
ANKARA TIP MECMUASI (THE JOURNAL OF THE FACULTY OF MEDICINE) Vol. 47 : 273-280, 1994 

HBsAg ARAŞTIRILMASINDA ELISA VE RPHA 
YÖNTEMLERİNİN DUYARLILIKLARI 

Aydın Karaaslan* 

Viral hepatitlerin birbirinden ayırt edilmesinde ve özellikle Hepa-
tit B Virüs (HBV) portörlerinin saptanmasında HBsAg'nin önemi an-
laşıldıktan sonra, bu antijenin ortaya çıkartılabilmesi için Immuno-
diffusion (ID), Counterimmunoelectrophoresis (CIEP), Complement 
Fixation (CF), Rheophoresis (RP), Reversed passive iatex agglutina-
tion (RPLA), Passive haemagglutination (PH), Immune adherence ha-
emagglutination (IAH), Immune electron microscopy (IEM), Immu-
noflurescence microscopy (IMF), Reversed passive haemagglutination 
(RPHA), Radioimmunoassay (RIA), Enzyme Immunoassay (EIA) gibi 
yöntemler geliştirilmiştir (1). 

HBsAg ilk kez Blumberg tarafından ID yöntemi kullanılarak 
ortaya çıkarılmıştır (1). 

RPHA, anti-HBs ile kaplanmış insan, hindi ya da koyun eritrosit-
lerinin, HBsAg varlığında agglutine olması temeline dayanan, çabuk 
sonuç verebilen, basit ve ucuz bir yöntemdir (25). Romatoid Faktör, 
Forsman antikorları ve İnfeksiyöz Monoükleozise karşı gelişmiş spe-
sifik antikorların serumda bulunması durumunda yalancı pozitif so-
nuçlar ortaya çıkabilmektedir. Bu nonspesifik faktörler, anti-HBs içer-
meye nimmunglobulinle kaplanmış eritrositler kullanılarak yapılan 
absorbsiyon işleminden sonra uzaklaştırabilmektedir. Absorbsiyon-
dan sonra test yeniden uygulandığında yalancı pozitif örnekler nega-
tifleşecek, gerçek pozitif örnekler ise poziıif kalacaktır. Ancak, zayıf 
gerçek pozitif örnekler absorbsiyondan sonra, nadir de olsa negatif 
olarak sonuçlanabilmektedir. Eğer serum çok fazla miktarda nonspe-
sifik faktör içeriyorsa absorbsiyondan sonra bile gerçek negatif örnek, 
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hala pozitif olarak kalabilmektedir (25,27). Yalancı pozitifliğin yanın-
da RPHA yöntemi ile yalancı negatif sonuçların da ortaya çıktığı bil-
dirilmektedir (25). 

RPHA'nın ELİSA ve RIA'dan daha az duyarlı olması, nonspesifik 
reaksiyonlara sık rastlanması, sonuçların kontrolü için absorbsiyon 
veya doğrulayıcı yöntemlere gereksinim göstermesi gibi dezavantaj la-
rının olmasına karşın (21), Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) tarafından 
HBsAg taramasında kullanılacak herhangi bir testin en az RPHA ka-
dar duyarlı olması gerektiği bildirilmektedir (1,9). 

Günümüzde, HBsAg aranmasında en duyarlı yöntem RIA'dır (29). 
Ancak yapılan çeşitli çalışmalar ELISA'nm RIA kadar duyarlı olabi-
leceğini göstermiştir (7,30). Ayrıca ELİSA daha ucuz ve kolay, radyo-
aktivite tehlikesi olmayan, reaktanları uzun süre dayanabilen kulla-
nışlı bir testtir (9), 

ELİSA kullanımında deneyimin ileri derecede artması ve monok-
lonal antikorların kullanılmasıyla nonspesifik reaksiyonlar önemli de-
recede azaltılmıştır (22). Yalancı pozitif sonuçlar çoğunlukla teknik 
işlemdeki hatalardan, çok az oranda da insan serum ya da plazması-
nın kullanılan monoklonal antikorlarla reaksiyona girmesinden kay-
naklanmaktadır. Bu sorun nötralizasyon yapılarak büyük ölçüde en-
gellenebilmektedir (30). 

Üçüncü jenerasyon testleri olarak tanımlanan RIA, ELİSA ve 
RPHA arasında tarama testi olarak en uygun yöntemin ELİSA ol-
duğu bildirilmektedir (15). 

Bu çalışmada, RPH Ave ELİSA yöntemlerinin duyarlılıkları kar-
şılaştınlmıştır. 

MATERYAL VE METOD 

Bu çalışmada, Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi İbn-i Sina Has-
tanesi Kan Merkezine başvuran, sağlıklı, sarılık geçirme ve kan 
transfüzyonu anamnezi olmayan 1553 donör serumunda RPHA ve 
ELİSA yöntemleri ile HBsAg araştırılmıştır. 

Bu donörlerden alman 8-10 cc kanın, steril koşullarda hemolizsiz 
olarak, serumları ayrılmış, kan merkezimizde hemen RPHA testi ya-
pılmıştır. Serumun kalan kısmı, derin dondurucuda, —20 derecede 
saklanmış, Mikrobiyoloji Anabilim Dalı ELİSA laboratuarında, mik-
ro-ELISA yöntemi ile incelenmiştir. 
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Kan merkezimizde bulunan, Organon Teknika firmasına ait «He-
panosticon 3» RPHA kiti kullanılmıştır. 

Mikrosistem ELİSA yöntemi ile V/ellcozyme-HBsAg kitleri (Well-
come Laboratories) kullanılarak, RPHA ile taranmış serumların ta-
mamı yeniden test edilmiştir. 

BULGULAR 

ELİSA ile % 7.28 (113/1553) ve RPHA ile % 6.63 (103/1553) HBsAg 
pozitifliği bulunmuştur. ELİSA, RPHA testinden % 0.65 daha fazla 
HBsAg pozitifliği göstermiştir. ELİSA ile doğrulanarak RPHA'nm du-
yarlılığı % 89.38 ve spesifitesi ise % 99.86 olarak saptanmıştır. RPHA 
ile % 10.61 (12/113) yalancı negatiflik ve % 1.94 (2/103) yalancı po-
zitiflik saptanmıştır. RPHA ile negatif bulunan 12 serumda, ELİSA 
ile HBsAg pozitif saptanmış ve bu sonuç yalancı negatiflik olarak de-
ğerlendirilmiştir. Yine RPHA ile 2 serumda bulunan HBsAg pozitif-
liği ELİSA ile negatif olarak saptandığı için bu da yalancı pozitiflik 
olarak kabul edilmiştir. Bu sonuçlar Tablo I'de gösterilmiştir. 

Tablo I : ELİSA ve RPHA testlerinin değerlendirilmesi 

ELİSA HBsAg 
Pozitif Negatif Toplam 

RPHA HBsAg Sayı % Sayı % Sayı % 

Pozitif 101 98.06 2 1.94 103 6.63 
Negatif 12 0.83 1438 99.17 1450 93.37 

Toplam 113 7.28 1440 92.72 1553 100 

HBsAg pozitifliğini saptama açısından ELİSA, RPHA'ya göre is-
tatistiksel olarak anlamlı derecede daha duyarlı bulunmuştur 
(x2 = 5.78, p<0.05). 

TARTIŞMA VE SONUÇ 

HBV taşıyıcıları taşıyıcıları bulaş kaynağı olmaları nedeniyle, in-
feksiyonun yayılmasında önemli rol oynamaktadırlar. Kan ve kan 
ürünleri almak zorunda olan hastaların Post Transfüzyon Hepatit 
B'den korunabilmesi için, tüm dünyada, kan donörleri HBsAg pozi-
tifliği yönünden taranmaktadırlar (1,16). Bu amaç için kullanılacak 
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tekniklerin yalancı pozitif ve yalancı negatif sonuçlarının mümkün 
olduğunca az, duyarlılıklarının ise fazla olması gerektiği önemle vur-
gulanmaktadır (25). 

Yurt içindeve yurt dışında, çalışma konusunu kan donörlerinin 
oluşturduğu bir çok çalışma bulunmaktadır (9). HBsAg pozitifliğini 
saptamaya yönelik çalışmalarda ya tek ya da birkaç teknik kullanı-
larak, bunların duyarlılıkları, özgüllükleri ile yalancı reaksiyon verme 
özellikleri incelenmiştir (27). Sonuçta üçüncü jenerasyon testleri ola-
rak adlandırılan RIA, ELISA ve RPHA yöntemlerinin, HBsAg seropo-
zitifliğini tesbit etmede, ID ve CIEP gibi birçok yöntemden daha du-
yarlı olduğu anlaşılmış bulunmaktadır (19,24). Duyarlılıkları fazla olan 
testler ile çalışılırken yöntemin doğru bir şekilde uygulanmasıyla non 
spesifik reaksiyonların azaltılabileceği ancak tam olarak ortadan kal-
dırılamayacağı bildirilmektedir (22). Bunun yanında aynı yönteme 
ait değişik preparatlar arasında bile duyarlılık ve non spesifik reak-
siyon oluşturma özellikleri yönünden farklılıklar olabilmektedir (27). 

Yurdumuzda, kan donörlerinde, 1971 - 1978 yıllan arasında ID tek-
niği ile Ertuğrul ve Say (6) % 3, Tuna ve ark. (18) % 3.6 ve CIEP tek-
niği ile Mizan (14) % 2.7, Özgüven (17) % 3, Paykoç ve ark. (20) % 3.1 
oranında HBsAg seropozitifliği göstermişlerdir. 1553 kan donörünü 
kapsayan çalışmamızda RPHA ile % 6.63 ve ELISA ile % 7.28 olarak 
saptadığımız HBsAg seropozitiflik değerinin daha yüksek olduğu gö-
rülmektedir. Bu durum yıllar içinde HBsAg pozitifliğinin artmış ol-
ması ve bizim kullandığımız testlerin daha duyarlı olması ile açıkla-
nabilir. 

RPHA ile kan donörlerinde HBsAg seropozitifliğini Erdoğan (5) 
% 3.7, Turhanoğlu ve Arıkan (28) % 4.9, Seber (26) % 5.8 ve Kahra-
man (10) % 6.7 olarak bildirmişlerdir. Bizim RPHA ile bulduğumuz 
% 6.63'lük değerin Kahraman'm elde ettiği sonuçla uyumlu diğer ça-
lışmaların sonuçlarından ise yüksek olduğu görülmektedir. 

Kan donörlerinde ELISA tekniği ile Anoğui (2) % 3.85, Günal (8) 
% 8, Kumdalı (11) % 10, Seber (26) % 10.07, Balk (3) % 11.2 HBsAg 
pozitifliği göstermişlerdir. Bizim ELISA ile bulduğumuz % 7.28'lik ora-
nı Anoğul'un değerinden yüksek, Günal'm değerine yakın ve diğer 
araştırıcıların değerlerinden daha düşüktür. Tüm bu çalışmalar şe-
hir merkezlerinde yapılmalarına rağmen sosyo ekonomik ve bölge-
sel koşulların farklılığı sonuçları etkileyebilmektedir (4). Bunun ya-
nında, teknik özelliklerinde elde edilen değerlere yansıyacağı unutul-
mamalıdır (22). 
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Kumdalı ve Mutlu (12), Akut Viral Hepatit ön tanısı alan hasta-
larda, hem RPHA (Hepatest 3) hem de ELİSA (Auszyme II) ile HBsAg 
araştırmışlar ve ELİSA ile % 22 daha fazla pozitiflik yakaladıklarını 
bildirmişlerdir. Seber (26), değişik tarihlerde iki ayrı grupta RPHA 
ile % 5.76 ve ELİSA ile % 10.07 HBsAg pozitifliği saptamış, testler 
arasındaki % 4.31'iik farkın, ELISA'nm duyarlılığından ve pozitiflik 
oranının zamanla artmış olmasından kaynaklanabileceğini belirt-
miştir. 

Parah ve ark. (19), Akut Viral Hepatit ön tanısı alan 52 hastada, 
RPHA ile % 34, ELİSA ile %45 ve hastane personelinde RPHA ile % 3.5, 
ELİSA ile % 13.5 HBsAg pozitifliği göstererek ELISA'nm daha duyarlı 
bir teknik olduğunu ve RPHA'dan % 10 daha fazla pozitiflik saptadı-
ğını belirlemişlerdir. 

Tayland'da, 892 sağlıklı yetişkin arasında, RPHA ile % 6.7 ve 
ELİSA ile % 7.4 HBsAg taşıyıcılığı bulunarak ELISA'nm daha duyar-
lı olduğu, ancak farkın istatistiksel olarak çok anlamlı olmadığı bil-
dirilmiştir. RPHA'nm duyarlılığı % 91 olarak bulunmuştur (13). 

Çalışmamız sonucunda ELISA'nm RPHA'dan istatistiksel olarak 
anlamlı derecede daha duyarlı olduğu saptanmıştır. ELİSA ile doğru-
lama yapılarak, RPHA tekniği ile % 1.94 yalancı pozitiflik ve % 10.61 
yalancı negatiflik ortaya çıktığı bulunmuştur. Hepanosticon 3 ile, 
Schuurs ve Kacaki (25) % 0.9, Reesink ve ark. (23) % 1 yalancı pozi-
tiflik belirlemişlerdir. Diğer bir çalışmada da RPHA ile yalancı ne-
gatiflik % 9.1 olarak saptanmıştır (13). 

Bu çalışmadan elde edilen sonuçlar, HBV infeksiyon prevalansmm 
azaltılması, aşılanacak bireylerin belirlenmesi ve toplumda taşıyıcı-
lık oranının saptanmasına yönelik araştırmalarda, duyarlılığı yük-
sek, non spesifik reaksiyon oranı düşük laboratuar yöntemlerinin se-
çilmesinin önemini ortaya koymaktadır. 

ÖZET 

ELİSA ve RPHA yöntemleri, HBsAg'ni ortaya çıkarma açısından 
değerlendirildi. Binbeşyüzelliüç kan donörü tarandı. ELİSA ile % 7.28 
ve RPH ile % 6.63 HBsAg pozitifliği saptandı. 

Bu çalışmada, ELISA'nm RPHA'dan daha duyarlı olduğu bulun-
du (p<0.05). 

Anahtar Kelimeler : Kan donörleri, Karşılaştırmalı çalışma, He-
patit B yüzey antijeni. 
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S U M M A R Y 

Sensitivity of ELİSA and RPHA methods in investigation of HBsAg 

Detection of HBsAg by ELİSA and RPHA assessed. The sera of 1553 
blood donors were examined. The prevalence of HBsAg by ELİSA 
was % 7.28 and % 6.63 by RPHA. 

This study revealed that ELİSA were more sensitive than RPHA 

(p<0.05). 

Key Words : Blood donors, Comparative study, Hepatit B surface 

antigen. 

k a y n a k l a r 

1. Advances in Viral Hepatitis ; Worid Health Organization Teehnical Report 
Series. 62 : 1, 1977. 

2. Arıoğul S : Kan donörlerinde HBsAg prevalansı. İnfeksiyon Derg. 1 : 289, 1987. 

3 Balık M Saydam GS Aktaş F : Kan donörlerinde HBsAg yaygınlığı. Mavi Bül-
ten 20 : 97, 1988. 

4. Çakaloğlu Y Ökten A Yalçın S : Türkiye'de hepatit B virusu infeksiyonu se-
roepidemiyolojisi. T Klin Gastroenterohepatoloji 1 : 49, 1990. 

i. Erdoğan Y Dalkılıç E Kılıç H : Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Kan Bankası 
donörlerinde HBsAg ve VDRL çalışmaları. 1. Ulusal İnfeksiyon Hastalıkları 
Kongre Kitabı. İzmir, s. 252, 1987. 

6. Ertuğrul M Say B : Australian antigen in Turkey. Lancet 1 : 1302, 1971. 

7. Fields HA Davis CL Bradley DW : Experimental conditions affecting the sensi-
tivity of ELİSA for detection of HBsAg. Bull WHO 61 : 135, 1983. 

8. Günal AR : Ankara Numune Hastanesi kan donörlerinde HBsAg ve anti-HBc 
araştırılması. Uzmanlık Tezi. Numune Hastanesi. Ankara, 1989. 

9. Kacaki J VVolters G Kuijpers L et al : Result of a multicentre ciinical trial of 
the solidphase enzyme immunoassay for HBsAg. Vox Sang 35 : 65, 1978. 

10. Kahraman I : Kan donörlerinde HBsAg pozitifliği. Uzmanlık Tezi Numune Has-
tanesi. Ankara, 1982. 



HBsA Araştırılmasında ELİSA ve RPHA Yöntemlerinin Duyarlılıkları 279 

11. Kumdalı A Mutlu G : Kan donörlerinde, hemodiyaliz hastalarında sağlık per-
sonelinde, hepatit ön tanılı hastalarda ve diğer gruplarda hepatit B yüzey an-
tijeninin ELİSA yöntemiyle araştırılması. 1. Ulusal İnfeksiyon Hastalıkları Kongre 
Kitabı. îzmir, s. 251, 1987. 

12. Kumdalı A Mutlu G : Hepatitis B yüzey antijeninin aranmasında pasif hemag-
glütinasyon ve solid-phase enzyme immunoassay yöntemlerinin karşılaştırıl-
ması. Akd. Ü. T. F. Derg. 2 : 119 1984. 

13. Louisirirotchanakcıl S Wasi C Sakulkoo P et al : Sensitivity of ELİSA and he-
magglutination test for hepatitis B markers. J Med Ass Thailand 69 : 279, 1986. 

14. Mizan N : Kan bağışçılarımızda Avustralya antijeni. Mikrobiyol Bült 10 : 339, 
1976. 

15. Nath N Dodd RY Fang CT : Enzyme-linked immunoassay for HBsAg. Transfusion 
23 ; 45, 1983. 

16. Nurse GT Babona DV : Hepatitis B and blood transfusion. Lancet 1 (letter) : 
107, 1988. 

j 7. Özgüven Ö Manoğlu K Sebik F : Türk kan donörlerinde hepatitis B surface an-
tijeni sıklığı. Ege ÜTF Derg. 17 : 9, 1978. 

18. Palabıyıkoğlu E : Toplum sağlığında akut viral hepatitislerin önemi. KLİMİK 

Derg. 1 ; 38, 1988. 

19. Parab VV Tal,awadekar N N Kale VV et al : Comparative study of methods of 

detection of HBsAg. J Postgrad Med 35 : 83, 1989. 

20. Pay koç Z Uzunalimoğlu Ö Alptuna E et al : Hepatitis antijeni : Türk kan do-

nörlerinde HBsAg ve transfüzyona bağlı hepatitin önlenmesi. AÜTFM 27 : 703, 

1974. 

21. Rapid Laboratory techniques for the diagnosis of viral infections. W H O Tech-

nical Report Series 661 : 1, 1981. 

22. Ratnam S Stead F Head CB : False-pozitive results with third generation mo-

noclonal HBsAg enzyme immunoassay. J Clin Microbiol 27 : 2102, 1989. 

23 Reesink H W Lafeber-Schut LJ Aaij C et al : Comparison of sic third-generation 

tests for the detection of HBsAg. Vox Sang 39 : 61, 1980. 

24. Saha V John TJ Dhamodaran S et al : Highly sensitive screening tests for 

HBsAg in transfusion centres of developing countries. BMJ 297 : 334, 1988. 

25 Schuurs A H W M - Kacaki J : Reversed haemagglutination test for the detection 

of HBsAg. Vox Sang 27 : 97, 1974. 

26. Seber E : Kan donörlerinde HBsAg taraması. İnfeksiyon Derg 1 : 185, 1987. 



280 Aydın Karaarslan 

27. Stancek D Blaskovicova H Holenova C et al : Non-spesific and false-negative 

reaction in detection of HBsAg. Açta Virol 26 : 169, 1982. 

28. Turhanoğlu M Ankan E : Güneydoğu Anadolu bölgesinde değişik gruplardaki 

hepatit B yüzey antijen ve antikorunun insidansı Dicle ÜTF Derg 1 : 28, 1987. 

?.9. Wa!sh JH Yalow R Berson S A : Detection of Australia antigen and Antibody by 

means of radioimmunoassay teshniques. JID 121 : 550, 1970. 

30. Wei R Knight GJ Zimmerman DH et al : Solid-phase enzyme immunoassay for 
HBsAg. Clin Chem 23 : 813, 1977. 


