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HCYV Infeksiyonunun Serolojik Tamsinda Cesitli ELISA
ve RIBA Tekniklerinin Degeri ve PCR Yontemi ile

HCV-RNA's1 Arastirmasi

Selim Badurl, Ali Agagfidanl, Salih Tiirkoglul, Fatma Dedeoglul, Sabahattin KaymakojluZ,

Atilla Okten2, Enver Tali Cetinl

Uzet: HCV infeksiyonlarinm serolojik tanisinda kullandan birinc Jenerasyan ELISA testlerinin, yeterince dzgill sonuglar
vermedigi savunulmaktadr. Son ydlarda geligiirilen ve Uzellikle e22-kor proteini de lajiyan ikinei Jjenerasyon testlerin ise daha
uygun sonuglar verdigi Heri siirillmekiedir. Bu caligmada 24 drnekte, cegitli Gzelliklere sahip ELISA ve RIBA tesileri ile anti-HCV
aragiirmass sonuglars tarigdnug; elde edilen pozitifiiklerin dzgilligil ise ayme Srneklerin HCV-RNA aqisindan PCR teknigi ile
incelenmesi ile kontrol edilmigtir, Sonugta ikinci jenerasyen ELISA ve bazi sentetik antifen kutlamian ELISA kitleri ile clde edifen
sonuglarn PCR testi ile dogrulandif; ayrica beklenenin aksine, RIBA lestinin yelerince duyarls olmadigs ve kenfirmasyon testi
olarak ele almamnuyacag: saptanmisirr.

Anahtar Sozciiller: HCV, serolajik tam, RIBA, PCR.

Summary: Volue of different ELISA and RIBA lests in seradiagnosis of HCV infection and detection of HCV-RNA by PCR. In
serodiagnosis of HCV infection, first generation ELISA tesits do nol seem to be specific enough. It is now believed that 2nd
generation tests which particulary include a core-protein €22, give much more reliable results. In this study, results of various ELISA
and RIBA tests detecting anti-HCV in 24 samples were compared and discussed; the specificity of positive results were checked by
PCR technique detecting HCV-RNA in the samples. Results showed that 2nd peneration ELISA and other ELISA tests which use
Synthetic antigens, are highly specific as confirmed by PCR; unexpectedly, the RIBA lest was not found o be sensitive enough and

it cannot be used as a confirmation test.
Key Words: HCV, serodingnosis, RIBA, PCR,

Girig

Transfilzyon sonrasi orteya ¢ikan mon-A, non-B hepatit-
lerinin biiytlk kisnunda etken oldugu belirlenen hepatit C vi-
rusunun (HCV) genomuna ait nitkleotid dizilerinin belirlen-
mesi sonucy, anti-HCV antikorlanm aragtirmak amaciyla ilk
ELISA testi gelistirilmistir (1). Kullanima giren birinei jene-
rasyon testlerde maya-

bbigelerine ait jlave antijenleri de igceren yeni testler kul-
lamma girmistir. Ote yandan anti-HCV  antikorlarmin
aragtinlmasinds ELISA iesterine paralel olarak, benzer anti-
jenleri nitroselilloz seritler {tzerinde tagiyan birinci ve ikinci
jenerasyon RIBA testleri de geligtirilmistir (8).

Ancok her ne kadar yeni gelistirilen testlerin yeterince
duyarh olacaklur1 kabul ediliyor ise de, bu y#ntemler ile elde

larda hazirlanan

€100-3 antijeni ile, Y
bakterilerden elde ( Tablo 1. Birinci ve Ikinel PCR Testinde Kullamilan Primer'larn Sekanslar

edilen 5-1-1 antijen-

lerinden  yarar- Primer Polarite  Sekans (5' - 3" Niikleotid Yeri Urin
larulmigtir.  Virusun Dis:

yqplsal_ 01"“’1? an pro- 1CH Anti-Sans  -GAT.GCA.CGG.TCT.ACG.AGA.CCTC- 332-311

teinlerine ait (NS4 2CH  Sans -AAC.TAC.TGT.CTT.CAC.GCA GAA- 44-64 [ 288 bp
bislgesi) bu iki re-

kombinan antijen i

kullanilarak & .

gerceklestirilen ilk 1TS Anti-Sans  -GCG-ACC.CAA.CAC.TAC.TCGCT- 263-243 } 187 b
ELISA c¢alismalarn, L 4 CH Sans -ATG.GCG.TTAGTATGA.GTC- 76-93 P y

gesitli risk grup-
lannmin  belirlenmesi-
ni saglamiy; ancak otoimmiln kronik aktif hepatit (2,3), he-
patoseliiler karsinom (4), paraproteinemi (5), romatoid artrit
(6) gibi patolojilerin yam sira, alkolikler gibi banm gruplar-
de (7) yelenci pozitifliklere siklikla rastlandigi da sap-
tanmuglir. Bu durumda araghricilar daha ozgitil sonuglarn el-
desi igin ikinci jenermsyon ELISA testlerini gelistirmigler ve
yapisal epitop olan ¢22-3 ile, yapisal olmayan c33-c

(1) Istanbul Tip Fukihesi, Mikrobiyeloji Anabilim Dah, Viroleji
ve Temel Immiinoloji Bilim Dali, Capa-Istanbul :
() Istanbul Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklan Anabilim Dals,
Gastroenterchepatoloji Bilim Dali, Capa-Istanbul.

edilen sonuglarin 6zgilliigii konusunda tartigmalar hila
siirmektedir. Konuya agiklik getirmek amaciyla, bu galismada
birinci jenerasyon ELISA testi ile pozitif sonug alman top-
lam 24 6mek farkl: &zelliklerde antijenler iceren ELISA ve
RIBA testleri ile incelenmis; ayrica elde edilen pozitiflikle-
rin dzglilltiflint gisiermek amaciyla, tamda referans yéntem
olerak kabul edilen polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase
chein reaction-PCR) teknifi ile HCV-RNA's1 aragunlmsgtir.

Yontemler

Ornekler ve Uygulanan Rutin Testler: Caligmada
Istanbul Universitesi Istenbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastalklan
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(Tablo 2. Birinci Jenerasyon Rekombinan ELISA (Abbott) Testi ile Pozitif Sonuc Alinan Kriptojenik
Hepatit ve Siroz Olgularma Ait Orneklerin (n=24) Cesitli Testler Kullanilarak Anti-HCV Antlkurlan
Yniinden Inceleme Sonuclart

Ikinci Jenerasyon Sentetik Antijen Sentetik Antijen Tkinci "Nested"
ELISA Kullamlan ELISA Kullamlen ELISA | Jenerasyon PCR
(Rekombinan, {Orgunon) (UBI) RIBA
Ornek Abbott) {Chiron)
No. (Cut-off: 0.390) {Cut-off: (.516) (Cut-off: 0.315)
1 + (1.601) - (0.272) + (1.718) 7 +
2 +{2) - {0.192) +{2) ? +
3 +(2) - {0.153) T+ (2) + +
4 + (1.287) - (0.468) -+ (1.622) S+ +
5 + (1.980) + (1.266) S+ (2) 7 +
6 + (1.888) - (0.468) +(2) 7 +
7 +{2) - (D.414) +(2) +H+ +
8 + (1.397) o - (0.130) + (1.216) + s
9 +(2) - (0.235) + (1.371) + S
10 +{2) - (0.166) + (1.873) b -+
11 +(2) - (0.167) +{2) + +
12 +(2) -+ (0.809) +(2) 4+ +
13 +{2) + (1.251) + (1.481) - +
14 + (1.789) + (1.639) + (1.860) + +
15 + (0.662) - (0.247) + (1.312) - +
16 +(2) + (1.549) +(2) + +
17 +(2) - (0.454) + (1.918) + +
18 +(2) + (1.285) +({2) + +
19 - (0.290) - (0.153) - (0.212) - -
20 + (1.227) - {0.313) + (1.317) + +
21 +(2) + (1.781) + (2} + +
22 +(2) + (0.948) +(2) +H +
23 + {1.784) - (0.187) + (1.818) + T+
24 + (1.621) - {0.283) + (1.363) + +.

\. .
* §upheli RIBA sonucu (tek bir antijen band: ile reaksiyon)

Anabijlim Dali Gastroenterchepatoloji Bilim Dali'nda kripto- (OD) fizerinden hesaplanan "smir-deger” (cut-off) dikkate -

jenik hepatit ve karaciger sirozu tanisi konulan (HBYV ile il-

gili tim serolojik gistergeleri negatif bulunan) ve birinci je- -

nerasyon ELISA testi ile anti-HCV antikorlan saptanan top-
lam 24 hastaya ait serum trnekleri mcelenm1§ur Kontrol
grubu olarak HBV'na bagh kronik hepatit ve siroz olgulan
(n= 10} deneye slmmugtir. Incelemeler gergeldegunlene dek -
20°C'de saklanan serumlara:

&) Birinci jenerasyon ELISA (rekombinan €1000-3 antije-
ni igeren Abbout-HCV-EIA); b) ikinci jenemsyon ELISA (re-
kombinan ¢22-3, ¢33-c antijenlerini iceren Abbou-HCV-
EIA); c) sentetik HCV pepiidlerinin kullamldigy ELISA. {sen-
tetik ¢22-3 antijeni igeren Organon-Hepanostica-C); d) sen-
tetik HCV peptidlerinin kullamldig: ELISA (sentetik c22-3,
¢100-3, c33-c antijenlen'ni iceren UBI-United Biomedical-
HCV-EIA); e) ikinci jenerasyon RIBA (rekombinan 3-1-1,
c100-3, ¢33-c, ¢22-3 antijenlerini igeren Chiren-RIBA); i)
"nested-PCR" testleri uygulonmugtir.

ELISA ve RIBA uygulamalen; kitlerin gahgma kurallarina
- uyularak gergeklestirilmigtir; ELISA sonuglary; pozitif ve ne- -
gatif kontrollerin uygun dalga boyundeki nbsorbans degerleri -

ahnarak elde edilmigtir. RIBA sonuglan ise, pozitif kontrol

' ile elde edilen porintl kriter almarak degerlendirilmigtir.

RNA Ekstraksiyonu ve cDNA Eldesi: PCR uygulamas
igin her geyden once, Garson ve arkadaglari (9)'min
ybntemine gre dmeklerden RNA ekstraksiyonu yapilmighr,
Bu amagla 100 pl serum, hacminin iki misli miktarinda ve
200 pg/ml oraminda proteinaz K igeren ekstraksiyon tampo-
nu ile 50°C'de bir saat muamele edilmistir (ekstraksiyon tam-
ponu: 50 mM Trs HCI, pH 7.5; 5SmM EDTA, % 0.25 SDS ve
150 mM NaCl igerir). Daha senre lic kez fenol-kloroform
ekstraksiyonu ile aynsurlan RNA'lar, sofuk etanol {-20°C)
ile ¢tktiriilmis ve RNazdan anndinlmast igin dietilpirokar-
bonat ile muamele edilmig 10 pl distile suda ¢tiziilmiistir. El-
de edilen RNA'lar, 70°C'de bekletilerek denatiire edilmis ve
37°C'de bir saat sireyle revers transkriptaz enzimi (250 iinite

. murine ‘Moloney lenkemia- virus reverse transcriptase-

Phiarmincia), 10mM d.NTP (Pharmacia) ve 20 pmol "1 CH"
oligoniiklectidi igeren ¢cDNA tamponu (250 mM Tris. HCI;

375 mM KC] 15 rn.M MgCl,, 50 mM’ DTT) ile inkiibe edile-
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Resim 1. HCV-PCR sonuclan. 2., 3., ve 5. Smekler pozitif;
L. ve 4. omekler negatif sonug vermistir.

rek cDNA elde edilmistir (formiild Tablo 1'de gésterilen 1 CH
oligoniikieotidi, antisans-dig bdlge "primer™idur).

PCR Deneyi: Elde edilen cDNA, 95°C'de bes dakika bek-
letilerck inaktive edilmis ve buz iginde tutulmustur. HCV-
¢DNA'siin amplifikasyonu igin, PCR tipleri igindeki 3 ui
¢DNA, toplam hacmi 100 pl olacak sekilde PCR reaktifleri
ile kanisurdmistr (50 mM KCI, 10 mM Tris HCI, pH 8; 2.3
mM MgCl,; 50 pM miktnnda her iki dis oligonitkleotid-
1CH ve 2 CH-; 2 finite Tag-DNA polimeraz enzimi-Perkin-
Elmer Cetus, Norwalk, CT). Daha sonra kanigim iizerine 100
ul vazelin konularak derhal PCR iglemine gecilmistir (PCR
cihazi: Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT). 1k uygulamada

her biri 42°C ve 94°C'lerde birer, 72°C'de ikiser dakikalik .

toplam 35 siklusluk coffaltma iglemi yapilmis; bu ilk
bélitmin sonunda elde edilen reaksiyon Griintinden 3 pl
alinmis ve yeni tiplerde, ayrn: iglem, ancak bu kez 1 TS-4CH
oligoniikleotid ¢ifti kullamlarak ve 25 siklus halinde yine-
lenmigtir (nested-PCR). Kullanilan "primer"larm formilieri
Tablo 1'de gosterilmistir.

Sonuglar, 10 pl'nk PCR driinlerinin, etidiyum bromtr
iceren % 2Tk agaroz jelinde gerceklestirilen -yatay elektro-
forezi takiben (150 V/30 dak) UV 1sinlan alunda, pozitif-
negatif kontroller ve lambda/Phi X markérleri ile
karsilagtinlarak incelenmis; nitroseliiloza aktanlan ve 187
bplik bilgede yer alan bandlann szgiillagi, igaretli HCV
problari kaflanilarak gergeklestirilen hibridizasyon teknigi
ile kontrol edilmigtir. Prob olarak genomun 129-158
bdlgesindeki nikleotidleri igeren oligoniikleotid pargalari
kullamlms ve igaretleme 10 pmol P32'ye bagl gamma-ATP
aracihifs (6000 Ci/mmol) ile, T4 poliniikleotid kinaz kul-
lamlarak gerceklestiriimistir (Resim 1 ve 2).

Sonuclar
Cahgmaya alman ve birinci jenerasyon ELISA testi (Ab-

bayt) ile anti-HCV patikorlan araghrmas: pozitif S0MUG veren
24 serum ¢meginden 23'i rekombinan antijen kullamlan

ikinci jenerasyon ELISA testi {Abboll} ve sente-
tik antijen kullanilan test ile (UBI), pozitif Sonug
vermistir. Yine sentetik antijen esasina dayanan
bir difer ELISA testinde (QOrganon) ise 6rncklerin
sacdece sekizinde (% 33.3) antikorlarin varlif
gosterilmistir, Aymi serum Gmekleri RIBA testi
(ikinci jenerasyon-Chiron) ile incelendigiinde iki-
si megatil, dérdd belirsiz, 184 ise pozitif sO1uC
vermigtir; bu test ile ahnan pozitflik oranlar,
konirol bandlarindaki renklenmenin siddeti ile
kiynslanarak degerlendirildifinde; 18 pozitifligin
121 "+", ikisi "++", dorddi ise "+++" sekiinde
simiflandiralmigur. Ancak bizim bulgulanmiz, po-
zitif drmeklerin ELISA absorbans dejerleri ile, RI-
BA'min pozitiflik oranlan arasinda‘net bir paralel-
ik bulunmadifimi géstermektedir. Gergek ve ya-
lanct pozitifliklerin  aymminda en giivenilir
yontem oldugu kabul edilen PCR reknigi ile
yapilan incelemede ise, birinei jenerasyon ELISA
ile pozilif sonug veren, ancak kullamiisn diger
testler ile negalif sonu¢ abman 19 numeraly Srmek
diginda 1im serumlarda HCV-RNA'simn varhif
gdsterilmigtir. Tim bulgular, Tablo 2'de
ozellenmistir,

Kontrol grubu olarak alinen ve HBV'na bagh kronik he-
patit ve siroz olgularina ait 10 serum &rneginin higbirinde,
kullamilan testler ile pozitiflige rastlanmamagtir,

Trdeleme

HCV infeksiyonlariin serolojik tamsmda kullamimakia
olan birinci jenerasyon ELISA kitlerinin gesithi gruplarda ya-
lancr poziliflife neden oldufunun anlasilmasmi takiben, ge-
nomun yapisal bélgesine ait antijenleri de iceren ikinci je-
nerasyon testler kullamma girmistir. Bu gelismeye paralel
olarak, farkli antijenleri ayr1 ayn nitroselilloz seritler
lizerinde tagiyan RIBA tesii ve nihayet en duyarh teknik ola-
rak deferlendirilen PCR yéntemi gelistirilmistir. Birinci je-
nerasyon ELISA yéntemi ile elde edilen pozitif sonuglann
ozgilliging sragurmak amaeryla yaptifimiz bu calismada,

Resim 2. Aym: &rmeklere ait, PCR (iist bslim) ve "nested
PCR" (ait bélim) bulgular:.
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omeklerden ssdece bir tanesinin {#mek no.19) gergek pozi-
1ifligi ysnsumadigy anlagilmakiadir. Biri diginda tiim
smeklerde elde edilen pozitiflifin dogrulanmis olmas: ise,
kullandigamiz birinci jenerssyon testin uygunlugundan cok,
incelemeye alman hasta grubunun Gzelliklerinden kaynaklan-
maktadir; nitekim kriptojenik hepatit ve siroz tams: konu-
lan ve bilyilk bir olasilikla gergekten HCV ile infekie olan
kisiler yerine, otoimmiln hepatit tams: konulan veyn alko-
likler gibi gruplarda birinci jenerasyon ELISA testiérinin du-
rumunun ele alinmas: daha uygun olacakur.

Farkli &zellikteki ELISA kitleri kiyaslandifinda,
tzellikle sentetik antijen (c22-3 antijemi, tek bagina) kul-
lanilan bir ELISA kitinin (Organon) yeterince duysrii ol-
madify anlajlmektadir. Buna karsilik ikinci jenerasyon re-
kombinan ELISA testi {Abbott) ve ii¢ farkh sentetik antijeni
iceren ELISA kitleri (UBI) ile alinan senuglar oldukea tat-
minkardir. Ote yandan, bir dénem dofirulama testi olarak
gnerilen RIBA teknigi ile, difer yontemler ile pozitif sonug
veren bir serum (no.15) “negatif”; dort érnek ise:(no.l,2,3
ve 6) "gilpheli” sonug vermigtir, Bu durumda, RIBA ytntemi
ile dofirulanamayan anti-HCV pozitifiiklerinin her zaman
"yalanca ELISA pozitifligl” olarek nitelendirilmesinin dogru
olamayacaf: gorillmektedir. Nitekim Bellobuono ve arka-
daslar1 (10) "sitpheli” RIBA sonucu veren serumlarm
transfiizyonunu takiben, alicilarda ortaya gikan postt-
ransflizyonel C hepatiti olgularmin varbfm bildirmiglerdir.

Caligmamizda PCR teknifi referans yontem olarak kul-
lamirmigtr. Bu yontemin uygulamginda, segilecek sentetik
oligonitkleotidlerin ("primer"lanin) 6nemi biytkdir. HCV
varyantlarmin varhigs ve gegitli tzellikleri bilindiginden, de-
neyde kullanilacak “primer”larin, sustan suga defigkenlik
gstermeyen yapisal bélgeye eit olmalan gerekir (11}
Ayrica HCV-RNA's1 eragurmalaninda, tek bir amplifikasyon
islemi ile elde edilecek PCR bandlannin (289 bp'lik) net ve
belirgin olmayigi, 187 bplik bandlar ile kesin sonug¢ veren
ve "nested-PCR" seklinde tanimlanan iki asamali amplifikas-
yon islemini gerekli kilmaktadir (9,12) (Resim 2). Ancak
PCR teknifi ile yepilan bir incelemede HCV infeksiyon-
larinda kesintili viremi olgusu iizerinde durularak, HCV-
RNA'sinn saptanmasmnda, drnek aliminda zamanlamsnin
énemi vurgulanmg ve HCV-RNA'siin serumda zaman zaman
belirip kayboldugin gésterilmistir (13). '

Elde ettifimiz bulgular, ikinci jenerasyon ELISA testleri-
nin dzgilllik agismdan oldukga tamminkar cldufunu; aynca
gelistirilen bu kitlerin, RIBA teknifine oranla daha duyarh
olduklanim géstermektedir. Bu ¢aligmanm bir diger ilging
#zellifi, erigebildigimiz kaynaklar sgisinden, tilkemizde ilk
kez PCR tekmipinin bir infeksiyon hastalifinin tamsinda
kullanimidir. Heniiz evrensel stardardizasyon sorunu
gOztimlenmis olan bu teknik, direkt ve immilnolojik esasa
daysnmayan bir tom ydntemidir. Uygulamas: basit olan PCR
tekniinde kargilagilan en biyilk sorun kontamimasyondur;
dzellikle bizim laboratuveanmmz gibi cesitli hepatit viruslan
ile yofun bigimde ¢ahigilan bslimlerde, aerosol tipinde kon-
taminasyon olasiifs ¢ok yilksektir ve en geligmig’ araghirma
merkezleri bile bu sorune heniiz kesin gézlimler .getireme-
miglerdir (her agama igin ayn pipetlerin kullamimi; her
islemin ayn odalarda yapilmasy; deney &ncesi, PCR tamponu
ve oligontikleotidleri igeren kangumn 10 dakika UV 15i§imda
bekletilmesi... gibi). Bu durumda her PCR testi igin gok

sayida kontrolin deneyde kullamimi zorunludur. Omegin, bu
culismanin yspilmas: swrasmda, her PCR ve "nested-PCR"
asamasinda, dency serisine normal insan serumu ve HBY ile
infekte hastalarin serumlanndan eksire edilen RNA 6rnekleri
eklenmis; soz konusu “negatil komirol'lerde herhangi bir
kontaminensyonun bulunmamasi, deneyin "gecerli" kabul

edilmesi icin &nkogul olarak ele alinmuglr.
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