
Infektolo{ki glasnik 33:3, 109–115 (2013)
Croatian Journal of Infection 33:3, 109–115 (2013)

Redni broj ~lanka: 735 ISSN 1331-2820

Imunoenzimski test za odre|ivanje protutijela na pojedina~ne
antigene virusa hepatitisa C kao potvrdni test u dijagnostici 
hepatitisa C

Nata{a CETINI] BALENT, dr. med., 
specijalizant medicinske mikrobiologije s
parazitologijom
Radojka MIKULI], mag. med. biokemije
Oktavija \AKOVI] RODE, prim. dr. sc., dr.
med., specijalist medicinske mikrobiologije s
parazitologijom, znanstveni suradnik

Klinika za infektivne bolesti "Dr. Fran
Mihaljevi}", Zagreb
Zavod za klini~ku mikrobiologiju – Odjel za
virusologiju

Klju~ne rije~i

virus hepatitisa C (HCV)

dijagnostika HCV

anti-HCV

imunoenzimski test (EIA)

imunoblot test (IB)

HCV RNK

Key words

hepatitis C virus (HCV)

HCV diagnostic

anti-HCV

enzyme immunoassay (EIA)

immunoblotting (IB)

HCV RNA

Primljeno: 2013–06–13
Received: 2013–06–13

Prihva}eno: 2013–07–20
Accepted: 2013–07–20

109

Znanstveni rad

Dijagnostika hepatitisa C temelji se na odre|ivanju protutijela anti-HCV probir-
nim imunoenzimskim testovima (EIA). Svaki reaktivni nalaz anti-HCV pro-
birnog testa prema recentnim smjernicama zahtijeva daljnje odre|ivanje HCV
RNK. U slu~ajevima negativnog nalaza HCV RNK, reaktivni nalaz EIA anti-
-HCV treba potvrditi imunoblot testom (IB). Komercijalno su dostupni i EIA
testovi koji imaju mogu}nost odre|ivanja specifi~nih protutijela na pojedina~ne
antigene HCV koji daju rezultate usporedive sa standardnim potvrdnim IB
testovima.
Cilj ovog rada bio je prikazati EIApotvrdni test, EIA-Anti-HCV-Spectrum (DSI,
Italija) i usporediti rezultate testiranja sa standardnim IB testom. 
Analizirali smo 50 nasumi~no odabranih seruma koji su imali reaktivni odgovor
protutijela na HCV u probirnom EIA testu (Monolisa HCV Ag-Ab ULTRA, Bio-
-Rad, Francuska). Za isklju~enje la`no pozitivnih rezultata serumi su dalje testi-
rani potvrdnim IB testom (Deciscan HCV PLUS, Bio-Rad, Francuska). Oda-
branih 50 uzoraka testirano je testom EIA-Anti-HCV-Spectrum za odre|ivanje
pojedina~nih protutijela anti-HCV na antigene jezgre te antigene NS3, NS4 i
NS5. 
Od 50 seruma s reaktivnim odgovorom protutijela na HCV u probirnom testu u
oba potvrdna testa pozitivno je bilo 40, negativno 1 i grani~no 3 uzorka. Nepo-
dudarnih rezultata potvrdnih testova bilo je 6: svi su bili grani~no pozitivni u IB
testu, a negativni u alternativnom potvrdnom testu EIA-Anti-HCV-Spectrum. 
Predstavili smo imunoenzimski potvrdni test za protutijela anti-HCV koji je
pokazao dobru korelaciju sa standardnim imunoblot testom premda je potrebno
napraviti evaluaciju na ve}em broju uzoraka za sigurnije zaklju~ke.

Enzyme immunoassay for separate detection of anti-HCV antibodies to 

individual HCV antigens as a confirmatory assay in diagnostics of HCV

infection

Scentific paper

Diagnostics of hepatitis C is based on the determination of anti-HCV antibodies
by screening enzyme immunoassays (EIA). Each reactive anti-HCV screening
result, according to recent guidelines, requires further determination of HCV
RNA. In cases of negative HCV RNA findings, reactive anti-HCV results
should be confirmed by immunoblotting (IB). Alternative confirmatory EIA
with the ability to determine the antibodies against individual HCV antigens,
which are comparable with the results of immunoblot tests, are commercially
available.
The aim of this study was to present an EIA test, the EIA-Anti-HCV-Spectrum
(DSI, Italy) and compare the test results with standard IB test.
We analyzed 50 randomly selected serum samples with reactive screening EIA
(Monolisa HCV Ag-Ab ULTRA, Bio-Rad, France) results. In order to exclude
false positives, serum samples were further tested with confirmatory IB test
(Deciscan HCV PLUS, Bio-Rad, France). A total of 50 selected samples were
tested with EIA-Anti-HCV-Spectrum for separate detection of anti-HCV anti-
bodies against core, NS3, NS4 and NS5 antigens.
Out of the 50 primary reactive samples, anti-HCV antibodies were positive in
both confirmatory tests in 40, negative in 1 and borderline in 3 samples.
Discordant results of confirmatory tests were recorded in 6 samples: all border-
line in IB test and negative in the alternative EIA-Anti-HCV-Spectrum test. 
We present an EIA confirmatory test for anti-HCV antibodies which showed a
good correlation with the standard immunoblot test, although it is necessary to
perform the evaluation on a large number of samples for safer conclusions. 
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lo{kog pra}enja, ali i zbog odre|ivanja trajanja i procjene
vjerojatnosti uspje{nosti lije~enja te je obvezni dio obrade
bolesnika s kroni~nim hepatitisom C prije uvo|enja terapi-
je [15, 16].

HCV u zara`enoj osobi obitava u formi kvazispecijesa.
Virusna RNK polimeraza nema sposobnost prepoznavanja
pogre{no umetnutih nukleotida tijekom umno`avanja niti
djelotvornog popravka RNK {to dovodi do brojnih genski
razli~itih varijanti istog virusa u jednom doma}inu. Kvazi-
specijesi se razlikuju u nukleotidnom slijedu do 10 %. Do
mutacija mo`e do}i na bilo kojem dijelu genoma HCV-a,
ali sve nemaju klini~ki zna~aj. Va`nost stvorene mutacije,
a time i potpuno novog kvazispecijesa, ovisi o ulozi pro-
teina na kojem se mutacija dogodila. Mutacijama u varija-
bilnim regijama HCV izbjegava imunolo{kom odgovoru
doma}ina ili antivirusnom lije~enju. Smatra se da su upra-
vo kvazispecijesi jedan od prediktivnih ~imbenika za
u~inkovitost lije~enja [17 – 19]. 

U Europi i SAD-u naj~e{}e dominiraju infekcije geno-
tipom 1 (podtipovi 1a i 1b); slijede ih genotipovi 2 i 3;
genotip 4 je naj~e{}i na Srednjem Istoku (Egipat); genotip
5 u Ju`noj Africi, a genotip 6 u jugoisto~noj Aziji [20].
Desetogodi{nje pra}enje genotipova HCV (1996 – 2005) u
Referentnom centru za dijagnostiku i lije~enje virusnih
hepatitisa Ministarstva zdravlja Republike Hrvatske poka-
zalo je da su u Hrvatskoj naj~e{}e infekcije HCV genoti-
povima 1 i 3, podtipovima 1b, 3a i 1a uz manje regionalne
razlike uzrokovane epidemiolo{kim karakteristikama
[21].

HCV je naj~e{}i uzrok kroni~ne bolesti jetre u svijetu.
Prema procjeni SZO za 2013. godinu oko 160 milijuna lju-
di kroni~no je inficirano virusom hepatitisa C, a vi{e od
350 000 ljudi godi{nje umire od kroni~nih bolesti jetre
uzrokovanih virusom hepatitisa C [22, 23]. 

Akutna HCV-infekcija rijetko je klini~ki prepoznatlji-
va. Bolest se akutno manifestira samo u oko 10 – 20 %
slu~ajeva. Ostalih 80 – 85 % inficiranih bolesnika otkriva
se tek u kroni~noj fazi, naj~e{}e slu~ajnim otkrivanjem
povi{enih vrijednosti aminotransferaza u sklopu dijagno-
sti~ke obrade vezane uz druge bolesti ili u fazi kada bolest
postane simptomatska i kad nastupe znaci dekompenzaci-
je jetre [23 – 25].

Kroni~na HCV-infekcija povezana je s nastankom
ciroze, dekompenzirane jetrene bolesti i hepatocelularnog
karcinoma, pa je stoga od iznimne va`nosti pravovremeno
otkrivanje i lije~enje HCV-infekcije. Kroni~nu infekciju
razvije 75 – 85 % novozara`enih. Rizik za nastanak ciroze
u bolesnika s kroni~nom HCV-infekcijom iznosi 10 – 20 %
kroz 20 do 30 godina trajanja infekcije. Kada se razvije
ciroza rizik nastanka hepatocelularnog karcinoma i de-
kompenzacije ciroze iznosi 1 – 5 % godi{nje za bolesnike
sa cirozom [23 – 25].

Prema preporukama ameri~kog Centra za kontrolu i
prevenciju bolesti (CDC) iz 2012. godine i Hrvatske kon-

Uvod

Hepatitis C prepoznat je kao zasebna bolest 1975. go-
dine kada je uo~eno da oko 90 % slu~ajeva posttransfu-
zijskog hepatitisa nije bilo uzrokovano do tada poznatim
virusima hepatitisa A ili B. Alter i suradnici bolest su naz-
vali hepatitis "non-A, non-B" (NANB) [1, 2]. Tijekom
1988. godine Choo i suradnici uspjeli su slo`enim moleku-
larno-biolo{kim postupcima iz plazme pokusno infici-
ranih ~impanza izolirati nukleinsku kiselinu novog virusa
[3]. Tim otkri}em 1989. godine virus NANB preimenovan
je u virus hepatitisa C (HCV). Prema genetskim i viruso-
lo{kim osobitostima svrstan je u porodicu Flaviviridae,
rod Hepacivirus [4]. 

Virusna ~estica ima sferi~an oblik, veli~ine oko 60 nm.
Nukleokapsida je promjera 30 nm, ovijena lipidnom ovoj-
nicom na kojoj se nalaze glikoproteinski izdanci [5].
Genom HCV sa~injava jednolan~ana pozitivna ribonuk-
leinska kiselina (RNK) veli~ine 9600 nukleotida koja
sadr`i 2 kratke nekodiraju}e regije na 5' i 3' kraju (engl.
nontranslated region, NTR) i veliki otvoreni okvir ~itanja
(engl. open reading frame, ORF) koji kodira poliprotein
od 3008 do 3037 aminokiselina. Broj aminokiselina ovisi
o genotipu virusa [6 – 8]. Poliprotein, produkt prevo|enja
ORF-a, posttranslacijski se cijepa pomo}u stani~nih i
virusnih proteaza na strukturnu i nestrukturnu regiju te
regiju proteina p7 koji ~ini sponu izme|u strukturnih i
nestrukturnih proteina. Strukturni proteini, koji ~ine virus-
nu ~esticu, uklju~uju tri proteina: protein jezgre (engl.
core, C) i dva glikoproteina ovojnice E1 i E2 (engl. enve-

lope, E). Nestrukturni proteini uklju~uju {est proteina
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B ve}inom enzima
koji sudjeluju u procesu umno`avanja virusne ~estice.
Nekodiraju}e regije 5'NTR i 3'NTR imaju va`nu ulogu u
zapo~injanju translacije i u replikaciji virusa [9 – 13]. 

Izolati HCV-a iz razli~itih dijelova svijeta pokazuju
zna~ajnu genetsku razli~itost. Razlog je najvjerojatnije u
velikom virusnom obrtaju i u nemogu}nosti adekvatnog
~itanja izmjena. Sekvencioniranjem uzastopnih uzoraka u
kroni~no zara`enih pojedinaca izmjerena je prosje~na
u~estalost mutacije od 1,44×10–3 izmjena baza nukleotida
po jednoj lokalizaciji na genomu u godini dana [14]. Kao
posljedica velike brzine mutacija, do danas je u svijetu
poznato oko 90 vrsta virusa, a me|usobno se razlikuju pre-
ma rasporedu aminokiselina. U cilju izjedna~avanja ozna-
ka razli~itih tipova i podtipova 1994. godine prihva}en je
model klasifikacije HCV-a. Prema glavnom filogenet-
skom stablu razlikuje se 6 glavnih tipova, nazvanih geno-
tipovi. Ozna~avaju se arapskim brojevima od 1 do 6.
Pojedini genotipovi se na razini sekvence nukleotida raz-
likuju oko 30 – 35 %. Genotipovi HCV-a iskazuju odre-
|enu razinu molekularne heterogenosti i klasificiraju se u
vi{e od 90 podtipova koji se ozna~avaju malim slovima a,
b i c. Me|usobna razli~itost podtipova istog genotipa je 20
– 25 %. Genotipizacija HCV-a va`na je zbog epidemio-
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senzus konferencije iz 2013. godine testiranje za HCV tre-
balo bi preporu~iti svim osobama s pove}anim rizikom za
HCV-infekciju: osobama ro|enim izme|u 1945. i 1965.
godine, intravenskim korisnicima droga i onima koji su
sporadi~no intravenski koristili drogu (makar samo jedan-
put), osobama koje su dobivale koncentrate trombocita
prije 1987. godine, primateljima transfuzije ili solidnih or-
gana prije 1992. godine, osobama koje su bilo kada bile na
hemodijalizi, osobama s poznatom ekspozicijom za HCV
kao {to su zdravstveni radnici nakon ubodnog incidenta s
HCV-pozitivnom krvi, primateljima organa za koje je kas-
nije utvr|eno da je darovatelj HCV-pozitivan, svim osoba-
ma zara`enim HIV-om i HBV-om, bolesnicima sa znacima
o{te}enja jetre te djeci HCV-pozitivnih majki [26 – 28].

Dijagnostika HCV infekcije 

Virusolo{ka dijagnostika akutne i kroni~ne HCV-in-
fekcije temelji se na primjeni serolo{kih i molekularnih
testova. Ulaskom HCV u organizam dolazi do replikacije
virusa i razvoja imunosnog odgovora doma}ina te se u
serumu mogu detektirati HCV RNK, virusni antigeni i
protutijela na antigene HCV. HCV RNK detektabilna je u
serumu oko 14. dana infekcije. Od protutijela u serumu
bolesnika prvo se pojavljuju protutijela usmjerena na regi-
ju NS3 i protein jezgre (core), a poslije na regiju NS4 te na
E1 i E2 [28, 29].

Dijagnostika HCV-infekcije naj~e{}e zapo~inje odre-
|ivanjem protutijela anti-HCV imunoenzimskim testovi-
ma (EIA). Protutijela anti-HCV mogu se dokazati 8 do 12
tjedana nakon infekcije u ve}ine zara`enih osoba. Testovi
za odre|ivanje protutijela anti-HCV unapre|uju se uno-
{enjem dodatnih antigenih komponenti. Prva generacija
imunotestova (EIA-1) po~etkom 1990-tih godina sa-
dr`avala je rekombinantni protein genoma NS4 (epitop
c100-3) HCV. Iako su ovi testovi predstavljali veliki
napredak u testiranju dobrovoljnih davatelja krvi i identifi-
cirali protutijela anti-HCV IgG u 80 % osoba s posttrans-
fuzijskim hepatitisom te doveli do zna~ajnog smanjenja
HCV-infekcije uzrokovane transfuzijom, specifi~nost i os-
jetljivost im je bila nedostatna. Vrijeme otkrivanja protuti-
jela anti-HCV u prvoj generaciji EIA testova bilo je oko 16
tjedana od infekcije. Tijekom 1992. godine odobreni su
testovi druge generacije (EIA-2) koji sadr`avaju antigene
jezgre (c22-3), proteine NS3 (c33c) i NS4, ~ime se pove-
}ala specifi~nost i osjetljivost testa (92 – 95 %), a vrijeme
otkrivanja protutijela anti-HCV smanjilo se na oko 10 tje-
dana. Tijekom 1996. godine odobreni su testovi tre}e
generacije (EIA-3) koji sadr`e i dodatni protein NS5.
Vrijeme otkrivanja protutijela anti-HCV testovima EIA-3
skra}eno je na 6 do 8 tjedana od infekcije. Specifi~nost
testova EIA-3 je vi{a od 99 % [20, 30]. 

Bolja dostupnost HCV dijagnostike omogu}ena je po-
javom brzih imunokromatografskih testova (ICA), tzv.

testova point-of-care (POC) koji omogu}avaju provo|enje
dijagnostike i izvan standardnih zdravstvenih ustanova
[27, 31]. POC testovi se temelje na vizualizaciji reakcije
vezanja antigena i protutijela. Testovi su probirni i zahtije-
vaju dodatnu laboratorijsku potvrdu ukoliko se radi o reak-
tivnom rezultatu [27]. POC testovi za dijagnostiku HCV-
-infekcije uklju~uju rekombinantne antigene jezgre, NS3,
NS4 i NS5 genoma HCV. Agencija FDA (Food and Drug

Administration Agency) odobrila je brzi test OraQuick

HCV Rapid Antibody Test za dijagnostiku HCV u izvan-
laboratorijskim uvjetima. Test pokazuje jednaku speci-
fi~nost (98 – 100 %) i osjetljivost (98 – 99 %) kao komer-
cijalni laboratorijski testovi i mogu ga izvoditi medicinski
radnici nakon provedene edukacije od strane odgovorne
laboratorijske osobe koja }e provoditi nadzor [31 – 33].

Serolo{ki testovi najnovije generacije osim protutijela
anti-HCV prepoznaju i antigen virusne kapside (HCVAg).
Dugo su trajali poku{aji da se razvije prakti~an test za
dokazivanje HCVAg budu}i da je koncentracija HCVAg u
serumu vrlo niska. HCVAg se pojavljuje rano, gotovo
istodobno s HCV RNK (u prosjeku 1 – 2 dana kasnije), a s
obzirom da perzistira ograni~eno vrijeme (oko 2 mjeseca)
vjerovalo se da bi se njegovim utvr|ivanjem i pra}enjem
dinamike dobio iskoristivi marker akutne HCV-infekcije
kao alternativa molekularnoj dijagnostici. Prvi "in-house"
HCVAg testovi pojavili su se i razvijali tijekom 1990-ih u
Japanu, ali zbog niske osjetljivosti nisu se pro{irili za kli-
ni~ku primjenu. Po~etkom 2000-tih godina razvijeni su
komercijalni HCVAg imunoenzimski testovi. Prva gene-
racija testova detektirala je HCVAg samo u ranoj fazi
akutne HCV-infekcije, kada jo{ ne postoji protutijelo anti-
HCV (tzv."slobodni" HCVAg). Zbog nemogu}nosti otkri-
vanja HCVAg u prisutnosti protutijela anti-HCV razvijeni
su testovi druge generacije koji imaju mogu}nosti upotre-
bom monoklonskih protutijela odrediti HCVAg i u prisut-
nosti protutijela anti-HCV (tzv. "vezani HCVAg" odnosno
kompleks HCVAg/anti-HCV) te ga i kvantitativno odredi-
ti. Mogu}nost kvantitativnog odre|ivanja HCVAg i poten-
cijalne uloge HCVAg kao pokazatelja viremije dovelo je
tijekom 2000-tih godina do evaluacija pouzdanosti odre-
|ivanja HCVAg usporedbom rezultata kvantitativnog od-
re|ivanja HCVAg i HCV RNK. Bouvier-Alias i sur. 2002.
godine evaluirali su ulogu HCVAg i objavili da 1 pg/mL
HCVAg odgovara oko 8 000 HCV RNK IU/mL te da
HCVAg mo`e imati ulogu u klini~koj praksi kao indirektni
marker replikacije HCV-a. Kao limitiraju}i faktor odre-
|ivanja HCVAg navodi se njegova ni`a osjetljivost kod
niske viremije ispod 20 000 HCV RNK IU/mL [34 – 36].
Razvojem automatiziranih HCVAg testova pobolj{ana je
osjetljivost testa na 1 000 HCV RNK IU/mL, ali i dalje
postoji ograni~enje HCVAg testa u odnosu na molekularnu
dijagnostiku [36 – 38].

U molekularnoj dijagnostici HCV-infekcije koriste se
testovi za kvalitativnu detekciju HCV RNK i/ili kvanti-
fikaciju HCV RNK kao i testovi za genotipizaciju HCV-a.
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Dokazivanje HCV RNK zasniva se na kombinaciji ampli-
fikacijskih (PCR) i detekcijskih metoda. Prema dijagno-
sti~kim smjernicama metoda izbora za dokazivanje i kvan-
tifikaciju HCV RNK je PCR u stvarnom vremenu (engl.re-

al-time PCR) zbog vrlo visoke osjetljivosti s granicom de-
tekcije oko 5 – 10 IU/mL (engl. International Unit, IU) i
velikog raspona od 8 log10 IU/mL, a njegova primjena
omogu}ava istovremeno dobivanje kvalitativnog (detek-
cija HCV RNK) i kvantitativnog (odre|ivanje koncen-
tracije HCV RNK u IU/mL biolo{kog uzorka) rezultata
[27, 39 – 41]. 

Odre|ivanje HCV RNK trebalo bi raditi uvijek nakon
pozitivnog nalaza probirnog testa radi odre|ivanja viremi-
je. Ako je nalaz HCV RNK negativan potrebno je defini-
rati primarni rezultat testiranja protutijela anti-HCV po-
mo}u potvrdnog imunoblot testa. Imunoblot test (IB)
temelji se na istim antigenima HCV kao i EIA, ali ima
mogu}nost otkrivanja specifi~nih protutijela usmjerenih
na specifi~an rekombinantni antigen HCV. Tijekom 1992.
godine razvijeni su IB testovi tre}e generacije koji imaju
~etiri zna~ajne razlike od IB testova druge generacije:
uklju~uju c33c rekombinantni antigen regije NS3, rekom-
binantni antigen NS5, rekombinantni c22-3 antigen (core

regija) zamijenjen je sintetskim peptidom c22, a rekombi-
nantni antigeni regije NS4, 5-1-1 i c100-3, zamijenjeni su
mje{avinom sintetskih peptida c100 [42].

Zadnjih godina komercijalno su dostupni i EIA testovi
koji imaju mogu}nost odre|ivanja specifi~nih protutijela
na pojedina~ne antigene HCV. Rezultati tih testova odgo-
varaju rezultatima IB testova i mogli bi se koristiti kao
potvrdni testovi. Cilj ovog rada bio je prikazati jedan takav
EIA test, EIA-Anti-HCV-Spectrum (DSI, Italija) i uspore-
diti rezultate testiranja sa standardnim IB testom. Rezultati
ovih testova odgovaraju rezultatima IB testova

Materijali i metode

Analizirali smo 50 nasumi~no odabranih seruma paci-
jenata koji su serolo{ki obra|ivani za hepatitis C virus u
Odjelu za virusologiju Klinike za infektivne bolesti "Dr.
Fran Mihaljevi}" u Zagrebu. Svi uzorci su imali reaktivni
odgovor protutijela na HCV u probirnom EIAtestu. Za pri-
marno probirno testiranje kori{ten je test EIA koji se
temelji na istovremenom odre|ivanju antigena i protuti-
jela HCV (Monolisa HCV Ag-Ab Ultra, Bio-Rad, Fran-
cuska). Test Monolisa HCV Ag-Ab Ultra za dijagnostiku
infekcije HCV je kombinacija indirektnog testa za odre-
|ivanje protutijela i sendvi~ testa za odre|ivanje antigena
virusne kapside u serumu ili plazmi pacijenta. Rezultat tes-
ta je reaktivni odgovor na prisutna protutijela ili antigen
HCV pri ~emu nije mogu}e razlikovati radi li se o prisut-
nim protutijelima ili antigenu. Za isklju~enje la`no pozi-
tivnih rezultata serumi su dalje testirani potvrdnim IB
testom (Deciscan HCV PLUS, Bio-Rad, Francuska). Svi

testovi su ra|eni i rezultati su interpretirani prema postup-
nicima i preporukama proizvo|a~a. 

Odabranih 50 uzoraka testirano je testom EIA-Anti-

-HCV-Spectrum. Test EIA-Anti-HCV-Spectrum je kvalita-
tivni test EIA za odre|ivanje protutijela na pojedina~ne
antigene HCV u serumu ili plazmi; odre|uju se protutijela
na ~etiri rekombinantna proteina HCV: jedan strukturni
(HCV-core-Ag) i tri nestrukturna proteina (HCV-NS3-Ag,
HCV-NS4-Ag, HCV-NS5-Ag). Pojedina~ni antigen u
mikrotitarskoj plo~i nanesen je u koloni koja je radi lak{eg
razlikovanja obilje`ena razli~itom bojom: crvenom HCV-
-core-Ag, plavom HCV-NS3-Ag, zelenom HCV-NS4-Ag
i `utom bojom HCV-NS5-Ag. Osnova testiranja je stan-
dardni protokol za EIA testove rezultat kojeg je stvaranje
boje ja~ina koje se mjeri spektrofotometrijski i interpretira
prema zadanim standardnim vrijednostima. Za svaki uzo-
rak seruma dobije se ~etiri rezultata koji odgovaraju prisut-
nosti specifi~nih protutijela na specifi~ne antigene HCV.

Rezultati testa EIA-Anti-HCV-Spectrum uspore|eni su
s rezultatima testiranja standardnim testom IB.

Rezultati

Od 50 seruma s reaktivnim odgovorom protutijela na
HCV u probirnom testu Monolisa HCV Ag-Ab Ultra u
imunoblot testu pozitivno je bilo 40, negativno 1 i gra-
ni~no 9 uzoraka. U testu EIA-Anti-HCV-Spectrum koji
tako|er odre|uje protutijela na pojedina~ne antigene pozi-
tivno je bilo 40, negativno 7 i grani~no 3 primarno reaktiv-
na uzorka. 

U oba potvrdna testa, IB i EIA-Anti-HCV-Spectrum,
pozitivno je bilo 40, negativno 1 i grani~no 3 uzorka. Ne-
podudarnih rezultata potvrdnih testova bilo je 6; svi su bili
grani~no pozitivni u IB testu, a negativni u alternativnom
testu EIA-Anti-HCV-Spectrum (tablica 1). Nalazi HCV

Rezultat testa / 
Test results

EIA-Anti-HCV-Spectrum

pozitivan /
positive

negativan /
negative

grani~an /
borderline

ukupno /
total

A
nt

i-
H

C
V

W
B

pozitivan /
positive

40 – – 40

negativan /
negative

– 1 – 1

grani~an /
borderline

– 6 3 9

ukupno /
total

40 7 3 50

Tablica 1. Usporedba rezultata potvrdnih testova za protutijela
anti-HCV

Table 1. Comparison of the results of confirmatory tests for
anti-HCV antibodies
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RNK u svih 6 pacijenata s nepodudarnim rezultatima IB i
EIA-Anti-HCV-Spectrum bili su negativni.

Rezultati uspredbe nalaza protutijela na pojedina~ne
antigene jezgre, NS3 i NS4 u imunoblot i testu EIA-Anti-

-HCV-Spectrum prikazani su u tablicama 2, 3 i 4. 

Nalazi protutijela na pojedina~ni antigen jezgre (core

antigen) podudarali su se u 43 uzorka: u oba potvrdna testa
pozitivno je bilo 38, a negativno 5 uzoraka. Nepodudarnih
rezultata protutijela na antigen jezgre bilo je za 7 uzoraka
(tablica 2). 

Nalazi protutijela na antigen NS3 podudarali su se u 45
uzoraka: u oba potvrdna testa pozitivno je bilo 38, a nega-
tivno 7 uzoraka. Nepodudarnih rezultata protutijela na
antigen NS3 bilo je za 5 uzoraka (tablica 3). 

Nalazi protutijela na antigen NS4 podudarali su se u 40
uzoraka: u oba potvrdna testa pozitivno je 26, a negativno
14 uzoraka. Nepodudarnih rezultata protutijela na antigen
NS4 bilo je za 10 uzoraka (tablica 4). Rasprava

Serolo{ka dijagnostika HCV obuhva}a testiranje u dva
koraka pri ~emu se reaktivni rezultati probirnih testova do-
datno testiraju metodom imunoblota. U radu je prikazan
komercijalno dostupan potvrdni test EIA-Anti-HCV-Spec-

trum koji se temelji na imunoenzimskoj metodi odre|iva-
nja protutijela na pojedina~ne antigene HCV. Rezultati
EIA-Anti-HCV-Spectrum testa uspore|ivani su s rezultati-
ma standardnog IB testa. Oba testa imaju mogu}nost odre-
|ivanja protutijela na pojedina~ne antigene HCV te smo
usporedili rezultate dobivene za protutijela na antigene
jezgre (core), NS3 i NS4. 

Za 44 (88 %) uzorka rezultati su bili podudarni u oba
potvrdna testa. U 6 uzoraka ispitanika s negativnim nala-
zom HCV RNK potvrdni testovi se nisu slagali – standard-
ni imunoblot test je pokazao nedefinirane grani~no pozi-
tivne rezultate dok je u testu EIA-Anti-HCV-Spectrum

nalaz definiran kao negativan.

Bochkova G. i sur. 2011. godine objavili su rezultate
evaluacije testa EIA-Anti-HCV-Spectrum na vi{e od 5 000
uzoraka kojom su pokazali dobru korelaciju ovog testa u
usporedbi sa standardnim imunoblot testom. Test EIA-

-Anti-HCV-Spectrum pokazao je visoku dijagnosti~ku
specifi~nost i osjetljivost (100 %) te znatno manji broj
neodre|enih rezultata u usporedbi sa standardnim imuno-
blot testom, {to se podudara s na{im zapa`anjem [43].
Razlog mo`e biti u objektivnijem o~itavanju rezultata
imunoenzimskog testa rezultati kojeg se mjere spektrofo-
tometrijski na opti~kom ~ita~u za razliku od subjektivnog
o~itavanja rezultata imunoblot testa i procjene rezultata
usporedbom sa standardima. I imunoblot testiranje se
mo`e provoditi na aparatu koji vjerojatno mo`e smanjiti
broj nedefiniranih rezultata, ali zbog malog broja uzoraka
u serijama testiranja, a potrebe {to ranijeg izdavanja
nalaza, {to se tra`i u na{im uvjetima, izvo|enje na aparatu
nije jednostavno primijeniti. Stoga se za potvrdu nedefini-
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Antigen jezgre /
Core antigen

EIA-Anti-HCV-Spectrum

pozitivan /
positive

negativan /
negative

grani~an /
borderline

ukupno /
total

A
nt

i-
H

C
V

W
B

pozitivan /
positive

38 5 1 44

negativan /
negative

– 5 – 5

grani~an /
borderline

1 – – 1

ukupno /
total

39 10 1 50

Tablica 2. Usporedba rezultata potvrdnih testova za protutijela
na antigen jezgre HCV-a

Table 2. Comparison of the results of confirmatory tests for
antibodies against core HCV antigen

NS3 antigen

EIA-Anti-HCV-Spectrum

pozitivan /
positive

negativan /
negative

grani~an /
borderline

ukupno /
total

A
nt

i-
H

C
V

W
B

pozitivan /
positive

38 2 1 41

negativan /
negative

1 7 – 8

grani~an /
borderline

– 1 – 1

ukupno /
total

39 10 1 50

Tablica 3. Usporedba rezultata potvrdnih testova za protutijela
na antigen NS3 HCV-a

Table 3. Comparison of the results of confirmatory tests for
antibodies against NS3 HCV antigen

NS4 antigen

EIA-Anti-HCV-Spectrum

pozitivan /
positive

negativan /
negative

grani~an /
borderline

ukupno /
total

A
nt

i-
H

C
V

W
B

pozitivan /
positive

26 7 – 33

negativan /
negative

– 14 2 16

grani~an /
borderline

– 1 – 1

ukupno /
total

26 22 2 50

Tablica 4. Usporedba rezultata potvrdnih testova za protutijela
na antigen NS4 HCV-a

Table 4. Comparison of the results of confirmatory tests for
antibodies against NS4 HCV antigen
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ranih rezultata preporu~a poslati i testirati novi uzorak
seruma, odnosno prema novim smjernicama ve} probirni
test treba definirati odre|ivanjem HCV RNK.

Dijagnostika HCV-infekcije zapo~inje odre|ivanjem
specifi~nih protutijela anti-HCV naj~e{}e imunoenzim-
skim testom (EIA) koji se smatra probirnim. Negativan an-
ti-HCV probirni test u imunolo{ki kompetentnih osoba
smatra se dostatnim za isklju~ivanje HCV-infekcije.
Pozitivan nalaz anti-HCV probirnog testa nalazi se u
ve}ine bolesnika s HCV-infekcijom i ukazuje da je osoba
bila u kontaktu s HCV. Samo na temelju nalaza protutijela
anti-HCV ne mo`e se razlu~iti je li rije~ o aktivnom ili pre-
boljelom hepatitisu C te je prema novim smjernicama
obavezno odrediti HCV RNK odnosno viremiju HCV.
Dokaz HCV RNK u serumu bolesnika odraz je aktivne
replikacije virusa u jetri, dakle znak aktivne infekcije. Ako
je viremija nedetektabilna, odnosno negativna, potrebno je
napraviti potvrdni test za definiranje nalaza probirnog
serolo{kog testa. Standardni potvrdni test temelji se na
metodi imunoblota odnosno western blota [23, 28].

La`no negativan nalaz EIA testa iznimno je mogu} u
imunokompromitiranih bolesnika i u ranoj fazi akutnog
hepatitisa C. Stoga inicijalna dijagnosti~ka obrada imuno-
kompromitiranih bolesnika, osoba s mogu}om akutnom
infekcijom, djece majki zara`enih HCV-om, kao i obrada
osoba nakon profesionalne ekspozicije HCV-om obvezno
bi trebala uklju~iti i detekciju HCV RNK. U bolesnika s
autoimunim bolestima (autoimuna bolest jetre, hiperga-
maglobulinemija) vrlo visoka koncentracija autoprotuti-
jela mo`e uzrokovati la`no pozitivne rezultate probirnih
testova za detekciju anti-HCV, pa se u bolesnika s auto-
imunim bolestima u sklopu dijagnosti~ke obrade obvezno
preporu~uje i kvalitativna detekcija HCV RNK [28, 39]. 

Detekcija HCV RNK u anti-HCV negativnih osoba
mo`e ukazivati na ranu fazu akutne infekcije ili kroni~nu
infekciju u imunokompromitirane osobe, no ne mo`e se
isklju~iti i mogu}nost la`no pozitivnog rezultata HCV
RNK testa. Ukoliko se radi o ranoj fazi akutne HCV-infek-
cije retestiranjem kroz nekoliko tjedana do}i }e do sero-
konverzije i pojave protutijela anti-HCV. Dokaz HCV
RNK u dva uzorka seruma prikupljena u intervalu od 6
mjeseci dostatan je za postavljanje dijagnoze kroni~nog
hepatitisa C [24, 39]. 

Nemjerljiva HCV RNK u serumu anti-HCV pozitivnih
osoba naj~e{}e ukazuje na spontanu ili terapijsku elimi-
naciju virusa tijekom ranije HCV-infekcije. Za dokaz pre-
boljelog hepatitisa C, bolesnika s pozitivnim nalazom anti-
-HCV potrebno je testirati na prisutnost HCV RNK naj-
manje dva puta tijekom 8 – 12 mjeseci radi potvrde elimi-
nacije virusa i oporavka. Ako je u oba odre|ivanja HCV
RNK negativna, podrazumijeva se da je HCV-infekcija
spontano eliminirana [24, 27]. Negativan nalaz HCV RNK
u serumu anti-HCV pozitivne osobe mo`e se na}i i u peri-
odu niske viremije u ranoj akutnoj HCV-infekciji te se
nalaz HCV RNK treba ponoviti u naredna 4 tjedna [39]. 

Metode za dokazivanje HCV RNK mogu se koristiti
kao probirne metode pri testiranju davatelja krvi ({to se ra-
di u Hrvatskoj), za dokazivanje HCV-infekcije u bolesnika
na hemodijalizi te u dojen~adi anti-HCV pozitivnih majki.
Odre|ivanje antigena HCV smatralo se da bi moglo zami-
jeniti odre|ivanje HCV RNK, ali se nije pokazalo kao do-
bra alternativa standardnoj molekularnoj dijagnostici. U
slu~aju negativnog rezultata HCVAg obavezno je napravi-
ti testiranje HCV RNK [27]. Laboratorijska tehnologija
usmjerena na razvoj aparaturnih testova ima mogu}nost
odre|ivanja kako antigena tako i protutijela te se sve ~e{}e
zbog razli~itih metoda po~inje koristiti pojam imunotesta
(IA) koji zamjenjuje pojam EIA i ranije kori{teni ELISA. 

Potvrdni anti-HCV (imunoblot, RIBA (recombinant

immunoblot assay)) testovi koriste se kao dodatni testovi u
situacijama u kojima }e potvrditi ili isklju~iti zna~enje
reaktivnih rezultata probirnih EIA testova u osoba koje su
HCV RNK negativne [27]. Prednost imunoblot testa je u
tome da je to standardizirani serolo{ki test visoke speci-
fi~nosti. Imunoblot test se ne koristi u svim laboratorijima
koji rade testiranje na HCV budu}i da je postupak testira-
nja slo`eniji, zahtijeva odre|enu opremu i stru~nost osob-
lja te se IB testovi rade u referentnim centrima. 

Imunoenzimski testovi koji su se pojavili zadnjih godi-
na imaju mogu}nost odre|ivanja protutijela na pojedi-
na~ne antigene HCV, {to u rezultatima odgovara reak-
tivnosti protutijela u IB testu. Izvoditi se mogu u labora-
torijima koji imaju mogu}nost izvo|enja EIAkao potvrdni
testovi. Usporedba rezultata metodama potvrdnih testova
IB i EIA pokazuje dobru korelaciju {to je pokazalo i ovo
preliminarno istra`ivanje na malom broju uzoraka. 

Zaklju~ak

Predstavili smo imunoenzimski potvrdni test za protu-
tijela anti-HCV, EIA-Anti-HCV-Spectrum, koji je pokazao
dobru korelaciju sa standardnim imunoblot testom. Na{i
preliminarni podatci ukazuju da bi se obzirom da se
odre|uju specifi~na protutijela na pojedina~ne antigene
HCV-a, kao u standardnom IB testu, ovaj EIA test mogao
koristiti kao alternativni potvrdni test u uvjetima gdje nije
mogu}e koristiti imunoblot metodu. Potrebno je napraviti
{iru evaluaciju na ve}em broju uzoraka za dono{enje si-
gurnijeg zaklju~ka. 
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