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Diisiik titrede Anti-HCV pozitifligi bulunan hastalarda Rekombinant immunoblot (RIBA)
ve HCV RNA test sonuglarinin degerlendirilmesi

The evaluation of Recombinant Immunoblot assay (RIBA) and HCV-RNA test results in patients

with low titer Anti-HCV positivity

Berrin Uzun, Hakan Er, Serdar Glingor, A. Gamze Sener, Selguk Kaya

OZET

Amag: Hepatit C virisu (HCV) enfeksiyonlarinin labo-
ratuvar tanisinda, anti-HCV antikorlarinin enzim immun
assay (EIA) veya kemiliminesans immin yontemler ile
saptanmasi diinyada ve Ulkemizde yaygin olarak kulla-
nilmaktadir. Ancak rutin tani laboratuvarlarinda ciddi so-
run olusturan anti-HCV testlerinde sinir degerine (Serum/
Cut-off; S/C= 1,0) yakin pozitif sonuglarin elde edilmesi
konusunda ortak bir yaklagim gelistiriimemistir. Bu calig-
mada, Subat 2013-Mayis 2014 tarihleri arasinda Gglncu
jenerasyon anti-HCV testleri ile “dlsuk titrede pozitif’ ola-
rak saptanan hastalarin retrospektif olarak incelenmesi
amaglanmistir.

Yontemler: Serum oOrnekleri anti-HCV acisindan Advia
Centaur XP (Bayer-Siemens, Germany) otoanalizor ile,
anti-HCV dogrulamasi line immunoassay (Inno-LIATM
HCV Score, innogenetics, Belcika) ile, HCV RNA testi ise
COBAS AmpliPrep/COBAS AMPLICOR HCV Test (Roc-
he, Isvigre) ile calisilmistir.

Bulgular: Toplam 55.631 serum 06rneg@i incelenmistir.
Bunlarin 55 (%0,10)'i anti-HCV duslk pozitiftir (sample/
cutoff [S/CQ]). S/ICO degerleri 1,15-6,15 arasinda degis-
mektedir. Dusik pozitiflik saptanan hastalarin 17’si (%31)
line immunoassay ile pozitif, 2'si (%4) stpheli, 36 hasta
(%65) negatif olarak tanimlanmistir. DUsuk pozitif ve line
immunoblot test pozitif érneklerin hi¢birisinde HCV-RNA
saptanmamistir.

Sonug: Molekdler testlerin maliyet etkinligi distndldi-
glnde, tekrarlayan reaktiflik durumlarinda antikor pozitifli-
ginin dogrulanmasi gerektigi disintlmuistir. Sonrasinda
gerekirse, biyokimyasal analizlerle birlikte hasta deger-
lendirildikten sonra tani, takip ve tedavi etkinligi igcin mo-
lekuler testlerin kullaniimasinin uygun olacagi sonucuna
varilmistir.

Anahtar kelimeler: Anti-HCV, HCV RNA, Hepatit C virUs,
S/C orani, RIBA.

ABSTRACT

Objective: Laboratory diagnosis of hepatitis C virus
(HCV) infection is based on the detection of anti-HCV
antibodies by enzyme immunoassay (EIA) or chemilu-
minescence 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 lacking. The
study attempts to evaluate the clinical status of the pa-
tients with low titer anti-HCV antibodies detected by third
generation anti-HCV tests during February 2013- May
2014 retrospectively.

Methods: Serum samples were studied by Advia Cen-
taur XP autoanalyser (Bayer-Siemens, Germany) for anti-
HCV, and line immunoassay (Inno-LIATM HCV Score,
innogenetics, Belgium) for anti-HCV confirmatory test,
Cobas AmpliPre/Cobas AMPLICOR HCV Test (Roche di-
agnostics, Switzerland) for HCV RNA.

Results: A total of 55.631 serum samples were studied,
and 55 of them were anti-HCV positive of which with
low antibody levels (sample/cutoff [S/CO]). S/CO values
ranged from 1.15 to 6.15. Seventeen (31%) of patients
who have low antibody levels were defined as positive
and 2 (4%) patients were intermittent and 36 (65%) pa-
tients were negative with line immunoassay. HCV-RNA
was not detected in any of the samples.

Conclusions: It is thought that antibody positivity must
be verified in cases of recurrent reactivity when consider-
ing the cost-effectiveness of molecular tests. In the study
was concluded that the use of molecular tests would be
appropriate diagnosis, and the effectiveness of treatment
if necessary after evaluation of patients with biochemical
analysis. J Clin Exp Invest 2014; 5 (4): 5563-556

Key words: Anti-HCV, HCV RNA, Hepatitis C virus, S/C
ratio, RIBA.
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GIRIS

Hepatit C virist (HCV), hepatit, siroz ve karaciger
kanserinin en 6nemli etkenidir Bu virUs, Flaviviridae
ailesi icinde yer alan, zarfli tek iplikli bir RNA viru-
stdur. Dinya Saglik Orgltl verilerine gére her yil
yaklasik dort milyon kisi bu virls ile enfekte olmak-
ta; 350.000 kisi HCV ile iligkili karaciger hastalk-
larindan hayatini kaybetmektedir. HCV ile enfekte
olan kisilerde %60-70 oraninda kronik karaciger
hastaligi, %5-20 oraninda siroz gibi komplikasyon-
lar gelismekte; %1-5 oraninda ise siroz ya da kara-
ciger kanserinden 6lum meydana gelmektedir [1].
Ulkemizde 600 bin kiginin HCV ile enfekte oldugu
tahmin edilmektedir [2]. Turkiye Anti-HCV seropre-
valansi bakimindan, kan donérlerinde %0,14-0,63
oranlarinda [3,4), poliklinik hastalarinda %1,3 [5] ve
preoperatif hastalarda %2,3 [6] olmak Uzere farkl
oranlar tanimlanmakla birlikte diiglik prevalansa sa-
hip toplumlar arasinda yer almaktadir [7].

HCV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi, has-
ta serumunda virise 6zgul antikorlarin (anti-HCV)
ya da dogrudan vireminin (HCV-RNA) gosterilmesi
ile olanaklidir [8]. Daha ziyade tarama amacli olarak
kullanilan ve ticari olarak temin edilebilen ¢ok sayi-
daki anti-HCV testleri farkli duyarlilikta olabilmekte-
dir. Bunlar arasinda yaygin olarak 2. ve 3. jeneras-
yon anti-HCV testleri tercih edilmektedir. ikinci jene-
rasyon testler NS4 rekombinant proteinlere (5-1-1
ve ¢100) ek olarak kor (core) bélgesinden tiretilmis
bir rekombinant antijen (c22) ile NS3 bdlgesinden
turetilmis bir baskasini (c33c veya c200) icermekte-
dir. Uglincli jenerasyon testlerde ise ¢100 ve 5-1-1
antijenlerinin yerini ¢100 peptidi, c22'nin yerini ise
c22p peptidi almis olup, ¢33c’nin yogunlugu artiril-
mistir. Ayrica NS5 bdlgesinden tiretilen bir rekom-
binant antijen de teste dahil edilmistir [9,10].

Anti-HCV tarama testleri, HCV prevalansinin
dusuk (<%3) oldugu toplumlarda yalanci pozitif
sonuglar verebilmektedir [7]. Anti-HCV testlerinde
sinir (cut-off) degerine yakin pozitif sonuglarin elde
edilmesi, rutin tani laboratuvarlari i¢in ciddi sorunlar
dogurmaktadir. Bu degerlerin cogunun yalanci pozi-
tif olma olasiligina karsi sonuglarin RIBA (Recombi-
nant immunoblot assay) veya LIA (Line immuno as-
say ) gibi yontemlerle dogrulanmasi 6nerilmektedir
[7,9,11]. Bu testlerde de ELISA testlerinde kullanilan
antijenler kullaniimaktadir. ELISA'da kati faz, polis-
tiren bir bant iken RIBA'da nitrosellloz bir banttir ve
antikorlar ayri ayri saptanabilmektedir [9,10]. Ayri-
ca, anti-HCV pozitifligi akut, kronik ya da gegirilmis
enfeksiyonun belirlenmesinde yetersiz kaldigindan
HCV-RNA tespitinin de yapilmasi gerekli olmaktadir
[8]. Ote yandan oldukga maliyetli bir yéntem olan

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile HCV-RNA
arastirilmasi aktif HCV tanisi icin gerekli iken [9,10],
esik degere yakin ve/veya ¢ok dusik anti-HCV po-
zitifliklerine gogu zaman eslik etmemektedir [7].

Bu calismada Uglncu jenerasyon anti-HCV
testleri ile “dlslk titrede pozitif’ olarak saptanan
hastalarin HCV-RIBA dogrulama sonuglarinin
HCV-RNA degerleriyle birlikte irdelenmesi ve tani
algoritmasina katkida bulunulmasi amaglanmistir.

YONTEMLER

Calisma Subat 2013-Mayis 2014 tarihleri arasinda
gerceklestiriimistir. Hastanemiz laboratuarina an-
ti-HCV testi igin rutin tarama sirasinda gdénderilen
55.631 adet serum 6rneginin ¢alisiimasindan sonra
disUk dizeyde pozitif saptanan 55 hastanin verileri
retrospektif olarak incelenmistir. Calisma sirasinda
Ornekler geldigi gun calisiimistir. Anti-HCV testleri;
kemiluminesans teknigi kullanilan Advia Centaur
XP Bayer-Siemens (Germany) otoanalizori ile ¢a-
lisilmistir. Test sonuglari Sample/Cutoff (S/CQO) tize-
rinden degerlendiriimektedir. S/ICO degeri<1,0 ise
nonreaktif; >=1 ise reaktif olarak kabul edilmektedir.
CDC, Advia Centaur cihazi igin anti-HCV sinyal cut-
off degerinin 211,0 oldugunda %95 olasilikla gercek
pozitif olarak degerlendirildiginden, bu degderdeki
sonuglarda ek ¢alismaya gerek duyulmamistir. DU-
suk pozitif saptanan ornekler ise tekrar calismaya
alinmistir. Yeniden anti-HCV pozitif ¢cikan érnekler
anti-HCV dogrulamasi i¢in, HCV core bdlgesi an-
tijenlerini (E2 proteinin HVR bdlgesi, NS3, NS4A,
NS4B ve NS5A bolgeleri) iceren Uglincu jeneras-
yon line immunoassay (Inno-LIATM HCV Score,
innogenetics, Belgika) yontemiyle galisiimistir. Test,
uretici firmanin énerileri dogrultusunda c¢alisiimis ve
yorumlanmigtir.

LIA ile pozitif gikan érnekler HCV-RNA agisin-
dan taranmigtir. HCV-RNA testi COBAS AmpliPrep/
COBAS AMPLICOR HCV Test (Roche Diagnostics,
isvigre) ile Uretici 6nerileri dogrultusunda calisiimis-
tir. Testin lineer arahd1 43 1U/ml — 6,90E+07 1U/ml
arasindadir. Tum calismalar biyoguvenlik dizeyi
Seviye 2 olan laboratuvarimizda gercgeklestirilmistir.
Hastalarin dosyalari incelenerek, demografik bilgi-
lerine, tani ve diger laboratuvar verilerine ulasiimis-
tir. Veri seti, SPSS paket programinda tanimlayici
istatistikler kullanilarak analiz edilmigtir.

BULGULAR

Calisma sUresince toplam 55.631 6rnekte anti-HCV
calisiimistir. S/CO degeri dustk dizey pozitif sap-
tanan 55 (%0,10) hastaya LIA ile anti-HCV dogru-
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lamasi yapilmistir. Dugtk pozitiflik saptanan hasta-
larin tamaminin S/CO degerleri 1,15-6,15 arasinda
degismektedir. Bu hastalarin 28 (%51)’i erkek, 27
(%49)'si kadin olup yaslari 15-78 (ortalama 50) ara-
sindadir. Dusuk pozitiflik saptanan hastalarin 17’si
(%31) LIA ile pozitif, 2’si (%4) stpheli olarak tanim-
lanmistir. Anti-HCV antikoru 36 hastada (%65) ne-
gatif bulunmustur. LIA pozitif ve sipheli 19 olgudan
10’unun HCV-RNA sonucuna ulasilabilmistir. Dusuk
dlzey antikor pozitif ve line immunoassay pozitif
bulunan bu hastalarda HCV-RNA pozitifligi saptan-
mamigtir.

TARTISMA

Ginidmizde HCV enfeksiyonlarinin tanisinda rutin
laboratuvarlarda kullanilan cgesitli testler (anti-HCV,
RIBA, nukleik asit testleri) bulunmakla birlikte, bun-
larin her birinin kendine 6zgu cesitli kisitlamalari
vardir [8]. Diinya Saglik Orgiti (DSO), “Centers for
Disease Control and Prevention (CDC)” ve Ameri-
kan Saglik Enstittsu gibi kuruluglar anti-HCV sonu-
cunun, 6rnegin optik dansitesinin, “cut-off’ degerine
orani ile saptanan sonucun, yiksek pozitif, disuk
pozitif ve negatif olarak bildiriimesini énermektedir
[8]. Ancak llkemizde tim merkezler tarafindan uy-
gulanan ortak bir tanisal algoritma yoktur. Anti-HCV
testlerinde dusuk pozitif sonug alinan hastalar, test-
lerin duyarhliklari ayri tutulmak Uzere, hastaligin
erken evresinde (pencere dénemi) veya gegirilmis
HCV enfeksiyonunda antikor diizeyinin dismesi
ile ilgili olabilir [12]. Ancak bu degerlerin ¢ogunun
yalanci pozitif sonuglar oldugu bildiriimekte, buna
ragmen hastalarin takibi 6nerilmektedir [9]. EIA
testleriyle alinan bu tir sonuglar RIBA ydntemiyle
dogrulanabilir. RIBA pozitifligi ile viremi arasinda
iyi bir uyum olmasina kargilik, EIA ile dusuk titrede
pozitif bulunan érneklerin cogu RIBA ile de kuskulu
(indeterminate) sonug verebilmektedir [10]. Tanisal
dogrulamadaki yeri tartismali olan immunoblot test-
lerinin duyarhliginin EIA testlerinden daha dusik
oldugu bildiriimekte olup, RIBA testinin yapilip ya-
pilmamasi ile ilgili farkli gérisler vardir [10,12].

Dislk derecede HCV enfeksiyonu riski olan
kan dondrlerinde, yanhs pozitiflige sik rastlandigi
icin, antikor 6zgulligunin dogrulanmasi gerekmek-
tedir. Bunlardan en ¢ok bilineni RIBA'dir [10]. Kan
bankaciliginda, HCV virisu icin Ulusal Kan ve Kan
Uriinleri Rehberinde "HCV antijen ve/veya antiko-
ruyla taranmak zorundadir ve HCV enfeksiyonunun
dogrulanmasinda immunoblot testleri kullanilir.”
denmektedir [13].

Calismamizda anti-HCV duslk titrede pozitif
(S/CO degerleri 1,15-6,15 arasinda degisen) sap-
tanan 55 hastanin timune RIBA testi uygulanmigs-
tir. Bunlarin %31’i (17 hasta) pozitif, %4’0 (2 has-
ta) sUpheli, %65’i (38 hasta) negatif saptanmistir.
Pozitif ve slpheli saptanan hastalar incelendiginde
10 hastanin ileri incelemelerinin hastanemizde ya-
pildigr gértlmis, 9 hastanin ise bolgemizdeki diger
Uclinct basamak hastanelerde takibinin yapildigi
bilgisine ulasiimistir. Takibi yapilan 10 hastanin hig-
birinde RNA pozitifligine rastlanmamistir. RIBA ¢ali-
silan 55 hastanin higbirinde alanin aminotransferaz
(ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) yuksekligi
saptanmamistir. Dolayisiyla bu vakalarin yalan-
¢l pozitif oldugu desteklenmistir. Seroprevalansin
disltk oldugu durumlarda, romatoid faktérl pozitif
hastalarda, immin supresyona bagh azalmis im-
mun yanit durumunda, kan ve organ dondrlerinde
yalanci pozitiflik meydana gelebilmektedir [14]. Ayni
sekilde, yalanci pozitif sonuglarin, diger viral enfek-
siyonlarin (CMV, EBV, HIV, hepatit A ve B virusu)
varligi, sistemik lupus eritematozus ve romatoid fak-
tor pozitifligi ve kisa stire dnce asi (grip asisi gibi)
uygulamasi gibi durumlarda ortaya ¢ikabilecegi bil-
dirilmektedir [10,12].

Farkli arastiricilar tarafindan yapilan calisma-
larda dusuk pozitif anti-HCV sonuglarinin higbirinde
HCV-RNA saptanamamistir. Myrmel ve ark. 27.978
serum Ornegini incelemis bunlarin 90 tanesinin S/
CO degerini 1-1,5 arasinda bulmustur. Bu érnekle-
rin HCV RNA‘larinin timi negatif olarak bildirilmis-
tir [15]. Dufour ve ark. [11], dUsuk titrede anti-HCV
pozitif hastalarin %11,4 (16/140)'inde HCV-RNA
saptarken; Afsar ve ark. [16] benzer Ozellikteki 65
hastada, Oethinger ve ark. [12] 83 hastada, Kose
ve ark. [17] ise 14 hastada nlkleik asit testlerini ne-
gatif bulduklarini rapor etmiglerdir.

Yalanci pozitiflie neden olan faktérlerin (oto-
immin hastaliklar, diger enfeksiyonlara egilim gibi)
kadinlarda daha sik rastlanmasi sebebiyle, duslk
titre anti-HCV pozitifligi saptanan hastalarimizin co-
gunun kadin olmasi beklenmesine ragmen ¢alisma-
mizda dusuk titrede pozitiflik saptananlarin kadin/
erkek orani birbiriyle aynidir. Hastalarimizin klinik
tanilari da oldukga heterojen oldugundan bu veriyi
desteklememektedir. Ayrica yasli hasta grubunda
disuk titre pozitifligi sikhginin, yillar é6nce gegirilen
HCV enfeksiyonlarinda yillar icerisinde antikor di-
zeyinin azalmasina bagh oldugunu ileri stiren yayin-
lar mevcuttur [8,12].

Ulkemizden bildirilen bir calismada [12], liglincii
jenerasyon anti-HCV testleri ile “dusuk titrede pozi-
tif” olarak saptanan hastalar HCV-RNA varhgi, ALT
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ve AST duzeyleriyle birlikte incelendiginde, duslk
dizey anti-HCV pozitifliginde, sonuglarin RIBA ve
HCV-RNA testleriyle dogrulanmasi seklinde yapilan
uygulamaya ek olarak kesin bir 6nerinin gelistirile-
meyecegi kanisina varilmistir. Basgka bir calismada
ise, anti-HCV ve HCV-RNA testleri ¢alisilan ve S/
CO degeri 3,8’in (esik deger: 1,0 S/CO) altinda olan
hastalarin higbirisinde HCV-RNA saptanmamistir.
Yazarlar, EIA yontemi ile digik ve/veya esik dege-
re yakin dizeylerde anti-HCV pozitifliginin saptan-
masi halinde; sonucun dogrulanmasi icin PCR ile
HCV-RNA arastiriimasindan 6nce, immunoblot yon-
temlerinin kullaniimasi, serumun baska bir EIA ile
calisilmasi ya da hastadan alinan yeni bir érnegin
¢alisiimasi gibi segeneklere bagvurulmasinin daha
uygun ve ekonomik olacagi sonucuna varmislardir
[18].

Sonug olarak, S/CO degerleri 1,15-6,15 arasin-
da degisen hastalarin incelendigi calismamizda, im-
munoblot ydntemle antikor saptanmis ve takibi ya-
pilabilen hastalarin hi¢cbirinde HCV-RNA saptanma-
mistir. Molekuler testlerin maliyet etkinligi dusunul-
duglinde, tekrarlayan reaktiflik durumlarinda antikor
pozitifliginin dogrulanmasi, gerekirse biyokimyasal
analizlerle birlikte hasta degerlendirildikten sonra
tani, takip ve tedavi etkinligi icin molekuler testlerin
kullaniimasinin uygun olacagi distunulmustur.
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