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Abstract

Bu caligmada, ultraviyole 1sinlart ve cesitli sicaklik kosullarinin
zamana baglh olarak kan lekelerinde ABH antijenlerinin
gosterilebilirligine etkisi arastirilmistir.

Calisma toplam 55 kan ornegi ile gergeklestirilmistir. Goniillii
vericilerden alinan taze kan orneklerinin her birinden dort ayr1 gazl
bez iizerinde kan lekeleri olusturulmus ve oda 1sisinda kurumasi
saglandiktan sonra lekeler kagit zarflar igine konarak buzdolabi
kosullar1 (+4°C ), oda 1s1s1 (+22 °C) ve etiivde (+37 °C) 1 yil, giines
1s18inda bir hafta bekletilmistir. Taze kan orneklerinde ABO gruplari
mikroplate yontemiyle, kan lekelerinde ise absorbsiyon-eliisyon
yontemiyle mikroplatelerde ¢aligiimustir.

+4°C, +22°C ve +37°C’de bekletilen 1 yillik kan lekelerinin
ABO kan gruplar1 dogru olarak saptanabilmis, en iyi aglutinasyonlar
+4°C ve +22°C’de bekletilen lekelerden elde edilmistir. Giines
1s181nda lhafta bekletilen kan lekelerinde zamana bagh olarak A, B ve
H antijenik aktivitelerinde bir azalma oldugu, ancak bu oranin H
antijenik aktivitesinde daha fazla oldugu gozlenmistir.

Ultraviyole 1sinlar1 ve yiiksek sicakligin zamana bagh olarak
kan lekelerinde ABH antijenik aktivitesine, Ozellikle H antijenik
aktivitesine olumsuz etki yaptig1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kan lekeleri, ABO gruplamasi,
absorbsiyon-elusyon yontemi, kimliklendirme
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In this study the time depending effects of ultraviolet light and
various temperatures upon ABO grouping of blood stains were inves-
tigated.

Study performed by using 55 blood samples. Blood stains were
prepared from fresh blood samples taken from volunteer donors a to
four different cotton cloths. Air-dried blood stains were placed in
envelops and stored at (+4 C), room temperature (+22 C) and etuve
(+37 C) for one year and at sun light for one week. ABO grouping of
fresh blood samples were studied by microplate method. ABO groups
of blood stain samples were determined by absorbtion-elution method
in microplates.

ABO groups of blood stains stored at +4 C, +22 C and +37 C
for one year were determined correctly. The best results obtained from
the blood stains stored at +4 C and +22 C. In blood stains stored at sun
light for one week, time depending effect of ultraviolet light upon
antigenic activities of diminishing was especially on H antigenic
activity.

In this study, it was seen that ultraviolet light and high tempera-
ture have negative effect on ABH antigenic activities especially on H
antigenic activity.

Key Words: Blood stains, ABO grouping,
absorbtion-elution method, individualization
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Kan lekelerinden kan gruplarinin
saptanmasinda absorbsiyon-inhibisyon,
absorbsiyon-elusyon ve mixed-aglutinasyon gibi
klasik aglutinasyon yontemlerinin yanisira son
zamanlarda ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), elektroforez ve DNA
(Deoxyribonucleic Acit) teknolojisinden
yararlanilarak  da  lekelerden  kan  grubu
antijenlerinin ayirt edilmesine yonelik ¢alismalar
yapilmaktadir.”">  Ancak maliyetlerinin yiiksek
olmasinin yam1 sira bu konuda uzmanlagmig
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kisilere gereksinim duyulmasi nedeniyle, bu ileri
teknolojik yontemlerin yaygin olarak kullanimlari
sinirl kalmaktadir.

Absorbsiyon-elusyon yontemi, lekede kan
gruplamast amaciyla kullanilan diger klasik
yontemlere goére daha hassas olmast ve az
miktarlardaki eski materyallerden gruplamaya
olanak  tammmasi1  nedeniyle adli  seroloji
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmak-

tadlr}éﬁvégahsmada; biri miinferit arastirma olarak
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip
Anabilim Dal’nda (C.U.T.F. Adli Tip AD)
gerceklestirilen, digeri Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali (G.U.T.F.Adli
Tip AD) ile ortak proje olarak ydiriitiilen iki ayri
projenin calisma sonuglarit sunulmustur. Miinferit
arastirma pilot calisma olarak yiiriitiilmiis ve
CUTF. Adli Tip AD laboratuvarinda kan
lekelerinden ABO gruplamasi igin tiip test
absorbsiyon-elusyon ydnteminin oturtulmasi ve bu
yontemle 1 yillik kan lekelerinde ABH
antijenlerinin gosterilebilirliginin ortaya konulmasi
amaciyla planlanmistir. Ortak proje kapsaminda
ise; ultraviyole 1sinlart  ve c¢esitli  sicaklik
kosullarinin (+4°C, +22°C ve +37°C) zamana bagli
olarak kan lekelerinde ABH antijenlerinin
absorbsiyon-elusyon yontemiyle
gosterilebilirligine etkisi arastirilmigtir.
Gerec ve Yontemler

Pilot  calisma, Cukurova  Universitesi
Arastirma Fonu’nun TF.95.60 no’lu proje maddi
destegi ile gerceklestirilmistir. Ortak projede
maddi destek Gaziantep Universitesi Arastirma
Fonu’'ndan TF.95.03 no’lu proje destegi ile,
makine, techizat ve diger laboratuvar malzemeleri
C.U.TF. Adli Tip AD tarafindan saglannms ve
deneysel calismalar bu boliimiin adli seroloji
laboratuvarinda yiiriitilmiistiir. Projelere,
Cukurova Universitesi Etik Kurulu'nun goriisii
almarak baglanmmstir. Her iki proje kapsaminda
toplam 55 kan ornegi ile calisilmistir. Cukurova
yoresinde yasayan her iki cinsiyetten rastgele
secilen goniillii vericilerden kan almadan Once
calisma ile ilgili bilgilendirilmis onam formu
okutphasle MMgRAHIIOWan drnegi ile calisilmugtir.
Bireylerden 4’er cc vendz kan Ornegi alinarak,
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2’ser cc’si ile steril gazli bezler iizerinde kan
lekeleri olusturulmustur. Oda 1sisinda kurutulan
kan lekeleri, deneysel caligmalar yapilana kadar
kagit zarflar icinde oda 1sisinda saklanmustir. Pilot
calismada taze kanda ve kan lekelerinde ABO
gruplamasi icin Diagast’in mikroplate kullanimina
uygun anti-A (70117T), anti-B(70217X), anti-H
(920807) ve anti-AB (50314H) antiserumlari
kullanilmistir. Taze kanda ABO gruplari, daha
once C.U.T.F. Adli Tip AD’da belirlenen ¢alisma
kosullarina uygun olarak mikroplate yontemiyle
saptanmustir."

Kan lekelerinden ABO grup tayini icin; tiip-
test absorbsiyon-elusyon yontemi kullanilmustir.
Yontem oturtma ¢alismalari, 1 giinliik kan lekeleri
kullanilarak yapilmis ve laboratuvar kosullarina
uygun parametreler saptanmustir.’ Bu yontemde;
etiketlenmis tiiplere 5x2 mm uzunlugunda lekeli
lifler ve gazli bezin lekesiz kismindan alinan
kontrol  lifleri  konmustur. Lifler {izerine
antiserumlardan I’er damla  damlatilarak
absorbsiyon islemi +4°C’de 17 saat bekletilerek
yapilmis, antiserum fazlasinin soguk serum fizyo-
lojik ile yikanmasim takiben, elusyon islemi
56°C’de 15 dakika bekletilerek gergeklestirilmistir.
Eluatlar ve %0,5’lik indikator eritrosit siispansi-
yonlarinin ~ reaksiyonlar1  lamlar  {izerinde
mikroskobik olarak degerlendirilmistir. Deneysel
calismalar, her bir kan lekesinde 1. giinden
baslayarak, 1 haftalik araliklarla 1 yilin sonuna

kadagyyiiitpleyisipsaminda ise; toplam 35 kan

ornegi ile calistlmustir. Goniillii vericilerden 10’ar
cc kan Ornegi alinarak her verici icin 4 ayr1 gazh
bez lizerinde kan lekeleri olusturulmustur. Oda
1sisinda kurutulan kan lekeleri kagit zarflar icine
konarak buzdolabr kosullar1 (+4°C), oda 1sis1
(+22°C), etiiv (+37°C) ve ultraviyole etkisi icin
direkt giines 1s181na (36.6-32.2°C) birakilmustir.

Ortak projede, taze kanda ve kan lekelerinde
ABO gruplamasi i¢in Diagast anti-A (950055),
anti-B  (950056), anti-H (920807) ve anti-AB
(950435) antiserumlar1 kullamlmistir. Taze kanda
ABO gruplar1 antiserumlarin temin edildigi firma
tarafindan Onerilen yontem modifiye edilerek
mikroplatelerde calistlmistir. Kan lekelerinden
ABO grup tayininde pilot ¢calismadan farkli olarak
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tiip yerine mikroplate kullanilmistir. +4°C, +22°C
ve +37°C’lerde bekletilen kan lekelerinde 1. giin,
1. hafta, 1. ay ve sonrasinda 1 aylik araliklarla 1
yilin sonuna kadar, direkt giines 1s181ina birakilan
lekelerde ise; 6 saat, 1 giin ve bir haftalik lekelerde
deneyler tekrarlanmstir.

Bulgular
Pilot calisma ve ortak proje kapsaminda, taze
kanda mikroplate yontemiyle ABO grup tayini
yapilan 55 kan orneginin ABO fenotipleri Tablo
1’de sunulmustur.

Pilot calismada, taze kanda ABO gruplari
saptanmis olan 1 yillik kan lekelerinde A, B ve H
antijenleri dogru olarak gosterilebilmistir. 1 yillik
lekeler de dahil olmak {izere tiim pozitif
reaksiyonlar makroskobik olarak
degerlendirilebilecek kadar giiclii izlenmistir.

Ortak projede, taze kanda ABO gruplan
saptanmig kan lekelerinde, ABH antijenlerinin 4
ayr1 sicaklik ortaminda zamana bagl olarak
gosterilebilirligi  mikroplatelerde  absorbsiyon-
elusyon yontemi ile arastirlmistir. 35 kan
orneginden hazirlanan kan lekelerinde +4°C,
+22°C ve +37°C’de 1 yillik bekletme siiresinin kan
lekelerinden = ABO  grup tayinine  etkisi
arastirilirken, bu grup icinde yer alan 15 Ornekte
ise; 1 hafta direkt gilines 1s1gina maruz kalmanin
etkisi arastirilmstir.

+4°C, +22°C ve +37°C’de bekletilen 1 yillik
kan lekelerinde ABO gruplari dogru olarak
saptanabilmistir. En iyi aglutinasyonlar +4°C ve
+22°C’de bekletilen lekelerde elde edilmistir. 1
yillik lekelerde zamana bagli olarak antijenik
aktivitede bir miktar azalma goriilmekle birlikte,
+37°C’de bekletilen lekelerde ABH antijenik
aktivitesinin diger ortamlara oranla daha hizh
azaldigi, en biiyiik etkinin H antijenik aktivitesine

Tablo 1. Kan 6rneklerinin ABO fenotipleri.

Fenotip Ornek sayisi %

A 24 43,63
B 8 14,54
(6] 14 25,46
AB 9 16,37
Total 55 100

ov
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oldugu gozlenmistir.

Temmuz ayinda direk olarak giines 1s18ina
(32.2-36.6°C) 1 hafta maruz birakilan 15 kan
lekesinin ~ ABO  gruplari  dogru  olarak
saptanabilmistir. Gilines 1s18inda  bekleme siiresi
artttkca ABH antijenik aktivitelerinde bir azalma
oldugu, H antijenik aktivitesinde ise bu oranin
daha hizli oldugu gozlenmistir.

Tartisma
Adli seroloji laboratuvarlarina gonderilen
materyallerde yapilan calismalar; doku

parcalarinin, biyolojik s1vi ve bunlara ait lekelerin
identifikasyonu, tiir orjininin saptanmasi, kimden
kaynaklanmis olabileceginin ortaya konulmasi
(kimliklendirilmesi) ve paternite arastirmalari
seklinde genel olarak gruplandirilabilir.>*"'*

Kimliklendirme ve paternite arastirmalarinda
ilk basamakta eritrosit antijenlerinin gosterilmesine
yonelik  calismalar ~ 6nemini  korumaktadir.
Giinlimiizde kan lekelerinden ABO grup tayini i¢in

absorbsiyon-elusyon yonteminin cesitli
modifikasyonlari kullanilmaktadir. Ayrica
yontemin  hassashigini  arttirmaya  yonelik
calismalar da yapilmaktadir.”"”  Absorbsiyon-
elusyon yonteminde; direkt graniil halindeki

lekeler ve lifler ile calisilabilmekle birlikte,
ekstraksiyon ~ ve  transfer  teknikleri  de

kulla‘?ﬁﬁk@ﬁﬁ&ted&ﬁééiﬁéiyon asamasinda, kan
lekelerinde bulunan antijenlerin uygun antikorlari
baglamas1 saglanmakta, elusyon asamasinda ise
lekelerdeki antijenlere baglannmis antikorlar yiiksek
sicaklikta elue edilmektedir. FEluata, uygun
indikator  eritrosit  siispansiyonlarinin  ilave
edilmesiyle lekedeki antijenlerin varligi indirekt
olarak gosterilmektedir.”**’

Ortak projede, absorbsiyon-elusyon
yonteminin ¢ok sayida tiip yerine tek bir
mikroplatede yapilmasi; etiketleme, absorbsiyon,
yikama, elusyon, eluata indikator hiicre ilavesi
asamalarindaki manipulasyonun azalmasi ve bu
agsamalara kisalmas1  gibi

kolayllar sgglamustiry o i antijenlerinin

gosterilmesinde kullanilan yontemin hassasiyeti ve
lekenin yasi kadar lekenin bulundugu ortam

harcanan siirenin
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kosullar1 da biiylik rol oynamaktadir. Mantar,
bakteri, toz, deterjanlar, 1s1, asir1 nem, lekenin
dekompozisyonu lekelerde antijenik aktivitenin
kaybolmasina, degismesine neden olarak yanlig
pozitif veya negatif sonuglarin elde edilmesine yol
acabilmektedir.***’

Olas1 kontaminasyonlar lekenin bulundugu
cevre kosullarina ek olarak, olay yerinde lekelerin
prosediire  uygun
kaynaklanabilmektedir. Biyolojik materyallerin
olay yerinde wuygun olarak tanimlanmasi,
dokiimantasyonu, Orneklenmesi, saklanmasi ve
ilgili laboratuvara gonderilis sekli yapilacak test
sonuglarin1  etkileyebilecegi gibi, acilmis olan
davanin yoniinii de belirlemesi bakimindan 6énem
tagimaktadir. Bu nedenle olay yeri incelemelerinin
ve tespit edilen materyallerin bu konuda o6zel
egitim gormiis kigsiler tarafindan Orneklenmesi

orneklenmemesinden de

gerektigi ve lekenin makroskobik muayenesinin
ayrintilartyla  belirtilmesi  gerektigi
vurgulanmaktadir.>*"*® Ciinkii yapilacak deneyler;
lekenin bulundugu ortam kosullari, 6rnekleme
sekli ve orneklenebilen leke miktarina baghdir.

Onemle

Cesitli arastiricilar, kontamine olmamis cok
eski kan lekelerinde =~ ABH antijenlerinin
gosterilebilecegini  belirtmektedirler. Ayrica kan
lekelerinde absorbsiyon-elusyon yénteminin ¢esitli
modifikasyonlariyla ABH antijenlerinin yanisira
M, N, S, s, D, C,c E, e, Cw, K, Fya, Fyb ve Jka
antijenlerinin gosterilebilecegi bildirilmektedir."”
#2223 Ancak ABH antijenleri disindaki diger
antijenlerin antijenik u¢ sayilarinin az olmasi
nedeniyle fazla miktarlarda lekeli materyal
gerektirmeleri, lekede ¢ok dayanikli olmamalar1 ve
reaksiyon sonuglarinin net olarak
degerlendirilmesindeki giicliik nedeniyle rutin

olargiikpllandmamekiaditr olay yerinde cesitli
fiziksel =~ ve  kimyasal  kosullara
kalabilmektedir. Bu nedenle lekeler {izerinde
yapilacak c¢alismalarda saptanan sonuglar, ortam
kosullari ile birlikte degerlendirildigi takdirde daha
saglgh PIACHRI?S desisik sicakliklar (20°C, 40°C,
60°C ve 80°C), pH (3.0, 5.0, 7.0, 9.0) ve nemliligin
(%50, %100) zamana bagh olarak kan lekelerinden
ABO grup tayinine etkisi arastirmiglardir. Calisilan

maruz
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cevre kosullarinin, zamana bagli olarak lekelerdeki
ABH antijenik aktivitesini azalttigi, en biiyilik
etkinin H antijenik aktivitesi iizerine oldugunu
bildirmislerdir.

Ultraviyole 1sinlart  ve ¢esitli  sicakhik
kosullarinin kan lekelerinden ABO grup tayinine
etkilerinin arastirlldigit bu calisma sonucunda;
+37°C’de bekletilen 1 yillik kan lekelerinde ve
giines 15181nda 1 hafta bekletilen lekelerde, zamana
bagl olarak H antijenik aktivitesinin diger antijen-
lere oranla daha hizli azaldigi saptanmistir. H
antijenik aktivitesindeki bu hizli azalmanin H anti-
jeninin  yapisal ozelliklerinden kaynaklanmis
olabilecegi diigtiniilmiistiir.
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