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HEPATIT C VIRUSU INFEKSIYONUNUN TANISINDA TICARI BIR
KIT (AMPLICOR HCV) ILE NESTED PCR'IN KARSILASTIRILMASI

Salih Tiirkoglu, Miirvet Bozaci, Banu Bayraktar, Ayfer Ataysaggin, Selim Badur

OZET

Hepatit C virusu (HCV) infeksiyonlarinda RT-PCR, vireminin gosterilmesi igin bagvurulabilecek en 6nemli

tekniktir.

Bu galigmada, bilim dalimizda uygulanmakta olan tek tiip nested RT-PCR ile, Roche tani sistemlerinin geligtir-

digi HCV-

kiti (Amplicor (MHCV, Roche Diagnostics) 71 kronik hepatitli olgunun serumlan kullanilarak

kargilagtinlmigtir. Bu amagla 54 anti-HCV pozitif ve 17 negatif serum drnegi test edilmigtir. Her iki testle 47 ser-
um dmegi pozitif,16 serum 6rnegi negatif bulunmugtur. Sekiz serum 6rnegi yalnizca nested RT- PCR'la pozitif so-
nug vermistir ve kullandigimiz nested-PCR'in Roche kitine gire daha duyarh oldugu sonucuna vanlmustir.
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SUMMARY

Comparison of a commercial assay (Amplicor HCV) with nested PCR in the diagnosis of hepatitis
C virus infection.

RT-PCR is the most significant assay for detection of circulating viral RNA in Hepatitis C virus infection. In
this study we compared our single tube nested RT-PCR assay with a commercial HCV-PCR kit (Amplicor
(™HCV, Roche Diagnostics) for detection of HCV-RNA in sera from 71 chronic hepatitis patients. 54 anti-HCV
positive and 17 negative sera were tested in both HCV PCR's. 47 sera were positive and 16 sera negative in both
assays. Eight sera were positive only in the single tube nested PCR. In conclusion , we found that our in-house

nested PCR is more sensitive than the Roche kit.

GIRIS:

Hepatit C virusu (HCV) parenteral yolla bulagan
ne-A, ne-B hepatitlerinin en 6nemli etkenidir (1). In-
feksiyonun tamisi sikhikla HCV genomunun klonlan-
masiyla elde edilen antijenlerin kullamldigi ELISA ve
RIBA (Recombinant Immunoblotting Assay) testleriy-
le virusa spesifik antikorlar gosterilerck konur (2). Se-
rolojik taninin duyarlih ve 6zgiilliigi anti-HCV sap-
tayan ikinci ve iigiincii kugak testlerle dnemli dlgiide
artmigtir. Ancak infeksiyonun erken evrelerinde hasta-
lann seronegatif olugu, serokonversiyonun bazi olgu-
larda uzun siirede gergeklegmesi, HCV antijenini ve
virus replikasyonunu gosteren serolojik testlerin olma-
yis1, antikor ozgiilliigiiniin gosterilmesinin gerekmesi
ve dogrulama testlerinde kargilagilan "indeterminate’
bulgulann yorumlanmasimn gii¢liigii serolojik testlerin

tamidaki yerini simirlamaktadir. Bu noktada RT-PCR
ile HCV-RNA saptanmasi ve miktanimin belirlenmesi
viremi ile ilgili bagvurulabilecek en 6nemli teknik ol-
dugu gibi serolojik tamy! da dogrulayici ozellik tagi-
maktadir. Bununla birlikte PCR'in aginn duyarl olmasi
test oreklerinin kontaminasyonuna bagh yalanci pozi-
tifligi artunir. Su an uygulanan bigimiyle HCV-RNA
PCR"1 karmasik, zaman alici, fazla isgiicii gerektiren
ve pahali bir testtir. Yakin zamanda Roche tam sistem-
leri (Roche diagnostic systems) ticari bir HCV PCR ki-
ti (Amplicor HCV) geligtirmigtir (8). Bu kit reverse
transkripsiyon ve polimeraz zincir reaksiyonu igin tek
bir termostabil enzimin kullanildig: basit bir RT-PCR
prosediiriiyle galigmaktadir. Kitin igerisinde kolorimet-
rik mikrokuyucuk hibridizasyon testi ile amplikon ta-
sinmasina bagh yalanci pozitif reaksiyonlan onleyen
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Urasil N glikozilaz (UNG)-dUTP antikontaminasyon
sistemi bulunmaktadir. Biz ¢alismamizda tek tiip nes-
ted-PCR deneyi ile Roche kitini kronik hepatitli hasta-
larin serumlarini kullanarak kargilagtirdik.

GEREC VE YONTEM:

Serum Ornekleri:

Yetmig bir kronik hepatitli hastadan alinan serum
ornekleri uygun steril tiipe alinarak deney yapilincaya
kadar -20°C de saklanmigtur.

HCV Serolojisi:

Ticari ikinci kusak ELISA testi ile serumlarda an-
ti-HCV (Sanofi HCV) aranmis, pozitif sonuglar ikinci
kugak recombinant immunoblotting testi (RIBA, Ort-
ho Diagnostics) ile dogrulanmigtir.

HCV-RNA eldesi:

HCV-RNA tek agamali asit guanidyum tiosiyanat-
fenol-kloroform metoduyla (RNAzol B) ekstrakte
edilmistir. Bu amagla 100 pl serum, 900 pl.RNAzol B
ve 100 pl. kloroform ile kangurilmig ve ekstraksiyon
iiretici firmamin 6nerilerine gore siirdiiriilmiistiir. Son
olarak RNA c¢okeltisi 20 pl. DEPC ile muamele edil-
mig ve distile suda ¢oziilmiigtiir.

RT-PCR:

Revers transkripsiyon 10 pl. denatiire edilmis RNA
(70°C de 5 dk.), 400 pM dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP, 10 U RNAse inhibitérii, 10 mM DTT, 50 mM
Tris-HCI pH 8,3 , 75 mM KCl, 2 pM dig antisans pri-
mer (SR1) ve 200 U Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase (Gibco BRL) ile 37°C de 1 saat
bekletilerek gerceklestirilmigtir. Sonra revers trans-
kriptaz: inaktive etmek igin 95°C de 5 dk. 1siulmig ve
revers transkripsiyon iiriiniiniin 5 pl. si, 10 mM Tris-
HCI pH 8.2, 50 mM KClI, 1.5 mM MgCl,, 1.25 unite
Taq DNA polimeraz (Bochringer Menheim) ve 1pM
dig antisans ve sans primer (SR1 ve SF1) igeren top-
lam 50 pl. hacimli PCR tamponuyla kangtinlarak bi-
rinci asama PCR igin hazirlanmigtir (35 siklus: denatii-
rasyon 94°C de 1 dakika, hibridizasyon 55°C de 1 da-
kika ve uzama 72°C de 1 dakika). Ikinci PCR'da aym
tiipte ve tamamuyla yukandaki yontem uyarinca ger-
ceklestirilmigtir. Farkh olarak ikinci PCR asamasinda
birinci PCR iiriiniiniin i¢ bolgesinden (internal) primer-
ler kullanilmigtir (SR2 ve SF2). Degerlendirme igin 10
pl.'lik PCR iiriinii % 1.5'luk agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilmiig ve bantlar UV transilliiminatérde 302 nm
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de incelenmistir.

Amplicor HCV PCR deneyi:
Amplicor HCV PCR testi iireticinin dnerilerine uy-
gun olarak yapildi.

SONUCLAR:

54 anti-HCV pozitif ve 17 negatif serum her iki
HCV PCR" ile test edildi (Tablo 1 ). 47 serumda (44
anti-HCV pozitif, ti¢ anti-HCV negatif) her iki deney-
le pozitiflik saptandi. 16 serum ornegi (14 anti-HCV
negatif, iki anti-HCV pozitif) her iki testle negatifti.
Sekiz serum ornegi (yedi anti-HCV pozitif ve bir ne-
gatif) her iki PCR'la ikiser kez test edildi ve yalnizca
tek tiip nested PCR'la pozitif sonug verdi. Nested
PCR'la ilk test edildiginde negatif bulunan (iki anti-
HCV pozitif, bir negatif) ii¢c serum ornegi tekrarlanan
testlerde pozitif sonug verdi. Yine, 6nce pozitif bulu-
nan (bir anti-HCV pozitif ve bir negatif) iki drnek tek-
rarlanan testlerde negatif sonug verdi. Ilk test edildi-
ginde negatif olan, hepsi de anti-HCV pozitif olan beg
omek Roche kit ile tekrar test edildiginde pozitif so-
nug verdi.

Tablo 1 . Nested PCR ve Amplicor HCV kargilagtiriima-
sinin sonuclar:

nested PCR
Pozitif Negatif
Amplicor 47! -
Pozitif
HCV g2 16
Negatif
r -
I anti-HCV (+) 44 Zanti-HCV (#)7  * anti-HCV (=) 14
anti-HCV (-) 3 anti-HCV (-) 1 anti-HCV (+) 2
TARTISMA:

HCV-RNA PCR'I HCV infeksiyonlarinin tanisinda
ve tedavinin takibinde yaygin olarak kullamlmaktadir.
HCV ile infekte bireylerin serum ve karacigerlerinde
HCV niikleik asidini, duyarliligi 1-5 genom molekiilii
olan bu teknikle belirlemek miimkiindiir. Yiiksek du-
yarliligi nedeniyle PCR siklikla amplikon taginmasina
»agh yanhs pozitif sonug verebilir. Bununla birlikte,
en duyarh tekniklerle bile infeksiyonun her evresinde
HCV-RNA serumda saptanamayabilir. Hedef niikleik



asit miktanimin azhg yalanci negatiflige yolagabilir.
Cesitli uluslardan 31 laboratuvann kauldigi ¢ok mer-
kezli bir HCV-RNA PCR kalite kontrol ¢aligmasinin
sonuglan yalkin zamanda yaymlanmigtir (5). Yalmzca
5 laboratuvanin  (%16) tiim paneli hatasiz olarak ta-
mamlamasi cesaret kirici olmustur. Benzer bir ¢alisma
Fransa'da 9 laboratuvar arasinda yapilmig; HCV-RNA
saptanmasinda revers nested PCR kullamlmgtir (3).
Laboratuvarlarda 3 farkh panel test edilmigtir. Birinci
panel tamamlandiginda laboratuvarlar kendi PCR pro-
sediirlerinde bazi degisiklikler yapmuglar, ikinci ve
iigiincii panelde standardize reaktif ve prosediirleri kul-
lanarak ¢ok daha iyi sonuglar elde etmislerdir. Bu da
HCV-RNA PCR tekniklerinin standardizasyonunun ve
optimizasyonunun miimkiin oldugunu géstermekiedir.
1994 yilinda Wolfe ve arkadaglan (7) 294 kisilik hasta
grubunda Roche kiti ile nested PCR sonuglarim karg:-
lagtirmuglar; nested PCR'la dokuz, Roche kitiyle sekiz
fazla pozitiflik saptamiglardir. Nested PCR'la elde et-
tikleri bazi pozitifliklerin kontaminasyona bagh yanls
pozitiflik oldugu ve Roche kitinin daha duyarl oldugu
sonucuna varmiglardir. Tilston ve arkadaglan (9) ben-
zer bir galigmada nested PCR ile li¢ tane daha fazla po-
zitiflik saptamistir.

Bu ¢aligmada yedisi anti-HCV pozitif, biri negatif
sekiz ornegi tek tiip nested PCR'la pozitif saptadik ve
bunun Roche kitine gore daha duyarli oldugu sonucu-
na vardik. Roche kitiyle kargilagtinldiginda nested
PCR'in amplikon taginmasina bagh yanhs pozitiflige
daha agik oldugu muhakkaktir. Ancak g¢aligmamizda
tiim pozitif sonuglar en az iki kez tekrarlanarak elde
edilmigtir. Kontaminasyonu engellemek igin tiim ku-
rallara titizlikle uyulmusg(6), aynca Kicthen ve Boot-
man'in (4) énerdigi gibi negatif kontroller PCR prose-
diiriine eklenmigtir. Her iki PCR prosediiriiylede esit
oranda uyumsuz sonuglar elde ettik. Bu, ¢aligmanin
baglangicinda, Roche Kkitiyle-6zellikle ekstraksiyon
prosediiriiyle-deneyimsiz olmamiza baglanabilir. Anti-
HCV ve nested PCR pozitif, Roche kitiyle negatif bul-

dugumuz bes 6rmek Roche kitiyle yeniden cahisildigin-
da pozitif sonug vermistir.

Sonug olarak nested PCR kadar duyarl olmasa da,
Roche kiti basit olmasi ve amplikon kontaminasyon
riskinin azhi@ gibi biiyiik avantajlara sahiptir. HCV in-
feksiyonlarinin tamisinda rutin kullamm igin bir teste
ihtiyag vardir ve Amplicor HCV bunun i¢in uygun go-
rinmektedir. Bununla birlikte, maliyetin yiiksekligi
ozellikle Tiirkiye gibi iilkeler igin 6nemli bir sorundur.
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