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OZET

Hepatit B virusu (HBV)'nun transflizyonla gegisi giiniimiizde 6nemli dl¢clide azalmis olsa da transfiiz-
yon tibbinin en énemli sorunlarindan birisi olmaya devam etmektedir. Yapilan calismalar, HBsAg negatif
dondrlerden yapilan transflizyonlar ile HBV bulasi olabildigini gostermektedir. Bu calismada, HBsAg ne-
gatif kan dondéri serumlarinda anti-HBc, anti-HBs ve HBV-DNA pozitifliklerinin arastiriimasi ve tilkemizde
uygulanmakta olan dondr tarama testlerinde bir diizenlemenin gerekip gerekmedigi konusundaki tartis-
malara 151k tutacak bir veri olusturulmasi amaclanmistir. Calismaya HBsAg negatif 9282 kan bagiscisinin
serumu dahil edilmis; HBsAg, anti-HBc ve anti-HBs testleri ticari ELISA kitleriyle (Orto-Clinical Diagnos-
tics, Vitros, Brezilya), HBV-DNA testi ise gercek zamanh PCR (QIAGEN, Artus 3000, Almanya) yontemiy-
le cahgilmistir. Calismamizda HBsAg negatif dondrlerin %18 (1679/9282)'i anti-HBc pozitif bulunmus;
bunlarin 1504 tanesinde anti-HBs calisilmis ve 225 (%15)'i negatif olarak saptanmistir. izole anti-HBc po-
zitif olan (HBsAg negatif, anti-HBc pozitif, anti-HBs negatif) 225 serumun 218’inde HBV-DNA arastiriimis
ve 1 (%0.45)'inde porzitiflik belirlenmistir. Serum yetersizligi nedeniyle calisilamayan 6rnekler degerlen-
dirme disi birakilarak, sonuglar toplu olarak irdelendiginde, bolgemizdeki kan badiscilarinin %2.5
(225/9107)'inde izole anti-HBc pozitifligi ve %0.011 (1/9100)'inde HBsAg negatifligine ragmen HBV-
DNA porzitifligi bulundugu saptanmistir. Bu durumda, yilda ortalama 21.000 kan bagisi yapilan merkezi-
mizde HBsAg negatif bagiscilar araciigiyla HBV bulasi 2.3 hasta/yil olarak hesaplanabilir. Sonug olarak
kan bankalarinda rutin HBsAg taramalarina ragmen diisiik oranda da olsa HBV-DNA pozitifligi nedeniyle
HBV gecisi olabilecedi unutulmamalidir.

Anahtar s6zciikler: Kan donérii, transfiizyon, HBsAg tarama, anti-HBc, HBV-DNA.
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ABSTRACT

Despite the decrease in transfusion-transmitted hepatitis B virus (HBV), it is still one of the main
problems in transfusion medicine. Recent studies have shown that HBV is transmissible to recipients
from HBsAg negative donations. This study was aimed to detect anti-HBc, anti-HBs and HBV-DNA posi-
tivity in HBsAg negative cases and to determine whether a reconsideration is required for HBV screening
policies in blood banking. In this study, anti-HBs and anti-HBc total was investigated in 9282 HBsAg ne-
gative donor samples by commercial ELISA (Orto-Clinical Diagnostics, Vitros, Brazil) system and HBV-
DNA by real-time PCR method (QIAGEN, Artus 3000, Germany). In 9282 HBsAg negative samples, an-
ti-HBc positivity rate was 18% (1679/9282). Anti-HBs negativity was detected in 15% (n= 225) of the-
se anti-HBc positive sera. Among the isolated anti-HBc positive (HBsAg negative, anti-HBc positive, an-
ti-HBs negative) 225 serum samples 218 were investigated for HBV-DNA presence and one sample was
found to be positive (0.45%). When the samples not tested due to insufficient serum amount were exc-
luded, the total rate of isolated anti-HBc positivity in the study region was 2.5% (225/9107) and HBV-
DNA positivity in the HBsAg negative group was 0.011% (1/9100). The annual number of blood dona-
tions in our center was about 21.000, thus the rate of HBV transmission from HBsAg negative donors
could be estimated as 2.3 patients/year. Although the rate of HBV transmission due to HBV-DNA positi-
vity among HBsAg negative blood donors is low, this risk should always be kept in mind in transfusion
medicine.
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GiRiS

Alicisina zarar verebilecek herhangi bir mikroorganizma veya kimyasal madde icerme-
yen kani ifade eden “gtivenli kan” kavrami, gliniimiiz kan bankaciiginin 6nemli odakla-
rindan birisidir. Ulkeler bu amacla, saglik otoritelerinin, bélge 6zelliklerine dayanarak be-
lirledigi stratejileri benimsemekte ve tarama testlerini uygulamaktadir. Bagis¢i tarama
testlerinin ve viruslara yonelik laboratuvar yontemlerinin gelisimiyle kan nakliyle (trans-
flizyon) gecis gosteren virus enfeksiyonlarinda belirgin bir diisiis oldugu gosterilmistir'.
Ancak transflizyonun 6nemli enfeksiyoz komplikasyonlarindan biri olan hepatit B virus
(HBV) bulagi, tarama testlerinin duyarliigina bagli hatal sonuglar, donériin HBV enfeksi-
yonunun inkiibasyon veya pencere doneminde olmasi, distk viral yikli kronik HBV ta-
styiciligr ve dusiik seviyede HBV replikasyonunun oldugu okilt HBV enfeksiyonlari gibi
nedenlerle ortaya cikabilmektedir. Glinimiizde transfiizyon sonrasi hepatitlerin sadece
%10’u HBV'ye baghdir. Cesitli uygulamalarla HBV bulasini dnlemede 6nemli adimlar atil-
mis olsa da?, risk sifirlanamamistir>. Sadece HBsAg taranarak HBV bulasinin énleneme-
yecegdi bugline kadar yapilan ¢ok sayida calismada vurgulanmis ve HBsAg negatif donor
orneklerinde HBV-DNA varligi gésterilebilmistir*®. HBsAg negatif, HBV-DNA pozitif olgu-
larin buylk bélimiinde, anti-HBc tek basina ya da anti-HBs ile birlikte tespit edilebilmis-
tir*19, Bu durum cesitli calismalara 1gik tutmus ve rutin anti-HBc taramalariyla HBV bula-
sinin azaltilabilecedi gosterilmistir''2. Ayrica bazi tilkeler, kan giivenligini daha ileri g6-
tirmek amaciyla, rutin HBV-DNA taramalarina baslamis, ancak niikleik asit amplifikasyon
tekniklerinin (NAT) cesitli zorluklari'® bu uygulamanin birgok iilke tarafindan benimsen-
mesini engellemistir.
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Bu calismada, HBsAg negatif kan donori serumlarinda anti-HBc, anti-HBs ve HBV-
DNA porzitifliginin arastirilmasi ve ilkemizde uygulanmakta olan donér tarama testlerin-
de bir diizenlemenin gerekip gerekmedigi konusundaki tartismalara 1sik tutacak bir veri
olusturulmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi (UUTF) Etik Kurulu onayi ile, Kasim
2004-Agustos 2006 tarihleri arasinda UUTF Dr. Rasit Durusoy Kan Merkezine basvuran
kan bagiscilarindan mikrobiyolojik tarama testleri icin alinan serumlar kullanildi. HBsAg
test sonucu negatif bulunan bagisci serumlari arasindan rastgele secilen 9282 6rnek ay-
rildi ve calisilincaya kadar -20°C’de saklandi. Testler toplu olarak ayni anda calsildi.

Calismanin ilk asamasinda, HBsAg negatif 9282 serumda anti-HBc calisildi ve pozitif
bulunanlar anti-HBs yoniinden aragtirildi (ikinci agama). Anti-HBs negatif bulunan se-
rumlarda da 3. agama olarak gercek zamanli (real-time) PCR yontemiyle HBV-DNA var-
hgr arastirldi.

HBsAg (duyarhlk < 0.10 U/mL, 6zgiillik %99.98), anti-HBc (duyarlilik < 1T U/mL, 6z-
gullik %99.6) ve anti-HBs (duyarlilik > 10 mlU/mL, 6zgullik %100) testleri icin ticari
(Orto-Clinical Diagnostics, Vitros, Brasil) test kitleri kullanildi ve testler Uretici firma one-
rilerine uygun olarak cahsildi. Sinirda (borderline) sonug veren érnekler tekrar calisildi,
ayni sonug alinanlar negatif olarak degerlendirildi.

HBV-DNA saflastirma islemi, otomatik ekstraksiyon kitleri (Presicion System Science
Co. Ltd., Magtration-MagaZorb DNA Common Kit 200, Japan) ile Uretici firmanin 6ne-
rilerine uygun olarak yapildi. HBV DNA'sinin kor bolgesini primer olarak kabul eden ger-
cek zamanl PCR kitleri (QIAGEN, Artus 3000, Germany) (duyarhlik > 10 1U/pL, 6zgullik
%100) ile gercek zamanli PCR cihazinda (Corbett Research, Rotor-Gene 2000/3000,
Australia) yine Uretici firmanin onerilerine uygun olarak HBV-DNA varligi arastirildi.

BULGULAR

Calismamizin ilk asamasinda 9282 HBsAg negatif donor serumunun 1679 (%18)'u
anti-HBc pozitif, 7603 (%82)’li negatif bulunmustur (Sekil 1). lkinci asamada anti-HBc
pozitif 175 serum, birinci agamadaki test tekrarlari nedeniyle yetersiz kaldigindan deger-
lendirme digi birakilmis, geri kalan 1504 anti-HBc pozitif serumun 225 (%15)’i anti-HBs
negatif, 1279 (%85)'u ise pozitif olarak saptanmustir (Sekil 1). Uciincii asamada, anti-
HBc pozitif, anti-HBs negatif 225 serumun 7 tanesi miktarin yetersiz olmasi nedeniyle
degerlendirme digi birakilmis, geri kalan 218’inde HBV-DNA arastinimistir. Bu serumlar-
da gercek zamanli PCR ile HBV-DNA pozitiflik orani %0.45 (1/218) olarak belirlenmistir

(Sekil 1).

Sonuclar toplu olarak degerlendirildiginde, bolgemizdeki kan bagiscilarinin %2.5
(225/9107)'inde izole anti-HBc pozitifligi ve %0.011 (1/9100)'inde HBsAg negatifligine
ragmen HBV-DNA pozitifligi bulundugu saptanmustir.
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HBsAg negatif
(n=9282)

Birinci Asama: Anti-HBc testi i

Anti-HBc pozitif Anti-HBc negatif
n= 1679 (%18) n= 7603 (%82)
ikinci Asama: Anti-HBs testi l 3 Yetersiz serum
(n=175)

Anti-HBs pozitif Anti-HBs negatif
n= 1279 (%85) n= 225 (%15)

Ucgiincii Asama: HBV-DNA testi l 3 Yetezsiz s&;rum
n=7

HBV-DNA negatif | | HBV-DNA pozitif
n= 217 (%99.55) n= 1 (%0.45)

Sekil 1. Calismamizda izlenen algoritma ve elde edilen sonuglar.

TARTISMA

Bugtine kadar HBsAg negatif kanlarla HBV bulasini, diger bir deyisle HBsAg negatif ki-
silerde HBV'nin varligini tespit etmek icin cok sayida calisma yapilmis ve farkh Glkelerde
farkl sonuclar elde edilmistir?>11121417_Qrnegin; ABD’de 19962, 1997'* ve 2003 yiI-
larinda yapilan g farkh cahsmada HBsAg negatif kanlar ile HBV bulas riski sirasiyla;
1/63.000, 1/46.516 ve 1/49.000 olarak bulunmustur. Avrupa’da yapilan cesitli calisma-
larda'?151€ ise bu risk 1/52.000 ile 1/630.000 arasinda degisen oranlarda tespit edilmis,
farkl olarak Yunanistan’da 6696 HBsAg negatif rnekte HBV-DNA tespit edilememistir'.
Bununla birlikte Hindistan’da yapilan calismada®, izole anti-HBc pozitif donérlerin
1/5’'inde HBV-DNA saptanirken, Taiwan’da 2-3/10.000 kan bagisinin HBV agisindan en-
feksiyoz oldugu belirlenmistir'”. Bizim calismamizda, kan merkezimize bagvuran HBsAg
negatif 9282 kan bagiscisindan birinde HBV-DNA saptanmig ve degerlendirme disi bira-
kilan 6rnekler g6z oniine alindiginda, HBsAg negatif bagiscilarda HBV-DNA saptanma
orani %0.011 olarak bulunmustur. Bu durumda, yilda ortalama 21.000 kan bagisi yapi-
lan merkezimizde HBsAg negatif bagiscilar aracihigiyla HBV bulagsi 2.3 hasta/yil olarak he-
saplanabilir. Daha 6nemli olan nokta, en sik kullanilan kan komponentleri olan eritrosit
stspansiyonu (ES) ve taze donmug plazmalarin (TDP) bir bagiscidan elde edilip, farkl
hastalara verilmesidir. Yani enfekte bir bagisci tek bagista iki kisiyi enfekte edebilecektir.
Ayni kisinin yilda birkac kez bagista bulunma olasiligi ise tehlikeyi daha da buyttmekte-
dir. Aferez yontemiyle trombosit stispansiyonu (TS) bagisinda bulunan bir bagiscinin sik
araliklarla defalarca trombosit verebilmesi, riski daha da buyitmekte, transfiizyon ile en-
feksiyon bulasan kisilerin bu enfeksiyonu bagkalarina bulastirma ihtimali ise durumu da-
ha da korkutucu hale getirmektedir.

HBsAg negatif kisilerden alinan kanlarla HBV gecisini cesitli uygulamalarla en aza in-
dirmek mumkiindir. Bunlardan belki de en 6nemlisi gonilli karsiliksiz bagisci sayisinin
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artmasinin saglanmasidir. Zira gonilli bagiscilarin, hem replasman bagiscilari hem de
parali bagiscilara gore daha giivenilir oldugu cesitli calismalarla gésterilmistir> %18, Da-
ha etkin bir bagisci organizasyonunun yaninda, daha duyarli HBsAg test kitlerinin kulla-
nilmasi da avantaj saglayacaktir. Zira bazi kitlerin, daha 6nce saptanamayan varyantlari
saptayabildigi gosterilmis ve bu kitlerin kronik HBV tasiyicilarina bagli bulasi azaltacagi
bildirilmistir'®'8. HBsAg test kitlerinin duyarliliklari arasindaki 6nemli farkliliklar ve yiiksek
duyarliliktaki kitlerin kan merkezlerinin tamaminda kullanilmamasi, bulas agisindan so-
run olusturmaktadir.

Bu uygulamalara ek olarak, rutin bagisci tarama testleri profiline anti-HBc gibi testle-
rin eklenmesi de yararl olabilir. HBsAg ve anti-HBc testlerinin birlikte ¢alisilmasi trans-
fuzyon ile HBV gecisini blyulk olciide engelleyecektir. Ancak, boyle uygulamalar HBV
prevalansinin disiik oldugu (< %3) gelismis tilkeler icin uygun gérilmektedir'®. Zira bu
uygulama, HBV enfeksiyonunun endemik oldugu bdlgelerde ve seropozitifligin yiksek
oldugu gelismekte olan Ulkelerde, bagiscilarin cogunun reddedilmesine neden olacak-
tir’2%. Ulkemizde anti-HBc pozitiflik orani %26.3-44.7 arasinda bildiriimekte olup, bol-
geden bélgeye degisiklik géstermektedir?'-23, Bizim calismamizda bdlgemizde HBsAg
negatif kan dondrleri arasinda anti-HBc pozitifligi %18 ve izole anti-HBc pozitifligi %2.5
olarak bulunmustur. Bu oranlar g6z 6éniine alindiginda bagisci kaybinin ne kadar 6nem-
li boyutlarda olabilecegi (%18) aciktir. S6z konusu olan sadece bagisci kaybi degil, ayni
zamanda urun kaybidir. Zira tGlkemizde tarama testleri, kan torbalandiktan sonra calisil-
maktadir ve test pozitifligi durumunda torbalanmis olan kan imha edilmektedir. Bu da
%718’lik bir Grin kaybi anlamina gelecektir. Sonugta, anti-HBc pozitifligi, Glkemiz gibi
HBV prevalansi ylksek (lkelerde reddedilen bagiscilarin sayisini, imha edilen torba kan-
larinin sayisini ve toplam maliyeti artiracaktir. Ayrica, 6nemli bir nokta da, izole anti-HBc
pozitifliklerinin énemli kisminin yalanci pozitiflikler oldugunun bildirilmesidir?*. Anti-
HBc pozitifligi nedeniyle imha edilen kanlarin bir kisminin, yalanci pozitiflikler nedeniy-
le gereksiz yere imha edilmis olmasi, anti-HBc taramalarinin rutin uygulamaya girmesi
konusundaki sikintilara ek olusturmaktadir. Ancak yeni ve daha 6zgul anti-HBc testleri ile
anti-HBc pozitifligine bagli kayiplar azaltmanin mimkin olabilecegi de ifade edilmek-
tedir'!.

Uriin ve bagisci kayiplarini azaltmak icin, bazi iilkelerde yapildigi gibi anti-HBc pozitif
serumlarda anti-HBc titrasyonu yapilip, hastaya belirli titrenin altinda kalan kanlar nakle-
dilebilir?®. Zira anti-HBc titresi ile HBV-DNA varligi arasinda dogrusal bir iliski oldugu gs-
terilmistir*2>2%, Bu sekilde, Giriin ve bagisci kaybi ile toplam maliyet azalabilecektir. An-
cak, bu dusiistin miktarini dogru olarak hesaplayabilmek icin, tlkemize ve bolgemize ait
anti-HBc titrasyonuna yonelik yeterli veri bulunmamaktadir. Yine de, HBV endemisitesi
yuksek bolgelerde Griin ve bagisci kaybinin yiiksek olacagini soylemek mimkdnddr.

Kayiplari azaltmak icin anti-HBc pozitif bulunan serumlarda anti-HBs calismak ve has-
talara anti-HBs pozitif bulunan kanlari nakletmek diger bir secenek olabilir®. Ancak anti-
HBs pozitif kanlarla da HBV gecisinin tespit edilmesi, baz Ulkeleri anti-HBs titrasyonu
yapmaya ydnlendirmistir>2°, Bu (lkelerdeki gibi, anti-HBs diizeyi belirli bir titrenin (ize-
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rinde bulunan kan ve komponentlerini hastaya nakledip, dustik titrelerde olanlari imha
etmek, Urlin, bagisci ve ekonomik kayiplari azaltsa da yeterli olmamaktadir. Tim bunla-
rin yaninda, ek testlerin (anti-HBc titrasyonu, anti-HBs, anti-HBs titrasyonu) yaratacagi
personel sikintisi da sonug alma suresini uzatacak ve dolayisiyla torbalanan kanin kulla-
nima girmesi gecikecektir.

HBV bulasina karsi bir diger yontem olan NAT uygulamalari, serokonversiyon oncesi
doénemde viremik dondrlerden virusun gecisini 6nlemenin tek yoludur. Bu amacla, her
bagisciya ait test orneklerinin ayri ayri calisildigi (individual, single donor) NAT 6neril-
mektedir'>'S. HBV enfeksiyonu siiresince porzitif kalabilen tek g&sterge olan HBV-
DNA'nin gosterilmesi, HBV acisindan daha giivenli kani elde etmenin en iyi yolu olarak
gorinmektedir. NAT uygulamasinda, “kiciik havuz” (minipool; MP) veya “tek donor”
(single donor; SD) yontemlerinden hangisinin kullanilacagi 6ncelikli olarak belirlenmeli-
dir. MP-NAT, maliyet yoniinden avantaj saglarken duyarlilik konusunda daha zayif kal-
makta; SD-NAT ise duyarlilik konusunda avantaj saglarken maliyet ve zaman konusunda
dezavantaj yaratmaktadir. On alti serumdan daha az sayida 6rnekten olusan havuzlar
kullanildiginda HBV-DNA yeterli duyarlilikta saptanabilse de, bazi okiilt HBV enfeksiyon-
larinda HBV-DNA miktarinin bu esigin altinda kalabilecedi ve yontemin yetersiz olabile-
cegi bildirilmistir?®. Ancak testin duyarliliginin ultrasantrifiigasyon ile artirilabilmesi
mimkiindiir?®. HBV-DNA'nin ¢ok az miktarlarda bulundugu HBsAg negatif enfeksiyon-
larda, duyarli HBsAg testlerinin bu pozitifliklerin %25’ini saptadig bildirilmekte ve MP-
NAT’In baz pozitiflikleri saptamada yetersiz kaldigi durumlarda anti-HBc’nin her ikisin-
den de daha etkin oldugu ifade edilmektedir''. Ayrica, MP-NAT ile atlanan HBV pozitif-
liklerinin SD-NAT ile yakalanabildigi'? ve SD-NAT ile bulas riskinin belirgin bicimde daha
az oldugu gosterilmistir?’. SD-NATIn daha dogru bir yaklasim olacag diisiiniilse de,
yuiksek maliyeti, uzun islem siiresi ve deneyimli eleman sikintisi gibi bir takim sorunlar
uygulanmalarini sinirlandirmaktadir. Ayrica, NAT yontemiyle saptanan pozitifliklerin ne
kadarinin gercek pozitiflik oldugunun bilinmemesi ve bir dogrulama yénteminin bulun-
mamasl, durumu daha da karmasik hale getirmektedir.

Tdm bunlarin yaninda, HBV-DNA pozitif serumlarin insanlara ve deneysel olarak sem-
panzelere verilmesi ile tim alicilarda HBV enfeksiyonu gelismemesi ve bazilarinda bulas-
tan kisa sure sonra bile HBV-DNA'nin saptanamamasi, bagisiklik sisteminin nemini gos-
termektedir®2%28, Taiwan’da yapilan bir calismada, HBV-DNA pozitif kan ve komponent-
lerinin transflizyonu sonucu, 11 alicinin sadece ikisinde HBV-DNA'nin pozitiflestigi sap-
tanmis, bulag orani %18 olarak hesaplanmistir'”. Ancak bu sonucun HBV ile karsilasma
ve anti-HBs gelistirme acisindan yiiksek riskli hiperendemik bir bélgede elde edildigi
unutulmamalidir; zira disiik endemik bolgelerde bulas orani daha ytiksek olabilir. Bizim
calismamizda HBsAg negatif kan bagiscilarinda HBV-DNA saptanma orani %0.011 ola-
rak bulunmustur. Ulkemizdeki HBV enfeksiyonu seroprevalansi ve anti-HBs pozitiflik ora-
ni (%20.6-52.3)%° g6z éniinde bulundurulursa, bu tip bir kanin verildigi kisilerin bir kis-
minda HBV enfeksiyonu gerceklesmeyebilir. Bu durum kan bankalarinda HBV'ye yonelik
rutin tarama testlerine ek test gerekip gerekmedigi tartismalari sirasinda g6z 6niinde bu-
lundurulmalidir.
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Transflizyon ile HBV gecisini engellemeye yonelik calismalar ve giivenli kana ulasma
cabalari, maliyeti oldukca yliksek uygulamalar gerektirmektedir. Vicdani sorumluluklar ve
etik degerler bu maliyetin karsilanmasi gerektigini dustindurse de, isletmelerin varliklari-
ni stirdurebilmeleri, kalici olabilmeleri ve topluma kaliteli bir hizmeti verebilmeleri icin
ekonomi ve maliyet 6nem tagimaktadir. Bu nedenle, anti-HBc testi gibi bazi ek testlerin
kan bankaciligi rutininde kullanim gerekliligi tartisiirken, maliyet degerlendirilmesinin
oncelikli olarak yapilmasi dogru olacaktir. Sonug olarak anti-HBc taramasinin, orta ende-
mik bolgede yer alan lilkemizde dondr ve Uriin kaybi yaninda yliksek maliyeti nedeniy-
le, SD-NAT ile HBV-DNA taranmasinin da yuksek maliyet, uzun calisma suresi ve dene-
yimli eleman sikintisi nedeniyle uygulanabilirlikleri pek miimkiin gérinmemektedir. An-
cak, ayni anda birden ¢ok virusa karsi taramanin yapilabildigi otomatik NAT sistemleri
hem maliyet, hem de uygulama suresi acisindan bu sikintilarin asiimasinda umut vadet-
mektedir.
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