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Giris

Insan immiinyetmezlik virusu (HIV) ve Hepatit C
virusu (HCV) tiim diinyada 6nemli oranda morbi-
dite ve mortaliteye sahip infeksiyon etkenleridir.
Diinya Saglik Orgiitii-UNAIDS Aralik 2010 veri-
lerine gore diinyada 33.3 (31.1-35.8) milyon HIV
infekte kigi yasamaktadir. HCV infeksiyon preva-
lansinin ise diinyada %2.2-3 arasinda oldugu tah-
min edilmekte, bu da yaklagik 130-170 milyon ki-
sinin HCV pozitif oldugunu gostermektedir.

HIV ve HCV erken tanis: ilgili infeksiyonlarin
kontrolii ve tedavisi yanisira kan bankacilig1 basta
olmak tizere toplum saglig: agisindan da 6nem ta-
stmaktadir. Bu infeksiyonlarda 6zellikle “pencere
donemi” olarak tanimlanan dénemde infeksiyon
tanisinda problemler yasanmaktadir. Pencere do-
nemi infeksiyon etkeninin viicuda girmesi sonra-
sinda viicudun dlgiilebilecek yeterlilikte antikor
iiretmesine kadar gecen zamandir. Pencere done-
minin uzunlugu HIV'da 3 ay (30-180 giin),
HCV’de 6 ay (70 -360 giin) olmakla birlikte kisi-
den kisiye, toplumdan topluma, iilkeden iilkeye
degisebilmektedir. Pencere déneminde HIV/HCV
antikor testi sonuglari negatif ¢ikabildiginden, in-
fekte bireyler HIV/HCV viriisiinii bagkalarina bu-
lagtirabilir.

ELISA yontemi HIV ve HCV tanisinda “Altin

Standart” olup pencere donemi bu yonteme gore

tanimlanmaktadir. HCV infeksiyonu tanisi, 6zgiil
anti-HCV antikorlarinin kemiluminesans ya da
enzim immiinassay yontemleri ile ve HCV viral
niikleik asitin molekiiler yontemlerle saptanmasi-
na dayanmaktadir. Bir HCV tarama kiti, miimkiin
olan en iyi 6zgiilliikle birlikte yiiksek bir duyarli-
liga sahip olmalidir. Guiniimiizde HCV tanisinda
en sik karsilagilan problem diisiik-risk grubu has-
talarda saptanan yanlis pozitif anti-HCV sonugla-
ridir. WHO (World Health Organization) tiim
pozitif ELISA sonuglarinin blot yontemleri veya
HCV-RNA saptayan yontemlerle dogrulanmasini
onermektedir. HCV-RNA sonucunun negatif ol-
dugu durumlarda immiinblot sonuglari belirsiz,
pozitif ya da negatif olabilmektedir. Bu yiizden ru-
tin uygulamada HCV laboratuvar tanisina yonelik
problemler hala varligin: stirdiirmektedir.

HIV erken tanisi, giivenli kan temini ve hasta-
lig1n yayilmasinin 6nlenmesi agisindan hayati 6ne-
me sahiptir. Duyarlilik ve 6zgiilliigii yiksek HIV
antijen ve antikor saptayabilen kombine yontem-
ler 2001 yilindan beri tani ve tarama pazarina su-
nulmaktadir. HIV infeksiyon seyrinde, HIV p24
antijeni infeksiyonun erken doneminde, kanda
HIV antikorlar: belirmeden 6nce ortaya ¢ikar ve
yiikselir. Infeksiyonun devaminda HIV antikorla-
rinin yiikselmesiyle es zamanli olarak p24 antijeni

diizeyi diigerek antijen-antikor kombine yontem-
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ler igin yeni bir pencere donemi ortaya c¢ikarir.
Niikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT) sero-
konversiyon 6ncesinde primer HIV infeksiyonu
saptanmasina yardimci olarak tarama ve tani algo-
ritmalarinda 6nemli ve yardimct bir role sahiptir.
Ancak, pek ¢ok iilkede NAAT hala pahalidir ve
diisiik prevalansa sahip iilkelerde ekonomik yonii
tartigma konusudur.

HIV ve HCV antikorlarinin daha erken saptan-
masina yonelik olarak gelistirilen “stimmunology”
yontemi antikor saptama testleri dncesi kan orne-
gine uygulanan bir 6n-islem ile pencere donemi
stiresince beklemeden kisa siirede antikor tiretimi-
ni saglamak temeline dayanmaktadir. Bu yonteme
dayal: olarak gelistirilen SMARTube™ HIV ve
HCV antikorlarinin daha erken tespitini saglayan
bir 6n-islem aracidir. Bu “6n-islem” sayesinde olu-
san Smart plazma, infekte ama ELISA testleri ile
seronegatif olarak saptanan bireyler dahil olmak
tizere, kan orneklerinde ¢ogaltilmis antikorlar ara-
ciligiyla HIV/HCV infeksiyonunun erken tanisini
miimkiin kilabilmektedir.

Bu calismada Ankara’da bulunan iki hastanede
HIV ve HCV antikorlarinin ELISA yontemi ile
saptanmasinda SMARTube uygulamasinin deger-
lendirilmesi amaglandi.

Materyal-Metod

Hasta Popllasyonu: Mart-Haziran 2010 tarihleri
arasinda Hacettepe Universitesi Hastanesine bag-
vuran hastalardan alinan kan &rneklerinden 250
adet anti-HCV testi i¢in, 6 adet 6rnek de anti-HIV
testi igin; Nisan 2010 déneminde rutin ii¢ aylik
kontroller icin Deri ve Ziihrevi Hastaliklar Dis-
panserine gelen 512 kisiden alinan kan 6rnekleri
ise anti-HIV ve anti-HCV testleri i¢in ¢aligmaya
alind1.

Anti-HIV ve Anti-HCV Saptama Yéntemleri: Alinan
orneklerde hem normal plazmada hem de SMART
plazmada hastanin endikasyonuna goére anti-HCV
ve/veya anti-HIV testleri ¢aligildi. Bu amagla kan
ornekleri iiretici firmanin 6nerilerine uygun olarak
alind1 ve iglemden gecirildi. Kisaca; kan drnekleri
heparinli tiiplere alindiktan sonra bu tiiplerden 1
ml. kan SMARTube™ (SMART Biotech Ltd., Is-
rael)’lere aktarildi. SMARTube’lerin kapaklari
gevsetilerek 37°C’deki %5 CO,-inkiibatore yerleg-
tirildi ve 3 giin siireyle inkiibe edildi. Bu tiiplerin
iist katmanindan stimiile edilmis SMART plazma

toplandi. Testler SMARTube stimiilasyonu 6ncesi

(normal plazma) ve sonrasinda (Smart plazma) top-
lanan plazmalarda caligild:.

Hacettepe Universitesi Hastanesinde Anti-
HCV testi anti-HCV kemiluminesans kiti (Archi-
tect i2000SR Abbott Laboratories, Diagnostics Di-
vision, IL, USA) kullanilarak gerceklestirildi. An-
ti-HCV pozitif 6rneklerin dogrulamas: Western
blot assay (HCV Blot 3.0, MP Diagnostics, Cedex,
France) ile yapilitken, anti-HIV pozitif 6rneklerin
dogrulamasi ise line immunoassay (INNO-LIA,
HIV I/II Score, Innogenetics Biologicals, Belgium)
ile yapildi. Deri ve Ziihrevi Hastaliklar Dispanse-
rinde ise anti-HCV testi DiaPro HCV Ab (Diag-
nostik Bioprobes, Italya) ve anti-HIV testi Viro-
nostica HIV Uni-Form II Ag/Ab (Biomerieux,
Hollanda) kitleri ile yapildi. HIV dogrulama testi
Western blot yontemi (Genelabs HIV Blot 2.2,
MP Medicals, Singapore) ile gerceklestirildi. Bii-
tlin tarama testleri iiretici firmanin talimatlarina
gore uygulandi. Belirsiz ve pozitif 6rnekler icin
HCV-RNA ve HIV-RNA testleri her iki merkez-
de de Cobas Ampliprep-Tagman Real-time PCR
(Roche Diagnostics, USA) ile gerceklestirildi.

Bulgular

Hacettepe Universitesi Hastanesinde SMARTu-
be’'de stimiilasyon 6ncesi ve sonrasinda 250 HCV
ve 6 HIV siipheli plazma test edildi. Normal plaz-
ma ile yapilan test sonuglarindan 27’si HCV pozitif
olarak degerlendirilirken smart plazma ile yapilan
testlerde bu 6rneklerin 20’si HCV pozitif olarak de-
gerlendirildi. Anti-HCV pozitif tiim orneklerde
blot yontemi ile dogrulama ve biri diginda tiimiine
HCV-RNA ile kantitasyon ¢aligmas: yapildi. Smart
plazma ile negatif bulunan 7 6rnefin tamami dog-
rulama ve HCV-RNA testleri ile yine negatif sonug
verdi. Sonug olarak, stimiile edilmis Smart plazma
ornekleriyle daha az sayida yanlig HCV pozitif so-
nug elde edildi (Tablo 1). Orneklerin hi¢ birinde
normal plazmada anti-HCV negatif iken Smart
plazmada pozitif deger saptanmadi. Normal ve
Smart plazmada pozitif sonu¢ veren 20 6rnekten
18’i immunblot yontemi ile de dogrulandi. Bu 20
ornekten 5 ornek digindaki tiim ornekler HCV-
RNA pozitif bulundu. Anti-HIV ¢alisilan 6rnekler-
den yalnizca bir 6rnek hem normal plazmada, hem
de smart plazmada pozitif olarak belirlendi ve blot
yontemi ve molekiiler testlerle dogrulands.

Deri ve Ziihrevi Hastaliklar Dispanseri ornek-

lerinin biri disinda tiimii anti-HCV negatif bulun-
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Universitesi Hastanesi Verileri)

TABLO 1 HCV Pozitif &rneklerde Normal Plazma ve Smart Plazma anti-HCV $/co
Degerleri (cut-off <1), immunblot Sonuclan ve HCV-RNA Varligi (Hacettepe

Normal Plazma Smart Plazma
Hasta No. anti-HCV@ anti-HCV Anti-HCV Dogrulama HCV-RNA
1 1.88 0.32 Negatif Negatif
2 2.20 0.36 Negatif Negatif
3 3.35 0.02 Negatif Negatif
4 3.49 0.82 Negatif Negatif
5 2.24 0.08 Negatif Negatif
6 1.43 0.12 Negatif Negatif
7 3.09 0.46 Negatif Negatif

a:S/co degeri.

17-\:]{e 3 Deri ve Ziihrevi Hastaliklar Dispanseri anti-HIV Slpheli Sonuglarin Dagilimi

Normal Plazma Smart Plazma
Hasta no. anti-HIV anti-HIV Cut-off HIV Dogrulama HIV-RNA
31 0.072 0.152 0.154 Negatif Negatif
74 0.212 0.039 0.142 ¥ i
116 0.045 0.140 0.157 Negatif
145 0.048 0.452 0.155 Negatif Negatif

mustur. Bu 6rnek hem Smart plazmada hem de
normal plazmada anti-HCV pozitif sonug vermis-
tir. Bu merkeze ait anti-HIV verileri incelendigin-
de 512 ornekten 1’inin Smart plazma ile anti-HIV
pozitif, normal plazma ile negatif oldugu (hasta no:
145); 1 6rnegin ise Smart plazma ile anti-HIV s1-
nirda pozitif, normal plazma ile negatif oldugu
(hasta no: 31) goriilmiistiir (Tablo 2). Bu kisilerden
3 ay sonra alinan kontrol drneginin ise hem Smart
plazma hem normal plazma sonucu anti-HIV ne-
gatif, HIV dogrulama testi ve HIV-RNA negatif
olarak saptanmigtir. Bir bagka ornekte ise normal
plazma anti-HIV pozitif olarak saptanirken Smart
plazma negatif olarak bulunmusg, bu 6rnegin HIV
konfirmasyon ve HIV-RNA sonuglar1 da negatif

olarak belirlenmistir.

Tarlisma

Bu ¢aligmada Deri ve Ziihrevi Hastaliklar Dispan-
serine bagvuran ve risk grubunda olan kisilerden
alinan kan orneklerinden 3’tinde SMARTube’de
uyarimi takiben anti-HIV degerlerinde normal
plazmaya gore bir artig saptanmistir. Bu drnekler

arasinda 145 no’lu drnekte bu artig cut-off degeri-
ni gecerek sonucun anti-HIV pozitif olarak yorum-
lanmasini desteklemistir. Bu 6rnekte SMARTube
ile gerceklestirilen islem sonucunda plazma anti-
kor diizeyleri net pozitif bir sonug verecek kadar
ylikselmis ve bdylelikle olasilikla pencere done-
mindeki infekte bir kisinin tespiti saglanmigtir.
Bu 6rnegin HIV-RNA degeri negatif olarak sap-
tanmugstir. Niikleik asit testleri kanda viriisii sero-
konversiyondan yaklagik 10-12 giin 6nce sapta-
maktadirlar. Bu 6rnekte Smart plazma ile alinan
erken anti-HIV pozitif sonug¢ SMART teknolojinin
niikleik asit testlerine duyarlilik yoniinden istiin-
liigiine isaret edebilir. Ancak kesin bir yorum ya-
pabilmek i¢in bu olgunun serolojik profil ve viral
yiik agisindan izlemi gereklidir. Benzer bir sonug
Mumo ve ark.nin Kenya'daki kan donérlerinde
yapt1g1 HIV tarama caligmasinda da elde edilmis-
tir. SMARTube uygulamas: sonucu anti-HIV po-
zitif sonug alinan 15 olgunun 7’sinde es zamanli
RT-PCR sonuglar1 HIV-RNA negatif olarak belit-
lenmis ve lenfosit kiiltiiriinde gerceklesen duyarli-
lagtirmanin niikleik asit testlerinden daha duyarl
olabilecegi sonucuna varilmistir. DiZer iki 6rnek
SMARTube uygulamasini takiben yine cut-off de-
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gerinin altinda kalmis ve bunlarin HIV-dogrulama
ve 31 no’lu 6rnekte HIV-RNA degerleri de nega-
tif bulunmustur. Bu veriler bu 6rneklerde anti-
HIV varligint diglamaktadir.

Caligmada yer alan merkezlerden Hacettepe
Universitesi Hastanesinde ise toplam 7 o6rnekte
normal plazmada elde edilen diisiik diizey anti-
HCV pozitifliginin Smart plazmada anti-HCV ne-
gatif olarak saptandiZi izlenmigtir. Bu érneklerin
anti-HCV dogrulama ve HCV-RNA sonuglar: da
negatif olarak saptanmigtir. Benzer bir sonug diger
merkezde bir drnekte anti-HIV i¢in alinmig ve iz-
lemde bu hastanin da HIV dogrulama ve HIV-
RNA sonucunun negatif oldugu belirlenmigtir. Bu
veriler 1g13inda SMARTube uygulamasi sonucunda
normal plazmada yanlig anti-HCV pozitifligine yol
acan faktorlerin diglandig: ve antikor saptama test-
lerinin 6zgiilligiiniin artti1 sonucuna varilabilir.
HIV ve HCV infeksiyonlarinda mikrobiyolojik
testlerin kullanim amaglar: transfiizyon/transplan-
tasyon gilivenliginin saglanmasi, siirveyans ve tant
olarak siralanabilir. Amaclarin yani sira toplumda
infeksiyonun prevalanst ve kullanilacak testlerin
duyarhilik ve 6zgiilliigii testlerin se¢imini etkile-
mektedir. HIV ve HCV infeksiyonlarinin tanisin-
da yaygin olarak kullanilmakta olan yontemler vi-
rusa kargt olugan antikorlart saptama esasina daya-
nan serolojik yontemlerdir. HIV’a kars: olusan an-
tikorlar infeksiyondan 2-8 hafta sonra saptanabilir
diizeye ulagir. Bu nedenle akut ya da primer infek-
siyon doneminde antikor tespitine dayali testler
yeterince yardimci degildir.

HIV ya da HCV ile kargilagmis, in-vivo duyar-
11 hale gelmis hiicrelerden in-vitro stimulasyon so-
nucu saptanabilir diizeyde antikor yapimini ve
boylece erken donemde taniyi saglayan, ardindan
kullanilacak standart testlerin duyarlilik ve 6zgiil-
liigiinii arteiran bir yontem olarak tanimlanan du-
yarlilagtirmada kan “SMARTube” ile bir 6n igleme
tabi tutulmaktadir. “SMARTube” kullaniminin
infeksiyonlarin pencere déneminde olan seronega-
tif kigilerin tanisinda ve transfiizyon/transplant gii-
venliginin saglanmasinda 6nemli rol oynayacagi
ileri stiriilmektedir. SMARTube/Stimmunology
Teknolojisi, HIV ve/veya HCV ile 6nceden karsi-
lagmig ancak viriisler tarafindan bloke edilmis len-
fositlerin viicut diginda (in vitro) aktivasyonuna
dayanir. Lenfositler, aktivasyon ile erken dénemde
antikor iiretimini stimiile ederek, antikor diizeyle-
rini tespit edilebilir diizeylere ¢ikarirlar. Bu akti-
vasyon isleminin sonucu; serum igerisinde tespit
edilebilir diizeyde antikor bulunmasi ve mevcut ta-
nu kitleri kullanilarak bu antikorlarin tespit edile-
bilmesidir. SMARTube ile 6n-iglem uygulamasi,
kullanilan test kitinin HIV/HCV i¢in 6zgilligiini

azaltmadan duyarliligint artirir ve ayni zamanda
yanlig pozitiflik oranlarini azaleir.

Kisitli sayida ornekle gerceklestirilmis bu ¢a-
ligmanin verileri SMARTube ile duyarlilagtirma
yonteminin HCV ve HIV antikor saptama testleri-
nin duyarliligint ve 6zgilligiini artrdigini gos-
termekeedir. Ozellikle HIV ve HCV agisindan risk
grubunda bulunan popiilasyonun taramalar: sira-
sinda kullanilabilecek bir yontem olan SMARTube
ile duyarlilagtirma yontemi erken tani, tedavi ve
toplum saglig: agilarindan avantaj saglamaktadir.
Bunun yanisira dzellikle anti-HCV testlerinde go-
riilen diisiik diizey pozitiflik ve bunu takiben gere-
ken dogrulama ve HCV-RNA testlerine olan ge-
reksinimi azaltmast bakimindan maliyet etkin bir
yontem olarak kabul edilebilir.
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