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Anti HCV pozitifliginin tespitinde ikinci ve
liciincii jenerasyon ELISA testlerinin 6nemi

Importance of second and third generation ELISA tests in detection of HCV antibody
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O6zeT: Hepatit C virusuna (HCV) bagl hepatitler yiiksek
oranda kroniklesmeye egilimli olmalart nedeni ile
onemli bir saghk problemidir. HCV infeksiyonunun
varliygint tespit etmek icin degigik sensitivite ve spesifite-
lere sahip serolojik testler meveuttur. Bu calismada 131
hemodiyaliz hastast ve 100 kan bankas: donériinde
ikinci ve lciincil jenerasyon ELISA testler kullanilarak
Anti HCV pozitifligi saptandr. Hemodiyaliz grubunda
ikinci jenerasyon testle 66 (%50.4) hastada Anti-HCV
pozitifligi saptands. Ugitneil jenerasyon test ayni gruba
uygulandiginda 2. jenerasyonu negatif bulunan iki has-
tada Anti-HCV pozitif bulundu (liciincii jenerasyonla
Anti-HCV pozitiflik orant %51.9 olarak saptandt). Kan
bankasi dondrlerinde ikinci jenerasyonla highir hastada
Anti-HCV pozitifligi saptanmazken, iiciincii jenerasyon-
la bir kigide (%1) pozitiflik saptand:. Istatistiksel olarak
ikinci ve lgiincil jenerasyon testler arasinda forklilik
gozlenmemesine ragmen liciincii jenerasyon test bir mik-
tar daha sensitif olarak gozlenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit C virusu, ikinci jenerasyon
ELISA testi, li¢clincii jenerasyon ELISA testi

HEPATIT C virusu (HCV) biyolojik veya biyofi-
ziksel metodlarin dogrudan kullanim olmaksizin
molekiiler klonlama yontemiyle varhi ortaya ko-
nan ilk virustur. 11k olarak 1989 yilinda tanimlan-
mgtar (1). Parenteral yolla bulasan non-A, non-B
hepatitlerinin ¢ok énemli bir béliimiiniin sorum-
lusudur (2). HCV'ye bagh olarak geligen hepatitle-
rin yaklagik %601 kroniklesgir (2). A¢ik toplumlar-
da cografik yerlesime gore degismekle beraber
prevalans %0 ile 5 arasinda bildirilmektedir (3).
Buna karsihk baz $zel gruplarda bu oran daha
fazladir. Ozellikle hemodiyaliz hastalarinda HCV
infeksiyon oram oldukca yiiksektir (4). Hastane-
miz hemodiyaliz iinitesinde HCV antikor pozitifli-
gi oram daha dnce %59 olarak bulunmugtur (5).
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SUMMARY: Hepatitis C virus (HCV) infection is an im-
portant medical problem because of its tendency to chro-
nic hepatitis. Serological tests that are different in sen-
sitivity and specificity are available to detect antibodies
against HCV antigens. In this study, second and third
generation ELISA tests were compared to detect HCV
antibodies in 131 hemodialysis patients in 100 blood do-
nors. HCV antibodies were positive in 66 (50.4 %) of the
hemodialysis patients with the second generation tests.
Two patients who were HCV antibody negative with the
second generation tests were found to be HCV. antibody
positive with the third generation test. Total 68 (51.9%)
hemodialysis patients were positive for anti-HCV with
third generation test. There were no HCV antibody posi-
tive subjects with the second generation test in the he-
althy blood donors, whereas one (1%) was found HCV
antibody positive with third generation test. We conclu-
de that the difference between two tests was not statisti-
cally important but third generation ELISA test secems
to be more sensitive than its counterpart and further
studies are needed to evaluate probable beneficial effect
of third generation tests.
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Ulkemizdeki diger merkezlerde de yiiksek oranlar
bildirilmistir (6).

HCYV infeksiyonunu belirleyebilmek tam ve teda-
vi bakimindan ¢ok énemlidir. Giiniimiizde heniiz
HCYV antijenlerine kargi dogrudan testler yoktur.
Buna kargsihik, HCV infeksiyonu oldugundan kug-
ku duyulan kigilerde HCV antikorlarinin varlig
aragtirilmaktadir. Ik olarak ortaya konulan bi-
rinci jenerasyon testlerde ELISA kullamilarak an-
ti-c 100 antikorlarmin varh aragtinlmaktaydi.
Bu testin sensitivite ve spesifisitesi dugtiktiir
(2,7). Ikinei jenerasyon ELISA testleri ile buna ek
olarak c¢22 ve ¢33 proteinlerine karg1 antikorlar
aranmakta olup bu testlerin duyarhihg cok daha
fazladir (8). Fakat buna ragmen hala tanisal ola-
rak tam tatminkar degildirler.
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Tablo 1. Hemodiyaliz hastalarinda ikinei ve iigiineii jeneras-
yon testlerle anti-HCV pozitiflik oranlan
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Tablo 2. Kan bankas: dénorlerinde ikinci ve tigiineii jeneras-
yon testlerle anti-HCV pozitiflik oranlarn

Jenerasyon Pozitif Negatif Toplam Jenerasyon Pozitif Negatif Toplam

n % n % n n % n % n
Tkinci 66 504 65 49.6 131 Ikinci 0 o 100 100 100
Ugiineii 68 519 63 48.1 131 Ugiincii 1 1 99 99 100
p>0.05 p=>0.05

Viremi ve infektivitenin gésterilmesi igin en iyi
belirleyici PCR (Polymerase Chain Reaction) tek-
nigi kullamlarak HCV-RNA'simin gésterilmesidir
(9). Bu teknik zorluklar tagiyan bir yontemdir ve
ancak sinirh sayida merkezece uygulanabilmekte-
dir. Bir diger handikap ise yiiksek maliyetidir,

Son yillarda geligtirilen iigiincii jenerasyon ELI-
SA testlerinde HCV genomunun NS5 bolgesi ile
kodlanan antijenler de kullamlarak testelrin sen-
sitivite ve spesifitelerinde artis saglanmigtir
(10,11,12).

Bu caligmada, hastanemiz hemodiyaliz iinitesin-
den rastgele secilen 131 hastada ve kanbankas:
donérii 100 kigide HCV antikorlarimin varhg
ikinci ve iigiincii jenerasyon testlerle aranmg ve
iki test arasindaki olasi farkhhklar ortaya kon-
maya ¢aligilmgtir.

GEREC VE YONTEM

Hemodiyaliz grubu (Grup I). Bu grup kronik bib-
rek yetmezligi nedeniyle hemodiyaliz tedavisinde
olan 131 hastadan olugtu. Yas ortalamasi 42 olup
yaglar 18 ile 75 arasindadar.

Kan bankasi grubu (Grup II). Bu grup hastanemiz
kan bankasina kan donérii olmak {izere bagvuran
100 kisiden olustu. Yag ortalamasi 36 olup yaslar
20 ile 58 arasindadr,

Her iki grup olugturulurken mevcut popiilasyon-
larindan rastgele segilmiglerdir. Hemodiyaliz has-
talarinin seciminde daha énce bakilan HCV anti-
kor sonucu dikkate alinmamig ve hemodiyaliz
iinitesinde birgiin boyunca tedaviye alinan hasta-
lar caligmaya rastgele olarak alinmsgtir.

Hastalarin serumlarinda ikinei ve iigiincii jene-
rasyon testler ile HCV antikorlan aragtirldi.
Testler tiim hastalarda iki kere tekrarlanmigtir.

II. Jenerasyon test: Abbott IMx HCV testi kulla-
nmilmigtir. Bu test "microparticle enzyme immuno-
assay (MEIA)" olup 4 tip rekombinant HCV prote-
inini icermektedir. Bunlar ¢200, ¢c22-3, HC-34 ve
HC-31 dir.

ITI. Jenerasyon test: Abbott HCV EIA 3.0 testi
kullamlmigtir. Bu test bir "solid phase enzyme
immunoassay (EIA)" olup 4 tip rekombinant HCV
proteinini icermektedir. Bunlar HC-34, HC-43,
¢100-3 ve NS5 dir.

Istatistiksel degerlendirme: Ikinci ve figiincii jene-
rasyon testler arasindaki pozitiflik oranlarn ki-ka-
re testi ile karsilagtirilda.

BULGULAR

I. Grup. Bu grupta ikinci jenerasyon testle
66(%50.4) hastada HCV antikoru pozitif olarak
bulundu. Buna kargihik iigiincii jenerasyon testle
68(%51.9) hastada HCV antikoru pozitif olarak
bulundu (Tablo D). Iki test sonucu bulunan pozitif-
lik oranlan arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmadi (p= 0.66).

IT. Grup: Bu grupta ikinci jenerasyon testle hicbir
kigide HCV antikoru pozitif bulunmadi. Buna
kargihik {iciincii jenerasyon testle 1 kigide (%1)
HCV antikoru pozitif olarak bulundu (Tablo II).
1ki test sonucu bulunan pozitiflik oranlar: arasin-
da istatistiksel olarak anlamh fark bulunmadi (p=
0.99).

TARTISMA

Kronik HCV infeksiyonu kan yoluyla gecen hepa-
titler arasinda onemli yer tutar (2,3). Bu hastal-
gin bulagmasinmin dnlenebilmesi veya hastaliga
yakalananlarin tespit edilebilmesi uygun tanisal
yontemlerin kullamilmasi ile miimkiindiir.
HCV'nin yapis1 hakkindaki bilgiler geligtikce
HCV infeksiyonunun ortaya ¢ikarilmas igin yapi-
lan serum testlerinin de duyarhhig artmaktadar.
HCV antijenlerinin dogrudan tayini giintimiizde
miimkiin degildir, fakat bu antijenlere kargs1 se-
rumda olugan antikorlarn tayini esasina daya-
nan tarama testleri oldukca yaygin olarak kulla-
nilmaktadir. Baglangic tarama testi olarak ELI-
SA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) esas1
uygulanan testler kullamilmaktadir. Pozitif so-
nuclar daha duyarl testler olan RIBA (Recombi-
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nant Immunoblot Assay) ve/veya miimkiinse
HCV-RNA (PCR) testleriyle dogrulanmaktadir
(13). Fakat bunlar zor ve pahal1 yéntemlerdir.

Tarama testi olarak ilk ortaya ¢itkan ELISA testi
birinci jenerasyon olarak anihir. Zamanla geligtiri-
len testler buna uygun olarak ikinei ve tigiinci je-
nerasyon olarak adlandirlmigtir. Birinci jeneras-
yonda sadece c100 antijenine kars1 geligen anti-
korlar aragtinlmaktaydi. Bu testin yetersiz sensi-
tivite ve spesifitesi nedeniyle artik birinci jeneras-
yon ELISA testi kullamlmaz duruma gelmigtir.

Ikinci jenerasyon testlerle buna ek olarak anti-
¢33, anti-c22 ve anti-NS3 antikorlan, tg¢iincii je-
nerasyon testlerlede bunlarin subtipleri ve anti-
NS5 antikorlar: aranmaktadir (8,10,11).

Viremi ve infektivitenin gisterilmesinde "altin
standart” PCR ile HCV-RNA'simin gésterilmesidir
(9). Fakat bu metodun pahali ve uygulamasinda
teknik zorluklar tagiyor olmasi yaygin kullamimi-
n1 ve tarama testi olmasini engellemektedir. Bu-
na karsilik ikinci jenerasyon ELISA testleri uzun-
ca bir siiredir bu amacla kullamilmaktadir. Fakat
bunlarinda duyarlihk agisindan eksileri malum-
dur. Ugiineii jenerasyon ELISA testleri bu eksile-
ri ortadan kaldirmak amaciyla geligtirilmis ve pi-
yasalara stirglmiigtiir (10,11,12).

Daha 6nce yapilan ikinci ve tiglincii jenerasyon
ELISA testlerinin kargilagtinldigr bazi cahsma-
larda iigiincii jenerasyon lehine farkliliklar goste-
rilmigtir (14-17). Buna kargibk bir ¢cahigmada ise
her iki test arasinda bir iistinliik fark: gézlenme-
migtir (18). Bizim ¢aligmamizda gerek hemodiya-
liz grubunda gerekse kan bankasi grubunda her
iki jenerasyon test arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark bulunmamigtir. "Altin standart”
sayilan PCR ile HCV-RNA tayini bu ¢alismada
uygulanamadif igin sensitivite ve spesifisite y&-
niinden analiz yapilamamisgtir. Bununla beraber
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her iki gruptan elde edilen bulgular tgiincii jene-
rasyon ELISA testinin ikinci jenerasyon teste go-
re istatistiksel olarak anlamh olmayan él¢iide da-
ha duyarh oldugunu gistermektedir. Ancak kesin
yargiya varmak i¢in daha ¢ok sayida denegin kul-
lamldigh ¢caligmalara gereksinim vardar.

HCV antikor prevalansi hemodiyaliz hastalarinda
normal popiilasyona gire yiiksektir, Literatiirde
bu hasta grubunda HCV antikoru prevalansinin
%3.4 ie %62.5 arasinda oldugunu gisteren calg-
malar vardir (4,6,19-22). Bu calismada
hemodiyaliz hastalarinda her iki yéntem ile bul-
dugumuz HCV antikor pozitifligi oranlar (%50.4
ve %51.9) daha onceki bulgularimiz ile uyum-
ludur (5). Hemodiyaliz iinitelerinde HCV pozitif-
lik oramim belirleyen en énemli faktérlerin kan
transfiizyon sayilari ve hemodiyaliz siiresi oldugu
bildirilmigtir (20,23).

Kan dondrlerinde serolojik taramalarin yapal-
masina ragmen hemodiyaliz hastalarinda HCV
infeksiyonu prevalansinin yiiksek olmasini su
gekilde agiklamak miimkiin olabilir: 1) Mevcut
tarama testleri HCV infeksiyonunun ortaya
cikarilmasinda yeterince hassas degildir. Bu
nedenle kan ve kan iiriinleriyle HCV infeksiyonu
taramalara ragmen bulagtirilabilmektedir. 2) Bu
hastalarin immun sistemlerinin yetersiz olmasi
ve kapal bir toplum olugturmalar kan dis1 yollar-
la bulagmay kolaylagtirmaktadir. Bu nedenle,
hemodiyaliz hastalarmin birbirlerine HCV infek-
siyonu bulagtirma riskini en aza indirebilmek igin
HCYV pozitif hastalarin saptanmas: ve makine ay-
rilmas: gibi énlemlerin alinmasi ¢ok énemlidir.

Bu ¢aligma sonucunda, HCV infeksiyonu tarama
testi olarak kullanilan ikineci ve ii¢lineli jeneras-
yon ELISA testleri arasinda énemli fark olmadig,
fakat daha duyarl oldugu iddia edilen tgiinci
jenerasyon testin degerinin bagka calismalarla da
aragtirilmasinin gerektigi kanaatlerine vardik.
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