Arastirma Makalesi/Original Article
Makale Dili “Ttirkge”/Article Language “Turkish”

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Anti-HCV tarama testi esik degerinin
HCV-RNA ve Line Immunoassay testi ile belirlenmesi

Alper SARIBAS', Altan AKSOY?

OZET

Amag: Anti-HCV yalanc1 pozitif test sonuclarim
azaltabilmek ve gereksiz ek test isteminin onune
gecebilmek icin Ulkemize en uygun anti-HCV esik

degerinin tespit edilmesi amaclanmistir.

Yontem: Calismaya 202 hastaya ait anti-HCV pozitif
ornek dahil edilmistir. HCV antikorlarinin tespiti icin
Architect anti-HCV kitleri kullamlmistir ve >1 kesme
(S/CO)
kabul edilmistir. Ayrica orneklerin HCV-RNA ve Line

noktasi degerine sahip numuneler reaktif

immunoassay testleri (LIA) calisilmistir.

Bulgular: Anti-HCV pozitif 202 6rnegin 60 (%29,7)"1
HCV-RNA pozitif ve 124 (%61,4)’Unde LIA pozitif
bulunmustur. Anti-HCV S/CO diizeyi 1-5 arasinda olan
84 (%41,6), 5-10 arasinda olan 29 (%14,4) ve 10’un
ustiinde olan 89 (44,1) kisi calismaya alinmistir. Anti-
HCV seropozitifligi agisindan yas gruplan arasinda
en yiiksek oran 40 yas uzeri (%73,8) grupta tespit
edilmistir. HCV-RNA negatif olan grubun medyan anti-
HCV diizeyi (3,2), HCV-RNA pozitif olan grubun medyan
anti-HCV duzeyine (13,7) gore anlamli oranda daha
disuk bulunmustur. LIA pozitif olan grubun medyan
anti-HCV dizeyi (13,3) ile karsilastirildiginda LIA

negatif olan grup (2,1) arasindaki fark istatistiksel

ABSTRACT

Objective: In this study, we aimed to determine
optimal anti-HCV cut-off value in our country to
reduce anti-HCV false positive test results and prevent

unnecessary additional testing.

Methods: The study group consisted of samples
of 202 anti-HCV positive patients. Detection of HCV
antibodies was performed with Architect anti-HCV kits
and samples with > 1 S/CO were considered as reactive.
Samples were also studied with HCV-RNA and Line

Immunoassay (LIA) tests.

Results: The anti-HCV (S/CO) levels of 84 patients
(41.6 %) were between 1 and 5, 29 patients (14.4 %)
were between 5 and 10, 89 patients (44.1 %) were
more than 10. Among anti-HCV positive 202 patients,
total number of HCV-RNA positive patients and total
number of LIA positive patients were 60 (29.7 %) and
124 (61.4 %), respectively. The highest rate of anti-HCV
seropositivity (73.8 %) was found in the above 40 years
age group. The median of the anti-HCV levels (3.2 S/CO)
of the HCV-RNA negative patients was significantly lower
than the median of the anti-HCV levels (13.7 S/CO) of
the HCV-RNA positive patients. The difference between

the median of anti-HCV levels of LIA negative patients
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olarak anlamli bulunmustur. ROC analizi sonucunda,
Architect anti-HCV testi icin en iyi S/CO degeri
7,8 olarak belirlenmistir ve bu durumda duyarlilik
%98,3, ozgiillik %68,3, pozitif tahmini deger %56,7,
negatif tahmini deger %99 ve dogruluk %77,2 olarak
hesaplanmistir.

Sonug: Anti-HCV seropozitifligi yas ile birlikte
anlamli oranda artmistir. Anti-HCV esik degerine
yakin sonuclara HCV-RNA ve LIA pozitifligi genellikle
eslik etmemistir. Architect anti-HCV tarama testi icin
esik degeri 7,8 olarak belirlendiginde cok az Grnegin

dogrulama gerektirecegi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit C viris, esik deger,

anti HCV, Line Immunoassay

(2.1 S/CO) and the median of anti-HCV levels of the LIA
positive patients (13.3 S/CO) was statistically significant.
By ROC analysis, the best cut-off value forthe Architect
anti-HCV test was determined as 7.8 S/CO and with this
calculated cut-off value, sensitivity (98.3%); specificity
(68.3%); positive (56.7%) and negative (99%); predictive
value sandt he accuracy (77.2%) were calculated.

Anti-HCV
significantly with age. HCV-RNA and LIA positivity

Conclusion: seropositivity increases
generally do not accompany the results minimally
above anti-HCV cut-off values. A few samples will
require verification if the cut- off value for Architect

anti-HCV screening test is determined as 7.8.

Key Words: Hepatitis C virus, cut-off, anti HCV,

Line Immunoassay

GIRIS

Hepatit C virlsu (HCV) Flaviviridae ailesinden
pozitif polariteli bir RNA virisudir(1). Enfeksiyon
genellikle asemptomatik bir seyir izlediginden
enfekte kisilerin yaklasik %70’inde persistan hale
gelmekte ve bu durumkronik karaciger hastaligina ve

hepatoselliler karsinoma yol acabilmektedir(1, 2).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), diinya niifusunun
yaklasik 71 milyonunun kronik HCV hastasi oldugunu
belirtmis ve 2030 yilina kadar enfekte olgularin
%90’ 1min tanm almasint amacglamistir. Turkiye’de ise
yaklasik 514.000 (%0,7) kisinin HCV ile enfekte oldugu
tahmin edilmektedir(2).

HCV enfeksiyonlarinin tanmsinda ilk basamag:
anti-HCV antikorlarinin enzim immiinoassay (EIA)
veya kemiliminesan  immiinoassay
tespiti Anti-HCV

yorumlanmasindareaktivite esigiolarak, test 6rneginin

yontemle
olusturmaktadir. sonuclarinin
optik dansitesinin cut-off’a oraniyla elde edilen S/CO
degeri kullanilmaktadir(3,4). DSO, Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) ve Amerikan Saglik
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Enstitisu gibi kuruluslar anti-HCV sonucunun yuksek
pozitif, dusuk pozitif ve negatif olarak bildirilmesini
onermektedir (4). Ancak ulkemizde ortak bir tanisal
algoritma bulunmamaktadir.

Hepatit C virisune karst olusan antikorlar
tarayan testler, lUlkemizin de icinde yer aldigi HCV
prevalansinin diisiik oldugu toplumlarda yiiksek oranda
Anti-

HCV testlerinde sinir (cut- off) degere yakin pozitif

yalanc1 pozitif sonuclar vermektedir(2,3).
sonugclar rutin tam laboratuvarlar icin ciddi sorunlar
dogurmaktadir. Dolayisiyla taninin dogrulanmasi icin
oldukca maliyetli bir test olan HCV-RNA yontemine
Fakat HCV-
RNA varligi, sinir degere yakin veya diisiik anti-HCV

basvurulmak zorunda kalinmaktadir.

pozitifliklerine cogu zaman eslik etmemektedir (5).

Bu calismada, Anti-HCV yalanc1 pozitif test
sonuclarini azaltabilmek ve gereksiz ek test isteminin
oniine gecebilmek icin iilkemize en uygun anti-HCV

esik degerini tespit etmek amaclanmistir.



GEREC ve YONTEM

Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji laboratuvarina 1 Haziran 2012- 28 Subat
2013 tarihleri arasinda gonderilen 90 (%44,6)’1 kadin,
112 (%55,4)’si erkek olmak Uzere toplam 202 hastaya
ait anti-HCV pozitif ornek calismaya dahil edildi.
Orneklerin HCV-RNA sonuclar kaydedildi ve -80°C’de
saklanan plazma ornekleri daha sonra 3. Kusak LIA kiti
(INNO-LIA, HCV Score, InnogeneticsGhent, Belgium)
ile test edildi. Calisma grubu, saglikli dondrler ile
Enfeksiyon hastaliklar1 ve diger kliniklere ait anti-
HCV’si  pozitif ve HCV-RNA’lan
ornekleri olmak Uzere iki grup halinde olusturuldu.

calisilmis  hasta

Anti HCV Tespiti:

HCV  antikorlarimin  tespiti  kemiluminesan
mikropartikil enzim immunoassay (CMIA) yontemi ile
calisan Architect anti-HCV (Abbott, ABD) kitleri ile
uretici firmanin talimatlarnn dogrultusunda calisild.
<1 S/CO degerine sahip numuneler non reaktif kabul
edilirken > 1S/CO degerine sahip numuneler ise
reaktif kabul edildi. Baslangicta reaktif tespit edilen
ornekler tekrar calisildi. Test tekrar sonucu reaktif
bulunan numuneler anti-HCV icin pozitif olarak

nitelendirildi.
HCV-RNA’nin Kantitatif Tespiti:

HCV Rotor- Gene RT PCR (Qiagen, Hilden, Germany)
ile Uretici firmamin talimatlart dogrultusunda calisildr.
Kitin alt saptama sinirn 44 kopya/ml idi.

LinelmmunoAssay (LIA):

Anti-HCV pozitif ornekler HCV genomunun C1, C2,
E2, NS3, NS4, NS5 bolgelerini iceren 3. Kusak LIA HCV
Score (InnogeneticsGhent, Belgium) test Kkitleri ile
uretici firmanin talimatlar dogrultusunda calisildr.

Degerlendirmede HCV antikorlan icin negatif
kabul, tim HCV antijen bantlarinin negatif reaktivite
derecesinde olmasi veya NS3 harig, diger HCV antijen
bantlarindan birinin + reaktiviteye sahip olmasi

durumudur.

HCV antikorlan icin pozitif kabul, en az iki HCV
antijen bandinda + ya da daha yuksek reaktiviteye
sahip olmas1 durumudur.

HCV antikorlar icin belirsiz (indeterminate) kabul,
herhangi bir HCV antijen cizgisi 1+ ya da daha yuksek
reaktivite derecesine sahip veya NS3 bandi = ya da
daha fazla reaktiviteye sahipken tiim diger antijen
cizgilerinin negatif olmas1 durumudur.

istatistiksel Analiz:

Verilerin analizi “SPSS for Windows 11.5” paket
programinda yapildi. Siirekli degiskenlerin dagiiminin
normale yakin olup olmadigi Kolmogorov Smirnov
testi ile arastinldi. Gruplar arasinda medyan degerler
yoniinden farkin onemliligi bagimsiz grup sayisi iki
oldugunda Mann Whitney U testi ile ikiden fazla grup
arasindaki farkin onemliligi ise Kruskal Wallis testi ile
incelendi. Kruskal Wallis test istatistigi sonucunun
onemli bulunmasi halinde farka neden olan durumlan
tespit etmek amaciyla Conover’in coklu karsilastirma
testi kullanildi. Kategorik degiskenler Pearson’un Ki-
Kare testiyle degerlendirildi.

HCV-RNA ve LIA sonuclarina gore olgulart ayirt

etmede anti-HCV olcumlerinin  belirleyici olup
olmadig1 ROC analizi ile degerlendirildi. Egri altinda
kalan alanin 6nemli bulunmasi halinde en iyi kesim

noktast Youden indeks kullanilarak saptand.

p< 0,05 icin sonuclar istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

BULGULAR

Calismamiza, anti-HCV S/CO diizeyi 1- 5 arasinda
olan 84 (%41,6), 5- 10 arasinda olan 29 (%14,4) ve
10’un Ustiinde olan 89 (44,1) kisi olmak uzere toplam
202 kisi dahil edilmistir. Anti-HCV pozitif 202 6rnegin
60 (%29,7)’1 HCV-RNA pozitif ve 124 (%61,4)’U0 LIA
pozitif saptanmistir. LIA testi belirsiz olanlarda ise
HCV-RNA sonuclarinin tamami negatif bulunmustur.

Anti-HCV antikorlann pozitif olan kisilere ait
medyan S/CO diizeyi ile yas, cinsiyet, HCV-RNA ve
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LIA sonuclar arasindaki iliski Tablo 1’de belirtilmistir.
Buna gore 0- 20 yas arasindaki grubun medyan anti-
HCV diizeyi 21- 40 ve 40 yas Ustu gruplara gore anlamli
olarak daha dusuktur. Cinsiyet ile anti-HCV duzeyleri
arasinda anlamli bir iliski yoktur. HCV-RNA negatif
olan grubun medyan anti-HCV diizeyi (3,2) ile HCV-
RNA pozitif olan grubun medyan anti-HCV duzeyine
(13,7) gore anlamli oranda daha dusuktur. LIA pozitif
olan grup ile karsilastirnldiginda LIA negatif olan ve
LIA belirsiz olan grup arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamlidir.

HCV-RNA acisindan ROC analizi sonucunda anti-
HCV icin 7,8 S/CO degeri kullanildiginda HCV-RNA

pozitif ve HCV-RNA negatif gruplar ayirt etmede anti-
HCV’nin istatistiksel olarak anlamli bir belirleyici
oldugu goriilmiistiir (p<0,001). Anti-HCV icin 7,8 S/CO
degerlerinde, duyarlilik %98,3 ozgiillik %68,3 pozitif
tahmini deger %56,7 negatif tahmini deger %99 ve
dogruluk %77,2 olarak hesaplandi (Tablo 2).

LIA acisindan ROC analizi sonucunda, LIA belirsiz
olan olgular negatif kabul edildiginde, LIA pozitif
ve negatif gruplar ayirt etmede anti-HCV icin S/CO
degeri 7,2 (%95 gliven araliginda) olarak belirlendi.
>7,2 S/CO degerlerinde, duyarlilk %85,5, ozgiillik
%98,7, pozitif tahmini deger %99,1, negatif tahmini
deger %81,1 ve dogruluk %90,6 olarak hesaplandi.

Tablo 1. Demografik ve klinik degiskenlere gore ortalama anti-HCV diizeyleri

Anti-HCV S/co diizeyi
Degiskenler Olgu Sayisi P degeri
mean (min- max)
Yas
0-20 8 1,68 (1,1-12,9)
21-40 45 4,22 (1-17,35) 0,004
>40 149 9,25 (1,2-17,8)
Cinsiyet
Erkek 112 7,77 (1,1-17,8) 0,625
Kadin 90 9,04 (1-17,5)
Gruplar
Saglikli donor 57 2,09 (1-17,3) <0,001
Enf. H. ve diger 145 11,61 (1,2-17,8)
HCV-RNA
Pozitif 60 13,74 (6-17,8) < 0,001
Negatif 142 3,24 (1-17,5)
INNO LIA
Pozitif 124 13,34 (1,3-17,8)
Negatif 63 2,14 (1-8,4) < 0,001
Belirsiz 15 1,87 (1,1-6,2)
Turk Hij Den Biyol Derg



Tablo 2. HCV- RNA’ya ve INNO-LIA’ya gore negatif ve pozitif olgularin ayirt edilmesinde anti-HCV’nin tanisal performans duizeyleri

Gostergeler HCV-RNA INNO-LIA
Egri Altinda Kalan Alan 0,827 0,941
%95 Gliven Araligi 0,773-0,882 0,908-0,975
En iyi Kesme Noktasi (5/CO) 7.8 7.2
Olgu Sayist 202 202
Duyarlilik (%) 98,3 85,5
Secicilik (%) 68,3 98,7
PTD (%) 56,7 99,1
NTD (%) 99 81,1
Dogruluk (%) 77,2 90,6

p degeri < 0,001 < 0,001

PTD: Pozitif Tahmini Deger, NTD: Negatif Tahmini Deger.

TARTISMA

Calismamizda anti-HCV seropozitifligi acgisindan
yas gruplarina bakildiginda en yiiksek oran 40 yas
uzeri (%73,8) grupta tespit edilmistir. Tung ve ark.’nin
(6) yaptig1 calismada anti-HCV pozitif kisilerin yas
ortalamas1 48 olarak bulunmustur. Asan ve ark.’nin
(7) yapmis oldugu calismada anti-HCV seropozitif olan
kisilerin %54’linii 50 yas ve Uzeri grubun olusturdugu
saptanmistir. Bizim sonuclarimizla uyumlu olan bu
calismalardaki sonuclara gore anti-HCV pozitifligi ileri
yaslarda daha fazla gorulmektedir.

Calismamizda anti-HCV seropozitifliginin
cinsiyete gore farklilik gostermedigi tespit edildi.
Bazi arastirmacilar  anti-HCV  seropozitifliginin

cinsiyete gore dagiliminda farkliliklar gosterdigini
ifade etmislerse de baz1 arastirmacilar saptadigimiz
sonuclarla uyumlu olarak cinsiyete gore dagiimda
anlamli bir farkliigin olmadigini ifade etmistir (8).

Calismamizda, HCV-RNA negatif olan grubun
medyan anti-HCV duzeyi (3,2 S/CO) HCV-RNA pozitif

olan gruba (13,7 S/CO) gore daha dusiik bulundu. LIA
pozitif olan grubun medyan anti-HCV duzeyi (13,3
S/CO) LIA negatif (2,1 S/CO) ve LIA belirsiz (1,9 S/
CO) gruplara gore daha yiiksek bulundu. Buna gore
medyan anti-HCV S/CO degerinin arttirilmasi halinde
LIA pozitifligi ve HCV-RNA pozitifliginin yakalanma
oraninin da artacagi soylenebilir.

CDC, Architect anti-HCV tarama testi icin esik
degerini > 5 S/CO olarak belirlemistir. CDC verilerine
gore her iilke tarama testleri icin kendi S/CO
oranlarin1 belirlediginde cok az ornegin dogrulama
gerektirecegini ve bu durumun gelismekte olan
ulkeler icin daha ekonomik olacagini belirtmistir (9).

Amerikan Kizilhac’t ve Amerika Kan Merkezi
tarafindan yapilan bir calismada, 47.041 anti-HCV
pozitif 6rnegin, sadece %49,3’linde RIBA ile pozitiflik
%79,2’sinde  HCV-RNA  pozitifligi
saptanmistir (10). Benzer sekilde Cin’de yapilan cok

ve bunlarinda

merkezli bir calismada, anti-HCV pozitif orneklerin,
sadece %39’unda RIBA veya NAT ile gercek pozitiflik
(11). verilerine bakacak

saptanmistir Ulkemiz

Turk Hij Den Biyol Derg

323



324

olursak, Emektas ve ark.’min (12) yaptiklarn cok
merkezli bir calismada 10.050 anti-HCV tekrarlayan
pozitif drnegin %67’si RIBA ile dogrulanmistir. Bizim
anti-HCV pozitif orneklerin %61’inde LIA pozitifligi
ve %30’unda HCV-RNA pozitifligi tespit ettik. Bu
sonuclara ek olarak calismamizda elde ettigimiz HCV-
RNA negatif olan grubun medyan anti-HCV dizeyi
(3,2) ile HCV-RNA pozitif olan grubun medyan anti-
HCV duzeyi (13,7) istatistiksel olarak daha dusuk
bulunmustur. Elde edilen veriler 1s18inda anti-HCV
sinirda pozitifliklerinde yalanc1 pozitiflik oraninin
oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir.

Alter ve ark. (13) tarafindan yapilan ve CDC
tarafindan yayinlanan, 24.700 hastayi iceren ve HCV
prevalanst disiik olan grupta HCV-RNA pozitifligi
%42, RIBA pozitifligi %66 olarak bulunmustur. Tarama
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