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OZET

Hepatit C virusu (HCV) enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda, anti-HCV antikorlarinin enzim (EIA)
veya kemilliminesans temelli immiin yontemler ile saptanmasi diinyada ve tlkemizde yaygin olarak kul-
lanilmaktadir. Ancak rutin tani laboratuvarlarinda ciddi sorun olusturan anti-HCV testlerinde sinir degeri-
ne (Serum/Cut-off; S/C= 1.0) yakin pozitif sonuglarin elde edilmesi konusunda ortak bir yaklasim gelisti-
rilmemistir. Bu calismada, Ocak 2007-Aralik 2007 tarihleri arasinda 3. jenerasyon anti-HCV testleri ile
“dusuk titrede pozitif” olarak saptanan hastalarin irdelenmesi amaclanmistir. Calismaya, duyarlilik ve 6z-
gllligu dretici firma tarafindan sirasiyla %100 ve %99.7 olarak verilen ticari bir sistemle (Vitros EC Im-
munodiagnostic System, 3 generation anti-HCV kit, Ortho Clinical Diagnostics, ABD) anti-HCV S/C de-
geri (iki kez calisma sonucunda) 1-5 arasinda saptanan 215 serum o6rnegi alinmistir. Bu 6rneklerde HCV-
RNA varhgr gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle (Flurion HCV QNP 2.1); alanin
aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) diizeyleri ise kemilliminesans otoanalizér (Roc-
he, Almanya) ile belirlenmistir. Calismaya alinan serum 6rneklerinin 136 (%63.3)'si kadin, 79 (%36.7)'u
erkek hastalara ait olup, hastalarin yas ortalamasi 50.2 £ 18.9 yildir. Hastalarin 18 (%8.4)'inde ALT ve/ve-
ya AST diizeyleri yliksek bulunmus, bunlarin 4’tinde hepatit A virusu veya B virusu enfeksiyonu, 9’unda
da kronik hastalik varligi gozlenmistir. S/C degeri 3.69, 4.46 ve 4.59 olan 3 (%1.4) hastada ise HCV-RNA
pozitifligi saptanmis (sirasiyla; 15.6 x 10°, 4.3 x 10° ve 2.6 x 103 IU/ml); bu hastalarin 50 yasin iizerin-
de, ALT diizeyi yiiksek, kronik bobrek yetmezIigi olan ve en az bir yildir diyaliz yapilan hastalar oldugu iz-
lenmistir. HCV-RNA pozitif 3 hastadan 4-6 hafta sonra alinan ikinci serum 6rneklerinde anti-HCV titresi-
nin yikseldigi (S/C sirasiyla; 15.1, 6.5 ve 11.8) belirlenmistir. Sonug olarak, distik diizey anti-HCV pozi-
tifliginin elde edilmesi durumunda, sonuglarin RIBA (ki, diisiik duyarliligi nedeniyle kullanimi tartismali-
dir) ve HCV-RNA testleriyle dogrulanmasi seklinde yapilan uygulamaya ek olarak kesin bir 6nerinin gelis-
tirilemeyecegi kanisina variimis ve anti-HCV S/C oraninin degistirilmesinin de ¢6ziim olamayacad diisu-
ndlmdastar.
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ABSTRACT

Laboratory diagnosis of hepatitis C virus (HCV) infection is based on the detection of anti-HCV anti-
bodies by enzyme immunoassay (EIA) or chemiluminescence 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 lac-
king. This study was aimed to evaluate the clinical status of the patients with low titer anti-HCV antibo-
dies detected by third generation anti-HCV tests during January 2007-December 2007. Two hundred
and fifteen sera with anti-HCV S/C values between 1-5, detected by a commercial test system (Vitros EC
Immunodiagnostic System, 3™ generation anti-HCV test, Ortho-Clinical Diagnostics, USA) with a sensi-
tivity of 100% and specificity of 99.7%, as indicated by the supplier, were included to the study. Alani-
ne aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) levels were determined by using che-
miluminescence assay (Roche Diagnostics, Germany) and HCV-RNA was detected by real-time PCR (Flu-
rion HCV QNP 2.1). Hundred and thirty six (63.3%) of the patients were female and 79 (36.7%) were
male. The mean age of the patients was 50.2 + 18.9 years. In 18 (8.3%) patients ALT and/or AST levels
were high and two of them were infected with hepatitis A while the remaining two with hepatitis B vi-
rus. HCV-RNA positivity (15.6 x 105 4.3 x 10° and 2.6 x 10% IU/ml, respectively) was detected in three
patients (1.4%) with S/C values of 3.69, 4.46 and 4.59, respectively. These three patients were older
than 50 years, had high ALT levels and were chronic renal failure patients undergoing dialysis for at le-
ast one year. It was observed that after 4-6 weeks anti-HCV titers increased (S/C values were 15.1, 6.5
and 11.8, respectively) in the serum samples of these patients. The data obtained from this study emp-
hasizes the problem of low titer positive anti-HCV results. It could be concluded that in case of low titer
anti-HCV values, the result should be confirmed by RIBA, although its use is a matter of debate due to
its low sensitivity, and HCV-RNA tests. Based on these data it seemed that changing the anti-HCV S/C
ratio would not be a solution for the problem of low titer anti-HCV positive results.

Key words: Hepatitis C virus, anti-HCV, S/C ratio, HCV-RNA.

GiRi$

Hepatit C virusu (HCV), yapisal (C, E1, E2) ve yapisal olmayan (NS2, NS3, NS4, NS5)
proteinleri kodlayan genom bélgelerine sahip tek iplikli bir RNA icermektedir'-2. Tim
diinyada HCV enfeksiyonlari yaygin olarak goriilmekte olup, yaklasik 170 milyon insa-
nin enfekte oldugu tahmin edilmektedir®. HCV ile enfekte kisilerin %55-85'inde ise en-
feksiyon kroniklesmektedir. HCV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi, hasta serumunda
virusa 6zgul antikorlarin (anti-HCV) ya da dogrudan vireminin (HCV-RNA) gosterilmesi
ile olanaklidir®. Daha ziyade tarama amach olarak kullanilan ve ticari olarak temin edile-
bilen ¢ok sayidaki anti-HCV testleri farkli duyarlilikta olabilmektedir. Bunlar arasinda yay-
gin olarak 2. ve 3. jenerasyon anti-HCV testleri tercih edilmektedir. ikinci jenerasyon
testler NS4 rekombinant proteinlere (5-1-1 ve c100) ek olarak kor (core) bodlgesinden
turetilmis bir rekombinant antijen (c22) ile NS3 bdlgesinden tiretilmis bir baskasini
(c33c veya c200) icermektedir. Uciincii jenerasyon testlerde ise c100 ve 5-1-1 antijen-
lerinin yerini c100 peptidi, c22'nin yerini ise c22p peptidi almig olup, c33c’nin yogun-
lugu artinlmistir. Ayrica NS5 bolgesinden tiiretilen bir rekombinant antijen de teste da-
hil edilmistir'-3.

Anti-HCV testlerinde sinir (cut-off) degerine yakin pozitif sonuglarin elde edilmesi, ru-
tin tani laboratuvarlar icin ciddi sorunlar dogurmaktadir. Bu degerlerin cogunun yalan-
a pozitif olma olasiigina karsi sonuglarin RIBA (recombinant immunoblot assay) veya
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LIA (line immunoblot assay) gibi yéntemlerle dogrulanmasi dnerilmektediré8. Ayrica,
anti-HCV porzitifligi akut, kronik ya da gecirilmis enfeksiyonun belirlenmesinde yetersiz
kaldigindan HCV-RNA tespitinin de yapilmasi gerekli olmaktadir®. Bu calismada 3. jene-
rasyon anti-HCV testleri ile “dUstik titrede pozitif” olarak saptanan hastalarin irdelenme-
si amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismada, Ocak 2007-Aralik 2007 tarihleri arasinda Gaziantep Universitesi Tip Fakiil-
tesi Hastanesi Merkez Laboratuvarina rutin tarama amaciyla anti-HCV testi icin gonderi-
len 25.029 adet serum o6rneginden duslik diizeyde pozitif sonug alinanlar retrospektif
olarak secildi. Anti-HCV testleri; geleneksel enzim immdin yontemleri (EIA) kadar 6zgdil
ve duyarll oldugu bildirilen® ve 2001 yilinda anti-HCV icin FDA (Food and Drug
Administration) onayi almis olan’ kemiliiminesans analizér (Vitros EC Immunodiagnos-
tic System, Ortho Clinical Diagnostics, ABD) cihazinda 3. jenerasyon anti-HCV Kkitleri
(Ortho Clinical Diagnostics, ABD) ile cahsildi. Sonuglar, 6rnekten alinan sinyalin “cut-off”
degerine orani (§/C) olarak hesaplandi ve Uretici firmanin 6nerisine gore > 1.0 ise pozi-
tif, < 0.9 ise negatif ve 0.9-1.0 arasinda ise sinir deger olarak degerlendirildi. Buna gore
S/C orani 1-5 arasinda bulunan ve testin tekrarlanmasi ile de ayni sonug alinan 215
(%0.9) serum 6rnegi calismaya dahil edildi.

Serumlarin HCV-RNA duizeyleri iCyler iQreal (BioRad) gercek zamanl PCR cihazinda
Flurion HCV QNP 2.1 gercek zamanli PCR kitleri (lineer aralik 102-107 [U/ml, analitik ara-
Iik 7 x 10% IU/ml) kullanilarak; ALT ve AST enzim diizeyleri ise Roche Hitachi Modular DP
Systems (Mannheim, Almanya) otoanalizoru kullanilarak belirlendi. PCR testlerinde, in-
hibisyonu kontrol etmek icin kullanilan internal kontrol DNA izolasyonundan itibaren
PCR reaksiyon karisimina eklendi.

Hastalarin dosyalari incelenerek, demografik bilgilerine, tani ve diger laboratuvar ve-
rilerine ulagildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 215 serum 6rnegdinin 136 (%63.3)'s1 kadin, 79 (%36.7)'u erkek has-
talara ait olup, hastalarin yas ortalamasinin 50.2 = 18.9 yil oldugu (hastalarin %54't >
50 yas) belirlenmistir. Hastalarin 18 (%8.4)'inde ALT ve/veya AST diizeyleri yiksek bu-
lunmus, 3 (%1.4) hastada ise HCV-RNA pozitifligi saptanmistir (Tablo 1). HCV-RNA pozi-
tifligi saptanan hastalarin testleri ayni serumlarla tekrarlanmis ve benzer sonuglar alinmis-
tir. Bu hastalardan 4-6 hafta sonra yeni serum ornekleri alinarak anti-HCV ve HCV-RNA
testleri tekrar caligilmistir (Tablo I).

TARTISMA

Gunimuzde HCV enfeksiyonlarinin tanisinda rutin laboratuvarlarda kullanilan cesitli
testler (anti-HCV, RIBA, niikleik asit testleri) bulunmakla birlikte, bunlarin her birinin ken-
dine 6zgii cesitli kisitlamalari vardir’. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), “Centers for Disease
Control and Prevention (CDC)” ve Amerikan Saglik Enstittisi gibi kuruluslar anti-HCV so-
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Tablo I. Hastalarin Demografik Ozellikleri ile Anti-HCV, HCV-RNA, ALT ve AST Sonuglari
No Cinsiyet/Yas Anti-HCV* HCV-RNA (IU/ml) ALT* AST* Ozellik

1 K/7 3.47 - 79 41 Anti-HAV IgM pozitif

2 K/70 3.94 - 60 47 Gonatroz, uzun sureli
analjezik kullanimi

3 K/51 1.05 - 47 21 Ulagilamadi

4 E/74 3.07 - 119 95 Multipl travma

5 E/71 2.81 - 11 50 Dekompanse siroz

6 K/48 2.07 - 64 64 KBY, > 1 yil diyalize

7 E/52 3.69 (15.1)*  15.6 x 10° (> 10%** 78 62 KBY, > 1 yil diyalize

8 K/62 4.65 - 43 30 KBY, > 1 yil diyalize

9 K/58 4.46 (6.5)** 4.3 x10° (10%)** 47 23 KBY, > 1 yil diyalize

10 K/52 4.59 (11.8)* 2.6 x 103 (> 10%** 704 584 KBY, > 1 yil diyalize

11 K/42 1.68 - 66 70 Ulasilamadi

12 K/17 2.78 - 2097 1669  Anti-HAV IgM pozitif

13 E/31 2.47 - 266 185 HBsAg pozitif, HBV-DNA
pozitif

14 K/30 3.88 - 72 36 HBsAg pozitif, HBV-DNA
negatif

15 K/33 1.96 - 47 18 Kronik otit

16 E/26 1.88 - 85 34 IV ilag bagimlisi (> 1 yil)

17 E/51 1.17 - 74 42 Ulagilamadi

18 K/62 4.36 - 41 35 KBY, diyalize

* §/C indeksi; ALT normal deger: 8-41 U/I; AST normal deger: 8-38 U/I.

** Parantez icindeki degerler, ayni hastalardan 4-6 hafta sonra alinan ikinci serum &érneklerinden elde edilen
degerlerdir.
KBY: Kronik bobrek yetmezligi, IV: intravendz, ALT: Alanin aminotransferaz, AST: Aspartat aminotransferaz,
K: Kadin, E: Erkek, HCV: Hepatit C virusu, HAV: Hepatit A virusu.

nucunun, ornedin optik dansitesinin, “cut-off” degerine orani ile saptanan sonucun,
yiiksek porzitif, diisiik pozitif ve negatif olarak bildirilmesini dnermektedir’. Ancak Ulke-
mizde tim merkezler tarafindan uygulanan ortak bir tanisal algoritma yoktur. Anti-HCV
testlerinde dusuk pozitif sonug alinan hastalar, testlerin duyarliliklari ayri tutulmak tzere,
hastaligin erken evresinde (pencere donemi) veya gecirilmis HCV enfeksiyonunda anti-
kor diizeyinin diismesi ile ilgili olabilir'®'2. Ancak bu degerlerin cogunun yalanci pozitif
sonuglar oldugu bildiriimekte, buna ragmen hastalarin takibi 6nerilmektedir'. EIA test-
leriyle alinan bu tur sonuglar RIBA yontemiyle dogrulanabilir. RIBA pozitifligi ile viremi
arasinda iyi bir uyum olmasina karsilik, EIA ile dusik titrede pozitif bulunan 6rneklerin
codu RIBA ile de kuskulu (indeterminate) sonug verebilmektedir'2. Tanisal dogrulama-
daki yeri tartismali olan immunoblot testlerinin duyarlihiginin EIA testlerinden daha du-
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stik oldugu bildirilmekte olup, RIBA testinin yapilip yapilmamasi ile ilgili farkli gorusler
vardir' ', Yapilan ¢alismalar dogrulama testi olarak kullanildiginda, HCV-RNA belirlen-
mesinin tanisal degerinin RIBA’dan Ustiin oldugunu gdéstermektedir'*”.

Bu calisma, bircok rutin laboratuvarda karsilagilan 6nemli sorunlardan birisi olan d-
stik titrede pozitif anti-HCV sonuclarina yaklasimin irdelenmesi amaciyla planlanmistir.
Calismada kullandigimiz sistemin (Vitros EC Immunodiagnostic System, 3" generation
anti-HCV kit, Ortho Clinical Diagnostics, ABD) duyarlilik ve 6zgulligu uretici firma tara-
findan sirasiyla %100 ve %99.7 olarak verilmektedir. Bu yontemle HCV bulasindan 4-10
hafta sonra kanda antikorlarin tespit edilebilecegi®; ancak yalanci pozitif sonuglarin, di-
ger viral enfeksiyonlarin (CMV, EBV, HIV, hepatit A ve B virusu) varhg, sistemik lupus eri-
tematozus ve romatoid faktor pozitifligi ve kisa stire dnce agi (grip asisi gibi) uygulama-
si gibi durumlarda ortaya cikabilecegi bildirilmektedir'8. Uretici firma, bu yéntemde S/C
degerinin = 1 olmasi halinde sonucun “pozitif” olarak raporlanmasini 6nermektedir. An-
cak bu degerin yiikseltiimesi yéniinde bircok calisma yapilmis; Ecemis ve arkadaslarn'® en
iyi 6zgiilliik ve duyarlihgin S/C orani 5 olarak alindiginda, Altuglu ve arkadaslan?® ise 5.7
olarak alindiginda elde edildigini ifade etmislerdir. Ayrica dusuk titre pozitiflik sinirinin
2.5 ve 3.7 olarak kabul edildigi calismalar da vardir®2'. Bu verilerden olarak, calismami-
za anti-HCV S/C orani 1-5 arasinda bulunan 215 serum 6rnegi dahil edilmis ve S/C de-
geri 3.69, 4.46 ve 4.59 olan 3 (%1.4) hastada HCV-RNA pozitifligi saptanmistir. Dufour
ve arkadaslari®, disiik titrede anti-HCV porzitif hastalarin %11.4 (16/140)'iinde HCV-
RNA saptarken; Afsar ve arkadaslar?? benzer 6zellikteki 65 hastada, Oethinger ve arka-
daslan’® 83 hastada, Kaya ve arkadaslari?' ise 14 hastada niikleik asit testlerini negatif
bulduklarini rapor etmislerdir.

Dustik titre anti-HCV pozitifligi saptanan hastalarimizin cogunun kadin (%63.3) ve 50
yas Uzerinde (%54) olmasi, yalanci pozitiflige neden olan faktorlerin (otoimmun hasta-
liklar, diger enfeksiyonlara egilim gibi) bu grupta daha sik rastlanmasindan kaynaklana-
bilir. Ayrica yasl hasta grubunda duisiik titre pozitifligi sikhginin, yillar 6nce gecirilen HCV
enfeksiyonlarinda yillar icerisinde antikor diizeyinin azalmasina bagh oldugu ileri sirtl-
mektedir®'"12, Ek olarak hemodiyaliz yapilan hastalarda anti-HCV sikhiginin yiiksek oldu-
gu ve cesitli Ulkelerde yapilan calismalarda bu oranin %5-60 arasinda degisebildigi ra-
por edilmektedir?3-23,

Hepatit C enfeksiyonlarinin takibinde serum transaminazlarinin, 6zellikle de karacige-
re daha 6zgiil olan ALT diizeyindeki yiiksekligin 6nem tasidigi bilinmektedir>>. Bununla
birlikte, akut HCV enfeksiyonunda ALT diizeyinin normal bulunmasi da taniyi ekarte et-
tirmemektedir?®?’. Calismamizda ALT ve/veya AST diizeyleri yiiksek bulunan 18 hasta-
nin irdelenmesi sonunda, dérdiinde hepatit A veya B virus enfeksiyonu, dokuzunda da
kronik hastalik varligr gozlenmistir (Tablo I). HCV-RNA pozitifligi saptadigimiz li¢ hasta-
mizin ise 50 yagin tizerinde, ALT diizeyi yUksek, kronik bobrek yetmezligi olan ve en az
bir yildir diyaliz yapilan hastalar oldugu dikkati cekmistir. Bu hastalarin 4-6 hafta sonra
alinan ikinci serum orneklerinde anti-HCV titresinin yiikselmis olmasi da anlamlidir. Do-
layisiyla distk titre antikor pozitifligi saptanan hastalarda anti-HCV EIA titresinin takibi
de 6nem tagimaktadir.
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Sonug olarak verilerimiz dikkate alindiginda, bu konuda halen kesin 6nerilerin gelisti-
rilemeyecegi kanisina varilmis ve anti-HCV S/C oraninin degistirilmesinin de ¢6ziim ola-
mayacadi dustindlmustir.
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