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OZET

Hepatit C virusu ( HCV) infeksiyonu gecirdiginden siiphe edilen 95 hastadan alinan serum 6rnekleri caligmaya dahil edilmis-
tir. 73 anti-HCV pozitif, 22 anti- HCV negatif 6rnekte PCR yontemiyle vireminin arastirilmasi amaclanmistir. Seroloji ve PCR
metodlarinin her ikisiyle 75 6rnekte uyumlu sonug elde edilmistir.Bu sonuclardan 58’1 pozitif ,17°si negatiftir. Anti- HCV po-
zitif oldugu halde, 14 6rnekte HCV-RNA saptanmamistir. HCV-RNA pozitif iki 6rnekte anti-HCV negatif bulunmustur. Anti-
HCV EIA ile HCV-RNA PCR sonuglart % 82,4 oraninda uyumlu saptanmistir.

Anahtar kelimeler: HCV infeksiyonu tanisi, HCV RNA, PCR, Seroloji
SUMMARY

Comparison of Enzyzme Immunoassay ( EIA) and COBAS AMPLICOR HCV- RNA Test Results in Patiens with suspec-
ted Hepatitis C Infection

Serum samples obtained from 95 patients with suspected HCV infection were analyzed. 73 anti-HCV positive, 22 anti —-HCV
negative samples were examined with PCR for the absence or present of viremia. Serology and PCR methods gave concor-
dant results for 75 samples, 58 of them were positive and 17 of them were negative in both assays. In 14 anti- HCV posi-
tive cases HCV- RNA was detected negative . A negative result in the HCV- EIA was observed in two HCV- RNA positive
samples. When compared to the patients serological status, as assesed by anti-HCV EIA, the results of PCR showed an ove-

rall concordance rate of 82,4%.
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GIRIS yalanci negatif sonuglar alinabilmektedir ( 1, 3, 4,

HCYV infeksiyonlarinin tanisinin, tek basina HCV 3)-

EIA kullanilarak giivenilir bir sekilde yapilmasi, her
zaman miimkiin olmamaktadir (1, 2, 3).

Her ne kadar Anti-HCV antikorlarimin varlig: , bire-
yin HCV ile karsilasmig oldugunu gostermekteyse
de, tekbasina akut bir infeksiyon varligim1 goster-
mekte yetersiz kalmaktadir. Akut bir infeksiyonda
antikorlarin saptanabilir diizeylere ulagsmasi alt1 haf-
tay1 bulabilmektedir. Ayrica serolojik testlerle diisiik
risk gruplarinda capraz reaksiyon veren antikorlara
bagli yalanci pozitif sonuclar, serokonversiyon once-
si donemde ve bagisikligi baskilanmig hastalarda
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HCV infeksiyonlarinin kesin tanisi i¢in HCV-
RNA’nin varliginin gosterilmesi esastir. Bu amag-
la kullanilan molekiiler biyolojik yontemlerden
olan in-house PCR testleri teknik olarak zor, amp-
likon kontaminasyonuna acik ve standardizasyon-
dan yoksundur (1,2,6). COBAS AMPLICOR
amplifikasyon ve saptama islemlerini otomatik
olarak yapan, standardize bir sistemdir. Icerdigi
urasil-N-glikozilaz enzimi ile 6nceki reaksiyon-
lardan kalan amplikonlarin yok edilmesi olusabi-
lecek kontaminasyonlari, diger bir deyisle yalanci
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pozitiflikleri 6nlemektedir. Ayrica bu kitlerde or-
nege baglh inhibisyonu saptamaya yarayan inter-
nal kontrol (IC) mevcuttur ( 2, 6, 7).

GEREC VE YONTEM

Serum Ornekleri: HCV infeksiyonu gecirdigin-
den siiphe edilen, transaminazlar yiiksek (alani-
naminotransferaz > 45U/I) ya da sarilik,iist abdo-
minal agr1 gibi klinik bulgular1 olan ya da kronik
hemodiyaliz, kan transfiizyonu gibi parenteral ge-
cise sebep olabilecek risk faktorlerine sahip 95
hastanin kan ornekleri ¢alismaya alinmigtir. Has-
talarin 49’u erkek ,45’i kadindir. Serum Ornekleri
uygun kosullarda ayrildiktan sonra test edildikleri
giine kadar -70°C de saklanmuistir.

Serolojik Test: Anti-HCV EIA; Innotest HCV Ab
IV(Innogenetics,Belgika) kiti ile iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda uygulayarak tim serum
orneklerinde anti-HCV varlig1 arastirilmistir.

COBAS AMPLICOR HCV-RNA PCR ( Roche
Diagnostic): Serum oOrnekleri iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda COBAS AMPLICOR
HCV-RNA PCR ile incelenmigtir. 200 ml serum
ornegi internal kontrol (IC) iceren lizis buffer ile
inkiibe edilmistir. Daha sonra RNA izopropanol
ile santrifiij edilerek c¢oktiiriilmiistiir. Pellet,
%70’lik etanol ile bir kez yikanmistir ve 200 ml
diliient icinde tekrar siispanse edilmistir. HCV ge-
nomunun iyi korunmus 5’UTR (untranslated regi-
on) bolgesinin 244 bp’lik boliimii KY 78 (Biyotin-
le isaretli), KY 80 primerleri ile amplifiye edilmis-
tir. Amplifikasyon sonrasinda cihaz otomatik ola-
rak c¢ift iplikli iiriinii denatiire etmigtir. Biyotinle
isaretlenmis olan iiriin, HCV(veya IC) icin spesi-
fik oligoniikleotid proplarla kapli magnetik parti-
kiil siispansiyonu tarafindan tutulmustur. Baglan-
mami§ olan materyal yikanarak uzaklagtirilmistir.
Biyotin isaretli amplikon, avidin-horseradish pe-
roxidase conjugate-tetramethyl benzidine H,O,
kolorometrik reaksiyonu ile saptanmistir. Her 6r-
negin 660 nm’deki absorbanst onceden belirlen-
mig cut-off degeri ile karsilagtirilarak hem HCV
hem de IC i¢in pozitif ve negatif sonuglar saptan-
mugtir.

BULGULAR

HCYV infeksiyonu siiphesi olan hastalardan elde edi-

len serumlar es zamanli olarak EIA ve COBAS
AMPLICOR yontemleriyle incelenmistir. 95 serum
ornegi icin anti-HCV ve HCV-RNA sonuglarinin
karsilastirmalar1 Tablo 1 de gosterilmistir. Ornek-le-
rin dordiinde (% 4) PCR inhibe oldugundan sonug
alinamamstir. Inhibisyon saptanan dért serum drne-
ginden yapilan ikinci ekstraksiyon ve PCR sonucu
degistirmemistir.

Tablo 1. COBAS AMPLICOR ( HCV-RNA) ile elde edilen so-
nuglarin, EIA (Anti- HCV) sonuglari ile karsilastirilmasi.

TARTISMA

HCV infeksiyonu tiim diinyada yaygin , major bir

Anti- HCV
Pozitif Negatif
. 58 2
Pozitif (%63.7) (%2.2)
HCV-RNA
Negatif 14 17
(%15.4) (%18.7)

saglik sorunudur. Diinya niifusunun %3’ii Anti HCV
pozitifken, iilkemiz i¢in bu rakam yaklasik %1 dir.
HCYV akut viral hepatitlerin %20’sinden, kronik hepatit-
lerin % 70’inden sorumludur. Olgularin yaklasik %
85’inde hastalik kroniklesmektedir. Bu nedenle, HCV
infeksiyonu tanisinin erken donemde, dogru olarak ko-
nulmast ve takibi son derece dnemlidir (8, 9, 10).

EIA testleri, kullaniminin kolay ve ucuz oluslari nede-
niyle tanida ilk tercih edilecek testlerdir. Bugiine kadar
HCV tanisi icin ti¢ kusak EIA testi gelistirilmistir. Bi-
zim de kullandigimiz ii¢iincii kusak testler, ikinci kusak
testlerden farkli olarak kor ( ¢22- 3) ve NS3 ( ¢-33-¢)
bolgesinden proteinler yaninda NS5 bolgesinden bir re-
kombinant protein igerir ( 10). Ancak iiciincii kusak
testlerle bile serokonversiyonun saptanmasi 5- 6 hafta-
y1 bulmaktadir. Anti — HCV pozitifligi saptansa bile
akut bir infeksiyonun mu yoksa persistan bir infeksiyo-
nun mu gostergesi oldugu ayirt edilememektedir ( 1).
Bu nedenle PCR ile serumda HCV- RNA’nin arastiril-
mast, viral replikasyonun ve aktif infeksiyonun varligi-
n1 gostermede cok onemli bir parametre olarak kabul
edilmektedir (4). Ayrica PCR ile HCV-RNA, infeksiyo-
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nun baglangicindan 1-2 hafta gibi kisa bir siire sonra
saptanabilmektedir ( 1, 4, 10).

Calismamizda EIA ve PCR yontemlerinin her ikisiyle
de 58 ornekte pozitif, 17 ornekte negatif sonug elde
edilmistir. 14 ornekte anti- HCV pozitif oldugu halde,
HCV-RNA saptanmamustir. Bu durum latent veya inak-
tif infeksiyonda seropozitifligin devam etmesi, HCV vi-
remi diizeyinin kullanilan yontemin sapta-yabildigi dii-
zeyden diisiik olmasi veya HCV virusunun aralikli ola-
rak sirkiilasyona salinimiyla ayni hasta icin degisken
PCR sonugclari elde edilmesi ile agiklanabilir ( 2, 6).
COBAS AMPLICOR testinin 6nemli bir ozelligi IC
icermesidir. Normal kosullarda IC’iin her reaksiyonda
amplifiye olmasi beklenir. Ancak herhangi bir nedenle
PCR reaksiyonu inhibe olursa internal kontrol ¢ogal-
maz. IC, sentetik bir RNA transkripti olup primer bag-
lanma bolgeleri HCV hedef dizisi ile ayni, internal di-
zisinin uzunlugu ve baz kompozisyonu hedef HCV di-
zisine benzerdir. Ozel prob baglanma bolgesi IC’ii he-
def amplicondan ayirmaya yarar (2). Bizim ornekleri-
mizin dordiinde (%4) inhibisyon saptanmustir. IC var-
l1g1 bu hastalara yalanci negatif sonug vermemizi engel-
lemistir (2,6,7). PCR reaksiyonunun inhibe oldugu se-
rumlar hemodiyaliz hastalarma aittir. Diyaliz sirasinda
hastalara heparin verilmektedir. Heparinin PCR reaksi-
yonunu doza baglh olarak inhibe ettigi ve HCV kopya
sayist diisiik 6rneklerde bu etkinin daha fazla goriildii-
gl gosterilmigtir ( 11).

Iki olguda anti-HCV negatifken HCV-RNA pozitif bu-
lumustur. Olgularin her ikisi de hemodiyaliz hastasidir.
Schroter ve ark (3,12) seronegatif hemodiyaliz hastala-
rinin %5’inde HCV-RNA saptamiglar ve hemodiyaliz
hastalarinda HCV infeksiyonu tanisinda PCR’mn gerek-
li oldugunu vurgulamislardir. HCV-RNA pozitifken se-
rolojik test sonucunun negatif olusu diyaliz hastalarinin
immun sistemlerinin baskilanmig olmasiyla agiklan-
migtir.

Sonu¢ olarak, anti-HCV pozitif hastalarda HCV-
RNA’nin rutin olarak aragtirilmasi takip ve tedavi agi-
sindan gereklidir. Anti-HCV negatif olsa bile Hepatit C
infeksiyonu siiphesi devam eden , bagisiklig1 baskilan-
mus hasta gruplarinda HCV-RNA bakilmas: uygundur.
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