TURKKIZILAY]

1868

Kan Hizmetleri Genel Mudurlugi
Sunum Tarihi: 10 Mart 2016

C'S& %

168 2868 KAN

w.kanver.o %
CAGRI  KISAMESAJ KAN HIZMETLER] GENEL MUBURLOGU BAGISI

MERKEZI BAGI$ HALII www.kizilay.org.tr HAYAT

EEEEEEEEEEEEEEEEEE

lLETlslu uirn HER MESAJ!TI. BAGIS KURTARIR




)

TURKKIZILAY]

NAT TARAMA TESTI
UYGULAMALARI VE ONEMI

Uzm. Dr. Kadri DEMIREL
Kuzey Marmara Bolge Kan Merkezi

Laboratuvar Birim Sefi

KAN HiZMETLERI GENEL MUDURLUGU
2015




SAGLIK BAKANLIGININ ZORUNLU TUTTUGU ENFEKSIYONLAR TURKKIZILAYI

1868

- KAN TRANSFUZYONU iLE BULASAN ENFEKSIYON ETKENLERINDEN 3

* Hepatit B Virus enfeksiyonlari
* Hepatit C Virus enfeksiyonlari
* HIV enfeksiyonlari

* T. pallidum enfeksiyonlari

KAN HiZMETLERiI GENEL MUDURLUGU
2015



TURKKIZILAYI

- ENFEKSIYONLARIN OZGUL LABORATUVAR TANISI D,

* Mikroorganizmalarin Uretilmesi
* Mikroorganizmaya ait antijenik yapilarin gésterilmesi
 Mikroorganizmaya 6zgl genetik materyalin gosterilmesi

* Mikroorganizmaya karsi konagin olusturdugu 6zgil immun
yanitin gosterilmesi

KAN HiZMETLERiI GENEL MUDURLUGU
2015



J
- Neden NAT ? TURKKIZIAT

* Serokonversiyon dncesi pencere donemi,
e Immun sessiz donem,

* Prototip virusler,

* Varyant sus varligi

* Analitik hatalar

KAN HiZMETLERiI GENEL MUDURLUGU
2015



- Niikleik Asit Test (NAT) Laboratuvari

)

TURKKIZILAYI
HIV* HCV HBV
Temasdan antikor olusumuna (giin) 22 70 56
NAT ile azalan siire (giin) 10-15 41-60 6-15
*HIV NAT, HIV p24 antijen testine gore pencere donemini 3-8 giin kisaltir.

KAN HiZMETLERiI GENEL MUDURLUGU

2015



- Turk Kizilay1 ve NAT %

* Transflizyon Urinlerindeki bulasici ajanlar icin daha yuksek
tarama standartlarina olan kamu talebi, Nukleik Asit Testi
(NAT) teknolojisinin gelisimini hizlandirmistir.

e Turk Kizilay1 2006 yilinda NAT tarama testi,
* Sonuclarin sunulmasi

e Sirec¢ sonunda 6’li havuz

30 Ekim 2014 de NAT testi

KAN HiZMETLERiI GENEL MUDURLUGU
2015



- Niikleik Asit Test (NAT) Laboratuvari %

Roche Cobas s201 sistemi Tirk Kizilayi ‘nin Ankara, izmir, Erzurum ve Istanbul
Bolge Kan Merkezi laboratuvarlarinda kuruldu.

NAT icin kullanilan yontem; Real Time PCR (Multiplex, Multidye
Teknolojisi- MP6)

NAT icin kullanilan sistem; Cobas s-201 platformu, Roche Diagnostics,
Isvicre

NAT icin kullanilan Kit; MPX v2.0 kiti, Roche Diagnostics, Isvicre

NAT calisilan test; HBV DNA, HCV RNA, HIV-1 RNA / HIV-2 RNA



- Niikleik Asit Test (NAT) Laboratuvari %

1868

* NAT testleri 6’li havuzlar seklinde (Minipool-6;MP6)

* Nonreaktif havuzda yer alan her bir numune “nonreaktif”

* Reaktif havuzlara ise rezollisyon

* Rezollisyonda tim numuneler tek tek (MP1) calisilir
(Single NAT, Individual NAT; ID-NAT).

* Rezolisyon sonucu, test sonucu olarak kabul edilir.

 Rezolisyon numuneleri nonreaktif ise, baslangictaki MP-6
havuz sonucu “yalanci reaktif” olarak kabul edilir.



- Niikleik Asit Test (NAT) Laboratuvari %

1868

 MP-6 NAT da, 166 mikrolitre plazma

* Rezolusyon da 1 mllik plazma

* Duyarhlk yaklasik 6 kat artmakta

* Yontem, “kalitatif” sonuc vermektedir

* HIV-1 RNA ve HIV-2 RNA taramasi yapilabilmekte
* Ancak HIV-1 ve HIV-2 ayirimi yapilmamakta

KAN HiZMETLERiI GENEL MUDURLUGU
2015



- Cobas s201 sistemi Islem adimlar: %

e Havuzlama (pooling)
Hamilton Microlab STAR IVD Pipetleme Cihazi

 Numune hazirlama / Ekstraksiyon
Cobas AmpliPrep Ekstraksiyon Cihazi

Amplifikasyon ve deteksiyon

Cobas TagMan PCR Amplifikasyon Cihazi
* Sonuc gozden gecirme ve yonetme
AMPLILINK Yazilimi ve Bilgisayari

KAN HiZMETLERI GENEL MUDURLUGU
2015



- Niikleik Asit Test (NAT) Laboratuvari %

- _
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- Standart Calisma Prosedtiri %

 Numune tiri (Plazma)

e Santrifigasyon

 Havuzlama (6’ havuz)

* Ekstraksiyon, Amplifikasyon ve deteksiyon

e Reaktif numuneler icin otomatik rezollisyon

e Test sonuclarinin degerlendirilmesi, Sahit numune
e Test sonucuna gore dogrulama testi

KAN HiZMETLERiI GENEL MUDURLUGU
2015



Rutin NAT testinde is akisi %

1868

Primer tiipler

3 4 5
Havuzdaki tim numuneler
HBV DNA, HIV RNA ve HCV RNA

agisindan «Nonreaktif»
166 166 166 166 166 166

pL pL pL pL pL pL t

| | | | | |
@6 > Non-ReaD
f

HBV DNA
Test # - HCV RNA
havuz E

tupii HIV-1 RNA
’ HIV-2 RNA \
1000 plL MP-6 Multipleks QPG > Reakti>
(MiniPool-6) (Multi-dye)
MP-6 Real Time PCR

Havuzdaki hangi numune/numuneler

Hangi virlis/viriisler agisindan reaktif ?

1

Rezoliisyon



)

Reaktif havuzun ¢6ziimlenmesi— Resolution _ .~

Primer tiipler

1868

1

1000 1000
pL pl

|

ID-NAT
3 (Individual NAT)
HBV DNA HBV DNA Multipleks
HCV RNA HCV RNA (Multi-dye)
HIV-1 RNA HIV-1 RNA )
HIV-2 RNA HIV-2 RNA Real Time PCR

R— Reaktif
Non-R— Non-Reaktif



Niikleik Asit Test (NAT) Laboratuvari %
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B VERILERIMIZ -

1 Kasim 2014- 1 Agustos 2015 — ilk 9 aylik veriler — 1.436.555 bagis

— Tam kan bagiscisi — 1.412.620 (%98.33)
— Trombosit aferez bagiscisi — 23.935 (%1.67)

Serolojik tarama ve NAT tarama testleri ES ZAMANLI calisildi.
Serolojik tarama —

— EIA (Siemens Enzygnost/ BioRad Monolisa /DiaSorin Murex)

— CLIA (DiaSorin Liaison XL)

NAT tarama —

— Cobas s 201 Sistemi (Real Time PCR; Multiplex /Multidye teknolojisi)

— TagScreen MPX ver.2.0 kiti

— MP6; MiniPool-6 (6 numuneden olusan plazma havuzlarinin taranmasi)



Etken

HBV

HCV

HIV

NAT TEST SONUCLARININ DAGILIMI

Birinci Donem

Tarama testleri

Seroloji (a)(b)

Nonreaktif

Reaktif

Reaktif

Nonreaktif
Nonreaktif

Reaktif
Reaktif
Nonreaktif

Nonreaktif

Reaktif
Reaktif

Nonreaktif

NATIC)

Nonreaktif

Reaktif

Nonreaktif
Reaktif

Nonreaktif

Reaktif
Nonreaktif
Reaktif

Nonreaktif

Reaktif
Nonreaktif

Reaktif

(ilk 3 ay)

(n=474.2438)
n Oran
471.876 99,500%
1.484 0,310%
573 0,120%
315 0,070%
473.715 99,890%
57 0,010%
476 0,100%
0 0,000%
473.623 99,870%
23 0,000%
602 0,130%
0 0,000%

ikinci Donem

(sonraki 6 ay)

(n=962.307)
n Oran
957.611 99,512%
3.042 0,316%
1.129 0,117%
525 0,055%
961.066 99,871%
87 0,009%
1.137 0,118%
17 0,002%
960.659 99,829%
69 0,007%
1.563 0,162%
16 0,002%

1.429.487

4.526

1.702
840

1.434.781

144
1.613
17

1.434.282

92
2.165
16

Tablo-4: 01 Kasim 2014- 01 Agustos 2015 zaman dilimindeki ilk 9 aylik dénemde 1.436.555 kan bagiscisi numunesinden elde edilen serolojik ve NAT test sonuglarinin dagilimi.

)

TURKKIZILAYI

Tumu
(ilk 9 ay)

(n=1.436.555)

Oran

99,508%

0,315%
0,118%
0,058%
99,877%
0,010%
0,112%
0,001%
99,842%
0,006%
0,151%
0,001%

1868

Oran (1/108)

995.080

3.151

1.185
585

998.765

100
1.123
12

998.418

64
1.507
11

(a) Kullanilan kitlere gére, EIA yontemi ile galisilan HBsAg testinde %10, Anti-HCV ve HIV 1-2 Ag+Ab testlerinde %10-20, gray-zone uygulanmistir. CLIA yontemi ile galigilan tim testlerde gray-zone orani %10’dur. S/CO
(sample/cut off) orani gray-zone sinirlari iginde olan sonuglar “reaktif” olarak kabul edilmistir.
(b) Tabloda “Seroloji” sitununda yer alan “reaktif” sonuglar tekrarlayan reaktifliktir (ilk galismada reaktif sonug olunan numuneler ayni yontemle iki kez daha test edilmistir. Tekrar edilen testlerden en az birinde
reaktif sonug alinmasi durumu “tekrarlayan reaktif” olarak kabul edilmistir).

(c) Numuneler rutin olarak 6’li havuzlar (MP6; minipool-6) seklinde test edilmistir. Reaktif sonug alinan havuzdaki her bir numune rezoliisyon amaciyla tekli havuzlar (MP1) seklinde tekrar edilmistir (ID-NAT;
Individual NAT, single NAT)



- HBV Seroloji ve/veya NAT reaktifligi D,

TURKKIZILAYI

7.068/1.436.555

2

%0,49
(492/100.000)

HBsAg

HBV DNA HBV DNA

% 64,0

(n=4.526)

n=7.068



- HCV Seroloji ve/veya NAT reaktifligi D,

TURKKIZILAYI

1.774/1.436.555

¢

%0,12
(123/100.000)

Anti HCV
HCV RNA

Anti HCV HCV RNA

% 90,92

(n=1.613)

% 8,11

(n=144)

% 0,96

(n=17)

n=1.774



- HIV Seroloji ve/veya NAT reaktifligi %

2.273/1.436.555

2

%0,16
(158/100.000)

HIV 1-2 Ag+Ab
HIV RNA

HIV RNA

HIV 1-2 Ag+Ab

% 95,25

(n=2.165)

% 4,05

(n=92)

n=2.773



)

TURKKIZILAYI

Seroloji nonreaktif / NAT reaktif

873/1.436.555
%0.061
60,77/100.000




- Seroloji nonreaktif/ NAT reaktif %

Olgularin
analizinde MP-NAT (MP6)
uygulanan is akisi
v ¥
Reaktif Nonreaktif
! ]
[ 'D'NA_T ] 6 numunenin her
(resol‘utlon) biri nonreaktif
HBV HCV HIV Tumii nonreaktif
I I
| y L
"« KantitatifPCR ) [* TDP’den ID-NAT [ MP6 Yalanci pozitif ]
° Anti-HBc (total) ¢ Kantltatlf PCR l

. Takip numunesi J biri nonreaktif

e Anti-HBs e Takip numunesi i
[6 numunenin her]




- TURKKIZILAYI

Anti-HCV nonreaktif / NAT reaktif

17/1.436.555
%0.012
1,18/100.000



- Anti-HCV nonreaktif / NAT reaktif T eI
. Yontem LOD PROBIT Analizi

| ROCHE
€| Cobas s 201 L 1 mlL 6,8 IU/mL (5,8-8,3)
© Kalitatif

= | TagScreen MPX v2.0 (ID-NAT) (MP6: 40,8 1U/mL )
P (11U=2,7 kopya)

©

| smoTT 05mL 121U/mL 10,5 I1U/mL (8,6-14,0)
'3| m2000 Kantitatif

b0 .

8 Rzl Time /ICy 02mL  30IU/mL 23,8I1U/mL (17,4-59,7)

(*) WHO Second International Standard for Hepatitis C Virus RNA for Genomic Amplification
Technology Assays (NIBSC code 96/798)

TDP yok ya da NAT negatif ise kontaminasyon olasihigi dislanlanmali — Bagis¢idan alinacak yeni numune ile
(takip numunesi) serokonversiyon
ve/veya NAT pozitifligi izlenmeli

i

Gergek pozitiflerde kantitatif PCR negatif bulunabilir — TDP ile desteklenmeli
&



Anti-HCV nonreaktif / NAT reaktif

Kantitatif
PCR
n=17

)

TURKKIZILAYI

1868

1 1

Hedef Saptanmadi Numune yetersiz
n=9 n=2

|
1 l

Takip numunesi Takip numunesi heniiz temin
alindi edilemedi
n=5 n=6 (4+2)

|

Indeks bagisa uzaklik — 4 ay / 7ay/ digerleri 6 ay
EIA/CLIA — Nonreaktif
ID-NAT — Nonreaktif
Kantitatif PCR — Hedef saptanmadi
(1 numune g¢alisilamadi)

\ 4

Yalanci Pozitif Heniiz karar verilemedi

1

Pozitif
n=6



- TURKKIZILAYI

HIV 1-2 Ag+Ab nonreaktif / NAT reaktif

16/1.436.555
%0.011
1,11/100.000



)

HIV 1-2 Ag+Ab nonreaktif / NAT reaktif

TURKKIZILAYI
. Yontem 0 PROBIT Analizi
HIV-1 46,2 IU/mL (35.5-65.9)
ROCHE Grup-M (MP6: 277,2 1U/mL)
%! Cobas s 201
£ 1 mL HIV-1 18,3 kopya/mL (13.1-30.9)
®©| TagScreen MPXv2.0  Kalitatif o ' '
8| (HIV-1 Grup M (ID-NAT)  Grup-O (MP6: 109,8 kopya/mL )
1 1U=0,6 kopya) e 56,2 kopya/mL (48.7-66.6)
(MP6: 337,2 kopya/mL)
c| ABBOTT 1mL 69,6 IU/mL 43,5 IU/mL (34,8-57,4)**
E m2000 0,6 mL 69,6 1U/mL 67,86 IU/mL (57,42-85,26)**
3| Real Time HIV-1 Kantitatif
8 (11U=0,58 kopya) 0,5 mL 130,5 1U/mL 113,11U/mL (88,74-153,12)**
0| 1 kopya=1,74 IU) 0,2 mL 261 1U/mL 207,06 IU/mL (177.48-261.00)**

(*) WHO Second International Standard for HIV-1 RNA, Second International Standard (NIBSC code 97/650)
(**) WHO 15t International Standard for HIV-1 RNA (NIBSC code 97/656) / HIV-1 VQA RNA Quantification Standard from Virology
Quality Assurance (VQA) Laboratory of the AIDS Clinical Trial Group

Gergek pozitiflerde kantitatif PCR negatif bulunabilir (6zellikle numune hacmi <1 mL ise)— TDP ile desteklenmeli
o TDP yok ya da NAT negatif ise kontaminasyon olasiligi dislanlanmali —» Bagis¢idan alinacak yeni numune ile
' (takip numunesi) serokonversiyon

J ve/veya NAT pozitifligi izlenmeli



- HIV 1-2 Ag+Ab nonreaktif / NAT reaktif T—URK,%L N7

1868

n=16
AT ~ - ~ AT
12 g 2
Yalanci Karar verilemedi Pencere
. (Takip numunesi . .
. pozitif ) _ alnamad) ) . Donemi )

HIV 1-2 Ag+Ab negatif/ NAT pozitif > 16/1.436.555
Analizi tamamlanan — 14/1.436.555

HIV NAT verimi — 2/1.434.298 — 1/717.149



)

TURKKIZILAYI

1868




HBsAg nonreaktif / NAT reaktif 3

TURKKIZILAYI

1868

. Yontem PROBIT Analizi
Real Time PCR tiirii (%95)*
o | ROCHE
€ | Cobas s 201 . 1 mL 2,3 1U/mL (2.0-2.8)
© Kalitatif
& TagScreen MPX v2.0 (ID-NAT) (MP6: 13,8 IlU/mL)
(1 IU=5 kopya)
ROCHE
Cobas Ampliprep/Cobas TagMan . 91U/mL (6.8 -12.1)
g HBV Test, version 2.0 LTS 20 T (EDTA’h plazma)
& | (11U=5,82 kopya)
=
%) ABBOTT 05mL 10I1U/mL 6.40 IU/mL (3.97-13.03)
Q| m2000 .
Real Time HBV Kantitatif
€al fime 02mL 15I1U/mL 10.66 IU/mL (7.11-19.38)
(1 1U=3,41 kopya)
(*) WHO International Standard for Hepatitis B Virus DNA for NAT Assays (NIBSC code 97/746)

- Gergek pozitiflerde kantitatif PCR negatif bulunabilir — Bagis¢idan alinacak yeni numune ile desteklenmeli
, {

indeks numunede kantitatif PCR pozitif bulunmasina ragmen anti-HBc ve anti-HBs nonreaktif ise
J kontaminasyon olasiligi dislanlanmali — Bagis¢idan alinacak yeni numune ile desteklenmeli



HBsAg nonreaktif / NAT reaktif

)

TURKKIZILAY]
840 numuneden 773 (%92)'sinin
testleri tamamlandi
Anti-HBc Negatif Anti-HBc Pozitif
Anti-HBs Anti-HBs
Negatif Negatif Toplam

Hedef Saptanmadi 23 2,98% 37 | 4,79% 129 | 16,69% 149 | 19,28% 338 43,73%
g <20 18 | 2,33% 13 1,68% 117 | 15,14% 123 | 15,91% 271 35,06%
5 20-99 7 0,91% 6 0,78% 54 6,99% 61 7,89% 128 16,56%
< 100-199 2 0,26% 12 1,55% 8 1,03% 22| 2,85%
g 200-399 1 0,13% 5 0,65% 3 0,39% 9 1,16%
e 400-1000 2 0,26% 2 0,26%
>1000 1 0,13% 1 0,13% 1 0,13% 3 0,39%
Toplam 50 |6,47% 59 7,63% 320 | 41,40% 344 | 44,50% 773({100,00%

=1.Pencere D6nemi| [=GHB (seronegatif) | [=2.Pencere Donemi | (=OBI (seropoziif) =Pencere Donemi

=GHB (seronegatif) | |[=Yalanci pozitif =Diisiik ya da =Yalanci pozitif =Diisiik ya da

=Yalanci pozitif varyant HBsAg ile varyant HBsAg ile

Olast durum* kronik infeksiyon kronik infeksiyon

=GHB (seropoziif) =GHB
=Yalanci pozitif =Yalanci pozitif

(*) GHB; Gizli hepatit B infeksiyonu



HBsAg nonreaktif / NAT reaktif

)

genellikle beklenen oranlar

GHB (primer)

TURKKIZILAYI
Kantitatif PCR'da pozitif sonu¢ alinan numunelerin dagilimi
n=435 (435/773—> %56)
Anti-HBc Negatif Anti-HBc Pozitif
Anti-HBs Anti-HBs
Negatif Negatlf To p|a m
<20 18 4,14% 13 2,99% 117 26,90% 123| 28,28% 271 62,30%
g 20-99 7/ 1,61% 6/ 1,38% 54 12,41% 61 14,02% 128 29,43%
-}
:_t' 100-199 2| 0,46% 120 2,76% 8 1,84% 22, 5,06%
2
g 200-399 1 0,23% 5 1,15% 3 0,69% 9 2,07%
T 400-1000 2 0,46% 2 0,46%
>1000 1 0,23% 1 0,23% 1 0,23% 3 0,69%
Toplam 27| 6,21% 22| 5,06% 191 43,91% 195/ 44,83% 435 100,00%
=1.Pencere Donemi | [*GHB (seronegatif) | |=2.Pencere Donemi | [=GHB (seropoziif) =Pencere Donemi
= GHB (seronegatif) =Diisiik ya da =Diisiik ya da varyant
Olasi durum* = Kontaminasyon varyant HBsAg ile HBsAg ile kronik
kronik infeksiyon infeksiyon
= GHB (seropoziif) =GHB
Serolojik test sonuglarina gére %10 . . %10 %40 %40
Pencere Donemi GHB GHB GHB



HBsAg nonreaktif / NAT reaktif 3

(indeks numunelerde kantitatif PCR sonucu negatif bulunan 338 badiscinin TURKKIZILAY]
69’undan alinan takip numunelerinde gergeklestirilen testler e

Takip numunesi

Anti-HBc Anti-HBs n n HBVDNA(IU/mL) HBsAg Anti-HBc Anti-HBs Anti-HBs degisim  Olasi Durum
1 25 - + - Pencere D6nemi-1
1 <10 - + + Pencere D6nemi-1
Nonreaktif Nonreaktif 8 1  Hedef Saptanmadi - - - Yalanci pozitif
4  Hedef Saptanmadi - + - GHB (Dalgalanan DNA)
1  Hedef Saptanmadi - + + 34 GHB (Dalgalanan DNA)
6 Hedef Saptanmadi - - + T@)/4() Yalanci pozitif
Nonreaktif Reaktif 10 5 -
4  Hedef Saptanmadi - + + (1) ’ (entl HBc
dogrulanmali)
9 <10 (5) / 18-56(4) - + - GHB (Dalgalanan DNA)
Reaktif Nonreaktif 27 14 Hedef Saptanmadi - + - Yalanci pozitif
Yeni numune ile anti-HBs
4  Hedef Saptanmadi - + + 10.1/14.8/ 29.1/43,3 diizeyi izlenmeli (PD-2 ?)
2 <10 $/C0O; 6.2 + + 61.1-556.9 OBI (Reaktivasyon?)
94 $/CO; 7.2 20.5522.5 (HBsAg re-seroconversion)
1 15 - + - 15.158.3 Pencere D6nemi-2/ GHB
8 <10(4)/10-36(4) - + + Pencere D6nemi-2/ GHB
Reaktif Reaktif 24
. HBsAg nétralizasyon
1 Hedef Saptanmadi (5/CO; 2.2) + + 38.25>39.4 gall§l!mall (Yalanci
pozitif?)
11 Hedef Saptanmadi - + + Yalanci pozitif

1 Hedef Saptanmadi - + - 18.6—7.0 Yalanci pozitif



HBsAg nonreaktif / NAT reaktif 3

(indeks numunelerde kantitatif PCR sonucu negatif bulunan 338 badiscinin TURKKIZILAY]
69’undan alinan takip numunelerinde gergeklestirilen testler e

Takip numunesi

Anti-HBc Anti-HBs n n HBVDNA(IU/mL) HBsAg Anti-HBc Anti-HBs Anti-HBs degisim  Olasi Durum
1 25 - + - Pencere D6nemi-1
1 <10 - + + Pencere D6nemi-1
Nonreaktif Nonreaktif 8 1 Hedef Saptanmadi - - - Yalanci pozitif
4  Hedef Saptanmadi - + - GHB (Dalgalanan DNA)
1 Hedef Saptanmadi - + + 34 GHB (Dalgalanan DNA)
6 Hedef Saptanmadi - - + T@)/4() Yalanci pozitif
Nonreaktif Reaktif 10 5 -
4  Hedef Saptanmadi - + + (1) ’ (ent' HBc
dogrulanmali)
9 <10 (5) / 18-56(4) - + - GHB (Dalgalanan DNA)
Reaktif Nonreaktif 27 14 Hedef Saptanmadi - + - Yalanci pozitif
Yeni numune ile anti-HBs
4  Hedef Saptanmadi - + + 10.1/14.8/ 29.1/43,3 diizeyi izlenmeli (PD-2 ?)
5 <10 S/CO; 6.2 " M 61.1556.9 OBl (Reaktivasyon?)
94 $/C0O; 7.2 20.5-522.5 (HBsAg re-seroconversion)
1 15 - + - 15.18.3 Pencere D6nemi-2/ GHB
8 <10(4)/10-36(4) - + + Pencere D6nemi-2/ GHB
Reaktif Reaktif 24
. HBsAg nétralizasyon
1 Hedef Saptanmadi (5/CO; 2.2) + + 38.25>39.4 gall§l!mall (Yalanci
pozitif?)
11 Hedef Saptanmadi - + + Yalanci pozitif

1 Hedef Saptanmadi - + - 18.6—7.0 Yalanci pozitif



)

HBsAg nonreaktif / NAT reaktif

TURKKIZILAYI
n=840 > Kantitatif PCR
1 n=773
Numune yetersiz |
(sahit numuneden ¢alismalar yapilacak) ‘ ‘
n=67 Hedef Saptanmadi Pozitif
n=338 n=435
Takip numunesi Takip numunesi heniiz Anti-HBc ve Anti-HBs Anti-HBc ve/veya Anti-HBs
alindi temin edilemedi negatif pozitif
n=69 n=269 n=27 n=408

|

=1.Pencere Donemi
=GHB (seronegatif)
= Kontaminasyon

! | !

=Pencere Dénemi-1 enltE I;I(eniiz Al L =Pencere Dénemi-2
=Pencere Donemi-2 Ifarar . arar ver'le'_“ed' =*GHB (seropozitif)
Yalanci verilemedi verilemedi (Kontaminasyon -

=GHB " y =Diisiik ya da

=GHB (Daleal Pozitif (Ek (Ek olasiligini dislamak t HBsAg il
(Dalgalanan ¢alismalara ¢alismalara icin takip numunesi vary:im' S .g e

HBV DNA) ihtiyag var) ihtiyag var) gerekli) kronik infeksiyon

n=27 n=9 n=269 n=27 n=408
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=Pencere Dénemi-1 Henuz I-Il(eniiz He"_i:z ka::_’ =Pencere Dénemi-2
=Pencere Donemi-2 Ifarar . .arar . veriiemed =GHB (seropozitif)
Yalanci verilemedi verilemedi (Kontaminasyon -
=GHB .t y =Diisiik ya da
Pozitif (Ek (Ek olasihgini dislamak t HBsAg il
“GHB (Dalgalanan ¢alismalara ¢alismalara icin takip numunesi vary?n- S .g e
HBV DNA) ihtiyag var) ihtiyag var) gerekli) kronik infeksiyon

n=9 n=269 n=27

435

HBsAg negatif/ NAT pozitif — 840/1.436.555

HBV NAT verimi — 435/1.430.327 — 1/3288

2007-2008’deki 4 KMBKM (istanbul, TMA yéntemi, ID-NAT, 18200 donasyon - 1/1626
ilk NAT calismalarinda OABKM (Ankara, RT-PCR yontemi, MP-6, 17262 donasyon —> 1/2466
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Seroloji reaktif / NAT nonreaktif

5.480/1.436.555
%0.38
381/100.000




Anti-HCV reaktif / NAT nonreaktif (1.613/1.436.555) 3
(112/100.000) TURKKIZILAY]
n=1613
LIA

(Inno LIA HCV Score)

\ 4

Gegersiz

52 (%3.2)

!

Anti-HCV

(takip numunesi ile)

!
 Negatif

5 (%9.6)

\ 4

| l l
Belirsiz (Negatit) [T

373 (%23.1) 1126 (%69,8) 62 (%3,8)

}

?

\ 4

Yeni numune
alinamadi

47 (%90,4)

* Yeni numune zamani dolmadi
* Yeni numune alinamadi
* BATTER nedeni ile yeni numuneye

gereksinim duyulmadi

Bagisci kalici ret (DOTER) — 62/1613 (%3,8)
Bagisci geri kazanim — 1131/1613 (%70,1)
Bagisci gegici ret/belirsiz — 420/1613 (%26,1)
Anti-HCV verimi — 62/1.436.394 —> 1/23.168



(151/100.000) TURKKIZILAYI
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- HIV 1-2 Ag+Ab reaktif / NAT nonreaktif (2.165/1.436.555) 3

n=2165

LIA
(Inno LIA HIV 1-2 Score)

,, | !
Belirsiz Negatif

33 (%1,52) 1 (%0,05) 2131 (%98,43)
HIV 1-2 Ag+Ab MP-6 — Nonreaktif

ID-NAT — Reaktif

CLIA — Reaktif (5/CO; 72,3 ve 75)

LIA —> Pozitif

1 sgp120(2+), gp41(3+), p31(3+), p24(4+), p17(3+)

Y Kantitatif PCR — Heniiz yapiimadi
Yeni numune

alinamadi

(takip numunesiiile)

1 hafta sonra alinan yeni numunede seroloji sonuglari ayni ancak
PCR testleri heniiz yapilmadi.

15 (%44’5) 18 (%54’5) NAT sahit' numtfneden MP-§ testi tek'rar!anacak ve pr'imer
numune ile takip numunesinde kantitatif PCR testleri ¢alisilacak

Negatif

Bagisci geri kazanim — 2.146/2.165 (%99,12)
Bagisci gegici ret/belirsiz —  18/2.165 (% 0,83)
HIV 1-2 Ag+Ab verimi N 1/1.436.555 (?)
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HBsAg reaktif / NAT nonreaktif (1.702/1.436.555) 3

y

(118/100.000) TURKKIZILAY
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n=1702

Anti-HBc Total
A\ 4 l
Negatif Gegersiz

1218 (%71,6) 6 (%0.4) 478 (%28)

HBsAg

v

\ 4

Notralizasyon
} l

Gegersiz

Yetersiz
numune

weesit) (T

85 (%7)

1

HBsAg

(takip numunesi ile)

4 (%0.3) 1078 (%88,5) 51 (%4,2)

Bagisci kalici ret — 531/1702 (%31,2)
Bagisci geri kazanim — 1147/1702 (%67,4)
Bagisci gegici ret/belirsiz — 24/1702 (% 1,4)

et

69 (%81.2)

Yeni numune
alinamadi

14 (%16,5)

é HBsAg verimi — 531/1.431.189 —» 1/2695

2 (%2,3)



- Serolojik tarama ve NAT testlerinde verim %
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Seroloji NAT

- + NAT verimi 1/3288 30,41/100.000
HBV

+ - HBsAg verimi 1/2695 37,10/100.000

- + NAT verimi 1/358.700 0,28/100.000
HCV

+ - Anti-HCV verimi 1/23.168 4,32/100.000

- + NAT verimi 1/717.149 0,14/100.000
HIV

+ - HIV 1-2 Ag+Ab verimi ? ?

NAT, serolojik tarama ve dogrulama testlerinin 6nemini azaltmiyor, birbirilerinin yerine kullanilamazilar

Ozellikle HBsAg testi (HBsAg nétralizayonu ile dogrulama ve anti-HBc’nin destekleyesi test olarak
kullanilmasi sartiyla ) HBV NAT ile birbirine yakin 6nemdedir

@
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HBsAg nonreaktif / NAT reaktif

Literatiir taramalarinda ¢alisma verileri kiyaslanirken
calismada kullanilmis olan test tiirii ve yontemleri ile
olgularin analizinde ve HBV infeksiyonu tiiriiniin

(6zellikle Gizli Hepatit B) tanimlanmasinda kullaniimis
olan ifadelerin dikkatli incelenmesi gereklidir

Aksi takdirde yaniltici/hatali yorumlara varilabilir

Occult hepatitis B virus infection
Min-Sun Kwak, Yoon Jun Kim;
World J Hepatol 2014 December 27; 6(12): 860-869
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1) Primer numunedeki HBV DNA pozitifliginin dogrulanmasi
* Ozellikle yalanci pozitif ile gercek pozitiflerin ayirimini saglar
2) Molekiiler ve serolojik belirteglerin karsilastiriimasi

* Bagiscidaki HBV infeksiyonunun dogrulanmasini saglar
(6zellikle GHB ve kagcak mutantlari)

3) Bagiscidan alinacak yeni numunede (takip numunesi) ya da arsiv
numunesinde (sahit numune) serolojik belirteglerin irdelenmesi

* Pencere dénemi/ GHB / kontaminasyon ayirimini saglar

Diagnostic algorithm for HBV safe transfusion

. . . . Allain JB, Candotti D; Blood Transfus 2009; 7: 174-82
lyi planlanmus bir algoritma;

hem bagis¢inin dogru bilgilendirilmesini ve yonlendirilmesini
hem de look-back ( bagis¢idan hastaya iz siirme) siirecinin etkin sekilde yiiriitiilmesini saglar



- HBsAg nonreaktif / NAT reaktif %

1) Primer numunedeki HBV DNA pozitifliginin dogrulanmasi

e) Kantitatif PCR
°* Tarama testine esit veya daha yiiksek duyarlilikta ise ciddi avantajlar saglar
" Uygulanmasi kolaydir

" Viral yiik de (HBV DNA) belirlenebildiginden infektivite derecesi ve
siniflandirma icin dolayh katki saglar;

olgularin coqunda
* @Gizli hepatit B (GHB)— <100 IU/mL
°* Pencere donemi — > 100 IU/mL
* Kagak mutant — > 1000 IU/mL




- HBsAg nonreaktif / NAT reaktif %

2) Molekiiler ve serolojik belirtecglerin karsilastiriimasi

a) Anti-HBc
" Dusiik HBV prevalansi — Tarama NAT pozitifligini dogrular
(yuksek ozgiillukteki bir kit ile tekrarlanmasi
durumunda standart dogrulama yontemi olarak
kullanilabilir)

" Yiiksek HBV prevalansi — Tarama NAT yalanci pozitif/ Gergek pozitif ayirimini
saglamaz

b) HBeAg/ anti-HBe

" Anti-HBc pozitifliginin dogrulanmasi igin kullanilabilir.
c) Anti-HBc IgM

" Kronik GHB ile HBV infeksiyonu erken iyilesme donemi arasinda ayirim saglar
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- HBsAg nonreaktif / NAT reaktif %

2) Molekiiler ve serolojik belirtecglerin karsilastiriimasi

d) Anti-HBs
" Yiiksek — infektivitenin olmadigini isaret eder

" Diisuk — infektiviteyi dislamaz
( 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda koruyucu degildir)

e) Alternatif HBsAg testi (tarama testine gore daha yliksek duyarlilikta ise)
= Disuk diizeydeki HBsAg’yi saptar — akut/kronik infeksiyon ayirimini saglar

" Mutantlar tespit edebilir
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- HBsAg nonreaktif / NAT reaktif %

3) Bagis¢idan alinacak yeni numunede (takip numunesi) ya da arsiv
numunesinde (sahit numune) serolojik belirteglerin irdelenmesi

a) Takip numunesi

" Tamamlayici molekiiler ve serolojik testler
— Pencere donemi / GHB / kontaminasyon ayirimini saglar

= jndeks donasyondan yaklasik 6 ay sonra temin edilmesi gerekir ancak
bagiscilarin yaklasimi farkhiliklar gosterir, geri doniis orani diisuiktiir

b) Onceki bagislara ait arsiv numuneleri

" GHB tanisini destekleyebilir ancak pencere donemi ayirimini saglamaz
(Ag ve Ab heniiz nonreaktiftir)
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HBsAg nonreaktif / NAT reaktif

TURKKIZILAYI
oo R : . :
yarliligi - Alternatif Anti-HBc Anti-HBc
daha yiiksek > HBsAg IgM IgG LT
(~0,11U/mL) g:-’
ya da daha S + + - - Yeni gegirilen (post-acute)
genis varyant =
saptama = + - + S Kronik infeksiyon /Varyant HBsAg
yetenegi olan -
\_Kitile ) % - - + - GHB (Coziilmiis ya da kronik)
o
= - - + + GHB (Cozilmis)
f Primer GHB 7 Pencere Donemi /
Kontaminasyon

'g (+) Pencere Donemi

é + - + - - Pencere D6nemi-2 / Primer GHB
e + - - + + Pencere D6nemi-2 / Primer GHB

'% - - - + - GHB (Dalgalanan DNA)

- s - - + + GHB (Dalgalanan DNA)

- - - - - Yalanci pozitif
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* Avrupa Komisyonu Rehberi
* HBsAg 0,130 IU/mL
* 100 IU/mL HBV DNA (ID-NAT)

Guide to the preparation, use and quality assurance
of blood components Recommendation No. R (95) 15,
2015, 18th Edition

» Akut enfeksiyonda HBV DNA 200-400 IU/mL oldugunda HBsAg saptanabilir hale geliyor
(1000-2000 kopya /mL)

Lack of correlation between HBsAg and HBV DNA levels in blood donors who test positive
for HBsAg and anti-HBc: implications for future HBV screening policy
Kuhns MC1, Kleinman SH; Transfusion. 2004 Sep,;44(9):1332-9.

* Piyasadaki en duyarl kit; Prism HBsAg

* Saptama limiti — 0,014-0,018 IU/mL
0.08-0,1 ng/mL (1 IU= 5.6 Abbott ng)

* HBsAg analitik duyarlilik 0,004 IU/mL olur ise 59 IU/mL HBV DNA’yi saptayabilir
(0,02 ng/mL) (200 kopya/mL) (IU=3,41 kopya)

Correlation of improved hepatitis B surface antigen detection limits with hepatitis B virus DNA
nucleic acid test yield in blood donations
Martin LA, Stramer SL Khuns MC; Transfusion. 2012 Oct;52(10):2201-8
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PEl * standardi (ad) ICBS* kantitatif paneli 2" WHO standardi**
1U/mlL 1U/mlL (IlU/mlL)

Murex 0,025 0,022-0,052
EIA
Enzygost-5.0 0,021 0,016-0,045
HBsA
She Enzygost-6.0 0,020 <0,032

CLIA —— Liaison XL 0,050
Prism HBsAg 0,021 0,013-0,020

Table S2: Analytical sensitivities of the 70 HBsAg test kits evaluated™
PEI ICBS HBsAg Quantitative Panel (sample #, genotype/subtype, country of origin)
HBsAg #220 #3546 #3570 #3516 #93 #318 #2406 #713
ad Aladw2 Blaywl Bladw2 Cladr Diayw2 Diayw3 E/aywd Fladwd
Stand- Jordan Vietnam Vietmam Vietnam Tunisia Brazil Ivory Brazil
Test ard Coast MManaus
HBsAg test kit ’ and manufacturers Catalogue No. format Detection limits (IU/mL *)
Prism HBsAg; ChLT
Abbott GmbH & Co. KG 3A47-48 A 0.021 0.017 0.013 0.013 0.014 0.013 0.016 0.013 0.020
Enzygnost HBsAg 50 ¥
3 3
Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbEH 5 OQPW ELA 0.021 0016 0.045 0.036 0.044 0016 0.041 0.033 0.041
Advia Centaur HBsAg ChLI
393362 L i X X X
Siemens Healthcare Diagnostics Inc. & 0339336 A 0.023 0.031 0.032 0.024 0.034 0.034 0.040 0016 0.028
Elecsys HBsAg IT ECLI .
Roche Diagnostics GmbH 04687787 A 0.023 0.058 0.046 0.046 0.041 0.034 0.049 0.029 0.051
Murex HBsAg Version 3
. 3 3 2! .03 2! X
Abbott Murex Biotech, Ltd. GE34 E[IA 0.025 0.033 0.032 0.037 0.031 0.029 0.035 0.022 0.052
H

DS-IFA-HBsAg - B-1152 EIA 0.035 0113 0.079 0.080 0.108 0.067 0.076 0.036 0110
RPC Diagnostic Systems
Architect HBsAg . CLMI 5 5
Abbott GmbH & Co. KG 6C36 A 0.038 0.031 0.031 0.031 0.031 0.025 0.044 0.026 0.031
Nl - A AT i TETA - - TT e A e o

(*) ICBS ;International Consortium for Blood Safety , PEI; Paul-Ehrlich-Institut
(**) 2"dWHO International HBsAg standard: (HBsAg alt tip adw2, genotip A; NIBSC kod numarasi: 00/588) 'na gére

Performance evaluation of 70 hepatitis B virus surface antigen (HBsAg) assays from around the world
by a geographically diverse panel with an array of HBV genotypes and HBsAg subtypes- Vox Sanguinis (2010) 98, 403—414
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* GHB — <200 IU/mL HBV DNA
Occult hepatitis B virus infection
Min-Sun Kwak, Yoon Jun Kim;
World J Hepatol 2014 December 27; 6(12): 860-869

* GHB — <100 IU/mL HBV DNA

* Pencere dénemi — > 100 (100-2000) IU/mL HBV DNA
* Kagak Mutant — > 1000 IU/mL HBV DNA
(varyant HBsAg)

Diagnostic algorithm for HBV safe transfusion
Allain JP, Candotti D; Blood Transfus 2009; 7: 174-82

» Look-back (bagiscidan hastaya iz siirme) ¢alismalarina gére GHB ile bulas orani %3-28
* GHB olan bagdis¢ilardan bulas en fazla TDP (%85-100), en az ES (%24) bileseni ile oluyor.

Infectivity of blood components from donors with occult hepatitis B infection — results from an Australian lookback programme
C. R. Seed, R. Maloney, P. Kiely,; Vox Sanguinis (2015) 108, 113-122

e T
Dt

Calismalarda Gizli Hepatit B infeksiyonu (GHB)
taniminda farkliliklar var!
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Occult Hepatitis B (OBI); Gizli Hepatit B infeksiyonu (GHB)

Karaciger Serum
HBV DNA HBsAg HBV DNA Anti-HBc Anti-HBs
+ - -
GHB
+ - +
Test _ P - ?
edilmesi * + GH B ( . )
d .
Cratik - + - - | GHB-seronegatif (Primer GHB)
degildir bu
nedenle - + + -
GHB daha
gok serum - + - + | GHB-seropozitif
HBV DNA
pozitifligi ile _ + + +
tanimlanir ‘
* <1000 IU/mL
e <200 I1U / mL Occult hepatitis B virus infection
Min-Sun Kwak, Yoon Jun Kim;
* <100 IU/mL World J Hepatol 2014 December 27; 6(12): 860-869
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Serum

HBsAg HBV DNA Anti-HBc Anti-HBs
- ? + - GHB (?)

HBV DNA testi yapilamadiginda,
ya da intermitant HBV DNA olabilecegi dikkate alinarak
izole anti-HBc pozitifligi GHB olarak tanimlanabilmektedir

8
?

Kullanilan kitin duyarlilik ve ézgiilliigiine bagh olarak; yalanci negatiflik / yalanci pozitiflik
* Anti-HBc pozitif kisilerin tiimiinde HBV DNA pozitif degildir

* Anti-HBc negatifligi, seronegatif GHB’yi dislamaz.

Occult hepatitis B virus infection
Min-Sun Kwak, Yoon Jun Kim;
World J Hepatol 2014 December 27; 6(12): 860-869
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Serum

Tiim GHB’lerin » : )
%20’sinden HBsAg HBV DNA Anti-HBc Anti-HBs

fazlasi - + - - GHB (seronegatif)

* Primer GHB

e Akut infeksiyon - Pencere Donemi-1 (pre-HBsAg)

* Akut infeksiyon (iyilesme fazinda)- Pencere Dé6nemi-2 (post-HBsAg)
* HBsAg varyant

e Kontaminasyon (yalanci HBV DNA pozitifligi)

Occult hepatitis B virus infection
Min-Sun Kwak, Yoon Jun Kim;
World J Hepatol 2014 December 27; 6(12): 860-869



HBsAg nonreaktif / NAT reaktif 3

TURKKIZILAYI

1868

. Yontem PROBIT Analizi
Real Time PCR tiirii (%95)*
- | ROCHE ye
g Cobas s 201 Kalitatif 1 mL :
|§ TagScreen MPX v2.0 (ID-NAT) MP6: 13,8 IU/mL )
1 IU=5 kopya
( Pya) 12.0-16.8
RocHe <»
Cobas Ampliprep/Cobas TagMan Kantitatif 20 1U/mL 9IU/mL (6.8 -12.1)
g HBV Test, version 2.0 (EDTA’h plazma)
& | (11U=5,82 kopya)
=
%) ABBOTT 05mL 10I1U/mL 6.40 IU/mL (3.97-13.03)
Q| m2000 N
Real Time HBV Ll
0,2 mL 151U/mL  10.66 IlU/mL (7.11-19.38)
(1 1U=3,41 kopya)

(*) WHO International Standard for Hepatitis B Virus DNA for NAT Assays (NIBSC code 97/746)

- Gergek pozitiflerde kantitatif PCR negatif bulunabilir — Bagis¢idan alinacak yeni numune ile desteklenmeli
A

indeks numunede kantitatif PCR pozitif bulunmasina ragmen anti-HBc ve anti-HBs nonreaktif ise
J kontaminasyon olasiligi dislanlanmali — Bagis¢idan alinacak yeni numune ile desteklenmeli
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 Ornekleme etkisi ya da Poisson distribution
* Taqscreen MPX v.2.0
- ' * LOD %50; ID-NAT — 0,46 IU/mL MP-6— ~1,56 IU/mL
® * LOD %70 ve %75; ID-NAT — 0,78 ve 0,90 IU/mL*

* Kantitatif PCR sonucu <6 IU/mL olan bir numunede HBV DNA
diizeyini 5 IU/mL varsayilir ise MP6’da ~ 0,83 IU/mL olur ki bu
da tarama kitinin LOD %70-LOD %75 araligina denk gelir

» Kitlerin saptama limitleri WHO HBYV standardina (NIBSC code
97/746) gore belirlenir. Oysa kitlerin performanslari bu standart
(genotip A2) disindaki genotip ve subtiplerde farklilik gosterebilir.

Detection and identification of occult HBV in blood donors in Taiwan using a commercial,
multiplex, multi-dye nucleic acid amplification technology screening test

K. T. Lin, C. L. Chang, M. H. Tsai

Vox Sanguinis (2014) 106, 103-110



