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GIRIS VE AMAG

1965 yilinda Blumberg'in Avusturaiya (Au) antijenini ve bu antijenin
serum hepatiti ile olan iligkisini ilk kez tanimlamasindan sonra hepatit B virusu
(HBV) ve antijenleri (izerindeki galigmalar yogunlagsmistir. Hepatit B ylzey
antijeni (HBsAg), Hepatit B "e" antijeni (HBeAg), Hepatit B gekirdek antijeni
(HBcAg) ve antikorlarn tamimlanmigtir. Immunolojik géstergeler bu denli fazla
sayida olmasina karsgin, giinlik uygulamada siklikla serumda yalnizca HBsAg
aranarak taniya gidilmektedir (1). HBsAg'nin rutin taranmasi, hepatit olgularninin
etyolojisini gOstermek, kan vericilerini, renal diyaliz Uniteleri gibi riskli
bolgelerdeki hasta ve personeli, gebeleri taramak igin uygulanmaktadir (2).
Ayrica portérlerin izlenmesi, prenatal bulagi engelleme, agt ve immunglobiilin
uygulamalarina karar verme ve epidemiyolojik calismalar icin de HBsAg

aranmaktadir.

Avusturalya antijeninin bulunugundan bu yana, antijeni saptamada daha
duyarli yéntemlerin gelistiriimesine galigiimistir. Bu yéntemler duyarlihk ve
Ozgillik agisindan birbirlerinden farklidir (3). HBsAg aranmasinda kullaniian
yontemler, duyarllikiarina gére az, orta ve gok duyarl olmak lizere ¢ grupta
toplanmig ve birinci, ikinci ve Gglinct kusak yéntemler olarak siniflandiriimigtir
(1,4,5,6). Birinci ve ikinci kusak yéntemler duyarlilikiart az, yalanci pozitif ve

negatif sonuglan fazla olan yéntemler olduklarindan, giinimiizde duyarliliklan



fazla, yalanci negatif-pozitif sonuglari aza indirgenmig Uglinci kugsak

ydntemler kullaniimaktadir (5).

Uglincti kusak y6ntemler; Enzime-linked immunosorbent assay
(ELISA), radyoimmunoassay (RIA) ve reverse pasif hemaglitinasyon (RPHA)
testleridir. Bunlar arasinda da duyarlilik ve 6zgullik agisindan farkliliklar vardir
(7). Bu testler icinde en duyarli kabul edilen RIA'dir (1,4,8,9,10). Ancak pahali
gerecglere gereksinim gdstermektedir; teknigi glgtir ve sonug vermek igin
uzun zaman gerekmektedir. Duyarlihk yéniinden RIA'nin hemen arkasindan
ELISA gelmekte, bunu da RPHA izlemektedir (1). ELISA'nin RIA kadar duyarl
olmasi, stabil ayiraglarinin hazirlanmasi, radyoizotop riskini ortadan kaldirmasi
RlA'ya Ustiinliikleridir. Ancak ELISA'nin ticari kitleri pahali olup, komplike, iyi

teknik bilgi ve uzun zaman gerektiren bir ydntemdir.

RPHA, uygulama kolaylhigi, ayiraglarinin ekonomik olmasi, pahall
gerece gereksinim gdstermemesi, hizli sonug vermesi, ek olarak yurdumuzda
uzun zamandir uygulanan bir yéntem oldugundan, &zeilikle kan bankasi
teknisyenlerince iyi bilinmesi gibi nedenlerden, bu testiere Ustlnlik
sadlamaktadir; ancak RIA ve ELISA'dan daha az duyarlidir. Bu duyarlilik farki,
orta ve gUgll reaksiyonu olan serumlar igin s6z konusu olmamakla birlikte,
zay!f reaksiyonlu serumlarda rélatif olarak duyarhligi az kabul edilmektedir (7,

11).

Bu galismada, RPHA'nun 6zellikle yurdumuz kosullan igin ¢ok daha
énemli olan avantajlari dusilnilerek, disik miktarda antijeni yakalamada
ELISA'ya gére dezavantajini giderebilmek ve duyarhligini ELISA'ya

yaklagtirabiimek amaciyle RPHA'nun klasik prensip ve yontemi bozulmadan,



yalnizca kullanilan test serum &rnegi bir misli artinimak suretiyle antijen
konsantrasyonunun ylkseltiimesi hedeflenmig olup, yeni bir tarama yéntemi
geligtiriimesi amaglanmigtir. Bu amagla ELISA ile pozitif bulunan serumiar,
6nce RPHA ile taranip, negatif bulunan serumlar, s6zi edilen degisiklik
uygulanarak bir kez daha test edilmis ve yeni gelistirilen bu yéntemin
RPHA'ya Ustiinlii§i olup olmadigi, ayrica ELISA ile duyarlilk farki bulunup

bulunmadigi kontrol edilmigtir.

Bu caligmadaki temel amag, ELISA'nin kullanilamadidi merkezlerde,
kiglk laboratuvarlarda, hizli sonug verilmesi gereken kan bankalarinda ve
yurdumuz gergekleri dogrultusunda, denenen bu ydntemle RPHA'nun rélatif
duyarlihik eksikligini ortadan kaldirarak, hizl, kolay, ucuz ve duyarlliyi daha

ylksek bir ydnteme ulagiimasini saglamaktir.



primer olarak karacigerde yaptiklari

GENEL BILGILER
AKUT VIRAL HEPATITLER

Akut viral hepatit, hepatotrop viruslarin (A,B,C,D,E hepatit viruslari)

inflamasyon sonucu olusan

hepatosellliler harabiyete bagh baglica sanlik, halsizlik, bulanti, kusma gibi

belirtilerle seyreden akut, sistemik bir enfeksiyondur.

Tablo 1. Bilinen Hepatit Viruslarinin Karakteristikleri (12).

Ajan Virus Tipi Perkiitan Gegis  Enterik Gegis Inkubasyon  Markerlar
A Picornavirus + +++ 10-50 gun anti HAVIgM, Ig6
B Hepadnavirus +++ + 40-180 giin  HBsAg, anti HBs
anti HBcIgM,ig6
HBeAg, anti HBe
C ?Togavirus
2 Flavivirus +++ ? 20-180 gin  anti-HCV
D Viroid (HBV'ye i+ ; 40-180 giin  HDAg, anti-HD
gereksinim vardir)
E Calcivirus ? +++ 15-60 glin anti-HEV.




Hepatotrop viruslar diginda, Epstein-Barr virusu, Cytomegalo virus
(CMV), Herpes simplex, Coxsackie B, Echo, sart humma, kizamik, kizamikgik,

kabakulak viruslari da hepatite neden olabilir.

HEPATIT B VIiRUSU

Hepatit B virusu (HBV) kiguk bir DNA virusudur. On yil 8ncesine
kadar herhangi bir virus ailesine girmedigi ve tek bir virus oldugu
dlslnilimekte idi. Son zamanlarda Amerika'nin dogusundaki dag
siganlarinda, California'da yer sincaplarinda, Gin ve Amerika'daki Pekin
ordeklerinde benzer viruslar bulunmustur (13, 14 15, 16). Bu viruslar
Hepadnaviridiae denilen yeni bir virus ailesini olugturmaktadir. Ortak olan
6zellikleri DNA yapilar (gok kiig¢ik, sirkiler, kismen tek sarmal olan, ¢ift sarmal
DNA), replikasyon mekanizmalari, virionlarda reverse transkriptaz &zelligi
bulunan bir enzimin varligidir. Onemli biyolojik &zellikleri hepatositlere olan
glglu tropizmalari ve kanda aylarca hatta yillarca devamliligini sirdiirebilen
komplet ve inkomplet viral formiardan olusan ylksek antijen konsantrasyonlari

ile persistan (sliregen) enfeksiyona yol agabilmeleridir (14).

Onceleri, HBV'nun enfekte ettigi tek hiicre tipi hepatositler olarak
bilinmekte idi. Ancak bazi hastalarin pankreatik salgisinda da HBsAg.
bulunmustur (14, 17, 18). Ayrica i1sik mikroskopu ile insan pankreasinda HBV
antijenleri gbésterilmistir (19). Bunun disinda dolasimdaki bazi I6kositlerde
HBV DNA'sI bulunmustur (14, 17). Pankreatik hilcreler ve I6kositler, HBV ile
enfekte olabilmekte ve sinirli derecede HBV replikasyonu gérilebilmektedir;
ancak HBV'nun en sik tuttugu organ karacigerdir ve replikasyonu igin en

elverigli hiicreler hepatositlerdir.



TARIHI GELIiSIM

Serum hepatiti ile ilgili ilk salgin 1833 yilinda gigek agisi uygulanan bir
gemi ¢alisanlarinda g6rtlmustir. En blylk salgin ise 1942 yilinda san humma
icin agilanan geng Amerikali askerler arasinda gérilmistir (20, 21, 22, 23).
Serum hepatitini, enfeksiy6z hepatitten ayiran antijenik ve biyolojik farkliliklar
1940 ve 1950'lere kadar tam olarak bilinmiyordu. Hepatit hakkindaki en biyuk
gelisme 1965'te genetikgi Baruch S. Blumberg'in Avusturalya (Au) antijenini
bulmasi ile olmugtur. Béylece transfiizyon sonrasi ortaya ¢ikan hepatit, Hepatit
B olarak adlandiriimigtir. Avusturalya antijeni bulunan serumda Dane ve
arkadaglari, elektronmikroskopla bliylk yuvarlak partikili gérdiler (1970), bu

da muhtemelen virusun kendisi idi (21).

Bundan sonra en blylk gelisme 1971'de olmustur. June Almedia ve
ark.lari, Dane partikillerine deterjan ekleyerek, immunelektron
mikroskopunda ylizeyde bir madde ve birde merkezde yuvarlak kisim

ayirdilar.

Yizey partikillerinin (HBsAg) Avusturalya antijeninin kendisi oldugu

ve tek bagina enfeksiydz olmadigi anlagiimigtir.
Tablo lI- Hepatit B de dnemli evreler (24)
1965 MS2 (Willowbrook) (TP B)

1965 Australia Antigen (Blumberg)

1970 Dane cisimcikleri

1971 Deterjan Immiin EM

/

Yiizey (Surface) Core(Merkez)
(HBsAg) (HBCcAg)



Hepatit B virusu ile ilgili, viral hepatit komitesi ve dlinya saglhk

6rgutinln 6nerdigi kisaltmalar Tablo lil'de gérilmektedir.

Tablo Ill- Hepatit B Virusu, Komponent ve Antikorlarina Ait Standart
Kisaltmalar (25)

HBV: Hepatit B Virusu

HBsAg: Hepatit B ylizey antijeni

"s" kisaltmasi, surface-ylizey kelimesinden gelmektedir.

HBcAg: Hepatit B ¢ekirdek antijeni.

"c" kisaltmasi, core-gekirdek, i¢ bélim kelimesinden gelmektedir.
HBeAg: Hepatit B virusuna ait "e" antijeni
Anti-HBs: HBsAg'ye kargi olugsmus antikor.
Anti-HBc: HBc Ag'ye karsi olugmus antikor

Anti-HBe: HBe Ag'ye karsi olusmus antikor.

HEPATIT B VIRUS MORFOLOJIiSI

HBsAg. iceren serumlar elektron mikroskopunda incelendiklerinde Ug
degigik yapi gérilmistir. Bunlardan goguniukta olani 22 nm gapindaki kiiglk
sferik, pleomorfik partikiillerdir, bir de ayni ¢apta fakat uzunluklari 200 nm. ve
daha fazla olabilen tiibller ve filamantéz olugumlar vardir. Her ikisinden daha
seyrek olarak kargimiza gikan tglnci tip olugumlar ise 42 nm. gapindaki sferik
partikiller olup, bu sonuncular genellikle "Dane" partikili adi ile

aniimaktadirlar (25, 26, 27, 28).



Dane partikiilli, DNA igeren 27 nm. gapinda bir i¢ gekirdek (core) ve
bunu gevreleyen 15-25 nm. kalinliginda bir zarftan olugmaktadir. Dane
partikilintn i¢ béiimlniin DNA polimeraz ve endojen DNA kalibi ile
yakindan iligkisi vardir. Tim bu bulgular Dane partikiliniin, hepatit B virusu

oldugunu gdstermektedir.

Pane partikiili 42 nm

)

Sferik 22om Tobiiler 20 x 200nm

Sekil: 1 Sematize edilmis HBV'u ve antijenleri

Hepatit B Yiizey Antijeni (HBsAg): HBsAg, lipoprotein yapisinda
kompleks bir antijendir. Immundifiizyon ve immunelektroforez yéntemleri ile
antijenin homojen bir yapida olmadigi ve gesitli alt gruplarininvarhigi
tanimlanmigtir. Gapraz bagisikhg: saglayan ortak bir "a" determinanti ve d/y ve
w/r alt determinantlarindan olusan 10 serolojik alt tipi bulunur (ayw, ayr,
adw...) Bundan bagka sadece epidemiyolojik 6nemi olan q, x f, t, n ve g ytzey

antijenleri tanimlanmigtir (13, 17, 28).

HBsAg'yi kodlayan S geni; S, preSq ve preSo olmak Ulzere Ug¢

bélimden olugur (14, 28, 29, 30). S bdélimid tarafindan, majér protein



komponentleri, preSo bolimince orta blyUklikte polipeptidler ve preSq

bélimiince blylk olan polipeptidler kodlanmaktadir (14, 29).

Viral Gekirdek: Virionun gekirdegi, HBc Ag. tasir, ancak serumda
serbest HBcAg. bulunmaz. HBcAg. yaklagik 19,000 Dalton agirhginda tek bir

polipeptidden olugur ve Viral "C" geni tarafindan kodlanir (14).

Bu antijen, hepatositlerin nikleusunda ve HBV partikillerinin
gekirdeginde, immunelektronmikroskobu ve indirek immun fléresan yéntemi

ile saptanabilir (13).

Hepatit B e Antijeni (HBeAg): HBV'nun gekirdek bélimiinde gizlenmis
antijenik bir yapidir. HBeAg. yaklagik 17.500 Dalton agirhginda bir polipeptid
olup, yapimini saglayan genetik bilgi HBV genomunun "C" bdiimindedir.
Serumda genellikle immunglobiilinle kompleks olarak bulunan eriyebilir bir

antijendir (14, 25).

Viral DNA: HBV'nun gembersel yapili DNA's! tek bir molekilden
olugur. Bu molekulin bir iplik¢igi sabit biyulkliktedir ve 3200 nikleotid igerir.
Diger iplikgik degisken buyUkliktedir ve 1700-2800 niikleoitidden olusur.
Buna g6re molekll % 15-45 arasi tek iplikgikli, geri kalan kismi gift iplikgikli
DNA'dir (14, 31).

HBYV, fiziksel etkenlere ve kimyasal dezenfektanlara oldukga dayanikh
bir virustur. HBsAg'nin dayanikhligi ile enfeksiyon etkeninin dayanikliligi
herzaman ayni olmayabilir. Hem enfeksiydz virus, hem HBsAg - 200C'de, 20
yildan fazla dayaniklidir. Bu dayaniklihk dondurma ve g¢tzme iglemleri ile

plazma fraksinasyonu sirasinda da gegerlidir.



HBV Dezenfeksiyon ve sterilizasyonu igin &nerilen yéntemler (32).

I- Isi ile sterilizasyon
a. 1000C'de kaynatma, 10 dakika.
b. Otoklavda 1210C, 15 basing, 15 dakika.

¢. Kuru 1s1 1600C'de, 2 saat.

II- Kimyasal Dezenfektanlar
a. Sodium hypochloride %0.5-1, 30 dakika
b. Sulu formalin % 16, 12 saat
c. Formalin % 20+%70 Alkol, 12 saat.
d. Gluteraldehyde % 2, alkalinize, 10 saat

e. Gaz sterilizasyonu, ethylen oxide.

EPIiDEMiYOLOJI

HBV antijen ve antikorlan ile ilgili serolojik testlerin gelismesi sonucu,
HBV'nun tim diinyada yaygin oldudu, ancak Asya, Afrika ve Okyanusya gibi

bazi bélgelerde, enfeksiyon oraninin ¢ok ytiksek oldugu anlagiimigtir (14).

Perkutan ilag kullananlar, kan ve kan Uriinleri alan hastalar,
hemodiyaliz hastalari, insan kan ve serumlan ile galisan laboratuvar
personeli, homoseksteller, sik ve degisik seksliel temaslari olan kigiler, kanla

sik temasi olan hekim ve disgiler en blylk risk gruplarndir (14, 33, 34).

Kan Urtnlerininin, HBsAg. bakimindan duyarl: testlerle taranmast,
transflizyon sonrasi hepatit riskini tamamen ortadan kaldirmamakla birlikte,
bluyuk &lglide azaltmigtir. Transflizyon sonrasi hepatitlerle ilgili son galigmalar

halen olgularin % 5-10'unun hepatit B oldugunu géstermektedir (14, 17).
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Kalan % 90-95'lik oran ise non-A, non-B (NANB) hepatit etkenlerinden,
parenteral gegen ve hepatit C virusu (HCV) olarak tanimlanan etkene bagh

kabul edilmektedir (12, 35).

Sosyo-ekonomik kosullar enfeksiyon igin risk kabul edilmektedir (14,
30). Bati ve Kuzey Avrupa'da HBV prevalanst % 5'ten az saptanirken, Asya ve
Afrika toplumlarinda bu oraninin % 40-60 oldugu bildiriimektedir (32). Yiiksek
prevalansli cografik bdigelerde, primer HBV enfeksiyonu daha sik ve erken
yaglarda goriilmektedir. Senegal, Tayland, Taywan gibi {ilkelerde enfeksiyon
orani infantlarda gok ylksektir; erken gocukluk dénemi siiresince de yliksek
kalmaktadir (14). Diinya Saglik Orgiiti (DSO) Bilteninde yer alan bir
degerlendirmeye gore, Glkemiz hipoendemik bati ile hiperendemik Gliney
Dogu Asya ulkeleri arasindaki kusakta yer almakta, ytksek prevalansl (%

8-10) Ulkeler arasinda sayiimaktadir (13, 36).

HBV'nun Gegis Yollari: Virusun en &nemli rezervuar insandir.
Enfeksiydz HBV'nun kanda ve gesitli viicut sivilarinda émir boyu bulunabildigi

persistan enfeksiyonlar virus igin bilinen en iyi insan kaynagidir.
Hepatit B'nin gegisinde tg¢ énemli yol vardir (30, 37, 38).

1. Parenteral yol: Enfekte kanin gesitli yollarla direk inokulasyonu
sonucu olmaktadir. Kan, plazma, kan Uriinlerinin transflizyonu, kontamine ve
steril olmayan igne, enjektér, jilet kullanma, akapunktur, tatuaj, kulak deime ve

agilamalarla gegis olabilmektedir.

2. insandan insana gegig: Horizantal yol da denmektedir, seksiel

gegisi de kapsamaktadir.

11



3. Anneden infanta gecis (perinatal dénemde): Vertikal yol da

denmektedir.

Kan ve kan drlnleri, gegis igin en iyi bilinen kaynaklardir. Ancak
HBsAg, feges, idrar, safra, ter, gbzyas!, salya, semen, anne sitl, vajinal
sekresyon, serebrospinal sivi, synovial sivi ve kordon kaninda da saptanmigtir.
Bunlardan yalnizca serum, salya ve semen enfeksiy6z HBV tagimaktadir

(14,30).

Bulasi kolaylastiran nedenlerden biri de yakin temas olarak
bilinmektedir. Ailedeki enfekte bireylerin, cinsel temasta bulunduklan kisiye
enfeksiyonu gecirme olasiliklari, diger bireylere gecgirme olasiligindan daha
ylksektir. Bugln igin cinsel temas, HBV enfeksiyonunun gegigsinde en énemli
yollardan biri olarak kabul edilmektedir (14, 32). Cinsel yolla gegiste risk,
tagiyicinin enfektivitesine ve muhtemelen cinsel iligkinin tipine ve uzunluguna
baglidir. Ancak enfektiviteyi gdsteren HBeAg'leri negatif olan tasiyicilardan da,
bu yolla gegis belirtilmistir. Bir calismada partnerlarina enfeksiyonu gegiren
tagiyicilarin % 63'i HBeAg. negatif ve anti-HBe pozitif olarak bulunmustur
(37). Ayrica genelev kadinlart ve homosekstieller gibi ¢cok sayida partnerla
iligkiye girenlerde yapilan galigmalarda, bulaglar % 42 gibi yliksek oranlarda

bildirilmigtir (14, 32).

Fekal-oral bulagin bir gegis yolu oldugunu g&steren higbir bulguya
rastlaniimamigtir. Gastrointestinal bir kanama olmadikga HBV'nun fegese

gegmedigi bildirilmistir (14).

Kan emen sinekler ve artropodiarin bulagmada rolii olabilecegi
dastnllmis; ancak HBV sinekleri enfekte etmediginden, pasif transferin s6z

konusu olabilecegi bildirilmistir (14, 33, 38).
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HBV'nun anneden infanta perinatal dénemde gegisi gok dnemlidir (14,
32, 37). Genellikle asemptomatik HBV tasiyicisi annelerden, daha seyrek
olarak da akut hepatit B enfeksiyonu gegiren anneden bebeJe ge¢mektedir
(37) HBeAg'i de pozitif olan annelerin % 901, hepatit B'yi bebeklerine
gecirmektedirler (28).

Anneden, bebege B tipi virusun nasil geg¢tigi kesin olarak
agiklanamamistir. Genellikle, dogumda bebegin vajinal kanaldan gegisi
sirasinda veya dogumdan sonra anne ile bebegin yakin temasi sonucunda

gecis oldugu distinllmektedir (28, 33).

Dogumdan sonra, anneden bebege HBV'nun gecisinde, anne
sttiiniin énemli bir yol oldugu gdsterilememistir. Emzirme sirasindaki gegisin

meme ucundaki gatlaklardan olabilecedi distntlmektedir (14, 33).

In utero gegis yliksek riskteki infantlarda, % 5'den az oranlarda
bildirilmigtir (28, 37). Perinatal olarak enfekte olan infantlar, genellikle kronik
HBV tagiyicisi olmaktadir. Bunun igin % 90 gibi yliksek oranlar bildirilmigtir (14,
28, 37).

HEPATIT B VIRUS ENFEKSIYONU

Yurdumuzda, hatta tim dinyada kargilagilan enfeksiyon hastaliklari
arasinda, viral hepatitler ilk siralarda yer almaktadir (39). Akut viral hepatitlerin
en sik kargilagilan sebebi ise HBV enfeksiyonudur (14). Ayrica viral hepatit
etkenleri iginde, tim dlinyada morbidite ve mortalitesi en ylksek olan hepatit
B virusudur. Bunun nedeni gegis kolayligi, kronik tasiyiciligin siklidi, siroz ve

hepatoselliler karsinoma komplikasyonlarina yol agmasidir (40).
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HBV'ye maruz kalma degisik sekillerde sonlanabilir (13).
Fulminan % 1-1.5 ——> Akut Hepatit B — lyilesme (% 85-90)
% 85 Slim % 10-15

\ <1 Lt
Kroniklesme __[—— Saglikli Tagiyicilar

% 30 — lsrarl Taglyicilar

\4

Kronik Aktif Hepatit
Siroz
Hepatoma(E/K = 8/1)
Sekil: 2 Hepatit B Enfeksiyonunun Seyri (13).

Hepatit B Enfeksiyonu, asemptomatik, semptomatik (ikterik veya
anikterik) veya fulminan seyir gdsterebilir. HBV enfeksiyonlar! erigkinlerin %
30-40'inda semptomatik, % 60-70'inde asemptomatik seyir gostermektedir.
Ortalama inklbasyon stiresi 40-180 glindr (12, 40). Akut ikterik hepatit B
gegiren hastalarin % 10-20'sinde, hastalik ortaya gikmadan birkag glin veya
birkag hafta 6nce, eritamatéz makiilopapdler rag, Urtiker, artralji, bazen de
artritle seyreden serum hastalig: benzeri bir tablo gelismektedir (14, 27).
Semptomatik akut olgularda klinik seyir, ortadan-siddetliye kadar degigsmekte,

bazen uzamig sanlik seklinde seyretmekte, bazen de fatal olabilmektedir.

Olgularin % 1-8'linde fulminan hepatit geligsmektedir. Akut
enfeksiyonunun sgiddetini etkileyen iki 6nemli faktér bilinmektedir. Bu
faktdrlerden biri yastir. Genelde klinik seyir infant ve geng erigkinlerde,

yagllardan daha hafif olmaktadir. Faktérierden ikincisi ise enfekte eden
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virusun dozudur. Enfekte eden virus dozu yiliksek oldugunda, inkiibasyon

sliresi kisalmakta ve ikterik hepatit gelisme olasiligi ylkselmektedir (14).

HBV'nun direk sitopatik etkisi yoktur. HBV'nun olusturdugu karaciger
harabiyeti, viicudun virusa kargi gelistirdigi immun yanit sonucu olmaktadir

(17).

Enfekte hepatositte, HBsAg'nin hiicre sitoplazmasinda, HBcAg'nin ise

hicre nikleusunda yerlesim gdsterdikleri saptanmigtir (25).

Enfeksiyon olgularin yaklagik % 10'unda kroniklegsmektedir. Kanda
HBsAg'nin 6 ay, HBeAg'nin 10 haftadan fazla kalmasi kroniklegmeyi gdsterir.
Kroniklegsme = olasiligl, anikterik olgularda ikterik olgulardan daha yuiksektir.
Kronik formlar, klinik olarak kronik aktif hepatit (KAH) veya kronik persistan
hepatit (KPH) seklinde seyretmektedir. Olgularin 1/3'linde KAH, 2/3'linde ise
KPH geligmektedir (22). Kronik persistan hepatit selim seyirlidir, hastalar
yillarca HBsAg pozitif kalabilmekte; ancak hastalik ilerlememektedir. Kronik
aktif hepatit ise ciddi, tahrip edici karaciger hastalijina, siroza yol

agabilmektedir (26).

HBV, primer hepatoselliler karsinom (PHC) ile de iligkili kabul
edilmektedir (14, 22, 26, 30). PHC, insaniarda en sik rastianilan
timérlerdendir ve HBV markerlar ile 6nemli 6igide paralellik gdsterdigi
saptanmigtir (41). HBsAg tagiyicilik oraninin yiksek oldugu Ulkelerde, 6rnegin
Taywan'da PHC sikhigi rekor dizeyde olup, ABD'lerindeki orandan 200 kat
fazladir. Bu llkede kanserden éllimlerin % 20-30'undan PHC sorumludur ve
ortalama yasg 38 civarinda iken, ABD'lerinde kanserden &élimlerin ancak %

2'sinden PHC sorumiudur ve ortalama yas 58 olarak bildiriimektedir (22).
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HBV, ekstra hepatik yerlesimli hastaliklardan da sorumiu tutulmaktadir
(14, 24). Bu hastaliklarin bazilarinin patogenezinde, HBsAg-antiHBs
komplekslerinin rol oynadigi diisiiniimektedir. Hepatit B geciren hastalarin %
10-20'sinde gérilen serum hastahi§: benzeri tabloda, serumda, synovial sivi
ve tutulan eklemlerdeki synovial membranda HBsAg-antiHBs kompleksleri ve

dislk diizeyde kompleman komponentleri saptanmigtir (14).

Poliarteritis nodoza oldugu saptanan hastalarnn 1/3 ila 1/2'sinde
persistan HBV enfeksiyonu oldugu saptanmistir. Ayrica serum kompleman
dizeylerinde dusiklik oldugu ve dolagsimda HBsAg-antiHBs kompleksleri
bulundugu bildirilmistir (14, 24).

Onemli sayida membrandz glomeriilonefrit olgusunda, kronik aktif
hepatit ve persistan HBV enfeksiyonu ile iliski saptanmigtir. Elektron
mikroskopi ile glomerller bazal membranin subepitelyal ylizi boyunca
immunkompleks depozitleri ve immun fléresan boyama ile glomertilerde

nodiler HBsAg immunglobdlin ve Cg depozitleri oldugu gézlemlenmistir (14).

infantil papulerakrodermatit olgular ile persistan HBV enfeksiyonunun
siklikla birlikte goérildigu saptanmistir (14, 24). Ayrica esansiyel miks
kryglobdlinemili 19 olgudan, 6'sinda kryopresipitatlarin HBsAg., 11'inde
anti-HBs icerdigi g6zlemlenmistir (14). Bu caligma bazi kryoglobllinemi

olgularimin, HBV enfeksiyonu ile iligkisi oldugunu dlisiindlrmektedir.

Akut viral hepatit olgularindan sonra 6nemli sayida aplastik anemi
bildiriimektedir. Ancak HBV enfeksiyonu ile aplastik anemi arasindaki iligki

kesin olarak saptanamamistir (14, 24, 30).

HBV, kronik hepatit, siroz ve hepatomaya yol agabilen, tim diinyada
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endemik gdérilen, ciddi bir enfeksiyona neden olmaktadir. Virusun en blyuk
rezervuarini tasgiyicilar olusturmaktadir. Bugiin diinyada yaklagtk 300 milyon
tagiyici oldugu sanilmaktadir (16, 29,37). Tastyicilikta belirgin bir cografi
farkhlik gérilmektedir. Dinyadaki tagiyicilarin % 95'i tGg¢lncl dinya
tlkelerinde, 6zellikle Asya ve Afrika'da bulunmaktadir. Ulkemizde gesitli
aragtirmalarda farkli metodlarla alinan sonuglara gére, tasiyicilik orani % 7-10

olarak saptanmigtir (28).

Ulkemizde akut viral hepatit olgularinda, saglikli gériinen Kisilerde,
kan dondrlerinde, hastane personelinde yapilan HBsAg tarama sonuglarn
sOyledir; Doganay ve ark.lari, indirek hemaglitinasyon yéntemi ile galisarak,
akut viral hepatit tanisi almis 44 olgunun 16'sinda (% 36.3), karaciger
hastaliklari tanisi almig 39 olgunun 4'Unde (% 10.21), kirsal kesimde
oturanlarin % 8.2'sinde, dondrlerin % 14.6'sinda ve hemodiyaliz nitesinde

olgularin % 57.1'inde HBsAg.'i pozitif olarak saptamiglardir (42).

Ozluarda ve ark.larinin, RPHA ydntemi ile yaptiklari ¢aligmada, kan
dondrlerinin % 7.34'Unde, saglikli kisilerin % 2.88'inde, akut viral hepatitli

olgularin % 46.89'unda HBsAg. pozitif olarak saptanmigtir (43).

Findik ve ark.larinin, RPHA y&ntemi ile kan donérlerinde yaptiklarn
galigmada, HBsAg. % 21 oraninda pozitif saptanmistir (41). Mentegoglu ve
ark.lari RIA ile HBsAg.yi % 6.7, Gézdasoglu ve ark.lari gene RIA ile % 11,
Palabiyikodlu ve ark.lari ise ELISA ile :% 14.7 oraninda pozitif olarak

saptamiglardir (44).

Colak ve ark.larinin degisik toplum gruplarinda, ELISA ile yaptiklari

tarama sonucunda HBsAg, yemekhane personelinde % 7.77, masabag!

memurlarinda % 7.14, yardimci saghk personelinde % 11.54, hemsire ve
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doktorlarda % 3.92, genelev kadinlarinda % 14.88 oraninda pozitif olarak

saptanmigtir (4).

Ozbal ve ark.larinin, RPHA ile yaptiklar tarama sonucunda, HBsAg
saghkh kigilerde % 5.1, hepatitlerde % 24.9, hastane personelinde % 19.7

oraninda pozitif olarak saptanmigtir (45).

Gozdasoglu ve ark.larinin yaptiklan bir galigmada, gruplar RIA ile hem
HBsAg, hem de anti-HBs igin taranmig, kontrol grubunda antijen % 11, antikor
% 47 oraninda pozitif olarak saptanirken, hastane personelinde antijen %
13.7, antikor % 52 oraninda pozitif olarak saptanmistir (46). ik kez bu
galismada yapilan antikor tayinleri, toplumumuzun en azindan gehirde
yasayan kesiminin yarisinin hepatit B virusu ile kargilagtigini, bunlarnin da % 10

kadarinin tasiytci oldugunu gostermektedir.

Bazi otdrlere gére, HBsAg tagtyiciligl, bozuk hiicresel bagisikliktan ileri
gelmektedir. Gergekten de lenfoma, I6semi, lepramatéz lepra, Down
sendromu gibi hastaliklarla, immunosuppresif tedavi uygulanan ve

transplantasyon yapilmig kisiler arasinda tasiyici stkligi yiksektir (33).

immunolojik durum diginda, enfeksiyonun kroniklesmesinde yas ve
seks &nemli faktdrler olarak bilinmektedir. Tasiyicilik kadinlarda % 1-3
oraninda gérulirken, erkeklerin % 5-10'unda gérﬁlmektedir;' Erigkinlerde
kroniklesme % 5-10 oraninda gérdllirken, infantlarda bu oran % 90'a kadar
ylikselmektedir (29). Bunlar diginda enfekte eden virus dozu da &nemli bir
faktér olarak kabul edilmektedir. Diglk doz virus ile enfekte olanlarda,
inkibasyon siresi daha uzun, hastalik seyri daha hafif olurken, genellikle

enfeksiyonun kroniklestigi izlenmektedir (14).
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HBsAg taslyicilarinda, bazi aragtiricilara gére yilda % 2-17(29), bazi
arastiricilara gére de % 1-2 oraninda spontan antijen kaybi gériilebilmektedir

(14).

HBV enfeksiyonu, komplikasyoniarinin fazlali§:, kroniklesmenin
yayginhg) nedeniyle ciddi bir enfeksiyondur. Bu ytlizden, llkemiz gibi ylksek
prevalansh Ulkelerin yanisira, dliglik prevalansli Ulkeler igin de halen énemli
bir halk saghg: problemidir (22, 28). Hasta ve tasglyicilarin kesin tanisinin
yapiimasi gerekmektedir. HBV, klinik bulgularla diger nedenlerle olan akut

viral hepatitlerden ayrilamaz. Kesin tani, virusa 6zgi serolojik markerlarin

tayini ile olur.
fnkidasyon Prodram Konvelesans
Periyodu Akut Discase Erken Geg
B HBsAg ] B Anti-HBs
Onemli Tam Testleri I IgM  Ant-HBe T e AntiHhe
1 1 3 1 1 1 L 1 1
1 2 3 4 5 6 7 8
DNA Polimera: i
HBV Partikilleri g AntidiBe —=~ =
Ag ve Ab'un rcladf
Aonsmantrasyonlan
Saptama Dizeyi
-
: Z:‘;‘;“;;i";;, ' 1 2 s s 5 6 7 s
ALT Y70
Semptomiar v A

Sekil: 3 Tipik (Klasik) Akut Hepatit B'nin Klinik, Biyokimyasal ve Serolojik Seyri (28).

19



HEPATIT B'DE SEROLOJIK MARKERLAR VE ANLAMLARI

Hepatit B ylizey antijeni (HBsAg): HBsAg, akut hepatitin kanda ilk
beliren isaretidir. Genellikle itk kez enfeksiyondan, 2-6 hafta sonra saptantr,
kulugka sliresi iginde titresi maksimum diizeye ylikselir ve semptomlar ¢iktigi
zaman diismeye baglar (47). Ortalama 3 ay iginde kaybolur, 20 haftaya kadar

kalabilir, 6 aydan uzun sire kalmasi, taglyicilik durumunu gdsterir (24).

Kanda HBsAg'nin varhigi aktif enfeksiyonla eg anlamhi kabul
edilmektedir (14,30). Akut hepatit gegiren bir hastada HBsAg pozitif
bulundugunda, hepatit B disinilmelidir. Ancak tagiyici bir kigide baska bir
etkenle meydana gelen hepatitin eklenmesi veya kronik aktif hepatitin

alevlenmesi de ayni bulgularn verebilir.

Akut HBV enfeksiyoniu hastalarin bir boéliminde HBsAg hi¢ bir
zaman bulunmamaktadir. Hoofnagle ve ark.lari, antiHBc titresi yliksek, HBsAg
titresi RIA ile saptanabilecek diizeyin altinda ve {stlinde dalgalanmalar
gbsteren bir hasta tanimlamiglardir (14). Bu hastada bazi zamanlarda en

duyarli testlerle bile HBsAg'nin negatif bulundugu bildirilmistir.

Transflizyon sonrasi hepatit B'ye yol agan vericilerin, HBsAg titreleri
saptanabilecek diizeye ulagmadan &nceki inkiibasyon ddéneminde olma
olastliklan vardir. Ayrica HBsAg titresinde yukarda s6z{ edilen dalgalanmalar

nedeniyle de HBsAg saptananamiyor olabilir (14,117, 21). Bazi olgularda ise
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HBsAg, klinik tablo sona ermeden, hatta hastalik baglamadan

kaybolabilmekte, béylece HBsAg saptanamamaktadir.

Hepatit B "e" Antijeni (HBe Ag): Kanda HBsAg ile ayni zamanda veya
birka¢ glin sonra saptanabilir. HBe Ag, on haftadan fazla pozitif kalanlarda,
enfeksiyonun kroniklegsme olasiligi ylksektir (14,17,24).HBe Ag viral
replikasyonun varligini gdstermektedir. Akut veya kronik enfeksiyon sirasinda,

HBe Ag varsa, bulagicilik olasiligi ylksekdir.

HBsAg tasgiyicilarinda, HBe Ag varligi kétl bir prognostik bulgudur.

Daha ciddi bir seyir ve kronik karaciger hastaligi gelisme olasiligi ylksektir (48).

HBV DNA ve DNA polimeraz: HBe Ag'den daha duyarli viral
replikasyon markerlarndir. Anti HBe pozitif olan olgularda bile, HBV DNA pozitif

bulunabilmektedir. Ancak rutin serolojik arastirmalarda kullaniimamaktadir (28).

Anti-HBc: HBc Ag, hastaligin akut déneminde karacigerde, buna karsi
olugan anti-HBc ise HBV ile enfekte her hastanin kaninda bulunmaktadir.

HBsAg'den yaklagik Gg-beg hafta sonra kanda saptanabilmektedir.

Ik antiHBc tepkisi, IgM sinifi antikorlar ile olusmaktadir. Akut hepatit
B'li tim hastalarda antiHBc IgM bulunmakta, tipik olgularda en ge¢ yedi-sekiz
ay iginde kaybolmaktadir. Total antiHBc titreleri, iyilesmeden sonra diismekte,
buna kargin kronik olgularda, antiHBc titreleri yliksek olarak saptanmaktadir

(14,28).
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HBsAg saptanamayan, ancak yiliksek titrede antiHBc saptanan
olgulardan alinan kanlarin, HBV enfeksiyonunu bulastirabilecegi saptanmigtir.
Yalnizca yliksek titrede anti HBc bulunan kanlarin potansiyel olarak

enfeksiy6z kabul edilmesi gerektigi bildirilmigtir (14).

Anti-HBe: HBe Ag'ye karst olusan antikordur. Genellikle klinik
bulgularin en yiiksek oldugu dénemde, HBe Ag'nin kaybolmasindan birkag
hafta sonra olugmakta ve kanda uzun bir siire devam etmektedir (14,24,28).

Serumda antiHBe'nin bulunusu, prognozun iyi oldugunu gdsterir.

Anti-HBs: AntiHBs antikorlari, HBsAg'ye kars! olusur. Genellikle klinik
belirtilerin ve HBsAg'nin kaybolmasindan bir slire sonra ortaya gikmaktadir.
Hastalann yarisinda, HBsAg'inin kaybolmasi ile antiHBs antikorlarinin ortaya
¢ikigl arasinda, iki-tGg¢ hafta ile bir yil arasinda degigkenlik gésteren bir zaman

araligi bulunur. Bu déneme pencere dénemi "window period” denir.

AntiHBs, gegici antijenemili hastalarin %10'unda hi¢ bulunmayabilir.
Bazi hastalarda ise HBsAg ve anti HBs'nin ayni zamanda pozitif bulundugu

gosterilmigtir (14,28).

AntiHBs antikorlari, koruyucu ve bagisikligl saglayan antikorlardir,

varlig: kesin iyilegmeyi géstermektedir.
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Tablo IV: HBV Enfeksiyonunun Farkli Dénemlerinde Gd&rilen Serolojik

Markerlar (14,28).
Anti-HBC
Enfeksiyonun Durumu HBsAg Anti-HBs IgG IgM HBe Ag Anti-HBe
Geg inkubasyon dénemi + - - - -veya+ -
Akut Hepatit B + - + + + -
HBsAg negatif akut Hepatit B - - + + - -
Saglikli HBsAg tasiyicisi + - +++ +veya- - +
Kronik Hepatit B + - +++  +veya- + .
Yeni gegirilmis HBVenfeksiyonu - ++ ++  +veya- - +
Gok eskiden gegirilmis HBV enf. - +veya- +veya- - - -
Yakin gegmiste yapilmis HBV agis - ++ - - - -

HBYV ile ilgili serolojik markerlar beslica gsu amagclarla kullaniimaktadir;
akut ve kronik hepatit etyolojisinin saptanmasinda, hepatit B yéniinden risk
altinda bulunan Kisilerin immun durumlarinin saptanmasinda, HBsAg tasiyicisi
gebe kadinlarnn saptanmasinda anneleri HBsAg tastyicisi olan gocuklarda
asemptomatik kronik karaciger hastaliginin saptanmasinda (49); ayrica
hepatitin seyri, iyilegmesi, kroniklegsmesi ve bulagicilik dummu hakkinda fikir
edinme, portdrieti izleme, kan vericilerini tarama ve epidemiyolojik gcaligmalar

icin de serolojik markerler kullaniimaktadir.

Cok sayida serolojik marker olmasina karsin, uygulamada 6ncelikle
aranan HBsAg'dir. HBsAg'nin varligi hem akut, hem de kronik enfeksiyon
hakkinda fikir verir. Ayrica serolojik isaretlerin timiintn ilk agamada istenmesi

ekonomik agidan ve pratik olarak uygun degildir (26).
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HBsAg'nin Rutin olarak Taranmasi Gereken Durumiar:

1. Kan Donérlerinin Taranmasi: HBV enfeksiyonunun bulagmasinda

bilinen en énemli yol paranteral yoldur (2,30,32,33).

Kan transflizyonlarinin ge¢ ve en ciddi yan etkilerinden olan,
transflzyon sonrast hepatitlerde, HBV'nun énemi anlasildigindan beri, tim
dinyada ve yurdumuzda, kan vericilerinde yaygin olarak HBsAg taramalari
yapilimaktadir (32,43). Kan merkezleri ve kan bankalarinda rutin olarak HBsAg
taranmasina baglandikian sonra, transfiizyon sonrasi hepatit olgularinda
énemli bir azalma kaydedilmigtir (50). Glnldmuizde, transflizyon sonrast

hepatitier, non-A, non-B hepatit ile es anlamli kabul edilmektedir.

Transflizyon sonrasi hepatitlerin %90-95'i NANBH etkenlerinden
HCV'ye baghdir (12,35). Kalan %5-10'luk oranin HBV'a bagh oldugu
bildirilmekte, bu da en duyarli yéntemlerle bile HBsAg negatif bulunan

kanlarin transflizyonu ile agiklanmaktadir.

HCV igin, spesifik serolojik gésterge olan, anti-HCV taranabilmektedir.
Ancak serokonversiyon alti aya kadar uzayabildiginden, anti-HCV taranarak

olgularin yalnizca %40'I yakalanabilmektedir (40).

2. Gebelerin Taranmasi: Anneden infanta perinatal dénemde gegis,
geneliikle HBV tasiyicist annelerden, daha seyrek olarakta akut hepatit B
gegiren annelerden olmaktadir. Bu bebekler hepatit B enfeksiyonuna, daha
ylksek oranda da enfeksiyonun kronik sekillerine yakalanma tehlikesi

altindadirlar (28).
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Hepatit B olan annenin gocugu 1. HBsAg tasiyicisi olarak
asemptomatik kalabilir, tasiyicilik kronik karaciger hastaligi ile sonuglanabilir.
2. HBsAg pozitif olup asemptomatiktir, ancak daha sonra antijenemi
kaybolabilir. 3. HBsAg pozitifligi, agir fulminan hepatit ile sonuglanabilir veya

4. Gocuk tamamen normal olabilir (33).

Bugtlin diinyada tasiyiciliktan biyllk oranda perinatal gegis sorumiu
tutulmaktadir. Bu nedenle, gebelerde HBsAg taramalarinin rutin olarak
yapiimasi ve bebeklere gerekli profilaksinin uygulanmasi, toplumun saghgini

6nemli 6iglide tehdit eden tagiyicilarin azaltilmasinda ¢ok nemlidir.

3. Akut Viral Hepatit Etyolojisini Saptamada: Akut viral hepatitlerin
etyolojisini belirlemede, kanda ilk aranmas: gereken HBsAg olmalidir. Glinki

HBYV enfeksiyonlarinda en kolay ve en ¢abuk tanimlanabilen markerdir (4).

HBV enfeksiyonlarinin blylik ¢odunlugu, kanda HBsAg varhgi ile
birlikte goriiimektedir. Ancak tasiyici bir kiside baska bir etkene baglt hepatit
gelismis olabilecegi de dlsgiintimelidir (14). Ayrica bazen, aktif HBV
enfeksiyonuna ragmen kanda HBsAg bulunamiyabilir. Bu durumda akut

enfeksiyonunun saptanmasi igin, anti HBc IgM aranmalidir.

4. Medikal Personelin ve Yiksek Riskli Bélgelerdeki Hasta ve
Personelin Taranmasinda: Hepatit B'nin hastane personeli igin mesleki bir
tehlike oldugu iyi tanimlanmis bir olgudur (36,48). Ulkemizde, HBsAg
prevalansi yliksek oldugundan, bazi aragtiricilarin galigma sonuglar, saglik
personelinin bu bakimdan ayrica bir risk altinda bulunmadigini

diistindirmektedir.
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Gozdasoglu ve ark.larinin RIA ile yaptiklan galigmada HBsAg kontrol
grubunda %11.0, hastane personelinde %13.7 oraninda pozitif saptanmisg,

aradaki fark anlamli bulunmamistir (16).

Oral ve ark.larinin ELISA yéntemi ile yaptiklan g¢alismada, HBsAg
prevalansi hastane galisanlarinda %6.34 oraninda bulunmusg, bu ¢alismada

riskin genel populasyondan ylksek olmadigr saptanmigtir (36).

Dienstag ve ark.larinin RIA ile yaptiklar galismada, HBV serolojik
markeriari génuili kan dondrlerinde %5 oraninda bulunurken,hastane
galigsanlarinda %16 oraninda bulunmustur. Bu oran, g6ndlli kan
dondrlerindeki orandan ¢ok daha ylksektir. Bu galigmada, markerlarin
sikhiginin meslekte gegen yillarla ve yagla arttigi saptanmigtir. Ayrica HBV
markerlari kan bankasi ve laboratuvar galiganlari gibi kanla sik ve yogun
temasta bulunanlarda, kanla seyrek temas! olanlardan anlamli derecede
ylksek bulunmustur. Kanla sik ve yodun temasi olanlarda enfeksiyon riski
ylksek saptanirken, diisiik doz virusla devaml kargilasanlarda enfeksiyondan

¢ok immunite gelistigi bildirilmistir (52).

Medikal personelin HBsAg agisindan taranmasi, hepatitle kargilagma
riskinin belirlenmesi ve riskin nasil azaltilacagi konusunda korunma

6nlemlerine yénelinmesi agisindan dnemlidir.

Hastanelerde HBV enfeksiyonu agisindan y(ksek riskli bdlgeler
hemodiyaliz, onkoloji (niteleri, laboratuvarlar, kan bankalarn ve cerrahi yogun
bakim U{niteleridir. Bu bdlgelerde hem hastalar, hem personel HBsAg

agisindan rutin olarak taranmalidir. HBsAg pozitif bulunan personel bu
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Unitelerdeki duyarll hastalarla temas ettiriimemelidir. Benzer gekilde HBsAg
pozitif hastalar, HBsAg negatif hastalardan ayrilmalidir. Kan bankalarinda tim
personel taranarak, HBsAg pozitif personelin, kan Uriinlerini kontamine etme

riski azaltilabilir (48).

HBsAg TARAMADA KULLANILAN YONTEMLER

HBsAg taramada kullanilan yéntemler az, orta ve gok duyarl olmak
Gzere ¢ grupta toplanmistir. Birinci grupta az duyarlt deneyler yer almakta ve
birinci kusak testler olarak adlandiriimaktadir. Bunlar agar-jel difflizyon
deneyinin degisik sekilleridir. Az duyarli olduklarindan giinimiizde yaygin

olarak kullaniimamaktadirlar (1).

Teknoloji gelistikge duyarhliklarn birinci kugak testlere gére 5-20 misli
fazla olan ikinci kugak testler bulunmugtur (48). Bu grupta yer alan testler,
immunoelektro osmoforez (IEOP) testinin degdisik sekilleridir. Bu grupta en ¢ok
kullantlan testler, counterimmuno elektroforez (CIEP) ve kompleman fiksasyon
(CF) testleridir. Bu testler, basit ve ekonomik olmalarinin yanisira, deney
suresinin 60-90 dakika gibi kisa sireli olmasi nedeniyle yaygin olarak
kullanilmiglardir. Ancak, bu grup testlerde duyarhlik yeterli diizeyde degildir.
Bu grup testlerle potansiyel olarak enfeksiyéz birimlerin ancak %25'inden azi

saptanabiimektedir (48,50).

Uglincii kusak testlerde ise duyarlilik, agar-jel difflizyondan 2-10.000
kat fazladir (48). Bu grupta yer alan testler, radyoimmunoassay (RIA),
enzime-linked immunosorbent assay (ELISA) ve reverse passif
hemaglitinasyon (RPHA) dur. Uglincli kugak yéntemler arasinda da duyarlik

ve 6zglllik agisindan belirgin farklar bulunmaktadir (7).
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HBsAg taramada kullanilan testler ve duyarlilik farklari Tablo V'de

gb6steriimektedir (26).

Tablo V: HBsAg Taramada Kullanilan Yéntemler (26)

Test Duyarlilik Zaman Yorum
BIRINCI KUSAK
Agar jel diffuzyon Basit bir test
(AGD) Az 24-72sa.  Ozel bir araca gereksinim yok
IKINCI KUSAK
Counterimmun elektro-
forez (CIEP) 5-10 x> AGD 1-2 sa.
Kompleman fiksasyon
(Ch 5-10 x AGD 24 sa.
Reversepasiflatex 1sa. Basit ve ucuzdur.
aglitinasyon Yalanct pozitif reaksiyon sik
Pozifler bagka bir testle
konfirme edilmeli.
UGUNCU KUSAK
Reverse pasif 10-100x>Ikin- Basit ve hizlidir.
hemaglitinasyon ci kugak testler Yalanci pozitif reaksiyoniar
(RPHA) vardr.
Radyoimmunoassay 100-1000xIkinci 4-24 sa. Radyoaktivite ve pahali araca
(RIA) kugak testler gereksinim var,yar 8mra kisa.

Enzim linked immunosorbent 50-100 x > ikinci
assay (ELISA) kusak testler

Konfirmasyon testi olarak
kultanilabilir,

Radyoaktivite gerekmez.
Yari 6mrl uzun.
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1. Agar-Jel Difflizyon Testi (AGD) (Ouchterlony Y&ntemi:
Agar iginde GCift Yénli Yayilma ile Presipitasyon)
Yéntemi

Agar plagin icine, karsthkli ¢ukurlar agilarak, hem antijen aranacak
serum, hem de antikorlu antiserumiar konulur. Test serumunda antijen varsa,
antijen ve antikor bulunduklan c¢ukurdan agar iginde birbirlerine dogru
yayilarak, optimal miktarlarda kargilastiklari noktada presipitasyon gizgileri
olugur. 24-72 saatlik bir zamana gereksinim vardir. Diger yéntemlerden daha

az duyarhdir (9).

2. Counter Immunelektroforez (CIEP) (Karsit gidisli immune-
lektroforez-Double elektroimmunodiffizyon) Yéntemi

Agar-jel difflizyon testinden 5-10 misli daha duyarhdir (9).
Elektroforezli jel iginde iki y6nll yayillma presipitasyon temeline dayanir. 8.2
pH'da jel ortamda, bilinen bir antijen veya antikor aracili§i ile kargiti
elektroendozmotik fenomenden yararlanilarak saptanir, aranan varsa 30-60

dakika iginde iki kuyucuk arasinda presipitasyon bandi olugur.

OJO" O
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Sekil 4: CIEP'de pozitif sonuglar (39).
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3. Radyolmmuno Assay (RIA) (Radyoaktifli immun Deney)
Yéntemi

RIA, viral antijen ve antikorlari picogram konsantrasyonlarda
6lgllebilen gok duyarl bir testtir (54). HBsAg taramasinda kullanilan en duyarli

testlerdendir.

Ydntemin temeli spesifik bir antikor igin isaretli (bilinen) ve isaretli
olmayan (bilinmeyen) materyalin kompetisyonudur. Antijen ve antikor

arasinda olugan bilegikler sonradan ayrilarak radyoaktivite miktar: saptanir.
Yayg:n olarak kullanilan 2 RIA yéntemi vardir.

a) Solid Faz RIA; Test drnekleri, anti-HBs antikorlari ile kaplanmig
boncuk veya plastik tiiplere eklenir. inkiibasyon agamasindan sonra, tiip veya
boncuklar gama sayaci ile sayilir. Ozgiil olmayan yalanci pozitif sonuglar

gorilebilecedinden, pozitif sonuglarin konfirmasyonu gerekmektedir.

b) Gift Antikor veya Radyoimmunopresipitasyon (RIP): Bu
ydntemde, bilinen miktarda anti-HBs antikoru ile 1251 ile isaretli HBsAg, test
érnekleri ile inklibe edilir. Daha sonra gama globuline kargi eklenen ikinci
antikorla reaksiyona girerek, antijen antikor kompleksleri olarak ¢dker. Test
6rneginde HBsAg varsa, anti HBs ile radyoaktif isaretli HBsAg arasindaki
reaksiyonu 6nler, bdylece serbest kalan radyoaktif igaretli HBsAg'nin, bagl ve

presipite 1251-ile isaretli HBsAg'ye orani biiyiir.

RIA testleri, hemaglltinasyon testlerinden 10 kat, CIEP'den 1000 kat
daha duyarlidir (9).

30



Jé] C O Polystyrene bilya

ol :).(: L
g\, . Q¢ ™Y Antijen
* <
A
%(: .C /3% 37(? Antikor

¥ j jﬁc I 1.31 ile isaretlenmig
Antikor

Sekil 5: Radyoimmuno Assay (39).

4. Enzim Linked immunosorbent Assay (ELiSA) (Enzimli
immun Deney) Yéntemi

ELISA yéntemi antijen-antikor iligkisinin, antikorlara baglanmig bir

enzimin aktivitesini izlemekle aragtirimasi temeline dayanir.

ELISA yéntemi ile hem antijen, hem de antikor aragtirilabilir. Bu
y6ntem ile antikor arastirmak igin, énceden Uzerine bilinen antijen tespit
edilmis olan 6zel mikropleytler kullanilir ve test serum dillisyonlari ile inkibe
edilip yikanir. Daha sonra enzimle isaretlenmis antimmunglobilin eklenir ve
tekrar inklibe edilir. Sistemde olusan enzim aktivitesi spesifik bir substrat

eklenerek olglilr ve renk degisikligi kolorimetrik olarak okunur.

ELISA yéntemi ile antijen arastinimak istendiginde, bilinen antikor kati
bir ylizeye tespit edilir. Daha sonra antijen aranacak test serumu eklenir ve
yikanir. Sistem (izerine enzimle isaretli ikinci antikor eklenir, inkibe edilir ve

yikandiktan sonra substrat eklenip enzim aktivitesi kolorimetrik olarak élguldr.
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Kullanilan baglica enzim ve substratiar peroksidaz, alkalen fosfataz,

bela galaktosidaz enzimleri ve bunlarnn substratlaridir.

. x x Enzimle igaretli
Y Y % % anti-HBs bilegigi

1. Anti-HBs tesbit edilmis
mikropleyt

3. Enzim Igaretli ikinci
antikor ilave edilir.

HBsAg arastiri-

0____... lacak serum

— anti-HBs
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2. Anti-HBs tesbit edilmig mikropleyt 4. Inkiibasyon yikama sonra enzim
Uzerinde HBsAg arayacagimiz aktivitesi  kolorimetrik olarak
serum ilave edilir. HBsAg varsa okunur. Antijen yogunlugu
anti-HBs'ye baglanir. Yikanir. saptanir.

Sekil 6: ELISA yontemi ile HBsAg aragtiriima prensibi (55).
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ELISA duyarli bir ydntem olup, RIA'deki gibi 6zel bir sistem
gerektirmediginden, glnimiizde ¢ok kullanilan populer bir ydntemdir (9,54,

55,56).

5. Reverse Pasif Hemagliitinasyon (RPHA) (Dolayli=Pasif=
indirek Hemaglitinasyon=Ters Pasif Hemagliitinasyon)
Yéntemi

RPHA, aglutinasyon yénteminin bir modifikasyonudur. Aglitinasyon,
antikoriar ile birlesen mikroorganizmalar, alyuvarlar, spermatozoitler gibi

sekilli cisimlerin birbirine yapigmasi ve kiimelenmesine denir (15).
Aglltinasyon direk ve indirek (pasif=dolayh) olarak siniflandirilabilir.

Direk aglitinasyonda, hilicre veya ¢bzlinmeyen partikul halindeki
antijen direk olarak antikor ile agliitine olur. Ornek: A grubu eritrositlerin, anti-A

serumu ile aglutinasyonu.

indirek aglitinasyonda, erimis haldeki antijenler, alyuvarlara veya
latex, bentonit,inert partikiillerde adsorbe ettirilir. Ortama antijene 6zgtil antikor
eklendiginde, hticre veya partikillerin birbirine yapigmasi sonucu

aglutinasyon olur. Ornek; Romatoid faktdr igin latex agliitinasyon deneyi.

Partikiller veya eritrositlerin antikorlarla kaplanarak, bilinmeyen
antijenin aranmasina ise, reverse pasif hemaglitinasyon (ters pasif

hemaglitinasyon, ters dolayli hemaglitinasyon) denir (15,56).

RPHA, HBsAg aramlarinda kullanilan bir yéntemdir. Yéntemin temeli,
antiHBs antikorlan ile kaplanmig eritrositlerin, HBsAg varliinda

hemaglitinasyonudur.
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eritrositler aglutinasyonuna yol agacaktir.
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Sekll 7: RPHA ydntemi ile HBsAg arasgtiriima prensibi (48)

Aglitinasyon oimasi ve olmamasi igin gecgerli nedenler, bu yéntemin

modifikasyonu olan RPHA y&ntemi igin de s&z konusudur.

Aglitinasyon olabilmesi igin antijeni tasiyan hicre veya diger
parcaciklarin elektrolitli ortamda suspansiyon halinde olmalan gereklidir.
Béyle bir ortamda, ¢ok kiiglik pargaciklar, negatif elektrik y({ikii olduklarindan

birbirlerini iterek asinti durumunda bulunurlar (elektrostatik itme gtci).

Antijenle, antikorun birlesme istegi itme glicinden fazla ise, antikorlar
bu pargaciklardaki antijenlere yapigirlar. Aralarinda kopriler kurarak
elektriklilik 6zelligini kaldirirlar, gézle g6rulen biylk pargaciklar olusarak dibe
¢bker. Bazi durumlarda bu mekanizmanin galismas: aksayabilir. Ortamda
elektrolitier, pargaciklara bagl antijenler ve uygun antikorlar bulundugu halde

aglitinasyon olmaz. Bunun gesitli sebeplerinden biri de prozon olayidir (55).

Prozon olayi: Gozle gorillr aglltinasyon olusmasi igin antijen ve
antikorun esit miktarda bulunmalari gereklidir. Ortamda antikor fazlahg: varsa,
antijenii pargaciklarin her birlegme yani antikor ile birlegecek ve tim antijenler

bloke olacaktir. Antikorlarin serbest kalan yanlari ise birlesecek ve kdpru
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olugturacak serbest antijen pargacigt bulamiyacak ve aglitinasyon

olmayacaktir.

RPHA ydnteminde, prozon fenomenine bagli yalanci negatif sonuglar

olabilecegdi bilinmektedir (48).

RPHA testi yapilirken, U-tabanli bir defada kullanilip atilan plaklar
kullaniimaktadir. U-taban hdcrelerin daha hizli ¢gékmesini saglar. Her gukura
saflastiriimig anti-HBs ile kapl eritrosit suspansiyonundan birer damla
konularak, HBsAg aranacak serumlar eklenir ve 30 dakikadan 2 saate kadar
degisen slre sonunda sonuglar gézle okunur. Hemaglitinasyon varsa
hiicreler gukur tabanindaki ylizeye yayilir, hemaglitinasyon yoksa htcreler

cukur tabaninda bir halka veya diigme seklinde ¢oker (57).

RPHA uygulama kolayhgi, ayiraglarinin ekonomik olmasi ve pahali
gerece gereksinim godstermemesi gibi 6zellikleri nedeniyle yaygin olarak
kullanilabilen bir yéntemdir, ancak RIA ve ELISA yéntemlerinden daha az
duyarlidir. RPHA ydnteminde 6zgilil olmayan antikorlarin varligina bagh
yalanci pozitif sonuglar veprozon fenomenine bagh yalanci negatif sonuglar

olabilecegi de bildirilmigtir (1,23,48).
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Sekil 8: Reverse Pasif Hemaglutinasyon yéntemi ile elde edilen HBsAg'nin pozitif ve
negatif gérinimileri (39).
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Uglincli kusak yéntemlerden RIA, HBsAg taramalarinda en duyarl
ybntemlerden kabul edilmektedir (1,8). Halen diger deneylerin duyarlilhk ve
6zgllligini saptamada referans deney olarak kullaniimaktadir. Ancak pahali
gereg, kisa yarilanma 6mirli ayiraglara gereksinim gdstermesi ve radyo

izotoplarla galigma riski gibi dezavantajlarn vardir.

ELISA duyarlilik bakimindan RIA'ya yakindir, ayrica radyoizotop
riskinin ortadan kalkmasi, ayiraglarin tiketim siresinin uzunlugu gibi
avantajlari da vardir (1,57). Ancak, glinimuizde ticari kitleri oidukga pahall

olan bir yéntemdir.

RPHA duyarlilk bakimindan, RIA ve ELISA yéntemierinden sonra
gelmektedir. RPHA hizli, ucuz ve basit bir test olarak ELISA'nin
kullanilamadig) merkezlerde, rutin taramalarda kullanilabilecek bir testtir (10).
RPHA'nin avantajlarindan biri de kan bankalarinda galigan teknisyenler igin
¢ok bilinen ve kolay bir test olmasidir. Teknige dikkat etmek ve stabil eritrosit
ayiraglarinin hazirlanmasi kosulunda duyarliliinin RlA'ya yakin oldugunu

bildiren gahgmalar vardir (48,57).
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GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada &nceden ELISA ile taranmig ve HBsAg pozitif bulunmusg
serumlar RPHA yoéntemi ile tarandi. RPHA y&ntemi ile HBsAg negatif olarak
degerlendirilen serumlarin, muhtemelen igerdigi antijenlerin test eritrositlerine
adsorbe oldugu, ancak antijenin gdzle gorullir aglitinasyon olugturacak
miktarda olmadig:t dlslindlerek ayni ydntemle; yéntemin  esasi
degistirilmeksizin, ilk test gukurundan belirli miktar serum ({st sivt) geri alinip,

Ustine yeniden ayni miktarlarda test serumu eklenerek, test tekrar edildi.

Serumlar: Bu galismada 131'i degisik zamanlarda G.U.T.F.
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda, 50'si Yiiksek ihtisas Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda, 26'si H.U.T.F. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda ELISA testi ile
taranarak, HBsAg pozitif bulunmus toplam 207 serum ile G.U.T.F. Mikrobiyoloji
laboratuvarinda ELISA ile taranarak HBsAg negatif bulunan 25 serum
kullanildi. Serumlar, galigma zamanina kadar -20°C'lik derin dondurucuda

saklanildi.

Testin Caligsma Prensibi: Tannik asitle duyarlandiriimig hindi
eritrositleri ylizeyine antikor globulinler baglanmigtir. Antikor, HBsAg'ye kargi

elde edilmig at antiserumunun ileri derecede saflagtirimasiyla hazirlanilarak,
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tannik asitle iglenmig hindi eritrositlerine baglanmistir. Elde edilen bu duyarh

hicre suspansiyonu, HBsAg varhiginda agliitine olacaktr.

Cok dislk oranda normal insan serumu, at serum proteinleri veya
hindi eritrositleri ile reaksiyon vererek, duyarl hiicrelerin 6zgil olmayan
aglitinasyonuna yol agabilir. Normal at immunglobdlini ile kaplanmig kontrol

hiicreleri ile bu 6zgll olmayan reaksiyonlar kontrol edilebilir.
Aragtirmada Kullanilan Cihaz ve Ayiraglar:

1. 2 MLIik otomatik pipet (Oxford)

2. 25 MLlik otomatik pipet (Oxford)

3. RPHA kiti (Hepatest-3, Wellcome Hemaglitinasyon Kiti, VKO7).

4. RPHA testi 200 testlik olup, yeterince U tabanli mikrotitrasyon
plaklari icermektedir.

Testte Kullanilan Ayiraglarin Bilegimi ve Hazirlanmasi

1.Test Hucreleri: Her test hiicre sisesinde, aldehid ve tannik asitle
islendikten sonra, saflastinimis at HBs antikorlan ile kaplanmig liyofilize hindi

eritrositleri bulunur.

2. Kontrol Hiicreleri: Her sisede, aldehid ve tannik asitle iglenmis,

normal af globiilini ile kaplanmig liyofilize hindi eritrositleri bulunur.

3. Sulandirici Tampon: Her sisede 20 ml. veya 100 ml. normal
hindi serumu, normal at serumu, normal insan serumu ve sodyum azid igeren,

pH 7.2 olan fosfat tamponlu tuziu su bulunmaktadir.
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Tampon herhangi bir sulandinma gerek olmadan, kullanima hazirdir.

4. Pozitif Kontrol: Her sisede, 60°C de en az 10 saat isitilarak

inaktive edilmig, HBsAg igeren 0.5 ml dilue insan serumu bulunur.

Tarama esnasinda pozitif kontrol, test hiicreleri ile tam bir agliitinasyon

vermeli, kontro! hiicrelerinde ise aglitinasyon gérilmemelidir.
5. Negatif Kontrol: Her sisede 0.5 ml. normal insan serumu bulunur.
Negatif kontroil, test hlicreleri ve kontrol hiicreleri ile aglitinasyon
vermemelidir.
Deneyin Yapilisi:

1. Toplanmis olan serumlar, deneyden &énce derin dondurucudan
cikarnilarak ¢éziimeleri beklendi. TUm serumlar eritrositler ve gézle gorilebilen

partiktller agisindan degerlendirildi.

2. Tum ayiraglar deneyden énce oda isisina alinarak, test ve kontrol
hlicreleri, testten 15 dakika énce 1'er ml. sulandirici tamponia sulandiridi. Test
ve kontrol hicreleri sulandirildiktan sonra artanlar -20°C'de 1 ay

saklanabilmektedir.
3. U tabanl mikropleytler kontrol ve deney serumlarn igin isaretiendi.

4. 25 pl'iik otomatik pipet kullanilarak, birer damla sulandirici tampon,
plaktaki isaretli gukurlara konuldu. Her serum 6rnegi, pozitif ve negatif kontrol

igin birer gukur ayrildt.
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5. 2 pl'lik mikropipet ve bir defada kullanilip atilan uglar kullanilarak,
uygun gukurlara birer damla serum 6rnegdi ve kontroller eklendi. Her 6rnek igin

ayn ug kullanildi.

6. 25 ul'lik mikropipetle test gukurlarina birer damia test hiicre

suspansiyonu damilatildr.
7. Plak duz zemin lzerinde hafifge galkalanarak hicreler karigtiniid.

8. Plak Uzerine plastik bir kapak &rttldi. Gin 151g1 ve titresimden

uzakta, oda i1sisinda birakildt.

9. 1/2 ve 2 saat sonra sonuglar okundu ve kaydedildi.

Sonuglarin Okunmasi:

Pozitif reaksiyonda; hlcreler kismen veya tamamen kiimelenerek

gukurun tabanina yayilirlar.

Negatif reaksiyonda, hiicreler gukurun tabaninda diigme veya halka

goruntlsl olugtururlar.
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Sekil 9: RPHA ydntemi ile HBsAg aranmasi ve degerlendiriimesi (50).
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Sonuglar bu bilgilere gére degerlendirildikten sonra pozitif bulunan
dérneklere konfirmasyon testi uygulandi. Bunun igin pozitif bulunan serum
érnekleri ayni anda test ve kontrol hicreleri ile kargilagtirildi. Konfirmasyon

testinde, testte anlatilan ydntem aynen uygulandi.
Konfirmasyon Testinin Yorumlanmasi:

Sonuglar okunurken, pozitif bulunan 6rnekler igin test gukurunda
aglutinasyon goérdimelidir. Kontro! gukurunda ise aglitinasyon olmamalidir. Bu

test sonuglarindaki pozitifligin, yalanci pozitiflik olmadigini gésterir.
Konfirmasyon testi sonuglar bu esasa gére okundu ve kaydedildi.

Yalanct pozitif reaksiyonlara rastlanildiginda, konfirmasyon testinin
ikinci agamasi uygulanir. Bu agamada (¢ hacimli hemaglitinasyon inhibisyon
testi uygulanir. Test igin ¢ gukur ayrilir. Once her ¢ gukura da uygun
dilisyondaki absorbe test serumundan birer damla damlatilir. daha sonra ilk
cukura HBsAg'ne kargl at anti serumu, ikinci ve Gglncii gukura birer damla
normal at serumu damlatilir. Birinci ve ikinci gukura test hiicreleri, Gglncl
gukura kontrol hiicreleri eklenir. Sonuglar okunurken, birinci ve Gglncl
Ggukurda negatif. reaksiyon, ikinci gukurda ise pozitif reaksiyon gérilmesi,

gercek pozitif reaksiyonu gdsterir.

RPHA ile taranan serumlardan, negatif bulunanlara, ikinci bir asama
uyguland:. ikinci agamada ELISA ile pozitif bulunmusg olmalarina kargin, RPHA
ile negatif degerlendirilen serumlardaki antijen miktarinin RPHA ile
6lclilemiyecek miktarda olup olmadigini gdsterebilmek amaciyle, ilk test

gukurlar Gzerinde sirasiyle su iglemler uyguland..
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1. Test gukurundaki Ust sividan, otomatik pipetle 25 ul dikkatle aspire

edildi.

2. Gukurda kalan eritrosit kimesi Uzerine ayni hastanin 1/12.5'luk
serumundan 25 pl eklendi. Ayni pipetle, eritrositlerin bu yeni sivida dagiimasi

pipetienerek saglandi.

3. Mikropleyt oda isisinda, 1gik ve titregsimden uzak 2 saat birakildi.

Sire sonunda tekrar degerlendirildi.

Bu agsamadan sonra HBsAg negatif bulunan, ancak ELISA y&ntemi ile
pozitif bulunmusg olan serumlara, yukarda tanimlanan konsantrasyon iglemi,

ikinci kez uygulandi. Sonuglar okundu ve kaydedildi.

Yukardaki iglemler, ELIiSA ile taranarak, HBsAg negatif bulunan 25

seruma da uygulandi. Sonuglar okundu, kaydedildi.
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BULGULAR

ELISA ile taranarak HBsAg pozitif bulunmus toplam 207 serum 4 grup

halinde, 6nce RPHA testi ile tarandi.

Tablo-VI: ELISA ve RPHA testleri ile HBsAg pozitif Serum Sayisi

ELISA ile HBsAg(+) RPHAile HBsAg(#) RPHA ile HbsAg(-)

Sayi Sayi Say!i
1. grup 106 74 32
2. grup 26 20 6
3. grup 50 47 3
4. grup 25 20 5
Toplam 207 161 46

RPHA'nun ELISA'ya gére pozitif serumlari bulmadaki duyarlihgi, 1.
grup serumlar igin %69.8, 2. grup serumlar igin %76.9, 3 .grup serumlar igin
%94.0, 4. grup serumlar igin %80.0, toplam serumlar igin %77.7 olarak

bulunmustur.

Sonuglar, bagimii érnekler igin Khi kare testi uygulanarak énemlilik

agisindan degerlendirilmigtir.
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RPHA'nun ELISA'ya gére duyarlilik farki 1.grup igin %30.2, 2. grup igin
%23.1, 3.grup igin %6.0, 4. grup igin %20.0, serumlarin toplami séz konusu

oldugunda, %22.3 olarak bulunmusgtur.

Tablo-VIl: RPHA'nun ELISA'ya Gére Duyarliligi ve ELISA'dan Duyarlilik Farki

RPHA'nun ELISAya RPHA'nun ELISA'dan Onemlilik Derecesi
Gore Duyarihdi (%) Duyarliki Farki (%) p; 0.05
1. grup 69.8 30.2 p<0.05
2. grup 76.9 23.1 p<0.05
3. grup 94.0 6.0 p>0.05
4. grup 80.0 20.0 p<0.05
Toplam 77.7 22.3 p<0.05

- Tabloya iligkin agiklama

- Bagimh érneklerde Khi kare testi ile p<0.05 énemli, p>0.05 dnemsiz.

istatistiksel olarak, RPHA'nun ELiSA'ya gére duyarlilik farki birinci,

ikinci ve dérdincl grup igin dnemli, Gglincl grup iginse 6nemsiz bulunmustur.

RPHA ile pozitif bulunan serumlara konfirmasyon testi uygulandiginda
yalanci pozitiflik olmadigi gériilmis ve konfirmasyon testinin ikinci agamasi
uygulanmamigtir. Galismada kullanilan RPHA testinde yalanci pozitiflik (non

spesifik aglltinasyon) olmadig: kabul edilmistir.

ELISA ile HBsAg pozitif bulundugu halde, RPHA testi ile negatif
bulunan serumlarda, ayni yontem ile, ayni dillisyondaki hasta serumu bir misli

artinlarak, test tekrarlandi. Amag, antijen miktarini konsantre etmek

44



oldugundan bu agamaya 1. konsantrasyon agamasi denildi ve sonuglar séyle

bulundu;

RPHA ile 1. gruptaki 106 serumdan 74'G HBsAg pozitif bulunmugken,
1. konsantrasyon agamasindan sonra HBsAg pozitif serum sayisi 88 olarak
bulundu. 2.gruptaki 26 serumdan 20'si RPHA ile HBsAg pozitif bulunmugken,
1. konsantrasyon asamasindan sonra bu sayi 26'ya ylkseldi, 3. grup serumlar
icin 47'den 5Q'ye, 4. grup serumiar iginse HBsAg pozitif sayist 20'den, 23'e
ylkseldi. Toplam 207 serumdan RPHA ile 161'i HBsAg pozitif bulunurken, 1.
konsantrasyon agamasindan sonra, HBsAg pozitif serum sayisi 187 olarak

bulundu.

Tablo-VIil: ELISA, RPHA ve 1. konsantrasyondan sonra RPHA ile HBsAg

pozitif Serum Sayisi.

1. konsantrasyondan

ELISA ile HBsAg (+) RPHA ile HBsAgQ (+) sonra RPHA ile HBsAg(+)
Say! Say!i Say!i
1. grup 106 74 88
2. grup 26 20 26
3. grup 50 47 50
4. grup 25 20 23
Toplam 207 161 187

1. konsantrasyon asamasi uygulandiktan sonra RPHA testinin,
ELISA'ya gére duyarlihdi, 1. grup igin %88.0, 2. grup igin %100, 3. grup igin
%100, 4.grup icin %92 ve toplam serumlar igin %90.3 olaak bulunmustur.

istatistiksel olarak, 2. ve 3. grup serumlar igin RPHA ile ELISA arasinda
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anlamh bir duyarlilik farki kalmadigi, 1. ve 4. gruplar igin ise halen anlamh bir

duyarhlik farki oldugu bulunmustur.

Tablo-IX: 1. Konsantrasyon Asamasindan Sonra RPHA'nun ELiSA'ya
Gére Duyarliigi ve ELISA'ya Gére Duyarliik Farki

1. konsantrasyon 1. konsantrasyon Onemlilik

asamasinin ELISA'ya ile ELISA'nin duyarlilik Derecesi

gbre duyarhhdi (%) farki (%) p: 0.05

1. grup 88.0 12 p<0.05
2. grup 100 0 p>0.05
3. grup 100 0 p>0.05
4. grup 92.0 8.0 p<0.05
Toplam 90.3 9.7 p<0.05

Klasik yéntemle uygulanan RPHA'nun, 1. konsantrasyon agsamasi
uygulandiktan sonraki RPHA'ya gére duyarliligi 1. grup icin %82.9, 2. grup
igin % 73.0, 3. grup igin % 92.0, 4. grup i¢in % 82.0 toplam serumlar igin

%85.5 olarak bulunmusgtur.

Tablo-X: RPHA'nun, 1. Konsantrasyon Agsamasina Goére Duyarlihg ve
Duyarlilik Farki.

RPHA'nun

RPHA'nun, 1. Konsantrasyona 1.Konsantrasyondan Onemlilik

Gore Duyariig (%) Duyarilik Farki (%) p:0.05

1. grup 82.9 17.1 p<0.05
2. grup 73.0 27.0 p<0.05
3. grup 92.0 8.0 p>0.05
4. grup 82.0 18.0 p<0.05
Toplam 85.5 14.5 p<0.05
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Istatistiksel olarak, 1., 2. ve 4. grup serumlar igin, 1. konsantrasyon

asamasinin RPHA'nun duyarliigini énemli derecede artirdigi bulunmustur. 3.

grup serumlar igin, istatistiksel olarak iki yéntem arasinda &nemli bir fark

bulunamamisgtir.

Tablo-XI: RPHA ve 1. Konsantrasyon Agamasinin ELISA'ya Gére

Duyarhliklar:
RPHA-duyarlilik 1. Konsantrasyon
(%) duyarlilik (%)
1. Grup 69.8 88.00
2. grup 76.9 100.0
3. grup 94.0 100.0
4. grup 80.0 92.0
Toplam 77.7 90.3

1. konsantrasyon

agsamasindan sonra HBsAg negatif bulunan

serumlar, ayni dilusyonda bir misli daha artirilarak, yani ikinci kez konsantre

edilerek tekrar test edildi. Bu asamaya 2. konsantrasyon agsamast denildi. 1.

konsantrasyon agamasindan sonra 2. ve 3. grup serumiarda HBsAg negatif

serum bulunmadi@ igin bu gruplarda 2. konsantrasyon asamasi uygulanmadi.
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Tablo-Xll: ELISA, RPHA, 1. Konsantrasyon ve 2. Konsantrasyon
Asamalarinda Bulunan HBsAg(+) Serum Sayisl.

ELISA ile RPHA ile 1. Konsantrasyonda 2. Konsantrasyonda
HBsAg(+) HBSAg(+) HBSAg(+) HBSAg(+)
Say! Say! Say! Sayi
1. grup 106 74 88 97
2. grup 26 20 26 -
3. grup 50 47 50 -
4. grup 25 20 23 24

1. konsantrasyon yénteminin, 2. konsantrasyon ydntemine gére
duyarlihdi 1. grup igin % 90.7, duyarhhk farki % 9.3, 4. grup igin duyarligi %
95.8, duyarlilik farki % 4.2 olarak bulunmusgtur.

Tablo-Xlll: 1. Konsantrasyon Asamasinin, 2. Konsantrasyon Agamasina
Gore Duyarlilig ve Duyarlilik Farki

1. Konsantrasyonun 1. Konsantrasyonun

2. Konsantrasyona 2. Konsantrasyondan Onemlilik

gbre duyarlihg (%) duyarhhk farki (%) (p: 0.05)
1. Grup 90.7 9.3 p<0.05
4. grup 95.8 4.2 p>0.05

istatistiksel olarak 1. grup igin, 2. konsantrasyon asamasinin, 1.
konsantrasyon agsamasina gére duyarlihig: énemili derecede artirdigi, 4. grup

icin iki ydntem arasinda énemli bir duyarlilik farki olmadigi bulunmustur.
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Klasik RPHA testinin, 2. konsantrasyon asamasina gbre duyarhhg 1.
grup igin % 75, duyarlilik farki % 25 4. grup igin duyarliigi % 83.3, duyarlilik

farki % 16.7 olarak bulunmustur.

Tablo-XIV:  Klasik RPHA'nun, 2. Konsantrasyon Agamasina Gére
Duyarhihg) ve Duyarhlik Farki

RPHA'nun RPHA'nun
2. Konsantrasyona 2. Konsantrasyondan
gbre duyarihg duyarlilik farki Onemiilik
(%) (%) (p:0.05)
1. grup 75.0 25.0 p<0.05
4. grup 83.3 16.7 p<0.05

istatistiksel olarak, 2. konsantrasyon asamasinin uygulanmasinin,
klasik RPHA testinin HBsAg pozitifleri bulmadaki duyarliigini énemli derecede

artirdig bulunmustur.

2. konsantrasyon agamasinin, ELISA'ya gére duyarliligi 1. grup igin %
91.5, duyarlilik farki % 8.5, 4. grup igin duyarlligi % 96.0, duyarlilk farki % 4.0

olarak bulunmustur.

Tablo-XV: 2. Konsantrasyon Asamasinin ELISA'ya Gére Duyarlii§i ve

Duyarhlik Farki
2. Konsantrasyonun 2. Konsantrasyonun
ELISA'ya gére duyarliligi ELISA'dan duyarlilik farki Onemlilik
(%) (%) (p:0.05)
1. grup 91.5 8.5 p<0.05
4. grup 96.0 4.0 p>0.05
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[statistiksel olarak, 1. grup igin 2. konsantrasyon agamasi ile ELISA
testleri arasinda halen énemli bir duyarhlik farki oIduQU, 4. grup igin ise arada
énemli bir duyarlilik farki kalmadigi bulunmustur.

Tablo-XVI: ELISA, RPHA, 1. Konsantrasyon ve 2. Konsantrasyon

Yéntemlerinde HBsAg(+) Bulunan Serum Sayisi ve ELISA'ya
Gore Duyarlilik Kargilastirmasi.

ELISA RPHA 1. Konsantrasyonda 2. Konsantrasyonda
HBsAg(+) HBSAg(+) HBSAg(+) Sayi HBSAg(+) Sayi
Say! % olarak duyarlilik % olarak duyarlilik % olarak duyarhlik
1. grup 106 74(%69.8) 88(%88.0) 97(%91.5)
2. grup 26 20(%76.9) 26(%100) -
3. grup 50 47(%94.0) 50(% 100) =
4. grup 25 20(%80.0) 23(%92.0) 24(%96.0)
Toplam 207 161(%77.7) 187(%90.3) -

ELISA ile HBsAg negatif bulunan 25 serum, énce klasik RPHA testi ile
tarand! ve timi HBsAg negatif bulundu. 1. ve 2. konsantrasyon asamalarinin
reaksiyonu degistirip degistirmedigini gbérmek igin, 25 seruma, her iki
asamada uygulandi. Sonuglarin degismedigdi, bu asamalar sonrasinda da, 25

serumun HBsAg negatif oldugu bulundu.
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TARTISMA

Buradaki caligmada 6nce, en duyarli yéntemlerden kabul edilen
ELISA ile HBsAg taranarak pozitif bulunmusg olan serumlar, RPHA ile tekrar
tarandi. RPHA'nun pozitifleri bulmada ELISA'ya gére duyarliids, 1. grup igin %
69.8, 2. grup igin % 76.9, 3. grup igin % 94.0, 4. grup igin % 80.0, toplam
serumiar igin ortalama % 77.0 olarak bulunmugtur. Aradaki duyarlilik farki

birinci, ikinci ve dérdiincli grup serumlar igin anlamli bulunmustur.

HBsAg'nin tespit edilebilmesi amaciyle bugiine kadar degisik serolojik
y6ntemler gelistirilmigtir (9,11). Bunlardan birinci ve ikinci kugak yGntemler
duyarhiliklar az oldugundan terkedilmis, ¢ok daha duyarli olan tglincl kugak

yéntemler kullaniimaya baglanmigtir.

HBsAg taranmasinda kullanilacak yéntemin duyarli, 6zgil ve guvenilir
olmasi gereklidir. Ancak tim o&zelliklerin bir testte saglanmasi da kolay
degildir. Her yeni gelistirilen yontem bir 6ncekinden Ustiin olmakla birlikte,
rutin taramalarda gabuk sonug veren ve uygulanmasi kolay olanlar gegerli

olmaktadir (50).

1970'li yillarda yaygin olarak kullaniflan CIEP, tarihi bir test olan

Ouchterlony’'nin agar-jel difizyonundan 10-30 kez daha duyarhdir.
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Uygulanmasi kolay olan ve kisa siirede sonug veren bu yéntem, az duyarh
olusu nedeniyle terkedilmigtir. Tlret ve ark.lannnin RPHA ve CIEP'le
kiyaslamal olarak yaptiklari ¢alismada, CIEP'in pozitifleri yakalamada,

RPHA'dan % 25 daha az duyarli oldugu bulunmugtur (50).

Wallace ve ark.larinin RIA, RPHA ve CIEP'le kiyaslamali olarak
yaptikiar bagka bir caligmada, CIEP'in RPHA ve RIA'dan ¢gok daha az duyarli
oldugu bildiriimistir (58). Bilgehan ve ark.lari, RPHA'nun CIEP'den 4.5-6 kez
daha duyarli oldugunu bulmusglardir (6). Withers ve ark.lannin yaptiklari bagka

bir galismada, RPHA, CIEP'den % 35 daha duyarli bulunmusgtur (2).

ikinci kusak y&ntemlerden olan CIEP yeterince duyarl olmadi§indan
terkedilmis, bunun yerini (glincli kusak testler almistir. RPHA, ELISA ve RIA
Uglinct kugak testlerdir. Ancak bu yéntemler arasinda da duyarlilik ve 6zgulitik

agisindan dnemli farklar bulunmustur.

Uglinc kusak testlerden ELISA ve RIA en duyarl yéntemler olarak
bilinmektedir (4). Literatlrde, bu yéntemler arasindaki duyarliiik farkini belirten
galigmalarla, bizim ¢gahismamizda ELISA ve RPHA arasinda bulunan duyarlilik
farki ve ydntemlerin birbirlerine gére avantajlari ve dezavantajlari

kargilagtiriimigtir.

Wallace ve ark.larinin, kan vericilerinde hangi yéntemie HBsAg
taranmasi gerektigi konusunda, biyilk gruplarda CIEP, RPHA ve RIA ile
kiyaslamali olarak yaptiklari ¢alisma sonuglan gdyledir; 165.811 kiside
yapilan bu cahgmada CIEP ile HBsAg negatif bulunan 9 kisi, sonradan RIA ve
RPHA ile galigildiginda pozitif bulunmugtur. Ayni aragtiricilarin bagka bir grup
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Uzerinde Ug¢ ydntem ile kiyaslamali olarak yaptiklan galigmada CIEP ile 27
serum HBsAg pozitif bulunurken, RPHA ile 39, RIA ile 41 serumda HBsAg
pozitifiigi bulunmustur. Bu ¢aligma sonuglarina gére, CIEP'in yeterince duyarli
olmadigi, RIA'nin ise RPHA'dan ¢ok az daha duyarli oldugu bulunmus ve
daha ucuz ve hizhi bir ydntem olan RPHA'nun, bir kan merkezinde rutinde
kolay ve uygun bir ydontem olarak kullanilabilecegi, ancak RIA'nin zahmetli bir
yéntem olmasina karsin, konfirmasyon testi olarak dlslnilebilecegi

bildirilmistir (58).

Diinya Saglik Orgutiince HBsAg taramalarinda en duyarh yéntemin
RIA oldugu, bunun kullanilamadigi merkezierde RPHA yd&nteminin

kullanilabilecegi bildiriimektedir (1, 8, 10, 32).

Robert Wei ve ark.larinin galigmasinda, ELISA ve RIA esit duyarhilikta
bulunmustur (11). Yurdumuzda Bilgi¢ ve ark.larinin yaptiklar: bir ¢galigmada da
ELISA ve RIA'nin esit duyarhlikta oldugu bulunmustur ve ELISA ile RIA

duyarliliklar birbirine yakin yéntemler olarak bildirilmigtir (8, 39).

Cayzer ve ark.larinin RIA ile HBsAg pozitif bulunan serumiarda,
hemaglitinasyon ydntemi ile yaptiklar galigmada, hemaglitinasyon yéntemi
ile RIA arasinda gok az duyarhilik farki bulundugu, HBsAg taramalarinda
RPHA'nun hiz, basitlik ve fiyat agisindan RIA'dan gok daha uygun oldugu
bildirilmigtir (57).

Kumdali ve ark.larinin ELISA, RIA ve RPHA ydntemleri ile kiyaslamali
olarak yaptikiari galismada, ELISA'nin RPHA'dan duyarhlik farki % 19.56,
RIA'nin RPHA'dan duyarhlk farki % 17.49, ELISA'nin RIA'dan duyarlilik farki %
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2.07 olarak bulunmusgtur. Bu galigma sonuglan Waters 6. ve ark.larinin,
ELISA'nin RIA'den % 2 daha duyarh oldugunu belirleyen galigmalari ile
Kagoki J.'nin ELISA'nin RIA'den % 2.2 daha duyarli oldugunu belirleyen
calismalari ile uyumlu bulunmus ve bu galismalarda ELISA en duyarli ydntem

olarak belirlenmigtir (11).

Calismamizda, ELISA ile RPHA'nun duyarlilik farki, birinci, ikinci ve
dérdincl grup serumlar igin yukarda belirtilen ¢aligma sonuglari ile uyumlu
bulunmustur. Uglincl grup serumlar igin duyarlilik farki % 6 olarak bulunmus
ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmigtir. RPHA'nun
ELISA'ya gére duyarlilik azhigi, zayif reaksiyonlu serumlar igin séz konusu
oldugundan, bu grupta zayif reaksiyonlu serumlarin az sayida olmasi ihtimali

disinilebilir.

Birinci grup igin duyarlilik farki, % 30.2 gibi ylksek oranda
bulunmustur. Bu oran, Hidenari ve ark.larinin ELISA ve RIA'nin, RPHA'dan %
30 daha duyarli oldugunu belirleyen c¢alismalarn ile uyumludur (11).
Literatlirde, ELISA'nin galigiimasi sirasinda, teknik elemanlarin deneyimleri ile
ilgili olarak yalanci pozitif reaksiyonlar bulunabilecedi bildirilmistir (7,8).
Galismamizda kullandi§imiz, birinci grup olarak belirledigimiz 106 serum,
G.U.T.F. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda, ELISA'nin heniiz rutin olarak
kullaniimadi§r 1989-90 yillarinda bir tez galismasi igin ilk kez ELISA ile
yapiimig HBsAg taramalan sonucunda elde edilmisti. Birinci grup igin ELISA
ile RPHA arasindaki yiiksek duyarlilik farkinin, ELISA'daki yalanc) pozitiflik

oraninin ylksek olmasi ihtimali ile iligkili olabilecegdi de diigindlebilir.
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ELISA en az RIA kadar, hatta baz1 galismalara gére RIA'dan daha
duyarh olmasinin yanisira, stabil ayiraglarinin hazirlanabilmesi, RIA'daki kadar
pahall gereglere gereksinim gdstermemesi, radyoizotoplarla g¢aligma riskini
ortadan kaldirmasi gibi Ustiinliikleri de olan bir yéntemdir (1,8). Ancak ELISA
da ticari kitleri pahali, ayrintilari dikkat edilmesi gereken, uzun, komplike ve
teknik deneyim isteyen bir yéntemdir (7,8,26). 1978-79 yillan arasinda gesgitli
laboratuvariarda HBsAg taramalarinda kullanilan yéntemleri kargilagtiran bir
galigmada, en g¢ok yalanct pozitifligin ELISA ve Latex testlerini kullanan
laboratuvarlardan geldi§i bulunmustur ve bu sonucun, kKitin yeni ¢tktig!
dénemde deneyimsiz teknisyenlerle caligstimasina bagh oldugu

digintlmustir (7).

ELISA testi yapilirken kontrol edilmesi gereken pek ¢ok dedisken sz
konusudur. Ornegin, yikama islemi strasinda, mikropleytlerin yikanmasi tam
olmall, ancak fazla da olmamalidir. Agir kurutulmasi, peroksidaz enziminin
inaktivasyonuna yol agtigindan, sonugtaki absorbans degerleri digecektir
(8,26). Ayrica taze serumlarda yalanci pozitifligin daha ¢ok oldugu

diglndldigiinden, serumlarin 4°C'de 1-2 giin sakianmasi dnerilmektedir (8).

Enzim substrat solusyonu (0-phyenilenediamine) stabil olmadigindan,
hazirlandiginda en ge¢ 1 saat iginde tiketilmelidir. Enzim reaksiyonu sonucu
olugan renk de stabil oimadijindan, test 2 saat iginde okunmalidir. Okuma

geciktiginde, testin tekrarlanmasi gerekmektedir (8).

Ayrica, kati ylzey icin kullanilan plastiklerdeki degiskenlik, serum
bulunan tiliplerin temiz olmamasi, testin uygulanmasi sirasindaki pipetleme

hatalari da test sonuglarinin glvenilirligini etkilemektedir. Bunlar diginda, her
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testte pozitif ve negatif kontrol, substrat kontrolli ve konjugat kontrollerinin

yapilmasi gerekmektedir (26).

ELISA testinin yapiimas! sirasinda, inkiibasyon iglemleri igin etiv,
yikama iglemieri igin otomatik yikama cihazi, okuma iglemleri igin
spektrofotometre gibi pahal cihazlar gerekmektedir. Testin yapiima siiresi, en
az 3 kez uygulanan 30'ar dakikalik inkiibasyon iglemleri ile birlikte toplam 3-4
saatlik bir zaman gerektirmektedir. Bunun diginda, ELISA'nin giinimiizdeki
ticari kitleri bir seferde 96 serum ¢alisiimak igin hazirlanmigtir. Bu nedenle, az
saylda serumun HBsAg icin taranmasi gerektiginde, test bagina birim fiyat gok
yUkselmig olacagindan, geneliikle ELISA ile galisan merkezlerde, bu sayinin
tamamlanmas! beklenmektedir. Sonugta acil olarak HBsAg caligiimasi
gerektiginde, ELISA yerine hizli, kolay ve basit bir test uygulanmasi

gerekmektedir.

ELISA, RIA'ya Ustlnlikleri ve yiiksek duyarliligi nedeniyle gok poptiler
ve tUm modern laboratuvarlarda kullanilmasi gereken bir yéntemdir. Ancak
kiglk merkezlerde, kan bankalarinda, ELISA'nin bulunmadi§i merkezlerde,
hizhh sonug verilmesi gereken durumlarda ve {lkemiz gergekleri

dogrultusunda, basit, ucuz ve hizl bir yéntem olarak RPHA dusinilmelidir.

Literattirlerde, RPHA'nun duyarliig: ile ilgili g¢alisma sonuglar,
bitbirlerinden olduke¢a farkhdir. Wallace ve ark.larinin, RPHA ve RIA ile
kiyastamall olarak yaptiklari galigmada, RPHA, RIA'den ¢ok az daha duyarl
bulunmustur (58). Ulkemizde Kumdali ve ark.larnin yaptiklan galigmada,
RPHA, ELISA'dan % 19.56, RIA'dan % 17.49 gibi yiiksek oranlarda farkh
bulunmusgtur (11).
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Cayzer ve ark.larinin galismalarinda RPHA'nun duyarlilik bakimindan,
ikinci kusak testlerle, RIA arasinda bulundugu bildiriimis ve RPHA'nun hizl,
basit ve blyik miktarlarda serum taranmasinda en az gerece gereksinim
gbsteren, kisa slirede sonug veren bir ydntem olarak rutin taramalarda

kullaniimast dnerilmistir (56).

DSO, ivedi laboratuvar tanisinda, ivedi sonug veren yéntem olarak
RPHA'u 8nermekte, gerektiginde referans deney olarak RIA ve ELISA'dan

yararlanilabilecegini bildirmektedir (1).

RPHA, tim bu avantajlarina karsin, duyarliligi az bir yéntem olarak
bilinmektedir. ELISA'nin duyarliliyt 1 ng/ml antijin olarak (8), RPHA'nun

duyarliligi ise 5 ng/ml antijen olarak kabul edilmektedir (11).

Kumdal ve ark.larinin 3 ybéntem igin kiyaslamali olarak yaptiklari
calismada, RPHA'nun, RIA ve ELiISA'dan &nemli derecede daha az duyarl
bulunmasi, serumdaki HBsAg miktarlari ile iligkili olarak diglnilmis ve
serumdaki HBsAg miktarlarn azaldikga, RPHA'nun duyariiiginin azaldig:
bildirilmigtir (11). Zayif reaksiyoniu serumlarda, RPHA'nun duyarlihiginin az

oldugu bilinmektedir (7).

RPHA'nun duyarlihginda, kullanilan eritrositlerin kalite kontrolli de
dnemli kabul edilmektedir. Buradaki ¢aligmada, ELISA ile kargilagtirma
amaciyle kullandigimiz kitteki eritrositlerin hindi eritrositleri olmast ve
eritrositleri kaplamak amaciyle kullanilan antikorlarin ileri derecede
saflagtinimig olmasi avantaj olarak bildiriimektedir (56). lleri derecede
saflastiriimis antikor kullanildiginda, eritrositier optimum miktarda

kaplandigindan, total globdlin miktari minimuma indirilmis olmaktadir ve

58



bdylece 6zfgiil olmayan reaksiyonlar énlenmektedir. Ayrica, hindi eritrositleri
gekirdekli oldugundan, memeli eritrositierinden hizli ¢gékmekte, test sonuglan
kisa stire iginde okunabilmektedir. Hindi eritrositleri kullanmanin ek avantaji,

toplumda hindi eritrositierine kargi antikorlarin gok disik diizeyde olmasidir.

RPHA'u, 6zgulligl az ve yalanci pozitif sonuglar fazla bir yéntem
olarak bildiren cgaligmalar da vardir (48,57). Wallace ve ark.larinin

galismalarinda, RPHA igin yalanci pozitiflik % 0.66 olarak bildirilmigtir (8).

Enfeksiy6z Mononlkleozis gibi bazi enfeksiyonlarin da, RPHA testinde
yalanci pozitif sonuglara yol agabilece@i digtnilmistir. Tiret ve ark.larinin
yaptiklari calismada, heterofil antikorlarin, RPHA testine higbir etkisi olmadi§i
bildirilmigtir (57).

Galismamizda, RPHA ydnteminde yalanci pozitiflige rastlanmamistir.
RPHA'da yalanci pozitiflige yol agan 6zgul olmayan antikorlar da, kontrol

hiicreleri ile adsorpsiyon sonucu uzaklagtiniabilmektedir (56).

RPHA ile ELISA'y1 duyarliik bakimindan karsilagtiran ve RPHA'nun,
ELiISA'dan daha duyarli oldugunu gésteren ¢alismamizin ilk bélimiinden
sonraki agamada RPHA'nun duyarhliginin artiriimasina yénelik bir ¢alisma

yapiimigtir.

RPHA yd&ntemindeki yalanci negatiflikten prozon fenomoni sorumliu
tutulmaktadir (48, 56). Ortamda antijen oldugu halde, antijen miktari az
oldugundan, antikorla kapl hicrelere adsorbe oldugu halde, gbzle gériilebilir
hemaglitinasyon olugsmamaktadir. Hasta serumunda, RPHA'nun

yakalayamayacag) kadar disiik miktardaki antijen konsantre edilebilirse bu
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yalanci negatifligin ortadan kaldinlabilecegini ve duyarlihgin artirilabilecegini
diglnerek, klasik RPHA ydnteminin esasini bozmadan, negatif bulunan
serumlari, miktarlarini artirarak tekrar test ettik. Birinci konsantrasyon agamasi
dedidimiz bu degisikligin uygulanmasi sonucu, RPHA'nun duyarlihigi énemii

élglide artirllmig ve ELISA'nin duyarlihdina yaklagtiriimigtir.

Birinci gruptaki serumlar igin RPHA'nun duyarlihg: % 69.8'den, % 88'e,
ikinci ve iglncl gruptaki serumliar igin sirasiyle % 76.9 ve % 94'den, % 100'e,
doérdincl gruptaki serumlar igin % 80'den, % 92'ye ¢ikmig ve aradaki fark

istatistiksel olarak anlamli derecede artmig bulunmugtur.

Calismamizda yalniz antijen analizi yapilan serumlarin miktarlari
artirddigi ve ilk agamada galigtlan test gukurlar (izerinde galigiidigindan, kitin
maliyetinde artis s6zkonusu olmamaktadir. Bu asama igin, test plagi okunmak
tzere tekrar bekletildiginden, testin siiresi uzamaktadir. Klasik RPHA
yénteminde, kullandigimiz kit igin testin okunmas! 2 saat sonunda olmakta,
baska RPHA kitlerinde 30 dakika gibi daha kisa bir siire sonunda da sonuglar
degerlendirilebiimektedir. Sonuglarin degerlendiriimesindeki gecikme,
deneylerimiz igin, yalniz zayif reaksiyonlu serumlarda s6z konusu olacaktir ki,

bunlarin da orani digtiktir.

RPHA'nun duyarliligi, test serumlarina uygulanan birinci
konsantrasyon agamasindan sonra artmig bulundugundan, bu iglem
sonucunda da negatif bulunan serumlara ayni iglem tekrar uygulandi ve bu
agama ikinci konsantrasyon agsamasi olarak adlandirldi. Yalnizca birinci ve
dérdiinci gruplarda negatif serumlar bulundugundan, testin ikinci agamasi bu

gruplara uygulanmugtir.
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Birinci konsantrasyon asamasindan sonra, birinci grup igin % 88'e
ulagsmig olan duyarlilik, ikinci konsantrasyon agamasindan sonra % 91.5'a,
dérdlincu grup iginse % 92'den, % 96.0'ya ulagmigtir. Bu sonuglar, istatistiksel
olarak aniamli bulunmustur. ikinci konsantrasyon, duyarlii§i RPHA ve birinci

konsantrasyon asamasina gére anlamli derecede artirmaktadir.

Konsantrasyon asamalarindan sonra, RPHA'nun duyarlihiginin anlami
olarak artmasi, rutin uygulanan RPHA'nun disik antijenli serumlar igin,

duyarhliginin az oldugu konusundaki bilgileri dogrulamaktadir (7,11,58).

HBV bulaginin en yogun oldugu yer kan bankalardir. Son yillarda, az
duyarll yéntemlerle bile olsa yapilan rutin taramalar sonucunda, transflizyona
bagll bulas oraninda 6nemli derecede azalma gd&rulmistir. Daha olumliu
sonuglar alinabilmes