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) _ KISA BILDIRI: _
KAN DONORLERINDE HBsAg, ANTI-HCV VE ANTI-HIV
ARASTIRILMASINDA iKi FARKLI YONTEMIN KARSILASTIRILMASI

SHORT COMMUNICATION:
COMPARISON OF TWO DIFFERENT ASSAYS FOR THE INVESTIGATION OF
HBsAg, ANTI-HCV AND ANTI-HIV IN BLOOD DONORS

Esra CAVDAR*, Semra KUSTIMUR**, Funda DOGRUMAN AL**

OZET: Kan transfiizyonu ile enfeksiyon etkenlerinin alicilara bulasmasi
énemli bir komplikasyondur. Ozellikle serokonversiyonun gerceklesmedigi
pencere déneminden 6nce, dondrlerdeki enfeksiyonun saptanmasinin gicligu
nedeniyle tarama testlerinin sec¢imi ve uygulanmasi buyidk énem tasimaktadir.
Bu calismada 150 gonUlli dondrin kan 6rneginde anti-HIV 1/2, anti-HCV ve
HBsAg arastinimasinda iki farkli ydntemin karsilastinimasi amaclanmistir. HBsAg,
anti-HCV ve anti-HIV 1/2 kemiliminesans yontemle calisiimig, anti HIV ve anti-
HCV sirasiyla Western Blot ve Inno-Lia HCV Ab Il testleri ile dogrulanmistir.
Ayrica tim Orneklerde HBsAg ile anti-HCV ve anti-HIV 1/2 antikorlar Simul-
Tec™ immunassay ile calisiimis ve sonuclar kemiliminesans yéntemi ve
dogrulama testleriyle karsilastirimistir. Dondrlerin %4.7’sinde HBsAg pozitifligi
saptanmis, dogrulama testleri sonucunda anti-HCV %2.7, anti-HIV 1/2 %0.7
oraninda pozitif olarak tespit edilmistir. Sonug olarak Simul-Tec™ immunassay
yontemi kullanilan tarama testleriyle karsilastinldiginda; HBsAg icin her iki
yontem arasindaki sonuglar uyumlu bulunmasina ragmen anti-HCV ve anti-HIV
1/2 icin sonuglar arasinda uyumsuzluk tespit edilmis olmasi, bu testin henuz
ihtiyaca cevap verecek diizeyde olmadigini géstermistir.

Anahtar sézclkler: Kan dondrleri, HBsAg, anti-HCV, anti-HIV, tarama testleri.

ABSTRACT: Acquisition of infectious agents during blood transfusions is
an important complication. The choice of screening tests is of crucial importance
since it is difficult to detect the markers of the infection in blood donors, especially
before the window period when seroconversion has not taken place. In this study
the blood samples of 150 volunteer donors were screened for anti-HIV 1/2, anti-
HCV, and HBsAg by chemiluminescence method. Samples found to be positive
for anti-HIV 1/2 and anti-HCV were confirmed by Western Blot and Inno-Lia HCV
Ab Il tests, respectively. HBsAg, anti-HCV and anti-HIV 1/2 antibodies were also
investigated by the Simul-Tec™ immunoassay in all of the samples, and the results
were compared. As a result, 4.7% of the donors were positive for HBsAg and
confirmatory tests showed that the positivity rate was 2.7% for anti-HCV, 0.7% for
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anti-HIV 1/ 2. Although the results obtained with the Simul-Tec™ immunoassay
were similar to the screening test results obtained for HBsAg, discrepant results
were obtained for anti-HCV and anti-HIV 1/ 2. The results of this study indicated
that Simul-Tec™ immunassay method is not yet ready to meet the demands in
terms of anti-HCV and anti-HIV detection.

Key words: Blood donors, HBsAg, anti-HCV, anti-HIV, screening tests.
GiRIS
Transflizyon yolu ile bulas riski oldugu dustnulen viral etkenlerin taranmasina
yonelik serolojik testlerin buyuk cogunlugu, antijen aramak yerine antikor tespitine
dayanmaktadir. Dondr tarama testlerindeki duyarlilidgi artirmak igin, pencere donemini
mumkdn olan en kisa sureye indirmek ve antikor negatif surecten antikor pozitif
surece gecisi gosteren serokonversiyonu mumkun olan en kisa sirede tesbit
etmek amaciyla arastirmalar yapilmaktadir'. Dizenli kan bagisinda bulunan gonulld
kan vericileri enfeksiyon gegisi acisindan dusuk risk grubundadir. Dinya Saglik
Orguiti’niin glvenli kan saglanmasi konusundaki énerilerinin basinda diizenli olarak
kan bagisinda bulunan gondlli olan vericilerin desteklenmesi gelmektedir?. Bu
galismada, kan vericilerinde HBsAg, anti-HCV ve anti-HIV 1/2 belirlenmesinde yeni
bir test sisteminin (Simul-Tec™ Immunassay) mevcut ydntemler ile karsilagtinimasi
ve sonuclarin de@erlendiriimesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Turkiye Kizilay Dernegi Ankara Kan Merkezine bagislanan
kanlardan rastgele 150 kisiye ait kan 6rnegi alindi. Test calismalari icin serumlar
-20°C’de saklandi. Serum orneklerinde HBsAg, anti-HIV 1/2 (Access, Sanofi-
Pasteur), anti-HCV (Axsym, Abbott) kemiliminesans ve Simul-Tec™ immunassay
yontemiyle calisildi. Anti-HIV 1/2 ve anti-HCV pozitif serumlarda sirasiyla Western
blot (WB) (New Lav Blot | ve Blot I, Sanofi Pasteur) ve 3.kusak ELISA testi (Inno-
Lia HCV Ab lll, Line immunoassay) kullanilarak dogrulama yapild.

WB yoénteminde Uretici firmanin 6nerisine gore; en az 2 “env” bandi varsa
(gag ve pol bandi ile birlikte veya degil) pozitif, bant yok veya yalniz p17 bandi
varsa negatif, diger tim bantlar belirsiz ise sUpheli olarak degerlendirildi. HCV
dogrulama yénteminde ise, kullanilan tim antijenlere karsi (kor, E2, NS3, NS4A,
NS5A) 6rnekte antikor yoklugunda bantlarin saptanmamasi negatif, bir antijen
bandinda 2+ veya daha fazla yogunluk ya da en az iki antijen bandinda minimum
1+ veya daha fazla yogunluk olmasi pozitif olarak yorumlandi.

BULGULAR

Kemiliminesans yontemi ile 150 kan omeginin 7’si (%4.7) HBsAg pozitif
olarak saptanmis, Simul-Tec™ immunassay yonteminde de ayni oranda pozitif
sonug alinmistir. Istatistiksel analizde bu iki ydntem arasindaki uyumun tam oldugu
belirlenmistir (kappa degeri: 1).

Kemiliminesans yontemi ile 22 (%14.7) donorde anti-HCV pozitifligi saptanmis,
bunlarn 4’4 (%2.7) Inno-Lia HCV Ab Il dogrulama testi ile pozitif, 9'u (%6) supheli
ve 9'u (%6) da negatif olarak tespit edilmistir. Bu durumda gergek HCV pozitifliginin
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%2.7, yalanci pozitiflik oraninin ise %12 oldugu dusundlmastar. Ayni érneklerde
Simul-Tec™ immunassay ile HCV'nun NS3, NS4 ve kor bdlgelerine karsi antikorlar
taranmis ve bir 6rnekte NS4, 2 6rnekte de kor antikorlari saptanmistir. Ancak bu
ornekler kemiliminesans yontemiyle negatif olarak tespit edilmistir. Kemiliminesans
yontemi dogrulama testi (Inno-Lia HCV Ab Ill) ile karsllastinldiginda istatistiksel olarak
tutarliigin zayif oldugu belirlenmigtir. Simul-Tec immunassay yonteminin anti-HCV
antikorunu saptama acisindan kemiliminesans (kappa degeri: — 0.036) ve Inno-Lia
HCV Ab Il (kappa degeri: — 0.023 ) yontemleriyle uyumsuz oldugu gortimustdr.

Kemiliminesans yontemi ile 150 kan 6rneginin 19'unda (%12.7) anti-HIV 1/2
antikorlar pozitif olarak saptanmistir. Bu érneklerden birisi (%0.7) WB dogrulama
testinde de pozitif sonug vermis, 8'inden (%5.3) stpheli, 10’'undan ise (%6.7) negatif
sonug¢ alinmistir. Supheli sonug alinan dondrler Uger ay araliklarla alti ay boyunca
takibe alinmig ve yeni alinan kan 6rnekleri calisildiginda negatif bulunmustur. Tarama
testi ile WB dogrulama testi karsilastiridiginda iki test arasinda uyumsuzluk oldugu
belirlenmigtir (kapa degeri: 0.084). Simul-Tec immunassay testi ile 6rneklerde HIV
p24, HIV | gp41 ve HIV Il gp36 bantlarina karsl antikorlar arastinldiginda, WB
yontemiyle pozitif bulunan bir kan 6rne@i negatif olarak saptanmistir. Buna karsin
kemiliminesans yontemiyle negatif olan dort érnek HIV-1 gp41 pozitif bulunurken,
yine kemiliminesans ydnteminde negatif sonug veren bir érnek bu yontemle HIV
p24, HIV-1 gp41 ve HIV-2 gp36 pozitif sonug vermistir. Simul-Tec immunassay
testi ile WB (kappa degeri: -0.011) ve kemiliminesans yontemleri (kappa degeri:
-0.056) arasinda istatistiksel olarak uyumsuzluk saptanmistir.

TARTISMA

Ulkemizde yasal olarak kan donérlerinde HBsAg ile anti-HCV ve anti-HIV
antikorlarini taramaya yonelik testlerinin yapilmasi zorunludur®. Gunimuzde bu
taramalar, Gguncu kusak testler olarak adlandinlan ELISA, rekombinant immunoblot
testleri (RIBA), radioimmunoassay (RIA) ve ters pasif hemaglttinasyon (RPHA)
testleriyle yapiimaktadir. Bu testlerde 10 pg/ml (ya da 10° partikil) yogunluklardaki
HBsAgQ gosterilebilmektedir. DUsUk duzeydeki HBsAg yogunluklarinin saptanmamasi
kan bankaciligi acisindan bir sorun olusturmaktadir’. HBsAg testlerinde yalanci
pozitifliklere %0.2-0.3 oraninda rastlanimaktadir®. Calismamizda toplanan 150 kan
orneginde HBsAg pozitifligi %4.7 olarak saptanmigtir. Kan Merkezleri Transflizyon
Dernegi (KMTD)’nin 29 merkezde yaptigi 5 yillik (1995-1999) arastirmaya gore,
HBsAg pozitifligi %4.3 olarak tespit edilmistir®. Bizim sonuclarimizin bu galisma
ile uyumlu oldugu saptanmustir. 1986-2000 vyillar arasinda Ulkemizdeki farkli kan
merkezlerinde yapilan calismalarda ise HBsAg orani %5.2 olarak bildiriimistir. Kizilay
Kan Merkezleri’'nin 1985-1998 vyillan arasindaki dondr tarama verilerine gore ise bu
oran %5.1 olarak belirtimektedir’.

Kan bankalarinda anti-HCV taramalar 2. ve 3. kusak ELISA ve RIBA testleri
ile yapiimaktadir. ikinci kusak testler, birinci kusak testlerde bulunan ve genomun
yapisal olmayan bir bolgesinden (NS4) turetilmis rekombinant proteinlere ek olarak,
kor (core) bolgesinden tlretiimis bir rekombinant antijen (c22) ile NS3 bolgesinden
tiretiimis antijen (c33c veya c200) icermektedir. Uglincll kusak testlerde ise NS5
bolgesinden tiretilen bir rekombinant antijen teste eklenmistir®. Uglincl kusak anti-



366 KAN DONORLERi TARAMASINDA iKi FARKLI YONTEM

HCV testlerinin, ikinci kusak testlere gore 6zgullik ve duyarliiginin daha yuksek
oldugu, HCV enfeksiyonunu ortalama 10 gtin kadar 6nce belirledigi ve taramalarda
ek pozitiflikleri saptayabildigi gosterilmistir’. Ulkemizde donér kanlarinda hepatit
C seroprevalansi %0.3-1.9 arasinda degismektedir. Bu verilere gore anti-HCV
pozitifligi 1996-1998 yillari arasinda artmis, 1998-1999 vyillari arasinda azalmigtir®’.
Galismamizda anti-HCV pozitifligi %2.7 olarak belirlenmistir. Sonuclarimiz diger
calismalarin verilerine gére daha yUksek saptanmis ve kan donérlerinde anti-HCV
saptanmasinda, Simul-Tec immunassay ile kemiliminesans ydntem arasinda
uyumluluk tespit edilmemistir.

GUnumuzde kullanilan tguncU kusak ELISA testlerinde HIV-1 ve -2 birlikte
taranmaktadir. Cift antijen sandvi¢ yontemine dayall bu testlerle, sadece IgG
sinifindan antikorlar saptayan ikinci kusak testlerin aksine hem IgM hem de IgG
sinifindan antikorlar belirlenmektedir. Taramalara p24 antijeninin saptanmasini
saglayan testlerin de katiimasinin gtvenligi artiracagina yonelik calismalar Uzerine,
HIV antijen ve antikorunun birlikte gdsteriimelerini saglayan dérdincu kusak tarama
testleri gelistiriimistir'®. Sentetik peptid antijenleri iceren immunoblot testleri yeni
dogrulama yoéntemleri olarak gelistiriimektedir'’. Havuzlama yontemi uygulanan
Avrupa ulkelerinde, HIV-RNA taramasi ile antijen testlerinden alti, antikor testlerinden
ise 10-12 gun &nce enfektivitenin saptanmasi mumkun olabilmektedir. HIV'e karsi
olusan antikorlar ortalama 6-8 haftada gosterilebilirler. Pencere dénemi denilen bu
dénem daha kisa ya da haftalarca uzun olabilir. Ulkemizde Kizilay Kan Merkezleri
ile KMTD'nin yaptigi calismalarda, dondrlerde anti-HIV 1/2 pozitifligi sirasiyla
ortalama %0.25 ve %0.2 olarak belirlenmistirs. HIV enfeksiyonu sirasinda p24
antijeni, antikordan daha énce kanda saptanabildiginden bazi Ulkelerde banka
kanlarinin glvenliginin artirimasinda bu antijenin taranmasina baglanmistir'?. Bizim
calismamizda HIV antikor pozitifligi %0.7 olarak belirlenmis olup, bu oran dlkemizde
yapilan galigmalarda elde edilen pozitiflikten (%0.2) daha yulksektire.

Ulkemizde 2000 yilindan sonra kan bagisi sirasinda yapilan testlerden elde
edilen verilere yonelik ¢alismalar incelendiginde, HBsAg %0.9-2.5, anti-HCV %0.2-
0.5 ve anti-HIV %0.0-0.02 oraninda pozitiflik oldugu izlenmektedir'>7.

Sonug olarak, Simul-Tec immunassay yonteminin rutin uygulamada kullanilan
tarama testleriyle karsilastirldigi calismamizda, HBsAg icin her iki yontemin tam
uyum gosterdigi, ancak anti-HCV ve anti-HIV 1/2 testleri igin sonuglar arasinda
uyumsuzluk oldugu tespit edilmis, bu testin henlz uygulamada kullanilacak
dlzeyde olmadigi distniimus ve kemiliminesans yéntemleriyle yapilan anti-HCV
ve anti-HIV tarama testlerinin sonuglarinin dogrulama yapildiktan sonra bildirilmesi
gerektigi kanisina variimistir.

KAYNAKLAR

1. Busch MP, Kleinman SH, Jackson B, Stramer SL, Hewlett |, Preston S. Committee Report. Nucleic
acid amplification testing of blood donors for transfusion-transmitted infectious diseases: Report
of the Interorganizational Task Force on Nucleic Acid Amplification Testing of Blood Donors.
Transfusion 2000; 40: 143-59.

2. World Health Organization (WHO). Proposal for Establishment of World Blood Donor Day. Fifty-
eighth World Health Assembly, 2005. Document no: A58/38.



MiKROBIYOLOJi BULTENI 367

. Heper Y. Kullanilan donér tarama testleri standartlar. 1.Ulusal Kan Merkezleri ve Transflizyon Tibbi

Kongresi. Kapadokya, 2000. Kongre Kitabl, s:137-9.

. Gandhi MJ, Yang GG, McMahon BJ, Vyas GN. Hepatitis B virions isolated with antibodies to the

pre-S1 domain reveal occult viremia by PCR in Alaska native HBV carriers who have seroconverted.
Transfusion 2000; 40: 910-6.

. Ratnam S, Stead F, Head CB. False positive results with third generation monoclonal hepatitis

B surface antigen enzyme immunoassay. J Clin Microbiol 1989; 27: 2102-4.

. Altunay H, KMTD Galisma Grubu. Turkiye'de Kan Merkezlerinde 1995-1999 yillari arasinda HBsAg,

anti-HCV, anti-HIV ve VDRL seroprevalansi. 1. Ulusal Kan Merkezleri ve Transftizyon Tibbi Kongresi.
Kapadokya, 2000. Kongre Kitabl, s: 276, Poster no: 8.

. Mistik R, | Balik. Turkiye'de viral hepatitlerin epidemiyolojik analizi, s: 10-55. Kiligturgay K, Badur

S (ed), Viral Hepatit 2001, 1.baski. Viral Hepatitle Savasim Dernegi, istanbul.

8. Dow BC. Microbiology confirmatory tests for blood donors. Blood Rev 1999; 13: 91-104.

9. Kiely P, Kay D, Parker S, Piscitelli L. The significance of third generation HCV RIBA-indeterminate,

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

RNA-negative results in voluntary blood donors screened with sequential third-generation
immunoassays. Transfusion 2004; 44: 349-58.

Weber B, Fall EH, Berger A, Doerr HW. Reduction of diagnostic window by new fourth-generation
human immunodeficiency virus screening assays. J Clin Microbiol 1998; 36: 2235-9.

Zaaijer HL, van Rixel GA, Kromosoeto JN, Balgobind-Ramdas DR, Cuypers HT, Lelie PN. Validation
of a new immunoblot assay (Lia Tek HIV Ill) for confirmation of human immunodeficiency virus
infection. Transfusion 1998; 38: 776-81.

Sarkodie F, Adarkwa, Adu-Sarkodie Y, Candotti D, Acheampong JW, Allain JP. Screening for viral
markers in volunteer and replacement blood donors in West Africa. Vox Sang 2001; 80: 142-7.

Ocak S, Duran N, Savas L, Onlen Y, Dibek MA. Hatay bélgesindeki kan donérlerinde HBV, HCV,
HIV ve VDRL seropozitifligi. Viral Hepatit Dergisi 2005; 10: 49-53.

Turung T, Sezgin N, Uncu H, Demiroglu YZ, Arslan H. Kan dondrlerinde hepatit B ve hepatit C
seroprevalansi. Viral Hepatit Dergisi 2003; 8: 171-3.

Mutlu B, Meri¢c M, Willke A. Kan dondrlerinde hepatit B ve C virusu, insan immun yetmezlik virusu
ve sifiliz seroprevalansi. Mikrobiyol Bul 2004; 38: 445-8.

Yazan Sertoz R, Pullukgu H, Altuglu i, Karadogan A, Aydinok Y. Sik kan bagislayan kan vericilerinde
infeksiyon gostergeleri. Infeks Derg 2003; 17: 77-9.

Oldacay M, Oldacay S, Erdem G. Canakkale Devlet Hastanesi kan vericilerinde hepatit B virusu,
hepatit C virusu, insan immunyetmezlik virusu ve sifiliz seropozitifliginin degerlendirilmesi. Infeks
Derg 2004; 18: 11-15.





