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OZET

Bu calismada, kan bankalarinda givenli kan ve kan Urtnlerinin elde edilmesi icin nukleik asit amplifikasyon yontemi (NAT)
kullanilarak hepatit B virus DNA (HBV DNA) taramasinin tlkemiz igin kullanilabilirligi arastiriimistir. Tarama test sonuglari negatif
bulunan 3000 bagisci kan 6rnegi galismaya alindi. Elde edilen serum &rneklerinden 300 tane havuz olusturuldu. Havuzlanan
serumlar HBV real-time (RT) polimerize zincir reaksiyon (PCR) kiti kullanilarak incelendi. incelenen 300 havuzdan on yedisi pozitifti.
HBV DNA pozitif bulunan falkonlarin igerdigi 170 bagis¢i serum 6rneginin besinde HBV DNA pozitifligi saptandi. HBV DNA PCR
pozitif bulunan hastalara tekrar ulasilarak yeni serum o6rnekleri alindi. Hastalarin higbirinde HBV yoniinden pozitif sonuca
rastlanmadi. RT-PCR yéntemiyle HBV DNA yalanci pozitiflik orani % 0.16 bulundu ve yalanci pozitifliklerin gapraz kontaminasyonla
olustugu sonucuna varildi. Bélgemizdeki HBV seroprevalansinin disik olmasi nedeniyle bu sayida bagiscida yapilan calisma
yeterli olmayacaktir. NAT testinin Ulkemizde kan bankalarinda uygulanabilir hale gelebilmesi icin farkli bdlgelerden daha genis
ornekli arastirmalara ihtiyag bulunmaktadir.

SUMMARY

In order to obtain trustable blood and blood products in blood banks, screening for hepatitis B virus DNA (HBV DNA) with nucleic
acid amplification technology was tested for its possisle application in Turkey. The blood samples taken from 3000 donors whose
screening test results were negative were included in the study. With the serum samples 300 pools were prepared, and the pooled
sera were studied by using HBV RT-PCR tool. Of the 170 donation serum samples within 17 falcons with positive HBV DNA, five
samples were detected to have positive HBV DNA. Donors with positive HBV DNA RT-PZR were recontacted and new serum
samples were taken. None of these samples were positive for HBV. Using the RT-PCR method, the artifical positivity ratio of HBV
DNA was found as 0.16%, concluding that this artificial positivity was a result of cross contamination. Due to the low HBV
seroprevalance, the current number of donors’ sera seems to be insufficient. In order to test further the applicability of the NAT in
blood banks in Turkey, studies with more sera from different regions of the country are needed.

GIRIS infeksiyonu ciddi komplikasyonlara, hatta 6lime yol

Transflizyon tibbinin en énemli amaglarindan biri glvenli acabilmektedir (1-4).

kan saglamaktir. Transfiizyon sirasinda bulasan viral ~ Transflizyonla HBV infeksiyon bulasi post transfiizyonel
hepatitler icinde &nemli bir yer alan hepatit B virus (HBV)  infeksiyonlarin  %5-10’unu olusturmaktadir. Ulkemizde
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Nisan 1992'de hepatit B yuzey antijen (HBsAg) taramasi
uygulamaya girmesine ragmen HBV’nin aylar siren
inklibasyon déneminin olmasi, serolojik testlerin negatif
kaldig1 bir pencere déneminin olmasi, depolanan kan
drtnlerinde uzun sure kalabilmeleri nedeni ile
transflzyon ile bulasabilmektedir (3). Transflzyon iligkili
HBV infeksiyonu sikligi transflizyon yapilan kisi basina
% 0.002'dir. Ulkemizde Kizilay Kan Merkez'lerinde yapi-
lan galismalarda, bes milyon Unite kanin seroprevalans
degerlendirilmesi sonucunda HBsAg orani %5.1 bulun-
mustur (5). Hepatit B virus DNA pozitif bulunan bazi
olgularda infeksiyon belirtegleri mutasyonlar ve hasta
immd-nitesi nedeni ile negatif bulunmustur. Bu olgularda
viral DNA dizeyleri genellikle diigtik oldugundan (<1000
IU/ml) HBV'yi saptayabilmek igin yiksek duyarlilikta
yontemler kullanmak gerekmektedir (6). Hepatit B virus
infeksiyonu saptayamama nedenleri arasinda S bdlge-
sinde mutasyon, HBV DNA’'nin konak genomuna integ-
rasyonu (virus, DNA zincirinin yeniden diizenlenmesine
neden olabilir), periferik kandaki mononukleer hiicrelerde
HBV infeksiyonu, HBV igeren immun kompleksler, konak
immun yaniti (immun yanitin azalmasi riski artirir), ko-
infeksiyon (HCV, HDV, HAV ve HIV ko-infeksiyonu
interferensa neden olabilir) gdsterilmistir; ayrica diger
olas1 mekanizmalar (HBV genotip D) da vardir (7).

Duslik viral ylke sahip HBV tanisinda kullaniimak (izere
havuzlama ile toplanan 6rneklerin PCR ile viral DNA
molekillerini saptayan, nikleik asit amplifikasyon tekno-
lojisi (NAT) gelistirilmistir. Hepatit B virusu, viral bulas
riski, NAT uygulamasi 6ncesi 1/100.000- NAT uygula-
mas! sonrasi <1/1 000 000 olarak tahmin edilmektedir
(1, 7-9). Oldukga yliksek duyarliliga ve 6zgiillige sahip
NAT testiyle virusu gosterme pencere dénemini HBV’de
6-15 giin, hepatit C virusu (HCV)'nda 41-60 giin, HIV'de
10-15 glin azaltmaktadir (8).

Bu galismada NAT testi ile HBV DNA taramasinin kan
bankaciliginda llkemiz i¢in kullanilabilirligi arastinimigtir.

GEREG VE YONTEM

Bu ¢alismada, Mart 2006 - Eylil 2006 tarihleri arasinda,
Kocaeli Universitesi Hastanesi Kan Bankasi’na basvuran
3000 bagiscl serumu calismaya alindi. Bagisgi sorgu-
lama formundaki sorulara uygun yanit veren, hemog-
lobin degeri en az 12.5 g olan génulli bagiscilarin

serumlari  kullanildi. Bu g¢alismaya alinan 3000
bagiscinin  %92.3’'4ni  erkek, %7.7’sini kadin kan
bagiscilar olusturdu. Katiimcilarin yaslari 18 ile 65

arasindaydi. Erkeklerin yas ortalamasi 32.30, kadinlarin
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yas ortalamasi 30.46,
ortalamasi 32.6 idi.

tim kan bagis¢ilarinin yas

Alinan kan ornekleri 14 000 rpm’de 15 dakika santrif(j
edildi. Tarama testleri ile her bir vericide post transfliz-
yonel infeksiyonlar tarandi, negatif sonuglu &rnekler
galismaya alindi. HBsAg mikropartikil enzim immu-
noassay (MEIA - Abbott AXSYM® IL, ABD) ile arandi. Bu
ticari kitte 2.00 S/N (S/N=Numune Oran/indeks
Kalibratér Ortalama Oran) degerinden kugik 6rnekler
negatif, 2.00 S/N’'ye esit ya da yilksek degerler reaktif
olarak degerlendirildi. Spesifikligi 99.95 olan bu testin
HBsAg subtip ad hassasiyeti 0.19 ng/ml, subtip ay
hassasiyeti 0.14 ng/ml'dir.

Elde edilen serum 6rneklerinin her birinden 1 ml alinarak
onlu gruplar halinde 50 ml'lik falkon tiiplerde havuzlandi.
Toplam 300 havuz elde edildi. Es zamanl olarak kalan
serumlar 1.5 ml hacmindeki Eppendorf tliplere ortalama
1 ml serum 6rnegi alacak sekilde ayrildi. Havuzlanan ve
saklamaya ayrilan bu ornekler ¢alisma giiniine kadar —
20° C’de dondurularak saklandi. Calisma 6ncesi, drnek-
ler oda sicakhigina getirildi. Her bir falkon tiibin igindeki
serum Ornekleri, falkon tlp santrifijinde 15 dakika
santrifij edildi. Bu drneklerle NAT teknigi ile incelendi ve
bu amagla RT PCR kiti (Fluorion HBV QNP 2.0,
Almanya) kullanildi (lineer araligi 1.7X 10 -1.7X10°
IU/ml ve analitik duyarliigr 1.79 X 10" IU/ml, CE lisanst;
Dokiman kod: PF001v006, Onay tarihi: Nisan 2006).
Viral DNA saflastirma icin spin kolon yéntemi (QIAamp®
MinElute®Virus Spin, ABD) tercih edildi. Ticari kitin
onerdigi calisma prensiplerine uyularak ve igerdigi
kontroller kullanilarak c¢alisildi. Spin kolon ydntemi,
yuksek konsantrasyonlu nikleik asit kazanimi sagladigi
icin en dusik 20 pl geri alma hacmi ile sonuglandirildi.

Hepatit B virus DNA pozitifligi saptanan bagiscilar tekrar
arandi ve yeni serum oOrnekleri alindi. Hepatit B virus
serolojisini degerlendirmek amaciyla HBsAg, anti-HBs,
anti-HBclIgM, anti-HBclgG, HBeAg, anti-HBe belirteg-
lerine bakildi. Yeni serum 6rnekleri ile tekrar HBV DNA
PCR yapildi.

BULGULAR

Hepatit B virus RT PCR testine alinan 300 serum
havuzu icinde 17 falkonda HBV DNA pozitifligi saptandi.
Pozitif bulunan Urinlerin Cr esik dongu degerleri 36.7,
38.6, 38.7, 39.2 olarak saptandi. Hepatit B virus DNA
pozitif falkonlari olusturan bagisgi serumlarinin tek tek
ekstrakte edilmesi ve HBV RT PCR testi sonucunda bes
ornekte HBV DNA pozitifligi saptandi. Hepatit B virus RT
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PCR pozitif bulunan kisilerde HBV serolojisi degerlen-
dirildi, ancak pozitif sonuca rastlanmadi. Yeni serum
orneklerinin  higbirinde RT-PCR c¢alismasinda HBV
yoninden pozitif sonuca rastlanmadi. Sonug olarak;
calismamizda HBV RT-PCR testi ile buldugumuz HBV
DNA pozitiflikleri yalanci pozitif sonug olarak degerlendi-
rildi ve bunun orani ilk galismada %5.66, ikinci calis-
mada % 0.16 olarak belirlendi.

TARTISMA

Hepatit B virus infeksiyonunda kan transflizyonu oldukga
6nemli bir bulag yoludur Kan bagiscilarinda HBV
belirteglerinin zorunlu olarak taranmasi ve yuksek riskli
aktivitede bulunanlarin reddedilmesine ragmen HBsAg
negatif asemptomatik tasiyici bagiscilara ait kanlarin
transfizyonu, HBV infeksiyonu bulagina neden
olmaktadir (10).

Transflizyonla HBV infeksiyon bulasi post transfiizyonel
infeksiyonlarin %5-10'unu olusturmaktadir. Dusik dizey
HBsAg tasiyiciligl, serolojik testlerin negatif kaldigi
pencere donemi transfiizyon bulasina neden olabilmek-
tedir (3). Kan ve kan Urini alanlarda her alici igin
transfiizyon sonrasi B hepatiti olma olasihigi 2/10.000’dir.
Transflizyon sonrasi gelisen hepatitlerde HBV'nin orani
%0.3 -1.7°dir. Bu oran bazi yayinlarda %10’lara kadar
¢tkmaktadir (11-13).

Ozbilge ve ark. (14)'nin yaptiklari bir galismada; serone-
gatif ancak HBV DNA pozitif bulunan kisilerin serum-
larinin deney hayvanlarina verilmesiyle HBV infeksiyo-
nunun ortaya c¢ikmasi; ayrica HBsAg negatif olup
transami-nazlari yUksek bulunan bagiscilarin %9'unda
HBV DNA saptanmasi molekiler biyoloji tekniklerinin
Onemini gostermistir.

Mini havuzlarda RT-PCR teknigi ile viral genom arama
yontemine dayanan NAT testleri; pencere donemi gibi
durumlarda transfiizyon ile gegen HBV infeksiyonunu
saptamada yetersiz kalan HBsAg testinden ¢ok daha
hassastir (15).

Havuz formatlarinda 16’dan 96’ya kadar degisen 6rnek
sayllari kullaniimigtir. Nukleik asit amplifikasyon yontemi
kiiglk havuzlarda ve tekil kan bagisgilarinda finansal
olarak uygulanabilir olmadigindan kullaniimamigtir. Liu
ve ark. (16), test sisteminin hassasiyetini artirmak ama-
ciyla taramaya ydénelik olan havuz hacmi 20 bagistan
olusan ufak havuzlara distrmuslerdir. Japonya’da yapi-
lan baska bir calismada (17), HBV igin 50 6érnekli havuz
NAT negatif iken 20 6rnekle hazirlanan havuziu NAT
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pozitif olarak saptanmistir. Nukleik asit amplifikasyon
yénteminin duyarlihdinin arttinimasi igin yiiksek hacimde
orneklerle havuzlarin hazirlanmasi, dilisyon etkisini
engelleyebilmek icin érnek sayisinin dusuk tutulmasi
gerektigi bunun igin de 25 o&rnekten daha blylk
havuzlarin hazirlanmamasi 6nerilmektedir (16-21).

ilk kullanimdan bu yana yéntemde hizli gelismeler
gortulmustir ve gunumizde 18 Ulkenin 14’lUnde test
zorunlu, dort Ulkede onerilme seklindedir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde testler lisanssiz olmasina ragmen
Besin ve ilag Yonetimi (FDA) ve Amerikan Kan Bankalari
Birligi (AABB) Mart 1999'dan sonra NAT ile taramayi
onermistir. Hepatit B virus DNA gérintilemenin hepatit
B infeksiyonunun orta ve ylksek endemisitede goril-
diigi Italya ve Pasifik lilkelerinde daha yararli olacag!
dislndlmektedir (18).

HBsAg negatif, anti-HBc pozitif olan kan bagiscilarinda
HBV DNA kopya sayisi dugtk saptanmistir. Cok dustk
HBV DNA’nin tek bagis NAT ile saptanamayacagi
yapilan birgok ¢alismada belirtilmigtir (17-20, 22).

Ulkemizde, kan bankalarinda glvenli kan duretiminde
NAT uygunluguyla ilgili bir galismada (23), antijen antikor
diizeyi saptanabilir diizeyin altinda olan bagiscilarin
yakalanabilmesinde NAT’in uygulanabilir oldugu ancak
Ozel ekip ve alt yapi gereksiniminin oldugu sonucuna
varimistir.

Ulkemizde genel olarak HBsAg pozitiflik orani %1.7-21
arasinda iken (24, 25) bolgemizde yapilan bir galismada
(26) bu oran %0.37 olarak saptanmistir. Bizim ¢alisma-
mizda, toplanan serumlarin higbirinde pozitiflige rastlan-
mamasl, HBsAg prevelansindaki bu dusuklik ve test
maliyeti nedeniyle taramanin sinirl sayida yapilmis
olmasindandir.

Bu galismada yalanci pozitifligin merkez laboratuva-
rindan kaynakli g¢apraz kontaminasyon oldugu disu-
nalda.

Sonugta; transfiizyon ile HBV bulasini engellemede NAT
kullanimi, maliyet-yarar orani g6z o©nlne alindiginda
ylksek endemisite bdlgelerinde daha faydal olacagi;
bagis¢i segim kriterlerinin, havuzlama orneklerinin ve
ticari kitlerin standardizasyonun yapilmasi gerekmekte-
dir. Buna ek olarak, NAT testinin Ulkemizde kan
bankalarinda uygulanabilir hale gelebilmesi igin farkl
bélgelerden daha genis 6rnekli arastirmalara gereksinim
vardir.
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