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1. GİRİŞ 
 
 
 
1.1.Nükleik Asit Amplifikasyon Testi ve Bulaş 
 
 
Nükleik Asit Amplifikasyon Testi (NAT) viral nükleik asidin izolasyonu, 

çoğaltılması ve saptanması aşamalarından oluşan; çok sayıda farklı teknolojiyi içine 

alan genel bir test yöntemidir. Gelişen teknolojiyle birlikte kan bankacılığında ileri 

tetkiklerin de kullanılmaya başlanmasıyla birlikte, NAT teknolojisi de bu alanda 

giderek yaygınlaşan bit tetkik haline gelmiştir. Bu teknoloji, serolojik yöntemlere 

göre çok daha güvenilir ve hassas olsa da; test maliyetinin serolojik yöntemlerden 

yüksek olmasından dolayı, genel olarak örneklerin belli hacimlerde bir araya 

getirilmesiyle oluşturulan küçük havuzların başlangıçta test edilmesi ve pozitiflik 

saptanması halinde o havuzdan geriye dönülerek kademe kademe test edilmesi 

yöntemi ile, havuzun pozitif çıkmasına sebep olan örnek ya da örneklerin tek tek 

çalışılıp virüsü taşıyan hastanın bulunması yoluna gidilmektedir. Böylelikle zaman, 

iş gücü ve para kaybı da minimuma indirgenmektedir. NAT’ın kullanım amaçlarının 

en başında serokonversiyon öncesi pencere döneminde yapılan donasyonları ortaya 

çıkarmak ve bu donasyonlara ait kan ve kan ürünlerinin hastaya ulaşmasının önüne 

geçmek gelmektedir. Böylelikle, olabilecek en az riske sahip, en güvenilir kan 

transfüzyonun gerçekleşmesi sağlanabilmektedir. 

 

1.1.1 Rezidüel Risk ve Kan Transfüzyonunda Viral Güvenlik 

 

Bir kan ve kan ürününün güvenliği söz konusu olduğunda halkın beklentisi, kan 

transfüzyonunda viral ajanın bulaşma riskinin olmaması yönündedir. Ancak virüse 

maruz kalma ve virüsün NAT ve serolojik tetkiklerle saptanabilmesi arasında geçen 

eklips fazından dolayı bu riskin sıfırlanması mümkün olmamaktadır. Son 20 yıl 

içinde, kan merkezlerinde bağışlanan kanlara yapılan laboratuar testlerinin 

geliştirilmesiyle, kan nakli yoluyla virüs bulaşma riskinde çarpıcı bir düşüş 

gözlenmektedir  (Şekil 1.1). Şu anda dünyadaki risk aralığı majör viral ajanlar için 50 

000 ünitede 1 ila 700 000 ünitede 1 arasında değişmektedir. Geriye kalan bu riskin 4 
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kaynağı vardır; önserokonversiyon (pencere dönemi) donasyonları, viral varyantlar, 

atipik serokonversiyon ve laboratuar test hataları. (Busch ve ark.,2000) 

 

 

 
  Şekil 1.1. Transfüzyon sonrası komplikasyon risk hesapları. (Transfusion 2000; 40:143-159) 

 
 
Çizelge 1.1. NAT çalışan ülkelerdeki rezidüel risk oranları 

 ABD INGILTERE ITALYA AVUSTRALYA HONG KONK 

HIV 
1:493 

000 
<1:2 000 000 1:408 000 1:1 200 000 1:877 147 

HCV 
1:103 

000 
<1:200 000 1:230 000 1:250 000 1:86 137 

HBV 1:63 000 
1:50 000-170 

000 
1:63 400 1:160 000 1:3357 

 

 

 

 

 

 

1/100 

   1/1 000 

 1/10 000 

1/100 000 

1/1 000 000 
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1.1.2. Pencere Dönemi ve NAT 

Pencere dönemi, viral ajana maruz kalınmasından itibaren vücutta antikorların 

oluşmasına kadar olan süreçtir. Pencere döneminin eklips fazı virüse maruz 

kaldıktan hemen sonra, viral replikasyonun doku bölgelerine sınırlandırıldığı ve 

saptanabilir vireminin olmadığı en erken safhadır. Pencere döneminin enfeksiyöz 

safhası, eklips fazından sonra ve serokonversiyondan önceki dönemdir. Hepatit C 

virüsü (HCV), hepatit B virüsü (HBV) ve human immunodeficiency virus (HIV) 

özellikle serokonversiyonun erken safhalarında ve çoğunlukla da hastalık 

süresince hasta bireyin vücudunda belirti göstermeden enfeksiyon oluşturan 

virüslerdir. Belirtiler (hepatit, grip benzeri) virüs replikasyonundan ya da 

viremiden daha çok doku hasarı sonucu oluşan, virüse karşı immün yanıtı yansıtan 

şekildedir. Bu yüzden, birincil enfeksiyonun antikor öncesi döneminde pek fazla 

bilgi vermezler. NAT ne kadar hassas olursa olsun, viremik olmayan eklips faz 

yüzünden hiçbir zaman ‘virüsle karşılaşma-serokonversiyon’ pencere dönemini 

tamamen kapatmak mümkün olamayacaktır.  Bununla birlikte; NAT , birincil 

enfeksiyonun viremik fazı sırasında yapılan hemen hemen tüm donasyonları 

saptayabilir. 

HIV enfeksiyonunda HIV antikoru 22. günde saptanabilmektedir. P24 antijenini 

saptayabilen testlerde virüsün varlığı 16. günde tespit edilmektedir. HIV RNA ise 

serumda 11. günde saptanabilmekte ve bu durum hastalığı 11 gün daha erken 

ortaya çıkarmaktadır (Şekil 1.2.). 
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Şekil 1.2. HIV pencere dönemi 

HBV enfeksiyonu varlığında HbsAg 56. gün ile 120. gün arasında tespit 

edilebilir. 120 günün sonunda HbsAg seviyesi düşmesiyle ALT düşüş, anti-HBs  

yükseliş göstermektedir. HBV DNA ise 33. günden itibaren serumda tespit 

edilmeye başlar (Şekil1.3.). 
 

 
 
Şekil 1.3. HBV pencere dönemi 
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Şekil 1.4. HCV pencere dönem 
 
 
 
   HCV’nin pencere dönemini anlamada 3 veri kaynağı kullanılmıştır.  

1) Bir plazma vericisi serokonversiyon olduğunda, bundan önceki seri 

donasyonları test edilerek, sürecin ve karaciğer enzim artışı ile antijen 

oluşumu olmadan önceki HCV RNA seviyelerinin anlaşılması sağlanır. 

HIV’in aksine, RNA pozitif antikor negatif durumunun belirgin olduğu HCV 

ile, ALT ve antikor serokonversiyonundan önce, uzayan bir yüksek titre 

viremik faz vardır. Ek olarak, negatif RNA NAT sonucundan pozitife geçiş, 

HCV’de aşırı hızlıdır. ~ 0,1 gün olarak hesaplanan, virüsün olağandışı bir 

hızda kendini sayısal olarak ikiye katladığı zaman, bu geçişin olduğu andır. 

Bir çalışmada, serokonversiyondan önce HCV RNA pozitifliğinin süresi 

ortalama 41 gündür (Busch ve ark., 2003). Bu dönem sırasında RNA 

kopyalarının sayısı ml’de     100 000’in üzerine çıkmıştır. Havuzların 

genişliği 100-500 donasyon bile olsa, bu yüksek titre viremi fazıyla HCV, 

havuzlanan örneklerden çalışılan NAT ile tespit edilmeye oldukça 

uyumludur. 

2) HCV pencere döneminin 2. veri kaynağı 70’lerin sonlarında kan nakli sonrası 

ortaya çıkan hepatit vakalarıdır. Bu vakaların analizlerinden elde edilen 

bulgular serokonversiyon geçiren plazma vericilerinin verilerine benzerlik 

gösterir. Virüsle karşılaşma tarihi (ör. kan nakli) bilindiğinden, birçok alıcının 

enfeksiyondan itibaren 10 gün içinde yüksek seviyede viremi geliştirdiği 

gösterilebilir. ALT yükselmesi ve ~10 gün sonra antikor 



 6

serokonversiyonundan önce ortalama 40 günlük yüksek seviyede viremi 

dönemi izler. (Şekil1.4.). 

3) Şempanze enfektifliği çalışmaları insanlardaki gözlemlerle uyuşmaktadır. 

RNA NAT ile, inokulasyondan ortalama 9 gün sonra saptanmış ve antikor ise 

inokulasyondan 73 gün sonra saptanmıştır. (Busch ve ark., 2005) 

 

Diğer virüslerle karşılaştırıldığında HCV’deki yaklaşık 41 günlük kazanç NAT 

çalışmalarında dikkatin bu virüse çekilmesini sağlamaktadır (Çizelge 1.2.) (Keller ve 

ark., 2005). 

 

Çizelge 1.2. NAT’ın sağlayacağı beklenen teorik verim 

  

Virüs Marker Pencere 
Dönemi 
(gün) 

Beklenen 
Kazanç 
(gün) 

Hesaplanan 
Etkinlik/106 
donasyon 

Klinik 
Veriler 

HBV DNA 56 6-25 9,1  

HCV RNA 80 41-59 2,7  

HIV RNA 22 6-11 2  

 p24Ag  6 1 1/12x106 
 

 

1.1.3. NAT Uygulamasının Ortaya Çıkışı 

 

1999 haziran ayında Avrupa Komitesi, fraksinasyon yapılan bütün plazma 

ürünlerinin NAT ile HCV RNA negatif olduğunun gösterilmesi kararı aldı. Bu 

tarihten itibaren Almanya’da bulunan Paul Erlich Enstitüsü bunu uygulama kararı 

aldı. Amerika Birleşik Devletleri kan merkezleri bu tarihten itibaren bu kararı HIV 

ve HCV için uygulamaya başladı ve sadece Gen Probe ve Roche sistemlerini 

kullandı.   Kanada kan servisleri 1999 Ekim’den itibaren NAT uygulamaya başladı. 

Avustralya 2000 Haziran ayında HIV ve HCV için kan donörlerinde NAT 

uygulamaya geçti. Japon Kızılhaç’ı 1999 hazirandan beri NAT’ı HCV, HIV ve HBV 

için uygulamaktadır. HCV RNA NAT uygulayan ülkeler sırasıyla Avustralya, Yeni 
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Zelanda, Japonya, A.B.D., Kanada, Almanya, Fransa, Avusturya, İtalya, Hollanda, 

İngiltere, Finlandiya, Norveç, İspanya (kısmen) ve Hong Kong’tur. 

 

1.1.4. NAT Teknolojisinde Kullanılan Sistemler 

 

HCV, HIV ve bazı vakalarda HBV NAT  için ticari kitler halen çalışma altında olup 

şunları içine almaktadır: PZR tabanlı yöntemler (Roche Laboratories, Indianapolis, 

IN; Abbott Laboratories, Abbott Park, IL), bir transkripsiyon aracılı çoğaltma 

yöntemi (GenProbe, San Diego, CA), bir bDNA sinyal çoğaltma yöntemi ( Chiron 

Corp,. Emeryville, CA), ve nükleik asit tabanlı sinyal çoğaltma yöntemi (NucliSens, 

Organon Teknika, Durham, NC). Roche ve Abbott’un kitleri RT-PZR tabanlı kitler 

olup, sonradan kolorimetrik olarak saptanan çok sayıda çoğaltılmış viral DNA 

kopyaları üretir. GenProbe, viral RNA’yı DNA’ya çeviren enzimleri kullanır, bu 

daha sonra milyarlarca adet kolay saptanabilen RNA amplikonlarını oluşturur. 

bDNA sinyal çoğaltma yöntemi ise,  viral nükleik aside bir kere bağlanan sinyalin 

çoğaltılmasına dayanır. Bu yöntemler sadece farklı teknolojilere dayalı değildir aynı 

zamanda farklı standartlar, kontroller ve farklı saptama yöntemleri kullanmaktadır: 

 

I. PZR tabanlı tetkikler (Roche Cobas Ampliscreen) (Resim 1.1.) 

II. Transkripsiyon aracılı amplifikasyon (TMA) (GenProbe) 

III. Diğerleri, in-house PZR preparasyonlarını içerir 

COBAS Ampliscreen 

 
Resim 1.1.  Cobas Ampliscreen cihazı. 
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Gen Probe 

FDA tarafından yakın zamanda (Şubat 2002) geliştirildi. (Resim 1.2.)Üç ana 
basamağı vardır: 

1) Örnek hazırlanması ve hedef yakalama 

RNA hedefe özgül oligonükleotidlere hibridize olur ve manyetik alanda plazmadan 

ayrılan manyetik mikropartiküller tarafından yakalanır.  

2) Transkripsiyon Aracılı Amplifikasyon (TMA)tek basamaklı izotermal 

amplifikasyon  

- hedef RNA’dan ilk cDNA sentezi ve sonrasında cDNA’nın çok sayıda RNA 

amplikonuna in-vitro transkripsiyonu  

3) Amplikona hibridize olan bir kemilüminesan prob ile saptama 

 

 

 

 

 

 

 

 
Resim 1.2.  Chiron Procleix hedef yakalama sistemi. 
 
 
1.2. HCV 
 
 
Hepatit C virüsü (HCV), Flaviviridae familyasına ait hepacivirus cinsinin tek 

üyesidir. HCV, eskiden non-A,non-B Hepatiti diye bilinen 1989 yılında tanımlanmış, 

tek zincirli bir RNA virusudur. HCV, parenteral yolla bulaşan bir virüstür ve 

özellikle, intravenöz ilaç kullananlarda çok yaygındır. Bu virus, eritrosit, platelet, 

plazma ve kryopresipitatla bulaşabilmektedir. Viral inaktivasyon tekniklerinin 

kullanımından önce, faktör konsantreleri ve immünglobulin preperatlarıyla da 

bulaşabiliyordu. HCV, genellikle (%80) akut fazda asemptomatiktir ama, vakaların 

%85’ine kadar varabilecek kısmında kronik enfeksiyon meydana gelebilir. Hastaların 

küçük bir kısmında 20-30 yıllık süreç içerisinde , kronik aktif hepatit, siroz ve 
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hepatosellüler karsinoma gibi sekeller oluşabilmektedir. Düşük HCV prevalansına 

sahip ülkelerde HCV ile enfekte kan donörlerinin %40-50’sine bulaşın kan 

transfüzyonu ile olduğu bilinmektedir (Forns ve Bukh, 1999). 

1990’dan beri, bağışlanan kanlarda HCV antikor taraması rutin olarak yapılmaktadır. 

HCV antikoru , enfeksiyondan yaklaşık 70 gün ( 10-20 hafta) kadar sonra gelişmekte 

ve yaşam boyunca aynı düzeyde seyretmektedir . Dolayısıyla HCV’nin transfüzyonla 

bulaşı da hastalığın alınması ile, antikorların kanda tespit edilebildiği 70 günlük süre 

içerisinde bağışlanmış olan kanlarla meydana gelmektedir. Amerika Birleşik 

Devletleri’ndeki kan donörlerine ait verilere göre pencere döneminde yapılan kan 

bağışlarının neden olduğu bulaşma riskinin 1/103.000 olduğu tahmin edilmektedir. 

1990’larda HCV antikor tarama testinin geliştirilmesiyle bu oran 1/120.000’e 

düşmüştür. HCV nükleik asit testi, pencere sürecini 42 ile 56 güne kadar düşürmekle 

transfüzyonla bulaşma riskini de 1/250.000 – 1/500.000 civarına indirmiştir. . 1989 

yılında Anti-HCV taramasının başlatılmasıyla, özellikle de son zamanlarda üçüncü 

kuşak testlerin kullanımı HCV’ye bağlı transfüzyon sonrası hepatitlerinde %90’lara 

varan bir azalma sağlamıştır. 

 

HCV, Dünya üzerinde 6 genotip, birçok alttip ve nükleotid farklılığına dayanan 

izolatlara sahiptir. Birey içinde ise “quasispecies” ismiyle adlandırılan çeşitliliğe 

sahiptir. Genotipler, hastalığın ilerleyişine etki etmez ancak antiviral tedaviye yanıtı 

etkiler. Örneğin; genotip 2 ve 3, alfa-interferon tedavisine, genotip 1’den daha fazla 

yanıt verir. Bunun sebebi henüz bilinmemektedir. (Moradpour ve ark.,2004). 

RNA polimerazın proofreading aktivitesinin olmaması ve HCV replikasyon oranının 

yüksek olması, enfekte bir birey içinde yüksek genetik çeşitliliğe sebep olur. Bu viral 

genetik varyantlar “quasispecies” olarak adlandırılır. Bu varyantlar HCV için ilaç 

geliştirilmesini olanaksız kılmakta ve tedaviyi güçleştirmektedir.  

Virion, E1 ve E2 glikoproteinlerinin yaptığı heterodimerler ile bir ikozahedral lipid 

membrandan oluşur. Viral membran içinde bir ikozahedral nükleokapsid olduğu 

düşünülmektedir. (Resim 1.3.) 

 

Lipid zarf, heterodimer oluşturan  E1 ve E2 glikoproteinlarini içerir. Zarf içinde 

HCV genomunun olduğu viral kapsid vardır. 
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Resim 1.3. İnsan HCV modeli 

 

1.2.1. HCV Genomu 

 

5’ ucunda bulunan IRES (iç ribozom giriş bölgesi) viral RNA’nın cap-bağımsız 
translasyonu için şarttır. 3000 aminoasitlik poliproteinin kodlandığı bir açık okuma 
bölgesi (ORF) vardır. Bu poliprotein önce tek bir peptit olarak translasyona uğrar. 
Daha sonra viral ve hücresel proteazlarla işlenir.( Şekil 1.5.). 
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C

E1

E2

p7

NS2

NS3

NS4A

NS4B

NS5A

NS5B

Kor protein (nükleokapsid)

Envelop glikoprotein-1

Envelop glikoprotein-2

Viroporin ?

Zn bağımlı proteinaz

Zn bağımlı proteinaz, serin proteaz, helikaz

NS3 kofaktör

ER’den gelen membranöz ağ oluşumu

İşlevi bilinmiyor; replikaz bileşeni?

RNA bağımlı RNA polimeraz

HVR-1

HVR-2

5’ UTR

3’ UTR

ORF

 
 
Şekil 1.5. HCV RNA Genomu ve kodlanan proteinlerin şeması 
 
 
E2’de 2 çok çeşitlilik gösteren bölge bulunur (HVRs) ve HCV genomunun genetik 

olarak en çeşitli bölgesidir. Bu, virüsün konak immün yanıtından kaçışını sağlar. 

p7’nin viroporin ailesine ait olduğu.ve virüsün olgunlaşması ve salınımında rol 

oynadığı düşünülmektedir. NS4B’nin ekspresyonu, konak hücrenin endoplazmik 

retikulumundan elde edilen bir membranöz ağın oluşumuna yol açar. Bunun; viral 

replikasyon sırasında viral RNA ve proteinleri birleştirebilen bir çatı gibi davrandığı 

düşünülmektedir. 

Tüm bu proteinler muhtemel ilaç hedefleri olsa da, zarf glikoproteinleri çok çeşitlikik 

gösterdiğinden dolayı hedef olarak daha az etkilidirler. NS5B, RNA polimeraz, 

gelişimde polimeraz inhibitörlerinin hedefidir ve NS3 ise bir proteaz inhibitörünün 

hedefidir. 

 

 

1.2.2. HCV’nin Epidemiyolojisi 

    

HCV, dünya nüfusunun % 3’ ünü yani yaklaşık 170 milyon insanı enfekte 

etmektedir. Bu, HIV-1 ile enfekte olan insan sayısının 5 katı demektir. HCV, kronik 
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hepatit, karaciğer sirozu ve hepatoselüler karsinoma neden olur ve karaciğer 

nakillerinin sebeplerinden biridir.  

Virüs, kan ve kan ürünleri, damar içi ilaç kullanımı gibi nedenler yoluyla bulaşır ve 

çevresel yüzeylerde 16 saatten fazla ve muhtemelen 4 güne kadar yaşayabildiği 

saptanmıştır (CDC FAQ). 

Dünya sağlık örgütünün verilerine göre Afrika HCV enfeksiyonunda en yüksek 

prevalansa sahiptir. Ardından doğu Akdeniz ve batı Pasifik bölgeleri gelmektedir. 

(Çizelge1.3.) 

  
Çizelge 1.3. Dünyadaki HCV enfeksiyonu prevalansı. (Weekly Epidemiological Record No. 
49 / Dec, 1999 / WHO )      

WHO Bölgesi 
Toplam 
Populasyon 
(Milyon) 

Hepatit C 
Prevalansı 
(Oran %) 

Enfekte 
Populasyon 
(Milyon) 

Veri Toplanamayan 
Ülke Sayısı (WHO 
Bölgelerinden) 

Afrika 602 5.3 31.9 12 
Amerika 785 1.7 13.1 7 

Doğu Akdeniz 466 4.6 21.3 7 

Avrupa 858 1.03 8.9 19 
Güney-Doğu 
Asya 1500 2.15 32.3 3 

Batı Pasifik 1600 3.9 62.2 11 
Toplam 5811 3.1 169.7 59 
 

 
1.2.3. HCV Genotiplerinin Dağılımı:  
 
 
Batı dünyasındaki HCV hastalarının çoğunluğu genotip 1’i oluştururken ardından 

genotip 2 ve 3 gelir. Genotip 4 ve 5 Afrika’da, genotip 6 ise Asya’da ortaya çıkar.  

Türkiye’nin genotipi 1b olarak tespit edilmiştir. 
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Resim 1.4. HCV genotipleri ve dünya genelinde dağılımı. 

 
1.3. Çalışmanın Amacı 
 
 
Bu çalışmada; kan merkezlerinde yapılan serolojik testlerin HCV’nin bulaş riskini ne 

kadar ortadan kaldırdığını görebilmek için geniş bir aralıktaki  donör grubunda 

Realtime-PCR uygulayarak, transfüzyon için fizik muayenede uygun bulunan 

donörler içinde olası HCV RNA varlığının araştırılması, yani başka bir deyişle 

pencere döneminin incelenmesi hedeflenmiştir. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. Serumların Havuzlanması 

Bu işlem için A.Ü. İbn-i Sina Hastanesi Kan Merkezi’nde fizik muayeneden geçen 

ve “kan verebilir” onayı alan tam kan ve trombosit vericilerinden elde edilen 

serumlar, rutin serolojik testlerin çalışılmasından hemen sonra vidalı kapaklı  kuru 

tüplerde -80 ºC’de saklanmıştır. Tüm serolojik testler (anti-HCV, anti-HIV, HBsAg, 

sifiliz) bakımından negatif olduğu belirlenen 6000 adet serum çalışmaya 

alınmıştır.Bu örnekler  oda sıcaklığında çözülerek 48’erli havuzlar halinde ayrılmış 

olup her bir 48’lik havuzu oluşturmak için 8 adet 6 ayrı donasyonu içeren serum bir 

araya getirilmiştir. Bu 6’lı havuzlardan ikişer tanesi bir araya getirilip 12’li 4 havuz, 

bunlar da bir araya getirilip 24’lü 2 havuz elde edildikten sonra bu havuz finalde 

çalışmaya alınacak olan 48’li havuzu oluşturmak üzere bir araya getirilmiş ve 

sonuçta 125 adet 48’lik serum havuzları elde edilmiştir (Şekil 1.6.). Her bir serum ve 

yapılan her bir havuz çok iyi vortekslenerek RNA elde etme işlemi öncesinde -20 

ºC’de saklanmıştır. Havuzlama işlemi temiz bir kabin içinde steril malzemeler 

kullanılarak yapılmıştır. 
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           6              6             6             6             6             6             6              6 

  

                              
 
    12           12     12            12 

       
 
                24       24 
                  

                          
      48 donör  
   
 
 
 
      
               ( 15 µl ) 

            RT-PZR 
    
      

           Sonuç 
 

Şekil 1.6. Serumların havuzlanması. 

 

 

 

 

 

6x200µl 
=1200µl 

2x600µl 
=1200µl 

2x600µl 
=1200µl 

2x600µl=
1200µl 

( 200µl ) 
izolasyon
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2.2. Havuzlanan Serumdan HCV RNA İzolasyonu 

Serumdan HCV RNA izolasyonu yapmak için Roche High Pure Viral RNA Kit 

kullanıldı. 

1) Her 24 adet havuz için 10 ml bağlanma tamponu içine 100 µl poly A eklenip 

karıştırıldı. Her bir ependorf tüpüne 400 µl karışımdan konuldu. 

2) Çok iyi vortekslenen serumlardan 200 µl bu karışıma eklendi. 

3) 10 dk oda ısısında bekletilen serumlar quick spin yapılarak kit içinden çıkan 

filtreli tüplere aktarıldı. 

4) Soğutmalı santrifüjde 105 rpm’de 1 dk  santrifügasyondan sonra altta kalan 

sıvı uzaklaştırıldı. 

5) 500 µl inhibitör uzaklaştırma tamponu eklenerek sanrifügasyon basamağı 

uygulandı. 

6) 450 µl yıkama tamponu eklenerek santrifügasyon basamağı uygulandı. Bu 

işlem 2 kere tekrar edildi. 

7) Kalan alkolün uzaklaştırılması amacıyla 150 rpm’de 10 s boş santrifugasyon 

yapıldı. 

8) Temiz ependorf tüplerine bu filtreli tüpler yerleştirilerek 50 µl elüsyon 

tamponu eklenerek santrifügasyon basamağı uygulandı. 

9) Elüsyon tamponu içinde olası viral RNA’ların izolasyonu gerçekleşmiş oldu. 

 

2.3. Real – time PZR 

Real – time PZR için Roche Light cycler cihazı ile “Light Cycler RNA Master 
Hybridization Probes” kullanıldı. 

Light Cycler RNA Master Hybridization Probes içeriği: (3 x 250 µl) Tth DNA 
polimeraz, reaksiyon tamponu ve dNTP karşımıdır. 

 

H2O...................................2,2 µl 

Mangan ............................1,3 µl.........25mM 

HCV primer 1 (forward)...1,0 µl.........10 pmol/µl 

HCV primer 2 (reverse)....1,0 µl.........10 pmol/µl 

Prob 1................................1,0 µl...........5 pmol/µl 



 17

Prob 2.................................1,0 µl..........5 pmol/µl 

Master mix.........................7,5 µl 

Bu karışımdan her tüpe 15’er µl pipetlendikten sonra izolasyonu yapılmış olan 

RNA’lardan 5’er µl eklenerek her tüpte 20 µl olacak şekilde karışım hazırlandı. 

Light cycler cihazına yerleştirilmek üzere kılcal tüplere aktarıldı ve quick spin 

yapıldı. PZR işlemi için döngü ve süreler şu şekilde uygulandı: 

61 ºC          20 dk   ters transkripsiyon 

95 ºC            2 dk   denatürasyon 

95 ºC            0 dk 

55 ºC’den 50 ºC’ye  touch down PZR amplifikasyon 40 döngü 

72ºC            13 s 

40ºC            30 s   soğutma 
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3.BULGULAR 
  
 
6000 adet kan vericisinden toplanmış olan serumlar 125 havuzda toplanarak RT-PZR 

çalışıldı. Kontrol serumları olarak 106, 105, 104 ve103 kopya / ml HCV RNA pozitif 

serumlar kullanılmıştır. Kontrol serumları beklenen döngülerde amplifikasyonlarını 

gerçekleştirmiştir (Şekil1.7.). Yapılan çalışma 103 kopya / ml hassasiyette olup, bu 

koşullar altında çalışılan 125 adet havuzun hiç birinde HCV RNA pozitifliğine 

rastlanmamıştır.  

 

 

 
Şekil 1.7. Realtime-PZR’de kontrol serumlarının sonuçları. 

 

Havuzlarda pozitiflik saptanması halinde pozitif olan havuzun ilk 24’lük havuzu 

çalışılır ve bunda da pozitiflik bulunduğunda o havuzu oluşturan ilk 12’lik havuz 

çalışılır. Pozitif çıkarsa onu oluşturan 6’lık havuz çalışılıp eğer pozitifse o havuzun 
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tüm 8 donörü birden PZR çalışır ve pozitif olan donör saptanır. Negatif çıkan 

havuzlar elenerek, bir sonraki basamaktan dallara ayrılarak pozitif olan donör 

bulunana kadar takip edilir. Böylece son 8’li havuza ulaşıldığında o havuz içindeki 8 

donör tek tek test edilip pozitif donör bulunur. Doğrulama yapılması ve kişinin doğru 

yönlendirilmesi açısından HCV RNA pozitif bulunan donör merkeze çağırılarak 

kendisinden alınan örnekten serolojik testler ( anti-HCV, HBsAg, anti- HIV ve 

sifiliz) ve HCV RNA çalışılır. Eğer pozitifliği doğrulanırsa genotip tayini de yapılıp 

hastanın tedavisine başlanması için ilgili bölüme yönlendirilmesi yapılır. 
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4. TARTIŞMA 
 
Kan/kan ürünü transfüzyonu ile birçok hastanın hayatı kurtarılırken bir yandan da bu 

hastalara bazı virüslerin bulaştırılması söz konusu olmaktadır. Bunu engellemek 

amacıyla  dünyadaki ve ülkemizdeki kan merkezlerinde, taranması yasalarca zorunlu 

olan üç tip virüs (HCV, HBV ve HIV) ve bir bakteri (treponema pallidum), alınan 

tüm kanlarda test edilmekte ve kanların bulaş açısından güvenli bir şekilde hastaya 

ulaştırılması sağlanmaktadır. 

Bununla birlikte, sadece serolojik test yapmak bulaş riskini ortadan 

kaldırmamaktadır. Bu oran virüsün tipine göre değişiklik gösterse de, serolojik testi 

negatif olan bir donörde virüsün enfektif maddesi olan nükleik asidi (RNA ya da 

DNA) pozitif olabilmekte ve bu da kan ve/veya kan ürününden bulaş olmasına 

sebebiyet verebilmektedir. Hastaya güvenli, en az risk taşıyan ürünün kullanılması 

açısından bu durumun da göz önünde bulundurulması oldukça önemlidir. 

Kuzey Amerika’da  16-24 donörlük havuzlar kullanılmakta ve GenProbe ve 

Ampliscreen ile çalışılmaktadır. 1999 yılından itibaren toplam 29 milyon 

donasyonda 113 HCV RNA pozitif, anti-HCV negatif (1:259 000) donasyon 

bildirilmiştir. 

Almanya’da (Transfüzyon Tıbbı ve İmmünhematoloji Enstitüsü, Frankfurt) 96 

donörlük havuzlar kullanılmış ve HCV için Roche Amplicor ile çalışılarak 1997-

2000 yılları içinde 1 087 000 donasyon test edilmiştir. Bunların içinden 2 donörün 

HCV RNA pozitif, anti-HCV negatif (1:543 500) olduğu bildirilmiştir. 

Japon Kızılhaç NAT Tarama Araştırma Grubu, Şubat 2000-Nisan 2001 döneminde 

50 donörlük havuzlardan Multiplex HCV/HBV/HIV reaktifleri ile çalışmış ve 

çalışmasında tüm serolojik pozitif vakaları çalışma dışı tuttuğunu belirtmiştir.6 805 

010 donasyon içinde 25 donörün (1:272 200) HCV RNA pozitif, anti-HCV negatif 

olduğu bildirilmiştir. 

İspanya’da Temmuz 1999-Haziran 2001 arasında COBAS Ampliscreen HCV v2.0 

ile yapılan çalışmada 22-48’lik havuzlar kullanılmış, 1 015 482 donasyon içinden 3 

HCV RNA pozitif, anti-HCV negatif donasyon tespit edilmiştir (1:338 494). 

Bu ülkeler gibi birçok ülke NAT çalışmalarını hızla sürdürmekte ve güvenli kan ve 

kan ürünleri kullanımı için gerekli önlemleri almaktadır. Öyle ki; gelecekteki 

beklentiler, havuz yerine tek donasyon-NAT yönünde ilerlemektedir. Ülkemizde bu 
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konuda ulaşılabilecek güvenilir veriler bulunmadığı gibi konu hakkında yapılmış 

yayınlara ulaşmak da mümkün olmamıştır.  

Bu çalışmada Ağustos 2004-Şubat 2005 dönemine ait 6 aylık süreçte, uygun 

koşullarda saklanan 6000 adet tam kan ve trombosit donasyonuna ait örneklerden 

48’lik havuzlar oluşturularak RT-PZR yöntemi ile HCV RNA pozitif, anti-HCV 

negatif  donasyon olasılığı araştırılmış ve bütün havuzlarda negatif sonuç elde 

edilmiştir. Diğer ülkelerle karşılaştırıldığında; çalışmada kullanılan örnek sayısı 

oldukça az olup elde edilen sonuç beklenti dahilinde görülmektedir. Ne var ki; 

ülkemizde bu konu kapsamında bildirilmiş yeterli çalışma bulunmadığından bu 

çalışmanın geliştirilmesi ve HCV’ye ek olarak diğer virüslerin de çalışma kapsamına 

dahil edilmesi, gelişmiş dünya ülkelerinde olduğu gibi bizim de hastalarımıza 

güvenli kan ve kan ürünlerinin kullanımını sağlayabilmemiz açısından oldukça 

önemlidir. Bu çalışmada kullanılan yöntem, araştırma ve veri sağlama amaçlı olup 

rutin uygulama kapsamı dışındadır. Rutinde uygulanmak üzere seçilecek olan 

yöntem FDA ve WHO’nun belirlediği standardizasyonlara uygun olacak şekilde 

belirlenmeli ve tabii ki maliyet analizi doğru yapılmalıdır.  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 
 
 
Kan merkezi rutin taramalarında anti-HCV, anti-HIV, HBsAg ve sifiliz testleri 

negatif bulunan 6000 tam kan ve trombosit vericisinin serumları 48’lik havuzlar 

haline getirilip, oluşturulan bu 125 adet  havuza  RT-PZR yöntemi uygulanmıştır.  

Realtime PZR ile 103 kopya/ml hassasiyetinde çalışılmış olup HCV RNA pozitif 

vericiye rastlanmamıştır. Başka bir deyişle, bu 6000 vericiden hiç biri Hepatit C 

Virüsünü temel olarak pencere döneminde bulaştırma riski taşımamaktadır. 

Ülkemizde yapılan çalışmalarda, bu ölçüde yapılmış başka bir çalışma 

bulunmamaktadır. Bu çalışmanın hem HCV hem de diğer virüsler (HIV, HBV) 

açısından daha çok sayıda tam kan ve trombosit vericisiyle geliştirilmesi, güvenli kan 

transfüzyonun yapılabilmesi adına önemlidir. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 23

ÖZET 
ANTİ-HCV TARAMASI YAPILMIŞ OLAN KAN VERİCİLERİNDE RT-PZR 

İLE HCV RNA TARAMA ÇALIŞMASI 

 

Bu çalışmada amaç, geniş bir aralıktaki  donör grubunda RT-PZR uygulayarak olası  

HCV RNA pozitif anti-HCV negatif donasyon varlığını tespit etmektir. 

Kan ve kan ürünü transfüzyonu ile birçok hastanın hayatı kurtarılırken bir yandan da 

bu hastalara bazı virüslerin bulaştırılması söz konusudur. Gelişen teknolojiyle 

birlikte kan bankacılığında ileri tetkiklerinin kullanılmaya başlanması, nükleik asit 

amplifikasyon testi (NAT) teknolojisini bu alanda dünya üzerinde giderek 

yaygınlaşan bir tetkik haline gelmiştir. Hepatit C Virüsü (HCV) , tedavisi en zor olan 

hastalıklardan C tipi sarılığa neden olmakta ve bu hastalığa yakalananlarda karaciğer 

hasarı, karaciğer sirozu ve sonunda kanser ve ölüme  kadar gidebilen bir seyir 

görülmektedir. NAT hepatit C virüsünün (HCV) pencere dönemini yaklaşık 41 gün 

kısalttığından dolayı kan vericilerinde bu yöntem uygulanarak daha güvenli kan 

transfüzyonun yapılması sağlanabilir.  

Tüm serolojik testler bakımından negatif olduğu belirlenen 6000 adet serumdan 

48’erli 125 adet havuz oluşturulup HCV RNA izolasyonu ve RT-PCR  yöntemi 

uyguladı. 

Kontrol serumları olarak 106, 105, 104 ve103 kopya / ml HCV RNA pozitif serumlar 

kullanıldı. Kontrol serumları beklenen döngülerde amplifikasyonlarını gerçekleştirdi. 

Yapılan çalışma 103 kopya / ml hassasiyette olup, bu koşullar altında çalışılan 125 

adet havuzun hiç birinde HCV RNA pozitifliğine rastlanmadı. 

Havuzlanarak çalışılan 6000 vericiden hiç birinin hepatit C virüsünü pencere 

döneminde bulaştırma riski taşımadığı gösterilmiştir.Ülkemizde yapılan 

çalışmalarda, bu ölçüde yapılmış başka bir çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışmanın 

hem HCV hem de diğer virüsler (HIV, HBV) açısından daha çok sayıda tam kan ve 

trombosit vericisiyle geliştirilmesi, güvenli kan transfüzyonun yapılabilmesi adına 

önemlidir. 

Anahtar Sözcükler: Nükleik asit amplifikasyon testi, hepatit c virüsü, kan vericileri, 

HCV RNA, RT-PZR 
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SUMMARY 

STUDY OF HCV RNA SCREENING BY RT-PCR IN ANTI-HCV SCREENED 

BLOOD DONORS OF  BLOOD BANK. 

Our purpose in this study is to detect HCV RNA positive, anti-HCV negative 

donations that may exist in a number of donors by RT-PCR.  

Many patients survive by transfusion of blood and blood products but the fact 

remains that these patients can be infected by some viruses during transfusions. As 

the technology develops, the use of nucleic acid amplification test (NAT) technology 

is increasing over the world by applying these assays. 

Hepatitis C Virus (HCV) is a leading cause of liver failure, liver cirrhosis, 

hepatocellular carsinoma and perhaps death. Because NAT shortens the window 

period of HCV approximately for 41 days, applying this assay to blood donors 

should provide the safety of transfusions. 

6000 blood donors whose serological tests were known as negative, were collected in  

48-donor pools and totally 125 pool were applied HCV RNA isolation and RT-PCR. 

As control sera  106,105,104 and 103 copy/ml of HCV RNA positive sera were used. 

Control sera generated amplification cycles as anticipated. The sensitivity of the 

assay was 103 copy/ml and none of the 125 pools met the HCV RNA positive 

criteria. It was shown that none of the 6000 donors that were pooled have a risk of 

HCV in the window period. 

In our country, no previous study has been made in this size. It’s important to 

develope this study with both HCV,and other viruses (HIV,HBV) and with a large 

number of whole blood and platelet donors for safety of blood transfusion. 

Key words: Nucleic acid amplification test,hepatitis c virus, blood donors, HCV 

RNA, RT-PCR. 
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