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insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) enfeksiyonu tanisinda temel amag, hizli ve dogru bir sekilde HIV
enfeksiyonuna sahip kisilerin saptanmasidir. Uluslararasi ve ulusal rehberlerin klasik algoritmalarinda tekrarla-
yan sekilde reaktif bulunan 6rneklerin dogrulanmasi/desteklenmesi gerektigi 6nerilmektedir. Uzun yillardan
beri kullanilan rekombinant “line immiinoassay testi (LIA)”, maliyet ve emek etkin olmasi icin biriktirilerek
caligiimaktadir. Bu calismada, rutin tanida uzun siiredir kullandigimiz rekombinan HIV 1/2 LIA (INNO-LIA®,
Fujirebio, Ghent, Belcika) ile daha hizli sonug verebilen, HIV-1 ve HIV-2 enfeksiyonu tanisinin dogrulanmasi
ve ayirt edilmesi icin kullanilan immiinokromatografik bir test olan Geenius™ HIV 1/2 dogrulama testi (Bio-
Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, Fransa)nin karsilagtinlmasi amaclanmistir. Ege Universitesi Tip Fakil-
tesi Hastanesi Tibbi Viroloji Laboratuvarina HIV serolojisinin degerlendiriimesi icin gonderilen érneklerden
anti-HIV 1/2 ve p24 antijen pozitif ve sinir deger saptanan 150 serum &rnegi ile HIV-1 pozitif oldugu bilinen
Ug dis kalite kontrol 6rnegi olmak lizere toplam 153 6rnek calismaya dahil edilmistir. Enzim immiin testlerle
calisilan 6rnekler, Geenius™ HIV 1/2 dogrulama (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, Fransa) ve
rekombinant HIV 1/2 LIA (INNO-LIA®, Fujirebio, Ghent, Belcika) testleri ile calisildi. HIV-1 viral yiik sonuclari,
plazma orneklerinde gercek zamanl HIV-1 testi ile Abbott m200sp sistem (Abbott Molecular, Wiesbaden,
Almanya)’inde calisilarak elde edilmistir. Her iki dogrulama testinde sonuclar 147 (%96.08) 6rnekte uyum-
lu bulunmustur. Uyumsuz saptanan alti 6rnegin birinde LIA HIV-1 pozitif ve Geenius belirsiz, ikisinde LIA
belirsiz ve Geenius HIV-1 pozitif, diger liclinde de LIA belirsiz ve Geenius negatif saptanmustir. HIV antikoru
pozitif olan 6rneklerde LIA iki (2/97, %2.6) ve negatif olan U¢ (3/53, %5.66) 6rnekte belirsiz sonug vermistir.
Geenius testi ise HIV antikoru pozitif ve negatif olan 6rnekleri dogru saptamistir. Yeni kullaniimaya bagslanan
immuinokromatografik test; uygulanma stresinin kisaligi, emek yogun olmamasi, HIV-1/2 ayrimini yapa-
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iki Anti-HIV Dogrulama Testinin Karsilastirimasi: Rekombinant HIV 1/2
“Line immunoassay” ve Geenius HIV 1/2 Dogrulama Testi

bilmesi, duyarlilik ve 6zgilliglnin LIA ile karsilastinldiginda yiiksek olmasi ve her iki testin uyumlu olmasi
ile tani algoritmasinda uygulanabilir oldugunu gostermektedir. Bu test de dahil olmak tizere tiim analitik
antikor testlerinin akut HIV enfeksiyonu sirasinda dordiinci kusak enzim imminoassay testlerine gore en-
feksiyonun daha ge¢ déneminde pozitiflestigi akilda bulundurulmalidir.

Anahtar kelimeler: Anti-HIV dogrulama testi; HIV line immunoassay; HIV immiin kromatografi testi; hizl
HIV tani testi

ABSTRACT

The main purpose in the diagnosis of human immunodeficiency virus (HIV) infection is to rapidly
and accurately identify people with HIV infection. It is recommended that samples that are repeatedly
reactive should be verified/supported according to the classical algorithms of international and national
guidelines. The recombinant “line immunoassay test (LIA)”, which has been used for many years, is
studied with the accumulated samples to be cost and labor-effective. In this study, the supplemental
recombinant HIV 1/2 LIA (INNO-LIA®, Fujirebio, Ghent, Belgium) used to confirm and differentiate the
diagnosis of HIV-1 and HIV-2 infections, and an immunochromatographic supplemental test (Geenius™
(Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France) which can provide faster results were compared.
One hundred fifty serum samples sent to Ege University Faculty of Medicine Hospital Medical Virology
Laboratory with anti-HIV 1/2 and p24 antigen positive and indeterminant results and three HIV-1 pos-
itive external quality control samples were included in the study. Samples were tested both with the
Geenius™ HIV 1/2 (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France) and recombinant HIV 1/2 LIA (IN-
NO-LIA®, Fujirebio, Ghent, Belgium). HIV 1 viral load was evaluated by using Abbott real-time HIV-1 test
in Abbott m200sp system (Abbott Molecular, Wiesbaden, Germany) in plasma samples. In both assays,
the results were consistent in 147 samples (96.08%). Six samples that have discordant results were as fol-
lows: one sample was LIA HIV-1 positive and Geenius indeterminate, two samples were LIA indeterminant
and Geenius HIV-1 positive, and in three samples, LIA was indeterminate and Geenius negative. In two
EIA reactive samples (2/97, 2.06%) and three EIA negative samples (3/53, 5.66%) LIA results were inde-
terminant. Geenius test, on the other hand, correctly identified HIV positive and negative samples. The
immunochromatographic test could be used in the diagnostic algorithm of HIV infection, due to its short
application time, not being labor intensive, its ability to distinguish HIV-1/2, its high sensitivity/specificity
compared to LIA, and the compliance with LIA. However, it should be noted that in acute HIV infection,
all analytical antibody tests, become reactive later than the fourth generation enzyme immunoassays.

Keywords: Anti-HIV confirmatory assay; HIV line immunoassay; HIV immuno chromatography assay; rapid HIV
diagnosis test

GiRi$

Duyarlilik ve 6zgulligu yiiksek testlerle insan immiin yetmezlik virtisi [human im-
munodeficiency virus (HIV)]nin dogru laboratuvar tanisi, bu ozellikleri tasiyan test al-
goritmalarina baglidir. Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Koruma Merkez-
leri [Centers for Disease Control and Prevention (CDC)] ve ulusal rehberlerimizin klasik
algoritmalarinda, tekrarlayan reaktif bulunan 6rneklerin dogrulanmasi/desteklenmesi
onerilmektedir. Anabilim Dalimizda uzun yillardan beri kullanilan rekombinant “line im-
munoassay (LIA)” testi, maliyet ve emek etkin olmasi icin haftada bir giin calisiimaktadir.
Calisma glinu gelen orneklerin sonuclari en erken sekiz glinde calisilarak raporlanabildi-
ginden, sonug verme siresi iki-sekiz glin arasinda degismektedir. Teknik bir sorun nedeni
ile test tekrar yapildiginda ise bu siire 15 gline ¢cikmaktadir.

Dogrulamada acil durumlarda kullanilabilecek hizli HIV-1 RNA testlerinin kullanimi
maliyet nedeni ile kisithdir ve 6zellikle HIV-2 enfeksiyonu s6z konusu ise bu testler yar-
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dimci olamamaktadir. Degisik merkezlerde yapilan calismalarda, Geenius™ HIV 1/2 dog-
rulama testi (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, Fransa)nin hizli sonu¢ vermesi
nedeni ile duyarlilik ve 6zgiilliik sonuclarina gére algoritmalardaki yeri arastirlmaktadir’.
Bu calismada, rutin tanida uzun suredir kullandigimiz LIA ile daha hizli sonug verebilen,
HIV-1 ve HIV-2 enfeksiyonu tanisinin dogrulanmasi ve ayirt edilmesi icin kullanilan im-
muinokromatografik bir test olan Geenius HIV 1/2 dogrulama testinin karsilastiriimasi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ege Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul onay (Tarih: 20.03.2013 ve
Karar no: 18-3.1/70) ile Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tibbi Viroloji Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Laboratuvara gonderilen ve dordiinci kusak kemiliminesan mikropartikil enzim im-
munolojik test [chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA)] Abbott ARCHI-
TECT HIV Ag/Ab Combo Test [HIV p24 antijen + HIV-1 (M ve O gruplar) ve HIV-2 an-
tikorlari], i2000SR cihazinda (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, ABD) calisilarak sinir
deger ve pozitif bulunan; ardindan ayni/farkl kitle iki kez enzim immdin testte sinir deger
ve pozitif elde edilen érnekler calismaya alindi. Orneklerin 101’i ayni sistemle (CMIA),
53'(i ise farkh bir sistemle [VIDAS® HIV Duo Ultra enzim baglantili floresan teknigi [enz-
yme-linked fluorescence assay (ELFA)], (HIV p24 antijen + HIV-1 (M ve O gruplarr) ve
HIV-2 antikor sinyallerini ayri olarak gosteren] (BioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa) cali-
sildi. Bu tekrarlayan reaktif ornekler ve HIV-1 pozitif oldugu bilinen ti¢ dis kalite kontrol
ornegi, Geenius™ HIV 1/2 dogrulama testi (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette,
Fransa) ve rekombinant HIV 1/2 Line Immunoassay (INNO-LIA®, Fujirebio, Belcika) testi
ile caligilarak karsilastirma yapildi ve elde edilen sonuclar degerlendirildi. Geenius HIV 1/2
dogrulama testi, tretici firma talimatlari dogrultusunda calisildi?. Test, HIV-1 ve HIV-2
tanisi icin gp160, gp41, p31, p24, gp140 ve gp36 antikorlarini arastirmakta ve yaklasik
20-30 dakika icerisinde sonug¢ vermektedir. Rekombinant LIA ise HIV-1 ve HIV-2 tanisi
icin gp120, gp41, p31, p17, p24, gp105 ve gp36’ya karsi antikorlari saptayabilen bir
testtir ve 20 saat icerisinde sonuc vermektedir®. Test, HIV-1 viral yiik sonuglari, plazma
orneklerinde Abbott gercek zamanli HIV-1 testinin Abbott m2000sp (Abbott Molecular,
Wiesbaden, Almanya) sisteminde kullanilarak elde edildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarin 105 (%70)’i erkek, 45 (%30)'i kadin olup yaslari
8 ay-75 yil arasinda bulunmustur (ortalama= 37.4; ortanca= 35). Uc¢ érnek ise dis kali-
te kontrol 6rnegi olarak belirlenmistir. Toplam 153 6rnegin caligilan dogrulama testleri
karsilastinldiginda, 51 6rnekte her iki dogrulama testi “negatif”, 95 6rnekte her iki dog-
rulama testi “anti-HIV-1 pozitif”, bir 6rnekte her iki dogrulama testi de “belirsiz (indeter-
minant)”, (altisinda ise dogrulama testleri “uyumsuz” bulunmustur. Her iki dogrulama
testinde belirsiz ¢cikan sonuclar tekrarlanmis ve ayni sonuclar elde edilmistir.
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Her iki dogrulama testinde sonuclar 147 (%96.08) 6rnekte uyumlu bulunmustur. Her
iki dogrulama testinde negatif saptanan 51 6rnegin Uclinde bakilan HIV-1 RNA testi po-
zitif saptanmistir. Bu lg¢ olguda da ELFA testindeki pozitifligin p24 antijeni nedeni ile
oldugu ve HIV-1+2 antikorlarinin negatif oldugu gorilmustir. Her iki dogrulama testi de
belirsiz saptanan ornekte ELFA testinde p24 antijeni pozitif ve antikor negatif saptanmig
olup her iki dogrulama testinde de alti giin sonra alinan 6rnek pozitiflesmistir (HIV-1).

Uyumsuz saptanan alti 6rnegin birinde LIA HIV-1 pozitif ve Geenius belirsiz, ikisinde
LIA belirsiz ve Geenius HIV-1 pozitif, diger t¢linde de LIA belirsiz ve Geenius negatif sap-
tanmistir. Uyumsuz sonuclarin 6zellikleri Tablo 1'de gorilmektedir.

Olgu 1'de azalmaya yuz tutmus antikorlari LIA HIV-1 olarak, Geenius ise belirsiz olarak
saptamistir. HIV-1 enfekte olan ikinci ve ticlinct olgular ile HIV enfekte olmayan dérdiinci
ve altinci olgularda LIA testi belirsiz sonug vermistir. Tum olgularin degerlendirilmesinde
HIV-T RNA testi ve izlem yardimci olmustur (Tablo ).

Klinik, HIV-RNA ve p24 antijen pozitifligi ile degerlendirilen olgular (n= 150), HIV an-
tikoru pozitif (n= 97, lict dis kalite kontrol 6rnegi) ve HIV antikoru negatif (n= 53) olarak
degerlendirilerek ayrilmistir. Bu dederlendirmeye gore kullandigimiz iki yontem ile karsi-
lagtiriimistir.

Klinik, HIV-RNA ve p24 antijen ile enfeksiyon durumu izlenerek olgunun HIV enfek-
te olup olmadigi degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede, anneden gecen antikorlarin
kaybolmaya basladigi donemde alinan 6rnek nedeni ile antikoru pozitif olan, ancak HIV
enfekte olmadigi icin bir olgu ile digeri akut enfeksiyonun erken déneminde p24 antijeni
pozitif anti-HIV antikorunun yeni olusmaya bagladi§i donemde HIV antikor diizeyinin si-
nirli oldugu iki olgu disindakiler icin dogrulama testlerinin degerlendirilmesi ayrica yapil-
mustir. Bu olgularin birinde LIA’da HIV-1 antikor varligi dogrulanirken, diger olgu belirsiz
sonug vermistir. Geenius her iki 6rnekte belirsiz sonug¢ vermistir. Bu iki olguda, HIV-1 RNA
ve izlem onerileceginden, ileri incelemelerle olgularin tanisi konulacaktir.

Tablo I. Dogrulama Sonuclari Uyumsuz Orneklerin Ozellikleri

Uyumsuz sonuglar LIA Geenius Ozellikler

Olgu 1 HIV-1 Belirsiz Anne HIV-1 enfekte 340 giinliik bebek. HIV-T RNA
negatif

Olgu 2 Belirsiz HIV-1 HIV-1 RNA pozitif, HIV-1 enfekte olgu

Olgu 3 Belirsiz HIV-1 Antiretroviral tedavi alan HIV-1 enfekte olgu

Olgu 4 Belirsiz Negatif ~ HIV-1 RNA negatif, izlemde de negatif devam etmis

Olgu 5 Belirsiz Negatif ~ HIV-1 RNA negatif, izlemde de negatif devam etmis

Olgu 6 Belirsiz Negatif Ug yasinda, HIV-1 RNA negatif, anti-HIV testi bir

sistemde sinir deger (CMIA) diger sistemde pozitif
(ELFA, p24 antijeni negatif)

LIA: Line immiinoassay testi, HIV: insan immiin yetmezlik viriisi, CMIA: Kemiliiminesan mikropartikiil enzim
immiinolojik test, ELFA: Enzim baglantili floresan teknigi.
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Testlerin her ikisinde de HIV antikoru pozitif olarak degerlendirilen olgularin hi¢birinde
negatiflik; HIV antikoru negatif olarak degerlendirilen olgularin ise hicbirinde pozitiflik
saptanmamistir. LIA, HIV antikoru pozitif olan 6rneklerin 2 (2/97, %2.06)'sinde, negatif
olan orneklerin ise 3 (3/53, %5.66)'linde belirsiz sonu¢ vermistir. Geenius testi ise HIV
antikoru pozitif ve negatif olan drnekleri dogru saptamistir.

TARTISMA

HIV antikoru dogrulama/destekleme testi olan blot yontemleri, kullanimda olan ELI-
SA testlerine gore daha 6zgil fakat daha az duyarlidir. Geenius HIV-1/2 hizl testi, 2014
CDC HIV tani rehberinde dogrulama testi olarak énerilmektedir®. Geenius testini “wes-
tern blot (WB)” ile karsilastiran bir calismada, testin HIV enfeksiyonunu destekleme ve
dislamada WB'ye gore ustlnlikleri oldugu, testin 6zgulligunin %93, duyarlihginin ise
WB'ye gére daha yiiksek oldugu bildirilmistir®. Bir diger calismada, Geenius’un duyarliig
%92, WB'nin %89 olarak saptanmistir®. Moon ve arkadaslari, Geenius ile %100 duyar-
lihk elde etmis ve testin, WB pozitif hicbir 6rnegi kacirmadigini saptamislardir’. Chiron
RIBA, INNO LIA® ve multispot hizli test ile karsilastiran calismalarda, Geenius’un %99-100
6zglilliik ve %96-100 duyarlilik ile bu testlerden stiin oldugu saptanmigstir’ 811, LIA ile
karsilastinldigr bir diger calismada, duyarllik ve 6zgulligin daha dusik oldugu belirtil-
mistir'2. Calismamizda, HIV enfekte olan ve olmayan olgularda Geenius testinin 6zgiilliik
ve duyarhligi %100 bulunmustur. LIA testi, HIV enfekte olgularin %2.06’sinda, enfekte
olmayan olgularin ise %5.55’inde belirsiz sonu¢ vermistir. Ancak, calismamizda belirsiz
sonug veren olgularin kesin tanilarinin, HIV-RNA ve izlemle konuldugu izlenmistir. Bunun
icin her iki yontemin de HIV tanisinda yararl oldugu gorulmustar.

Sonug olarak, yeni kullaniimaya baslanan Geenius testi, uygulanma siresinin kisalig,
emek yogun olmamasi, HIV 1-2 aynmini yapabilmesi, duyarllik ve 6zgilliginin LIA ile
karsilastinldiginda yliksek olmasi ve her iki testin uyumunun %96.8 olmasi, testin tani
algoritmasinda uygulanabilir oldugunu gostermektedir.
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