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OzZET

influenza viruslari, diinyada yaygin epidemilere yol acabiimekte ve solunum yollari kékenli hastaliklarda énemli mortalite ve
morbidite nedeni olabilmektedir. Bundan dolayi asilama, virusdan korunmak igin en iyi yontem olarak goésteriimektedir. Bu
galismanin amaci, influenza virus asilamasindan sonra serokonversiyonun izlenmesinde ELISA’nin yerini saptamaktir. Calismada,
1994-95 influenza mevsimi 6ncesinde, kronik obstriktif akciger hastalikli ve astimli 50 hasta, trivalan influenza asisi ile agilandi.
Aylar igindeki antihemaglutinin antikorlarinin degisimi ELISA ile izlendi ve bu ydntemin duyarlilik ve 6zgulligi hemaglutinasyon
inhibisyon yontemiyle karsilastirildi. IgG antikorlarinin serokonversiyonu; altinci ayda HsN; subtipi igin % 64, HsN, subtipi icin % 52,
ve B tipi igin %40 olarak saptandi ve ELISA'nin duyarlii§i %76 ve 6zgulligl %88 olarak belirlendi. Asilamadan alti ay sonra,
antihemaglutinin IgG antikorlarinin artisi istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.005). Sonug olarak, agilamanin, hastalarin énemli
bir kisminda, var olan hemaglutinasyon inhibisyon antikorlarini arttirdigi, ELISA’'nin zaman almayan ve goreceli olarak duyarli ve
6zgul bir ydntem oldugu, serokonversiyonu ve infeksiyonu izlemede kullanilabilecegdi diistintiimektedir.

SUMMARY

Influenza viruses can cause worldwide epidemics and are important causes of mortality and morbidity due to pulmonary diseases.
The best method of prevention is to vaccinate people each year before the influenza season. The purpose of this study was to
evaluate ELISA in determining seroconversion following vaccination against influenza virus. Prior to 1994-95 influenza season, 50
patients suffering from chronic obstructive pulmonary diseases and asthma were vaccinated with trivalent influenza split virion
vaccine. To detect seroconversion, antihemagglutinin IgA, IgM and IgG responses and their differences with time were followed with
ELISA and sensitivity and specificity of ELISA were compared with hemagglutination inhibition assay. Seroconversions of IgG were
found to be 52 % for HsN, , 64 % for HiN4, and 40 % for B virus in the 6th month. Sensitivity was 76 %, specificity was 88 % in
inhouse ELISA. A significant increase in antihemagglutinin IgG antibodies after vaccination was determined at the end of 6 months
(p<0.005). As a result, vaccination with influenza virus vaccine caused an increase in the percentage of patients having preventive
HI antibody levels. As ELISA is not time-consuming and has considerable sensitivity and specificity, it may be used for detection of
seroconversion in vaccinees as well as for follow-up of influenza infection in the community.
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GiRiS

Serolojik bir yontem olan hemaglutinasyon inhibisyon
(HAI) testi ilk defa Hirst (1941) tarafindan tanimlanmis
ve Salk (1944) tarafindan modifiye edilmistir (1). Yoén-
tem, kimi pratik problemler barindirmakta birlikte, siklikla
influenzanin laboratuvar tanisinda kullaniimaktadir. in-
fluenza viruslarina duyarh cesitli canlilar, serumlarinda
testte yalanci pozitiflige yol agacak ve yeni izolatlarin ta-
nimlanmasini engelleyecek-a2 makroglobulin fraksiyo-
nunda-nonspesifik inhibitorler icerirler. Ayrica HAl yénte-
minde kullanilan eritrositler, ayni tiir igcinde farkli duyar-
lihga sahip olabilmekte, diger yandan testin degerlendi-
rilmesindeki subjektif mekanizma hatalara yol agabilmek-
tedir. Ancak yontemin uygulama alanindaki basitlidi,
ekipman kolayligi ve testin tekrarlanabilirliginin ylksekligi
6nemli avantajlari olarak géze ¢arpmaktadir (1, 2).

Her yil influenza ve onun komplikasyonlarindan diinyada
20 - 40 bin arasinda 6lim olmaktadir. Bu agsamada asi-
lama, influenza morbidite ve mortalitesini azaltmada en
iyi yontem olarak kargimiza ¢ikmaktadir (3).

Tarkiye’de influenza virion asisi ile asilama genis c¢apli
kullanim alanina sahip degildir.

Ote yandan bu asilamanin sonuglari ya da asiya kars!
olusan koruyucu antikor yanit diizeyleri yeterince bilin-
memektedir.

Arastirmada akciger hastalikli yagh bireylerde trivalan
influenza split virion asisina kargl serokonversiyonun
gosterilmesi ve bu amagla kullanilan HAI ve ELISA yon-
temlerinin performans kriterleri agisindan karsilastiril-
masi amaglanmigtir.

GEREG VE YONTEMLER

Aragtirma, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arag-
tirma ve Uygulama Hastanesi Goégus Hastaliklan Kili-
nigi'nde yatan, 40-75 yas araliginda bulunan, kronik
obstruktif akciger hastalikli (KOAH) ve astimli 22 erkek
ve 28 kadin hastada yapildi.

Hastalar trivalan influenza split virion asisi ile (VaxigripOl -
Pasteur Merieux Connaught, Fransa) (asI igerigi:
A/Shangdong/9/93(HzN2), A/Texas/36/91(H1N+), B/Panama/
45/0) agilandi.

Hastalardan asilama 6ncesi ile asidan 1 ve 6 ay sonra
serum oOrnekleri toplandi, 10 pg/ml sodyum azit ekle-
nerek -70° C’da ¢alisma guiniine kadar saklandi.

Serum o6rnekleri HAI testine alinmadan dnce nonspesifik
inhibitdrlerden arindirildi ve bu amagla dnce tripsinize
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(5ug/ul tripsin ile 56° C’da 30 dak. inkibasyon - Gurr(d
tamponu, pH: 6.8 - 1/10 serum dilisyonunda) edildi,
ardindan 4°C’da hemadsorbsiyon islemi uygulandi.
Hemaglltinasyon inhibisyon testinde kullanmak Uzere
kardiyak delme ile tavuk eritrositleri elde edildi ve mo-
difiye Alsever sollisyonunda (pH: 6.1) tutuldu. Eritrositler
fosfat tamponu ile yikandi (pH: 7.2) ve fotometrik 6zellikte
standart bir siispansiyon hazirlandi (1, 4). influenza virus
hemaglutinin antijenleri, Ankara Refik Saydam Hif-
zissithha Enstiti’'siinden saglandi ve 4° C’da saklandi.

inhibitérlerden arindirilmis  serum  érnekleri, yuvarlak
tabanh polistren mikrokuyucuklarda (Elkay Products Inc.-
ABD) iki kat seri dilisyona (1/10-1/1280) alindi. Testte
hemaglutinin antijenleri dért hemaglutinasyon inhibisyon
Unitesi kadar kullanildi. Serum HAI titresi, hemaglutinas-
yonun tamamen Onlendidi en yiksek serum dillisyonu
olarak belirlendi.

Test sonuglarinin gegerliligi, negatif ve pozitif referans
test serumlarinin kontrol olarak kullaniimasi ile saglandi.
Tdm 6rnekler hem HAI hem de ELISA ile ayni zamanda
incelendi.

ELISA yonteminde diiz tabanh polistren mikrokuyucuklar
(Elkay Products Inc.-ABD) hemaglutinin (10 pg/100 pl)
antijenleri ile (karbonat tamponunda, pH: 9.6 / - 4° C bir
gece inkiibasyonda) kaplandi. Hasta serum ornekleri
1/100 dilisyonda incelendi. Konjugat olarak anti-human
IgG, IgA, IgM alkalen fosfataz (Orion Diagnosticll-
Espoo, Finlandiya) ve substrat olarak p-nitrofenil fosfat
(Sigmald Chemical Company- St. Louis, ABD) kullanildi.
Mikrokuyucuklarin fotometrik absorbansi 405 nm’de
(ELISA Reader; SLT Spectra lI0-Kanada) elde edildi.
ELISA ile rolatif antikor titrelerinin saptanabilmesi igin
referans serum kontrolleri kullanildi [(Diinya Saghk Or-
gutl standart serum oOrnekleri ile kalibre edildi (1/5 -
1/640 HAI titresi dilisyonlarinda)]. ELISA esik degeri,
¢ok sayida negatif kontrol 6rneginin test edilmesi ve
absorbans ortalamasinin 1 standart deviasyonunun alin-
masi ile hesaplandi (4).

istatistiksel analiz

Bu arastirmada veriler SPSS yazilimi (SPSS win. 6.0,
Manchester, ingiltere, 1989-1993) ile analiz edildi. Bagim-
siz degiskenlerin saptanmasi icin verilerin geometrik ve
aritmetik ortalamalari hesaplandi. Ayrica arastirmada
karsilastirilan test yontemlerinin duyarhlik, 6zgullik,
pozitif prediktif deger, negatif prediktif deger ve etkinlik
performanslari belirlendi.
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BULGULAR

Antihemaglutinin antikorlari 1/40 ve daha Uzeri titrelerde
koruyucu antikor duizeyi, HAI antikorlarinda asilama son-
rasi dort kat artis ise aglya immun yanit yani serokonver-
siyon olarak kabul edildi (1).

Tablo 1'de hastalara ait antikor titreleri goérilmektedir.
Koruyucu antikor diizeyleri agidan bir ay sonra %100
oranda artmig ve altinci ayda devam etmigtir. Her bir
subtipe karsi olusan IgA, IgM ve IgG tipi antikor yanitlari
Tablo 2’de geometrik ortalama titreleri olarak verilmistir.
HsN2, HiN1 ve B virusuna kargi IgA dizeyleri asilama
sonrasi birinci ayda artmig, ancak altinci ayda azalmistir
(p<0.005). IgM yanitinda ise bu durum anlamh bulunma-
mistir (p>0.005).

IgG antikor yanitlari H3N2 i¢in birinci ve altinci ayda,
H1N4 icin sadece altinci ayda anlamli olarak artmigtir
(p<0.005). B virusuna karsi IgG yaniti altinci ayda azal-
mistir. Asilama sonrasi IgG antikor yanitlarinin serokon-
versiyonu Tablo 3'te gosterilmistir. Hastalarda HsN2 ve
H1N1 subtiplerine kargi imminizasyon sirasiyla %52 ve
%64 oraninda gelismis, B susunda bu oran %40’da kal-
mistir. Asi suslarina karsi 1gG yanitlar ELISA ile olgul-
mus ve HAI yontemi altin standart alinarak duyarlilik,
6zgullik, pozitif prediktif deger, negatif prediktif deger ve
etkinlik performanslari asi 6ncesi ve bir ay sonrasi olmak
Uzere karsilastiriimistir (Tablo 4).

Tablo 1. Hastalarda varolan koruyucu HAI antikor yanitlar ve
influenza asilamasi sonrasinda olusan serokonversi-
yon oranlari

Asi sonrasi koruyucu antikor .
. . Serokonversiyon**
dizeyleri (%)*

AslI virusu Subtip Asidncesi 1.ay 6.ay 1. ay 6. ay
A/Shangdong/9/93 HsN, 26 56 66 36 48
AlTexas/36/91 H4N4 40 86 82 58 62
B/Panama/45/90 36 62 80 16 48

HAI: Hemaglitinasyon inhibisyon
* Koruyucu antikor diizeyi >1/40
** Serokonversiyon: HAI antikor yanitlarinda asi sonrasi en az dort katlik
artig

Tablo 2. ELISA ile dlgllen IgA, IgM ve IgG antikor yanitlarinda
geometrik ortalama titreleri

ELISA’
Ast virusu Subtip Aylar IgA  IgM  IgG
A/Shangdong/9/93  H;3N; 0 27 27 112*
1 74* 60  313*
6 43 29 242*
0 33 24 194
AlTexas/36/91 H1N4 1 86* 42 324*
6 36 33 370*
0 9 34 73
B/Panama/45/90 1 103* 48 112

6 24 38 97

* ELISA’da geometrik ortalama titreleri ve p< 0.005

Tablo 3. IgG antikor yanitlari yéninden ELISA da serokonver-
siyon oranlari

Serokonversiyon oranlari (%)*

AsI virusu Subtip 1ay 6 ay Toplam
A/Shangdong/9/93  HsN, 28 24 52
A/Texas/36/91 H1N4 30 34 64
B/Panama/45/90 22 18 40
TARTISMA

Bir influenza asisinin A ve B tipi influenza viruslarindan
olugsmasi gerektigi 1940’h yillarda gosterilmistir. Son
yillarda ise trivalan asilar, 1978'den beri dolasimda
bulunan H3N2 ve H1iN4 subtiplerini icermektedirler (5,6).
Bu nedenle, bu galismada kullanilan asi iceriginde, HoN2
subtipi bulunmamaktadir.

Calisma grubu KOAH ve astiml hastalardan olusturuldu,
¢lnkd influenza bu hastaliklarda semptomlar arttiran

Tablo 4. Altin standart HAI testi ile gelistirilen ELISA'nin performans kargilastirmasi

Hasta sayisi (n) Frekans (%)
HAI ELISA
Subtip pe N® GP° GN YP YN D¢ O° PPD’ NPD?® E"
HaN, 18 26 10 34 4 2 83 89 71 94 88
HiN4 29 19 11 30 4 5 69 88 73 85 82
B 8 26 6 37 5 2 75 88 54 94 86

2 P: Pozitif ® N: Negatif ® GP: Gergek pozitif, GN: Gergek negatif, YP: Yalanci pozitif, YN: Yalanci negatif
9 D: Duyarlilik: GP/GP+YN x100, ° O: Ozgiillik: YN/YN+YPx100, * PPD: Pozitif prediktif deger: GP /GP+YPx100 ¢ NPD: Negatif prediktif deger:

GN/GN+YNx100, "E: Etkinlik: GP+GN/GP+YP+YN+GN x100

Cilt 19, Sayi 1, Ocak 2005
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tetikleyici faktorlerden biridir. Hastalar influenzanin kompli-
kasyonlarina daha duyarlidir ve bu nedenle korunma
amagli asilama yapilmali, koruyucu antikor dizeyleri olus-
turulmalidir (7, 8).

Bu galismada, olgularda agilama sonrasinda serokon-
versiyon gelisti ve hemaglutinasyon inhibisyon antikor
Unitelerinde en az dort katlik artiglar saptandi. Olgularin
yaklasik yarisinda asi sonrasi serokonversiyon olusur-
ken en iyi immunizasyon H4N1 subtipinde olustu (Tablo 1).

Arastirmalarda serokonversiyon oranlari oldukga farkli
ctkmaktadir. Senol ve ark. (9) serokonversiyon oranlarini
as! sonrasi birinci ayda HaN2 igin %27, H1N1 igin %29 ve
B virus tipi icin %34 olarak saptamislardir. Powers ve
Belshe (10) 17 yash hastada asiya serokonversiyonu
HsN2 icin %29 ve HiN1 subtipi icin %18 oraninda belir-
lemislerdir.

Notralizan antihemaglutinin antikorlari influenzanin sero-
lojik tanisinda oldukg¢a degerlidir (1, 6, 11). Bu amagla
siklikla HAI testi kullaniimaktadir. Bu yéntem basit, he-
sapli ve 6zellikle influenza A viruslarina karsi oldukca
duyarl fakat B tipi Influenza viruslarina kargi daha az
duyarhliktadir (11). Ote yandan, serumda bulunan non-
spesifik inhibitorler yontemin duyarliligini etkiler ve inhi-
bitérleri nétralize etmek test siiresini iki gline ¢ikarir (1,
2). ELISA, HAI yoénteminden daha spesifik, duyarli ve
hizli bulunmaktadir. Yéntem ayni zamanda nétralizan
karakterdeki antihemaglitinin ve néraminidaz antikorlari
ile nétralizan olmayan matriks ve nikleoprotein antikorla-
rini da saptamaktadir (12-14). ELISA’da tek bir serum
dilisyon 6rnegi ile calismak ve antikorlari kantite etmek
muimkinddr. Serum inhibitorleri bunu etkileyememek-
tedirler. Influenza da lokal immiin yanit ve IgA antikorlari
6nem kazanmaktadir ¢unkl infeksiyon bir tst solunum
yolu infeksiyonudur. ELISA ile IgA ve izotiplerini goster-
mek mumkin olabilmektedir (2, 11-15).

Calismada, IgG geometrik ortalama titreleri IgA ve IgM’
den daha bulylk bulunmustur (Tablo 2). Bu, korunmada
6nemlidir ve alti aydan sonra dahi saptanabilmistir. Olgu-
larda IgG serokonversiyonu ile yeterli immunizasyon
yaniti elde edilmis ve subtipler arasinda en ylksek oran
H1N+ subtipinde belirlenmistir (Tablo 3).

Arastirmada ELISA ve HAI yontemleri ile benzer sero-
konversiyon oranlari belirlenmigtir. Glick ve ark. (16)
126 yasli bireyde ELISA ile serokonversiyonu A virusu
icin % 59, B virusu icin % 44 olarak saptamislardir.
Synder ve ark. (14) ¢alismalarinda HsN2zi¢in % 59, H1N1
icin % 83 serokonversiyon orani bildirmiglerdir.
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ELISA’da duyarlilik, IgG ile belirlenmis ve en ylksek
%83 ile H3zN2 subtipinde, en disiuk %69 ile HiN1 sub-
tipinde saptanmistir (Tablo 4). Ozgiillik, A ve B virus-
larinda benzer oranlarda yaklasik %88 olarak bulunmus-
tur.

ELISA, negatif drnekleri yiksek ve benzer oranda ne-
gatif bulurken, pozitif érnekleri beklenenin lzerinde ve
degisken oranda pozitif bulmustur. Yazarlarin yapimi
olan ELISA zaman alici degildir ve hatiri sayilir duyarhlk
ve 0Ozgulliktedir. Bu nedenle asilama sonrasi serokon-
versiyon saptamasinda ve toplumdaki influenza infeksi-
yonunun takibinde kullanilabilir.

Kimi hastalarin asi 6ncesinde dusukte olsa koruyucu
antikor duzeylerine sahip olmasi onlarin ayni influenza
viruslari ile daha 6nceden karsilastiklarini ya da farkli
influenza viruslarina ragmen capraz reaktif antikorlar
Urettiklerini gostermektedir.

Asi oncesinde var olan koruyucu HAI antikorlari, HiN4
subtipi ve B virus tipine gére daha az oranda H3N2 sub-
tipinde saptanmistir (Tablo 1). Asilama ile bu varolan
koruyucu HAI antikorlarinin orani yukarilara dogru geki-
lebilmistir. Bu bulgu, asilamanin etkinligini gostermek-
tedir.

Asillama yash ve hasta bireyler icin etkin ve gereklidir.
Cunku virusun hemaglitinin ve néraminidaz antijenlerine
karsi koruyucu nitelikte antikor yazarlarinin olugsmasini
saglamaktadir (17,18). Kullanilan asinin igerigindeki 15
pg hemaglitinin antijeni HAI antikor dretimini yeterince
tetiklemeyebilir. Bu nedenle asilamanin ardindan daha
yuksek nétralizan antikor diizeyleri amaglaniyorsa anti-
jen konsantrasyonunun arttirimasi saglanabilir ya da
ikinci bir asi dozu uygulamasi tercih edilebilir. Ayrica asi
icerigine adjuvan eklenmesi de dusunulebilir.

Astim ve KOAH gibi kronik solunum yolu hastalar ve
diger risk gruplarinin agilanmasi yasam kalitelerini artir-
makta, hastane yatislarini ve infeksiyon epizotlarini azal-
tip tedavi giderlerini distrmektedir. Ancak yash bireyler-
de immdinite bir yildan az surebilmektedir. Bu nedenle
as! her yil tekrarlanmali ya da bir ay arayla ikinci bir doz
uygulamasi yapiimalidir.

TESEKKUR

Hemaglitinin  antijenlerini  ve referans kontrollerini
bizlere sagladidi icin Ankara Refik Saydam Hifzisihha

Enstitlisi’'ne tesekklr ederiz.
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