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Amag: Hepatit C virlisii (HCV) akut ve kronik hepatit tablolarinda rol oynayan bir viral etkendir. HCV
enfeksiyonunun tanisinda en sik basvurulan yéntemler anti-HCV antikorlarinin saptanmasi, alanin transaminaz
diizeylerinin (ALT) élgtilmesi ve HCV-RNA pozitifligi degerlendirilmesidir. Bu ¢alismada kanda iki farkli enzim
immiinoassay tabanli test olan enzim baglh floresan test (ELFA) ve kemiliiminesans immiin assay (CLIA)
yéntemlerinin en az birinde sinir deger ve zayif pozitiflik olarak degerlendirilen hastalarin HCV antikor indeks
degerleri ile olgularin ALT ve HCV-RNA sonuglari karsilastirilmistir.

Yontem: Ekim 2018-Kasim 2019 tarihleri arasinda hastanemize basvuran 59 hastanin serum érneklerinin CLIA
sistemindeki sinyal/cut-off (S/CO) ve ELFA sistemindeki Test Value (TV) dederlerine gére zayif pozitif ve sinir
deger sonuglar ¢calismaya dahil edildi.

Bulgular: Serum érneklerinden elde edilen HCV antikorlari igin S/CO ve TV ortalamalari; ELFA testi igin 2.78
TV, CLIA testi igin ortalama 2.32 S/CO olarak saptandi. Tiim serum érneklerinin ALT diizeyi ortalamasi 28.7 U/L
olarak saptandi. ELFA testi ile negatif sonug verilen 17 hastanin (11 Kadin- 6 Erkek, yas ortalamalari: 42.2) serum
orneklerinde CLIA testi ile zayif pozitif sonug elde edildi ve ELFA testi ortalamasi 0.24 TV, CLIA testi ortalamasi
1.74 S/CO olarak saptandi. ELFA testinde sinir deger olgularin ortalamasi 0.82 TV; ayni grupta CLIA ortalamasi
1.97 S/CO olarak saptandi.

Sonug: Bir sistemle elde edilen HCV antikoru sonuglarinin; zayif pozitif ve sinir deger sonuglarin olanak varsa
farkl bir sistemle tekrari ve HCV-RNA testi ile dogrulanmasi énerilmekle birlikte pozitiflik icin baz alinan “1 S/
CO” ve “1 TV” degerlerinin daha ytiksek seviyelere ¢ekilmesinin ileri ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Hepatit C, Enzim immiinoassay, Polimeraz zincir reaksiyonu
ABSTRACT

Objective: Hepatitis C virus (HCV) is the leading cause of acute and chronic hepatitis. Diagnosis primarily relies
on detecting anti-HCV antibodies, measuring alanine transaminase (ALT) levels, and evaluating HCV-RNA
positivity. This study focused on patients with borderline or weakly positive results in two enzyme immunoassay-
based blood tests: enzyme-linked fluorescence assay (ELFA) and chemiluminescent immunoassay (CLIA). It
compared their anti-HCV antibody index values against their ALT and HCV-RNA outcomes.

Methods: The research included serum samples from 59 patients, collected between October 2018 and
November 2019, evaluated using the Signal/Cut-off (S/CO) values in the CLIA system and the Test Value (TV)
values in the ELFA system.

Results: The mean S/CO and TV values for HCV antibodies obtained from serum samples were determined
as 2.78TV for ELFA test and 2.32 S/CO for CLIA test. Mean ALT level of all serum samples was determined as
28.7U/L. Weak positive results were obtained with CLIA in serum samples of 17 patients (11 Female-6 Male,
mean age: 42.2) who had negative results with ELFA, and mean ELFA value was 0.24 TV, and the mean CLIA
value was 1.74 S/CO. The mean of borderline cases in ELFA was 0.82TV; mean CLIA was 1.97 S/CO in same
group.

Conclusion: The study underscores the importance of validating HCV antibody results obtained from one assay
with another system, preferably alongside HCV-RNA testing, and suggests revising the “1 S/CO” and “1 TV”
thresholds for positivity in future research to ensure accuracy in diagnosis.
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GIRIS

Hepatit C (HCV) virlsi akut ve kronik hepatit
tablolarinda rol oynayan bir viral etkendir. HCV;
Flaviviridae ailesinin Hepacivirus genusunda yer alan,
zarfli, pozitif polariteye sahip ve tek iplikli bir RNA
virisudir®, Global olarak HCV enfeksiyonu prevalansi
%3 olarak belirtiimekle birlikte diinya genelinde
yaklasik 184 milyon olgunun HCV ile enfekte oldugu
bildirilmistir®®. HCV icin en sik bulas yollari, damar igi
uyusturucunun ortak igne ile kullanimi, transfiizyon,
hemodiyaliz, biyldk cerrahi girisim, uzun sireli
onkoloji veya hematoloji kliniginde yatis yapilmasi
olarak gosterilmistir®. HCV ile enfekte olgularin
%85’i kronik enfeksiyonlar ile seyir gosterir, kronik
enfeksiyonlu olgularin %15-30’unda siroz gelismekte
ve yillik yizbinlerce olguda hepatoseliler karsinom
gelisimi s6z konusu olmaktadir®. Gunimuzde
HCV enfeksiyonunun tanisinda en sik basvurulan
yontemler anti-HCV antikorlarinin  saptanmasi,
alanin transaminaz dizeylerinin (ALT) 6l¢lilmesi ve
HCV-RNA porzitifliginin degerlendirilmesidir®. Ayrica
yakin doneme kadar RIBA (Rekombinant imminblot
assay) Anti-HCV pozitifliklerinin dogrulanmasinda;
tani testlerinin 6nemli bir bileseni olsa da, pratik
zorluklar ve yeni test algoritmalarinin gelistirilmesi
nedeniyle rolii azalmistir?. Cesitli calismalardaki
Anti-HCV degerlendirmelerinde ylksek sinyal/cut-off
degerlerine sahip olgularin HCV-RNA testlerindeki
pozitifliklerle daha yiiksek uyum gostermekle birlikte
dustk sinyal/cut-off degerlerinde farkh sistemlerde
farkl sonucglar alinabilecegi gdsterilmistir®. Bu
¢alismada iki farkli enzim immiinoassay yontemiolan;
enzim bagh floresan test (ELFA) ve kemiliiminesans
immin assay (CLIA) yéntemlerinin en az birinde sinir
deger ve dislk pozitiflik olarak saptanan hastalarin,
HCV antikor indeks degerleri ile olgularin ALT ve HCV-
RNA sonuglari karsilastirildi.

GEREG VE YONTEM

Bu arastirma, Ege Universitesi, Tibbi Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan (07.09.2023 tarih ve 23-9T/49 sayi)
onaylanmustir.

Bu calismada Ekim 2018-Kasim 2019 tarihleri
arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine

basvuran yas ortalamalari 47.5 (min=8, max=87)
olan 59 hastanin (31 kadin, 28 erkek) serumlarinda
rutin cahlisilan Alinity Anti-HCV (Abbott Laboratories,
IL, ABD) CLIA sisteminde 1-8.5 sinyal/cut-off (S/
CO) araliginda sonuglanmis zayif pozitif ornekleri
ile 0.7-0.99 S/CO arahgindaki sinir deger sonuglari
calismaya dahil edildi. Bu 6rnekler bioMérieux Anti-
HCV (Vidas®, bioMérieux, Fransa) ELFA sisteminde
calisildi ve elde edilen sonuglar karsilastirildi. ELFA
sisteminde >1 Test Value (TV) Uzeri 6rnekler pozitif,
0.7-0.99 TV araligindaki degerler sinir deger olarak
kabul edildi.

Calisma grubuna alinan hastalara referans yontem
olarak HCV-RNA PCR testi uygulandi. HCV-RNA
saptama yontemi, iki farkh dénemde ve iki farkh
sistem kullanilarak gercgeklestirildi. Ekim 2018-Aralik
2018 aylarinda basvuran 11 hastada, HCV
genomunun 5’UTR gen bolgesinin amplifikasyonunu
hedefleyen ve gen izolasyonu ile 6rnek hazirlama
islemleri icin Abbott m2000sp (Abbott Laboratories,
IL, ABD) sistemini kullanan Abbott HCV-RNA Kkiti
(Abbott Laboratories, IL, ABD) ile calisildi. Bu islemler
Abbott m2000rt (Abbott Laboratories, IL, ABD) test
sistemi lizerinde gergeklestirildi.

Ocak 2019-Ekim 2019 arasinda basvuran 48 hastada
ise, gen izolasyonu Magnesia® 2448 Nikleik Asit
izolasyon ve PCR Setup Robotu (Anatolia Geneworks,
istanbul, Tirkiye) ile yapildi. Bu dénemde, 5’UTR
gen bolgesinin  amplifikasyonuna dayali olarak
Anatolia Bosphore HCV Kantifikasyon Kiti (Anatolia
Geneworks, istanbul, Tirkiye) kullanildi. Calisma
grubundaki hastalarin Anti-HCV c¢alisiilmak Gzere
¢alismaya dahil edilen 6rnekleri ile es zamanl olarak
alinan ALT duzeyleri (normal sinirlari: 5-40 U/L)
retrospektif olarak hasta dosyalarindaki kayitlardan
elde edildi.

BULGULAR

Calisilan tim serum o6rneklerinden elde edilen HCV
antikorlarii¢in S/CO ve TV ortalamalari; CLIA testi igin
ortalama 2.32 S/CO [min:0.9-max:8.17] ve ELFA testi
icin 2.78 TV [min:0.04-max:23.98] olarak saptandi.
Bu olgularin es zamanli 6rneklerindeki ALT dizeyleri
ortalamasi 28.7 U/L [min:8-max:156] olarak saptandi.
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Calisma grubundaki 49 hastanin ALT diizeyleri normal
(<40 U/L) altinda, 10 hastanin sonucu ise normal
degerin tzerinde (>40 U/L) saptandi. Ortalama S/CO
ve TV indeksleri, yas ve cinsiyet karsilastirmasi Tablo
1’de gosterilmektedir. Calisma grubunu olusturan
CLIA yonteminde zayif pozitiflik ve sinir deger
saptanan 59 olgunun tamaminin plazma érneklerinde
HCV RNA testleri negatif olarak saptandi.

CLIA testi ile zayif pozitif sonug elde edilen 17
hastanin ELFA testi negatif sonuclandi (11 kadin; 6
erkek, yas ortalamalari: 42.2 yil). Bu olgularin CLIA
testi ortalamasi 1.74 S/CO [min:1-max:3.2] olarak
saptanirken, ELFA testi ortalamasi 0.24 TV [min:0.1-
max:0.67] saptandi. CLIA testinde ¢ zayif pozitiflik
ve iki olguda sinir deger sonucu elde edilen [3 kadin;
2 erkek, yas ortalamalari 52.4 yil] toplam bes olgunun
ise ELFA testi ile sinir deger olarak elde edildi. ELFA
testinde sinir deger saptanan olgularin ortalamasi
0.82 TV [min:0.7-max:0.9]; bu grupta CLIA ortalamasi
1.97 S/CO [min:0.96-max:3.1] olarak sonuglandi.
ELFA testinde sinir deger saptanan grubun ise ALT
degerlerinin ortalamasi 16.4 [min:12-max:24] olarak
saptandi. ELFA testi sonuglarinin, ALT ve dogrusal yas
grafigi Sekil 1'de gosterilmektedir.
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CLIA testi ile sinir deger olarak degerlendirilen (g
olgunun [1 kadin; 2 erkek, yas ortalamasi: 43 yil]
ortalama S/CO degeri ise 0.94 [min:0.9-max:0.97]
olarak elde edildi. Bu olgularin ELFA ortalamasi 0.62
TV [0.05-0.9] olarak saptandi. CLIA testi ile sinir
deger saptanan grupta ALT degerlerinin ortalamasi
15.3 [min:12-max:21] olarak kaydedildi. CLIA testi
sonuglarinin, ALT ve dogrusal yas grafigi Sekil 2'de
gosterilmektedir. 59 olgunun 29’unda (%49.1) her iki
sistem ile zayif pozitif sonug saptandi.

TARTISMA

iki farkli EIA ybnteminden elde edilmis zayif
pozitif ve sinir degerlerin karsilastirmali olarak
irdelenmistir. Bu sistemlerin sonuglari kalitatif olarak
bildirilmesine ragmen arada kalan bazi S/CO ve
TV degerlerinin laboratuvar hekimi ve klinisyenler
icin hasta yonetiminde zorluk yarattigi, ayrica test
tekrarlar ve refleks testlerle kaynak kaybina yol
acmasi istenilmeyen durumlardir®. Yeni nesil EiA
testlerinde duyarhlik ve ozgillik yiiksek dizeylere
ulasmis ve yalanci seronegatiflik olasiligi azaltilmis

olmasina ragmen, HCV enfeksiyonlarinda Anti-

Tablo 1. Ortalama yag, S/CO ve TV indeks degerlerinin cinsiyete gére dagilimi (n=59; [min-max])

CLIA (S/CO) ELFA (TV) Yas (yil) ALT (U/L)
[0.9-8.17] [0.04-23.98] [8-87] [8-156]
Erkek 2.25 2.29 48.75 36.11
Kadin 2.38 3.22 46.48 22.16
Genel Toplam 2.32 2.78 47.56 28.78

S/CO: Sinyal/Cut-off; TV: Test dederi; U/L: Unite/litre
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Sekil 2. ELFA testi sonuglarinin, ALT ve dogrusal yas grafigi

HCV’'nin olusmasina kadar siren bir seronegatif
donem olabilir. Serolojik pencere donemi disinda;
immunsupresyonda ve tedavi sonrasinda da
Anti-HCV dizeylerinin dusik olabilecegi akilda
bulundurulmaldir®. EIA testlerinde  Anti-HCV
pozitifliginin  saptanmasi  HCV ile karsilasma
konusunda fikir verebilir fakat dogru klinik yonetim
icin pozitif ve yiksek supheli sonuglarin HCV-RNA
testi ile dogrulanmasi gerekmektedir®. Molekiiler
yontemler ile HCV-RNA saptanmasi akut ve kronik
olgularin izleminde altin standart olarak kabul
edilmektedir ve maruziyetten yaklasik 1-3 hafta sonra
kanda viral RNA pozitifligi saptanabilmektedir*?.

Calisma grubundaki CLIA testinde zayif pozitiflik tespit
edilen 17 hastanin ELFA sonucunda negatif degerler
elde edilmis olmasi test yontemlerinin duyarhlik
dizeylerinin  farkh oldugunu distindirmektedir.
Ayrica bu 17 olgunun dogrulama yontemi olarak
kullanilan HCV RNA PCR yéntemi negatif saptanmistir.
Gupta ve ark."¥ calismasinda CLIA testi icin “>8 S/
CO” degerinin viral RNA pozitifligiyle %95 oraninda
iliskisi bulundugu bildirilmis, CLIA testinin PCR ile
karsilastirildig1 benzer bir seroprevalans ¢alismasinda
CLIA testinde %26 yalanci pozitif, %1.5 yalanci negatif
sonug elde edilmistir*®. Ha ve ark.® yapmis olduklari
calismada da 8.85 S/CO degeri pozitiflik kesme
noktasi olarak ele alindiginda viremiyi %50 dogrulukla
saptayabilmistir. Yontem olarak benzer c¢alismalar
referans alinarak bu ¢alismada da zayif pozitif deger
kesme noktasi olarak 8.5 S/CO degeri kullanilmistir.
Heinrichs ve ark.*® yapmis olduklari ELFA ve CLIA
yontemlerinin  karsilastirmali  ¢alismasinda  CLIA
yonteminin daha yiksek yalanci pozitif oranlarina
vurgu yapilmistir. Bahsi gegen ¢alismada oOzellikle
kateteri bulunan hastalar veya damar ylizeyinde stres
olusturan durumlarin von Willebrand multimerleri
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olusturabilecegi ve bu durumun da yalanci test
pozitifliklerine sebep olma hipotezi Uzerinde
durulmustur®,  Calismamizdaki ELFA  negatif,
CLIA zayif pozitif 17 hastanin 6zgec¢mislerinde; iki
olgunun tip Il diyabet, (¢ olgunun yakin donem
gebelik, bir olguda kronik lenfositer |6semi, Ug¢
olguda dermatolojik hastalik (dermatit, pemfigus
vulgaris ve Urtiker), bir HIV+, bir kronik hepatit B, bir
pankreas karsinomu ve bir hastanin bipolar bozukluk
oykilsinidn bulunmasi bu olgulardaki damar stresinin
artmasina yol acabilecek durumlarlailiskilendirilmesi
acisindan dikkat g¢ekici olmakla birlikte, bu gruptaki
geri kalan dokuz olgunun spesifik hastalk oykisi
bulunmamaktadir. Zayif test pozitiflikleri ile bu
olgularin  mevcut hastaliklarinin iliskisi  aciga
kavusturulamamistir ve ileri ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Ayrica tim hasta sonuglarinin geriye
yonelik taramasinda Anti-HCV testleri ile es zamanl
calisilan ALT diizeyleri ile EiA testlerindeki S/CO ve TV
diizeyleri arasinda herhangi bir iliski kurulamamustir.
Bu calismadaki ALT diizeyleri> 40U/L olan 10 olgu ele
alindiginda bu hastalarin tamaminda CLIA testinde
zayif pozitiflik saptanmisken ELFA ile bes olguda
zayif pozitiflik saptanmistir. Her iki EIA yénteminin
S/CO ve TV duzeyleri ile ALT duzeyleri yiksekligi ve
yaslari arasinda dogrusal bir iliski kurulamamuistir. ALT
yuksekligi bulunan olgularin hic¢ birisinde HCV-RNA
pozitifligi mevcut degildir. Onceki yillarda dogrulama
testi olarak kullanilan immunoblot testlerinin de EIA
testlerindeki dusik pozitiflik ve sinir deger serum
orneklerinde benzer reaktiflik gostermesi HCV ile
enfekte hastalarda dogru taniya ulasmada bir diger
zorluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Altuglu ve ark.
(18 245 olgudaki dlsuk pozitiflik CLIA Anti-HCV S/
CO degeri saptanan serum orneklerinde yaptiklari
immunoblot yontemi calismasinda bu orneklerde
%20 oraninda immunoblot pozitifligi saptanmistir.

179



ELFA sisteminin irdelendigi bir baska calismanin
da sonuglarina goére HCV-RNA pozitif 100 hasta
serumunda yapilan galismada TV degeri ortalamasi
22.56+1.24TV, ELFA Anti-HCV’nin duyarlihgi: %100
(%95 gliven araligi: %96.4-100.0); ELFA Anti-HCV’nin
0zgllligu: %99.5 (%95 glven araligi: %98.8-99.8)
olarak saptanmistir®?,

Son yillarda gelistirilmis olan HCV core antijeninin
tespiti ve miktarinin élgllmesi igin kullanilan testler,
maliyet agisindan daha uygun ve uygulamasi daha
kolaydir; bu yiizden, bu testler niikleik asit testleri
icin pratik bir alternatif olarak gérilmektedir*®,
Akilda tutulmasi gereken bir diger 6nemli husus CDC
Onerilerine gore de CLIA ve ELFA testlerinde zayif
pozitiflik durumlarinda calisilan HCV RNA testinin
negatif saptanmasi durumunda da HCV RNA testi
tekrar edilmelidirl®,

HCV-RNA testleri negatif olan 59 olgunun
sonuglarinin incelendigi bu c¢alismada; kullanim
kolayhgi, otomasyona uygunlugu ve c¢abuk sonug
verme Ozelliklerine sahip olmasi avantajlariyla
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda siklikla tercih edilen
iki EIA sisteminin zayif pozitif ve sinir degerleri
kiyaslanmistir. Bir sistemle elde edilen HCV antikor
diizeyinin; zayif pozitif ve sinir deger sonuglar icin
olanak varsa farkli bir sistemle tekrar edilmesi ve
HCV-RNA testi ile dogrulanmasi, kesin tani igin
onemlidir. Calismamizin en 6nemli kisithhgi az sayida
olgu lizerinde gergeklestirilmis olmasidir, bu durum
elde edilen istatistiksel verilerin genel popilasyona
projekte edilmesini sinirlayabilir. Pozitiflik icin baz
alinan “1 S/CO” ve “1 TV” degerlerinin daha ylksek
seviyelere ¢ekilmesi ise tartismaya agik bir konudur
ve her iki EIA ydntemi icin ayri ayri ileri calismalarla
desteklenmesi gerekmektedir.

Etik Kurul Onay:: Bu arastirma, Ege Universitesi, Tibbi
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan (07.09.2023 tarih
ve 23-9T/49 sayi) onaylanmistir.

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan herhangi bir
cikar catismasi bildirilmemistir.

Finansman: Yoktur/bildirilmemistir.
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