genoriplendirme. Gcnolip[cndirmc yapllan 58 or- Sekil 2. RT -PCR pozitif (a) ve negatif (b) érneklerde sap-
negin sirasiyla, 12'si (% 21) tip 1a, 42'si (% 72) tip 1b,  tanan RIBA band (22, ¢33, c100 ve 5-1-1) pozitifligin
3 (% S5) tip 2, 1'1 (% 2) tip 4 olarak saptanmigtir. oraniar.
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Tablo 4. RT-PCR pozitif 58 érnegin ait oldugu hasta grubu, RIBA paterni ve genotip dagilhm.

RIBA HCV genotipi Toplam

51-1 ¢l00 ¢33 c22 la Ib 2 4

+ + 10 12 22
+ 3 3
+ + 1 1 2
+ ! 1
¥ + I 1 2
1 1

+ 13 13
1 2

: # - + 2 9 1 12

Hasta grubu*

HD KKH AH KD
18 3 1
3 =

1 - I

1 ’

2

| = . .
11 - - 2

1
11

* HD: hemodiyaliz, KKH: kronik karaciger hastalifi, AH: akut NANB hepatit, KD: kan dondril

CV genotiplerinin 5-1-1, ¢100, ¢33 ve ¢22 antijenleri
ile olan reaktivitelerinin sonuglan Tablo 4'de verilmis-
tir. HCV Tip la saptanan 6érmeklerde RIBA-2 ile ¢22
antijenine kargi 4+ reaktivitede band sonucu alinmigtir.
Bu dmeklerin %80'den fazlas: diger antijenlerle 1+'ten
4+'e degisen reaktivitede band vermistir (Sekil 3). Tip
la ve tip 1b dmekleri ile 5-1-1 ve c100 antijenlerine
kargi olusan reaksiyonlar arasinda istatistiksel anlamh

HCV genotip 1a (n=12)
“o
» 3.0 27 28
80
i -
“
iy
1 ]
cn cI c100 511
RIBA antijen
HCV genotip 2 (n=3)

(=%} C100 6 11
RIBA antijen

fark tespit edilmigtir ve tip 1b 6mekler bu antijenlerle
daha az reaksiyon vermigtir (5-1-1 ve c100 antijenleri
icin sirayla p= 0.0071 ve 0.0045). Tip la ve 1b arasin-
da ¢33 ve ¢22 antijenleri ile olan reaksiyonlan agisin-
dan fark saptanmamigtir. HCV tip 2 igeren serum or-
nekleri RIBA-2 testinde genellikle zayif-orta reaktivi-
tede [1(+)-3(+)], tip 4 ise sadece c33'e karsi 4(+) rakti-
vitede raksiyonlar vermistir (Sekil 3).

HCV genotip 1b (n=42)
100 1.4
0 b1
[ ]
1.1
i :
* n
0 3
cn o=+ c100 11
RIBA antjen
HCV genotip 4 (n=1)
pX ]
c22 cn c100 611
RIBA antjen

Sekil 3. Farkh HCV gcng(ipleri ile infekte hastalarin RIBA-2 antijenlerine kars olusan serolojik reaktivitelerinin oran-
lari. Kolonlar iizerindeki rakamlar her antijene kars: olusan reaktivitenin [ nonreaktif -(4+)] ortanca degerleridir. Her

genotip grubundaki drnek sayisi parantez icinde verilmistir.
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TARTISMA

Seroloji

HCYV biyolojisi iizerinde yapilan gahgmalar devam
cttikge HCV infeksiyonunun tamisinda kullamlabilzcek
yeni markerlar ortaya ¢ikmaktadir. Kullamlmakta olan
serolojik testler prototip HCV niikleik asit dizilimleri-
ne dayanarak hazirlanan, rekombinant antijenlerc Karsi
olusan antikorlan saptamaya yonelik HCV IgG testle-
ridir. Son olarak tamida kullamlan anti-HCV IgM, kan-
titatif HCV-I1gG saptanmasi ve serotiplendirmeye ola-
nak tamyan serolojik testler geligtirilmistir (3,17,18).
Anti-HCV saptanmasim ctkileyen en onemli faktor
HCV niikleik asit dizilimindeki varyasyonlardan ileri
gelir (3). Varyasyonlann az rastlandif 6zyapr ve NS3
bolgesinden hazirlanan antijenlerc (siras:iyla ¢22 ve
¢33) karg: antikor saptama orani daha yiiksck olmakla
birlikte NS4 bolgesinden hazirlananlarda (c100 ve 5-1-
1) bu oran varyasyonlann yiiksckligi nedeniyle diigik-
tiir (18). Bizim galiymamzda da anti-HCV pozitifligi
saptanan serumlann %80'inden fazlasinda. biiyiik co-
gunlugu kuvvetli reaktif (3+ veya 4+) olan ¢22 veya
¢33 pozitifligi saptanmigtir. Ancak ¢100 ve 5-1-1 pozi-
tiflifi %60 civaninda tespit edilmis ve bunlarda daha
zayif band reaktiviteleri saptanmugtir.

Tek bagina ¢100 veya 5-1-1 antijenlerinin kullaml-
dir 1.kusak ELISA testlerine kargihk 6zyapi bolgesi
proteinlerinin de dahil edildigi 2.kusak testlerde duyar-
hihgmn artinldig ve daha erken déonemde anti-HCV po-
zitifligi elde edildigi gosterilmistir (7). Aynica ozgiillii-
giiniinde tartigmah olmasi 1.kugak ELISA testlerinde
saptanan anti-HCV pozitifliginin destckleyici bir test
ile tekrar edilmesi gerckliligi one siiriilmektedir (19).
Bizim galigmamizda 2kusak ELISA(Abboit) ve RI-
BA-2 sonuglar yiiksek oranda uyumlu bulunmugtur
(179/222, %80.7). Bu yiiksek oran, ¢galigma grubumu-
zun biiyiikk ¢ogunlugunun yiiksek risk grubu hastalar
ve kronik HCV infeksiyonu olan hastalardan olugma-
sindan kaynaklaniyor olabilir. Daha 6nce birgok arag-
tirmaci tarafindan rapor edildigi gibi HCV infeksiyon-
lannda ELISA pozitifiligi incelenen risk grubuna gore
ozgiilliik farki gostermektedir (3). RIBA gibi destekle-
vici testlerin kullamimasi 6zellikle kan vericileri gibi
diigiik risk grubunda daha anlamh olmaktadir (18). RI-
BA ile dogrulanan ELISA pozitifliginin bu kigilerde
%20'lere kadar diigtiigii gosterilmesine kargin bizim
caligmamizda 6 kan vericisinin sadece ligiinde RIBA
pozitif bulunmustur. Caliymamizda, RIBA-2 sonucu
negatif saptanan ii¢ érek mevcuttur ve bu negatiflik
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RIBA-2 westi duyarhliginin ELISA'ya gore diisiik ol-
masindan kaynaklaniyor olabilir (3,19). Elde ettigimiz
veriler yiiksek risk grubu hastalarda alinan 2.kugak
ILISA sonuglarim dogrulamada maliycti oldukga yiik-
sck olan RIBA-2 testlerinin iilkemiz imkanlannda ge-
reklilifini tartigihir kilmaktadir. Aym yargiya kisith sa-
yida olmasi nedeniyle diger hasta gruplan igin vanl-
masi yaniluci olabilir.

Diger bir anti-HCV ELISA testi olan UBI-HCV-
EIA sonuglan 7 hasta diginda ELISA ile uyumlu bu-
lunmustur. Bu test ile negatifligi saptanan orneklerin
ortak ozelligi gogunda (5/7) sadece ¢33 band reaktivi-
tesinin saptanmig olmasidir. Bu 6rneklerin 5'inin PCR
pozitif saptanmasi, sadece anti-c33 aktivitesi olan se-
rumlarda bu testin yanhg negziif sonug verebilecegini
desteklemcktedir, UBI-HCV-EIA ile yapilmig olan
kargilagtirmali galismalar bu sonuglan desteklemekte-
dir (20). Farkli ticari Kitlerle yapilan ¢aligmalarda, kul-
lamlan rekombinant veya scntetik antijenlerin epitopla-
rinin reaktivitelerinin farklih@indan dolayr az sayida
da olsa farkh sonuglar alinabiimektedir. Kan vericile-
rinde en uygun olan ELISA tarama testini belirlemek
igin farkli merkezler ELISA ticari kitlerin kombinas-
yonunu kullanmaktadir. Boylece RIBA, PCR gibi daha
ileri dogrulama testleri i¢in giipheli sonug veren klinik
omek sayis1 dolayisiyla maliyet minimuma indirilmek-
tedir (21). Kan vericilerinde rutin anti-HCV taramasi-
min gereklilifi heniiz gelismekte olan iilkelerde kesin-
lik kazanmamigtir. Tarama ve dogrulama testlerinin
kullaninunda Badur ve ark. tarafindan farkh hasta po-
piilasyonlarinda galigmalar yapilmigtr ancak maliyet
ve fayda analizlerinin ¢ikarilmas igin tilkemizde genis
kapsamh verilerc ihtiyag vardir (22).

Viremi

HCV-RNA'nin scrumda gosterilmesi infeksiyonun
erken tamisini saglamasinin yamnda bulagtincihgin en
onemli gostergesidir. Klinik tablonun gidigine gore
HCV-RNA saptanma sikhi@ degigiklik gostermektedir.
Akut hepatitli olgularda viral RNA serumdan daha er-
ken kaybolmasina karsin serolojik bulgular senclerce
devam edebilir, kronik infeksiyonu olan olgularda ise
RNA titresi oynamalar gostermekle birlikte genellikle
saptanabilmektedir (3,23). Serolojik reaksiyon varh-
#inda vireminin saptanmamasi virusun kandan temiz-
lenmesi, HCV-RNA saptama limitimizin diigiikliigi
veya serolojik gapraz reaksiyona bagh olabilir. Viremi-
yi yiiksek risk gruplu hastalar ve kronik hasta grubu-
nun %90'1ndan fazlasinda saptamamiza karsilik akut



Répatit ve kan vericilerinin yaklagik yansinda saptama-
.6: klinik tablo ile vireminin uyumlulugunu yansit-

l ® thmm‘nlzda RIBA-2 reaktif ve belirsiz 6rnekler-
#HCV-RNA orneklerin sirasiyla %81 ve %87'sinde
‘saptanmigtir. Yapilan caligmalarda bu oranlar kan veri-
|cib1ude %70-100 ve %5-40 arasinda, kronik karaci-
hastalarinda ise %90-100 ve %50-75 arasinda bu-
hmnugmr (3,20). RIBA-2 ile belirsiz sonug alinan 6r-
ﬁlerde elde ettigimiz yiiksek PCR pozitifligi oram
popiilasyonumuzun 6nemli bir kismimin immiin
mm baskilanmig hastalardan olugmasi ve bu hasta-
lann infeksiyona karsi olan zayif antikor cevabindan
Wamyor olabilir (24). RIBA-2 sonucu ve/veya
tek bir band reaktivitesi ile viremi arasinda anlamli bir
iligki saptamamamiz tek bagina serolojik gostergelerle
bulagtincilik kararina varamayacagimizi desteklemek-
tedir, Ancak son zamanlarda geligtirilen 3.kugak RIBA
Itestleri ile dzgiilliigiin ve duyarhligin daha da artinldi-
1 ve bu testleri kullanarak viremi ile daha uyumlu so-
nuglar alinabilecegi 6ne siiriilmiigtiir (25).

- Genotip

HCV epidemiyolojisi ile yapilan diger ¢aligmalara
W sekilde bu gahigmada diinya iizerinde yaygin
olarak bulunan major tiplerin toplumumuzda da bulun-
dugu belirlenmigtir. Ozellikle Dogu ve Giiney Avrupa
iilkelerinde en sik rastlanan genotip olarak rapor edilen
tip 1b, predominant tip olarak tespit edilmistir (12).
Digier yaygin rastlanan tiplerden olan tip 3 ise ¢aliyma
grubumuzda saptanmamigtir. Tip 3, ilk defa Iskog-
ya'dan bildirildikten sonra birgok Bat1 Avrupa iilkesin-
de tipl'den sonra en sik rastlanan tip oldugu bildiril-
migtir (12, 26). Genotip dagilimimiz Dogu ve Giiney
Avrupa iilkelerine benzerlik gostermekle birlikte, fark-
It olarak Orta Dogu iilkelerinde yaygin olan tip 4'iin de
saptanmast ile farkhihk gostermektedir (26).

Farkli HCV suglarinda mevcut olan niikleik asit di-
zilim degigikligi viral proteinlerdeki antijenik determi-
nantlan etkileyerek olusan antikorlarin kullanilan sero-
lojik yontemle saptanamamasina neden olabilmektedir.
Omegin, tip 1 digindaki genotiplerle infekte olan has-
talanin NS-4'den koken alan c100 ve 5-1-1 antijenler
ile RIBA-2 testlerinde zayif reaksiyon verdikleri goste-
rilmigtir (18). Bu farklilik alttip seviyesinde de goriile-
bilir. Alonso ve ark. yakin zamanda tip 1b ile infekte
hastalarin c100 digindaki RIBA-2 antijenlerine karsi
tip la'ya gore daha yiiksek antikor cevabi bulduklarini
rapor etmiglerdir (27). Bizim ¢aligmamizda da alttip

seviyesinde serolojik cevap farki saptanmigtir. Ancak
Alonso ve ark. bulgulanindan farkli olarak tip 1b ile in-
fekte serum omeklerinin tip la'ya gére 5-1-1 ve c100
antijenlerine karsi daha zayif reaksiyon tespit edilmis-
tir. Alttip l1a ve 1b arasinda NS4 geninde 5-1-1 bélge-
sinde %90'nin iizerinde amino asit (aa) homolojisi gos-
terilmesine ragmen antikor baglanmasini etkileyen do-
minant epitoptaki degisikligin reaksiyonu etkilemesi
miimkiindiir (25,28). Aynca serumlann ¢ogunlugunun
immiin sistemi baskilanmig hastalara ait olmasi nede-
niyle ¢ok kisith antikor cevabi olusturmalart da bu
farkhiliga neden olabilir (29). Alttip seviyesinde rastla-
nan kritik bélgenin 1701-1704. aminoasitler arasinda
oldugu gosterilmigtir (30). Alttip 1a'da 1703. aa olan
arginin 1b'de glutamin ile degigsmistir (25,28). Bu bél-
ge yeni geligtirilen RIBA-3 testlerinde sentetik protein-
lerin dominant epitop bélgeleri olarak kullanilmistir,
RIBA-3 ile yapilan serolojik reaktivite degerlendiril-
melerinde RIBA-2'ye oranla farkliliklar daha az belir-
gindir. Boylece RIBA-2 ile farkh HCV genotipleri ile
infekte hastalarda saptanan yiiksek reaktivite farklihg
ortadan kaldinlmigtir. Caligmamizda, tip 1 diginda tip-
lere sahip 6rnek sayisimin azligi nedeniyle tipler arasi
degerlendirme yapilamamisgtir.

Farkli serolojik reaktivite virus replikasyon hizin-
daki degisikliklere de bagh olabilir. Ancak bunu des-
teklemeyen bir goriig, hizli virus replikasyonunda ko-
runmug bolgeler olan ¢22 ve c33'e karg: antikor ceva-
bimin kuvvetli, NS4'e karsi ise zayif olacagini one siir-
mektedir (31). Bizim bulgulanmizdan farkh olarak
Mahaney ve ark. tip la ve tip la'ya gore daha agresif
seyreden tip 1b infeksiyonlan arasinda serolojik reakti-
vite agisindan fark bulmamglardir (32).

Ozet olarak, RIBA-2 testleriyle elde edilen serolo-
Jik sonug ancak hastalifin klinik evresi ile birlikte de-
gerlendirilirse viremi varhg hakkinda 6n fikir verebi-
lir. Farkli HCV genotipi ile infekte olan hastalann olu-
san serolojik profilleri farkli olabilmektedir. Ancak RI-
BA-2 testlerde bu profil HCV genotipi igin 6zgiil de-
gildir ve serolojik profili hastanin immiinolojik duru-
mu da etkilemektedir. Yakin gelecekte PCR yontemine
dayanan tiplendirmelere gére daha pratik olmasi nede-
niyle, HCV tipleri ve alttiplerinin dominant epitoplar
kullamlarak tipe ozgiill ELISA veya benzeri testlerin
kullanima girmesi beklenmektedir. Bu testlerin epide-
miyolojik ¢ahigmalara getirecegi kolayhgin yam sira
tedavi segimi ve prognoz belirlemede hastaya da fay-
dasi olacaktir.

17



Tesekkiir
Bu ¢alismada bilgi ve deneyimlerinden faydalandi-

gimiz Ruchill Hastanesi Mikrobiyoloji Referans Unite-
sinden Dr. Brian C. Dow ve Edinburgh Uiversitesi Kli-
nik Mikrobiyoloji béliimiinden Dr. Peter Simmonds'a
tesekkiir ederiz.

KAYNAKLAR

18

Alter MJ, Margolis HS, Krawczynski K, et al.: The natu-
ral history of community acquired hepatitis C in the Uni-
ted States. N Engl J Med, 1992, 327- 1899-1905.

. Yano M, Yatsuhashi H, Inoue O, Inokuchi K, Koga M:

Epidemiology and long term prognosis of hepatitis C vi-
rus infection in Japan. Gut, 1993, suppl: S13-16.

. Hino K: Diagnosis of Hepatitis C. Intervirology, 1994;

37:77-86.

. Takahashi K, Okamoto H, Kishimoto §, et al.: Demons-

tration of a hepatitis C virus specific antigen predicted
from the putative core gene in the circulation of infected
hosts. J Gen Virol, 1991, 73: 667-672.

. Krawczynski K, Beach MJ, Bradley DW, et al: Hepatitis

C virus antigen in hepatocytes: Immunomorphologic de-
tection and identification. Gastroenterology, 1992, 103:
622-629.

. Kuo G, Choo QL, Alter HJ, et al.: An assay for circulati-

on antibodies to a major etiologic virus of human non-A,
non-B hepatitis. Science, 1989, 244: 362-364.

. Bresters D, Cuypers HIM, Reesnik HW, et al.: Enhanced

sensitivity of a second generation ELISA for antibody to
hepatitis C virus. Vox Sang 1992, 62: 213-217.

. Watanabe J, Matsumoto C, Fujimura K, et al.: Predictive

value of screening tests for persistent hepatitis C virus
eudenced by viraemia, Japanese experience, Vox Sang,
1993, 65, 199-203.

. Okamoto H, Mishiro S: Genetic heterogeneity of hepati-

tis C virus. Intervirology, 1994, 37: 68-76.

. Simmonds P, Alberti A, Boninho F, et al.: A proposed

system for nomenclature of genotypes for hepatitis C vi-
rus. Hepatology, 1994, 19: 1321-1324.

. Lau JYN, Mizokami M, Kolberg JA, et al: Application

of six hepatitis C virus genotyping systems to sera from
chronic hepatitis C patients in the United States. J Infect
Dis, 1995, 171: 281-289.

. Mc Omish F, Yap PL, Dow BC, et al.: Geographical dist-

ribution of hepatitis C virus genotypes in blood donors:
An International colloborative survey. J Clin Microbiol,
1994, 32:884-892.

. Takada N, Takase S, Enomoto N, Takada A, Date T: Cli-

nical backgrounds of the patients having different types
of hepatitis C virus genomes. J Hepatol, 1992; 14:35-40.

. Pozzato G, Kaneko S, Moretti M, et al.: Different ge-

notypes of hepatitis C virus associated with different se-
verity of liver disease. J Med Virol, 1994; 43: 291-296.

. Chan SW, McOmish F, Holmes EC et al. Analysis of a

new Hepatitis C virus type and its phylogenetic relations-
hip to existing variants. J Gen Virol 1992, 73: 1131-41.

. Chomszynski P Sachhi N: Single-step method of RNA

isolation by acid guanidium thiocyanate-phenol-
chloroform extraction. Analytical Biochemistry 1987,
162: 156-159.

19.

20.

21.

22,

23,

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3L

32,

. Machida A, Ohnuma H, Tsuda F, et al.: Two distinct

subtypes of hepatitis C virus defined by antibodies direc-
ted to the putative core protein. Hepatology, 1992, 16:
886-891.

. Mc Omish F, Chan SW, Dow BC, et al.: Detection of

three types of hepatitis C virus in blood donors: Investi-
gation of type-specific differences in serological reacti-
vity and rate of alanine aminotransferase abnormalities.
Transfusion, 1993, 33: 7-13.

Mimms L, Vallari D, Ducharme L, Holland P, Kuramot
JK, Zeldis J: Specifity of anti-HCV ELISA assessed by
reactivity to three immunodominant HCV regions. Lan-
cet 1990, 336: 1590-1591.

Dow BC, Coote I, Munro H, et al.: Confirmation of he-
patitis C virus antibody in blood donors. J Med Virol,
1993, 41: 215-220.

Teo CG, Gabriel FG, Mortimer PP: Confirmation of se-
cond generation anti-hepatitis C virus enzyme immuno-
assays by antigenic crossreactivity. J Clin Pathol, 1992;
45:917-920.

Badur S, Agacfidan A, Tiirkoglu S ve ark.: HCV infeksi-
yonunun serolojik tamsinda gegitli ELISA ve RIBA tek-
niklerinin degeri ve PCR y&ntemi ile HCV-RNA's) arag-
tirmasi. Klimik Derg, 5: 70-73.

Tremolada F, Casarin C, Alberti A, et al: Long term fol-
low-up of non-A, non-B (type C) posttransfusion hepati-
tis. J Hepztol, 1992, 16: 273-281.

Vatteroni ML, Pistello M, Maggi F, et al.: Hepatitis C vi-
rus serological and polymerase chain reactions in human
immunodeficiency virus-positive and negative patients.
Clin Diagn Virol, 1994; 2: 7-16.

Simmonds P, Rose KA, Graham S et al.: Mapping of se-
rotype specific, immunodominant epitopes in the NS-4
region of hepatitis C virus (HCV): use of type specific
peptides to serologically differentiate infections with
HCV types 1, 2, and 3. J Clin Microbiol, 1993, 31: 1493-
1503.

Dusheiko G, Schmilowitz-Weiss H, Brown D, et al.: He-
patitis C virus genotypes: An invesligation of type speci-
fic differences in geographic origin and disease. Hepato-
logy, 1994; 19: 13-18.

Alonso C, Qu D, Lamelin JP et al.: Serological responses
to different genotypes of hepatitis C virus in France. ]
Clin Microbiol, 1994, 32:211-212.

Yuki N, Hayashi N, Mta E et al.: Clinical characteristics
and antibody profiles of chronic hepatitis C patiens: rela-
tions to hepatitis C virus genotypes. J Med Virol, 1995,
162-167.

Lelie PN, Cuypers HT, Reesink HW et al.: Patterns of
serological markers in transfusion-transmitted hepatitis C
virus infection using second generation HCV assays. J
Med Virol, 1992, 37: 203-209.

Sallberg M, Ruden U, Wahren B et al.: Antigenic regi-
ons within the hepatitis C virus envelope 1 and non-
structural proteins: identification of an 1gG3 restricted re-
cognition site within the envelope | protein. Clin Exp
Immunol, 1993, 91:489-494.

Yuki N, Hayashi N, Kasahar A, et al.: Hepatitis C virus
replication and antibody responses toward specific hepa-
titis C virus proteins. Hepatology, 1994, 19:1360-1365.
Mahaney K, Tedeschi V, Maertens G et al.: Genolypic
analysis of hepatitis C virus in American patients. Hepa-
tology, 1994, 20: 1405-1411.



