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OZET

Epstein-Barr virus (EBV) enfeksiyonlarinin serolojik tanisinda, immtinofloresan (IFA) tekniklere alterna-
tif olabilecek, uygulanmasi daha pratik ve degerlendirmesi daha objektif yeni alternatif yontemler denen-
mektedir. Bu calismada, EBV viral kapsid antijenine karsi antikor varhiginin (anti-VCA IgM ve anti-VCA
1gG) saptanmasinda immiinoblot (IB) temelli bir testin, serolojik altin standart olarak kabul edilen IFA ile
karsilastirmali performansinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Calismaya, Ege Universitesi Hastanesi Se-
roloji Laboratuvarina EBV enfeksiyonu serolojik durumunun saptanmasi amaciyla gonderilen yaslari 3 ay
ile 89 yil (ortalama 28 yil) arasinda degisen 104 kadin, 173 erkek hastaya ait 277 serum 6rnegi alinmis-
tir. Tim oOrnekler, 1B (Euroline IgM ve IgG; Euroimmun, Almanya) ve IFA (EBV-CA IgG ve IgM, Euroim-
mun, Almanya) testleri ile calisilmis ve sonuclar phi (®) iliski katsayisi kullanilarak karsilastirimigtir. IB yon-
temiyle VCA IgM pozitif bulunan 216 olgunun sadece 34 (%15.7)'U IFA IgM ile dogrulanirken, 162
(%75)'si IFA ile negatif, 20 (%9.3)’si ise slipheli olarak saptanmistir (®= 0.167; dusuk iligki). Buna karsin
IB yontemiyle VCA IgG pozitif bulunan 85 olgunun 82 (%96.5)'si IFA IgG ile dogrulanmis, 2 (%2.3)’si
negatif ve 1 (%1.2)'i stipheli olarak tespit edilmis; IB ile negatif bulunan olgularin %33.3 (6/18)"l IFA IgG
ile de negatif sonuc vermistir (®= 0.441; anlamli iliski). IFA ile alinan slipheli sonuclar degerlendirme di-
sl birakildiginda; 1B VCA 1gG ile IFA IgG sonuglari arasindaki uyum %85.4 (88/103) ve IB VCA IgM ile IFA
IgM sonuglari arasindaki uyum %27.3 (69/253) olarak hesaplanmistir. IB VCA IgM yonteminde bantla-
rin reaksiyon siddeti ile IFA IgM pozitifligi arasindaki iliski incelendiginde; IB testinde bant koyulugu
(1+'den 3+’e dogru) arttikca IFA testindeki pozitiflik oranlarinin da arttigi (p19 bandi icin %9.9'dan
%29.5’e; gp125 bandi icin %24'ten %85.7) gozlenmistir. IB VCA IgM testinde, 165 6rnekte tek basina
p19 bant pozitifligi belirlenmis, bunlardan 135 (%81.8)'inin IFA ile negatif, 15 (%9.1)’inin pozitif ve 15
(%9.1)'inin stpheli sonug verdigi izlenmistir. IB temelli testler otomatize platformlari ve bir serum 6rne-
ginde farkli IgG panellerinin saptanabilmesi gibi 6zellikleri nedeniyle IFA’ya alternatif olmakla beraber, ca-
lismamizda VCA IgM testinde yalanci pozitiflik oraninin oldukga yiiksek oldugu (%75) goézlenmistir. So-
nug olarak, tarama testi olarak 1B yonteminin kullanildigi rutin laboratuvarlarda, VCA IgM testi ile pozitif
sonug (Ozellikle de tek basina p19 bandi pozitifligi) veren ornekler ile diistik siddette bant olusturan or-
neklerin IFA ile dogrulanmasi gerektigi kanisina variimistir.

Anahtar sozciikler: Epstein-Barr virus, immiinoblot testi, immtinofloresans testi, anti-VCA antikorlari.
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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 (®) 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 (®= 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 (P= 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.

GiRiS

insan Herpesvirus ailesinin tyelerinden biri olan Epstein-Barr virus (EBV) tim diinya-
daki eriskinlerin %95’ini enfekte etmektedir. EBV, akut ve kendini sinirlayan enfeksiyon-
lardan, Burkitt lenfoma ve nazofarenks karsinomu gibi malign neoplazmalara kadar ¢ok
genis bir klinik hastalik spektrumuna sahiptir. EBV enfeksiyonlarinin ¢cogu, ¢ocukluk do-
neminde ve asemptomatik olarak gecirilir. Ancak enfeksiyonlarin semptomatik oldugu
durumlarda, benzer semptomlari olusturan pek cok patojen oldugundan, EBV ile iligkili
enfeksiy6z mononiikleoz tanisini koymak énemlidir'-2. Akut enfeksiyéz mononiikleozun
tanisi, immun sistemi normal hastalarda EBV'ye 6zgll antikorlarin saptanmasiyla ko-
nur?3. Antikor testlerinin spektrumu, 6zgiil olmayan ve uzun siiredir uygulanan hetero-
fil antikor testlerinden, farkli substratlar, antijenler ve degerlendirme kriterlerine sahip
EBV’ye 6zgll yontemlere kadar degisiklik gostermektedir.

EBV enfeksiyonunda serolojik profilin belilenmesinde 6zellikle G¢ serolojik parametre-
nin; viral kapsid antijeni (VCA)'ne 6zgiil IgG, VCA'ya 6zgil IgM ve EBV niiklear antijen 1
(EBNA-T)’e 0zgul IgG’nin belirlenmesi dnemlidir. EBV enfeksiyonunda olusan hiimoral
yanit, genellikle altin standart olarak kabul edilen indirekt immunofloresan (IFA) veya en-
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zim immiinassay (EIA) formatindaki testler ile degerlendirilir. Ancak &zellikle IFA, cok
fazla miktarda 6rnegin test edilmesine ve otomasyona olanak vermediginden ve ayrica,
antijen cesitliligi ve degerlendirmenin subjektif olmasina bagli olarak standardizasyona
uygun degildir. Bu amacla, EBV enfeksiyonlarinin serolojik tanisinda IFA’ya alternatif ola-
bilecek yeni yontemler denenmektedir>®. Bu calismada, immiinoblot temelli bir testin
anti-VCA IgM ve IgG saptanmasinda, serolojik altin standart olarak kabul edilen IFA ile
karsilastirmali performansinin degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ege Universitesi Hastanesi Seroloji Laboratuvarina EBV enfeksiyonu serolo-
jik durumunun saptanmasi amaciyla gonderilen, yaslari 3 ay ile 89 yil (ortalama 28 yil)
arasinda degisen 104 kadin, 173 erkek hastaya ait 277 serum 6rnegi alind.

Orneklerde immiinoblot (IB) testi, Euroline IgM (Euroimmun, Almanya) ve Euroline
IgG (Euroimmun, Almanya) kitleriyle Uretici firmanin onerileri dogrultusunda cahisildi.
Euroline IgM Kiti ile, iki farkh EBV kapsid antijenine (gp125, p19) 6zgul IgM antikorlari;
Euroline 1gG ile ise bes farkli EBV antijenine (VCA gp125, VCA p19, EBNAT p22 ve EA-
D) 6zgul IgG antikorlar kalitatif olarak saptandi (Sekil 1). islemler Euroblot Master (Eu-
roimmun, Almanya) cihazinda gerceklestirildi ve olusan bantlar koyuluk siddetine gére
(+/-, +, ++, +++) derecelendirildi.

Daha sonra ayni serum ornekleri, IFA temelli ticari bir test (EBV-CA IgG ve IgM, Euro-
immun, Almanya) ile yine Uretici firmanin 6nerilerine gore calisilarak sonuclar karsilasti-

Anti-VCA (gp125, p19)

Il

VCA gp125 ——>
IgM porzitifligi enfeksiyonun erken donemini; IgG
pozitifligi yeni gecirilmis (dustk aviditeli IgG) ya da
EBNA-] ——> onceden gecirilmis (yuksek aviditeli IgG) enfeksiyonu
gOsterir.

VCA P19 ——> =

p22 —> = . P, .
Anti-EBNA-1 pozitifligi, enfeksiyonun geg

donemlerinde saptanir ve 6nceden gegirilmis
enfeksiyonu gosterir. Nadiren bazi kisilerde
sonradan negatiflesebilir (anti-EBNA-1 kaybi).

It

EA-D ——>

Anti-p22, enfeksiyonun ge¢ donemlerinde ortaya
cikar ve anti-EBNA-1 kaybi olan hastalarda gecirilmis
enfeksiyonun ek bir belirleyicisi olarak kullanilir.

Anti-EA-D, gecirilmekte olan/yeni gecirilen
enfeksiyonu ifade eder.

Kontrol ———>

=11

Sekil 1. immdnoblot EBV-IgG ve EBV-IgM yénteminde kullanilan antijenler ve antikor pozitifliklerinin yorum-
lanmasi (Euroline EBV Profile 2, Euroimmun).
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rildi. Ayrica, IgM ve IgG Euroline VCA p19 ve VCA gp125 bantlarinin pozitiflik siddeti ile
IFA sonucu arasindaki iliski degerlendirildi.

Veri analizinde SPSS 16.0 programinda capraz tablo, ki-kare testi ve phi (®) iliski kat-
sayist kullanildi.

BULGULAR

Caligilan serumlarda IB ve IFA yontemleri ile alinan EBV IgM ve IgG sonuglar Tablo
I"de gosterilmistir. IB yontemiyle anti-VCA IgM pozitif bulunan (p19 veya gp125 bandi-
nin tek basina veya birlikte pozitifligi) 216 olgunun sadece 34 (%15.7)'G IFA IgM ile de
pozitif bulunurken, 162 (%75)'si IFA ile negatif, 20 (%9.3)'si ise supheli olarak saptan-
mustir. Buna kargin IB ile anti-VCA IgM negatif olarak bulunan 37 6rnegin 35 (%94.6)’i
IFA IgM ile de negatif bulunmustur (Tablo I). Yapilan degerlendirmede (IFA ile alinan
stpheli sonuclar degerlendirme disi birakildiginda), IB VCA IgM ile IFA IgM sonuglari ara-
sindaki uyum %27.3 (69/253) ve iliski katsayisi distk (®= 0.167) olarak saptanmistir
(Tablo I).

Diger taraftan, 1B yontemiyle anti-VCA IgG pozitif bulunan 85 olgunun 82 (%96.5)’si
IFA 1gG ile de pozitif olarak saptanirken; IB ile negatif bulunan 18 olgunun 6 (%33.3)'si
IFA 1gG ile de negatif sonug vermistir (Tablo I). Buna gore IB VCA IgG ile IFA IgG sonug-
lari arasindaki uyum %85.4 (88/103), iliski katsayisi (b= 0.441) ise istatistiksel anlamlilik
diizeyinde bulunmustur.

IB VCA IgM ydnteminde bantlarin reaksiyon siddeti ile IFA IgM pozitifligi arasindaki
iligki incelendiginde; IB testinde bant koyulugu (1+'den 3+’e dogru) arttikca IFA testin-
deki pozitiflik oranlarinin da arttigi (p19 bandi icin %9.9'dan %29.5’e; gp125 bandi icin
%24'ten %85.7) gozlenmistir.

Tablo I. Immiinoblot ve IFA Yéntemleri ile Alinan EBV IgM ve IgG Sonuglarinin Karsilastiriimasi

IFA-IgM
Negatif Pozitif Siipheli* Toplam
immiinoblot VCA IgM
Negatif 35 1 1 37
Pozitif 162 34 20 216
Toplam 197 35 21 253
IFA-1gG
Negatif Pozitif Supheli* Toplam
immiinoblot VCA 1gG
Negatif 6 12 0 18
Pozitif 2 82 1 85
Toplam 8 94 1 103

* (+/-) olarak degerlendirilen sonuglardir.
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TARTISMA

EBV enfeksiyonu serolojik tanisinda rutin olarak uygulanan ve farkh teknikleri kullanan
pek cok ticari ydntem bulunmaktadir’'. Bunlar arasinda yer alan geleneksel testler olan
IFA ve EIA, iyi tanimlanmis oldukga guvenilir testler olmakla beraber, calisilan her para-
metre icin ayri ayri ornek ve reaktife gereksinim duyulmasi, uygulanan her test icin har-
canan zaman ve is giiciinii artirmaktadir'". IFA sonuclarinin degerlendirmesinin deneyim
gerektirmesi ve subjektif olmasi da, bir baska dezavantaj olarak karsimiza cikmaktadir.
imminoblot (IB) yontemleri ise, oldukca 6zgl olarak kabul edilen ve genellikle dogru-
lama amaciyla uygulanan yéntemlerdir. Bauer'?, rekombinant antijenlerin kullanildig
IB yontemlerinin EBV serolojisinde yeni bir altin standart olarak kabul edilebilecegini 6ne
slirmustur. Laboratuvarimizda yiritilen ve sinirli sayida 6rnekte yapilan bir baska calis-
mada, IFA ve IB testleri arasindaki uyum, anti-EBNA ve anti-VCA IgM icin guclu, anti-EA
ve anti-VCA IgG icin ise orta diizeyde saptanmistir'3,

Bu calismada, 1B yontemi ile VCA IgG pozitif sonug veren 6rneklerin cogunun (82/85;
%96.5) IFA ile dogrulandigi gorilmdastir. Buna karsin, 1B ile VCA IgG negatif bulunan or-
neklerin %66.7 (12/18)’si IFA ile pozitif olarak saptanmis ve alinan sonuglar arasindaki
bu farklihgin, kullanilan antijen sistemlerinin farkihgindan kaynaklanabilecegi diistiniil-
mdustir. Zira, Euroline test stripleri natif VCA'dan saflastirimis gp125 ve rekombinant
VCA p19 antijenlerini icerirken; VCA IFA test lamlarinda, her cukurcukta EBV kapsid an-
tijenini eksprese eden hiicreler kullanmaktadir. Dolayisiyla, ozellikle IB ile atipik profil
saptanan (6rn. VCA IgG negatif, EBNA IgG pozitif) orneklerin, IFA ile tekrar calisiimasi-
nin gerekliligi dGngorilmustur.

Calismamizin bir diger bulgusu, 1B ile VCA IgM pozitif olarak bulunan 216 6rnegin
blyik cogunlugunun (%84.3) IFA ile (162 negatif, 20 supheli sonug) dogrulanmamis
olmasidir. 1B ile VCA IgM pozitif sonug veren érneklerin %76.4 (165/216)'tinde pozitif-
lik tek basina p19 bandina baghdir. Bir bittin olarak Euroline VCA IgM pozitif olgularin
%75 (162/216)'i ve izole p19 bandi pozitif 6rneklerin %81.8 (135/165)'i, IFA ile tekrar
test edildiginde negatif olarak saptanmistir. Dolayisiyla, IB ile VCA IgM pozitif olarak bu-
lunan, ozellikle de tek basina p19 bandinda pozitif sonug veren ornekler ile distik sid-
dette bant olusturan orneklerin IFA ile dogrulanmasi uygun olacaktir.

Sonug olarak, IB temelli testler, cok sayida 6rnegin calisilabilmesi, uygulama kolaylig,
otomatize platformlari ve bir serum 6rneginde farkli IgG panellerinin saptanabilmesi gi-
bi ozellikleri nedeniyle IFA'ya alternatif olusturmakla birlikte, calismamizda IB yontemi-
nin IFA ile uyumluluk orani VCA IgG icin %85.4, VCA IgM icin ise %27.3 olarak hesap-
lanmistir. Calismamizin sinirlamalari arasinda, 1B ile alinan VCA IgG ve IgM negatif 6rnek
sayllarinin az olmasi ve orneklerde ELISA gibi bir baska yontemin daha uygulanamamis
olmasi sayilabilir. Yine de elde ettigimiz veriler, tarama testi olarak IB yonteminin kulla-
nildigr rutin laboratuvarlarda, 6zellikle anti-VCA IgM testi ile alinan pozitif sonuglarin,
yuksek yalanci pozitiflik orani dikkate alinarak IFA ve/veya ELISA ile dogrulanmasi gerek-
tigini vurgulamaktadir.
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