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OzZET

Bu c¢alismanin amaci VITROS anti-HCV assay version 3.0 (Ortho-Clinical Diagnostics) ile incelenip anti-hepatit C viris (anti-HCV)
distk pozitif saptanan 6rneklerinde (S/Co<5) HCV RNA dizeylerinin saptanmasidir. Anti HCV tam otomatik kemiluminesans
immunassay, HCV RNA ise Real Time (Gergek Zamanl) PCR ydntemi ile galisildi. Calisma siresinde 65 serum 6rneginde anti-
HCV duslk diizeyde (S/Co<5) saptandi. HCV RNA'si calisilan 65 serum 6rneginin hig birisinde HCV RNA pozitif olarak saptanmadi.
VITROS anti-HCV assay version 3.0 (Ortho-Clinical Diagnostics) ile arastirilan anti-HCV'nin diisiik pozitifliklerinde (S/Co<5) yalanci
pozitifligin yuksek olabileceginin géz énliinde bulundurulmasi gerektidi sonucuna varildi.

SUMMARY

The aim of this study was to determine the hepatitis C virus (HCV) RNA levels at low levels of anti-HCV ( S/Co< 5 ) which were
detected by the VITROS anti-HCV assay version 3.0 ( Ortho-Clinical Diagnostics). Anti-HCV was found at low levels (S/Co<5) in 65
serum samples. HCV RNA positivity was not detected in none of the 65 serum samples , which were found to be positive for HCV
by the Real Time PCR method. It is concluded that the false positivity rate might be high for the low positivity of anti-HCV (S/Co<5)
which was determined by the VITROS anti-HCV assay version 3.0 (Ortho-Clinical Diagnostics).

GiRIiS

Hepatit C virlistu (HCV) pozitif sarmalh, zarfli, Flaviviridae
ailesine ait bir RNA virusudur. Kronik non-A, non-B
hepatititlerin %90’indan sorumludur (1). Dinyada 170 mil-
yondan fazla insanin HCV ile infekte oldugu distnilmek-
tedir (2). Hepatit C virlis infeksiyonu c¢ogu kez
asemptomatiktir, buna karsin HCV ile infekte bir ¢cok bi-

lanilan testlerin ilki Amerikan “Food and Drug
Administration” (FDA) tarafindan 1990 yilinda kullanimina
izin verilmistir (4). Bu zamandan sonra bir ¢ok test kulla-
nima girmis “Centers for Disease Control and Prevention”
(CDC) serolojik kanitin yalniz anti-HCV tarama testinin
pozitif olmasi ile olabilecegini ve dogrulama testlerinin da-

ha spesifik serolojik testler (Recombinant immunoblot

reyde (%85) persistant kronik infeksiyon ve kronik hepatit
geligir (3). Hepatit C virlis antikorunun saptanmasinda kul-

assay —RIBA- ve nucleic acid test —-NAT-) ile yapilmasini
onermektedir (5). Amerika Birlesik Devletlerinde FDA ta-

85



Afgar ve ark.

rafindan tarama testi olarak iki enzim immun assay (EIA)
(Abbott HCV EIA 2.0 and ORTHO HCV version 3.0 EIA)
ve bir “enhaced chemiluminescence immunoassay” (CIA)
(VITROS anti-HCV assay; Ortho-Clinical Diagnostics)
testleri kullanima girmigtir (6, 7).

HCV prevalansinin yiiksek olmadidi bolgelerde, 6zellikle
%10’dan disuk prevalansa sahip bolgelerde anti-HCV
taramalarinda yiiksek yalanci-pozitiflige sik rastlanmak-
tadir.

Hepatit C viris genomu yedi fonksiyonel bélgeyi kapsar.
Bu bdlgeler ¢ekirdek, zarf (E1 Ez), yapisal olmayan bélge
(NS2, NSz, NS4, NSs5). CIA (VITROS anti-HCV assay;
Ortho-Clinical Diagnostics) testinde ¢ rekombinant HCV
antijeni kullaniimaktadir. Bu lg¢ rekombinant antijen; c22-
3, ¢200 ve NS-5 tir. Yazarlarin laboratuvarinda anti-HCV
tarama testi olarak; FDA onayini 2001 yilinda almig
Ortho Vitros anti-HCV, CIA testi ve ileri degerlendirme
icin nukleik asit testi olarak gergcek zamanl (real time)
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi ile ¢alisiimak-
tadir. Immunometrik bir teknik olan CIA (VITROS anti-
HCV assay; Ortho-Clinical Diagnostics) kemiluminesan
yontemle calismakta ve en az geleneksel EIA testleri
kadar 6zgul ve duyarli oldugu belirtiimektedir (1).

Bu calismanin amaci; yuksek anti-HCV prevalansina
sahip olmayan yazarlarin hastanesindeki CIA (VITROS
anti-HCV assay; Ortho-Clinical Diagnostics) ile g¢aligilan
S/Co orani < 5 olan sonuglarin HCV RNA duzeylerini
degerlendirmektir.

GEREG VE YONTEM

Calismada Ocak 2005-Temmuz 2006 tarihleri arasinda
izmir Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvar’'nda anti-HCV bakisi yapilan ve anti-HCV
diizeyleri (S/Co<5) saptanan hastalarin HCV RNA di-
zeyleri incelenmistir.

Anti-HCV kemiliminesan teknigi ile VITROS anti-HCV
assay version 3.0 (Ortho-Clinical Diagnostics) ile yapildi.

Hepatit C virlisii RNA diizeyleri kantitatif (109 -10° ge-
nom/ml) olarak gergcek zamanli (real time) polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PCR) teknigi ile dlciildl. Kisaca; nikleik asit
eldesi igin hasta serumlarindan 200 pl érnek RoboGene®
Quantification kit (Roboscreen, Almanya) kullanilarak ve
Uretici firmanin onerileri dogrultusunda yapildi. Hepatit C
virisit RNA'nin saptanmasi icin 20 pl (miks, primer ve
tagMan prob) (Roboscreen, Almanya) ve 5 pl ekstrak-
siyon {rind karigimi ABI prism 7700 (Applied, Bio-
systems, Foster City, CA, ABD) ile ¢aligildi.
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Calismada disiik diizeyde anti-HCV saptanan 65 hasta-
nin serumunda HCV RNA diizeylerine bakildi. Ug hasta-
nin HCV RNA'sI disik dizeyde pozitif olarak saptandi.
Hastalarin HCV RNA diizeyleri 2.4 x 10% 8.2 x 10 ve 5.4
x 10 genom/ml olarak saptandi. Hepatit C virisi RNA
dislik dizeyde saptanan (¢ hastanin yeni serumunda
testleri tekrar edildi ve anti HCV duzeylerinin yine dustk
diizeyde pozitifligi ile beraber HCV RNA diizeyleri nega-
tif olarak saptandi. Hastalarin klinik bilgileri HCV
infeksiyonu ile ilgili olmadigi distnildigi icin ilk HCV
RNA duzeylerinin yalanci pozitiflik oldugu sonucuna va-
rildi. Béylece 65 hastanin hi¢ birisinin HCV RNA’sinin
pozitif olarak saptanmadigi sonucuna varildi.

TARTISMA

Hepatit C virisiinin non-A ve non-B hepatitlerinin blylk
bir béliminden sorumlu oldugu bilinmektedir. Calisma-
lar HCV’nin kan ve kan drinleri siki bireysel temas ile
gectigi bildirilmistir. Anti-HCV’nin saptanmasi bireyin
infekte oldugunu ve bulastirma kapasitesinin oldugu bi-
linmektedir (8). Bu yonuyle incelendiginde HCV’nin kesin
tanisi bireyin tim yagantisini degistirmektedir.

Hepatit C virlisu infeksiyonlarinin artan karmasik tani
yontemleri direkt olarak hasta takibi ve yonetimini etki-
lemektedir. Eldeki testlerin dikkatli ve dogru kullanimi
kesin tani ve takip igin gereklidir. Calismada 65 hastada
anti-HCV test sonucu S/Co<5 olarak saptanmis ve klinik-
le laboratuvar hasta hakkinda kesin sonuca varamamis-
tir. Clinkli bu hastalar genelde HCV infeksiyonu belirtisi
vermeyen ve tarama yapilmasi sonucu dislk pozitiflik
S/Co<5 veren hastalardir. Her ne kadar HCV infeksiyon
beklentisi icinde olmasak da yalanci pozitiflikle beraber,
infeksiyonun erken evresinde (serokonversiyonun tam
olarak saglanmamasi), immunsupresyona bagl azalmis
immun yanit ve infeksiyonun gerilemesi (sagaltim?) ile
dusik diuzeyde anti-HCV pozitifligi olabilecegi disinul-
melidir. Bu gibi durumlarda nikleik asit testleri HCV RNA
varsa saptayip taniya yardimci olur ya da kuvvetli pozitif-
likte aktif HCV infeksiyonunun kanitlanmasi igin kullanilir

9).

Dusuk pozitiflik orani bélgenin anti-HCV prevalansiyla ters
orantili oldugu bildirilmistir. Ornegin; yiiksek preva-lansa
sahip grubta %4.9, orta prevalansa sahip calisma gru-
bunda %8.7 ve disik prevalansa sahip grubta ise %21.5
olarak saptanmistir (7). Yapilan c¢alismalarda Turkiye’-
deki prevalansin %2'nin altinda oldugu bildirilmistir (10).
Bu yo6nuyle bakildiginda, laboratuvarimizda tarama testi
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olarak kullandigimiz CIA ydnteminde yalanci pozitiflik
oranina sik rastlanmasini bekleriz. Ismail ve ark. (1) ¢a-
lismasinda, CIA (VITROS anti-HCV assay; Ortho-
Clinical Diagnostics) ile Abbott EIA yontemi karsilastiril-
mis ve anti-HCV taramasi yoninden %100‘e karsin
%98.9 daha iyi duyarlilik gostermistir; buna karsilk,
Abbott EIA %100-%98.1 oranlar ile daha iyi 6zgullik
saglamigtir (1). Oethinger ve ark. (6)'nin yaptigi calig-
mada, S/Co<5 olan 83 hastanin hi¢ birisinde HCV
RNA’sI saptanmamistir. S/Co<8 olan 19 hastanin birinde
HCV RNA pozitif olarak saptanmistir. Bununla birlikte
CDC CIA yontemiyle ¢ahgilan ve S/Co>8 olan anti-HCV
sonuglarinda tani amagl ek testlere gereksinim olmadan
pozitif olarak degerlendiriimesini Onermesine karsin
Dufour ve ark. (11) yaptigi calismada anti-HCV yiUksek
pozitif 684 hastanin yirmibesinde HCV RNA saptama-
miglardir. Bu yoéniyle irdelendiginde, CDC 6nerilerine
gore, S/Co>8 pozitif kabul edilseydi 25 hasta yalanci po-
zitif olarak degerlendiriimis olacakti. Bu ylzden bazi
arastirmacilar S/Co<20 olan tim hastalarin ek testlerle
dogrulanmasi gerektigini belirtmektedirler (6). Ek testle-
rin (HCV RNA) tim merkezlerde yapilamamasi, alt yapi-
ya ve yetismis personele gereksinim duymasi yaninda
ekonomik yiik getirmektedir. Ornegin tarama testleri or-
talama 5%, tarama testlerinin tekrari 15$, RIBA ile ileri
arastirma 65%-158% ve NAT ile arastirma 50$-2953% eko-
nomik yik getirmektedir (7). Tirkiye kosullari disunil-
diginde ek testleri isterken hem klinisyen hem de
laboratuvar sorumlulari iyi degerlendirme yapmalari ge-
rekmektedir.

Hasta sonuglarinin degerlendiriimesinde ekonomik yuk-
ler g6z 6ninde bulundurulmasi yaninda kesin ve en dog-
ru sonuca da ulasiimasi temel hedeftir. Bu nedenle, ta-
rama testi dogrulama testleri ile desteklenmelidir. Buna
karsilik, HCV infeksiyonu olan bireylerde HCV RNA'nin
saptanamamasi infeksiyonun akut fazinda ve sagaltim
alan o6zellikle interferon sagaltimi alan hastalarda goz-
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lemlenebilir olduguda g6z 6nliinde bulundurulmalidir. Bu
nedenle seri HCV RNA takibi 6nerilmektedir (12).

Molekdiler testlerde drneklerin saklama ve tasima kosul-
lari, cahisma kosullari, kullanilan “primerler” testin sonu-
cuna etki eder. Testlerimiz 2005 yili kalite kontrol
(QCMD) g¢alisma programina alinmis ve eksternal
kontrolu yapilmistir ve ayrica tim c¢alismalarimizda
internal kontrolleri yapilmistir. Testimizde HCV RNA
kantitasyonu 10° genom/ml‘'ye kadar olmasina karsin
daha disuUk dizeyler saptanabilmektedir. Hepatit C viri-
st RNA‘nin 10° genom/ml‘den az olmasi durumunda tes-
tin kantitasyon araliginin diginda olmasi nedeniyle
kontaminasyon, primer uyumsuzlugu gibi nedenlerden
dolay yalanci dustk pozitiflik akla gelebilir. Bu durumda
testin tekrari ve takibi 6énerilmektedir. Calismada 65 has-
tanin Uglinde HCV RNA saptanmistir. Hepatit C virlist
RNA dizeyi iki hastada 10" genom bir hastada 102 ge-
nom olarak saptanmistir. Hastalarin ALT dizeyleri nor-
mal diizeyde idi. Hastalarin HCV RNA dizeylerinin daha
sonra tekrar edilmesi sonucunda hig birisinde HCV RNA
pozitif olarak saptanmadi. ilk test sonuclarinin diisiik dii-
zeyde yalanci pozitiflik oldugunu distndldi.

Yukarida belirtilen nedenlerden dolayr NAT testlerinde
yalanci negatifliide dislnmeliyiz. Bayram ve ark.
(13)’nin yaptigi calismada anti-HCV pozitifligi bulunan
hastalarin %23.2’sinde HCV RNA saptanmamistir.

Oethinger ve ark. (6) CIA (VITROS anti-HCV assay;
Ortho-Clinical Diagnostics) ile anti-HCV'yi S/Co<5 sap-
tandiginda kuvvetli yalanci pozitiflik disinmekle beraber
hasta takibini birakmamayi 6nermektedirler. Bu ¢alisma-
dan edindigimiz sonuglara gore, anti-HCV S/Co<5 oldu-
gunda HCV infeksiyon belirtisi olmayan ALT dizeyleri
normal olan tarama yapilmis hastalarin anti-HCV sonug-
larinin yalanci pozitiflik yéninde degerlendirilebilecedi,
yinede hastanin ve toplumun énemli bir saglik problemi
olan HCV'yi diger testlerle dogrulamadan saf digi bira-
kamayacagimizi disinmekteyiz.
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