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KAN BANKACILIGINDA HAVUZ YONTEMIYLE HCV RNA PCR TARAMA
TESTININ DEGERLENDIRILMESI

R. Yazan Sertéz, S. Erensoy, S. Goksel, N. Ozkalay, A. Bilgig

OZET

Calismada kan bankalarinda giivenli kan ve kan driinleri tiretimi ve niikleik asit testlerinin uygunlugu ve gtivenligi arastirlmstir,
Birinci grupta 192 plazma &rneginden 24’|0 gruplar halinde sekiz primer havuz hazirlandi. Havuzlardan ikisine birer, birine iki
kopya sayis1 bilinen hepatit C virus (HCV) RNA olumly plazma 6rnegi eklendi. ikinci grupta kan donérii sorgulanmasindan
gecmis 384 kisinin plazma &rneginden havuzlar hazirlandi. Cobas Ampliscreen HCV Test v 2.0 (Amplicor, Roche Diagnostics,
Brachburg NJ, ABD) ile HCV RNA arastinldi. Birinci grupta {i¢ havuzda pozitifiik saptandi. HCV RNA antikor tarama testi negatif
olan ikinci grupta ise pozitif saptanmadr. Bu grupta anti-HCV pozitif érnek de bulunmad:. HCV RNA tarama testi ile havuz yon-
temi arasinda %100 uyum bulundu. Antijen antikor diizeyi saptanabilir diizeyin altinda olan donérterin yakalanabilmesi igin

- dnerilen havuz yéntemiyle niikleik asit testlerinin (NAT} uygulanabilir oldugu ancak ézel ekip ve alt yapiya gereksinim oldugu
sonucuna vartld. .

Anahtar Kelime: Kan bankaciiigi, 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.

Girig

Kan bankalarnimin baslica gérevi giivenli kan Griint saglamaktir.
Kan yoluyla bulasan infeksiyon etkenleri arasinda hepatit viriisleri
bagta gelir.

HCV'nin 1989 wilinda klonlanarak tanimlanmasindan sonra
posttransfiizyon non-A, non-B (NANB) hepatitlerin %90'indan so-
rumlu oldugu ortaya gikmigtir. Kan Merkezlerine HCV infeksiyonu
1990 yilindan itibaren anti-HCV tarama testleri ile aragtinilmaya
baglanustir. Tiirkiye'de ise anti-HCV taramasi 1996'da zoruntu ki-
lmrusgtir. Transttizyona bagh hepatit C Virlis (HCV) riski azalmastna
ragmen halen &nemli bir problemdir. Tim taramalara ragmen
Schreiber ve arkadaglan transfiizyona bagli HCV gegisinin 103.000
tnite kanda bir oldugunu bildirmiglerdir (1). Bunun bashca neden-
leri; serokonversiyon oncesi dénem (pencere dénemi), viral mu-
tandlar, atipik profil ve laboratuar hatalaridir. Tiim bu nedenler ara-
sinda serokonversiyon dncesi dénem en 8nemli risk faktériinii
olugturmaktadir (2). Viriis viicuda girdikten sonra antikor olustura-
na kadar gecen siireye serokonversiyon ncesi dénem denir, HCV,
uzun ve sessiz bir viremik dénem gegirir. Bu ddnemde antikor yok-
lugunun yamisira serum alanin aminotransferaz (ALT) diizeyi de
normal olabilir. Virls sayisinin hizla ikiye katlanmasi nedeniyle
RNA niikleik asit testi (NAT) hizla pozitiflesir {3). Antijen ve antikor
konsantrasyonu saptanabilir diizeyin altina olan, serum ALT degeri
norrmal asemptomatik infekte dondrtlerin tanimianabilmesi igin vi-

ral genomu ¢ogalttiktan sonra saptayabilen niikleik asit testlerinin
kan bankacihginda kullammt giindeme gelmistir (4).

Maliyet ve is gliciind azaltmak igin havuzlanmig serum érnek-
lerinde testleri uygulayan sistemler gelistirilmistir. Duyarhlik ve 8z-
gullGgl optimize etmek amaciyla standart yéntem arastirilmakta-
dir; bu amagla ticari kitler de geligtirilmistir.

Bu galismada da havuz yontemiyle HCV RNA tarama testinin
kan bankaaihginda kullanim uygunlugu ve givenilirligi aragtirl-
migtir.

Gereg ve Yintem

Calisma kapsaminda iki grup hedeflendi.

Birinci grupta HCV RNA testi (Amplicor, Roche Diagnostics,
Brancburg NJ, ABD) ¢aligiimis 192 plazma &rneginden 2410 grup-
lar halinde sekiz primer havuz hazirlandi. Havuzlardan ikisine bi-

rer, birine iki HCV RNA olumlu, kopya sayisi bilinen plazma érne-

gi eklendi. Pozitif Grneklerin mililitrede HCV RNA kopya sayisi si-
rastyla; 80.000, 17.000, 161.000 ve birinde 500.000'inin Gzerinde
idi.

Havuzlan hazirlayan kisive ornekler kér olarak verildi.

ikinci grupta kan donérir sorgulamasindan gegmis 384 kisinin
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plazma &rneginden aynt sekilde havuzlar hazirlandi. Cobas Amp-
liscreen HCV Test, version 2.0 (Amplicor, Roche Diagnostics,
Branchburg NJ, ABD) ile HCV RNA arastinddi. Olumiu bulunan ha-
vuzlar dnce altil gruplar, ardindan birer birer olmak tizere calisil-
d. : :

Havuzlarin Hazirlanmas

Primer Havuzun Hazirlanmasi .
Toplanan plazma &rnekleri 12 sirali sekiz stitunlu olacak sekii-

de bir spora yerlestirildi. Spor, ikiser siitunlu olmak tizere dorde bo-
liindii. Her bir geyrekteki iki arnek, 175%r .l olmak tizere ara spor-
da bir tipte birléﬁtirildi. A-B sttunundaki érnekler ara spordaki: A
stitununda toplanrmig ofdu. Ayni islem diger G ceyrege de uygulan-
. Boylece dbrt siitunlu 12 sirali ikiser plazma iceren 48 tane ku-
yucuk olusturuldu (intermediate: ara spor).

Ara spordaki A stitununda bulunan 12 kuyucuktan 83.5'ser pl
alinarak 1.5.ml'lik tig¢ ayn mikrosantrifiij tiptine kondu. Ara spor-
daki B, C, D stitunlan icin de ayni islem uygutands, Béylece 96 do-
nérden olugan ikiser yedekli dort primér havuz olusturuidu (Tab-
lo.1).

Sekonder Havuzun Hazirlanmasi

Ana spordaki alti ardisik plazma 8rneginden 167'ser pl alina-
rak baska bir sporda bir tiipte birlestirildi,

Béylece herbirinde altisar plazma érnegi bulunan 16 sekonder
havuz hazirlanmig oldu. Her tiipten birer de yedek bulunduruldu.
(Tablo.2) '

Tablo 1. Primer havuz olugumu

internal kontrol

inhibitér varligim arastirmak icin kit icinde saglanan internal
kontrol her havuza niikleik asit ekstraksiyonu éncesinde eklendi.

Ornek Hazirlama

Havuzlar hazirlandiktan sonra iiretici firmanin énerdigi sekilde

viral niikleik asit izolasyonu yapildi. Bunun igin kaotropik ajan ice-.

ren pargalanma soltisyonu kullanildi, niikleik asitler alkol ile presi-
pite edildi ve ardsndan siispansiyon hazirlandi.

‘Revers Transkripsiyen, amplifikasyon, hidridizasyon ve sapta-
ma iglemleri Cobas Ampliscreen HCV Test, v2.0 sisteminde otoma-
tik olarak gerceklestirildi.

Testin prehsibi

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

bélgeye (5’NCR) 8zgii KY80 ve biotinle isaretli KY78 primerleri

kullanilarak komplementer DNA cogaltiimaktadr.
PCR amplifikasyonun ardindan HCV'ye 6zgii oljgonﬁkleotid

‘ prob (KY150) ile kaph manyetik partikiiller tzerinde hibridizasyon

gerceklesmektedir. Hibridizasyonun ardindan ‘avidin horse radish’
peroksidaz konjugat ve ardindan TMB substratin eklenmesivle olu-
san reaksiyon sonucu renk olusum absorbans 660nm’de degierlen-
dirilmektedir.

Tablo 2. Sekonder havuz olugumu

Ana spor Ara spor Primer havuz Ana spor ‘ Sekonder havuz
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Sonug

Birinci grupta ii¢ havuzda pozitiflik bulundu. Bunlarin agilimi
ile iki havuzda birer, bir havuzda iki plazma &érneginde pozitiflik
saptand. Boylece pozitif olarak eklenen tiim kontrollerin saptandi-
g goraldu. Anti-HCV tarama testi negatif olan ikinci grup érnekle-
rin hi¢birinde pozitiilik saptanmadi.

internal kontrollerin cahsilmas: sonucunda hicbir rnekte PCR
inhibitérl bulunmadi. Bu sonuglara gére HCV RNA tarama testi ile
havuz ydntermi arasinda %100 uyum bulundu.

Tartisma

Serolojik yoremlerin HCV infeksiyonunu saptamada farkhhik-
lar géistermesi ve problemierin yasanmas) nedeniyle kan donérle-

rinde HCV RNA taramasinin gergeklestirilmesi pencere dénemini

daraltarak HCV bulagma riskini azaltmaktadir. Alta aya kadar uza-
yabilen serokonversivon dénemi, giniimiizde kan bankalarinda
kullanilmakta olan 2. jenerasyon testlerle 82 giine, 3. jenerasyon
testlerle 70 gine kadar kisalmigti. HCV-NAT'in uygulanmasiyla
pencere diénemi, 3-jenerasyon kitlere gore 59 giin kisalarak 11, gii-
ne kadar inmektedir(5)

Avrupa’da idari ve denetleyici kuruluglar (EMA-European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products) 1 Ocak 1999 ta-
rihinden itibaren plazmadan elde edilen iirinlerde HCV-NAT testi-
nin negatif olma kogulunu getirmistir. Plazma dreticileri infeksiyon
yoninden yaptiklan takip sonuglarina gére HCV bulagma riskini,
bu testlerin kullanimi ile sifira yaklagtirdiklarim éne siirmektedirler
(6,7). Son yillarda kan bankacilifs icin birgok Glkede cesitli ¢alig-
malar yapilmigtir. Cardosa ve ark. 3.311.783 donérde yaptiklan ga-
hsmada biyiik kan merkezlerinde NAT in rutin kullanima uygun
oldugu sonucuna varmaglardir (8). Lefrere ve ark. da kullarima gir-
meden &nce [aboratuvar teknik personelinin iyi bir egitiminden
gecmesinin énemli bir basamak oldugunu vurgulamiglardir. Alman
Kizilhagi 1 Nisan 1999 tarihinden itibaren HCV icin NAT uygula-
maktadir.

Arastirilan virlistin titresi ve diliisyon katsayisi glivenilirligi be-
lirler. HCV gibi yuksek titreye sahip viriisler icin havuz yontemi
uygulanabilir bir yéntem olarak belirtifmektedir, Diinya Saglik Or-
glti'nin HCV standart 100 1U/mi’dir.

Gunumiizde kullanilan teknolojilerin etkinligi, havuzdaki &r-

nek sayisi, viral yiik, testin duyarlihg: gibi birgok faktérden etkilen-
mektedir (10). Kullanilan yénteme gére bir havuzdaki érnek sayrsi
degismektedir. . :

Plazma havuziannda HCV RNA tarama testi gtivenilir bir test-
tir. Ancak dzel bir altyapi ve deneyimli personel gerektirir. Havuz-
larin hazirlanma basamag kritiktir; rutin kullanim igin bu basamak-
ta da otomasyon sarttrr,
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