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#Bu caligma 14.Tiirk Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar: Kongresinde (KLIMIK) poster olarak sunulmugtur.

OZET

Amag: Bu calisma, Epstein-Barr Virus (EBV) enfeksiyonlarimin serolojik tanisinda laboratuvarimizda rutin olarak
kullanilan Paul-Bunnel ve immiinblot test sonuglarint es zamanli karsilastirmak amacriyla yapilnstir.

Gereg ve Yontem: Bu calismada; Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvart’ na EBV
enfeksiyonu on tanisi ile génderilen 200 serumda Paul-Bunnel testi ile heterofil antikorlar, immiinblot yontemi
ile anti-EBV antikorlar: arastirildr.

Bulgular: Immiinblot ile akut enfeksiyon serolojisi saptanan yedi serumdan altisinda Paul-Bunnel ile herhangi
bir titrede pozitiflik bulunurken (p<0.05); Paul-Bunnel ile 1/56 ve iizerinde porzitiflik saptanan alti serumdan
ikisinde (p>0.05) immiinblot ile akut enfeksiyon serolojisi gozlendi. Immiinblot ile akut enfeksiyon serolojisi
saptanan 0-19 yas grubuna ait bes serumdan birinde; 220 yas grubuna ait iki serumdan birinde Paul- Bunnel
>1/56 pozitif bulundu.

Sonug: Heterofil antikor testleri ile IgM izotipindeki antikorlarin gosterilmesi neticesinde enfeksiyonun klinik
donemi hakkinda kesin yorum yapilamamasi; belirli hasta ve yas gruplarinda yalanci pozitiflik veya negatiflik
saptanmast gibi nedenlerle tanida spesifik antikorlarin arastirilmasi onem tagimaktadir. Sonug olarak: ézellikle
0-19 yas grubunda Paul-Bunnel ile saptanan diisiik titredeki ( <1/56) pozitifliklerin ve negatif sonuglarin,
viriisiin farkli antijenik yapilarina karst antikor arastiran testlerle kontrol edilmesi, heterofil antikor pozitifligi
olusturabilecek diger enfeksiyoz/enfeksiyoz disi nedenlerin de dikkate alinmast gerektigi diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Epstein-Barr Virus enfeksiyonu, immiinblot, Paul-Bunnel
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SUMMARY

Objective: This study was done to compare the results of Paul-Bunnel and immunoblot tests, which are routinely
used in our laboratory for the serological diagnosis of Epstein-Barr Virus (EBV) infection.

Material and Methods: Paul-Bunnel and immunoblot tests were simultaneously performed in 200 serum
samples which were sent to the Microbiology Central Laboratory of Uludag University Faculty of Medicine with
the prediagnosis of the EBV infection.

Results: In six of the seven patient samples which were diagnosed as acute infection by immunoblot results, Paul
Bunnel test was found to be positive at any titer (even lower titers) (p<0.05). However, only two of the immunoblot
detected acute EBV serology was found to be positive with Paul-Bunnel at a titer of 21/56 (p>0.05). Paul-Bunnel
was positive (21/56) in one out of five patients in 0-19 age group in whom acute infection serology was detected
with immunoblot, whereas one out of two patients in 220 age group with positive immunoblot result for acute
infection had positive Paul-Bunnel test.

Conclusion: Investigation of the specific EBV antibodies by other methods such as immunoblot is crucial since
heterophile antibody tests can only demonstrate IgM antibodies, do not give any idea about the stage of the
disease and may lead to false positive and negative results in certain patients and age groups. In conclusion, it
was suggested that positive results at low titer (<1/56) and negative results, especially in 0-19 age group, should
be confirmed by more specific tests which investigate antibodies against different antigenic structures of the
virus. Besides, heterophile antibody positivity due to other infectious and non-infectious causes should always be

considered.

Key Words: Epstein-Barr Virus infections, immunoblot, Paul-Bunnel

GIRIS

Epstein-Barr Virus (EBV), enfeksiy6z mono-
niikleoz (EM) basta olmak {izere Burkitt lenfo-
ma ve nazofarengial karsinoma gibi malignite-
lerin de etiyolojisinden sorumlu, Herpesviridea
grubundan bir viriistiir. Sero-epidemiyolojik ¢a-
lismalar, EBV enfeksiyonlarinin ¢ocukluk ca-
gindan itibaren tiim toplumlarda yaygin oldugu-
nu gostermektedir. Avrupa’da ve iilkemizde bii-
yiik cocuklarin %70-80’1, erigkinlerin %80-90°1
seropozitiftir. EBV enfeksiyonu daha ¢ok ¢o-
cukluk déneminde gecirilmekte olup, bu yas
grubunda subklinik seyir gosterebilir (1).

Cytomegalovirus (CMV), Human Immunodefi-
ciency Virus (HIV), Rubella ve Toxoplasma
gondii enfeksiyonlar1 ile bazi hematolojik ma-
lignitelerde de EBV enfeksiyonuna benzer kli-
nik bulgular olusabilmektedir. Bu nedenle EBV
enfeksiyonlariin spesifik tanis1 dnem tagimak-
tadir. EM’un laboratuvar tanisi atipik lenfositlerin,
heterofil antikorlarin, viriis antijenlerine karsi
olusan spesifik antikorlarin ve viral DNA’nin
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saptanmasi ile miimkiindiir. Bu nedenle EBV-
spesifik viral kapsid antijen (VCA), niikleer an-
tijen (EBNA), erken antijen (EA) ve p22 anti-
jenlerine kars1 olusan antikorlarin arastirilmasi
tanida oldukca yol gostericidir (2).

VCA IgM antikorlar1 akut enfeksiyon gosterge-
sidir, enfeksiyonun ilk haftas1 i¢inde ortaya ¢i-
kip ili¢ ay boyunca saptanirken; VCA IgG anti-
korlar1 semptomlarin baglamasindan 4-7 giin
sonra ortaya cikarak omiir boyu pozitif kalir.
EBNA-1 IgG antikorlar1 akut enfeksiyondan
konvelesan doneme gecisin gostergesi olup
Omiir boyu saptanabilir (2,3). Kapsid antijeni
p22’ye kars1 olusan antikorlar da anti- EBNA-1
antikorlar1 gibi enfeksiyonun ge¢ déneminde
olusur. Enfekte hiicrelerin litik siklusa gectigi-
nin ilk gostergesi olan anti-EA-D IgG antikorla-
1 viral replikasyon ile iligkilidir. Enfeksiyonun
ticiincii haftasinda pik yapan bu antikorlar akut
enfeksiyonlarda %70-80 oraninda saptanabil-
mektedir (3,4). EA’in R komponentine karsi
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olugan antikorlar ise iyilesme doneminde ortaya
cikar (2).Viriis B lenfositlerinde 6miir boyu la-
tent olarak kalabilir ve primer enfeksiyondan
sonra VCA IgM antikorlar1 saptanamayabilir;
bu donemde O6zellikle anti-EA antikorlarinin
arastirilmasi gerekir (2).

Paul-Bunnel testi hastaligin ilk haftasindan itiba-
ren serumda bulunabilen, 2. ve 3. haftalarda sap-
tanma olasilig1 artan, heterofil antikorlarin goste-
rilmesinde kullanilan bir testtir. EM geciren eris-
kinlerin %90’1nda saptanabilen bu antikorlarin
cocuk yas gruplarinda yeterince yiikselmemesi
ya da gec yiikselmesi, Paul-Bunnel testinin kulla-
niminda yasa 6zgii bir kisithlik getirmektedir (5).

EBYV major antijenlerine karst olugan antikorla-
rin ELISA, immiinblot gibi farkli yontemlerle
gosterilmesi EM tanisinda oldukga yol gosteri-
cidir. Ornegin VCA IgM pozitifligi ile birlikte
VCA IgG ve EBNA IgG negatifligi veya VCA
IgM ve VCA IgG pozitifligi ile birlikte EBNA
IgG negatifligi akut enfeksiyon; VCA IgG ve
EBNA IgG pozitifligi ile birlikte VCA IgM ne-
gatifligi gecirilmig enfeksiyon lehine yorumlan-
maktadir. Bununla birlikte hastalarin degerlen-
dirilmesini zorlagtiran degisik serolojik sonug-
larla karsilagilabilmektedir. Bazi hastalarda VCA
IgM pozitifligi, VCA IgG pozitifliginden 1-2
hafta sonra saptanabilmekte ya da ¢ok diisiik tit-
relerdeki pozitiflikler konvansiyonel tani yon-
temleriyle gosterilememektedir. Ayrica VCA
IgM pozitifliginin uzun siirmesi ve gecirilmis
enfeksiyon gostergesi olarak kabul edilen EB-
NA IgG pozitifligi ile birlikte bulunmasi; im-
miinsiiprese hastalarda EBNA IgG’nin yapila-
mamast veya kaybolmasi gibi durumlar hastala-
rin degerlendirilmesinde zorluk yaratmaktadir.
Izole VCA IgG, VCA IgM, EBNA IgG pozitif-
likleri veya {igiiniin birlikte pozitifligi siipheli
olarak kabul edilmektedir. Bu hastalarda klasik
EBYV serolojisinin yani sira VCA IgG avidite ve

floresan antikor testleri ile molekiiler yontemle-
rin bir arada yorumlanmasi gerekmektedir (5-7).

Bu calisma EBV enfeksiyonlarinin serolojik ta-
nisinda laboratuvarimizda rutin olarak kullani-
lan Paul-Bunnel ve immiinblot test sonuclarini
kargilastirmak amaciyla yapilmstir.

GEREC VE YONTEM

Calismada, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na EBV
enfeksiyonu on tanisi ile gonderilen; 96’s1 0-19
yas grubu, 104’i ise 20 yas ve iizerindeki hasta-
lara ait toplam 200 serum 6rneginde; Paul-Bun-
nel testi ile heterofil antikorlar, immiinblot yon-
temi ile anti-EBV antikorlar1 aragtirildi.

Paul-Bunnel Testi: Heterofil antikorlar1 sapta-
mak amaciyla hasta serumlar1 56°C’lik su ban-
yosunda 30 dakika inaktive edildikten sonra
1/7-1/1792 oraninda sulandirildi. Uzerlerine
%?2’lik koyun eritrosit siispansiyonu ilave edil-
di. Sonuclar bir gece oda sicakliginda bekletil-
dikten sonra agliitinasyon titresine gore deger-
lendirildi. Agliitinasyon goriilmeyen ornekler
negatif kabul edildi; 1/56 ve iizerindeki pozitif-
likler EBV enfeksiyonu lehine yorumlandi.

Immiinblot Yontemi: EBV spesifik anti-VCA
IgM, anti-VCA IgG, anti-EBNA ve anti-EA an-
tikorlarin1 saptamak icin Euroline anti-EBV-
profile 2 (Euroimmun, Almanya) immiinblot ki-
ti kullamldi. Immiinblot sonuglarina gére sero-
negatif; akut enfeksiyon (anti-VCA IgM [+],
anti-VCA IgG [1], anti-EBNA IgG [-], anti-EA
IgG [1]); gecirilmis enfeksiyon (anti-VCA IgM
[-], anti-VCA IgG [+], anti-EBNA IgG [+], anti-
EA IgG [-]) ve reaktivasyon (anti-VCA IgM
[1], anti-VCA IgG [+], anti-EBNA IgG [+],
anti-EA IgG [%]) olmak {izere toplam dort grup
EBV serolojisi belirlendi.
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Bu simiflamaya gore hastalarin es zamanli im-
miinblot ve Paul-Bunnel test sonuglar1 karsi-
lagtirild1.

Istatistiksel analizlerde Ki-kare ve Mc Nemar
testi kullanildi.

BULGULAR

Immiinblot yontemi ile olgularin %64.5’inde
gecirilmis enfeksiyon, %3.5’inde akut enfeksi-
yon serolojisi gdzlenirken; Paul-Bunnel testi ile
olgularm %51.5’inde negatif; % 48.5’inde her-
hangi bir titrede ve %3’{inde ise >1/56 pozitiflik
saptandi (Tablo 1).

Immiinblot ile akut enfeksiyon serolojisi sapta-
nan yedi serumdan altisinda Paul-Bunnel ile
herhangi bir titrede pozitiflik bulunurken
(p<0.05); Paul-Bunnel ile 1/56 ve iizerinde po-
zitiflik saptanan alt1 serumdan ikisinde im-
miinblot ile akut enfeksiyon (p>0.05), ikisinde
gecirilmis enfeksiyon (p>0.05), birinde reakti-
vasyon (p>0.05) serolojisi gozlendi. Immiinblot
ile akut enfeksiyon serolojisi saptanan bir olgu-
da Paul-Bunnel 1/448, gecirilmis enfeksiyon se-
rolojisi saptanan bir olguda ise 1/112 titrede po-
zitif bulundu (Tablo 1).

Immiinblot ile saptanan degisik serolojik profil-
lere gore Paul-Bunnel sonuclarinin dagilimi
Tablo 2’de gosterilmistir. Immiinblot ile akut
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enfeksiyon serolojisi belirlenen ve Paul-Bunnel
sonucu EBV enfeksiyonu lehine yorumlanan
(1/56 ve 1/448 pozitif ) iki hastada VCA IgM ve
VCA IgG pozitifligi ile birlikte EBNA IgG ne-
gatifligi saptandi. Immiinblot sonucuna gore ge-
cirilmis EBV enfeksiyonu olarak degerlendiri-
len iki hastanin birinde Paul-Bunnel 1/56, dige-
rinde 1/112 titrede pozitif bulundu (Tablo 2).

Immiinblot ve Paul-Bunnel sonuglarinin yas
gruplarma goére dagilimi Tablo 3’te gosterilmistir.

Immiinblot ile akut enfeksiyon serolojisi sapta-
nan, 0-19 yas grubuna ait beg serumdan birinde;
220 yas grubuna ait iki serumdan birinde Paul-
Bunnel >1/56 pozitif bulundu (Tablo 3). Paul-
Bunnel pozitifligi 0-19 yas grubundaki hasta
icin 1/56, 220 yas grubunda bulunan hasta i¢in
1/448 olarak belirlendi.

TARTISMA

EBV enfeksiyonlarinin tanisinda arastirilan he-
terofil antikorlar, saglikli insan serumunda 1/56
titreye kadar bulunabilmekte; EBV 6n tanili
erigkin hastalarin %10’unda, cocuklarin ise bii-
yiik bir kisminda bu antikorlarin olusmadig bil-
dirilmektedir (8,9). Ayrica serum hastalig1, bazi
viral ve paraziter enfeksiyonlarda saptanan he-
terofil antikor pozitifligi nedeniyle EBV enfek-
siyonlarinin tanisinda spesifik serolojik testlerle

Tablo 1. Paul-Bunnel ile immiinblot test sonuglarinin karsilastirilmasi

Paul-Bunnel Immiinblot

Seronegatif Akut enfeksiyon Gecirilmis enfeksiyon Reaktivasyon Toplam
Negatif 11 1 77 14 103 (%51.5)
1/7 pozitif 5 2 28 16 51
1/14 pozitif 7 2 15 5 29
1/28 pozitif 1 - 7 3 11
1/56 pozitif 1 1 1 1 4
1/112 pozitif 1 1
1/448 pozitif - 1 - - 1
Toplam 25 (%12.5) 7 (%3.5) 129 (%64.5) 39 (%19.5) 200
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Tablo 2. Degisik immiinblot profilleri ile Paul-Bunnel sonug¢larinin karsilastirilmasi

Immiinblot Serolojisi
Favl-Bunnel Seronegatif Akut enfeksiyon Gegirilmis Reaktivasyon
enfeksiyon

VCAIgM(-) | VCAIgM (+) | VCAIgM (+) | VCAIgM(+)| VCAIgM(-) | VCAIgM(+) | VCAIgM (+) | VCAIgM (-)

VCAIgG(-) | VCAIgG(+) | VCAIgG(-) | VCAIgG(+)| VCAIgG(+) | VCAIgG(+) | VCAIgG (+) | VCAIgG (+)

EBNAIgG () | EBNAIgG (-) | EBNAIgG (-) | EBNAIgG (-)| EBNAIgG (+)| EBNAIZG (+)| EBNAIgG (+)| EBNAIEG (+)

EAIgG (-) EAIgG () EAIgG () EAIgG (+) EAIgG () EAIgG (+) EAIgG(-) | EAIgG(+)

Negatif 11 (%5.5) 1(%0.5) - 77 (%38.5) 2(%1) 7 (%3.5) 5 (%2.5)
1/7 pozitif 5 (%2.5) 2 (%]1) - 28 (%14) 1 (%0.5) 6 (%3) 9 (%4.5)
1/14 pozitif 7 (%3.5) - 1(%0.5) 1(%0.5) 15 (%7.5) 3(%1.5) 2 (%]1)
1/28 pozitif 1 (%0.5) - - 7 (%3.5) 1(%0.5) 1 (%0.5) 1 (%0.5)
1/56 pozitif 1 (%0.5) 1 (%0.5) - 1 (%0.5) 1 (%0.5)
1/112 pozitif - - - 1(%0.5)
1/448 pozitif - 1(%0.5) - -

dogrulama yapilmas: gerekmektedir. Heterofil
antikor testleri ile IgM izotipindeki antikorlarin
gosterilmesi neticesinde enfeksiyonun klinik
donemi hakkinda kesin yorum yapilamamasi;
belirli hasta ve yag gruplarinda yalanci pozitif-
lik veya negatiflik saptanmasi gibi nedenlerle
tanida spesifik antikorlarin arastirilmasi 6nem
tasimaktadir (8-11). Calismamizda immiinblot
ile akut enfeksiyon serolojisi saptanan ve ¢ocuk
yas grubunda (0-19 yas) yer alan beg hastadan
birinde (%20) Paul-Bunnel 1/56, erigkin yas
grubundaki (=20 yas) iki hastadan birinde (%50)
ise 1/448 titrede pozitif bulundu (Tablo 2,3).

Immiinblot ve Paul-Bunnel ile saptanan uyumsuz
sonuglar hastalarin klinik tanilartyla beraber deger-
lendirildiginde; cocuk yas grubunda (11 yas) bulu-
nan bir hastada immiinblot serolojisine gore akut
enfeksiyon saptanirken, Paul-Bunnel negatif bu-
lunmugtur. X’e bagl lenfoproliferatif hastalik tani-

styla Cocuk Immiinoloji Béliimiinde takipte olan
hasta EBV enfeksiyonu tanist almgtir (Tablo 2,3).

Immiinblot ile akut enfeksiyon serolojisi, Paul-
Bunnel ile 1/7 pozitiflik saptanan iki hasta ALL
ve viral hepatit tanilar1 almistir (Tablo 2,3).

Immiinblot ile akut enfeksiyon serolojisi, Paul-
Bunnel ile 1/14 pozitiflik saptanan iki ¢ocuk
hastanin birinde EBV enfeksiyonu bulunurken,
digeri Non Hodgkin Lenfoma tanisi almigtir
(Tablo 2,3).

Paul-Bunnel ile anlamli titrede pozitiflik
(21/56) saptanan li¢ hastanin ikisi immiinblot
serolojisine gore gegcirilmis enfeksiyon, biri re-
aktivasyon olarak degerlendirilmistir. Bu hasta-
larin ikisi ¢ocuk yas grubunda olup nefrotik
sendrom ve alerjik purpura tanilariyla o donem
takip edilmis, solunum yolu enfeksiyonu sap-
tanmamustir. Erigkin yas grubunda olan bir has-

Tablo 3. Farkli yas gruplarinda EBV seroloji sonuglarmin karsilastiriimasi

Paul-Bunnel testi
Immiinblot 0-19 yas >20 yag
Negatif/<1/56 pozitif >1/56 pozitif Negatif/<1/56 pozitif >1/56 pozitif
Seronegatif 20 1 4
Akut enfeksiyon 4 1 1 1
*Gec enfeksiyon 52 2 75
Reaktivasyon 16 - 22 1

*Geg: gecirilmis enfeksiyon
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ta ise kronik hepatit B tanisiyla takip edilmistir
(Tablo 2,3).

Paul-Bunnel ile 1/56 diliisyonda pozitiflik sapta-
nan alt1 yagindaki ¢ocuk hastada immiinblot ile
seronegatiflik bulunmustur. Hasta akut iist solu-
num yolu enfeksiyonu tanis1 almistir (Tablo 2,3).

EBYV ile enfekte olgularin yaklagik 2/3’iinde an-
ti-EA antikorlarinin saptanmasi, anti-EBNA an-
tikorlarinin ise genellikle nekahat doneminde
ortaya ¢ikmasi nedeniyle bu antikorlarin yeni
enfeksiyonlarin tanisindaki yeri kisithdir. Ancak
anti-VCA antikorlar1 olgularin %90-94’iinde
saptanabilmektedir (12). Caligmamizda im-
miinblot ile akut enfeksiyon serolojisi belirle-
nen ve anlamli (=1/56 ) Paul-Bunnel pozitifligi
bulunan iki serum 6rneginde de VCA IgM, V-
CA IgG ve EA IgG pozitifligi ile birlikte EBNA
IgG negatifligi saptandi. Paul-Bunnel pozitifligi
1/14 olan ve immiinblot ile akut enfeksiyon se-
rolojisi belirlenen 2 serumun birinde ise sadece
VCA IgM pozitif bulundu (Tablo 2).

EBYV latent enfeksiyon olusturan bir viriistiir.
Ulkemizde yetiskin popiilasyonun %80-95’inde
EBYV seropozitifligi mevcuttur (2,13). Bu yiiz-
den transplant alicilar1 veya onkoloji hastalari
gibi 6zellikle immiinsiipresif hasta gruplarinda
EBV reaktivasyonunun gosterilmesi énem tagi-
maktadir (5,14). Calismamizda immiinblot ile
reaktivasyon serolojisi saptanan 39 serumdan
sadece birinde (=20 yas) Paul-Bunnel 1/56 titre-
de pozitif bulundu (Tablo 2).

Renal transplantasyon yapilan ve CMV enfeksi-
yonu saptanan ¢ocuklarda EBV, rubella ve Vari-
cella Zoster Virus (VZV) antikor titrelerinin
yiikseldigi gosterilmistir (15). Ayrica biiyiik ¢o-
cuklarda EBV enfeksiyonu sirasi veya sonrasin-
da Herpes Simplex Virus (HSV), VZV, CMV,
kizamik ve rubella antikorlarinin arttig1 bildiril-
mistir (16-19). Bu calismada, EBV enfeksiyonu
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on tanisi ile laboratuvarimiza gonderilen serum
orneklerinde Paul-Bunnel ve immiinblot testleri
bir kez calisilmis olup takip eden orneklerde se-
rokonversiyon/titre artig1 kontrol edilmemis ay-
rica diger etkenlere ait antikorlar da arastirilma-
mistir. Bu nedenle EBV serolojisinin yorumla-
namadigi olgularda testlerin belirli araliklarla
tekrarlanmast; basta CMV olmak iizere diger et-
kenlere ait antikorlarin arastirilmasi; 6zellikle
belirli hasta gruplarinda immiinfloresan yon-
tem, EBV-VCA IgG avidite testi ve polimeraz
zincir reaksiyonu ile taninin dogrulanmasi yol
gosterici olabilir (20,21).

Sonug olarak 6zellikle 0-19 yas grubunda Paul-
Bunnel ile saptanan diisiik titredeki (<1/56) po-
zitifliklerin ve negatif sonuclarin belirli aralik-
larla tekrarlanarak, viriisiin farkli antijenik yapi-
larina karst antikor arastiran testlerle kontrol
edilmesi; tiim yas gruplarinda heterofil antikor
pozitifligi olusturabilecek diger enfeksiyoz/en-
feksiyoz disi nedenlerin de dikkate alinmasi ge-
rektigi diisiincesindeyiz.
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