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KAN BANKACILIGINDA HAVUZ YONTEMIYLE HCV RNA PCR TARAMA 
TESTININ DEGERLENDIRILMESI 
R. Yazan Sertiiz, S. Erensoy, S. Giiksel, N. Ozkalay, A. Bilgic; 

OZET 

<;ali~mada kan bankalannda gOvenli kan ve kan Grl.inleri Oretimi ve nOkleik asit testlerinin uygunlugu ve gOvenligi ara~t1nlm1~t1r. 
Birinci grupta 192 plazma Orneginden 24'10 gruplar halinde sekiz primer havuz haz1rland1. Havuzlardan ikisine birer, birine iki 
kopya say1s1 bilinen hepatit C virus (HCV) RNA olumlu plazma 6rnegi eklendi. ikinci grupta kan don6r0 sorgulanmasmdan 
ge~mi~ 384 ki~inin plazma 6rneginden havuzlar haz1rland1. Cobas Ampliscreen HCV Test v 2.0 (Amplicor, Roche Diagnostics, 
Brachburg NJ, ABD) ile HCV RNA ara~t1nld1. Birinci grupta G~ havuzda pozitiflik saptand1. HCV RNA antikor tarama testi negatif 
olan ikinci grupta ise pozitif saptanmad1. Bu grupta anti-HCV pozitif 6rnek de bulunmad1. HCV RNA tarama testi ile havuz y6n­
ter:ni arasmda %100 uyum bulundu. Antijen antikor dOzeyi saptanabilir dGzeyin altmda olan don6rlerin yakalanabilmesi i~in 
6nerilen havuz y6ntemiyle nGkleik asit testlerinin (NAT) uygulanabilir oldugu ancak 6zel ekip ve alt yap1ya gereksinim oldugu 
sonucuna vanld1. 

Anahtar Kelime: Kan bankacthgt1 HCV RNA, NAT 

SUMMARY 

In this study. It is investigated whether using NAT is safe for routine use-in blood banks. In the first group eight primer pools have 
been prepared with 192 plasma specimens. Two HCV RNA positive plasma specimens (known copy number) have been added 
to two different pools and two positive plasma specimens have been added to one pool. 384 blood donors which filled out the 
questionairre were included in the second group. HCV RNA was detected with Cobas Ampliscreen HCV Test v2.0 (Amplicor, 
Roch Diagnostics, Branchburg NJ, USA). Pooling results were consistent consistent with HCV RNA tests. NAT can be applied to 
blood banks but special equipment is needed. 

Giri~ 

Kan bankalannm ba~lica g6revi gOvenli kan OrOnO saglamakt1r. 

Kan yoluyla bula~an infeksiyon etkenleri arasmda hepatit virOsleri 

ba~ta gelir. 

HCV'nin 1989 y1lmda klonlanarak tammlanmasmdan sonra 

posttransfozyon non-A, non-B (NANB) hepatitlerin %901 mdan so­

rumlu oldugu ortaya ~1km1~t1r. Kan Merkezlerine HCV infeksiyonu 

1990 yd1ndan itibaren anti-HCV tarama testleri ile ara~t~nlmaya 

ba~lam1~t1r. TOrkiye1de ise anti-HCV taramas1 19961da zorunlu k1-

lmm1~t1r. TransfUzyona bagll hepatit C VirUs (HCV) riski azalmasma 

ragmen halen Onemli bir problemdir. TOm taramalara ragmen 

Schreiber ve arkada~lan transfUzyona bag II HCV ge~i~inin 103.000 

Unite kanda bir oldugunu bildirmi~lerdir (1 ). Bunun ba~lica neden­

leri; serokonversiyon Oncesi d6nem (pencere d6nemi), viral mu­

tandlar, atipik profil ve laboratuar hataland1r. TOm bu nedenler ara­

Sinda serokonversiyon Oncesi d6nem en Onemli risk faktOrOnO 

olu~turmaktad1r (2). VirUs vOcuda girdikten sonra antikor olu~tura­

na kadar ge~en sOreye serokonversiyon Oncesi donem denir. HCV, 

uzun ve sessiz bir viremik dOn em ge~irir. Bu d6nemde antikor yok­

lugunun yamSITa serum alamn aminotransferaz (ALT) dozeyi de 

normal olabilir. VirUs say1s1nm h1zla ikiye katlanmas1 nedeniyle 

RNA nokleik asit testi (NAT) h1zla pozitifle~ir {3). Antijen ve antikor 

konsantrasyonu saptanabilir dUzeyin alt1na clan, serum ALT degeri 

normal asemptomatik infekte donOrlerin tammlanabilmesi i~in vi-

raJ genomu ~ogaltt1ktan sonra saptayabilen nOkleik asit testlerinin 

kan bankae~llgmda kullamm1 gUndeme gelmi~tir (4). 

Maliyet ve i~ gOcUnO azaltmak i~in havuzlanm1~ serum 6rnek­

lerinde testleri uygulayan sistemler geli~tirilmi~tir. Duyarllhk ve Oz­

gOIIogo optimize etmek amae~yla standart yOntem ara~t1rdmakta­

d1r; bu ama~la ticari kitler de geli~tirilmi~tir. 

Bu ~ali~mada da havuz y6ntemiyle HCV RNA tarama testinin 

kan bankae~ligmda kullan1m uygunlugu ve gOvenilirligi ara~t1r1IM 

m1~t1r. 

Gere~ ve YOntem 

<;ah~ma kapsammda iki grup hedeflendi. 

Birinci grupta HCV RNA testi (Amplicor, Roche Diagnostics, 

Brancburg NJ, ABO) ~ali~dm1~ 192 plazma Orneginden 24'10 grup­

lar halinde sekiz primer havuz haz1rland1. Havuzlardan ikisine bi­

rer, birine iki HCV RNA olumlu, kopya say1s1 bilinen plazma Orne­

gi eklendi. Pozitif Orneklerin mililitrede HCV RNA kopya say1s1 s1-

ras1yla; 80.000, 17.000, 161.000 ve birinde SOO.OOO'inin Uzerinde 

idi. 

Havuzlan haz1rlayan ki~iye 6rnekler kOr olarak verildi. 

ikinci grupta kan donOrO sorgulamasmdan ge~mi~ 384 kl~inin 

Ege Oniversitesi T1p Fakiiltesi Mikrobiyoloji AD, izmir 
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plazma Orneginden aym ~ekilde havuzlar haz1rland1. Cobas Amp­

liscreen HCV Test, version 2.0 (Amplicor, Roche Diagnostics, 

Branchburg NJ, ABO) ile HCV RNA ara~t1rrld1. Olumlu bulunan ha­

vuzlar Once altd1 gruplar, ardmdan birer birer olmak Ozere c;al•~•l­

dl. 

Havuzlann Haz1rlanmas• 

Primer Havuzun Haz1rlanmas1 

Toplanan plazma Ornekleri 12 mall sekiz sOtunlu olacak ~ekil­

de bir spora yerle~tirildi. Spar, iki~er sOtunlu olmak Ozere dOrde bO­

IOndO. Her bir c;eyrekteki iki Orne~, 175'e.r ~I olmak Ozere ara spor­

da bir tOpte birle~tirildi. A-B sOtunundaki tirnekler ara spordaki A 

sOtununda toplanm•~ oldu. Aym i!ilem diger Oc; c;eyrege de uygulan­

dl. Btiylece dtirt sOtunlu 12 s1rall iki~er plazma ic;eren 48 tane ku­

yucuk olu!ituruldu (intermediate: ara spar). 

Ara spordaki A sOtununda bulunan 12 kuyucuktan 83.5'~er ~~ 

almarak 1.5 .ml'lik oc;_ ayn mikrosantrifOj to pOne kondu. Ara spor­

daki B, C, D sOtunlan ic;in de ayn1 i~lem uyguland1. BOylece 96 do­

nOrden olu!ian iki!ier yedekli d6rt prinler havuz oiLi~turuldu (Tab­

lo.1). 

Sekonder Havuzun Haztrlanmas1 

Ana spordaki alt1 ard1~1k plazma Orneginden 167'!ier ~I alma­

rak ba!ika bir sporda bir tOpte birle~tirildi. 

BOylece herbirinde alt1~~r plazma Ornegi bulunan 16 sekonder 

havuz haz1rlanm1!i oldu. Her topten birer de yedek bulunduruldu. 

(Tablo.2) 

Tablo 1. Primer havuz alu~umu 

internal kontrol 

inhibitOr varllg1n1 ara!it1rmak ic;in kit ic;inde saglanan internal 

kontrol her havuza nOkleik as it ekstraksiyonu Oncesinde eklendi. 

6rnek Haz1rlama 

Havuzlar haz1rland1ktan sonra Oretici firmanm 6nerdigi !iekilde 

viral nOkleik asit izolasyonu yapdd1. Bunun ic;in kaotropik ajan ic;e­

ren parc;alanma soh.isyonu kullanJid1, nokleik asitler alkol ile presi­

pite edildi ve ardmdan si.ispansiyon haz1rland1. 

Revers Transkripsiyon, amplifikasyon, hidridizasyon ve sapta­

ma i!ilemleri Cobas Ampliscreen HCV Test, v2.0 sisteminde otoma­

tik olarak gerc;ekle!itirildi. 

Testin prensibi 

Cobas Ampliscreen HCV Test, v2.0 testinde 5' kodlanmayan 

bOigeye (S'NCR) OzgO KYBO ve biotinle i!iaretli KY78 primerleri 

kullan1larak komplementer DNA c;ogaltllmaktad•r. 

PCR amplifikasyonun ard1"ndan HCV'ye Ozgi.i oligoni.ikleotid 

prob (KY150) ile kaph manyetik partiki.iller Uzerinde hibridizasyon 

gerc;ekle!imektedir. Hibridizasyonun ardmdan 'avidin horse radish' 

pei"oksidaz konjugat ve c:irdmdan TMB substratm eklenmesiyle olu­

!ian reaksiyon sonucu renk olu~um absorbans 660nm'de degerlen­

dirilmektedir. 

Tabla 2. Sekander havuz alu~umu 

Ana spar Ara spar Primer havuz Ana spar Sekander havuz 

A B C D E F G H r B C D F G H A B C D E F G H E F G H 

12 • • • 12 • • • 
11 cr cr cr 11 • 
10 • • • 10 • 
9 • • • 9 • 

8 8 • 

7 7 • 
6 6 

5 5 

6 ! 6 

4 4 

3 3 

2 2 

1 1 
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Sonuc; 

Birinci grupta 0~ havuzda pozitiflik bulundu. Bunlann a<;tlimt 

ile iki havuzda birer, bir havuzda iki plazma Orneginde pozitiflik 

saptandt. BOylece pozitif olarak eklenen tum kontrollerin saptandt-

8:t gOrUidU. Anti-HCV tarama testi negatif olan ikinci grup Ornekle­

rin hi~birinde pozitiflik saptanmadt. 

internal kontrollerin <;ali~tlmast sonucunda hi~bir Ornekte PCR 

inhibitOrU bulunmadt. Bu sonu~lara gOre HCV RNA tarama testi ile 

havuz yOntemi arastnda% 1 qo _uyum bulundu. 

Serolojik yOntemlerin HCV infeksiyonunu saptamada farkldtk­

lar gOstermesi ve problemlerin ya~anmast nedeniyle kan donOrle­

rinde HCV RNA taramasrnrn ger~ekle~tirilmesi pencere dOnemini 

daraltarak HCV bula~ma riskini azaltmaktad1r. Alta aya kadar uza­

yabilen serokonversiyon dOnemi, gUnl.imUzde kan bankalannda 

kullamlmakta olan 2. jenerasyon testlerle 82 gOne, 3. jenerasyon 

testlerle 70 gOne kadar ktsalmt~ttr. HCV-NAT'tn uygulanmas1yla 

pencere dOnemi, 3-jenerasyon kitlere gOre 59 gUn k1salarak 11. gO­

ne kadar inmektedir(S) 

Avrupa'da idari ve denetleyici kurulu~lar (EMA-European 

Agency for the Evaluation of Medicinal Products) 1 Ocak 1999 ta­

rihinden itibaren plazmadan elde edilen Url.inlerde HCV-NAT testi­

nin negatif olma ko~ulunu getirmi~tir. Plazma Ureticileri infeksiyon 

yOnUnden yapttklan takip srinu~lanna gOre HCV bula~ma riskini, 

bu testlerin kullamm1 ile s1f1ra yakla~tJrdJklanm One sl.irmektedirler 

(6,7). Son y•llarda kan bankacdt8:t i~in bir<;ok Ulkede ~e~itli ~ali~­

malar yaptlm1~t1r. Cardosa ve ark. 3.311.783 donOrde yapt1klan ~a­

li~mada bUyUk kan merkezlerinde NAT'1n rutin kullan1ma uygun 

oldugu sonucuna varm•~lard1r (8). Lefrere ve ark. da kullamma gir­

meden Once laboratuvar teknik personelinin iyi bir egitiminden 

ge~mesinin Onemli bir basamak oldugunu vurgulam1~lardtr. Alman 

K1z1lha~J 1 Nisan 1999 tarihinden itibaren HCV i~in NAT uygula­

maktadtr. 

Ara~ttnlan virl.isl.in titresi ve diiUsyon katsay1s1 gl.ivenilirligi be­

lirler. HCV gibi yi.lksek titreye sahip vl.irUsler i~in havuz yOntemi 

uygulanabilir bir yOntem olarak belirtilmektedir .. DUnya Saglik Or­

gUtU'nUn HCV standart1 100 IU/ml'dir. 

GUnl.iml.izde kullandan teknolojilerin etkinligi, havuzdaki Or-

nek say1sr, viral y~k, tes"tin duyarlillgt gibi birc;ok faktOrden etkilen­

mektedir (1 0). Kullandan yOnteme gore bir havuzdaki Ornek sayrs1 

degi~mekted i r. 

Plazma havuzlannda HCV RNA tarama testi gl.ivenilir bir test­

tir. Ancak Ozel bir altyapt ve deneyimli personel gerektirir. Havuz­

lann haztrlanma basamag1 kritiktir; rutin kullamm i~in bu basamak­

ta da otomasyon ~artttr. 
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