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Talasemi, genler yoluyla bireyler arasinda aktarilan kalitsal bir hastaliktir. Su ana kadar
genetik modifikasyon disinda herhangi bir tedavisi kanitlanmamistir. Talasemi
transfiizyonu yapilan hastalarin ¢ogu, dondrlerin kanit yoluyla hastaliklarin
bulagmasindan sikdyetcidir. Bu ¢alisma, immiinolojik ve serolojik testlerden daha etkili
ve dogru oldugu diisliniilen molekiiler taninin gerekliligini vurgulamaktadir. Bu
baglamda ¢alismamizda, Orneklerin toplanmas1 ve molekiiler serolojik belirteclerin
calisilmasi tamamlandiktan sonra, Irak niifusuna aktarilan talasemi hastalar1 arasinda
viris (hepatit C ve B, Sitomegaloviriis ve Toxoplasma gondii) prevalansinin sero-
molekiiler belirtegler ile arastirilmas1 amaglanmistir. Calismaya 500 beta-talasemi major
hastas1 katilmistir. Hastalarin %67'si erkek, %33'li kadin olup yas aralig1 5+50 y1l arasinda
degismektedir. Calismaya katilan hastalarin serum 6rneklerinde 1gG ve IgM'yi tespit
etmek i¢in ELISA, viriis miktarin1 belirlemek i¢in ise PCR testi kullanilmistir. Mevcut
ticari ELISA ve PCR Kkitlerine gore, Hepatit B ve HBVsAg IgG tasiyan 16 6rnek (9
erkek,7 kadm), Hepatit B ve HBVsAg IgM tasiyan7 ornek (4 erkek,3 kadin) tespit
edilmistir. HBV-PCR 5 hastada (3 erkek, 2 kadin) pozitif bulunmustur, viral olmayan 144
talasemi hastasinda ise tiim kontrol sonuglari negative olarak belirlenmistir. Hepatit C tipi
HCVAD IgG'nin 27 erkek, 19 kadin olmak tizere 46 hastada pozitiftir. HCVAb IgM
hastalarinda ise 16's1 erkek,10'u kadin olmak iizere 26 hasta pozitif olarak belirlenmistir.
PCR incelemesinde ise 12'si erkek ve 8'i kadin olmak iizere 20 hasta pozitif tespit
edilmigstir. Talasemi hastalarinin Orneklerinde de sonu¢ negatiftir. CMV-IgG 317
hastadan 267'sinde pozitif olup bunlarin 139'u kadmn, 128'1 erkek olarak dagilim
gostermistir. Kontrol grubunda IgG, 60erkek ve 70 kadinda pozitiftir. Sitomegaloviriis
IgM, erkek ve kadinlarda sirasiyla 17 ve 30 olmak iizere 47 kiside pozitif bulunmustur.
CMV-IgM molekiiler belirteglerle 12 kadin ve 16 erkek olmak iizere 28 kiside pozitif
bulunmustur. Toksoplazmoz IgG, erkeklerde 18, kadinlarda 22 olmak {izere 40 pozitif
hasta bulunurken, enfeksiyonu olmayan talasemi hastalarinda 3 erkek ve 3 kadinda
pozitiftir. Ayrica Toxoplasma gondii IgM ve PCR test sonuglar tiim hasta ve kontrollerde
negatif bulunmustur. Bu sonuglara gore, iki teknik olan immiinolojik ve molekiiler tani
arasinda 6nemli bir fark oldugu ve immiinoglobulinlerin uzun siire kalabilmesi nedeniyle



immiinolojik tanitya glivenmenin miimkiin olmadigi, ancak antijenlerin varliginin
enfeksiyon i¢in bir gosterge oldugu bulunmustur. Benzer sekilde, enfeksiyon erkekler ve
kadinlar arasinda farklilik gostermis ve genel olarak kadinlar daha az enfekte olmustur,
ancak Sitomegaloviriis enfeksiyonu kadinlarda daha yiiksek degerler almstir.
Enfeksiyonlarin ¢ogu tekrarlanan kan transflizyonlar1 yoluyla meydana geldiginden,
donér kanmin molekiiler tanmisinin dogrulanmasi Onerilmektedir. Diger patojenlerin
aragtirtlmasi da talasemi hastalarinin yani sira dondrler i¢in de dikkate alinmalidir.
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ABSTRACT
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SERO-MOLECULAR MARKERS STUDY PREVALENCE ON THE VIRUS
(HEPATITIS C, B, CYTOMEGALOVIRUS, AND TOXOPLASMA GONDII) AMONG
MULTI-TRANSFUSED THALASSEMIA AMONG IRAQI PEOPLE\WASIT CITY

Aseel Shakir Ghlaim AL-JAREE

Cankir Karatekin University
Institute of Graduate Studies
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Melda DOLARSLAN
Co-Advisor: Asst. Prof. Dr. Naeem Mohammed MOHSEN

Thalassaemia is an inherited disease transmitted between individuals through genes. So
far, no treatment other than genetic modification has been proven. Most patients receiving
thalassaemia transfusions complain of disease transmission through the blood of donors.
This study emphasises the necessity of molecular diagnosis, which is more effective and
accurate than immunological and serological tests. In this context, our study aimed to
investigate the prevalence of viruses (hepatitis C and B, Cytomegalovirus and
Toxoplasma gondii) among thalassaemia patients transferred to the Iragi population by
sero-molecular markers after the collection of samples and the study of molecular
serological markers were completed. The study included 500 beta-thalassaemia major
patients. 67% of the patients were male, 33% were female and the age range was 5+50
years. ELISA was used to detect IgG and IgM and PCR test was used to determine the
amount of virus in the serum samples of the patients participating in the study. According
to available commercial ELISA and PCR kits, 16 samples (9 males, 7 females) carrying
Hepatitis B and HBVSsAg IgG and 7 samples (4 males, 3 females) carrying Hepatitis B
and HBVsAg IgM were detected. HBV-PCR was positive in 5 patients (3 males, 2
females) and all control results were negative in 144 non-viral thalassaemia patients.
Hepatitis C type HCVAb 1gG was positive in 46 patients (27 males, 19 females). HCVADb
IgM was positive in 26 patients, 16 males and 10 females. In PCR examination, 20
patients, 12 males and 8 females, were found positive. The results were also negative in
the samples of thalassaemia patients. CMV-1gG was positive in 267 of 317 patients, of
whom 139 were female and 128 were male. In the control group, 1gG was positive in 60
males and 70 females. Cytomegalovirus IgM was positive in 47 patients, 17 and 30 in
males and females, respectively. CMV-IgM was found positive by molecular markers in
28 individuals, 12 females and 16 males. Toxoplasmosis 1gG was positive in 40 patients,
18 in males and 22 in females, while it was positive in 3 males and 3 females in
thalassaemia patients without infection. In addition, Toxoplasma gondii IgM and PCR
test results were negative in all patients and controls. According to these results, it was
found that there is a significant difference between the two techniques, immunological
and molecular diagnosis, and that it is not possible to rely on immunological diagnosis



because immunoglobulins can remain for a long time, but the presence of antigens is an
indicator for infection. Similarly, infection differed between men and women, and overall
women were less infected, but Cytomegalovirus infection had higher values in women.
As most infections occur through repeated blood transfusions, confirmation of molecular
diagnosis of donor blood is recommended. Investigation of other pathogens should also
be considered for donors as well as thalassaemia patients.

2024, 89 pages

Keywords: Hepatitis B, Hepatitis C, Molecular, Cytomegalovirus, Thalassemia,
Toxoplasma gondii
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1. GIRIS

Talasemi, globin proteinindeki bir mutasyonun neden oldugu kalitsal bir hastaliktir.
Kirmiz1 kan hiicrelerini yok eder, bozulana kadar aktivitelerini yeniden kazanmalarini

zorlagtirir, kirmizi kan hiicrelerini azaltir ve eritropoezise yol agar.

Bir veya daha fazla a-globin zincirinin eksikligi veya yetersiz sentezi ile karakterize alfa
talasemi mindr ve major olmak iizere iki tip alfa talasemi vardir. Beta talaseminin,
hemoglobin alt birimi beta (beta globin zinciri) sentezinin olmamasi veya azalmasindan
kaynaklanan B-talasemi major ve B-talasemi intermedia olmak iizere iki 6nemli formu

vardir (Al-Mosawy 2017).

Talasemi hastalar1 sik sik kan transfiizyonuna ihtiya¢ duyar ve bu nedenle asir1 demir
yiikii artar. Bunu yaparken, bir¢ok patojen dondrlerden talasemi hastalarina bulasir ve
asirt demir yiikii, hepatik asir1 demir yiikli gastrointestinal demir hiperabsorpsiyonu ve
diger hastaliklar dahil olmak tizere birgok komplikasyona yol agar (Faraj and Al-Abedy
2021).

Talasemi ve anormal hemoglobin teshisi, otomatik hematoloji analizorii ile kirmizi kan
hiicrelerinin dl¢iimii, Hb analizi ve Hb A2 ve Hb F'nin miktar tayini dahil olmak iizere
laboratuvar testlerinin bir kombinasyonunu gerektirir. Yiksek performanslt sivi
kromatografisi (HPLC) ve Kkapiller bolge elektroforezi (CE) sistemi talasemi
hastaliklarini ve tasiyicilarint ayirt edebilir (Munkongdee et al. 2020).

Hepatit B (HBV), hepatit C (HCV), Sitomegaloviriis (CMV) ve digerleri gibi donérden

kan transfiizyonu yoluyla talasemi hastalarina aktarilan bir¢ok viriis tiirli vardir.

Talasemi hastalarina bulasan Hepatit B, C, CMV ve Toxoplasma gondii patojenleri, viriis

iceren sik kan transflizyonlart nedeniyle maruz kalmaktadir.



Bu patojenler talasemi hastalar1 i¢in bir¢ok komplikasyona neden olmaktadir.
Immiinolojik ve serolojik yontemler bu patojenlerin tamisin1 koymaktadir, ancak
molekiiler tan1 bu patojenler i¢in en dogru yontem olmaya devam etmektedir. Bu nedenle,

talasemi hastalarina transfer edilmeden 6nce donor kani dogrulanmalidir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Talasemi

Talasemi, globin proteinindeki bir mutasyondan kaynaklanan kalitsal bir hastaliktir.
Kirmizi kan hiicrelerini yok eder, bozulana kadar aktivitelerini geri kazanmalarini

zorlagtirir, kirmizi kan hiicrelerini azaltir ve eritropoezise yol agar.

Bu bozukluk, kirmizi kan hiicrelerinin oksijen tasiyan bileseni olan hemoglobinin (HB)
alfa ve beta zincirlerinin sentezinin azalmasina neden olur. Bu proteinlerin iiretilmemesi

oksijen taginamamasi ve ¢ocukluktan itibaren kansizlik anlamina gelir (Bajwa 2023).

2.2 Talasemi Tiirleri

2.2.1 Alfa-talasemi (a-talasemi)

Alfa talasemi (a-talasemi), bir veya daha fazla a-globin zincirinin eksikligi veya yetersiz
sentezi ile karakterizedir. a-globin genleri HBA1 ve HBA2 olmak {izere iki tipten olusur
ve 16p13.3 kromozomlarinda bulunur. Suudi popiilasyonunda kesfedilen HBA12 adinda
baska bir a-globin geni tiirli daha vardir. HBA12, Suudi niifusunun %5,7'sinde HBA2'nin
yerini almistir. HBA12, HBA2 ve HBA1 gen dizilerinin gen doniisiimii ile olusmustur
(Alhuthali et al. 2023).

Globinin alfa zincirlerinin iiretiminin azalmasi veya kaybedilmesi, alfa-talasemi adi

verilen bir anemi tiirlinde genetik bir kusura yol agar (Galanello and Cao 2011).

Alfa talasemi, kirmizi kan hiicrelerinde oksijen tasimaktan sorumlu protein olan
hemoglobin iiretiminin azalmasiyla karakterize genetik bir kan hastaligidir.
Hemoglobinin alfa globin zincirlerinin yapimi i¢in talimatlar saglayan genlerdeki

mutasyonlardan kaynaklanir (Leung et al. 2008).



Normalde, 16. kromozomun her bir kopyasinda iki tane olmak tlizere dort alfa globin geni

vardir. Alfa talaseminin siddeti, etkilenen genlerin sayisina baglidir:

e Sessiz Tasiyict: Bu formda, dort alfa globin geninden biri eksik veya islevsizdir.
Sessiz tagtyici alfa talasemisi olan kisiler genellikle sagliklidir ve herhangi bir belirti
yasamazlar.

e Alfa Talasemi Minor: Dort alfa globin geninden ikisi eksik veya islevsizdir. Alfa
talasemi 0zelligi olan bireyler hafif anemiye sahip olabilir ve yorgunluk gibi hafif
semptomlar yasayabilir.

e Hemoglobin H Hastaligi: Dort alfa globin geninden {igii eksik veya islevsizdir.
Hemoglobin H hastalig1 orta ila siddetli anemiye neden olur ve bireyler soluk cilt,
yorgunluk, halsizlik ve dalak biiyiimesi gibi daha 6nemli semptomlar yasayabilir.
Tedavi kan transflizyonu ve folik asit takviyesini igerebilir.

e Alfa Talasemi Major: Dort alfa globin geninin tiimii eksik veya islevsizdir. Alfa
talasemi major, genellikle dogumdan 6nce veya erken bebeklik doneminde teshis
edilen durumun ciddi bir seklidir. Hayat1 tehdit eden anemiye, karaciger ve dalak
biiytimesine, kemik deformitelerine ve diger komplikasyonlara neden olabilir. Tedavi

genellikle diizenli kan nakli ve diger destekleyici 6nlemleri igerir.

Alfa talasemi, Giineydogu Asya, Cin, Filipin ve Akdeniz kokenli bireyler gibi yliksek
prevalansa sahip popiilasyonlarda daha yaygin olarak goriiliir. Alfa talasemili ¢ocuk
sahibi olma riski tasiyan aileler i¢in genetik danigsmanlik ve dogum Oncesi testler

mevcuttur (Motiani et al. 2024).

2.2.2 Beta-talasemi (f-talasemi)

Beta-talaseminin iki 6nemli formu vardir: B-talasemi major ve B-talasemi intermedia,
hemoglobin alt birimi beta (beta globin zinciri) sentezinin olmamasi veya azalmasindan
kaynaklanir. B-talasemi majorlii bireyler 6 ay ile 2 yas arasinda siddetli anemi, zayif kilo,
bodur biiylime, hafif sarilik ve hepatosplenomegali nedeniyle solukluk ile hastaneye

basvururlar. Beslenme sorunlari, ishal, sinirlilik ve tekrarlayan ates nobetleri gortilebilir.



Diizenli kirmizi kan hiicresi transfiizyonu ve demir selasyon tedavisi ile tedavi, normal
biliylime ve gelismeyi saglar ve prognozu iyilestirir. Asirt demir yiiklenmesiyle iliskili
uzun vadeli komplikasyonlar arasinda biiylime geriligi, dilate kardiyomiyopati, karaciger

hastalig1 ve endokrinopatiler yer alir.

B-talasemi intermediyali bireyler, erken ¢ocukluk déneminden itibaren diizenli kirmizi
kan hiicresi transfiizyonu gerektirmeyen daha hafif anemi nedeniyle daha degisken bir
bagsvuru yasma sahiptir. Ek klinik 06zellikler arasinda sarilik, kolelitiazis,
hepatosplenomegali, iskelet degisiklikleri (uzun kemik deformiteleri, kraniyofasiyal
deformiteler ve osteoporoz), bacak tilserleri, pulmoner hipertansiyon, hiperplastik eritroid
iliginin ekstramediiller kitleleri ve artmis trombotik komplikasyon riski yer alabilir. -
talasemi intermediyal1 bireyler, etkisiz eritropoezin neden oldugu demir metabolizmasi
diizensizliginin bir sonucu olarak artan bagirsak demir emilimi nedeniyle ikincil demir

artist riski altindadir.

a-talasemi esit derecede heterojendir. Daha hafif formlar (o-talasemi 2 veya oa+-talasemi
olarak adlandirilir) bir a globin gen delesyonundan kaynaklanir ve homozigot
durumlarinda hafif anemi iiretirler. a-talasemi 1 veya a- talasemi 0 ise ayni1 kromozom
tizerindeki iki o globin geninin delesyonu nedeniyle a globin zinciri sentezinin yoklugu
ile iligkilidir. Homozigot durumlarda, talaseminin en agir formu olan Hb Bart hidrops
fetalisi ile sonuclanir. a-talasemi 2 ve a-talasemi 1 i¢in bilesik heterozigot durumlar,

siddeti degisen Hb H hastalig1 ile sonuglanir; daha siddetli ugta bir TDT olabilir.

Talasemi molekiiler diizeyde son derece heterojendir; B-talasemili hastalarda B globin
genlerinde 200'den fazla farkli mutasyon bulunmustur ve ao-talasemi molekiiler
patolojilerinde neredeyse ayni ¢esitliliktedir. Bununla birlikte, kiiresel popiilasyonun
belirli bir bolgeye 6zgii birkag yaygin mutasyonla birlikte degisen sayida nadir mutasyon
tasidigi goriilmektedir (Munkongdee et al. 2020).



2.3 Epidemiyoloji

Talasemi Yunanca deniz anlamina gelen “Thalassa” ve Latince kan anlamina gelen, -
emia kelimesinden olusmaktadir. Hastalik ilk olarak Akdeniz toplumunda tanimlanmis
ve Akdeniz anemisi olarak adlandirilmistir. Talasemi en yaygin hemoglobinopatidir ve
diinya niifusunun %>5'inin talaseminin en az bir varyant alelini tagidigi tahmin

edilmektedir.

Talasemi genellikle otozomal resesif kalitim paterni gosterse de bazi talasemi tiirleri

nadiren dominant kalitim paternine sahiptir.

Alfa-talasemi (a-talasemi) Akdeniz iilkeleri, Hint alt kitasi, Orta Dogu, Giiney Cin ve
Gilineydogu Asya'da yaygindir (Huang et al. 2019).

Talasemi prevalansi, Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa, Avustralya ve Giiney Kore de dahil
olmak {izere diger bolgelerdeki gd¢men niifusundaki artis nedeniyle son yillarda artmaistir.
Kiiresel niifusun yaklasik %7'sinin talasemi tastyicist oldugu tahmin edilmektedir (Lee et

al. 2021).

Suudi Arabistan'da orak hiicreli anemi ve beta-talasemi sirasiyla 1000 niifus basina 49,6
ve 13,6'dir (Alhuthali et al. 2023). a-talasemi de Kuzey bolgesinde %0,4'ten Dogu
bolgesinde %5,9'a kadar degisen oranlarda yaygindir ve orak hiicre hastaligi ve beta-

talasemi ile birlikte kalitilir (Alharbi et al. 2021).

Talasemi Akdeniz bolgesi, Kuzey ve Bat1 Afrika, Orta Dogu, Hint alt kitasi, giiney Uzak
Dogu ve gilineydogu Asya'da daha yaygindir. B-talasemi Dogu Akdeniz bolgesi
insanlarinda yaygin olarak goriilmektedir. Iran, B-talasemi mutasyonlarinm sikliginm
yiiksek oldugu iilkelerden biridir ve 25000 [-talasemi major (B-TM) hastasi
bulunmaktadir. Talasemi mutasyonlarinin en yiiksek prevalansi (yaklasik %10) kuzey ve
giiney Iran'dan bildirilmistir. Diger bolgelerdeki prevalansmin %4-8 oldugu tahmin

edilmektedir. B-globin (HBB) geninde -globin zincirlerinin sentezinin azalmasina veya



hi¢ sentezlenmemesine neden olan mutasyonlar taninmistir, popiilasyon c¢aligsmalar1 bu
alellerden 40''min diinyadaki ¢ogu p-talasemi vakasindan sorumlu oldugunu

gostermektedir.

a-talasemi sendromlarina yol agan en yaygin mutasyonlar delesyonel varyantlardir, nokta
mutasyonlart ve kiiciik insersiyonlar/delesyonlar ise nadiren ortaya c¢ikabilir. Diinya

capinda 750'den fazla farkli a-globin geni varyanti rapor edilmistir (Khedri et al. 2020).

2.4 Patofizyoloji

Talasemi, alfa globin ve beta globin arasindaki dengenin bozuldugu bir hastalik grubudur.
Bu dengesizlik bir veya daha fazla globin geninin iiretimindeki azalmadan kaynaklanir.
Azalan globin zinciri, eritrosit Onciillerinde ¢okelen (etkisiz eritropoez) veya nihayetinde
dolagimda yok olan (hemoliz) kalan goblinlerin eslesmemesine neden olur (Longo et al.
2021) Sonug olarak, hastalarda degisen derecelerde anemi ve ekstramediiller hematopoez
goriiliir. Beta talasemi genellikle nokta mutasyonlar1 ile gelisirken, alfa talasemi
cogunlukla delesyonel mutasyonlarla gelisir (Bajwa 2023). Beta talasemide mutasyon
“missense” mutasyon ise bu durum B+ olarak adlandirilan beta globin zincir sentezinin
azalmasina neden olur. “Nonsense” mutasyonlarda ise B0, beta globin sentezinin olmadigi
bir fenotiptir. Eger iki beta globin geninden biri mutasyon tasiyorsa, bu bireyler talasemi
tastyicis1 veya talasemi mindrii olarak adlandirilir ve genellikle klinik olarak
asemptomatiktir. Beta globin geninde homozigot veya bilesik heterozigot talasemi
mutasyonu olan bireyler talasemi major veya talasemi intermedia fenotipi ile ortaya
cikabilir. Talasemi major ve intermedia arasinda ayrim yapmak igin ¢esitli klinik ve

laboratuvar bulgular1 goz 6niinde bulundurulmalidir (Sekil 2.1).



[J- talasemi major [J- talasemi intermedia

Baslangig (yil) < >2
Hemoglobin (gr/dL) <1 8-10
Hepatosplenomegali Siddetli Hafif ile Orta
HbF (%) >50 10-50
HbF: Fetal hemoglobin

Sekil 2.1 Talasemi major ve Talasemi intermedia arasindaki laboratuvar ve klinik
farkliliklar

2.5 Talasemi Hastalarinda Kan Transfiizyonu

Talasemi hastalari i¢in kan transfiizyonu ve demir selasyonu, hastay1 miimkiin oldugunca
uzun siire hayatta tuttugu icin talasemi hastalar1 i¢in en 6nemli unsurlar arasindadir.
Talasemi hastalar1 i¢in daha biiyiik risk olusturan viriisler gibi bazi patojen tiirlerinin

transferidir (Ragab et al. 2013).

Cogu arastirmada kabul edilen kan transfiizyonundan kaynaklanan en Onemli
komplikasyonlardan biri, periyodik kan transfiizyonu alan talasemi hastalarinda demir
depolarinin birikiminin artmasidir. Bu birikimin dalak {izerinde dogrudan bir etkiye sahip
olmak gibi bagka etkileri de olabilir, bu nedenle bazilarinin zaman zaman demiri geri

cekmesi gerekir (Patterson et al. 2022).

Hepatositler, demirin emilim yoluyla duodenumdan, makrofajlardan ve hepatositlerden

plazmaya girmesini dnleyerek diizenlenmesinde rolii olan bir hepsidin hormonu {iretir.

Demir yiiklii anemi, eritrosit asir1 ylikiiniin etkilerine kars1 koyarak hepsidin tarafindan

kontrol edilir.

Kronik kan transfiizyonu yapilan hastalarda, artan demir depolar1 veya kirmizi kan
hiicrelerinin etkisizligi nedeniyle hepsidin konsantrasyonu transfiizyon yapilmayan

hastalara gore daha yiiksektir (Bhowmik et al. 2023).



2.6 Talasemi Tanis1

Hemoglobin, talasemi tanisi i¢in esastir, kirmizi kan hiicresi belirteclerinin 6l¢iimii de
dahil olmak {izere bir¢ok anormal laboratuvar testi, otomatik kan analizérleri ve
hemoglobin, hemoglobin A2 ve hemoglobin F analizi ile gerceklestirilir. Yiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve kapiler elektroforez (CE) sistemleri, talasemi
ve tastyicilarl arasinda ayrim yapabilir ve manuel yontemlere alternatif olarak yaygin

sekilde kullanilir.

Bu sistemler hemoglobin miktarini ve kalitesini yiiksek dogrulukla tahmin eder ve birden
fazla kez tekrarlanabilir. Bu sistemler, spesifik talasemi mutasyonlarinin dogumdan dnce
ve sonra teshis edilmesini saglar. talasemi DNA ile tespit edilebilir ve mutasyonlari tespit
etmek i¢in ¢esitli teknikler kullanilir. Ek olarak, talasemi genotiplemesi ger¢ek zamanlh

dizileme (PCR) ve ardindan bir erime egrisi ile gerceklestirilir.

Son zamanlarda, niikleer genetik tarama ile genetik dizileme talasemi tanisina

uygulanmistir (Munkongdee et al. 2020).

Transfiizyona bagimli olmayan talasemi (NTDT) olarak adlandirilan beta talasemi
intermedia (BTI)’da, HbA azalir, HbF ve HbA2 artar, hastalar diizenli bir transfiizyon
rejimine ihtiya¢c duymaz; bir yil i¢inde bes kereden az transfiize edilir. Ebeveynler de
hemoglobin elektroforezi ile talasemi tasiyicilifi agisindan taranmalidir, ancak nadir

durumlarda molekiiler tan1 yapilabilir.

Beta talasemi major (BTM) hastalar transfiizyona bagimlidir. Laboratuvar 6zellikleri
Beta talasemi intermedia ile benzerdir. Ancak HbA sentezi BTI'ye gore azalrr,
hemoglobin elektroforezinde HbA goriilmez ve HbF total hemoglobinin %80'inden
fazladir (Aksu 2021).

Talasemi, kirmizi kan hiicrelerinin 6l¢iilmesiyle anemiye dayali olarak teshis edilir ve

gostergeleri talasemi olasiligini gosterir. Bu nedenle, molekiiler tani, ebeveynlerin



kromozomlarini inceleyerek veya fetiisiin dogumundan 6nce durumun ortaya ¢ikmadan
once teshis edilmesinde dnemli bir role sahiptir. Talasemi ve hemoglobinopatiler icin

kriterler Sekil 2.2°de 6zetlenmistir.

HBE / BThal
Hafif 9-12 gr/dL
Hb diizeyleri <Sg/dL -7 -10 gr/dL Oria/giddei 57 il 2,6 -13,3 g/dL
Hasin 4-5 gr/dL
Diistik Hb Uretimi Kirmizi hiicre hipokromi mikrositoz, Hedef hticreler
§ hemoliz Diizensiz sekilde gentiklenmis kirmizi kan hiicreleri, artan retikilositler [5 - 10%]
w
é Etkisiz eritropoez Cekirdekli alyuvarlar, bazofilik gizgili hiicreler
s
< +Cok sayida F hiicresi/Asit
X .. S +F-hiicreleri/ +DCIP boyama [HbE] HbH kapsayicilik
Ozel Ozellikler eliisyonu A
Asit Elisyonu +F hucreleri/Asit Ellisyonu organlari
HbF 10 - 50% fazl HbE [%40'60] Degisken HbH
i HbF %100 HbA2'ye o 10°0[]en e HbF [%60-40] (0.8-40%)
emoglobin ¢alismasi o . HbA2 |,
Pa kadar el +HbA [CI-thal ile]  |auanntamn varits smesin
HbA24 Hb CS, Hb PS vb.
®  Hem 30 hem de [J - thal mutasyonlarinin bilinen yaygin mutasyonlari 7 yaygin
Popilasyona 6zgii setlerde PCR tabanli yontemlerle tarama yapilabilir. | a-thal delesyonu igin
o Nadir veya alisiimadik mutasyonlar igin dogrudan dizileme veya | Gap-PCR ve delesyonsuz
.. e v mutasyonlar igin RDB
DNA analizi BT Aol eIy gelistirildi.
e [I-Tlicin diger analizler arasinda a- ve [- globin diizenlemeleri, 8'“"’“‘3“” ek
: SN : TR mutasyonlar igin MLPA
Xmn | polimorfizmi ve y-globin ekspresyonu igin diger i
QTL'ler yer aldi dizileme gereklidir

Sekil 2.2 Talasemi kriterleri

2.7 Talasemi Sendromunun Hastahkla iliskili Komplikasyonlari

e Pulmoner hipertansiyon, Ekokardiyografi yapildiginda pulmoner hipertansiyon ve
sag ventrikiil sistolik basincinin 36 mmHg’ nin {izerinde olmas1 (Kanwar et al. 2021).

e Kalp yetmezligi, Framingham kriterlerine gore kalp yetmezliginin belirti ve bulgular
olarak tanimlanmaktadir.

e Diyabetes mellitus, A¢lik plazma glikozunun 126 mg/dL olmasi olarak tanimlanur.

e Hematopoez, kan hiicresi liretimi olarak tanimlanir, klinik olarak iiretimlerindeki
herhangi bir degisiklik kan sorunlarina yol acar ve hastada klinik semptomlarin
gorlilmesine neden olur ve ultrasonografi, bilgisayarli tomografi taramasi (BT
taramasi) veya manyetik rezonans goriintiileme (MRG) ile teshis edilir.

e Safra kesesi taglar1 talasemi hastalarini etkileyen bir komplikasyondur ve ultrasonla

teshis edilir.
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e Hipotiroidizm, kanda TSH diizeyinin artmas1 olarak tanimlanir ve talasemi hastalarini
da etkileyen bir komplikasyondur.

e Osteoporoz, tahmini T-skoru < 2,5 SD t olan kemik yogunlugunun azalmis seviyesi
olarak tanimlanir ve talasemi hastalarinda en 6nemli komplikasyonlardan biri olarak
kabul edilir (Sozen et al. 2017).

e Tromboz, belirtileri klinik olarak bazi klinik gostergelerle ortaya ¢ikan ve bilgisayarh
tomografi anjiyogrami1 (BT anjiyogram), bilgisayarli tomografi taramasi (BT
taramasi), venografi, anjiyografi, doppler ultrasonografi veya manyetik rezonans
gorintiilleme (MRG) dahil olmak iizere ¢esitli tekniklerle teshis edilen bir trombiis
veya piht1 varligi olarak tanimlanir.

e Talasemi hastalarinda, 6zellikle siirekli kan transfiizyonlar: ile kendilerine gecen ve
kan ve beyin-omurilik sivisini enfekte eden bazi patojenlerle enfeksiyona bagli olarak
baz1 komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir.

e Bacak iilseri, bacaklarda kronik vendz ilserlerin varligidir (Chuncharunee et al.

2019).

2.8 Talasemi Tedavisi

Talasemi hastalarinda hafif kansizlik sikayeti olanlar i¢in diizenli takip disinda bir tedavi

yontemi bulunmamktadir. Bazi durumlarda kan nakline ihtiya¢ duyulur.

Bazen akut talasemi intermedia tedavisinde bazi komplikasyonlarin ve mekanik
bozukluklarin da eslik ettigi hipersplenizm goriilmekte, bu durum bazen splenektomiye

yol agmaktadir (Ali et al. 2021).

2.8.1 Splenektomi

Talasemi major ve intermedia'da siddetli hemolizi indiikler ve erken yasta dalagin
bliyimesini  Onler. Diizenli kan transfiizyonundan sonra, kan transfiizyonu

gereksinimlerini, hemoglobin seviyelerini ve demir birikimini azaltarak kotii saglik ve
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gecikmis biiylimeden korunmak i¢in bes ile on yas arasindaki ¢ocuklarda hipersplenizm

gelisimi meydana gelebilir.

Transflizyon gereksinimleri %70 hematokrit ile 200-220 mL RBC/kg'dan ve yilda %60
hematokrit ile 250-275 mL/kg paketlenmis RBC'den daha fazladir (Pecorari et al. 2008).

Dalak alinmadan 6nce meningokok ve pnomoni gibi bazi hastaliklara karsi asilarin ve

penisilin gibi baz1 antibiyotiklerin alinmasi 6nerilir (Ikeda et al. 2005).

2.8.2 Demir selasyon tedavisi

Demir selatorleri, kan transflizyonlarin1 yonetmek i¢in 6nemlidir, ¢ilinkii her kirmizi kan
hiicresi (RBC) (200 mg) demir igerir ve bunun sonucunda giinde 0,3-0,6 mg/kg demir
birikimi olur. Ug sinif demir selatorii arasinda deferasiroks (DFX), deferipron (DFP) ve
deferoksamin (DFO) bulunur. Streptomyces pilosus'tan tiiretilen deferoksamin, karaciger
parankimal hiicrelerine girer ve demiri selatlar. Onerilen dozaj, transfiizyondan sonra agir1
yiiklenen demir miktarima bagh olarak degisir. Yapay bir bilesik olan deferipron,
plazmada 1,5-4 saatlik bir yar1 6mre sahiptir ve giinliik 75 mg/kg onerilir. Biyoakiimiilatif
bir selator olan deferasiroks (DFX), bagirsaga batirilir ve transfiizyon asirt yiikii olan

kisilere giinde bir kez oral olarak onerilir (Reddy et al. 2022).

2.8.3 Kemik iligi nakli

Kemik iligi transplantasyonu talasemi hastalar1 i¢in ana etkili tedavidir. Operasyon
basaril1 kabul edilir ve 6liim oranm1 %3'e ulasmistir, ancak insan 16kosit antijenlerine sahip
uyumlu bir dondr gerektirdiginden iligin bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmesi gibi

bazi sorunlar yasanabilir ve reddetme oran1 %23, 6liim orani ise %7'dir.

Diisilk ekonomik diizeye sahip iilkelerde, etkili tedavinin siirekli kirmizi hiicre
transfiizyonuna ek olarak fazla demirden kurtulmak oldugu bir gergektir (Reddy et al.
2022).
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2.8.4 Kan nakli

B-talasemi majorde transflizyon rehabilitasyonu plazma hemoglobin diizeylerini
korumay1 ve endojen eritropoezden kaynaklanan anemiyi diizeltmeyi amaglar. Kan
transflizyonu tedavisi, ciddi anemi vakalarinda tanidan sonra baslatilmalidir. Hb>7 g/dL
olan bireyler biiytime geriligi, splenomegali, yiiz degisiklikleri ve kemik genislemesini
izlemelidir. Coklu kirmiz1 hiicre antikorlarinin gelismesi ve uygun donér bulma zorlugu
nedeniyle diizenli kan iletimi ikinci-liclincii yildan sonra gergeklesmelidir. Kan
transfiizyonunun sikligi hematokrit ve hemoglobin diizeyleri gibi faktorlere baglidir (Ali
et al. 2021).

2.8.5 Gen terapisi

FDA betibeglogeni onayladi Agustos 2022'de B-talasemi i¢in ilk hiicre bazli gen tedavisi
olan autotemcel (beti-cel). Bu tek seferlik tedavi, B-globin (BA-T87Q) gen mutasyonlari
olan 5-50 yas arasi transfiizyona bagimli B-talasemi hastalarin1 hedef alir. Tedavi,
periferik kan hematopoietik kok hiicrelerini harekete gecirmeyi, CD34+ hiicreleri izole
etmeyi ve bunlar bir lentiviriis vektoriiyle doniistiirmeyi igerir. Hastalar miyeloablatif
sartlandirmaya tabi tutulur ve intravenoz olarak beti-cel alirlar. Tedavi, siddetli demir

yiiklenmesi olan hastalarda aragtirrlmamistir (Arya and Sahi 2023).

2.8.6 Hematopoietik kok hiicre nakli

B-talasemi majorde transfiizyon rehabilitasyonu, plazma hemoglobin diizeylerini
korumay1 ve endojen eritropoezin neden oldugu anemiyi diizeltmeyi amaglar. Agir anemi
vakalarinda tan1 konulduktan sonra kan transfiizyonu tedavisine baslanmalidir. Hb>7
g/dL olan bireylerde biiyiime geriligi, splenomegali, yiiz degisiklikleri ve kemik
biiylimesi izlenmelidir. Coklu kirmiz1 hiicre antikorlarinin gelismesi ve uygun dondr
bulma zorlugu nedeniyle diizenli kan nakli ikinci-ii¢lincii yi1ldan sonra yapilmalidir. Kan
transfiizyonunun sikligi hematokrit ve hemoglobin seviyeleri gibi faktorlere baglidir (Ali
et al. 2021).
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2.9 Viriislerin Kan Yoluyla Bulagsmasi

Birgok virlis, igne yoluyla, dogrudan kan nakliyle ve ayrica anneden plasenta veya

emzirilen ¢ocuk araciligiyla fetlise bulasabilir.

Kan yoluyla bulasan viriislere 6rnek olarak HIV, viral hepatit B ve C tipleri, herpes tipleri,
ozellikle CMV ve diger viriisler verilebilir (Busch et al. 2019) (Sekil 2.3).

1:100 HEBV

HCV

HIV
1:1,000
1:10,000
1:100,000
1:1,000,000

Sekil 2.3 1980-2018 yillart arasinda HBV, HCV ve HIV igin birim basina enfeksiyon
riski

2.9.1 Hepatit

Viral hepatit, bes etkenin neden oldugu karacigerle iligkili sistemik bir hastaliktir: HAV,
HBV, HCV, HCV, HDV ve HEV. Yetiskinlerde ve ¢ocuklarda goriilen akut vakalara
oncelikle HAV, HBV, HCV, HDV veya HEV neden olur.

Sar1 humma, sitomegaloviriis, Epstein-Barr, herpes simpleks, kizamik¢ik ve enteroviriis
gibi viriislerin neden oldugu sporadik hepatit, akut karaciger iltihabi, ates, gastrointestinal

semptomlar ve sariliga neden olur (Jawetz et al. 1977).
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2.9.1.1 Hepatittip B

HBV’nin siniflandirilmast Cizelge 2.1°de gosterimistir.

Cizelge 2.1 HBV simiflandirilmasi (Ali et al. 2021)

Alem Pararnavirae

Filum Artverviricetes

Siif Revraviricetes

Ordo Blubervirales
Familya Hepadnaviridae

Cins Orthohepadnavirus
Tiir Orthohepadnavirus B

Hepatit B'nin 6zellikleri; Hepatit B (HBV), 6zellikle bebeklerde kronik enfeksiyonlara
neden olarak karaciger hastaligina ve hepatoseliiler karsinoma yol agar. Elektron
mikroskobu ii¢ morfolojik form ortaya koymaktadir: 22 nm'lik kiiresel partikiiller, tiibiiler
veya filament6z formlar ve daha biiyiik, 42 nm'lik kiiresel virionlar. D1s yiizey HBsAg ve
27 nm'lik bir i¢ niikleokapsid ¢ekirdegi igerir. Degisken kaldirma yogunluklarina sahip

genetik olarak heterojen partikiiller gézlenir.

HBYV, tamamlanmamis dairesel ¢ift sarmalli DNA'ya sahip zarfli bir viriistiir. Virion

icinde DNA polimeraz kullanarak dol genom DNA's1 sentezler.

Hepatit B virtisii (HBsAg), yapisal proteinler, transkripsiyonel bir transaktivator ve biiyiik
bir polimeraz proteini dahil olmak {izere yedi polipeptidi kodlayan dort acik okuma
gergevesine sahiptir. S geni major HBsAg'yi kodlarken, C geni HBcAg ve HBe proteinini
kodlar. HBsAg partikiilleri antijenik olarak karmagsiktir ve adw, ayw, adr ve ayr olmak
tizere dort fenotipi vardir. Bu belirtegler epidemiyolojik arastirmalarda faydalidir. HBsAg
ve enfeksiyoz ajan -20°C'de 20 yildan uzun siire stabildir ve 6 saate kadar 2,4 pH ile yok
edilebilir.
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Virlis zarfa baglanir, zarfin1 kaybeder ve ¢ift sarmalli genom kovalent olarak kapali ¢ift
sarmall1 dairesel DNA'ya doniistiiriiliir, bu da yeni sentezlenen HBcAg genomunun 6n-

RNA's1 da dahil olmak iizere viral kopyalarin geri kalani i¢in bir sablon goérevi gortir.

Cekirdegin i¢inde, polimeraz enzimi negatif sarmalli bir DNA kopyasmin ters
transkripsiyonu ile sentezlenir ve enzim pozitif bir DNA sarmali sentezlemeye baslar,
stirec tamamlanmaz, HBsAg iceren zarf cekirdekleri pre-Golgi membranlarindan
tomurcuklanir, bu siire¢ tekrarlanir viriis kan yoluyla, dogum sirasinda ve cinsel yolla

bulasir (Jawetz et al. 1977).

Patogenez; Sitotoksik (CD8) T hiicrelerinin immiin saldirisina bagli hepatoseliiler hasar
ve kronik tasiyicilik durumu yetigskin - enfeksiyonlarinin = %5'inde, yenidogan
enfeksiyonlarmin ise %90'inda goriiliir. Cilinkii yenidoganlarda sitotoksik T hiicresi
aktivitesi zayiftir. Kronik tasiyicilik durumu kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler

karsinoma yol agabilir.

Hepatoseliiler karsinom, viral DNA'nin bir kisminin hepatosit DNA'sina entegrasyonu ve
ardindan HBx proteininin sentezi ile iligkili olabilir. Antijen-antikor kompleksleri artrit,

dokiintii ve glomeriilonefrite neden olur (Sekil 2.4).

® ©

- [ )

O

Pozitif iplikli DNA sentezi

Déngliye yeniden gir

Konak DNA onanml

Transkr1p5|yon i — AAA '

AAA

AAA Zarf edinme
(2.1, 2.4, 3.5 kb mRNA'lar)

(Golgi éncesi)

cch NA
Cekirdek

Ceviri 1
Kapstlleme

Sitoplazma @/ Negahf iplikli DNA
sentezi
\ 3,5 kb RNA /

Sekil 2.4 Hepatit B viriisii (HBV) replikasyon dongiisii (Jawetz et al. 1977)
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Hepatit B'nin laboratuvar tanisi; Hepatit B, ¢esitli HBV antijenlerinin veya bunlara kars1
yonlendirilmis antikorlarin tanimlanmasiyla teshis edilir. Hem antijenler hem de
antikorlar, kati faz testi (enzim immiinoassay) kullanilarak hastanin kaninda tespit
edilebilir. Bireysel bilesenler belirli desenlerde ortaya c¢ikar. Sekil 2.5, HBV
enfeksiyonlarmin  laboratuvar  tamisinda yol  gosterici  ilkelerin  dayandig,
komplikasyonsuz bir hepatit B enfeksiyonundaki fazlarin sirasin1 gosterir (Kayser et al.
2005).

— Akut Hepatit B'de Serolojik Belirtegler

Kulugka siresi Akut 2-12 akut sonrasi Enfeksiyon sonrasi faz
4-12 hafta hafta 2-16 hafta

HBs antijeni [~ HBc antikorlari

\ \

Y

HBe antikorlar .

HBs antikorlar |

Sekil 2.5 Akut Hepatit B'deki serolojik belirtegler

Serum veya plazmadaki cekirdek antijenin tespiti ve kantifikasyonu enzim baglantili
immiinosorbent analizi (EIA) kullanir. Bu, Avrupa'da yaygin olarak kullanilir ve 6zellikle
hedef kararlilig1, basit enstriimantasyon ve maliyet nedeniyle kaynak sinirli ortamlarda

kuresel olarak mevcuttur.

10 IU/mL araliginda ¢ok diisiik tespit limitlerine sahip hedef amplifikasyon teknikleri
(transkripsiyon aracili amplifikasyon [TMA] veya ters transkripsiyon gercek zamanli

PCR [RT-gergek zamanli PCR]) yontemleri kullanilarak 6l¢iilebilir.

Hepatit B'nin talasemi ile iligkisi; Hepatit B viriisii, talasemi hastalarinin viriis iceren kan

nakillerine sik¢a maruz kalmalar1 nedeniyle maruz kaldiklar1 hastaliklardan biridir. Bu
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viriisiin bes formu vardir: akut HBV, kronik HBV, fulminat HBV, asemptomatik HBV
ve gizli HBV enfeksiyonu (Amirhashchi et al. 2022).

Yapilan ¢alismalar, viral hepatit B'ye kars1 bagisiklamanin, dondrler ve alicilar arasinda
kan yoluyla viriisiin bulagsma diizeyini azalttifim1 ve boylece 0Ozellikle talasemi

hastalarinda bu viriisle enfeksiyonu azalttigin1 gostermistir (Al-Sharifi et al. 2019).

Son zamanlarda yapilan bazi ¢aligmalar, bu taninin yilizey ve g¢ekirdek antijenlerinin
varligina bagli olmasi ve bu nedenle yanlis pozitif sonug alinabilmesi nedeniyle, ELISA
ile onaylanmis taniya ek olarak, dogrulayici tani olarak dondr kaninin molekiiler tanisinin
ve hepatit B viriisii ile enfekte olmadigindan emin olunmasinin gerekliligini 6nermistir.
Bu nedenle, yiizey antijeninin (SHBV) PCR ile molekiiler teshisi belirleyicidir (Naz et al.
2023)

2.9.1.2 Hepatittip C

HCV'nin siniflandirilmasi Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2 HCV smiflandirmasi (Ali et al. 2021)

Alem Orthornavira
Filum Kitrinoviricota
Smf Flasuviiricetes
Ordo Amarillovirala
Familya Flaviviridae

Cins Hepacivirus

Tir Hepacivirus B

Hepatit C'nin 6zellikleri; Hepatit C; hepatoselliiler karsinom ile iliskilidir. HCV, Amerika
Birlesik Devletleri'nde en yaygin kan yoluyla bulasan patojendir. Tek zincirli, pozitif
polariteli RNA'nin bir pargasina sahip zarfli viriis. Virionda polimeraz yoktur. HCV'nin
birden fazla serotipi vardir. Bulasmanin ¢ogu perinatal veya kan yoluyladir. Cinsel

bulasma daha az yaygindir (Levinson 2018).
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Hepatit viriisii pozitif yonlii bir RNA viriisii olup, RNA dizi analizleri sonucunda alti
genotipe ve 100'den fazla alt tipe ayrildig1 belirlenmistir. Niikleotid diizeyinde suslar
arasinda %?25-35 oraninda, alt tipler arasinda ise %15-25 oraninda farklilik

bulunmaktadir.

Genom, bir ¢ekirdek proteini, bir zarf glikoproteini ve ¢esitli yapisal olmayan proteinleri
kodlar; cDNA transkriptlerinin ifade edilmesiyle Hepatit C'ye karsi antikorlar igin

serolojik testler gelistirilmistir.

HCV bulagmasi sonucu gelisen hepatit vakalarinin biiyiik ¢ogunlugu (%70-90) kronik
hepatite yol agmaktadir. Kronik aktif hepatit veya siroz gelistirme riski altinda olan ¢ok
sayida insan vardir (%10-20). HCV'li enfekte bireylerin (%1-5)'inde; hepatoselliiler

karsinom ve diinya ¢apinda kansere neden olabilir.

Patogenez; Kronik HCV enfeksiyonu hepatik lezyonlara neden olur, Hepatositlerde lipid
birikiminin neden oldugu bir lezyon olan steatoz, viriis kaynakli steatozdan sorumlu olan
HCV genotipi 3 ile baglantili tek lezyondur, diger HCV genotipleriyle enfekte olmus
hastalarda ise bu lezyonun varligi esas olarak ekzojen metabolik faktorlerle iliskilidir.
Transfekte HCV ¢ekirdek proteininin dogal enfeksiyon sirasinda steatozdaki rolii hala
bilinmemektedir. Steatoz, karaciger fibrozunun ilerlemesiyle baglantilidir, ancak bu esas

olarak genotip 1 HCV hastalarinda goriiliir.

Kronik hepatit C karaciger hasarina dncelikle portal lenfoid infiltrasyon, fokal nekroz ve
dejeneratif lobiiler lezyonlar neden olur. Bu lezyonlar, spesifik T hiicrelerinin
birikmesiyle giiclendirilebilen lokal bagisiklik tepkisine atfedilir. Karaciger lezyonlarinin

siddeti, lokal Th1 sitokinleri ve CTL tepkileriyle baglantilidir (Pawlotsky 2004).

Hepatit C'nin laboratuvar tanisi;

e Tarama: Hepatit C viriisiiniin (HCV) taranmasi, HCV antikoru (Ab) icin serolojik test
ile yapilir.
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e Kesinlestirici: Kronik HCV tanist i¢in HCV viral yiikii ad1 verilen HCV RNA'sinin
varlig1 gerekir.

e Genotip: HCV RNA'sinin mevcut oldugu belirlenir, genotip testi ile viriisiin spesifik
genotipi ve alt tipi isaretlenebilir.

e llag direnci: HCV'deki baz1 proteinlerin mutasyonlari, viriisiin dogrudan etkili
antivirallere (DAA'lar) kars1 direng gostermesine yol agabilir; bunlara yaygin olarak
direncle iligkili varyantlar (RAV'ler) veya direncle iliskili polimorfizmler (RAP'ler)

denir.

Hepatit C'nin talasemi ile iliskisi; Hepatit C, diyaliz, talasemi ve benzeri kan nakli

gerektiren hastalarda en tehlikeli ve 6liimciil virtis tiirlerinden biridir.

Bu viriis, periyodik kan transfiizyonlarina bagl oldugundan, diinya genelinde talasemi

hastalarinda en fazla morbidite ve mortaliteye neden olan viriistiir (Kandi et al. 2021).

Son arastirmalar, Hepatit C'nin modern bir tani ydntemiyle teshis edilmesinin
gerekliligini ortaya koymaktadir. Cilinkii bu sayede, viriisiin dondrden aliciya gegme riski

azalir.

Caligmaya gore talasemi hastalarinda viral hepatitlerin siroz, bobrek yetmezligi ve
kardiyovaskiiler komplikasyonlara ek olarak baska komplikasyonlara da yol agtig1 ve
hastalarin yaklasik %40,5'inde morbiditeye neden oldugu belirtilmistir (Moghimbeygi
and Alavian 2020).

2.9.2 Sitomegaloviriis

CMYV, insan hastaliklarinin yaygin bir nedeni olan herpes virlisiidir. CMV, ciddi
anormalliklere yol acabilen konjenital enfeksiyonun nedenidir. Belirsiz enfeksiyon
cocukluk ve ergenlik doneminde yaygindir. Ciddi CMV enfeksiyonlar1 siklikla bagisiklik
sistemi baskilanmis yetiskinlerde goriiliir. CMV enfeksiyonlari, CMV ile enfekte olmus
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hiicrelerin intraniikleer inkliizyon cisimcikleri ile biiyiikk dl¢lide biiylime egiliminden

kaynaklanan sitomegalik inkliizyon hastalig1 olarak ortaya ¢ikabilir.

CMV smiflandirmasi Cizelge 2.3°te gosterilmistir.

Cizelge 2.3 CMV siniflandirmasi (Arvin et al. 2007)

Alem Orthornavira
Filum Kitrinoviricota
Smf Flasuviiricetes
Ordo Amarillovirala
Familya Flaviviridae

Cins Hepacivirus

Tiir Hepacivirus B

CMV'nin ozellikleri; CMV, insan herpesviriislerinin en biilyiik genetik i¢erigine sahiptir.
DNA genomu (240 kbp), HSV'ninkinden énemli 6l¢iide daha biiytiktiir. Viriis tarafindan
kodlanan birgok proteinden yalnizca birkagi (~200) karakterize edilmistir. Bir hiicre
yiizey glikoproteini olan Fc reseptorii olarak islev goren ve spesifik olmayan bir sekilde

baglanabilen konsantrasyonu nedeniyle bilinen en gii¢lii giiclendiricilerden biridir.

Hiicresel transkripsiyon faktorleri icin baglanma bdlgelerini yabanci genlerin yiiksek
diizeyde ifadesini desteklemek igin deneysel olarak kullamlir. Insan popiilasyonunda
genetik olarak farkli bircok CMV susu dolagmaktadir. Ancak suslar antijenik olarak
yeterince iligkilidir, bu nedenle sus antijenik farkliliklar1 muhtemelen insan hastaliinda
onemli belirleyiciler degildir. CMV'ler tiire ve hiicre tipine ¢ok 6zgiidiir. Hayvanlari insan
CMV'siyle enfekte etme girisimlerinin hepsi basarisiz olmustur. Hepsi tiire 6zgii olan bir

dizi hayvan CMV'si vardir.

Insan CMV'si in vitro yalnizca insan fibroblastlarinda gogalir, ancak viriis genellikle
konakg¢inin epitel hiicrelerinden izole edilir. CMV, kiiltiirlenmis hiicrelerde yavas cogalir
ve biiylime HSV'den daha yavas ilerler. Cok az viriis hiicresiz hale gelir; enfeksiyon
oncelikle hiicreden hiicreye yayilir. Kiiltiirlenmis hiicrelerin tiim bir tek katmaninin dahil

olmasi birkag hafta siirebilir. CMV karakteristik bir sitopatik etki iiretir.
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Perintikleer sitoplazmik inkliizyonlar, herpesviriislere 6zgii intraniikleer inkliizyonlara ek
olarak olusur. Cok cekirdekli hiicreler goriiliir. Etkilenen bir¢ok hiicre bliylik 6l¢iide
biiyiir. Inkliizyon tastyan sitomegalik hiicreler, enfekte bireylerden alinan drneklerde

bulunabilir.

Patogenez; CMV, viriis tasiyan materyalle yakin temas gerektiren ¢esitli yollarla kisiden
kisiye bulasabilir. Normal biiyiik ¢cocuklarda ve yetiskinlerde viral maruziyetten sonra 4
ile 8 haftalik bir kulucka donemi vardir. Virls sistemik bir enfeksiyona neden olur;
akciger, karaciger, yemek borusu, kolon, bobrekler, monositler ve T ve B lenfositlerinden
izole edilmistir. Hastalik, enfeksiydz mononiikleoz benzeri bir sendrom olarak ortaya
¢ikabilir, ancak cogu CMV enfeksiyonu subkliniktir. Tiim herpesviriislere benzer sekilde,
CMYV yasam boyu latent enfeksiyonlar olusturur. Viriis, birincil enfeksiyondan aylarca
veya yillarca sonra aralikli olarak farenksten ve idrar yoluyla yayilabilir. Bobregin uzun
stireli CMV enfeksiyonu normal kisilerde zararli gorinmemektedir. Tikiirik bezi
tutulumu yaygindir ve muhtemelen kroniktir. Hiicre aracili bagisiklik, birincil
enfeksiyonlarda baskilanir ve bu, viral enfeksiyonun devam etmesine katkida bulunabilir.

Hiicresel yanitlarin iyilesmesi birkag ay siirebilir.

CMV'nin laboratuvar tanisi; Akut maternal CMV enfeksiyonunun immiinoglobulin
(Ig)M ve diisiik aviditeli IgG'nin varlig ile tanisi, tipik olarak amniyon sivisinda CMV
icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testleri kullamilarak gerceklestirilen fetal
enfeksiyonun dogrulanmasini gerektirir. Yagsamin ilk iki haftasi i¢inde elde edilen idrar
ve tiikiirtigiin viral kiiltiirli, konjenital olarak enfekte bebeklerin tanisi i¢in altin standart
olmaya devam etmektedir. Yenidoganlardan alinan kurutulmus kan lekelerinin PCR
testlerinin, evrensel tarama amaglar1 icin konjenital CMV enfeksiyonu olan c¢ogu
yenidoganin tanimlanmasi i¢in yeterli duyarliliktan yoksun oldugu gdsterilmistir. Ancak,
tiikiiriik PCR testleri su anda konjenital CMV enfeksiyonu i¢in yararli bir tarama yontemi
olarak degerlendirilmektedir. Bagisiklik sistemi baskilanmis konakta, fosfoprotein 65
antijenemisi ve kan veya plazmanin CMV gercek zamanli PCR'si gibi daha yeni hizli tan1
testleri Onleyici tedaviye izin vererek morbidite ve mortaliteyi azaltmistir. Ancak,
standardize edilmis ger¢ek zamanli PCR protokollerinin eksikligi, farkli merkezlerden

gelen verilerin karsilagtirilmasini ve immiin sistemi baskilanmais bireylerde invaziv CMV

22



enfeksiyonlariin yonetimi i¢in tek tip kilavuzlarin gelistirilmesini engellemektedir (ROSS

etal. 2011).

PCR analizleri kan, BOS ve idrarda dolasan viriisii tespit etmek i¢in kullanilir. PCR
analizleri, immiin sistemi baskilanmis hastalarda CMV hastaligin1 tahmin etmek icin
kullanilabilen kantitatif viral yiik verileri saglayabilir. Viral antijenlere kars1 monoklonal

antikorlar, hastalardan viriis pozitif 16kositleri tespit etmek icin kullanilabilir.

Bir¢ok test tiirii, gegmis enfeksiyonu (ve yeniden aktivasyona ugrama potansiyelini)
gosteren CMV IgG antikorlarin tespit edebilir. Viral IgM antikorlarinin tespiti, yakin
zamanda bir enfeksiyonu gosterir. Serolojik testler, bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalar i¢in bilgilendirici degildir. Ayrica, serolojik teknikler klinik izolatlar arasindaki

sus farkliliklarini ayirt edemez (Jawetz et al. 1977).

CMV'nin talasemi ile iligkisi; Talasemi hastalarinda yiiksek diizeyde saptanan viriislerden
biri de CMV'dir; ancak talasemi hastalarinin kanindaki antikor oraninin normal insanlara

gore daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Bunun nedeni, sik kan transfiizyonu yapilmasi ve bu transfiizyonun donérlerden antikor

gegisine neden olmasidir (Al-Hamadany 2020)

CMV normal insanlarda asemptomatik oldugundan viriis latent kalmakta ve talasemi
hastalar1 gibi bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda inflamatuvar semptomlari ortaya
cikmaktadir. Virlis hem dogustan hem de edinilmis bagisiklik sistemini harekete
gecirmektedir. Yapilan g¢aligmalarda viriisiin viicudun viriise karst savunmasi olarak
kabul edilen interlokinler gibi birgok inflamatuvar sitokini uyardigi gosterilmistir (Abbas

and Zaman 2018).

Bazi calismalar, yliksek demir yiiklenmesinin bir belirtisi olarak yiiksek ferritin diizeyleri
olan talasemi hastalarinda veya splenektomi yapilan hastalarda CMV antikorlarimin bol

miktarda bulundugunu gdstermistir.
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Kemik iligi nakli yapilan hastalarda ilik naklinin reddedilmesine neden olma olasilig

yiiksektir (Aws et al. 2021).

2.9.3 Toxoplasma gondii

Toksoplazmanin siniflandirilmasi Cizelge 2.4°de verilmistir.

Cizelge 2.4 Toksoplazma siniflandirmasi (Balcha et al. 2020)

Alem Protista

Alt Krallik Protozoa
Filum Apicomplexa
Sinifla Conoidasida
Takimi Eucoccidiorida
Alt Takim Eimeriorina
Familya Sarcocystidae
Alt Familya Toxoplasmatinae
Cins Toxoplasma
Tiir Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii'nin ozellikleri; Bir protozoa parazit olan Toxoplasma gondii,
toksoplazmoza ve iireme diisiiklerine neden olur, olduk¢a zoonotik bir hastaliktir
Toksoplazmanin bazi 6zellikleri: Konak 6lgeginde, insanlar, kuslar ve memeliler dahil
olmak tizere sicakkanli hayvanlar1 enfekte eder. Toksoplazma, kirlenmis yiyecek veya
suyun yutulmasi ve enfekte kedi diskisinin elle tutulmasi yoluyla bulagabilir, Kediler, T.
godii'nin son konag1 olarak kabul edilir ve toprak ve suyun kontaminasyonunun ana

kaynagidir veya organ nakli veya kan transflizyonu yoluyla bulasir (Abdul Hafeez et al.
2022).

Kedilerde eseyli tireme, kemirgenler ve insanlar gibi ara konaklarda ise eseysiz liremeyi
iceren karmagik bir yasam donglisii olan eseyli dongii, kedi bagirsagiyla siirlidir

(Martorelli Di Genova et al. 2019).

Toksoplazma beyin girisinde endotel hiicrelerini gegerek doku kistleri olusturur,

noronlarin i¢inde doku kistleri olusturur ve ara konaklarmin diger organlarinin
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gelismesiyle sonuglanan doku hasarina neden olur ve konak¢inin 6mrii boyunca orada
kalabilir. Saglikli bireylerde, toksoplazmoz genellikle higbir belirtiye neden olmaz veya
sadece (Wohlfert et al. 2018) hafif grip benzeri belirtilere neden olur. Ancak, hamilelik
sirasinda kapilirsa, bagisiklik sistemi zayiflamis bireylerde ve fetiislerde ciddi
komplikasyonlara neden olabilir. Hamilelik sirasinda, enfeksiyon anneden dogmamis
bebege gecerek bebek icin ndrolojik sorunlar ve gérme bozuklugu gibi ciddi saglik
sorunlarma yol agar, bu nedenle hamile kadinlar enfeksiyon riskini azaltmak i¢in kedi
kumu kutularini ellemekten kaginmali ve eti iyi pisirmelidir. Erken teshis hem anne hem
de bebek ic¢in komplikasyon riskini azaltmaya yardimci olur (Al-Hadraawy and Hadi
2017).

Toxoplasma gondii'nin laboratuvar tanisi; Toksoplazma tanisi serolojik testler, spesifik
DNA dizilerinin ¢ogaltilmas1 (PCR), histolojik inceleme, immiinolojik testler ve parazitin

tanisinda kullanilan diger birgok yontemle konur.

T. gondii'ye kars1 spesifik antikorlarin gosterilmesi i¢in serolojik testlerin kullanilmasi
taninin ilk ve birincil yontemidir. Farkli serolojik testler, enfeksiyondan sonra zamanla

artis ve azalis gosteren benzersiz desenlere sahip farkli antikorlar 6lger.

Bir bireyin uzak ge¢miste enfekte olup olmadigini veya yakin zamanda enfekte olup
olmadigini belirlemek i¢in genellikle serolojik testlerin bir kombinasyonu gerekir. Klinik
laboratuvarlar bu sorunlara asina olmali1 ve ihtiya¢ duyulursa referans laboratuvarlara

danismalidir.

Son zamanlarda, yakin zamanda edinilen ve uzak enfeksiyonlar arasinda ayrim yapmaya
yardimci olmak i¢in Toxoplasma IgG antikorlarinin aviditesi icin ¢esitli testler tanitildi.
Spesifik IgG antikorlarinin islevsel afinitesinin, birincil antijenik meydan okumadan
sonra baslangicta diisiik oldugu ve antijenle yonlendirilen B hiicresi se¢imiyle sonraki

haftalarda ve aylarda arttig1 gdzlemlenmistir.
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Avidite sonucu, iire uygulanmis ve uygulanmamis numunelerin antikor titrasyon

egrilerinin oranlar1 kullanilarak belirlenir.

IgM antikorlari, IgG antikorlarina gore daha erken ortaya c¢ikabilir ve daha hizli diisebilir.
IgM antikor olglimiinde en sik kullanilan testler IgM-ELISA Kitleri, IFA testi ve

immunosorbent agliitinasyon testidir.

IgM antikorlarin1 6lgmek i¢in kullanilan ticari testlerin yaygin bir sekilde dagitilmasina
ragmen, bunlarin Ozgilliigli genellikle disiiktiir ve bildirilen sonuglarin yanlis
yorumlanmasi siklikla goriilmektedir. Cogu laboratuvar tarafindan hala bir IgM testi

kullanilmaktadir (Montoya 2002)

T. gondii enfeksiyonunu tespit etmek igin yetersizdir ve bu nedenle polimeraz zincir
reaksiyonu yoluyla tespit etmek i¢in molekiiler tani, viicut sivilarinda ve dokularda
DNA'y1 tespit etmek icin en dogru yontem olarak kabul edilir ve toksoplazmozu teshis
etmek i¢in basariyla kullanilmistir. PCR, erken teshis yapilmasini saglayarak T. gondii

enfeksiyonunun teshisinde 6nemli bir ilerleme saglamistir (Ji et al. 2023).

Histolojik olarak, Akut enfeksiyonlarin tanisinda kullanilan viicut sivisi (beyin omurilik
stvisy, amniyon sivisl) kesitlerinde veya yaymalarinda takizoitlerin gosterilmesi
geleneksel olarak boyanmis dokuda takizoitlerin gosterilmesi ¢ogu zaman zordur

(Montoya 2002).

Immiinoperoksidaz teknigi T. gondii'ye kars1 antiserumlar kullanir ve hem duyarli hem
de 6zgiil oldugu kanitlanmistir. Parazitin merkezi sinir sisteminde varligini1 géstermek
i¢in bagariyla kullanilan immiinoperoksidaz yontemi fiksasyonsuz veya formalinle fikse

edilmis parafine gdmiilmiis doku kesitlerine uygulanir (Montoya 2002).

Inflamatuar nekrotik lezyonun yakininda ¢ok sayida doku kisti bulunmas1 muhtemelen

akut enfeksiyon veya latent enfeksiyonun yeniden aktif hale gelmesi tanisin1 koyar.
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Toksoplazmanin talasemi ile iligkisi; Yapilan aragtirmalar, talasemi hastalarinin firsatci
patojenlere karsi en savunmasiz gruplardan biri oldugunu ortaya koymaktadir.
Toksoplazma, kedilerin bulastirdig1 firsat¢i bir patojen olarak bilinir ve bu nedenle bu
patojenler toplumda bol miktarda bulunur. Talasemi hastalar1 periyodik kan
transflizyonlaria ihtiya¢ duyduklar i¢in Toksoplazma bulagmasina karsi hassastirlar

(Hanifehpour et al. 2019).

Bu parazitin tespiti antikorlarin tespiti ile yapilmistir. Baz1 ¢alismalar, 6zellikle talasemi
gibi kan nakli hastalarinda ve oOzellikle enfeksiyon varliginda, sadece immiinolojik
tespitin yeterli olmadigini gostermistir. Bu nedenle, talasemi hastalarina kan nakli

yapilirken molekiiler dogrulama gereklidir (Abd El-Latif et al. 2023).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Cihaz ve ekipman

Laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan ekipman, alet ve kimyasal malzemeler Cizelge

3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Ekipman Sirket Ulke
Baslik Lab Tech Kore
Vorteks karigtirici Syan Belcika
Inkiibator Hysc Kore
Steril eldivenler China Cin
Jel tiipleri, EDTA tiipleri China Cin
Tek kullanimlik siringalar China Cin
Eppendorf tiipii 1,5 mm Eppendorf Cin
Mikropipet (10 p-1000u) Afco Japonya
Gilson pipet ug¢lar1 1000 UL, 100UL, 10UL Watson Cin
Raflar HS Cin
Su hanyosu Gemmyco Tayvan
Filtre kagidi China Cin
Damitma cihazi Gfl Almanya
CFX96 gercek zamanl sistem Bio- Rad Singapur
Dijital kamera Rohs Japonya
Yiiksek hizli sogutma santrifiijii Hermle Almanya
Cam Siseler, 1000 mL Isolab Almanya
Buzdolabi Concord Liibnan
Derin dondurucu Arston Cin
Mikrotiter plaka okuyucu ve yikayici Bio-tek ABD
Cok kanalli pipet Gilson Fransa
Otoklav Hirayama Japonya
Mikrofiij santrifiijii Beckman Almanya
Plaka yikayici Human Almanya
Hassas pipetler (2,5 pL ve 10 ul) Cyan Almanya
Raflar HS Cin
Reflotron R plus sistemi Roch Almanya
Giivenlik kabini tipi II Nove Tiirkiye
Calkalayici Rotal Ingiltere
Spektrofotometre Cecil E1021 Ingiltere
Steril eldivenler China Cin
Termo mikser Eppendorf Almanya
UV Sterilizasyon Kabini UV4PCR Ingiltere
Vorteks mikser Syan Belgika
ABX Micros ES 60 HORIBA Lab Tech Almanya
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3.1.2 Kimyasal ve biyolojik malzemeler

Bu c¢alismada kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

Malzeme Tiirii Uretim Kokeni
CMV IgG ELISA Kiti ELISA Kiti Sunlong Cin
CMV IgM ELISA Kiti ELISA Kiti Sunlong Cin
CMV TagMan PCR Kiti NORGEN Kanada
DNA ekstraksiyonu ReliaPrep Promega Amerika
Hepatit B viriisii cekirdek 1gG ELISA Kiti Sunlong Cin
Hepatit B viriisii ¢ekirdek IgM ELISA Kiti Sunlong Cin
Insan Hepatit C viriisii IgG ELISA Kiti Sunlong Cin
Insan Hepatit C viriisii [gM ELISA Kiti Sunlong Cin
Demir Kiti Linear Ispanya
Niikleaz Icermeyen Su Bioneer Kore
Reflotron ALP reaktif seritleri Roche Almanya
Reflotron GOT (AST) reaktifi Roche Almanya
Reflotron GPT (ALT) reaktifi Roche Almanya
Reflotron TSB reaktif seritleri Roche Almanya
TIBC (toplam demir baglama kapasitesi) kiti Linear Ispanya
VIDAS Ferritin Kiti Biomerieux Fransa
Toxoplasma gondii IgG ELISA Kiti Sunlong Cin
Toxoplasma gondii IgM ELISA Kiti Sunlong Cin
Toxoplasma gondii Tag Man PCR Kiti NORGEN Kanada
Viral DNA/RNA Ekstraksiyon spin Kiti Genaid Tayvan
Viral yiik HBV Miktar Belirleme Kiti Sacace Tiirkiye
Viral yiik HCV Miktar Belirleme Kit Sacace Tiirkiye
Etanol (%96, %70) Malaysia Malezya
3.2  Yontem

3.2.1 Cahsma gruplan

Bu ¢alismanin amaci Talasemi hastalarinda HBV, HCV, CMV ve Toxoplasma gondii

arasindaki iligkiyi belirlemektir.

Calisma vaka-kontrol caligmasi tasarimina gore gerceklestirilmistir. Bu calisma ig¢in
secilen denekler, P-talasemi majorlii 317 hastadan toplanan serum Orneklerini

icermektedir ve 144 tedavi goren hastay1 igermektedir. Hastalar gruplara ayrilmistir:
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e Hepatit C'li B-talasemik major 72 hasta

e Hepatit C'si olmayan p-talasemik major 245 hasta
e Hepatit B'li B-talasemik major 23 hasta

e Hepatit B'si olmayan B-talasemik major 294

e CMV'nin dahil oldugu B-talasemik major 295 hasta
e CMV igcermeyen B-talasemik major 22 hasta dahil
e Toksoplazma igeren B-talasemik major 40 hasta

e Toksoplazma icermeyen p-talasemik major 277 hasta

B-talasemi tanisi klinik semptomlar, hematolojik indeksler, asir1 demir yiikii ve
hemoglobin elektroforezine gore tespit edilmistir. Calismaya katilmadan once sézIii onay
hastalardan ve ebeveynlerden alinmis ve Ornekler farkli popiilasyonlarindan rastgele

secilmistir.

3.2.2 Kan oérneklerinin toplanmasi

Mevcut calisma drneklerine katilan her bir (B talasemi major) hastadan ven6z ponksiyon
yoluyla bes ml vendéz kan alinmig ve 2 mL’si etilendiamintetraasetik asit (EDTA)
tiiplerine, 3 mL’si ise kan tiiplerine olacak sekilde bolinmiistir. Tim O6rnekler
hazirlanmis ve etiketlenmistir. Her katilimcidan alinan 6rnek serumu ayirmak i¢in 4000
rpm'de 5 dakika santrifiij edildikten birka¢ dakika sonra oda sicakliginda (25°C) pihtiya

birakilmis ve ardindan serum -20°C'de saklanmustir.

Serum mikropipet ile aktarilmis ve test tiiplerinde esit fraksiyonlara boliinmiis, mevcut
ticari kitlere gore asagidaki biyokimyasal parametrelerin belirlenmesi, serolojik (IgG,
IgM) antikorlarin tespiti ic¢in kullanilmig, serumlar test yapilana kadar -20°C'de

saklanmustir.

EDTA tiiplerindeki serum, ABX Micros ES 60 HORIBA Almanya kullanilarak tam kan
sayimi (CBC) yapmak i¢in kullanilmistir. EDTA'll kanin yaklasik 200 pL'si DNA

ekstraksiyonu ve molekiiler tani igin saflastirma amaciyla kullanilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Calisma tasarimi

3.2.3 Laboratuvar ¢alismalari

3.2.3.1 Hematolojik analiz

Tam kan sayimi, kontrol ve kalibrator reaktiflerinden olusan eksiksiz bir sistem olan ABX
Micros ES 60 (HORIBA, Almanya) ile Al Kut Kadin ve Cocuk Hastanesi Talasemi

Hematoloji Merkezi'nde tam kan sayimini tespit etmek i¢in kullanilmistir.

3.2.3.2 Biyokimyasal analiz

Karaciger fonksiyonu; Testler, Serum ALT, AST, ALP ve TSB parametrelerine 6zel
Reflotron Kiti ile Roche Diagnostic GmbH ile yapilmustir.

Test prosediirti:

e Strip acilmig ve Reflotron pipeti ile 6rnekten 32 ul ¢ekilmistir.

31



e Ornek, kirmiz1 uygulama bdlgesinin ortasina bir damla konmustur.

e Kayar kapak veya flap acilarak test seridi 15 saniye iginde kilavuza yerlestirilmis ve
ardindan kayar kapak kapatilmistir.

e 37°C'de, olusan renk derinligi 642 nm'de 2 dakika beklendikten sonra dl¢lilmiis ve

okuma kaydedilmistir.

Demir parametresi; Demir ve TIBC (Toplam Demir Baglama Kapasitesi), Liner
Ferrozine (ASPAN) tarafindan {iretilen ticari bir kit (Kolorimetrik yontem) kullanilarak

belirlenmistir.

Teepol ve guanidyum kloriir ile serum ferritinine zayif asitli bir ortamda baglanan Fe*?,
hidroksilamin tarafindan Fe**ye indirgenerek demir iyonu numunedeki demir

konsantrasyonuyla orantili renkli bir kompleks olusturur.

TIBC i¢in serum, transferrin lizerindeki demir baglama bdolgelerini doyurmak i¢in fazla
Fe* ile muamele edilir. Fazla Fe™ adsorbe edilir ve ¢okeltilir ve TIBC'yi vermek igin
slipernatanttaki demir igerigi dl¢iiliir. Transferrin satiirasyonu (Tsat, %) serum demiri ve

TIBC oranidir ve serum demirinin ne kadariin bagl oldugunu gdsterir.

Transferrin doygunlugu (%)=Serum demiri*100/serum TIBC

Tiim spektrometrik okumalar Cecil E1021 spektrofotometre kullanilarak yapilmistir.

Reaktifleri ve numuneleri oda sicakligina getirme ve etiketli test tiiplerine pipetleme ve
standart blank ve numune ekleyerek hazirlama prosediiriinde her birinden 200 pL calisma
reaktifine eklenir ve oda sicaklifinda 5 dakika bekledikten sonra 560 nm'de absorbansi

okunur ve sonucu asagidaki denkleme gore hesaplanir.

TIBC prosediirii, 1 mL reaktif 1'e 500 p numune eklendikten sonra karistirilan ve oda

sicakliginda 5-20 dakika bekletilen iiretim protokoliine baglidir.
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Her tiipe yaklagik 100 mg R2 eklenir ve 5 dakikalik araliklarla kuvvetlice karigtirarak 30
dakika bekletilir. Berrak slipernatant ayirilir ve stipernatantin bir alikotundan demir tayini

yapilir.

e Toplam demir baglama kapasitesi (TIBC)

e TIBC=pg/dL siipernat x 3 (Seyreltme Faktorii).
e Baglanmamis demir baglama kapasitesi (UIBC)
e TIBC-SI

VIDAS Ferritin (FER); VIDAS Ferritin, ELFA teknigi (Enzyme Linked Fluorescent
Assay) kullanilarak insan serumu veya plazmasindaki insan ferritininin belirlenmesi igin
VIDAS ailesi cihazlarinda kullanilmak iizere otomatik bir kantitatif testtir. Ferritini

belirlemek i¢in VIDAS ferritin Kiti (Biomerieux-1006505140) ile serum kullanilmustir.

Test prensibi, tek adimli bir enzim immiinoassay sandvi¢ yontemini son bir floresan
saptama (ELFA) ile birlestirir. Kati Faz Alicist (SPR), kat1 fazin yani sira tahlil igin
pipetleme cihazi olarak da gorev yapar. Tahlil i¢in reaktifler kullanima hazirdir ve kapali
reaktif seritlerinde onceden dagitilmistir. Konjugat enzim, bu substratin hidrolizini,
floresans1 450 nm'de 6lgiilen floresan bir iiriine (4-metil- umbelliferon) katalize eder.
Testin sonunda sonuglar, bellekte saklanan kalibrasyon egrisine gore cihaz tarafindan

otomatik olarak hesaplanir ve ardindan yazdirilir.

3.2.3.3 Serolojik analiz

ELISA teknigi ile HCV (IgG) antikorlarimin teshisi; Bu ELISA kiti yontem olarak
Sandvi¢-ELISA kullanir. Bu kitte saglanan Mikro Elisa serit plakas1t HCV-IgG'ye 6zgi
bir antijen ile 6nceden kaplanmistir. Standartlar veya numuneler uygun Mikro Elisa serit
plaka kuyucuklarina eklenir ve spesifik antijen ile birlestirilir. Ardindan her bir Micro
Elisa strip plaka kuyucuguna HCV-lgG'ye spesifik bir Horseradish Peroxidase (HRP)-
konjuge antijen eklenir ve inkiibe edilir. Serbest bilesenler yikanarak uzaklastirilir. TMB

substrat ¢ozeltisi her bir kuyucuga eklenir. Yalnizca HCV-1gG ve HRP-konjuge HCV
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antijeni iceren kuyucuklar mavi renkte goriinecek ve ardindan durdurma soliisyonu
eklendikten sonra sariya donecektir. Optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Olgiiliir. HCV-IgG varligi, kesme degeri ile karsilastirilarak

belirlenir.

ELISA teknigi ile HCV (IgM) antikorlarinin teshisi; Bu ELISA kiti yontem olarak
Sandwich-ELISA kullanir. Bu kitte saglanan Mikro Elisa serit plakast HCV-IgM'ye 6zgii
bir antijen ile 6nceden kaplanmistir. Standartlar veya numuneler uygun Mikro Elisa serit
plaka kuyucuklarina eklenir ve spesifik antijenle birlestirilir. Ardindan her bir Micro Elisa
strip plaka kuyucuguna HCV-IgM'ye spesifik bir Horseradish Peroxidase (HRP)-konjuge
antijen eklenir ve inkiibe edilir. Serbest bilesenler yikanarak uzaklastirilir. TMB substrat
¢ozeltisi her bir kuyucuga eklenir. Yalnizca HCV-IgM ve HRP-konjuge HCV antijeni
iceren kuyucuklar mavi renkte goriinecek ve ardindan durdurma soliisyonu eklendikten
sonra sartya donecektir. Optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak oOlgiiliir. OD degeri HCV-IgM konsantrasyonu ile orantilidir. Numunelerdeki
HCV-IgM konsantrasyonunu, numunelerin OD degerini standart egriyle karsilastirarak

hesaplanir.

ELISA teknigi ile HBV (IgG) antikorlarinin teshisi; ELISA, kalitatif enzim immunoassay
teknigine dayanmaktadir. Bu kitte saglanan Mikroplaka, HBc-IgG'ye 6zgii bir antijen ile
onceden kaplanmistir ve kati faz antijeni haline getirilmistir. Ornekler Mikroplaka
kuyucuklarina eklenir ve spesifik antijenle birlestirilir. Daha sonra her bir Mikroplaka
kuyusuna HBc'ye spesifik bir Horseradish Peroxidase (HRP)-konjuge antijen eklenir ve
inkiibe edilir, bdylece antijen-antikor-enzim isaretli antijen kompleksi olusur.
Baglanmamuis reaktifi uzaklastirmak i¢in bir yitkamanin ardindan her bir kuyucuga TMB
substrat ¢ozeltisi eklenir. Yalnizca HBc-1gG ve HRP-konjuge HBc antijeni igeren
kuyucuklar mavi renkte goriinecek ve ardindan durdurma g¢ozeltisinin eklenmesinden
sonra sartya donecektir. Optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak olctliir. HBc-IgG'nin kalitatif tayini, cutoff degeri ile karsilastirilarak belirlenir.

ELISA teknigi ile HBV (IgM) antikorlarinin teshisi; ELISA, kalitatif enzim immunoassay
teknigine dayanmaktadir. Bu kitte saglanan Mikroplaka, HBc-IgM'ye 6zgii bir antijen ile
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onceden kaplanarak kati faz antijeni haline getirilmistir. Ornekler Mikroplaka
kuyucuklarma eklenir ve spesifik antijen ile birlestirilir. Ardindan her bir Mikroplaka
kuyucuguna HBc-IgM'ye spesifik bir Horseradish Peroksidaz (HRP)-konjuge antijen
eklenir ve inkiibe edilir, béylece antijen-antikor-enzim etiketli antijen kompleksi olusur.
Baglanmamuis reaktifi uzaklagtirmak i¢in bir yitkamanin ardindan her bir kuyucuga TMB
substrat ¢ozeltisi eklenir. Yalnizca HBc-IgM ve HRP konjuge HBc antijeni igeren
kuyucuklar mavi renkte goriinecek ve ardindan durdurma ¢ozeltisinin eklenmesinden
sonra sartya donecektir. Optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak dlgiiliir. HBc-IgM'nin kalitatif tayini cutoff degeri ile karsilastirilarak belirlenir.

ELISA teknigi ile Toxoplasma gondii (IgG) antikorlarinin teshisi; ELISA, kalitatif enzim
immunoassay teknigine dayanmaktadir. Bu kitte saglanan Mikro plaka, Toxo-1gG'ye
ozgii bir antijen ile dnceden kaplanmis ve kat1 faz antijeni haline getirilmistir. Ornekler
Mikro plaka kuyularina eklenir ve spesifik antijenle birlestirilir. Daha sonra her bir Mikro
plaka kuyusuna Toxo-1gG'ye spesifik bir Horseradish Peroxidase (HRP)-konjuge antijen
eklenir ve inkiibe edilir, bdylece antijen-antikor-Enzim etiketli antijen kompleksi olusur.
Baglanmamis reaktifi uzaklastirmak i¢in bir yikamanin ardindan, her bir kuyucuga TMB
substrat ¢ozeltisi eklenir. Sadece Toxo-IgG ve HRP konjuge Toxo antijeni igeren
kuyucuklar mavi renkte goriinecek ve ardindan durdurma ¢o6zeltisinin eklenmesinden
sonra sartya donecektir. Optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak ol¢uliir.

ELISA teknigi ile Toxoplasma gondii (IgM) antikorlarinin teshisi; Bu ELISA kiti yontem
olarak Sandwich-ELISA kullanir. Bu kitte saglanan Microelisa serit plakasi Toxo-IgM'ye
0zgii bir antijen ile 6nceden kaplanmistir. Standartlar veya numuneler uygun Microelisa
stripplate kuyucuklarina eklenir ve spesifik antijenle birlestirilir. Ardindan her bir
Microelisa stripplate kuyucuguna Toxo-lgM'ye spesifik bir Horseradish Peroxidase
(HRP) konjuge antijen eklenir ve inkiibe edilir. Serbest bilesenler yikanarak uzaklastirilir.
TMB substrat ¢ozeltisi her bir kuyucuga eklenir. Yalnizca Toxo-IgM ve HRP konjuge
Toxo-IgM antijeni igeren kuyucuklar mavi renkte goriinecek ve ardindan durdurma
soliisyonu eklendikten sonra sartya donecektir. Optik yogunluk (OD) 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak olgiiliir. OD degeri Toxo-IgM konsantrasyonuyla
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orantilidir. Numunelerdeki Toxo-IgM konsantrasyonunu, numunelerin OD degerini

standart egriyle karsilastirarak hesaplanabilir.

ELISA teknigi ile Sitomegaloviriis (IgG) antikorlarmin teshisi; ELISA, kalitatif enzim
immunoassay teknigine dayanmaktadir. Bu kitte saglanan Mikro plaka, anti-CMV-IgG'ye
zgii bir antijen ile dnceden kaplanmustir ve kat1 faz antijeni haline getirilmistir. Ornekler
Mikro plaka kuyularina eklenir ve spesifik antijen ile birlestirilir. Daha sonra her bir
Mikroplaka kuyusuna anti-CMV-IgG'ye spesifik bir Horseradish Peroksidaz (HRP)-
konjuge antijen eklenir ve inkiibe edilir, béylece antijen-antikor-enzim etiketli antijen
kompleksi olugur. Baglanmamuis reaktifi uzaklastirmak i¢in bir yitkamanin ardindan her
bir kuyucuga TMB substrat ¢ozeltisi eklenir. Sadece anti-CMV-IgG ve HRP-konjuge
CMV antijenleri igeren kuyucuklar mavi renkte goriinecek ve ardindan durdurma
soliisyonunun eklenmesinden sonra sartya donecektir. Optik yogunluk (OD) 450 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgiiliir. Kalitatif belirleme anti-CMV-IgG,

cutoff degeri ile karsilagtirilarak belirlenir.

ELISA teknigi ile Sitomegaloviriis (IgM) antikorlarinin teshisi; ELISA, kalitatif enzim
immunoassay teknigine dayanmaktadir. Bu kitte saglanan mikroplaka, Anti-CMV IgM'ye
ozgii bir antijen ile dnceden kaplanmis ve kat1 faz antijeni haline getirilmistir. Ornekler
Mikroplaka kuyucuklarina eklenir ve spesifik antijen ile birlestirilir. Daha sonra her bir
Mikroplaka kuyusuna Anti-CMV IgM'ye spesifik bir Horseradish Peroksidaz (HRP)-
konjuge antijen eklenir ve inkiibe edilir, bdylece antijen-antikor-enzim etiketli antijen
kompleksi olusur. Baglanmamis reaktifi uzaklastirmak i¢in bir yitkamanin ardindan her
bir kuyucuga TMB substrat ¢ozeltisi eklenir. Sadece Anti-CMV IgM ve HRP konjuge
CMV antijeni iceren kuyucuklar mavi renkte goriinecek ve ardindan durdurma
cozeltisinin eklenmesinden sonra sartya donecektir. Optik yogunluk (OD) 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak dlgiiliir. Kalitatif belirleme Anti-CMV IgM, CUTOFF

degeri ile karsilastirilarak belirlenir.
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3.2.3.4 Immiinolojik tespit

Immiinolojik tespit, basta viriisler olmak {izere bircok mikroorganizmanin teshisi igin

onaylanmis yontemlerden biridir.

Bu ¢alismada benimsenen immiinolojik tespit yontemlerinden biri, antijen-antikor

etkilesimi ilkesine dayanan enzime bagli immiinosorbent testidir (ELISA).

Bu calismada, dolayli iki asamali bir immiinolojik teste dayanan ticari bir kit

kullanilmastir.

Test prosediirtii:

e On numune seyrelticisinin hazirlanmasi: Ornek seyrelticinin hazirlanmasi i¢in 6n
ornek plakalarma 90 pL 6n 6rnek seyreltici ve 10 pL 6rnek (serum) eklenerek iyice
karistirilir ve bu asamada renk (mor-mavi) mavi-yesile doniistir.

e Kuyucuklara 100 pL pozitif, negatif kontrol ve kalibrator eklenir.

e Ana plakaya 90 pL ornek seyreltici ve 10 pL 6n 6rnek plakalart eklenir (son oran
1:100) 1yice karigtirilir ve koruyucu filmle ortiiliir.

e Plakalar 37°C'de 30 dakika inkiibe edilir.

e Yikayiciyr sise icindeki distile suyla (oran 1:24) seyrelterek yikama soliisyonu
hazirlanir.

e Inkiibasyon siiresi sona erdikten sonra kuyucuklar yikama soliisyonu ile dort kez
yikanir (fazla su kalintis1 plakanin temiz bir filtre kagidi ile silinmesiyle giderilir).

e 100 pL konjugat kuyucuklara eklenir ve koruyucu film ile kapatilir.

e 37°C'de 30 dakika inkiibe edilir ve altinc1 adim tekrarlanir.

e Daha sonra kuyucuklara 100 pL TMB - substrat eklenir, bu siire zarfinda renk maviye
doniisiir.

e Karanlik bir yerde 24°C'de 20 dakika inkiibe edilir.

e Son inkiibasyondan sonra kuyucuklara 150 pL durdurma reaktifi eklenir.

e Mikroplaka okuyucu hazirlanarak sonuglar 450 nm'de okunur.
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3.2.4 Molekiiler analiz

3.2.4.1 Niikleik asit ekstraksiyonu

Toxoplasma niikleik asit ekstraksiyonu;

A) DNA izolasyonu: Molekiiler ¢alismalar icin EDTA antikoagiilanli tiiplerde toplanan
tam taze kandan izole edilen genomik DNA, ReliaPrep Promega (ABD) genomik DNA
saflastirma kitleri tablosu kullanilarak uygulanmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Kan DNA ekstraksiyon kiti bilesenleri

Bilesen Miktar
ReliaPrep ™ baglayici kolonlar (50/paket) 2 paket
Toplama tiipleri (40/paket) 10 paket
Hiicre lizis tamponu (CLD) 22 mL
Proteinaz K (PK) ¢ozeltisi 1,1 mL
Baglayici tampon (BBA) 27,5mL
Kolon yikama ¢ozeltisi (CWD) 165 mL
Niikleazsiz su 50 mL
Protokol:

e Kan numunesi oda sicakliginda bir ¢alkalayicida en az 10 dakika karistirilmistir. Kan
dondurulmussa 10 dakika karistirmadan 6nce tamamen ¢ozdiiriiliir.

e 1,5 ml'lik bir mikrosantrifiij tiipiine 20 pL Proteinaz K alikotu eklenmis ve Proteinaz
K (PK) Soliisyonu igeren tiipe 200 pL kan eklenmis ve karistirilmastir.

e Tiipe 200 pL'lik bir alikot Hiicre Lizis Tamponu eklenmistir. Kapak kapatilir ve en
az 10 saniye boyunca vorteksle karistirilir. Bu vorteksleme adimi iyi verim elde etmek
icin gereklidir ve 56°C'de 10 dakika inkiibe edilmistir.

e Kan numunesi inkiibe edilirken, bos bir Toplama Tiipiine bir ReliaPrep baglama

Kolonu yerlestirilmistir.
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e Tiip 1s1tma blogundan ¢ikarilmis ve 250 pL Baglama Tamponu (BBA) eklenerek, tiip
kapatilmistir. Ardindan, vorteks karistirici ile 10 saniye boyunca vorteksle
karigtirilmastir.

e Tiim icerik ReliaPrep Baglama Kolonu tiipiine eklenmis, maksimum hizda 1 dakika
santrifij edilmistir. Lizatin membrandan tamamen gegtiginden emin olmak i¢in
baglama kolonu kontrol edilmistir.

e Akis iceren toplama tiipli ¢ikarilmis ve sivi tehlikeli atik olarak atilmistir.

e Kolona 500 pL hacminde kolon yikama soliisyonu (CWD) eklenmis ve maksimum
hizda 3 dakika santrifiij edilerek akis atilmistir.

e Yikama adim tekrarlanmstir.

e Kolona 100 pL niikleaz igermeyen su eklenmis ve maksimum hizda 1 dakika santrifiij
edilmisgtir.

e DNA -20°C'de dondurucuda saklanmistir.

B) Viral niikleik asit ekstraksiyonu: Viral Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti, serum, plazma,
viicut sivilart ve viral enfekte hiicre kiiltiirlerinin siipernatanti gibi hiicresiz 6rneklerden
viral DNA ve viral RNA'min etkili bir sekilde saflastirilmasi i¢in 6zel olarak
tasarlanmistir. Etkili cam elyaf spin kolon sistemi HBV, CMV, HCV ve HIV gibi ¢ok
cesitli DNA ve RNA virlislerinden niikleik asit saflastirmasi i¢in optimize edilmistir.
Saflagtirilan viral DNA/RNA dogrudan qPCR ve qRT-PCR deneylerinde kullanilabilir
(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Viral niikleik asit ekstraksiyon kiti bilesenleri

Bilesen Miktar
VB lizis tamponu 60 mL
AD arabellek 8 mL
(Etanol ekleyin) (60 mL)
W1 arabellek 50 mL
Yikama tamponu 25 mL
(Etanol ekleyin) (100 mL)
RNase icermeyen su 6 mL
VB Siitunlar 100

2 mL Toplama tiipleri 200
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Adim 1: Lizis; Hiicresiz numuneler igin (serum, plazma, viicut sivilari)- 200 L numuneyi

1,5 mL'lik bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilir.

NOT: Numune 200 uL'den azsa, numune hacmini PBS ile 200 ul'ye ayarlanir.

e Numuneye 400 uL. VB Lizis Tamponu eklenir ve vorteksle karistirilir
e (da sicakliginda 10 dakika inkiibe edilir.

Adim 2: Niikleik Asit Baglama;

e Ornek lizatia 450 uL. AD Tamponu (etanol eklendiginden emin olun) eklenir.

e Karistirmak i¢in tiipli kuvvetlice ¢alkalanir.

e Bir VB Kolonunu 2 mL'lik bir Toplama Tiipiine yerlestirilir.

e 600 pL lizat karisimint VB Kolonuna aktarilir

e 14-16,000 x g'de 1 dakika santrifiijlenir

e Akis suyunu atilir, ardindan VB Kolonunu 2 mL Toplama Tiipiine geri yerlestirilir.

e Kalan karistmi1 VB Kolonuna aktarilir.

e 14-16,000 x g'de 1 dakika santrifiijlenir.

e Akis suyunu iceren 2 mL Toplama Tiipiinii atilir.

e VB Kolonunu yeni bir 2 mL Toplama Tiipiine aktarilir.

e Adim 3 Yikama; VB Kolonuna 400 uL. W1 Tamponu eklenir ve ardindan 30 saniye
boyunca 14-16,000 x g'de santrifiijlenir.

Adim 3: Yikama;

e VB Kolonuna 400 pl W1 Tamponu eklenir ve ardindan 30 saniye boyunca 14-16,000
x g'de santrifiijlenir.

e Akis suyunu atilir, ardindan VB Kolonunu 2 mL Toplama Tiipline geri yerlestirilir.

e VB Kolonuna 600 pL Yikama Tamponu (etanol eklendiginden emin olun) eklenir.

e 14-16,000 x g'de 30 saniye santrifiijlenir.

e Akis suyunu atilir ve VB Kolonunu 2 mL Toplama Tiipiine geri yerlestirilir.

40



e Kolon matrisini kurutmak i¢in 14-16,000 x g'de 3 dakika santrifiijlenir.

Adim 4: Niikleik Asit Eliisyonu;

e Kurutulmus VB Kolonunu temiz bir 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilir.
e VB Kolon matrisinin merkezine 50 uL. RNaz icermeyen Su eklenir.
e RNaz igermeyen Suyun matris tarafindan emildiginden emin olmak icin en az 3

dakika bekletilir.
e Saflastirilmis niikleik asidi eliie etmek i¢in 14-16,000 x g'de 1 dakika santrifiijlenir.

3.2.4.2 1insan plazmasinda hepatit B viriisiiniin kantitatif tespiti i¢cin gercek
zamanh PCR

HBV Kantifikasyon Kiti: HBV Real-TM Quant Dx kiti, insan plazmasinda Hepatit B
viriisii DNA'sinin Kantitatif tespiti i¢in bir Ger¢ek Zamanli Amplifikasyon testidir. HBV
Real-TM Quant Dx Real-Time testi HBV i¢in kan, plazma, serum veya doku donérlerinin
taranmast i¢in veya HBV enfeksiyonunun varligint dogrulamak i¢in tanisal bir test olarak
kullanilmaz Hiicresiz 6rnekler (serum, plazma, viicut sivilar1) i¢in 200 pL 6rnegi 1,5
ml'lik mikrosantrifiij tiipiine aktarin (NOT: Eger numune 200 pL’den az ise , numune
hacmini PBS ile 200 pL’ye tamamlayin). Numuneye 400 uL VB Lizis Tamponu ekleyin
ve vorteksle karistirin. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edin (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5 HBV kantifikasyonu icerik kiti

Bilesen Miktar
Liyofilize amplifikasyon reaktifleri 96 Sise (0,2 mL)
Liyofilize reaktif HBV-IC-L 4 sise
Liyofilize reaktif HBV-Pos1-L C+ 4 sise
Liyofilize reaktif HBV-Pos2-L C+ 4 sise
Negatif Kontrol 4 sise
KAL1 4 sise
KAL2 4 sise
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Test Prensibi; Kit HBV Real-TM Quant Dx, Hepatit B Viriisiiniin Kantitatif tespiti i¢in
bir Gergek Zamanli PCR testidir. HBV DNA plazmadan ekstrakte edilir, ger¢ek zamanh
amplifikasyon kullanilarak amplifiye edilir ve HBV'ye 06zgii floresan raportor boya
problar1 kullanilarak ve HBV'ye 6zgii bir Dahili Kontroliin (IC) es zamanli tespiti, ¢ift
renk ile tespit edilir. Termal dongiiniin her turu sirasinda, amplifikasyon iiriinleri yiliksek
sicaklikta tek iplikciklere ayrisir ve sicaklik disiiriildiikge primer tavlamasina ve
uzamasina izin verir. Uriiniin {istel amplifikasyonu, yiiksek ve diisiik sicakliklar arasinda
tekrarlanan dongii yoluyla elde edilir ve hedef dizilerin bir milyar kat veya daha fazla
amplifikasyonu ile sonuglanir. Her iki hedefin (HBV ve IC) amplifikasyonu ayni
reaksiyonda es zamanli olarak gergeklesir. Gergcek Zamanli sirasinda floresan
yogunluklarinin izlenmesi, gercek zamanli amplifikasyondan sonra reaksiyon tiipiinii
yeniden a¢cmak zorunda kalmadan biriken {riinlin tespit edilmesini ve miktarinin
belirlenmesini saglar. Dahili Kontrol (IC), ayri ayri islenen her numune igin bir
ekstraksiyon ve amplifikasyon kontrolii olarak ve olast inhibisyonu tanimlamak ig¢in
hizmet eder. IC, HBV DNA disindaki bir kanalda tespit edilir. HBV-ICL liyofilize bir
Dahili Kontroldiir ve niikleik asit ekstraksiyonundan PCR amplifikasyon tespitine kadar
tiim analiz adimlar1 boyunca taginan rekombinant DNA igeren yapiy1 temsil eder. HBV
ICnin varligi sadece ekstraksiyon prosediiriiniin izlenmesine ve olast PCR
inhibisyonunun kontrol edilmesine degil, ayn1 zamanda ekstraksiyon prosediirii sirasinda
DNA'nin olas1 kayiplarmin dogrulanmasina ve boylece HBV viral yiikiiniin tam olarak

hesaplanmasina olanak tanir.

Reaktiflerin hazirlanmasi; Herhangi bir HCV Real-TM Quant Dx protokoliine

baslamadan 6nce asagidaki reaktifler hazirlanir:

e Istenen miktarda liyofilize kontrol ve kalibrator segilir ve kisa bir siire santrifiijlenir.

e (izelge 3.6’da belirtildigi gibi Negatif Kontrol eklenir.
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Cizelge 3.6 Liyofilize reaktifi

Liyofilize reaktifi Kontrol (uL)
CAL 1 1200
CAL 2 1200
KONTROL 1 12**
KONTROL 2 1200
KONTROL INT. 300

e Tiipleri kapatin ve tiim tiipleri oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edin. Periyodik olarak
vorteksleyin.

e Tiipleri 5 saniye boyunca santrifiijleyin.

e (oziinmis reaktifler 2-8°C'de saklanmali ve 30 giine kadar daima 1siktan

korunmalidir (Cizelge 3.7) (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.7 Kontrol konsantrasyonlart |

Kontrol Konsantrasyonlar 1U/mL Log Ortalama Deger
Kontrol 1 5,02*10° 5,02*10° 6,20
Kontrol 2 3,23*10% 3,23*10° 3,01

Cizelge 3.8 Kalibratorler HCV (HEX/San) |

Kalibratorler Konsantrasyonlar 1U/mL Log IU/mL
CAL1-HCV 1588530 6,20
CAL2-HCV 1020 3,01

Test kalibrasyonu: Numunelerin ve kontrollerin HBVDNA konsantrasyonunu 6lgmek
icin bir kalibrasyon egrisi gereklidir. Bir kalibrasyon egrisi (HBV konsantrasyonuna kars1
reaktif floresan sinyal seviyesinin tespit edildigi esik dongiisii [Ct] olusturmak i¢in iki
tahlil kalibratorii ti¢ tekrarl olarak ¢alistirilir. Kalibrasyon egrisi egimi ve kesisme noktasi
hesaplanir ve cihazda saklanir. Bir numunedeki HBV DNA konsantrasyonu saklanan
kalibrasyon egrisinden hesaplanir. Kantitatif standartlar CAL1 ve CAL2 hasta
numuneleri ile ayni sekilde muamele edilmelidir. Yeni bir HBV Real-TM Quant Dx

lotunun ilk kullanimindan 6nce, bir kalibrasyon egrisi olusturmak icin DNA ekstraksiyon
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prosediiriinden baglayarak 6 kalibrator calismasi yapilmalidir (iki kalibrator ti¢ replikat

halinde ¢alistirilir):

e Her kalibrasyon ¢alismasi i¢in CAL1 i¢in 3 6rnek hazirlama tiipti, CAL2 igin 3 tiip

hazirlanir.
e Her tiipe 10 uL KONTROL INT eklenir.
e DNA saflastirma kitinin kilavuzunda belirtilen miktarda CAL1 ve CAL2'yi uygun

tiiplere eklenir.

Gergek zamanli PCR kalibrasyon prosediirti;

o Ekstrakte edilen kalibratorlerin PCR'in1 gerceklestirmek i¢in liyofilize reaktiflerle 6

reaksiyon tiipii hazirlanir.

e 6 kalibratoriin DNA saflastirmasindan elde edilen eliie edilmis 6rneklerden 50 pL

eklenir.

Gergek zamanli PCR 6rnek prosediirti;

e Ekstrakte edilen numunelerin ve kontrollerin PCR'mi gerceklestirmek icin liyofilize
reaktiflerle istenen miktarda reaksiyon tiipii hazirlanir.
e DNA saflastirma adimindan elde edilen eliie edilmis 6rneklerden 50 pL eklenir.

e Tiipleri kapatilir ve Ger¢ek Zamanli PCR cihazina aktarilir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9 HBV i¢in ger¢ek zamanli PCR programi

No. Adimlar Sicaklhik Zaman Floresan Tespiti Dongii Tekrari
1 Tutma 95°C 15 dk _ 1
2 Dongii 1 95C 5sn _ 5
60°C 20 sn _
72°C 15sn _
3 Déngii 2 95°C 5sn _ 40
60°C 30sn FAM, JOE/HEX/Cy3
72°C 15sn
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Sonuglarin yorumlanmasi; Dahili Kontrol (IC) FAM/Yesil kanalda, HBV DNA ise
Joe/Sari/HEX kanalinda tespit edilir. Her DNA amplifikasyonu, FAM/Yesil kanalda (IC
icin) veya Joe/Sari/HEX kanalinda (HBV DNA igin) odlgiilebilen bir floresan sinyali
olusumuyla iliskilendirilir ve sigmoid bir biiylime egrisi (log 6l¢egi) ile sonuglanir. Veri
analizi, ilgili yazilim kullanilarak ve el kitabindaki tavsiyeler dikkate alinarak tireticinin
talimatlarina gore (Kullanim kilavuzu Rotor-Gene™ 6000/Q, Qiagen ve Cihaz Kilavuzu
SaCycler-96™, Sacace) gergeklestirilir. Calismanin gegerli oldugundan emin olmak ve
sonuglart yorumlamak i¢in elde edilen sonuglar1 kontrol edin. HBV DNA, CT degerlerine
ve kantitasyon standartlarinin analizinden elde edilen bir standart egriye gore belirlenir.
HBV DNA konsantrasyonu 1U/ml cinsinden ifade edilir. Sonug¢ 100,000.000 IU/ml'den
fazlaysa, 100,000,000 TU HBV/ml'den fazla sonucu olarak gosterilir. Sonug¢ dogrusal
Olciim araligindan fazlaysa, numune 10x seyreltmeden sonra analiz edilebilir ve elde
edilen sonug 10 ile ¢arpilmalidir. Sonug, 1 mL'den ekstraksiyon yapilmasi durumunda 7

IU/mL'den az ise, sonug¢ 7 IU HBV/mL'den az olarak goriintiilenecektir.

3.2.4.3 Insan plazmasinda hepatit C viriisiiniin kantitatif tespiti icin gercek
zamanh PCR

HCV kantifikasyon kiti; HCV Real-TM Quant Dx kiti, insan plazmasinda Hepatit C
virlisi RNA'sinin Kantitatif tespiti i¢in bir Ger¢cek Zamanli Amplifikasyon testidir. HCV
Real-TM Quant Dx Gergek Zamanli test kan, plazma, serum veya doku donérlerinin HCV
acisindan taranmasi veya HCV enfeksiyonunun varligint dogrulamak icin tanisal bir test

olarak kullanilmasi i¢in degildir (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10 HCV kantifikasyon igerik kiti

Bilesen Miktar
Liyofilize amplifikasyon reaktifleri 96 Sise (0,2 mL)
Liyofilize reaktif HCV-1C-L 4 sise
Liyofilize reaktif HCVV-Posl1-L C+ 4 sise
Liyofilize reaktif HCV-Pos2-L C+ 4 sise
Negatif Kontrol 4 sise
KAL1 4 sise
KAL?2 4 sise
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Test Prensibi; HCV RNA plazmadan ekstrakte edilir, gercek zamanli amplifikasyon
kullanilarak amplifiye edilir ve HCV'ye 6zgii floresan raportdr boya problart ve HCV'ye
0zgii bir Dahili Kontroliin (IC) eszamanli tespiti kullanilarak ¢ift renk tespiti ile tespit
edilir. Termal dongiiniin her turu sirasinda, amplifikasyon tirtinleri yiiksek sicakliklarda
tek iplikgiklere ayrisir ve sicaklik diistiriildiik¢e primer tavlamasina ve uzamasina izin
verir. Uriiniin iistel amplifikasyonu, yiiksek ve diisiik sicakliklar arasinda tekrarlanan
dongii yoluyla elde edilir ve hedef dizilerin bir milyar kat veya daha fazla amplifikasyonu
ile sonuglanir. Her iki hedefin (HCV ve IC) amplifikasyonu ayni1 reaksiyonda es zamanl
olarak gerceklesir. Gercek Zamanl sirasinda floresan yogunluklarinin izlenmesi, gergek
zamanli amplifikasyondan sonra reaksiyon tiiplinii yeniden agmak zorunda kalmadan
biriken {irliniin tespit edilmesini ve miktarinin belirlenmesini saglar. Dahili Kontrol (IC),
ayr1 ayri islenen her numune igin bir ekstraksiyon ve amplifikasyon kontrolii olarak ve
olas1 inhibisyonu tanimlamak i¢in hizmet eder. IC, HCV RNA disindaki bir kanalda tespit
edilir. HCV-IC-L liyofilize bir Dahili Kontroldiir ve niikleik asit ekstraksiyonundan PCR
amplifikasyon tespitine kadar tiim analiz adimlar1 boyunca tasinan rekombinant RNA
iceren yapiyl temsil eder. HCV IC'nin varligi sadece ekstraksiyon prosediiriiniin
izlenmesine ve olast PCR inhibisyonunun kontrol edilmesine degil, ayn1 zamanda
ekstraksiyon prosediirii sirasinda olast RNA kayiplarinin dogrulanmasina ve bdylece

HCV viral yiikiiniin tam olarak hesaplanmasina olanak tanir.

Reaktiflerin hazirlanmast;

HCV Real-TM Quant Dx protokolii agagidaki reaktifleri hazirlar:

e Istenen miktarda liyofilize kontrol ve kalibratér segilir ve santrifiijlenir.
e Negatif Kontrolii asagidaki tabloda gosterildigi gibi eklenir.
e Tiipler kapatilir ve tiim tiipler oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilir. Periyodik

olarak vortekslenir.
e Tiipler 5 saniye santrifiijlenir.

e (oziinmis reaktifler 2-8°C'de saklanmali ve 30 giine kadar daima 1siktan

korunmalidir (Cizelge 3.11) (Cizelge 3.12).
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Cizelge 3.11 Kontrol konsantrasyonlari |1

Kontrol Konsantrasyonlar 1U/mL Log Ortalama Deger
Kontrol 1 4,17*10° 4,17*10° 6,12
Kontrol 2 7,72*10% 7,72*10° 3,39

Cizelge 3.12 Kalibratérler HCV (HEX/San) Il

Kalibratorler Konsantrasyonlar 1U/mL Log IU/mL
CAL1-HCV 1317980 6,12
CAL2-HCV 2440 3,39

Deney kalibrasyonu; Numunelerin ve kontrollerin HCV RNA konsantrasyonunu
nicellestirmek i¢in bir kalibrasyon egrisi gereklidir. Kalibrasyon egrisi (HCV
konsantrasyonu ile reaktif floresan sinyal seviyesinin tespit edildigi esik dongiisii [Ct]
arasindaki karsilastirma) olusturmak i¢in iki deney kalibratorii ticlii tekrarlar halinde

calistirilir.

Kalibrasyon egrisi egimi ve kesisimi hesaplanir ve cihazda saklanir. Bir numunedeki
HCV RNA konsantrasyonu saklanan kalibrasyon egrisinden hesaplanir. Kantitatif
standartlar CAL1 ve CAL2 hasta numuneleriyle ayn1 sekilde islenmelidir.

Yeni bir HCV Real-TM Quant Dx partisinin ilk kullanimindan 6nce, kalibrasyon egrisi
olusturmak icin RNA ekstraksiyon prosediiriinden baslayarak 6 kalibrator calismasi

yapilmalidir (iki kalibrator ticlii tekrarlar halinde ¢alistirilir):

e Her kalibrasyon ¢alismas1 i¢in CAL1 i¢in 3 adet, CAL2 i¢in 3 adet numune hazirlama
tiipli hazirlanir.

e 10 uL CONTROL INT eklenir.

e Manuel RNA saflastirma kitinde belirtilen miktarda CAL1 ve CAL2'yi uygun tiiplere

eklenir.

47



Gergek zamanli PCR kalibrasyon prosediirii:

e C(Cikarilan kalibratorlerin PCR'in1 gergeklestirmek i¢in liyofilize reaktiflerle 6 adet
reaksiyon tiipli hazirlanir.
e 6 kalibratoriin DNA saflastirmasindan elde edilen eliisyon orneklerinden 50 pL

eklenir.

Gergek zamanli PCR 6rnek prosediirii:

o Ekstrakte edilen numunelerin ve kontrollerin PCR'mi1 gergeklestirmek i¢in liyofilize
reaktiflerle talep edilen miktarda reaksiyon tiipii hazirlanir.
e DNA saflastirma adimindan elde edilen eliisyonlu 6rneklerden 50 pL eklenir.

e Tipler kapatilir ve Real-Time PCR cihazina aktarilir (Cizelge 3.13).

Cizelge 3.13 HCV i¢in ger¢ek zamanli PCR programi

No. Adimlar Sicaklik Zaman Floresan Tespiti Doéngii Tekrar
1 Tutma 50°C 15 dk 1
2 Tutma 95°C 15 dk 1
3 Dongii 1 95°C 5sn 5
60°C 20 sn _
72°C 15sn _
4 Déngii 2 95°C 5sn _ 40
60°C 30sn FAM, JOE/HEX/Cy3
72°C 15sn _

Sonuglarin yorumlanmasi: Dahili Kontrol (IC) FAM/Green kanalinda ve HCV RNA
Joe/Yellow/HEX kanalinda tespit edilir. Her DNA amplifikasyonu, FAM/Green
kanalinda (IC igin) veya Joe/Yellow/HEX kanalinda (HCV RNA ig¢in) 0lgiilebilen bir
floresan sinyalinin iiretilmesiyle iliskilidir ve sigmoid biiyiime egrisi (log olgegi) ile
sonuclanir. Elde edilen sonuglari kontrol ederek ¢calismanin gecerli oldugundan emin olun
ve sonuglart yorumlaym. HCV RNA, CT degerlerine ve kantitasyon standartlarinin
analizinden elde edilen standart egriye dayanarak belirlenir. HCV RNA konsantrasyonu

IU/ml olarak ifade edilir. Sonu¢ 100,000,000 IU/ml'den fazlaysa, 100,000,000 IU
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HCV/ml'den fazla sonug olarak goriintiilenir. Sonug¢ dogrusal 6l¢lim araligindan fazla ise,
numune 10x seyreltme sonrasinda analiz edilebilir ve elde edilen sonug¢ 10 ile
carpilmalidir. 1 ml'den ekstraksiyon durumunda sonug¢ 13 [U/ml'den az ise, sonug¢ 13 IU

HCV/ml'den az olarak gosterilir.

3.2.4.4 Insan plazmasinda CMV'nin Kalitatif tespiti icin gercek zamanh PCR

Uriin agiklamasi; Sitomegaloviriis (CMV) TagMan PCR Kiti, TagMan teknolojisinin
kullanimina dayali gercek zamanli PCR'de CMV'ye 06zgii DNA'nin tespiti igin
tasarlanmistir. Bu kit yalnizca arastirma amach olarak tasarlanmistir ve tani
prosediirlerinde kullanilmamalidir. CMV'ye 6zgii DNA'nin tespiti, CMV enfeksiyonunun
tespiti i¢in basit, giivenilir ve hizli bir sonug¢ saglayan TagMan PCR'ye dayanmaktadir.
Norgen'in Sitomegaloviriis (CMV) TagMan PCR Kiti, PCR inhibisyonunu izlemek ve
numunenin kalitesini ve tespit sonucunu dogrulamak i¢in bir PCR kontrolii igerir. CMV
TagMan PCR Kiti, hedef ve PCR kontrol tespiti icin Ana Karisim, Primer ve Prob
Karigim1 ve ayrica kit reaktiflerinin biitiinliglinii dogrulamak i¢in bir pozitif kontrol ve

bir negatif kontrol (niikleaz icermeyen su) igerir (Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14 CMV nitel igerik kiti

Bilesen Miktar
MDx TagMan 2X PCR ana karigimi 2 x 700 pL
CMV primer ve prob karisimi 280 uL
CMV pozitif kontrol 150 uL
Niikleaz igermeyen su (Negatif kontrol) 1,25 mL
Uriin ek parcast 1

TagMan PCR testi hazirlanmast;

e Kullanmadan o6nce, tim TagMan PCR bilesenlerinin uygun miktarlar1 oda
sicakliginda tamamen c¢oOziilmeli, hafifce vortekslenerek veya pipetleme yoluyla
karistirilmali ve kisa bir siire santrifiij edilmelidir.

e Buz iizerinde hizli ¢alisilmalidir.
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e MDx TagMan 2x PCR Master karisiminin miktar1 128 PCR reaksiyonuna (96 6rnek
PCR, 16 pozitif kontrol PCR ve 16 sablonsuz kontrol PCR) kadar yeterlidir.

e Sonuglarin dogru yorumlanmasi i¢in her TagMan PCR c¢aligsmasi i¢in CMV Pozitif

Kontrol i¢eren bir reaksiyon ve sablon kontrolii olmayan bir reaksiyon eklenmelidir.

e TagMan PCR ¢alismasi bagina 6nerilen minimum test edilen DNA 6rnegi sayis1 6'dir.

e TagMan PCR testini hazirlarken herhangi bir kontaminasyonu 6nlemek i¢in, Negatif

Kontrol, Tespit Testi ve Pozitif Kontrol'i hazirlamak i¢in asagidaki adimlar

izlenmelidir.

PCR negatif kontroliiniin hazirlanmasi (Cizelge 3.15)

PCR CMV analizinin hazirlanmasi (Cizelge 3.16)

PCR pozitif kontroliiniin hazirlanmasi (Cizelge 3.17)

Kontaminasyonu daha da 6nlemek i¢in, bilesenleri PCR tiiplerine asagidaki tablolarda

gosterilen sirayla eklenir: 1) Niikleaz icermeyen su; 2) MDx TagMan 2X PCR Master
Mix; 3) Primer ve Prob Mix; ve 4) Ornek DNA veya Pozitif Kontrol.

Her TagMan PCR seti i¢in, Cizelge 3.15’te gosterildigi gibi bir sablonsuz kontrol PCR

hazirlanir:

Cizelge 3.15 TagMan PCR negatif kontrol hazirlig1

PCR Bilesenleri Hedef tespiti (MDx TagMan 2x PCR Maseter Mix ile)
Niikleaz igermeyen su 8 uL
MDx TagMan 2x master mix ile 10 pL
CMV primer ve prob karigimi 2 uL
Toplam hacim 20 mL

Numune tespiti i¢in PCR reaksiyonunu Cizelge 3.16°da gosterildigi gibi hazirlanir.
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Cizelge 3.16 TagMan PCR CMV deneme hazirligi

PCR Bilesenleri Hedef tespiti (MDx TagMan 2x PCR Master Mix ile)
Niikleaz igermeyen su 5 uL

MDx TagMan 2x master mix ile 10 uL

CMYV primer ve prob karisimi 2 ulL

Ormek DNA 3uL

Toplam hacim 20 L

Her PCR seti i¢in, Cizelge 3.17’de gosterildigi gibi bir pozitif kontrol PCR hazirlanir:

Cizelge 3.17 TagMan PCR pozitif kontrol hazirlig

PCR Bilesenleri Hedef tespiti (MDx TagMan 2x PCR Maseter Mix ile)
MDx TagMan 2x PCR master karigimi 10 uL
CMV primer ve prob karigimi 2 ul
CMV Pozitif kontrol (PosC) 8 uL
Toplam hacim 20 L

CMV TagMan PCR testi programlama;

e Termosiklet Cizelge 3.18’de gosterilen programa gore programlanir.

e TagMan PCR testini ¢alistirilir (Cizelge 3.19).

Cizelge 3.18 CMV TagMan PCR programi

PCR Dongiisii Asama Sicakhik Siire
Dongii 1 1. adim 50°C 30 dk.
Dongii 2 1. adim 95°C 3 dk.
Diéngii 3 1. adim 95°C 15s
2. adim 60°C 40s

Cizelge 3.19 Analiz sonuglarinin yorumlanmasi (CMV)

FAM (Hedef tespiti) HEX (PCR dogrulamasi) Sonu¢
+ + Olumlu
+ Negatif

PCR engellendi
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3.2.4.5 Insan plazmasinda Toxoplasma gondii'nin kalitatif tespiti icin gercek
zamanh PCR

Uriin agiklamasi; Toxoplasma gondii TagMan PCR Kiti, TagMan teknolojisinin
kullanimina dayali ger¢ek zamanli PCR'de Toxoplasma gondii'ye 6zgii DNA'nin tespiti
icin tasarlanmistir. Bu kit yalnizca arastirma amaglh tasarlanmistir ve tani prosediirlerinde
kullanilmamalidir. Toxoplasma gondii'ye 6zgii DNA'nin tespiti, Toxoplasma gondii
enfeksiyonunun tespiti i¢in basit, giivenilir ve hizli bir sonug¢ saglayan TagMan PCR'ye
dayanmaktadir. Toxoplasma gondii TagMan PCR Kiti, PCR inhibisyonunu izlemek ve
numunenin Kalitesini ve tespit sonucunu dogrulamak i¢in bir PCR kontrolii igerir.
Toxoplasma gondii TagMan PCR Kiti, hedef ve PCR kontrol tespiti igin bir Ana Karisim,
Primer ve Prob Karigimi ve ayrica kit reaktiflerinin biitiinliiglinii dogrulamak i¢in bir

pozitif kontrol ve bir negatif kontrol (niikleaz icermeyen su) igerir (Cizelge 3.20).

Cizelge 3.20 Toxoplasma gondii nitel igerik kiti

Bilesen Miktar
MDx TagMan 2X PCR ana karigimi 2 x 700 puL
CMV primer ve prob karisimi 280 uL
CMV pozitif kontrol 150 uL
Niikleaz icermeyen su (Negatif kontrol) 1,25 mL
Uriin ek parcast 1

TagMan PCR testi hazirlanmast;

e Kullanmadan once, tim TagMan PCR bilesenlerinin uygun miktarlar1 oda
sicakliginda tamamen c¢oziilmeli, hafif¢e vortekslenerek veya pipetleme yoluyla
karistirilmali ve kisa bir siire santrifiij edilmelidir.

e Buziizerinde hizli ¢alisiilmalidir.

e MDx TagMan 2X PCR Master Mix miktar1 128 PCR reaksiyonuna (96 6rnek PCR,
16 pozitif kontrol PCR ve 16 sablonsuz kontrol PCR) kadar yeterli olacaktir.

e Sonuglarin dogru yorumlanmasi i¢in her TagMan PCR ¢alismasi i¢in Toxoplasma
gondii Pozitif Kontrol igceren bir reaksiyon ve sablon kontrolii olmayan bir reaksiyon

eklenmelidir.
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e TagMan PCR ¢alismasi bagina 6nerilen minimum test edilen DNA 6rnegi sayis1 6'dir.
e TagMan PCR testini hazirlarken herhangi bir kontaminasyonu 6nlemek i¢in, Negatif

Kontrol, Tespit Testi ve Pozitif Kontrol'ii hazirlamak i¢in asagidaki sira izlenmelidir:

PCR Negatif Kontroliiniin hazirlanmas1 (Cizelge 3.21)

PCR Toxoplasma gondii Testinin hazirlanmasi (Cizelge 3.22)

PCR Pozitif kontroliiniin hazirlanmasi (Cizelge 3.23)

Her TagMan PCR seti i¢in, Cizelge 3.21°de gosterildigi gibi bir sablonsuz kontrol PCR

hazirlanir:

Cizelge 3.21 TagMan PCR negatif kontrol hazirlig1

PCR Bilesenleri Hedef tespiti (MDx TagMan 2x PCR Maseter Mix
ile)

Niikleaz igermeyen su 8 uL

MDx TagMan 2x master mix ile 10 uL

Toxoplasma gondii primer ve prob karisimi 2 ulL

Toplam hacim 20 mL

Numune tespiti i¢in PCR reaksiyonunu Cizelge 3.22°de gosterildigi gibi hazirlanir.

Cizelge 3.22 TagMan PCR Toxoplasma gondii testi hazirlanmasi

PCR Bilesenleri Hedef tespiti (MDx TagMan 2x PCR
Maseter Mix ile)

Niikleaz igermeyen su 5ul

MDx TagMan 2x master mix ile 10 pL

Toxoplasma gondii primer ve prob karigimi 2 uL

Ornek DNA 3ul

Toplam hacim 20 mL

Her PCR seti i¢in, Cizelge 3.23’te gosterildigi gibi bir pozitif kontrol PCR hazirlanir:
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Cizelge 3.23 TagMan PCR pozitif kontrol hazirlig

PCR Bilesenleri

Hedef tespiti (MDx TagMan 2x PCR
Maseter Mix ile)

MDx TagMan 2x PCR master karisimi 10uL
Toxoplasma gondii primer ve prob karisimi 2 ulL
Toxoplasma gondii pozitif kontrol (PosC) 8 uL
Toplam hacim 20 mL

Toxoplasma gondii TagMan PCR testi programlama;

e Termosiklet Cizelge 3.24’de gosterilen programa gore programlanir

e TagMan PCR testini ¢alistirilir.

Cizelge 3.24 Toxoplasma gondii TagMan PCR programi

PCR Déngiisii Asama Sicakhik Siire
Dongii 1 1. adim 95 3 dk.
Déngii 2 1. adim 95 15s

2. adim 60 30s

Cizelge 3.25 Analiz sonuglarinin yorumlanmasi (Toxoplasma gondii)

FAM (Hedef tespiti) HEX (PCR dogrulamasi) Sonug¢
+ + Olumlu
_ + Negatif
_ _ PCR engellendi

3.3 istatistiksel Analiz

Calismanin tiim verileri IBM SPSS paket programi (versiyon 26.0) kullanilarak Ki-kare

testi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edilmis ve elde edilen sonuglarin anlamlilig1

%S5 diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Talasemi major, en yaygin otozomal tek gen talasemi bozukluklarindan biridir. Diinya
capinda 150 milyona varan tasiyici niifusu ile 60'tan fazla lilkede yaygindir. Siddetli
aneminin komplikasyonlarini azaltmak i¢in erken ve diizenli kan transfiizyonu tedavisi
zorunludur. Bu ¢alismada, Wasit ilinde yasayan Irakli beta-talasemi major hastalarinda

HBV, HCV, CMV ve Toxoplasma gondii prevalansi ve risk faktorleri arastirilmstir.

Calisma popiilasyonu 500 beta-talasemi major hastasindan olusmustur. Bunlardan 317'si
viral, 144" enfeksiyonu olmayan ve 39'u kan transflizyonu olmayan talasemi hastalarini
icermektedir. Hastalarin %67'si erkek, %33'i kadin olup yaslart 5+50 yil arasinda
degismektedir.

Cizelge 4.1'e gore, HBs-1gM (%2,2) dort erkek (%]1,3) ve ti¢ kadinda (%0,94) pozitif,
HBs-IgG (%5,05) dokuz erkek (%2,8) ve yedi kadinda (%2,2) pozitif bulunmustur. HCV-
IgM 16 erkek (%5,04) ve 10 kadin (%3,2) olmak iizere toplam 26 hastada (%38,2)
pozitifken, HCV-1g9G 27 (%8,5) erkek ve 19 (%6) kadin olmak {izere 46 hastada (%14,5)
pozitiftir. CMV 314 (%99) hastada pozitif olup, CMV IgM 47 (%14,8) hastada pozitiftir.
Bu 47 hastanin, 17'si (%5.,4) erkek ve 30'u (%9,5) kadin olarak dagilim gdstermistir.
CMV IgG (%267) pozitif olan hastalarin 128'1 (%40,4) erkek ve 139'u (%43,8) kadindir.
Son olarak, Toxoplasma gondii IgG'si 40 (%12,6) hastada pozitif olup dagilim1 22 (%6,9)
erkek ve 18 (%35,7) kadindir. IgM'de ise higbir hastada tespit edilmemistir.

Tekrarlanan kan ve kan nakli siireci tirlinleri, basta talasemi hastalar1 olmak iizere kan
ithtiyac1 olan hastalara hepatit B, hepatit C viriisii bulastirma ydntemlerinden biridir.
HCV-Ab ve HBsAg testleri bagislanan kani taramak i¢in zorunlu hale gelmeden Once,
hepatit B ve C viriisleri uzun siireli enjeksiyon alan hastalarda kan transfiizyonlarini

takiben hepatitin ana nedenidir.
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Gliniimiizde hepatit B viriisii asilama ile 6nemli 6l¢iide kontrol altina alinmistir. Bununla
birlikte, talasemi hastalarinin pencere doneminde toplanan kan yoluyla hepatit C edinme

riski bulunmaktadir (Mukherjee et al. 2017).

Talasemi hastalarinda bagisiklik sistemini zayiflatan faktorler de gbéz Oniinde
bulundurulmalidir; 6rnegin sik kan nakli, demir hastalari, diisiik ¢inko seviyeleri ve
hastane ortamindan enfeksiyon kapma olasiligi. Ancak, “giivenli kan transfiizyonunda”
bir ihlal oldugunda bu hastalar 6zellikle HCV, HBV ve HIV enfeksiyonlar1 basta olmak
lizere transfiizyonla bulasan hastaliklar seklinde yeni klinik zorluklarla karsi karsiya

kalirlar.

Seropozitiflik prevalans orani transfiizyon tinitelerinin sayisi ile artmaktadir (Sinha et al.

2019).

Calismamizin sonuglarina gore, bazi talasemi hastalar1 HBsAg agisindan pozitiftir, bu da
Wasit ilindeki Irak Halki arasinda beta-talasemi major hastalar1 arasinda hepatit B viriisii
prevalansinin (%1,6) oldugunu gostermektedir. Bu durum, HBsAg testlerinin kan
taramasindaki etkinliginden ve ayrica tlilkedeki kapsamli hepatit B asilama programindan

kaynaklanmaktadir (Mirzaei et al. 2021).

Birbirini izleyen uzun siireli transfiizyonlar, B-TM'li hastalar1 hepatit de dahil olmak
izere ¢ok ¢esitli patojenlerle enfeksiyon riskine maruz birakmaktadir. Son yillarda, etkili
asilama ve tarama prosediirleri kan iirlinleri yoluyla hepatit B viriisii (HBV) bulagsmasini
onemli Olcilide azaltmistir. Ancak, hepatit C viriisiine (HCV) hala kan alicilarinin nispeten
yiiksek bir oraninda rastlanmaktadir. HCV, diinya genelinde transfiizyonla iliskili A ve B

dis1 hepatit enfeksiyonlarinin %90'mmdan sorumludur (Bazi et al. 2016).

Calismamizin sonuglari, pozitif HCV antikoru i¢in yas ortalamasmin negatif HCV
antikorundan anlamli derecede yiiksek oldugunu gostermistir. Bu sonug, tekrarlayan kan
transfiizyonu nedeniyle HCV enfeksiyonuna daha fazla maruz kalimmasi nedeniyle

beklenmektedir. Gézlemlerimiz, talasemik hastalar arasinda HCV enfeksiyonu edinimi
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icin ana risk faktorii olarak kan transflizyonunu giiclii bir sekilde gostermis ve viral
bulasmanin Onlenmesi veya azaltilmasinda dondr taramasinin belirgin etkinligini

dogrulamustir.

Italya ve ABD'de yapilan kohort calismalar1 da kan donérii taramasmm etkinligini
belgelemistir. Hasta yaslandik¢a kan transfiizyonu insidansi artar; bu da HCV
enfeksiyonu insidansim1 ve HBsAg pozitifligini artirir. Bu nedenle, talasemik
popiilasyonda HCV enfeksiyonu insidansim1 azaltmak i¢in giivenli kan saglamak
onemlidir. Calismamizda HCV seropozitifligi prevalansinin yiiksek oldugu gézlenmistir.
Bununla birlikte, hastalarla yapilan goriismelerde, hastalarin neredeyse tamaminda
transfiizyon 6ncesi HCV antikor taramasinin garanti edilmedigi baska merkezlerden kan
transfiizyonu yapildigi 6grenilmistir. Ayrica, hastalarimizin c¢ogunun ebeveynleri,

transfiize edilen kanda HCV antikor taramasinin 6neminin farkinda degildir (Dahl et al.

2020).

Siddetli aneminin komplikasyonlarini azaltmak i¢in erken ve diizenli kan transfiizyonu

tedavisi zorunludur.

Talasemi hastalar1 asir1 demir yiikii ve HBV, HCV ve CMV gibi TTI'lar agisindan risk

altindadir.

Irak'ta kan bagiscilart i¢cin HCV antikorlari, HBsAg ve HIV antikorlar1 tarama testleri
bulunmaktadir. Ayrica, son zamanlarda bazi kan bankalar1t CMV antikorlar ve sifiliz

antikorlarini da kan bagis¢isi taramasina eklemistir.

Bu testler, ulusal ve resmi kan bankalarinda ELISA veya immiinofluoresans temelli
yontemlerle yapilmakta olup yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliige sahiptir. Bununla birlikte,
birgok sivil toplum kurulusu ve 6zel hastane, kan bagis¢isi taramasi i¢in bazen daha diisiik
hassasiyet ve 6zgiilliige sahip hizli ve ucuz immiinokromatografik yontemler kullanmakta

ve bu da TTI oranlarinin artmasina katkida bulunmaktadir.
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1990'larin basinda HCV ve HBV igin rutin kan bagiscisi tarama testleri, bir kohort
calismasinda HCV'nin kan alicilarina transfiizyonunda yaklasik %70'lik bir azalmaya yol

acmistir.

Ayrica, RT-PCR gibi gelismis tarama yontemlerinin kullanilmaya bagslanmasi,

transfiizyonla iliskili viral hepatitlerin daha da azalmasina yol agmustir.

RT-PCR teknolojileri viremiyi mevcut tarama testlerinden daha erken tespit
edebilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri gibi baz1 gelismis iilkelerdeki kan
merkezleri, 1999 yilindan bu yana tiim kan bagislar1 i¢gin RT-PCR'yi rutin olarak

uygulamaktadir.

Bu strateji, HCV tespiti i¢in pencere donemini 50-60 giin azaltmig ve HCV bulasma
riskini 103.000'de 1'den 2.000.000 transfiizyon {initesinde 1'e diisiirmiistiir (Mahmoud et
al. 2016).

Saglikli konaklarda T. gondii enfeksiyonu nadiren semptomatiktir, ancak bagisiklik
sistemi baskilanmig bireylerde ortaya ¢ikan toksoplazmoz yiiksek hastalik riskine neden

olabilir.

Seropozitiflik diizeyi diinyanin farkli bolgelerinde degisiklik gostermekte olup cogu
tilkede %30 ile %60 arasinda degismektedir. Hiicresel istiladan sonra, T. gondii konak

hiicrelerin plazma zarindan taklit edilen bir vakuol i¢inde ikamet eder.

Bu kistler parazitin adaptif konak¢1 bagisikligindan kagmasina izin verir. Doku kistleri

yirtildiginda, serbest kalan sakin kistler konakg1 bagisiklik sistemi tarafindan oldiiriiliir.

B-talasemi hastalarinda oldugu gibi kan transflizyonu enfeksiyonlarina c¢ok az ilgi

gosterilmektedir.
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Toksoplazmoz, Ozellikle akut evredeki seropozitif asemptomatik bireylerden
transfiizyonla bulagabilen bir enfeksiyon olarak kabul edilir. T. gondii bir¢ok sistemi
etkileyen firsat¢i1 bir parazit oldugu i¢in bu enfeksiyon talasemi hastalarina ekstra yiik

getirmektedir.

Bildigimiz kadariyla bu calisma, Irak'ta talasemi hastalar1 arasinda toksoplazmozu

gosteren ilk calismadir (Mousa, N. M. and Nahab 2020).

Sitomegaloviriis enfeksiyonu, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalara yapilan
transfiizyonlarda, kan transfiizyonu alicilar i¢in endise kaynagidir (Eivazi-Ziaei et al.
2013).

Seropozitif hastalarda CMV hastaligi ya 6nceden var olan bir susun reaktivasyonu ya da
yeni bir susla yeniden enfeksiyon yoluyla ortaya ¢ikabilir. CMV seropozitif hastalarda
CMYV bulagmasinin 6nemini degerlendirmek zordur ve bir enfeksiyonun sonucu, hastanin

viriise karst mevcut bagisiklik durumundan giiclii bir sekilde etkilenmektedir.

Yeni edinilmis HCMV enfeksiyonunun tanist genellikle spesifik immiinoglobulin (Ig) M
antikorlariin  saptanmasina, serokonversiyona veya spesifik IgG  antikor
konsantrasyonlarinda 6nemli bir artisa dayanmaktadir. En giivenilir serolojik belirte¢ olan
serokonversiyon ve IgG titrelerindeki artis nadiren gosterilebildiginden, HCMV'ye 6zgii
IgM antikorlarinin saptanmasi akut enfeksiyonun teshisinde en sik kullanilan serolojik

prosediir olmustur.

Bazi raporlar, IgG antikorlarinin aviditesinin, HCMV enfeksiyonlar1 da dahil olmak
tizere, yeni primer enfeksiyonlar1 uzun siireli enfeksiyonlardan ayirt etmek igin bir

belirteg olarak kullanilabilecegini gostermistir (Mohammad et al. 2022).
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4.1 Demografik Bulgular
Bu calismada yas 5 ile 50 arasinda degismektedir. HBV (19,6), HCV (20,95), CMV

(18,95) ve Toxoplasma (20,85) ile B-talasemi majoriin ortalama yas, erkek ve kadin

hastalardaki siklig1 ve yilizdeleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 HBV, HCV, CMV, Toxoplasma gondii ve kontrollerin sikligi

Tam Sikhik Yiizde Erkek Kadin
(%) N (%) N (%)
HBV(IgM) 7 2,2 4 (1,3) 3(0,94)
HBV(IgG) 16 5,05 9(2,8) 7(2,2)
HBV Ag 5 1,6 3(0,94) 2 (0,63)
HCV(IgM) 26 8,2 16 (5,04) 10 (3,2)
HCV(lgG) 46 14,5 27 (8,5) 19 (6)
HCV Ag 20 6,3 12 (3,8) 8 (2,5)
CMV (IgM) 47 14,8 17 (5,4) 30 (9,5)
CMV (IgG) 267 84,2 128 (40,4) 139 (43,8)
CMV Ag 28 8,8 16 (5,04) 12 (3,8)
Toxoplasma (IgM) 0 - 0 0
Toxoplasma (I1gG) 40 12,6 22 (6,9) 18 (5,7)
Toxoplasma Ag 0 - 0 0

4.2 Erkek ve Kadinlar Arasindaki Dagilim

Yiizdeler, Sekil 4.1°de gosterildigi gibi erkekler ve kadinlar arasinda degisiklik gostermis
olup, HBV'de erkeklerin goriilme siklig1 kadinlardan biraz daha yiiksektir.

Immiinolojik inceleme (IgM) molekiiler taniya (Ag) yakinken, (IgG) immiinolojik

inceleme 6zellikle erkeklerde daha yiiksek enfeksiyonlar géstermistir.
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Sekil 4.1 Erkek ve kadinlar arasindaki dagilim

Bu sonuglar, akut enfeksiyonda (IgM) %53,3"liniin (48/90) erkek ve %46,6'sinin (42/90)
kadin oldugunu belirten Amirhashchi et al. (2022) ile uyumludur ve kadinlarin

erkeklerden daha fazla enfeksiyon gecirdigini belirten Al-Sharifi et al. (2019) ile
uyusmamaktadir (%49, %51).

4.3 Biyokimyasal Sonuclar

4.3.1 Demir parametreleri

Demir parametreleri (Serum Demir, TBIC (toplam demir baglama kapasitesi), Serum

Ferritin ve Transferrin satlirasyonu) HBV, HCV ile BT'de tespit edilen degerlerden

olugmaktadir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Enfeksiyonlar arasinda demir, TIBC, Serum ferritin

Ortalama+SD Onemli (0,000)
Oge BT HBV ile HCV'li BT BT viral olmadan | P degeri
N(50) N(50)
DEMIR/ pg/dL 346,10+84.298 293,891,130 330,66+97,690 <0,05
TIBC/ pg/dL 142,64+51,231 128,02+42,537 130,60+45,911 <0,05
SF ng/mL 3418,46+2116,506 | 4327,24+3180.191 | 3963,34+3026,491 | <0,05

TIBC: Toplam demir baglama kapasitesi, SF: Serum ferritin
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Cizelge 4.2, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda talasemi hastalarinda serum demir
seviyesinin 6nemli Ol¢lide arttigini gostermektedir. Bu, talasemi hastalarinda demir
seviyesinin talasemi olmayan kisilere gore daha yiiksek oldugunu belirten Faraj and Al-

Abedy (2021) ile uyumludur.

Ote yandan Faranoush et al. (2023) talasemi hastalarinda kan transfiizyonu sikligina bagl
olarak artan demir seviyelerini tanimlamaktadir. Serum demir seviyeleri
konsantrasyonlarinda kontrollere kiyasla hastalar arasinda olduk¢a anlamli bir fark vardir.
Bu sonug, kronik hepatit C hastalarinda serum demirinin kontrole kiyasla 6nemli 6l¢iide

daha yiiksek oldugunu tespit eden Mohamed et al. (2019) ile uyumludur.

Demir depolari, belirtildigi gibi talasemi hastalarinda yiiksek demir konsantrasyonunu
belirlemek i¢in Onemli bir gostergedir (Faraj and Al-Abedy 2021). Bu ¢alisma,
Rujeerapaiboon et al. (2021)’in ¢alismasinda bahsedilene gore, HCV'li TB ve HBV'li
TB'de 6nemli Slgiide daha yiiksek ferritin seviyeleri gostermistir, ikisi arasinda fark
yoktur. Bu ¢alisma, HBV'ye kiyasla HCV ile enfeksiyonun olduk¢a dnemli oldugunu
gostermistir, bu da Qassim Welli et al. (2015) ile hemfikirdir, HBV'ye kiyasla HCV ile

enfeksiyon oraninda net bir artig gostermistir.

Talasemi hastalarinda kandaki demir seviyesinin artmasi, akut faz proteini olan ferritin

seviyesinde de artisa neden olmaktadir.

Bu calisma, viral hepatit C (4327,24+£3180,191) ile enfekte olan hastalarda ferritin
seviyesinin B tipine (3418,46+2116,506) kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunu
gostermistir; bu, HCV hastalarinda serum ferritinin anlamli derecede yiiksek oldugunu
belirten Faraj and Al-Abedy (2021) ve viral hepatitin serum ferritin seviyelerini 6nemli

oOlgiide etkiledigini gosteren Rujeerapaiboon et al. (2021) ile uyumludur.

Yiiksek TIBC seviyeleri demir eksikligi anemisinde, diisiik TIBC seviyeleri ise hemolitik
anemi, pernisiyoz anemi, orak hiicreli anemi ve talasemide goriiliir (Faraj and Al-Abedy

2021). Calismamiz, HCV'li TB veya TB'li HBV'de anlamli olmayan bir TIBC seviyesi
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gostermistir, bu sonug, karaciger enzimlerindeki artigin bir sonucu olarak TIBC'de ayn

sonuglar1 gosteren Mirzaei et al. (2021) ile uyumludur.

4.3.2 Karaciger fonksiyon testi

Karaciger fonksiyon testleri (ALT, AST, ALP ve TSB) BT hastalar1 ile HCV ve HBV'li
BT hastalar1 karsilastirildiginda oldukga anlamli bir fark bulunmustur.

Cizelge 4.3 Calisilan gruplarin karaciger fonksiyon sonuglari

Ortalama +SD Onemli (0,000)
Oge BT HBV ile HCV'li BT BT viral olmadan P degeri
N (50) N (50)
ALT 75,60+36,489 89,00+39,421 29,54+11,445 <0,05
AST 65,48+23,403 88,64+41,048 32,14+11,434 <0,05
ALP 280,60+91,638 324,20+155,462 179,76+74,388 <0,05
TSB 2,606+1,0641 3,248+1,7756 1,230+0,1972 <0,05

AST: Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin aminotransferaz, ALP: Alkalen fosfataz, TSB: Toplam serum

bilirubini

Asirt  demir yiiklenmesinin en o©nemli komplikasyonlarindan biri, karacigerde
enzimlerinde dengesizlige yol agan bir islev bozuklugudur. Bu ¢alismanin sonuglar1 ALT,
AST, ALP ve TSB'de gozle goriiliir bir artis oldugunu gostermistir. Bu sonuglar, ALT,
AST, ALP ve TSB igin sirasiyla 91.13, 94.5, 205.17, 2.5 degerlerinden bahseden Faraj
and Al-Abedy (2021) ile uyumludur. Ayrica Madhi et al. (2021), hepatit C viriisii olan
hastalarda karaciger fonksiyon testlerinde kontrole kiyasla farkliliklar oldugunu
gostermigtir. Salama et al. (2015) talasemi hastalarinda ¢oklu kan transfiizyonuna bagl

olarak karaciger enzimlerinde artis oldugunu belirtmistir.

Bu calismada, hepatit B tipi talasemi hastalarinda karaciger enzimlerinin seviyesinin
kontrole kiyasla biraz daha yiiksek oldugunu belirlenmistir. Ortalama sonuglarin ALT,
AST, ALP ve TSB’nin sirasiyla (75.60, 65.48, 280.60 ve 2.606) aldig1 degerler
(Amirhashchi et al. 2022, Wahidiyat et al. 2017) ile ayn1 fikirde degildir. Calismalarda
hepatit B vakalarinda karaciger fonksiyon testi seviyesinin hepatit C'den daha fazla arttig1

belirtilmistir.
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Bilirubin seviyesindeki artis, talasemi hastalarinda, 6zellikle de hepatit B ve C'ye sahip
olanlarda artan ferritin seviyesinden kaynaklanmaktadir ve bu, uzun siireli enjeksiyon
alan hastalarda kan transfiizyonlarini takiben hepatitin ana nedenine isaret eder (Mirzaei

et al. 2021, Madhi et al. 2021).

4.4 Hepatit B Viriisii icin Viral Yiik Sonuclar

Bu caligmadaki ¢alisma popiilasyonunda viral 317 beta-talasemi hastast belirlenmistir.
Bu sonuglar tiim talasemi hastalarinin ELISA teknigi ile pozitif oldugunu ortaya

koymustur.

BT HCV ve HBV hastalarinin HBV'sinin gercek zamanli PCR seviyeleri, hastalarin
68'inde (%21) viremi oldugunu ve 1025-769806 kopya arasinda degisen viral yiik
oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar, Madhi et al. (2021) ¢alismasinda 28'inin
(%42,4) HBV igin pozitif sonug verdigini ve Faraj and Al-Abedy (2021) seropozitif
hastalarin 81'inin (%81) HBV i¢in pozitif sonu¢ verdigini tespit eden g¢aligmalarla
uyumluluk gostermistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Hepatit B viriisii i¢in viral ylik sonuglari
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4.5 HBV'nin Serolojik Taniya Bagh Dagilim

Serolojik taniya bagli olarak bu sonug, immiinoglobulin M'nin (IgM) immiinoglobulin
G'ye (IgG) kiyasla ¢ok az oldugunu gostermektedir. Istatistiksel olarak, IgM ve molekiiler
tan1 arasinda anlamli bir fark yoktur. Ancak, pozitif vakalarda molekiiler taninin
dogrulanmas tercih edilirken, IgG ile molekiiler tan1 arasinda anlamli bir fark vardir.
Viral olmayan hastalarla karsilastirildiginda, enfekte kisilerin sayisinin ¢ok diisiik olmasi
enfeksiyona karst asilamadan  kaynaklaniyor olabilir. Bu sonu¢  bir¢ok
arastirmaylauyumluluk gostermistir (Khounvisith et al. 2023, Ehsan et al. 2020, Khan et
al. 2017) (Sekil 4.3).

Serolojik tam

16
14
12
10

o N B O ©©

HBV IgM HBV IgG

Sekil 4.3 HBV'nin serolojik taniya bagl dagilimi

4.6 HBV'nin Cinsiyete Gore Dagilimi

Mevcut ¢aligmada, erkeklerin ve kadinlarin yiizdesi sirasiyla %57 ve %43'tiir, bu sonuglar
Uppal et al. (2022) ve erkeklerin %53,38 ve kadinlarin %46,62 oldugunu belirten Bhuyan
et al. (2021) ile uyumludur. Cogu ¢alisma, erkeklerin ylizdesinin kadinlardan daha fazla

oldugunu gostermistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 HBV'nin cinsiyete gore dagilimi

4.7 HBV'nin Yasa Bagh Dagilim

HBV'li hastalarda bu ¢aligmalarda yas ortalamasi 18,5+7,03 olup yas aralig1 5 ile 39
arasinda degigsmekte olup, bu sonu¢ 17,1549,33 olarak gdsterilen yas ortalamasi ile

ortigmektedir (Bhuyan et al. 2021).

Bu sonuglar, ortalama yagin 20+9,5 oldugunu agiklayan Mirzaei et al. (2021) ve 20+2,83
oldugunu belirten Jallab and Easa (2020) ¢alismalari ile uyumludur (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 HBV'nin yasa bagh dagilimi

4.8 Hepatit C Viriisii icin Viral Yiik Sonuclar

Serolojik taniyt dogrulamak ve HCV hastalarinin  kanindaki viral yiikleri
(konsantrasyonlar1) 6lgmek i¢in Real-Time PCR ile molekiiler kantitatif teknik
kullanilmistir. Bu durum talasemi hastalarinin sagliginin bozulmasina, morbidite ve

6liimlerin artmasina neden olmaktadir (Mobin-Ur-Rehman and Jan 2011).

Caligma popiilasyonunda bulunan 317 viral beta-talasemi hastasindan, BT HCV ve HCV
hastalarinin HCV RNA'sinin ger¢ek zamanli PCR seviyeleri, hastalarin 125'inin (%39)
viremiye sahip oldugunu ve yiizdeleri 250-410,475 kopya arasinda degisen viral yiike
sahip oldugunu ortaya koymustur. Madhi et al. (2021) ¢alismasinda 28 (%42,4) HCV
RNA i¢in pozitif sonug verirken Faraj and Al-Abedy (2021), seropozitif hastalarin 81'inde
(%81) HCV RNA i¢in pozitif sonug vermistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 RT-qPCR viral yiik HCV i¢in amplifikasyon grafigi

4.9 HCV'nin Serolojik Taniya Bagh Dagilim

HCV'nin serolojik testlerdeki sonuglari karsilastirildiginda, kronik enfeksiyon IgG'nin
akut enfeksiyon IgM'den daha siddetli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Molekiiler tani sonuglart ile karsilastirildiginda, akut enfeksiyon ile antijenin varligi
arasinda &nemli bir fark vardir. Immiinolojik testlerin sonuglarinda sapmalar vardir.
Bununla birlikte, dogrulayict bir molekiiler tani tercih edilir. Ancak ¢ogu arastirmaci
tarafindan yapilmaz. Sinha et al. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada uygulanan
molekiiler tan1 ile immiinolojik testlerin negatif sonug verdigini dogrulayan bagka bir yeni

calisma yapilmamaistir.

Bu caligmaya gore, hepatit C varlig1 onceki yillara kiyasla azalmistir. Bunun nedeni,
saglik kurumlarinda bagis¢ilarin kanlar1 i¢in molekiiler taninin dogrulanmasi ve bdylece

talasemi hastalarina bulagsmasinin azaltilmasi olabilir.

68



Bu sonug, Mohammad et al. (2022) tarafindan daha diisiik (%5,66) olarak agiklanan
sonugla uyumludur. Al-Shabany et al. (2016) da arastirmasinda IgG'nin tiim hastalarda
mevcut oldugunu belirtmistir, bu sonug bizim sonuglarimizla tutarlidir. Khan et al. (2017)
ise calismasinda yiiksek bir HCV IgM oranindan (%45,96) bahsetmistir ki bu bizim

calismamizda bildirilenin tam tersidir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 HCV'nin serolojik taniya bagli dagilimi

4.10 HCV'nin Cinsiyete Gore Dagilim

Mevcut caligmada erkeklerin dagilimi 51 (%41) ve kadinlarin 74 (%59) idi, bu sonuglar

Wasit sehrinde kadin niifusun erkeklerden daha yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir.

Bu sonuglar Yousaf et al. (2021)'in galismasinda erkek hastalarda %47,54 olan prevalans
oranina kiyasla kadinlarda %52,46 olan prevalans orani ile uyumludur. Mohamed et al.
(2023) HCV AbD prevalansinin erkeklerde %44, kadinlarda ise %56 oldugunu belirtmistir.

Bu sonuglar, cinsiyete bagli olarak seropozitif olan HCV enfeksiyonlarinin yiizdesinden

bahseden AbdulkadhimSayah and Mohammed (2022) ile uyusmamaktadir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 HCV'nin cinsiyete bagli dagilim1

4.11 HCV'nin Yasa Bagh Dagilim

Calismaya katilan HCV hastalarinin yas ortalamasi 24,09 + 8,248 yil ve yas aralig1 11-
50°dir (p-degeri 0,01). Sonuglar, HCV pozitif talasemi hastalarinin yas ortalamasinin
20,1+3,3 oldugunu gosteren (Yousefi et al. 2017) ile uyumludur ve sonuglar, yas
ortalamasinin 21,5+8,9 oldugunu goésteren AbdulkadhimSayah and Mohammed (2022)
ile uyusmamaktadir (P<0,01).

HCV-pozitif talasemi hastalarinin yas ortalamasin1 20,1+3,3 y1l olarak bildirmistir. Khalil
et al. (2016) yas ortalamasinin 10,30 y11+4,65 SD oldugunu belirterek ¢alismamizla ayni
fikirde degildir. Bu fark, hedef grubun gen¢ yasta HCV ile enfekte olmasindan

kaynaklaniyor olabilir.

Bu durum talasemi hastalarinin sagliginin bozulmasina, morbidite ve 6liimlerin artmasina

neden olmaktadir (Mobin-Ur-Rehman and Jan 2011) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 HCV'nin yasa bagh dagilimi

4.12 CMV i¢in Viral Yiik Sonuclar:

CMV hastalarinin kanindaki viral yiiklerin (konsantrasyonlarin) 6l¢iimii ve serolojik
taninin  dogrulanmasi amaciyla Real-Time PCR ile molekiiler kantitatif teknik

kullanilmistir.

BT CMV ve CMV hastalarinin CMV'sinin ger¢cek zamanli PCR diizeyleri, hastalarin
47'sinin (%15) CMV'ye sahip oldugunu gostermektedir. Bu, talasemi hastalarinin
%12,79'unda CMV oldugunu gosteren (Aws et al. 2021, Yasir et al. 2013) ile uyumludur
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 RT-qPCR viral yiik CMV i¢in amplifikasyon grafigi

4.13 CMV'nin Serolojik Taniya Bagh Dagilim

Serolojik tantya baglh olarak sonuglar, immiinoglobulin M'nin (IgM) immiinoglobulin

G'ye (IgG) kiyasla ¢ok az oldugunu gostermektedir

Onceki calismalarla karsilastirildiginda bu oran mantikli bir orandir ve kadinlarin
erkeklerden daha fazla olmasi, belki de kadinlarin bagisiklik aktivitesinin erkeklerden

daha az olmasindan kaynaklanmaktadir.

Baz1 ¢aligmalar, akut enfeksiyonda 6nemli bir fark olmadigin1 géstermistir. Khan et al.
(2017) calismasinda, insanlarin enfeksiyondan kagmmanimn gerekliligi konusundaki
entelektiiel farkindaliginin olustugunu belirtmistir. Ayrica Noviar (2017) kronik
enfeksiyonun akut enfeksiyondan daha fazla oldugunu tespit etmistir. Bu ¢aligmanin
sonucu Aws et al. (2021) tarafindan yapilan g¢alismanin sonuglartyla uyumluluk
gostermistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 CMV'nin serolojik tantya bagl dagilimi

4.14 CMV'nin Cinsiyete Gore Dagilimi

Bu calisma, cinsiyete gore, erkeklerin sayisinin (sirasiyla 16 (%57) ve 12 (%43))

kadinlardan daha fazla oldugunu goéstermistir.

Bu sonug Alsayab et al. (2023)'in 43 (58,9) erkek ve 30 (41,1) kadin oldugunu belirttigi
calismayla ortiismektedir. Dolayisiyla, erkeklerin yiizdesi de 55 (%42) erkek ve 43 (36.1)
kadindan daha fazla oldugunu tespit eden Saleh and Al-Numan (2019) calismast ile de
uyumludur. Ancak, Di Benedetto et al. (2019) galismasinda kadinlarin erkeklerden
(%]18,1) daha fazla oldugu belirtilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 CMV'nin cinsiyete bagli dagilimi

4.15 CMV'nin Yasa Bagh Dagilim

CMV'nin yasa gore dagilimi ortalama 16.6+7.2 yil ve yas araligi 5-39 yil (p-degeri 0,01)
olarak belirlenmistir (Sekil 4.13).
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Iki farkli ¢alilsmada, Saleh and Al-Numan (2019) ve Yasir et al. (2013) orta yasin

digerlerinden daha sik degerlere sahip oldugunu belirtmistir.

Elde ettigimiz sonuglar, ortalama 9,8+4,4 araligindan bahseden Alsayab et al. (2023) ile

uyusmamaktadir.

4.16 Toxoplasma gondii'nin Molekiiler Tanisi

Bu ¢alismada, molekiiler tani lizerine parazit ile enfeksiyona iligkin herhangi bir sonug
elde edilmemistir. Her ne kadar Dabirzadeh et al. (2022) sonuglarinda talasemi
hastalarinda parazit ile bir enfeksiyon oldugundan bahsetmis olsa da, bu durum fark

edilmeyen bir sonug olabilir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 RT-qPCR yiik toksoplazma kontrolil i¢in amplifikasyon grafigi

4.17 Toxoplasma gondii'nin Serolojik Taniya Bagh Dagilimi

Bu calismaya gore, immiinolojik ve serolojik taniya dayali sonuglar, IgG'nin talasemi

hastalarinda kontrole kiyasla daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Ayn1 zamanda,
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IgM de talasemi hastalarinda daha yiiksektir ve Hanifehpour et al. (2019) ¢alismasiyla

uyumluydur.

B-talasemi hastalarinda T. gondii enfeksiyonunun tespiti i¢in ELISA ve PCR sonuglari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglar Abd

El-Latif et al. (2023) tarafindan yapilan ¢alisma ile uyumludur (Sekil 4.15).

Serolojik tam

18
16
14
12
10

o N B OO 0

Toxoplasma IgG Toxoplasma IgM

Sekil 4.15 Toxoplasma gondii'nin serolojik taniya bagh dagilimi

4.18 Toksoplazmanin Cinsiyete Gore Dagilim

Toxoplasma paraziti enfeksiyon belirtisi gdstermeyen parazitlerden biridir. Semptomlar
ve belirtiler bagisiklik seviyesi azaldiginda, 6zellikle talasemi hastalar1 gibi bagisiklik
sistemi zayif kisilerde ortaya cikabilir. Kadinlar bu parazitle erkeklerden daha fazla
enfekte olur ve bu ¢alisma, yakin zamanda yapilan ¢alismalarda bildirilen erkeklerin

kadinlardan enfeksiyona daha az duyarl oldugu sonucunu dogrulamistir (Cizelge 4.16).
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Sekil 4.16 Parazitin cinsiyete bagli dagilimi

4.19 Toksoplazmanin Yasa Bagh Dagilimi

Bu calismada parazitin ortalama yas1 22,3+6,94 olup yas araligi 11- 50°dir. Bu sonuglar,
orta yasin diger yaslardan daha fazla oldugunu belirten Saleh and Al-Numan (2019) ve
Yousefi et al. (2017) ¢alismalarla uyumludur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, talasemi hastalarina bulasan patojenlerin tespiti arasinda bir karsilagtirma
sunmus ve bu patojenlerin ¢ogunun dondr kanindan talasemi hastalarina bulastigi

bulunmustur.

Talasemi major hastalar1 gibi sik kan alanlar arasinda HCV prevalansi hala ¢ok yiiksektir.
Bu durum, bagislanan kan torbalarinda HCV antikoru taramasinin ge¢ baslamasina
baglanabilir. HCV'nin HBV'ye kiyasla yliksek prevalansindan sorumlu olabilecek bir
baska ger¢ek de HCV'ye kars1 korunmak i¢in su ana kadar herhangi bir asinin mevcut

olmamasidir.

Talasemi major transfiizyona baslamadan 6nce veya miimkiin olan en kisa stirede Hepatit
B asisin1 tamamlamalidir. Anti HBS antikor titresinin artmasi Hepatit B viral

enfeksiyonuna kars1 koruyucudur.

Bu calisma, kan transflizyonunun talasemi hastalar1 i¢in yararli bir tibbi miidahale
oldugunu, ancak 6zellikle Irak'ta kan donorlerinden firsat¢1 Toxoplasma enfeksiyonunu

bulastirabilecegini gostermektedir.

Diisiik oranda yaygin olsa bile. Anti-T. gondii antikorlar1 i¢in serolojik yontemle kan
taramasi, talasemi hastalarinda kan transfiizyonundan once rutin bir arastirma olarak

diisiiniilmeli ve yapilmalidir.

Gelismis ELISA tarama testleri, karaciger enzimleri ve RT-PCR'yi i¢eren yeni kati kan
tarama programlarmin, kan transfiizyonlar1 ile iligkili TTI riskini azaltacagi

umulmaktadir.

Enfeksiyon erkekler ve kadinlar arasinda farklilik gostermis, kadinlar daha az enfekte

olmus, Sitomegaloviriis enfeksiyonu kadinlarda artmistir.
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Talasemi hastalarina bulasan patojenlerin ¢ogu kan transfiizyonu yoluyla olmaktadir.

Immiinolojik ve molekiiler tan1 olmak iizere iki teknik arasinda énemli bir fark oldugunu
ve immiinolojik taniya giivenmenin miimkiin olmadig1 tespit edilmistir. Tek basina
immiinolojik incelemenin yetersiz oldugu ve molekiiler tan1 ile dogrulayici incelemenin

yapilmasi gereklidir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, bu caligmada bahsedilmeyen diger patojenlerin
incelenmesi, Talasemi hastalarinda immiinolojik tani1 yerine molekiiler taninin
onaylanmast ve Talasemi hastalarina nakledilmeden 6nce dondr kaninin molekiiler

incelemesinin yapilmasi onerilmektedir.
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