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pmol Pikomol
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p24 Ag HIV enfeksiyonu varliginda serumda ilk olarak saptanan antijen
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rpm Dakikada dongii sayis1 (Revolutions Per Minute)
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1. GIRIS

1.1.Niikleik Asit Amplifikasyon Testi ve Bulas

Niikleik Asit Amplifikasyon Testi (NAT) wviral niikleik asidin izolasyonu,
cogaltilmas1 ve saptanmasi agamalarindan olusan; ¢ok sayida farkli teknolojiyi icine
alan genel bir test yontemidir. Gelisen teknolojiyle birlikte kan bankaciliginda ileri
tetkiklerin de kullanilmaya baglanmasiyla birlikte, NAT teknolojisi de bu alanda
giderek yayginlasan bit tetkik haline gelmistir. Bu teknoloji, serolojik yontemlere
gore ¢ok daha giivenilir ve hassas olsa da; test maliyetinin serolojik yontemlerden
yiiksek olmasindan dolayi, genel olarak orneklerin belli hacimlerde bir araya
getirilmesiyle olusturulan kii¢iik havuzlarin baglangicta test edilmesi ve pozitiflik
saptanmast halinde o havuzdan geriye doniilerek kademe kademe test edilmesi
yontemi ile, havuzun pozitif ¢ikmasina sebep olan 6rnek ya da drneklerin tek tek
caligilip viriisii tastyan hastanin bulunmasi yoluna gidilmektedir. Boylelikle zaman,
is giicli ve para kayb1 da minimuma indirgenmektedir. NAT’1n kullanim amaglarinin
en basinda serokonversiyon dncesi pencere doneminde yapilan donasyonlar1 ortaya
cikarmak ve bu donasyonlara ait kan ve kan iiriinlerinin hastaya ulagsmasinin 6niine
gecmek gelmektedir. Boylelikle, olabilecek en az riske sahip, en giivenilir kan

transfiizyonun gerceklesmesi saglanabilmektedir.

1.1.1 Rezidiiel Risk ve Kan Transfiizyonunda Viral Giivenlik

Bir kan ve kan irilinliniin glivenligi s6z konusu oldugunda halkin beklentisi, kan
transflizyonunda viral ajanin bulagma riskinin olmamas1 yoniindedir. Ancak virlise
maruz kalma ve viriisiin NAT ve serolojik tetkiklerle saptanabilmesi arasinda gegen
eklips fazindan dolay1 bu riskin sifirlanmast miimkiin olmamaktadir. Son 20 yil
icinde, kan merkezlerinde bagislanan kanlara yapilan laboratuar testlerinin
gelistirilmesiyle, kan nakli yoluyla virlis bulagsma riskinde c¢arpict bir diisiis
gozlenmektedir (Sekil 1.1). Su anda diinyadaki risk araligi major viral ajanlar i¢in 50

000 iinitede 1 ila 700 000 {initede 1 arasinda degigmektedir. Geriye kalan bu riskin 4



kaynag1 vardir; dnserokonversiyon (pencere donemi) donasyonlari, viral varyantlar,

atipik serokonversiyon ve laboratuar test hatalari. (Busch ve ark.,2000)
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Sekil 1.1. Transfiizyon sonras1 komplikasyon risk hesaplari. (Transfusion 2000; 40:143-159)

Cizelge 1.1. NAT calisan tilkelerdeki rezidiiel risk oranlari

ABD INGILTERE ITALYA AVUSTRALYA | HONG KONK

1:493

HIV 000 <1:2 000 000 1:408 000 1:1 200 000 1:877 147
1:103
HCV <1:200 000 1:230 000 1:250 000 1:86 137
000
1:50 000-170
HBV | 1:63 000 1:63 400 1:160 000 1:3357

000




1.1.2. Pencere Donemi ve NAT

Pencere donemi, viral ajana maruz kalinmasindan itibaren viicutta antikorlarin
olusmasina kadar olan siirectir. Pencere doneminin eklips fazi virlise maruz
kaldiktan hemen sonra, viral replikasyonun doku bdlgelerine sinirlandirildigi ve
saptanabilir vireminin olmadig1 en erken sathadir. Pencere doneminin enfeksiy6z
sathasi, eklips fazindan sonra ve serokonversiyondan onceki dénemdir. Hepatit C
virlisii (HCV), hepatit B viriisii (HBV) ve human immunodeficiency virus (HIV)
Ozellikle serokonversiyonun erken safhalarinda ve c¢ogunlukla da hastalik
stiresince hasta bireyin viicudunda belirti gdstermeden enfeksiyon olusturan
viriislerdir. Belirtiler (hepatit, grip benzeri) virlis replikasyonundan ya da
viremiden daha ¢ok doku hasar1 sonucu olusan, viriise kars1 immiin yanit1 yansitan
sekildedir. Bu yiizden, birincil enfeksiyonun antikor 6ncesi doneminde pek fazla
bilgi vermezler. NAT ne kadar hassas olursa olsun, viremik olmayan eklips faz
yiiziinden hi¢bir zaman ‘viriisle karsilagma-serokonversiyon’ pencere dénemini
tamamen kapatmak miimkiin olamayacaktir. Bununla birlikte; NAT , birincil
enfeksiyonun viremik fazi sirasinda yapilan hemen hemen tiim donasyonlari

saptayabilir.

HIV enfeksiyonunda HIV antikoru 22. giinde saptanabilmektedir. P24 antijenini
saptayabilen testlerde viriisiin varlig1 16. giinde tespit edilmektedir. HIV RNA ise
serumda 11. giinde saptanabilmekte ve bu durum hastalig1 11 giin daha erken

ortaya ¢cikarmaktadir (Sekil 1.2.).
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Sekil 1.2. HIV pencere donemi
HBV enfeksiyonu varliginda HbsAg 56. giin ile 120. giin arasinda tespit
edilebilir. 120 giiniin sonunda HbsAg seviyesi diismesiyle ALT diisiis, anti-HBs

yiikselis gostermektedir. HBV DNA ise 33. giinden itibaren serumda tespit
edilmeye baglar (Sekill.3.).
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Sekil 1.3. HBV pencere donemi
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Sekil 1.4. HCV pencere donem

HCV’nin pencere donemini anlamada 3 veri kaynagi kullanilmistir.

1)

2)

Bir plazma vericisi serokonversiyon oldugunda, bundan Onceki seri
donasyonlar1 test edilerek, siirecin ve karaciger enzim artist ile antijen
olusumu olmadan 6nceki HCV RNA seviyelerinin anlasilmasi saglanir.
HIV’in aksine, RNA pozitif antikor negatif durumunun belirgin oldugu HCV
ile, ALT ve antikor serokonversiyonundan Once, uzayan bir yiiksek titre
viremik faz vardir. Ek olarak, negatif RNA NAT sonucundan pozitife gegis,
HCV’de asir1 hizlidir. ~ 0,1 giin olarak hesaplanan, viriisiin olagandis1 bir
hizda kendini sayisal olarak ikiye katladigi zaman, bu gecisin oldugu andir.
Bir ¢alismada, serokonversiyondan 6nce HCV RNA pozitifliginin siiresi
ortalama 41 giindiir (Busch ve ark.,, 2003). Bu donem sirasinda RNA
kopyalarinin sayist ml’de 100 000’in iizerine ¢ikmistir. Havuzlarin
genisligi 100-500 donasyon bile olsa, bu yiiksek titre viremi faziyla HCV,
havuzlanan oOrneklerden c¢alisitlan NAT ile tespit edilmeye oldukca
uyumludur.

HCYV pencere doneminin 2. veri kaynagi 70’lerin sonlarinda kan nakli sonrasi
ortaya cikan hepatit vakalaridir. Bu vakalarin analizlerinden elde edilen
bulgular serokonversiyon gegiren plazma vericilerinin verilerine benzerlik
gosterir. Viriisle karsilagsma tarihi (6r. kan nakli) bilindiginden, bir¢ok alicinin
enfeksiyondan itibaren 10 giin i¢inde yiiksek seviyede viremi gelistirdigi

gosterilebilir.  ALT  yiikselmesi ve ~10 gin sonra  antikor



serokonversiyonundan Once ortalama 40 giinliik yiliksek seviyede viremi
donemi izler. (Sekill .4.).

3) Sempanze enfektifligi ¢alismalar1 insanlardaki gozlemlerle uyusmaktadir.
RNA NAT ile, inokulasyondan ortalama 9 giin sonra saptanmis ve antikor ise

inokulasyondan 73 giin sonra saptanmistir. (Busch ve ark., 2005)

Diger viriislerle karsilastirildiginda HCV’deki yaklasik 41 giinliik kazang NAT
calismalarinda dikkatin bu viriise ¢ekilmesini saglamaktadir (Cizelge 1.2.) (Keller ve

ark., 2005).

Cizelge 1.2. NAT 1 saglayacagi beklenen teorik verim

Viriis Marker Pencere Beklenen Hesaplanan | Klinik
Doénemi Kazang Etkinlik/10° | Veriler
(glin) (gilin) donasyon
HBV DNA 56 6-25 9,1
HCV RNA 80 41-59 2,7
HIV RNA 22 6-11 2
p24Ag 6 1 1/12x10°

1.1.3. NAT Uygulamasinin Ortaya Cikisi

1999 haziran ayinda Avrupa Komitesi, fraksinasyon yapilan biitiin plazma
triinlerinin NAT ile HCV RNA negatif oldugunun gosterilmesi karar1 aldi. Bu
tarihten itibaren Almanya’da bulunan Paul Erlich Enstitiisii bunu uygulama karari
aldi. Amerika Birlesik Devletleri kan merkezleri bu tarihten itibaren bu karart HIV
ve HCV icin uygulamaya basladi ve sadece Gen Probe ve Roche sistemlerini
kullandi. Kanada kan servisleri 1999 Ekim’den itibaren NAT uygulamaya basladi.
Avustralya 2000 Haziran aymnda HIV ve HCV i¢in kan donérlerinde NAT
uygulamaya gecti. Japon Kizilhag¢’1 1999 hazirandan beri NAT’1 HCV, HIV ve HBV
i¢in uygulamaktadir. HCV RNA NAT uygulayan iilkeler sirasiyla Avustralya, Yeni



Zelanda, Japonya, A.B.D., Kanada, Almanya, Fransa, Avusturya, Italya, Hollanda,

Ingiltere, Finlandiya, Norveg, Ispanya (kismen) ve Hong Kong’tur.

1.1.4. NAT Teknolojisinde Kullanilan Sistemler

HCV, HIV ve bazi vakalarda HBV NAT ig¢in ticari kitler halen ¢alisma altinda olup
sunlar1 i¢cine almaktadir: PZR tabanli yontemler (Roche Laboratories, Indianapolis,
IN; Abbott Laboratories, Abbott Park, IL), bir transkripsiyon aracili ¢ogaltma
yontemi (GenProbe, San Diego, CA), bir bDNA sinyal ¢ogaltma yontemi ( Chiron
Corp,. Emeryville, CA), ve niikleik asit tabanli sinyal ¢ogaltma yontemi (NucliSens,
Organon Teknika, Durham, NC). Roche ve Abbott’un kitleri RT-PZR tabanl kitler
olup, sonradan kolorimetrik olarak saptanan c¢ok sayida c¢ogaltilmis viral DNA
kopyalar iiretir. GenProbe, viral RNA’y1 DNA’ya ¢eviren enzimleri kullanir, bu
daha sonra milyarlarca adet kolay saptanabilen RNA amplikonlarini olusturur.
bDNA sinyal ¢ogaltma yontemi ise, viral niikleik aside bir kere baglanan sinyalin
cogaltilmasina dayanir. Bu yontemler sadece farkli teknolojilere dayali degildir aym

zamanda farkli standartlar, kontroller ve farkli saptama yontemleri kullanmaktadir:

I. PZR tabanl tetkikler (Roche Cobas Ampliscreen) (Resim 1.1.)
II. Transkripsiyon aracili amplifikasyon (TMA) (GenProbe)

III. Digerleri, in-house PZR preparasyonlarini igerir

COBAS Ampliscreen

Resim 1.1. Cobas Ampliscreen cihazi.



Gen Probe

FDA tarafindan yakin zamanda (Subat 2002) gelistirildi. (Resim 1.2.)Uc¢ ana
basamagi vardir:

1) Ornek hazirlanmasi ve hedef yakalama
RNA hedefe 6zgiil oligoniikleotidlere hibridize olur ve manyetik alanda plazmadan
ayrilan manyetik mikropartikiiller tarafindan yakalanir.
2) Transkripsiyon Aracili Amplifikasyon (TMA)tek basamakli izotermal
amplifikasyon
- hedef RNA’dan ilk cDNA sentezi ve sonrasinda cDNA’nin ¢ok sayida RNA
amplikonuna in-vitro transkripsiyonu

3) Amplikona hibridize olan bir kemiliiminesan prob ile saptama

Resim 1.2. Chiron Procleix hedef yakalama sistemi.

1.2. HCV

Hepatit C viriisii (HCV), Flaviviridae familyasina ait hepacivirus cinsinin tek
tiyesidir. HCV, eskiden non-A,non-B Hepatiti diye bilinen 1989 yilinda tanimlanmus,
tek zincirli bir RNA virusudur. HCV, parenteral yolla bulasan bir viriistiir ve
Ozellikle, intravenodz ila¢ kullananlarda ¢ok yaygindir. Bu virus, eritrosit, platelet,
plazma ve kryopresipitatla bulasabilmektedir. Viral inaktivasyon tekniklerinin
kullanimindan oOnce, faktér konsantreleri ve immiinglobulin preperatlartyla da
bulasabiliyordu. HCV, genellikle (%80) akut fazda asemptomatiktir ama, vakalarin
%85’ine kadar varabilecek kisminda kronik enfeksiyon meydana gelebilir. Hastalarin

kiigiik bir kisminda 20-30 yillik siire¢ icerisinde , kronik aktif hepatit, siroz ve



hepatoselliiler karsinoma gibi sekeller olusabilmektedir. Diisiik HCV prevalansina
sahip iilkelerde HCV ile enfekte kan dondrlerinin %40-50’sine bulagin kan
transfliizyonu ile oldugu bilinmektedir (Forns ve Bukh, 1999).

1990’dan beri, bagislanan kanlarda HCV antikor taramasi rutin olarak yapilmaktadir.
HCV antikoru , enfeksiyondan yaklasik 70 giin ( 10-20 hafta) kadar sonra gelismekte
ve yasam boyunca ayni diizeyde seyretmektedir . Dolayistyla HCV nin transfiizyonla
bulas1 da hastaligin alinmasi ile, antikorlarin kanda tespit edilebildigi 70 giinliik siire
igerisinde bagislanmis olan kanlarla meydana gelmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki kan donorlerine ait verilere gére pencere doneminde yapilan kan
bagislarinin neden oldugu bulagma riskinin 1/103.000 oldugu tahmin edilmektedir.
1990’larda HCV antikor tarama testinin gelistirilmesiyle bu oran 1/120.000’¢
diismiistiir. HCV niikleik asit testi, pencere siirecini 42 ile 56 giine kadar diistirmekle
transfiizyonla bulagsma riskini de 1/250.000 — 1/500.000 civarina indirmistir. . 1989
yilinda Anti-HCV taramasinin baglatilmasiyla, 6zellikle de son zamanlarda iigiincii
kusak testlerin kullanirm1 HCV’ye bagli transflizyon sonrasi hepatitlerinde %90’lara

varan bir azalma saglamstir.

HCV, Diinya iizerinde 6 genotip, birgok alttip ve niikleotid farkliligina dayanan
izolatlara sahiptir. Birey icinde ise “quasispecies” ismiyle adlandirilan ¢esitlilige
sahiptir. Genotipler, hastaligin ilerleyisine etki etmez ancak antiviral tedaviye yaniti
etkiler. Ornegin; genotip 2 ve 3, alfa-interferon tedavisine, genotip 1’den daha fazla
yanit verir. Bunun sebebi heniiz bilinmemektedir. (Moradpour ve ark.,2004).

RNA polimerazin proofreading aktivitesinin olmamas1 ve HCV replikasyon oraninin
yiiksek olmasi, enfekte bir birey i¢inde yiiksek genetik ¢esitlilige sebep olur. Bu viral
genetik varyantlar “quasispecies” olarak adlandirilir. Bu varyantlar HCV i¢in ilag
gelistirilmesini olanaksiz kilmakta ve tedaviyi giiclestirmektedir.

Virion, E1 ve E2 glikoproteinlerinin yaptig1 heterodimerler ile bir ikozahedral lipid
membrandan olusur. Viral membran i¢inde bir ikozahedral niikleokapsid oldugu

distiniilmektedir. (Resim 1.3.)

Lipid zarf, heterodimer olusturan E1 ve E2 glikoproteinlarini igerir. Zarf i¢inde

HCV genomunun oldugu viral kapsid vardir.
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vereeeaes Zatf Glikoprotein §
E1l

.. ........ Kapsid Protein
- , ‘
s e e MOKIEDK Asit

e -0 23T lipit

o - ... Zarf Glikoprotein
E2 ,

Resim 1.3. insan HCV modeli
1.2.1. HCV Genomu

5” ucunda bulunan IRES (i¢ ribozom giris bolgesi) viral RNA’nin cap-bagimsiz
translasyonu i¢in sarttir. 3000 aminoasitlik poliproteinin kodlandig1 bir agik okuma
bolgesi (ORF) vardir. Bu poliprotein 6nce tek bir peptit olarak translasyona ugrar.
Daha sonra viral ve hiicresel proteazlarla islenir.( Sekil 1.5.).
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Kor protein (niikleokapsid)

SuT Envelop glikoprotein-1
HVR-1

Envelop glikoprotein-2
HVR-2

Viroporin ?

ORF Zn bagimli proteinaz
Zn bagiml proteinaz, serin proteaz, helikaz

NS3 kofaktor

ER’den gelen membranéz ag olusumu

islevi bilinmiyor; replikaz bileseni?
3uT

RNA bagimli RNA polimeraz

Sekil 1.5. HCV RNA Genomu ve kodlanan proteinlerin semasi

E2’de 2 cok cesitlilik gosteren bolge bulunur (HVRs) ve HCV genomunun genetik
olarak en c¢esitli bolgesidir. Bu, virlisiin konak immiin yanitindan kagisini saglar.
p7’nin viroporin ailesine ait oldugu.ve viriisiin olgunlasmasi ve saliniminda rol
oynadig1 disiiniilmektedir. NS4B’nin ekspresyonu, konak hiicrenin endoplazmik
retikulumundan elde edilen bir membrandz agin olusumuna yol acar. Bunun; viral
replikasyon sirasinda viral RNA ve proteinleri birlestirebilen bir ¢at1 gibi davrandigi
distiniilmektedir.

Tim bu proteinler muhtemel ila¢ hedefleri olsa da, zarf glikoproteinleri ¢ok ¢esitlikik
gosterdiginden dolay1 hedef olarak daha az etkilidirler. NS5B, RNA polimeraz,
gelisimde polimeraz inhibitorlerinin hedefidir ve NS3 ise bir proteaz inhibitoriiniin

hedefidir.

1.2.2. HCV’nin Epidemiyolojisi

HCV, diinya niifusunun % 3’ {inii yani yaklasik 170 milyon insan1 enfekte

etmektedir. Bu, HIV-1 ile enfekte olan insan sayisinin 5 kat1 demektir. HCV, kronik
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hepatit, karaciger sirozu ve hepatoseliiler karsinoma neden olur ve karaciger
nakillerinin sebeplerinden biridir.

Viriis, kan ve kan triinleri, damar i¢i ilag kullanim1 gibi nedenler yoluyla bulasir ve
cevresel yiizeylerde 16 saatten fazla ve muhtemelen 4 giine kadar yasayabildigi
saptanmistir (CDC FAQ).

Diinya saglik orgiitiiniin verilerine gore Afrika HCV enfeksiyonunda en yiiksek
prevalansa sahiptir. Ardindan dogu Akdeniz ve bat1 Pasifik bolgeleri gelmektedir.
(Cizelgel .3.)

Cizelge 1.3. Diinyadaki HCV enfeksiyonu prevalansi. (Weekly Epidemiological Record No.
49 / Dec, 1999 / WHO )

Afrika 602 5.3 31.9 12
'Amerika 785 1.7 13.1

Dogu Akdeniz 466 4.6 21.3 7
Avrupa 858 1.03 8.9 19
Guney-Dogu |, 54, 215 32.3 3
Asya

Bat1 Pasifik 1600 3.9 62.2 11
Toplam 5811 3.1 169.7 59

1.2.3. HCV Genotiplerinin Dagilimi:

Bati diinyasindaki HCV hastalariin ¢ogunlugu genotip 1’1 olustururken ardindan
genotip 2 ve 3 gelir. Genotip 4 ve 5 Afrika’da, genotip 6 ise Asya’da ortaya ¢ikar.

Tirkiye’nin genotipi 1b olarak tespit edilmistir.
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Resim 1.4. HCV genotipleri ve diinya genelinde dagilimi.

1.3. Calismanin Amaci

Bu c¢alismada; kan merkezlerinde yapilan serolojik testlerin HCV nin bulas riskini ne
kadar ortadan kaldirdigin1 gorebilmek i¢in genis bir araliktaki dondr grubunda
Realtime-PCR uygulayarak, transfiizyon icin fizik muayenede uygun bulunan
dondrler i¢inde olast HCV RNA varliginin arastirilmasi, yani bagka bir deyisle

pencere doneminin incelenmesi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Serumlarin Havuzlanmasi

Bu islem i¢in A.U. Ibn-i Sina Hastanesi Kan Merkezi’nde fizik muayeneden gegen
ve “kan verebilir” onayr alan tam kan ve trombosit vericilerinden elde edilen
serumlar, rutin serolojik testlerin calisilmasindan hemen sonra vidali kapakli kuru
tiiplerde -80 °C’de saklanmistir. Tiim serolojik testler (anti-HCV, anti-HIV, HBsAg,
sifiliz) bakimindan negatif oldugu belirlenen 6000 adet serum c¢alismaya
alimmistir.Bu 6rnekler oda sicakliginda ¢oziilerek 48’erli havuzlar halinde ayrilmis
olup her bir 48’lik havuzu olusturmak i¢in 8 adet 6 ayr1 donasyonu igeren serum bir
araya getirilmistir. Bu 6’11 havuzlardan ikiser tanesi bir araya getirilip 12’li 4 havuz,
bunlar da bir araya getirilip 24’lii 2 havuz elde edildikten sonra bu havuz finalde
calismaya alinacak olan 48’li havuzu olusturmak iizere bir araya getirilmis ve
sonugta 125 adet 48’lik serum havuzlar1 elde edilmistir (Sekil 1.6.). Her bir serum ve
yapilan her bir havuz ¢ok iyi vortekslenerek RNA elde etme islemi dncesinde -20
°C’de saklanmistir. Havuzlama islemi temiz bir kabin i¢inde steril malzemeler

kullanilarak yapilmistir.



6x200p1
=1200ul

6 6 6 6 6

VoA

2x600ul
=1200pl

12 12

2x600ul
=1200pl

24

2x600ul=
1200ul

Sekil 1.6. Serumlarin havuzlanmasi.

48 donor

’

(200ul)
izolasyon

(15ul)
RT-PZR

’

Sonucg

12

24

15
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2.2. Havuzlanan Serumdan HCV RNA Izolasyonu
Serumdan HCV RNA izolasyonu yapmak i¢in Roche High Pure Viral RNA Kit
kullanildi.

1)

Her 24 adet havuz i¢in 10 ml baglanma tamponu i¢ine 100 pl poly A eklenip
karistirildi. Her bir ependorf tiipiine 400 pl karisimdan konuldu.

2) Cok iyi vortekslenen serumlardan 200 pl bu karigima eklendi.

3) 10 dk oda 1sisinda bekletilen serumlar quick spin yapilarak kit i¢inden ¢ikan
filtreli tiiplere aktarildi.

4) Sogutmali santrifiijde 105 rpm’de 1 dk santrifligasyondan sonra altta kalan
stvi uzaklastirildi.

5) 500 ul inhibitdr uzaklastirma tamponu eklenerek sanrifiigasyon basamagi
uygulandi.

6) 450 pl yikama tamponu eklenerek santrifiigasyon basamagi uygulandi. Bu
islem 2 kere tekrar edildi.

7) Kalan alkoliin uzaklastirilmasi amaciyla 150 rpm’de 10 s bos santrifugasyon
yapildi.

8) Temiz ependorf tiiplerine bu filtreli tlipler yerlestirilerek 50 pl eliisyon
tamponu eklenerek santrifligasyon basamagi uygulandi.

9) Eliisyon tamponu i¢inde olas1 viral RNA’larin izolasyonu gerceklesmis oldu.

2.3. Real — time PZR

Real — time PZR i¢in Roche Light cycler cihazi ile “Light Cycler RNA Master
Hybridization Probes” kullanildi.

Light Cycler RNA Master Hybridization Probes icerigi: (3 x 250 pl) Tth DNA
polimeraz, reaksiyon tamponu ve dNTP karsimidir.

HCV primer 1 (forward)...1,0 pl......... 10 pmol/ul
HCV primer 2 (reverse)....1,0 ul......... 10 pmol/ul
Prob 1. 1,0 ul........... 5 pmol/ul
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Prob 2. 1,0 ul.......... 5 pmol/ul

Master miX........ccceevueenenne 7,5 wl

Bu karigimdan her tiipe 15’er ul pipetlendikten sonra izolasyonu yapilmis olan
RNA’lardan 5’er pl eklenerek her tiipte 20 pl olacak sekilde karigim hazirlandi.
Light cycler cihazina yerlestirilmek iizere kilcal tiiplere aktarildi ve quick spin
yapildi. PZR islemi i¢in dongii ve siireler su sekilde uygulandi:

61°C 20 dk ters transkripsiyon

95°C 2 dk denatiirasyon

95°C 0 dk

55°C’den 50 °C’ye touch down PZR amplifikasyon 40 dongii
72°C 13s

40°C 30 s sogutma
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3.BULGULAR

6000 adet kan vericisinden toplanmis olan serumlar 125 havuzda toplanarak RT-PZR
¢alisildi. Kontrol serumlari olarak 10°, 10°, 10* ve10® kopya / ml HCV RNA pozitif
serumlar kullanilmistir. Kontrol serumlar1 beklenen dongiilerde amplifikasyonlarini
gerceklestirmistir (Sekill.7.). Yapilan ¢alisma 10° kopya / ml hassasiyette olup, bu
kosullar altinda c¢alisilan 125 adet havuzun hi¢ birinde HCV RNA pozitifligine

rastlanmamuistir.

Sekil 1.7. Realtime-PZR’de kontrol serumlarinin sonuglari.

Havuzlarda pozitiflik saptanmasi halinde pozitif olan havuzun ilk 24’liikk havuzu
calisilir ve bunda da pozitiflik bulundugunda o havuzu olusturan ilk 12°lik havuz

calisilir. Pozitif ¢ikarsa onu olusturan 6’lik havuz ¢alisilip eger pozitifse o havuzun



19

tim 8 dondrii birden PZR calisir ve pozitif olan dondr saptanir. Negatif ¢ikan
havuzlar elenerek, bir sonraki basamaktan dallara ayrilarak pozitif olan dondr
bulunana kadar takip edilir. Boylece son 8’li havuza ulasildiginda o havuz i¢indeki 8
donor tek tek test edilip pozitif donor bulunur. Dogrulama yapilmasi ve kisinin dogru
yonlendirilmesi agisindan HCV RNA pozitif bulunan dondr merkeze c¢agirilarak
kendisinden alinan 6rnekten serolojik testler ( anti-HCV, HBsAg, anti- HIV ve
sifiliz) ve HCV RNA calisilir. Eger pozitifligi dogrulanirsa genotip tayini de yapilip

hastanin tedavisine baglanmasi icin ilgili boliime yonlendirilmesi yapilir.
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4. TARTISMA

Kan/kan {irlinii transfiizyonu ile bir¢ok hastanin hayati kurtarilirken bir yandan da bu
hastalara bazi viriislerin bulastirilmasi s6z konusu olmaktadir. Bunu engellemek
amaciyla diinyadaki ve iilkemizdeki kan merkezlerinde, taranmasi yasalarca zorunlu
olan ti¢ tip virtis (HCV, HBV ve HIV) ve bir bakteri (treponema pallidum), alinan
tiim kanlarda test edilmekte ve kanlarin bulas acisindan giivenli bir sekilde hastaya
ulagtirilmasi saglanmaktadir.

Bununla birlikte, sadece serolojik test yapmak bulas riskini ortadan
kaldirmamaktadir. Bu oran viriisiin tipine gore degisiklik gosterse de, serolojik testi
negatif olan bir dondrde viriisiin enfektif maddesi olan niikleik asidi (RNA ya da
DNA) pozitif olabilmekte ve bu da kan ve/veya kan iirlinlinden bulas olmasina
sebebiyet verebilmektedir. Hastaya giivenli, en az risk tasiyan {riiniin kullanilmasi
acisindan bu durumun da g6z 6niinde bulundurulmasi oldukga énemlidir.

Kuzey Amerika’da  16-24 donorliik havuzlar kullanilmakta ve GenProbe ve
Ampliscreen ile c¢alisilmaktadir. 1999 yilindan itibaren toplam 29 milyon
donasyonda 113 HCV RNA pozitif, anti-HCV negatif (1:259 000) donasyon
bildirilmistir.

Almanya’da (Transfiizyon Tibb1 ve Immiinhematoloji Enstitiisii, Frankfurt) 96
dondrliik havuzlar kullanilmis ve HCV i¢in Roche Amplicor ile ¢alisilarak 1997-
2000 yillar1 iginde 1 087 000 donasyon test edilmistir. Bunlarin i¢inden 2 dondriin
HCV RNA pozitif, anti-HCV negatif (1:543 500) oldugu bildirilmistir.

Japon Kizilhag NAT Tarama Arastirma Grubu, Subat 2000-Nisan 2001 déneminde
50 dondrliik havuzlardan Multiplex HCV/HBV/HIV reaktifleri ile ¢alismis ve
calismasinda tiim serolojik pozitif vakalar1 ¢calisma dis1 tuttugunu belirtmistir.6 805
010 donasyon i¢inde 25 dondriin (1:272 200) HCV RNA pozitif, anti-HCV negatif
oldugu bildirilmistir.

Ispanya’da Temmuz 1999-Haziran 2001 arasinda COBAS Ampliscreen HCV v2.0
ile yapilan calismada 22-48’lik havuzlar kullanilmis, 1 015 482 donasyon i¢inden 3
HCV RNA pozitif, anti-HCV negatif donasyon tespit edilmistir (1:338 494).

Bu tilkeler gibi birgok lilke NAT ¢alismalarini hizla siirdiirmekte ve giivenli kan ve
kan diriinleri kullammi igin gerekli onlemleri almaktadir. Oyle ki; gelecekteki

beklentiler, havuz yerine tek donasyon-NAT yéniinde ilerlemektedir. Ulkemizde bu
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konuda ulasilabilecek giivenilir veriler bulunmadigi gibi konu hakkinda yapilmis
yayinlara ulasmak da miimkiin olmamustir.

Bu calismada Agustos 2004-Subat 2005 donemine ait 6 aylik silirecte, uygun
kosullarda saklanan 6000 adet tam kan ve trombosit donasyonuna ait orneklerden
48’1lik havuzlar olusturularak RT-PZR yontemi ile HCV RNA pozitif, anti-HCV
negatif donasyon olasilif1 arastirilmis ve biitlin havuzlarda negatif sonug elde
edilmistir. Diger iilkelerle karsilastirildiginda; calismada kullanilan 6rnek sayisi
oldukca az olup elde edilen sonug¢ beklenti dahilinde goriilmektedir. Ne var ki;
tilkemizde bu konu kapsaminda bildirilmis yeterli calisma bulunmadigindan bu
calismanin gelistirilmesi ve HCV’ye ek olarak diger viriislerin de ¢alisma kapsamina
dahil edilmesi, gelismis diinya iilkelerinde oldugu gibi bizim de hastalarimiza
giivenli kan ve kan fdirtinlerinin kullanimini saglayabilmemiz acisindan oldukca
onemlidir. Bu ¢aligmada kullanilan yontem, aragtirma ve veri saglama amaclh olup
rutin uygulama kapsami disindadir. Rutinde uygulanmak iizere secilecek olan
yontem FDA ve WHO’nun belirledigi standardizasyonlara uygun olacak sekilde

belirlenmeli ve tabii ki maliyet analizi dogru yapilmalidir.
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5.SONUC VE ONERILER

Kan merkezi rutin taramalarinda anti-HCV, anti-HIV, HBsAg ve sifiliz testleri
negatif bulunan 6000 tam kan ve trombosit vericisinin serumlart 48’lik havuzlar
haline getirilip, olusturulan bu 125 adet havuza RT-PZR yontemi uygulanmistir.
Realtime PZR ile 10° kopya/ml hassasiyetinde galistimis olup HCV RNA pozitif
vericiye rastlanmamistir. Baska bir deyisle, bu 6000 vericiden hi¢ biri Hepatit C
Viriisiinii temel olarak pencere doneminde bulastirma riski tagimamaktadir.
Ulkemizde yapilan calismalarda, bu olgiide yapilmis baska bir calisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin hem HCV hem de diger viriisler (HIV, HBV)
acisindan daha cok sayida tam kan ve trombosit vericisiyle gelistirilmesi, giivenli kan

transflizyonun yapilabilmesi adina 6nemlidir.
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OZET
ANTI-HCV TARAMASI YAPILMIS OLAN KAN VERICILERINDE RT-PZR

ILE HCV RNA TARAMA CALISMASI

Bu ¢alismada amag, genis bir araliktaki dondr grubunda RT-PZR uygulayarak olasi
HCV RNA pozitif anti-HCV negatif donasyon varligini tespit etmektir.

Kan ve kan iirlinii transfiizyonu ile bir¢ok hastanin hayati1 kurtarilirken bir yandan da
bu hastalara bazi1 virlislerin bulastirilmast s6z konusudur. Gelisen teknolojiyle
birlikte kan bankaciliginda ileri tetkiklerinin kullanilmaya baglanmasi, niikleik asit
amplifikasyon testi (NAT) teknolojisini bu alanda diinya iizerinde giderek
yayginlasan bir tetkik haline gelmistir. Hepatit C Viriisii (HCV) , tedavisi en zor olan
hastaliklardan C tipi sariliga neden olmakta ve bu hastaliga yakalananlarda karaciger
hasar1, karaciger sirozu ve sonunda kanser ve Oliime kadar gidebilen bir seyir
goriilmektedir. NAT hepatit C viriisiiniin (HCV) pencere donemini yaklasik 41 giin
kisalttigindan dolay1 kan vericilerinde bu yontem uygulanarak daha giivenli kan
transfliizyonun yapilmasi saglanabilir.

Tiim serolojik testler bakimindan negatif oldugu belirlenen 6000 adet serumdan
48’erli 125 adet havuz olusturulup HCV RNA izolasyonu ve RT-PCR yontemi
uyguladi.

Kontrol serumlar1 olarak 10°, 10°, 10* ve10® kopya / ml HCV RNA pozitif serumlar
kullanild1. Kontrol serumlar1 beklenen dongiilerde amplifikasyonlarini gerceklestirdi.
Yapilan ¢alisma 10° kopya / ml hassasiyette olup, bu kosullar altinda calisilan 125
adet havuzun hi¢ birinde HCV RNA pozitifligine rastlanmadi.

Havuzlanarak calisilan 6000 vericiden hi¢ birinin hepatit C viriisiinii pencere
doneminde  bulastrma riski tasimadigi  gosterilmistir.Ulkemizde  yapilan
caligmalarda, bu 6l¢iide yapilmis bagka bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin
hem HCV hem de diger viriisler (HIV, HBV) agisindan daha ¢ok sayida tam kan ve
trombosit vericisiyle gelistirilmesi, glivenli kan transfiizyonun yapilabilmesi adina
Oonemlidir.

Anahtar Soézciikler: Niikleik asit amplifikasyon testi, hepatit ¢ viriisii, 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 10°,10°,10* and 10° copy/ml of HCV RNA positive sera were used.
Control sera generated amplification cycles as anticipated. The sensitivity of the
assay was 10’ 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
HCYV 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 ¢ virus, blood donors, HCV

RNA, RT-PCR.
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Yabanci Dil: ingilizce
III- Mesleki Deneyim:
A.U. Ibn-i Sina Hastanesi Kan Merkezi Eliza Laboratuvar1 2002-2006
Mikroeliza cihazi ile kan donorleri serolojik testleri
Kan firtinleri kalite kontrol stok giris
A.U. Ibn-i Sina Hastanesi Merkez Laboratuvari 2006
Makroeliza cihaziyla kan dondrleri serolojik testleri
HCV RIBA anti-HCV dogrulama testi
HCV RNA izolasyon ve RT-PCR c¢aligsmalari
I'V- Katildig1 Kurs ve Sertifika:
Saglik Bakanligi Kan Bankacilig1 Uygulamalar1 Egitim Sertifikas1
V- Seminerler:
Primer Tasarimi
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