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Hepatit C Virusu Infeksiyonu Serolojik Tam Yontemlerinin

Karsihikl1 Degerlendirilmesi

Ruza Giinelil, Saban Cavuslu!, M.Fevzi Ozsoy!, Kenan Keskin!, Salih TiirkogluZ,

Selim Badur2, O. Sadi Yenen!

Ozet: Bu galigmada hepatit C virusu (HCV) infeksiyonn igin bagliea tans yontemi olarak kullawlan serolofik testler karsilikle
olarak degerlendirilii. U degisik hasta grubuoa aif serum Grnekleri farkly tariliderde gegitli testlerle galigild. Birinci grupta ikinci
kugak Abbott enzyme-linked immonosorbent assay (ELISA) ile anti-HCV-pozitif bulunan kronik karaciger ve kronik babrek
hastalara ait 20 seriom Sruegi UBI, Innotest, Abbolt Supplemental, LinTek, ikinci kugak recombinant immunoblot assay (RIBA)
ve pelimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile deferlendirildi. Ikinei grupta PCR ile HCV-RNA saptanmag 20 sexumt firnedi galigmaya
abmds ve ikinci kugak Abbott ELISA, MONOLISA (Sanafi Pastenr), AuBioDOT, BioSCREEN ve LiaTek ile degerlendirildi, Ugiinett
grupta hemodiyaliz hastalarmdan ikinci kugak Abbott ELISA ile anti-HCV pozitif bulunan 24 serum druefi aludy, Bunlar da
MONOLISA, BioSCREEN ve AuBioDOT'un yant stra bir kesyn LiaTek, bir'kisnnt da RIBA ikinci kugak ile degerlendirildi, Somug
olarak (a) ikinci kusak ELISA testlerinin duyarhiiklarmm, HCV infeksiyami agrsmdan risk grubu olugturan olgulardn genelde
yiiksek ditzeyde oldugn; (b) AubioDOT'm ikinci kugak ELISA testlerine giire daha dilgitk duyarhiliga sahip olmakia birlikte,
uygulana kolayhg nedeniyle Gzellikle dondr taramalarmda yararl: olup olamayacags konssunda ayrmili galigmalara
geveksinin oldugu; (c) Dogralama ySntemi olarak tantmlanan testlerin destekleyici/tamamiayie testler olarak nitelendirilmesinin
daha wygun olacags; (d) HCV-RNAwn varbigmda PCR negatifiiklerinin elintine edilmesi ve bu arada dondr taramalarunn giivenle
yamimast amactyla akut ve kronik C hepatitinin tamsmm saglayacak giivenilir, ucuz ve uygulama kolayligr olan yeni yontemlere

gereksinim oldugu kamsma varilds,
Anahtar Sgzciikler: Hepatit C, serolofik tam.

Summary: The camparison of serological diagnostic methods of hepatitis C virus infection, In this study, main serological
dingnestic methods used for hepatitis C virus (HCV) infeckions were evaluated. Serum samples obtained from tree d ifferent patients’ groups
analyzed by different methods in different dates, I the first group, 20 anti-HCV positive serunt samples by second generation enzyme Iinked
immunosorbent assny (ELISA) (Abbott) from patients with hironic liver discose and with chronic renal disease were reevatunted by UBI,
Intotest, Abbolt Supplementary test, LinTek, second geperation recombinant immunoblot assay (RIBA) and polymerase chain reaction (PCR).
For the second group, 20 HCV-RNA-positive serum samples by PCR were evalunted by secand generation Abbott ELISA, MONOLISA (Sanofi
Pasteur), AuBioDOT, BieSCREEN and LinTek, The third grovup inchided 24 anti-HCV-positive serum smmples by second generation Abbott
ELISA from hemodialysis patients. These samples were also evaluated by MONOLISA, BioSCREEN nnd AuBioDOTand some of Hhem were
coaluated by LiaTek and the atfers by second generation RIBA, In eonclusion, we considered thal (a) te sensitivity of second generntion ELISA
tests are generally high in those cases with iigh HCV infection risk; (b) AubioDOT, although less sensitive than second generation ELISA lests,
is highly practical and more detailed studies required to determine whether it can be appropriate for donor screening; (c) it can be considered
more accurately to rename the so-called confirmntory tests as supportive o complementary nssays; (@) more reliable, practical and cheaper
methods required to diagnose acute and chronic hepatitis C to eliminate PCR negativity it the presence of HCV-RNA, to screen the donors.

Key Words: Hepatitis C, serodirgnosis.

Girig

Hepatit C virusu (HCV), posttransfilzyon hepatiti olgulannin %
90 indzn sorumlu tutulmaktadir (1). Giinitmiizde henilz dzgiin ve
etkin bir tedavi y8nteminin olmamast HCV infeksiyonunun temas
Bncesi ya da temas sonras! tanisimn Snemini artrmakta ve bu ko-
nuda yofun cahsmalar yapilmaktadir. Tarama ve dofrulama
amagh serolojik testlerie, HCV-RNA'mn karaciger dokusu ve se-
rumda direkt olarak gdsterilmesini saglayan polimeraz zincir reak-
siyonu (PCR) bilinen baglica yontemlerdir. Ancak gesitli nedenler-
le, HCV-RNA'mn saptanmasinda PCR rutin ofarak kullamiama-
maktadir (2). Serolojik tan: yéntemlerine her gecen giin yenileri
eklenmekte, daba tince bulunmus olaniann duyarhlif: ve Gzgiili-
Zi konusunda tartiymalar ortayy atilmaktadir.

Bu cahiymada, hem hastalann laboratuvar {anisin koyma, hem
de dondr kanlarinda ve geitli risk gruplarinda tarama amaciyla bi-
linen serolojik tam y&ntemlerinden elde edilebilenler kargilikl ola-
rak degerlendirilerek, duyarhlik ve tzgiilltigiin yam sira {lkemiz
kosullarinda pratik uypulamada kuflumiabilirlifin saptanmasi amag-
lanmugtir.

¢1) GATA Haydorpess Egitim Hastunest, Infeksiyon Hastaltklan ve Klinik
Mikrobiyoloji Servisi, lsunbul

{2) Istanbul Tip Fokiliesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Daly
Virolaji ve Temel fmmbnoloji Bilim Dali, Copu-lstanbul
1, Ulesal Vire! Bepatic Simpezyumy (34 Kasun 1994, Ankara)'nde
bildirilmigtir,

HCV infeksiyonu klinik olarak ayirt edici pek fazla dzellik gis-
termedigi icin tan: serolojik yintemlere dayanmakiadir,

HCV genomunun klonlanmast cahismalar sirasinda elde edilen
5-1-1 Klonunun immiinolojik bir epitopu {ya da epitoplan) kodla-
digmmmn anlagilmast {lzerine HCV poliproteininin bu bolgesi anli-
korlarm saptanmas: icin gelistirilecek test sistemine esas almdi.
HCV poliproteininin yapisal olmayan bélgesi iginde yer man 363
amino asidlik bir bilim elde edildi ve c-100 adi verildi. Bu parga
insan "superoxide dismutase (SOD)" enzimini kodlayan insan geni
ile Miizyona sokularak rekombinan olarak maya igerisinde eksprese
edildi. Elde edilen fiizyon polipeptide ¢100-3 adh verildi ve bunun-
la kaplanmig mikrotitre plaklarinda I125 ile igaretlenmiy koyun an-
ti-human immiin globilini kullanarak prototip bir radycimmiino-
essey (RIA) geligtirildi {3). Hemen ardindan yapdlan galigmalurla
dun ELISA formatinda ticari kitler geligtirildi (4-8).

HCV infeksiyonunda ilk ortaya gikan antikorlar "core” protei-
nine kars: oluganlardir ve HCV'yi saptamak igin "core” antikorlari-
ni gosterebilen testlerin daha plivenilir oldugu ortays konulmustur
(9,10). Multiantijenik yaprya sahip testlerin tamda daha yararl ol-
dufu ve dogrulama igin de HCV-RNA'mn aragtirilmasinn tercih
edilmesi gerektifii bildirilmigtir (11).

Yapilan gesitli cuhymalarda ELISA formatindaki ikinci kugak
testlerin duyarlilik ve dzgiilligiiniln % 90 lzerinde belundufu
bildirilmigtir (12,13).

Teorik olarak HCV genomunun daha ug noktasindaki antijenle-
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ri igeren testlerin infeksiyonun herhangi bir déneminde taniy: daha
olanakhi kilacaf; varsayilmaktadir, Bu amagla RNA polimeraz
kodlayan NS5 alanyla ilgili antijenik tantyt iceren lestler kullam-
ma sunulmaya baglanmigter; ancak aynntlil galigmalara gereksi-
nim vardw (14).

Yontemler

Birinci grupta ikinci kugak Abbott ELISA ile anti-HCV-pozitif
bulungrak ¢aligmaya alinan 20 hastanin 16's1 kronik bobrek hasta-
s1, 40 kronik karacifer hastasiyd: ve bunlardan 10 olgunun ALT
diizeyleri yiiksek (88-244 IU/M), digerlerinki ise normaldi (5-40
1UAt). Bu gruptaki serum 8rnekleri (ikinci kugak Abbott ELI-
SA'min yam stra) tam amaciyla kullamitan UBI ve Innotest, dogru-
lama amactyla kullamlan Abbott Supplemental, LiaTek, ikinci ku-
gak RIBA ve HCV-RNA'y1 saptamaya y&nelik PCR ile lest edildi.

Lkinci grupta cesitli testlerle anti-HCV-pozitif bulunduktan son-
ra PCR ile HCV-RNA saptanmg 20 Srnek ¢alismaya alindi, Bu
gruptaki serum Smekleri (PCR'nin yam sima) tans ve tarama amach
kulianulan ikinci kugak Abbott ELISA, MONOLISA, BioSCRE-
EN, AuBioDOT ve dogrulama amaciyla kullarlan LiaTek ile test
edildi.

Ugiineli gruba, HCV infeksiyonu igin nemli bir risk grubu ol-
dugu bilinen hemodiyaliz hastalanndan ikinci kusak Abbott ELI-
SA ile pozitif bulunan 24 serum Grnegi alindi. Bu gruptaki serum
trnekleri (ikinci kusak Abbott ELISA'mn yani sira) tam ve tara-
ma amach olarak kullamlan MONOLISA, BioSCREEN ve AuBi-
ODOT, dogrulama amactyla kullanilan LiaTek ve RIBA ikinci ku-
sak ile calimildi. Ikinci gruptan farkl olarak PCR uygulanmad: ve
olgulartn bir kism LiaTek, bir kismi da RIBA ile degerlendirildi.
Caligmada agagfida dzelliklerine kisaca defiinilen testler, iretici fir-
ma kit kilavuzlanndaki yontemler uygulanarak gergeklestiriidi.

BRioSCREEN anti-HCV (Center for Genelic Engineering and
Biotechnology, Kiiba): Serum veya plazmada HCV antikorlanmn
kalitatif olarak in vitro saptanmasimda kullandan 192 testlik bir
mikro-ELISA sistemidir, Striplerde bulunan kuyucuklar HCV'nin
dominan antijenik epitoplanm tasiyan sentetik peptidlere kaplan-
mmgtir, Test edecegfimiz Srnekler kuyucuklarda inkiibe edildi ve
pozitif drneklerde HCV'ye spesifik antikorlar kati-faz antijenlerine
bagland:. Baglanmay:n non-spesifik materyal yikama ile uzaklag-
trildi. Olusan antijen-antikor kompleksi, konjugat olarak kulland:-
gumz "Protein A: horseradish peroxidase” ile saptanabilir hale ge-
tirildi, Enzim-substrat eklenmesi ile renklenme sagland.

‘AuBioDOT anti-HCV (Center for Genetic Enginecring and Bi-
otechinology, Kiiba): HCV'ye karg1 gelisen antikorlarn saptanma-
sinda gorsel olarak kullamlan bir tam yontemidir, Kan, serum ve
plazma gibi biyolojik sivilarda anii-HCV'yi in vitro olarak saptar.
Indirekt kati-faz ydntemi ile calisir. Konjugat olarak koloidal alun
immiinoproblan ve goriintilydl giiclendirici olarak da glimis iyon-
lan kullambir. Her biri 12 yiizeyel kuyucuk igeren ve gerefinde
ikiye bdliinebilen 6 plastik kap, HCV'nin p22 "core" proteininin
antijentk yapilarim igeren sentetik peptidler ile kaplanmistir.

Sonuglar reaksiyonr alanimn direkt gorsel olarak degerlendiril-
mesi ile ortaya konmustur. Metalik parlak koyu veya siyah rengin
titm reaksivon alamnda porilldiigi durnmlarda test pozitif olarak
kabul edilmigtir..

MONQLISA anti-HCV {Sanofi Diagnostics Pasteur):immtino
enzimatik teknikle insan serumunda HCV antikorlarimin saptan-
masima yonelik 96 ve 480 testlik kitleri igeren bir yéntemdir. HCV
genomunun yapisal ve yapisal olmayan bdlgelerinden segilmiy
ktonlardun Escherichio coli turafindan dretilmiy iki rekombinan
proteini antijen olarak kullanilrr. Bunlardan bird, genomun nitkleo-
kapsid bélgesinden tiiretilmigtir ve NC450 ad ile amlir, diferi ise
NS3 bélgesinden elde edilmis olup 409-1-1 ad1 verilmistir.

HCV ELISA Ikinci Kugak (Abbott): HCV genomunun "putati-
ve” yapisal (c22¢) ve yapisal olmayan (c33c ve c100-3) alanlan ta-
rafindan tammlanmig proteintere kargi olugan antikorlar: saptamak

lizere gelistirilmigtir, 100 ve 1000 testlik kitlert bulunmaktadir,

HCV ELISA Supplemental Assay (Abbott): Bu testte HCV
genomunun hem yapsal hem de yapisal olmayan bilgeleriyle ilig-
kili iki ayri rekombinan antijenin ayr ayr kaplandifi boncuklar
kullanilir. Yamsal antijen E.coli'de bir fiizyon proteini olarak eks-
prese edilmistir ve HCV'nin "core” bdlgesinden kokenini alir. Ya-
msal olmayan antijen ise yine E.coli'de bir fiizyon proteini olarak
eksprese edilmstir ve HCV'nin NS3 ve NS4 hilgeleri temel alin-
mugtir, Bu farkh antijenik yapuar nedeniyle, olugan antikorlar ayri
ayn gisterilebilmektedir.

Innotest HCV Antibody (Innogenetics SA, Belgika): HCV'nin

“core”, NS4 ve NS5 bilgeleriyle iligkili antijenlerin kaplandigt ku-
yucuklan iceren polisteren mikroplak stripler 96 testlik olarak ha-
zirfanmagtir,
_ UBI HCV ELISA (United Biomedical, Inc, NewYork, ABD):
Insan serum veya plazmasinda HCV'ye karst gelisen antikorlarn
in vitro olarak saptanmasi igin kalitatif bir enzim immunous-
say'dir. Antijenik olarak sentetik peptidleri kullamr. Bu peptidler
HCV'nin yapsal ve yapisal olmayan bélgelerinin her ikisine bir-
den oldukga yiiksek derecede uyum gsterebilecek sekilde olup
igeriginde kat: faz antijenik absorban bulunur.

LiaTek HCV (Organon Teknika): insan serum veya plazmasin-
da HCV'ye kargt geligen antikorlarin saptanmasinda sandvig pren-
sibi temeline dayah bir "line immunoassay"dir. Viral genomun en
gok korunmus anlariun kodladigs HCV proteinlerinin bir kismi-
na kars: geligen spesifik antikorlan saptar. Diger test sistemlerinin
dogrulanmas1 amactyla kullanilan bir yontemdir, Test stribi {ize-
rinde her biri HCV'nin core, NS4 ve NS5 proteinlerine iligkin anti-
jenik yamlan igeren farkh cizgiler vardir.

Chiron RIBA HCV Test System, Second Generation Assay
{Ortho Diagnostics): Tam y&ntemi olarak kullamlmayan, sadece
sragtirmatarda kullanimi dnoerilen, insan serum veya plazmasinda
HCV'ye kars1 pelisen antikorlan saptamaya yonelik bir "immu-
noblot assay"dir. 5-1-1, c100-3, ¢33c, c22-3 ve SOD olmak lzere
bes rekombinan antijen igerir. )

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): In vitro niikleik asid
amplifikasyon ydntemidir. Temelde nilkleik asidleri in vitro DNA
replikasyonunu taklit eden bigimde ¢oBaitma esasina dayanmakis-
dir. Yiintemin en Snemli 8zelliklerinden biri, arunan niikleik asid
pargasim 8zglil alarak gogaltmasi, btylece yogun bir antma iglemi
gerekmeden klinik 8rncktcki diger niikleik asid parcalarindan ko-
Tayca ayirt edilmesini saglamasidir,

Yonlemde, gofaltlmast istenen kahip DNA pargasimin her iki
ucuna bitigik "primer" denilen oligoniikleotidler, DNA polimeraz
ve nilkleotidler kullamlir, Primer 20-30 niikleotidli bir DNA dizi-
sidir, In vitro olarak araghirilmasi istenilen hilcrenin icerdifi DNA'
ya spesifik olarak sentezlenir. Kalip olarak kullanilan bu molekiil
zincirlemme reaksiyon ile arastinlan materyalin icinde mevcut clan
DNA'min baslangigta cok az miklarlarda da olsa kelaylikla 8lgiile-
bilir ditzeylere kadar ¢ogalmasini saglar.

Proteinaz K-sodyum dodesil sillfiit (K-SDS) yontemiyle serum-
lardan elde edilen HCV-RNA, cDNA'ya diniistiiriildi ve geno-
mun 5' non-coding blgesinden cide edilen 2 gift cksternal ve in-
ternal {("nested") primer kullanilarak iki basamnakh PCR ile ampii-
fiye edildi. Birinci basamakta 289 bp, ikinci basamakta 187 bp
olan PCR itritnlerinin bilyiikltikleri tzgiil olmayan sonuglardan sa-
famlarak her bir testte dogrulandi. Kontroliin tiim basamaklar si-
rasinda PCR'ye DNA icermeyen reagent kontrolil de eklendi.

Senuclar

Birinci gruptaki 20 serum ornefii (ikinci kugak Abbott ELISA
ile tiimii pozitif) Abbott Supplemental, Innotest, UBI, LiaTek, RI-
BA ikinci kugak ve PCR ile cahigildh (Tablo 1).

Bu serum Orneklerinden sekizi tiim testlerle pozitif; ikisi tim
testlerle negalif; yedisi diger testlerle pozitif olmasing kargin PCR
ile negatif; ikisi Abbott Supplementat, Innotest, UBI ve RIBA ile
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pozitif, dierleri ile negatif {Abbott Supplemental core bélgesi bu
serumlardan birinde negatifti); bir serum @rnefi sadece Abbott
Supplemental ve UBI ile pozitif (Abbott Supplemental yapisal al-
mayan blgesi negatif) bulundu.

Bu gruptaki caligmayla Hlgili dikkat ceken bir dzellik, PCR ile
HCV-RNA-pozitif bulunan 8 serum drneginin altsinda ALT dii-
zeyleri yilksek iken sadece ikisinde normal olmasidir,

Ikinci gruba alinan (PCR ile tiimil pozitif) 20 serum Gmegi 2.
kugak Abbott ELISA, MONCLISA, BioSCREEN, AuBioDOT ve
LiaTek ile degerlendirildi (Tablo 1).

Bu serum &rneklerinden sekizi tiim testlerle pozitif; biri tlim
testlerle negatif; dérdil MONOLISA ile negatif, digerleriyle pozi-
tif; tkisi AuBioDOT ile BioSCREEN ile negatif, digerleriyle pozi-
tif; ikisi MONQLISA ve ikinci kugak Abbott ELISA ile pozitif, di-
gerleriyle negatif; biri MONOLISA ile pozitif, digerleriyle nega-
tif; biri ikinci kusak Abbott ELISA ile pozitif, LiaTek ile siipheli,
digerleriyle negatif; biri AuBioDOT ile negatif, LiaTek ile giiphe-
li, dierleriyle pozitif bulundu.

Ugiincil gruba ahnan ve ikinci kugak Abbott ELISA ile tiimii po-
zitif bulunan 24 serum tmegi ise MONOLISA, BioSCREEN, Au-
BioDOT ile degerlendirildi. Dogrulama j¢in 13 serum dmegi Lia-
Tek, 11 serum &irnegi de RIBA ikinci kugak ile calisildh (Tablo 1).

Bu serum &reklerinden 19'u tiim testlerle pozitif; biri BioSC-
REEN ve LiaTek ile negatif, digerleriyle pozitif; biri MONOLI-
SA, AuBioDOT ve BioSCREEN ile negatif, diferleriyle pozitif;
ikisi AuBioDOT ve BioSCREEN ile negatif, digerleriyle pozitif;
biri BioSCREEN ile negatif, AuBioDOT ile siipheli, digerleriyle
pozitif bulundu.

Bu pruptaki galisma ile ilgili dikkati geken dzellik AuBioDOT
ve BioSCREEN ile negatif sonug veren serumlann, ikinei kugak
Abbott ELISA ile genelde dilsiik titrede pozitif gikmasidir,

Irdeleme

Bu galismanin sonuglarmt hem iic calisma grubunu ayn ayr,
hem de toplu olarak ele alip irdelemek daha uypgun olacakur.

Birinci grupta alinan sonuglar degerlendirildiginde [1] Ikinci
kugak anti-HCV testler genellikle birbirleriyle uyumlu olup HCV
infeksiyonu agisindan risk grubu olusturan olgularda duyarldiklar
oldukga yiiksek diizeydedir. [2] tkinci kugakAbbott ELISA ile
yanhs sonuclar alinmistir. [3] Dogrulama testlerinin duyarlthklart,
tarama testlerine gbre daha dilgitk olup birbirleriyle ve PCR ile
uyumlan konusunda da sorunfar vardir. [4] ALT dilzeyleri ile
PCR (viremi) arasinda bir iligki vardir. [5] Diier testletle uynmsuz
olarak PCR ile oldukga diigiik diizeyde pozitiflik elde edilmistir.

Irwing ve arkadaglart (15) tarafindan yapilan bir cahiymada da
anormal karaciger fonksiyon testlerine sahip hastalarda FCR pozi-
tifliginin daha yaygin oldufu saptanmig ve ayrca difer testlerle
pozitif clmasina karsin PCR ile negalif sonug veren olgubar bildi-
rilmigtir. Bunun olas1 nedenleri arasinda (a) akut HCV infeksiyo-

nu sonrast iyileen olgularda anti-HCV uzun siire saptanabilmek-
tedir, Alter (4) tarafindan iyilesen olgularda c¢100-3'ln ortalama
4.1 yil sonra kayboldufu saptanmug olup, ¢22-3 ve c33c'ye karspn
gelisen antikorlarin muhtemelen daha uzun siire kaldiklan, dolayi-
siyla pozitif bir sonucun yalmzea vireminin bir igareti olmay1p, ay-
m zamanda gegirilmig infeksiyonun da gistergesi oldufu belirtil-
migtir. () HCV genomunun en iyi korunan balgesi olarak bilinen
5" NC bolgesi baz ahnarak hazirlinan "primer”ler, aym bélgeye nit
genetik yapist farkli HCV suglan ile infeksiyon stz konusu oldu-
funda birlesmeye giremeyeceginden PCR sonuglar negatif olarak
ortaya gikar. (¢) Serum dmeklerinin uygun sekilde saklanamama-
simn da yanhg sonuclar sgisindan Snemli olabilecegi bilinmekte-
dir. Kan ahndiktan sonraki 2 saaflik siirede sivi azot igerisinde
dondurulup, -70/-80°C'de saklanmalidir.

Kolhe ve arkadastan (13) tarafindan Ortho ikinci kusak ELISA
ve UPI testleriyle yapilan ve dogrulama testi olarak ikinci kugak
RIBA'nmn kullanildigt bir ¢alismada her iki ikinci kugak ELISA
testinin de 8zglillliginin ylksek bulunmasina karjin dondr tara-
malarinda bu duremun tamtlanmasi gerektifi iizerinde durulmus
ve ayrica dilgiik prevalansh lilkelerde kan dondrleri ile yapitan ca-
hgmalarda pozitif ¢ikan ELISA sonuglarmin bdyiik bir kisminim
gergekle yalanct poztiflik oldugu goriigil ileri strillmistilr.

Badur ve arkadaslan {16) tarafindan yapilan bir cabigmada Krip-
tojenik hepatit ve karacifer sirozu tanis1 konulan ve birinci kugak
ELISA testleri ile pozitif bulunan 24 hasta serumu ikinci kugak
Abhatt ELISA, UBI, ikinci kusak RIBA ve PCR ile deferlendiril-
mis, bir serum tmegi tm testlerle negatif sonug verirken ek ola-
rak bir trnek RIBA ile negatif bulunmiug, sonug olarak ikinci ku-
sak ELISA (estierinin tzgiillilk agisimdan oldukea latminkar oldu-
fiu ve aynica RIBA teknigine oranla daha duyarh olduklan ytniin-
den gérily bildirilmigtir.

Wejstal (17), HCV infeksiyonunun tanisinda kullandan cesitli
testlerle (ELISA, RIBA, PCR) yaptig1 bir ¢aligmasinda, kan do-
norlerinde tarama testi olarak ikinci kugak bir ELISA testi ile RI-
BA'mn hirlikte kullanimimn basit ve dogru bir yéniem oldufu gé-
riigtinii ifert sirmigtir.

" Lagzizi (18}, 10 laboratuvarin katthrmiyla yapilan geniy kapsaml
bir calismada rekombinan antijenleri ve sentetik peptidleri antijen
olarak kullanan dért ayn ikinci kugak ELISA testini degerlendir-
mis ve dofirulama testleri ile PCR konfirmasyonuna bagvurmustur,
fkinci kugak testlerde ayr1 antijenik yapilan kullananiar arasmda
anlamli derecede farklar ortaya gikmg ve taramalarda dzgllligi
arirmak igin iki farkl antijenik yapiy: kullanan ikinci kugak ELI-
SA testlerinin kombine edilmesinin uygun olacag yoniinde gbrii
bildirmistir.

Hofmann ve arkadaslan (19) tarafindan yapilan bir calismada
Orlho ve Abbott ikinci kugak bir test ile pozitif bulunarak 36's1
non-A, non-B hepatit (NANBH)'li hastalardan, 57'si kan dontrle-
rinden alinan serum omekleri, gesitli firmalarca tiretilen 8 ELISA

testi (Abbott, Ortho, Welcome,
Sanofi Pasteur, Organon, Gen.

Tahblo 1. Serolojik Tant Yontemleri ile Galigma Gruplarinda Alinan Sonuglar

Biol., Immunogenetics, Sorin)
ve iki dofirulama testi (RIBA

Birinci Grup Ikinci Grup Uciincli Grup ikinei kusak ve LiaTek) ile de-
{n=20) (n=20) {n=24) gerfendirilmigtir.

Testin Adi Pozitif Negalif Pozifif Negatil Kuskulu Pozitii Negatll Kuskulu NANBH1 ve HCV infeksi-
yonu igin en az bir risk faktdrii

ﬁ.BKusakAbbuil ELISA 20 2 18 2 - 24 - - tastyan hastalarm hemen hep-
|nan%esi :?, 1 sinde uyumle sonuglar alinmis
Abbott Supplemental 18 2 ve 36  serum qugpden
LiaTak i5 5 14 4 ] 12 i 31'inde ttm testler pozitif so-
RIBA {2. kugak) 17 3 1} - nug vermigtir. Dondrlerde ise
PGR 8 12 20 - 57 serum Oroefinden ancak
Sanofi Pasteur (MONOLISA) 14 B - 23 1 - 23'{inde tiim testler pozitif so-
BioSCREEN 37 : O - nug vermis ve bu grupta dogru-
AuBioDOT 12 8 ) 0 3 ! / lama testleri arasindaki uyum-
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suzluk da oldukga yliksek orandn bulunmugtur.

Sonuglar aynnth olarak deferlendirildiginde, HCV infeksiyo-
nu siipheli olgularda tam amactyla ikinci kugak ELISA testlerinin
gizellikle bir dogrulama yéntemi ile desteklendiginde uygun olaca-
g1, ancak dondr taramalarinda yeterli gilvenin saflanamadif, ayr-
ca dogrulama testlerinin Szeilikle uyurnsuz ELISA sonuglarmda
sitrl degiere sahip oldugu gériilmekiedir (19).

Sugitani ve arkadagian (20) tarafindan yapilan bir galigmuda
kan dondrlerinden ahnan ve PCR ile pozitif bulunan 19 serum &r-
neBi ceyitli testlerle cuhgtimg; birinci kugak ELISA anti-HCV ile
9, ikinci kugak Abbott ELISA ile 13, UBI ile 13, ikinci kugak RI-
BA ile 10 pozitif sonug elde edilmigtir.

Yine yapilan galismalarda yeni kugak "immunoblot” ve ELI-
SA'larin geligtirilmesi gerekliligi (21), dondr taramalannda dzgtil-
10 artirmak icin bir "supplemental” teste gerek oldufu (22) ve
alternatif antijenlerie caligan ELISA testlerinin vefveya RIBA/
LiaTek kombinasyonlanmn PCR've gereksinimi belirgin bir bi-
gimde azaltaca (23) yolunda piriigler bildirilmistir.

Bu caligmada PCR ile pozitif bulunarak ikinci grupta gabgilan
20 serum Gmegi ikinci kugak Abbott ELISA, MONOLISA, Bi-
0SCREEN, AuBioDOT ve LiaTek ile degerlendirildi. Abbott ELI-
SA ile 18, MONOLISA ve LiaTek ile 14, BioSCREEN ile 13 ve
AUBioDOT ite 12 serum &rnegi pozitif bulundu, fki serum bregi
LiaTek ile siipheli i¢li. Sekiz tmek tim tesilerle pozitif, | droek
ise tin lestlerle negatif idi (Tablo 1). .

Bu grup ile ilgili cahymayt degerlendirecek olursak {1} Ikinci
kugak Abbott ELISA'min duyarhlif oldukga ylksek diizeydedir.
[2] LiaTek'in duyarliifs ikinci kugak Abbott ELISA'ya gbre duha
dilgiiktiir. [3] Diger testlerin duyarliliklan oldukga dilgiik dizeyler-
de bulunmugtur.

Uclincii grupta hemodializ hastalanndan ikinci kugak Abbott
ELISA ijle anti-HCV-pozitif bulunan 24 serum Ornegi almarak
MONOLISA, BioSCREEN ve AuBioDOT ile ¢ahigildi. Aynica 13
ii LiaTek, 11'i de RIBA ikinci kusak ile degerlendirildi (Tablo 1).

On dokuz serum 8megi tim testlerle pozitif bulundu. Dogrula-
ma testleri baz alindifinda genelde yksek dilzeyde duyarhilklar
elde edildi. Ikinci kusak Abbott ELISA ile diigiik titrede pozitiflik
veren serum Srneklerinin AuBioDOT ve BioSCREEN ile negatif
sonuglar verdigi gorilldd.

Bu galismanin sonuglarin bir biitin halinde ele alicak otursak:

[] tkinci kusak ELISA testlerinin HCV infeksiyonu agisindan
risk grubu olugturan olgularda duyarhiliklan genelde y(ksek di-
zeyde bulunmugtur. Toplumsal kékenli HCV infeksiyonunun ikin-
ci kusak ELISA testleriyle % 10 kadanmin gosterilemedigi ve
tizellikle diigiik prevalansli iilkelerde bu testlerle kan dondrlerinde
bilylik aranda yalanct pozitiflikler elde edilmest (13) normal popl-
lasyon ve kan dondirleriyle ilgili daha genig kapsamli galigmalart
gerekli kilmaktadir. HCV-RNA sonuglan baz almarak ikinci ku-
sak testler deperlendirildiginde ikinci kugak Abbott ELISA'nm
MONOLISA'ya gore duyarhiligiun yitksek, UBI've gore ise dzgil-
ligiinin daha dilsiik oldugu gériilmektedir,

[2] Yeni bir géirsel yontem olarak ve "core” bidlgesine ait antije-
nik yaprlan kullanmasi nedeniyle ikinci kugak ELISA testleriyle
kargilastrlmast uygun gorilen AuBioDOT'un 8zeltikle ikinci ku-
sak Abbott ELISA ile diisik titrede pozitif sonuglar veren drek-
lerde negatif sonuclar verdigi ptrillmiigtiir. Ancak basit ve kolzy
uygulanmast, gahyma siiresinin kisahi ve ek bir materyale gerek
duyulmamasi, ozellikle dondr taramalarinda kullamlabilecegi ka-
nistm uyandimmstir ve bu konuda aynnith ¢aligmalara gereksinim
vardir.

(3] NS5 bolgesine ait antijenik yapilart igermesi nedeniyle bir
kisim aragnricilar tarafindan figtineil kugak ELISA olarak tammla-
nan tesilere bir dmek olarak galismaya aldifiniz Innotest'in duyar-
ik ve dzgiillagil diger ikinci kusak ELISA testlerine gore daha
yiiksek olmukla birlikte UBI ile aym sonuglan verdigini grdilk.
Ancak calisitan 8rnek sayisimin diigitk olmasi nedeniyle alinan so-

nuglar ikinci kugak ELISA testlerinden {stiin olup olmadif konu-
sunda yorum yapmamtza yetecek dlizeyde bulunmamugtir,

[4] Dogrulama testi olarak sunulan testlerden Abboit Supple-
mental'in 8zgillliigil ikinci kusak Abbott ELISA'ya gore daha yilk-
sek bulunmus, Innotest ve UBI ile hem duyarlilik, hem de Gzgill-
filk konusunda ayni sonuclar alinmgtir. LiaTek ve ikinci kugak
RIBA'un duyarhliklarimn, ikinci kugak ELISA testlerine gore da-
ha dilgtik diizeyde oldugn gorilmigtilr, Ayrica dogrulama testi ola-
rak sunulan bu testlerin hem birbirleriyle hem de PCR ile uyum-
suz sonugian nedeniyke bu testlerin “dogrulama testi"nden gok
destekleyici ya da tamamlayict olarak tammianmalarinm daha uy-
gun olacag1 kamisindayiz.

[5] Akut ve kronik diinemde Lk ve en giivenilir ybntemn olarak
HCV-RNA'mn varligimda PCR negatifliklerinin elimine edilmesi-
nin gerekliligi ortadadir. Ya genomun en iyi korunmuy bélge veya
bislgelerinden kaynak alan farkll epitoplann tzenle segildigi "pri-
merlerin kullamldifn geligmis PCR yontemiyle ya da "RNA Cap-
ture Assay" gibi yeni yontemlerin giindeme gelmesiyle bunun sag-
tanmast beklenebilir.

Sonug olarak dendr laramalanmn giivenle yaplabilmesi ama-
ciyla akut ve kronik HCV infeksiyonunun kesin tamsim saglaya-
cak giivenilir, ucuz ve uygulama kolaylifi olan yeni ydntemlere
gereksinim oldugunu stiyleyebiliriz.
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