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OZET

Diinya niifusunun yaklasik %3 tiniin Hepatit C viriisii (HCV) ile infekte oldugu tahmin edilmektedir. HCV infeksi-
yonunun tant ve takibi, serolojik yontemlerle anti-HCV antikorlarinin taranmast ve molekiiler yontemlerle HCV-RNA nin
tespitini icerir. HCV antikor testleri, kronik HCV infeksiyonlu hastalarda ¢cok duyarli ve 0zgiil iken, aktif HCV infeksiyonu
ve gegirilmis infeksiyonu ayirmada yetersiz kalmaktadir. Molekiiler yontemler, aktif HCV replikasyonunu gostermede kulla-
nilan altin standart yontemler olarak diisiintilmektedir. Calismamizda, anti-HCV'si pozitif serum Orneklerinde HCV-RNA
pozitiflik oranlarimin ve HCV-RNA pozitifliginin Anti-HCV diizeyleri (signal sample/cut-off =S/Co) ile iliskisinin belirlen-
mesi amaglanmgtir. Serum drneklerinde anti-HCV, ELISA (Elecsys Anti-HCV II assay, Roche) yontemi ile incelenmistir.
Anti-HCV pozitif 297 ornekte HCV-RNA aragtirlmigtir. HCV-RNA diizeyleri kantitatif gercek zamanli PCR (COBAS
Ampliprep/ COBAS TaqgMan HCV, Roche) yontemi ile arastirilnugtir. Calismamizda, 297 Anti-HCV pozitif serum Grneginin
110'unda (% 37) viremi varligim dogrulayan HCV-RNA pozitifligi belirlenmistir. Viremik ve non-viremik serum ornekleri
arasinda anti-HCV diizeylerinde (S/Co) anlamli farkliliklar bulunmustur. Sonug olarak, Anti-HCV nin yiiksek S/Co degerle-
rinin HCV-RNA varliu ile iliskili oldugu belirlenmigtir. Boylece, HCV-RNA testi yapilmadan once anti-HCV S/Co degerle-
rinin bilinmesi, hekimin viremi varli§ini onceden tahmin etmesini saglayacak ve HCV-RNA testlerinin yiiksek maliyeti aza-
labilecektir.

Anahtar sozciikler: Anti-HCV, HCV-RNA, Hepatit C viriis, viremi
SUMMARY
Investigation of Viremia Rates and Its Correlation With Anti-HCV Levels in Anti-HCV Positive Serum Samples

It is estimated that about 3 % of the world’s population are infected with Hepatitis C virus (HCV). The diagnosis and
follow-up of HCV infection involve screening for anti-HCV antibodies by serological methods and the detection of HCV-RNA
by molecular techniques. HCV antibody assays are highly sensitive and specific in patients with chronic HCV infection, where
as they failed to distinguish active HCV infection and past infection. Molecular methods are considered the ‘gold standard’ for
detecting active HCV replication. In our study, it is aimed to determine HCV-RNA positivity in Anti-HCV positive serum
samples and its correlation with anti-HCV levels (signal sample/cut-off =S/Co). Serum samples were assayed for anti-HCV
by ELISA method (Elecsys Anti-HCV II assay, Roche). A total of 297 anti-HCV positive samples were tested for HCV-RNA.
The level of HCV-RNA was measured by quantitative real-time PCR (COBAS Ampliprep / COBAS TagMan HCV, Roche).
In our study, we found HCV-RNA positivity, which confirms the presence of HCV viremia, in 110 (37 %) of 297 anti-HCV
positive serum samples. There were significant differences in anti-HCV levels (5/Co) between viremic and non-viremic serum
samples. As a result, it is determined that high S/Co values of anti-HCV related to the presence of HCV-RNA. So, knowing
about the S/Co values of anti-HCV before performing HCV-RNA testing might allow the clinician to predict presence of
viremia and decrease the highcost of HCV-RNA testing.
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GIRIS

Diinya niifusunun yaklasik % 3’tiniin
Hepatit C virtisii (HCV) tasidigy, her yil 3-4
milyon yeni olgunun ortaya ¢iktig1 tahmin
edilmektedir®®, Infekte olgularmn % 75-85'i
kroniklesmekte ve kronik olarak infekte
kisilerin tigte biri karaciger sirozu ve hepa-
toselliiler kanser olusma riski ile kars1 karsi-
ya kalmaktadir®.

HCV infeksiyonunun tani ve takibin-
de ilk asamada, serolojik yontemlerle kan
orneklerinde HCV antikorlarinin belirlen-
mesi sik kullanilan yontemlerdir®!'*'7). HCV
antikorlarinin tespitinde en sik kullanilan
serolojik testler, ELISA (linked immunosor-
bent assay) ve CIA (chemiluminescence
immunoassay) testleridir®. Serolojik testler-
de, ornegin absorbansina gore elde edilen
sinyalin (signal sample=S), teste ait esik
degerine (Cut-off=Co) olan oranina (signal
sample/cut-off (5/Co)= cut-off index (COI))
gore anti-HCV diizeyleri ve sonuglari rapor
edilir®).

Serolojik testler, aktif veya gecirilmis
HCV infeksiyonunu ayirt etmede yetersiz-
dir. Pozitif anti-HCV sonucu; aktif viremi,
gecirilmis infeksiyon veya yanlis pozitifligi
gosterebilir™. Anti-HCV ELISA sonucunu
dogrulamak i¢in kullanilan “Recombinant
Immunoblot Assay” (RIBA) testleri viremi
varligimi yansitmayabilir. Dolayisiyla, anti-
HCV pozitifligi; infeksiyonun akut veya
kronik olmasi, viremi varlig1 ve prognozu
hakkinda giivenilir bilgiler verme-
mektedir™. Bu nedenle, anti-HCV antikor-
lar tespit edildiginde aktif infeksiyonu veya
infeksiyonun temizlendigini tespit etmek
icin tamamlayic1 testlere gereksinim
vardir™. HCV infeksiyonu tanisinda sero-
lojik testler disinda, molekiiler yontemlerle
HCV-RNA varliginin belirlenmesi ve HCV

genotip tayini yer almaktadir. HCV-RNA
testleri infeksiyonun tanisinda, tedavi segi-
minde ve tedavinin takibinde kulla-
nilmaktadir®™. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) gibi molekiiler yontemlerle HCV-
RNA tayini, anti-HCV pozitifligini dogrula-
mada ve viremi varligini gostermede kulla-
nilan altin standart yontemlerdir?'9.
Molekiiler yontemlerle kantitatif sonug elde
edilmesi tedavinin takibi agisindan da 6nem
tasimaktadir. Anti-HCV pozitif hastalarda
viremiyi dogrulamak igin kalitatif veya kan-
titatif HCV-RNA testleri kullanilmaktadir®.
Ayrica, CIA ile elde edilen yiiksek antikor
diizeylerinin HCV infeksiyonlu hastalarda
vireminin gostergesi olacag1 ve bu yiiksek
antikor diizeylerinin pozitif bir HCV-RNA
sonucunu gosterebilecegi belirtilmektedir®.
Centers for Disease Control and
Prevention'in (CDC) anti-HCV testi ve
yorumu ile ilgili kilavuzunda, anti-HCV'nin
yliksek S/Co oranlari ile HCV infeksiyonu
arasinda bir korelasyon oldugu belirtil-
mektedir®'?. CDC, % 95 oraninda gergek
anti-HCV pozitifligini belirten S/Co deger-
lerini farkli testler i¢in en diistik > 3.8, en
yiiksek > 11 olarak belirtmistir®.
Calismamizda, anti-HCV’si pozitif ola-
rak saptanan serum orneklerinde HCV-RNA
pozitiflik oranlarinin ve HCV-RNA pozitifli-
ginin Anti-HCV diizeyleri (S/Co) ile iliskisi-
nin tespit edilmesi ve bdoylece anti-HCV
diizeylerinin daha sonra yapilacak testlerin
belirlenmesi agisindan bir yol gosterici olup
olmadiginin belirlenmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Hasta grubu
Calismamizda, anti-HCV  pozitif

ornekler retrospektif olarak degerlendiril-
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mistir. Buna gore, anti-HCV pozitif 297 6rnek
calisma kapsamina alinmistir. Sonuglarin
degerlendirilmesinde Anti-HCV ve HCV-
RNAMin birlikte ¢alisilmis oldugu serum
orneklerine ait veriler dikkate alinmstir.

Anti-HCV tayini

Anti-HCV varlig1 serum Orneklerinde
“elec-trochemiluminesceimmunoassay”(ECL
IA) yontemi (Elecsys Anti-HCV 1II assay,
Roche) kullanilarak gergeklestirilmistir. Cihaz
tarafindan otomatik olarak hesaplanan cut-off
(Co) degeri dikkate alinarak, orneklere ait
sonuglar S/Co olarak belirlenmistir.

HCV-RNA varlig:

Plazma 6rneklerinde HCV-RNA kanti-
tatif gercek zamanl polimeraz zincir reaksi-
yonu (Real-time PCR) ile tespit edilmistir.
HCV-RNA varligini belirlemek igcin COBAS
Ampliprep/ COBAS TagMan HCV testi
kullanilmistir (Roche Molecular Systems,
Branchburg, NJ, ABD). HCV RNAnin
cDNA’ya “reverse” transkripsiyonu sonrasi
HCV genomunun yiiksek oranda korun-
mus 5-UTR bolgesine 6zgii primerler kul-
lanilarak ¢cDNA c¢ogaltilmas: gergeklestiril-
mistir. HCV viral RNA miktarmin tespiti,
HCV QS (kantitasyon standard1) kullanila-
rak gerceklestirilmistir. Ornek hazirlanma-
sinda COBAS Ampliprep sistemi, sonugla-
rn analizi asamasinda COBAS Tagman 48
analyzer kullanilarak, ¢alismalar firmanin
Onerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir.
Cogaltilmis hedef niikleik asidin tespiti igin,
farkli floresan boyalarla isaretlenmis HCV
ve HCV Quantitative Standard (QS) spesi-
fik oligoniikleotid problari kullanilarak, flo-
resan 1s1ma miktarindaki artigla PCR tirtin-
lerinin varlig1 belirlenmistir. Testin dinamik
aralig1 15 IU/ml, lineer aralik 15- 1x10% IU/
ml’dir.

Istatistiksel analiz

Orneklere ait degiskenlerin karsilasti-
rilmasinda, ki-kare ve Mann-Whitney testi
kullanilmistir. p<0.05 degerleri istatistiksel
olarak anlamli olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismamizda 297 anti-HCV pozitif
serum Orneginin 110'unda (% 37) viremi
varligini dogrulayan HCV-RNA pozitifligi
belirlenmistir.

Calismamizda Anti-HCV diizeyleri
(§/Co) ile HCV-RNA negatif ve pozitifligi
arasindaki iligki incelendiginde; HCV-RNA
negatif grupta 83 oOrnekte Anti-HCV'nin
1.01-3.00 S/Co degerleri arasinda oldugu
tespit edilirken, HCV-RNA pozitif grupta
bu aralikta hicbir 6rnek tespit edilmemistir.
Anti-HCV'nin 3.01-20.00 S/Co degerleri
arasinda HCV-RNA negatif grupta 87, HCV-
RNA pozitif grupta 21 6rnek belirlenmistir.
Anti-HCV'nin 220.00S/Co degerleri ise,
HCV-RNA negatif grupta 17, HCV-RNA
pozitif grupta 89 ornek olarak tespit edil-
mistir (Tablo). Calismamizda, Anti-HCV S/
Co < 3 olan higbir 6rnekte vireminin goster-
gesi olan HCV RNA pozitifligi tespit edil-
memistir.

Anti-HCV S/Co degerlerinin artis1 ile
HCV-RNA porzitifligi agisindan anlamli bir
korelasyon oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
Calismamizda, Anti-HCV S/Co degerleri-
nin artis1 ile HCV-RNA viral yiikte artis

Tablo. Anti-HCV diizeyleriile (S/Co) HCV-RNA negatif
ve pozitiflik oranlart [n (%)].

Anti-HCV (S§/Co) HCV-RNA HCV-RNA
negatif pozitif
1.01-3.00 83 (100) 0
3.01-20.00 87 (80.6) 21
>20.00 17 (16) 89
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oldugu belirlenmis ancak bu artis istatistik-
sel olarak anlamli diizeylerde tespit edilme-
mistir.

TARTISMA

HCV infeksiyonu kroniklesme orani-
nin yiiksek olmasi nedeniyle 6nemli bir
saglik problemidir. HCV infeksiyonu tani-
sinda kullanilan anti-HCV varligini1 goste-
ren testlerde 6zellikle diisiik S/Co oranlari
oldugunda dogrulama testlerinin gereklili-
gi vurgulanmaktadir®”. Aminoasit sekansi
ve testte kullanilan HCV antijenin saflik
durumu anti-HCV testlerinin duyarlhilik ve
ozgilliiglinii biiyiik oranda etkilemek-
tedir®. Uciincii jenerasyon anti-HCV anti-
kor testleri, yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige
sahip olmasina ragmen, 6zellikle diistik risk
grubu kisilerde yanls pozitif sonuglar hala
Bu
nedenle rutin tanida molekiiler yontemler

onemli sorun olusturmaktadir®!,
gibi ek bir test ile anti-HCV pozitifliklerinin
mutlaka dogrulanmasmnin yararli olacag:
disiintilmektedir.

Calismamizda, Anti-HCV pozitif
orneklerde “Gergek zamanli” PCR yontemi
ile HCV-RNA pozitiflik oranlar1 incelenmis
ve anti-HCV diizeylerinin HCV-RNA pozi-
tifligi ile olan iliskisi ve S/Co oranlarmin
onceden HCV-RNA pozitifligi i¢in bir fikir
verip veremeyeceginin belirlenmesi amag-
lanmustur.

Calismamizda, ECLIA yontemi ile
anti-HCV’si pozitif olan 297 serum Ornegi-
nin 110’unda (% 37) “Gergek zamanli” PCR
yontemi ile HCV-RNA pozitifligi tespit edil-
mistir. Anti-HCV diizeylerinin (S/Co) artis1
ile viremi varligim gosteren HCV-RNA
pozitiflik oranlar1 arasinda korelasyon tes-
pit edilmistir. Ancak, Anti-HCV diizeylerin-
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de artis ile HCV viral yiik artis1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlen-
memistir. Calismamizda, Anti-HCV S/Co
diizeylerinin 3.0"iin altinda oldugu 6rnekle-
rin hicbirinde HCV-RNA pozitifligi tespit
edilmemistir. HCV-RNA pozitif gruptaki
orneklerde tespit edilen en diisiik anti-HCV
diizeyi 10.19 S/Co olarak belirlenmistir.

Gokahmetogullar1 ve ark.™, anti-
HCV’si pozitif olarak bulunmus 189 hasta
serum Orneginin 69'unda (% 36.5) HCV-
RNA’y1 pozitif bulurken, 120 6rnekte (% 63.5)
negatif olarak tespit etmislerdir. Baha ve
ark.® Fas’ta yaptiklar ¢alismada, 195 anti-
HCV pozitif hastanin % 70.9'unda HCV-
RNA pozitifligi belirlemisler ve bolgelerinin
HCV infeksiyonu agisindan ara endemik
bolge oldugunu belirtmislerdir. Daglar ve
ark.® 201 hemodiyaliz hastasinin 37’sinde
(% 18.4) Anti-HCV, 24’tinde (% 12) HCV-
RNA pozitifligi belirlemisler ve 3 hastada
(% 12.5) Anti-HCV negatif iken, HCV-RNA"1
pozitif tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Lee ve ark.®® EIA ile anti-HCV’si pozi-
tif olarak bulunan 490 6rnegin 228’inde (%
46.5) HCV-RNA pozitifligi belirlerken, 262
hastada (% 53.5) negatif olarak tespit etmis-
lerdir. Arastirmacilar, HCV-RNA pozitif
grubun % 99.1'inde, HCV-RNA negatif gru-
bun % 19.1"inde anti-HCV IgG indeks dege-
rinin 10’un tizerinde oldugunu tespit etmis-
lerdir. Bu nedenle, Anti-HCV’nin yiiksek
indeks degeri, yiiksek ALT ve diisiik albii-
min diizeylerinin akut HCV infeksiyonu ile
iligkili oldugunu bildirmislerdir.

Cesitli calismalarda HCV infeksiyonu-
nun tanisinda yiiksek anti-HCV S/Co
degerlerinin prediktif bir veri olabilecegi
bildirilmesine ragmen, tek basma dikkate
alinmamas: gerektigi, negatif HCV-RNA
durumunda da yiiksek S/Co oranlarinin
gorilebildigi bildirilmistir®*'®. Calismamiz-
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da elde edilen sonuglara gore, HCV-RNA
pozitif 6rneklerde en diisiik anti-HCV diize-
yinin 10'nun {izerinde olmasi, anti-HCV’nin
yiiksek S/Co oranlarinin HCV infeksiyonu-
nu ve viremi varligini 6nceden tahmin
etmede onemli bir veri oldugunu diisiin-
diirmektedir Ancak, calismamizda anti-
HCV S/Co degerleri 20 ve istii olan 17
ornekte HCV-RNAmin negatif bulunmasi,
yliksek S/Co degerlerinin HCV infeksiyo-
nunu belirlemede her zaman tek basmna
yeterli olamayabilecegini de gosterebilir.
Anti-HCV ile elde edilen 6zellikle yiiksek
pozitif degerlerin HCV-RNA ile negatif
bulunmas: durumunda, anti-HCV antikor
testinde yanlis pozitiflik veya gegirilmis bir
HCV infeksiyonu diistiniilebilir. Ayrica,
kiside aralikli olarak viremi goriilebilecegi
ihtimali g6z oniinde bulundurularak, su an
gecirilmekte olan bir HCV infeksiyonu ola-
bilecegi de diisiiniilmelidir. Dolayisiyla,
boyle durumlarda tek bir negatif HCV-RNA
sonucunun infeksiyon durumunu belirle-
mede yeterli olamayacag, tekrarimin yapil-
mas1 gerektigi belirtilmektedir®.

Inci ve ark.? 64 anti-HCV pozitif
serum Orneginin 18’inde (% 28) HCV-
RNA’y1 pozitif olarak belirlemisler, anti-
HCV S/Co degeri 1-5 olarak saptanan 28
hasta drneginin hi¢birinde HCV-RNA pozi-
tifligi saptamamuslardir. Diisiik pozitiflik-
lerde yanhs pozitif oranmin yiiksek olabile-
cegini ve konuyla ilgili daha fazla sayida
hasta ile yapilmis ¢alismalara ihtiyag oldu-
gunu belirtmislerdir.

Zhang ve ark.’” yaptiklari ¢alismada,
CIA ile tespit edilen S/Co oranmin <20.0
oldugu durumlarda nonviremik hepatit C
ile nonhepatit C'yi ayirmak i¢cin HCV-RNA
dogrulama testi 6nermislerdir.

Contreras ve ark.® CIA ile belirlenen
220 S/Co oranlarinin kan dondrlerinde vire-
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mik ve nonviremik hastay1 ayirmada énem-
li bir serolojik gosterge oldugunu ve hepatit
C infeksiyonu tanisin1 dogrulamada HCV-
RNAmin kullanimina yol gosterecegini
belirtmislerdir. Arastirmacilar ¢alismalarin-
da yiiksek antikor diizeylerinin viremi igin
duyarliliginin % 96.6, 6zgiilligiinin % 93.8
oldugunu bildirmislerdir.

EIA testleri icin firmalar, S/Co> 1.0
olan drneklerin pozitif olarak kabul edilme-
si gerektigini bildirmektedir. Ancak calis-
mamizda goriildiigi gibi, 3.0'tin altindaki
S/Co degerlerinde HCV-RNA agisindan
pozitiflik tespit edilmemis ayrica HCV-RNA
pozitif 6rneklerde tespit edilen en diisiik
anti-HCV diizeyi 10.19 olarak belirlenmis-
tir. Bu nedenle, bu degerler goz 6niine ali-
narak hasta sonugclar verilirken 1.0-3.0 S/
Co degerlerinin pozitif olarak degil de stip-
heli aralik olarak degerlendirilip, EIA testi-
nin tekrarinin istenebilecegi, ancak bunun
tizerindeki degerlerin viremi agisindan
degerlendirilmek tizere molekiiler testlere
yonlendirilebilecegi diisiiniilmektedir. Bu
tiir uygulamalar, laboratuvarlarda maliye-
tin azaltilmasi ve taninin daha kisa siirede
konulup, tedavinin hizla baglanmas: agisin-
dan 6nemli artilar saglayabilecektir.

Calismamizda, HCV-RNA pozitif
orneklerde bulunan en diisiik anti-HCV S/
Co degerlerinin 10"un tizerinde olmas, siip-
heli aralikta verilecek degerlerin yeniden
belirlenmesi konusunda yeni secenekler
sunabilir. Ama yine de bunun i¢in daha ¢ok
sayida ornegin kullanildig: ¢calismalara ihti-
yag vardr.

Sonug olarak, ¢calismamizda anti-HCV
pozitif serum 6rneklerinde yiiksek oranda
HCV-RNA pozitifligi tespit edilmis ve anti-
HCV S/Co degerlerinin viremi varliginm
onceden tahmin etmede faydali bir veri ola-
bilecegi diistiniilmiistiir. Ayrica, gergek kro-
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nik hepatit C insidansmin belirlenmesinin
HCV-RNA testlerinin uygulanmas: ile sag-
lanabilecegi sonucuna varilmistir. Calisma-
mizin verilerinin, rutin laboratuvarlarda
yapilan anti-HCV antikor testlerinde elde
edilen anti-HCV pozitif sonuglara HCV-
RNA 0Onerilmesi asamasinda dikkate alina-
cak anti-HCV S/Co degerlerinin daha dogru
olarak belirlenmesi konusunda yararl bilgi-
ler verebilecegi sonucuna varilmistir.
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