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ÖZET

Epstein-Barr virus (EBV) enfeksiyonlarının serolojik tanısında, immünofloresan (IFA) tekniklere alterna-
tif olabilecek, uygulanması daha pratik ve değerlendirmesi daha objektif yeni alternatif yöntemler denen-
mektedir. Bu çalışmada, EBV viral kapsid antijenine karşı antikor varlığının (anti-VCA IgM ve anti-VCA
IgG) saptanmasında immünoblot (IB) temelli bir testin, serolojik altın standart olarak kabul edilen IFA ile
karşılaştırmalı performansının değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Çalışmaya, Ege Üniversitesi Hastanesi Se-
roloji Laboratuvarına EBV enfeksiyonu serolojik durumunun saptanması amacıyla gönderilen yaşları 3 ay
ile 89 yıl (ortalama 28 yıl) arasında değişen 104 kadın, 173 erkek hastaya ait 277 serum örneği alınmış-
tır. Tüm örnekler, IB (Euroline IgM ve IgG; Euroimmun, Almanya) ve IFA (EBV-CA IgG ve IgM, Euroim-
mun, Almanya) testleri ile çalışılmış ve sonuçlar phi (Φ) ilişki katsayısı kullanılarak karşılaştırılmıştır. IB yön-
temiyle VCA IgM pozitif bulunan 216 olgunun sadece 34 (%15.7)’ü IFA IgM ile doğrulanırken, 162
(%75)’si IFA ile negatif, 20 (%9.3)’si ise şüpheli olarak saptanmıştır (Φ= 0.167; düşük ilişki). Buna karşın
IB yöntemiyle VCA IgG pozitif bulunan 85 olgunun 82 (%96.5)’si IFA IgG ile doğrulanmış, 2 (%2.3)’si
negatif ve 1 (%1.2)’i şüpheli olarak tespit edilmiş; IB ile negatif bulunan olguların %33.3 (6/18)’ü IFA IgG
ile de negatif sonuç vermiştir (Φ= 0.441; anlamlı ilişki). IFA ile alınan şüpheli sonuçlar değerlendirme dı-
şı bırakıldığında; IB VCA IgG ile IFA IgG sonuçları arasındaki uyum %85.4 (88/103) ve IB VCA IgM ile IFA
IgM sonuçları arasındaki uyum %27.3 (69/253) olarak hesaplanmıştır. IB VCA IgM yönteminde bantla-
rın reaksiyon şiddeti ile IFA IgM pozitifliği arasındaki ilişki incelendiğinde; IB testinde bant koyuluğu
(1+’den 3+’e doğru) arttıkça IFA testindeki pozitiflik oranlarının da arttığı (p19 bandı için %9.9’dan
%29.5’e; gp125 bandı için %24’ten %85.7) gözlenmiştir. IB VCA IgM testinde, 165 örnekte tek başına
p19 bant pozitifliği belirlenmiş, bunlardan 135 (%81.8)’inin IFA ile negatif, 15 (%9.1)’inin pozitif ve 15
(%9.1)’inin şüpheli sonuç verdiği izlenmiştir. IB temelli testler otomatize platformları ve bir serum örne-
ğinde farklı IgG panellerinin saptanabilmesi gibi özellikleri nedeniyle IFA‘ya alternatif olmakla beraber, ça-
lışmamızda VCA IgM testinde yalancı pozitiflik oranının oldukça yüksek olduğu (%75) gözlenmiştir. So-
nuç olarak, tarama testi olarak IB yönteminin kullanıldığı rutin laboratuvarlarda, VCA IgM testi ile pozitif
sonuç (özellikle de tek başına p19 bandı pozitifliği) veren örnekler ile düşük şiddette bant oluşturan ör-
neklerin IFA ile doğrulanması gerektiği kanısına varılmıştır.
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ABSTRACT

Various attempts have been made to improve Epstein-Barr virus (EBV) serodiagnosis by developing
more practical and objective methods than immunofluorescence-based assays. In the present study, the
performance of immunoblot-based assays were evaluated by comparing the results obtained by the gold
standard immunofluorescence antibody (IFA) test for the detection of IgM and IgG antibodies against
EBV viral capsid antigen (anti-VCA). Serum samples of 277 patients admitted to Ege University Hospital
for routine EBV diagnosis were included in the study. The age range of the patients was 3 months-89
years (mean 28 years) and 104 of them were females and 173 were males. All the samples were assa-
yed by commercial immunoblot (Euroline IgM and IgG; Euroimmun, Germany) and IFA (EBV-CA IgG and
IgM, Euroimmun, Germany) methods. Crosstabulation, chi-square test and phi (Φ) measures in SPSS
16.0 statistical package programme were used for data analysis. Of the 216 samples that were interpre-
ted as positive with immunoblot-based IgM assay, only 34 (15.7%) were confirmed as positive with IFA,
whereas 162 (75%) were negative, and 20 (9.3%) were equivocal (Φ= 0.167; low correlation). Of the
85 samples that were anti-VCA IgG positive with immunoblot assay, 82 (96.5%) were positive, 2 (2.3%)
were negative and 1 (1.2%) were equivocal with IFA (Φ= 0.441; significant correlation). When the inde-
terminate results obtained by IFA test were excluded from the evaluation, the correlation between im-
munoblot VCA IgG and IFA IgG was 85.4% (88/103) and between immunoblot VCA IgM and IFA IgM
was 27.3% (69/253). When the intensities of bands were evaluated for IgM testing, it was noted that as
the intensity of the bands increased (1+ to 3+), IFA VCA IgM reactivity rates increased (from 9.9% to
29.5% for p19 band; from 24% to 85.7% for gp125 band). For immunoblot VCA IgM testing, 165
samples were found to be positive only for VCA p19 band. Of these samples, 135 (81.8%) were nega-
tive, 15 (9.1%) were positive and 15 (9.1%) were equivocal with IFA. It is observed that even though
immunoblot assays with automated blotting and scanning systems can be a convenient alternative to
immunofluorescence assay, the rate of false positivity obtained for VCA IgM was high (75%). It was conc-
luded that in laboratories which apply immunoblotting as a primary screening test for EBV serodiagno-
sis, the positive VCA IgM results (particularly isolated p19 band positivity) and the presence of low in-
tensity bands, should be confirmed by IFA testing.

Key words: Epstein-Barr virus, immunoblot test, immunofluorescence test, anti-VCA antibodies. 

GİRİŞ

İnsan Herpesvirus ailesinin üyelerinden biri olan Epstein-Barr virus (EBV) tüm dünya-
daki erişkinlerin %95’ini enfekte etmektedir. EBV, akut ve kendini sınırlayan enfeksiyon-
lardan, Burkitt lenfoma ve nazofarenks karsinomu gibi malign neoplazmalara kadar çok
geniş bir klinik hastalık spektrumuna sahiptir. EBV enfeksiyonlarının çoğu, çocukluk dö-
neminde ve asemptomatik olarak geçirilir. Ancak enfeksiyonların semptomatik olduğu
durumlarda, benzer semptomları oluşturan pek çok patojen olduğundan, EBV ile ilişkili
enfeksiyöz mononükleoz tanısını koymak önemlidir1,2. Akut enfeksiyöz mononükleozun
tanısı, immün sistemi normal hastalarda EBV’ye özgül antikorların saptanmasıyla ko-
nur2,3. Antikor testlerinin spektrumu, özgül olmayan ve uzun süredir uygulanan hetero-
fil antikor testlerinden, farklı substratlar, antijenler ve değerlendirme kriterlerine sahip
EBV’ye özgül yöntemlere kadar değişiklik göstermektedir.

EBV enfeksiyonunda serolojik profilin belirlenmesinde özellikle üç serolojik parametre-
nin; viral kapsid antijeni (VCA)’ne özgül IgG, VCA’ya özgül IgM ve EBV nüklear antijen 1
(EBNA-1)’e özgül IgG‘nin belirlenmesi önemlidir. EBV enfeksiyonunda oluşan hümoral
yanıt, genellikle altın standart olarak kabul edilen indirekt immünofloresan (IFA) veya en-
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zim immünassay (EIA) formatındaki testler ile değerlendirilir4. Ancak özellikle IFA, çok
fazla miktarda örneğin test edilmesine ve otomasyona olanak vermediğinden ve ayrıca,
antijen çeşitliliği ve değerlendirmenin subjektif olmasına bağlı olarak standardizasyona
uygun değildir. Bu amaçla, EBV enfeksiyonlarının serolojik tanısında IFA’ya alternatif ola-
bilecek yeni yöntemler denenmektedir5,6. Bu çalışmada, immünoblot temelli bir testin
anti-VCA IgM ve IgG saptanmasında, serolojik altın standart olarak kabul edilen IFA ile
karşılaştırmalı performansının değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmaya, Ege Üniversitesi Hastanesi Seroloji Laboratuvarına EBV enfeksiyonu serolo-
jik durumunun saptanması amacıyla gönderilen, yaşları 3 ay ile 89 yıl (ortalama 28 yıl)
arasında değişen 104 kadın, 173 erkek hastaya ait 277 serum örneği alındı. 

Örneklerde immünoblot (IB) testi, Euroline IgM (Euroimmun, Almanya) ve Euroline
IgG (Euroimmun, Almanya) kitleriyle üretici firmanın önerileri doğrultusunda çalışıldı.
Euroline IgM kiti ile, iki farklı EBV kapsid antijenine (gp125, p19) özgül IgM antikorları;
Euroline IgG ile ise beş farklı EBV antijenine (VCA gp125, VCA p19, EBNA1 p22 ve EA-
D) özgül IgG antikorları kalitatif olarak saptandı (Şekil 1). İşlemler Euroblot Master (Eu-
roimmun, Almanya) cihazında gerçekleştirildi ve oluşan bantlar koyuluk şiddetine göre
(+/-, +, ++, +++) derecelendirildi.

Daha sonra aynı serum örnekleri, IFA temelli ticari bir test (EBV-CA IgG ve IgM, Euro-
immun, Almanya) ile yine üretici firmanın önerilerine göre çalışılarak sonuçlar karşılaştı-

233M‹KROB‹YOLOJ‹ BÜLTEN‹

Altuğlu İ, Aksoy A, Zeytinoğlu A, Orman M.

Şekil 1. İmmünoblot EBV-IgG ve EBV-IgM yönteminde kullanılan antijenler ve antikor pozitifliklerinin yorum-
lanması (Euroline EBV Profile 2, Euroimmun).

VCA gp125
Anti-VCA (gp125, p19)

IgM pozitifliği enfeksiyonun erken dönemini; IgG
pozitifliği yeni geçirilmiş (düşük aviditeli IgG) ya da
önceden geçirilmiş (yüksek aviditeli IgG) enfeksiyonu
gösterir.

Anti-EBNA-1 pozitifliği, enfeksiyonun geç 
dönemlerinde saptanır ve önceden geçirilmiş 
enfeksiyonu gösterir. Nadiren bazı kişilerde 
sonradan negatifleşebilir (anti-EBNA-1 kaybı).

Anti-p22, enfeksiyonun geç dönemlerinde ortaya
çıkar ve anti-EBNA-1 kaybı olan hastalarda geçirilmiş
enfeksiyonun ek bir belirleyicisi olarak kullanılır.

Anti-EA-D, geçirilmekte olan/yeni geçirilen 
enfeksiyonu ifade eder.

VCA p19

EBNA-1

p22

EA-D

Kontrol



rıldı. Ayrıca, IgM ve IgG Euroline VCA p19 ve VCA gp125 bantlarının pozitiflik şiddeti ile
IFA sonucu arasındaki ilişki değerlendirildi.

Veri analizinde SPSS 16.0 programında çapraz tablo, ki-kare testi ve phi (Φ) ilişki kat-
sayısı kullanıldı.

BULGULAR

Çalışılan serumlarda IB ve IFA yöntemleri ile alınan EBV IgM ve IgG sonuçları Tablo
I’de gösterilmiştir. IB yöntemiyle anti-VCA IgM pozitif bulunan (p19 veya gp125 bandı-
nın tek başına veya birlikte pozitifliği) 216 olgunun sadece 34 (%15.7)’ü IFA IgM ile de
pozitif bulunurken, 162 (%75)’si IFA ile negatif, 20 (%9.3)’si ise şüpheli olarak saptan-
mıştır. Buna karşın IB ile anti-VCA IgM negatif olarak bulunan 37 örneğin 35 (%94.6)’i
IFA IgM ile de negatif bulunmuştur (Tablo I). Yapılan değerlendirmede (IFA ile alınan
şüpheli sonuçlar değerlendirme dışı bırakıldığında), IB VCA IgM ile IFA IgM sonuçları ara-
sındaki uyum %27.3 (69/253) ve ilişki katsayısı düşük (Φ= 0.167) olarak saptanmıştır
(Tablo I). 

Diğer taraftan, IB yöntemiyle anti-VCA IgG pozitif bulunan 85 olgunun 82 (%96.5)’si
IFA IgG ile de pozitif olarak saptanırken; IB ile negatif bulunan 18 olgunun 6 (%33.3)’sı
IFA IgG ile de negatif sonuç vermiştir (Tablo I). Buna göre IB VCA IgG ile IFA IgG sonuç-
ları arasındaki uyum %85.4 (88/103), ilişki katsayısı (Φ= 0.441) ise istatistiksel anlamlılık
düzeyinde bulunmuştur.

IB VCA IgM yönteminde bantların reaksiyon şiddeti ile IFA IgM pozitifliği arasındaki
ilişki incelendiğinde; IB testinde bant koyuluğu (1+’den 3+’e doğru) arttıkça IFA testin-
deki pozitiflik oranlarının da arttığı (p19 bandı için %9.9’dan %29.5’e; gp125 bandı için
%24’ten %85.7) gözlenmiştir.
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Tablo I. İmmünoblot ve IFA Yöntemleri ile Alınan EBV IgM ve IgG Sonuçlarının Karşılaştırılması

IFA-IgM
Negatif Pozitif Şüpheli* Toplam

İmmünoblot VCA IgM
Negatif 35 1 1 37

Pozitif 162 34 20 216

Toplam 197 35 21 253

IFA-IgG
Negatif Pozitif Şüpheli* Toplam

İmmünoblot VCA IgG
Negatif 6 12 0 18

Pozitif 2 82 1 85

Toplam 8 94 1 103

* (+/-) olarak değerlendirilen sonuçlardır.



TARTIŞMA

EBV enfeksiyonu serolojik tanısında rutin olarak uygulanan ve farklı teknikleri kullanan
pek çok ticari yöntem bulunmaktadır7-10. Bunlar arasında yer alan geleneksel testler olan
IFA ve EIA, iyi tanımlanmış oldukça güvenilir testler olmakla beraber, çalışılan her para-
metre için ayrı ayrı örnek ve reaktife gereksinim duyulması, uygulanan her test için har-
canan zaman ve iş gücünü artırmaktadır11. IFA sonuçlarının değerlendirmesinin deneyim
gerektirmesi ve subjektif olması da, bir başka dezavantaj olarak karşımıza çıkmaktadır.
İmmünoblot (IB) yöntemleri ise, oldukça özgül olarak kabul edilen ve genellikle doğru-
lama amacıyla uygulanan yöntemlerdir4. Bauer12, rekombinant antijenlerin kullanıldığı
IB yöntemlerinin EBV serolojisinde yeni bir altın standart olarak kabul edilebileceğini öne
sürmüştür. Laboratuvarımızda yürütülen ve sınırlı sayıda örnekte yapılan bir başka çalış-
mada, IFA ve IB testleri arasındaki uyum, anti-EBNA ve anti-VCA IgM için güçlü, anti-EA
ve anti-VCA IgG için ise orta düzeyde saptanmıştır13.

Bu çalışmada, IB yöntemi ile VCA IgG pozitif sonuç veren örneklerin çoğunun (82/85;
%96.5) IFA ile doğrulandığı görülmüştür. Buna karşın, IB ile VCA IgG negatif bulunan ör-
neklerin %66.7 (12/18)’si IFA ile pozitif olarak saptanmış ve alınan sonuçlar arasındaki
bu farklılığın, kullanılan antijen sistemlerinin farklılığından kaynaklanabileceği düşünül-
müştür. Zira, Euroline test stripleri natif VCA’dan saflaştırılmış gp125 ve rekombinant
VCA p19 antijenlerini içerirken; VCA IFA test lamlarında, her çukurcukta EBV kapsid an-
tijenini eksprese eden hücreler kullanmaktadır. Dolayısıyla, özellikle IB ile atipik profil
saptanan (örn. VCA IgG negatif, EBNA IgG pozitif) örneklerin, IFA ile tekrar çalışılması-
nın gerekliliği öngörülmüştür.

Çalışmamızın bir diğer bulgusu, IB ile VCA IgM pozitif olarak bulunan 216 örneğin
büyük çoğunluğunun (%84.3) IFA ile (162 negatif, 20 şüpheli sonuç) doğrulanmamış
olmasıdır. IB ile VCA IgM pozitif sonuç veren örneklerin %76.4 (165/216)’ünde pozitif-
lik tek başına p19 bandına bağlıdır. Bir bütün olarak Euroline VCA IgM pozitif olguların
%75 (162/216)’i ve izole p19 bandı pozitif örneklerin %81.8 (135/165)’i, IFA ile tekrar
test edildiğinde negatif olarak saptanmıştır. Dolayısıyla, IB ile VCA IgM pozitif olarak bu-
lunan, özellikle de tek başına p19 bandında pozitif sonuç veren örnekler ile düşük şid-
dette bant oluşturan örneklerin IFA ile doğrulanması uygun olacaktır.

Sonuç olarak, IB temelli testler, çok sayıda örneğin çalışılabilmesi, uygulama kolaylığı,
otomatize platformları ve bir serum örneğinde farklı IgG panellerinin saptanabilmesi gi-
bi özellikleri nedeniyle IFA‘ya alternatif oluşturmakla birlikte, çalışmamızda IB yöntemi-
nin IFA ile uyumluluk oranı VCA IgG için %85.4, VCA IgM için ise %27.3 olarak hesap-
lanmıştır. Çalışmamızın sınırlamaları arasında, IB ile alınan VCA IgG ve IgM negatif örnek
sayılarının az olması ve örneklerde ELISA gibi bir başka yöntemin daha uygulanamamış
olması sayılabilir. Yine de elde ettiğimiz veriler, tarama testi olarak IB yönteminin kulla-
nıldığı rutin laboratuvarlarda, özellikle anti-VCA IgM testi ile alınan pozitif sonuçların,
yüksek yalancı pozitiflik oranı dikkate alınarak IFA ve/veya ELISA ile doğrulanması gerek-
tiğini vurgulamaktadır.
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