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Alternatif Bir Anti-HIV Dogrulama Yontemi:
“Line Immunoassay”
An Alternative Anti-HIV Confirmation Methoa: Line Immunoassay

rfan Seving

Saim Dayan

GATA Kan Egitim Merkezi ve Kan Bankasi Midirligu, Etlik-Ankara

Ozet: Bu galismada, hem enzyme immunoassay hem
de western blot ile anti-HIV saptanan 46 serum drnegini
line immunoassay ydéntemi ile degerlendirdik. Ayrica
enzyme immunoassay ile anti-HIV olumlu, western blot
ile olumsuz bulunan 24 serum &rnegini de line Immuno-
assay ile degerlendirdik. Western blot olumlu 46 seru-
mun timd line immunoassay ile olumlu bulundu (duyarli-
lik: %100). Western blot olumsuz érneklerin timi line
immunoassay ile de olumsuz bulundu (6zgullik: %100 ).

Anahtar Sézcikler: HIV, western blot, line immunoassay

nti-HIV tarama testlerinin %0.1-1.0 oraninda yalanci-
A olumlu sonuglar verdigi bildiriimektedir (1). Tarama
testlerinin duyarlilik ve dzgilliklerinin Avrupa ve Ame-
rika Birlesik Devletlerinde %98'in uzerinde oldugu,
ancak Afrika'lilarin serumlarinda 8zgilligin azalarak
yalanci olumluluklarin arttigl, bu durumun dlsik siklikta
anti-HIV bulunan dlkelerde de gorilebildigi bildirilmigtir
(2). Bu nedenle gergek anti-HIV varligindan séz ede-
bilmek igin, tarama testleri ile olumlu bulunan senuglarin
dogrulanmasi gereklidir. Bugin i¢in, dinyaca benimsen-
mis dogrulama yontemi western blot (WB) testidir. Radio
immunopresipitasyon (RIPA) yénteminin, |aboratuvar
personeli icin zararll etkileri vardir. Buna karsin,
benimsenen dogrulama yéntemi olan WB ydnteminin de

Summary: In this study, we examined 46 serum
samples by line immunoassay which were anti-HIV
positive both by enzyme immunoassay and western blot
tests. Another 24 serum samples which were positive by
enzyme immunoassay but negative by western blot
were also examined by line immunoassay. All western
biot positive 46 samples were found positive by line
immunoassay (sensitivity: 100%). All western blot nega-
tive samples were also negative by line immunoassay

(specificity: 100%).
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begenilmeyen o6zellikleri vardir. HIV preparatiarinin
kimisinde HLA proteinlerinin bulunmasi ve elektroforetik
ko-migrasyon nedeniyle HLA antikoru igeren serumlar
yanlis olumlu sonuglara yol agabilmektedir (3). Ayrica
glikoprotein (gp) 120 ve gp 160 gibi yiksek agirlikli
molekiillerin blot zarlarina aktariimasi da zordur. Bu
durum, dis proteinlere kargi antikor saptama duyarliligini
azaltabilmektedir (4). WB ytntemi standardize edilme-
mig oldugundan, duyarliligi ve 6zgilligi degiskenlik
gbsterir (3,5). Degerlendirme élgutleri konusunda da tam
bir griis birligi olmadigindan, kimi serolojik gérintmler
yanhs degerlendirilebilir (6). Son yillarda, HIV antikor-
larinin taranmasi igin, ayni anda hem HIV-1 ve hem de
HIV-2 antikorlarim tarayabilen enzyme immunoassay
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(EIA) kitlerinin kullanimi yayginlagsmistir. Bu ydntemler
ile antikor saptanan serumlarin, scnradan hem HIV-1 ve
hem de HIV-2 antikorlan yénlinden dogrulanmasi
gerekmektedir. Bu yizden genellikle, WB yéntemi ile her
iki tr virus igin ayrn ayn inceleme yapimaktadir. Bu
uygulama hem laboratuvar giderlerini, hem de is yogun-
lugunu artirmakta ve daha uzun zaman gerektirmektedir.

Son yillarda, sentetik ve rekombinant HIV antijenlerinin
bir strip Uzerine siralanmasiyla hazirlanan ve line
immunoassay (LIA) adi verilen bir ydntem gelistirilmistir
(7-10). Bu ydntem ile HIV-1 ve HIV-2 antikorlar ayni
calismada dogrulanabilmektedir. Ayrica HIV-1 WB ile
saptanamayan  HIV-1 subtip-O antikorlari da LIA ile
saptanabilmektedir (11).

Bu galisma, anti-HIV dogrulama testi olarak WB ve LIA
ydntemlerini kargilastirmak igin gergeklestiriimistir.

Gereg ve Yontem

GATA'da EIA lle anti-HIV saptanan, ve HIV-1 WB ile
anti-HIV varhig dogrulanmis 46 serum ile anti-HIV-1 ya
da anti-HIV-1/2 EIA testleri olumlu bulunup anti-HIV-1
WB ile olumsuz bulunan 24 serum &rnegdi, LIA yéntemi
ile yeniden degerlendirildi. Bu amagla INNO-LIA HIV1/
HIV2 Ab (Innogenetics, Belgium) kiti dretici firmanin
énerdigi bigimde kullanild,

LIA striplerinde (i¢ rekombinat protein cizgisi (gag: p24,
p17 ve pol: p31) ve iki sentetik peptid gizgisi (HIV-1 igin
gp41 ve HIV-2 igin gp36) kosut olarak yer almaktadir. Bu
HIV antijenlerine ek olarak, her stripte bir zayif cut-off
(insan IgG), bir zayif olumlu kontrol (1+ insan IgG), bir
kuvvetli olumlu kontrol (3+ IgG) ve bir de serum eklenip
eklenmedigini kontrol eden (2+ anti-insan 1gG) olmak
tzere toplam 4 kontrol gizgisi vardir.

Bulgular

Diinya Saglik Orgiiti (DSO) dlgiitlerine gére WB ile anti-
HIV-1 olumlu bulunan 46 serumun tUmi, LIA ile anti-
HIV-1 yéninden olumlu bulundu. EIA ile anti-HIV-1/2
olumlu, WB ile olumsuz bulunan 24 olgunun serumlari,
LIA ile hem HIV-1 ve hem de HIV-2 ydniinden olumsuz
bulundu.

Tartigma

Galismamizda, WB ile anti-HIV-1 olumlu bulunan 46
olgunun timi LIA yéntemi ile de anti-HIV-1 ydnlnden
olumlu bulunmustur. Bu durumda, WB standart alin-
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diginda, LIA ydnteminin duyarlhgimn WB ile %100
uyumlu oldugu gérilmektedir.

Pollet ve ark. WB ile dogrulanmig 309 anti-HIV-1 ve 25
anti-HIV-2 olgusunun serumunu LIA ile incelemisler ve
yalanci olumsuz sonug¢ bulmamiglardir. Ayri bir 698
serumluk panel ile de yalanci olumlu sonug gérmedik-
lerini bildirmiglerdir (8). Fransen ve ark.'da, WB sonug-
larini DSO élgitlerine gére standart sayarak, 1066 anti-
HIV-1, 192 anti-HIV-2, 64 her ikisi olumlu ve 678 her ikisi
olumsuz serumu LIA ile degerlendirmisler ve LIA'nin
duyarlihgini %99.77, 6zgulligind %100 bulmuslardir
(9). Bu galismada anti-HIV-2 icin duyarliik %100
bulunmustur. Nkengasong ve ark. ise %13'0 anti-HIV-1
ve %2.5'u anti-HIV-2 olumlu 400 serum izerinde LIA ve
WB'in duyarliliklarin egit (%100) bulmuslardir (12).

Galismamizda, EIA ile anti-HIV-1/2 olumlu ancak WB ile
olumsuz sonug vermis 24 serumun timd, LIA yontemi ile
olumsuz bulunmustur. Bu durumda, WB altin standart
olarak alindiginda, LIA yénteminin 6zgilliginiin de WB
ile %100 uyumiu oldugu gérilmektedir. Fransen ve ark.'
da, WB'I standart alarak LIA'y1 %100 6zgiill olarak
bulmuslardir (9).

Anti-HIV-1 ve anti-HIV-2 WB yéntemlerinde toplam 18
antijen olmasina karsilik, LIA ybnteminde daha az
ancak ozgul antijenlerin kullaniimasi:, LIA'nin olumsuz
yani gibi degerlendirilebilir. WB y&nteminde antijenler
birbirlerinden ayrilmis olmakla birlikte, LIA yénteminde
antijenlerin belirli bir yogunlukta ve daha uygun aralikla
yerlestirilmis olmasi, ézgil olmayan tepkimelerin LIA ile
azalabilecegini, daha kolay ve daha dogru degerlendiri-
lecegini digtndirmektedir. Ornedin, gp41 cizgisi LIA
yonteminde net olarak ayirt edilebilir iken, WB yotnte-
minde yaygin bir kusak olustugundan yanilgilara yol
agabilir. Kendi ¢alismamizda gp41 ¢izgisi olumlulugu
LIA ve WB igin ayricalik géstermemistir. Fransen ve ark,
LIA ile %98.4, WB ydntemiyle de %96.1 oraninda
olumluluk saptamiglardir (8). Pollet ve ark.'da anti-
gp41in LIA ydénteminde WB'dan daha once saptana-
bildigini bildirmislerdir (8).

LIA igin gerekli olan antijenlerin rekombinant ya da
sentetik olarak elde edilmis olmalari, viral lizat kitlerin-
deki insan gdzesi antijenlerinin, yalanci olumiu sonug-
lara yol agma riskini ortadan kaldirmaktadir. Ancak, LIA
yonteminde rekombinant antijenlerin kullanilmasi nede-
niyle anti-E.coli antikorlarinin yalanct olumlu sonuglara
yol agabilecegi distndlebilir. Buna karsin, Pollet ve ark.
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elde edilen antijenlerin yeterince saf olduklarini ve anti-
E.coli antikorlarinin LIA gizgileri ile tepkime vermedigini
bildirmiglerdir (8).

HIV ile ilgisiz gesitli saynliklan olan bireylerin serum-
larinin WB ile kimi gizgilerde yalanci olumlu sonuglara
yol agtigi bildirilmistir (10,13). Pollet ve ark. WB'in
tersine, LIA ile ¢ok az sayida sayrida p24 etkilegimi
saptamislar ve indeterminant oraninin daha az oldugunu
bildirmislerdir (8).

WB yénteminin olumsuz bir yam da, serum konulmasi
unutuldugunda, testin olumsuz olarak degerlendiriime
riskinin olmasidir. LIA ydnteminde ise, test ortamina
serum eklenmesi unutulursa, degerlendirme agamasin-
da anti-lgG gizgisinin gérdimemesi nedeniyle yanhslk
ayirt edilmektedir.

Yakin zamanlara degin EIA ybéntemi ile anti-HIV
saptanan serumlar birgok referans laboratuvarda yalniz
HIV-1 WB ile degerlendirildiginden, anti-HIV-2 olumiu
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