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Amag: Kan badiscilarinin transfiizyonla bulasan enfeksiyonlarin mikrobiyolojik taramasi giivenli kan temini
agisindan énemli ve gereklidir. Bu ¢alismada, zorunlu tarama testlerinde HBsAg reaktivitesi gésteren bagis¢i
kanlarindan internal kalite kontrol (iKK) serumlarinin hazirlanmasi amaglandi.

Yéntem: Bu amagla Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kan Merkezi’ne kan badisinda bulunmus ve zorunlu
tarama testlerinde saptanan HBsAg reaktivitesi nedeniyle karantinaya alinmis kanlardan plazmalari ayrildi
ve -70°C’de saklandi. HBsAg S/CO degeri yiiksek (>1000) ve saptanabilir (>50 IU/ml) HBV DNA kantitasyonu
bulunan plazmalar internal kalite kontrol 6rnegi hazirlamak izere havuzlanarak birlestirildi. Kalsiyum kloriir
ve trombin ile koagulasyonu saglanan plazmadan elde edilen serum, dekstran siilfat ile muamele edildi ve bir
dizi santrifiigasyon islemi uygulanarak lipid presipitasyonu saglandi. Serum havuzundan alinan érnekler farklh
sulandirim oranlarinda fosfat tamponlu serum fizyolojik ile sulandirildi. Farkli sulandirimlar HBsAg reaktivitesi
yéniinden test edilerek S/CO oranlarina gére disiik reaktif, orta reaktif ve yiiksek reaktif olarak g farkli seri
internal kontrol serumu kriyotiiplere dagitildi ve donduruldu. Dondurulan IKK serumlarindan farkl giinlerde
her seriden birer kriyotiip ¢6zdiiriilerek HBsAg yéniinden test edildi. Bulunan S/CO dederleri Levey-Jennings
grafigine islendi ve Westgard kurallarina gére degerlendirildi.

Bulgular: Yiiksek, orta ve diisiik reaktif IKK serumlarinin S/CO dederlerinin istatistik analizinde ortalama
sirasiyla 3323.75, 1725.57 ve 219.57 bulunurken, ortanca sirasiyla 3401.76, 1753.48 ve 217.34; standart sapma
ise sirastyla 14.93, 210.62 ve 271.19 olarak belirlendi. Dedisim katsayilari ise yiiksek reaktif IKK serumlarinda
%8.1, orta reaktif IKK serumlarinda %12.2 ve diisiik reaktif iKK serumlarinda %7.6 olarak belirlendi.

Sonug: 1S015189 kapsaminda laboratuvarlarin bagimsiz IKK érnekleri ile ¢alismasi tesvik edilmektedir. Kan
bagiscilarindan toplanan kanlardan iKK 6rneklerinin hazirlanmasi uygun bir ¢6ziim olarak géziikmektedir.

Anahtar kelimeler: HBsAg, kan bagisgisi, internal kalite kontrol
ABSTRACT

Objective: Microbiological screening of blood donors for agents of transfusion transmitted infections is
important and necessary for ensuring the transfusion safety. The aim of this study was to prepare internal
quality control (IQC) sera for HBsAg screening of blood donors by using the human plasma collected from blood
donors with detectable HbsAg levels.

Methods: Quarantined fresh plasmas separated from the whole blood samples of donors with repeatedly
reactive screening tests for HbsAg with high S/CO ratio (>1000) and detectable (>50/U/ml) HBV DNA were used
for the preparation of IQC sera. In vitro coagulation of pooled plasma was performed by using calcium chloride
and bovine thrombin. Following the removal of coagulum, dextrane sulphate was added and precipitation of
lipids was carried out in a series of centrifugation processes. Samples from the sera pool were diluted with PBS
and diluted samples were tested for HbsAg reactivity. Recorded S/CO ratio of IQC samples from each category
was applied to Levey-Jennings control charts and evaluated according to Westgard rules.

Results: In descriptive analysis of high, medium and low reactive 1QC samples the mean was found to be
3323.75, 1725.57 and 219.57; the median was determined as 3401.76, 1753.48 and 217.34; the standard
deviation was calculated as 271.19, 210.62 and 14.93, respectively. Coeffcients of variation for high, medium
and low reactive IQC samples were determined as %8.1, %12.2 and %7.6, respectively.

Conclusion: In concordance with 1SO15189 standards that suggest the use of independent run controls for
immunoassays, it would be beneficial to prepare 1QC samples from collected blood in blood banks.
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GiRiS

Kanbagiscilarinintransfiizyonla bulasan enfeksiyonlar
yoninden mikrobiyolojik taramasi glivenli kan temini
acisindan dnemli ve gereklidir. Ulkemizde zorunlu
tarama testlerinin kapsami hepatit B, hepatit C,
AIDS ve sifiliz enfeksiyonlarina iliskin gostergelerin
arastirilmasi olarak belirlenmistir. Genel anlamda,
tarama testlerinin en onemli performans o&lgitil
genis bir topluluk icerisindeki gercek hastalari
saptayabilmesi olarak kabul edilmektedir. Bu da
testin duyarlihginin yiksek olmasi beklentisini
yaratmaktadir. Cogunlukla tarama testlerinde
%95’den ylksek bir duyarlilik olmasi istenmektedir®.
Ancak, kan bagiscilarinin serolojik taramasinda
kullanilan testlerde vyalnizca analitik duyarlihgin
yuksek olmasi transfizyon givenligi acisindan
yeterli degildir. Bu testlerin uygulanmasi sirasindaki
sireclerde kalite glivencesinin  saglanmasi ve
sirdurulebilirligi 6nemli ve gereklidir.

Analitik sdrecin dizglin bicimde tamamlandigini
glvence altina almada onemli araglardan birisi
de kalite kontrol numuneleridir. Bunlar hasta
orneklerine benzer ve belirli bir konsantrasyonda
analitik madde iceren orneklerdir. Test kiti
Ureticileri, tedarik ettikleri test kiti ile birlikte
kontrol 6rneklerini de saglamaktadirlar. Ancak, tibbi
laboratuvarlar igin gecerli standartlari tanimlayan
ISO 15189 kapsaminda tibbi laboratuvarlarin ig
kalite kontrol (IKK) 6rneklerini kit tedarikgisinden
bagimsiz olarak saglamalari Onerilmektedir. Bu
sekilde laboratuvardaki analitik strecin daha nesnel
ve gercekeci bir bicimde degerlendirilmesi olasidir.
Bagimsiz iKK drnekleri kit treticilerinden farkli ticari
kaynaklardan saglanabilmekle birlikte, bu maliyet
arttirici bir unsurdur. Bu agidan laboratuvarlarin
kendi bagimsiz IKK érneklerini hazirlamasi uygun bir
¢6ziim olarak goéziikmektedir®3,

Kan bagisi kabul eden kan hizmet birimlerinde tarama
testlerinde reaktiflik nedeniyle kullanilmayip imha
edilen bagisci kanlarindan bu testler igin iKK 6rnekleri
hazirlanmasi olasidir. Bu girisim kan hizmet biriminde
kalite yonetimi gergevesinde transflizyon giivenligini
arttirmaya yonelik bir edim olmasi yaninda maliyet
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etkinligi arttiracak bir kaynak yaratma eylemi olarak
da yararl olacaktir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan (17.04.2018 tarih
ve 18-4.1/47 No.lu karar) onaylanmistir.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kan
Merkezi'ne, kan bagisinda bulunmak amaciyla
bagvuran ve degerlendirme sonunda uygun
bulunan kisilerden kan bagisi kabul edilerek kan
bilesenleri hazirlandi. Kan bagisi sirasinda ayrilmis
numunelerde zorunlu mikrobiyolojik tarama testleri
kemiliminesans mikropartikiil imminoassay (CMIA)
yontemiyle (Architect 2000, Abbott Laboratories,
ABD) arastirildi. Zorunlu mikrobiyolojik tarama
testlerinde reaktiflik saptanmasi nedeniyle transfiize
edilemeyecegine karar verilen ve imha edilmek
Uzere ayrilan kan bilesenlerinden hepatit B virls
ylzey antijeni (HBsAg) reaktivitesi saptanmis olan
plazmalar ¢calisma amaciyla ayrildi. HBsAg reaktivitesi
yaninda taranan diger enfeksiyon etkenlerine (HIV,
HCV, Treponema pallidum) yonelik testlerinde de
reaktive saptanmis bagisci plazmalari calisma disinda
birakildi.

Ayrilan plazmalar HBsAg sinyal/esik (S/CO) 6lguim
degerleri agisindan kategorize edildi ve HBsAg S/CO
degeri 1000 lzerinde bulunan 14 plazmadan serum
havuzu hazirlanmasinda kullanilmak Gzere ikiser
adet steril, vidal kapakli 50 ml hacimli polipropilen
(PP) tliplere ve testlerde kullanilmak Uzere beser
adet 2 ml hacimli PP kriyotuplere dagitilarak torba
Uzerindeki sayisal kod ile isaretlenerek -40°C’de
saklandi. Saklanan plazma numunelerinden bir
dizisinde HBV DNA kantitasyonunu belirlemek Uzere
gercek zamanl (real time) PCR yontemiyle kantitatif
HBV DNA analizi (Bosphore HBV Quantification Kit,
Anatolia Geneworks, Turkiye) yapildi.

Derin dondurucuda saklanmakta olan ve HBsAg
reaktif bagis¢i plazmalarini iceren 50 ml’lik PP
tiplerden birer adet alinarak 14 kan bagiscisina ait
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plazmanin eszamanh olarak ¢6ziinmesi saglandi.
Cozinen plazmalar esit miktarlarda karistirilarak
havuzlandi. Havuzlanmis plazmalarin 6nce kalsiyum
kloriir (CaCl,) solusyonu ile koagulasyonu, sonra
dekstran silfat ile presipitasyonu planlandi. Bu
amacgla Proksch ve ark.” tarafindan uygulanmis
yontem esas alinarak bazi modifikasyonlarla islemler
gerceklestirildi.

Plazmanin in vitro koagulasyonu: Steril bir behere
1.1 gr CaCl, (Sigma Aldrich, Japonya) eklendi. Uzerine
200 ml havuzlanmis plazma konarak karistirildi,
37°C'de 1 saat sireyle inkube edildi. Liyofilize
haldeki sigir trombini (Q.F.AThrombine, HemoslL,
Instrumentation Laboratory, ABD) steril su ile
sulandirilarak c¢ozelti haline getirildi. Sulandiriimig
halde 100 NIH/ml sigir trombini icerigine sahip 2
ml’lik ¢dzelti oda isisinda CaCl, ile inkube edilmig
plazmaya eklenerek karistirildi.

Koagulasyonun makroskobik olarak goriinir hale
gelmesi icin oda isisinda 20 dk. daha bekletilen
karisim steril bir aplikatér ile koagulum hacmi
kiictltulerek konik tabanli PP tiiplere 50 ml olarak
dagitildi. Yirmi dakika siireyle 4500 g’de ve 10°C'de
santrifiigasyon uygulandi. Santrifiigasyon sonrasi
Ust sivi steril bir sisede toplanarak serum havuzu
olusturuldu.

Homojenize edilmis serum havuzundan konik tabanli
50 ml'lik PP tlplere 45 ml esit miktarlarda plazma
dagitilarak 3 adet tlipten olusan bir seri hazirlandi.

Lipidlerin _ presipitasyonu: Serum havuzundan
lipidlerin uzaklastiriimasi icin 3 g toz dekstran silfat
(OmniPur® Dextrane Sulfate, Calbiochem, Japonya)
100 ml steril distile su igerisinde ¢ozlndirilerek
%10’ luk dekstran stlfat soliisyonu hazirlandi. Elliml’lik
PP tiplere dagitilmis 45 ml havuzlanmis seruma 5 ml
%10’luk dekstran siilfat sollisyonu konarak litrede 300
mg dekstran siilfat icerecek serum tipleri hazirlandi.
Tupler oda isisinda 30 dk. sireyle bekletilerek
havuzlanmis serum iceriginde bulunan lipidlerin
presipitasyonu hedeflendi. Bekleme siiresinin
sonunda tiipler 20 dk. stireyle 10°C’lik 1sida ve 4.500
g kuvvetinde santriftj edildi. Santrifligasyon sonrasi

dipte olusan ¢okeltinin karismasina izin vermeden ve
¢okelti Uzerinde yaklasik 2 ml berrak serum tabakasi
birakilacak sekilde Ust sivi pipet ile cekilerek steril
bir sisede toplandi. Toplanan serum konik tabanh
15 ml’lik PP tlplere 10 ml esit miktarlarda dagitildi.
Tuplerde makroskobik bulaniklik varligi nedeniyle 40
dk. silireyle 10°C’lik 1sida ve 4500 g kuvvetinde ikinci
kez santrifj edildi. Santrifligasyon sonrasi dipte
olusan ¢okeltinin karismasina izin vermeden Ust sivi
pipet ile cekilerek konik tabanlh 15 ml’lik PP tuplere
aktarildi. Bir gece 4°C’lik sogutucuda beklemeye
birakildi. Bekleme siresi sonunda tipler 40 dk.
sureyle 10°C’lik 1sida ve 4500 g kuvvetinde santrifij
edildi. Santrifligasyon sonrasinda dipte yogun bir
cokeltinin biriktigi ve makroskobik olarak berrak
bir goriinim olustugu gozlendi. Tuplerdeki berrak
tst sivi steril bir sisede toplanarak iKK &rneklerinin
hazirlanacagi serum havuzu olusturuldu (Resim 1).

Resim 1. Lipid presipitasyonu

IKK &rneklerinin _hazirlanmasi: Elde edilen serum
havuzundan steril 15 ml’lik PP tlplere aktarim
yapilarak fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) (RTA
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Laboratuvarlari, Turkiye) ile 1/5, 1/10, 1/50, 1/100 ve
1/1000 sulandirimlari hazirlandi. Her sulandirnmdan
birer 6rnek alinarak hasta ve kan bagis¢ilarinin HBsAg
taramasinda kullanilan CMIA esasl bir imminoassay
cihazinda (Architect i2000, Abbot laboratories, ABD)
HBsAg yoniinden analiz edildi. Elde edilen HBsAg S/
CO degerleri cercevesinde iKK érnekleri igin uygun bir
konsantrasyon saglayabilecegi 6ngorilen 1/100 ve
1/1000 sulandirilmis serumlar 2 ml’lik kriyottiplere
dagitilarak -40°C’de donduruldu. Orijinal serumun
1/100 ve 1/1000 oraninda sulandiriimasiyla
hazirlanan bu serilerdeki kriyotiipler sirasiyla “ik100”
kodu verilerek “orta reaktif IKK” olarak ve “iK1000”
kodu verilerek “dusiik reaktif IKK” olarak etiketlendi.
Sulandirm yapilmamis havuzlanmis serum ise
“yiiksek reaktif IKK” olarak kullanilmak tizere “iK1”
koduyla etiketlenerek 2 ml’lik kriyotlplere dagitildi
ve -40°C’de donduruldu.

Plazmalarin islenmesi ve serum Orneklerinin
hazirlanmasina yonelik tiim sire¢ Biyoguvenlik
Dizey-2 (BSL-2) laboratuvar kosullarinda ve bu
kosullara uygun kisisel koruyucu ekipman kullanilarak
yapildi.

Kan bagiscilarinin HBsAg S/CO degerleri ile HBV
DNA konsantrasyonlari arasinda korelasyon varlig
Pearson korelasyon analizi ile arastirildi.

iKK 6érneklerinin performans analizi: iKK érneklerinin
glinler arasi degiskenlik derecesinin saptanmasi
amaciyla farkli giinlerde dondurucudan gikarilarak
¢ozilen internal kontrol serumlari hasta ve kan
bagiscisi drneklerinin rutin HBsAg analizleri sirasinda
kontrol 6rnegi olarak eszamanli test edildi. Her
calismada, her seriden (iK1, K100 ve iK1000)
birer tup kullanilmak Uzere 21 farkli calismada
analiz gerceklestirildi. IKK serumlari CMIA esash
immiinoassay cihazinda (Architect 2000, Abbott
Laboratories, ABD) kontrol numunesi olarak analize
alindi.

iKK drneklerinin giinler arasi degiskenlik derecesinin
saptanmasi amaciyla farkli glinlerde rutin HBsAg
analizi sirasinda iK1, K100 ve iK1000 kodlu
orneklerden birer tiip derin dondurucudan c¢ikarildi
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ve oda isisinda ¢ozlilmesi beklendi. Cozilmis
ornekler bagisci ve hastalarin  rutin  HBsAg
incelemesinde iKK &rnegi olarak analiz edildi. Analiz
sonrasinda S/CO degerleri IKK &rnek performans
cizelgesine kaydedildi. Hazirlanan iKK érneklerinin 21
farkli analiz sonucunda elde edilen S/CO degerleri ile
Levey-Jennings grafikleri olusturuldu.

Tanimlayici ve analitik istatistikler icin PASW (versiyon
18.0) yazihmi (SPSS Inc. Hong Kong) kullanildi. KK
orneklerinin S/CO ortalamalari, standart sapmalari
ve degisim katsayilari belirlendi. Olciim degerlerinin
normallik sinamasi  Kolmogrov-Smirnov testi ile
yapildi. Levey-lennings grafikleri Westgard 3 sigma
kurallarina gore sistematik hata ve rastgele hata
yoniinden incelendi.

BULGULAR

HBsAg reaktivitesi S/CO 1000 ve Uzerinde saptanan
ve HBsAg reaktivitesi nedeniyle bagisladiklari
kan, transfizyon icin uygun bulunmayan kan
bagiscilarindan (n=14) toplanan plazmalarda HBV

Tablo 1. iKK drnegi iin segilen bagis¢i plazmalarinin HBsAg ve
HBV DNA igerigi

Kan Bagisgisi HBsAg HBV DNA
(s/co) (1u/ml)
1 4111 449
2 3950 503.7
3 3907 656
4 3984 12390
5 4043 3226
6 5500 396.7
7 3146 36360
8 1524 5212
9 1178 12360
10 1661 5749
1 4199 2349
12 4212 617.1
13 3008 135300
14 5554 3325

HBsAg: Hepatit B ytizey antijeni; HBV DNA: Hepatit B Viriis DNAsI;
S/CO: Ornek Sinyali/Esik Dederi, IU/ml; Enternasyonal Unite/mililitre.
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DNA konsantrasyonu 65.6 ile 135300 IU/ml arasinda
bulundu (Tablo 1). Kan bagiscilarinin HBsAg S/CO
degerleri ile HBV DNA konsantrasyonlari arasinda
anlamli  bir korelasyon bulunmadi. (R=-0.2129,
p=0.46).

Hazirlanan her (¢ seriden IKK serumlarinin rutin
HBsAg analizi sirasinda elde edilen S/CO degerleri
kaydedilerek  veriler ~tanimlayici  ve analitik
istatistiklerde kullanildi.

Yiiksek reaktif iKK (ik1) serumlar ile elde edilen S/CO
degerleri icin ortalama 3323.75 bulunurken ortanca
3401.76 olarak, standart sapma 271.19 olarak,
degisim katsayisi %8.1 olarak belirlendi. Kolmogrov-
Smirnov testi ile 6lgim degerlerinin %95 gliven
araliginda normal dagilim gosterdigi gorildi (p=0.2,
Sekil 1).

Nermal Q-Q Plot of IK1

Expected Normal

T T T T T
2750 3000 3250 3500 3750
Observed Value

Sekil 1. Yiiksek reaktif iKK dlgiimlerinin dagilim (Q-Q) grafigi

Orta Reaktif KK (iK100) serumlar icin ortalama
1725.57 olarak bulunurken ortanca 1753.48 olarak,
standart sapma 210.62 olarak, degisim katsayisi
%12.2 olarak belirlendi. Kolmogrov-Smirnov testi
ile 6lcim degerlerinin %95 glven araliginda normal
dagilim gosterdigi gorildiu (p=0.2, Sekil 2).

Disiik Reaktif IKK (IK1000) serumlari icin ortalama
219.57 olarak bulunurken ortanca 217.34 olarak,
standart sapma 14.93 olarak, degisim katsayisi %7.6

olarak belirlendi. Kolmogrov-Smirnov testi ile dlgim
degerlerinin %95 given araliginda normal dagilim
gosterdigi goruldi (p=0.2, Sekil 3).

Normal Q-Q Plot of IK100

Expected Normal

T T T
1.000 1.200 1.400 1600 1.800 2000 2200
Observed Value

Sekil 2. Orta reaktif iKK dlgiimlerinin dagilim (Q-Q) grafigi

Normal Q-Q Plot of IK1000

Expected Normal

T T T T
160 180 200 220 240 260

Observed Value

Sekil 3. Diisiik reaktif iKK dlgiimlerinin dagilim (Q-Q) grafigi

S/CO  degerlerinin  aktanldig
grafiklerinin incelenmesinde vyiiksek reaktif KK

Levey-Jennings

orneklerinin  tiimiinde o6lgim degerlerinin £2SD
icerisinde yer aldigi gorulda.

En ylksek S/CO degeri 2048.65 olarak 6lcilen orta
reaktif iKK &rneklerinde en diisiik S/CO degeri olan
1240.71 olgliminin -2SD disina ciktigr goralda.
Ancak, diger tum degerlerin +2SD icerisinde yer
aldig1 gozlendi (Sekil 4).
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K10 KONTROL CIZELGES

S/C0

/NA

-

Vi—

Sekil 4. Orta reaktif iKK serumlarinin HBsAg test performansi

En distik S/CO degeri 190.86, en yiiksek S/CO degeri
248.60 olarak 6lgiilen diisiik reaktif iKK érneklerinde
tim degerlerin £2SD igerisinde yer aldig1 gozlendi.

Orta reaktif IKK 8rneklerinde -2SD disina ¢ikan deger
nedeniyle Westgard’'in 1, kuralinin ihlal edildigi
saptandi. Uyarici Ozellikteki bu kural ihlali disinda
rastgele hata veya sistematik hataya isaret eden bir
kural ihlali saptanmadi.

TARTISMA

HBsAg’nin 1970’lerde ABD’inde kan bagiscilarinda
zorunlu tarama testi olarak kabulliinin ardindan
transflize edilecek kan ve kan bilesenlerinde
enfeksiyon gostergelerinin arastiriimasi yaygin bir
uygulama halini almistir. Ulkemizde ise 1983 yilinda
kabul edilen 2587 sayili kanunun ardindan yirirlige
giren Kan ve Kan Uriinleri Yonetmeligi ile tarama
testleri zorunlu kilinmistir. Avrupa Parlamentosu ve
Konseyi’'nin 2002 98/EC direktifi ile kan bagiscilarinda
serolojik tarama testlerine iliskin gerekliliklerin
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tanimlanmasinin  ardindan  transflizyon o6ncesi
serolojik tarama testlerinde AB Ulkeleri agisindan bir

ortak standart olusturulmustur®>®.

Ulkemiz mevzuatinda da karsiligini bulan bu gereklilik
nedeniyle kan bagiscilarinda HBV, HCV, HIV ve
sifilize yonelik enfeksiyon gostergelerinin taranmasi
zorunludur®?,

Zaman icerisinde nikleik asit test yontemlerinin
ve kan bilesenlerinde patojen azaltmaya yonelik
teknolojilerin  gelistiriimesi,  serolojik
testlerinin gelecegini tartismaya ag¢sa da daha epeyce
bir stre serolojik tarama testlerinden vaz gecilmesi
goziikmemektedir. Yayginlasan hepatit B
asilamasi ve gelistirilen antiviral tedavilere karsin
hepatit B enfeksiyonu yeryliziinde ciddi bir halk
saghgl sorunu olarak 6nemini sirdirmektedir. Kan
bagiscisi kazanim programlari sayesinde gonallla
ve sirekli kan bagiscilarinin sayisinin artmasi, kan
bagiscilarinin transfiizyon ile bulasan enfeksiyonlara
yonelik riskli davranislar konusunda bilinglendirilmesi

tarama

olasi
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de dahil tiim gelismelere karsin transfiizyon ile HBV
bulagsma riski bulunmaktadir. HBsAg saptanmasinda
pek ¢ok kisitlayici durum bulunmaktadir. Bunlardan
en Onemlisi HBV enfeksiyonunun baslangicindan
viral antijenin tespit edilebilir seviyeye ulagsmasina
dek gecen pencere dénemidir®?),

HBsAg testleri enfekte karaciger hicrelerinden
salinan viral partikiller belirli bir seviyeye ulasincaya
dek HBsAg testinde antijen saptanmamaktadir. HBsAg
saptanmasinda fonksiyonel viral partikillerden daha
¢ok sHBS molekiillerinin spontan agregasyonun
bir sonucu olan sferik partikillerin ya da tubuler
partikillerin etkili oldugu ileri stiriimustiir®,

HBsAg S/CO degerleri ile HBV DNA dizeylerini
karsilastiran lineer regresyon modellemelerinde bu iki
Olgiim degeri arasinda anlaml pozitif bir korelasyon
saptanmis olsa da HBV DNA ve HBsAg'nin hizla arttig
akut enfeksiyonun erken doneminde bu durum
beklenen bir sonuctur. Calismamizda, HBsAg S/CO
degerleri ile HBV DNA konsantrasyonlari arasinda
anlamli bir korelasyon bulunmamasi ise Oncelikle
homojenize bir plazma havuzu elde etmek amaciyla
secilen kan bagiscilarinin sayisinin kisitlanmasiyla
iliskilendirilebilir. Ote yandan HBsAg reaktivitesi
gosteren plazmalarin aktif enfeksiyonu bulunmayan
taslyici ozelligindeki kan bagiscilarindan saglanmasi
da bu bu sonuca yol acabilir. Kan bagiscilarinda HBsAg
ile HBV DNA arasinda korelasyon eksikligine dikkat
ceken baska calismalar bulunmaktadir. Kuhns ve ark.
(19 HBsAg reaktif kan bagiscilarinda asiri diisiik HBV
DNA diizeylerine dikkat ¢ekmiglerdir. HBsAg reaktif
kan bagiscilarinin  HBV DNA konsantrasyonlarini
irdeledikleri calismalarinda bagiscilarin %36’sinda
HBV DNA konsantrasyonunu 400 kopya/ml altinda
bulmuslardir. Kan bagiscilarinda yapilan baska
calismalarda da benzer sonuglar alindigini vurgulayan
ayni arastiricilar HBsAg reaktif bagiscilarin %6’sinda
ise HBV NAT minipool analizlerinde HBV DNA
saptanamadigi bildirmislerdir.

HBsAg varligini saptamaya yonelik kalitatif test
kitlerinde 0.5-100 IU/ml araliginda degisen analitik
duyarlihklar bildirilmistir. ilk yillarda disiik olan
duyarhhklar test teknigindeki gelismelere bagh
olarak artmistir. Bu konuda, baslangicta kati

fazda mikroplaklardan veya plastik boncuklardan
yararlanilirken giinimizde kaplama ylzeyi olarak
mikropartikillerin kulanilmasi ve optik absorbans
Olcimine dayall  testlerden  kemiliiminesans
temelli testlere gecilmesiyle ©nemli gelisme
saglanmistir. HBsAg testlerinde Onemli bir sorun
ise HBV varyantlaridir. Guvenilir bir sonug icin
farkli varyantlarin varliginda bile test duyarliliginin
etkilenmemesi gerekir®412),

Biyolojikmaddeleriginstandartlarolusturmayayonelik
calismalar yiriten DSO Biyolojik Standardizasyon
Uzman Komitesi (ECBS) klinik laboratuvarlar ile
kan hizmet birimlerinde ve kan Grlini veya in vitro
diagnostik Ureticileri tarafindan kulanilacak HBsAg
testlerinin validasyonu icin de bir uluslararasi
standart (3rd WHO 1S) hazirlamistir. Bu standardin
hazirlanma sirecindeki asamalar ve paylasilan
deneyim calismamiz igin de yol gosterici olmustur.
HBsAg Ozelinde bir standart olusturulmasinda birgcok
etmene dikkat cekilmektedir. Ozellikle kullanilan
ornek matriksinin tdrl, standardin  hazirlanma
yéntemi ve antijenik varyantlarin 6nemine vurgu
yapilmaktadir. DSO tarafindan hazirlanan uluslararasi
standardin farkli laboratuvarlar ve farkli sistemlerle
analizinde elde edilen veriler incelendiginde 6rnegin
niteliginin 6nemi dikkat cekmektedir. HBsAg reaktif
plazma kullanilmasi ile purifiye ve inaktive plazma
kullanilmasi arasinda varyasyonlar yoniinden énemli
fark oldugu bildirilmis, hatta bu farkin HBV genotip
ya da subtip farkhliklarindan daha etkili oldugu ileri
sirdlmustdr. Ancak, potens degerlendirmelerinde
kantitatif ve kalitatif yontemler arasinda anlamh fark
bulunmamistir®. Calismamizda, genotiplendirme
yapilmamis olmasi bir eksiklik olmakla birlikte, 6rnek
sayisinin azhigl nedeniyle ortaya ¢ikan bu durumun
genis Olcekli bir Uretim silrecinde giderilmesi
duslntlmelidir.

Calismamizda, HBsAg reaktif kan bagiscilarinin
plazmalarindan hazirladigimiz iKK serumlari bagimsiz
kontroller olarak islev gormek Gzere Uretilmistir.
Hammadde olarak serum kullaniimasinin stabilite
azaltacagi  6ngorulmekle  birlikte,
calismamiz kan bagiscilarindan (antikoagulan iceren
torbalara) toplanmis kanlarin degerlendirilmesi
diisiincesine  dayandigi  icin  IKK  &rneklerinin
hazirlanmasinda zorunlu olarak plazma kullaniimistir.

sorunlarini
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Bu amagla, kan bankalarinda toplanmis sitratli bagisci
kanlarinin iKK numuneleri icin iyi bir matriks oldugu
ve havuzlanmis serum kadar uygun bir hammadde
oldugu gorusini belirten Proksch ve ark.nin®
yontemi esas alinmistir.

HBsAg analizlerinde bagimsiz kontroller olarak
kullanilan IKK &rneklerimize iliskin 6lciim degerleri
kontrol cizelgelerine islenmis ve performanslari da
+3SD icerisindeki degisim oranlarini gosteren degisim
katsayisi hesaplanarak Westgard “3 Sigma” kurali
temelinde yapilmistir. Bu degerlendirmelerde iK1,
K100 ve iK1000 serisi igin tiim 6lgtimlerin st (+3SD)
ve alt (-3SD) kontrol sinirlari icerisinde bulundugu
goérilmistir. 1K100 igin bir drnegin 2SD disinda
bulunmasi nedeniyle sadece bir kez 1, kuralinin ihlal
edildigi gorilmustir. Westgard kurallarinda uyarici
nitelikteki bu durum diger kontrol degerlerinin
uygun olmasi durumunda esasen test tekrarini
gerektirmeyen bir kontrol noktasi olarak kabul
edilmektedir. Bu uyarici kural disinda sistematik
bir hata goézlenmemesi c¢alismamiz sonucunda
hazirlanan KK 6rnekleri ile elde edilen sonuglarin
tiim serilerde (iK1, K100, iK1000) tutarli ve uygun
olduguna isaret etmektedir.

Wilkinson ve ark.'® nativ HBsAg iceren plazmanin
sulandirilmasiyla hazirlanan bir standart ile yapilan
kalibrasyonda yuksek varyasyon bildirmistir. Bu
standart igin saptanan degisim katsayisi oldukg¢a
yiksek olup %29 olarak belirlenmistir. Caismamizda,
nativ HBsAg iceren plazmadan elde edilen serumun
sulandirimis ve  sulandirilmamis  formlariyla
hazirlanan kontrol érneklerinde degisim katsayilari
iK1 igin %8.1, IK100 icin %12.2 ve iK 1000 icin %7.6
olarak belirlenmistir.

HBsAg analizinde kullandigimiz  imminoassay
platformunda (Architecth i2000) kullanilan ticari
kantitatif HBsAg kitiyle Liu ve ark.nin® yaptig bir
calismada, dislik, orta ve yiksek HBsAg kantitasyonu
gosteren orneklerde elde edilen degisim katsayilari
%0.44 ile %9.5 arasinda bulunmustur. Wang ve ark.
5 da ayni platformu kullanarak, ardisik 5 giinde ayni
ornekleri her giin lger kez ¢alisarak HBsAg, anti-HBs,
HBeAg, anti-HBe, anti-HBc, anti-HCV, anti-TP, and
HIV-Ag/Ab test kitleriyle yaptiklari ¢calismada dusik
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konsantrasyondaki numuneler i¢in %1.9 ile %7.49
araliginda, orta konsantrasyondaki ornekler icin
%1.29 ile %5.09 arasinda, yiiksek konsantrasyondaki
numuneler igin %1.06 ile %12.74 arasinda degisen
varyasyon katsayilari bildirmislerdir.

Her i{ic seride de elde edilen p degerleri iKK
orneklerinin 6l¢lim degerlerinin normal dagilimina
isaret etmektedir. Hazirladigimiz KK serumlari
bir referans deger ile karsilastirilamadigi icin bias
hesaplamasi yapilmamis ve bu nedenle toplam
analitik hata belirlenmesi s6z konusu olmamistir.
Buna karsilik, Westgard kurallari kapsaminda
incelendiginde  sistematik hata saptanmamis
olmasindan hareketle hazirlananan iKK serumlarinin
rutin uygulamada kullanilabilecegi distntlmastir.
Ancak, genis o6lcekli bir Gretim sirecinde toplam
analitik hatanin da belirlenebilecegi referans
serumlarinin kullanilmasi daha uygun olacaktir.

Kan bankaciliginda yeni tarama stratejileri
konusunda Hepatit B asilamasi ve antiviral tedavi
olanaklarinin gelismesine kargin HBV kiresel bir
sorun olmayi sirdiirmektedir. Ulkelerin gelismislik
ve gelir durumlarina bagl olarak asiya ve tedaviye
erisim olanaklari degismektedir®®. Laboratuvar
siregleri agisindan ise nikleik asit temelli testlerin
yayginlagsmasiyla kan bagiscilarinda transfizyon ile
bulasan enfeksiyon etkenlerinin arastirilmasinda
yeni bir kapi acgilmistir. Enfeksiyon tasiyicilarinda
pencere donemini azaltmasi nedeniyle blyuk
yarar saglayan nikleik asit testlerinin serolojik
testlerin yerini alip almayacagi, transflizyon 6ncesi
tarama stratejilerinde bir degisiklik olup olmayacagi
tartisiimaya baslanmistir®?),

Butartisma, calismamizinkonusuolanikKérneklerinin
teminine yonelik planlamalari da belirleyecegi
icin 6nemlidir. Ulkelerin nasil bir tarama stratejsi
olusturacaklarina karar vermelerinde test maliyeti
onemli bir sorun olarak one g¢ikmaktadir. Ancak
testlerin maliyet etkinligini belirlemede transfiizyon
sonrasi  enfeksiyonlarin  6nlenmesine  yonelik
bitlincll bir yaklasim gerekmektedir. Bu noktada
HBV rezidlel bulas riskinin bilinmesi 6nem tasir.
Posttransfiizyonel hepatit B enfeksiyonu gelismesi
icin gereken minimum enfeksiy6z doz (ID50) HBsAg
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icin 20-200 IU araliginda hesaplanmistir. Bu araligin
100-1000 viriyona denk dustugid ongoérilmektedir.
Ancak, rezidiel risk yalnizca enfeksiydz doz ile
iliskili olmayip, HBV epidemiyolojisi, tercih edilen
testlerin analitik duyarhliklari ve uygulanan test
algoritmalari ile de yakindan ilgilidir. HBsAg ve
nikleik asit testlerinin birlikte kullanimi rezidiel riski
dustrmektedirt®®,

Pek cok Ulkede yaygin olarak kullanilan patojen
azaltma teknolojileri Umit verici gorilmektedir.
Ancak, bu yontemlerin de tarama testlerine bir
alternatif olarak degerlendiriimemesi  gerekir.
Ozellikle viral yikii vyiiksek olan bagiscilardan
saglanan kanlarin %100 guvenli olmadig, HBV
enfeksiyon riskini 6nemli olglide azaltsa da timuyle
ortadan  kaldiramadigi  anlasilmaktadir.  Ayrica
patojen azaltma teknolojilerinin polioviris ile hepatit
A ve E virUsleri gibi zarfsiz virislere ve Bacillus cereus
sporlarina etkisiz bulunduguna dair bildirimler
bu ydntemin tarama teslerinin yerine gegebilme
olasiligini zayiflatmaktadir®®,

HBV enfeksiyon riskini azaltmasi éngorilen bir diger
durum hepatit B bagisiklamasi olmakla birlikte,
asilanan bireylerin %5-10’unda yeterli bir antikor
yaniti gelismedigi, HBsAg ve HBeAg pozitifligi
olan annelerden dogan yenidoganlarin %10-30
kadarinda hepatit B asilamasi ile etkili bir korunma
saglanamadigi  bildirilmistir.  Ustelik  koruyucu
diizeyde anti-HBs titresi bulunan bazi kisilerde okult
HBV enfeksiyonu gorilmuistir. Ayrica Cin’de Gniversal
hepatit B asisinin uygulamaya sokulmasindan sonraki
donemde dogan ve bu program cergevesinde
HBV asilamasi uygun sekilde yapilmis geng¢ kan
bagiscilarinda HBsAg prevalansinin asi programindan
once dogmus daha ileri yastaki kan bagiscilarina gore
daha yliksek bulunmasi oldukga sasirticidir. Yanisira
hepatit B asisi olmasina karsin anti-HBs gelistirmeyen
ya da duslk antikor diizeylerine sahip bagiscilarda
okult HBV enfeksiyonu gelisebildigi dikkate alinacak
olursa asilamanin da kan bagiscilarina yonelik tarama
testlerinden vazgegmemizi saglayacak bir etkisi
beklenmemelidirt®820.21),

Testlerde analitik duyarliliklarin artmasi, nikleik asit
testlerinin yayginlasmasi, kan bilesenlerinde patojen

azaltma teknoloilerinin gelismesi olumlu gelismeler
olmakla birlikte, yakin gelecekte immiinoassay
temelli tarama testlerinden vaz gegilmesini
saglayacak bir durum yaratmayacaktir. Bu durumda
bu testlerin kalite glivencesini saglamaya yonelik
girisimlerimizin de devam etmesi gerektigi aciktir.
Kan hizmet birimlerinde kan toplama-kan bileseni
hazirlama dongisiinde islenen Onemli miktarda
hicre ve plazmanin bir kisminin bagimsiz kalite
kontrol materyallerinin hazirlanmasinda kullaniimasi
hem kaynaklarin dogru kullanimi agisindan hem de
transflizyon giivenligi agisindan yararli olacaktr.
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