Arastirma Makalesi / Research Paper

Ege Tip Dergisi / Ege Journal of Medicine 2014;53(3):119-123

Ege Universitesi Hastanesi’ne bagvuran hastalarda enzim isaretli floresan test ile
elde edilen Epstein-Barr virlisii serolojik test sonuglarinin degerlendiriimesi

Evaluation of enzyme-linked fluorescent assay results for determining Epstein-Barr
virus serology at Ege University Hospital

SoyluM  Zeytinoglu A Altuglu i

Ege Universitesi Tip Fakilltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir, Tirkiye

Ozet

Amag: Epstein-Barr viris (EBV); enfeksiyéz mononukleoz, kronik aktif EBV enfeksiyonu gibi hastalik tablolarina, bazi
malignitelere, bagisiklik sistemi baskilanmis kigilerde lenfomalara ve transplant sonrasi lenfoproliferatif hastaliklara
sebep olur. Laboratuvarimiza EBV tanisi i¢in basvuran olgularin blyiik ¢codunlugu akut EBV enfeksiyon tanisi veya
tarama amaciyla gelen olgulardan olusmaktadir. Olgularin bir kisminda karsilasilan atipik profiller halen yorum
acisindan sorunludur.

Gereg ve Yontem: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal’'na 01.01.2011-
01.09.2013 tarihlerinde (32 ay) tarama amagh veya EBV enfeksiyonu 6n tanisiyla yollanip test edilen 7363 serum
Orneginin sonuglari ¢alismaya dahil edilmistir. EBV VCA IgM antikorlari, EBV VCA/EA IgG antikorlari, EBNA-1 IgG
antikorlari bioMérieux™ VIDAS® otomatik ELFA cihazinda calisiimistir.

Bulgular: Calisilan 7363 serum 6rnegi yas gruplarina gére analiz edilmistir. Olgularin 3567’i kadin ve 3796'i erkek
olup yas ortalamalari 26,77'dir (medyan degeri 20). Sirasiyla 6rneklerin %70.1'i gegirilmis enfeksiyon, %13.1’i EBV ile
karsilasmamis, %1.5'i akut enfeksiyon, %5.1'i EBV VCA IgM negatif, VCA/EA 1gG pozitif, EBNA-1 1gG negatif,
%?2.7’si EBV VCA IgM negatif, VCA/EA IgG negatif, EBNA-1 IgG pozitif, %1.6’sit EBV VCA IgM pozitif, VCA/EA IgG
pozitif, EBNA-1 1gG pozitif ve %5.6’sI da diger atipik profilleri kapsamaktadir.

Sonug: Bu ¢alismada, EBV ile karsilasma orani %81 olup toplumumuzdaki seropozitiflik ile uyumludur. Klinik yorum
sorunu yasanan atipik profil orani %15'dir. Sorunlu olan EBV serolojisini degerlendiriimesi hastanin klinik izlemi ve
serolojik izlemini gerektirmektedir. EBV enfeksiyonunun serolojik tanisinda sorun olan atipik profiller diger serolojik
yontemlerle de benzer oranlarda gorilebilmektedir. Cok sayida 6rnek gelen merkezlerde otomasyona uygunlugu,
O0znel olmamasi ve hizli sonug vermesi nedeni ile EBV serolojik tanisinda ELFA kullanilabilir.

Anahtar Sozciikler: Epstein-Barr virlisl, enfeksiyonlar, serolojik testler.

Summary

Introduction: Epstein-Barr virus (EBV) causes infectious mononucleosis, chronic infection, some malignancies,
lypmhomas in immunsupresive patients and lymphoproliferative diseases in post transplantation patients. The vast
majority of the cases attending for EBV diagnosis in our laboratory; come with acute infection diagnosis or for
serological screening. Few cases with atypical profiles for EBV still indicate doubtful results.

Materials and Methods: Between 01.01.2011-01.09.2013 (32 months), 7363 serum samples were included in the
study. Serum samples were tested for EBV VCA IgM, VCA/EA IgG ve EBNA-1 IgG antibodies with bioMérieux™
VIDAS® automated enzyme-linked fluorescent assay instrument (ELFA).

Results: A total number of 7363 serum samples were analysed by age groups. Among these groups; 3567 patients
were women and 3796 were men with the mean age of 26.77 years (the median value 20 years). Our findings were
as follows: 70.1% past infection, 13.1% not infected with EBV, 1.5% acute infection, 5.1% [EBV VCA IgM negative,
VCA/EA IgG positive, EBNA-1 1gG negative], 2.7% [EBV VCA IgM negative, VCA/EA 1gG negative, EBNA-1 1gG
positive], 1.6% [EBV VCA IgM positive, VCA/EA 1gG positive, EBNAL IgG positive] and 5.6% other atypical profiles.

Yazisma Adresi: Mehmet SOYLU

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Izmir, Tarkiye
Makalenin Gelis Tarihi: 09.12.2013  Kabul Tarihi: 30.12.2013

119



Conclusion: In this study 81% of the patients were seropositive for EBV and this result was coherent with the
previous results in our population. The ratio for atypical profiles that need to be explained was 15%. If there is a doubt
in evaluation of EBV diagnosis, both clinical and serological follow up must be done. Because of its suitability of
automation and objectivity of the results at EBV serological diagnosis, ELFA can be preffered by laboratories

accepting large numbers of serum samples.

Key Words: Epstein-Barr virus, infections, serological tests.

Girig

Epstein-Barr viris (EBV); enfeksiydz mononukleoz (IM),
kronik aktif EBV enfeksiyonu gibi hastalik tablolarina,
bazi malignitelere, bagisiklik sistemi baskilanmis
kisilerde lenfomalara ve transplant sonrasi lenfoprolife-
ratif hastaliklara sebep olur. Ozgiil olmayan heterofil
antikor testleri, 6zgul EBV serolojik gostergeleri ve VCA
IgG avidite testleri immiin kompetan olguda tani
acisindan 6nemli iken, viral genomun arastiriimasi (EBV
DNA ve EBV-encoded RNA [EBER]) immin baskilanmis
olgularda yol gostericidir.

EBV ile ilk kez karsilasanlarda izlenen primer enfeksiyon
genellikle immun kompetan bireyde asemptomatik
seyreder. Semptomatik hastalik tablosu ise ya minimal
belirtilerle seyreder ya da enfeksiydz mononikleoz
tablosu izlenir. Turkiye’de erigkin yas grubunda
seropozitiflik %70-99.4'tir (1,2).

immin kompetan hastada enfeksiyon tanisinda
immunfloresan (IFA), kompleman birlesmesi testi, enzim
immunassay (EIA) ve immunoblot (IB) 6zgill serolojik
testleri anlamhdir. Bu testlerde viral lizat, rekombinant ve
sentetik peptitler kullaniimaktadir. ik olarak kullanilan
IFA klasik ve altin standart olarak tanimlanirken EBV
serolojisinin sorun olmasi nedeniyle daha sonradan; EIA,
enzim isaretli floresan testi (ELFA), mikropartikul temelli
immun assayler (MPTI) ve immunoblot testleri gelistiril-
mistir. Yontem farkliliklar sebebiyle EBV serolojisinde
henliz standardizasyon sorunu vardir. Her bir yéntemin
sUbjektif olmasi, duyarlilik/6zgullik sorunlari ve 6rnek
sayisinin ylUksek oldugu laboratuvar igin otomasyona
uygun olmamasi gibi kisithliklari vardir (3). Bunun
disinda yine atipik profiller rutin tanida yorum sorunlari
yaratmaktadir. Bu c¢alismada duyarlilik ve 6zgullik
acisindan sorunlu olan IFA, EIA, MPTi ve IB yéntem-
lerine alternatif olarak gelistiriimis ticari bir EBV ELFA Kkiti
ile elde edilen rutin deneyimlerin paylasilmasi amaglan-
migtir.

Rutin laboratuvar galismalarinda karsilasilan olgularin
blylk cogunlugunu akut veya geciriimis enfeksiyon
olgulari olusturmaktadir; EBNA-1 1gG yoklugunda VCA
IgM ve IgG’nin birlikte bulunmasi akut enfeksiyon, VCA
IgG ve EBNA-1 1gG pozitifliginde de VCA IgM’nin bulun-
mamas! ise tipik bir gegirilmis enfeksiyon profilidir
(Tablo-1). Fakat olgularin bir kisminda karsilasilan atipik
profiller halen yorum agisindan sorunludur.
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Tablo-1. EBV Enfeksiyonunda Tipik Serolojik Profiller ve
Yorumlari.

Anti EBV antikorlan Degerlendirme

VCA
IgM VCA IgG EBNA-1 IgG
. . . EBV virtst ile
Negatif Negatif Negatif Karsilasmamis
Pozitif ~ Negatif/Pozitif Negatif Akut enfeksiyon
Negatif Pozitif Pozitif Gegirilmis
enfeksiyon

Gereg ve Yontem
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalr’na 01.01.2011-01.09.2013
tarihleri arasinda (32 ay) tarama amagh ve EBV

enfeksiyonu 6n tanisiyla VCA IgM, VCA/EA IgG ve
EBNA-1 1gG EBV antikorlar istenen 8256 serum
orneginin duplikasyonlari degerlendirilmis ve
duplikasyonlar c¢ikarildiktan sonra kalan 7363 serum
ornegi sonuglar calismaya dahil edilmistir. EBV VCA
IgM antikorlari bioMérieux™ VIDAS® EBV VCA IgM
(Fransa), EBV VCA/EA IgG antikorlari bioMérieux™
VIDAS® EBV VCA/EA IgG (Fransa) ve EBNA-1 IgG
antikorlari ise bioMérieux™ VIDAS® EBV EBNA-1 IgG
(Fransa) kiti ile VIDAS® otomatik ELFA cihazinda
calisiimigtir. Her Ug¢ antikoru negatif olanlar EBV ile
karsilasmamis, EBV VCA IgM negatif, VCA/EA 19G
pozitif, EBNA-1 IgG pozitif olan &rnekler gegirilmis
enfeksiyon ve EBV VCA IgM pozitif, VCA/EA IgG pozitif,
EBNA-1 1gG negatif olan 6rnekler ise akut enfeksiyon
olarak degerlendirilmistir. Bunlar disindaki serolojik
profiller ise atipik profiller olarak ele alinmistir; bu
profiller: [EBV VCA IgM negatif, VCA/EA IgG pozitif,
EBNA-1 1gG negatif] ve [EBV VCA IgM negatif, VCA/EA
IgG negatif, EBNA-1 IgG pozitiff ve [EBV VCA IgM
pozitif, VCA/EA IgG pozitif, EBNA-1 IgG pozitif], diger
atipik profiller olarak ise [EBV VCA IgM pozitif, VCA/EA
IgG negatif, EBNA-1 1gG negatif] ve [EBV VCA IgM
pozitif, VCA/EA 1gG negatif, EBNA-1 1gG pozitif] ve her
bir profil icin ayri ayri veya ayni anda sinir degerlerin
bulundugu profilleri kapsamaktadir.

Bulgular

Caligilan 7363 serum &rneginin ELFA EBV VCA IgM,
VCAJ/EA 1gG ve EBNA-1 IgG sonuglari yas gruplarina
gore analiz edilip Tablo-2'de 6zetlenmistir. Serum
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Orneklerinin alindid1 olgularin 3567’i kadin ve 3796’i
erkek olup yas ortalamalari 26,77'dir (medyan degeri
20). Sirasiyla 6rneklerin %70.1’i gegirilmis enfeksiyon,

%5.6'st da diger

1gG negatif, EBNA-1 1gG pozitif, %1.6’s1 EBV VCA IgM
pozitif, VCA/EA IgG pozitif, EBNA-1 1gG pozitif ve
atipik  profilleri

kapsamaktadir.

%13.1°i EBV ile kargilasmamis, %1.5'i akut enfeksiyon,  Calismada EBV ile karsilasma orani %81 olup
%5.1'i EBV VCA IgM negatif, VCA/EA IgG pozitif, EBNA-  toplumumuzdaki seropozitiflik ile uyumludur. Atipik
1 1gG negatif, %2.7'si EBV VCA IgM negatif, VCA/EA  profiller ise toplamda %15 oranindadir.
Tablo-2. EBV Serolojik Profillerin Yas Gruplarina Gére Dagilimi (n=7363).
0-11 ay 1-18yas 19-40yas 41-70yas 71yas
YORUM (ytlizde) (ylizde) (ylizde) (ylizde) (ylizde) TOPLAM
. 15 926 32 9 0 982
EBV ile k |
ile kargilagmamig (%10.6) (%27.5) (%1.9) (%0.5) (%0) (%13.3)
83 1844 1417 1511 308 5163
Gegirilmig EBV enfeksi
egirtimis EBV enieksiyonu (%58.5)  (%53.7)  (%82.4)  (%87.8) (9%88.5) (%70.1)
0 81 28 2 1 112
Akut Enfeksi
Ht Entexstyon (%0) (%2.4) (%1.6) (%0.1) (%0.3) (%1.5)
ATIPIK PROFILLER
VCA IgM(-) VCA/EA IgG(+) EBNA-1 9 173 91 85 17 375
19G(-) (%6.3) (%5) (%5.3) (%4.9) (%4.9) (%5.1)
VCA IgM(-) VCA/EA IgG(-) EBNA-1 15 102 44 30 8 199
lgG(+) (%10.6) (%3) (%2.6) (%1.7) (%2.3) (%2.7)
VCA IgM(+) VCA/EA IgG(+) EBNA-1 0 71 26 14 5 116
lgG(+) (%0) (%2.1) (%1.5) (%0.8) (%1.4) (%1.6)
. . . 20 235 82 70 9 416
DIGER ATIPiK PROFILLER
(%14.1) (%6.8) (%4.8) (%4.1) (%2.6) (%5.6)
142 3432 1720 1721 348 7363
TOPLAM SAYI
(%100) (%100) (%100) (%100) (%100) (%100)
Tablo-3. Atipik Profillerde Olasi Nedenler ve Yapilmasi Gereken lleri Incelemeler.
Atipik profil Olasi nedenler ileri inceleme
¢ VCA IgG’den daha erken pozitiflesme immunoblot yéntemi, heterofil

Izole VCA IgM pozitifligi

e RF, otoantikorlar, CMV veya Parvoviriis B19 enfeksiyonu
ile iligkili antikorlar yalanci pozitifligi

antikorlarin bakilmasi veya EBV
DNA’nin kanda saptanmasi

e EBV VCA IgM akut enfeksiyonda VCA IgG’den 1-2 hafta
sonra ortaya ¢ikabilir

e EBV VCA IgM akut enfeksiyonda dusuk dlzeyde olabilir
(testlerde yalanci negatiflik) ya da hi¢ sentezlenmeyebilir

IgG  imminoblot, VCA IgG

e CMV, Parvoviris B19, T. gondii, hepatit A, HIV’e bagh
yanhs pozitiflik

Izole VCA IgG pozitifligi o ) e A avidite testleri, viral genom
e Gegirilmis enfeksiyonda EBNA1 IgG dusuk dizeyde arastirmalari, heterofil antikor
olabilir(testierde  yalanci  negatiflik) ya da = hi¢ | toctieri testlérintekrarl
sentezlenmeyebilir '
e Immiin yetmezlikli hastalarda var olan antikor zaman
icerisinde kaybolabilir
e Yakin dénem enfeksiyon
; ; : = . | EBV IgM igin  imminoblot
Primer enfeksiyonun gegis fazi veya konvalesans donemi 9 ¢
EBNA-1 IgG, VCA IgG ve * rimer enfexsiyonun gegis fazi veya ! yontemi,  IgG  antikoru
VCA IgMnin birlikte * Gegirilmis enfeksiyonda IgM'nin persistansi imminoblot testleri, VCA IgG
pozitifligi * Re-aktivasyona bagli olarak VCA IgM ve EBNA-1 IgG'nin | aviditesi, EBV DNA'nin
birlikte pozitiflesmesi arastiriimasi

Izole EBNA1 IgG pozitifligi

e iImmiin baskilanmis bireylerde VCA IgG'nin gériiliip VCA
IgM veya EBNA-1 1gG’nin gérilmemesi

e VCA IgG Uretiminde yetersizlik meydana gelmesi veya
antikorlarin zamanla kaybolmasi

EA(D) 1gG’nin pozitifligi, IgG igin
immunoblot yontemi
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Tartisma

Sorunlu olan EBV serolojisinin degerlendiriimesi hasta-
nin klinik ve serolojik izlemini gerektirmektedir. EBV
enfeksiyonunun serolojik tanisinda sorun olan atipik
profiller diger serolojik yontemlerle de benzer oranlarda
gorilebilmektedir (3). Atipik profillerin degerlendiriimesi
Tablo-3’te 6zetlenmistir.

izole VCA IgM pozitifligi

1. VCA IgG’'den daha erken pozitiflestiginde izole VCA
IgM pozitifligi erken dénem akut enfeksiyonu gosterir.

2. Romatoid faktér, otoantikorlar, CMV veya Parvoviris
B19 enfeksiyonu ile iligkili antikorlar yalanci pozitif
sonuglara neden olabilir (4).

EBV VCA IgM genellikle VCA IgG ile ayni zamanda
ortaya c¢ikar. Ozgiil IgM antikorunun dogrulanmasi,
immunoblot ydntemi, heterofil antikorlarin bakilmasi ve
EBV DNA'nin kanda saptanmasi ile mimkindir. Akut
enfeksiyon hastalarinin %85%’inde ¢ ay boyunca sapta-
nan anti-EA(D) IgG de saptanabilir (5). Calismamizda
rutin laboratuvar uygulamalarinda izole VCA IgM
pozitifligi orani %0.3 (15/7363) olarak saptanmistir.

izole VCA IgG porzitifligi

1. Bazi olgularda EBV VCA IgM akut enfeksiyonda VCA
IgG’den 1-2 hafta sonra ortaya cikabilir.

2. Bazi olgularda EBV VCA IgM akut enfeksiyonda
disUk diizeyde olabilir(testlerde yalanci negatiflik) ya
da hi¢ sentezlenmeyebilir.

3. Hastalarin yaklasik %5’inde, gegirilmis enfeksiyonda
EBNA-1 IgG dislk dizeyde olabilir(testlerde yalanci
negatiflik) ya da hi¢g sentezlenmeyebilir.

4. Immin yetmezIlikli hastalarda var olan antikor zaman
icerisinde kaybolabilir.

Sonug itibariyle, izole VCA IgG profili, EBNA-1 IgG'nin
kayboldugu gegcirilmis enfeksiyonlu olgularda veya akut
enfeksiyonda VCA IgM’'nin gecikmis veya erken kaybol-
masiyla gorulebilir. Bu tablo bazi kaynaklara goére rutin
laboratuvar uygulamalarinin yaklagik %7’sinde, EBV ile
karsilasmis olgularin %8’inde gérilmekte ve bu oran
ilerleyen yasta antikor kaybi nedeni ile artmaktadir (6).
Bizim rutin laboratuvar ¢alismamizda da bu oran %5,1
oraninda saptanmistir.

EBNA-1 IgG, VCA IgG ve VCA IgM’nin birlikte pozitifligi

VCA IgM akut enfeksiyondan sonra birka¢ ay daha
pozitif kalabilir, ayrica EBV re-aktivasyonunda da ortaya
cikabilir. Sonug olarak EBNA-1 IgG, VCA IgG ve IgM
ayni anda su hasta gruplarinda pozitif gorilebilmektedir:

1. Yakin dénem enfeksiyon
2. Primer enfeksiyonun gegis fazi

3. Konvalesans doénemi veya gegcirilmis enfeksiyonda
IgM’nin kalici olmasi,
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4. Re-aktivasyona bagli olarak VCA IgM ve EBNA-1
IgG’nin birlikte pozitiflesmesi sonucunda gérilebil-
mektedir. Re-aktivasyon imminitesi saglam kisilerde
halen nadir ve genellikle kisa siren, klinik olarak
Onemsiz bir tablodur fakat immin yetmezlikli olgular-
da ciddi komplikasyonlara yol agabilir.

Bu serolojik tablo nadir gérilmektedir, fakat bazi
kaynaklarda rutin laboratuvar uygulamalarinin yaklagik
%5’i olarak bildirilse de (6), calismamizdaki veriler
1s1ginda bu oran %1.6 (116/7363) olarak saptandi.

Ek olarak, testin belirli bir stre sonra tekrar edilmesi de
antikor profillerindeki degisikliklerin saptanmasina olanak
sadlar. Bazi enfeksiyonlarda (CMV, Parvoviris B19,
Toxoplasma gondii, Hepatit A veya HIV) VCA IgM yalanci
olumluluklari gérulebilmektedir (8). VCA 1gG aviditesinin
bakilmasi 6zellikle faydalidir, dustk avidite seviyeleri
yakin zamanda gegirilmis enfeksiyonlara isaret ederken,
ylksek avidite seviyeleri gegiriimis enfeksiyon ve re-
aktivasyon lehine yorumlanmalidir (9-10).

Heterofil antikorlarin kullanimi tartismalidir ¢unki bazi
calismalarda yuksek duyarliik oranlarindan bahsedi-
lirken (gegici enfeksiyonlarin %94’l) (7), bazi ¢alisma-
larda da EBNA-1 1gG, VCA IgG, VCA IgM ve heterofil
antikorlarin birlikte pozitif oldugu ¢ok az olgu bildirilmigtir
(12).

EBV DNA'nin arastirimasi re-aktivasyonun tanisinda
faydalidir fakat tek bir viral yik g¢alismasiyla re-
aktivasyon tanisi konulamaz, kandaki viral yikin zaman
icerisindeki seyrini bilmek gereklidir. Sonug olarak; EBV
DNA hem re-aktivasyon hem primer enfeksiyonda kanda
pozitif bulunmakla birlikte bu ikisinin ayrimi tek bir
ornekten calisilan test ile mimkin degildir (12).

izole EBNA-1 IgG pozitifligi

VCA IgM genellikle VCA IgG ile ayni zamanda ortaya
cikar fakat IgM birkag hafta igerisinde kaybolurken, VCA
IgG bireylerde émir boyu pozitif kalmaktadir. EBNA-1
klinik bulgularin baglangicindan itibaren genellikle 3-4
haftalik bir streyle saptanamaz (13).

immiin baskilanmis bireylerde VCA IgG’nin gériiliip VCA
IgM veya EBNA-1 IgG’nin goérilmemesinden c¢okca
bahsedilmis (13,14); fakat VCA IgG’nin yoklugunda
EBNA-1 IgG'nin pozitif olmasina imkansiz goziyle
bakilmistir (15). Bununla beraber rutin laboratuvar uygu-
lamalarinda tim EBNA-1 IgG pozitif serolojisi bulunan
olgularin %5.3’inde izole EBNA-1 1gG pozitifligi oldugu
bildirilmistir (16). Kendi laboratuvarimizdaki ¢alismalari-
mizda bu oran %2.7 olarak saptanmigtir (199/7363).

Yakin zamanda gelistirilen farkh test yontemleri, EBV
enfeksiyonu tanisinda ilerleme kaydedilmesini sagla-
mistir. Laboratuvarda uygulanacak test ydnteminin
secilmesinde testin bilimsel ve teknik olarak uygunlugu,
ekonomik imkanlar (maliyetler arasi farkliliklarin sosyal
glvenlik kurumlar tarafindan karsilanabilirligi), laboratu-
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varin fiziksel sartlarinin uygunlugu ve yeterli egitilmis
personelin varligr gibi cesitli etkenler g6z 6ninde
bulundurulmaldir.

Sonug

Bu calismada, EBV ile karsilagsma orani %81 olup toplu-
mumuzdaki seropozitiflik ile uyumludur. Klinik yorum
sorunu yasanan atipik profil orani %15'dir. Sorunlu olan
EBV serolojisini degerlendiriimesi hastanin klinik izlemi

ve serolojik izlemini gerektirmektedir. EBV enfeksiyo-
nunun serolojik tanisinda sorun olan atipik profiller diger
serolojik yontemlerle de benzer oranlarda gérilebil-
mektedir (3).

Cok sayida o6rnek gelen merkezlerde otomasyona

uygunlugu, 6znel olmamasi ve hizli sonu¢ vermesi
nedeni ile EBV serolojik tanisinda ELFA kullanilabilir.
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