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II. Kusak Elisa Ile Saptanan Anti-HCV Varhiginin
Line Immunoassay Yontemi ile Dogrulanmasr*

Giizin Bulubay Giindogdu, Nail Ozgiines. Avse Canan Ucisik

OZET
1CV'ye karsi olu.gan antikorlari saplamada kullanilan 1. ve 2. kugak ELISA Kitleri ile tiremi, paraproteinemi, KAH, alkolik
hepatit olgularinda ve sebebin hentiz bilinmedig: baz durumlarda yalanci pozitiflikler elde edilebilmistir.

_HCY infeksiyonu, yeni teshis metodlannin geligtiilmesiyle prevalans: gittikge artan, sebep oldugu komplikasyonlar baki-
mindan ¢ok Snemli bir infeksiyondur. Ciinki klinik gidigin sessiz ve silik olmasina kargin olgularin yaridan ¢ogu kroniklesmek-
te, bunlarda da siroz ve karaciger kanserine doniigiim siklikla gézlenmektedir. Bu yiizden, iyi segilmig HCV infeksiyonlu hasta-
larin tedavi edilmesi konusunda goriig birlifi vardir. lyi segilmig hasta taniminda yas, ALT yiiksekliginin siiresi, karaciger biop-
sisi sonuglan gibi faktorlerin yamnda anti-HCV pozitifliinin gosterilmesi ve bunun dogrulanmasi kriterleri vardir,

Bu ¢ahiymada ELISA ile anti-HCV pozitif bulunmug 54 serum, Organon Teknika Lia Tek HCV 1l dogrulama testiyle ¢ali-
silmig ve bunlarin 51'inin pozitifligi dogrulanmistir. Ug serumda pozitiflik doggrulanmamus, yani gergekte negatif oldugu, en gok
antikorun niikleokapsid (Cl ve C2) proteinlerine, en az antikorun da E2/NS1 ve NS5 bolgelerine karsi olustugu gdsterilmigtir,

Anahtar Kelimeler: Anti-HCV, ELISA, Line immunoassay

SUMMARY
Confirmation of Anti-HCV Positivity Detected By 2nd Generation ELISA Using The Lineimmunoassay Method

ELISA kits used to detect antibodies againts HCV yield false positive results in some circumstances. We designed a confir-
mation lest to assess the false positivity rate, to determine the etiology in patients suspected to have hepatitis C and to establish
the certainly of high anti-HCV positivity in dialysis patients. We used the Lia Tek method (Organon Teknika) to confirm the pre-
sence of antibodics obtained by 2nd genertion ELISA. Lia Tek HCV 11l line immunoassay method determines qualitatively and
semiquantitatively antibodies againts HCV in human serum. In this study 54 sera found anti-HCV positive by 2nd generation
ELISA were subjected to Lia Tek HCV 111 confirmation test. The test confirmed 51 samples to be positive. Three samples pro-
ved negative. We found that the most and the fewest antibodies were produced againts nucleocapsid (C1 and C2) proteins and
E2/NS1 and NS5 regions, respectively.

GIRIS

Hepatit C virusu (HCV), heniiz identifiye edileme-
mig, fakat serolojik olarak gosterilebilen, flavivirus aile-
sinden bir RNA virusudur (1, 2). Genomu basit, uzun
tek bir open reading frame (ORF) igeren, bastan 1/3'lik
kisma lokalize (5'bolgesi) striiktiirel gen ve 2/3'lik kis-
mi da (3'bolgesi) nonstriiktiirel gen igerir.

PCR yonteminin uygulanmaya baglanmasiyla gesitli
iilkkelerden elde edilen HCV izolatlan arasinda, geno-
mun degisik bolgelerinde niikleotid ve aminoasit dizi-
ligleri bakimindan dnemli farklar oldugu goriillmiistiir
(3). Izolatlar arasinda en iyi korunmus bélge 5'-
non-coding bolgesidir (5NCR).

Cekirdek proteini ileri derecede viral RNA igerdi-
ginden en temel 6gedir ve izolatlar arasindaki dizilis

benzerligi de fazladir. Zarf proteini ise dizilis defigken-
ligi gosterir. Bu protein genellikle major nétralizan an-
tijenleri igerdiginden gok degiskendir ve bu durum agi
olugturma ¢ahgmalanm da engellemektedir.

HCV'nin genotipleri ve subtipleri vardir. Simflan-
dirmada HCV  genomunun bes ayn bolgesi (5'-
NCR, C, El, NS4 ve NS5) kullanilmaktadir. Simmonds
siniflandirmasina gore 11 HCV genotipi belirlenmigtir.
Tiirkiye'de baskin olan tip 1b'dir (3).

GEREC VE YONTEM

HCYV infeksiyonu tamisinda en yaygin metod 2, ku-
sak ELISA testiyle anti-HCV aragtinlmasidir. Bu test-
lerin, yiiksek oranda olmasa bile, yalanci pozitiflik gos-
terebildigi, bu sebeple elde cedilen pozitifligin farkl an-

* Bu ¢alisma "FEMS Symposium on Recent Advances in the Diagnosis of Viral Diseases” de
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SSK Goztepe Egitim Hastanesi, Inf. Hast. ve Kli. Mik. Bliimii, istanbul

72



Resim 1: Kullamlan ii¢ Lia Tek kitinden elde edilen
sonuglar.

tijenik yapidaki bir bagka testle dogrulanmas: oneril-
mektedir (4-6).

Cahgmamizin amaci 2. kugak ELISA testleriyle an-
ti-HCV pozitif bulunmug hasta serumundaki pozitifli-
gin dogrulanmasidir. Serum ALT ve AST degerleriyle
hastalarin yay1 goz oniine alinmadan Organon UBI
HCV EIA 2. kusgak anti-HCV kitiyle pozitif bulunmus
22 kadin, 31 erkek, bir gocuk hastaya ait toplam 54 sc-
rum omegi ¢ahgmaya alindi. Toplam serum miktanmin
45'1 hemodiyaliz iinitesi, besi infeksiyon hastaliklan
servisi, tigii dahiliye servisi, biri de gocuk hastahiklan
servisinden gelen hastalara aitti.

Infeksiyon hastaliklan, dahiliye ve gocuk klinikle-
rinden clde edilen serum ornekleri, ALT yiiksekligi tes-
pit edilmis, hepatit 6n tamsiyla izlenen, A ve B hepatit
markerleri negatif olan ve anti-HCV  pozitif bulunan
hastalara; hemodiyaliz @initesinden gelen serum 6rnek-
leri isc hepatite ait klinik bulgulan olmayan ve
transaminaz yiiksekligi tespit edilmeyen, rutin kontrol-
lerinde anti-HCV pozitif bulunan hastalara aitti.

Dogrulama testi olarak Lia Tek HCV 111 kiti (Orga-
non Teknika) ¢ahsgildi.

Lia Tek HCV IIl, insan serum ya da plazmasinda
bulunan HCV'ne kargi geligmis antikorlann kalitatif ve
semikantitatif determinasyonunu saglayan, sandvig
prensibi esasina dayanan bir line immunoassaydir. Al-
kalen fosfataz ile igarctli anti-human IgG konjugat ola-
rak rol oynarken, bromokloroindolil fosfat (BCIP) subs-
trat olarak kullambir. Test, viral genomun ¢n iyi korun-
mug bolgelerine kargi olugan spesifik HCV antikorlarn-
ni tespit eder ve bir renk reaksiyonu geligir, Efer serum
spesifik HCV antikoru igermiyorsa renk olugmaz. Her

bir strip kendi bagina, digerlerinden bagimsiz olarak,
beliren renk giddeti gozle okunarak degerlendirilir
(Resim 1, 2, 3).

BULGULAR

Cahgmamizda, ¢ogunlugu dializ hastalan olmak
iizere infeksiyon hastaliklan klinigi, dahiliye ve gocuk
kliniklerinden UBI, HCV EIA kiti-ile anti HCV pozitif
bulunmug ve -20°C'de saklanmig 54 serum test edildi.
Bunlardan 51'i Lia Tek HCV Il ile de pozitif, iigii de
negatif bulundu (Tablo 1).

Tablo 1. ELISA ve Lia Tek sonuglarimin servislere gore dagilimi

ELISA (+)  LiaTek Il (+) Lia Tek NIl ()
Dializ 45 RE] 1
Infeksiyon hast. 5 4 1
Dahiliye kl. 3 2 !
Cocuk k. ! |
Toplam 54 51 3

Pozitif sonug veren 51 serum iginde dializ hastalan-
na ait oian 44'liniin (% 86.2) ALT ve AST seviyeleri
normaldi. UBI HCV Organon kiti ile bulunan anti-HCV
pozitiflikleri, Lia Tek HCV Il ile de dogrulandigindan,
bunlanin asemptomatik tagiyici sayilabilecegi ve bu so-
nuca gore toplumda asemptomatik HCV tasiyicih§
oraninin oldukga yiiksek oldugu soylenebilir.

Toplam 54 scrum kullanilan galigmamizda elde et-
tigimiz verilerle, en ¢ok antikorun kapsid proteinlerine
karg1 olugtugu goriildii. C1 antijenine kargi olugan anti-
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Resim 2: Kullamlan ii¢ Lia Tek kitinden elde edilen
sonuglar.
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Resim 3: Kullamilan ii¢ Lia Tck kitinden elde edilen
sonuglar.

kor 54 serumdan 45'inde C2 antijenine kargi ise 54 se-
rumdan 42'sinde mevcuttu. NS3'e karst 54 serumda 42,
NS4'e kargi aymi sekilde 54 serumda 42 pozitiflik goriil-
dii. En az pozitiflik ise E2/NS1 ve NS5'e karsi olusan
antikorlardaydi. Her ikisi de 54 serumdan 17'sinde po-
zitifti (Tablo 2).

TARTISMA VE SONUC

HCV infeksiyonu, yeni teshis metodlarinin gelisti-
rilmesiyle prevalansi gittikge artan, scbep oldugu
komplikasyonlar bakimindan ¢ok onemli bir infeksi-
yondur. Klinik gidigin sessiz ve silik olmasina karsin ol-
gularin yaridan ¢ogu kroniklegsmekte, bunlarda da siroz
ve karaciger kanserine doniisiim sikhikla gozlenmekte-
dir. lyi segilmis HCV infeksiyonlu hastalarin tedaviye
alinmasi konusunda goriig birligi vardir. lyi segilmis
hasta tamminda yas, ALT yiiksekliginin siiresi, karaci-
ger biopsisi gibi faktérlerin yaninda anti-HCV pozitifli-
ginin gosterilmesi ve bunun dogrulanmasi kriteri soz
konusudur. ELISA testlerinde, giderck daha az oranda
goriilmekle birlikte yalanci pozitiflikler goriilebilmekte-
dir. Ayrica otoimmun hepatitlerde anti-HCV'nin yalan-
¢t pozitiflik vermesi, tersine seroncgatif Kkaraciger he-
patit C'de otoantikorlarin pozitif olmasi pek de seyrek
degildir. Bu durumlar ekarte edebilmek igin HCV dog-
rulama testleri gelistirilmistir (7).

Bir dogrulama testi olan Lia Tek HCV [l'iin ¢k
ozellikleri ve avantajlan vardir. Diger testlere gore
striiktiirel ve nonstriiktiirel HCV balgelerinden bes anti-
Jen igerdiginden fazladan iki bolgesi vardir. Bu da ¢ok
yaygm antikor tesbiti ve ayinm spektrumu ile artmig
sensitivite ile artry spesifiklik saglar. En fazla sayida

74

Tablo 2. Test striplerinde olugan antijen bandlarimin degerleri

No CI C2 E2/NSI NS3 NS4 NS5
KIT1 I + . - - + -
2 + - + + +
3 + + + + + -
4 + - - + + -
5 + + + + + +
6 + + - - + -
7 + + + +
8 + + + +
9 + - - + -
10 + - + . + +
11 + + - + + -
12 - + - . -
13 - - - B -
14 + + + + -
15 + - - +
16 + + + + +
17 + + + + +
18 + + - + +
KIT 1l I + + + + +
2 + + .
3 - . -
4 + + - +
5 = a B .
6 + + - + + -
7 + + + + + +
8 + + + + + -
9 + + + +
10 + + + + +
1 - - - + “+
12 0 + +
13 + - + + +
14 + + - +
15 . - + +
16 - + - -
17 - + - . .
IR - + -
KiTm 1 + + + + + -
2 - =
3 + + + + + +
4 + + - -
3 + a- + + -
6 + + - - + +
7 + + - + - -
8 + + + + + -
9 + + - + - -
10 + + - + + +
I - + + + + +
12 + + + + + +
13 . B - + + -
14 + + - + .
15 - - + + -
16 + + + +
17 - -
18 + + + + +

HCYV genomik bélgelerine ait antijenler igerdigi igin ha-

len meveut dogrulama testlerinin herhangi birine gore

¢ok daha fazla bilgi saglar gorinmektedir.
Calismamizda 2. kusak ELISA HCV kit ile anti-



HCV pozitif buldugumuz 54 scrumun 51'inin Lia Tek
HCV Il ile de pozitif, iigiiniin ise yalanci pozitif oldu-
#unu gostermis olduk. Bu sonug rutinde kullamlan ELI-
SA testleri ile % 5.5 oran.nda yalanci pozitiflik buluna-
bilecegini gosterir. Fakat chi-square yontemi kullamla-
rak yapilan istatistiksel galigmada bu sonug istatistiksel
olarak anlamli bulunmamigtir. Daha kesin sonuglara
ulagsmak igin daha genig scrilerle ¢aligiimasi gerektigini
diiginmekleyiz.
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