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Human Immunodeficiency Virus (HIV) Infeksiyonlarimnin
Tamisinda Kargilasilan Gigclikler .

Giilden Yilmaz, Selim Badur, Enver Tali Cetin

Ozet: Istanbul Tip Fakitliesi Mikrohiyeloji Anabilim Dals, Vireloji ve Temel Immiinoloji Bilim Dalinda 13012 serumun
incelenmesi sonucu elde edilin 41 'undetermined-kesin olmayan WB senucu veren’ serum ikinci farkl bir EIA kiti ile anti-IIIV-
I antikoriars yoniinden, EIA yéniemi ile HIV antijeni yoniinden ve EIA yéntemi ile aniti-HIV-2 antikorlare yiniinden incelen-
migtir, Ikinci EIA kiti ile 47 serumdan 18%inde anti-I1V-1 antikorlan yonitnden pozitifiik elde edilmisiir. 41 serumda HIV an-

tijeni ve anti-HIV-2 antikoru saptanmanugir,

Anahiar Sizcitkler: WB (Western blot), kesin olmayan WB sonueu

Summary: In the Virology and Immunology Unil, Department of Microbiolagy, Istanbul Facully of Medicine, 41 sera we-
re found io be ‘undetermined’ by WB as & result of screening 13012 sera for the presence of anti-IlIV-1 antibodies. These 41
sera were lested by a second EIA kit for anti-HiV-1 antibodies, by EIA for the presence of HIV antigen and anti-HIV.2 antibo-
dies. From these 41 sera 18 were found to the anti-HIV-1 positive. HIV antigen and anti-HIV-2 antibodies were not detecled in

any of these sera.
Key Words: WB {Western blot), undetermined WB result

Girig

1981 yilmda ilk kez tammlanmasmdan soenra, Bagigiklik
Yeimezlik Sendromu 'Acquired Immunodeficiency Syndrome
(AIDS), olgularn gok hizli artig gostermesi nedeni ile giind-
miizin en dnemli ubbi ve sosyal problemi haline gelmistir
{1,2). AIDS etkeni Human Immunodeficiency Virus tip 1
(HIV-1) 1983, Human Immunodeficieny Virus tip 2 (HIV-2)
1986 yilinda izole edilmistir (3,4). Viruslann biyolojisi ve
neden olduklari hastahifin ézellikleri konusunda ¢ok kisa sii-
rede ok gey Ofrenilmis ve viruslara karsi geliyen antikorla-
nin saptanmasinda kulamlan duyarli ve 6zgiil kitler geligti-
rilmigtir. HIV infeksiyonunun tamsinda anti-HIV antikorlan-
mmn tayininde ilk asamada Enzim Immunoassay (EIA) ybnte-
mi kullamimaktadir (5). Cogu EIA kitinin dzgiilligd %
99.8'e ulagmustir ancak az oranda da olsa gorillebilecek ya-
lanc1 pozitiflikleri elemek igin sonucun daha giivenilir bir
yintermle dogrulanmasi gerekmektedir. Bu amagla en sik ola-
rak Western blot (WB) yontemi kullanilmakiadir. WB yonte-
mi, HIV'in herbir yapisal polipeptidine karg1 gelisen anti-
korlarin ayri ayn goriilmesine olanak saglamaktadir (6).
HIV'in baglica iig yapisal ve gesitli diizenleyici genleri var-
dir. Yapisal genleri 'gag'’, "pol' ve 'env' genleridir. WB kitle-
ri yapisal gen iiriinlerine karsi gelisen antikorlan tayin etme
dzelligindedir. 'gag' geni koru olusturan polipiptidleri kod-
lar. 'gag' geni iiriind 55 kd'luk bir polipiptiddir. Virusun ol-
gunlasmas: sirasinda dsha ufak polipeptidlere pargalanir: 18
kd ve 24 kd'luk polipeptid. ‘pol' geni difer ad: ile polimeraz
geni virusun enzim kompleksini kodlar. 'pol' geni iiriinii, re-
vers mranskriptaz enzimi-p68 ve onun tirevi p32 ve endonil-
kleaz aktiviteli p34 den olusur. 'env’ geni kihif glikoprotein-
lerini kedlar. Kihf glikoproteinleri 160 kd'luk ana glikopro-
tein ve onu olugturan 120 kd'luk yiizey glikoproteini ve 41
kd luk transmembran komponentden olusur. Dofrulama testi
igin kullanilan WB geridinde bu iirfinler yer almakiadir. Once-
leri her zaman kesin sonug veren bir dofirulama testi oldugu
diigtiniilen WB yontemi ile de zaman zaman kesin sonucun
alinamadig: durumlann s6z konusu oldugu anlagilmigir (6,7).
Bu gahismada Istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim

tstanbul Tip Fekiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Viroloji ve
Temel Immiinoloji Bilim Dali, Capa-lstanbul

Dals, Viroloji ve Temel Immitnoloji Bilim Dali'nda serumla-
mm anti-HIV antikorlan acismdan incelenmesi swrasinda kar-
silagilan ‘undetermined-kesin olmayan WB' sonuglar ince-
lenmigtir.

Yéntemler

Bu caligmada Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji An-
abilim Dali, Viroloji ve Temel Immiinoloji Bilim Dalimda
13013 serumun anti-HIV-1 antikerlan yoniinden incelenmesi
sarisanda 'undetermined’ WB sonucu veren 41 serum incelen-
mistir, 1289 serumun rutin galigma sirasmnda Rapid Elavia
{Pasteur Diagnosics) kit ile tarandifn bilinmektedir. 11723
serum ise rutin ¢alyma swasinda amti-HIV-1 antikorlar yd-
nilnden Vironostika anti-HTLV-UI (Organon Tekmika) ve Ab-
bott Recombinant HIV 1 EIA (Abbott Diagnostics) kitleri ile
taranmustur. Incelenen 41 serumundan ikisi Du Pont (Du Pont
Company) kiti ile, 3%'u New Lav Blot 1 (Pasteur Diag-
nostics) kiti ile dogruluma testi uygulanmast sonucu ‘undeler-
mined’ WB sonucu vermistir. Bu 41 serum anti-HIV-1 anii-
korlan1 ytniinden ikinci bir kitle daha incelenmisgtir. Bu
amagla bir kuyucugun virus antijeni ve digier kuyucugun viru-
su iiretmek igin kullamlan infekte edilmemis kontrol hiicrele-
ri ile kaph oldugu iki kuyucugun kullanddifs Elavia 1 (Pas-
teur Diagnostics) kiti ile HIV-1 antijeni ve Elavia 2 (Pasteur
Diagnostics) kiti ile ant-HIV-2 antikorlan aragbmlimstar.

Sonuclar

13012 serumun Anti-HIV-1 sntikorlan yniinden incelen-
mesi sonucu elde edilen 41 ‘undetermined’ sonucun ikisi
11723 serumun 6nce dénem dénem Vironostika anti-HTLV-
I veya Abbott Recombinant HIV-1 EIA kitleri ile anti-HIV-
1 antikorlan yontinden taranmas: ve Du Pont WB kiti ile
doprulama lestinin uygulanmas: sirasinda saptanmisur. 39'n
ise 1289 serupun Rapid Elavie kiti ile anti-HIV antikorlan
ybniinden incelenmesi ve New Lav Blot 1 kiti ile dofrulama
testinin uygulanmas: sirasinda ‘undetermined’ sonug vermis-
tir. Bu 39 serumdan 32'si Viroloji ve Imminoloji Bilim Da-
lina baska hastanelerde EIA yontemi ile anti-HIV-1 antikor-
lan yéninden pozitif bulunduklan igin dogrulama amac ile
génderilen serumlardir (Tablo 1).

Undetermined sonug alinan serumlarin WB band paternle-
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Tablo 1. 'Undetermined-Kesin Olmayan WB Sonucu Elde Edilen Serumlar

™ osur (Sekil 1-1,12). Ancak HIV in-
feksiyonlu kisilerin serumlarinda
her zaman virusun iim antijenleri-

Incelenen serum Kullandan kitler

-ne karg: antikor bulunmayabilir.
Bunu bapli olarak da WB seridinde
tim bandlar elde edilmeyebilir. Hi-

Kesin olmayan
WB sonucu alinan

*39 serumdan 32'si dogrulama 1esti igin ginderilmigtir.

58y1s1 JEIEN : WB senim
¢bir band igermeyen serit negatif
11723 Vironistika anti-HTLV-III ~ Du pont 2 kabul edilir (Sekil 1-2). Pozitiflik
Abbaotl HIV 1 EIA kriterinde tam bir birlik saglana-
1289 Rapid Elzvia New Lav Blot  39* marmgur (Table 3) (6).
13012 al Asemptomatik dénemde genel-

de farkli kriterlerle bile tiim sero-
pozitiflikler poeitif olarak defer-
lendirilecektir. Ancak infeksiyo-
nun erken ve gec dinemlerinde
/' Farkhi kriterler kullamildiginda

ri Tablo 2'de gésterilmigtir. Bu 41 serum anti-HIV-1 antikor-
lar1 yoniinden Elavia 1 kiti ile incelendiginde 18 serumda
pozitif senug elde edilmistir. Bir serumla hem kontrol guku-
runda hem de antijen ¢ukurunda pozitiflik saptanarsk nonspe-
sifik sonug elde edilmistir. Bu 41 serumda EIA ile HIV anti-
jeni ve anti-HIV-2 antikoru arastirmas: negatif sonu¢ vermis-
tir.

Trdeleme

WZE ile dogrulanan tipik pozitif sonusta, nitroseliiloz se-
rit fizerinde sntijenlerin bulundugu tiim bélgelerde band olu-

) farklh yorumlar ortaya ¢ikabilmek-
tedir. Ctinkdl infeksiyunun boglangicinda tiim antikorlar bir-
den alusmamaktadir. Once kor antikorlar: olugmakia ve kli-
nik bulgular ortaya ¢ikukga bu amtikorlar kaybolabilmekte-
dir {(6,8). Bu nedenle WB sonuelannm dikkatle yorumlanma-
s1 gerekmektedir. Omegin Sekil 1-7'deki sonug iki kikif
antikoru bulundugu igin pozitf olarak degerlendirilmektedir.
Pozitiflik ve negatiflik kriterlerine uymayan sonuglara unde-
termined-kesin olmayan WB sonucu’ denilmektedir. Oncelere
her zaman kesin sonug veren bir dogrulama testi cldugu diigii-
niilen WB yéntemi ile de zaman zaman kesin sonucun alma-
madifi durumlarin s6z konusu oldugu anlagilmugtir. Bu tiir
sonuglarin Snemini saptamak amact ile su sorulara ysmit
aranimaktadir:

e 3
Tablo 2 - 'Undetermined-Kesin Olmayan WB Sonucu' Elde Edilen Serumlarm Band Paterni
pl8 p24 p34 p4o gpdl p52 P35 P68 gpll10/120 gpl60 Hasla seyist
+ 3
+ + 1
+ & 2 (Sekil 1-3)
+ + 2 (Sekil 1-1)
* + 1.
+ + + + 2 (Sekil 1-9)
+ + 3 1
+ + + 1 (Sekil 1-3)
+ x + 3
+ pd0  alu o + 1
+ + + 1
pl8 altr p40 alti + 1
+ 3
t 2
+ 1
+ 2
+ + 2
+ x 1
+ + + 1 (Sekil 1-6)
+ + + 1 {Sekil 1-8)
+ + 1
* * 1
+ + + + + 2
+ + + 1
+ + 1 (Sekil 1-4)
+ + + + : 1
+ + + 1
+ + + + + 1 (Sekil 1-10)
. S
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Sekil 1. Undetermined-kesin olmayan WB sonucu elde edilen
serumlann WB sonuglart

No: 1, 12: Pozitif kontrol

No 7: Pozitif serum

No 3,4,5,6,8,9,10,11: 'undetermined-kesin olmayan WB sonucu’
veren serumlar

1. Béyle bir sonug HIV infeksiyonunu mu géstermekte-
dir.

2. Bu sonug laboratuvar ydnteminden mi kaynaklanmak-
tadir?

3. Bilinen diger retroviruslar ile infeksiyonu mu gdster-
mektedir (HIV-2, HTLV-1, HTLV-II)?

4. Su anda bilinmeyen bagka bir retrovirusla infeksiyonu
mu gistermektedir? (9)

Ru konuda su ana kadar cesitli cabigmalar yapilmig ve de-
vam stmektedir:

1. Kesin sonug alinamayan kigilerin cle alindifh gesithi
galigmalards HIV ile infeksiyonun olup clmadifi HIV antijen
tayini, kiiltilr, polimeraz zincir reaksiyonu, DNA hibridizas-
yon yéntemleri ile ortaya koyulmaya galsilmisur. Bu Kisi-
lerin biiytik cofunlugunda HIV-1 ile infeksiyon saptanma-
mugtir. Biz de bu galigmadn 'undetermined’ sonug veren 41 se-
rumu HIV-1 antijeni yéniinden inceledik ve negatif sonug el-
de ettik.

Kesin olmayan WE sonucunun éneminin saptinan band-

lara bagih oldugu gorilmiistiir. Risk grubunda kigiler ele alm-
difinda WB ile tayin edilen ilk rektivite, sonradan serokon-
versiyomun gergeklegtigi kisilerde p24 bandinda olmaktadir.
Buna 'pol’ ve 'gag’ geni driinlerine kars1 antikor bandlan es-
lik edebilir veya etmeyebilir.

2. ‘undetermined' sonuclanin siklifi kullamlan EIA ve
WB kitlerine bagl olarak defigebilecegi gsterilmigtir. Vi-
roloji ve Immiinoloji bilim Dali'mizda incelenen serum so-
nuglan degerlendirildifinde de bu dofrulanmakiachr, 1289 se-
rum Rapid Elavia kiti ile anti-HIV-1 antikorlan y&niinden ta-
randigmda ve dogrulama testi igin New LAv blot kit kulla-
mldiginda elde edilen ‘undetermined’ WB sonucu 7 iken,
11723 serum Vironostika anti-HTLVY-II ve Abbott Rec HIV-
1 EIA kit ile anti-HIV-1 antikorlan yéniinden tarandifimda
ve dogrulama igin.Du pont kiti kullamlhinda 2 ‘wniedermi-
ned” WB Sonucu elde edilmigtir. Aynica Rapid Elavis kiti ile
pozitif soung ahman 41 serumdan 22'sinde Elavia kiu ile ne-
gatif sonug elde edilmigtir,

3. Yamlan cesitli gahgmalarda ‘undetermined’ sonug ali-
nan serumlarda HIV-2, HTLV-1 ve HTLV-II infeksiyonuna
raslaulmarmistir. Bu calismada da 41 'undetermined’ sonug
veren serumda anti-HIV-2 pozitifligine raslanilmamgtir,

4, "Undetermined' WB sonucunun su sna kadar bilinmeyen
baska bir retrovirusa bagl olup olmadifmun anlagilabilmesi
icin bu bulgunun bulasict olup olmadit sragtmlmgur. Cali-
silan kisi sayis1 az ise de bulagicilik saptenmamsgtr (9).

Centers for Disease Control, kesin sonuc almamayan WB
sonucu elde edilen kigilerin serumlarmm 6 ay sonra tekrar
incelenmesini ¢nermektedir. 6 ay sonra karakteristik band
paterni gelismez ise ve kigi de risk grubuna girmiyorsa HIV
infeksiyonunun olmadifis ileri siriilmektedir (10). Ancak ki-
side HIV infeksiyonunun var olup olmadigmin kesin bir se-
kilde dogrulanmas: bityitk énem tagimaktadir. 86z konusu ki-
sive kesin bir sonug verilememesi, kislyi son derece tedirgin
etmekie ve 6 ay gibi uzun bir siire beklemek de bu tedirginli-
fii arttrmaktadir. Kesin olmayan WB sonuglanmin ilg grupla
incelenmesi dnerilmektedir:

1) p24 ve bir kilif antikoru varsa: Muhtemelen bir HIV
infeksiyonu stz konusudur. Kisi bu konuda uyariimalidir.

2) Sadece p24, ya da p24 ve gag geni iiriinlerine kars:
antikor bulunan ya da p24 ve pol gengi lriinlerine kargt an-
tikor saptananlar: Disiik olasihkla-HIV infeksiyonu sz ko-
nusudur.

3) pl8, p34, p52, p53, p68 bandalan saptananlar: HIV
infeksiyonuna stz konusu olmadi-
gt ve takibe gerek olmadif: ileri
sitriilmektedir. Ayrica 6 ayhk si-

Tablo 3. WB Sonuclartnin Yorumlanmasi (6)

™ renin gok uzun oldugu ve 2-3 ay
sonra ikinci kun &rnefinin ahn-
masiun yeterli gilivenilirlikreki

Kurulugun ya da kitin ads
mininum bandlar

Bir WB sonucunun pozitif kahbiil edilmesi igin gercken

sonucu verece§i vurgulanmaktadir
(9). Pasteur Enstitiistinde 'undeter-

1- CDC; Centers for Disease Control Atlanta

2- CRSS: Consortium for Retrovirus Serolopy Standardization, Califomia
3- Du Pent: Kit markas

4. ARC: American Red Cross, Washington

5~ Eav blot: kit markest -

cnCl p24, gp4l1, ya da gp 120/160 dan ikisi

CRSS2 p24 ya da p31 ve gpdl ya du gp120/160 dan biri

Du pont3 p24 ve p3t ve gpdl ya da gpl20/160 dan biri

ARCH pl7, p24 ya da p35 den bir ve p31, p51 ya da p68
den biri ve gp4l ya da gpl20/160 dan biri

Lav blot 3 gpdl, gpl60 ya da gp 120 den ikisi

mined’ sonug almnan kigilerden
ikinci kan ©megi bir ay sonra
alimp incelenmekte ve degisiklik
olmaz ise bu sonug yalanci pozi-
tiflik olarak degerlendirilmekte-
dir. Viroloji ve Immiiniiloji Bilim
DPali'mizda 41 'undetermined’ so-
nug alman kigi 6 ay sonra kon-
trole cafirilmustir. Pasteur Ensti-
tilsitnden yakm zamanda edinilen
_ bilgi 1;gmda bundan sonra ikin-
ci kan Omefinin bir ay sonra
. alinmasina karar verilmigtir.
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