N MERk,
AL £2,
Q:{_\* [6:9/

QD L

~ 5y P ©

"\P"l\/‘- ,oé(g\
SFlzyon DEX

CURRENT STATUS OF RAPID BACTERIAL DETECTION METHODS FOR PLATELET COMPONENTS:
A 20-YEAR REVIEW BY THE ISBT TRANSFUSION-TRANSMITTED INFECTIOUS DISEASES
WORKING PARTY SUBGROUP ON BACTERIA

TROMBOSIT BILESENLERI iGCiN HIZLI BAKTERIYEL TESPIT YONTEMLERININ GUNCEL DURUMU:
ISBT TRANSFUZYONLA BULASAN ENFEKSIYON HASTALIKLARI CALISMA GRUBU BAKTERI ALT
GRUBU TARAFINDAN YAPILAN 20 YILLIK BiR INCELEME

ALINTI: doi: 10.1111/vox.13283

YAZARLAR: Michael Schmidt, Sandra Ramirez-Arcos, Lea Stiller, Carl McDonald, ISBT

Transfusion-Transmitted Infectious Diseases Working Party, Subgroup on Bacteria
OZETLEYEN: Dr. Berrin UZUN
GiRiS

Bakteriyemi genellikle atese neden olmaktadir, bu durumdaki kisinin genellikle bagis
yapabilmesi olasi degildir. Ancak, dis temizligi veya endoskopi gibi kisa slireli bakteriyemiye
neden olan durumlar bagiscilarda asemptomatik bakteriyemiye neden olabilirler. Bagis¢i segimi
bu anlamda ¢ok kiymetlidir. Bagis sirasinda bakteriyel kontaminasyon riskinin blyik bir kismi,
kan alimi sirasinda ve bagis¢inin derisinden kaynaklanir. Ayrica bakteriler virGslerden farkli

olarak, kan bileseni depolanmasi sirasinda c¢ogalabilirler. Trombositlerin depolanma isisi

bakterilerin gogalmasi igin uygun bir ortam saglamaktadir.

Bakteriyel enfeksiyon riskini azaltabilmek i¢in bakteriyel testlerin uygulanmasi veya
patojen azaltma (PR) sistemleri kullanilabilir. Maksimum 7 glinlik inkiibasyon siiresine sahip
kiltlir yontemleri ve 4 saat toplam test siresine sahip hizli tespit yontemleri mevcuttur. Gida ve
ilag Dairesi (FDA) yakin zamanda Amerika Birlesik Devletleri'nde trombosit siispansiyonlarinin
(TS) glvenligini artirmak icin oneriler yayinlamistir. FDA onerileri, maksimum 5 giin boyunca
saklanan tam kandan tiiretilen TS'larinin taranmasi icin hizli test yontemlerini veya TS depolama
raf dmriinin 7 gine kadar uzatilmasi icin birincil kilturle birlikte kullaniimasi seklindedir. Bu
inceleme, hizli bakteri tespit yontemlerinin mevcut durumuna odaklaniimis; mevcut tim

yontemlerin analitik duyarliliklari, tani 6zglllikleri ve rutin kan bagiscisi taramasina
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uygulanmalari agisindan kisaca agiklanmis ve karsilastiriimistir. Sekil 1, hizli test yontemlerinin

zaman icerisinde gelistiriimesini ve uygulamaya gecilmesini gostermektedir.
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FIGURE 1 Timeline of development of rapid detection systems

GEREG-YONTEM

Hizli tespit yontemleri; TS’ larinin saklama sicakligi bakteri cogalmasi acisindan en biyik
riski tasidigindan bakteri tespit testleri TS'larina odaklanir. Bu testlerin analitik duyarhligi 50-
100.000 koloni olusturan birim (CFU)/ml arasinda degisir ve test stiresi yarim saat ile 4 saat
arasinda degismektedir. Bakteri hiicre duvarini tespitini hedef alan iki yontem vardir: Verax Pan
Genera Tespiti (PGD ve PDGprime) ve BacTx testleri. Hizli sistemler, akim sitometrisi tabanl

BactFlow ve NAT yontemini de icerir.
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Bu review icin, PubMed'de (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) “hizli yontem”+“trombosit
taramasi”+“bakteri kontaminasyonu” anahtar kelimeleri kullanilarak bir literatlir taramasi
yapimistir. Bu makalede, su anda lisansli ve kullanimda olan PGD testi, trombositler icin BacTx
bakteri tespit kiti ve NAT testleri gibi farkli yontemlere odaklanilmistir. Sekil 2’de, TS raf émri
boyunca hizl test yontemlerinin uygulanabilirligi, TS klltir yontemleri ve PR uygulamasiyla

karsilastirarak gosterilmistir.
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FIGURE 2 Timeline for application of platelet component (PC) safety strategies. PR, pathogen reduction; WB, whole blood

Verax Pan Genera Detection (PGD ve PGDprime) testleri: Bu immiinolojik testler, Gram
negatif bakterilerin lipopolisakkarit bilesenini ve Gram-pozitif bakterilerin lipoteikoik asitlerini
tespit etmektedir. Negatif bir PGD sonucuna sahip TS, 4-24 saat icinde transflize edilebilir;
ancak bu sonucun glvenilir olmasi icin, oncelikle bir kiltir yontemiyle veya birincil PC
kaltirtyle (ABD'de TS raf émriini 5 giinden 7 gline uzatmak igin FDA Onerilerine gore) de

taranmalidir denmektedir.

PDGprime, 2021 ortasinda Onceki PDG testinin yerini alan yeni nesil test sistemidir.
PGDprime testinin ¢alisma prensibi makale igerisinde anlatiimaktadir. Trombosit PDGprime testi
basitlestirilmis bir is akisina sahiptir ve orijinal teste kiyasla daha yliksek duyarhlik ve 6zgulllik
gosterir. Orijinal PGD testine kiyasla PGDprime testi ile gelistirilmis tespit siniri Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis icin bildirilmistir. PGDprime
testinin 6zglllGgu farkh TS bilesenlerinde belirlenmis ve %99,9-%100 (alt tek tarafli %95 given
sinirt [GA]) olarak bulunmustur. Daha yakin zamanda, Acinetobacter spp.'nin taninmasini da
icerecek sekilde gelistirilmis bir PGDprime testi de gelistirilmistir. PGD analizlerinin kapsamli bir

incelemesi yakin zamanda Mintz ve Vallejo tarafindan yayinlanmustir, incelenebilir.

TS'ler icin BacTx bakteri tespit kiti: BacTx, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin
hiicre duvari peptidoglikaninin tespitini hedefleyen bakteri tespiti icin nitel bir kolorimetrik
yontemdir. Bu hizli yéntem, FDA'nin Onerilerine gore tek basina veya birincil TS kiltlriyle
birlikte de kullanilabilir. Testin calisma prensibi makale icerisinde anlatiimaktadir. Test
islemlerinden sonra test tilpl, BacTx analizoriine vyerlestirilir. BacTx analizorli, tespit
reaksiyonunu otomatik izleyen ve bilgisayardaki bir yazihmla sonucu yorumlayan bir
fotometredir. Bakteriler 30 dakikalik okuma siresi icinde tespit edilirse, sesli bir alarmla birlikte

“TS icin Basarisiz”; bakteri tespit etmezse “TS icin Gecti” sonucu verir. Bu testin 6zglllugl
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%99,8'dir (%99,0'lik tek tarafli %95 Cl ile) ve analitik duyarhhg Escherichia coli, Klebsiella
oxytoca, S.epidermidis ve Bacillus cereus icin yaklasik 10 CFU/ml'den Streptococcus agalactiae,
P.aeruginosa ve Serratia marcescens icin 10°> CFU/ml'ye kadar degismektedir. BacTx testinin TS

taramasi icin rutin kullanimina iliskin yayinlanmis bir rapor bulunmamaktadir.

Niikleik amplifikasyon testi: NAT, bakteriyel DNA veya ribozomal RNA'nin tespiti igin
evrensel bir tarama yontemidir. Genel olarak, test icin dusik TS hacimleri (yaklasik 0,5 ml)
kullanilir ve Ureticinin talimatlari dogrultusunda calisilir. Evrensel bakteri tespiti, 16s veya 23s
ribozomal genleri veya rpoB veya groEL gibi diger genleri hedef alarak gerceklestirilebilir. Bu

testlerin kalite kontroll cok 6nemlidir ve genellikle kiltir negatif TS kullanilarak gerceklestirilir.

Dreier ve ark.(28) TS'lerde bakteriyel tespit igin iki RT-TSR testinin gelistirildigini
bildirmislerdir. DNA kontaminasyonunu azaltmak igin 8-metoksipsoralen ve UV isinlamasi
uygulanmugstir. Yazarlar, test duyarliiginin kullanilan amplifikasyon enzimine bagh oldugunu, iki
farkh enzim bir arada kullanildiginda duyarliigin oldukga arttigini ve insan DNA'siyla gapraz
kontaminasyon sorunu bulunmadigini bildirmislerdir. Bu test bakteri canhligini da

gostermektedir.

Paul Ehrlich Enstitlisii tarafindan onaylan bir NAT yontemi de Almanya'da bagiscilar icin
5'li veya 10'lu mini havuzlar seklinde kullanilmistir. Bu yontem ilk olarak 2010 ila 2015 yillari
arasinda kullaniimis ve 2021'den beri Alman Kizil Hagi Baden-Wuerttemberg-Hesse tarafindan

TS'lerin glnlik olarak serbest birakilmasi icin rutin olarak tekrar kullanilmaya baslanmistir.

Dreier ve arkadaslari 27 nolu kaynakta, tam kan, kirmizi kan hiicresi konsantreleri ve TS'ler dahil
olmak uzere farkh kan bilesenlerindeki bakteriyel kontaminasyonu tespit etmek icin TSR veya
RT-TSR uygulamasinin bir 6zetini sunmuslardir. NAT analizlerinin kan bilesenlerini taramak icin
blyluk bir potansiyele sahip oldugunu ancak diger TS tarama sistemleriyle yontem

standardizasyonu ve karsilastirilabilirligi gerektirdigi sonucuna varmislardir.

Daha yakin bir zamanda, Brezilyali bir ekip TS'lerde bakteriyel kontaminasyonu tespit
etmek icin bir RT-TSR ydnteminin optimizasyonunu bildirmistir. Bu testin tespit sinirt 10
genomdur ve islem 4 saat siirmektedir. Yontemin, bakteriyel kontaminasyon icin negatif sonug

veren 50 TS havuzunu test etmek igin kullanildiginda spesifik oldugu gosterilmistir.
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NAT yontemleri esas olarak bakteriyel tespit igin gelistiriimis olsa da, spesifik
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organizmalar icin analizler de gelistirilmistir. TS taramasi icin NAT testlerinin sinirlihigi,
reaktiflerinin potansiyel kontaminasyonudur ve bu da 6zgulligi ve duyarliligi ve maliyeti
etkilemektedir. Su anda kan bankacihigi kullanimina sunulan ticari, jenerik bakteriyel NAT

testleri bulunmamaktadir.
TARTISMA

TS tarama yontemleri, kiltlir yontemleri ve hizli tespit yontemleri olmak Uzere iki alt
bolime ayrilir. Hizli bakteri tespit yonteminin, test sonucunu 4 saat icinde vermesi beklenir.
ideal bir hizli bakteri tespit sistemi, yiiksek tanisal duyarliliga ve yiiksek tanisal 6zgiillige sahip
olmalidir. Bakteri kultiriinde, tespit edilememe riskini azaltmak- igin, 24-48 saatlik bir
inkiibasyon siiresi saglanmalidir. NAT, PGD ve BacTx gibi hizli tespit yontemleri, kontamine
TS'deki bakterilerin, TS raf émriiniin ilerleyen dénemlerinde yapilmasini 6nermektedir. Ornegin,
Almanya'da uygulanan NAT yontemlerinde, 48-72 saatten sonraki TS’lari icin kullanilir. NAT,
hem tekli hem de 10’lu havuzlu TS’lerle kullanilabilir ve buffy-coattan olusturulmus havuzlanmis

TS'ler ve aferez TS'leri icin uygundur.

Bakteriyel kiltur taramasinda genellikle otomatik mikrobiyal sistemler kullanilmaktadir.
Bu test sonunda “bugline kadar negatif” kavrami kullanilmaktadir. Bu kavramla TS’dan belli bir
raf dmrinde alinan 6rnek hem aerobik hem de anaerobik kiiltir sisesine ekilir ve 7 glin boyunca
inklibe edilir. TS kullanilirken “bugline kadar negatif” tanimiyla kullanima sunulur. Eger ilerleyen
zamanda alinan kiltlirde reaktif sonuc ortaya c¢ikarsa kullanima sunulan TS icin geri ¢agirma
yapilir. “bugline kadar negatif” serbest birakma kriterinin olumsuz bir yon, Uinitelerin otomatik
bir sistemle pozitif tespitten once transfiize edilebilmesidir. Amerikan Kizil Hagi, bagistan 24
saat sonra TS'lerin bakteri kiltlrl taramasini ve yalnizca aerobik kiltlir sisesi ile ve 4 ml'lik
hacimle kullanmis; septik transflizyon reaksiyonlarinda %50 oraninda bir azalma oldugunu
bildirmistir. FDA'nin endustriye yonelik kilavuzunda, kiltir yontemleriyle tespiti artirmaya
yonelik onerilerde bulunmaktadir. Kiltlr sisesi basina 8 ml'lik hacimde ekim, aerobik ve
anaerobik kiltar kullanimi ile bagistan itibaren 6rneklemede 36-48 saat gecikmenin bakteri
tespitini artirdigini ve pasif gozetimle bildirilen septik transflizyon vakalarinin sayisini bir

milyonda 1'den az olacak sekilde 6nemli 6lclide azalttigi gosterilmistir.
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PGD prime ve BacTx yontemleri, transflizyondan dnce point of care (POC, bakim noktasi)
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testleri olarak kullanilabilir. POC testinin avantaji, bakteriyel kontaminasyonu test etmek icin en
uygun zaman olan transflizyon zamanina yakin bir zamanda kullanilabilmesidir. Bu durumda,
sorumluluk ve uygujlama kan toplama kurulusundan hastaneye kayar. Bu testleri
gerceklestirmek icin egitimli teknisyenler gerekecektir. NAT analizleri oldukca spesifik ve
hassastir; ama bu yontemler validasyon ve 0Ozel ekipman gereksinimleri nedeniyle rutin

uygulama icin zorluklar barindirir.
SONUC

Bakteriyel kontaminasyonla ilgili genel kan glivenligi yontemlerine ek olarak, bagisci
sec¢im programlari, bagisci kolunun etkili dezenfeksiyonu ve diversiyon torbasinin kullanilmasi
(ilk gelen kan orneginin ayri bir torbaya alinmasi), hizli bakteriyel tespit yontemleri artik
mevcuttur ve kan bileseni glvenligini artirabilir. Hizh tespit yontemleri, hastalarda septik
transfliizyon reaksiyonlarina neden olma olasiligi daha yuksek olan hizla biiyliyen bakteriler igin
idealdir. Azalmis tanisal duyarhlik nedeniyle, 6rnek toplama raf dmriiniin sonlarinda ve ideal
olarak transflizyondan hemen 6nce yapilmaldir. Bu literatiir incelemesi, BacTx'in rutin taniya
uygulanmadigini gostermektedir. Cesitli metodolojik yaklasimlar, her yontemin avantajlarinin
yani sira dezavantajlarinin da oldugunu bdylece bakteriyel taramanin karmasikligini bir kez daha
gostermektedir. Hizli tarama yontemlerinin, POC testleri olarak, TS raf émrini uzatmak veya

kaltur yontemlerini desteklemek icin kullanilma potansiyeli vardir.



