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SEROLOJISINDE YEN
VE SORUNLAR

= Viral hepatitler, tUm dinyada ve Turkiye'de
en onemli saglik sorunlarindan biridir.

= Yapilan arastirmalarla viral hepatitlerin
tanisinda son yillarda onemli gelismeler
kaydedilmistir.

= Hem serolojik yontemler, hem de molekdler
tani yontemlerinde onemli adimlar atilmistir.



¥

= Teknolojik ilerlemeye bagh olarak
hepatit tanisinda kullanilan serolojik
testlerin duyarlilik ve 6zgullikleri
artmistir, ancak %100 dogruluk oranina

ulasilamamistir.

= Yanlis negatif, yanlis pozitif veya
belirlenemeyen sonuclar sorundur.



i Hepatit A serolojisi

= Hepatit A infeksiyonlarinin tanisi, ya virus
antijenlerinin, ya da HAV'a kars! olusan
spesifik antikorlarin gosterilmesi ile konur.

= HAV infeksiyonlarinin tanisinda ilk olarak
Immunelektron mikroskobi yontemi
kullanilmis, ancak pahali, zaman alici oldugu
ve deneyimli personel gerektirdigi icin yerini
yeni tekniklere birakmistir.



i Hepatit A serolojisi

= HUcre kllturdnde virdsun Uretilmesi
denenmis ancak viruslin yavas Uremesi
ve sitopatik etki olusturmamasi
nedeniyle bu yontem de tercih
edilmemistir.



i Hepatit A serolojisi

= Antijen saptamak amaciyla ilk olarak
RIA yontemi kullanilmis ve yerini ELISA
yontemine birakmistir.

= ELISA testlerinde peroksidaz veya alkali
fosfataz kullanilarak antikor isaretlenir,
sonuc¢ spektrofotometrede okunur.



i Hepatit A serolojisi

= NC-EIA testi: Nitroselliloz (NC)
membranin kullanildigi bir ELISA
yontemidir.
= 1 ng HAV proteinini( antijenini)

cah'l'n ahilire f|: 1 I:v'l n4 VIFIIC N
DCII-} C])'CJIJIIII, iJuU J.,J VII UD I-J

karsilik gelir.
J Virol Methods.1990 May;28(2):155-63.




i Hepatit A serolojisi

= Antikorlarin saptanmasi daha pratiktir.

= A hepatiti tanisinda kullanilan ELISA
kitleri cogunlukla yapisal ( VP1)
proteinlere karsi olusan antikorlari tespit
etmektedir.

= En yaygin kullanilani kati fazi antikorla
kapl testlerdir.



i Hepatit A serolojisi

= Kati faz anti-insan Ig M ile kapldir.Eger
serumda HAV spesifik IgM varsa, HAV'a
baglanacak, sonucta isaretli anti HAV
konjugati ile saptanabilecektir.

= Total anti HAV antikorlarini saptamak icin
genellikle yarismali baglanma testleri
kullanilir. Bu testler hasta serumunun kati
faza bagl antijene yapismak icin isaretli anti
HAV antikoru ile yarismasi temeline dayanir.



i Hepatit A serolojisi

Titrenin zamanla dismesine karsilik Ig G antikorunun
varligi HAV infeksiyonuna karsi koruyuculugu gosterir.

Son zamanlarda gelistirilen ELISA testleri ile HAV
proteinaz ( protein 3C'ye) karsi olusan antikorlar
yillarca serumda saptanabilmektedir.

Vaccine 2001 Apr 6;19(20-22):2878-83.
Protein 3C'ye karsi olusan antikorlari saptayan testler
dogal infeksiyon ile immiinizasyon sonrasi ortaya
cikan bagisikligr ayirmada da kullanilir. Bu protein

sadece dogal infeksiyon sirasinda tespit edilir.
J infect Dis 2000;176:593.



i Hepatit A serolojisi

= Cocuklarda ve epidemiyolojik arastirmalarda
tukrak orneklerinde HAV antikorlarini
saptayan ELISA testleri gelistirilmistir.
Manuel of Clinical Microbiology. ASM Press;1999:1014.
= Anti-HAV IgM antikorlar 3-6 ay slreyle
saptanabilmektedir.

= Uzamis veya alevlenen HAV infeksiyonlarinda
Anti HAV IgM antikorlarinin kanda 12 ay
kadar pozitif kalabildigi gosterilmistir.
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titinin serolojik tanisinda yasanan
sorunlar

A hep

Serolojik tanisinda en az sorun yasanan hepatit etkeni Hepatit A
virtsudur.

Anti-HAV IgM basvuru aninda negatif olabilir, test 1-2 hafta
sonra tekrarlanmalidir.

Anti-HAV IgM cok nadiren yeni asilanmis kisilerde de pozitif
bulunabilir.

Yalanci Anti-HAV IgM pozitifligine rastlanmaktadir.( RF, ANA
pozitifligi)

Yalanal total anti-HAV pozitifligi gorulebilir.( yakin zamanda

gagllngls kan transfiizyonu, immdnglobulin uygulamasi, anneden
ebege gecis gibi antikorlarin pasif yolla transferi ile)

Cok nadir olarak akut HBV infeksiyonu sirasinda anti-HAV IgM
pozitifligine rastlandigi bildirilmektedir.



Hepatit B virusu

leosahedral core () Small surface proteim (5]

Medium surfacs protain
(5 + Pra52)

Larga surface protain
(S + Pre52 + PreS1)

DA,

Palymerasze (F)

Hepatitis B
virus



i Hepatit B serolojisi

= Hepatit B infeksiyonunun tanisinda
hicre kalturd, hayvan modelleri,

serolojik yontemler, serolojik
yontemlerin yetersiz kaldigi durumda da

molekuler yontemler kullanilr.




i Hepatit B serolojisi

= Akut HBV infeksiyonunda serumda ilk
serolojik gosterge olarak HBsAg ortaya cikar,
ve hepatitin klinik ve biyokimyasal olarak
ortaya cikmasindan 2-8 hafta once
saptanabilir.

= HBV antijen ve antikor saptanmasinda
baslangicta RIA yontemleri kullanilirken
gunumuzde yerini ELISA testlerine birakmistir.



i Hepatit B serolojisi

= Kati faz EIA testleri, sandvic ya da
kompetitif baglanma temeline
dayanmaktadir.

= Daha sonra bazi testlerde
mikropartikiller ve bunlarin farkl
bayuklikte ve bilesimdeki gelistirilmis
sekilleri otomatik cihazlarda
kullanilmaya baslanmistir.






‘L Sandvi¢ ELISA Yontemi
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i Hepatit B serolojisi

= Testlerdeki hayvan kokenli hiperimmun
serum ve insan bagisik serumlarinin
yerini monoklonal antikorlar almistir,

= Bazl testlerde dogal saflastiriimis
antijenler olarak rekombinan antijenler
kullanilmaya baslanmistir.



i Hepatit B serolojisi

= Peroksidazla isaretli antijen ve
antikorlarin saptanmasi ve kolorimetrik
yontemler guinimuzde de
kullaniimaktadir.



i Hepatit B serolojisi

= Anti-biotin ile isaretli fluoresan saptama
ve biotinlenmis antijen ve antikorlarin
kullanildigi fluoresan polarizasyon
yontemleri de bulunmaktadir.

J Virol Methods . 2004 Feb;115(2):217-22.

-



i Hepatit B serolojisi

= En son gelistirilmis kemiliminesans yontemi
de kullaniimaktadir.

= Kemiliminesans mikropartikil testi ile
HBsAg'nin saptanmasi ve kantitasyonu

yapilabilmektedir.
= Bu testin duyarlihgi 0.2 ng/ml dir.

= Hizli

= Cok sayida ornekle calisma avantajina sahip.
J Clin Microbiol 2004 Feb;42(2):610-7.
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Serolojik testler | Yontem Kullanilan sistem Absorblanmis | Konjugat
reagen
HBsAg Sandvig Boncuk, Anti-HBs Anti-HBs
kuyucuk, mikropartikdl
HBeAg Sandvig Boncuk, kuyucuk Anti-HBe Anti-HBe
Anti-HBs Sandvig Boncuk, HBsAg HBsAg
kuyucuk, mikropartikdil
IgM anti-HBc Sandvig Boncuk, kuyucuk, Anti-IgM Anti-HBc
mikropartikdil,
Anti-HBc Kompetitif bagl. Boncuk, kuyucuk HBCcAg Anti-HBc
Anti-HBe Kompetitif bagl. Boncuk, kuyucuk Anti-HBe Anti-HBe




i Hepatit B serolojisi

= Boncuk ya da mikrotitrasyonlu
kuyucuklarin oldugu daha eski testler
manuel veya yari otomatik cihazlarda
kullaniimaktadir.

= Mikropartiklller veya kuplar iceren daha
yeni testler kismen ya da tamamen
otomatik cihazlarda kullaniimaktadir.



i Hepatit B serolojisi

= HBsAg saptanmasinda :

1. Katl fazi fare monoklonal antikorlari ile
kapl testler

2. Kati faza baglanan HBsAg'yi saptamak icin
enzim isaretli monoklonal ya da poliklonal
anti-HBs antikorlari iceren testler kullanilir,

Anti-HBs ,peroksidaz ile konjugedir ve
baglanan HBsAg spektrofotometrede
kolorimetrik olarak olcultr.



i Hepatit B serolojisi

= Esik degerin Gzerindeki optik dansiteye
sahip ornekler baslangic olarak pozitif
kabul edilirler.

= Pozitif ornekler, ayr bir calismada cift
ornekle tekrarlanmalidir.

= Cift ornekten en az bir tanesi pozitif

bulunursa ornek tekrarlayan pozitif
kabul edilir.



i Hepatit B serolojisi

= HBsAg icin tekrarlayan pozitif ornekler,
reaktif drnegi saptayan tarama testinin
Ureticisinin dnerdigi dogrulama testi ile
O0zgullik yonunden test edilmelidir.

= Dogrulama testleri HBsAg'nin anti-HBs
ile notralizasyonu temeline dayanir.



i Anti-HBs testi:

= Anti-HBs testleri sandvic prensibinde
kati faz testleridir.

= TUm anti-HBs testlerinde saflastiriimis ve
kati faza bagl insan HBsAg'si bulunur.

= Ornekte anti-HBs varsa kati fazdaki
antijene baglanir.
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= Hepatit B asisina yanitin kantitatif
testlerle kontrol edilmesi gerekir.

= WHO 10 mIU/m| Anti-HBs miktarini
HBV icin koruyucu kabul etmistir.

Hepatol 2003;38 Suppl 1:90-103.
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= Kantitatif anti-HBs miktari 2 yolla olculebilir:
= 1. FDA onayll anti-HBs kantitasyon paneli

( anti-HBs referans preparati olarak 0, 15, 40, 75,
150 mIU/ml’lik 5 adet insan poliklonal anti-HBs
antikoru kullanihr.

Tum ornekler ayni yontemle test edildikten sonra
sonuclar kantitasyon panellerinden elde edilen
standard egri ile karsilastirilir.

Anti-HBs saptama sinirt 1mIU/ml dir.



+

= 2. Kalitatif anti-HBs paneli:

= HBsAg icin antikor miktari kalibre edilmis
ve 10 mIU/ml Anti-HBs miktari 1.0 OD'ye
ayarlanmistir.

« >1,20 ise: pozitif
=« > 0,50 ile <1,20 arasinda ise indetermine
olarak degerlendirilir.
FDA onayli



i Anti-HBc saptanmasi

= Kompetitif baglanma yéntemi daha cok kullanilir.
= TUm testlerde rekombinan derive HBcAg kullanilir.

=« Kompetitif testlerde anti-HBc, kati fazdaki
HBcAg'ye tutunmak icin peroksidaz ile isaretli anti-
HBc ile yarismaya girer.

= Anti-HBc iceren ornekler sinyal baskilanmasina
neden olur, belirli bir seviyenin Gzerindeki anti-HBc
miktari oranlanarak hesaplanir.



= Anti-HBc icin baslangic olarak pozitif
drnekler bagimsiz ikinci bir calismada
cift ornekle tekrarlanir, cift orneklerden
biri ya da ikisi de pozitif ise, ornek
pozitif olarak degerlendirilir.
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= Anti-HBc kitleri ( FDA onayli) kan
donorlerinin arastiriimasinda da
kullanilr.

J Clin Virol 2003;27:162-9.



i Anti-HBcIg M saptanmasi

= Anti-insan IgM kati faza baglanir ve hasta

serumundaki Ig M sinifi antikorlari yakalamak
icin kullantlir,

= Daha sonra rekombinan HBcAg ilave edilir ve
anti-HBcIgM’e baglanir.

= Radyoaktif veya enzimle konjuge edilmis anti-
HBc eklenir ve HBcAg'ye baglanir; boylece
cok katl sandvic tabaka olusturulur.
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= Anti-HBcIgM testleri icin algoritma farkhdir.

= EIA'da esik degerin lGzerindeki degerler, esik
etrafindaki gri zonun altina dismedikce, tek
bir test bile pozitif olarak kabul edilir.

= Ornek gri zonda ise cift drnekle tekrar edilir, her 2
drnek gri zonun %10 Uzerinde OD degerlerine
sahipse pozitif kabul edilir.

= Ornekler gri zonda kalirsa hastanin takibi dnerilir.
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= HBV kor antijenini ( HBcAg ) saptayan yeni bir
EIA testi kullanima girmistir.

= HBCAg konsantrasyonu, HBV dilzeyi ile yakin
uyum gostermekte ve konsantrasyon
degisikliklerinde de paralellik devam
etmektedir.

= HBV infeksiyonunun izlenmesinde basit bir

yontem olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.
J Clin Microbiol. 2003 May; 41(5):1901-6.



i HBe Ag/Anti-HBe saptanmasi

= Hasta serumundaki HBeAg'nin kati
fazda kaplandigi ve buna anti-HBe'nin
baglandigi direkt sandvi¢ EIA yontemi
kullaniimaktadir.
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= HBeAg/ Anti-HBe testlerinin
degerlendirilmesi: baslangicta pozitif
ornekler tekrar test edilir, tekrarlamada
da reaktif ise, ornek reaktif olarak
degerlendirilir.

= Esik degerin %10 civari gri zondur.Gri zonun
ustliindekiler pozitif, altindakiler negatif olarak
degerlendirilir.

= Gri zonda ise, cift ornekle test tekrarlanir.



i Hepatit B serolojik tanisinda sorunlar

= HBsAg(-) donor kanlarinda HBV DNA
pozitifligi:
= Japonya’da yapilan bir calismada HBsAg

negatif 16 milyon kan donori arasinda 308

ornek HBV DNA pozitif bulunmustur.
Dev Biol (Basel). 2002;108:29-309.
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= Seronegatif HBV infeksiyonu olan kisilerde
tastyicilik ve bulastiricilik olabilir.

= HBV DNA taranmasinin onemi

= Kan bankalari icin havuzlanmis plazma
orneklerinde calismaya uygun ticari kitler

bulunmaktadir.
Transfusion Clinique et Biologique 2004;11:18-25.
Transfusion Today 2006;66:28-30.



i Uygunsuz serolojik profiller

= Laboratuvar kaynakl ( teknik hatalar,test
duyarhliklari ve 6zgulltklerindeki sorunlar)

= Etken virtsteki mutasyonlar ( mevcut testler
ile mutant infeksiyonlarin saptanamamasina
bagl)

= Konak faktoru: Testleri yorumlarken immun
yetmezlikli bireylerde antikor yanitinin zayif
olabilecegi veya hic olusmayabilecegi
unutulmamalidir.



i HBsAg(-) HBV infeksiyonu:

= HBV'nin tim serolojik gostergelerinin
negatif oldugu sahislarin karaciger ve
serumlarinda HBV DNA saptanmistir.

= Kan transflzyonlarinda, hemodiyalizde,
transplantasyonda alicilar icin bulasma

riski nedenidir.

Ulusal Uzlasma Toplanti Metinleri, Ist. Medikal
Yayincilik, 2003:77-89.




i Izole HBsAg pozitifligi

= Infeksiyonun baslanglg doneminde anti-
HBcIgM ve HBeAg'nin gec¢ gelisimi (pencere
donemi)

= Anti-HBc cevabi gelistiremeyen kronik HBV
infeksiyonu

HBV tip 2 infeksiyonu?
Perinatal olarak infekte olma
Kontaminasyon

Nedeni bulunamayan olgular
Enferm Infec Microbiol Clin. 2004;22:6-12.



i HBsAg ve anti-HBs'nin birlikte pozitifligi

= HBsAg'nin a determinantini kodlayan gen
bolgesindeki mutasyonlar ile adwr ve adyr
subtiplerinde birliktelikle iliskili olabilir. ( ayni anda
farkl alt tiplerle infekte olan kisilerde gorulebilir.)
Viral Hepatit Derg 1998;4:66.
= Kronik aktif hepatitli, hemodiyaliz uygulanan immun
yaniti bozuk kisilerde gorulebilir.
Arch Med Res 2002;33:566-71.
= Hepatit gostergeleri bilinmeden hepatit B asisi yapilan

kronik HBV infeksiyonu olan kisilerde gortilebilir.
J Viral Hepat 2002;9:146-8.



:L Izole anti-HBs pozitifligi

= Hepatit B asisi uygulananlarda

= Hasta kanlariyla surekli temas eden,
infeksiyoz olmayan viryonla tekrarlayan
karsilasmalarla

= Anneden bebege pasif transferle
= Test hatalari



:L Izole anti-HBc pozitifligi

= Yalanci pozitiflikler ( kronik HCV'li , HIV'l
nastalarda poliklonal aktivasyona bagI| olarak)

= HBSAg mevcut yontemlerle saptanamayacak
Kadar dusuk duzeydedir.

= Mutant kokenler de sorumlu olabilir.
J Clin Virol 2003;27:162-9.
= Anti-HBs yaniti gelismemesi ( immun
yetmezlik )

= Akut B hepatiti seyrinde gorilen pencere
doneminde gordulebilir.
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Hepatit C virusu

HCV, tim viral hepatit etkenleri arasinda serolojik
tanisi en problemli olan virustur.

Virustin komplike genomik yapisi sorumlu
tutulmaktadir.

HCV(core) antijenini saptayan testler,
serokonversiyon oncesi donemde molekuler testlere
alternatif olarak gelistirilmistir, ancak dusuk viremi ile
seyreden infeksiyonlarda olusan immunkompleksler

tanisal degerini dlistirmektedir.
Transfusion,2003;43:958-62.

HCV infeksiyonlarinin tanisi icin kullanilan en pratik
yontem antikor aranmasidir.



Translation and replication of HCV

i » Uncoating IRES Translation -
- £ - i
= Qg 3X
Q ? -
sP
SPP I—A—'\ — -
b 't S | il : 13 1 1
El 2 || Ns2 NS3 N5"' N55

/ / £ / \,Profeqses \ \\_ \RdRp
%f ? @ @ NS4a . . .

v—" \; ‘Host factors

A A o Replication ¢mm

Viral RNA



i Hepatit C serolojisi

= 1. kusak ELISA testleri: NS3 bolgesinin
bir kismi ile NS4 bolgesinin tamamini

iceren, C-100-3 antijenine dayal testler
= Duyarlilik ve 6zgulligu disik

= Serokonversivonu santamada vetersiz
’\JI 1A UUHLUIIIUU [ ] ¥~
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J Clin Microb. 1992 Aug;30(8):2145-9.



i Hepatit C serolojisi

= 2. kusak ELISA testleri: Kor (c 22-3) ve
NS3 (c33c) bolgelerinden ek

rekombinan proteinler iceren testler
= Ozgullik ve duyarliligr yiiksek

= Serokonversiyon suresi 16 haftadan 10 haftaya

dlismustur.

N Engl J Med. 1991 Nov 7;325(19):1325-9.



i Hepatit C serolojisi

= 3. Kusak ELISA testleri: Kor ve NS3
antijenleri yeniden dizenlenmis ve NS5

bolgesine ait bir antijen de eklenmistir.
= Duyarllk daha yluksek

= Daha kisa siirede serokonversivonu saptama

Siyo pta
olanagi ( 7-8 hafta)

Hepatol. 1995 Jul;23(1):103-5.



i Dogrulama testler:

= RIBA testleri : Nonspesifik reaksiyonlara
neden olan antikorlari da saptayabilirler.

= RIBA 1

= RIBA 2
= Belirsiz sonuclar
= RIBA 3 : Kan bankalarinda EIA 3 testine

ilaveten kullanilir, daha az belirsiz sonug
verir.



i Dogrulama testler:

= GUnumuzde RIBA testlerinin, kan donorleri
gibi ‘dusuk riskli populasyon’ olarak
tanimlanan gruplarda pozitif ELISA sonucunu
desteklemek amaciyla kullaniimasi
onerilmektedir.

= Risk gruplarinda saptanan anti HCV
nozitifliklerinin desteklenmesinde veya klinik
ve biyokimyasal bulgulari olan karaciger
nastaliklarinin tanisinda kullanimi

onerilmemektedir.
CDC Guidelines for HCV. MMWR 2003 Vol 52/RR 3.




i HCV serolojisi

= HCV infeksiyonunun tanisinda
kemillminesans yontemi de
kullaniimaktadir.

= Anti HCV icin duyarlilik % 100, ozgullik %

o8'dir.

J Clin Microbiol. 2004 Feb;42(2):610-7.



HCV infeksiyonlarinin serolojik
tanisinda karsilasilan sorunlar

= Yanlis negatif sonuclar

= 1. Pencere donemi: Antikor yanitinin henlz

saptanamadigi donemdir.

3. kusak ELISA testleri ile bile 7-8 haftayi
bulmaktadir.

Infeksiyonun olup olmadigini sdylemek icin 3 ay
gecmesi beklenmelidir.

MMWR 2003 Vol 52/RR 3.



HCV infeksiyonlarinin serolojik
tanisinda karsilasilan sorunlar

= Ozel konak : Immiin yetmezlikli hasta
grubunda yeterli antikor yaniti

saglanamayabilir.
= Hemodiyaliz hastalar

= Jransplant hastalari
HIUI I1W T INAWGWGALIATL ]

Kidney Int 2003; 51:981-9.



i Laboratuvar acisindan sorunlar

= Birbiri ile uyumsuz ELISA test sonuclari

= Sinira yakin pozitif sonuclarin
degerlendirilmesi

= Pozitif ELISA sonuclarinin dogrulanmasinda
hangi testlerin kullanilacaginin belirlenmesi



= Son yillarda , HCV infeksiyonlarinin
tanisinda yuksek risk gruplarinin

belirlenmesi ve test stratejilerinin buna
gore olusturulmasi gorusu
benimsenmektedir.

Risk grubunda olmayanlarda anti HCV orani %2
Hemodiyaliz hastalarinda % 9,5
CYBH kliniklerinde % 24,9

MMWR 2003 Vol 52/RR 3.



i Hepatit D serolojisi

= HDV, HBV varliginda replikasyon gosteren
defektif bir virtstur.

= HDV infeksiyonlari 2 farkli klinik tabloda
ortaya ¢cikmaktadir.
= 1. Kronik HBV infeksiyonlarinda ortaya ¢cikan HDV
superinfeksiyonlari

= 2. Akut HBV infeksiyonlar sirasinda gortlen HDV

koinfeksiyonlari

= Bu 2 klinik tablonun ayirrminda en 6nemli gosterge anti-
HBcIgM'dir.



i Hepatit D virusu

= Rutinde en sik kullanilan test total anti HDV'yi
saptayan testlerdir.

= HDV infeksiyonlarinin tanisinda karsilasilan bir
sorun, antikorun semptomlar basladiktan 2-3

hafta sonra saptanabilmesidir.

= TUm gostergeleri negatif olan fulminan hepatitlerde
intrahepatik HDV Ag’nin saptanmasi ile HDV
koinfeksiyonu tanisi konabilmektedir.




i Hepatit D serolojisi

= Koinfeksiyon sirasinda HDV HBV'yi
baskilayarak serumda HBsAg kaybina
yol acabilmektedir.

= Bu durumda tani Anti-HBcIgM pozitifligi ile

L anmal/-dtadr
NUIL T IC]I\LC]\..III

Postgraduate Medicine, 2001; 107:1-12.



i Hepatit E virusu

= Akut hepatit tablosu ile basvuran hastada HAV, HBV,
HCV’'nin ardindan endemik bir bolgede ise HEV
aranmalidir.

= Serolojik tani, anti-HEV Ig M’in saptanmasi ile konur.

= HEV'in yapisinda bulunan ORF2, ORF3 veya her
ikisinden de eksprese eden rekombinan antijenlerin
kullanildigi ticari kitler mevcuttur.

= Ig M pozitifliginden 1-2 hafta sonra Ig G tipi
antikorlar saptanmaya baslar, 14 yildan daha uzun

sure pozitif kalabilir.
J Clin Microbiol, 1997;35:1244-47.



i Hepatit E serolojisi

= HEV'in serolojik tanisinda yanlis
pozitifliklere rastlanabilmektedir.

= Homosekslellerde ve damar ici ilag
bagimhlarinda % 10-15 oraninda

valanci pozitiflik oranlar bildirilmektedir.
J Clin Microbiol, 1997;35:1244-47.



Hepatit G virusu

s 1995%te tanimlanan bir virus

= Transfuzyon sonrasi kendi kendini sinirlayan
akut hepatite neden olmaktadir.

= HGV'nin serolojik tanisinda HGV'nin E2
proteinine karsi olusan antikorlar ELISA

yontemi ile calisiimaktadir, ancak 6zgulltgu
dusuktadr.

Manual of Clin Microbiol. 2003;1495-1511.

= Posttransflizyon HGV infeksiyonunda olusan
antikorlari tespit edebilen ticari kit
oulunmamaktadir.




i Sonuc;:

= Klinik ornekler uygun zaman ve kosullarda
alinmali, tasinmali ve saklanmali

= Duyarhlik ve 0zgullik sorunlari en aza
indirilmis kalite belgeli kitlerle calisiimali

= Olagan disi bir sonucla karsilasildiginda test
tekrarlanmali ve klinik bilgiler esliginde
degerlendirilmeli

= Gereginde ileri molekiler analizlere
basvurulmalidir.




BAKTERI IDENTIFIKASYONUNDA

g YENILIKLER VE SORUNLAR



+

= Mikrobiyoloji laboratuvar klinisyenin
gonderdigi uygun ( yer, zaman ve teknik
acisindan ) ornekten olasi etkeni izole etmeli
ve tlr dlzeyinde tanimlamalidir.

= Bircok bakterinin tur farkliliklari antibiyotiklere
direnc 6zelliklerini dnemli dlcliide degistirir.
Tedavi yaklasimlari ancak tir dizeyinde
tanimlama ile yonlendirilebilir.



¥

= Hastane infeksiyonu etkenlerinin
epidemiyolojik acidan
degerlendirilebilmesi icin de mutlaka
tur dizeyinde identifikasyon yapilmasi
gerekmektedir.



¥

= Etkenler genellikle klasik yontemlerle
cins duzeyinde tanimlanabilirler; tar
dlzeyinde tanimlanma; 0zel besiyerleri
ve 0zel yontemler gerektirir, zaman
alici, pahali ve zordur.



Identifikasyonu daha pratik hale getirmek icin
bazi yari otomatik ve otomatik identifikasyon
sistemleri kullanima girmistir.

1970'li yillarin basinda yari otomatik kan
kultirQ sistemleri

1980'li yillarda bakteritriyi saptayan sistemler

1990 yillarda da hazir birlesik sistemlerle
calisan identifikasyon sistemleri kullanima
girmistir.




= Klasik ve otomasyon yontemlerinde
ortak hedef; mikroorganizmalarin
identifikasyon ve duyarlihiginin cabuk ve
dogru bir sekilde yapilmasidir.



i Identifikasyonda yenilikler

= Manuel identifikasyon sistemleri: Bircok
biyokimyasal testin bir arada calistigi
sistemlerdir.

= Enterotube ( ROCHE), API (bioMerieux), BBL-
Crystal ( BD)

= Yari ve tam otomatize bakteri tanimlama sistemleri
bilgisayar teknolojisini de kullanirlar.

= Sceptor ( BD), Vitek 1 ve Vitek 2 ( bioMerieux),
Phoenix(BD), MicroScan ( Dade Behring)






mini API

Otomatize identifikasyon ve antibiyogram cihazi
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The m%lpurunn of the panel contains 27 wells {outlined in
red or blue) with blochemicals and nutrients so the bacteria

Can qrow.

The results of the biochmical reaction in each well are used
to identify the isolated organism.

If a bacteria duces a particular chemical or enzyme,
the color of Ehe well changes.

Results of a Me
Combo panel after
inoculation, owvernight:
incubation, and
addition of reagents.
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Q. Note the drug with the dilutions
outlined in blue. Would this antibiotic be
an appropriate drug to use to treat the
patient?

A. No! The organism is resistant to this
antibiotic, because it grew in all of the
dilutions of the drug.

Antibiotic susceptibility test panel
~ wells are outlined in yellow.
MicroScan® uses microtiter
susceptibility technology - serial
dilutions of the antimicrobic.

Looking downward, panel wells
contain increasing concentrations of
antimicrobic,

The MIC is read as the first well with
no growth,

Q. Note the drug with the dilutions
outlined in purple. Would this antibiotic
be an appropriate drug to use to treat
the patient?

A. Yes! The organism is susceptible to
this drug, because the drug inhibited its
growth in all dilutions.






Identifikasyon sistemlerinin dayandi§i prensipler

Istemlerin prensibi Uremenin | Arastinilan dzellik Pozitif sonucun gdstergesi Ornek sistemler
gerekliligi
pH degisimi ile Evet Karbonhidratlarin | pH indikatdrine gore renk | API, Crystal,
ilgili reaksiyonlar kullaniimasi degisimi Vitek, MicroScan
(15-24 saat) ticari panelleri
Enzimatik 6zellikler | Hayir Olusturulmus Florojenik veye kromojenik | MicroScan ticari
(2-4 saat) enzimler olarak renk degisiminin panelleri, Vitek
olmasi kartlari
Karbon kaynagi Evet Organik Grlnler Karbonla isaretli maddenin | Biolog
kullanimi metabolik aktivite
sonucunda renk
degistirmesi
Ucucu ve ugucu Evet Hiicresel yag Daha 6nceden bilinen MIDI
olmayan asitlerin asitleri standart bilgilerle saptanan
saptanmasi son Urlnlerin kiyaslanmasi
Uremenin gérsel Evet Farkl substratlar | Substrat mevcudiyetinde API 20 C AUX

olarak saptanmasi

mikroorganizmanin
tremesine bagli saptanan
bulaniklik




Otomatize - yar1 otomatize tani
sistemlerinden beklentiler

On taniyi desteklemek icin génderilen uygun
ornekten etkenin izole edilmesi

Izole edilen etkenin cins ve tiir diizeyinde
tanimlanmasi

Tanimlanan etken icin tedavide kullanilabilecek
antimikrobik maddenin etkinliginin saptanmasina
yonelik duyarlilik testlerinin yapilmasi

Etkenin direnc mekanizmalari ile ilgili testlerin
yapilimasi

Tum bunlarin en hizli, en dogru ve klinikte
kullanilabilecek 6zellikte yapiimasi



Otomatize identifikasyon
i sistemlerinin temel ozellikleri

= Hizli

= YUksek dogrulukta

= [ekrarlanabilir identifikasyon yaparlar
= Daha az teknik is glcu gerektirirler



+

= Hizl sonug alma gerekliligi hizli

identifikasyon stratejilerinin dogmasina
yol acmistir.

» Enzimatik aktiviteyi Olcen substratlar

Liillanihir nFanm-act hal-farinin
I\UIIC]IIIIII \ Cl |L||||||| DC]|JLC]IIIIIC]DI IJCOUONLCILITNTE]

cogalmasi ile ilgili degildir)
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= Ureme temelli testlerde son Uriindn
Olcllebilmesi icin 18-24 saatlik inklbasyon
suresi gerekir.

= Son urdnlerin metabolik aktivitesi pH
indikatorleri araciligi ile olusan renk degisimi
ile belirlenir.

= Konvansiyonel biyokimyasal sistemlerin
minyaturize modifikasyonlari kullanilir; ciplak
gbzle renk degisimi saptanabilir.



¥

s Alternatif olarak bazi otomatize sistemlerde
kullanilan fotoelektrik hlicre minyattr Greme

kuyularindan gecen 1sigin dalga boyundaki
degismeleri oOlcer.
= Floresansi Olgcen sistemler

= Bulanikligi 6lcen sistemler

= Identifikasyondan cok antimikrobiyal duyarlihigin
belirlenmesinde kullanilr,

= Optik dansite spektrofotometrede Olculir.



i Metabolik profilin analizi

= Bir bakteriyel izolattan elde edilen
metabolik profil; temel olarak fenotipik
parmak izidir.

= (+) ve (-) reaksiyonlarin bir serisi olarak
kaydedilir.



i VERI TABANI

= Uretici tarafindan olusturulur ve klinik
olarak onemli bakterilerin taksonomik
durumlarinin surekli olarak
guncellenmesi temeline dayanir.



sistem nasil ¢aligir?

*Antibiyotik grubu

*Bakteri grubu

*Dogal direng

*Atipik direng

*Kazanilmig direng fenotopleri




:L Veri tabani olusturulmasi

Ayni tlre ait bircok sus toplanir.

Her sus metabolik testlerin oldugu 6zdes
identifikasyon paneline inokule edilir.

Inkiibasyon sonrasi (+) ve (-) test profili elde
edilir.

Her test icin kimulatif sonuclar her genusun
veya turun %/’si olarak ifade edilir.

Amac, her tur icin her bir testin (+) sonuc
olasiligini hesaplamaktir.



= Calisilan izolatin metabolik profili
belirlendikten sonra, profil numerik bir
koda donustaraldr.

Amac: bilinmeyen fenotipik parmak
izinin uygun veri tabani ile
kiyaslanmasini kolaylastirmaktir.

Bu kiyaslama numerik kodun bilgisayar
yvardimli kiyaslamasi seklinde de olabilir.



= Veri tabani arastirilan susa uygun olmalidir

= Orn: bir S.aureus izolati yanlilikla
Enterobacteriaceae tanisinda kullanilan bir test
paneli ile calisilacak olursa; veri tabani Gram(+)
koku identifiye etmeyecektir. Clnku veri tabani
sadece Gram(-) enterik comaklar ile kiyaslamaya
uygundur.

= Identifikasyon paneli secilmeden 6énce koloni
yapisi, Gram boyama ile morfoloji belirleme gibi
testler ve gozlemlerin yapilmasi zorunludur.



Otomatize identifikasyon
i sistemlerinin avantajlari

= Zaman tasarrufu

= TUr dizeyinde yiksek oranda dogru
identifikasyon

= Sonuclarin tekrarlanabilir olmasi

= Ic ve dis kalite kontrolunun
uygulanabilirligi

= LIS ve HIS baglantilari ile hizl
raporlama



i Otomatize sistemlerin avantajlari

= Kisith personelin etkin degerlendirilmesi

= Bilgisayar sistemleri ve yazilim
programlari sayesinde hasta, ornek,
klinik izolat ile ilgili verileri sinirsiz
Olclde depolayabilmesi

= Istatistiksel, epidemiyolojik analizlerin
kisa slUrede yapilabilmesi



i Dezavantajlari

= Pahall olmasi

= Bakteri morfolojisini bnceden bilmenin
gerekliligi

= Cok uygun yogunlukta bakteri
suspansiyonu hazirlama zorunlulugu
= Gram(-) comaklar icin 0,5 Mc Farland
= Gram(+) koklar icin 4 Mc Farland

miniAPI icin gerekli standardlar



i Dezavantajlari

Sadece kendi veri tabaninda bulunan bakterilerin
identifikasyonunu yapabilir.

Biyokimyasal ozellikleri yakin benzerlik gosteren
turlerin identifiye edilerek birbirinden ayrilmasi cok
zordur.

Kalifiye teknik is glclunun istihndamini gerekli kilar.

Mikrobiyologun yorumlama yetisini devre disi
birakirsa dezavantaj olusturur.

= Egitim veren kurumlarda uzmanlik égrencisinin egitimi igin
klasik yontemlerle de calisiimasi gereklidir.



i Dezavantajlar

= 4 Mc Farland’lik bakteri yogunlugunu
bulmak icin 48 saatlik CO2’li ortam
inklibasyonu gerekir, bazen de bu
mumkUn olmaz.



i Dezavantajlari

= Ureyen bakterinin klinik materyaller ile
uyumlu olup olmadiginin arastiriimasi
gerekir.

= Klinik Mikrobiyolog, veri tabani,
olasilikiar, yuzdeler sonucu ulasilan
sonuclara kort kériine baglanmamalidir.

= Bazen bir cevre bakterisi Ureyebilir.



i Veri tabani ile ilgili sorunlar

= Veri tabaninda bulunan bakteri sayisi 200-
1200 arasinda degisir. ( 6zellikle sistem
evresel ornekler ve arastirma amacli olarak
ullanilacaksa)

= Veri tabaninin Uretici tarafindan sik sik yeni

isimli thrleri de icerecek sekilde glincellenmesi
gerekir.

= Sistem sadece veri tabaninda bulunan bakteri
identifikasyonlarini yapabilecektir.
Mikrobiyolog bu sinirlamalari iyi bilmeli ve
klinisyeni de bu konuda uyarmalidir.




i Hatali sonuclar

= Kit ile farkh durumlar ortaya cikabilir.
= Orn: Laktoz(+) Salmonella spp veya
H2S(+) E.coli Ureyebilir.
= cok glvenilir bir sistemden cok yaniltici bir
sonuc cikabilir.

= Bu gibi durumlarda geriye donup klasik
identifikasyon sistemlerine basvurmak
gerekir.



¥

= Sonucta bir belirsizlik veya uyumsuzluk
oldugunda laboratuvar mutlaka ek bir
isleme basvurmali, gerekirse izolat
analiz icin bir referans laboratuvara
gonderilmelidir.



i Baslica hata kaynaklari

= Saf sus kullanilmamasi

= Taze izolat kullanilmamasi ( 18-24
saatlik kulturle calisiimali)

s Standard inokulum kullanilmamasi

= Kit dolumu ve yerlestirme arasinda
gecen surenin 20 dakikayl asmasi

= Onerilen inkiibasyon siirelerine
uyulmamasi



i Baslica hata kaynaklari

= Onerilen inkiibasyon ortamina
uyulmamasi

= Onerilen inkiibasyon isisina uyulmamasi
= Sonuclarin hatali okunmasi
= Sonuclarin gecirilmesinde hata

= Kitin son kullanma tarihinin gecmis
olmasi



i Baslica hata kaynaklari

= Reaktiflerin acilmasindan sonra kullanim
surelerinin dolmus olmasi

= Kitin ve reaktiflerin saklama kosullarina
uyulmamasi

= Ureticinin metodolojisine uyulmamasi

= Subkudltdr icin 6nerilen besiyerlerinin
kullanilmamasi
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= Kullanicinin egitimi

= Cihazin enerji kesintilerine karsi
korumali olup olmadigi

= Sistem tum calisanlar tarafindan
tarafindan kullanilabilir mi?

= Sistem basit mi?



i = Sonuc olarak; Klinik Mikrobiyologlar Gretici
firmanin Grtnlerle ilgili haberlerini, identifikasyon
sistemlerini kullanan diger kullanicilarin
karsilastiklar sorunlari ve potansiyel problemleri
acliklayan literaturleri takip etmelidirler.

= Uygun olmayan biyokimyasal profil ya da
beklenmedik duyarlilik profili nedeniyle sonuc ile
ilgili bir soru isareti olustugunda mutlaka ya
klasik yontemlerle ya da bir referans laboratuvara
gdndererek sonu¢ dogrulanmalidir.




