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OZET

Demirci, C.N. Bobrek transplantasyonu olmus ¢ocuklarda EBV
enfeksiyonlarmin degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiis,
Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Diinya niifusunun % 95’ i yetiskinlik donemine kadar Epstein-Barr virusi
(EBV) ile karsilagmistir. Latent enfeksiyonlara yol agan EBV, enfeksiy6z mononiikleoz
(EM), lenfomalar ve posttransplant lenfoproliferatif hastaligin (PTLD) etiyolojisinden
sorumlu tutulmaktadir. Calismamizda Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Cocuk Hastaliklart Nefroloji poliklinigine bagvurmus bobrek transplantasyonu olmus
cocuklarda EBV DNA viral yiikiiniin saptanmasi ve EBV’ye 6zgll serolojik testler ile
birlikte degerlendirilmesi amaglanmistir. Bobrek nakli olmus 0-18 yas grubunda 22
cocuk hastadan alinan plazma 6rneklerinde EBV immuiinblot testi ile VCA gp125, VCA
pl9, EBNA-1, p22 ve EA-D antijenlerine karsi olusan IgM ve IgG antikorlar1 ve EBV
DNA kantitatif viral yikleri Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
yontemi ile ¢ahisilmistir. Hastalara ait immin profil sonuglari degerlendirildiginde 8
hastada akut enfeksiyon, 12 hastada gecirilmis enfeksiyon, 1 hastada reaktivasyon ve 1
hastada da negatif serolojik sonu¢ elde edilmistir. EBV DNA Kkantitatif viral yik
sonuglart degerlendirildiginde 22 hastanin 12°sinde pozitiflik saptanmig, 10 hasta ise
negatif olarak bulunmustur. Erkek hastalarin 8’inde (% 57,14) , kadin hastalarin ise 4
tanesinde (% 50) pozitiflik saptanmistir. Bu nedenle akut enfeksiyon ve reaktivasyonun
belirlenmesi transplantasyon hastalar1 agisindan &nem tasimaktadir. Immiinsiprese
hastalarda serolojinin yetersiz kalmast nedeniyle PCR testleri ile birlikte
degerlendirilmesi ve nakil oncesi serolojik profilin nakil sonrasi kantitatif yiikiin

seroloji ile birlikte degerlendirilmesinin 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: EBV, Immiinblot, RT-PCR, Renal Transplantasyon,
Pediatri

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan desteklenmistir. Proje No: 30387
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ABSTRACT

Demirci, C.N. Evaluation of EBV infections in children with renal
transplantation. Istanbul University, Institute of Health Science, Microbiology

Department Master’s Thesis. Istanbul. 2019

95% of the world population had faced the Epstein-Barr virus (EBV) until their
adulthood stage. EBV, which leads to latent infections, is held responsible for infectious
mononucleosis (EM), lymphomas and post transplant lymphoproliferative diseases
(PTLD) etiology. Determining EBV DNA viral load in children, who applied to
Istanbul University Medical Faculty Pediatrics Nephrology polyclinic and kidney
transplant, evaluating along with serologic experiments is aimed in our survey. In 22
children between 0-18 years of age who had kidney transplants, the presence of
antibodies against the IgA and IgG VCA gpl125, VCA pl9, EBNA-1, p22 and EA-D
antigens in the immunoblot kit were examined and the EBV DNA quantitative viral
load was quantitatively analyzed by Real Time Polimerase Chain Reaction (RT-PCR)
method. When the immune profile results of the patients were evaluated, 8 patients had
acute infection, 12 patients had previous infections, 1 patient had reactivation and 1
patient had negative serological results. When EBV DNA quantitative viral load results
were evaluated, in 12 out of 22 patients positivity is detected, 12 patients are found as
negative. 8 (57,14%) of male patients; 4 (50%) of female patients are detected as
positive. Therefore; determination of acute infection and reactivation is significant with
regards of transplantation patients. Due to inadequate serology in immunocompromised
patients, it is important to evaluate together with PCR tests and to evaluate the

serological profile after transplantation together with serology.
Key Words: EBV, Immunoblot, RT-PCR, Renal Transplantation, Pediatrics

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 30387



1. GIRIS VE AMAC

Epstein-Barr virlis (EBV), oncelikle enfeksiy6z mononikleoz (EM), c¢esitli
lenfomalar ve posttransplant lenfoproliferatif hastaligin (PTLH) etiyolojisinden
sorumlu, latent enfeksiyon olusturan bir herpes virtistir. EBV enfeksiyonlariin tanisi,
atipik lenfositlerin, heterofil antikorlarin, viriisiin kapsid antijeni (VCA), Epstein Barr
Viris niikleer antijeni (EBNA) ve erken antijeni (EA)'ne kars1 olusan 6zgiil antikorlarin
ve viral DNA'min Kkantitatif olarak saptanmasi esasina dayanmaktadir. Ulkemiz
acisindan degerlendirildiginde yetigkin popiilasyondaki seropozitiflik oraninin ¢ok
yuksek (% 80-95) olmasi nedeniyle, transplant alicilari veya onkoloji hastalar1 gibi
Ozellikle immiinsiipresif hasta gruplarinda EBV reaktivasyonunun belirlenmesinde rutin
serolojik testler yetersiz kalabilir. Bu klinik tablolarin daha ayrintili bir sekilde
degerlendirilmesi igin laboratuvarda VCA 1gG avidite testi ve molekiler yontemlerden

yararlanilmaktadir (1).

Paul-Bunnel testi (PBT), heterofil antikorlarin gosterilmesinde kullanilan bir
hemagliitinasyon testidir. Heterofil antikorlarin saptanamadigi durumlarda EBV'niin
antijenik yapilarina 6zgiil olarak gelistirilmis serolojik testlerden yararlanilarak viriisiin
major antijenleri olan VCA, EBNA, EA’ne kars1 olusan IgG ve/veya IgM antikorlart
arastirtlmaktadir. Enfeksiyonun baslangi¢ asamasinda olan hastalarin % 20-30'unda
anti-EA antikorlar1 saptanamamakta ve anti-EBNA ise antikorlar1 konvalesan dénemde
olusmaktadir. Anti-VCA antikorlari, olgularin biiyiik bir kisminda saptanabilmekte ve
enfeksiyon déneminin belirlenmesinde katki saglamaktadir (1).

Organ transplantasyonu sonrasi hastalarda immiinsiipresif tedavinin uzun
siirelerde uygulaniyor olmasi, organ alicilarinda immiin sistemin baskilanmasina neden
olmakta ve meydana gelebilecek enfeksiyonlarin disinda ileriki donemlerde malignite
riskini de arttirmaktadir. PTLH, genellikle EBV enfeksiyonu ile birlikte goriilen ve ¢ok
farkli klinik tablolar olusturabilen enfeksiyon ve neoplazma arasinda bir klinik tablo
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. PTLH ile ilgili caligmalar incelendiginde genellikle tiim
organ alicilarmin  yaklasik % 2’sinde  goriildiigli  bildirilmektedir. Bobrek

transplantasyonu agisindan degerlendirildiginde bu oran % 1-5 arasinda degismektedir

).



Solid organ alicilarin1  etkileyen transplantasyon sonrasit uygulanan
immiinsiipresif tedaviyi takiben olusan PTLH organ reddinde 6nemli bir sorun teskil
etmektedir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda serolojik testlerin molekiiler testler
ile desteklenmesi enfeksiyonun hangi asamada (akut enfeksiyon, gegirilmis enfeksiyon,

negatif seroloji yada reaktivasyon) oldugunun bilinmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

Calismamizda Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Hastaliklart
Nefroloji Polikliniginde bobrek transplantasyonu yapilmis ¢ocuklarda EBV DNA viral
yiikiiniin saptanmasi ve EBV antijenlerine karsi olusan 6zgiil antikorlarin immiinblot
yontemi kullanilarak serolojik tablolarinin degerlendirilmesi ve bu iki yontemin birlikte
uygulanmasi sonucunda enfeksiyonun hangi asamada oldugunun klinik agidan

belirlenmesi amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihcge

EM ilk olarak 19. yiizyilin sonunda Filatov veya Pfeiffer tarafindan kirginlik,
ates, hepatosplenomegali, lenfadenopati ve karin rahatsizligi belirtileri ile karakterize
bir hastalik olarak tanimlanmistir. Serum hastaliginda immiinolojik mekanizmalari
arastiran Paul ve Bunnell, 1932'de, EM hastalarinin serum 6rneklerinde, kendiliginden
olusan koyun eritrositlerini agliitine eden antikorlar1 (heterofil antikorlar1)
tanimlamiglardir. EBV'niin identifikasyonunu 1958 yilinda Uganda’da ¢alisan cerrah
Dennis Burkitt tarafindan ¢ocuklarda olusan ¢ene ve boyun tiimorlerinin tanimlanmasi
takip etmistir. Michael Anthony Epstein, Yvonne Barr ve Bert Achong 1964 yilinda
timor dokusundaki virts partikdllerini elektron mikroskopi ile gostermis ve bu viriisl
EBV olarak tanimlamiglardir. Bu virlsin EM ile iliskisi, EM’den iyilesen bir
laboratuvar teknisyeninden alinan serumda bulunan, Burkitt Lenfoma (BL) hucrelerini

taniyan antikorun kesfedilmesiyle belirlenmistir (3, 4, 5).

2.2. Viroloji
2.2.1. Smiflandirma

Herpes virus ailesinin morfolojisi, replikasyonu, latent kalabilme 6zellikleri ve
tekrarlayan enfeksiyon yetenekleri birbirine benzerlik gostermektedir. Insan herpes
viriisleri, genom yapilari, doku tropizmi, sitopatolojik etki sekilleri, latent enfeksiyon
bolgeleri agisindan gostermis olduklari farkliliklari, hastaligin patogenezi ve hastalik
belirtileri gibi 6zelliklerin kriter olarak alinip degerlendirilmesi sonucunda Tablol’de

gosterildigi gibi ti¢ alt aileye ayrilmaktadir (6).

Tablo 1 : Herpesviriade ailesinin siniflandirilmasi (7)

Herpesviridae

Herpes simpleks virus 1-2 (HSV1,2), Varicella zoster virls

Alfa virusler (VZV), Herpes B viris

Beta virlsler Cytomegaloviriis (CMV), Human herpesvirisu 6, 7 (HHV 6, 7)

Gamma virlsler | Epstein-Barr virtis (EBV), Human herpesviriisu 8 (HHV 8)




EBV, herpesviridae ailesinin ¢ok smirli bir konak o6zgiilliigiine sahip
gammaherpesvirinae alt ailesinde bulunan lenfokriptovirls cinsinin bir tyesidir (3,6).
EBV Human herpes virus-4 (HHV-4) olarak da bilinmektedir (7).

2.2.2. Fiziksel Ozellikleri

EBYV, ¢ift iplik¢ikli DNA igeren biiyiik, zarfli bir virlstir. Pek cok DNA virlsu
gibi EBV’de konak hucre niikleusunda replike olmaktadir. Viriisiin tomurcuklanmasi
nikleus membraninda ger¢eklesmektedir. Etere duyarlidirlar. Konak hicre iginde
intraniikleer inklizyon cisimcikleri (Cowdry-A) olustururlar. Bilinen tek konagi ve
rezervuart insandir. Viral DNA 184 kb bulyikluginde ve 162 kapsomer igeren
ikosahedral simetri gosteren kapsid ile cevrilidir. Bu kapsid, glikoprotein iceren bir zarf

ile ¢evrelenmistir (5,8,9).
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Sekil 1 : Epstein Barr Viriis Yapisi (6)

EBV’nin EBV1 ve EBV2 olarak adlandirilan iki alt tipi bulunmaktadir. Bu iki
tipin farkliligt Epstein Barr Viriis Niikleer Antijenlerini (EBNA) kodlayan latent
genlerdeki polimorfizm ile iliskili oldugu belirlenmistir. Bu poliformik noktalar PCR
yontemi ile saptanabilmektedir (10). EBV1’in B hiicreleri Gzerindeki etkisi EBV2’den
daha fazladir (11).



2.2.3. EBV PROTEINLERI

2.2.3.1. Latent Proteinler ve Ozellikleri
- EBNA

EBNA-1:

EBNAL, epizomal EBV genomunun replikasyonu ve devami i¢in gerekli olan
bir DNA baglayici niikleer fosfoproteindir. Bu, EBNA1'in viral replikasyonun plasmit
kdkeni olan oriP'ye baglanmasiyla gergeklesir (12). EBNA-1 B lenfositlerinin
6lumsuzlesmesinde de gorev almaktadirlar (13).

EBNA-2:

EBNA-2, viral ve konak genlerinin ekspresyonunu artirict transkripsiyonel bir
ko-aktivator olarak rol oynamakta ve EBNA-3C ile etkilesime girerek B hiicrelerinin
olumsiizlesmesi asamasinda gorev almaktadir (13,14). Viral Laten Membran
Proteinlerinin transkripsiyonlarin1 aktive eder ve transkripsiyonel regiilator olan
Immiinoglobulin Kappa J Bolgesi icin Rekombinasyon Sinyali Baglama Protein
(RBPJK) transkripsiyon faktorii ile etkilesime girer (15).

EBNA-3A,3B,3C:

EBNA-3 ailesi transkripsiyonel bir diizenleyici olarak gorev gorirler. EBNA-
3A ve EBNA-3C B hucre transformasyonu icin gereklidir. EBNA-3 proteinleri, RBPJk
transkripsiyon faktorii ile birlesir ve EBNA-2 tarafindan aktive edilen genlerin
baskilanmasini saglarlar. EBNA-3B transformasyon asamasi i¢in gerekli bir protein
yapist degildir, bunun yaninda vimentin ve CD40 ekspresyonunu indtklemektedir (12).
EBNA Lider Proteini (EBNA-LP):

EBNA-LP mRNA’lar tarafindan kodlanir ve belirli bir EBV izolatinin icerdigi
BamHIW tekrarlarinin sayisina bagl olarak degisken biiyiikliikte protein kodlar. P53
ve pRb'yi inaktive etmek icin EBNA-2 ile etkilesime girer, Notch yolaginin
transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girer, B hiicrelerinin 6limsiizlesmesine katkida
bulunur (13). EBNA-2 aracili transkripsiyonel aktiviteyi arttirmada rol oynadigi
diistintilmektedir (12).



- Latent Membran Proteini (LMP) :

LMP1, en 6nemli EBV proteinlerinden biridir ve hem B hucrelerinde hem de epitel
hiicrelerinde fenotipik degisiklikleri indiikleyebilmektedir. LMP1 ayrica timor nekroz
faktor (TNF) siiper ailesinin bir {iyesi olan CD40'in yerine gegerek doniisiim i¢in 6nemli
olan buyume ve farklilasma sinyallerini olusturur (16). LMP1, B hucresi
transformasyonu igin gerekli olan EBV'nin en 6nemli proteinidir. LMP1, hicrede
eksprese edildiginde hiicre yiizeyi adezyon molekullerinin ve aktivasyon antijenlerinin
indiklenmesi, antiapoptotik proteinlerin (Bcl-2, A20) uyarilmasi ve sitokin tretiminin
uyarilmas: (IL-6, 1L-8) ile sonuclanan pleiotropik etkiye sahiptir (12). LMP2A ve
LMP2B virlsun latent kalmasinda 6nemli rol oynar. LMP2A B hicresi reseptoriinin

sinyal molekiilii ile etkilesime girerek sinyal yolagini bloke eder (3,13).

2.2.3.2. Litik Proteinler ve Ozellikleri

- Erken baslangi¢ antijeni (IEA) :

Transkripsiyon aktivatorii olarak iglev goriirler.

- Erken antijenler (EA) :

Viral DNA replikasyonu icin gerekli enzim fonksiyonu olarak islev gériirler. iki sekilde
bulunur.

Yaygin (diffuse; D): Enfekte hiicrelerin niikleus ve sitoplazmalarinda yaygindir.

Kiasith (restricted; R): Yalnizca niikleusta bulunur (8).

- VCA (Viral Kapsid Antijeni):

Yapisal bir proteindir. Litik enfeksiyonun ge¢ doneminde sentezlenerek viriyonlarin
konak hiicreden salinmasinda gorev alirlar (8).

- MA (Membran Antijeni)

Viriisiin enfektivitesinden ve yayilmasindan sorumlu antijenlerdir (8).

- Glikoproteinler ve Ozellikleri

Gp350/220: CD21 molekiiliine tutunarak viriyonun hiicre igerisine girisini saglar (6).
Gp85: Hicresel ve viral membran arasinda flizyonun diizenlenmesi ve tetiklenmesi igin
gorev alir (17).

Gp42: Insan I6kosit antijeni (HLA) ile etkilesime girerek viriyonun hiicre igine gegisini
kolaylastirir (6).



2.2.4. EBV Genomu

Enfekte hiicrelerde viral genom, temel olarak bir ekstra-kromozomal epizom
olarak devam eder. Viral genom, potansiyel olarak 100'den fazla a¢ik okuma ¢ergevesi
(ORF) icermektedir. ORF'lerin isimlendirilmeleri, bulunduklari BamHI-kisitlama
parcasina gore almaktadir. Ornegin, BARF1 ORF BamHI A parcasinda bulunur.
ORF’ler latent ve litik gen bolgelerine ayrilmistir (18, 19).

EBERI Eeger2
1 t\'r

Cift iplikli DNA epizomu

EBNA-LF
EBNAZ

EBNA3B
EBNA3A

Sekil 2 : EBV Genom yapis1 (19)

2.3. Litik Dongu

Litik dongii sirasinda viral olarak kodlanmis genlerin ¢ogu eksprese edilir. Litik
genlerin Urlnleri, viral genomun amplifikasyonuna, viral yapisal proteinlerin sentezine,
viral kapsid olusumuna ve diger kisilere bulasmak icin tiikiiriik yoluyla yayilan yeni
virlis parcaciklarinin {iretilmesine aracilik eder (20). Litik dongii EBV’niin B
lenfositlerini enfekte etmesi ile baslayip viral genomun olusup paketlenerek hicre
disina ¢ikmasi ve bunun sonucunda hiicre Sliimii ile sonlanmaktadir. Litik dongii

proteinleri IEA, VCA, EA ve MA’dir (21).



2.4. Latent DOongu

Latent EBV genomu bes EBNA proteini ve iki latent membran proteinini
eksprese etmektedir (22). B lenfositleri virls ile enfekte olduktan sonra transforme
olurlar ve virs genomu hlcre genomuna entegre olur. B lenfositlerinin bir kismu litik
siklusa girerken bir kismi1 yasam boyunca kalir (23). Latent genlerin ekspresyonuna
gore 3 tip latentlik tanimlanmaktadir. Birinci tip latentlikte EBNA-1 eksprese edilir ve
BL iliskili hastalik olarak bildirilmektedir. ikinci tip latentlikte EBNA-1, LMP-1, LMP-
2A, LMP-2B eksprese edilmektedir. Ugiincii tip latentlikte ise tiim latent faz
proteinlerinin ekspresyonu gerceklesmektedir. Latent fazda bulunan enfekte bir

hlcrenin tekrar litik dongiye girmesi reaktivasyon ile sonuglanmaktadir (24).

2.5. Patogenez

EBV ile bulas, yineleyen asemptomatik doékuntiler ve primer enfeksiyon
sirasinda virls partikillerini iceren tikirik ile temas yoluyla gergeklesir ve enfeksiyon
ilk olarak orofarengial epitelyumda baslar (25, 26). Enfeksiyon, kan nakli, organ

transplantasyonu ve cinsel temas ile de bulasabilmektedir (8).

EBV insan B hucresine uyum saglamis bir viriis olup yasam boyu enfeksiyon
olusturmak i¢in farkli B hiicresi gelisim asamalarina etki etmektedir (5). Virls hiicre
etkilesiminin ilk adimi, viriisiin ana zarf glikoproteini olan gp350'nin, B hiicresinin
yuzeyinde bulunan CD21 molekiliine baglanmasi ile gergeklesir (26). B lenfositleri
enfekte olduktan sonra 30-50 giinlik inkiibasyon periyodunu takiben viral replikasyon
baslar. B lenfositlerinde viriis ¢ogalir ve hiicreyi parcalayarak dis ortama salinir. Agiga
cikan viriisler retikiloendotelyal sisteme (RES) ulasarak hiicresel ve hiimoral

immuniteyi aktif hale getirirler (21).

Hastalarin bazilarinda enfeksiyondan haftalar hatta aylar sonra bile virls

saptanabilmektedir (27).



EBV

Yakm Temasla Bulasma

7 Orofarengeal
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\ B Lenfositlerin / Proliferasyonn Aktivasyom Lenf Hezi LATENTLIK
. Enfeksiyoon -~ : ’
—— Dalak
Akt Abut Alut
Tikiiriikle Viriis Atilr Enfeksivonunda Enfeksiyonunda Enfeksivommda
Heterofil Antikorlar Atipik Lenfositler Sempromlar

Sekil 3 : EBV patogenezi (8)

2.6. Immiinite
EBV ile enfekte transforme lenfositlere karsi olusan immiin cevap karmasiktir

ve hem himoral hem de hicresel immiin mekanizmalar1 igermektedir (3).

2.6.1. Hiicresel Immiinite
EBV'ye karsi olusan hicresel immin yanit CD8*, CD4* sitotoksik T
lenfositlerini (CTL) ve dogal oldirtict (NK) hicreleri icermektedir (3).

Hiicresel immiinite hastaligin sinirlandirilmasinda rol oynayan énemli bir faktordir. B
hiicre proliferasyonunun erken kontrolii, NK hiicre aktivitesi ile saglanmaktadir. Latent
proteinlerden EBNA-2 ve LMP-1, ¢ogalan B hiicrelerine karsi yonlendirilen EBV'ye
0zgli CTL'ler i¢in hedef antijenlerdir ve kontrolsiiz ¢ogalan B hiicrelerinin kontroliinii
saglayan CTL'lerdir. Enfekte B lenfositlerinde sentezlenen oncul antijenler CD4*
T lenfositlerini uyarir. CD4" T lenfositlerinin, CD8" T lenfositlerini bu antijenlere karsi
uyarmast sonucunda, enfekte B lenfositlerini hedefleyen ¢ok sayida CTL gelistirilmis
olmakta ve enfekte hucreler bu CTL’ler tarafindan 6ldurtlmektedir. CTL’leri; hastaligin
laboratuvar tanisinda da onemli yeri bulunan, vakuollii sitoplazmali, lobiiler, koyu
bazofilik niikleuslu atipik lenfositlerdir. Bu hiicrelere Downey hiicresi ad1 verilmektedir.
Total 16kosit sayisinin % 10-80’1 atipik hiicre 6zelligi gosterir. EM tablosundan CD8*
T hicreleri basta olmak tizere CD4" T hucreleri ve NK hcrelerinin sitokin dretimi
sorumlu tutulmaktadir.

Viriis B lenfositlerinin bir boliimiinde yasam boyu latent olarak kalmaktadir. Araliklar
ile virus agiz mukozasinda reaktive olur ve viriyonlar tikiirik ile atilir bunun

sonucunda donemsel araliklar ile kisilerde EBV DNA saptanabilir (3,8,26).
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2.6.1.1. iImmiin Sistemi Baskilanmis Hastalarda Yanit

Hastalarda immin sistem kontrolinde bir yetersizlik s6z konusu ise EBV B
hiicre ¢ogalmasin1 uyarir ve Ozellikle transplantasyon hastalarinda uygulanan
immunsupresif tedavi asamasinda EBV, PTLH olusturmaktadir (5). Bu hastalar immdn
sistemin yetersizliginin sonucunda EBV ile enfekte olmus B hiicrelerinin ¢ogalmasini

kontrol edememektedir (28).

EBV DNA viral yiik, ¢ogu PTLH geciren kisilerde tespit edilmis ve kandaki
yuksek dizeyde EBV'nin EM ve PTLH gelisme riski ile iligkili oldugunu gosterilmistir.
Ayrica, EBV DNA viral yiikiindeki diisiisiin hastalik regresyonu ile korele oldugu da
bilinmektedir (29).

X’e bagh lenfoproliferatif sendrom ve Wiscott-Aldrich sendromu gibi immiin
yetersizligi bulunan kisilerde ise B hiicre proliferasyonunun tetiklenmesi ile malignite

olusumlari da gozlenmektedir (30).

2.6.2. Hiimoral Immiinite

Primer enfeksiyonda klinik bulgularin ortaya ¢ikmast ile beraber viral antijenlere
kars1 IgM ve IgG yapisinda 6zgill antikorlar olusmaktadir. ilk kez Paul ve Bunnell’in
heterofil antikor olarak adlandirdiklari, koyun eritrositlerini agliitine eden ve IgM
yapisinda olan antikorlar enfeksiyonun 2.-3. haftasinda Paul-Bunnell testi ile
saptanabilmektedir (8,21,31).

Viral kapsit antijenine karsi olusan IgM antikorlar1 akut infeksiyon
goOstergesidir ve klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasi ile 4-8 hafta boyunca pozitif
kalmaktadir. Baz1 olgularda 4 aydan daha uzun siiren pozitiflikler de belirlenmistir.
Viral kapsit antijenine karsi olusmus IgG antikorlari ise semptomlarin baslamasini
takiben 4-7 giin sonra ortaya c¢ikar ve Omiir boyu saptanabilmektedir. EBNA IgG
antikorlar1 akut enfeksiyondan konvelesan doneme gegisin gostergesi olmakla birlikte
primer enfeksiyondan 3-4 hafta sonra ortaya ¢ikip 6miir boyu kalmaktadir. EA-D 1gG
antikorlar1 3-4 haftada pozitiflesir ve 3-6 ay sonra saptanamayan duzeylere

ulagsmaktadir. EA-R antikorlari ise iyilesme doneminde goriillmektedir (31,32).
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2.7. Epidemiyoloji

EBV tukirik yoluyla bulagsmasina karsilik, kan nakli, kemik iligi ve organ
transplantasyonlar1 ile de bulasabilmektedir (33). EBV, diinyada yaygin olarak
bulunmakta ve yetiskinlerde % 90’nin Uzerinde gorilmektedir. EBV ile enfekte olmus
kisiler, tamamen asemptomatik olsalar bile, yasam boyu aralikli olarak viriisiin

yayilmasinda 6nemli rol oynarlar (3,6,8).

Enfeksiyon en sik 2-4 yaglari ile 15 yaglar1 arasinda goriilmektedir. Bebeklerde
ve kiglk cocuklarda EBV ile primer enfeksiyon genellikle semptomatiktir veya spesifik
olmayan semptomlarla sonuglanir (6). Ergenler ve gen¢ yetiskinler arasinda tiikiiriik
paylasimi siklikla Opiisme sirasinda meydana gelmekte ve bu nedenle EBV

mononiikleozisi “Opiiciik hastalig1” ismiyle de bilinmektedir (5).

Primer enfeksiyon yasi, viriise maruz kalmaya etki eden sosyo-demografik
faktorler nedeniyle Onemli farkliliklar gosterir. Kotii hijyenik ve yogun yasam
kosullarina sahip gelismekte olan bircok iilkede, primer enfeksiyon erken yasta
gortulmektedir (33). Gelismis iilkelerde ise EBV ile karsilasma daha ileriki yaslarda
goriilmektedir. Tiirkiyede eriskin yas seropoziflik oranlart %70-99,4 arasinda

bulunmaktadir (8).

Tablo 2: Popllasyona gore EBV gorulme sikligi (34)

Popilasyona gore EBV gorilme sikhig

Seropozitif saglikl yetiskinler % 12-25
Solid timor hastalari % 27
HIV-1- enfekte bireyler % 50
Bobrek transplant alicilar % 56-70
Enfeksiy6z mononiikleoz hastalar % 50-100
Ldsemi veya lenfoma hastalari % 74-92

EBV ile iliskili baz1 neoplazmalarin cografi dagiliminda kofaktorlerin etkisi
oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin sitma enfeksiyonunun, Afrikada goriilen BL’larda

bagisiklik sistemini baskilamasi buna 6rnek verilebilir (5, 8).
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EBV, EBNA-2, -3A, -3B ve -3C'deki sekans polimorfizmlerine dayanarak 1 ve
2 olarak iki tipte siniflandirilir. Tip 1 EBV izolatlari, in vitro B hiicresi doniisiimiinde,
tip 2 izolatlardan daha etkili olmaktadir, ancak EBV tiplerindeki farkliliklar insanda
olusan hastaliklarla iligskili bulunmamaktadir ve g¢alisilan tiim popiilasyonlarda her iki

tip de saptanmaktadir (6).

2.8. Klinik

2.8.1. Enfeksiy6z Monontikleoz
Bebeklerin ve g¢ocuklarin EBV enfeksiyonlarinin ¢ogu asemptomatiktir veya
spesifik olmayan semptomlara sahipken, ergenlerin ve yetigkinlerin enfeksiyonlari

siklikla EM ile sonuglanmaktadir (35, 36).

EM hastalarinin yiizde 50'den fazlasi ates, lenfadenopati (LAP) ve farenjit
(klasik triad) semptomlarini gosterirken; hastalarin % 10'undan fazlasinda splenomegali,
palatal petesi ve hepatomegali gorlilmektedir. Daha az gorilen komplikasyonlar
arasinda hemolitik anemi, trombositopeni, aplastik anemi, miyokardit, hepatit, genital
ulserler, splenik riptdr, dokuntt ve Guillain-Barré sendromu, ensefalit ve menenijit gibi

norolojik komplikasyonlar soylenebilir (8, 37).

EM bogaz agrisi, ates ve boyunda agrili lenf bezleri ile karakterizedir.

Inkiibasyon periyodu 30 giin civarindadir (38).

EM iki klinik formda kendini gostermektedir. Birinci form akut olarak
baslayan bogaz agrist ve takibinde servikal lenf nodu biiylimesiyle kendini
gostermektedir. Diger formu ise yavas gelisen yorgunluk ve miyalji ile seyretmektedir.
Semptomlarin ¢ogu 10 giin igerisinde sonlanir veya azalmaya baglar fakat servikal LAP

uc hafta boyunca devam etmektedir (39).

Primer EBV enfeksiyonu sonrast goriilen EM tablosunda litik antijenlere kars1
olusan antikorlar serumda yiiksek titrasayonlarda bulunur ve ayni sekilde EBV DNA
viral yukde yuksektir. Tan1 klinik bulgular ile birlikte atipik lenfositler ve heterofil
antikorlarin saptanmasi ile konulmaktadir. Heterofil antikorlar 6-12 ay kadar pozitif
kalabilmektedirler (8).
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2.8.2. Kronik Aktif Enfeksiyon

Kronik aktif EBV enfeksiyonu nadir goriilen bir hastalik olmakla birlikte
primer EBV enfeksiyonu olarak baslayan ve 6 aydan uzun siiren hastalik tablosu yada
anormal antikor titreleri olan, organ hastaliklarina ait histopatolojik bulgusu bulunan ve

EBV antikorlarinin ve dokuda EBV DNA viral yiikiin gosterilmesi ile tanimlanir (37).

Konak viriis dengesinin bozulmasi ile kronik aktif EBV enfeksiyonu (KAEBV)
gelismektedir. Genel olarak, KAEBV kronik veya tekrarlayan enfeksiydz mononiikleoz
benzeri semptomlarla, yuksek VCAve EA titresi, diisitk EBNA titresi ile karakterize bir
tablo olarak karsimiza ¢ikmaktadir (40).

2.8.3. Burkitt Lenfoma (BL)

Sahra alt1 Afrika'da, endemik BL, kiiciik ¢ocuklarda en sik goriilen malignite
tablosudur ve goriilme sikligi yilda 100.000 kiside 8-10"dur. Endemik BL hemen hemen
her zaman EBV ile iliskilidir. Sitma goriilme sikliginin yiliksek oldugu Ekvator
Afrika'da BL riski en fazladir (9). Endemik bdlgelerde EBV litik antijenlerine karsi
yiiksek titreleri olan kisiler BL igin yiiksek risk altindadir (41). BL riski yiksek
endemik bir bolgedeki ¢cocuklarin, yasamlarinda daha 6nce EBV ile enfekte olduklart ve
bebeklik doneminde nonendemik olmayan bolgelere kiyasla daha yiiksek EBV DNA

viral yiklerinin oldugu gosterilmistir (42).

2.8.4. Hodgkin Lenfoma (HL)

MacMahon 1966 yilinda, HL'nin bulasici bir ajandan kaynaklanabilecegini 6ne
stirmiistiir. Bu ajanin EBV olabilecegine dair ilk kanit, HL hastalarinda diger lenfoma
hastalarina kiyasla EBV antijenlerine karsi olusan yuksek antikor titrelerinin tespit
edilmesi ve ayrica bu antikor titrelerinin birka¢ yil boyunca HL gelisimini devam

ettirmesiyle gosterilmistir (12,43).

Klasik HL 1) Nodiiler skleroz; 2) Karisik hiicreli; 3) Lenfositten az tip; 4)
Lenfosit predominant (LP) tip olmak (izere dort histolojik alt tipten olusmaktadir (6,39)
HL hastalar1, lenfoma baslamadan once siklikla EBV yapisal proteinlerine

kars1 yuksek antikor titrelerine sahiptir (37).

2.8.5. Nazofaringeal Karsinom
Nazofaringeal karsinomlar Glney Cin, Kuzey Afrika ve Amerikan Eskimolari

arasinda cografik ve etnik olarak daha siklikla goriilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii
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(DSO) tarafindan Nazofaringeal Karsinomlar Tip 1 skuaméz (iyi diferansiye,
keratinize); Tip 2 keratinize olmayan; Tip 3 indiferansiye (kotu diferansiye) olmak
Uzere {i¢ histopatolojik tipe ayrilmaktadir (44).

Bu Klinik tabloda VCA'ya ve EA'ya ait IgA titreleri tan1 igin oldukca 6nem
tasimaktadir. IgA titrelerindeki artis, farklilagmamis nazofaringeal karsinomunun
gelisiminden birkag y1l dnce ortaya ¢ikabilmektedir. Periferik monontkleer hicrelerde
EBNA-1 DNA'sinin tespiti, metastaz gelismesi ihtimalinin oldukga yiiksek oldugunu

gosteren énemli bir risk faktérudur (45).

2.8.6. Post Transplant Lenfoproliferatif Hastalhlk (PTLH)

PTLH organ transplantasyonu sonrasi uygulanan immdainsupresif tedaviye baglh
olarak lenfositlerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu gelisen ciddi bir komplikasyondur.
PTLH DSO tarafindan plazma hiicre hiperplazisi / erken lezyon PTLH, polimorfik
PTLH (poliklonal veya monoklonal) ve monomorfik PTLH olarak siniflandirilmaktadir
(46).

Immiin sistemi baskilanmis hastalarda hastalarda, viriisle enfekte olmus bellek
B hiicrelerinin sayisi, saglikli insanlara gore 50 kat daha fazla olabilmektedir. T
hiicrelerinin sayisinin ve fonksiyonunun azalmasi nedeniyle, enfekte hiicreler EBV'ye
0zgii CTL’ler tarafindan kontrol edilememekte ve virls ile enfekte hicrelerin kontrol
edilemeyen ¢ogalmasi PTLH tablosu gorilmektedir. Bununla birlikte, her EBV-
seropozitif transplant alicisinda PTLH gelismez. Bunun nedeni olarak enfekte olmus
lenfoblastlarin ¢ogunun bellek hiicrelerine donlsmesi ve sadece bu doniislimii
gerceklestiremeyen hiicrelerin serbestce ¢ogalmaya baslamasi oldugu diisiiniilmektedir

(47).

PTLH geciren hastalarda EM’a benzer semptomlar veya ates ve lenf nodlarinin
lenfomatdz infiltrasyonu goriilmektedir. Insidans: bobrek nakli sonras1 % 1 ile % 2 ve
kalp-akciger nakli sonrast % 5 ile % 9 olarak bildirilmektedir. Primer enfeksiyon

gegiren hastalar reaktivasyon gegisren hastalardan daha fazla risk altindadir (3,9).

2.8.7. X’e Bagh Lenfoproliferatif Sendrom (XLPS)
Cogunlukla 5 yasin altindaki erkek cocuklarda gorilen bir klinik tablodur.
Genetik agidan incelendiginde bu hastalarda, X kromozomunun uzun kolunda, 25.

pozisyonunda meydana gelen bir mutasyondur (Xqg25). Bunun sonucu olarak, IFN-
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gamma sentezi i¢in gerekli, lenfositlerin ylzeyinde bulunan bir reseptér olan Signaling
Lymphocytic Activation Molecule (SLAM) ile iliskili protein, (SAP) SAP protein
geregince sentezlenemez. Bu mutasyonu bulunan ¢ocuklarda primer EBV enfeksiyonu
gelismesi halinde IFN-gamma yapimi dizenlenemez. B lenfositlerin kontrolsuzce
cogalir. Dolayisiyla EBV enfeksiyonu ¢ok agir bir sekilde gecirilmekte ve ¢ogunlukla

10 yasindan 6nce mortalite ile sonuglanmaktadir (48).

2.9. Tam

2.9.1. Kullanilan Klinik Ornekler

EBV enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan uygun Klinik o6rnekler, beyin
omurilik sivis1 (BOS), tam kan, serum, plazma, parafinlenmis doku ve taze
dondurulmus doku Ornekleridir. Serum veya plazma Ornekleri +4°C’de birka¢ gun
saklanabilmektedir. Alinan 6rnekler hemen galisilmayacak ise ¢alisma zamanina kadar -

86°C’de saklanmalidir (24,39).

2.9.2. Virus izolasyonu

Tiikiiriik, perifer kan1 veya lenfoid dokudan izolasyon yapilabilmektedir.
Enfekte ettigi hiicrelerde sitopatik etki gostermemektedir. Orofarengeal veya genital
sekresyonlar, periferik kan (10 ila 30 mL) veya timo6r dokusundan alman klinik
ornekler, ozellikle EBV enfeksiyonuna duyarli olan tam tabaka insan gobek kordonu
lenfositlerinden olusan hiicre kiiltiirii ortamina ekilir ve hiicre transformasyonunun
go6zlenebilmesi icin 4-6 hafta sire ile inkube edilir (49). Emek isteyen ve zaman alic1 bir

yontem olmasi nedeniyle rutinde kullanilmamaktadir (24,27).

2.9.3. Serolojik Tani

2.9.3.1. Heterofil Antikor Testleri

Paul ve Bunnell tarafindan koyun eritrositlerini agliitine eden antikorlar olarak
tanimlanan heterofil antikorlar, vakalarin % 90'inda hastaligin bir doneminde
gortalmektedir (3). Titrimetrik heterofil antikor testi olarak gecen Paul-Bunnel testi
kullanilmaktadir (8).

Semptomlarin baslangicindan 2-5 hafta sonra en yiiksek seviyelerine ulasirlar
daha sonr hizla diiserler nadiren 6-12 ay boyunca pozitif kalabilirler. 2-5 yas arasi
cocuklarin % 50'sinde enfeksiyonun herhangi bir déneminde, 2 yasindan kiiciiklerde ise

% 10 ila % 30'u pozitif olarak bulunmustur. Bu nedenle, yanlanci negatif sonuglarin
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orani kiigiik ¢ocuklarda yiiksek olabilmektedir. GUnimiizde monospot testi gibi ticari
spot kitler mevcuttur ve genellikle spesifik ve heterofil antikorlar igin oldukca
duyarhdirlar (50).

2.9.3.2. EBV’ye Spesifik Antikor Testleri

Immiin floresan antikor testi, Immiinblot ve EBNA, EA, VCA antijenlerine kars1

antikorlarin arastirildig testleri kapsamaktadir (8).

Enfeksiyon sirasinda EBV major antijenlerine karst olusan antikorlarin
varliginin belirlenmesi 6zellikle atipik lenfositoz ve heterofil antikorlarin bulunmadigi,
ancak EBV infeksiyonundan siiphelenilen hastalarda olduk¢a 6nem tasimaktadir. EBV
serolojisi akut infeksiyonun gecirilmis infeksiyondan ya da reaktivasyondan ayriminda

onem tasimaktadir (32).

VCA IgM antikorlar1 akut infeksiyon gostergesi olup klinik semptomlarla
birlikte (¢ ay saptanabilmektedir. VCA 1gG antikorlari ise semptomlarin baglamasindan
4-7 giin sonra ortaya c¢ikar Omir boyu varligmm siirdiirir. EBNA IgG antikorlari
konvelasan donemde ortaya ¢ikmaktadirlar ve 6miir boyu kalabilmektedir. EA-D 1gG
antikorlar1 Giglincli haftada en yuksek seviyelere ulasmakta ve U¢ ayda saptanamayan
diizeylere diiser. EA’nin R komponentine karsi olusmus antikorlar ise iyilesme
doneminde gorilmektedir (8,32,50). EA ve EBNA igin IgM testlerinin giivenilirligi

tartisilmakta ve tan1 asamasinda 6nerilmemektedir (51).

Tablo 3: EBV’ne ait antikorlarin serolojik agidan yorumlanmasi (31)

ANTI-VCA | ANTI-VCA . .
ANTI-EA ANTI-EBNA
19G IgM
EBV Enfeksiyonu Ge¢irmemis - - - -
Akut Enfeksiyon +/++ +/++ + -
Yeni Gegirilmis Enfeksiyon +t +- +++ +/-
Gegmiste Gegirilmis Enfeksiyon + : : +
Kronik/ Reaktive Enfeksiyon + - +- +
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Indirekt immiinofloresan teknikleri, VCA IgG ve IgM'in tespiti icin "altin
standart” olarak kabul edilmektedir (51). Genellikle BL’li hastalarda EBV’nin
transforme ettigi B hiicre hatlari igin kullanilmaktadir (50). Ticari olarak hazirlanmis

P3HR-1 ve Raji hiicre dizileri kapl lamlar bulunmaktadir (8).

Klinik tablonun baslangicinda VCA IgM antikorlar1 VCA IgG antikorlarindan
once olugmayabilir. Bu nedenle IgG olgunlasma derecesini degerlendiren IgG avidite
testi kullanilmaktadir (50, 52). VCA IgG avidite testi, anti-EBNA-1-negatif hastalarda

primer enfeksiyon ile ge¢cmis enfeksiyonun ayrimimda 6nem tagimaktadir (53).

Yiiksek oOzgilliigii nedeniyle immiinblot testleri dogrulama yontemi olarak
onerilmektedir (8). EBV immunblot testlerinde EBNA-1 (p72), VCA (p18 ve p23), EA
(p54 ve p138) ve MA (gp 350/250) rekombinant antijenleri kullanilmaktadir (50).

2.9.4. Nukleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT)

EBV DNA, EM’nin seyri sirasinda lenfositlerde ve plazmada tespit
edilebilmektedir. EBV DNA’nin kopya sayisini belirlemek igin real-time PCR yontemi
kullanilmaktadir (3). Ozellikle transplantasyon sonrasinda PTLH gelisiminin takip
edilebilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. EBV enfeksiyonlarinda kantitatif testler ile
saglikli donemdeki latent virlis yikine gore 3-4 kathik bir artis anlamli kabul
edilmektedir. EBV DNA testlerinde hastalik riskini belirten esik degerin kesin
olmamasi, klinik uygulamada sorun teskil etmektedir (8). Ozellikle pediatrik gruplarda
PTLH gelisiminin takibi ac¢isindan viral yiik seviyelerinin devamli bir sekilde

kontroluniin yapilmasi dnerilmektedir (21).

Bagisiklik sistemi baskilanmis gruplarda ve EBV ile iligkili maligniteleri olan
hastalarda PCR testleri ile EBV DNA viral yikinin belirlenmesi daha anlaml
olmaktadir. Glniimiizde bu konu ile ilgili olarak tanida kullanilan ¢ok sayida ticari PCR
testleri bulunmaktadir. Yiiksek virlis saptama duyarlilig1 isteniyorsa, viral genom basina
7 ila 11 kez bulunan internal viral BamHI W-tekrarlarmin PCR hedefi olarak

kullananimu tercih edilmelidir (54).

2.10. Tedavi
EBV hastalig1 i¢in etkili bir tedavi veya as1 bulunmamaktadir. Virlsin her

yerde bulunmasi ve asemptomatik yayilim potansiyeli enfeksiyonun kontroliini
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zorlastirmaktadir. EM’nin 6nlenmesinin en iyi yolu, hastaligin ¢ocuklarda daha hafif
gecirilmesi ve 6miir boyu bagisiklik saglamasi nedeniyle yasamin erken dénemlerinde

viriise maruz kalmaktir (5).

EM tedavisi ile hastalarin % 95'inden fazlasi spesifik bir tedavi olmadan
sorunsuzca iyilestiginden biyuk oranda destekleyicidir. Asiklovir, gansiklovir ve
foskarnet gibi antiviral ajanlar in vitro olarak EBV replikasyonunu inhibe eder. Bununla
birlikte, bu ajanlar sadece litik enfeksiyon sirasinda eksprese edilen viral DNA

polimerazi hedeflemektedir (3).

Kortikosteroidler ates ve bogaz agrisin1 azaltmaktadir; ancak, hiicresel
bagisiklik gelisimini engelleme olasiliklar: yiiksek olabileceginden ¢ogu EM vakasi igin

onerilmez (6).

PTLH hastalarinda immiinsiipresyondaki azalma, viriisle enfekte olmus B
hiicrelerine karst EBV'ye 6zgii T hiicre aktivitesini arttirabilir ve mevcut olan tumaorin

gerilemesine neden olabilir (6).

2.11. Korunma
Virlls yakin temas ile bulagsmaktadir bu nedenle hijyen kurallarina dikkat

edilmesi gerekmektedir (8).

EBV enfeksiyonunu veya hastaligini dnlemek i¢in asilama, nakil alicilar1 dahil
olmak {izere bazi1 yiiksek riskli gruplarda onemli olacaktir. Giinlimiizde yapilan as1

caligmalarinda gp350 nétrlestirici antikorun ana hedefi oldugu i¢in ana immiinojendir

(6).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan 23/03/2018 tarihinde onanmus, ayrica hastalar bilgilendirilerek,
kendilerinden onam almmustir. Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk
Hastaliklar1 Nefroloji Polikliniginde bobrek transplantasyonu yapilmis 18 yas alti ocuk
hastalardan alinan plazma 6rneklerinde immunblot testi ile EBV serolojilerine bakilmis
ve RT-PCR yontemi ile EBV-DNA viral yiikii kantitatif olarak incelenmistir. Calisma
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Viroloji

ve Temel Immiinoloji Bilim Dali PCR Laboratuvari’nda yapilmustir.

Hastalardan EDTA’1 tiiplerde gelen kan 6érnekleri 4000 rpm de 5 dk santrifiij
edilmis ve plazma ornekleri 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine alinmistir. Ependorf tiiplerine
alman plazma 6rnekleri 1’den 22’ye kadar numaralandirilarak etiketlenmis ve ¢alisma

zamanina kadar -20°C’de saklanmustir.

3.1. Serolojik Tani

Serolojik tant EUROIMMUN (Almanya) EUROLINE Anti-EBV Profile 2
19G-IgM kiti kullanilarak VCA gp125, VCA p19, EBNA-1, p22 ve EA-D antikorlarina
bakilarak gerceklestirilmistir.

3.1.1. Kullanilan Malzemeler
e Derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)
e EDTA’h tip
e Santrifij
e Ependorf tipd (1.5mL)
e Buzdolab1 (Bosh, Almanya)
e Pipet ucu (0-200pL)
e Immunblot EBV IgM profile-2 (Euroimmun, Almanya)
e Immunblot EBV IgG profile-2 (Euroimmun, Almanya)



20

3.1.2. Test Proseduiri

Ik olarak hastalara ait 6rnekler 1:51 oraninda universal buffer ile diliie edilmis
ve vortexlenmistir. Daha sonra inkiibasyon kanallarina EBV IgM seritleri yerlestirilmis
ve her kanala 1.5 ml universal buffer konulmustur. Calkalayicida 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmis ve kanallardaki sivilar aspire edilmistir. Hastalara ait dillie
edilmis 6rneklerden 1.5 ml striplerin bulundugu inkiibasyon kanallarina eklenmis ve 30
dakika calkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kanallarda bulunan sivi
aspire edilmis ve her kanala 1.5 ml universal buffer konularak 3 kere 5’er dakika
calkalayicida yikanmistir. Kanallardaki sivi aspire edilmis ve her kanala 1.5 ml enzim
konjuge IgM konulmus ve 30 dakika slre ile oda sicakliginda calkalayicida
inkiibasyona birakilmistir. Kanallarda bulunan sivi pipet yardimi ile aspire edilerek her
kanala 1.5 ml universal buffer konulmus ve 3 defa 5’er dakika calkalayicida yikama
islemi yapilmigtir. Kanallardaki sivi aspire edilerek her kanala 1.5 mL substrat ilave

edilmis ve 10 dakika oda sicakliginda galkalayicida inkiibe edilmistir.

Kanallardaki sivi aspire edilmis ve her kanala 1.5 mL distile su eklenerek
calkalayicida 3 kere 1’er dakika yikama islemi yapilmistir. Kanallardaki sivi aspire

edildikten sonra seritler kurutularak degerlendirilmeye alinmistir.

Immiinblot EBV IgG stripleri ile hasta ¢alismasi1 yapilirken yukaridaki ¢alisma
prosediiriiniin aynist uygulanmig ve farkli olarak konjige asamasinda IgG enzim
konjlge reaktifi kullanilmstir.
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3.1.3. Degerlendirme

Tablo 4 : Immiinblot testi sonug yorumlama tablosu

Tlgili Antikorlar
Enfeksiyon Anti-VCA | Anti-VCA | Anti-EBNA1 | Anti-p22 | Anti-EA-D
Durumu (1gG) (IgM) (19G) (19G) (1gG)
Negatif - - - - -
Akut Enfeksiyon + + - - +
Gegirilmi
En?eksiyosn * ) * + -

Calisilan immiinblot testlerinin sonuglari kitin prospektiisiinde verilen tablo
kullanilarak degerlendirilmistir (Tablo 4).

Negatif imminblot test sonucu Sekil 4’te, akut ve gecirilmis enfeksiyon
immunblot test sonucu sirasiyla Sekil 5 ve 6’da gosterilmistir.

-3 21-85

Sekil 4 : Negatif immunblot test sonucu
Akut Enfeksiyon :
N N N B EE W

Sekil 5 : Akut enfeksiyon immunblot test sonucu
Gegirilmis Enfeksiyon :
EBV.2/ 2164

EBV-2/ 143-101

Sekil 6 : Gegirilmis enfeksiyon immunblot test sonucu

Reaktivasyon immiinblot ¢caligsmasi Sekil 7°de gosterilmistir.

Sekil 7 : Reaktivasyon immiinblot test sonucu
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3.2. EBV DNA Viral Yuk Belirlenmesi

EBV DNA viral yuku belirlenirken EBV DNA izolasyonu icin QlAamp®
MinElute® (Almanya) Virus Spin kiti, RT-PCR ¢alismasi i¢in Fluorion Epstein-Barr
Virtis QNP 1.0 Real-Time PCR kiti (Almanya) kullanilmistir.

3.2.1. Kullanilan Malzemeler
e Derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)
Buzdolab1 (Bosch, Almanya)
e RT-PCR cihazi (Rotor Gene Q Cihazi, Almanya)

e QIlAamp MinElute Virus Spin Kit (Qiagen, Almanya)

e Fluorion Epstein-Barr Virtis QNP 1.0 Real-Time PCR Kiti
e EDTA’l tlip

e Is1 blogu (Techne, ingiltere)

e Santriflj (Rotuna38)

e Eppendorf tlpd (1.5 mL)

e Pipet ucu (20, 200, 1000 ul)

3.2.2. EBV DNA izolasyon Test Prosediiri

1- 1.5 ml hacimli 22 adet eppendorf tiplerinin her birine 25 pl QIAGEN
proteaz (proteinaz K) eklenmistir.

2- Daha sonra tiim hasta 6rneklerinden 200 ul alinarak eppendorf tiplerinin
icerisine eklenmistir.

3- Tiplere 200 pl Buffer AL ilave edilmis ve tlpler 10 saniye slresince
vortekslenmistir.

4- Tupler 56 °C derecede 15 dakika inkube edilmistir.

5- Tiip kapaklarinin i¢ tarafindaki damlalar tiipiin igine alabilmek icin quick-
spin seklinde santrifiij yapilmstir.

6- Orneklerin Gizerine 250 pl etanol (% 96) eklenmis ve 5 dakika oda 1s1sinda
inkiibe edilmistir.

7- Tuplerin kapaklarinin i¢ tarafindaki damlalar tiipiin i¢ine diismesi i¢in kisa

bir sure santrifiij yapilmistir.
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8- Ependorf tuplerin icinde bulunan karisim QIAGEN spin kolon tiiplerine
aktarilmastir.

9- Tuplerin kapagi kapatildiktan sonra 6000 xg (8000 rpm) hizda 1 dakika
santrifiij edilmistir. QIAamp spin kolon tiiplerinin {ist kismindaki filtreli kisim temiz 2
ml hacimli toplama tlplerine yerlestirilmis ve santrifiij sonrasinda igerisinde soliisyon
biriken eski toplama tupleri atilmistir.

10- Spin kolon tiiplerinin kapaklar1 dikkatlice agilmis ve tiplerin igerisine 500
ul Buffer AW1 eklenmistir.

11- Taplerin kapagi kapatilmis ve sonra 6000xg (8000 rpm) hizda 1 dakika
santriftj edilmistir. QIAamp spin kolon tiiplerinin filtreli kism1 yeni toplama tuplerine
yerlestirilmis ve santrifiij sonrasinda igerisinde soliisyon biriken spin kolon tupleri
atilmistir.

12- Spin kolon tiplerine 500 ul Buffer AW2 eklenmistir.

13- Tuplerin kapag: kapatilip, 6000xg (8000 rpm)’de 1 dakika santrifij
edilmistir. QlAamp spin kolon tiiplerinin filtreli kismi yeni toplama tuplerine
yerlestirilmistir. Santrifiij sonunda icerisinde soliisyon biriken eski tiipler atilmistir.

14- Spin kolon tplerinin igerisine 500 ul etanol eklenmistir.

15-Tiplerin kapagi kapatilmis ve sonra 6000xg (8000 rpm) hizda 1 dakika
santriflj edilerek filtreli kisimda bulunan sivinin toplama tiipii icerisinde birikmesi
saglanmistir. Toplama tiipleri icerisinde biriken sivi tiip ile birlikte atilmistir. QlAamp
spin kolon tiiplerinin filtreli kismi1 yeni toplama tiipiine yerlestirilmistir.

16- Spin kolon tuplerinin icerisine hicbir sey ilave edilmeden 20.000xg (14.000
rpm) hizda 1 dakika bos olarak satrifuj edilmis boylece kalan sivilarin filtreden gegmesi
saglanmustir.

17- QlAamp spin kolon taplerinin filtreli kism1 yeni 2ml hacimli toplama
tiiplerine yerlestirilmis ve membranin tamamen kurumasi i¢in 3 dakika 56°C’de inkiibe
edilmistir.

18- QIAamp spin kolon tiiplerinin filtreli kism1 yeni 1.5 ml hacimli toplama
tiipl igine yerlestirilmis ve tuplerin icerisine 60 pl Buffer AVE eklenmistir.

19- Tuplerin kapag: kapatilip 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmis ve daha
sonar 6000xg (8000 rpm)’de 1 dakika santriftij edilmistir.

20- Santrifijden sonra QIAGEN spin kolon tiiplerinin filtreli kismi atilarak 1.5

mL’lik ependorf tlplerin icerisinde virus DNA’s1 elde edilmistir.
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Tez caligmas1 kapsaminda kullanilan PCR karigimi ve hasta 6rnegi hazirlanigi

Tablo 5’te gosterildigi sekilde hazirlanmistir.

Tablo 5: PCR karisimi ve hasta 6rnegi hazirlama tablosu

Probe PCR Mix 12.5 ul
Deteksiyon Mix 1 3ul
Deteksiyon Mix 2 1l
Internal Kontrol 1l
Ornek DNA/Negatif/Pozitif Kontrol 12.5 ul
Toplam Hacim 30 pl

Ticari olarak temin edilen kit prospektisi ig¢erisinde bulunan PCR karisimi her

bir hasta icin belirtilen miktarlarda hazirlanmis, 12.5 ul 6rnek DNA eklenmis ve soguk

1s1 blogunda PCR tiiplerine 6rnek DNA eklenen karisimlar dagitilmistir. Tiipler Rotor

Gene Q cihazina yerlestirilmis ve standartlar cihaza kaydedilmistir.

Standartlar

Standart 1: 2.000.000 kopya/ul
Standart 2: 200.000 kopya/ul
Standart 3: 20.000 kopya/pl
Standart 4: 2.000 kopya/ul
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Tablo 6: Rotor Gene cihazinda denatiirasyon ve amplifikasyon dongii ve 1s1 tablosu

Asama Sicaklik (°C) Sure (dakika) Dongii Sayisi
Ik Denatiirasyon 95 15:00 1
Denatirasyon 95 00:30

50
Primer Baglanma ve Sentez 54 01:30
Sonsuz Inkiibasyon 22

Denatiirasyon ve amplifikasyon asamalar1 Rotor Gene cihazinda Tablo 6’da

gosterildigi gibi gergeklestirilmistir.

3.2.4. Degerlendirme

Rotor Gene cihazinda gergeklesen prosedirde iki adet boyadan (FAM ve Cyb5)
yararlanilmistir. Termal protokol bittiginde, Fluorion deteksiyon sistemi yazilimi
baseline dongiilerini ve esigi otomatik olarak hesaplamaktadir. Baseline dongiileri her
bir 6rnek igin ayri ayri belirlenir ve esik, tim o©rneklerin baseline dongulerinin
tizerindeki standart sapmasinin 10 kat1 olarak hesaplanir. Standart egri (Esik Dongiisti-
Log Baslangic Miktar1) tanimlanmis standartlardan elde edilen veriler kullanilarak
olusturulur. Reaksiyonun her dongiisiinde, olusan PCR (drlnu ile floresans dizeyinin
artig1 araciligiyla, hassas bir 6l¢lim saptanir. Roportor tarafindan yayilan floresans PCR
iirlinli biriktik¢e artar; sinyalin arka plan seviyesinin {izerine ¢iktig1 ve ayirdedilebilir
hale geldigi noktaya esik dongiisii (threshold cycle; CT) adi verilir. Bir DNA kalibinin
log baslangi¢c miktari ile esik dongiisii arasinda lineer bir iliski vardir, bu yiizden miktari
bilinmeyen kaliplarin baslangi¢c miktarlari, baslangi¢c miktar1 bilinen hedef kaliplarin CT
degerleri kullanilarak olusturulan standart egriler araciligiyla belirlenmektedir.

Calismamizda kullanilan standart egri Sekil 8’de gdsterilmektedir.
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4. BULGULAR

Calismamizda Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Hastaliklari
Nefroloji Polikliniginde bdobrek transplantasyonu yapilmis 0-18 yas arast g¢ocuk
hastalarda immunblot yontemiyle serolojilerine bakilmistir. RT-PCR yontemi ile EBV-
DNA kantitatif olarak incelenmistir. Arastirmaya katilan toplam 22 hastanin % 36’ s1 (8
kisi) kadin, % 64’1 (14 kisi) erkektir.

Erkek hastalarin 8’inde EBV DNA pozitifligi saptanirken, 6° sinde EBV-DNA
negative olarak saptanmigtir. Kadin hastalarin 4’tinde EBV DNA pozitif bulunmus,
4’inde EBV DNA saptanmamustir. Tablo 7° de ¢alismamiza ait EBV-DNA ylzde

dagilimlar gosterilmektedir.

Cinsiyet EBV DNA(+) EBV DNA(-) Toplam
Sayi(n) |Yuzde(%) | Sayi(n) |Ylzde(%o)
Erkek (n:14) 8 57,14 6 42,86 14
Kadin (n:8) 4 50 4 50 8

Tablo 7: Katilimcilarin Cinsiyete Gore EBV-DNA yiizdeleri

Hastalarin, RT-PCR ile bulunan EBV-DNA viral kantitatif yukleri Tablo 8’da

verilmigtir.
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Tablo 8: EBV-DNA Kantitatif yiik sonuglart

Hastalar | Cinsiyet | PCR
h2 Erkek

h8 Erkek

h10 Erkek

h17 Erkek NEG
h18 Erkek

h20 Erkek

hll Erkek 3.477
h3 Erkek 1.132
h13 Erkek 551
h9 Erkek 543
h5 Erkek 349
h4 Erkek 208
h19 Erkek 150
h7 Erkek 65
h12 Kadin

h14 Kadin

h16 Kadin hS”
h22 Kadin

hl Kadin |169.226
h21 Kadin 594
h15 Kadmn 375
h6 Kadin 180

Immiinblot testi ile belirlenen hastalarin serolojik profillerinin dagilimlari
Tablo 9’ da belirtilmistir.
Tablo 9: Hastalarin Serolojik Profilleri

Seroloji Sayi(n) | Yiizde (%)
Akut Enfeksiyon 8 36
Gegirilmis Enfeksiyon 12 54
Reaktivasyon 1 5
Negatif 1 5
Toplam 22 100
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Hasta grubunu olusturan 22 6rnekten 8 tanesinde akut enfeksiyon serolojisine
rastlanmigtir.  TUm  hastalar igerisinde akut enfeksiyon gegiren hastalarin

karsilastirilmasi Sekil 9°da verilmistir.

25
20

15

Ornek Sayisi Akut Enfeksiyon Akut enfesiyon ve EBV
Geciren Hasta Sayisi DNA pozitif Hasta
Sayisi

Sekil 9: Akut enfeksiyon geciren hasta orani
Hasta grubuna ait 22 Ornegin 12’sinde gecirilmis enfeksiyon serolojisi

gbzlemlenmis olup, Sekil 10°da belirtilmistir.

25

20

-

Ornek Sayisi Gecirilmis Enfeksiyon  Gegcirilmis Enfeksiyon
Hasta Sayisi ve EBV DNA pozitif
Hasta Sayisi

Sekil 10: Gegirilmis enfeksiyon hasta orani

Calismamizda yer alan hastalara ait reaktivasyon serolojisi verileri sekil 11°de
gosterilmistir. Hasta grubuna ait 22 Ornegin 1’inde reaktivasyon serolojisi

gbzlemlenmistir.
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25
20
15
10
5
0
Ornek Sayisi Reaktivasyon Gosteren  Reaktivasyon ve EBV
Hasta Sayisi DNA pozitif Hasta
Sayisi

Sekil 11: Reaktivasyon orani

Calismamizda 22 0Ornekten sadece 1’inde negatif enfeksiyon serolojisi
g6zlemlenmis, RT-PCR sonuglari ile uyumlu bulunmus ve asagidaki grafite

gosterilmistir (Sekil 12).

25
20
15
10
5
A _—
0
Ornek Sayisi Seroprofili Negatif Seroprofili Negatif ve
Hasta Sayisi EBV DNA Pozitif

Sekil 12: Negatif hasta sayis1 orani
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Tablo 10: Serolojik sonuglar ve EBV DNA pozitiflik oranlarinin

karsilastiriimasi
EBV DNA Pozitifligi Yuzde
Akut Enfeksiyon (n:8) 8 %100
Gegirilmis Enfeksiyon (n:12) 3 % 25
Reaktivasyon (n:1) 1 %100

Tablo 11 : Akut enfeksiyon ve gegirilmis enfeksiyon EBV DNA ortalamalarinin

karsilastirilmasi
] Gegirilmis
Akut Enfeksiyon ) p
Enfeksiyon
EBV DNA PCR
14738 496,166 0,0202
Ortalamasi

* Reaktivasyon hastasi 1 hasta oldugu i¢in degerlendirmeye alinmamustir.
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5. TARTISMA

EBV gamaherpesviridae ailesinde yer alan diinyada insanlarin % 90’indan
fazlasim1 enfekte eden ve bazi malignitelerden sorumlu virlstir. Cogunlukla
asemptomatik primer enfeksiyonu takiben hayat boyu latent olarak kalmakta ve
reaktivasyon sonucu farkli klinik tablolarda hastaliklar olusturmaktadir. En sik goriilen
klinik tablo geng ve yetiskin kisilerde gosterilen EM’dir (37, 55). PTLH, EBV organ
transplantasyonu sonrasi immiinsiipresyon kullanimma bagli olarak lenfositlerin
kontrolsiiz proliferasyonu ile gelisen ciddi bir komplikasyondur. En yiksek PTLH
insidansi ¢ocuklarda goriilmektedir (46, 56).

EBV, yakin temas ile bulasan bir virlis olmakla birlikte seropozitiflik orani
yetiskinlerde % 90-95 iken, ¢ocuklarda bu oran % 60-70’tir. Tonsiller virusin ilk
yerlesim yeridir ve ayn1 zamanda kaynagi durumundadir. EBV nukleer antijenlerinin
olusturmus oldugu bir takim uyari sonucu LMP-1 ve LMP-2 ve ¢esitli proteinlerini
sentezler. Bu proteinlerin islevleri sonucunda viriis genomu hiicre DNA’sina entegre bir
sekilde pek ¢ok EBV gen kopyasi iceren yeni hiicreler olusmaktadir. Bu sekilde virs
buradaki B lenfositlerinde latent olarak kalmaktadir. Daha sonrasinda immun sistemin
baskilanmasi durumunda reaktive olabilmektedir. Bazi virlisler ve parazitler EBV
enfeksiyonlarina benzer klinik tablolar olusturabilir bu nedenle EBV enfeksiyonunun

kesin tanis1 6nem tasimaktadir (57).

EBV enfeksiyonunun tanisinda ¢esitli laboratuvar testleri kullanilmaktadr.
Spesifik olmayan heterofil antikor testleri, spesifik anti-EBV antikorlarinin belirlenmesi
ve ayrica EBV DNA Kkantitatif viral yukinin tespiti kullanilan yontemler arasindadir
(49). Tan stratejileri, farkli terap6tik miidahelelerin kullanimi nedeniyle immiin sistemi
baskilanmis ve immiin sistem yetersizligi olan bireyler arasinda farklilik
gOstermektedir. Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda miidahele zamani 6nem
tasidigr icin tam1 yontemlerinin, replikasyonun erken tespiti ve hastalik etkeni igin

yiiksek ongorii degeri olmasi gerekmektedir (53).

EBV serolojisi yiiksek derecede degiskenlik gOstermesine ragmen, serolojik
sonuclarin yorumlanmasi igin kriterler bulunmaktadir. Her ne kadar EBV genomu bir
dizi farkli yapisal ve yapisal olmayan genleri kodlasa da, serolojik tani i¢in en onemli
olanlar VCA, EA ve EBNA kodlayan genlerdir (53).
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PTLH'm erken tanimlanmasi hizli tedaviye olanak saglar ve mortaliteyi
azaltmaktadir. EBV DNA viral ylkdyle birlikte EBV EA IgG gibi bir serolojik testlerin
kullanilmasi, EBV'nin neden oldugu PTLH gelisme riskinin daha iyi 6ngérilmesinde

olduk¢a 6nem tsimaktadir (58).

Rekombinant antijenlerle birlikte immdinoblot testlerinin (Western blotlar)
gelisimi, EBV enfeksiyonlarinin tanisinda énemli bir yer tutmaktadir. ilk Western blot
testlerde p72 (EBNA-1, viral gen BKRF1), p23 (BLRF2, VCA'nin bir bileseni) ve erken
proteinler p54 (BMRF1) ve p138 (BALF2) kullanilmistir. Daha sonra VCA'nin bir
bagka bileseni olan pl18 (BFRF3) gesitli analizlerde eklenmistir. p18, enfeksiyon
durumunda siklikla erken saptanan ve spesifik pozitifligi tanimlayan bir belirte¢ olarak
karsimiza ¢ikmkatadir. Immiinofloresan temelli testlerle immiinblot yontemi
karsilastirildiginda, imminblot yénteminin sonuclar agisindan daha avantajli oldugu
gortlmektedir. Rekombinant teknolojisinde, yiiksek oranda saflastirilmig antijenler
kullanildigindan ve antihlicresel reaktivite problemi ortadan kalktigindan immiinblot
yonteminin immiinfloresansa goére daha avantajli oldugu goriilmektedir. Ayrica
rekombinant antijenlerin kullanimi1 nedeniyle, immunblot sistemi daha ylksek antijen

konsantrasyonlari igermektedir (59).

Nilgin ve ark., (60) ELISA, imminblot ve Real-time PCR’1, IFA ile
karsilastirdiklar1 ¢alismada IFA’nin altin standart oldugunu belirtmisler, imminblot
yontemini ise dogrulayici test olarak kullanilabilecegini énermislerdir. Ozellikle immiin

sistemi baskilanmis hastalarda vireminin belirlenmesi i¢in RT- PCR 6nerilmektedir.

Maria ve ark. (61) transplantasyon hastalarinda PTLH riski ile ilgili EBV DNA
kantitatif viral yukdnd belirlemek icin dubleks RT-PCR yontemini kullandiklart
calismada transplantasyon hastalarinda PTLH gelisimini saptamanimn en iyi yolunun

EBV DNA viral yiikiiniin belirlenmesi oldugunu belirtmislerdir.

Michelak ve ark. (62) pediatrik onkoloji hastalarinda semptomatik EBV
enfeksiyonlarmin tanisinda seroloji ve PCR yoOntemlerinin birlikte kullanilmasinin

sadece serolojik yontemlerin kullanildigi tanidan daha iistiin oldugunu belirtmislerdir.

Calismamizda bobrek transplantasyonu olmus immiinsiiprese tedavi goren 18
yas altindaki 14’1 erkek, 8’1 kadin gocuk hastalarda immiinblot yontemi ile serolojik
profillerine bakilmis ve elde edilen sonuclar EBV DNA kantitatif viral yuk sonuglari ile

birlikte yorumlanmustir.
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Viral replikasyon nedeniyle EBV reaktivasyonu sik olarak goriilmektedir ve
genellikle klinik olarak semptomsuz seyretmektedir. Ancak tanida imminsupresif
bireylerde reaktivasyonun gecirilmis enfeksiyondan ayrimi biiyilk onem tagimaktadir

(32).

Calismamizdaki hastalarin immiin profilleri incelendiginde 22 hastanin 8’inde
akut enfeksiyon, 12 hastada ise gecirilmis enfeksiyon serolojisi gozlemlenmistir. Hasta
grubu icerisinde ki 1 hasta serolojik agidan negatif olarak bulunmus, 1 hastada ise
reaktivasyon serolojisi gozlemlenmistir. Reaktivasyon serolojisinin yorumlanmasi
asamasinda EBV DNA kantitatif viral yiikk degeri dikkate alinarak degerlendirme
yapilmustir.

Tetsuya Sato ve ark. (56) pediatrik bobrek transplantasyonu hastalarinda
yaptiklar1 ¢alismada viral yiik ve seroloji izlemi sonucunda PCR ile viral yik takibinin
serolojiye nazaran surveyans icin daha uygun bir yontem oldugunu ve transplantasyon
oncesi EBV yonunden seronegatif olan hastalarda nakil sonrasi 6 aya kadar aylik olarak

EBV DNA Kkantitatif testi ile takibinin énemini vurgulamislardir.

Rosemary ve ark. (63) retrospektif olarak akut enfeksiyon ve gegirilmis
enfeksiyon tanist konmus hastalarda yaptiklar1 ¢alismada, akut enfeksiyonlu hastalarin
% 70'inde ve gecirilmis enfeksiyon tanist olan hastalarin % 4'iinde EBV DNA’sini1
saptamiglardir. Akut enfeksiyonu olan hastalar i¢in serolojinin tanida maliyet agisandan
da daha kullanilabilir oldugunu, immiinsiiprese hastalarda ise PCR’in

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Laurent ve ark. (64) kontrol edilemeyen EBV reaktivasyonu igin, viral yuki
10.000 kopya/mL’nin iizerinde yada PTLH gelisme riski bulunan hastalar, risk
faktorlerini belirlemeyi amagladiklar1 ¢alismada pediatrik nakil hastalarinda uygun bir
EBYV viral yiik esigini belirlemek ve EBV enfeksiyonunun izlenmesini, profilaksisini ve
yonetimini iyilestirmek icin ¢ok merkezli prospektif caligmalara ihtiya¢ oldugunu
vurgulamiglardir.

Calismamizda 22 hastanin 10’unda EBV DNA viral yiikk pozitif olarak

saptanmis, 12 hastada ise negatif bulunmustur. Erkek hastalarin 7’sinde (% 50)

pozitiflik bulunmus, kadin hastalarin ise 3 tanesinde (%37.5) pozitiflik goriilmiistiir.
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Leung ve ark. (65) yaptiklar1 galismada EBV DNA‘y1 saglikli kontrol
grubunda %18, bdbrek transplant alicilarinda % 90 ve EM hastalarinda % 93 oraninda
pozitif olarak saptamislardir. EBV DNA ve serolojisinin EBV enfeksiyonlarmin
belirlenmesinde kullanilan baslica laboratuvar testleri oldugunu belirtmislerdir. Immiin
sistemi baskilanmis hastalarda EBV’ye karst gelisen hiimoral cevabin istenilen
seviyelerde olmamasi nedeniyle serolojik testlerin klinik taniya yardimci olmasi
acisindan yetersiz kalacagini belirtilmislerdir. Bu hastalarda EBV DNA viral yiikinin
belirlenmesi, Kklinik olarak EBV enfeksiyonlarinin tanisi agisindan daha ¢ok 6nem
tasimaktadir. Ayrica bu ¢alismanin sonuglarina gore yiksek EBV DNA yiukleri gosteren
immunsuprese hastalar ile akut EBV enfeksiyonu olan grup arasinda korelasyon oldugu

belirlemislerdir.

Mendogni ve ark. (66) transplantasyon asamasinda vericinin Seropozitif,
alicinin seronegatif oldugu durumlarin 6nemli bir risk faktorii oldugunu bildirmisler ve
pre transplantasyon ve posttransplantasyon donemlerinde o6zellikle geng yetiskinlerde

EBV taramasi yapilmasinin énemini vurgulamislardir.

Chen ve ark. (67) EBV enfeksiyonlarinin endemik oldugu Tayvan’da
pediyatrik karaciger transplantasyonu alicilarinda EBV viral yiik takibi ile PTLH ve risk
faktorund saptamayir amagcladiklari, transplantasyondan 3 ay sonra hayatta kalan ve
nakilden 3 ay sonra viral yiikii takip edebildikleri hastalar1 dahil ettikleri ¢aligmada
PTLH insidansini % 9 olarak bulmuslardir. Viral yiikiin 3 ay icerisinde 4.100 kopya/jig
ve Uzerindeki degerde oldugu hastalarin EBV ile iligskili PTLH i¢in risk grubunda

olduklarini belirtmislerdir.

Liu ve ark. (68) bobrek transplantasyonu yapilan 1642 alict ile yaptiklari
caligmada 16 hastanin PTLH gelistirdigini gostermislerdir. Yiiksek riskli gruplar
belirlemek icin bobrek transplantasyonu o6ncesi dondér ve alicinin EBV  agisindan

taranmasinin onemli oldugunu vurgulamislardir.

Sonug olarak akut enfeksiyon ve reaktivasyonun belirlenmesi transplantasyon
hastalar1 agisindan 6nem tagimakta ancak immiinsiiprese hastalarda serolojinin yetersiz
kalmasi nedeniyle PCR testleri ile EBV DNA viral yikunun birlikte degerlendirilmesi
onem tasimaktadir. Ozellikle PTLH gelisiminin takibi acisindan kantitatif PCR
yontemleri viral yiiklerin artis veya azaliglarinin takibi oldukga 6nem tasimaktadir.

Transplantasyon alic1 ve vericilerinde nakil 6ncesi serolojik degerlendirmenin, alicilarda
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ise nakil sonrasi reaktivasyon ve primer enfeksiyon ayrimi i¢in serolojik sonuglar ile
birlikte molekiler yontemlerin degerlendirilmesi gerektigini ve immunblot yonteminin
ileri donemlerde transplantasyon hastalarinda taniya yardimci olmasi agisindan rutin

tarama testi olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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