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OZET

Bu calisma Epstein-Barr Virus (EBV) enfeksiyonlarinin tani ve
takibinde EBV-DNA’nin 6nemini belirlemek amaciyla yapilmistir.

Calismamizda 62 erigkin renal transplant ve 37 cocuk onkoloji
hastasindan tedavi éncesinde bir, tedavi sonrasinda ¢ olmak Gzere toplam
doért kez; immunsiprese olmayan cocuk ve erigkinlerden olusan 50 kontrol
hastasindan bir kez alinan serum érneklerinde Paul-Bunnel ve immunblot ile
EBV serolojisi belirlendi. ELISA ile Viral Kapsid Antijen (VCA)-IgG avidite ve
Real Time-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ile EBV-DNA testleri
cahsildi.

Renal transplant grubundaki hastalarin Gg¢lnde (%4,8) EBV-DNA
pozitif bulundu. Bu hastalarda CD4/CD8 oranlari transplantasyon &éncesi
degerlerine gbre transplantasyon sonrasi birinci hafta ve Uc¢lncli ayda
anlamli olarak disuk bulunmakla birlikte EBV enfeksiyonu ile iligkili organ
reddi gelismedi.

Gocuk onkoloji grubundaki hastalarin Ug¢lnde (%8,1) EBV-DNA
pozitif saptandi. EBV-DNA pozitifligi Hodgkin lenfoma tanisiyla takip edilen iki
cocukta hastalik, digerinde ise reaktivasyon ile iligkilendirildi.

Kontrol grubunda yer alan hastalarin 10’unda (%20) EBV-DNA pozitif
bulundu. imminblot sonuglar akut enfeksiyon serolojisi ile uyumlu olan
eriskin kontrol hastalarinda EBV-DNA pozitifligi, Paul-Bunnel pozitifligi ve
distk avidite sonuglari arasindaki uyum istatistiksel olarak anlamli idi. Cocuk
kontrol grubunda ise bu serolojik profil ile sadece disik avidite arasindaki
uyum anlamli bulundu.

Galismamiz renal transplant hastalarinda EBV reaktivasyonunun
saptanmasi; cocuk onkoloji hastalarinda EBV iliskili kanserlerin tanisi ve
prognozunun degerlendiriimesi; immuinkompetan eriskin ve cocuk hastalarda
akut enfeksiyonun tani ve takibinde Paul-Bunnel ve spesifik antikor testleri ile



birlikte dogrulama amaciyla VCA-IgG avidite ve EBV-DNA testlerinin yararini
ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: EBV, Paul-Bunnel, imminblot, VCA-IgG avidite,
RT-PCR.



SUMMARY

In the Diagnosis of Epstein-Barr Virus (EBV) Infections the Importance
of Polymerase Chain Reaction (PCR)

The aim of this study was to evaluate the importance of Epstein-Barr
Virus (EBV) DNA in the diagnosis and monitoring of EBV infections.

EBV serology was determined from the serum of 62 renal transplant
and 37 pediatric oncology patients and 50 non-immunocompromised adult
and pediatric controls by using Paul-Bunnel and Immunoblotting tests. Serum
specimens were collected four times (once before treatment and three times
after treatment) from the renal transplant and pediatric oncology patients,
whereas once from the control group. ELISA and Real Time-Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) tests were used for the evaluation of Viral Capsid
Antigen (VCA)-1gG avidity and EBV-DNA respectively.

EBV-DNA was found positive in three (4.8%) of renal transplant
patients. In these patients, CD4/CD8 ratios were found significantly lower one
week and three months after transplantation comparing with pre-
transplantation period but there was no organ rejection associated with EBV
infections.

EBV-DNA was found positive in three (8.1%) of pediatric oncology
patients. The positivity of EBV-DNA was considered associated with
Hodgkin’s lymphoma disease in two patients and reactivation in the other
patient.

EBV-DNA was found positive in 10 (20%) of the control group. At
acute infections, serolojic results by immunoblotting were found significantly
compatible with Paul-Bunnel, EBV-DNA positivity and low avidity in adult
controls but only low avidity were significantly found compatible in pediatric
controls.

In this study, the usefulness of EBV-DNA was shown; in determining

the reactivation in renal transplant patients; in evaluation of the diagnosis and



prognosis of EBV associated cancers in pediatric oncology patients and the
diagnosis and monitoring of acute infections associated with Paul-Bunnel,
immunoblotting and VCA-IgG avidity at the adult and pediatric

immunocompetant control patients.

Key words: EBV, Paul-Bunnel, Immunoblotting, VCA-IgG avidity,
RT-PCR.



GiRIS

Epstein-Barr Virls (EBV), basta enfeksiyéz mononikleoz (EM) olmak
tzere Burkitt lenfoma ve nazofarengeal karsinoma gibi malignitelerin de
etiyolojisinden  sorumlu, Herpes grubundan bir virGstir (1). EBV
enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi atipik lenfositlerin, heterofil antikorlarin,
virls antijenlerine karsi olusan spesifik antikorlarin ve viral DNAnin
saptanmasi ile mimkindar.

Paul-Bunnel testi hastaligin ilk haftasindan itibaren serumda
bulunabilen, 2.-3. haftada saptanma olasiligi artan heterofil antikorlarin
gbsteriimesinde kullanilan bir aglitinasyon testidir. EM gegiren erigkinlerin
%90’'Inda saptanabilen bu antikorlarin ¢ocuk yas grubunda yeterince
yUkselmemesi ya da ge¢ yiukselmesi Paul-Bunnel testinin kullaniminda yasa
6zgl bir kisitlilik getirmektedir (2). GUnumlzde heterofil antikorlarin
saptanamadigi durumlarda EBV enfeksiyonlarinin tanisinda EBV spesifik
serolojik testler tercih edilmektedir (3).

EBV enfeksiyonlarinin tanisinda virlsin majér antijenlerine karsi
olugsan antikorlarin gésterilmesi tanida oldukga yol gdstericidir (4). Bu amagla
viral kapsid antijen (VCA), nlkleer antijen (EBNA) ve erken antijene (EA)
karsi olusan antikorlardan (IgG ve/veya IgM) yararlaniimaktadir. Ancak yeni
enfeksiyonlarin %20-30’unda anti-EA antikorlarinin saptanamamasi ve anti-
EBNA antikorlarinin  genellikle konvelesan dbénemde ortaya c¢ikmasi
nedeniyle tanida bu antikorlarin arastiriimasinin énemi fazla degildir. Buna
karsin anti-VCA antikorlari olgularin  %90-94°lnde g06sterilmekte ve
enfeksiyon déneminin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (5). EBV
serolojisinin yorumlanamadigi olgularda EBV-VCA IgG avidite testi, Western
blot testi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile taninin dogrulanmasi yol
gbsterici olabilmektedir (3, 6, 7).

EBV latent enfeksiyon olusturan bir viriistir. Ulkemizde yetiskin
populasyonun %80-95’inde EBV seropozitifligi mevcuttur (4, 8). Bu nedenle



transplant alicilari veya onkoloji hastalari gibi 6zellikle immunstpresif hasta
gruplarinda EBV reaktivasyonunun gésterilmesi dnem tasimaktadir (2, 9).

EBV reaktivasyonunda rutin serolojik testler yetersiz kalabilmekte; bu
nedenle serumda viral DNA'nin PCR ile saptanmasi prognozu belirlemek
acisindan (organin reddi?) yararli olabilmektedir (3).

Bu calisma, EBV seropozitifligi saptanan c¢esitli hasta gruplarinda
EBV-DNA (PCR) dlzeylerinin EBV enfeksiyonlarinin tani ve takibindeki yerini
belirlemek amaciyla yapilmigtir.

Tarihce

Yorgunluk, ates, farenjit, lenfadenopati, splenomegali ve
mononukleer ldkositozla karakterize hastalik ilk olarak 1889’da Pfeiffer
tarafindan glandiler ates; 1920'de Sprunt-Evans tarafindan da EM olarak
tanimlanmistir (10-13). Paul ve Bunnel 1932’de EM olgularinin serumlarinda
koyun eritrositlerini yiksek titrede aglitine eden heterofil antikorlarin varligini
bildirmiglerdir (14, 15).

ingiliz bir cerrah olan Denis Burkitt, 1950’lerin sonlari ve 1960’larin
baslarinda Afrika’da ilk olarak B hicre lenfomasini tanimlamistir (16).
Lenfomanin mevsimsel ve cografi dagiliminin belirlenmesi igin yapilan
calismalarda Afrikali cocuklarda Burkitt lenfoma insidansinin yiksek oldugu
tespit edilmis fakat hastaligin enfeksiybz ve cevresel etiyolojisi
belirlenememistir (17, 18). Anthony Epstein ile arkadaslari Yvonne Barr ve
Bert Achong 1964’lerin sonlarinda Burkitt lenfomali hastalarin lenfoma hlcre
kultarlerinde herpesvirtis partiklllerini elektron mikroskobu ile géstermisler;
daha sonra bu bilgi Lancet’te yayinlanmig ve virise EBV ismi verilmistir (16).
EBV’nin EM’nin etiyolojik ajani oldugu 1968 yilinda; nazofarenks kanserli
hastalarin dokularinda EBV-DNA’sinin varligi 1970 yilinda; EBV’nin AIDS’li
hastalarda oral sacli hucreli |6koplaki ve non-Hodgkin lenfoma ile iligkili
oldugu ise 1980’lerde gdsterilmistir (16, 19). Seroepidemiyolojik ve molekuler
calismalar EBV’nin ayni zamanda gastrik karsinom, oral skuamd&z hcreli



kanserler, diger lenfoid ve epitelyal timéorlerle de iligkili oldugunu géstermistir
(20, 21).

Siniflandirma

EBV Herpesviridae ailesinin Gammaherpesvirinae alt ailesinde
bulunan Lenfokriptoviris genusunun bir Gyesidir (22).

Toplumda yaygin olarak gorilen degisik hastaliklarin etiyolojisinde
yer alan herpesvirisler, nikleusta replike olan zarfli DNA virGsleridir. TUm
omurgallari enfekte edebilme yetenegine sahiptir (23).

Herpesvirlsler doku tropizmi, patojenite ve kaltir kosullarindaki
davranislarina gore Ug alt aileye ayrilirlar:

Alfaherpesvirusler (sitolitik): Norotropik, replikasyon déngasu hizli,
konak ve hicre yelpazesi genis olan virGslerdir. Oral herpes enfeksiyonu
etkeni Herpes simplex virus tip-1 (HSV-1), genital herpes enfeksiyonu etkeni
HSV-2, sucicedi ve zona etkeni Varicella-Zoster Virus (VZV) bu grupta yer
almaktadir.

Betaherpesvirlisler (sitomegalik): Genom buyUkligli ve yapisi
farkli, replikasyon déngusl daha yavas, hlicre yelpazesi daha dar (glandtler
hicreler ve/veya lenfoid doku hucreleri) olan virGslerdir. Egzantem subitum
etkeni Roseola virlis ve Cytomegalovirus (CMV) bu grubun Gyeleridir.

Gammaherpesvirusler (lenfoproliferatif): Alfaherpesviriislere gére
nispeten daha yavas replike olurlar; lenfoid doku hiicrelerini tutarlar. Kaposi
Sarkomu etkeni Human Herpesvirus tip-8 (HHV-8), EM ve lenfoma etkeni
EBV bu gruba ait 6rnekler arasinda gdsterilebilir (Tablo-1) (24).



Tablo-1: Herpesvirlslerin siniflandiriimasi (24).

. BiYOLOJIK OZELLIKLER ORNEKLER
ALTFAMILYA
3 GENUS Py Genal
Gelisim | Sitopatoloji atent esmi | ene
: Enfeksiyonlar Isim Isim
HHV-1, HSV-1,
Simpleksviras ]
Alphaherpesvirinae Kisa Sitolitik Naronlar HHV-2 | HSV-2
Varisellavirls HHV-3 VZV
Sitomegalik Bobrekler Sitomegalovirls HHV-5 CMV
Betaherpesvirinae Uzun Lenfo- Lenfoid _ HHV-6, | HHV-8,
) ) Roseolavirls
proliferatif Doku HHV-7 HHV-7
Lenfo- Lenfoid Lenfokriptovirls | HHV-4 EBV
Gammaherpesviinae | Dedisken ) i
proliferatif Doku Radinovirts HHV-8 KS

HHV: Human herpesvirus, CMV: Cytomegalovirus, HSV: Herpes simplex virus,
EBV: Epstein-Barr virus, VZV: Varicella-Zoster virus, KS: Kaposi sarkomu

EBV Yapisi ve Ozellikleri

Herpesvirtslerin genel 6zelliklerine sahip olan EBV c¢ift-sarmalli DNA
virlsiddr. Yaklasik 172.000 baz cifti iceren viral genom olgun viriyonda
lineer; latent enfekte B hlcrelerinde ise sirkiler/epizomal yapida bulunur.
ikozapentahedral simetrili kapsidi 162 kapsomerden olusur. Lipid zarfi viral
glikoproteinleri igerir, zarf ile nuUkleokapsid arasinda amorf proteindz
tegument yer alir (Sekil-1).

Ernvelope proteins

Sekil-1: EBV yapisi (25).



Konak 6zgulligu ¢ok sinirli olan EBV, in-vitro olarak insan ve bazi
primatlarin B lenfosit ve nazofarenks epitel hiicrelerinde Uretilebilir. Hlcre
kultarlerinde sitopatik etki olusturmaz. EBV genomu tasiyan enfekte hiicreler
devamli bélinme 6zelligi kazanirlar. Bdyle hicrelere ‘transforme’ veya
‘immortal’ hiicre adi verilir (1, 26).

EBV genomunun timd ve pek ¢ok RNA drind tanimlanmistir.
Genom bdlgeleri, genomun BamHlI-restriksiyon endonlkleaz haritasindaki
pozisyonuna bagli olarak belirlenmis ve BamHI parcalarinin boyutuna goére
isimlendirilmigtir; BamA en uzun genom bdlgesi olup, kicik parcalar kigtk
harflerle gdsterilmistir. Genom yaklasik 100 tane agik okuma bdlgesi (open
reading frame; ORF) igerir. EBV iki tekrarlayan terminal bdlge arasinda, bir
seri birbirine benzemeyen sekanslarin internal tekrarlarla ard arda dizildigi bir
genoma sahipti. Cembersel yapilasma sirasinda iki terminal bdlge
birlesmektedir (Sekil-2).
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Sekil-2: EBV genom yapisi (27).

EBV ile enfekte hiicrelerde viral genom ekstrakromozomal epizom
olarak kalmaktadir. Viral DNA’nin konagin kromozomal DNA’sina
entegrasyonu baslica lenfoblastoid hiicre dizilerinde gdsterilmistir (21, 28).
Genomda 70 civarinda protein kodlanir; timinin fonksiyonu kesin olarak
belirlenememistir. DNA’da c¢esitli tekrar bdlgeleri nedeniyle proteinlerin
bOyUklGga virGsten virise dediskenlik gdsterir (21).



EBV Antijenleri

Eksprese olduklari viral siklus fazina gére EBV antijenleri iki gruba
ayrilr.

1. Latent faz antijenleri: Virisin latent enfeksiyon olusturdugu B
hicrelerinde sentezlenen proteinlerdir. Epstein-Barr nikleer antijen-1 (EBNA-
1), EBNA-2, EBNA-3A, 3B, 3C, EBNA-lider protein (EBNA-LP), latent
membran proteinleri (LMP-1, LMP-2), translasyona ugramamis ve poliadenile
olmamis kicik RNA molekuilleri (EB encoded RNA; EBER-1, EBER-2) ve
BamH1-A bdlgesi transkriptleri (BARTs) bu grupta bulunur. Bu antijenlerin
ekspresyonu, EBV genomunun varhdini gosterir. Degismeksizin eksprese
olan antijen sadece EBNA-1’dir; EBNA-1 viral epizomlarin devamliligi igin

gereklidir. LMP-2 ekspresyonu, reaktivasyonu engeller (Tablo-2) (16).

Tablo-2: EBV latent faz antijenlerinin fonksiyonlari (29).

Antijen Fonksiyonlari
EBNA-1 Epizomal DNA'nin devamlilig
B lenfosit transformasyonu, transkripsiyon aktivatort,
EBNA-2 o
viral ve hlcresel proteinlerin ekspresyonu
EBNA-3 B lenfosit transformasyonu (3A ve 3C)

EBNA-LP Transformasyona ugramis hiicrelerin uzun sireli devamliligi

LMP-1 Transformasyon, sinyal yollarinin uyariimasi

LMP-2 B lenfositlerin EBV aracili litik enfeksiyonlarinin énlenmesi,
latensinin devami

EBER’ler Apoptozdan kagis

2. Litik faz antijenleri: Litik enfeksiyon fazinda eksprese edilen
erken ve geg proteinlerdir.

2.a. Erken baslangic antijenleri (immediate early; IEA): Litik fazda
gen ekspresyonunun indiklenmesinde anahtar rol oynayan, transkripsiyon
aktivatorleridir [BZLF-1 geni tarafindan kodlanan BamHi Z Epstein-Barr virus



replication activator (ZEBRA) ve BRLF-1 geni tarafindan kodlanan R
transaktivatér (Rta)] (30, 31).

2.b. Erken antijenler (EA): Yaklasik 30 erken gen tarafindan
kodlanan yapisal olmayan proteinlerdir. Cogdunlugunun viral DNA
replikasyonunda enzim fonksiyonu vardir. (32). Sentezleri viral DNA
replikasyonuna bagimli degildir. Bu antijenlerin ekspresyonu, produiktif viral
replikasyonun basladigini gésterir.

EA’nin iki komponenti vardir. Yaygin komponent (diffuse; EA-D)
enfekte hlcrelerin nikleus ve sitoplazmasinda; kisitl komponent (restricted;
EA-R) ise sadece nlkleusda bulunur.

EA-D, EA-R’den dnce viral replikasyon ddongistnin erken evresinde
ortaya cikar. Akut EM hastalarinin serumlarinda anti-EA-D antikorlari, anti-
EA-R antikorlarindan daha fazla saptanir. Burkitt lenfomali hastalarda bunun
tersi go6ralir. Nazofarenks kanserlerinde ise anti-EA-D antikorlari daha
baskin olmakla birlikle genellikle her iki antikor da saptanabilir. EA’nin
belirlenmesi hiicrenin litik dénglye girdiginin ilk gdstergesidir (33).

2.c. Gec¢ antijenler: Kapsid ve zarfin yapisal komponentleridir.
Ozellikle prodiktif viral enfeksiyon sirasinda sentezlenirler (23).

2.c.1. Viral kapsid antijen (VCA):

Litik enfeksiyonun gec ddneminde sentezlenen, glikolize olmayan
yapisal proteinlerdir (32). Cekirdekte viriyonlarin toplanmasinda ve konak
hicreden salinmasinda rol alirlar (33, 34).

2.c.2. Membran antijenleri:

Enfekte hicre membraninda bulunan glikoprotein yapisindaki bu
antijenlerin virlistin enfektivitesi ve yayllmasinda rolleri vardir. Olgun virlisiin
zarf yapisinda eksprese edilirler, nétralizan antikorlar indUklerler (34,35).
BLLF-1 geni tarafindan kodlanan majér zarf glikoproteini (gp 350/220), BXLF-
2 gen Urand gp85, BZLF-2 gen trin0 gp42 ve BKRF-2 gen rinG gp25 bu
antijenlerden bazilardir (36, 37) (Sekil-3).
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Sekil-3: EBV enfeksiyonu (38).

EBV Enfeksiyonlarinin Mekanizmasi

EBV, saglikh kisilere genellikle tikrik, bogaz salgisi, yakin temas;
nadiren kan veya kontamine esyalar ile bulagsir. Viris EM olgularinin, immdn
sistemi baskilanmig hastalarin ve saglkh EBV seropozitif bireylerin oral
sekresyonlarinda bulunabilir (39). Enfeksiyonun baslangicinda vir(s,
gp350/220 majér glikoproteini ile B hlcre ylzeyinde yer alan C3d
kompleman reseptérine (CR2/CD21) baglanir. EBV’nin B hicrelerine
girisinde gp85, gp42 ve gp25 glikoproteinlerinden olusan bir kompleks de rol
oynar. Bu kompleks EBV ile MHC klas-Il molekilleri arasindaki etkilesime
aracihk eder (Sekil-3). Viristn B htcrelerine girisinde MHC klas-11 molekalleri
ko-reseptér olarak goérev alir (40). CD21 ile gp350/220 capraz baglanmasi B
hiicrelerini aktive eder; ilk olarak lenfosit-spesifik tirozin kinaz aktivasyonu ve



Ca mobilizasyonu gerceklesir. Bunu artan mRNA sentezi, hiicre adezyonu,
blast transformasyonu, ylizey CD23 ekspresyonu ve IL-6 olusumu takip eder
(27).

EBV, B lenfositlerinde genellikle latent enfeksiyon olusturur. Bu
dénemde tam bir viral replikasyon olmaz (23). Viral genomun kapsidsiz olusu
nikleusa transferi, Wp promotorundan sirkilasyon ve transkripsiyonu, latent
genlerin ekspresyonunu saglayan kaskati baslatir. Epstein-Barr nikleer
antijen-lider proteini (EBNA-LP) ve EBNA-2 saptanan ilk proteinlerdir. Bunlar
hicre déngusunin erken G1 fazi igin gerekli hazirhdr yaparlar. EBV ile
enfekte hicreler, yiksek hiicre yogunluguna ve otokrin sitokin tretimine bagh
olarak prolifere olurlar. Takiben daha hizli gelisen ve otokrin gelisme
mekanizmasina daha az bagimh olan hicrelere dénugsurler. VirGs in-vivo
enfeksiyonu takiben, hafiza B hicreleri icinde latent enfeksiyon olusturur ve
bu olay latent genlerin sinirli ekspresyonu ile kendini gésterir (27) (Sekil-3).

Latensiden litik enfeksiyona gecisi saglayan anahtar transkripsiyonel
aktivator proteinleri kodlayan viral BZLF1 ve BRLF1 genleri, erken genlerin
transkripsiyonunu da tetikler. EBV yasam ddngustnin litik replikasyon
fazinda bircok viral gen, enzimlerle birlikte nikleotid biyosentezinde; m-RNA
olusturulmasinda; viral DNA replikasyonunda; kapsid ve viral zarf
proteinlerinin sentezinde gorev alir (41-43).

EBV, B hucrelerini 6lumsizlestirebilme yetenegine de sahiptir.
VirGstn tutunmasini takiben hdcreler, hiicre dénglstine girmek Uzere aktive
edilir. Bu sirada bazi viral genler eksprese olur; hicreler devaml ve
kontrolstz bir sekilde cogalma 6zelligi kazanir. Lineer olan EBV genomu bir
halka olusturur ve replike olur. Viral DNA'nin blydk bir bélimi enfekte
hicrelerde sirkiler epizomlar halinde varligini strdirirken, bir kismi hicre

genomuna entegre olur. EBV ile enfekte olan B hicreleri farklilagarak
immunoglobllin sentezler ve B hicre aktivasyon Urtnlerini (CD23/FcERII)

eksprese ederler. immortal hiicrelerde en az 10 viral gen Uriiniiniin eksprese
edildigi gosterilmistir. Olimsiizlesen B hiicre popiilasyonunun ¢ok azinda
(<%10) viral partikillerin serbest hale gectigi gosterilmistir (23, 44).
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EBV Enfeksiyonlarinda Patogenez ve immiinite

Orofarenks mukozasindan viicuda giren viris 6nce orofarenks ve
tikrik bezi epitel hicrelerine, daha sonra hedef hcreler olan larenksin
lenfoid dokularindaki duyarl B lenfositlere ulasir. Orofarenkste surekli olarak
cogalan virs orofarengeal siviya gecer ayrica diger B lenfositlerini enfekte
eder. EBV ile enfekte B lenfositlerde 30-50 gunlik inklbasyon periyodunu
takiben viral replikasyon baslar. Enfekte B lenfositler enfeksiyonun
lenforetikller sisteme yayilmasindan sorumludur (45). Orofarengeal epitel
hicrelerinde EBV tasiyicihdr 6mUr boyu surebilir. Enfekte B lenfositler
nadiren litik enfeksiyon strecine girerken cogunlukla latent enfeksiyona gider.
Latent enfeksiyonda enfekte B hicreleri ve lenfoepitelyal hicrelerde distk
dizeydeki virls replikasyonu, EBV-spesifik sitotoksik T lenfosit yaniti ile
kontrol edilerek dengede tutulur. Benzer sekilde sitotoksik T lenfosit yanitlari
reaktivasyonlari da (litik faza gecisi) kontrol eder (32) (Sekil-4).
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Sekil-4: EBV enfeksiyon basamaklari (27).

Virls, B lenfositlerinin  degdisik olgunlasma basamaklarini
yOnlendirerek konakta yasam boyu varligini strdirtr (46). Viral ve hicresel
promoterlerin aktivasyonu sonucu apoptoz baskilanir ve hticre proliferasyonu
artar. Virls tarafindan kodlanan RNA’lar, RNA ile aktive protein kinaz
aktivasyonunu engelleyerek interferona direng saglarken; ayrica IL-10
salinimini uyararak T lenfosit cevabini azaltir ve proliferasyonu aktive ederler
(47). Bundan sonra viral DNA enfekte hiicrede plazmid-benzeri sirkller bir
forma dénusir ve B lenfosit bélindikge bunlar da replike olarak lenfositlere
O6lumsizlik 6zelligi kazandirir. EBNA ve LMP’nin T lenfositlerini uyarmasi
sonucu ¢ok sayida CD8 T lenfosit gelisir. Bunlar sitoplazmalari vakuoll{,
lobile nikleuslu atipik CD8 T lenfositlerdir. Downey hicreleri adi verilen bu
hicreler enfeksiyonun 2. haftasindan itibaren ortaya cikarlar (Sekil-5).
Hlcresel immidn yetmezliklerde (6rnegin HIV enfeksiyonu), immortal B
lenfositler yeterince baskilanamaz ve hastalik kroniklesir; B hlcre
proliferasyonu surer ve lenfoproliferatif hastaliklarin gelisimi kolaylagir (45).
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Sekil-5: Atipik lenfositler (Downey hiicreleri) (45).

Transformasyonu takiben konak hiicrelerin cogalmasi sonucu latent
formda EBV genomu igeren hicrelerin sayisi artar. EBV ile transforme olan B
lenfositlerinde viral proteinlerin yaninda ¢ogunlukla IgM olmak Gzere IgG, IgA
izotipinde immuUnoglobulinler de sentezlenir (45).

Hiimoral immiinite

Primer EBV enfeksiyonunda, viral antijenlere karsi immin yanit
uyarihr. Bunun yani sira virtsle iligkili olmayan koyun ve at eritrosit
antijenlerine kargl antikor yapimini da uyarilir; bu antikorlara heterofil
antikorlar adi verilir. EBV proteinleri ile capraz reaksiyon olusturmayan ve
genellikle IgM yapisinda olan heterofil antikorlarin, hastaligin patogenezi ve
seyrindeki rolleri bilinmemektedir (49). Ayrica heterofil antikor titresi ile
hastaligin siddeti arasinda korelasyon da saptanmamistir. Bu antikorlar ilk
kez Paul ve Bunnell tarafindan koyun eritrositlerini aglitine eden antikorlar
olarak tanimlanmistir. EM olgularinin yaklasik %90’inda saptanabilen bu
antikorlar, hastaligin herhangi bir evresinde olusabilir; genellikle hastahgin 2-
3. haftasindan sonra pozitiflesirler (45).

Enfeksiyon sirasinda EBV majér antijenlerine (VCA, EBNA, EA) karsi
olusan spesifik antikorlarin saptanmasi, 6zellikle atipik lenfositoz ve heterofil
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antikorlarin  bulunmadigi ancak EBV enfeksiyonundan kugkulanilan
hastalarin tanisinda 6nem tasir. EBV serolojisi ayni zamanda akut
enfeksiyonu, gecirilmis enfeksiyondan veya reaktivasyondan ayirmak icin de
gereklidir (4).

Anti-VCA IgM antikorlari, akut enfeksiyon gdstergesi olup
enfeksiyonun ilk haftasinda saptanir ve ¢ ay boyunca devam eder. Ancak
olgularin %10’unda 4 aydan daha uzun sidren pozitiflikler bildirilmigtir. Anti-
VCA IgG antikorlari, semptomlarin baglamasindan 4-7 giin sonra ortaya ¢ikar
ve dmir boyu devam eder. Anti-VCA IgA antikorlari ise akut enfeksiyonda ve
nazofarengeal karsinomada saptanabilir (45).

Anti-EBNA 1gG antikorlari, akut enfeksiyondan konvelesan déneme
gecisin gostergesidir. Bu antikorlar EM olgularinin  timdnde hastaligin
baslangicindan 3-4 hafta sonra ylkselir ve 6mir boyu devam eder. Heterofil
antikor negatif hastalarda anti-EBNA antikorlari tani koydurucudur.
Konvelesan ddnemde titresi giderek artar. immiin sistemi baskilanmig
hastalarda anti-EBNA titreleri azalir ve nadiren kaybolur. Dominant antikor
komponenti olan anti-EBNA-1, 6-12 ay sonra pik yapar (45).

Kapsid antijeni p22’ye karsi olusan antikorlar da anti-EBNA-1
antikorlar gibi enfeksiyonun ge¢ déneminde olusur.

Enfekte hicrelerin litik siklusa gectiginin ilk gdstergesi olan anti-EA-D
IgG antikorlari viral replikasyon ile iligkilidir. Bu antikorlar, primer enfeksiyon
ve reaktivasyonda pozitiflesir. Akut enfeksiyonlarda %70-80 oraninda
saptanabilmektedir (50, 51). immiin floresan antikor (IFA) yéntemi ile anti-D
ve anti-R olmak Uzere iki tipi de degerlendirilebilir. Anti-EA-D IgG antikorlari
dclncl haftada pik yapar, O¢ ayda saptanamayan duizeylere iner;
reaktivasyonda ise orta diizeyde bulunur (45). Anti EA-R antikorlari iyilesme
déneminde saptanir (52) (Sekil-6). Anti-VCA IgM  antikorlarinin
saptanamadigr primer enfeksiyonlarda 6zellikle anti-EA antikorlarinin

arastinimasi taniya yardimci olur (4) (Sekil-6).
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Sekil-6: EBV spesifik antikorlar (53).

Litik EBV enfeksiyonunda viral zarf glikoproteini gp350/220’ye karsi
olusan nétralizan IgG antikorlari, 6-7. haftada maksimuma ulasir ve émur
boyu devam eder (49).

EM seyrinde serumda soguk aglUtininler, romatoid faktér, anti-
nukleer, anti-trombosit ve anti-diz kas antikorlari da saptanabilir. Gegici
olarak belirlenen bu antikorlar, EBV enfeksiyonunun neden oldugu poliklonal

B hicre aktivasyonunun sonucudur (32).
Hicresel immiunite

EBV'ye Kkarsi gucli bir himoral cevap olusmasina ragmen,
enfeksiyonun kontrolinden sorumlu primer faktér hiicresel immin cevaptir.
Akut enfeksiyonda lenfoblastlar periferik kana geger ve T lenfosit yanitini
uyararak tim vicuda yayilirlar. T lenfositlerinin sentezledigi sitokinler ise

klinik semptomlardan sorumludur. Olusan lenfositozun (15x10%L) nedeni
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aktive sitotoksik T lenfosit dlizeyindeki belirgin artistir. T hlcre aktivasyonu
sonucu lenfoid organlarda blylime saptanir. Akut enfeksiyonun 2. haftasinda
periferik kanda sayilari artan atipik T lenfositleri (Downey hUcreleri)
|6kositlerin %10-80’ini olustururlar (mononikleoz). NK hicreleri, CD4 ve CD8
T lenfositleri EBV ile enfekte B hlicrelerinin proliferasyonunu kontrol etmeye
calisirlar. Ancak virlis yasam boyu konakta persistan enfeksiyona neden olur.
immiin sistemi baskilanmig hastalarda ise periferik kanda EBV pozitif B
lenfosit sayisinda artis saptanir (32).

EBYV ile iligkili Hastaliklar

Enfeksiy6z Mononiikleoz (EM)

En sik rastlanan EBV enfeksiyonudur. Etken tlOkrik ile bulagir,
enfeksiyon orofarenkste baslar. Viral replikasyon farenksin epitel hiicreleri ve
tikrik bezlerinde gercgeklesir. Replikasyonu takiben virls, B lenfositlerini
enfekte eder ve bu hlcrelerde varhdini strdirdr (latent enfeksiyon). Normal
bireylerde virtsle enfekte olan hlicrelerin cogu elimine edilir, ancak az sayida
enfekte lenfosit dmur boyu konakta kalir (54).

Hastallk cocukluk caginda genellikle asemptomatik seyreder.
Semptomatik hastalikta otitis media, diyare, Ust solunum yolu enfeksiyonu
gibi tipik olmayan belirtiler veya EM tablosu ortaya c¢ikar (49). Kiglk
cocuklarda klinik bulgular saptansa da yarisinda heterofil antikorlar olugsmaz.
Yas ile hem Kklinik belirtiler hem de heterofil antikor pozitifligi artar; 4 yas
grubunda enfeksiyon gecirenlerin %80’inde heterofil antikor saptandigi
bildirilmistir (55).

Hastalik genellikle bogaz agrisi, bulanti, farenijit, ates, bas agrisi, gri-
beyaz ekstdalar ve nekrotik alanlar iceren tonsillit, 6n ve arka servikal lenf
nodu tutulumu, karaciger enzim artisi ile karakterizedir. Hepatomegali (%6-
13), splenomegali (%50-63) go6rilur. Hastalarin periferik kanlarinda atipik
lenfositler saptanir. Hastalar 2-3 haftada iyilesir. Bodaz agrisi aylarca
surebilirken diger semptomlar kisa slrede kaybolur. Nadiren kronik

mononUkleoz sendromu gelisebilir (49).
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EBV ile enfekte B hicreleri siklikla IgA ve IgG, nadiren IgM sentezler.
Mononikleoz, B hicrelerinin  poliklonal transformasyonudur. Otoantikor
olusumu, hastalik icin tipiktir. Enfekte olmayan B hicrelerinin aktivasyonu
otoantikorlarin kaynagi olabilir. Hastalarin %90’inda heterofil antikorlar
saptanir (54).

EM olgularinin en sik (%70) komplikasyonu ampisilin kullanimini
takip eden morbiliform dokintidir. Nedeni tam olarak aciklanamamistir;
hastalar ampisiline duyarl degillerdir (49). Hastalarda hematolojik, ndrolojik,
hepatik veya dalak rlptiri gibi komplikasyonlar nadiren ortaya ¢ikmaktadir
(45). Dalak rdptird hayati tehdit eder ve 1-2/1000 oraninda gordlar.
Genellikle spontan riptidr olusur ve hastaligin siddeti ile uyumlu degildir (49).
Ayrica otoimmUn hemolitik anemi, trombositopeni ve hafif ndtropeni
gorulebilir. Olgularin %1’inden azinda ensefalit, aseptik menenijit, transvers
miyelit, Guillain-Barre sendromu, optik nérit gibi nérolojik komplikasyonlar
gelisebilir. Bunun diginda siroz, perikardit ve fatal miyokardit olgulari da
bildiriimistir (56). Nadir ancak o6liumcil olan masif 6dem ve lenf nodu
hiperplazisine bagl hava yolu tikanikhdi da gérulebilir (49).

EM tablosu EBV disinda CMV ile de olusabilir ancak klinik ve
laboratuvar bulgular farklidir. Akut toksoplazmozda ve adenovirlslerle de
EM benzeri tablo olusabilir. Tani serolojik testlerle konur. Ayirici tanida
distuntlmesi gereken diger hastaliklar viral hepatit, kizamikgik, streptokokkal
tonsillit ve primer HIV enfeksiyonudur (57).

Kronik Aktif (Persistan) EBV Enfeksiyonu

EM Klinigini takiben kalici yorgunluk, bas agrisi, miyalji, subfebril
ates, lenfadenopati, hepatosplenomegali, pnémoni, nérolojik ve oftalmik
patolojiler ile seyreden uzamis bir hastalik tablosudur. Hastalarin ¢cogunda
kronik EBV enfeksiyonu ile uyumlu antikor profilleri saptanir. ‘Kronik
mononUkleoz’ tablosunun aylar ve yillar boyu devam eden bir sendrom
oldugu dustndlmektedir. Ayrica nadir g6rllen, ciddi malignitelere veya
6lumcul seyreden diger hastaliklara déntsen EBV ile iligkili tablolara ‘kronik
aktif EBV enfeksiyonu’ adi verilmektedir.
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Kronik mononikleoz sendromlu hastalarda ylksek diizeyde anti-VCA
ve anti-EA antikorlari (IgG ve IgA) olusur, bunun yani sira normal, disik
veya saptanamayacak dizeyde anti-EBNA antikorlari bulunabilir. Ayrica anti-
VCA IgM titreleri cok dislk veya saptanamayacak dizeylerde olabilir.
Pansitopeni ve poliklonal hipergamaglobilinemi gelisebilir. Bu hastalarda
yliksek dizeyde EBV genomu saptanmistir. Etiyopatogenezinden hicresel
immUn yanit, interferon sistemi ve NK hicre aktivitesinde yetersizlik;
EBNA’ya anormal himoral yanit ya da EBV varyanti bir susun etken
olabilecegdi sorumlu tutulmaktadir (33, 52).

Hemofagositik Lenfohistiositoz

Hemofagositik lenfohistiositoz, benign bir hastaliktir. Histiositik
proliferasyon ve hemofagositoz ile karakterizedir. EBV ile enfekte lenfositler
timdr nekrozis faktor-alfa (TNF-a) ve interferon-gama (IFN-y) salinimini
artirarak makrofaj aktivasyonuna neden olur. Hastalik ates, lenfadenopati,
hepatosplenomegali, hepatit, pansitopeni ve koagtlopati ile kendini gdsterir
(36).

Burkitt Lenfoma

Denis Burkitt, 1958 yilinda Afrikali ¢ocuklarda lokalizasyonu,
histopatolojisi ve cografi dagilimi farklihk gésteren bu lenfoma tirind tarif
etmigstir. Hastaligin EBV ile iligkisi ilk kez 1964 yilinda gdsterilmistir. Endemik,
sporadik ve immun yetmezlikli kigilerle iliskili olmak UGzere G¢ klinik formu
vardir. Burkitt lenfomanin endemik formu, Afrika’'nin ekvatoryal bélgelerinde
ve Papua Yeni Gine'de sik¢ca (1.000.000 kiside 50-100) gérultr. TUmor
hicrelerinde EBV’nin varligi ile endemik Burkitt lenfoma arasinda hemen
hemen %100 iliski bulunmustur (37). Afrika’da ¢cene tutulumu baskin olup,
diger bdlgelerde abdominal tutulum daha &én plandadir. Sporadik form
cogunlukla genclerde ve cocuklarda gérilir ve herhangi bir 6zel cografi
dagilimi yoktur. insidansi 1.000.000 kiside 2-3 olup endemik hastaliktan ¢ok
daha dUguUktir. Amerika ve Avrupa’da sporadik hastalik nadir géralir (%15-
30). Burkitt lenfomanin sporadik formunda EBV’nin varligi %15-30 arasinda
degismektedir (16).
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Burkitt lenfomada hlicre ¢odalmasinda roll olan c-myc onkogeninin
immunglobdlin agir ve hafif zincir gen bdlgelerine translokasyonu sonucu
anormal hlcre proliferasyonu géralir. EBV ile enfekte B hucrelerinin
transformasyonu bu htcreleri 6limsuzlestirir. Beraberinde endemik sitma ve
kronik HIV enfeksiyonu gibi risk faktérlerinin B hicre proliferasyonunu stimule
etmesi, translokasyonlarin olusmasi ve T hucrelerinin baskilanmasi sonucu
c-myc onkogeninin regulasyonu bozulur. Burkitt lenfomada viral latent
genlerden sadece EBER’ler ve EBNA-1 eksprese edilir. EBV tarafindan
kodlanan RNA’lar hucreleri c-myc tarafindan indlklenen apoptozisten
koruyan bcl-2 ekspresyonunu dizenleyerek hastaligin malign 6zellik
gbstermesine yol agar. c-myc, hicre proliferasyonuna ve apoptozisin artisina
yol acar. c-myc ekspresyonunun artisi, bcl-2 ekspresyonunu arttirir ve
apoptozise direng gelisir (16, 36, 58).

Hodgkin Lenfoma

Hodgkin lenfoma siklikla servikal lenf nodullerini tutan, cogunlukla
geng erigkinlerde gorilen, malign lenfoma grubunda kabul edilen heterojen
bir hastaliktir. Gelismekte olan Ulkelerde 15 yas dncesi olgularin daha sik
oldugu bildirilmistir. Hodgkin ve Reed-Sternberg hicrelerinin lenfoid kdkenli
olmasi nedeniyle hastallk Hodgkin lenfoma olarak adlandiriimistir.
Etiyopatogenezinde belirsizlikler bulunmakla birlikle, enfeksiyon ile iligkisine
yonelik epidemiyolojik, klinik ve histopatolojik kesin bulgular vardir. EBV ile
iliskisi, serolojik galismalar ve biyopsi érneklerinde viral genomun siklikla
saptanmasiyla gésterilmistir. Ancak virisin hastaligin gelismesindeki roll ve
prognostik 6nemi tartismahdir (58).

Hodgkin lenfoma, biyolojik ve klinik &zellikleri g6z 6ndnde
bulundurularak nodiler lenfosit baskin ve klasik Hodgkin lenfoma olmak
Uzere iki gruba ayrilir (58).

Noduler lenfosit baskin tip tim Hodgkin lenfomalarin % 5’ini
olusturur. Diger tiplere kiyasla oldukga iyi bir prognoza sahiptir ve gec¢
relapslara daha sik rastlanir. Neoplastik hicreler lenfosit predominant (LP) ya
da “popcorn” hicreleri olarak adlandirilan B lenfosit kdkenli hicrelerdir.

Klasik Reed Sternberg hicreleri bulunmaz. Latent EBV enfeksiyonu LP
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hicrelerinde hemen higc goérllmez, fakat zemin popuUlasyonundaki
lenfositlerde bulunabilir. EBV’nin transformasyonda rol yoktur (58).

Reed Sternberg hicreleri, klasik Hodgkin lenfomanin patognomonik
6zelligi olarak kabul edilir. EBV pozitif Reed Sternberg hiicreleri, EBER in-situ
hibridizasyon yéntemi ile klasik Hodgkin lenfoma olgularinin yaklasik % 40-
50’sinde g0sterilmis; EBV pozitif hicrelerin monoklonal oldugu, dolayisiyla
EBV enfeksiyonunun klonal hicre proliferasyonundan o6nce gercgeklestigi
saptanmistir. Bu nedenle klasik Hodgkin lenfomanin patogenezinden EBV
sorumlu tutulmaktadir. Gelismekte olan Ulkelerde ve HIV ile enfekte
bireylerde EBV enfeksiyonunun prevalansi % 100’e ulagmaktadir. EBV
pozitifligi hastaligin histolojik alt tiplerine ve epidemiyolojik faktdrlere bagli
olarak degiskenlik gdsterir (mikst sellller tipte % 75, noduler sklerozan tipte
ise % 10-40). Ayirici tanida EBV pozitifligi dnemlidir. EBV pozitif olgularda
viral latent genlerden EBER’ler, EBNA-1, LMP-1 ve LMP-2A eksprese edilir
(27, 58).

Nazofarengeal Karsinoma

Nazofarengeal karsinoma Glney Cin, Kuzey Afrika ve Alaska’da
siklikla gérdlar (49). Nazofarengeal karsinomanin nonkeratinize ve keratinize
olmak Uzere iki formu vardir. En sik gbrilen nonkeratinize indiferansiye
formunda EBV pozitiftir (16). Erken preinvaziv displastik lezyonlarin veya
karsinoma in-situnun malign invaziv timére déntisiminde EBV genomunun
varligi énemlidir (59). Nazofarengeal karsinomali hastalarda siklikla EBV
yapisal proteinlerine karsi ylksek titrede IgA antikorlari olusur. Glney Cin’de
hastaligin erken tanisinda tarama amaciyla EBV-spesifik VCA IgA
antikorlarindan yararlaniimaktadir. EBV-spesifik antikor titreleri artik¢a,
hastaligin prognozu kétllesir (16). Son zamanlarda, hastaligin tani ve
takibinde plazmada EBV-DNA saptanmasi daha glvenilir bir belirte¢ olarak
bildiriimektedir (60, 61). Ancak molekller ydntemler pahalidir bu nedenle
etkilenen cografi bélgelerde serolojik testler blyUk élcekli genel taramalar igin
daha uygundur.

indiferansiye nazofarengeal karsinoma olgularinin cogunda LMP-1

ve LMP-2A ekspresyonu gdsterilmistir. LMP-1 fibroblastlari transforme eder,
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keratin gen ekspresyonunu etkileyerek morfolojik degisikliklere neden olur ve
transforme insan keratinositlerinde olgunlasmayi bloke eder. Ayrica
epidermal blyime faktér ekspresyonunu uyarir; A20 geninin aktivasyonu ile
p53 aracili apoptozisi bloke eder. Yiksek invazyon ve metastaz kapasitesi
olan matriks metalloproteinaz 9’u aktive eder (37).

Post Transplant Lenfoproliferatif Hastalik (PTLD)

EBV reaktivasyonlari immuin yetmezligi olan hastalarda, benign
poliklonal hiperplaziden oligoklonal/monoklonal malign lenfomaya kadar
degisen genis spektrumda bir dizi lenfoproliferatif hastalik ile iligkilidir (62,
63).

Transplantasyon yapilmis imminsUpresif hastalar icin risk olusturan
bu hastaliklar genellikle atipik poliklonal B hicre proliferasyonu sonucu
olusur.

Goérilme  orani  transplantasyon sonrasinda %1-20, AIDS
hastalarinda ise %1-4 olarak bildirilmistir. Risk faktérleri seropozitif vericiden
seronegatif aliciya nakil, gen¢ yas, CMV enfeksiyonu, bébrek, ince barsak,
kalp-akciger ve karaciger nakilleridir. Genellikle immunsupresyonun
azaltilmasi ya da durdurulmasini takiben PTLD geriler. Ancak bazilari agresif
monomorfik non-Hodgkin lenfomaya ddntsebilir (36).

EBV ile iligkili PTLD’nin izlenmesi, yiksek riskli transplant alicilarinda
6nem tasir. Seronegatiflik risk faktérl oldugu igin transplantasyon éncesinde
EBV serolojisi belli olmalidir. Transplantasyon sonrasinda, transplant
alicisinda immuinstpresyonun yeterli antikor Gretimini engellemesi nedeniyle
seroloji sinirh kalmaktadir. VirGs yakinin ntkleik asit amplifikasyon testleri
(NAAT) ile izlenmesi tercih edilen bir ydontemdir (64). Saglikli seropozitif
kisilerin tOkrik ve I6kositlerinde de EBV genomu saptanabildidi i¢in hastalik
tanisinda testin prediktif degeri dusuktir (65, 66). Serum ve plazma
Orneklerinde EBV genomu saptanmasinin konak-virts iliskisindeki patolojiyi
belirlemede daha guvenilir oldugu bildirilmistir (67, 68). Bununla beraber
serum ve plazma &rneklerinde saptanabilir dizeyde EBV-DNA bulunan
immun yetmezlikli hastalarda EBV ile iligkili semptomlar gériimeyebilir.

Genom sayisindaki hizli artig, testin yapildigi dénemde gelisen patolojinin
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glcll bir gdstergesidir ve riskli hastalarda EBV ile iligkili malignitelerin daha
titiz arastirilmasini gerektirir (52).

Bu hastalik ve malignitelerin disinda EBV ile T hlcre lenfomalari, X’'e
AIDS,

granilomatozis, gastrik karsinom, meme karsinomu gibi bircok hastalik ve

bagh lenfoproliferatif sendrom (Duncan Hastalgi), lenfoid

malignitelerin iligkili oldugu gésterilmistir (Tablo-3).

Tablo-3: EBV ile iligkili olan enfeksiyon ve maligniteler (16).

Malign Olmayan
Hastaliklar

Malign Hastaliklar

immiinsiiprese Hastalar

immiinkompetan Hastalar

Enfeksiybz

mononukleoz

Post transplant

lenfoproliferatif hastalik

Burkitt lenfoma

Kronik aktif enfeksiyon

X’e bagl lenfoproliferatif

sendrom

Hodgkin lenfoma

Oral hairy I6koplaki

AIDS ile iligkili B hiicre

lenfomalari

Nazofarengeal karsinom

Virts ile iligkili

hemofagositik

Ciddi immiin yetmezlik ile

iliskili B hiicre lenfomasi

T hicre lenfomalari

sendrom
Lenfomatoid Ekstranodal NK/T hicre
granlilomatozis lenfomasi
Wiscott-Aldrich sendromu Lenfoepitelyoma benzeri
ile iligkili B hicre lenfomasi gastrik karsinom
Metotreksat ile iligkili B TikrUk bezi ve diger bas boyun
hiicre lenfomasi timorleri
Leomyosarkom Meme karsinomu
Hepatoseliiler karsinom
Folikiler dendritik hlcreli
sarkom
Epidemiyoloji

Enfekte kisilerin tikrik ve bogaz salgisinda bulunan EBV yakin
temas, kan ve kontamine esyalarla kisiden kisiye bulasmaktadir. Cocukluk
déneminde ortak kullanilan su bardaklari, ergenlik déneminde éplsme yakin
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temasla bulastan sorumludur. Saglikh kisilerde tikrtkle virts atilimi %15 iken
bu oran immunsupresif Kkisilerde, transplantasyon sonrasinda ve HIV
pozitiflerde %100’e yaklasir (29, 32). Lenfoproliferatif hastaliklarda, transplant
alicilarinda ve AIDS hastalarinda tikrikie EBV-DNA’nin arttigini gosteren
cesitli galismalar bulunmaktadir (69).

EBV ile karsilasma yasi cografi bolgelere gbre degdiskenlik gbésterir.
Enfeksiyon sosyoekonomik diizeyi yiksek olan topluluklarda, distk olanlara
gbre daha gec¢ yaslarda goérular. Erigskin yas grubunda seropozitiflik %80-
100’dur. Serokonversiyon 1-6 yas ve 14-20 yas dbénemlerinde pik yapar.
Ulkemizde erigkin yas grubunda seropozitifligin %70-99.4 oldugu bildirilmistir.
Ege Dbodlgesinde yapilan bir seroprevalans c¢alismasinda, erigkin yas
grubunda seropozitiflik %84.4 iken 0-4 yas grubunda %67.9 bulunmus ve
seropozitifligin yasla anlamli bir sekilde arttigi gésterilmistir (32).

EBV ile iligkili malignitelerde bazi kofaktérlerden séz edilmektedir.
Ornegin sitmanin neden oldugu bagisiklik yetmezliginin Afrika’da cocuklarda
gortlen Afrika Burkitt lenfomasinda, Cin'de gdérilen nazofarengeal
karsinomada ise genetik faktdrler, besinler ve gevresel faktérlerin kofaktor
olduguna dair calismalar vardir (32). Ulkemizde cesitli malignitelerin
etiyolojisinde EBV’nin rolinU arastiran caligmalarda; Hodgkin lenfoma-EBV
iligkisi %55-62.5 (mikst sellller tipte %75-100), non Hodgkin lenfoma-EBV
iligkisi %57, nazofarengeal karsinoma-EBV iligkisi %29 bulunmus;
Kuzeydogu Anadolu’da Hodgkin lenfoma-EBV iliskisi %75 iken, i¢ Anadolu
bdlgesinde %42.8 saptanmigtir (70-73).

EBV suslart EBNA genlerindeki polimorfizmlere gére tip A ve B
olarak (tip 1 ve 2) siniflandirilirlar. Seroloji ve PCR calismalari her iki tipin de
dinyada yaygin oldugunu ancak tip A’'nin tip B’den daha sik saptandigini ve
EM'da baskin tip oldugunu gdéstermistir. Afrika’da iki tip benzer oranda
g6ralurken, Amerika ve Avrupa’da tip A tip B’den 10 kat daha fazla bulunur.
Bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde, coklu EBV suslari ile koenfeksiyonlar
gosterilmigtir (52).
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Mikrobiyolojik Tani

EBV enfeksiyonlarinin tanisinda tam kan, plazma, serum, doku,
tokrik, bogaz calkanti suyu, beyin omurilik sivisi érnekleri kullanilir. VirGs
izolasyonu icin alinan 6rnekler calisma zamanina kadar -86°C’de
saklanmalidir. Serolojik tanida kullanilacak 6rneklerin -20°C’de saklanmasi
yeterlidir (52).

Elektron Mikroskopi

EBV enfeksiyonlarinin genellikle latent olmasi ve enfekte dokuda
viriyonlarin yeterli miktarda bulunmamasi nedeni ile tercih edilen bir tani
yéntemi dedgildir. Viral yikin fazla oldugu oral |I6koplakili hastalarda anlamli
olabilir (29, 52).

Antijen Saptama

EBNA-1, EBV ile enfekte tim hUlcrelerde eksprese edilen tek
antijendir. Enfekte doku ve hlcrelerde EBNA-1 antijeninin imminfloresan
testi ile gbsterilmesi en uygun ydéntemdir. Latent/litik enfeksiyonun ayrimi ve
EBV ile iligkili timorlerin latentlik tipini saptamak icin immunohistokimyasal
yéntemler yaygin olarak kullaniimaktadir. Latentlik tipini tanimlamada EBNA-
2 ve LMP-1 antijenlerinden yararlanilir. Virisiin saptanmasinda ise nukleik
asit ydontemleri daha duyarhdir (52).

izolasyon islemleri

EBV izolasyonu rutin bir iglem degildir ancak arastirma amagli
kullanilir. EBV izolasyonu igin hiicreden arindiniimig, filtre edilmis tikrik ve
bogaz calkanti érnekleri taze insan kordon kani lenfositlerine inokile edilir,
dort hafta izlenir. Viral izolatlarin her biri EBNA-2 ve EBNA-3 genlerindeki
polimorfizmler temel alinarak molekiler yéntemlerle tanimlanir. Ayrica her
izolat icin spesifik protein paternleri farkh oldugundan Western blot
ybntemiyle parmak izi ‘fingerprinting’ analizi veya ‘EBNotyping’ yapmak
mumkandar (52).

Nukleik Asit Yontemleri

Primer EBV enfeksiyonlarinin tanisinda rutin olarak kullaniimazlar.

Bu testlerden EBV ile iligkili hastalklarin etiyolojisini arastirmak ve tedavi
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yaklasimlarini belilemek amaciyla yararlanilir. Kullanilacak nukleik asit
yéntemi, laboratuvarin teknik donanimi, calisilacak 6rnek tiri ve hastanin
klinik durumuna gdére belirlenebilir (32, 52).

EBV ile iligkili hastaliklarin tanisi icin donmus ve parafinlenmis
kesitlerde EBER in-situ hibridizasyon, hicre slspansiyonlarinda sito-
hibridizasyon, dot blot hibridizasyon, Southern blot hibridizasyon veya NAAT
gibi degisik nlkleik asit yéntemleri kullaniimaktadir (52).

NAAT degisik klinik érneklerde EBV saptanmasinda en sik kullanilan
yéntemdir. Bu amacla iki prob kullaniimaktadir. Bunlardan ilki, EBNA-1’in
uzun internal tekrar sekansini kodlayan korunmus BamHI W bélgesidir. Bu
bdlge EBV ile enfekte hlcrelerde cok sayida kopya olarak bulunmaktadir.
DNA hibridizasyon ve genom amplifikasyon testlerinde bu bdlgeyi hedefleyen
problar maksimum duyarhliga sahiptir. ikinci prob korunmus LMP-1 genini
hedefler. in-situ NAAT formalinle tespit edilmis ve parafinlenmis kesitlerde
veya tam kanda bulunan EBV genomunu saptayabilir (52).

Real time polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) DNA saptamak igin
kullanilan hizli ve guvenilir bir yéntemdir. EBV igin ilk olarak 1999 yilinda
uygulanmigtir. RT-PCR, florojenik proplu veya SYBR green boyali PCR
grinlerini real-time laser goérintileme sistemiyle saptamaktadir. ilkinde
probun bir ucuna bagh floresan boya bildirici olarak ¢alisirken diger uctaki
ikinci boya birincinin yayim spektrumunu séndirdr. Reaksiyonunun uzama
fazinda Taq polimerazin 5’ nukleaz aktivitesi ile prop ayrilir ve ikinci boyanin
inhibitdr etkisi ortadan kalkar, floresan sinyal yayilir. ikinci sistemde SYBR
green boyasi Urin birikiminin gdstergesi olarak ¢aligir. Bu sistem daha az
pahalidir ama EBV igin hibridizasyon prob sistemine gbére daha az spesifiktir.
RT-PCR, PCR Urinlerinin es zamanl olarak gérintilenmesine olanak saglar
(74).

Son yillarda 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis olgularda gérilen
EBV ile iligkili patolojilerin saptanmasinda kantitatif RT-PCR yaygin olarak
kullaniimaktadir (32). Bu hasta grubunda viral genom miktarinin artisi
genellikle patolojik bir gidisin géstergesidir (52). Ancak ylUksek viral yike

ragmen Klinik hastaligin olugsmadidi veya Klinik tabloya ragmen dasik viral
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yUkin saptandidi olgular bildirilmigtir. Latent virGsin, dogasi geredi bagisiklik
sistemi baskilanmis konakta reaktivasyon olusturmasi bu sonuglara neden
olabilir. Burada saptanan viral yukin latent virts ile degil, hastalik tablosu ile
iligkili etkene ait oldugunun gdsterilmesi 6nem tagir (32).

NAAT ile
saptanabildiginden her hasta grubu ve her érnek icin anlaml olan esik deger

Bazi asemptomatik olgularda da viral  yuk
tanimlanmalidir. Ornekten bagimsiz olarak tanida viral yiik icin disik esik
deger 6zgulligan, ylksek esik deger ise duyarliigin disik olmasina neden
olur. Ayrica duyarhlik ve 6ézgullik farkliliklarinin nedeni, calismalarin farkl
gruplarda (kemik iligi, solid organ transplant hastalari) yapilmasi; testlerde
farkh drneklerin (I6kosit, plazma, tam kan, serum) kullaniimasi; farkli PCR
teknikleri; farkh hedef bélgelerinin secilmesi ve sonugclarin farkli terminoloji ile
(32) (Tablo-4).

calismalarinin standardizasyonu gereklidir bunun igin de bagisiklik sistemi

degerlendiriimesi olabilir Bu nedenle EBV viral ylk

baskilanmig/maligniteli olgularda daha genis prospektif ¢alismalara

gereksinim vardir (32).

Tablo-4: EBV ile iligkili hastaliklarda viral yik saptanmasi i¢in kullanilan
Ornekler (74).

Ornekler
Hastalik Enfekte hiicre Mononikleer
Plazma/serum . Tam kan
hicreler
Enfeksiy6z Plazma hicresi . Uygun
. . . Uygun Uygun degil )
mononikleoz B hiicresi degil
Post transplant
) . } . Tercih
lenfoproliferatif B hiicresi Tartismal Uygun gil
edilir
hastalk
Hodgkin Hodgkin . Yetersiz
. ) Uygun Uygun degil .
lenfoma hiicresi veri
Kronik aktif EBV T veya NK Prognoz igin o Yetersiz
. . i Tani igin uygun .
enfeksiyonu hiicresi faydali veri
Nazofarengeal Skuaméz . Yetersiz
) . Uygun Uygun degil
karsinoma hiicreler veri
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Serolojik Testler

EBV ile enfekte kisilerde olusan antikorlari saptamak amaciyla serum
Orneklerinde calisilan testlerdir.

Heterofil Antikor Testleri: EBV ile olusan enfeksiyonlar sirasinda
koyun ve at eritrositlerini aglitine eden IgM yapisinda heterofil antikorlar
sentezlenir. Bu antikorlar Paul-Bunnel ve monospot testleri ile saptanabilir.
Enfeksiyonun ilk ayinda ylksek dlizeyde olup takiben titreleri disen heterofil
antikorlarin 6-12 ay boyunca saptandigi olgular bildirilmistir. Hastaligi
gecirmekte olan 0-4 yas grubu cocuklarin %10-50’sinde bu antikorlar
saptanabilmektedir. Erigkinlerde ise bu oran %85-90°dir. Tipik olgularda
heterofil antikor pozitifligi primer EBV enfeksiyonu igin tani koydurucudur (32,
52).

Monospot ve benzeri ticari kitlerde heterofil antikorlar kobay bébrek
ekstresi ile 6nceden absorbe edilmis eritrositler kullanilarak saptanmaktadir
(32).

Heterofil antikor  testlerinde  yalanci pozitiflik/negatiflikler
gbrulebilmektedir. Primer enfeksiyondan sonra heterofil antikorlarin disik
dizeyde kalmasi, otoimmin hastaliklar, gebelik ve CMV gibi viral
enfeksiyonlar yalanci pozitifliklere neden olmaktadir. Her yas grubunda
rastlanabilen yalanci negatiflikler kUg¢Uk c¢ocuklarda ortalama 9%10-15
bildiriimistir. Bu hastalar igin EBV-spesifik antikor testlerinden yararlanilir (32,
52).

EBV-spesifik Antikor Testleri: Enfeksiyon sirasinda EBV majér
antijenlerine kargl olusan antikorlarin saptanmasi oldukg¢a yararlidir. Bu
testler Ozellikle atipik lenfositoz ve heterofil antikorlarin bulunmadigi
hastalarin tanisinda 6nem tasir. EBV serolojisi ayni zamanda akut
enfeksiyonu gegirilmis enfeksiyondan veya reaktivasyondan ayirmak igin de
gereklidir (4) (Tablo-5).
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Tablo-5: EBV enfeksiyonlarinin serolojik profilleri (4).

EBYV antikor paterni
VCA IgG VCA IgM EBNA IgG EBNA IgM EAIgG

Seroloji

Seronegatif

Akut enfeksiyon +/- + - + +/-
Gecirilmis
+ - +
enfeksiyon
Reaktivasyon + +/- + - +

EBV enfeksiyonlarinda reaktivasyon siktir ve tdkrik aracihgiyla
virisin zaman zaman atilimiyla sonuclanir. Reaktivasyon serolojik olarak
major antijenlere karsi olusmus antikorlarla belirlenebilir. Virlisin onkojenik
potensi nedeniyle EBV ile enfekte hastalar risk altindadir. Bu nedenle bu
hastalarda ve 6zellikle immunsUpresif kisilerde reaktivasyonun belirlenmesi
6nem tasir (4).

EBV enfeksiyonu seyrinde, sonrasinda ve reaktivasyonlarda olusan
antikorlari  saptayan bu testler, immuinfloresan, enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) ve immunblot temelli testlerdir. Ticari kitleri
bulunan bu testlerde farkl antijen, konjugat, substrat ve yéntemler kullanildigi
icin testler standardize degildir. Olgularin %90-95’inde tipik antikor profili
bulunur. Buna gbre kisinin seronegatif, primer akut enfeksiyon, yakin
zamanda (2-3 ay iginde) gecirilmis enfeksiyon, gegciriimis enfeksiyon ve
reaktivasyon serolojisi belirlenebilir (52).

immiinfloresan Testleri: Serolojik testler arasinda altin standart
olarak kabul edilir. Ticari kitlerde lamlar P3HR-1 ve Raji hicre dizileri ile
kaplidir. Ozgiilligi yliksek olan bu yéntemle, tek bir serum érneginde EBV
enfeksiyonun serolojik tanisi mimkindir. Testin degerlendiriimesi deneyimli
personel gerektirir. Alternatif olarak antikompleman immunfloresan testi
(ACIF) kullanilabilir (3).
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ELISA: Solid faz rekombinan, flizyon proteinleri ve sentetik
peptidlerle (VCA, EBNA) kaplidir. Anti-EBNA-1 antikorlarini immunfloresan
testlere gbre daha erken saptar. Hizli, otomasyona uygun, duyarhligi yiksek
olan bu ydntemle tek bir serum 6rnedinde EBV enfeksiyonunun serolojik
tanisi mimkinddr. Sentetik peptidlerin antijen olarak kullanildigi testlerde
duyarlilik ve 6zgulligin daha disuk oldugu bildirilmigtir (3).

immiinblot Testleri: Yiksek 6zgilligii nedeni ile dogrulama testi
olarak O&nerilen analitik antikor saptama yéntemidir. Viral lizat veya
rekombinan antijenlerin (EBNA-1 icin p72, VCA icin p18, p23, EA icin p54,
p138) kullanildigl bu testle tek bir serum érneginde EBV enfeksiyonunun
serolojik tanisi mimkanddar (3).

VCA-IgG Avidite Testleri

EBV-spesifik antikor  profilinin ~ yorumlanamadidi  durumlarda
dogrulama testi olarak kullanilabilir. Enfeksiyon slrecinde olusan I1gG
antikorlari baslangicta disik aviditelidir. Zamanla antijene afinitenin
olgunlasmasiyla ylksek aviditeli antikorlar sentezlenir. VCA-IgG avidite
testleri anti-VCA IgM negatif akut enfeksiyon; anti-EBNA-1 negatif gegcirilmis
enfeksiyon olgularinda ve uzun suireli anti-VCA IgM pozitifliginde serolojik
yorum konusunda yardimci olmaktadir. ELISA, imminfloresan ve immunblot

yontemleri ile gahgilabilir (3).
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GEREC VE YONTEM

Bu calisma Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Arastirmalar Etik
Kurulu'nun izni (21 Nisan 2009 tarih, karar no: 2009-7/28) ile yapildi.

Calismaya Katilan Hasta/Goéndilli Gruplari

Gonallilere yapilacak iglemler s6zli olarak anlatildiktan sonra,
Uludag Universitesi Saglik Kuruluslar (UU-SK) Tibbi Arastirmalara Katilim
icin Aydinlatiimis Gonalli Onam Formu (Ek-2)'nu okumalari ve kabul ettikleri
taktirde imzalamalan istendi. Cocuk yas grubunda bulunan gdndiller igin
veli/vasisinin onami alindi. Calismaya,

1. Renal transplant alicilarindan olusan ve transplantasyondan
sonraki 3 aylik dénemde Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim
Dali’'nda takip edilen, timu erigkin 62 hasta (renal transplant grubu);

2. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Onkoloji Bilim Dal’nda
yeni tani alan ve immunstpresyon tedavisine baslandiktan sonraki 6 aylik
dénemde takip edilen 37 hasta (cocuk onkoloji grubu);

3. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji-
ELISA/Seroloji Laboratuvar’larina EBV serolojisinin belirlenmesi icin kan
6rnegi gbnderilen ve seropozitiflik saptanan 50 kisi (kontrol grubu) dahil
edildi.

Kontrol grubu immansupresif tedavi uygulanmayan veya herhangi bir
malignitesi bulunmayan poliklinik/klinik hastalarindan rastgele olusturuldu;
28’i cocuk (%56), 22’si ise erigkin (%44) yas grubunda idi.
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Hasta/Goniilli Kan Ornekleri

1. Renal transplant alicilarindan transplantasyon o6ncesi 1 kez;
transplantasyon sonrasi 3 kez (1. hafta, 1.ay ve 3.ayda) olmak Uzere toplam
4 kez diz kan (3-5 mL) alindi. Bu grupta bulunan 62 hastadan 56’sinin tim
6rneklerinde (toplam 224 serum) Paul-Bunnel ve immunblot ile EBV serolojisi
belirlendi, ELISA ile EBV VCA-IgG avidite ve RT-PCR ile EBV-DNA testleri
cahsildi. Diger hastalarin 2’sinde bébrek reddi gelistigi, 3’0 vefat ettigi, 1'i de
takip edilemedigi (devamsiz oldugu) icin bu hastalara ait toplam 14 serum
6rneginde yukaridaki testler calisildi.

Ayrica takip eden oélcimlerde EBV-DNA pozitifligi veya EBV-DNA
dizeylerinde artis saptanan hastalarda es zamanli T hicre oranlarina
(CD4/CD8) bakilarak immunstpresyon durumu belirlendi.

2. Cocuk onkoloji hastalarindan tedavi 6ncesi 1 kez; immunsupresif
tedaviye baslandiktan sonra 3 kez (1.ay, 3.ay ve 6.ayda) olmak Gzere toplam
4 kez diz kan (3-5 mL) alindi. Bu grupta bulunan 37 hastadan 29’'unun tim
O6rneklerinde  (toplam 116 serum) Paul-Bunnel ve imminblot ile EBV
serolojisi belirlendi, ELISA ile EBV VCA-IgG avidite ve RT-PCR ile EBV-DNA
testleri c¢alisildi. Diger hastalardan 1'i vefat ettigi, 7’si takip edilemedigi
(devamsiz oldugu) icin bu hastalara ait toplam 24 serum &rneginde
yukaridaki testler calisildi.

3. EBV seropozitifligi saptanan kontrol grubu hastalarindan 1 kez diz
kan (3-5 mL) alindi. Tim hastalarin Paul-Bunnel ve immunblot ile EBV
serolojisi belirlendi; ELISA ile EBV VCA- IgG avidite ve RT-PCR ile EBV-DNA
testleri calisildi.

Cahsmaya katilan goéndillere ait kan 6rneklerinin alimina 17.06.2009
tarihinde baslandi, periyodik érnek alimi 31.01.2011 tarihinde tamamlandi.

Kan 6rnekleri 1000-1200xg’de 10 dakika santriflije edilerek serumlari
ayrildi. Serumlar 4-5 adet ependorf tlplne dagitildi; EBV-DNA (PCR) ve
EBV VCA-IgG avidite testleri icin calismanin yapilacagl gine kadar -20°C
derin dondurucuda saklandi. Paul-Bunnel ve EBV-spesifik antikor testleri

(immunblot) ayni/ertesi gin cahsildi.
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Geregler

Gergcek zamanli PCR cihazi (Rotor-Gene 3000 Corbett Research,
Avustralya)

Isi blogu (Major Science, Tayvan)

Ependorf santrifiji (Hermle, Almanya)

immiinblot test cihazi (EuroBlot Master, Euroimmun, Almanya)

Yikama cihazi (Organon Teknika, Avusturya)

Spektrofotometre (Tecan Sunrise, Avusturya)

Flov sitometre cihazi (BD FACS-Canto, Becton Dickenson, Amerika
Birlesik Devletleri)

Santrif(j (Ndve, Ttrkiye)

Su banyosu (Grant, ingiltere)

Derin dondurucu -20°C (Bosch, Almanya)

Buzdolabi (Regal, Tarkiye)

Mikropipet (10,100, 1000 pl'lik) (Gilson, Amerika Birlesik Devletleri)

Ependorf tiipl 0,2 mL'lik (Abgene, ingiltere)

Ependorf tipl 1,5 mL’lik (Citotest, Cin)

Serolojik tip (1x10 cm)

Yontemler

Paul-Bunnel Testi

EBV ile enfekte Kkigsilerde olusan heterofil antikorlari arastirmak
amaclyla yapildi. Teste baslamadan dnce komplemani inaktive etmek icin
hasta serumlari 56°C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi; takiben
serum fizyolojik (%0.9'luk NaCl) ile 1/7-1/1792 oraninda sulandiriidi.
Uzerlerine %2’lik koyun eritrosit siispansiyonu ilave edildi. Sonuglar 1 gece
oda sicakliginda bekletildikten sonra aglitinasyon titresine goére
degerlendirildi. Aglitinasyon gérilmeyen érnekler negatif kabul edildi; 1/56 ve
Uzerindeki pozitiflikler EBV enfeksiyonu lehine yorumlandi.
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immiinblot Yéntemi
EBV-spesifik anti-VCA IgM, anti-VCA IgG, anti-EBNA-1 IgM, anti-
EBNA-1 IgG ve anti-EA IgG antikorlarini saptamak icin Euroline anti-EBV-

profile 2 immuinblot kiti (Euroimmun, Almanya) kullanildi. Testin g¢alisma

prensibine gbre;

1.

o o ko

11.
12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

Tdm reaktifler kullanimdan vyaklasik 30 dakika 6&nce
buzdolabindan ¢ikarilip oda sicakligina (18°C-25°C) getirildi.
EBV VCA gp125, VCA p19, EBNA-1, p22 ve EA-D antijenleri ile
immunglobdlin  (IgG/IgM) kontrolini paralel bantlar halinde
iceren test seritleri inklibasyon kanallarina yerlestirildi.

Her kanala 1.5 mL bloklayici tampon sollsyonu eklendi.

Oda sicakliginda calkalayicida 15 dakika inklbe edildi.
Kanaldaki sollisyon aspire edildi

Hasta serumlari serolojik tliplerde Universal tampon ¢ézeltisi ile
1/101 oraninda sulandirildi ve vortekslendi.

Test seritlerinin bulundugu inklbasyon kanallarina sulandiriimis
serum drneklerinden 1.5 mL ilave edildi.

Oda sicakliginda 60 dakika ¢alkalayicida inkibe edildi.
Kanaldaki sollisyon aspire edildi.

Kanala 1.5 mL Gniversal tampon ¢ozeltisi ilave edilerek 3 defa
5’er dakika c¢alkalayicida yikandi.

Kanaldaki sollisyon aspire edildi.

Kanala 1.5 mL enzim konjugat (keg¢i kaynakli, alkalen fosfatazla
isaretli anti- insan 1gG/IgM) ilave edildi.

Oda sicakliginda 60 dakika ¢alkalayicida inklbe edildi.
Kanaldaki sollisyon aspire edildi.

Kanala 1.5 mL Universal tampon ¢ozeltisi ilave edilerek 3 defa
5’er dakika calkalayicida yikandi.

Kanaldaki sollisyon aspire edildi.

Kanala 1.5 mL substrat (nitroblutetrazolyumklorid/5-Bromo-4-
kloro-3-indolilfosfat) ilave edildi.

Oda sicakliginda 20 dakika calkalayicida inklibe edildi.
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19. Kanaldaki sollisyon aspire edildi.
20. Kanala 1.5 mL distile su ilave edilerek 3 defa 1’er dakika
calkalayicida yikandi.
21. Kanaldaki sollisyon aspire edildi.
22. Seritler degerlendirme protokolline goére yerlestirildi ve nemi
giderildikten sonra degerlendirildi (Sekil-7, 8 ve 9)
immiinblot ile EBV-spesifik IgM/IgG antikorlarinin saptanmasinda
ayni test protokoli uygulandi; sadece enzim konjugat asamasinda
immunglobulin izotipine uygun reaktif kullanildi.
imminblot sonuglarina gére seronegatif; akut enfeksiyon (anti-VCA
IgM +, anti-VCA 1gG +/-, anti-EBNA 1gG -, anti-EA 1gG +/-); gecirilmis
enfeksiyon (anti-VCA IgG +, anti-VCA IgM -, anti-EBNA IgG +, anti-EA IgG -)
ve reaktivasyon (anti-VCA IgG +, anti-VCA IgM +/-, anti-EBNA IgG +, anti-EA
IgG + ) olmak Gzere toplam doért grup EBV serolojisi belirlendi (Sekil-8 ve 9).

erken faz-
erken faz ve ge¢ faz-

SERSESERESES
1) [on ae| (aa]  [0a] [21)
LLIBLL

Sekil-7: immiinblot sonuglarinin sematik gériinimd.
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Sekil-8: Akut enfeksiyon serolojisi.
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Sekil-9: Gegirilmis enfeksiyon serolojisi.

EBV-VCA IgG Avidite Testi
EBV VCA-IgG avidite testi icin mikro ELISA kiti (Euroimmun,
Almanya) kullanildi. Testin ¢caligsma prensibine gore;

1. Tdm reaktifler kullanimdan vyaklasik 30 dakika 06nce
buzdolabindan c¢ikarilip oda sicakligina (18°C-25°C) getirildi.

2. Hasta serumlari serolojik tlplerde érnek tampon sollsyonu ile
1/101 oraninda sulandirildi ve vortekslendi.

3. Antijen kaph kuyucuklara kontroller (distk avidite, yuksek
avidite) ve sulandirilmis serum Orneklerinden 100 pL ilave
edildi. Her kontrol ve hasta serumu igin yan yana iki kuyucuk
kullanildi.

4. Oda sicakhginda 30 dakika inkiibe edildi.

36



10.
11.
12.

13.
14.

15.

16.

17.

Kuyucuklar 1 kez yikama sollsyonu ile yikandi ve aspire edildi.
Her kontrol ve érnek igin ilk kuyucuga 200 pL dre sollisyonu,
ikinci kuyucuga 200 pL fosfat tamponu ilave edildi.
Oda sicakliginda 10 dakika inklibe edildi.
Kuyucuklar 3 kez yikama sollsyonu ile yikandi ve aspire edildi.
Kuyucuklara 100 pL enzim konjugat (tavsan kaynakh,
peroksidazla isaretli anti-insan 1gG) ilave edildi.
Oda sicakliginda 30 dakika inklibe edildi.
Kuyucuklar 3 kez yikama sollsyonu ile yikandi ve aspire edildi.
Kuyucuklara 100 pL kromojen/substrat
(tetrametilbenzidin/hidrojen peroksit) ilave edildi.
Oda sicakliginda 15 dakika karanlikta inkiibe edildi.
Kuyucuklara 100 pL stop solisyonu (0.5 M siilfirik asit) ilave
edildi.
Fotometrik 6lcim 30 dakika icinde spektrofotometrede 450-620
nm dalga boyu aralidinda yapildi.
Relatif  avidite  indeksi  (RAI)  dreli  6érnek  optik
dansitesix100/Uresiz 6rnek optik dansitesi form0ll ile ylzde
olarak hesapland..

RAI <%40= disUk avidite

RAI %40-%60= sinirda avidite

RAI >%60= ylksek avidite olarak degerlendirildi
Oncelikle kontrollere (diisiik, yiksek avidite) ait RAI sonuclarina
gbre testin performansi belirlendi. Takiben hasta serumlarinin
RAIl sonuglari degerlendirildi.

Real Time PCR (RT-PCR)
RT-PCR icin 6ncelikle calismaya katiimayi kabul eden gonulltlere ait

serum oOrneklerinden viral DNA izole edildi.

DNA izolasyonu

Taze/-20°C derin dondurucuda saklanan serum o6rneklerinden EBV-

DNA’sInIn
kullanildi.

izolasyonu icin  QlAamp DNA minikit (QIAGEN, Almanya)
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Calismaya baslamadan 6nce;

Serum ornekleri ve QIAGEN protease (proteinaz K) oda

sicaklhigina (18°C-25°C) getirildi.

Isi blogu 56 °C’ye ayarlandi.

Kit igeriginde bulunan yikama sollUsyonlarindan AW1’e 25 mL,

AW?2ye ise 30 mL %99,5’lik etanol eklendi.

Lizis tampon sollisyonu (AL) i¢inde kristaller olusmussa 56 °C’'de

inklbe edilerek kristallesme giderildi.

Testin calisma prensibine gore;

1.
2.
3.

11.

12.

13.

Bos ependorf tlpleri sipora yerlestirildi.
Serum érnekleri vortekslendi.
Ependorf tiplerine 20 pL proteinaz K,
200 pL serum 6rnedi,
200 pL AL ilave edildi.
Tapler 15 saniye vortekslendi.
Isi blogunda 56 °C’de 10 dakika inkibe edildi.
Tlp kapaklarinin i¢ tarafindaki damlalari tiplin icine aktarmak
icin kisa sure santrifije edildi (quickspin).
Ependorf tlplerine 200 pL etanol (%96-100) eklendi.
Tapler 10 saniye vortekslendi ve kisa stire santrifiije edildi.
Tap icerigi QIAGEN spin kolona aktarildi.

. Kapagi kapatilan tlpler 6000xg (8000 rpm)’de 1 dakika santrifiije

edildi. Spin kolonun yerlestigi tip atildi. QlAamp spin kolon 2
mL’lik toplayici tipe yerlestirildi.

Spin kolonun kapag! dikkatlice agildi ve igine 500 pL AW
eklendi.

Kapag! kapatilan tpler 6000xg (8000 rpm)’de 1 dakika santrifije
edildi. Spin kolonun yerlestigi tip atildi. QlAamp spin kolon 2
mL’lik toplayici tipe yerlestirildi.

Spin kolonun kapag! dikkatlice acildi ve igine 500 uL AW2
eklendi.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

Kapagi kapatilan tdpler 20.000xg (14.000 rpm)'de 3 dakika
santrifije edildi. Spin kolonun yerlestigi tip atildi. QlAamp spin
kolon 2 mL’lik toplayici tlipe yerlestirildi.

Tapler 20.000xg (14.000 rpm)’de 1 dakika santriflije edildi. Spin
kolonun yerlestigi tip atildi. QIAGEN spin kolon 1.5 mL’lik
ependorf tlipe yerlestirildi.

Spin kolonun kapagi dikkatlice acildi ve 200 pL AE ayirma
solisyonu kolonun tam ortasina gelecek sekilde ilave edildi,
kolonun kapag kapatildi.

Tupler 1 dakika oda sicakliginda inkibe edildi ve 6000xg (8000
rom)’de 1 dakika santrifiije edildi.

QIAGEN spin kolon atildi. icinde AE ayirma soliisyonu ve DNA
bulunan ependorf tipinin kapagi kapatildi.

Elde edilen DNA’lar RT-PCR igin -20°C derin dondurucuda

saklandi.

DNA Denatiirasyonu ve Amplifikasyonu
RT-PCR igin QIAGEN Artus EBV Rotor-Gene PCR kiti kullanildi.

1.

©

Reaktifler ve DNA &rnekleri derin dondurucudan cikarilip oda
sicakhgina (18°C-25°C) getirildi.

Kit icinde bulunan standartlar (4 adet), master miks, negatif
kontrol, internal kontrol ile DNA &6rnekleri vortekslendi ve kisa
sure santrifije edildi.

Buzdolabindan is1 blogu ¢ikartild.

Isi bloguna 0,2 mL’ lik PCR tlpleri yerlestirildi (DNA &érnekleri, 4
adet standart, 1 adet negatif kontrol igin).

Her DNA 6&rnegi/standart/negatif kontrol igin 30 uL master miks
ve 2 uL internal kontrol olacak sekilde karigim hazirlandi.
Karisimdan is1 blogundaki PCR tiplerine 30 uL dagitildi.

Taplere 20 pL 6rnek/standart/negatif kontrol ilave edildi; kapagi
kapatildi.

Tapler Rotor-Gene 3000 cihazina yerlestirildi.

Standart konsantrasyonlari cihaza kaydedildi.
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Standart 1................. 5x10” kopya/mL

Standart 2................ 5x10° kopya/mL
Standart 3................ 5x10° kopya/mL
Standart4................ 5x10* kopya/mL

10. Denatlrasyon ve amplifikasyon islemi cihazda gerceklestirildi.

Denatiirasyon

Siklus 1

Sicaklik degisimleri 1.Segment

Hedef sicaklik 95°C

inkiibasyon siiresi 10 dakika

Amplifikasyon
Siklus 45

o | Segment 1 Segment2 | Segment 3
Sicaklik degisimleri
(FAM, JOE)

Hedef sicaklik 95°C 65°C 72°C
inkiibasyon siiresi 15 saniye 30 saniye 20 saniye

11. Veriler Rotor-Gene 3000 6.0.23 analiz programinda

degerlendirildi.

Degerlendirme
Rotor-Gene 3000 cihazinda RT-PCR
analizinde 2 floresan boyadan (FAM, JOE) yararlanilir. Reaksiyon sirasinda

ile elde edilen Urlnlerin

floresan yogunlugunun monitdrize edilmesi PCR Urlnlerinin kantitatif olarak
saptanmasini saglar. EBV-spesifik sinyaller FAM, internal kontrol-spesifik
sinyaller ise JOE kanalinda saptanir. Sonug¢ta FAM kanalinda EBV-DNA
varligi, JOE kanalinda muhtemel PCR inhibisyonu kontrol edilir.

40



Eksternal kontrollerin (standart 1-4) esik siklusuna (threshold cycle;

CT) ve viral DNA konsantrasyonlarina gére standart egri olusturularak

Orneklerdeki viral DNA miktari (kopya/mL) saptanir (Sekil-10 ve 11).

Floresans -

0,3

Elde edilen sonuglar su sekilde yorumlanir:

1.

FAM ve JOE kanallarinda sinyal pozitif ise érnekte EBV-DNA
bulunmaktadir. Ancak drnekte ¢ok ylksek miktarda PCR Grin(
bulundugunda -yarisma nedeniyle- JOE kanalinda internal
kontrolUn floresan sinyalinde azalma veya negatiflik olabilir.

FAM kanalinda sinyal negatif, JOE kanalinda sinyal pozitif ise
6rnekte EBV-DNA bulunmamaktadir.

FAM ve JOE kanallarinin ikisinde de sinyal negatif ise
muhtemelen bir inhibitérin reaksiyonu inhibe ettigi ya da viral
DNA ekstraksiyonunda sorun olabilecegi disundlir; islemler

tekrar edilir.

Standart 1
Standart2 <«
Standart 3
Standart 4

Siklus

Sekil-10: Rotor-Gene cihazinda kantitatif EBV-DNA (RT-PCR) sonuglarinin
degerlendiriimesi.
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Konsantrasyon

Sekil-11: Standart edri. CT: Esik siklus.

istatistiksel Analiz

Cahsmamizin istatiksel analizi SPSS 13,0 (Chicago, IL) programinda
yapildi.

Renal transplant grubunda CD4/CD8 oranlari medyan minimum ve
maksimum degerleri ile ifade edildi. CD4/CD8 degerlerinin transplantasyon
Oncesine gore transplantasyon sonrasi % degisimleri hesaplandi. Bu degisim
degerlerinin immunblot serolojik profilleri ile kargilastirmasinda Wilcoxon sira
toplam testi ve Mann Whitney-U testi (kategorik degiskeler sayi ve % ile ifade
edilerek) kullanildi. imminblot serolojik profillerinin Paul-Bunnel, VCA-IgG
avidite ve EBV-DNA testleri ile karsilastiriimasi Fisher’in kesin ki kare testi
kullanilarak  yapildi.  imminblot serolojik profillerinin aylar bazinda
karsilastirimasinda Mc Nemar testi kullanildi, p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Renal transplant grubunda yer alan 62 hastanin higbirinde immunblot
ile transplantasyon &ncesinde seronegatiflik saptanmadi; transplantasyon
sonras! herhangi bir déneme ait serum 6rneklerinde de akut enfeksiyon
serolojisi belirlenmedi.

Bu hastalardan 42’sinin (%67,7) tim serum &rneklerinde immunblot
sonuglar gecirilmis enfeksiyon serolojisi ile uyumlu idi; Paul-Bunnel<1/56,
VCA 1gG ylksek avidite/sinirda avidite/dlisik avidite saptandi; 2 hasta
(T2,T3) disinda EBV-DNA negatif bulundu (Tablo-6). immiinblot sonuglari bu
grupta bulunan diger hastalardan 13’Unde reaktivasyon serolojisi, 6’sinda
izole 1gG pozitifligi [VCA IgG (+), VCA IgM (-), EBNA IgG (-), EA IgG (-)] ile
uyumlu idi; 1’inde ise VCA IgG (+), VCA IgM (+), EBNA IgG (+), EA 1gG (-)
saptandi (Tablo-7).

Renal transplant grubunda hastalarin 3’iinde (%4,8) PCR ile EBV-
DNA pozitifligi bulundu. EBV-DNA pozitifligi 1 hastada (T1) transplantasyon
sonrasl 1. ay (%1.6); 2 hastada (T2, T3) ise transplantasyon sonrasi 3. ay
(%3,2) serum d&rneklerine ait olup; hastalarin hicbirinde EBV enfeksiyonuna

bagh olarak PTLD ve organ reddi gelismedi. (Tablo-6).

Tablo-6: EBV-DNA pozitifligi saptanan renal transplant hastalarinin

sonuglari.
immiinblot
o ©
c VCA- a
£ | Dénem B':a;:;l VCA | EBNA | EA | VCA | EBNA | IgG 9 ED';\X
& IgG IgG IgG IgM IgM avidite 8
Tx 1/7 330
T1 | sonrasi | POZ(+) | POZ(+) | POZ(+) | NEG | NEG | %94-YA 1.4
1.ay Pozitif kopya/mL
Tx 114 3.574
T2 | sonrasi 2| POZ(+) | POZ(+) | NEG | NEG | NEG | %75-YA 2.8 '
Pozitif kopya/mL
3.ay
Tx 6.116
T3 | sonrasi NEG POZ(+) | POZ(+) NEG NEG | NEG | %63-YA 3.4 )
3.ay kopya/mL

YA: Yiksek avidite.
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PCR ile EBV-DNA pozitif bulunan hastalardan 1’inin (T1) es zamanli
testlerinde immunblot ile reaktivasyon serolojisi, Paul-Bunnel ile <1/56 ve
VCA-IgG avidite testi ile yiksek avidite belirlendi; CD4/CD8 <1.7 bulundu
(Tablo-6). Hastanin transplantasyon 6ncesi ve transplantasyon sonrasi 1.
hafta serum 6rneklerinde immunblot sonuglar gecirilmis enfeksiyon serolojisi
ile uyumlu olup [VCA IgG (+), EBNA IgG (+), EA IgG (-), VCA IgM (-)]; Paul-
Bunnel<1/56, VCA-IgG  ylUksek avidite, EBV-DNA negatif idi.
Transplantasyon sonrasi 3. ay serum 6rnegi hastanin EBV enfeksiyonundan
farkh bir nedenle vefat etmesi sonucu alinamadi.

EBV-DNA pozitif bulunan diger 2 hastanin (T2, T3) es zamanl
testlerinde immunblot ile gegirilmis enfeksiyon serolojisi, Paul-Bunnel <1/56
ve VCA-IgG yiksek avidite belirlendi (Tablo-6). Bu hastalarda
transplantasyon &éncesi, transplantasyon sonrasi 1. hafta ve 1. ay serum
6rneklerinde de imminblot sonuglar gegirilmis enfeksiyon serolojisi ile
uyumlu olup; Paul-Bunnel<1/56; VCA- IgG yiksek avidite saptanmig; EBV-
DNA ise negatif bulunmustu.

Renal transplant grubunda yer alan toplam 13 hastada (%20,9)
immanblot sonuclari reaktivasyon serolojisi ile uyumlu bulundu (Tablo-7). Bu
hastalardan 8’inin tim serum 6rneklerinde, 5’inin ise sadece 1 Orneginde
reaktivasyon serolojisi belirlendi (1’inde transplantasyon 6ncesi, 2’sinde
transplantasyon sonrasi 1. hafta, 1’inde transplantasyon sonrasi 1. ay, 1’inde
transplantasyon sonrasi 3. ay). Transplantasyon sonrasi 1. ay serum
6rneginde reaktivasyon serolojisi saptanan hastanin (T1) es zamanli PCR
sonucu EBV-DNA 330 kopya/mL ve CD4/CD8 1.4 bulundu (Tablo-6 ve 7).

Renal transplant hastalarinda CD4/CD8 oranlari, transplantasyon
6ncesi degerlerine gére transplantasyon sonrasi 1. hafta ve 3. ayda anlaml
olarak dislk bulundu (sirasiyla p=0.030, p=0.01). imminblot ile reaktivasyon
serolojisi saptanan hastalarda transplantasyon sonrasi 3. ay CD4/CD8
oranlar transplantasyon &éncesi degerlerine goére anlamli olarak dustk idi
(p=0.05). Transplantasyon Oncesine gbére transplantasyon sonrasi 3. ay
CD4/CD8 % degisim degerleri immunblot ile reaktivasyon serolojisi saptanan

hastalarda %48 diger serolojik profillerin saptandi§i hastalarla ise %13
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bulundu (p=0.008). Bu hasta grubunda yeterli sayida EBV-DNA pozitifligi
saptanmadigi icin CD4/CD8 oranlarina gore istatistiksel analiz yapilamadi.

Tablo-7: Renal transplant hastalarina ait tartismali serolojik profillerin EBV-
DNA (PCR) ve VCA-IgG avidite test sonuclarina gére dagihmi.

, Paul-Bunnel EBV-DNA VCA-IgG avidite
Immiinblot . _
pozitif Yuksek Sinirda
<1/56 1/56 avidite avidite
n=13
{ ) 12 1 1 13
Reaktivasyon *
(n=1)
Uclii pozitiflik 1 - - 1
(n=6)
izole VCA IgG 6 - - 5 1
pozitifligi ***

* VCAIgG (+), VCA IgM (+/-), EBNA IgG (+), EA IgG (+)
** VCA IgG (+), VCA IgM (+), EBNA IgG (+), EA IgG (-)
*** VCA IgG (+), VCA IgM (-), EBNA IgG (-), EA 19G (-)

immiinblot ile reaktivasyon serolojisi belirlenen hastalarin tiiminde
VCA-IgG avidite testi ile ylksek avidite saptandi; bir hastanin tek érneginde
Paul-Bunnel ile 1/56 pozitiflik bulundu (Tablo-7).

Renal transplant grubunda yer alan 1 hastanin transplantasyon
sonrasi 3. ay serum 6rneginde immuinblot sonucu VCA 1gG (+), VCA IgM (+),
EBNA IgG (+), EA 1gG (-) idi. Yorumlanmasi genellikle tartismali olan bu
serolojik profilin saptandigi hastanin es zamanl diger testleri Paul-
Bunnel<1/56, VCA-IgG yuUksek avidite ve EBV-DNA negatif bulundu (Tablo-
7).

Bu grupta bulunan toplam 6 hastada ise (%9,6) izole VCA-IgG
pozitifligi saptandi. Bu hastalardan 4’Unln transplantasyon 6ncesi serum
Orneklerinde belirlenen bu profile, takip eden iki serum 6rneginde
(transplantasyon sonrasi 1. hafta ve 1. ay) EBNA IgG pozitifligi eklendi;
bunlardan 3’Gnlin son &rneklerinde (transplantasyon sonrasi 3. ay) tekrar
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izole VCA-IgG pozitifligi gbézlendi. Diger 2 hastanin ise sadece tek serum
6rneginde (transplantasyon sonrasi 1. hafta ve transplantasyon sonrasi 3.
ay) izole 1gG pozitifligi saptandi. Bu hastalardan ilkinin es zamanh VCA-IgG
avidite testi sinirda avidite olarak degerlendirildi (Tablo-7).

Renal transplant grubunda toplam 3 hastanin (%4,8) transplantasyon
6ncesi serum 6rneklerinde VCA-IgG disUk avidite bulundu. Bu hastalarin es
zamanli Orneklerinde immunblot testi gecirilmis enfeksiyon serolojisi ile
uyumlu olup, Paul-Bunnel<1/56, EBV-DNA negatif sonuc¢landi. Takip eden
diger érneklerinde serolojik profil ve PCR sonucu degismedi ancak VCA-IgG
avidite sonuglar degiskenlik gdsterdi.

Cocuk onkoloji grubunda yer alan 37 hastadan 4’0nin (%10,8) tiim
serum Orneklerinde imminblot ve Paul-Bunnel ile seronegatiflik saptandi;
15’inin (%40,5) ise tim serum d&rneklerinde immunblot sonuglar gegirilmis
enfeksiyon serolojisi ile uyumlu idi. Bu hastalarda Paul-Bunnel<1/56, VCA-
IgG yliksek avidite/sinirda avidite saptandi; 1 hasta disinda (C1) EBV-DNA
negatif bulundu (Tablo-8). Bu grupta bulunan diger hastalarin farkli dénem
serum Orneklerinde immunblot sonuclarina gére akut enfeksiyon serolojisi,
reaktivasyon serolojisi, izole 1gG pozitifligi ve VCA 1gG (+), VCA IgM (+),
EBNA IgG (+), EA IgG (-) saptandi (Tablo-9 ve 10).

Cocuk onkoloji grubunda bulunan hastalarin 3’linde (%8,1) PCR ile
EBV-DNA pozitifligi saptandi. EBV-DNA pozitifligi 2 hastada (G1, C2) tedavi
6ncesi (%5,4), 1 hastada (C3) ise tedavi sonrasi 3. ay (%2,7) serum
orneklerine aitti. Tedavi 6éncesinde PCR ile EBV-DNA pozitifligi saptanan 2
hasta (C1, C2) Hodgkin lenfoma, tedavi sonrasi 3. ayda EBV-DNA pozitifligi

saptanan 1 hasta (C3) ise malign histiositoz tanilariyla takip edildi (Tablo-8).
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Tablo-8: EBV-DNA pozitifligi saptanan ¢ocuk onkoloji hastalarinin sonuglari.

) Paul. immiinblot VCA-
2 Dénem B | IgG EBV-DNA
o unnel | vca | EBNA EA VCA | EBNA | avidite
T I9G I9G I9G IgM IgM
Tedavi 332
ct Snco NEG | POZ(+) | POZ(+) | NEG NEG | NEG | %59-SA | | o0
c2 Tedavi NEG | POZ(+) | POZ(+) | POZ(+) | NEG | NEG | %86-yA | , 4999
dncesi kopya/mL
Tedavi 908
) -
c3 son;a;y 3. | NEG | POZ(+) | POZ(+) | NEG | POZ(+) | NEG | %75-YA | | Jomi

SA: Sinirda avidite, YA: Ylksek avidite.

PCR ile EBV-DNA pozitif bulunan ilk hastanin (GC1) es zamanli
testlerinde immunblot ile gecirilmis enfeksiyon serolojisi, Paul-Bunnel<1/56
ve VCA-IgG sinirda avidite saptandi (Tablo-8). Hastanin tedavi sonrasi 1. ay,
3. ay ve 6. ay serum Orneklerinin timuinde immunblot sonuglari gegirilmis
enfeksiyon serolojisi ile uyumlu bulundu; Paul-Bunnel<1/56, VCA-IgG ylksek
avidite, EBV-DNA negatif sonugland..

EBV-DNA pozitif bulunan 2. hastanin (GC2) es zamanl testlerinde
immunblot ile reaktivasyon serolojisi, Paul-Bunnel<1/56 ve VCA-IgG ylksek
avidite saptandi (Tablo-8). Hastanin tedavi sonrasi 1. ay, 3. ay ve 6. ay
serum Orneklerinin timinde immuUnblot sonuglari reaktivasyon serolojisi ile
uyumlu bulundu; Paul-Bunnel<1/56, VCA IgG yilksek avidite, EBV-DNA
negatif sonuglandi.

EBV-DNA pozitif bulunan 3. hastanin (C3) es zamanli testlerinde
immUnblot ile VCA 1gG (+), EBNA IgG (+), VCA IgM (+), EA IgG (-); Paul-
Bunnel<1/56; VCA-IgG yuksek avidite belirlendi (Tablo-8 ve 9). Hastanin
tedavi 6ncesi serum 6rneginde immunblot sonuglar akut enfeksiyon serolojisi
ile uyumlu bulundu [VCA 1gG (+), VCA IgM (+), EBNA 1gG (-), EA 1gG (-)];
Paul- Bunnel<1/56, VCA-IgG sinirda avidite, EBV-DNA negatif saptandi
(Tablo-9). Tedavi sonrasi 1. ay serum 6rneginde immunblot ile izole IgG
pozitifligi, Paul-Bunnel<1/56, VCA-IgG sinirda avidite, EBV-DNA negatif
bulundu. Tedavi sonrasi 6. ay serum 6rneginde immunblot serolojisi tedavi
sonras! 3. ay ile benzer olup; Paul-Bunnel<1/56, VCA-IgG yliksek avidite,
EBV-DNA negatif sonuclandi (Tablo-9).
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Cocuk onkoloji grubunda bulunan ve tedavi éncesi serumlarinda
immadnblot ile akut enfeksiyon serolojisi belirlenen 3 hastanin (%8,1) es

zamanli ve diger érneklerindeki test sonuglar Tablo-9’da gésterilmistir.

Tablo-9: Tedavi 6ncesi serum &6rneklerinde immanblot ile akut enfeksiyon

serolojisi saptanan ¢cocuk onkoloji hastalarinin sonuclari.

immiinblot serolojisi/ Paul-Bunnel/ VCA-IgG avidite testii EBV-DNA
% (PCR) sonuglari
% Tedavi Tedavi sonrasi | Tedavi sonrasi 3. Tedavi sonrasi
* Oncesi 1. ay ay 6. ay
Akut izole 1gG izole 1gG Diger ***
enfeksiyon * | pozitifligi ** pozitifligi **
1 P-B: <1/56 P-B: <1/56 P-B: <1/56 P-B: <1/56
Avidite: DA | Avidite: YA Avidite: DA Avidite: DA
PCR: Negatif | PCR: Negatif PCR: Negatif PCR: Negatif
Akut Gegirilmig Gegirilmis Reaktivasyon *****
enfeksiyon * | enfeksiyon **** enfeksiyon ****
2 P-B: <1/56 P-B: <1/56 P-B: <1/56 P-B: 1/56 pozitif
Avidite: YA Avidite: YA Avidite: YA Avidite: YA
PCR: Negatif | PCR: Negatif PCR: Negatif PCR: Negatif
Akut izole IgG Ugl Ucli
3 enfeksiyon * | pozitifligi ** pozitiflik ****** pozitiflik ******
P-B: <1/56 P-B: <1/56 P-B: <1/56 P-B: <1/56
©3) Avidite: SA | Avidite: SA Avidite: YA Avidite: YA
PCR: Negatif | PCR: Negatif PCR: Pozitif PCR: Negatif

P-B: Paul-Bunnel, DA: Dis(k avidite, YA: Yiksek avidite, SA: Sinirda avidite
*VCA IgG (+), EBNA IgG (-), VCA IgM (+), EA IgG (-/+)

**VCA IgG (+), EBNA IgG (-), VCA IgM (-), EA 1gG (-)
**VCA IgG (+), EBNA IgG (-), VCA IgM (-), EA IgG (-), EBNA IgM(+)

**** VCA 1gG (+), EBNA IgG (

, VCA IgM (-), EA IgG (-)

**** \ICA IgG (+), EBNA IgG (l), VCA IgM (+/-), EA 19G (+)
#*xxx \JCA IgG (+), EBNA IgG (+),VCA IgM (+), EA IgG (-)

Tedavi 6ncesi immulnblot sonuglarl akut enfeksiyon serolojisi ile
uyumlu bulunan 3 hastanin da es zamanli serum &rneklerinde EBV-DNA
negatif bulundu (Tablo-9). Ayrintilari yukarida agiklanan bir hasta (hasta
no:3/C3) disinda calisma stresince diger 2 hastada EBV-DNA sonuclari
degismedi; Paul-Bunnel ile anlamh dizeyde pozitiflik saptanmadi. VCA-IgG

avidite testi ile 2 no’lu hastanin 4 serum O6rneginde de ylUksek avidite
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belirlenirken; 1 no’lu hastanin avidite sonuclarn sirasiyla diasik avidite,
yUksek avidite, disik avidite, distk avidite olarak degerlendirildi. Benzer
bicimde bu 2 hastanin immuinblot serolojisi de takip eden serum érneklerinde
degiskenlik gbsterdi (Tablo-9).

Cocuk onkoloji grubunda yer alan toplam 11 hastada (%29,7)
immadnblot sonuclari reaktivasyon serolojisi ile uyumlu bulundu (Tablo-10).
Bu hastalardan 3’Gnin tim serum &rneklerinde, 8’inin ise sadece 1
O6rneginde reaktivasyon serolojisi belirlendi (1’inde tedavi sonrasi 1. ay, 1’inde
tedavi sonrasi 3. ay, 6’'sinda ise tedavi sonrasi 6. ay). imminblot ile
reaktivasyon serolojisi, tedavi sonrasi 6. ayda tedavi O6ncesine gbre
istatistiksel olarak anlamli artig gbsterdi (p=0.031). TUm serum &rneklerinde
immunblot sonuglari reaktivasyon serolojisi ile uyumlu bulunan bir hastanin
(C2) tedavi 6ncesi 6rneginde PCR ile EBV-DNA 4599 kopya/mL saptandi
(Tablo-8 ve 10).

immiinblot ile reaktivasyon serolojisi belirlenen hastalarin 8’inde
VCA-IgG yuksek avidite, 3’Unde sinirda avidite bulundu (Tablo-10); bir
hastanin (hasta no 2) tek 6rneginde Paul-Bunnel ile 1/56 pozitiflik saptandi
(Tablo-9 ve 10).

Tablo-10: Cocuk onkoloji hastalarina ait tartismali serolojik profillerin EBV-
DNA (PCR) ve VCA-IgG avidite test sonuglarina gére dagihmi.

Paul- Bunnel VCA-IgG avidite
. . EBV-DNA
Immiinblot .
pozitif  "yiiksek | Sinirda | Dustk
<1/56 1/56
avidite | avidite | avidite
n=11
{ ) 10 1 1 8 3
Reaktivasyon *
n=3
(.. __) . 3 1 3
Uclii pozitiflik **
(n=4)
izole VCA IgG 4 - - 2 1 1
pozitifligi ***

* VCA IgG (+), VCA IgM (+/-), EBNA IgG (+), EA IgG (+)
** \CA IgG (+), VCA IgM (+), EBNA IgG (+), EA IgG (-)
** \JCA IgG (+), VCA IgM (-), EBNA IgG (-), EA IgG (-)
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Cocuk onkoloji grubunda yer alan 3 hastadan (%8,1) 1’inin tedavi
6ncesi, 1’inin tedavi sonrasi 1. ay, 1’inin (C3) ise tedavi sonrasi 3.ay ve 6. ay
serum orneklerinde immdanblot sonuglari VCA 1gG (+), VCA IgM (+), EBNA
IgG (+), EA IgG (-) bulundu (Tablo-9 ve 10). Bu serolojik profilin saptandigi
serum o6rneklerinde es zamanl Paul- Bunnel<1/56, VCA-IgG yUksek avidite
idi. Hastalardan 1’inin (C3) sadece tedavi sonrasi 3. ay serum &6rneginde
EBV-DNA 908 kopya/mL saptandi (Tablo-8, 9 ve 10).

Bu grupta bulunan toplam 4 hastada (%10.8) izole VCA 1IgG pozitifligi
gbézlendi (1’inin Gg, 2’sinin iki, 1’inin ise tek serum 6érneginde). Hastalarin bu
profili gdsteren tim serum o&rneklerinde caligilan es zamanli testleri Paul-
Bunnel<1/56, EBV-DNA negatif sonuclandi; sadece 1 hastanin transplant
sonras! 3. ay serum Orneginde VCA-IgG disik avidite saptandi (Tablo-9 ve
10).

Calismanin immuUnsUprese olmayan kontrol grubunu olusturan 50
hastada immunblot ile seronegatiflik saptanmadi; 14’0 erigskin, 11’i cocuk
toplam 25 hastada (%50) immunblot sonuglari gegirilmis enfeksiyon serolojisi
ile uyumlu bulundu. Bu hastalarin 21’inde Paul-Bunnel<1/56, VCA-IgG
yiksek avidite ve EBV-DNA negatif idi. Iimmunblot ile gegcirilmis enfeksiyon
serolojisi saptanan diger 4 hastadan 3’Unde (1’i erigkin, 2’si ¢cocuk) Paul-
Bunnel<1/56, VCA-IgG sinirda avidite, EBV-DNA negatif bulundu. Cocuk yas
grubundaki diger hastada (K2) ise Paul-Bunnel negatif, VCA-IgG ylUksek
avidite, EBV-DNA pozitif saptandi (Tablo-11). imminblot sonuglari gegiriimis
enfeksiyon serolojisi ile uyumlu olan gocuklarin %81’inde VCA-IgG ylksek
avidite bulundu (p<0.001) (Tablo-12). immiinblot sonuglari bu grupta bulunan
diger hastalarin 14’inde (%28) akut enfeksiyon, 6’sinda (%12) reaktivasyon
serolojisi ile uyumlu idi; 2’sinde (%4) izole IgG pozitifligi, 3’Unde (%6) ise VCA
IgG (+), VCA IgM (+), EBNA IgG (+), EA 1gG (-) saptandi.
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Tablo-11: EBV-DNA pozitifligi saptanan kontrol grubu hastalarinin sonuglari.

immiinblot
Hasta| Yas Paul- VCA-IgG| EBV-
no rub Bunnel idi DNA
grubu| Bu VCA |EBNA| EA | vca |EBna| 2Vidite
IgG | IgG | 1gG | IgM | IgM
1112 1.162
K1 C POzZ(s) | POZ®) | NEG | NEG |POZ(+) | POZ(+) | %12DA || oon
1.415
K2 C NEG POZ(+) | POZ(+) | NEG | NEG | NEG | %83YA || 0
1/14 o 177
K3 C POZ(s) | POZ#) | NEG | NEG | NEG | NEG %51-SA | | el
114 . 2.298
K4 C POZ(s) | POZ) | NEG | POZ(+)| POZ(+) | NEG %29DA ||
K5 C ng?ﬂ POZ(+) | POZ(+) | POZ(+) | POZ(+) | POZ(+) | %18-DA ko%ff/iw
1/448 275
K6 C POZ(s) | POZ(#) | NEG |POZ(+)|POZ(+) | POZ() | %30DA | ~oo
1/56 1.372
K7 C POZ() | POZ() | NEG |POZ(+)|POZ(+) | POZ() | %13DA | o
1/56 . 79
K8 E POZ( | POZ#) | NEG | NEG |POZ(+) | POZ() | %8DA | o0
114 . 1.244
K9 C POZ(s) | POZ) | NEG |POZ(+)| POZ(+) | NEG %29DA | | o
1/448 9 14
K10 E POz@) | POZ®) | NEG |POZ(+)|POZ(+) | POZ() | %BOYA || 0

* G:Gocuk, E:Eriskin
** DA:DUsUk avidite, YA:YUksek avidite, SA:Sinirda avidite
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Tablo-12: Cocuk yas grubu kontrol hastalarina ait serolojik profillerin EBV-
DNA (PCR) ve VCA-IgG avidite test sonuclarina gére dagihmi.

Paul-Bunnel VCA-IgG avidite
; " EBV-DNA
Immiinblot .
pozitif  yiksek | Sinirda/Disik
<1/56 | 21/56
avidite avidite

n=1

(n=1) . 1 - 1 - 1
Reaktivasyon

n=3

(n=3) s | - : 2

Ucllu pozitiflik 1

n=2

f ) 2 1 2
1zole IgG pozitifligi

n=11

( : 10 1 1 9* 2
Gecirilmis enfeksiyon

n=11

( ) . 8 3 5 11*
Akut enfeksiyon
* p<0.001

Kontrol grubunda immunblot sonuclari akut enfeksiyon serolojisi ile
uyumlu; 3’0 erigkin, 11’i cocuk toplam 14 hastanin 7’sinde (K1, K4, K6, K7,
K8, K9, K10) EBV-DNA pozitif (%50) bulundu (Tablo-11). EBV-DNA pozitif
hastalarin 6’sinda disitk avidite, 5’inde Paul-Bunnel=1/56 saptandi. EBV-
DNA negatif bulunan diger 7 hastada VCA-lgG dustuk avidite, Paul-
Bunnel<1/56 idi. immiinblot sonuglar akut enfeksiyon ile uyumlu olan 14
hastanin 13’inde (%93) VCA-IgG disik avidite saptandi (cocuk hastalar i¢in
p<0.001, erigkin hastalar icin p=0.038) (Tablo-12 ve 13). Ayrica imminblot
sonuglari akut enfeksiyon serolojisi ile uyumlu olan erigskin kontrol
hastalarinda Paul-Bunnel=1/56 (p=0.013), EBV-DNA pozitifligi (p=0.013)
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo-13).
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Tablo-13: Erigskin yas grubu kontrol hastalarina ait serolojik profillerin EBV-
DNA (PCR) ve VCA-IgG avidite test sonuclarina gére dagihmi.

Paul- Bunnel VCA-IgG avidite
. . EBV-DNA
Immiinblot .
pozitif  —Viksek [ Sinirda/Distik
<1/56 | 21/56
avidite avidite
(n=5)
. 5 - - 5
Reaktivasyon
n=14
( . ) . 14 - - 13 1
Gecirilmis enfeksiyon
n=3
(n=3) 1 2x 2x 1 2
Akut enfeksiyon
*p=0.013
** p=0.038

Kontrol grubunda yer alan hastalarin 10’'unda (%20) PCR ile EBV-
DNA pozitif bulundu. Bu hastalarin 2’si erigkin, 8’i cocuk yas grubunda idi
(Tablo-11). EBV-DNA pozitif bulunan ve imminblot ile akut enfeksiyon
serolojisi belirlenen 2 erigkin hastadan 1’inde (K8) Paul-Bunnel 1/56 pozitif,
VCA-IgG dusik avidite, EBV-DNA 79 kopya/mL; digerinde (K10) Paul-Bunnel
1/448 pozitif, VCA-IgG ylksek avidite, EBV-DNA 514 kopya/mL saptandi
(Tablo-11).

Kontrol grubunda yer alan ve EBV-DNA pozitif bulunan 8 ¢ocugun
3’lnde (%6) (K1, K6, K7) imminblot ile akut enfeksiyon serolojisi, Paul-
Bunnel ile 21/56 pozitiflik, VCA-IgG avidite testi ile distk avidite belirlendi.
EBV-DNA pozitif olup, imminblot ile akut enfeksiyon serolojisi, VCA-IgG
avidite testi ile dislUk avidite saptanan 2 cocuk hastada (K4, K9) ise Paul-
Bunnel 1/14 pozitif bulundu (Tablo-11).

EBV-DNA pozitif bulunan diger 3 g¢ocuk hastanin 1’inde (K2)
immunblot ile gegirilmis enfeksiyon serolojisi, Paul-Bunnel negatif, VCA-IgG
yUksek avidite saptandi. EBV-DNA 177 kopya/mL bulunan ve immunblot ile
izole VCA-IgG pozitifligi gbézlenen diger hastada (K3) Paul-Bunnel 1/14
pozitif, VCA-IgG sinirda avidite olarak degerlendirildi. EBV-DNA pozitif

bulunan 3. cocuk hastada ise (K5) imminblot ile reaktivasyon serolojisi

53



saptandi; Paul-Bunnel 1/28 pozitif, VCA-IgG disUk avidite bulundu (Tablo-
11).

Kontrol grubunda bulunan ve immunblot sonuglarl reaktivasyon
serolojisi ile uyumlu olan toplam 6 hastadan (%12) 1’i cocuk (K5), 5’i erigkin
yas grubunda idi. Erigkin hastalarin timinde EBV-DNA negatif, VCA-IgG
yUksek avidite, Paul-Bunnel<1/56 bulundu.

Bu grupta yer alan ve ¢ocuk yas grubunda bulunan 3 hastada (%6)
immuUnblot sonucu VCA 1gG (+), VCA IgM (+), EBNA IgG (+), EA IgG (-) idi.
Yorumlanmasi genellikle tartismal olan bu serolojik profilin saptandigi
hastalarin timinde Paul-Bunnel<1/56, EBV-DNA negatif bulundu; 2’sinde
VCA-IgG ylksek avidite, 1’'inde sinirda avidite olarak degerlendirildi.

Kontrol grubundaki 2 ¢ocuk hastada (%4) immuinblot ile izole IgG
pozitifligi saptandi. EBV-DNA sonucu hastalardan birinde (K3) pozitif (Tablo-
11), digerinde negatif olup; her 2 hastada da Paul-Bunnel<1/56, VCA- IgG
sinirda avidite bulundu.

Kontrol grubunda yer alan 4’G ¢ocuk, 2’si eriskin toplam 6 hastada
(%12) Paul-Bunnel=1/56 bulundu. Bu hastalarin 5’inde (%83.3) (K1, K6, K7,
K8, K10) EBV-DNA pozitif, immUnblot sonucu akut enfeksiyon serolojisi ile
uyumlu idi; 4’Gnde (%66.6) VCA-1gG diusuk avidite (K1, K6, K7, K8) saptandi
(Tablo-11).

Bu grupta bulunan 12’si cocuk, 2’si erigkin toplam 14 hastada VCA-
IgG avidite testi ile disuk avidite saptandi. Hastalarin 7’sinde (%50) EBV-
DNA pozitif, 4’'Unde (%28) Paul-Bunnel=1/56, 13’Unde (%93) immuinblot

sonucu akut enfeksiyon serolojisi ile uyumlu bulundu (Tablo-14).

Tablo-14: EBV VCA-IgG disuk avidite saptanan kontrol hastalarinda test

sonuglarinin yas gruplarina gére dagilimi.

Y EBV-DNA Paul- Bunnel immiinblot Serolojisi
as
grubu Akut
Pozitif | Negatif | <1/56 | 21/56 enfeksiyon Reaktivasyon
(n:12)
Cocuk 6 6 9 3 11 1
(n:2)
Erigkin | | 1 1 1 2

54



TARTISMA VE SONUC

EBV ile olugan primer enfeksiyonlar cogunlukla asemptomatik
seyretmekle birlikte, adblesan ve gencg erigkinlerde EM tablosuna da neden
olabilir. immiinkompetan konakta nadiren kronik aktif EBV enfeksiyonu
gelistigi bildirilmistir. Ayrica Burkitt lenfoma, Hodgkin lenfoma, nazofarengeal
karsinoma gibi cesitli kanserlerin ve transplantasyon sonrasi immunsUprese
konakta ortaya c¢ikan PTLD’nin etiyolojisinde de EBV enfeksiyonu yer
almaktadir (74).

immiinkompetan ve immiinsiiprese kisilerde -farkli tedavi stratejilerini
gerektirdigi icin- EBV enfeksiyonlarinin tanisinda uygun yéntemlerin segimi
énem tasir. Ozellikle immiinsiiprese hastalarda terapétik miidahale zamani
kritik bir éneme sahiptir. Bu nedenle EBV replikasyonunu erken saptayan,
pozitif prediktif degeri yiksek olan ve tedavinin izlenmesine olanak saglayan
tani yontemleri secilmelidir. Ancak bdylece etkin bir preemptif tedavi
gercgeklestirilebilir. Bu amagla EBV veya EBV-DNA'’sini saptayabilen direkt
tani ydntemlerinden yararlanilir (3).

immiinkompetan kisilerde ise EBV enfeksiyonu tanisinda serolojik
profilin belirlenmesi anahtar rol oynar. Tanida genellikle serolojik testlerden
yararlanilan bu grupta, EBV serolojisi blyidk oranda degiskenlik géstermekle
birlikte, sonuglari yorumlamak mimkin olabilmektedir (3).

Cahsmamizda, renal transplant ve ¢ocuk onkoloji grubunda bulunan
immuansUprese hastalardan belirli aralklarla alinan serum 6rneklerinde Paul-
Bunnel ve immunblot ile EBV serolojisi belirlendi. Serolojik profiller VCA-IgG
avidite ve EBV-DNA sonuglarina gére irdelendi. Ayrica kontrol grubunu
olusturan immuUnkompetan Kkisilerde testlerin etkinligi hasta bazinda
degerlendirildi ve immunsUprese hasta gruplarinin verileri ile karsilastirildi.
imminsiprese hasta popiilasyonunda belirli bir zaman diliminde ortaya
¢tkmasi muhtemel EBV enfeksiyonlarinin tanisinda, rutinde kullanilan

testlerin etkinligini belirlemek amaciyla yapilan bu prospektif ¢alisma; renal
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transplant ve cocuk onkoloji hastalarini birlikte iceren ilk ¢alisma 6zelligini
tasimaktadir.

EBV primer enfeksiyondan sonra B lenfositlerinde latent kalarak
Omur boyu slren persistan enfeksiyonlar olusturabilir. Bu nedenle EBV ile
iliskili hastaliklarin tanisinda rutin laboratuvar testleri yetersiz kalabilmektedir.
Dolayisiyla bu hastaliklarin tanisi, takibi ve patogenezinin arastiriimasi igin
viral yikun belirlenmesi 6nem tasir (74).

Molekuler teknolojideki gelismeler EBV genomunun hizli ve dogru
olarak dlgimulne olanak saglamaktadir. Ancak viral yikin saptanabilecegi en
uygun o6rnek tart EBV ile iligkili hastaliga gbre degismektedir (Tablo-4).
Ayrica laboratuvarlar arasinda 6rnek tart, EBV saptama teknigi, viral yik
degerleri arasinda ortak bir fikir birligi olusmamistir. RT-PCR, EBV ile iligkili
hastaliklarin tani ve takibinde kullanilan hizli ve guvenilir bir ydntem olmakla
birlikte uluslararasi kargilastirmal ¢alismalar igin standardize edilmelidir (74).

Organ transplantasyonlarindan sonra uzun slre imminsupresif
tedavi uygulanmasi, hastalarda immin sistemi baskilamakta ve
enfeksiyonlarin yani sira neoplastik hastaliklarin gelisme riskini de
artirmaktadir. Transplantasyondan sonra gelisen komplikasyonlardan biri
olan PTLD, genellikle EBV enfeksiyonu ile birlikte gérilen ve ¢ok farkl klinik
bulgularla seyreden enfeksiyon ve neoplazma arasinda bir hastaliktir.
Uygulanan  immansUpresif  rejimin  tipine  bagh  olarak  hastalik,
transplantasyondan sonra degisik slreler iginde ortaya c¢ikar (75).
Transplantasyondan sonraki ilk yil iginde ortaya g¢ikan erken PTLD, primer
EBV enfeksiyonu olgularinda gériimesine ragmen hastalarda PTLD gelisme
riski hayat boyu devam etmektedir. PTLD insidansi transplantasyonun tipine
gbre degismektedir (bbbrek transplantasyonu igcin %1). GUnimuizde
PTLD’nin 6n/kesin tanisi, tedavi etkinliginin belirlenmesi ve korunmada EBV-
DNA 6lgiminden yararlaniimaktadir (74).

Transplantasyondan énce seronegatif olan ytksek riskli hastalarda
viral yukin belirlenmesi daha yararlidir. Viral DNA klinik bulgular olusmadan
aylar 6nce saptanabilmekte, bdylece ylksek riskli hastalarda preemptif tedavi

planlanabilmektedir (76). Bununla birlikte bazi transplant hastalarinda yiksek
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EBV-DNA yUkine ragmen aylar veya yillarca PTLD gelismedigi bildirilmigtir.
Ayrica ylUksek viral yikin saptandigi asemptomatik EBV reaktivasyonu da
transplantasyon sonrasi uzun sireli takiplerde gésterilmigstir (74).

Toyoda ve ark. (77) gocuk ve erigskin renal transplant alicilarinda
yaptiklari retrospektif calismada, ézellikle cocuk yas grubunda ortaya ¢ikan
EBV ile iligkili PTLD’nin erken tanisinda EBV-DNA testinin &nemini
vurgulamiglar; PTLD gelismesinin  énlenmesinde de testin yardimci
olabilecegini bildirmiglerdir.

Cavallo ve ark. (78) da erigkin yas grubundaki renal transplant
hastalarini transplantasyondan sonra 1 yil takip etmisler; hastalarin
%24,8'inde EBV-DNA pozitifligi bildirmiglerdir. EBV-DNA pozitifligini ilk 3
ayda (%11,8), 3-12 ay (%7,8) ddénemine gbére daha ylksek oranda
saptamiglar; genellikle viral yukin disik dizeylerde bulundugunu ve
hastalarin higbirinde PTLD gelismedigini vurgulamislardir.

Cahsmamizda erigkin renal transplant hastalari transplantasyondan
sonraki 3 aylik dénemde takip edildi. Hastalarin timinde transplantasyon
6ncesi EBV seropozitifligi mevcuttu. Transplantasyon sonrasi 3 hastada
(%4,8) EBV-DNA pozitifligi saptandi. Viral yik dizeyi 2 hastada yiksek, 1
hastada ise disUk bulundu. Takip suresince hastalarin higbirinde EBV
enfeksiyonu ile iligkili PTLD gelismedi.

Carpentier ve ark. (79) cocuk transplant hastalarinda PTLD gelisme
riskini belirlemek amaciyla yaptiklari calismada, periferik kan EBV-DNA yUku
ile anti-EA IgG dizeylerinin birlikte degerlendirilmesinin prognostik énemi
olabilecegini bildirmislerdir. Calismamizda da renal transplant hastalarindan
1'inde (T1) EBV-DNA (330 kopya/mL) ve anti-EA IgG pozitifligi saptandi
(Tablo-6). Transplantasyon sonrasi 1. ay serum 6rneginin alinmasindan kisa
slre sonra hasta vefat ettigi igin bu profilin PTLD prognozu ile iligkisi
belirlenemedi. EBV-DNA dizeyleri yiksek olan diger 2 hastada ise anti-EA
IgG pozitifligi saptanmadi.

Jabs ve ark. (80) 23 renal transplant hastasinin 13’Ginde
immunsupresif tedaviden sonraki ilk hafta iginde (ortalama 3 gtin) RT-PCR ile

EBV reaktivasyonu saptamislar; bu hastalarin 10’unda 2-45 giin sonra organ
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reddi gelistigini; erken EBV reaktivasyonu ile akut rejeksiyon arasinda
istatistiksel olarak anlaml iliski bulundugunu bildirmislerdir. EBV-DNA pozitif
13 hastanin 4’Ginde, EBV-DNA negatif 10 hastanin ise 3’Unde reaktivasyon
serolojisi belirlemigler ve bu hasta grubunda serolojinin erken EBV
reaktivasyonu tanisinda yardimci olmadigini vurgulamiglardir.

Cahsmamizda renal transplant hastalarinda, CD4/CD8 oranlari
transplantasyon éncesi dederlerine gére transplantasyon sonrasi 1. hafta ve
3. ayda anlamli olarak disuk bulunmakla birlikte EBV enfeksiyonu ile iligkili
organ reddi gelismedi. Organ reddi olusan 2 transplant hastasinda ise
immdnblot sonucu reaktivasyon serolojisini desteklemedi, EBV-DNA negatif
bulundu. immiinblot sonucu reaktivasyon serolojisi ile uyumlu 13 renal
transplant hastasinin timinde VCA-IgG ylksek avidite saptandi; 3. ay serum
6rneg@i alinamayan bir hasta (T1) disinda EBV-DNA negatif bulundu (Tablo-6
ve 7).

Calismamizda imminkompetan hastalardan olusan kontrol grubunda
immuUnblot sonuclan reaktivasyon serolojisi ile uyumlu olan toplam 6
hastadan (%12) 5’i erigskin yas grubunda idi. Erigskin hastalarin timdnde renal
transplant hastalari ile benzer sekilde EBV-DNA negatif, VCA-IgG ylUksek
avidite, Paul-Bunnel<1/56 bulundu.

Buna gore erigkin renal transplant hastalarina ait veriler,

e Transplantasyonu takip eden 3 aylik dénemde PTLD riskinin

bulunmadigini;

e EBV reaktivasyonunun degerlendiriimesinde serolojinin tek
basina yetersiz kalabilecegini;

e Transplantasyon sonrasi 3 ayllk dénemde reaktivasyonu
degerlendirmek icin serolojik testlere ek olarak VCA-IgG avidite
testi ve viral yUk saptama ydntemlerinin yararli oldugunu
gOstermigtir.

Burkitt lenfoma, nazofarengial karsinoma, Hodgkin ve non-Hodgkin
lenfoma gibi maligniteler ile EBV arasindaki etiyolojik iliski uzun zamandan
beri bilinmektedir. EBV ile iligkili malignitelerde bazi kofaktérlerin de etkisi
bulunmakla birlikle; bu hastalarda tedavi 6éncesi ve/veya sonrasi dénemde
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EBV-DNA’sinin  saptanmasi hem etiyolojinin hem de prognozun
belirlenmesinde &énemli olabilmektedir. Naresh ve ark. (81) standart
radyoterapi/kemoterapi ile tedavi edilen degisik yas gruplarindaki klasik
Hodgkin hastalarinda, EBV ile etiyolojik iliskinin sagkalim avantaji sagladigini
gbstermiglerdir.

Gandhi ve ark. (82) da farkh yas gruplarindaki Hodgkin lenfoma
hastalarinin hem periferik kan monontkleer hiicre (PBMC) hem de plazma
orneklerinde RT-PCR ile EBV-DNA’sini arastirmiglar; plazma 6rneklerinde
duyarlihk ve 6zgulligin PBMC &6rneklerine goére cok daha iyi oldugunu
vurgulamiglardir. Bu ydntemin EBV pozitif Hodgkin lenfoma hastalarinda
invazif olmayan bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini; seri 6lgimler ile
tedaviye yanitin degerlendirilebilecegdini belirtmiglerdir.

Wagner ve ark. (83) cocuk yas grubundaki Hodgkin lenfoma
hastalarinin plazma ve PBMC 6érneklerinde tedavi éncesi ve sonrasinda RT-
PCR ile EBV-DNA arastirmislar; EBV seropozitif 24 hastanin 13’linde tedavi
Oncesi plazma érneklerinde EBV-DNA saptamiglardir. Tedaviden sonra stabil
remisyonda olan hastalarda EBV-DNA negatif, relaps gelisen 5 hastadan
2’'sinde EBV-DNA pozitif bulmuslar; viral yikin saptandigi hastalarda es
zamanh anti-EA 1gG ile korelasyon bulunmadidini  bildirmiglerdir.
Arastirmacilar Hodgkin lenfomanin tanisi, takibi ve prognozunun
degerlendiriimesinde EBV viral yUk tayininin invaziv olmayan vyararh bir
ybntem olabilecegini belirtmislerdir.

CGalismamizda g¢ocuk onkoloji grubunda bulunan ve tedavi éncesi
serum 6rneklerinde RT-PCR ile EBV-DNA pozitifligi saptanan 2 hasta (G1,
C2) Hodgkin lenfoma tanisi ile takip ve tedavi edildi. Hastalardan birinde (C1)
es zamanl immunblot sonucu gegirilmis enfeksiyon serolojisi ile uyumlu olup,
VCA-IgG sinirda avidite, EBV-DNA 332 kopya/mL saptandi. Diger hastada
(C2) es zamanh immdinblot sonucu reaktivasyon serolojisi ile uyumlu olup,
VCA-IgG yiiksek avidite, EBV-DNA 4599 kopya/mL bulundu. Her iki hastanin
tedavi sonrasi 1.ay, 3.ay ve 6.ay serum Orneklerinde immunblot sonuglari
degismedi, EBV-DNA negatiflesti (Tablo-8). Hastalarin 1 yili agkin stredir

remisyonda oldugu belirlendi. Hasta sayisi yeterli olmamakla birlikte; EBV ile
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iligkili malignitesi olan cocuk hastalarda tedavi 6ncesi RT-PCR ile EBV-DNA
aragtirimasinin tani, takip ve prognozu degerlendirmek agisindan yararli
olabilecegi sonucuna varildi.

Chan ve ark. (84, 85) nazofarengeal karsinoma, Hodgkin lenfoma,
NK/T lenfoma gibi EBV iligkili timdrlerde periferik kan EBV-DNA pozitifliginin
viral reaktivasyonla degil, muhtemelen timér hicreleri ile iligkili olabilecegini
ve timoérian karakterini yansitabilecegini bildirmigler; bu kanserlerde EBV-
DNA’nin gercek bir timér belirteci olabilecegini vurgulamislardir. ileri
molekuiler testlerle desteklenmemekle birlikte calismamizda da Hodgkin
lenfoma tanisiyla takip edilen iki hastada (G2, C3) tedavi dncesi saptanan
EBV-DNA pozitifligini, benzer sekilde daha c¢ok timorin kendisi ile
iliskilendirmek gerektigi sonucuna varildi (Tablo-8).

Cahsmamizda bu grupta bulunan ve tedavi sonrasi 3. ay serum
6rneginde EBV-DNA pozitifligi saptanan Ug¢linci hasta (G3) malign histiositoz
tanisiyla takip edildi. Es zamanl immunblot sonucu VCA IgG (+), EBNA IgG
(+), VCA IgM (+), EA IgG (-); Paul-Bunnel<1/56; VCA-IgG ylksek avidite
bulundu. Hastanin tedavi 6ncesi imminblot sonucu akut enfeksiyon serolojisi
ile uyumlu olup VCA-IgG sinirda avidite, EBV-DNA negatif idi. Tedavi sonrasi
1.ay ve 6.ay serum o6rneklerinde de EBV-DNA negatifligi saptandi. Hastanin
tim o6rneklerinde Paul-Bunnel<1/56 bulundu. Nystad ve ark. (2) anti-VCA
IgG, anti-EBNA I1gG, anti-VCA IgM pozitifliginin serolojik olarak akut
enfeksiyon ve/veya reaktivasyonu goésterdigini ancak avidite testleri ile
desteklenmesi gerektigini bildirmislerdir. Calismamizda da benzer serolojik
profilin saptandi§i hasta (C3), es zamanh avidite ve PCR sonuglari g6z
O6nlnde bulunduruldugunda tedavi sonrasi 3. ayda reaktivasyon olarak
degerlendirildi (Tablo-8 ve 9).

Michdlek ve ark. (86) da c¢ocuk onkoloji hastalarinda EBV
enfeksiyonlarinin ~ tanisinda  seroloji ve DNA analizinin  birlikie
degerlendiriimesi gerektigini tek basina serolojik testlerin tanida yeterli
olmadigini vurgulamislardir. Calismamizda ¢ocuk onkoloji grubunda yer alan
toplam 11 hastada (%29,7) immuUnblot sonuglar reaktivasyon serolojisi ile
uyumlu idi. Bu hastalardan 10'unda EBV-DNA negatif, VCA-IgG
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yUksek/sinirda avidite bulundu (Tablo-10). Hodgkin lenfoma tanisi ile takip
edilen bir hastada (C2) ise EBV-DNA pozitif, VCA-IgG yUksek avidite olarak
degerlendirildi (Tablo-8). Hasta sayisi yeterli olmamakla birlikte calismamiz
Ozellikle immunsitprese c¢ocuk onkoloji hastalarinda EBV reaktivasyonunu
degerlendirmek amaciyla serolojik sonuclarin avidite ve PCR testleri ile
desteklenmesi gerektigini géstermistir.

Calismamizda elde ettigimiz veriler,

e EBV ile iligkili malignitesi olan g¢ocuklarda tedavi 6ncesi RT-PCR
ile EBV-DNA arastirlmasinin tani, takip ve prognozu
degerlendirmede yararli olabilecegini;

e imminsiiprese hastalarda EBV reaktivasyonunu saptamak igin
serolojik sonuclarin avidite ve PCR testleri ile desteklenmesi
gerektigini gdstermistir.

Akut EBV  enfeksiyonunda kanda c¢ogdunlukla EBV-DNA
saptanmaktadir. Saglikli seropozitif tasiyicilarin serum veya plazmalarinda
nadiren EBV-DNA bulunmustur. Hicreden bagimsiz EBV-DNA varligi primer
enfeksiyonu veya reaktivasyonu destekler. Bu nedenle plazma ve serumun
EM veya primer EBV enfeksiyonu tanisi i¢cin en uygun &6rnekler oldugu
bildirilmigtir. Ancak genellikle klinik semptomlar ve serolojik testler ile tanisi
konulan EM’da viral DNA’nin saptanmasi gerekmez. Bununla birlikte serum
veya plazmadaki EBV ylUku hastaligin siddeti ile uyumlu bulunmustur (74).

Benzer olarak calismamizda imminkompetan Kkisilerden olusan
kontrol grubunda bulunan bir cocuk hastada (K5) imminblot sonucu
reaktivasyon serolojisi ile uyumlu idi. EBV-DNA 9265 kopya/mL, Paul-Bunnel
1/28 pozitif, VCA-IgG disik avidite bulundu. Hastanin periferik kan ve klinik
bulgulan akut EM ile uyumlu olup PCR ve avidite test sonuglari tabloyu
destekledi, hastanin klinigi ile viral yikin yUksekligi arasinda korelasyon
saptandi. (Tablo-11).

EBV enfeksiyonlarinin tanisinda arastirilan heterofil antikorlar,
saghkh kigilerde de 1/56 titreye kadar bulunabilmektedir. EBV
enfeksiyonunda erigkin hastalarin %10’'unda, c¢ocuklarin ise blyUk bir
kisminda bu antikorlarin olusmadidi bildirilmistir (87, 88).
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Galismamizda renal transplant hastalarinin higbirinde immunblot ile
akut enfeksiyon serolojisi ve Paul-Bunnel>1/56 saptanmadi. Gocuk onkoloji
grubunda ise 3 hastanin tedavi 6ncesi imminblot sonuglari akut enfeksiyon
serolojisi ile uyumlu idi. Bu hastalarin es zamanl serumlarinda Paul-
Bunnel<1/56, EBV-DNA negatif olup avidite sonuclari degiskenlik gésterdi
(Tablo-9).

immiinblot sonuglari akut enfeksiyon serolojisi ile uyumlu olan erigkin
kontrol hastalarinda EBV-DNA pozitifligi, Paul-Bunnel pozitifligi ve disuk
avidite sonuclar arasindaki uyum istatistiksel olarak anlamh bulundu. Gocuk
kontrol grubunda ise bu serolojik profil ile sadece disik avidite arasindaki
uyum anlamli idi (Tablo-12 ve 13).

Paul-Bunnel pozitifli§i saptanan 5 hastada es zamanli EBV-DNA
pozitif; 4 hastada VCA-IgG dlUsUk avidite saptandi (Tablo-11). Buna karsilik
EBV-DNA pozitif, VCA-IgG dlsiUk avidite saptanan 2 ¢cocuk hastada (K4, K9)
Paul-Bunnel 1/14 bulundu (Tablo-11). Bu sonuglar imminkompetan
hastalarda &zellikle cocuk yas grubunda, Paul-Bunnel testinin akut
enfeksiyon tanisinda yetersiz kaldigi durumlarda VCA-IgG avidite testi ve
RT-PCR ile EBV-DNA saptanmasinin yararli oldugunu gésterdi.

Bauer ve ark. (6) klinik ve serolojik olarak akut EBV enfeksiyonu
saptanan 98 immunkompetan hastanin (1-47 yas) serum O6rneklerinde RT-
PCR ile EBV viral yikinG arastirmiglar; genc ve yatan hastalarda viral yiku
daha ylUksek bulmuslardir. Serolojik olarak tartismali EBV enfeksiyonlarinda
sadece erken dbénem serum Orneklerinde EBV-DNA pozitifligi ile disuk
avidite arasinda korelasyon oldugunu bildirmiglerdir. Hem akut hem de yakin
zamanda geciriimis EBV enfeksiyonlarinda VCA-IgG disUk avidite
saptamiglar; bu nedenle EBV-DNA pozitifliginin hastalikla iligkisini disik
aviditeye gére daha anlaml bulmuslardir. Sonugta akut EBV enfeksiyonunun
erken tanisinda ve serolojik olarak tartismali EBV enfeksiyonlarinin
yorumunda RT-PCR ile viral yOk saptanmasinin yararh oldugunu
bildirmiglerdir.

Cahsmamizin kontrol grubunda yer alan hastalarin 10’'unda (%20)
PCR ile EBV-DNA pozitif bulundu. Bu hastalarin 2’si erigkin, 8’i cocuk yas
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grubunda idi (Tablo-11). imminblot ile akut enfeksiyon serolojisi belirlenen
erigkin hastada (K8) Paul-Bunnel 1/56, VCA-IgG dlsiUk avidite, EBV-DNA 79
kopya/mL bulundu. Viral yOkin disik olmasi ve anti-EBNA IgM poazitifligi
hastanin enfeksiyonun erken déneminde oldugunu disidnddrdd. Bu grupta
yer alan ve immuUnblot ile akut enfeksiyon serolojisi belirlenen diger erigkin
hastada (K10) ise EBV-DNA 514 kopya/mL, Paul-Bunnel 1/448 pozitif, VCA-
IgG ylUksek avidite saptandi (Tablo-11). Bu sonuglar hastanin yakin zamanda
(2-3 ay 6nce) gecirilmis EBV enfeksiyonu lehine yorumlandi.

Galismamizin kontrol grubunda bulunan 5 ¢ocuk hastada EBV-DNA
pozitifligi, immdnblot ile akut enfeksiyon serolojisi, VCA-IgG avidite testi ile
disik avidite saptandi. Bu hastalarin 3’Unde (K1, K6, K7) Paul-Bunnel
sonucu (21/56) akut enfeksiyonu destekledi (Tablo-11).

Ayrica bu grupta yer alan ve EBV-DNA 1415 kopya/mL saptanan
gcocuk hastada (K2) imminblot sonucu geciriimis enfeksiyon serolojisi ile
uyumlu olup, Paul-Bunnel negatif, VCA-IgG yiksek avidite bulundu. Hasta
ekstremitelerindeki dokintl nedeniyle 5. hastalik tanisi almisti. EBV-DNA
177 kopya/mL bulunan ve immunblot ile izole VCA IgG pozitifligi gdzlenen
diger hastada (K3) Paul-Bunnel 1/14 pozitif, VCA-IgG sinirda avidite olarak
degerlendirildi. Hastanin Kklinigi akut EBV enfeksiyonunu destekled..
Bulgularimiz 6zellikle gocuk yas grubu hastalarda akut enfeksiyon tanisinda
serolojik testlerin yetersiz kalabilecegini, viral yik saptanmasinin primer EBV
enfeksiyonlarinda da yararli oldugunu gdsterdi.

Rosemary ve ark. (89) serolojik olarak akut ve gecirilmis enfeksiyon
tanisi alan 1-30 yas arasi kisilerde viral yUk arastirmiglar; akut enfeksiyonda
%70, geciriimis enfeksiyonda ise %4 oraninda EBV-DNA saptamislardir.
Akut EBV tanisinda serolojik testlerin 6ncelikli oldugunu, PCR’In
immunsUprese hastalarda veya tartismali serolojik profillerde ikincil tani
yontemi olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Chan ve ark. da (7) primer EBV enfeksiyonu tanisinda EBV-DNA
testinin duyarlihgint %80, 6zgulliginli %94, pozitif prediktif degerini %95,
negatif prediktif degerini %79 bulmuslar; primer EBV enfeksiyonu tanisinda
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avidite testi ile birlikte genisletiimis serolojiyi altin standart olarak
degerlendirmiglerdir.

Cahsmamizda renal transplant grubunda 3 hastada (%4,8), cocuk
onkoloji grubunda ise 1 hastada VCA-IgG dislik avidite bulundu. Bu
hastalarin hicbirinde es zamanli EBV-DNA pozitifligi ve Paul-Bunnel=1/56
saptanmadi; immunblot sonuglar ise degiskenlik gbsterdi. Kontrol grubunda
14 hastada VCA-IgG disuk avidite bulundu. Hastalarin 6’sinda (%42) EBV-
DNA pozitif; 4’Gnde (%28) Paul-Bunnel=1/56; 13’Gnde (%93) immunblot
sonucu akut enfeksiyon serolojisi ile uyumlu idi (Tablo-14). Calismamiz
immansUprese hastalarda reaktivasyonu degerlendirmek, imminkompetan
hastalarda ise akut enfeksiyonu dogrulamak acisindan avidite testinin
6nemini géstermektedir.

EBV serolojisi akut enfeksiyonu gegirilmis enfeksiyondan veya
reaktivasyondan ayirmak igin gereklidir (4). Anti-VCA 1gG ve anti-VCA IgM
pozitifliginin yaninda anti-EBNA-1 1gG negatifligi akut enfeksiyonu; anti-VCA
IgG ve anti-EBNA-1 1gG pozitifligi ile birlikte anti-VCA IgM negatifligi
geciriimis enfeksiyonu gdésterir (3). Buna ragmen akut EBV enfeksiyonu
geciren c¢ocuklarin %12-17’sinde VCA IgM antikorlarinin saptanmadigi;
erigkin yas grubunun kicUk bir béliminde de VCA IgM antikorlarinin
olusmadigi veya gecikebildigi bildirilmistir (6). Ayrica immunsUpresyon
sirasinda EBNA-1 antikorlarinin kaybolmasi veya olusmamasi nedeniyle akut
enfeksiyondan sonra uzun sire anti-EBNA-1 IgG negatif kalabilir. Bazi ender
olgularda anti-VCA IgM pozitifligi uzun slrebilir hatta EBNA-1 antikorlarinin
olustugu dbénemde bile saptanabilir. Bu durumda akut ve gegirilmis
enfeksiyonlarda benzer serolojik profil gérilebilir. Ayrica izole anti-VCA 1gG,
anti-VCA IgM, anti-EBNA IgG pozitiflikleri veya Gc¢undn birlikte pozitifligi
dogrulanmasi gereken tartigsmali profiller olarak kabul edilmektedir. Serolojik
testlerle elde edilen tartismali sonuglarin VCA-IgG avidite, floresan antikor
testleri ve molekiler ydntemlerle birlikte yorumlanmasi gerekmektedir (2, 3).

Nystad ve ark. (2) akut EBV enfeksiyonu 6n tanisi ile takip ettikleri ve
ELISA ile anti-VCA IgG, anti-EBNA IgG, anti-VCA IgM birlikte pozitifligi

saptadiklari hastalarda, avidite testi ve immunblot ile yaptiklar dogrulama
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sonucunda bu profilin %23 oraninda reaktivasyon, %49 oraninda akut
enfeksiyonu gdésterdigini bildirmiglerdir. Heterofil antikor pozitifligini akut
enfeksiyonda %94 oraninda saptamislar; bu serolojik profilde heterofil antikor
bulunmayisini reaktivasyonun bir géstergesi olarak yorumlamislardir. Sonug
olarak anti-VCA 1gG, anti-EBNA 1gG, anti-VCA IgM birlikte pozitifligi saptanan
heterofil antikor negatif hastalarda reaktivasyonu degerlendirmek igin avidite
testinin dogrulama amaciyla kullanilabilecegdini bildirmislerdir.

Cahsmamizda da renal transplant grubunda 1 hastada (Tablo-7),
cocuk onkoloji grubunda 3 hastada (Tablo-10), kontrol grubunda ise 3
hastada olmak Uzere toplam 6 hastada immdnblot ile VCA 1gG (+), VCA IgM
(+), EBNA IgG (+), EA IgG (-) bulundu. Yorumlanmasi genellikle tartigsmali
olan bu serolojik profilin saptandigi hastalarin timinde es zamanli Paul-
Bunnel<1/56 idi. Hastalarin 5'inde VCA-IgG yilksek avidite, 1’inde sinirda
avidite saptandi. Sadece bir hastanin (C3) tedavi sonrasi 3. ay serum
drneginde EBV-DNA 908 kopya/mL bulundu (Tablo-8, 9 ve 10). imminblot ile
acli pozitiflik saptadigimiz hastalarin Paul-Bunnel ve avidite test sonuclari
akut enfeksiyondan cok reaktivasyonu desteklemistir. Bununla birlikte
reaktivasyonda beklenen EBV-DNA pozitifli§i sadece immunsipresif bir
cocuk hastada saptanmig, diger 5 hastada EBV-DNA negatif bulunmustur.
Bu sonuclar tartismali serolojik profilleri degerlendirmek icin avidite testinin
yetersiz kalabilecegini, 06zellikle immuinsiprese hastalarda dogrulama
amaclyla EBV-DNA PCR testlerinin daha yararli oldugunu géstermistir.

Akut EBV enfeksiyonunda VCA IgM antikorlarinin gecikmesi veya
erken kaybolmasi, VCA IgG antikorlarinin saptandigi gecirilmis enfeksiyonda
anti-EBNA-1’in kaybolmasi veya olusmamasi izole VCA 1gG pozitifligi olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Bu serolojik profil (izole VCA I1gG paterni) EBV
enfeksiyonlarinin siniflandirmasini giglestirmektedir. Paschale ve ark. (90)
ELISA ile saptadiklari izole VCA 1gG pozitifligini imminblot sonuglarina gére
akut veya gecirilmis enfeksiyon olarak yorumlamiglar ve heterofil antikor
pozitifligi ile iliskilendirmiglerdir. Bu profilin ¢odunlukla eriskin hastalarda

gecirilmis enfeksiyonu gbésterdigini; 10 yasindan kiglk cocuklarda ise akut
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enfeksiyonu desteklemekle birlikte hastalarin Ugte birinde gegirilmig
enfeksiyon goérilebilecegini bildirmiglerdir.

Calismamizda renal transplant grubunda 6 hasta (Tablo-7), ¢ocuk
onkoloji grubunda 4 hasta (Tablo-9 ve 10), kontrol grubunda ise 2 ¢ocuk
hastada olmak Uzere toplam 12 hastada immunblot ile izole VCA IgG
pozitifligi saptandi. Hastalarin timinde es zamanli Paul- Bunnel<1/56 idi. Es
zamanh VCA-IgG avidite testleri degiskenlik gdsterdi; RT-PCR ile hastalarin
11’inde EBV-DNA negatif, 1’'inde (kontrol grubu ¢ocuk hasta) ise pozitif
bulundu. Bu profi EBV-DNA ve Paul-Bunnel negatifligi ile birlikte
degerlendirildiginde, immuUnstprese erigkin renal transplant hastalarinda
geciriimis enfeksiyonu destekledi; cocuk onkoloji hastalarinda ise akut
enfeksiyon lehine yorumlanmadi. Sadece kontrol grubunda bulunan gocuk
hastalardan 1’inde saptanan EBV-DNA pozitifligi akut enfeksiyonu destekledi.
Bu sonuglar tartismali serolojik profillerden izole VCA IgG pozitifligini
yorumlamada heterofil antikorlarin yani sira 6zellikle cocuk yas grubunda
viral yik arastirilmasinin yararh olabilecegini gdstermigtir.

Sonug olarak ¢alismamiz;

e Erigkin renal transplant hastalarinda transplantasyonu takip eden

3 aylik dénemde PTLD riskinin bulunmadigini;

e Bu hasta grubunda EBV reaktivasyonunun degerlendiriimesinde
serolojinin tek basina yetersiz kalabilecegini;

e Transplantasyon sonrasi 3 ayllk dbénemde reaktivasyonu
degerlendirmek icin serolojik testlere ek olarak VCA-IgG avidite
testi ve viral yik saptama yéntemlerinin yararl oldugunu;

e EBV ile iligkili malignitesi olan ¢ocuklarda tedavi éncesi RT-PCR
ile  EBV-DNA arastiriimasinin  tani, takip ve prognozu
degerlendirmede yararli olabilecegini;

e immiinsiiprese hastalarda EBV reaktivasyonunu saptamak igin
serolojik sonuclarin avidite ve PCR testleri ile desteklenmesi
gerektigini;

e imminkompetan hastalarda viral yikin hastahgin klinigi ile
korelasyon gdsterdigini;
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e Ozellikle cocuk yas grubunda akut enfeksiyon tanisinda Paul-
Bunnel ve spesifik antikor testlerinin yetersiz kaldigi durumlarda,
VCA-IgG avidite testi ve RT-PCR ile EBV-DNA saptanmasinin
yararl oldugunu;

e imminsiprese hastalarda reaktivasyonu  degerlendirmek,
immldnkompetan hastalarda ise akut enfeksiyonu dogrulamak
acisindan avidite testinin 6nemini;

e Tartismal serolojik profilleri degerlendirmek icin avidite testinin
yetersiz kalabilecegini, bu nedenle 6zellikle immunsiprese
hastalarda dogrulama amaciyla RT-PCR ile EBV-DNA

saptanmasinin yararl oldugunu gdéstermistir.
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EK-1: Destekleyen Kurulus

Bu calisma, Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Komisyonu tarafindan desteklenmistir [proje no: UAP(T)-2009/7].
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EK-2: Aydinlatilmig Onam Formu

LUTFEN BU DOKUMANI DIKKATLICE OKUMAK iCiN ZAMAN AYIRINIZ

Sizi (veya cocugunuzu) Uludag Universitesi Tip Fakdiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali ile Nefroloji ve Pediatrik Onkoloji Anabilim Dallari tarafindan
ortaklasa yurutilen “Epstein-Barr Viriis (EBV) enfeksiyonlarinin tanisinda
Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR) yeri” baslikli arastirmaya davet
ediyoruz. Bu arastirmaya katilip katlmama kararini vermeden 6nce,
arastirmanin nigin yapildigini, nasil yapilacagini ve bu arastirmanin gonulli
katilimcilara getirecegi olasi faydalari, riskleri ve rahatsizliklarini bilmeniz
gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlasiimasi biylk &énem
tagimaktadir. Asagidaki bilgileri dikkatlice okumak icin zaman ayiriniz. isterseniz
bu bilgileri aileniz, yakinlariniz ve/veya doktorunuzla tartiginiz. Eger
anlayamadiginiz ve sizin igin acik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi
isterseniz bize sorunuz. Katilmayi kabul ettiginiz takdirde, gerekli yerleri siz,
doktorunuz ve kurulug gorevlisi bir tanik tarafindan doldurulan bu formun bir
kopyasi saklamaniz icin size verilecektir.

Arastirmaya katiimak tamamen gonillilik esasina dayanmaktadir.
Calismaya katlmama veya herhangi bir anda calismadan c¢ikma hakkina
sahipsiniz. Her iki durumda da bir ceza veya hakkiniz olan yararlarin kaybi
kesinlikle s6z konusu olmayacaktir.

Arastirma Sorumlusu
Prof.Dr.Glher Goral
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1- YAPILACAK ARASTIRMANIN
1.1- BASLIGI: Epstein-Barr Virls (EBV) enfeksiyonlarinin tanisinda Polimeraz
Zincir Reaksiyonunun (PCR) yeri

1.2- ICERIK VE AMACI:

Epstein-Barr Virls (EBV) enfeksiyonlarinin tanisinda genellikle virisin gesgitli
yapilarina karsi olusan antikorlardan yararlanilmaktadir. Ancak antikorlarin
olusmadidi olgularda (%5-10); ayrica transplant alicilar ve onkoloji hastalari gibi
immun sistemi baskilanmig hasta gruplarinda EBV’e 6zgl antikorlarin
saptanmasinda kullanilan testler (EBV serolojisi) yetersiz kalabilmektedir.

Bu calisma, degisik hasta gruplarinda EBV enfeksiyonlarinin tanisinda, EBV-DNA
(PCR) testinin yerini belirlemek amaciyla planlanmistir.

1.3- IZLENECEK OLAN YONTEM VE YAPILACAK iSLEMLER:

Sizden tedaviye baslanmadan 6nce 1 kez, tedaviye baslandiktan sonra 1.ay, 3.ay
ve 6.ayda olmak Uzere toplam 4 kez kan 6rnegi (1 tip:3-5 mL,1 ¢orba kasigi)
alinacaktir.

Kan érneklerinden EBV-DNA (PCR), EBV serolojisi icin serum 6rneklerinde ilgili
testler (spesifik antikor, heterofil antikor, IgG avidite) ayni giin veya ertesi giin
calisihp sonuglandirilacaktir.

2- YAPILACAK ARASTIRMANIN:

2.1- SURESI: 1yl

2.2- KATILMASI BEKLENEN GONULLU SAYISI: 150

2.3- SiZE GETIREBILECEGIi OLASI FAYDALAR:

EBV enfeksiyonlarinda EBV-DNA (PCR) degerlerinin saptanmasi, enfeksiyonun
tanisi ve takibinde 6zellikle immin baskilanmis hastalarda oldukga yol gdsterici

olabilir. Ozellikle immiin baskilanmis kisilerde EBV hastaliklarini saptamak daha

zordur. Bu nedenle bu galisma ile EBV enfeksiyonlarinin daha erken ve kolay
saptanmasi hedeflenmistir.

2.4- SIZE GETIREBILECEGI EK RiSK VE RAHATSIZLIKLAR:

Yok

3- KATILMA VE CIKMA:

Arastirmaya katiimak tamamen gonullillk esasina dayanmaktadir.
Calismaya katilmama veya herhangi bir anda ¢alismadan ¢ikma hakkina sahipsiniz.
Ayrica sorumlu arastirici gerek duyarsa sizi ¢alisma digi birakabilir. Galismaya
katiilmama, calismadan ¢cikma veya cikarilma durumlarinda bir ceza veya hakkiniz
olan yararlarin kaybi kesinlikle s6z konusu olmayacaktir.

4- MASRAFLAR :
Calisma masraflari UUTF Arastirma Fonu tarafindan karsilanacaktir. Calismaya
katilan géndllerden Ucret talep edilmeyecektir.
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5- GIZLiLIiK:

Bu ¢alismadan elde edilen bilgiler tamamen arastirma amaci ile kullanilacak
ve kimlik bilgileriniz kesinlikle gizli tutulacaktir.

BN, e —————————— , [géndllindn
adi,soyadi Kendi el yazisi ile)] yukaridaki metni okudum ve katilmam istenen
calismanin kapsamini ve amacini, gonulli olarak Uzerime disen sorumluluklari
tamamen anladim. Calisma hakkinda soru sorma ve tartisma imkani buldum ve
tatmin edici yanitlar aldim. Bana, ¢alismanin muhtemel riskleri ve faydalar sézlu
olarak da anlatildi. Bu ¢alismay: istedigim zaman ve herhangi bir neden belirtmek
zorunda kalmadan birakabilecedimi ve biraktidim zaman tedavimi Ustlenenlerin

herhangi bir ters tutumu ile karsilagsmayacagimi anladim.

Bu kosullarda s6z konusu Klinik Arastirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama
olmaksizin katilmayr  (gocugumun / vasimin bu c¢alismaya katiimasini) kabul

ediyorum.

Gonullinin (Kendi el yazisi ile)

Adi-Soyadi:

Tarih (gun/ay/yil) : ....... I P
Velayet veya Vesayet Altinda Bulunanlar icin

Veli veya Vasisinin (Kendi el yazisi ile)

Adi-Soyadi:
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Adresi:

Tarih (gun/ay/yil) : ....... S

Aciklamalari Yapan Arastiricinin (Doktorun)

Tarih (gun/ay/yil) : .......... S

Onay Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Tanikhk Eden Kurulus
Gorevlisinin

Tarih (gun/ay/yil) : .......... S

Bu caligma U.U. Tip Fakiiltesi “Tibbi Aragtirma Etik Kurulu” tarafindan onaylanmisgtir.

Onay Tarihi:
Onay No:

\\

Not: Bu formun bir kopyasi gonlilliide kalacak, dijer kopyasi ise hasta dosyasinda “onamlar”

separatdri altina yerlegtirilecektir. Hasta dosyas! veya protokol numarasi olmayan saghkli
géndllilerden alinacak onam formunun bir kopyas! mutlaka sorumlu arastirici tarafindan
saklanacaktir.
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TESEKKUR

Uzmanlik egitimim siresince bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim
saygideger hocalarim Prof. Dr. Okan Tére ve Prof. Dr. Suna Gedikoglu'na;
tezimin olusumu ve yUratilmesinde blylk emek ve destekleri olan degerli
hocam ve tez danismanim Prof. Dr. Giher Géral'a; mesleki gelisimimde
katkilari olan, asistanhgim boyunca her zaman her konuda desteklerini
hissettigim degerli hocalarim Prof. Dr. Safiye Helvaci, Prof. Dr. Beyza Ener,
Prof. Dr. Resit Mistik, Prof. Dr. Halis Akalin, Prof. Dr. Barbaros Oral, Doc¢. Dr.
Cuineyt Ozakin, Dog. Dr. Yasemin Heper, Dogc. Dr. Emel Yiimaz, Dog. Dr.
Melda Sinirtas ve Dog¢ Dr. Ferah Budak’a; birlikte caligsmaktan mutluluk
duydugum Uzm. Dr. Oktay Alver, Uzm. Dr. Sevim Akcaglar, Uzm. Dr. Esra
Kazak’a; tez hastalarinin seg¢iminde, c¢alismamizin olusturulmasi ve
yUrGtalmesinde bilgi ve tecribelerinden her zaman yararlandidim hocalarim
Uludag Universitesi Nefroloji Bilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Alpaslan
Ersoy ile Cocuk Onkoloji Bilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Betill Berrin
Sevinir'e; her tirli yardimlarindan dolayir Cocuk Onkoloji Bilim Dal Uzmani
Dr. Metin Demirkaya ile asistanlarina; calismamizin istatistiksel analizlerini
yapan Dog, Dr. ilker Ercan ve Dr. Gokhan Ocakoglu’'na; tez hastalarimin
serum O&rneklerinin alinmasi sirasinda bana destek olan ve yardimlarini
esirgemeyen Gocuk Onkoloji Bilim Dali hemsiresi Meliha Agikgéz, Nefroloji
Bilim Dali hemsireleri Aliye Ozcetin ve Aynur Ulusoy‘a; birlikte calismaktan
mutluluk duydugum asistan arkadaslarima; tez calismalarim sirasindaki
destek ve emeklerinden dolay! Mikrobiyoloji Anabilim Dali teknisyenleri Figen
Aymak, Raziye Ulker, Sebnem Gedikli, Bilgen Asci, Zerrin Kaldirm ve
Binnaz Glng6ére; uzmanhk egitimim boyunca kendilerinden cok sey
6grendigim ve her zaman desteklerini hissettigim diger teknisyen ve biyolog
arkadaslarima ve Anabilim Dalimizin tim ¢aligsanlarina tesekklr ederim.

Hayatim boyunca her zaman yanimda olarak beni destekleyen
aileme ve esime verdikleri sonsuz sevgi, emek ve guven icin tesekkir

ederim.
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