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ANTI-HIV ANTIKORLARININ TARANMASINDA pARTIKIL AGGLUTINASYON
DEREYININ FULLANTLABTLIRLIGININ ARASTIRTLHAST

OKUYAN, M., ABACTOZLU, H., CHARCKHI, G.H.

BzET: Jelstin partikil agglitinasyon ypotinin HIV entikorlarinin sapian—
mEsln6a wullanylabilirlifind saptamak lizere 4039 serum trnefi iginden
Hzel olarak secilen 76 serum tronegi indirekt immunofloresens deneyi ile
kargilagtirmall olarak galigildL, Indirekt immunofloresans deneyl ile
pozitif olan tim drnekler partikiil agliltinasyon ile de pozitif bulundu.
Onyedi &rnekte ise partikil aglitinasyon ile yalanc: pozitif sonug
alindi., Bu yalancy positil gonuplarin nedenini saptamak lzere yaepilaen
testlerde romatoid Takidr pozitiflifinin stitili olabilecefi saptandl.
partikiil aglitinasyon deneyl yalanc: negatifl sonuglar vermemesil, yaninda
kolay uygulenabilmesi ve alt dopanimlara gerek olmamasil, gibi aventajlar:
nedeniyle birinci hasamak Testl olarak kullanilabilircs
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T6 search on aplicability of @ particle agglutination sssay for anti-HIV
ereening.

& pelatin perticle agglutinatinn assay was compared with indireaot
immunsflusrescance oy ueing 76 sera samples which were chogsen among 4039
sepra. ALl of the samples which  ware positive by  indirect
immunoflourescence Were alsn positive by particle sgglutination.
Ceventeen samples Were found false positive by particle agplitination.
Among several factoTe investigated, rheumatoid factor was found to be a
major risk factoral of giving false positive results. Besides the fact
that the particls agglutingtion assay did not pive false negave results,
i# jis simple To  periorm and does net necessiate any specialized
equipment. Therefore, 1% . we oo8d a8 B primary secreening test.
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ALDS hastglifainmin  etheni olan HIV kan, =emen wve gervikal
sekrasyonler gibt  wviicut gaikeartilarinda  bulunabillmsbte  ve  virusun
bulagimi saflam bireylecin eafekte kisilerin by tle cikartilar: ile
karsilagmas: sonucy clmakMtedir.

HIV enfeksiyonunun kan wve kan Uriinlerl iie Bafiam bireylere
ektarilabilmesi, kan bankelarinds ken varisilerinln serumlgrinin HIV
antikorler: yinlinden arastirilmesiny zoruniu kilmrgtrri Bu amsgla HIV
antikorlarinin saptanmasine yonelik bircok test yirtemi gsligtiril-
migtiir. Bu yontemlerin igcinde Enzyme Immuno Azeay (ELIA) testleri enm gok
kullanilaniaridir, Uogrulama testleri olsrsk ta Western blotting (WB],
Indirect Immunoflourescence Asssy (IFA]  ve Redioimmuneprecipitation
Asgay (RIPA) kullan:imaktadir.

Son yxllards tarams testl olarak aglitinesyon Temeline dayanan
testler piyasaya cikmigtir. Su testlep tagiyacy bir partikil Uzerine HIV
antijenleri kaplanmas: ve ou kapli partivlillerin inean serumn ile uygun
dilusyonlerdns karigtirilarak aglitinasyen verip vermemesi temeline
dayanmaktadir.

Tagiyioa partikiil alaral j=latin ornegin, Farticule
Agglutinetion; Serodis=HIV, Fujirebio inc, Japenya), Latex (Srnefin,
Campridge Bioscience latex agglutination, Ingilteré), wa da eritresit
lBroefin, Abbott, Retrosell HIV-1, Abbott, B.fAlmanya) kullanilmsktadir.

Bu caligmada aglitinasyon temeline dayali jelmtin partikil eglliti-
nasyon (PA) tTestinin (Serodis—HIV), Fujirebio Ine. Japon) HIV antilior—
larinin sranmgsinda kollenilabilirlifinin arastirllmas: amaglanmigtic-.

MATERYAL METOD:
) Serum Drneklerds:

Anagrup: Mart 198%-Heziran 1989 tarihlerl arasinda DEUTF Mikrobiyoloii
Anabilim Daly  AIDS  Merkezinde cgalisilan 4038 serum ornefindsen
clusmustur, PA  igin deneye alinan serumlar 5 panal iginde
Eruplegtirzimigtir. Tum gruplarda Pa demeyd _clisslmistie.

Fanel 1 serumlari: Anagrupfan secilen 76 serum Broefindan clugmustur.
Bunlarin 14'6 HIV sntikerlar: kesin pezitif olan serumlsrdir, Bu grupta
ayrica IFA deneyl de galizilmistar.

Fanel 2 serumlari: Panel 1 serum 4rneklerinds BA Lle velanel pozitif
sonug veren 17 serumla birlikte, cesitli  merkezlerds yaprilan EIA
testlerinde pozitif sonug alinip merkezimize dogrulanmak lizere
gonderilmls ve sonugta HIV antikorlar: negaTif olerek deferlendirilmis
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24 gerumdan olusmustur. Kirkbir serumdan oluosan bu gruta EIA ve IFH
deneylieri yanisica yalancl pozitif sunuglarin nedenini arestirmak Lzere
Anti-Tikiear Antikor (ARA), Hepatit-B ylzey antijeni (HE_Ag), Rapid
Plasma Reagin (RPR), C-Resktif Protein (CRP) ve Womatoid Paktbr (RF)
testleri de uygulanmigtair.

Panel 3 serumlari: Laboratuvarimiz serum bankesindan saflansn 41 adal RF
poritif serumdan nlugmugtur.

fanel 4 serumlar:: Laboratuvarimiz serum bankasindan saglansn 10 adet
Kuwvetli ANA pomitifl serumdan slusmugbur.

BlUygulanan Teknikler:

aljelatin Partikiil Agliitinesyon testi: Seredia-HTV Partikil Agliitinasyon
{Fujirebio Ine, Japonya) testi Tirmemin dnerdifl procadlicre | ghire
galisild:.Kasace,U tabsnli gulur igeren mikropleytlerde 25 mikrolitrelik
serum Grnefi 144, 1/6 ve 1/16 oraninds sulanilsicdi. 1/8'14k dllusyon
igeren gukurlars 25 mikrolltrs, =antijenle kapl: olmayan Hontrol
partikiilieri, 1/16711k gukura l=e 75 mikrolitre eantijenle kapla
partikilier pipstlendi. Oda is:sands en as 2 Saet enkibe edi Idikten
somra gipiak gozle sonuglar degerlendirildl. Her testte pozitif kentrol
gerumy Mullantldr.

Yainiaca antijenle keplanmig partikillerle pglitinasyon  veren
gerumiar pozitif:  aplltinesvon olugturmsyan Esrumlar  "negatif'}
antl |enle kaplapmig ve kaplanmamiy partikillerin  her ikisiyle de
gplitimasyon olessy ise “non spesifik apittinasyon® olarak degerlen-
dirildi, Hon spesifik - aglitinesyon veren serumlar antijenle kapla
olmavan partikillerle absorbe edildikten sonra yeniden gelizaldey,

bifnti-HIV IFA besti: Testlerin bir jasmy Giessen lniversitesi Mediksl
Virolefi Enstisisiinden Ur.W:R. Willems'in hagirladify kKitle, bir kism:
dz Diagen firmasingan {HIV Inspectorn/IF Test, Diagen BAG, BEaty Alinanyal
saglanan kitlerls gmdigild:. Serum Grneklerd 1/10 oraninda suland=ril-
diktan sonra 10'ar mikrolitre hen HIV ils enfekte lenfositler loeren
cutiuriara, hem de enfekte ‘edilmenls lenfositler loeren L oloir.ara
pipetiendi. Enklibasyon, yikama ve Kurutma basamaklarindsn sofrs her
cukura I0 mikrolitre FITC Lle igaretll antl-insan IpG'si pipetlsndi.
Enkiloasyon ve yikamanin ardindan  lamlarin  lzerine kaplama  Lamponi
damlatzldr ve lamelle Kapatild:.

Lamlar Leits Floresan Mikroskopta x 400 biylitmede incelendi. Her
galigmada positif hkontrol serumu kullanxldi.
e)Anti-HI¥ EIA testi: EIA testi -olarsk Wellcozyme Anti-HTLV-IIT kiti
{Weilcome Dimpgnostics, Darsford, Ingiltere) Kullenildi. Test firmanin
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tngtrdlfil prosedire gire celisildi. Sonuclar 450 nmo dalge  boyunda
Tizertek Uniskan 1 {Flow Laboratoriss Ltd, Ingiltere) optik okayuco ds
Gegerlendirlldi,

dlANs  testl: Ortha Fluresst Antipsclspye Antibody (Orthe Diams
Syetéms: Ine. Rariten W, A£.3.0.) Jltd kultsaaids,

elHl Ag testl: Serodia-HE  {Fujireble Ine, Japonya) Kiti Wullan:ld:,
rIPR. €8P ve RE temtlerdi? Syphilis Resgin Tard Tess, CRP Leten chs<, A
Latex reat (Cumbridge Biosisdleel Ltd. Imglitere) Bs=lerl Lullsnsid

o

SONUCLAR: Mart 1587-Haziran 1985 sarihlard sraninsd DEUTF Mikesbivsl.:

doanbelerinin peromumdsn, gariye kalan 522 cpnesi ize cegitll Aedenlerle
meérkezimize begvursn wa g dofrulsnme¥ sers piEnderilen  ==rfum
grmedlerinden 1 olpusn AUi-BIV dnTidorlar: pomitif olesrsw Bolusmesols,
Mart 2987 dan Snge pozizifl bulunen 3 calgy {ls birlikee bupite Radar
Eopiam 14 olpida Anti-HIV ansivselary positif alarak melunmastur,

4080 Henphlip smagrubun Lolndsn oligturnlan 76 serupluk Fanel 3
grununda alissn sonuelar Tsbla 1lde ghgcerilmiagir,

Teble 1. PA fastl 1le IF4 tegtinin Kassailastir:lms=: (Zsnal % 78
ferum drnekiscinde ).

E8: QGerges Powlz:if

[ IF&le)| 384557 | Téolan
I

I
| 2aj«) (eeh 1 ey a1 | ¥P: Yelonpl Poeisid
I BAZ=) | (¥R} | (¥2) | 45 |  ¥N: Yaianpy Nempric
i | © | a5 [ | @M: Gerder  begslif
| _Toplam | 14 | &2 | 75

Pu o verilere ghre PhA testinin, IFA standart test okassk  Rabul
edildifinde:

Dupariilify (Sensitivivesi) =  gp 106 = _ 34  x 100 = % 200.00
EE-¥YN 150

Saglellidl [Bpesifitesi) = 'gN 100 = _4F x 190 = R-73.58

' U gh 17445

Foritl! somiglarin predilctls

degeri = @p 20 = 14 x 100 = % 4E.16
G2+YP 14417

Kegatif soutlarin: prediltle

degeri = GN x 100°= 4% w308 - ¥ 100,00

_ G+ YR 4540
Siveniliriik (efficiency] = GP+BN ‘R 100 = 14+45 x 100 =% 7763
EP+YP4YN£ON 144174+0-45

olarak bulvemugtur,
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Parel 2 serumleriylia alinan soouglor Tablo 2'de ve Sekil 1'de pristerilmigtic.

Tahlo 23 Penel 2 41 perum Grncklerinde alinan test somaglar

T 1HH hp| nER |£‘HF[ HF | P4 |ETa| TFal
| I | | | [ | |
Pozitlf serumlarin | S.10.20 | | | [t,2,6,6,11,15]|1,2:5 &:8:4, | I |
aumarslar: | 21,27 | 2¢ | = |%& [as .19.23.??. |rmarseis,: | = ==
| | | |15 |26,%0,32,34;, |16.20;23.,24, | | |
| | | [ I:r.r |35, 38,41 | | |
| | | | — =] I
| I | I I I b |
f | 5 | 1 | = 2] L% | 17 =1 =
I | | bl o I | |
Pa ile hirlikte | | [ | | |
pozitif olan serum—| 9,100,280 | - | - 5|3 |
larin numarslary | | | | | 1I. l"‘ .ej |
| I i El |
I | I b [
n I 3 |- | | 1] ’ |
I ! | | |
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Veriler incelendifinde ANA'min 5 #rnekte, HE AG'nin 1 beoekte,
CRP'min 2 brnekte,fF'nin 15 érnekte pozitif oldufu ghrilmektedir {Sekil
£k

Seril 1. Panel 2 41 serumdz Pa ve Eia fls HEV antikorlari yaninda
yalane: enfeksivon veren [-IEE Ap, CHP, ANA, RF paritirfligs

PA'w pozitif bulunan Sroeklerin yedisinde AF pozitif (%4117,
ugiinde ANA pozitif (¥17.6), biripde ize CHP pozitif (%5.8) bulunmuetur
(Sekil 2).

Fekll 2. Panel 2 41 serum grnefinde PA pozitif serumda ANA, RF ve
CRP pozitiflifinin dagilima

FA ile BF'min bBirlikte pozitiflik oranipin grecell clarak yiksek
bulunmas: nedéeniyle b8lUnisliz serom bankssinda alibptlar: saklanan
yalnzzce RF testi dstenmic we AF'leri pozitiT bulunmuz 41 gerum
ornefinden olusan Panel 3 grubunda PA test: galigildz. Bu 8roeklerin 10
tanesinde | %24.4) F4 testl ile pozitif senug alindi. Pozitif bulunan
serumlarin Anti-HIV IFA testi ile négatif olduklar: saptandi.

Ayni bigimde ANA huvvetli pozitif 10 serumdan olugan Panel 4
grubuna da PA testi uygeland:i. Timinde PA aegetii bulundu,
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TARTISMA: Biz bu galigmamizda standart -dofrulama testi olarek IFA
testini Hullendik. IFA test gabuk sonug veren ve glvenilir bir yéntemdir
(1,;2,3). dIV ile enferte bireylerin hemen tUmiinde gp 120 ve 160'm karsi
antikorlar saptanmektadir. IFA yonteminde kullanilan enlekta hilcreler gp
120 ve gp 160°"1 igermekiedir. Bu glikoproteinler birgok EIA kiti ve WB
yontemlerinde  kullanilan purifiye virus preparasyoniarinde  yok
almaktadir (4],

Ayrica Hisa slrede uygulanabilmesi wve birim test fiyetinan diglik
olmes1 WE'e gire ek avantajlaridar.

IFA testi ile kargilastirildifinds PA testinin hic valanc: negatifr
sonug vermedigl gorillmelktedir {Bkz.Tablo 2). Benmer sonuglar PA testinin
EIA testleri dle kargilestarmildifinda da elde edilmistir.Bu agiden
testin duvarlil:fs % 100 olarak disinilebilir. Bununla birlikte kesin
poritif sérum esayisinin ar oldufu (ne=id) dikkatz glinmalidir. Bu
sonuglar, PA {le TFA'nan kKergilestiraiidzfa difer geligmalarla uyumludur
[5,8:7].

Caligmamizde 17 yalanecl pozitif sonug elde edilmistir. Bu agidan
testin seqicilifii % 72.58 eclarsk bulunmustur. We war ki, tim duyerlilifs
% 100 olarak kabul ediliree, merkezimizde PA. ile test edilen 2917
sorumds yine 17 yelanc: pogitif sonug elde edilmig olur ki, bu durumda
testin segiciligl wve ghvenilirlifi % 05.41'e cokmaktadair.

Fanel Z°'yi plugturan 41 zarum ornefinin opvedisinde D4 ile pozitif
aonug alinicken EIA ve IFA ile timidl negatif bulunmustur. Calismamizda
ETA testdi slarak kullanilan Wellicozyme Antl-HI IIT testi, merkerimizde:
deneomls olan birgok defiigik ETA ¥itinde saptadifim:z yalancy pozmitif
Bornuglar: vermemesl wve IFA ile cok oyumlye sonuglar vermesi nedeniyle
difer E1A kitlerine tercih edilmistir.

IFA ve EIA negatif sonug werdifiinden PFA ilé pozitlr bulunan 17
grngk yalenc: pozitif olarak kebul wsdlimiztir. PA fle pozitil sonug
versn bu 17 drnegin yedieinde BF poxitif olarak beluenmustur (%41.1). P&
ile RF'nin birlikte pozitiflik oraninin goreceli yikseklifi, PA testinde
RE - paiomo: pozitiflife yolagabilen bir etken ‘clabilecefi sorusunu
ekla, getirmigstir. Bu nedenle RF pezitif 4l serumla PA galisilmig wve
bunlarmn onunda popitif sooug alinmaigtir (%24.4). Bu bizee anlamli bir
sonustur.

Japenys'da yapirlan bir yayinda 156 RAF pozitif serumla (7}, yine
ayni ‘ililkeden bir bagks yayinds 50 BF pozitif serumla (6) hig yelanca
poritif sonug alinmadif: bildirilimektedir. S8zl edilen galagmalarda bu
konuda  ayriotil: bilgi oimadifindan elde ettifiimiz sgnuclarzﬁ, bu
geligsmaelarls uyumsuzlufunu agiklamak pligtlir. Akla yalanc: pozitifligin
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BF titre=si fle 1ligkili olup olmadifl =sorusu gelmektedir. Calismamizda
HF pozitif serumlerain timinds yglang: pofitif sonug ‘saptamamiz olmamiz
de bu sorunun arastirilmasi perektifinl vurgulamaktadir.

Galigmaminda ANA poeitiflifiinin’ PA  tezstinde salancr pozitif
sonuglasa  yol asomadifin: disinidyoruz. Test edilen ANA  (+] ®erom
sayigiman gok-az olmasina kargin (n=10), bu serumlarin Kuvwetli pozitif
serumlar olmesl ve bunbiarin hicbhbirinde PA ifle pozitiflik saptamamig
olmamiz bu Kanimizin temelidir. Dehe genis gruplarla cgalisilmes:
kugkusiuz yarerliy olacabtir.

Yapilan bazi galigmalards partikill aglutinasyon testinin deferlen-
dirilmesinge kigiden kiglye defiigebilen eonugler alindigr bildirdilimek-
tedir [(&). Yukarda belirtilen (8) numaraly: kaynekts prozone stkisine
bafiil olarak 2 &Sroekte yalanci negatif sonug alindifiy, ancak bu sorumm
serumun Ileri sulandirimlarinin yapilmas: ile {1/64 ve istl) chzUmlens
difi blldirilmektedin,

Sormug olarak, Serodia-HIV Partikill Aglitinesyon téatinin valanc:
negatil’ sonug vermemesi ve yalancl pozitiflik efaninin kabul sdilehilip
sinirlards olmesi npedenivle HIV antikerlarinin . aranessinda  bicinei
basamak Testi olarsk kullan:lasbilecefini dislnlyoruz. Bunun wasisirs
agilitinasyon temeline: dayal: bu we bunun gibi  testlerin klasik EIA
testlerine girs bazl avantejlar: da  sozkonusudur. Bunlar #zekle: (i)
Uppulanmasy Kalaydir. Testler tek basapakta  yepilimeksadirn, EIA
testlerinde uygulansn vikema; kenjugat ve Substrat pipetlenmesi gibi ers
basamaklare gerek yoktur. (Ii) Ara basenaklar:n clmamas: hem hate paviny
azaltmalta, hem de galigan kiginin givenlifi igin dzha &z riskli
olmaktadir, (iii) EIS testlerinin ansine bzel, pehaliy tsknik donanimlara
garek yoktor. (IV] Serum Srfekleri tek tek cslisilabilmektedir.,

Bir BUtdn elarak ele alindifinda, bu test vinteminln Gzellikie
kUgiilk. ‘hacimli kan  Bankaldrinda  hullanilmasinin yararli ve pratik
elacafiny, diger merkezlerdé iee birire: bassmak téstl ‘©larak knilenile-
bilecegini, mlan taramalerinda pratik defierl oldufunu diiginilyoruz.
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