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HBsAg ARASTIRILMASINDA ELISA VE RPHA
YONTEMLERININ DUYARLILIKLARI

Aydin Karaaslan®

Viral hepatitlerin birbirinden ayirt edilmesinde ve 6ézellikle Hepa-
tit B Virus (HBV) portorlerinin saptanmasinda HBsAg'nin énemi an-
lasildiktan sonra, bu antijenin ortaya cikartilabilmesi icin Immuno-
diffusion (ID), Counterimmunoelectrophoresis (CIEP), Complement
Fixation (CF), Rheophoresis (RP), Reversed passive latex agglutina-
tion (RPLA), Passive haemagglutination (PH), Immune adherence ha-
emagglutination (TAH), Immune electron microscopy (IEM), Immu-
noflurescence microscopy (IMF), Reversed passive haemagglutination
(RPHA), Radioimmunoassay (RIA), Enzyme Immunoassay (EIA) gibi
yontemler gelistirilmistir (1).

HBsAg ilk kez Blumberg tarafindan ID yéntemi kullanilarak
ortaya cikarilmistir (1).

RPHA, anti-HBs ile kaplanmis insan, hindi ya da koyun eritrosit-
lerinin, HBsAg varhiginda agglutine olmasi temeline dayanan, cabuk
sonug¢ verebilen, basit ve ucuz bir yontemdir (25). Romatoid Faktor,

Forsman antikorlar1 ve Infeksiy6z Monotikleozise kars: gelismis spe-
sifik antikorlarin serumda bulunmasi durumunda yalanci pozitif so-
nuglar ortaya cikabilmektedir. Bu nonspesifik faktorler, anti-HBs iger-
meye nimmunglobulinle kaplanmis eritrositler kullanilarak yapilan
absorbsiyon isleminden sonra uzaklastirilabilmektedir. Absorbsiyon-
dan sonra test yeniden uygulandiginda yalanci pozitif 6rnekler nega-
tiflesecek, gercek pozitif 6érnekler ise pozitif kalacaktir. Ancak, zayif
gergek pozitif 6rnekler absorbsiyondan sonra, nadir de olsa negatif
olarak sonuclanabilmektedir. Eger serum c¢ok fazla miktarda nonspe-
sifik faktor igeriyorsa absorbsiyondan sonra bile gergek negatif érnek,
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hala pozitif olarak kalabilmektedir (25,27). Yalanc pozitifligin yanin-
da RPHA yoéntemi ile yalanci negatif sonuglarin da ortaya ciktig: bil-
dirilmektedir (25).

RPHA'nmin ELISA ve RIA'dan daha az duyarli olmasi, nonspesifik
reaksiyonlara sik rastianmasi, sonuglarm kentroli icin absorbsiyon
veya dogrulayic1 yontemlere gereksinim gostermesi gibi dezavantajla-
rinin olmasina karsmn (21), Dinya Saghk Orguta (DSO) tarafindan
HBsAg taramasinda kullamlacak herhangi bir testin en az RPHA ka-

dar duyarli olmasi gerektigi bildirilmektedir (1,9).

Gunumizde, HBsAg aranmasinda en duyarl yontem RIA'dir (29).
Ancak yapilan gesitli galismalar ELISA'min RIA kadar duyarh olabi-
lecegini gostermistir (7,30). Ayrica ELISA daha ucuz ve kolay, radyo-
aktivite tehlikesi olmayan, reaktanlar:i uzun sire dayanabilen kulla-
nisl bir testtir (9).

ELISA kullaniminda deneyimin ileri derecede artmasi ve monok-
lonal antikorlarin kullamilmasiyla nonspesifik reaksiyonlar énemli de-
recede azaltilmistir (22). Yalanci pozitif sonuglar ¢ogunlukla teknik
islemdeki hatalardan, ¢gok az oranda da insan serum ya da plazmasi-
nin kullanilan monoklonal antikorlarle reaksiycna girmesinden kay-
naklanmaktadir. Bu sorun noiralizasyon yapilarak buyik olclide en-
gellenebilmektedir (30).

Ucilincii jenerasyon testleri olarak tanimlanan RIA, ELISA ve
RPHA arasinda tarama testi clarak en uygun yontemin ELISA ol-
dugu bildirilmektedir (15).

Bu calismada, RPH Ave ELISA yontemlerinin duyarhhklar: kar-
silastiriimistir.

MATERYAL VE METOD

Bu calismada, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Has-
tanesi Kan Merkezine basvuran, saghkl, sarilik gegirme ve kan
transflizyonu anamnezi olmayan 1553 dondér serumunda RPHA ve
ELISA yontemleri ile HBsAg arastirilmistir.

Bu donoérlerden alinan ¢-10 cc kanin, steril kosullarda hemolizsiz
olarak, serumlar ayrilmis, kan merkezimizde hemen RPHA testi ya-
pilmistir. Serumun kalan kismi, derin dondurucuda, —20 derecede
saklanmis, Mikrobiyoloji Anabilim Dali ELISA laboratuarinda, mik-
ro-ELISA yontemi ile incelenmistir.
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Kan merkezimizde bulunan, Organon Teknika firmasina ait «He-
panosticon 3» RPHA kiti kullanilmastir.

Mikrosistem ELISA yoéntemi ile Wellcozyme-HBsAg kitleri (Well-
come Laboratories) kullanilarak, RPHA ile taranmis serumlarin ta-
mami yeniden test edilmistir.

BULGULAR

ELISA ile % 7.28 (113/1553) ve RPHA ile % 6.63 (103/1553) HBsAg
pozitifligi bulunmustur. ELISA, RPHA testinden % 0.65 daha fazla
HBsAg pozitifligi gostermistir. ELISA ile dogrulanarak RPHAmin du-
yarlilig1 % 89.38 ve spesifitesi ise % 99.86 olarak saptanmistir. RPHA

ile % 10.61 (12/113) yalanci negatiflik ve % 1.94 (2/103) yalanci po-
zitiflik saptanmistir. RPHA ile negatif bulunan 12 serumda, ELISA
ile HBsAg pozitif saptanmis ve bu sonug yalanc1 negatiflik olarak de-
gerlendirilmistir. Yine RPHA ile 2 serumda bulunan HBsAg pozitif-
ligi ELISA ile negatif olarak saptandigl i¢cin bu da yalanci pozitiflik
olarak kabul edilmistir. Bu sonuglar Tablo I'de gdsterilmistir.

Tablo | : ELISA ve RPHA testlerinin degeriendirilmesi

ELISA HBsAg
Pozitif Negatif Toplam
RPHA HBsAg Sayi %0 Sayi % Sayi %
Pozitif 101 98.06 2 1.94 103 6.63
Negatif 12 0.83 1438 99.17 1450 93.37
Toplam 113 7.28 1440 92.72 1553 100

HBsAg pozitifligini saptama agisindan ELISA, RPHA'ya gore is-
tatistiksel olarak anlamli derecede daha duyarli bulunmustur
(x* = 5.78, p<0.05).

TARTISMA VE SONUC

HBV tasiyicilan tasiyicilar: bulas kaynag: olmalar: nedeniyle, in-
feksiyonun yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Kan ve kan
urunleri almak zorunda olan hastalarin Post Transfliizyon Hepatit
B'den korunabilmesi igin, tim diinyada, kan donérleri HBsAg pozi-
tifligi yoéninden taranmaktadirlar (1,16). Bu amac icin kullanilacak
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tekniklerin yalanci pozitif ve yalanci negatif sonuglarinin mimkuin
oldugunca az, duyarhhklarinin ise fazla olmasi gerektigi énemle vur-
gulanmaktadir (25).

Yurt icindeve yurt disinda, calisma konusunu kan donoérlerinin
olusturdugu bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (9). HBsAg pozitifligini
saptamaya yonelik calismalarda ya tek ya da birka¢ teknik kullani-
larak, bunlarm duyvarhhklar:, ozgulliikleri ile yalanci reaksiyon verme
ozellikleri incelenmistir (27). Sonugta Uglincli jenerasyon testleri ola-
rak adlandirilan RIA, ELISA ve RPHA yontemlerinin, HBsAg seropo-
zitifligini tesbit etmede, ID ve CIEP gibi bircok yontemden daha du-
yarli oldugu anlasilmis bulunmaktadir (19,24). Duyarliliklan fazla olan
testler ile calisihirken yontemin dogru bir sekilde uygulanmasiyla non
spesifik reaksiyonlarin azaltilabilecegi ancak tam olarak ortadan kal-
dirilamayacag: bildirilmektedir (22). Bunun yaninda ayni ydénteme
ait degisik preparatlar arasinda bile duyarlihk ve non spesifik reak-
siyon olusturma 6zellikleri yontunden farkhliklar olabilmektedir (27).

Yurdumuzda, kan donorlerinde, 1971 - 1978 yillar1 arasinda ID tek-
nigi ile Ertugrul ve Say (6) % 3, Tuna ve ark. (18) % 3.6 ve CIEP tek-
nigi ile Mizan (14) % 2.7, Ozguven (17) % 3, Paykog ve ark. (20) % 3.1
oraninda HBsAg seropozitifligi gostermislerdir. 1553 kan donorint
kapsayan calismamizda RPHA ile % 6.63 ve ELISA ile % 7.28 olarak
saptadigimiz HBsAg seropozitiflik degerinin daha yliksek oldugu goé-
rulmektedir. Bu durum yiliar icinde HBsAg pozitifliginin artmis ol-
mas1 ve bizim kullandigimiz testlerin daha duyarli oimasi ile acikla-
nabilir.

RPHA ile kan dondrlerinde HBsAg seropozitifligini Erdogan (5)
% 3.7, Turhanoglu ve Arikan (28) % 4.9, Seber (26) % 5.8 ve Kahra-
man (10) % 6.7 olarak bildirmislerdir. Bizim RPHA ile buldugumuz
% 6.63'lik degerin Kahraman’'in elde ettigi sonucla uyumlu diger ca-
hismalarm sonuglarindan ise yiksek oldugu gorulmektedir.

Kan donorlerinde ELISA teknigi ile Ariogul (2) % 3.85, Glinal (8)
% 8, Kumdali (11) % 10, Seber (26) % 10.07, Balk (3) % 11.2 HBsAg
pozitifligi géstermislerdir. Bizim ELISA ile buldugumuz % 7.28’lik ora-
n1 Ariogul'un degerinden yuksek, Gunal'in degerine yakin ve diger
arastiricilarin degerlerinden daha dustktir. Tim bu calismalar se-
hir merkezlerinde yapilmalarina ragmen sosyo ekonomik ve bdlge-
sel kosullarin farklihgi sonugclar: etkileyebilmektedir (4). Bunun ya-
ninda, teknik ozelliklerinde elde edilen degerlere yansiyacag unutul-
mamalidir (22).
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Kumdali ve Mutlu (12), Akut Viral Hepatit 6n tanis1 alan hasta-
larda, hem RPHA (Hepatest 3) hem de ELISA (Auszyme II) ile HBsAg
arastirmislar ve ELISA ile % 22 daha fazla pozitiflik yakaladiklarini
bildirmislerdir. Seber (26), degisik tarihlerde iki ayr1 grupta RPHA
ile % 5.76 ve ELISA ile % 10.07 HBsAg pozitifligi saptamis, cestler
arasindaki % 4.31'lik farkin, ELISA'nin duyarhhgindan ve pozitiflik
oraninin zamanla artmis olmasindan kaynaklanabilecegini belirt-
mistir.

Parah ve ark. (19), Akut Viral Hepatit 6n tanis1 alan 52 hastada,
RPHA ile % 34, ELISA ile %45 ve hastane personelinde RPHA ile % 3.5,
ELISA ile % 13.5 HBsAg pozitifligi gostererek ELISA'nin daha duyarl
bir teknik oldugunu ve RPHA’dan % 10 daha fazla pozitiflik saptadi-
gini belirlemislerdir.

Tayland'da, 892 saghkl yetiskin arasinda, RPHA ile % 6.7 ve
ELISA ile % 7.4 HBsAg tasiyiciligi bulunarak ELISA'nin daha duyar-
I1 oldugu, ancak farkin istatistiksel olarak ¢ok anlamli olmadig: bil-
dirilmistir. RPHA'nin duyarhihigi % 91 olarak bulunmustur (13).

Calismamiz sonucunda ELISA'min RPHA’'dan istatistiksel olarak
anlamli derecede daha duyarli oldugu saptanmistir. ELISA ile dogru-
lama yapilarak, RPHA teknigi ile % 1.94 yalanci pozitiflik ve % 10.61
yalanci negatiflik ortaya ciktigr bulunmustur. Hepanosticon 3 ile,
Schuurs ve Kacaki (25) % 0.9, Reesink ve ark. (23) % 1 yalanci pozi-
tiflik belirlemislerdir. Diger bir calismada da RPHA ile yalanci ne-
gatiflik % 9.1 olarak saptanmistir (13).

Bu calismadan elde edilen sonuglar, HBV infeksiyon prevalansinin
azaltilmasi, asilanacak bireylerin belirlenmesi ve toplumda tasiyici-
Ik oraninin saptanmasina yonelik arastirmalarda, duyarhihig: yuk-
sek, non spesifik reaksiyon orani disik laboratuar yontemlerinin se-
¢ilmesinin 6nemini ortaya koymalktadir.

OZET

ELISA ve RPHA yontemleri, HBsAg'ni ortaya ¢ikarma acisindan
degerlendirildi. Binbesyuzelliti¢ kan donort tarandi. ELISA ile % 7.28
ve RPH ile % 6.63 HBsAg pozitifligi saptandi.

Bu calismada, ELISA'nin RPHA’dan daha duyarlh oldugu bulun-
du (p<0.05).

Anahtar Kelimeler : Kan donorleri, Karsilastirmali ¢alisma, He-
patit B ylizey antijeni.
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SUMMARY

Sensitivity of ELISA and RPHA methods in investigation of HBsAg

Detection of HBsAg by ELISA and RPHA assessed. The sera of 1553

blood donors were examined. The prevalence of HBsAg by ELISA
was % 7.28 and % 6.63 by RPHA.

This study revealed that ELISA were more sensitive than RPHA

(p<0.05).

Key Words : Blood donors, Comparative study, Hepatit B surface

antigen.
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