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Onsoz

Tiirkiye’de saglik hizmetleri sunumunda ¢ok 6nemli bir yeri bulunmasina karsin tip
lisans/lisaniistii ve uzmanlik egitiminde gorece ihmal edilen bir alan olan Kan
Bankacilig1 ve Transfiizyon Tibb1’nin ayr1 bir bilim alani olarak yapilandirilmasinda

Ege Universitesi 6ncii bir rol {istlenmistir.

Oncesinde bu alanda az sayida merkezde yiiksek lisans diizeyinde yiiriitiilen egitim
programlar1 olmakla birlikte Kan Bankacilig1 ve Transfiizyon Tibbi’nin bir doktora
egitim programi olarak planlanmasi ve vyiiriitiilmesi ilk kez 2015 yilinda Ege
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii ¢atis1 altinda gergeklestirilmistir. Ege
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Kan Bankaciligi ve Transfiizyon Tibbi
Anabilim Dali’nin kurulmasinda oncii rol iistlenen ve bu alandaki yetkinligiyle
doktora egitim siirecini benim i¢in unutulmaz kilan Prof. Dr. Yesim Aydinok ile
kurulus doneminin Saglik Bilimleri Enstitiisii Miudiri Prof. Dr. Varol

Pabugcuoglu’nu siikkranla anmak isterim.

Ege Universitesi’nde atilan bu éncii adimm ardindan Prof. Dr. Ismail Yasar Avci
onderliginde Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Saghk Bilimleri Enstitiisii
biinyesinde de Kan Bankacilifi ve Transfiizyon Tibbi Doktora egitim Programi
baslatilmig ve bu alanda fiilen hizmet sunumunda yer alan pek ¢ok hekim igin
akademik ilerleme sansi1 yaratilmistir. Bu akademik gelismenin yakin bir gelecekte
tilkemizde kan bankaciligit ve transfiizyon hizmetlerinin sunumunda kaliteyi

yiikseltmesi ka¢iilmazdir.

Ulkemizde ilk defa yiiriirliige sokulan ulusal bir egitim programinm ilk mezunu
olarak Kan Bankacilifi ve Transflizyon Tibb1 Bilim Doktoru (PhD) iinvanim

kazanma firsatt bulmus olmak ise benim i¢in ayr1 bir kivang sebebidir.

Oziinde multidisipliner bir alan olan Kan Bankacilig1 ve Transfiizyon Tibb1 doktora
egitimime, bu alanmn temel unsurlarindan olan tibbi mikrobiyoloji alanindan bir
uzman olarak basladigim giinden bu yana danismanim olan ve her asamada sinirsiz
destegini aldigim igin minnettarligimi belirtmek istedigim Prof. Dr. Riichan
Sertdz’lin yonlendiriciliginde tamamlanan tez ¢alismamin {ilkemizde heniiz

sekillenmekte olan bu akademik alana bir katkis1 olmasini igtenlikle dilerim.

Izmir, 2020 F.Yiice Ayhan
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Ozet

Kan Bankacihiginda
Iyi laboratuvar Uygulamalarina Temel Olusturmak Uzere Hepatit B Tarama

Testleri Icin i¢ Kalite Kontrol Serumlarmin Gelistirilmesi

Kan bagis¢ilarinin transfiizyonla bulasan enfeksiyonlar yoniinden mikrobiyolojik
taramasinin yapilmasi giivenli kan temini agisindan 6énemli ve gereklidir. Bu alana
iliskin ulusal mevzuat ile zorunlu tarama testlerinin kapsami hepatit B, hepatit C,
AIDS ve sifiliz enfeksiyonlarina iliskin  gostergelerin  arastirilmast  olarak
belirlenmistir. Bu testlerin gilivenilir ve dogru sonu¢ vermesi ise iyi laboratuvar
uygulamalari ¢ercevesinde kalite kontrol basamaklarinin eksiksiz yerine getirilmesi
ile miimkiindiir.

Uluslararast kaynakli ticari tarama Kitleriyle birlikte tedarik edilen internal kalite
kontrol serumlar1 uluslararas1 kokenli olup tedarikgilerin ticari yaklasimi nedeniyle
birim test maliyetini arttirmaktadir.

Bu calismada kan bagis¢ilarinin hepatit B taramasinda kullanilan zorunlu tarama
testleri i¢cin HBsAg reaktivitesi gosteren bagis¢t kanlarindan internal kontrol
serumlarinin hazirlanmasi amaglandi.

Bu amacla Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kan Merkezine kan bagisinda
bulunmus ve zorunlu tarama testlerinde saptanan HBsAg reaktivitesi nedeniyle
karantinaya alinmis kanlardan plazmalar1 ayrildi ve hazirlik siiresince -40°C’de
dondurularak saklandi.

HBsSAg S/CO degeri yiiksek (>1000) ve saptanabilir (>50 1U/ml) HBV DNA
kantitasyonu bulunan bagisgilara ait plazmalar internal kalite kontrol Ornegi
hazirlamak {izere havuzlanarak birlestirildi. Kalsiyum kloriir ve trombin ile
koagulasyonu saglanan plazmadan elde edilen serum dekstran siilfat ile muamele
edildi ve bir dizi santrifiigasyon islemi uygulanarak lipid presipitasyonu saglandi.
Serum havuzundan alinan 6rnekler farkli sulandirim oranlarinda fosfat tamponlu
serum fizyolojik (PBS) ile sulandirildi. Farkli sulandirirmlar HBsAg reaktivitesi
yoniinden test edilerek S/CO oranlarma gore diislik reaktif, orta reaktif ve yiiksek
reaktif olarak ti¢ farkli seri internal kontrol serumu kriyotiiplere dagitildi ve

donduruldu. Dondurulan IKK serumlarindan farkli giinlerde her seriden birer



kriyotiip ¢ozdiiriilerek HBsAg yoniinden test edildi. Bulunan S/CO degerleri Levey-
Jennings grafigine islendi ve Westgard kurallarina gore degerlendirildi.

Hazirlanan her ii¢ seriden IKK serumlarinin HBsAg analizinde elde edilen S/CO
degerlerinin % 95 giiven aralifinda normal dagilim gosterdigi goriildii.

Yiiksek, orta ve diisiik reaktif IKK serumlarmin S/CO degerlerinin istatistik
analizinde ortalama sirasiyla 219.57, 1725.57 ve 3323.75 bulunurken ortanca
sirasiyla 217.34, 1753.48, 3401.76 olarak; standart sapma ise sirasiyla 14.93, 210.62
ve 271.19 olarak belirlendi. Degisim katsayilar1 ise yiiksek reaktif IKK serumlarinda
%8.1, orta reaktif IKK serumlarinda %12.2 ve diisiik reaktif IKK serumlarinda %7.6
olarak belirlendi.

Westgard kurallarina gére yapilan incelemede bir kez 1,5 kuralinin ihlal edildigi
goriilmiistiir. Uyaric1 kural olarak tanimlanan bu durum disinda uyumsuzluk
saptanmamasi ve sistematik hata gézlenmemesi ¢alismamiz sonucunda hazirlanan

IKK 6rnekleri ile elde edilen sonuglarin tutarli ve uygun olduguna isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: HBsAg; HBV; Kan Bagiscis1; I¢ Kalite Kontrol; Tarama Testleri



Abstract
Development of Internal Quality Control Sera for Hepatitis B Screening in

Respect of Good Laboratory Practice.

Microbiological screening of blood donors for agents of transfusion transmitted
infections is important and necessary for ensuring the transfusion safety.

Screening of markers for hepatitis B, hepatitis C, AIDS and syphilis in blood donors
is obligatory in our national legislation. Quality control (QC) is a crucial step to
obtain reliable and accurate results in these assays. Internal quality control sera
which are dependent to in vitro diagnostic test kits supplied from international
market can lead an extra financial burden for laboratories. Besides the increasing
costs, the use of QC material dependent to kit manufacturer would be a problem for
quality management of the laboratory.

Human plasma and cells that would be supplied from blood donors can be a
reasonable source of preparation of in house QC materials for blood banks.

In this study, it was aimed to prepare in house QC sera for HBsAg screening of blood
donors by using the human plasma collected from blood donors whom had have
detectable HBsAg.

Quarantined fresh plasma separated from whole blood collected from blood donors
with repeatedly reactive screening tests for HBsSAg in the blood bank of Ege
University Medical Faculty Hospital were reserved and stored at -40°C for the
preparation of QC material for HBSAg screening tests.

Reserved plasmas from donors with high S/CO ratio (>1000) and detectable (>50
IU/ml) HBV DNA were thawed and pooled for the preparation of internal QC sera.
In vitro coagulation of pooled plasma was performed by using calcium chloride and
bovine thrombin. Following the removal of coagulum dextrane sulphate was added
and precipitation of lipids was carried out in a series of sentrifugation processes.
Samples from the sera pool were diluted with PBS in different ratio and diluted
samples were tested for HBSA(Q reactivity. Sera from three categories were assigned
as high, medium and low reactive HBsSAg control samples and transferred to
cryotubes and frozen at -40°C. One cryotube from each category were thawed and

control samples were tested for HBsSAQ reactivity in consecutive days. Recorded



S/CO ratio of 1QC samples from each category was applied to Levey-jennings
control charts and evaluated according to Westgard rules.

S/CO ratio of QC samples obtained from each category represented normal
distribution in 95% confidence interval.

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

Evaluation according to Westgard rules demonstrated one violation of 1, rule.
Except this warning rule no evidence of unconformity or sytematic error. Therefore,
it can be stated that IQC samples prepared in our study can be reliable in-house run

controls for using in HBsAg immunoassays for screening of blood donors.

Key Words: HBsAg; HBV; Blood Donor; Internal Quality Control; Screening Tests
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Giris

Kan transflizyonu ile hepatit B virlisi (HBV) bulasi ilk kez 1943 yilinda
tanimlanmis, transfliizyon ile iliskisi nedeniyle uzun yillar bu enfeksiyon “Serum

Hepatiti” olarak adlandirilmistir (Dwyre ve Holland, 2008).

Aslinda tip gevrelerinin hastaliga iliskin farkindaligi bundan ¢ok daha Oncesinde
olmustur. Epidemik ikter, ilk olarak, giinimiiz tibbinin 6nciilii olarak kabul edilen
Hipokrat tarafindan tarif edilmis olsa da gergekten hepatit B’nin sorumlu
tutulabilecegi salginlara iliskin kayitlara daha g¢ok 19.yilizyilda rastlanmaktadir.
Insan kokenli lenf sivisindan hazirlanan bir gicek asis1 ile yapilan kitle asilamasmin
ardindan ortaya ¢ikan sarilik salgini 1885 yilinda Lirmann adli arastirmacinin
dikkatini ¢ekmis ve hastaligin parenteral bulasma Ozelligi agik¢a ortaya
konabilmistir. O donemde hazirlanan asilara stabilizor olarak insan serumu ilavesi
yoniindeki uygulamaya bagli olarak bu tarihten sonra da gesitli asilarla bagisiklama

sonrast sarilik salginlart bildirilmistir (Gerlich, 2013).

Ancak 1963 yilinda Samuel B. Blumberg ve arkadaslari tarafindan bir Aborjin
yerlisinin kaninda bulunan ve bu nedenle “Avustralya Antijeni” olarak adlandirilan
antijenin hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) olarak tanimlanmasinin ardindan hastalik
Hepatit B olarak adlandirilmis ve tanisi olanakli hale gelmistir (Gerlich, 2007). Kan
bagiscilarinin hepatit B yOniinden taranmasina ise 1969 yilinda baslanmistir. O
giinden bu zamana dek gecen 50 yilda bilim diinyasinda viriisiin biyolojisinin
anlasildigi, enfeksiyonun tanisina ve tedavisine yonelik ilerlemelerin saglandig,
bagisiklama yoluyla korunmanin yayginlastigi bir doneme taniklik edilmistir

(Thomas, Yoneda ve Schiff, 2015).

Avrupa Parlamentosu ve Konseyi’'nin 2002 98/EC direktifi ile kan bagig¢ilarinda
serolojik tarama testlerine iligkin gerekliliklerin tanimlanmasinin ardindan
transflizyon Oncesi serolojik tarama testleri AB iilkeleri agisindan bir yasal
zorunluluk haline gelmistir. (Fiedler ve digerleri, 2019; Dodd, Nguyen, Krysztof,
Notari, Stramer, 2018).



Bu testler transfiizyon giivenligini saglamadaki etkin rolleri yaninda toplum sagligi
acisindan da biiyiik 6nem tagimaktadirlar. AB/ Avrupa Hastalik Kontrol Merkezi
(ECDC) (2018) HIV eliminasyonu igin ve viral hepatitle etkili miicadele igin
belirledigi 2030 yili hedefine ulasmada iilkelere HIV, HBV ve HCV i¢in ulusal
diizeyde biitlinlesik test stratejilerini ya da programlarimi gelistirmelerini tavsiye

etmektedir.

Genel anlamda tarama testlerinin en 6nemli performans Ol¢iitii genis bir topluluk
icerisindeki gercek hastalar1 saptayabilmesi olarak kabul edilmektedir. Bu da testin
duyarliligmin yiiksek olmasi beklentisini yaratmaktadir. Cogunlukla tarama
testlerinde %95’den yiiksek bir duyarlilik olmasi istenmektedir (Clark, Lewinski,
Loeffelholz ve Tibbetts, 2009).

Ancak kan bagiscilarinin serolojik taramasinda kullanilan testlerde sadece analitik
duyarliligin yiiksek olmasi transfiizyon giivenligi a¢isindan yeterli degildir. Bu
testlerin uygulanmasi sirasindaki siireglerde kalite gilivencesinin saglanmasi ve

stirdiiriilebilirligi 6nemli ve gereklidir.

Analitik siirecin diizglin bi¢imde tamamlandigin1 gilivence altina almada 6nemli
araglardan birisi de kalite kontrol numuneleridir. Bunlar hasta numunelerine benzer
ve belirli bir konsantrasyonda analitik madde iceren orneklerdir. Test kiti iireticileri,
tedarik ettikleri test kiti ile birlikte kontrol drneklerini de saglamaktadirlar. Ancak
tibbi laboratuvarlar i¢in gegerli standartlari tanimlayan 1SO 15189 kapsaminda tibbi
laboratuvarlarin i¢ kalite kontrol (IKK) &rneklerini kit tedarikgisinden bagimsiz
olarak saglamalar1 onerilmektedir. Bu sekilde laboratuvardaki analitik siirecin daha
nesnel ve gercek¢i bir bigimde degerlendirilmesi miimkiindiir. Bagimsiz IKK
ornekleri kit treticilerinden farkli ticari kaynaklardan saglanabilmekle birlikte bu
maliyet arttirict bir unsurdur. Bu agidan laboratuvarlarin kendi bagimsiz IKK
orneklerini hazirlamasi uygun bir ¢6ziim olarak goziikmektedir. IKK ornegi
hazirlamada en 6nemli asama analite denk Ozellikte bir serum 6rnegi elde etmektir.
Bu da IKK 6rnegi olarak hazirlanan iiriiniin bizzat kendisisinin bir kalite yonetim
stireciyle hazirlanmasini gerektirmektedir. Gegmiste pek cok arastirmaci bu yonde
caligmalar yapmis, plazmanin in vitro kosullarda koagulasyonu ve ¢esitli sekilde
islenmesiyle laboratuvarin kendisi tarafindan bir IKK 6rnegi hazirlanmasi igin

yontemler tanimlamistir (Proksch ve Bonderman, 1976; Gidez, Miller, Burstein,



Slagle ve Eder, 1982; Bais, O'loughlin, Philcox ve Edwards,1983; Letellier ve
Desjarlais, 1985; Ataullakhanov, Pohilko, Sinauridze ve Volkova, 1994; Shida,

Kurasawa, Maki, Toyama ve digerleri, 2016).

Kan hizmet birimlerinde erigkin bireylerden toplanan kan, transfiizyon amagh
tedaviler i¢in 6nemli bir hiicre ve plazma kaynagidir. Ote yandan bu kaynaktan kan
bagiscilarina yonelik analizlerde kullanilacak bagimsiz kalite kontrol materyallerinin
hazirlanmasinda yararlanmak ta miimkiindiir. Kan hizmet birimlerinde vyiiriitiilen
rutin laboratuvar incelemeleri sirasinda immiinohematolojik tetkikler i¢in ciddi
miktarlarda eritrosit konsantresine, enfeksiyon tarama testleri i¢in de seruma ihtiyag
vardir. Kan hizmet birimlerinde laboratuvar kalite yonetim g¢ercevesinde elzem olan
bu ihtiyacin kurumlarin kendi olanaklariyla ve ulusal bagis¢1 kaynagindan
saglanmas1 olasidir. Immiinohematolojik incelemelerde kontrol materyali olarak
kullanilacak eritrositlerin hazirlanmasi ayr1 prosediirel ve operasyonel gereklilikler
icermektedir. Kan bagis kapasitesi yiiksek kan hizmet birimlerinde planlanmasi
stirdiiriilebilirlik acisindan daha gercekei olacaktir. Ancak kan bagist kabul eden en
kiigiik Olgekli kan hizmet biriminde bile tarama testlerinde reaktiflik nedeniyle
kullanilmayip imha edilen bagis¢1 kanlarindan yine bu testler icin IKK 6rnekleri
hazirlanmas1 dusiiniilebilir.  Bu girisim kan hizmet biriminde kalite yOnetimi
cercevesinde transflizyon giivenligini arttirmaya yonelik bir edim olmasi yaninda

maliyet etkinligi arttiracak bir kaynak yaratma eylemi olarak da faydali olacaktir.



Genel Bilgiler

1.1.Hepatit B Viriisii (HBV)
1.1.1.Biyolojik ozellikleri:

Insanlarda bir enfeksiyon etkeni olarak tanimlanmasi ve arastirilmasi 1960’11 yillarda
baslamis olsa da arastirmalar Hepatit B viriisliniin dinozorlar ¢agindan kalma bir
etken oldugunu ortaya koymaktadir. Mezozoik dénem kanatlilarindan izole edilmis
viriis DNA’s1 82 milyon yila tarihlenmekle birlikte viriisiin insana gec¢isinin nispeten
daha yeni oldugu, 40 bin yil dncesine dayandigi diisiiniilmektedir (Lamontagne,
Bagga, ve Bouchard, 2016).

Tiire 6zgii hepatotropik virlisler olan hepatit B viriisleri, Hepadnaviridae ailesi
icerisinde yer alirlar. Hepadnaviriisler, genomik oOzellikleri ve konak segimleri
acisindan iki genusa ayrilirlar. Avihepadnavirus genusu kanatlilar1 enfekte ederken
Orthohepanavirus genusu memelilerde enfeksiyon olusturmaktadir. Avihepadnavirus
genusu i¢inde 6rdek (Duck Hepatitis B Virus- DHBV) ve balik¢il (Heron Hepatitis B
Virus-HHBV) hepatit B viriisleri yer alirken orthohepadnavirus genusu i¢inde insan
ve dag sican1 (Woodchuck Hepatitis B Virus- WHBYV) hepatit B viriisleri

bulunmaktadir (Hassemer ve digerleri, 2017).

Son yillarda primatlarda enfeksiyon olusturan hepatit B benzeri yeni bir viriis
tanimlanmistir.  Yiinlii maymun olarak adlandirilan bir maymun tiirline 6zgii bu
virlisin orthohepadnaviriisler ile en ¢ok %40 diizeyinde genetik dizilim farklilig
gosterdiginin anlasilmasiyla bu viriis hepatit B benzeri yeni bir viriis prototipi olarak

tescil edilmistir (Lamontagne ve digerleri, 2016).

Cografi dagilim, patojenite ve tedaviye yanit agisindan farkliliklar gosteren on farkli
HBV genotipi tanimlanmigtir. Latin alfabe dizinine uygun olarak A-J araliginda
biiyiik harflerle siniflandirilan genotiplerin alt tipleri de bulunmakta ve bunlar da
genotipi simgeleyen harfe alt tipi belirleyen rakamin ilavesiyle (Al, A2, B1, B2, vb)
gosterilmektedir (Wong ve Locarnini, 2018).



1.1.2.Genom ozellikleri

HBYV, dairesel ve kismen c¢ift sarmalli bir DNA iplik¢igine sahiptir. Cemberin dis
yiiziinde yer alan, negatif polariteli ve 3200 niikleotitten olusan uzun DNA
iplik¢igine karsilik i¢ yiiziinde yer alan pozitif polariteli ve 1700-2800- niikleotitten
olusan kisa DNA iplik¢igi ile karakterize viriis genomunda dort farkli protein
kodlayan bolge —a¢ik okuma gercevesi (open reading frame —ORF) bulunmaktadir
(Seeger ve Mason, 2015, Lamontagne ve digerleri, 2016).

e Pol ORF: En biiyiik ORF bolgesidir ve viral polimerazi kodlamaktadir.
Revers transkriptaz etkisine sahip viral polimeraz viriisiin DNA iplik¢iginden
ara lirtin RNA iplik¢iklerini sentezler.

e Pre-S/S ORF: Zarf proteinlerini kodlayan ve biiyiikliikkte ikinci sirada yer
alan ORF bolgesidir. Biiyiik (LHBS) , orta (MHBS) ve kiigiik (SHBS) yiizey
antijenlerini (HBsAQ) sentezler.

e Pre-C/C ORF: Niikleokapsitin temel proteini olan kor proteini kodlayarak
kor antijeni (HbcAg) olusturur ve ayni zamanda soluble dimerik bir protein
olan e antijenini (HbeAg) kodlar.

e X ORF: Virisiin replikasyonu i¢in gereken ve hepatoselliiler karsinom
gelisiminde etkisi gosterilmis kiigiik bir polipeptid olan X proteinini (HBX)
kodlar (Wong ve Locarnini, 2018).

1.1.2.Yasam dongiisii

Viriisiin yiizey antijeni ile hepatosit yilizeyindeki bir reseptore (Hepatosit iligkili
heparan siilfat proteoglikan-HSPG) birincil baglanmasinin ardindan preS1
bolgesinin, safra asidi homeostazini1 saglayan bir polipeptid olan sodyum taurokolat
tastyict proteine (NTCP) ikincil baglanmasiyla penetrasyon igin gereken sartlar
saglanmig olur. Bu baglanma sonrasinda viryon, endositoz vasitasiyla sitoplazmaya
gecer. Hiicre niikleus mebranina yonelen ve niiklokapsitinden siyrilarak niikleus

igine giren viriis genomu replikasyon siirecine baslar.

Viriisiin gevsek DNA’s1 niikleus icerisinde konak enzimlerinin etkisiyle kovalent-
kapali-sirkiiler DNA (cccDNA) halini alarak viriisiin replikasyonu icin gereken RNA

transkripsiyonunu baglatir. Virus genomunda bulunan ORF bolgeleri tarafindan
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kodlanan RNA molekiilleri genomik ve subgenomik olarak iki farkli sekilde
sentezlenirler. Subgenomik transkriptler sadece HBV proteinlerinin (HBx ve HBsAg
[SHBs, MHBs, LHBsS]) kodlanmasi i¢in kalip islevi goriirken genomik transkriptler
prekor, kor ve polimeraz sentezi igcin mRNA olarak goérev yaparlar. Hem kor
proteinlerini hem de polimeraz enzimini kodlayan ¢ok islevli bir genomik transkript
olan pregenomik RNA ise revers transkriptaz etkisiyle negatif polariteli viral DNA
iplikcigi icin kalip islevi iistlenir. Negatif polariteli DNA iplik¢igi ise sonrasinda
pozitif polariteli DNA iplik¢iginin olusturulmasinda kalip islevi gérmektedir (Inan ve

Tabak, 2015; Lamontagne ve digerleri, 2016; Wong ve Locarnini, 2018).

1.1.4.HBV Proteinleri

HBV genomu dort ORF bolgesiyle yedi farkli protein kodlar. Pol ORF bdlgesinin
kodladig1 polimeraz, X ORF bolgesinin kodladigi HBx, Pre-C/C ORF bolgesinin
kodladigi HbcAg ve HbeAg ile Pre-S/S ORF bdlgesinin kodladigi iic HBsAg
proteinidir (Wong ve Locarnini, 2018).

e HBsAg

Hepatit B viriisiiniin zarf proteinleri olan HBSAg ii¢ farkli proteinden olugsmaktadir.
Boyutlarina gore kii¢iik (SHBs), orta (MHBS) ve biiyiik (LHBS) olarak adlandirilan
bu proteinler enfekte hiicrenin endoplazmik retikulumunda sentezlenirler (Wong ve
Locarnini, 2018).

HBV genom o&zellikleri heniiz bilinmezken elektron mikroskobisi ile yapilan
incelemelerde HBV enfeksiyonu geciren hastalarin serumlarinda farkli sekil ve
boyutta partikiiller saptanmistir. Daha kiiclik ebattaki sferik (20 nm) ve filamant6z
(22 nm) partikiillerin HBsAg ve konak kokenli lipidlerden olusmus, HBV genomu
icermeyen, dolayisiyla enfeksiyon olusturma 06zelligi bulunmayan subviral
partikiiller oldugu, ilk gbzlemi yapan arastirmacinin adiyla Dane partikiilii olarak
adlandirilan daha biiylik (42 nm) sferik partikiiliin ise viral genomu igeren tam bir

HBYV viryonu oldugu anlasilmistir (inan ve Tabak, 2015; Seeger ve Mason, 2015).

SHBS hem viryonlarda hem de diger subviral partikiillerde en bol bulunan HBsAg
tipidir ve proteinin temel antijenik belirleyicisini (a determinant) barindirir. Tim
HBsAg izolatlarinda bulunmasi nedeniyle viriisiin ortak antijen ilmegi (AGL)

Ozelliginde olan a determinant yaninda alt tipleri olusturan diger belirleyiciler de (d
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veya y ve W veya r subdeterminant) bulunmaktadir (Seeger ve Mason, 2015; Inan ve

Tabak, 2015; Lamontagne ve digerleri, 2016; Wong ve Locarnini, 2018).

1.2.HBV Enfeksiyon Gostergesi Olarak HBsAg

HBsAQ’nin tanimlanmasimnin, viral partikiil 6zelliklerinin kesfedilmesinin ardindan
bu antijenin hepatit B viriis enfeksiyonu igin belirleyici bir gosterge oldugunun
anlasilmas1t HBSAQ saptamaya yonelik olarak pek ¢ok tanisal yontemin denenmesine
yol agmistir. Bu amagla ilk olarak immiinpresipitasyon ilkesine dayali mikro-
Ouchterlony immunodiffusion testi ve agar jel diflizyon yontemleri denenmistir.
Uygulama zorluklar1 ve test duyarliliklarindaki yetersizlikler arastirmacilart yeni
arayiglara yoneltmis ve izleyen yillarda “ikinci faz testleri” olarak adlandirilan test
yontemleri kullanilmaya baslanmistir. Bunlar arasinda uygulama kolayligi ve hizh
sonu¢ alma oOzelligiyle karsit immiin elektroforez (CIE) 1970’lerde en yaygin
kullanilan test olmustur. Bu donemde kompleman fiksasyon testi, pasif
hemagliitinasyon inhibisyon testi denenmis olsa da reverse pasif hemagliitinasyon
(RPHA) ve reverse pasif lateks agliitinasyon (RPLA) testleriyle HBSAgQ
saptanmasinda Onemli bir duyarliblk artis1 saglanmistir. Ancak sonrasinda
radyoimmiinoassay (RIA) ve enzim immiinoassay (EIA) yontemleriyle daha tatmin
edici sonuglar alinmasi bu yontemleri kullanan pek ¢ok ticari kitin tretilmesini ve
piyasaya siiriilmesini saglamistir (Zanetti, Bedarida, Ferroni, D’agostino ve digerleri,
1980).

1.3.1yi Laboratuvar Uygulamalar

1970’lerin ortalarinda bazi toksikoloji ¢aligsmalarinda bilimsel biitiinliik eksikligi ve
kalite sorunlar1 saptanmasi iizerine ABD Ila¢ ve Gida Dairesi (FDA) klinik dist
laboratuvar c¢aligmalarinda asgari standartlar1 saglamak {izere diizenlemelere
yonelmistir. Bu  diizenlemeler esas olarak klinik olmayan arastirmalarin
planlanmasinda ve yiiriitilmesinde uygulanacak kurallar olarak ongoriilmiis olsa da

zaman i¢inde klinik laboratuvar ¢aligmalarini da kapsayacak sekilde genisletilmistir

(Baldeshwiler, 2003).

Aslinda bu tiir bir standart arayis1 daha eskilere dayanmaktadir. ilag endiistrisinde
1960’larda baslayan laboratuvar analizlerinin giivenilirligini saglamaya doniik

caligmalar ilk kez Iyi Uretim Uygulamalar’’nin bir parcasi olarak giindeme gelmis



sonrasinda da bu kavram giiniimiizdeki Iyi Laboratuvar Uygulamalar1 kavram ve

isleyisine evrilmistir (Prieto, 2008).

Farkl1 iilkeler, farkli kuruluslar veya topluluklar (OECD, FDA, AB, DSO vb.)
tarafindan gelistirilmis ve belirli farkliliklar géstermekle birlikte 6ziinde ayni ilkeler
cercevesinde yapilandirilmis Iyi Laboratuvar Uygulamalar1 bulunmaktadir

(Fowler, Salminen ve Greenhaw, 2013).

DSO rehberlerinde (2010, 2011) Iyi Laboratuvar Uygulamalar1 “organizasyon
siireci ile klinik disi saghk calismalart ve c¢evre giivenligi c¢alismalarinin
planlanmasi, uygulanmasi, gozlenmesi, kaydedilmesi, arsivlenmesi ve
raporlanmast ile ilgili bir kalite sistemi” olarak tanimlanmaktadir. Bu kalite

sisteminin temel bilesenleri ise

e Kurulus, ¢alisanlar, tesisler ve donanimdan olusan kaynaklar biitiinii

o Test kalemleri ve test sistemleri

e Standart islem prosediirii (SIP) ve protokolleri iceren kurallar biitiinii

e Ham veri olarak elde edilen sonuglarin nihai rapor haline getirilmesi ve
arsivlenmesi

e Bagimsiz izlem ile kalite glivencesinin saglanmast
olarak ifade edilmektedir (World Health Organization 2010).

Tibbi laboratuvarlarda kalite yonetim sistemi Onceleri laboratuvar akreditasyonuna
yonelik uluslararasi bir igbirligi kurulusunun (International Laboratory Accreditation
Cooperation-ILAC)  ticari mallara  uygulanan laboratuvar  analizlerinin
standardizasyonuna yonelik gelistirdigi kilavuzdan analitik laboratuvarlara yonelik
kosullar1 tanimlayan ISO 17025’e, bundan da tibbi laboratuvarlara yonelik kosullari
tanimlayan ISO 15289 standardina uzanan bir siiregte gelistirilmistir (World Health
Organization 2011).

Ik kez 1978 yilinda Standart 25 adiyla yayimlanmis olan ISO 17025 standard test
ve kalibrasyon laboratuvarlart i¢in genel gereklilikleri igeren bir belgedir. ABD’de
1979 wyilinda FDA tarafindan gelistirilen 21CFRS58 kodlu ve Klinik Dt
Laboratuvarlarda Iyi Laboratuvar Uygulamalart bashkli dokiiman ulusal 6lgekli
olma ozelliginde iken Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD) tarafindan
akreditasyona yonelik bir dizi belge olarak hazirlanan Iyi Laboratuvar

Uygulamalarinda Ilkeler bashkli dokiiman uluslararas: 6lgekte kullanima sokulan
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ilk kaynak olmustur. ilk kez 2003 yilinda yayimlanan ISO 15189 ise giiniimiizde
tibbi laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan kalite standardi halini almistir

(Datema, Oskam ve Klatser, 2012).
1.3.1.1¢ Kalite Kontrol

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 1981 yilinda, laboratuvar calismalarini ve iiretilen
sonuglarin siirekli bir degerlendirmeye tabi tutulmasi i¢in gerekli bir dizi prosediir
olarak tanimlanmis IKK uygulamasmin esas amaci analitik siirecin tutarligini
giivence altina almak ve sonuglarin giivenilirligini saglamaktir (World Health

Organization, 2011; Kinns ve digerleri 2013).

Kalite kontrol ve i¢ kalite kontrol terimleri zaman zaman birbirlerini yerine
kullanilmakla, baz tireticiler tarafindan ticari kite 6zel iiretilmis kontroller de yanlis

bigimde IKK olarak adlandirilabilmektedir (World Health Organization, 2011).

Oysa etkin bir kalite kontrol sisteminde dikkat edilmesi gereken pek c¢ok etmen
bulunmaktadir. Kalite kontrol 6rneklerinin uygun bir diizeyde reaktif sonug¢ vermesi,
ayni Obekteki (tek bir lot numarasina sahip) kalite kontrol &rneklerinin uzun bir
zaman diliminde tekrar tekrar calisilmasi, ¢alisilan kalite kontrol ornekleri igin

kontrol sinirlarinin belirlenmesi 6nemlidir (Dimech, Karakaltsas ve Vincini, 2018).

Ote yandan kantitatif, olciilebilir bir deger elde edilebilen klinik biyokimyasal
analizler igin iyi tamimlanmis bir siire¢ olan IKK ¢alismalarmin enfeksiyon
hastaliklarinin  serolojik tanist i¢in kullaniminda bir takim kisithliklar bas
gosterebilmektedir. Oncelikle bu alanda kullamlan pek ¢ok testte yapilan dlgiimiin
bir esik degere orani1 (S/CO) esas alinarak pozitif / negatif ya da reaktif / nonreaktif
seklinde kalitatif bir sonug iiretilmektedir (Galli ve Plebani, 2020).

Ayrica IKK ¢alismasi laboratuvarin 6zgiin test performansimi gdstermesi nedeniyle
analiz Oncesi (pre-analitik) ve analiz sonrasi (post-analitik) siire¢ler hakkinda bilgi

vermemektedir (Scherz, Durussel ve Greub, 2017).

Kalite kontrol orneginin beklenen sonucu vermesi bu Ornegin hazirlanmasinda
kullanilan materyal segimi ile yakindan iligkilidir. IKK &rnegi kalibrasyon igin
kullanilan ile ayn1 6rnek olmamalidir. Kit iireticisi disinda bagimsiz bir kaynaktan
saglanmalidir. Analiz sirasinda kullanilan IKK 6rnegi hasta drneginin bilesimine ne
denli yakin ise matriks etkilerini o 6l¢lide azalacaktir. Varyasyon azaldik¢a analitik

hata azalacak dolayisiyla test giivenligi artacaktir. Ticari kaynaklardan tedarik edilen
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IKK &rnekleri uzun erimli stabilitesi nedeniyle tercih edilmektedir. Fakat hasta
ornegi ile IKK o6rnegi arasindaki matriks farkliliklar1 sonug varyasyonlarina yol
agmaktadir. Ote yandan havuzlanmis hasta ornekleri bir avantaj saglamasima karsin
stabilite sorunu nedeniyle dezavantajli oldugu da ileri siiriilmektedir (Kinns, Pitkin,

Housley ve Freedman, 2013; Dimech, Vincini ve Karakaltsas, 2015).

1.3.2.Levey-Jennings Grafikleri ve Westgard Kurallari

Kalite kontrol orneklerinde tekrarlanan analizler, rutin ¢alismada kullanilan analitik
yontemlerin kalitesini degerlendirmek ve degisiklikleri gormek agisindan uygulanir.
Genelde giinliik olarak ya da giin igerisinde birden fazla sayida tekrar yapilmasi

tercih edilmektedir.

Bu periyodik gozlemlerin kaydedilerek tekrarlayan c¢alismalardaki sonuglarin
gozlenmesi kalite kontrol siirecini degerlendirmek agisindan yararlidir. Shewhart
tarafindan gelistirilen kontrol ¢izelgesinin laboratuvar analizleri i¢in uygun oldugunu
fark ederek klinik laboratuvarlarda kullanimini yayginlastiran arastiricilarin adiyla
anilan Levey-Jennings grafikleri kalite kontrol 6rneklerinin degerlendirilmesinde,
sonuclardaki degisimin ya da benzerligin takibini gozleyebilmek i¢in dnemli bir
aractir. Ancak bu grafiklerin ilk kullanima baglandigi doénemde sonuglarin
yorumlanmasinda laboratuvarlar arasinda farkliliklar olmasi standart bir
degerlendirme yontemini zorunlu kilmigtir. Bu eksikligi gideren arastirmact ise
James O. Westgard olmustur. Westgard kurallari, bir internal kalite kontrol
sisteminin analitik hatalarin1 saptamak, bunun yaninda hatalarin tipini ve
biiyiikliigiinii belirlemek igin Levey-Jennings grafiklerinin degerlendirilmesinde
genel kabul géren bir metodoloji sunmaktadir. Belirli bir kuralin belirli bir hatay
degerlendirmek i¢in yeterli olmadigi bu yontemde kurallarin bir biitlin olarak ele
alinmasiyla ve birden fazla kuralin farkli kombinasyonlarinda farkli
degerlendirmeleriyle analitik hatalarin belirlenebilmesi yaninda bu hatalarin

sistematik hata ya da rastgele hata olarak siniflandirilabilmesi olanagi bulunmaktadir

(Westgard, Groth, Aronsson, Falk ve De Verdier, 1977; Nelson, 1984).
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Gere¢ ve Yontem

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi (EUTF) Hastanesi kan merkezine kan bagisinda
bulunmak tizere bagvuran kisiler ilgili mevzuati kapsaminda degerlendirildi ve kan
bagist i¢in uygun bulunan kisilerden kan bagisi kabul edilerek kan merkezinin

standart islem prosediirii dogrultusunda kan bilesenleri hazirlandi.

Hizmet birimine kan bagisi ig¢in bagvuran bagis¢r adaymma Ulusal Kan ve Kan
Bilesenleri Hazirlama, Kullanim ve Kalite Giivencesi Rehberi (Orii(; ve Yenicesu,
2016)’da yer alan Kan Bagis¢ist Sorgulama Formu verildi ve formda yer alan
sorular1 tek tek okuyarak uygun yanit se¢enegini isaretlemesi istendi. Sorgu formunu
dolduran bagisc1 aday1 kan merkezinde bagisc1 muayenesi ile gorevlendirilmis hekim
tarafindan muayene ve degerlendirmesi yapildiktan sonra Kan Bagiscisi Tibbi
Degerlendirme ve Flebotomi Formu dolduruldu. Sorgu, muayene ve degerlendirme
sonucunda kan bagis1 yapabilecegine karar verilen kisinin kolunda uygun bir venoz
damara flebotomi uygulandi. Kan toplamak amaciyla iiretilmis antikoagulan igeren
steril PVC torba setine kan toplandi. Toplanan kanlar otomatik hiicre ayirici bir
sistem (Reveos® Automated Blood Processing System, Terumo BCT, Japonya)

kullanilarak bilesenlerine ayrildi.

Kan bagisi ile toplanan kanlarda zorunlu mikrobiyolojik tarama testleri yapilmasi
i¢in ayrilmis numunelerde EUTF Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarmin kan bagisgist
zorunlu tarama testi prosediiri dogrultusunda kemiliiminesans mikropartikiil
immiinoassay (CMIA) yontemiyle (Architect 12000, Abbott Laboratories, ABD)
hepatit B virlisii yiizey antijeni (HBsAg), insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) 1-2
antijen ve antikoru, hepatit C viriis antikoru (anti-HCV) ve sifiliz etkeni olan
Treponema pallidum antikoru (anti-TP) arastirildi. Zorunlu mikrobiyolojik tarama
testlerinde reaktiflik saptanmasi nedeniyle transfiize edilemeyecegine karar verilen
ve imha edilmek {izere ayrilmis kan bilesenlerinden HBsAg reaktivitesi saptanmis
olan sivi plazma bilesenleri ¢alisma amaciyla ayrildi. HBSAgQ reaktivitesi yaninda
taranan diger enfeksiyon etkenlerine (HIV, HCV, T.pallidum) yonelik testlerinde de

reaktive saptanmig bagis¢1 plazmalari ¢calisma kapsami disinda birakildi.

Ayrilan plazmalar HBsAg S/CO degerleri agisindan kategorize edildi ve S/CO degeri

1000 altinda bulunmus plazmalar ¢alisma kapsami disinda birakildi.
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HBsAg S/CO degeri 1000 iizerinde bulunan 14 plazmadan ikiser adet steril, vidali
kapakli 50 ml hacimli polipropilen (PP) tiiplere ve beser adet 2 ml hacimli PP
kriyotiiplere dagitilarak torba iizerindeki sayisal kod ile isaretlenerek ve -40°C’de

dondurularak saklandi.

Saklanan plazmalarin HBsAg analiz sonuglar1 arastirma i¢in hazirlanmis olgu rapor

formlarina kaydedildi.

2 ml PP kriyotiiplere ayrilmis plazma numunelerinde HBV DNA kantitasyonunu
belirlemek tizere gergek zamanli (real time) PCR yontemiyle ve ticari bir Kit
kullanilarak (Bosphore HBV Quantification Kit, Anatolia Geneworks, Tiirkiye)
kantitatif HBV DNA analizi yapildi. Uretici talimatlar1 dogrultusunda plazma

ornekleri niikleik asit izolasyon prosediiriinii takiben PCR hazirlig1 yapildi.
2.1. DNA izolasyonu

Incelenecek plazma érneklerine Magnesial6® manyetik tanecikli izolasyon sistemi
ile niikleik asit izolasyonu uygulandi. Tasiyict (carrier) RNA ve proteinaz K ile
karistirilan plazma ornekleri ve izolasyonda kullanilacak soliisyonlart igeren tek
kullamimlik kartuslar Magnesial6” izolasyon cihazina yerlestirildi. Paramanyetik
boncuk yontemi olarak adlandirilan ve soliisyon igerisindeki niikleik asitlerin
manyetik boncuklara baglanmasi ve ardindan manyetik alana maruz birakilarak bu
boncuklarin toplanmasi ilkesine dayanan bu yontemde niikleik asitlerle birlikte
manyetik boncuklar iizerine toplanan yan maddelerin degisik konsantrasyonlardaki
tuz soliisyonlar1 vasitasiyla ve niikleik asit igermeyen boncuklarin manyetik alan

etkisiyle uzaklastirilmasi saglandi.

2.2.HBV DNA Analizi

Taq DNA polimeraz enzimi, PCR tampon soliisyonu, HBV genomuna 6zgii forward
ve reverse primerler ile iki farkli floresan boya ile isaretlenmis problart —FAM
(Fluorescein amidite) ve HEX (Hexachloro-fluorescein)— igeren PCR ana
karisimindan (master mix) 0.2 ml’lik PCR tiiplerine 15 pl konduktan sonra niikleik
asit izolasyonu uygulanmig Orneklerden de 10 pl eklenerek tiplerin kapaklar
kapatildi. Kit {ireticisi tarafindan saglanmis olan DNA izolasyonu ve PCR
inhibisyonunu kontrol etmek iizere insan genomundan elde edilmis sentetik bir DNA

molekiilii olan internal kontrol ile HBV DNA igeren bir pozitif kontrol ve 4 farkli
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seviyede (1x10° 1U/ml, 1x10° IU/ml, 1x10* IU/mI, 1x10° IU/ml) HBV DNA iceren,
kalibre edilmis kantitasyon standartlar1 da 6rneklerle es zamanli olarak Montana 483
PCR cihazimna yiiklenerek tekrar eden 1sitma ve sogutma dongiilerinden olusan bir

termal protokol uygulandi.

Termal protokolde 95°C’de 14 dakika 30 saniyelik inkiibasyonla ilk denatiirasyon
asamas1 tamamlandiktan sonra 97°C’de 30 saniyelik denatiirasyon ve 54°C’de 90
saniyelik baglanma ve sentez asamalarimi igeren 50 dongii gergeklestirildi. Son
olarak 22°C’de 1 dakikalik inkubasyon asamasindan sonra termal protokol
tamamlandi. Termal protokoliin sona ermesinin ardindan Montana 48 sistemine
entegre bir bilgisayar yazilimi ile standart egrisi, baseline dongiileri ve esigi
belirlenerek amplifikasyon egrileri otomatik olarak olusturuldu. Esigi gegen
orneklerde hesaplanan konsantrasyonlar “lU/ml” cinsinden HBV DNA miktari
olarak belirlendi. Bulunan HBV DNA analiz sonuglar1 arastirma i¢in hazirlanmis

olgu rapor formlarina kaydedildi.

2.3.Plazmanin koagulasyonu

Derin dondurucuda saklanmakta olan ve HBsAg reaktif donér plazmalarini igeren 50
ml’lik PP tiiplerden birer adet alinarak 14 donére ait plazmanin es zamanl olarak
¢oziinmesi saglandi. Donmus plazmalarin ¢zilindiiriilmesi, kan hizmet birimlerinde
taze donmus plazma (TDP) eritilmesi amaciyla iiretilmis olan bir “Plazma Eritme
Cihaz1” (Barkey, Almanya) vasitasiyla 37°C’lik 1s1 altinda homojenize bigimde

erimenin saglanmasi seklinde gerceklestirildi (Resim 1).

Coziinmiis plazmalar steril bir siseye aktarilarak havuzlandi ve karistirilarak
homojenize edildi. Homojenize edilmis plazma havuzundan konik tabanli 50 ml’lik
PP tiiplere 40 ml esit miktarlarda plazma dagitilarak 10 adet tiipten olusan bir seri

hazirlandi.
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Resim 1: Bagisci1 plazmalarinin havuzlanma oncesi ¢cozdiiriilmesi
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Ileride tekrar kullanma olasilig1 hesaba katilarak sisede kalan havuzlanmis plazmanin
steril kosullarda, antikoagulan icermeyen bos PVC kan torbasina inflizyonu saglandi.
Havuzlanmis plazma igeren bu torba kan hizmet birimlerinde sivi plazma igeren
torbalarin hizla dondurulmasi i¢in kullanilan plazma soklama cihazina yerlestirilerek
sok dondurma ile donduruldu ve -40°C’lik derin dondurucuya yerlestirilerek saklandi

(Resim 2,3).

Resim 2: Havuzlanmis plazmanin “Plazma Soklama Cihazi”nda dondurulmasi
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Resim 3: “Plazma Soklama Cihazi”nda dondurulmus havuzlanmis plazma

torbasi

Havuzlanmig plazmalarin koagule edilmesi igin kalsiyum kloriir (CaCl,) soliisyonu
ile muamele edilmesi planlandi. Bu amagla Proksch ve arkadaslari (1976) tarafindan

uygulanmis yontem esas alinarak bazi modifikasyonlarla islemler gergeklestirildi.

Steril bir behere 1.1 gr CaCl, (Sigma Aldrich, Japonya) eklendi. Uzerine 200 ml
havuzlanmis plazma konarak karstirildi, 37°C’de 1 saat siireyle inkube edildi.
Liyofilize haldeki sigir trombini (Q.F.A.Thrombine, HemoslIL, Instrumentation

Laboratory, ABD) steril su ile sulandirilarak ¢6zelti haline getirildi. Sulandirilmig
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halde 100 NIH/ml sigir trombini icerigine sahip 2 ml’lik ¢6zelti oda 1sisinda CaCl,
ile inkube edilmis plazmaya eklenerek karistirildi (Resim 4).

Koagulasyonun makroskobik olarak goriiniir hale gelmesi i¢in oda 1sisinda 20 dakika
daha bekletilen karigim steril bir aplikator ile koagulum hacmi kiigiiltiilerek konik
tabanli PP tiiplere 50 ml olarak dagituldi. Yirmi dakika siireyle 4500 g’de ve 10°C’de

santrifiigasyon uygulandi. Santrifiigasyon sonrasi iist siv1 steril bir sisede toplanarak

serum havuzu olusturuldu.

Resim 4: Plazmanin in vitro koagulasyonu
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Homojenize edilmis serum havuzundan konik tabanli 50 ml’lik PP tiiplere 45 ml esit

miktarlarda plazma dagitilarak 3 adet tlipten olusan bir seri hazirlandi.
2.4 Lipidlerin uzaklastirilmasi

Serum havuzundan lipidlerin uzaklastirilmasi i¢in dekstran siilfat ile presipitasyonu
planlandi. Bu amagla 6ncesinde Proskch ve arkadaslari (1976) tarafindan uygulanmis
yontem esas alinarak islemler gerceklestirildi. 3 gr toz dekstran siilfat (OmniPur®
Dextrane Sulfate, Calbiochem, Japonya) 100 ml steril distile su igerisinde
coziindiiriilerek %10’luk dekstran siilfat solisyonu hazirlandi. 50 mI’lik PP tiiplere
dagitilmis 45 ml havuzlanmis seruma 5 ml %10’luk dekstran siilfat soliisyonu
konarak litrede 300 mg dekstran siilfat i¢cerecek serum tiipleri hazirlandi. Tiipler oda
isisinda 30 dakika siireyle bekletilerek havuzlanmis serum igeriginde bulunan
lipidlerin presipitasyonu hedeflendi. Bekleme siiresinin sonunda tiipler 20 dakika
siireyle 10°C’lik 1s1da ve 4500 g kuvvetinde santrifiij edildi. Santrifiigasyon sonrasi
dipte olusan ¢okeltinin karismasina izin vermeden ve ¢okelti iizerinde yaklasik 2 ml
berrak serum tabakasi birakilacak sekilde iist sivi pipet ile ¢ekilerek steril bir sisede
toplandi. Toplanan serum konik tabanli 15 ml’lik PP tiiplere 10 ml esit miktarlarda
dagitildi. Tiplerde makroskobik bulamiklik varligi nedeniyle 40 dakika siireyle
10°C’lik 1sida ve 4500 g kuvvetinde ikinci kez santrifiij edildi. Santrifiigasyon
sonrast dipte olusan ¢okeltinin karismasina izin vermeden iist siv1 pipet ile ¢ekilerek
konik tabanli 15 mI’lik PP tiiplere aktarildi. Bir gece 4°C’lik sogutucuda beklemeye
birakildi. Bekleme siiresi sonunda tiipler 40 dakika siireyle 10°C’lik 1s1da ve 4500 g
kuvvetinde santrifiij edildi. Santrifiigasyon sonrasinda dipte yogun bir ¢okeltinin
biriktigi ve makroskobik olarak berrak bir gériiniim olustugu gozlendi. Tiiplerdeki
berrak iist sivi steril bir sisede toplanarak IKK o6rneklerinin hazirlanacag:i serum

havuzu olusturuldu (Resim 5).
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Resim 5: Lipit presipitasyonu



2.5. iIKK 6rneklerinin belirlenmesi

Elde edilen serum havuzundan steril 15 ml’lik PP tiiplere aktarim yapilarak fosfat
tamponlu serum fizyolojik (PBS) (RTA Laboratuvarlari, Tiirkiye) ile 1/5, 1/10, 1/50,
1/100 ve 1/1000 sulandirimlart hazirlandi. Her sulandirimdan birer 6rnek alinarak
hasta ve kan bagis¢ilarinin HBsAg taramasinda kullanilan CMIA esashi bir
immiinoassay cihazinda (Architect 12000, Abbot laboratories, ABD) HBsAg
yoniinden analiz edildi. Elde edilen HBsAg konsantrasyon ve S/CO degerleri
cercevesinde IKK &rnekleri i¢in uygun bir konsantrasyon saglayabilecegi ongériilen
1/100 ve 1/1000 sulandirilmis serumlar 2 ml’lik kriyotiiplere dagitilarak -40 °C’de
saklanmak {izere donduruldu. Orijinal serumun 1/100 ve 1/1000 oraninda
sulandirilmasiyla hazirlanan bu serilerdeki kriyotiipler sirasiyla K100 kodu
verilerek orta reaktif IKK olarak ve IK1000 kodu verilerek diisiik reaktif IKK olarak
etiketlendi. Sulandirim yapilmamis havuzlanmis serum ise yiiksek reaktif IKK olarak
kullamlmak iizere 1K1 koduyla etiketlenerek 2 ml’lik kriyotiiplere dagitildi ve -40

°C’de saklanmak iizere donduruldu (Resim 6).

Resim 6: Dondurulmak iizere hazirlanan HBsAg IKK érnekleri
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Plazmalarin islenmesi ve serum oOrneklerinin hazirlanmasina yonelik tiim siireg
Biyogiivenlik Diizey-2 (BSL-2) laboratuvar kosullarinda ve bu kosullara uygun
kisisel koruyucu ekipman kullanilarak gerceklestirildi.

Kan bagiscilarinin HBsAg S/CO degerleri ile HBV DNA konsantrasyonlar1 arasinda

korelasyon varligi Pearson korelasyon analizi ile arastirildi.
2.6.IKK 6rneklerinin performans analizi

IKK &rneklerinin giinler arasi degiskenlik derecesinin saptanmasi amaciyla farkli
giinlerde dondurucudan ¢ikarilarak ¢oziilen internal kontrol serumlari hasta ve kan
bagiscist Orneklerinin rutin HBSAg analizleri sirasinda kontrol numunesi olarak
eszamanl test edildi. Her calismada her seriden (IK1, IK100 ve IK1000) birer tiip
kullanilmak iizere 21 farkli ¢alismada analiz gergeklestirildi. IKK serumlart
kemiliiminesans mikropartikiil immiinoassay (CMIA) cihazinda (Architect 12000,
Abbott Laboratories, ABD) kontrol numunesi olarak analize alindi.

IKK 6rneklerinin giinler arasi degiskenlik derecesinin saptanmasi amactyla farkli
giinlerde rutin HBsAg analizi sirasinda 1K1, IK100 ve IK1000 kodlu &rneklerden
birer tiip derin dondurucudan ¢ikarildi ve oda 1sisinda ¢6ziilmesi beklendi. Coziilmiis
ornekler bagisc1 ve hastalarin rutin HBsAg incelemesinde IKK numunesi olarak
analiz edildi. Analiz sonrasinda S/CO degerleri IKK 6rnek performans cizelgesine
kaydedildi. Hazirlanan IKK 6rneklerinin 21 farkli analiz sonucunda elde edilen S/CO

degerleri ile Levey-Jennings grafikleri olusturuldu.

Tanimlayici ve analitik istatistikler i¢in PASW (versiyon18.0) yazilimi1 (SPSS Inc.
Hong Kong) kullanildi. IKK 6rneklerinin S/CO ortalamalari, standart sapmalar1 ve
degisim katsayilar1 belirlendi. Olgiim degerlerinin normallik smamasi Kolmogrov-
Smirnov testi ile yapildi. Levey-Jennings grafikleri Westgard 3 sigma kurallarina

gore sistematik hata ve rastgele hata yoniinden incelendi.
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BULGULAR

HBsAg reaktivitesi S/CO olgiimiinde 1000 ve iizerinde S/CO degeri Saptanan ve
HBsA(g reaktivitesi nedeniyle bagisladiklar1 kan transflizyon i¢in uygun bulunmayan
kan bagiscilarindan (n=14) toplanan sivi plazmalarda HBV DNA konsantrasyonu
65,6 ila 135300 IU/ml arasinda bulundu (Tablo 1).

KAN BAGISCISI HBSAG HBV DNA
SIRA NO (S/CO) (IU/mI)

1 4111 449
2 3950 503.7
3 3907 65.6
4 3984 12390
5 4043 322

6 5500 396.7
7 3146 36360
8 1524 5212
9 1178 12360
10 1661 5749
11 4199 234.9
12 4212 617.1
13 3008 135300
14 5554 3325

Tablo 1: IKK érnegi icin secilen bagisc1 plazmalarin HBsAg ve HBV DNA
icerigi

Kan bagiscilarinin HBsAg S/CO degerleri ile HBV DNA konsantrasyonlari arasinda
anlamli bir korelasyon bulunmadi (R=-0.2129, p=0.46) (Grafik 1).
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Grafik 1: HBsAg reaktif kan bagiscilarinda HEV DNA ve S/CO iliskisi
v




Hazirlanan her ii¢ seriden IKK serumlarinin rutin HBsAg analizi sirasinda elde

edilen S/CO degerleri kaydedilerek veriler tanimlayici ve analitik istatistiklerde

kullanildi (Tablo 2).
. S/C0 DEGERLERI
GUNLER . : :
K1 TE100 IE1000

1 323990 1868 48 20873
2 3401.74 1916 .96 248 .60
3 285787 137994 23107
4 2967.07 1440.66 22660
5 3320.55 200675 229 82
& 297728 1748.60 217.34
7 336597 1788 46 22239
B 344292 174252 204 .95
9 3164 .68 1343534 205.72
10 3613.74 1617 .91 24860
11 2800.140 1534 26 190 .84
12 3511.54 191901 195.27
13 3428.02 177305 221.14
14 3515.86 1893 48 234 28
15 3701.40 1240.71 216.67
16 3516.38 1633.30 22460
17 3588.62 1753 48 229.62
18 3281.07 1644 66 217.07
19 2906 98 1872.06 214849
20 34B85.11 2045.604 21477
21 3601.67 1868.61 207.97

Tablo 2: Yiiksek, orta ve diisiik IKK dérneklerinin tekrarlayan analizlerde elde

edilen S/CO degerleri
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Yiiksek reaktif IKK (IK1) serumlar ile elde edilen S/CO degerleri icin ortalama
3323.75 bulunurken ortanca 3401.76 olarak, standart sapma 271.19 olarak, degisim
katsayis1 ise %8.1 olarak belirlendi. Kolmogrov-Smirnov testi ile 6l¢iim degerlerinin

% 95 giiven araliginda normal dagilim gdsterdigi goriildii (p==0,200). (Grafik 2).

(a)
Normal Q-Q Piot of IK1

%
=
E .l
s o
z
v
-
S
-
g
w

|

. T T T
0 | 0 150 TS0
Observed Value

300 00
K 00
MK 30
]
KX 3
Pl i) a

Grafik 2: Yiiksek reaktif IKK 6l¢iimlerinin dagilim grafikleri
(a) Q-Q grafigi (b) Kutu grafigi
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Orta Reaktif IKK (IK100) serumlari igin ortalama 1725.57 olarak bulunurken ortanca
1753.48 olarak, standart sapma 210,62 olarak, degisim katsayisi ise %12.2 olarak
belirlendi. Kolmogrov-Smirnov testi ile 6lgiim degerlerinin % 95 giiven araliginda

normal dagilim gosterdigi goriildii (p==0,200).
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Grafik 3: Orta reaktif IKK 6lciimlerinin dagihm grafikleri
(a) Q-Q grafigi (b) Kutu grafigi
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Diisiik Reaktif IKK (IK1000) serumlar1 i¢in ortalama 219.57 olarak bulunurken
ortanca 217.34 olarak, standart sapma 14.93 olarak, degisim katsayisi ise %7.6
olarak belirlendi. Kolmogrov-Smirnov testi ile 6l¢iim degerlerinin % 95 giiven
araliginda normal dagilim gosterdigi goriildii (p==0,200)

(@)

Normal Q-Q Plot of IK1000

Expected Normal

Observed Value

(b)

Grafik 4: Diisiik reaktif IKK 6lciimlerinin dagihm grafikleri
(a) Q-Q grafigi (b) Kutu grafigi
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S/CO degerlerinin aktarildigi Levey-Jennings grafiklerinin incelenmesinde yiiksek
reaktif IKK orneklerinin tiimiinde dl¢iim degerlerinin £2SD icerisinde yer aldig

goriildii (Grafik 5).

En yiiksek S/CO degeri 2048.65 olarak olgiilen orta reaktif IKK érneklerinde en
diisiik S/CO degeri olan 1240.71 dl¢iimiiniin -2SD disina ¢iktig1 goriildii. Ancak
diger tiim degerlerin £2SD igerisinde yer aldig1 gozlendi (Grafik 6).

En diisiik S/CO degeri 190.86, en yiikksek S/CO degeri 248.60 olarak olgiilen diigiik
reaktif IKK &rneklerinde tiim degerlerin £2SD icerisinde yer aldig1 gdzlendi (Grafik
7).

Orta reaktif IKK 6rneklerinde -2SD disina ¢ikan deger nedeniyle Westgard’m 1
kuralinin ihlal edildigi saptandi. Uyaric1 6zellikteki bu kural ihlali disinda her ii¢
seride de rastgele hata veya sistematik hataya isaret eden bir kural ihlali saptanmadi.
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Grafik 5: Yiiksek reaktif IKK 6rneklerinin HBsAg testi performanslari
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Grafik 6: Orta reaktif IKK serumlarinin HBsAg test performansi
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Grafik 7: Diisiik reaktif IKK serumlarinin HBsAg test performansi
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Tartisma

HBsAg’nin 1970’lerde ABD’inde kan bagisc¢ilarinda zorunlu tarama testi olarak
kabuliiniin ardindan transfiize edilecek kan ve kan bilesenlerinde enfeksiyon
gostergelerinin  aragtirllmas:  yaygm bir uygulama halini almigtir. Avrupa
Parlamentosu ve Konseyi’nin 2002 98/EC direktifi ile kan bagiscilarinda serolojik
tarama testlerine iligkin gerekliliklerin tanimlanmasinin ardindan transfiizyon oncesi
serolojik tarama testleri AB iilkeleri agisindan bir yasal zorunluluk olusturmustur

(Fiedler ve digerleri, 2019; Dodd ve digerleri, 2018).

Ulkemiz mevzuatinda da karsiligin1 bulan bu gereklilik nedeniyle kan bagiscilarinda
HBV, HCV, HIV ve sifilize yonelik enfeksiyon gdstergelerinin taranmasi zorunludur

(Orii¢ ve Yenicesu, 2016).

Zaman igerisinde niikleik asit test yontemlerinin ve kan bilesenlerinde patojen
azaltmaya yonelik teknolojilerin gelistirilmesi, serolojik tarama testlerinin gelecegini
tartismaya agsa da daha epeyce bir siire serolojik tarama testlerinden vaz gegilmesi
olast goziikmemektedir. Yaygimlasan hepatit B asilamasi ve gelistirilen antiviral
tedavilere karsin hepatit B enfeksiyonu yeryiiziinde ciddi bir halk sagligi sorunu
olarak Onemini siirdiirmektedir. Kan bagis¢is1 kazanim programlar1 sayesinde
goniilllii ve siirekli kan bagis¢ilarinin  sayisinin artmasi, kan bagis¢ilarinin
transfiizyon 1ile bulagan enfeksiyonlara yonelik riskli davraniglar konusunda
bilinglendirilmesi de dahil tiim gelismelere karsin transfiizyon ile HBV bulasma riski
bulunmaktadir. Pencere donemi nedeniyle incelenen patojenin tarama testlerinde
saptanamadig1i durumda enfeksiyonun bulasma riski olarak tanimlanabilecek
rezidiiel risk hesaplamasinda degisik modeller kullanilabilmektedir. ABD’de on
yillik bir siiredeki (2007-2016) kan bagislarin1 ele alan yakin tarihli bir ¢alismada
HBV siklig1 100 bin kan bagisinda 7,58 olarak bildirilmis ve pencere donemi esas
almarak HBV enfeksiyonu i¢in 18,5 giinliik bir risk periyodu hesaplanmistir.
Amerikan Kizilhag1 tarafindan toplanan kanlarda 2015-2016 yillar1 i¢in rezidiiel
HBYV riski yaklasik 1,5 milyonda 1 olarak bildirilmistir (Dodd ve digerleri, 2018).
Global olarak ise HBV igin rezidiiel risk diisiik endemik iilkelerde bir milyonda 1.4’
varan oranlarda, yiiksek endemik iilkelerde ise milyonda 100’¢ ulasan oranlarda

hesaplanmaktadir (Candotti ve Laperche, 2018).
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HBsAg saptanmasinda pek c¢ok kisitlayict durum bulunmaktadir. Bunlardan en
onemlisi HBV enfeksiyonunun baslangicindan viral antijenin tespit edilebilir
seviyeye ulasmasina dek gegen pencere donemidir (Allain ve Cox, 2011; Candotti ve
Laperche, 2018).

Viral zarfin temel proteini olan sHBS’ nin major hidrofilik bolgesinde bulunan ve
antijenik belirleyici olan a determinant1 42 aa’den olusan primer yapist yaninda sekiz
sistein molekiiliinden olusan sekonder bir yapiya sahiptir. Bu sistein molekiillerinden
bazilarinda ortaya ¢ikan yapisal bozulmanin HBsAg test sonuclarini etkiledigi,
yalanci negatif sonuglara yol agtig1 bildirilmistir. HBSAg incelemesinde bu bolgedeki
epitoplarin test igerigindeki monoklonal ve/veya poliklonal antikorlarla reaksiyona
girmesi, antijenin antikorlar tarafindan yakalanmasindan sonra isaretli ikinci bir
antikorun baglanmasiyla ya da cesitli sistemlerle sinyal gii¢lendirilerek antijenin
tespiti saglanmaktadir. HBsAg testleri enfekte karaciger hiicrelerinden salinan viral
partikiiller belirli bir seviyeye ulasincaya dek HBsAg testinde antijen
saptanmamaktadir. HBsAg tespitinde fonksiyonel viral partikiillerden daha ¢ok
SHBS molekiillerinin spontan agregasyonun bir sonucu olan sferik partikiillerin ya da

tubuler partikiillerin etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Allain ve Cox, 2011).

HBsAg S/CO degerleri ile HBV DNA diizeylerini karsilastiran lineer regresyon
modellemelerinde bu iki ol¢iim degeri arasinda anlamli pozitif bir korelasyon
saptanmis olsa da HBV DNA ve HBsAg’nin hizla arttig1 akut enfeksiyonun erken
doneminde bu durum beklenen bir sonugtur. Calismamizda HBsAg S/CO degerleri
ile HBV DNA konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir korelasyon bulunmamasi ise
HBsAg reaktivitesi gosteren plazmalarin aktif enfeksiyonu bulunmayan tasiyici
ozelligindeki kan bagis¢ilarindan saglanmasiyla aciklanabilir. Ayrica ¢aligmamizda
homojenize bir plazma havuzu elde etmek amaciyla kan bagis¢r sayisinin
kisitlanmasi da bir etken olabilir. Kan bagis¢ilarinda HBsAg ile HBV DNA arasinda
korelasyon eksikligine dikkat ceken baska calismalar bulunmaktadir. Kuhns ve
arkadaglar1 tarafindan 2004 yilinda yayimlanan bir ¢alismada HBSAQ reaktif kan
bagiscilarinin %6’sinda HBV NAT minipool analizlerinde HBV DNA saptanamadigi
bildirilmistir (Kuhns, Kleinman, McNamara, Rawal ve digerleri, 2004). Ote yandan
HBsAg ile HBV DNA konsantrasyonlari arasindaki iliskinin HBV genotiplerine gore
farklilik gosterdigi bilinmektedir. HBV genotip A ve genotip D’de bu iki dl¢lim
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arasinda yiiksek diizeyde korelasyon goriilirken B ve C genotipi tasiyicilarda

korelasyon diisiik bulunmustur (Liu, Yang, Lee, Jen ve digerleri, 2016).

Murayama ve arkadaglari (2019) kantitatif HBsAg Ol¢iimii yapan kitlerin HBV
genotiplerinden etkilendigini gostermisler ve HBV tanisinda kullanilan test kitlerinin

kullaniminda ve kalite kontroliinde bu durumun énemine dikkat ¢gekmislerdir.

HBV genotipleri yeryiiziinde farkli cografi dagilim gostermektedir. Bunlardan HBV
A ve D genotipleri kiiresel bir dagilim gosterirlerken dogu ve giineydogu Asya’da B
ve C genotipleri, bati Afrika’da F genotipi, orta ve giiney Amerikada H genotipi
baskindir. ABD’de genotip G 6ne ¢ikarken Amerika kitasinin yerli halklarinda ise F
genotipi yaygin goriilmektedir. Testlerin bu farkliliklardan etkilenmemesi igin
Uluslararas1 Kan Giivenligi Konsorsiyumu (ICBS) HBSAg test panelleri igin farkli
HBV genotiplerini ve farkli HBsAg subtiplerini (adw 2-4, ayw 1-4, adr) igerecek
sekilde bir tasarim Onermistir (Scheiblauer, EI-Nageh, Diaz, Nick, ve digerleri,
2010).

Calismamizda HBV genotipleme ¢alismasi yapilmamustir. Ancak hepatit B ile
enfekte hasta gruplarinda yapilan gesitli ¢alismalar Tiirkiye’de HBV D genotipinin
baskin oldugunu gostermistir (Leblebicioglu Eroglu ve Hepatitis Study Group, 2004;
Bozdayi, A. M., Aslan, Bozday, G., Tiirkyllmaz ve digerleri, 2004; Ozdemir,
Duman, Ertem, Avsar, ve digerleri, 2005). Ulkemizde hasta gruplari disinda kan
bagiscilarinda yapilan bir ¢alismada da HBsAg reaktivitesi goézlenen tiim
bagiscilarda HBV genotip D saptanmig ve bunun biiyiik oranda (%94) D1 genotipi
oldugu gosterilmistir (Cox, Arslan ve Allain, 2011).

HBsAg varligin1 saptamaya yonelik kalitatif test kitlerinde 0.5-100 IU/ml araliginda
degisen analitik duyarliliklar bildirilmistir. Tk yillarda diisiik olan duyarliliklar test
teknigindeki gelismelere bagli olarak artmistir. Bu konuda, baslangicta kati fazda
mikroplaklardan veya plastik boncuklardan yararlanilirken giliniimiizde kaplama
yiizeyi olarak mikropartikiillerin kulanilmasi ve optik absorbans O6l¢limiine dayali
testlerden kemiliimiinesans temelli testlere gegilmesiyle 6nemli gelisme saglanmistir.
HBsAg testlerinde dnemli bir sorun ise HBV varyantlaridir. Giivenilir bir sonug i¢in
farkl1 varyantlarin varliginda bile test duyarliliginin etkilenmemesi gerekir (Allain ve
Cox, 2011; Pronier, Candotti, Boizeau, Bomo ve digerleri, 2011; Amini, Varsaneux,
Kelly, Tang ve digerleri, 2017).
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Biyolojik maddeler i¢in standartlar olusturmaya yonelik calismalar yiiriiten DSO
Biyolojik Standardizasyon Uzman Komitesi (ECBS) klinik laboratuvarlar ile kan
hizmet birimlerinde ve kan iirlinii veya in vitro diagnostik lreticileri tarafindan
kulanilacak HBsAg testlerinin validasyonu igin de bir uluslararasi standart (3rd
WHO IS) hazirlamistir. Bu standardin hazirlanma siirecindeki asamalar ve paylasilan
deneyim c¢alismamiz i¢in de yol gosterici olmustur. HBsAg 6zelinde bir standart
olusturulmasinda bir¢ok etmene dikkat cekilmektedir. Ozellikle kullanilan &rnek
matriksinin tiirii, standardin hazirlanma yontemi ve antijenik varyantlarin 6nemine
vurgu yapilmaktadir. DSO tarafindan hazirlanan uluslararasi standardin farkli
laboratuvarlar ve farkli sistemlerle analizinde elde edilen veriler incelendiginde
ornegin niteliginin 6nemi dikkat cekmektedir. HBsAg reaktif plazma kullanilmasi ile
piirifiye ve inaktive plazma kullanilmasi arasinda varyasyonlar yoniinden 6nemli fark
oldugu bildirilmis, hatta bu farkin HBV genotip ya da subtip farkliliklarindan daha
etkili oldugu ileri siirtilmistiir. Ancak potens degerlendirmelerinde kantitatif ve
kalitatif yontemler arasinda anlamli fark bulunmamustir (Wilkinson, Seiz, Schiittler

ve Gerlich, 2016).

Laboratuvarda iiretilen sonuclarin dogruluk ve kesinligini etkileyen hatalar analiz
oncesi siirece iligskin (pre-analitik) hatalar, analiz sirasindaki (analitik) hatalar, analiz
sonrasindaki siirece iligkin (post-analitik) hatalar olarak siniflandirilmaktadir.
Hatalarin smiflandirilmasinda biligsel olan ve biligsel olmayan hatalarin ayrimi
onemidir. Biligsel hatalar bireylerin kavrama/algilama yetersizligi ve bilgi eksikligi
nedeniyle ortaya ¢ikan hatalardir. Biligsel olmayan hatalar ise rutin bir prosediiriin
yiiriitiilmesi sirasinda ortaya ¢ikan “takilip diigmeler” olarak goriilmektedir. Biligsel
hatalarin  Onlenmesinde egitim, Yyetkinlik ve yeterliligin degerlendirilmesi,
prosediirlerde kolay anlasilir akis semalar1 gibi uygulama kolayliklarmin saglanmasi
yeterli olmaktadir. Biligsel olmayan hatalarda ise daha ¢ok sistemsel iyilestirmelere
gerek bulunmaktadir. Analitik hatalar digerlerinde gore daha az siklikta goriilse de
giivenilir bir sonug agisindan ¢ogunlukla kritik ve sistematik hatalar olarak karsimiza
cikar. Analitik siirecin gilivenilir, dogru ve kesin sonuglar iiretebilmesi icin
laboratuvarlarda kalite yOnetim sisteminin oturtulmas:t ve 1iyi laboratuvar
uygulamalarma yer verilmesi gerekir. Iyi laboratuvar uygulamalarinin ve kalite
giivencesinin 6énemli bir bileseni olan kalite kontrol laboratuvarda uygulanan analizin

performansin kabul edilebilir sinirlarda oldugunun giivence altina alinmasini saglar.
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Kalite kontrol numuneleri hasta numunelerine benzer ve belirli bir konsantrasyonda
analitik madde i¢eren Orneklerdir. Analitik siirecin diizgiin bi¢imde tamamlandigin
giivence almaya yarar. Test kiti Ureticileri, ¢alisilan testlerin kalite giivencesini
saglamak {iizere tedarik ettikleri test kiti ile birlikte IKK &rneklerini de
saglamaktadirlar. Ancak ISO 15189 kapsaminda da tesvik edildigi iizere
laboratuvarin bagimsiz IKK &rnekleri ile c¢alismasi tercih edilmelidir. Kit
tedarik¢isinden bagimsiz olarak IKK &rnekleri farkli ticari kaynaklardan
saglanabilmekle birlikte bu laboratuvarlar agisindan ek maliyet anlamina
gelmektedir. Bu acidan laboratuvarlarin kendi bagimsiz IKK &rneklerini hazirlamas:
uygun bir ¢oziim olarak goziikkmektedir (Public Health England, 2015; Sepulveda,
2019).

Insan saghgna yonelik bir hizmet sektdrii olan tibbi laboratuvarlarda anatilik
islemlerin kalite gilivencesi altina alinmasi ¢ok temel bir gerekliliktir. Ancak bir
laboratuvar Ol¢iimiiniin hatadan muaf olmasi s6z konusu degildir ve sonuglarda
belirsizligin tiimiiyle ortadan kaldirilmasi olanaksizdir. Bu nedenle kabul edilebilir
bir hata oraninda kiiclik sapmalar klinik olarak 6nemli degildir. Tekrarlanan test
sonuclarinin %95 giliven araliginda normal dagilim gostermesi kosuluyla degisim
katsayisinin 1.65 kati “rastgele hata” olarak kabul edilir. Toplam analitik hata ise
bir dizi test sonucundan elde edilen degerlerde sapma olarak tanimlanan “sistematik

hata” ile “rastgele hata”nin kombinasyonudur (Sepulveda, 2019).

Sigma Olclimleri olarak adlandirilan degerlendirme yontemi pek c¢ok alanda
kullanilmakta, tibbi laboratuvarlarda da analizlerin dogruluk ve kesinligini
hesaplamakta bu dl¢limlerden yararlanilmaktadir. Bu yontem ile kalitenin nesnel ve
nicel bigimde 6lgiilmesi miimkiin olmaktadir. Bu 6l¢iim yonteminde yer alan “izin
verilen toplam hata” (TEa) , “taraflihk” (bias) ve “kesinlik” kavramlari
laboratuvarlarda uygulama hatalarin1  ve/veya test performans kalitelerini
degerlendirmede en sik kullanilan unsurlardir. Bu yontemde kullanilan 6lgiim
seviyelerine gore izin verilen hata oranlar1 degismektedir. Birden altiya dek
Ol¢eklendirilen sigma kurallarinda “6 Sigma” sonuclarin % 99.99966 oraninda
hatasiz oldugunu yani en fazla milyonda 3.4 kadar bir kusur olabilecegini gosterirken
“3 Sigma” sonuglarin %93.3 oraninda hatasiz olduguna ve en fazla milyonda 66.807
kadar bir kusur olabilecegine isaret eder. Kabul edilebilen bir hata oranini gosteren

bir kalite gostergesi olarak “3 Sigma” tibbi laboratuvarlarda sik¢a kullanilmaktadir.
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Standart sapmanin ortalamadan 3 kati bir aralikta (+3SD) saptanan varyasyonlarin
tolerans limitleri igerisinde oldugu bu diizeyde tibbi laboratuvarda tiim kurallara
biitliniiyle uyulmus olsa bile ortaya ¢ikabilecek az sayida kusura izin veren bir kalite

degerlendirme yaklasimi vardir (Hens, Berth, Armbruster ve Westgard, 2014).

Calismamizda, HBsAg reaktif kan bagiscilarinin plazmalarindan hazirladigimiz IKK
serumlart bagimsiz kontroller islev goérmek iizere {retilmistir. Rutin HBsAg
analizlerinde bagimsiz kontroller olarak kullanilan IKK &rneklerimize iliskin 6l¢iim
degerleri kontrol ¢izelgelerine islenmis ve performanslar1 da “3 Sigma” kuralina
gore degerlendirilmistir. Ancak tarafimizdan hazirlanan IKK serumlari i¢in bir TEa
hedefi olmadigindan performans incelemesi, £3SD igerisindeki degisim oranlarini
gosteren degisim katsayis1 hesaplanarak Westgard kurallar1 temelinde yapilmistir. Bu
degerlendirmelerde 1K1, IK100 ve IK1100 serisi i¢in tiim Sl¢iimlerin iist (+3SD) ve
alt (-3SD) kontrol simirlar1 igerisinde bulundugu goriilmiistiir. IK100 i¢in bir drnegin
2SD disinda bulunmasi nedeniyle sadece bir kez 1,5 kuralinin ihlal edildigi
gorlilmiigtiir. Uyarict kural olarak tanimlanan bu durum disinda uyumsuzluk
saptanmamasi ve sistematik hata gézlenmemesi calismamiz sonucunda hazirlanan
IKK o6rnekleri ile elde edilen sonuglarin tiim serilerde (IK1, IK100, IK1000) tutarl

ve uygun olduguna isaret etmektedir.

Wilkinson ve arkadaglari (2016) nativ HBsAg iceren plazmanimn sulandirilmasiyla
hazirlanan bir standart ile yapilan kalibrasyonda yiiksek varyasyon bildirmistir. Bu
standart igin saptanan degisim katsayis1 oldukca yiiksek olup %29 olarak
belirlenmigtir. Bizim ¢alismamizda nativ HBsAg iceren plazmadan elde edilen
serumun sulandirilmis  ve sulandirilmamis formlariyla hazirlanan  kontrol
orneklerinde degisim katsayilar1 IK1 igin %8.1, IK100 igin %12.2 ve IK 1000 igin
%7.6 olarak belirlenmistir. Ayni serum havuzundan elde edilmesine karsin farkli
sulandirimlarda degisim katsayilar1 arasinda fark goriilmiistiir. Dondurulmus
ornekler ¢oziildiikten sonra hemen cihaza yiiklenmesine karsilik analiz siireleri
cihazin o andaki doluluk oranina goére degismektedir. Bu durumda bazi ornekler
yiiklemeden kisa bir sonra analize alinirken bazi 6rnekler daha uzun bir bekleme
siiresinden sonra analize alinmaktadir. Bu zaman farki varyasyon icin agiklayici
olabilir. Wilkinson ve digerleri (2016) plazma koékenli bir as1 susundan hazirladiklari
standardin uzun siire -20°C’de saklanma ve 3 kez ¢dziip dondurma ile stabiliteyi

korudugunu géstermislerdir. Calimamizda hazirlanan IKK serumlarinin  derin
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dondurucuda bekletilme siiresinin stabiliteye etkisinden emin olmak agisindan daha
uzun bekleme siireli bir ¢alismaya ihtiyag vardir. Ancak kisa erimli bu caligmada
Levey-Jennings grafiklerindeki egilim bekledikce degisen bir varyasyonu
diistindiirmemistir. HBsAg analizinde kullandigimiz immiinoassay platformunda
(Architecth 12000) kullanilan ticari kantitatif HBsAg kitiyle Liu ve arkadaslarinin
(2015) yaptig1 bir ¢alismada diisiik, orta ve yiiksek HBsAg kantitasyonu gosteren
orneklerde elde edilen degisim katsayilari %0.44 ile %9.5 arasinda bulunmustur.
Wang ve arkadaslar1 da (2017) aymi platformu kullanarak, ardisik 5 gilinde aynm
numuneleri her giin iiger kez ¢alisarak HBsAg, anti-HBs, HBeAg, anti-HBe, anti-
HBc, anti-HCV, anti-TP, and HIV-Ag/Ab test kitleriyle yaptiklar1 ¢alismada diisiik
konsantrasyondaki numuneler i¢in %1.9 ile %7.49 araliginda, orta konsantrasyondaki
numuneler i¢in %1.29 ile %5.09 arasinda, yiiksek konsantrasyondaki numuneler igin

%1.06 ile %12.74 arasinda degisen varyasyon Katsayilari bildirmislerdir.

Her ii¢ seride de elde edilen p degerleri IKK &rneklerinin 6lgiim degerlerinin normal
dagilimina isaret etmektedir. Hazirladigimiz IKK serumlarinin karsilastirilacagi bir
referans deger bulunmadigindan bias hesaplamasi olanagi yoktur ve bu nedenle
toplam analitik hata belirlenmesi s6z konusu olmamistir. Buna karsilik Westgard
kurallar1  kapsaminda incelendiginde sistematik hata saptanmamis olmasi
hazirlananan IKK serumlarmin rutin uygulamada kullanilabilecegine isaret

etmektedir.

Kan Bankacihiginda Yeni Tarama Stratejileri

Transflizyon gilivenligi sadece testlerle iligkili bir kavram degildir. Kan bagis¢isinin
kazanimi, bilinglendirilmesi ve egitimi, degerlendirilmesi ve uygun kan bagig¢isinin
secimi; kan bilesenlerin hazirlanmasi, saklanmasi ve tasinmasi; transfliizyon ve
sonrasindaki izlem siireci gibi ¢cok sayida durumun birbirlerinden bagimsiz olarak

etkiledigi bir olgudur.

Kan bagiscilariin se¢ciminde artan hassasiyet ve kati kurallarin uygulanmasi ve son
yillarda kan hizmet birimlerinde yayginlagan patojen azaltma yontemleri transfiizyon
giivenligini arttiric1 girisimler olarak anilabilir. HBV 6zelinde degerlendirildiginde

ise diizenli bagisiklama programi kapsaminda yayginlasan hepatit B as1
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uygulamasinin topumda HBsAg seroprevalansini diislirerek giivenli kan bagiscisi

yoniinden ayrica bir etkisi oldugu da goriilmektedir (Niederhauser, 2011).

Laboratuvar siirecleri agisindan ise niikleik asit temelli testlerin yayginlasmasiyla kan
bagiscilarinda transfiizyon ile bulasan enfeksiyon etkenlerinin arastirilmasinda yeni
bir kap1 acilmistir. Enfeksiyon tastyicilarinda pencere donemini azaltmasi nedeniyle
bliylik yarar saglayan niikleik asit testlerinin serolojik testlerin yerini alip
almayacagi, transfiizyon Oncesi tarama stratejilerinde bir degisiklik olup olmayacagi

tartisilmaya baglanmistir (Busch, 2004).

Yeryiiziinde bolgesel farkliliklara bagli olarak transfiizyon Oncesi testlerde ilave
enfeksiyon etkenlerinin taranmasi giindeme gelse de HIV, HBV, HCV ve Sifiliz
taramas1 diinya ¢apinda yaygin bir uygulamadir. ABD’de bu etkenlere ek olarak
Trypanasoma cruzei, Bati Nil Atesi virlisi ile HTLV-l ve HTLV-II viris
enfeksiyonu gostergeleri de rutin olarak taranmakta, endemik bdlgelerde bulunan kan
bagiscilarinda ayrica Babesia arastirmasi  yapilmakta, patojen azaltma
uygulanmamigsa tiim bagisc1 kanlarimin Zika viriis enfeksiyonu yoniinden de
taranmas1 Onerilmektedir (Candotti ve Laperche, 2018; Godbey ve Thibodeaux,
2019).

Ote yandan hepatit B asilamasi ve antiviral tedavi olanaklarinin gelismesine karsin
HBV kiiresel bir sorun olmayi siirdiirmektedir. Ulkelerin gelismislik ve gelir

durumlarina bagl olarak asiya ve tedaviye erisim olanaklar1 degismektedir (Kupek,
2013).

Ulkelerin nasil bir tarama stratejsi olusturacaklarina karar vermelerinde test maliyeti
onemli bir sorun olarak One ¢ikmaktadir. Ancak testlerin maliyet etkinligini
belirlemede transfiizyon sonrasi enfeksiyonlarin dnlenmesine yonelik biitiinciil bir
yaklasim gerekmektedir. Bu noktada HBV rezidiiel bulas riskinin bilinmesi dnem
tasir. Posttransfiizyonel hepatit B enfeksiyonu gelismesi i¢in gereken minimum
enfeksiyoz doz (ID50) HBsAg i¢in 20-200 IU araliginda hesaplanmistir. Bu araligin
100-1000 viriyona denk dustiigii ongoriilmektedir. Ancak rezidiiel risk sadece
enfeksiyoz doz ile iliskili olmaylp HBV epidemiyolojisi, tercih edilen testlerin
analitik duyarliliklar1 ve uygulanan test algoritmalari ile de yakindan ilgilidir. HBsAg
ve niikleik asit testlerinin birlikte kullanimi rezidiiel riski diisiirmektedir. Ulkemizde

heniiz saglik uygulama tebligi (SUT) igeriginde tanimlanmadigindan sosyal
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giivenlik kurumu kapsaminda verilen hizmetlerde iicretlendirilemeyen ancak pek ¢cok
tilkede yaygin olarak kullanilan patojen azaltma teknolojileri {imit verici
goriilmektedir. Ancak bu yontemlerin de tarama testlerine bir alternatif olarak
degerlendirilmemesi gerekir. Ozellikle viral yiikii yiiksek olan bagis¢ilardan saglanan
kanlarin %100 giivenli olmadigi, HBV enfeksiyon riskini énemli dl¢lide azaltsa da
timiiyle ortadan kaldiramadigi anlagilmaktadir. Ayrica patojen azaltma
teknolojilerinin polioviriis ile hepatit A ve E virlisleri gibi zarfsiz virlslere ve
Bacillus cereus sporlarina etkisiz bulunduguna dair bildirimler bu yontemin tarama
teslerinin yerine gecebilme olasiligini zayiflatmaktadir (Candotti ve Laperche, 2018;
Godbey ve Thibodeaux, 2019).

HBYV enfeksiyon riskini azaltmasi 6ngdriilen bir diger durum hepatit B bagisiklamasi
olmakla birlikte asilanan bireylerin %5-10’unda yeterli bir antikor yanit1 gelismedigi,
HBsAg ve HBeAg pozitifligi olan annelerden dogan yenidoganlarin %10-30
kadarinda hepatit B asilamasi ile etkili bir korunma saglanamadig: bildirilmistir.
Ustelik koruyucu diizeyde anti-HBs titresi bulunan bazi kisilerde okiilt HBV
enfeksiyonu goriilmiistiir. Ayrica Cin’de iiniversal hepatit B asisinin uygulamaya
sokulmasindan sonraki dénemde dogan ve bu program ger¢evesinde HBV agilamasi
uygun sekilde yapilmis genc kan bagiscilarinda HBsAg prevalansinin  as1
programindan once dogmus daha ileri yastaki kan bagis¢ilarina gore daha ytliksek
bulunmasi oldukca sasirticidir. Yanisira hepatit B asis1 olmasina karsin anti-HBS
gelistirmeyen ya da disiik antikor diizeylerine sahip bagiscilarda okiilt HBV
enfeksiyonu gelisebildigi dikkate alinacak olursa asilamanin da kan bagis¢ilarina
yonelik tarama testlerinden vazgecmemizi saglayacak bir etkisi beklenmemelidir
(Wang, Zeng, Li ve Zheng, 2016; Gerlich, Glebe, ve Schiittler 2018; Candotti ve
Laperche, 2018).

HBsAg testlerinde saptama limitlerinin kitlere gore farklilik gosterdigi bilinmektedir.
Ekonomik kaynaklar1 kisitli pek cok iilkede kan bagiscilarinda HBsAg taramasinin
analitik duyarliliklar1 nispeten diisiik HBsAg kitleriyle yapildig bilinmektedir.

Yiksek duyarlilbik o6zelligindeki HBsAg testleri 0.5 pg/ml‘lik analitik
duyarliliklartyla niikleik asit testlerine rakip olmaktadir. Bu saptama sinirindaki bir
HBsAQ testinin ml’de 20 viriis partikiiliinii saptayabilecegi ongoriilmektedir ki bu da
4 TU/ml HBV DNA’ya denk bir say1 olarak hesaplanmaktadir. Ote yandan niikleik

asit testlerinde de farkli duyarlilik oranlar1 goriilmektedir. En duyarli niikleik asit
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testlerinde bile diisik seviyelerdeki HBV DNA saptanamayabilir. Deney
hayvanlarinda yapilan ¢alismalar erken evre bir hasta serumundaki tek bir HBV
partikiiliiniin tam bir HBV enfeksiyon tablosuna yol agabildigi gosterilmistir. Bu
noktada kan bagis¢ilarinda uygulanacak niikleik asit testlerinde 0.15 1U/ml analitik
duyarliliginda bir saptama limiti olmas1 gerektigi ileri siiriilmektedir. (Candotti ve
Laperche, 2018; Gerlich ve digerleri, 2018; Candotti, Assennato, Laperche, Allain ve
digerleri, 2019)

Testlerde analitik duyarliliklarin artmasi, niikleik asit testlerinin yayginlagsmasi, kan
bilesenlerinde patojen azaltma teknoloilerinin gelismesi olumlu gelismeler olmakla
birlikte yakin gelecekte immiinoassay temelli tarama testlerinden vaz gegilmesini
saglayacak bir durum yaratmayacaktir. Bu durumda bu testlerin kalite giivencesini
saglamaya yonelik girisimlerimizin de devam etmesi gerektigi agiktir. Kan hizmet
birimlerinde kan toplama - kan bileseni hazirlama dongiisiinde islenen Onemli
miktarda hiicre ve plazmanin bir kismimin bagimsiz kalite kontrol materyallerinin
hazirlanmasinda kullanilmasi1 hem kaynaklarin dogru kullanimi agisindan hem de

transflizyon giivenligi agisindan yararli olacaktir.
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Sonuc ve Oneriler

Transfiizyon giivenligi kan bagisinin 6ncesinden baslayip transfiizyonun sonrasina
uzanan bir siire¢ yonetimi gerektirmektedir. Bagis¢1 kazanimi ve se¢imi ile baglayan,
kan bagis1 sonrasinda tam kanin bilesenlerine ayrilmasi ve transfiizyona uygun hale
getirilmesi, transfiizyonda kullanilan kan bilesenlerinde enfeksiyon riskinin en diisiik
seviyeye cekilecegi sekilde tarama testlerinin gerceklestirilmesi, transfiizyon
sonrasinda da istenmeyen etki ve olaylarin arastirilmasi olarak 6zetlenebilecek bu

stirecin her agsamasi toplam kalite yonetimi ilkeleriyle yonetilmek zorundadir.

Kan hizmet birimlerinde laboratuvar incelemeleri ciddi sonuclar1 nedeniyle 6nem
seviyesi en yiiksek asamalardandir. Testlerde giivenilir, kesin ve dogru sonuglar
alinmasi1 hedefi iyi laboratuvar uygulamalari ve laboratuvar kalite yonetimini zorunlu
kilmaktadir. Verifikasyon ve validasyonu yapilarak uygulamaya sokulmus
laboratuvar testlerinin diizenli kalite kontrollerinin gerceklestirilmesi gerekmektedir.
DSO 2016 raporunda Tiirkiye’den enfeksiyon tarama testleri igin dis kalite
degerlendirme programina katilan kan hizmet birimi 2011 yilinda yokken 2012
yilinda 60 merkezin dis kalite degerlendirme programina iliye oldugu goriilmektedir.
Ulkemizde son on yilda iilkemizde kan bankaciligi ve transfiizyon tibbi
hizmetlerinde kalite yoOnlinden c¢itanin yiikseldigi kadar bu yaklasgimin

stirdiiriilmesinin gerekliligi de asikardir.

Bu asamada kan hizmet birimlerimizde uygulanacak IKK islemlerinde bagimsiz
kontrollerin kullanilmast ¢ok onemlidir. Ulkemizde yaygm egilim uyarinca
uluslararas: ticari kit iireticilerinden saglanan tarama test kitleri ile birlikte tedarik

edilen IKK 6rnekleri bu gereksinimi karsilamamaktadur.

Kan bagiscilarindan toplanan kanlardan IKK 6rneklerinin hazirlanmasi bu zorlugun
istesinden gelmede gercek¢i bir ¢Oziim sunmaktadir. Olagan disi bir donem
yasadigimiz COVID-19 pandemisinde molekiiler mikrobiyolojik testlerde ve bu
testlerin kalite degerlendirmelerinde ulusal ¢ozlimlerle yol aldigimiz bilinmektedir.
Bu yaklasimin, iilkemizin kan bankaciligi ve transfiizyon tibbi agisindan zengin
insani kaynaklarmi, yetkin ve deneyimli isgiiclinii, gii¢li donanim ve altyap1

olanaklarin1 degerlendirmek amaciyla da siirdiiriilmesi gerekir.
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Ulkemizde kan bankacilig1 ve transfiizyon tibb1 agisindan &niimiizdeki hedef zorunlu
tarama testlerinde incelenen tiim gostergeler (HIV, HBV, HCV ve T.pallidum) ve
immiinohematolojik incelemeler (ABO gruplama, Rh tiplendirme, Coombs testleri)

i¢in kullanilacak ulusal, bagimsiz bir IKK tedarik zincirinin kurulmas1 olmalidir.
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