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OZET

Amag: BK virlis (BKV) kaynakli hemorajik sistit (BKVHS) hematopoetik kok hticre
nakli (HKHN) sonrasi hastalar1 etkileyen bir komplikasyondur. Bunun sebebi
reaktivasyon olarak kabul edilse de son yillarda BKV'nin nozokomiyal bulasabilecegi
siiphesi uyanmustir. Bu tezde, Akdeniz Universitesi Hastanesi'ndeki pediatrik HKHN

hastalar1 arasinda BKV nozokomiyal bulasi arastirilmistir.

Yontem: Genomda viral protein (VP) 1' in, VP2'nin ve VVP3'Un belirli kisimlarin1 igeren
yaklagik 677 baz ¢ifti uzunlugunda yuksek degiskenlikli bir bdlge Sanger
dideoksinukleotit terminasyon yontemiyle sekanslanmistir. Sonrasinda da bu bdlgeden

filogenetik analiz yapilmstir.

Bulgu: Arastirmaya Temmuz 2019- Temmuz 2022 araliginda HKHN yapilan 131
pediatrik hasta dahil edilmistir. Hastalarin 23’iinde HKHN sonrast BKVHS gelistigi
saptanmis olup bunlarin 18'i salginla iliskilendirilmistir. Salgin dénemindeki BKVHS
gelisen 13 ve BKVHS gelismeyen 3 olmak Uzere 16 pediyatrik hasta ve ayn: doneme
denk gelen HKHN sonrasi BKVHS gelisen 4 eriskin hasta filogenetik analize dahil
edilmistir. Hastalarmtiimii BKV DNA pozitif olup 17'sinde BKVHS gelismistir. Ug
pediatrik hastada idrar pozitifligine ve nozokomiyal bulasa maruz kalinmasina ragmen

BKVHS gelismemistir.

Sonug: Sekanslarin hizalanmasi ve filogenetik analizin ardindan, birbirleri ile ayn
dizilere sahip 12, 3 ve 2 hastaya sahip ¢ ayr1 kiime gbzlenmistir. Bilinen kadariyla bu,
HKHN hastalar1 arasinda gorilenen ¢ok hastanin etkilendigi BKVHS salginidir. Ayrica
en fazla sayida hastay etkileyen BKV nozokomiyal bulasi da filogenetik analiz sonucu

kanitlanmustir.

Anahtar Kelimeler: BKV, hemorajik sistit, hematopoetik kok hiicre nakli
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ABSTRACT

Objective: BK virus-associated hemorrhagic cystitis (BKV-HC) still remains as a life-
threatening complication after Hematopoietic Stem Cell transplantation (HSCT). The
origin of the virus was proposed as reactivation for a very long time and recently it is
doubted to be a nosocomial transmission. In this study, we analyzed a possible
nosocomial transmission of BK virus (BKV) in a pediatric HSCT clinic.

Method: A variable region encompassing partial parts of VP1, VP2 and VP3 coding
sequences and approximately 677 base pairs in length was sequenced with Sanger’s
dideoxynucleotide determination method. Then the sequenced region was

phylogenetically analyzed.

Results: All the information of 131 patients who had HSCT in Akdeniz University
Hospital pediatric HSCT clinic between July 2019 and July 2022 were screened for
BKV-HC. Twenty-six patients had BKV-HC and 18 of them were related to an
epidemic. Twenty patients including 16 pediatric and 4 adult HSCT patients were
phylogenetically investigated. All the patients had BKV DNA positivity in the urine
samples and 17 of them also had BKV-HC. Although 3 patients have BKV-DNA in the
urine samples, they didn’t develop HC.

Conclusion: After alignment and phylogenetic analysis of the sequences, 3 clusters
including 12, 3, and 2 patients having the same sequences were formed. To our
knowledge, this is the biggest BKV-HC epidemic seen among HSCT patients. Also,
nosocomial transmission affecting the most patients was proved with phylogenetic

analysis.

Key words: BKV, hemorrhagic cystitis, hematopoietic stem cell transplantation
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1. GIRIS

Akdeniz Universitesi Hastanesi'nde Kasim 2021 tarihinden itibaren pediatrik kok hiicre
nakil (KHN) hastalarinda BK virlis (BKV) kaynakli hemorajik sistit (BKVHS)
sayisindaki artis dikkat ¢ekmistir. Vaka sayilar1 sonraki aylarda da takip edildiginde,
Kasim 2021- May1s 2022 arasinda ilgili klinikte BKVHS salgini oldugu diisiiniilmiistiir.
Salgmin hastane kaynakli olmasindan siiphelenilerek nozokomiyal bulas ihtimalinin
filogenetik analizle arastirilmasi planlanmistir. Ilgili tarih araligindaki hastalarm idrar
orneklerinden elde edilen BKV DNA'larin sekanslanarak filogenetik analizinin
yapilmasina karar verilmistir. ilgili tarih arahgindaki vaka sayisinin, hastanenin farkli
donemlerindeki vaka sayilarindan fazla oldugunun desteklemesi amaciyla Temmuz
2019- Temmuz 2022 aras1t KHN sonras1t BKVHS gelistiren tiim pediatrik hastalarin

verileri incelenmistir.

BKV'nin bulas yollar1 arasinda nozokomiyal bulas gdosterilmemektedir. Literatiirde
BKV'nin nozokomiyal bulas siiphesinden yola c¢ikilarak yapilan birkag aragtirma
mevcuttur. Bu arastirmalarin hasta gruplart KHN sonras1t BKVHS gelistiren pediatrik
veya yetigskin hastalardir. Koskenvuo ve ark. nozokomiyal bulasi destekleyebilecek,
uygun zaman dilimine sahip ve %100 homolog dizilere sahip yalnizca iki hasta
gostermistir. Ilgili iki hastann seronegatif oldugunun belirtilmesi, enfeksiyonun yeni
edinildigini gostermekte olup nozokomiyal bulas ithtimalini isaret
etmektedir.(Koskenvuo ve ark., 2013) Kato ve ark. ise nozokomiyal bulas1 bir hasta
kiimesinde dort hasta arasinda gosterirken kalan kiimelerdeki bazi hastalar BKVHS
gelistirmelerine ragmen tan1 kriterlerine uymamistir.(Kato ve ark., 2017) Onda ve ark.
ise hastalarin yatis zamanlar1 dikkate alindiginda BKVHS vakalarinin nozokomiyal
bulas  kaynakli  olabilecegini  belirtilmistir  ancak  arastirmalarinda  BKV
sekanslamamiglardir. (Onda ve ark., 2021) Hosoi ve ark. dokuz ay igerisinde HKHN
sonrast BKVHS gelisen alt1 hastanin doérdiinde Ic alt tipiyle enfeksiyonu ve izolatlar

aras1 homolojinin >%99.5 oldugunu gostermistir. (Hosoi ve ark., 2021)



Bu tez arastirmasindaki BKVHS gelisen hasta grubu literatiirdeki arastirmalar arasinda,
su ana dek, en ¢ok hastanin dahil edildigi gruptur. Hem molekdler teknikler hem de
filogenetik analizin dahil edilmesi arastirmayr giiclendirmistir. BKV'nin nozokomiyal

bulasabildigine dair giiclii kanitlar elde edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. BKV'nin Tarihgesi

BK virlis (BKV) 1970 yilinda kesfedilmis bir polyomaviriistiir. 17 Mayis 1970'te
Londra'da St. Mary Hastanesi'ne kronik pyelonefrit ve bobrek yetmezligi sikayetleri
olan bir hasta bagvurmustur. 24 Haziran 1970 tarihinde, dondrii kardesi olacak sekilde,
hastaya sol bobrek ve tireter nakli yapilmistir. Nakil sonrast 5. ve 110. giinde hastada
hafif rejeksiyon atagi gelismis ve tedavi edilmistir. 5 Ekim 1970'te hasta, renal grefte
bagl act ve aniiri sikayetleriyle hastaneye yeniden bagvurmustur. Isik mikrokobu ile
ayni hastanin on farkli idrar Orneginde yapilan sitolojik incelemelerde epitelyal
hiicrelerde inkliizyonlar goriilmiistir. Ayn1  Ornekler elektron mikroskobu ile
incelendiginde 43.6 nm c¢apinda, morfolojik olarak polyomaviriislere benzerviriis
partikiilleri goriilmiistiir. Nakil sonras1 gecen zamanla birlikte bu virilis partikiillerinin
antikorlarla cevrelendigi goriilmiistiir. Ilk kez Gardner tarafindan izole edilen viriisiin
hiicre kiiltiirleri ile yapilan ¢ok sayida arastirmadan sonra yeni tanimlanacak bir viriis
oldugu anlasilmis, viriis hastanin bas harfleri kullanilarak BK viriis (BKV) olarak

adlandirilmistir. (Gardner ve ark., 1971)

2.2. BKV'nin Taksonomisi

BKYV, Polyomaviridae ailesine dahil bir virtstir. Latincede "poly™ kelimesi ¢ok, "-oma"
eki ise timor anlamima gelmektedir. Polyomaviriisler, isimlerinden anlagildig1 tizere
onkojenik potansiyele sahip virtslerdir. (Hirsch ve Steiger, 2003) Bu konudan 2.4.3.
"BKV'nin Onkojenik Potansiyeli" basliginda bahsedilmistir.Ailenin en iyi bilinen tyeleri
JC virlis (JCV), BKV ve simian viris 40'ur (SV40). (Hirsch ve Steiger, 2003)
Polyomavirus hominis 1 ve 2 aynm1 zamanda BKV ve JCV olarak bilinmektedir. Ilk izole
edildikleri hastalarin bas harfleriyle adlandirilan bu iki viriisiin konag1 insandir.(Gardner

ve ark., 1971; Padgett ve ark., 1971)



Polyomaviriislerin genetik materyallerinin ¢ift iplikli DNA olmasi, ikozahedral simetriye
sahip olmalar1 ve zarfsiz olmalar1 aileninortak 6zelliklerindendir.BKV, ailenin diger
tiyeleri ile birlikte incelendiginde JCV genomu ile %75, SV40 genomu ile %70 oranda
homologdur. (Hirsch ve Steiger, 2003) BKV ve JCV'nin, yiksek homolojileri sebebiyle,
diger polyomaviriislere kiyasla birbirlerine filogenetik olarak daha yakin oldugu

Sekil2.1'deki filogenetik agacta goriinmektedir.

| Human Polyomavirus 6
Human Polyomavirus 7
| Karolinska Institute Polyomavirus

Washington University Polyomavirus
Human Polyomavirus 9
{ Human Polyomavirus 12
New Jersey Polyomavirus
——— Trichodysplasia Spinulaso-associated Polyomavirus
Malawi Polyomavirus
_: Human Polyomavirus 10
Saint Louis Polyomavirus Isolate
BK Polyomavirus
__1 JC Polyomavirus
Merkel Cell Polyomavirus

Sekil2.1. Polyomaviruslerin filogenetik agacta gosterimi (Ambalathingal ve ark., 2017)

2.3. BKV Genomu ve Genotipleri

2.3.1. BKV Genomu

BKV genomu ¢ift iplikli, kovalan baglarla paketlenmis halkasal DNA'dan (cccDNA:
covalently closed circular DNA) olusmaktadir. (Moens ve ark., 2017) Yaklasik 5.3
kilobaz ¢iftinden olusan genom, ii¢ fonksiyonel bélgeden olusmakta olup alt1 major viral
proteini kodlamaktadir. Bu bolgeler erken kodlama bdlgesi, kodlama yapmayan kontrol
bolgesi (KYKB, NCCR: non coding control region) ve ge¢ kodlama boélgesidir. (Sharma
ve ark., 2007; Hirsch ve Steiger, 2003) KYKB yiksek degiskenlik gosteren bir bolge
olup konak hiicrenin reseptorlerine baglanmayi saglamaktadir. (De Gascun ve Carr,

2013) Erken kodlama bolgesi, yapisal olmayan biiyiik tiimor antijenini (LT: large T

4



antigen) ve kicuk tumor antijeninini (sT: small t antigen) kodlar. Ge¢ kodlama bdélgesi,
viral kapsit proteinleri olan viral protein 1 (VP1), viral protein 2 (VP2), viral protein 3
(VP3) ve yapisal olmayan agnoproteini kodlar. Genomdaki gen bdlgeleri ve uzunluklari
Sekil2.2'de gosterilmistir. (Sharma ve Zachariah, 2020)

BKV DNA

< P9

Sekil2.2. BKV genomunun dunlop dizisi tizerinde gdsterilen gen bdlgeleri ve uzunluklari (Krumbholz ve
ark., 2008)

VPI, kapsidi olusturan temel yapisal proteindir. VP1 molekiilleri pentamerik formda
diizenlenmistir. VP2 ve VP3'lerin her biri VPI1 ile baglantili sekilde kapsidin ic
yiizeyinde yer aldigi Sekil2.3'de goriinmektedir. Ge¢ kodlama boélgesinden eksprese
edilerek sentezlenen agnoprotein kapsit yapisinda yer almaz. Agnoprotein, enfekte
hiicreden enfeksiy6z progeni viriislerin salinmasinda gorev alir. (Moens ve ark., 2017)
Viral proteinlerden LT ve sT ise replikasyon icin gerekli proteinlerdir. (De Gascun ve
Carr, 2013)


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zachariah+M&cauthor_id=32821148

VP1 pentamer VP1 VP2 or VP3 dsDNA

Sekil2.3.BKV partikiillerinin kriyojenik elektron mikroskobisi A. Virionun distan gériiniimii. B. Virionun
i¢ yapismin ve kapsit proteinlerinin birbirine gore konumlanmasinin gorinimu (Helle ve ark., 2017)

2.3.2. BKV'nin Genotipleri

BKV'nin genotiplendirilmesi ilk kez 1993 yilinda Jin ve ark. tarafindan genomun VP1
kodlama bolgesindeki gesitlilige dayanarak yapilmistir. (Jin ve ark., 1993) BKV, VP1 ve
KYKB'deki tek niikleotit polimorfizmleriyle genotiplere ve alt tiplere ayrilmaktadir.
(Imperiale, 2001) VP1 kodlama bdlgesinde, genotipler arasinda yiiksek (%95'in iistiinde)
benzerlik olmasina ragmen aminoasitler arasinda bu derecelerde benzerlik
bulunmamaktadir. 61 ile 83 numarali aminoasitler arast benzerlik %61-70 olarak
saptanmistir. Bu bolge, biiyiik olasilikla, serolojik olarak alt tiplendirmenin yapildigi
bolgeyi kapsamaktadir. (Knowles ve ark., 1989; Jin ve ark., 1993)

Genomun ge¢ kodlama bolgesinde yer alan VP1 kodlama bolgesi 1089 baz cifti
uzunlugundadir. VP1 kodlama bdlgesinin tam sekansi yapildiginda alt1 polimorfik bélge
saptanir. VP1'e dayal alt tiplendirmelerde bu polimorfik bélgeler kullanilmistir. (Morel
ve ark., 2017)

Temel genotipler ve alt tipler dahil olmak tzere toplam 12 BKV varyanti bulunmaktadir.

BKYV dort temel genotipe ayrilmistir:genotip LILIILIV. Genotip I ve IV digerlerine gore



daha yaygin goriildiigiinden baz alt tiplere ayrilmistir. Genotip I dort alt tipe ayrilir: la,
Ib1, Ib2 ve Ic. (Jin ve ark., 1993; Morel ve ark., 2017) Genotip IV alt1 alt tipe ayrilir:
IVal, IVaz2, IVbl, 1Vb2, IVcl ve IVc2 (Ikegaya ve ark., 2006)

Diinya genelinde en yaygin gorulen genotip I'dir. Genotip I'i (%80) genotip IV (%15)
takip etmektedir. Genotip 11 ve 11l ise nispeten nadir gorular. (Ikegaya ve ark., 2006) la
alt tipi Afrika'da, Ib-1 alt tipi Glney Asya'da, Ib-2 alt tipi Avrupa'da, Ic alt tipi Kuzey
Asya'da yaygindir.(Morel ve ark., 2017) Genotip III ¢ogunlukla Afrika'da goriiliirken
genotip 1V ise Asya'da ve Avrupa'nin bazi kisimlarinda goriilmiiktedir. BKV genotipleri
ve cografi dagilimlar Sekil2.4'te gosterilmistir. HIV koenfeksiyonu gibi etkenler
enfeksiyonda ve gorilen genotipte etkilidir. (Jin ve ark., 1993; Morel ve ark., 2017)



Sekil 2.4. BKV genotiplerinin cografi dagilimi. A. BKV genotiplerinin dagilimi, B. Genotip I'in alt
tiplerinin dagilimi. (Zheng ve ark., 2007)



Genotiplendirme: BKV genomunun tiimii ilk kez 1979 yilinda Seif ve ark. tarafindan

sekanslanmigtir. (Seif ve ark., 1979) Tarihin ve teknolojinin ilerlemesiyle sekanslama
daha kolay ve erisilebilir olmustur. .(Morel ve ark., 2017) Sanger sekanslamaya ek
olarak yeni nesil sekanslama (NGS: next generation sekanslama) tekniginin
gelistirilmesi molekiiler ¢aligmalara katki saglamistir. (Sharma ve ark., 2016). BKV
genotiplendirilmesi i¢in Sanger sekanslama hala basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Sanger sekanslamada siklikla VP1 bolgesinin sekanslanmasi ile polimorfizmler
saptanarak alt tip diizeyinde genotiplendirme yapilmaktadir. (Morel ve ark., 2017)
Sekil2.5'te BKV genotiplerinin filogenetik analizi gosterilmistir. Giliniimiizde Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI: National Center For Biotechnology Information)
veri tabaninda BKV'ye ait 4000'i askin niikleotit sekanst mevcuttur. (Sharma ve ark.,
2016)
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Sekil 2.5. BKV alt tiplerinin ve gen bankasinda yer alan bazi 6rnek kodlarmin filogenetik agacta

gosterilmesi (Hosoi ve ark., 2021)



VP1 proteininin BC halkasindaki polimorfizmler, genotiplere 6zgii antikor olusumunda
onemlidir. Bu sayede bir genotipe karsi gelistirilen nétralizan antikorlardan diger bir
genotip etkilenmemektedir. VP1'in BC, DE ve HI halkalar1, proteinin diger kisimlarina
gore daha kompleks yapidadir. Luo ve ark. yaptig1 ¢calismada BKV'nin BC halkasindaki
yuksek duzeyde varyasyon, patojenitesi artmis quasispecies ile iliskilendirmistir.
(Pastrana ve ark., 2013; Luo ve ark., 2012)

Polyomaviriislerin  viral polimerazlari bulunmaz. Replikasyonda konak DNA
polimerazlarii kullanirlar. (Mesters ve ark., 2006) Bu enzimin proofreading 6zelligi
bulunmaktadir. Proofreading, replikasyon sirasinda gerg¢eklesen yanlis niikleotit
eslesmelerini diizeltmektedir. DNA viriisleri bu sayede yiiksek dogrulukla replike
olurlar. DNA viriislerinin mutasyon oraninin RNA viriislerinden yiiz kat az oldugunu
gosterilmistir. (Drake ve Holland, 1999) Bazi viral DNA polimerazlarin da proofreading
ozelligi oldugu bilinmektedir.(Choi ve ark., 2012) Quasispecies genellikle RNA
virtislerinde goriiliir. RNA viriislerinde siklikla goriilen kodlama hatalart bunu
aciklamaktadir. (Drake ve Holland, 1999) Buna ragmen DNA virslerinde de
quasispecies goriilmiiktedir. Luo ve ark. hem bagisiklig1 baskilanmis hem de saglikli
bireylerin idrar 6rneklerinde BKV quasispecies bulmustur. Ayrica bu ¢alismada, bazi
hastalarin enfeksiyon sebebi olarak birden fazla genotip gosterilmistir. Sagliklh
bireylerde de quasispecies goriilmesi viral evrimi, belki de immiin yanittan kagabilen

BKV'lerin evrimini, diisiindiirmektedir. (Luo ve ark., 2012)

Tek nikleotit polimorfizmleri de klinik agidan 6nem arz etmektedir. Bu polimorfizmler
sonucu varyantin patojenitesinde, tropizminde ve hatta konaginda degisikliklere sebep
olabilir. (Varella ve ark., 2018) Varyantlarin tanimlanmasi, ilgili bagisiklik yanitlarinin
anlasilmasi, bagisikligi baskilanmis hastalarda prognozun gelistirilmesi, ilag ve asi
gelistirilmesi yoninden onemlidir. (Luo ve ark., 2012) BKV kaynakli nefropatilerde
(BKVN) farkl1 BKV genotiplerinin etkisinin varligi/detaylart heniiz tam aydinlatilmamis
olup genotip IV'lin daha yiiksek riskli oldugunu belirten ¢alismalar mevcuttur. (Jin ve
ark., 1993; Schwarz ve ark., 2016)
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2.3.3. BKV'nin Onkojenik Potansiyeli

BKYV genomunda onkogenlerin bulundugu erken kodlama bolgesinin ekpresyonu sonucu
kemirgenlerden olusturulan hiicre kiiltiirlerinde goézlenen onkojenik transformasyon,
virtsiin onkojenik potansiyeline dikkat ¢ekmistir. (Costa ve ark., 1977; Watanabe ve
ark., 1982) BKV, insan hiicrelerinde de transformasyona yol agabilmektedir. Theile ve
Grabowski, kemirgen ve insan hiicreleriyle yaptiklari ¢alismada BKV'nin hiicrelerde

mutasyonu tetikledigi gostermistir.(Theile ve Grabowski, 1990)

BKV genomunun erken kodlama bolgesinde iki onkogen kodlanmaktadir. Bu bdlgenin
ekspresyonuyla LT ve sT onkoproteinleri sentezlenir. Bu proteinler, timor baskilayici
genler ile etkilesime girerek hiicrelerin dliimsiizlesmesine ve hiicrelerde neoplastik

degisiklige yol agma potansiyeline sahiptirler. (Imperiale, 2000)

Ik 80'i ortak olmak iizere LT 695, sT 172 aminoasitten olusan proteinlerdir. LT, viral
yasam dongiisli i¢cin 6nemli olmasinin yani sira konak hiicrenin tiimor baskilayict
proteinleri ile etkilesime girerek konak hiicrenin kontrolsiiz proliferasyonuna ve
neoplastik degisikliklere neden olma Ozelligine sahiptir. Konak hiicrenin tiimor
baskilayict proteinlerinden en bilinenleri p53, retinoblastoma protein (pRb), pl107 ve
p130'dur. (Harris ve ark., 1996; Harris ve ark., 1998) LT, pRB ve p53'e baglandiginda
onlar1 deaktive ederek konak hiicrenin hiicre dongiisiinde S evresine girmesine sebep
olur.(Cicala ve ark., 1994; Whalen ve ark., 1999) LT'nin pRB'ye baglanmasi hiicre
proliferasyonunu uyarirken p53'e baglanmasi ise apoptozu engellemektedir.LT, DNA
metil transferaz enzimi 1'in (DNMT1) kodlandig1 gen bolgesini etkinlestirerek DNMT1
uretilmesini  saglar. DNMT1 etkinligi sonucu timor baskilayict  genlerin
hipermetilasyonu gerceklesir ve bu durum inaktive olmalarin1 kolaylastirir. (Lavien ve
ark., 2015) Mesane kanseri goriilen bobrek nakil hastalarinin ilgili hiicrelerinde LT
saptanmasi, BKV- karsinogenez iligkilisini giiclendirir niteliktedir. (Yin ve ark., 2015)
Polyomaviruslerin isimlerini de aldiklar1 timdorlesme potansiyellerinin arastirildigi,

SV40'in dahil edildigi bir ¢calismada sT proteininin de transformasyonda etkili oldugu
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goriilmiistiir. (Cicala ve ark., 1994; Whalen ve ark., 1999) LT'nin p53 ve pRB'ye
baglanirken sT'nin ise protein fosfataz 2'nin (PP2A) tiimdr baskilayici proteinine
baglanma bolgeleri bulunur. (Yu ve ark., 2001) PP2A, protein kinazlar tarafindan
aktiflestirilen fosforilasyon sinyallerini diizenleyen bir serin/treonin fosfatazdir. (Baysal
ve ark., 1998) sT, pp2A'nin negatif regiilasyonunu saglayarak tumorogenezi tetikler. (Yu
ve ark., 2001) sT, PP2A'nin Kkatalitik (36-kDa) ve duzenleyici (63-kDa) alt birimlerine
baglandiginda inaktivasyonlarin1 saglayarak bu fonksiyonlari engeller.(Rundell ve
ark., 1981) Akciger, kolon, meme kanserinde ve melanomda yapilan caligmalar
PP2A'min tiimdr baskilayici 6zelligi gosterilmistir. (Wang ve ark., 1998; Calin ve ark.,
2000)

2.4. BKV Epidemiyolojisi

BKV oldukca yaygin bir viriistiir. Populasyonun ¢ogunun BKYV ile ilk karsilasmasi
cocukluk doneminde olmaktadir. Primer enfeksiyonlarin %901t 2-4 yaslarinda
gecirilmektedir. Bunun sebebi anneden transplasental yolla alinan immiinoglobulin G
(IgG) antikorlarin zaman igerisinde azalmasi olarak gosterilmektedir. BKV, primer
enfeksiyon ardindan kiside latent kalmaktadir. (Knowles ve ark., 2003; Egli ve ark.,
2009) 5-9 yas arasi ¢gocuklarda %90'a varan seropozitivite saptanmistir (Knowles ve ark.,
2003) Ayrica saglikli kan dondrlerinin %10-40'min idrarinda BKV ve JCV saptanmustir.
(Egli ve ark., 2009)

2.4.1. BKV'nin Bulas Yollar:

Fekal-oral ve Uro-Oral: BKV'nin bulas yollar1 arasinda fekal-oral ve (ro-oral bulaslar

kabul edilmektedir. BKV, idrar ve diski yoluyla viicuttan atilabilmektedir. Bofill-Mas ve
ark. kanalizasyonlarda ve deniz suyunda fekal kontaminasyon saptamis, diskida ve deniz

kabugunda BKV ve baz1 diger polyomaviriislerin varligini géstermistir. (Bofill-Mas ve
ark., 2001)
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Hayvan modellerde yapilan bir ¢alismada gidayla birlikte yabanci DNA alinmasi halinde
bu DNA'nin gastrointestinal sistemde tamamen degrade olmadig1 gosterilmistir.
Schubbert ve ark. yaptiklari bu calisma sonucunda yabanci DNA'nin bagirsak
duvarindan periferal dolasimdaki 16kositlere gecip, bu yolla ¢esitli organlara
ulagabilecegini belirtmislerdir. Bu ihtimal goéz oniinde bulunduruldugunda, BKV'nin
viicuda oral yolla alindiginda da enfeksiyona sebep olmast olasi goziikmektedir.

(Schubbert ve ark., 1997)

Solunum Sistemi Sekresyonlari: Literatiirde BKV'nin solunum sistemi sekresyonlariyla

iligskisini gostererek bu bulas yoluna dikkat ¢eken ¢alismalar mevcuttur. Goudsmit ve
ark. akut solunum rahatsizlig1 olan pediatrik hastalarla yaptiklar: ¢alismada 12 hastanin
5'inin tonsilinde BKV DNA varligin1 gostermistir. (Goudsmit ve ark., 1982) Sundsfjord
ve ark. solunumsistemi enfeksiyonuna sahip 201 ¢ocuktan 2'sinin nazofaringeal aspirat
orneginde enfeksiy6z olmayan BKV saptamistir.(Sundsfjord ve ark., 1994) Goudsmit ve
ark. ise akut tonsillit goriilen ¢ocuklarin idrar 6rneklerinden BKV izole etmis ve bu

hastalarda BKV serokonversiyonu gdstermistir.(Goudsmit ve ark., 1981)

Transplasental ve Cinsel Yol: Hamile kadinlar, bobrek ve kemik iligi nakil hastalarina
benzer sekilde genel populasyondan diisiik bagisikliga sahiptir ve enfeksiyonlara karsi
daha yiiksek risk altindadir. Hamilelik suresince, vicutta latent halde bulunan virlslerin
reaktivasyonunun arttigi bilinmektedir.(Coleman ve ark., 1983) Hamile kadinlarda BKV
varligr gosterilmistir. (Coleman ve ark., 1980; Jin ve ark., 1995) Pietropaolo ve ark.
sonlandirilan gebeliklerden elde edilen 15 fetiis ve plasenta 6rnegi ile caligmistir.
Plasenta oOrneklerinin %80'inde, fetal beyin 6rneklerinin %80'inde ve fetal bobrek
orneklerinin %60'mmda polimeraz zincir reaksiyonu(PCR: polymerase chain reaction) ile
BKV DNA varligi saptanmistir.(Pietropaolo ve ark.,, 1998) Mazzoni ve ark.
polyomaviriislerin vertikal bulasini incelemek i¢in kan, serum, amniyotik sivi, vajinal
smear ve kordon kani ile galismistir.Bu ¢alismada ise amniyotik sivi ve plasentalar BK'V
negatitken, bazi kordon kanlari BKV ve JCV IgG pozitif saptanmistir. Vajinal smear
testinde BKV ve JCV DNA saptanmasi ise cinsel bulas ihtimalini disiindiirmektedir.
(Mazzoni ve ark., 2020) Cinsel bulas ihtimalini destekleyen bir baska ¢alisma Monini ve
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ark. tarafindan yapilmis olup, genital dokuda ve spermde yiksek BKV prevalansi
gosterilmistir. (Monini ve ark., 1996)

Kan transfiizyonu: Dolei ve ark. kan merkezinde yiiriittiigli arastirmada saglikli
donorlerden alinan kanlarda BKV KYKB taramasinda %21'e, BKV VP1 taramasinda
%7'ye varan pozitiflik saptanmistir. (Dolei ve ark., 2000) Lokositte BKV varligini

gosteren bir arastirmada, arastirmaya dahil edilen 40 saglikli kan dondriiniin 22'sinin
periferal kan I6kositlerinde (%55) BKV saptamistir. (Chatterjee ve ark., 2000)
Bagisiklig1 baskilanmis hastalarda ve nakil hastalarinda BKV viremisi beklenmedik bir
tablo degildir ancak saglikli bireyler i¢in aynisi sdylenemez. Saglikli bireylerin
lenfositlerinde de BKV varlig1 gosterilmesi,kan tranfiizyonu yoluyla bulasin miimkiin

olabilecegini gostermektedir. (Dolei ve ark., 2000)

Organ nakli: BKV enfeksiyonlari, genel populasyonla kiyasladiginda bobrek ve kemik
iligi nakil hastalarinda sik goriilmektedir. Enfeksiyon gelisim siirecinde hastaya
uygulanan imminsupresif tedavi tek olmamakla birlikte énemli bir etkendir. BKV
bobrek dokusunda latent kalmaktadir. Bu g6z oOniinde bulunduruldugunda bobrek
nakillerinde donoérden alictya olasi bir bulastan s6z edilebilir. Seropozitif dondrlerin,
alicilarda primer enfeksiyonu ve reaktivasyonu arttirdigi bilinmektedir. (Andrews ve

ark., 1988)

2.4.2. Nozokomiyal Bulas Thtimali

BKV zarfsiz bir virlstiir. Zarfli viriisler, zarfsiz virislerden duyarlidirlar. Cogu
mikroorganizmanin dezenfeksiyonunu saglayabilecek alkol, klorheksidin, benzalkolyum
Klorirr gibi dezenfektanlar zarfsiz virtisler igin yetersiz kalabilmektedir. Bu yiizden
BKV'nin nozokomiyal bulaginin ihtimali goz oOniinde bulundurulmalidir. Hastalarin
idrarlarindaki BKV kopya sayilar1 yliksekse ve eger ki temizlik prosediirleri BKV
dezenfeksiyonu icin yeterli degilse nozokomiyal bulas i¢cin uygun bir ortam olusur.

(Noda ve ark., 2000). Hastanelerde yaygin olarak kullanilabilen kuaterner amonyum
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tuzu bazli dezenfektanlarin da zarfsiz virlislere karsi etkisiz oldugu bilinmektedir.
(Gerba, 2015; Howie ve ark., 2008) Nozokomiyal bulasin 6nlenmesi i¢in ortak kullanim
alanlarinin ve aletlerin dezenfeksiyonunun klor bazli dezenfektanlarla yapilmasi, HS
hastalarinin bireysel odalarinin olmasi, hastayla ilgilenen personelin tek kullanimlik

eldiven kullanmasi, tibbi gereglerin otoklavlanmasi 6nerilmektedir. (Onda ve ark., 2021)

Literatiirde BKV'nin nozokomiyal bulas ihtimalini arastiran birka¢ yaym mevcuttur.
Onda ve ark. hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN) sonrast HS gelisen hastalarla
calismustir. Ilgili hastalarda HS etkeni olarak en sik adenoviriis (ADV) goriilmiis, bunu
BKV takip etmistir. Her iki viriis de zarfsiz olup, agiklanan sebeplerden dolay1
nozokomiyal bulaga elverislidir. Hastalarda ADV kaynakli HS'nin, BKV kaynakli HS'ye
(BKVHS) gore daha siddetli ve uzun siirdligii goriilmistiir. Arastirmada BKV
sekanslanmamis olsa da BKVHS hastalarinin hastanede yatis zamanlar1 ve diger veriler
incelendiginde arastirmacilar BKV igin nozokomiyal bulasin miimkiin oldugu
belirtilmistir. (Onda ve ark., 2021) Koskenvuo ve ark. Helsinki Universitesi Cocuk
Hastanesi'ndeki pediatrik hastalarla yiiriittiigli calismada otuz ay i¢inde HKHN yapilan
50 hastanin 6'sinda (insidans %12) BKVHS gelismistir. Aragtirmaya dahil ¢ocuklarin
nakil dncesinde de farkli klinik tablolarindan dolay:r hasta oldugu belirtilmistir. Bu alt1
vakadan besi nozokomiyal bulag ihtimalinin arastirilmasina elverisli ve yakin zaman
diliminde goriilmiistir. Iki vakanin sekanslart %100 6zdes ¢ikmis olup bu hastalarin
ayn1 varyant ile enfeksiyonu gosterilmistir. Analiz kapsaminda ¢izilen filogenetik agacta
bu ikiliden aylar sonra goriilen bir vaka da ayni varyantla iligskilendirilmistir. Bahsedilen
lic Ornegin filogenetik yakinligi ve bunlarin ikisinin zaman dilimlerinin Grtiismesi
Sekil2.5'te gosterilmistir. Bu, BKV nozokomiyal bulaginin arastirildigr ilk caligmadir.
(Koskenvuo ve ark., 2013)
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Sekil2.6. A. Hastalarin hastanede yatis donemleri, B. Hastalardan izole edilen BKV 0&rneklerinin
filogenetik analizi. (Koskenvuo ve ark., 2013)

Kato ve ark. hematolojik rahatsizliklarindan dolay1 yedisine HKHN yapilan,ikisine
kemoterapi uygulanan ve timinde BKVHS goériilen eriskin hastalarla ¢alismistir. BKV
genotiplendirmesi igin VP1 bolgesi ile calisilmistir. Alt1 izolat BKV alt tip I'e, iki izolat
alt tip IV'e ve diger izolat farkls alt tipe ait bulunmustur. Alt tip I'e ait alt1 izolatin dordii
kendi icinde ve kalan ikisi de kendi i¢inde %100 homolog ¢ikmistir. Alt tip IV'e ait
izolatlarda ise %99 homoloji saptanmigtir. Dort alt tip I ve iki alt tip IV saptanan
hastalarin hastanede yatis zamanlar1 incelendiginde zamanlarin gakistig1 goriilmiis ve bu

durum BKV'nin nozokomiyal bulas ihtimalini giiglendirmistir. (Kato ve ark., 2017)

Hosoi ve ark. HKHN sonras1t BKVHS gelisen hastalar1 aragtirdigi ¢alismada hastalarin
tiimiiniin yatish oldugu ve banyolarin ortak kullanim oldugu belirtilmistir. Bu sebeple
nozokomiyal bulastan siiphenilmistir. Dokuz ay icerisinde alt1 hastada HKHN sonrast
BKVHS gelismistir. Dizileme yapildiginda alti hastanin dordiinde Ic alt tipi
goriilmiistiir. Tlgili dért izolatta >99.5% homoloji saptanmustir.(Hosoi ve ark., 2021)
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2.5. BKV Tanisi

BKYV tanisinda BKV DNA'nin saptanmasi yaygin bir yontemdir. Tan1 i¢in en uygun
ornekler plazma ve idrardir. Biyolojik 6rneklerde BKV DNA saptanmasi, ylizde yiiz
aktif viral replikasyonu gostermez. Saptananlarin, enfektif olmayan virionlarin DNA's1

olmasi da mimkindur. (Demey ve ark., 2021)

Yalnizca aktif BKV'nin saptanmasi i¢in ¢esitli viral mesajct RNA (mRNA)
biyobelirtegleri kullanilmaktadir. Ozellikle VP1 mRNA BKV nefropatisi (BKVN)
biyobelirteci olarak kullanilmakta ve bu sayede daha saglikli sonuglar elde edilmektedir.
(Sawinski ve Goral, 2015) Baz1 durumlarda decoy hiicrelerinin incelenmesi veya renal

biyopsi 6rnegi alinmasi da onerilmektedir.

DECOY_ HUCRELERI: BKVN hastalarmin idrar sitolojisinde decoy hiicreleri

gbzlenmektedir. Decoy hiicreleri viral inklizyonlar icerir ancak bu inklizyonlar
BKV’ye spesifik degildirler. Sitolojik incelemede BKV ile CMV enfeksiyonlarinin
karistirtlmas1 miimkiindiir. Hiicrelerin ¢ekirdekleri bazofilik ve biiyiiktiir. (Drachenberg
ve ark., 2005) Bu hucreler, bobrek tibiler endotelyal hiicrelerinden kdken alir. Decoy
hiicrelerinin varligt BKVN tanisi i¢in duyarli (%100) bir yontem olmasina karsin pozitif

prediktif degeri disiiktiir (%29). (Dall ve Haniharan, 2008)

Sitolojik incelemeyle polyomaviriisler cins diizeyinde ayirt edilemez. ADV'nin sebep
oldugu nefropatilerde de decoy hucreleri gdzlenebilir. BKVN tablolarinda da decoy
hicreleri gozlenir. Bu htcreler, mikroskobik incelemeyle, polyomaviriis decoy
hiicrelerinden ayirt edilemez. (Drachenberg ve ark., 2005) BKV'nin Sekil2.7'de 1sik,

Sekil2.8'de ise elekron mikroskobuyla goriintiileri yer almaktadir.
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Sekil2.7. Aragtirtlan bir hastanin idrarindaki decoy hiicresinin papanicolaou ile boyanmis goriintiisii
(Mutlu ve ark., 2006)

Sekil2.8. Hiicre ¢ekirdegindeki polyomavirtslerin elektron mikroskobuyla goriintiisu (Sigueir ve ark.,
2012)

VIRURI: idrarda BKV taramas1 BKVN'yi énleme acisindan 6nem arz eder. BKV
pozitif bir hastada dnce virlri gelisir.(Demey ve ark., 2021) Bobrek nakil hastalarinin

yaklasik %30'unda BKYV virdrisi gorilebilir. (Wiseman, 2009) Viremi gelisirse,

18



genellikle viriiriden birkag hafta sonra gelismektedir. Bu ara surecte tibaler viral

replikasyon gerceklesmekte ve viral kopya sayist artmaktadir. (Demey ve ark., 2021)

Idrar 6rnekleri siklikla kantitatif PCR (qPCR) ile incelenir. Viriride genel olarak yiiksek
kopya olarak kabul edilen say1 >10’ kopya sayisi/mL'dir. (Ferreira-Gonzalez ve Sidiqui,
2007) "Decoy hiicreleri" bagligi altinda anlatildigi {izere idrar sitolojik olarak da
incelenebilir. Sitolojik incelemede decoy hiicrelerinin varligi beklenir. qPCR, BKV
saptamada ve BKVN tanisinda daha duyarhidir. Idrar sitolojisiyle decoy hiicrelerinin
incelenmesinin duyarliligt %25, spesifitesi %84; idrarin qPCR ile c¢alisilmasinin
duyarliligi %100 ve spesifitesi %78 olarak gosterilmistir. (Viscount ve ark., 2007) Bu
oranlardaha eski bir ¢alismada decoy hiicre duyarliliginin %100 ve spesifitesinin %71

oldugu verileriyle ¢elismektedir. (Hirsch ve ark., 2002)

VIREMI: Yaygin kullanilan yontemlerden biri gPCR ile plazmada BKV DNA
saptanmasidir.(Demey ve ark., 2021) Bu yontem olduk¢a duyarli ve spesifik bir
yontemdir. Literatiirde yer alan bazi arastirmalarda duyarliligmm %100'e, spesifitenin
%90'a; pozitif prediktif degerin (PPD) %50'ye; negatif prediktif degerin (NPD) %100'e
varabildigi gosterilmistir. (Hirsch ve ark., 2002; Viscount ve ark., 2007) Ozellikle
bobrek nakli sonrast BKVN riskinin aragtirilmasi icin uygulanan bu ydntemde>10*
kopya sayisi/mL yiiksek deger olarak kabul edilmektedir. (Ferreira-Gonzalez ve Sidiqui,
2007)

RENAL BIYOPSI: Ardisik ii¢ ay boyunca decoy hiicreleri mevcutsa veya idrarda iic

haftadan uzun siire >107 kopya/mL seyrederse renal biyopsi onerilir. (Drachenberg ve
Papadimitriou, 2006) Bobrek biyopsisi, BKVN tanisinin altin standardi olarak kabul
edilir. (Dall ve Haniharan, 2008) Biyopsi 0rnegi immiinohistokimyasal isaretlenerek
incelenebilir. Isaretlemede LT monoklonal antikorlar1 kullanilir. Biyopsi &rnegi 1sik
mikroskobuyla da incelenebilir ancak elekron mikroskobisi daha ¢ok detayli sonuglara

ulagilmasini saglar. Elektron mikroskobisi 1sik mikroskobisinden farkli olarak ADV ile
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polyomaviriislerin ayrigtirtlmasina imkan verse de polyomavirisler iginde tir dizeyinde

spesifik bir ayrimi saglamayabilir. (Herrera ve ark., 2005)

Bobrek nakil hastalarinda nakil sonrasi ayda en az ii¢ kez olacak sekilde iki y1l boyunca
BKYV taramas1 yapilmasi onerilmektedir. (Hirsch, 2002). Onerilen algoritma Sekil2.9'da

aciklanmistir.
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Plazma orneklerinde BKV DNA

arastinlmasi (ilk ic ay, ayda bir,
birinci yil sonuna dek tic ayda bir

P

!

Plazma érneklerine 2 haftada bir BKV
Takip, ikinci yilin sonuna dek 3 ayda bir DNA aragtirilir.
devam ettirilir. Kreatinin diizeyi
yuksekliklerinde ve Akut rejeksiyon
tedavilerinde rutin taramaya ek olarak
bakilmalidir.

Plazma BKV-DNA 210000 kopya/mL ise muhtemel PVAN

BiYOPSI

Pozitif

Olasi PVAN ? (Allograft biyopsisinde
%10-30 hastada PVAN olmasina
ragmen tani konulamiyor. )

Kesin PVAN

I

Plazma BKV-DNA 2 haftada bir ya da daha sik
olarak izlem

Plazma BKV-DNA negatif

Normal izlem protokoliine devam

Sekil2.9.Bobrek hakil hastalarinda BKV taramasi ve tedavisi igin onerilen algoritma (Hirsch ve ark.,
2009)
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2.5.1. BKV Nefropatileri ile Akut Rejeksiyonun Ayrimi

BKVN ile nakil sonrasi gelisen akut rejeksiyon tablolar1 arasinda aralarinda kesin bir
ayrim yapmak zorlayicidir. Bu klinik tablolardan birinin tedavisi i¢in uygulananlar
digerinin gelisim riskini arttirdigindan bu ayrim olduk¢a 6nemlidir.(Sawinski ve Forde,
2015) Ayrica bu iki tablo es zamanli olarak da goriilebilmektedir. (Ramos E ve ark.,
2009; Ito Y ve ark., 2011) BKV, sebep oldugu viremi ile de novo donére 0zgu antikor
olusumunu (6zellikle class II antikorlar1) tetikleyerek antikor aracili rejeksiyonu arttirir.
(Sawinski ve Forde, 2015) Rejeksiyon gegmisi olan hastalar BKV kaynakli hastaliklara
daha yatkindir. ABO ve insan lokosit antijeni (HLA: human leukocyte antigen)
uyumsuzluklar1 da yatkinlig arttiran etkenlerdendir. (Awadalla ve ark., 2004; Sharif ve
ark., 2012)

Iki tablonun histopatolojisi benzerlik gosterir. Tipik olarak BKVN histolojisinde tiibiiler
atrofi ve enflamatuarl fibroz goriiliir. Bu, akut rejeksiyon ile karistirilabilir. Cekirdek ici
viral inkliizyonlarin LT pozitif boyanmast BKVN i¢in patognomotiktir. (Masutani ve
ark., 2012) Histolojik incelemede sitopatik degisiklikler goriilmiiyorsa ancak klinik
stiphe devam ediyorsa ek testler talep edilir. BKVN tanisinda SV40 T antikorlar ile
nlkleer reaksiyon testleri yapilmaktadir. (Ramos E ve ark., 2009; Ito Y ve ark., 2011)
immiinohistokimyasal boyalarla SV40 LT antijeni kullanilarak ¢apraz reaksiyon testleri
yapilir. Bu testler BKV ve SV40'in aminoasit benzerliklerine dayanmaktadir. (Howell ve
ark., 1999) Polyomaviriis enfeksiyonlarinda B lenfositleri (CD20+) baskinken akut
rejeksiyonda T lenfositleri baskin oldugu da bilinmektedir. (Herrera ve ark., 2005)

Akut rejeksiyon %0-23 oranlariyla goriilmiikte olup daha sik karsilagilan tablodur.
(Schaub ve ark., 2010) Nankivell ve ark. yaptig1 ¢calismada BKVN gelisen ve takiben
immiinsiipresyon diizeyi azaltilan hastalarin %50'sinde akut rejeksiyon gergeklestigini
ve bu hastalarda greft kaybi riskinin ti¢ kat arttigin1 gostermistir. (Nankivell ve ark.,
2017) Drachenberg ve ark. tarafindan biyopsi drnekleriyle yapilan benzeri bir ¢alismada

BKVN goriilen 71 hasta ile calisilmistir. BKVN tanis1 sonrast immiinsiipresif tedavi
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azaltilmasina ragmen hastalarin %61.9'unda akut rejeksiyon yasanmistir. (Dranchenberg
ve ark., 2017)

2.6. BKV Patogenezi

BKV primer enfeksiyonu genellikle ¢cocukluk déneminde ve asemptomatik gecirilir.
Semptomatik ise iist solunum yollar1 hastaliklarina bagli tipik semptomlar gozlenir.
(Reploeg ve ark.,, 2001) BKV, primer enfeksiyon sonrasinda genelliklebdbrek
dokusunda latent halde kalir. (Knowles ve ark.,2003; Egli ve ark., 2009) "2.6.1. Latent
Donem" bashiginda bu konu agiklanmistir. BKV, allojenik kok hiicre nakli (AKHN)
veya renal transplant sonrasinda hemorajik sistite (HS) ve ¢esitli BKVN'lere sebep olur.
Yiiksek seropozitivitesinden dolayr BKV kaynakli hastaliklarin reaktivasyondan
kaynaklandig1 kabul gérmektedir. (Hirsch ve Randhawa, 2013) BKV reaktivasyonu
sonucu virlri gortlme orani asemptomatik immiinkompetan bireylerde yaklasik %20

iken bagisiklig1 baskilanmig bireylerde bu oran %20-%60'r. (Dalianis ve Hirsch, 2013)

YASAM DONGUSU: Viral yasam déngiisiiniin ilk basamagi olan hiicreye giris, VP1-

konak hiicre etkilesimi ile baslar.(Low ve ark., 2006) Endositoz yoluyla hiicreye giren
BKYV, mikrotiibiiller tarafindan endoplasmik retikuluma (ER) tasinir. (Moriyama ve ark.,
2007; Jiang ve ark., 2009) Kapsitten ayrilma burada gergeklesir. Serbest kalan
genom,ER aracilifiyla c¢ekirdege tasinir. Viral replikasyon ve erken genlerin
ekspresyonu cekirdekte meydana gelir.Erken kodlama bdlgesinin transkripsiyonu
sonrasi, replikasyon i¢in gerekli olan LT ve ST proteinlerinin sentezlenip konak hicre
cekirdegine tasinmasiyla replikasyon Oncesi hazirliklar tamamlanir. (Abend ve ark.,
2009; Chong ve ark., 2019) Replikasyon sirasinda LT, multimerik bir komplekse
doniistip helikaz gibi davranarak genomun KYKB'sinde yer alan replikasyon orijinine
baglanir. Bu baglanmay1, yapisal proteinlerin ve agnoproteinin kodlandig: ge¢ kodlama
bolgesinin transkripsiyonu takip eder. Sitoplazmada sentezlenen VP1, VP2 ve VP3'lin de
cekirdege gecmesiyle, bu viral proteinler ve replikasyon iiriinleri birleserek g¢ekirdekte

viral progeniler olusturmaya baglar.
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(Wang ve Simmons, 2009) SV40, fare polyomavirust ve BKV kapsitlerini paketlerken
konak hiicrenin H2A, H2B, H3 ve H4 proteinlerini kullanir.(Moens ve ark., 2017) DNA
replikasyonu ve yapisal proteinlerin sentezi tamamlaninca sitoplazmada viral birlesme
gergeklesir. (Jiang ve ark., 2009) Yasam dongiisiinlin sonunda hiicre lizisi gergeklesir.
Cekirdek zar1 ve sitoplazmik zarin biitiinliigliniin bozulmasi1 sonucu yeni olusan

virionlar dagilarak ¢evre hiicreleri enfekte eder. (Drachenberg ve ark., 2005)

2.6.1. Latent DOnem

Primer enfeksiyon sonrasinda BKV viicutta latent kalmaktadir. BKV'nin latent olarak
kaldig1 bolge ¢ogunlukla bobreklerdir. (Heritage ve ark., 1981) BKV'nin viicudun farkl
yerlerinde de latent kaldigini gdsteren arastirmalar mevcuttur. BKV'nin latent kaldigi
diger yerler arasinda beyin (Vago ve ark., 1996), lokosit (Dorries ve ark., 1994),
uroepitelyal hucreler, endotelyal hicreler, ependimal hicreler ve astrosit hicreleri

(Dorries, 1998; Shinohara ve ark., 1993) de gosterilmistir.

Bagisikligin baskilandigi durumlarda virlis reaktive olabilmektedir. Bu bagisiklik
baskilanmasi, gerek enfeksiyon gerek ilag tedavisi sebebiyle olabilir. Insan immiin
yetmezlik virisi (HIV: human immunodeficiency virus) ile enfekte hastalarda,
immiinkompetan bireylerde hastalik olusturmayan bir¢ok patojenin, hatta bazi
mikrobiyota elemanlarinin bile, ciddi klinik tablolara yol acabildigi bilinmektedir. Bu
hastalarda BKV reaktivasyonu da goriilebilir. Nakil hastalarinda, nakledilen
dokunun/organin uyumunu saglamak amactyla immiinsiipresif ajanlar kullanilmaktadir.
Immiinsiipresif ajanlar sebebiyle de bagisiklik sisteminde zayiflama ve hastaliklara kars:
artan risk s6z konusu olmaktadir. AIDS, lenfoproliferatif hastalik tablolarina sahip ve
immiinsiipresif ajanlarin kullanildig1 hastalarda viral replikasyon ve hatta organ hasari
gorulebilmektedir. (Ddrries, 1998) Bagisiklik sisteminin baskilandigt ve BKV
replikasyonunun oldugu dénemde idrarda BKV DNA saptanmaktadir. Bu duruma 6rnek
olarak hamile kadinlar (Chang ve ark., 1996) ,diyabet hastalar1 (Kahan ve ark., 1980),
yaglilar (Kitamura ve ark., 1990) gosterilebilmektedir.
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2.7. BKV Kaynakh Hastaliklar

2.7.1. Hemorajik Sistit

Hemorajik  sistit  (HS), hematlrinin  eslik  ettifi  mesane  mukozasi
enflamasyonudur.(Randhawa ve Brennan, 2006) HS, AIDS tablosuna sahip hastalarda
ve nakil hastalarinda genel populasyondan yiiksek oranlarda gériilmiiktedir. Ozellikle
kemik iligi nakil hastalar yiiksek risk altindadir. Kemik iligi nakil hastalarinda HS
insidans1 %5-60 arasi olarak gosterilmistir. (Arthur ve ark., 1986) Diziri veya alt karin
agris1 gibi sistite dair klinik semptomlar, ikinci derece veya stii hematiri ve >107 kopya
sayist/mL BKYV viriirisi bir arada goriildigiinde BKV kaynakli HS'den (BKVHS)
stiphelenilir. (Cesaro ve ark., 2018) Bedi ve ark. HS'yi derecelendirmistir. Bu
derecelendirmeye gore 1. derece mikroskobik hematlri, 2. derece makroskobik
hematiiri, 3. derece pihtili makroskobik hematiiri, 4. derece ise pihtili makroskobik
hematuriyi takiben renal disfonksiyona yol agan Uriner obstriiksiyondur. (Bedi ve ark.,
1995) BKVHS 06zellikle HKHN hastalarini etkileyen bir komplikasyondur.(Apperley ve
ark., 1987) HKHN hastalarinda nakil sonrasi tedavi uygulamalarimin mesane
mukozasinda hasara sebep olmasiyla birlikte, bastirilmakta olan bagisikligin etkisiyle
bolgede latent halde bulunan BKV'nin reaktivasyonu stz konusudur. Artan BKV
replikasyonu ile BKV viriirisi baslar. Engraftasyon sonrasi donemde, bagisiklik
sisteminin enfekte bolgeyi etkilemesi de iirotelyal hasar1 arttirmakta olup HS

gelismektedir. (Leung ve ark., 2005c)

BKYV, yiiksek prevalansa sahip ve latent kalan bir viriis oldugu icin, stk olmasa da
saglikli asemptomatik bireylerde viriiri de goriilebilir. BKVHS gelistiren hastanin kopya
sayilarr, asemptomatik virliriden yuksektir ve kopya sayilar1 klinik agidan Snem
tasimaktadir. BKV DNA kopya sayisinin degisiminin takibi énemlidir. Bu takip, gPCR
ile VP1 bolgesi calisilarak saglanabilir. (Leung ve ark., 2001)
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HS etkeni tek patojen BKV degildir. Pediatrik hastalarda ADV kaynakli akut HS
vakalar1 da gortlmektedir. HKHN hastalarinda nakil sonrast ADV kaynakli HS gdsteren
¢alismalar bulunmaktadir. (Yamamoto ve ark., 2003; Akiyama ve ark., 2001; Miyamura
ve ark., 1989) Bazi HS hastalarinin idrarinda CMV de saptanmaktadir. Bazi HKHN
hastalarinda BKV ve CMV reaktivasyonlari sonucu koenfeksiyon diisiiniilmektedir.
(Tutinctioglu ve ark., 2005; Spach ve ark., 1993) BKVHS igin spesifik tedavi
bulunmamaktadir. Immiinsiipresyonda degisiklige gidilmesi haricinde bazi durumlarda

sitozin analogu olan sidofovir kullanilir. (Cesaro ve ark., 2009)

2.7.2. Nefropatiler

BKYV, yol ac¢tig1 nefropatilerle anilan bir viriistiir. BKVN gelisimine sebep olan etken
cogunlukla immiinsiipresyondur. Bu sebeple BKVN, en sik bobrek ve KHN hastalarinda
gorilmektedir. Nakil hastalarina uygulanan immiinsiipresyon, gerek reaktivasyon gerek

yeni bir susla enfeksiyon sonucu BKVN gelismesi ihtimalini arttirmaktadir. (Leung ve
ark., 2002)

Wang ve ark. BKV enfeksiyonu gelismesi riskininin kadavra dondrlerden yapilan
nakillerde daha yiiksek oldugunu gostermistir. (Wang ve ark., 2022) BKVN gelisimine
sebep olan diger risk faktorleriise BKV seropozitif donérden BKV seronegatif aliciya
bobrek nakli, donér ve alicinin yaglarinin yiiksek olmasi, (Hirsch ve Randhawa, 2013)
dondriin ve alicmin BKV ve sitomegalovirlis (CMV:cytomegalovirus) seropozitifligi,

obezite seklinde siralanabilir. (Borni-Duval ve ark., 2013)

BKV'nin genitouriner epitele tropizminden dolay1 genitoiiriner hastaliklar gelisebilir.
BKVN gelisimi hematuri, HS, Uretral stenoz ve interstisyel nefrit sekillerinde olabilir.
(Randhawa ve Brennan, 2006) BKV'nin sebep oldugu diger bir nefropati olan iiretral
stenoz, Ozellikle bobrek nakil hastalarinda goriilen bir komplikasyondur. Klinik
calismalarda ve hayvan modellerdeki calismalarda BKV kaynakli iiretral stenoz
histolojik olarak kanitlanmustir. (Hirsch ve Steiger, 2003; van Gorder ve ark., 1999)
1629 bobrek nakil hastasiyla yapilan bir caligmada, hastalarin 52'sinde (%3.2) Uretral

stenoz gelismistir. Uretral stenoz gelisen hastalarin grubun kalanmdan farkliliklart
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arastirilinca greft fonksiyonunun geciktigi, don0rlerinin yasca biiyiikk oldugu ve CMV
koenfeksiyonu goriildiigii saptanmistir. (Karam ve ark., 2004) Ureter stentinin BKVN
riskini arttirdigini gosteren ve bu hastalarin dikkatle taranmasini 6neren ¢alismalar da

mevcuttur. (Brennan ve ark., 2005; Siparsky ve ark., 2011; Thomas ve ark., 2007)

BKVN histolojisi Banff semasi denilen simiflandirmayla A, B ve C olmak uzere (ge
ayrilmigtir.Derece A yiksek sitotoksik etkinin goriildiigii donemdir. Genellikle renal
fonksiyonda azalma gozlenmez. Bu evrede renal biyopsi orneginde SV40 T testinde
yanlis pozitiflik saptanabilir. (Ramos E ve ark., 2009; Ito Y ve ark., 2011) Bunlara ek
olarak tibilointerstisyel inflamasyon da goriiliirse bu tablo derece B kapsamina girer.
Derece C ise interstisyel fibroz ve tiibiiler atrofi gelisirse goriilen tablodur.(Sis ve ark.,
2010)

BKVN gelisiminde hastaya, nakle ve viriise bagl ¢esitli etkenler rol oynamaktadir.
Bunlar Tablo2.1'de g0sterilmistir.

Tablo 2.1. BKVN gelisimini etkileyen etkenler (Jandial ve ark., 2021; Hirsch ve Steiger, 2003)

Hastaya bagli etkenler Yas, erkek cinsiyeti, beyaz irk, nakil Oncesi
seronegatiflik, diyabet, sitopeni

Nakil ile ilgili etkenler HLA uyum orani, dondér ile kan bagi,
miyeloablatif stireg, GVHD, CMV seropozitifligi,
akut rejeksiyon ge¢misi, iskemi

Virlise bagli etkenler Yiksek dizeyde viremi ve veya virlri, serotip,
mutasyonlar, yeniden dizenlenmeler, bagisiklik
yanitindan kagis
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2.7.3. Neoplastik Hastahklar

BKYV onkojenik bir viriistiir. Neoplastik hastaliklara yol agmasina sebep olan etkenler
"2.4.3. BKV'nin Onkojenik Potansiyeli" basligi altinda anlatilmistir. Bu kisimda

gunimuize dek goriilmiis baz1 vakalardan bahsedilecektir.

BKV'nin metastatik drotelyal karsinomda (Geetha ve ark., 2002), adenokarsinomda
(Kausman ve ark., 2004) ve prostat neoplazminin erken déneminde (Das ve ark., 2004)
etkili olabilecegini bildiren calismalar mevcuttur. Das ve ark. yaptiklar1 arastirmada
neoplastik prostat dokularinin PCR ve in situ hibridizasyon ile incelenmesi sonucunda
orneklerin %70'inden fazlasinda BKV DNA saptamugtir. (Das ve ark., 2004) Literatirde,
BKV'nin hem bagisikligi baskilanmis hem de normal bagisikliga sahip kisilerde mesane
kanserine sebep oldugunu gosteren arastirmalar bulunmaktadir. (Yin ve ark., 2015;
Starett ve Buck., 2019) Invaziv mesane kanseri insidansi BKVN gelisen bobrek
alicilarinda (%4.5), BKVN gelismeyenlere gore (% 1.7) daha yiiksek bulunmustur.
Bobrek alicilarinda bobrek kanseri insidansinin ise, BKVN gelisip gelismeme
durumundan bagimsiz olarak, genel populasyona gore 4.5 kat arttigi gosterilmistir
(Gupta ve ark., 2018)

Beyin tlimorlerinde, pankreas tumdorlerinde, lenfomada, adrenal timorlerde, kolorektal
timorlerde ve Karposi sarkomunda da BKV DNA gosterilmistir. (Imperiale, 2001;
Tognon ve ark., 2003; Barbanti-Brodano ve ark., 1987; Lee ve Langhoff, 2006) Corallini
ve ark. 74 beyin tlimoriiniin 19'unda, 9 pankreas adacik tlimoriiniin 4'tinde southern blot
yontemi ile BKV DNA saptamistir.(Corallini ve ark., 1987) Barbanti-Brodano ve ark.
Uganda'dan gelen 5 kaposi sarkomu orneginin 3'iinde southern blot yontemiyle BKV
saptarken, Italya'dan gelen 4 kaposi sarkomu &rneginin hi¢birinde BKV saptamamistir.

(Barbanti-Brodano ve ark., 1987)
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2.7.4. Diger Hastaliklar

BKV patolojileri solunum yolunda, mesanede, bobreklerde, merkezi sinir sisteminde,
gbzde, sindirim kanalinda ve endotelde goriilebilir. BKV'nin reaktivasyon riskinin daha
yiikksek oldugu bagisikligi baskilanmis hastalarda ve HIV-1 ile enfekte hastalarda
ensefalit, nefrit, hemorajik sistit, retinit ve pndmoni gorilebilmektedir. (Vago ve ark.,
1996; Lesprit ve ark., 2001)

Sandler ve ark. kemik iligi nakli yapilan bir pediatrik hastada agiklanamayan pnémoni
vakasini arastirmistir. Bu hastanin nakil 6ncesi ve sonrasi solunum sekresyon ornekleri
incelendiginde BKV diginda higbir patojen bulunamamistir. (Sandler ve ark., 1997)
AIDS tablosuna sahip hastalarda gelisen baz1 pndmoni vakalari da BKV replikasyonuyla
iliskilendirilmistir.(Hirsch ve Steiger, 2003; Vallbracht ve ark., 1993)

Behzad-Behbahani ve ark. ensefalitten siiphelenilen 195 pediatrik hastanin 3'{iniin
(%1.5) beyin omurilik sivisinda PCR ile BKV saptanmistir. (Behzad-Behbahani ve ark.,
2003a). Benzer bir arastirmada ise viral menenjit veya ensefalitten siiphelenilen 131
eriskin hastanin 5'inin (%3.8) beyin omurilik sivisinda BKV saptanmistir. (Behzad-

Behbahani ve ark., 2003b)

Hix ve ark. delirium gelisen bir bobrek nakil hastasiyla yaptigi arastirma da BKV'nin
sebep olabilecegi hastaliklar yoniinden dikkat ¢ekicidir. GOrintilemeyle progresif
multifokal 16koensefalopatiden siiphelenilen hastada, ilgili ajanin saptanmasi i¢in beyin
omurilik s1vist incelendiginde yalnizca BKV saptanmis, JCV de dahil olmak iizere bagka

enfeksiy6z ajan saptanmamustir. (Hix ve ark., 2004)

2.7.5. Renal Transplant Hastalarinda BKV Kaynakh Nefropatiler

Renal transplant hastalarinda BKV, hem primer enfeksiyonlar hem de reaktivasyonlar

sonucu bobregin kaybina kadar gidebilen BKVN'lere neden olmaktadir. Renal transplant
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hastalarinda BKVN insidanst %10'dur. (Park ve ark., 2018) Bu hastalarda en yaygin
goriilen BKVN ise hastalarin %10-25'inde gortlen HS'dir. (Dropulic ve Jones, 2008;
Arthur ve ark.,1986) Pediatrik grupta, primer enfeksiyon olasiliginin daha yuksek olmasi
sebebiyle, BKVN'ler daha sik goralmektedir.(Smith ve ark., 2004) Transplant
hastalarinin immiinsiipresif ila¢ kullandiklar1 dénemde, BKV replikasyonu sonucu
komplikasyonlar goriilebilir. Bu hastalarda aktif replikasyon semptomlari arasinda vir(ri
(%80), viremi (%10-15), agir tiibiilointerstisyel nefrit (%8) goriiliir. (van der Meijden ve
ark., 2010; Sharma ve ark., 2016)

Virdri, genellikle nakilden sonraki 10. giin ila 6. hafta arasinda baslar. Nakil 6ncesi BKV
seropozitif hastalarda ise -enfeksiyon reaktivasyon kaynakli da olsa yeni bir varyantinin

edinilmesi kaynakli da olsa- wviriiri, nakil sonrast 5. hafta ila 17. ay arasinda

baslayabilmektedir. (Gardner ve ark., 1984)

Greft kaybinin sebebi BKVN olabilecegi gibi immiin rejeksiyon da olabilir.
Transplantasyon sonrasi BKV reaktivasyonunun zamanlamasinda cesitli etkenler rol
oynar. Bu etkenler temel olarak kullanilan immiinstipresif ajan, donor, alici, viris olarak
siralanabilir. HLA uyum diizeyi, yas, cinsiyet, BKV seropozitivitesi, enfeksiyona sebep
olan BKV genotipi bu zamanlamay1 bireysel olarak farklilastirmaktadir. Erkeklerin daha
yiiksek risk altinda oldugu bilinmektedir. (Dall ve Haniharan, 2008; Lee ve ark., 2015)
BKYV reaktivasyonu genellikle idrarda BKV DNA varlig1 veya idrarda decoy hiicresi ad1
verilen enfekte liroepitelyal hiicrelerin varligi ile saptanir. (Hirsch ve ark., 2005) BKV,
renal ttbullerin epitelyal hiicrelerinde replike olarak lizise sebep olur. idrarda BKV
atilmi1 bu asamada gergeklesir. BKV, interstisyel hicrelerde de replike olur ve
peritubtler endotelyal bariyeri gegerek kan dolagimina katilir. (Lorant ve ark., 2022)
Bazal membranin hasar1 ve interstisyel boslukta tiibiiler sivi toplanmasiyla interstisyel
fibroz ve tiibiiler atrofi goriilebilir. Nefronlarin hasar gérmesiyle, bobrek fonksiyonunu
yerine getiremez hale gelebilmektedir. (van der Meijden ve ark., 2010) Greft kayb1
gecmis yillara kiyasla azalmis olmasina ragmen hala ciddi bir klinik sorun teskil

etmektedir.(Hart ve ark., 2021) Fogeada ve ark. pediatrik hastalarla yaptig1 arastirmanin
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sonucunda BKVN gelisen pediatrik renal transplant hastalarinda %50'ye varan oranda
greft kayb1 goriilebildigini gostermistir. (Fogeada ve ark., 2007) Organ Tedarik ve Nakil
Ag1 (OPTN: Organ Procurement Transplant Network) 2019'da yayimlanan yillik
raporunda kadavra dondrlerden alinan bobreklerin nakledildigi hastalarin %7'sinin bir y1l
igerisinde akut greft rejeksiyonu yasadigi belirtilmistir. 5 yillik greft dmrii hesaplarinda
35-49 yas araligindaki -canli dondrlerden bobrek nakli yapilan- alicilarda yaklasik %90,
65 yas ustii alicilarda ise %80.2 oraninda basartya ulasildigi gériilmistiir. (Hart ve ark.,
2021)

2.7.6. Allojenik Hematopoietik Kok Hucre Nakil Hastalarinda BKV Kaynakh

Nefropatiler

AKHN hastalarinda en sik goriilen BKV iligkili patoloji %5-24 insidans ile HS'dir.
(Koskenvuo ve ark., 2013; dela Cruz ve Pursell, 2014; Hirsch ve Pergam, 2016; Bedi ve
ark., 1995)

BKVHS, rotelyal hiicrelerdeki BKV replikasyonunun sebep oldugu sitopatik hasar ve
mukozal dokilme sonucu gelisir. (Leung ve ark., 2001) Bu ¢ogunlukla reaktivasyondan
kaynaklanmaktadir. Pediatrik hastalarda primer enfeksiyon ihtimali bulunmaktadir
ancak bu hastalarda da reaktivasyon gorulebilmektedir. Bogdavovic ve ark. BKV
seropozitif pediatrik BKVHS hastalari gostermesi reaktivasyon sebepli enfeksiyonu
desteklemektedir. (Bogdanovic ve ark., 1998) Latent haldeki BKV'nin AKHN
hastalarinda reaktivasyonunu agiklayabilecek birkag sebep vardir. Bu sebepler, renal
transplant hastalarindaki reaktivasyonu aciklayan sebeplerle ortiismekte olup en yaygin
sebep immiinsiipresif tedavidir. Immiinkompromize ve primer enfeksiyon gecirmis
bireylerde BKV risk teskil etmez ancak bu nakil hastalarma uygulanan immdinsupresif
tedavi sonucu latent haldeki virusler enfeksiyonlara sebebiyet verebilir. Diger bir sebep
ise  BKV'nin KYKB bolgesinde meydana gelen mutasyonlar veya yeniden
dizenlenmelerdir. Giinlimiiz kosullarinda olas1 goriilmese de BKV'nin nakil ile

donorden aliciya aktarilmasi da teorik olarak miimkiindiir. (Leung ve ark., 2005b)
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HKHN hastalarinin %80'1 yiiksek diizeyde BKV viriirisi gelistirirken yalnizca bir kismi
BKVHS gelistirmektedir. (Hirsch ve Pergam, 2016; Bedi ve ark., 1995) BKVHS
genellikle 3-5 hafta sonra iyilesmektedir ancak hastalik siirecinde morbidite yiiksektir.
(Gilis ve ark., 2014) HKHN sonrast HS'nin mortalitede artisa neden olup olmadigina
dair gelisen veriler mevcuttur. (Cesaro ve ark., 2015; Lunde ve ark., 2015; Gilis ve ark.,
2014; Hirsch ve Pergam, 2016)

Otolog ve allojenik HKHN hastalarindaki miyeloablatif uygulamalar ayni olmasina
ragmen otolog HKHN hastalarinda BKVHS gelisimi, allojenik HKHN hastalarina gore
oldukca azdir. Bu durumda nakil sonrasi bagisiklik yanitlar1 rol oynamaktadir.
Prospektif bir ¢alismada otolog HKHN ve allojenik HKHN hastalarinda BKV viriirisi
tablolariin, hastalarda gelisim oran1 ve derece yoniinden benzerlik gosterdigi ancak bu
iki grup hastadan yalnizca allojenik HKHN grubunda HS gelistigi gosterilmistir. (Leung
ve ark., 2005a)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hastalar

1 Temmuz 2019-30 Haziran 2022 tarih araliginda Akdeniz Universitesi Hastanesi'nde
HKHN yapilan 131 pediatrik hasta ¢alismaya dahil edilmistir. Hastalarin demografik
bilgilerine ve laboratuvar test sonuglarina hastane bilgi yonetim sistemi iizerinden

erisilmistir. Belirlenen BKVHS tani kriterleri agagida belirtilmistir.

BKVHS tani kriterleri;

e En az bir idrar drneginde >107 kopya sayisi/mL olacak sekildle BKV DNA
saptanmasi

e BKV-DNA calisma tarihinin en fazla 10 giin dncesi veya sonrasinda yapilan
idrar tetkikinde ylksek ¢ozunurlukteki her alanda (HPF: high power field) en az
50 eritrosit saptanmast (>50 kirmiz1 kan hiicresi (RBC)/HPF agir hemat(ri olarak
kabul edilmektedir. (Loo ve ark., 2009).

Belirtilen tarih araliginda BKVHS tan1 kriterlerine uyan 26 hasta oldugu goriilmiistiir.
Bu hastalardan, vaka artis donemine rastlayan, ornekleri olan, ¢alismaya katilmay1 kabul
eden 13 ve tamt kriterlerine uymayan 3 pediatrik HKHN hastasina ait 6rnekler dizi
analizine dahil edilmistir. Bahsedilen tli¢ hasta, BKVHS gelismemesine ragmen, benzer
iriner sistem sikayetleri tanimladiklar1 i¢in klinik siiphe dogrultusunda BKV DNA ve
eritrosit diizeyleri taranmigtir. Ayrica 4 eriskin hastada, filogenetik analizi daha kapsamli
yapabilmek adma, mevcut 16 hastaya eklenmistir. Eriskin hastalar da vaka artig

doneminde HKHN sonrast BKVHS gelistiren hastalar arasindan se¢ilmistir.

Hastalar nakil sonrasi en az otuz giin stireyle hepa filtreli, tek kisilik odalarda kalmistir.

Saglik personelleri odaya girerken ellerini yikamislardir. Hastalar, klinik durumlar
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kontrol altina alindiginda ve engrafman gerceklestiginde servis odalarina
yatirilmiglardir. Servis odalarinda hepa filtre bulunmamaktadir. Servis odasina giren
saglik personeli cesitliligi ve sayisi daha fazladir. Hastanedeki yogunluga bagli olarak bu

odalar bazen tek kisilik olarak kullanilamayabilmektedir.

3.2. idrar Orneklerinde BKV DNA Kantitasyonu

Idrar ornekleri ¢alisilana dek -20°C'de saklanmis olup, bekleme siiresi 96 saati
asmamistir. BKV DNA diizeylerinin belirlenmesi amaci ile viral niikleik asit izolasyonu
QiaSypmhony SP/AS (Qiagen, Hilden- Almanya) cihazinda, Uretici firmanin onerileri
dogrultusunda, 500 pL idrar 6rneginden 90 pL eluat elde edilerek gergeklestirilmistir.
Artus BK Virus QS-RGQ (Qiagen, Hilden- Almanya) test kitiyle de, elde edilen ekstrakt
orneginin 15 pL’si kullanilarak Rotor-Gene 5plex (Qiagen, Hilden- Almanya) cihazinda

gercek zamanli PCR yontemi ile amplifikasyon islemi gerceklestirilmistir.

3.3. Idrar Orneklerinde Eritrosit Degerlendirilmesi

Idrarlarda eritrosit degerlendirilmesi Sysmex (UN serisi, U- WAM, Japonya) cihazinda

yapilmaktadir. Islem, kullanim kilavuzuna uyularak yapilmaktadir.

3.4. Sekanslama Oncesi Amplifikasyon Islemi

3.4.1. Ekstraksiyon

Secilen hastalarin arastirilacak ornekleri, ilgili tarih araliginda klinik tablolarinda
gorilen ilk yiiksek pozitif (>107 kopya sayisi/mL) idrar 6rnegi olacak sekilde hastane
bilgi yonetim sistemi {izerinden segilmistir. Ornekler, calisilana dek Akdeniz
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari'nda mevcut -80°C dondurucularda

saklanmustir.
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Ekstraksiyon kiti olarak Qiamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden- Almanya)
kullanilmistir. Spin protokolii takip edilmis olup ekstraksiyon siiresince kullanim

kilavuzundaki 6neriler izlenmistir.

3.4.2. Amplifikasyon

SEKANSLANACAK BOLGENIN SECIMIi: Genomda yiiksek degisiklik gosteren,

izolat ayrimini saglayabilecek bolgeler R Istatistik Yazilimi (Foundation for Statistical

Computing, Viyana-Avusturya) ile arastirilmistir.
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Sekil3.1. BKV genomunda degiskenlik gosteren bolgelerin R Istatistik Yazilimi ile goriintiilenmesi

Sekil3.1'de BKV genomundaki benzerlik duzeyleri gorilmektedir. Yiiksek degiskenlikli
bolge amaglandigi i¢in benzerlik diizeyinin az olmasi gerekmektedir. Sekil gorsel ve
matematiksel olarak degerlendirildiginde hem degiskenlik diizeyi hem de bolge

uzunlugu olarak kirmiziyla ¢evrelenen bolgenin arastirilmasina karar verilmistir.

BKV genomunun 1422-2197 baz ciftleri arasinda kalan 776 nuUkleotitlik bolge
sekanslanmistir. Uriin, kapsit proteinlerinden VP2 ve VP3'iin son kisimlarmi, VP1'in ise
baslangicindan itibaren bir kismint kapsamaktadir. BKV dunlop dizisinin gdsterildigi
Sekil3.2.'de TR olarak belirtilen BKV genotiplendirilmesi i¢in kullanilan boélgenin ise

tamamini kapsamaktadir.
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Sekil3.2. BKV dunlop dizisi Gzerinde gosterilen gen bélgeleri ve uzunluklari (Krumbholz ve ark., 2008)

PRIMER SECIMi: Filogenetik analiz icin sekansa gdénderilecek amplikonlarin

cogaltilmasinda kullanilacak primer dizilerinin se¢iminde NCBI primer blasttan
yararlanilmistir. {lgili niikleik asit dizisini amplifiye etmek icin bir forward bir reverse
primer aranmigtir. NCBI primer blastin sundugu primer onerileri incelenmistir. Primer
Onerileri ile gen bankasinda mevcut BKV sekanslar karsilastirildiginda, aralarinda az
uyumsuzluga sahip olan, benzer erime derecelerine sahip (Tm), yiiksek GC igerigine
sahip ve primer-dimer olusturmayan primerler secilmistir. Forward primer olarak 5'->3'
yoninde CAACAAACTGTACATTCAGGAGAG dizisi segilmistir. Dizinin Tm'si
53.97°C, GC igerigi %42'dir. Reverse primer olarak 5->3' yoniinde
CAGGAACCCAGCACTCAACT dizisi segilmistir. Dizinin Tm'si 53.83°C, GC igerigi
%55'tir.

Gen bankasindaki BKV dunlop dizisi (V01108.1) ve mevcut diger BKV dizileri ile
primer dizileri kiyaslanmigtir. Bu diziler referans alindiginda iki primerle de birer
uyumsuz nikleotit saptanmistir. Bu uyumsuzluklarin sekans sonucuna nasil

etkiyebilecegi arastirilirken uyumsuz niikleotitlerin 5' ucuna yakin oldugu saptanmustir.
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Amplifikasyonda kullanilan Taq polimeraz, sentezi primerin baglandigi 3' ucundan
devam ettirmektedir. Uyumsuzluklarin 5' ucuna yakin olmasimnin primerlerin
sensitivitesini etkilemeyecegi anlasilmaktadir. Primerler, dunlop ve gen bankasinda
mevcut diger bazi dizilerle de karsilastirildiginda uyum oraninin yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu veriler, sekans sonucunu olumsuz etkileyecek bir durum olmadigini
gostermistir. Primerler uygun bulunmus ve laboratuvar ¢aligmalarinda bu primerler ile
calistlmistir. Sentebiolab (Ankara, Tirkiye) tarafindan yliksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC: high liquid pressure chromatography) teknigiyle sentezlenen

primerler laboratuvara liyofilize halde ulastirilmistir.

AMPLIFIKASYON: Amplifikasyon hazirthginda her 5 pL ekstrakt igin, her iki

primerden 25 pmol/reaksiyon, 25 pL 2xlik Quantitech Probe (Qiagen, Hilden- Almanya)
mastermiks ve 15 pL distile su kullamilmistir. Amplifikasyon i¢in qPCR tercih

edilmistir.

200 pL'ik tipler kullanilmis olup Rotor-Gene 5plex (Qiagen, Hilden- Almanya) termal
cycler cihazinda 36 kuyu segenegi secilmistir. Kit HotStarTaq icerikli oldugu igin termal
cycler cihazinda denatiirasyon asamasi dncesi dongiilerin éncesinde bir kez 94°C'de 15
dk olacak sekilde ayarlanmustir. Termal cycler cihazinda 94°C'de 15 sn, 56°C'de 45 sn,
72°C'de 60 sn olacak sekilde 40 déngiiliik program yazilarak calisiimustir.

AMPLIKONLARIN GORUNTULENMESI: Amplikonlar sekanslanmadan 6nce

agaroz jel elektroforezde goriintiilenmistir. Agaroz jel %1,5'lik olacak sekilde SYBR
green igeren gel safer eklenerek 60 ml hacminde hazirlanmistir. ikiser pL gel loading
dye ve onar pL amplikon karistirilarak ayr1 kuyucuklara yiiklenmistir. Bos bir kuyucuga
ise, kilavuzunda belirtildigi tizere, 5 pL DNA ladder (GeneDirex, Cat. No. DM003-
R500, ABD) yiiklenmistir. 100 voltluk akim ile yaklagik 20 dakika siiren elekroforez
sonrasinda jel UV 1s1k altinda goriintiilenmistir. Bu kisim amplifikasyonun kontrolii ve

kontaminasyon saptanmasi durumunda 6nceki asamalarin tekrarlanmasi i¢in teyit amagli
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yapilmistir. Amplikonlarin sorunsuz oldugu teyit edilince amplikonlar EYS Medikal

(Ankara, Tiirkiye) firmasina Sanger sekanslama i¢in gonderilmistir.

3.5. Sekanslama Reaksiyonu

Sanger sekanslama, floresan isaretli dideoksiniikleotit trifosfat (ddNTP) kullanilarak
yapilan kapiller elektroforezdir. Sanger yontemi ddNTP'leri DNA zincir sonlandiricist
olarak kullanir. PCR'de, kullanilan deoksiribonukleotit trifosfatlarin (dANTP) 3' ucunda
oksijen igeren hidroksil grup bulunur. Fosfodiester baglar kurularak zincir 3' ucundan
uzar. Sanger yoOnteminde ise kullanilan ddNTP'lerin 3' ucundaki oksijen yoklugu

baglanmaya imkan vermeyip zinciri sonlandirmaktadir. (Giilsev, 2014)

3.6. Filogenetik Analiz

Sekans sonuglarimin kromatogramlart Chromas (Ver 2.5.0) programiyla incelenmistir.

Belirsizlik igeren diziler her iki primer yoniinde dogrulanarak devam edilmistir.

Sekans sonuglart ClustalX (Ver 2.0, Thompson ve ark. 1997) programina eklenerek
diziler hizalanmistir. Bu sayede diziler arasi farkliliklar ve dizilerin uyumu
incelenmistir. Gen bankasindan BKV genotipleri ve alt tiplerine ait diziler fasta
formatinda ytiklenerek hizalamaya eklenmistir. Hizalama sonrasi filogenetik analizler
Mega (Ver 11, Kumar ve ark. 1994) programi ile yapilmistir. Programda bootstrap
neighbor-joining agac¢ ¢izilmistir. Hasta 6rneklerinin genotiplendirilmesi bu filogenetik

agac iizerinden yapilmigstir.

3.7. Aminoasit Dizilerinin Degerlendirilmesi

Niikleik asit hizalamada kullanilan hasta dizilerinin ve gen bankas1 dizilerinin aminoasit
dizileri de hizalanmistir. Hizalamada R programi kullanilmistir. Sekanslanan bdlgenin
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icerdigi VP1, VP2 ve VP3 proteinleri ayr1 ayr1 analiz edilmistir. VP2 ve VP3'nin analizi

ortak, VP1'in analizi ayrica yapilmistir.

3.8. istatistiksel Analiz

Arastirmada elde edilen verilerin analizi SPSS Statistics Ver. 26 (IBM Electronics,
ABD) ve OpenEpi (Ver. 3.01) ile yapilmustir.

Arastirma, Akdeniz Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan (Karar
No:KAEK-670) etik agidan uygun bulunmustur. Laboratuvar arastirmalar1 i¢in Akdeniz
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari'ndan E-34787957-010.99-583067 sayili

cihaz kullanim izni alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Amplikonlarin Jel Elektroforez ile Goriintillenmesi

Amplikon uzunluklarinin primerlerin hedefledigi bolge uzunluguyla ile uyumlu oldugu
jel elektroforez ile teyit edilmistir. Bazi kuyucuklarda ek bantlar gozlenmistir.
Sekil4.1'de ikinci ve dordiincli amplikon kuyularinda ek bantlar goriilmektedir. Sanger
sekanslama sonucunda ¢ift yonli kromatogram okundugu i¢in jelde gozlenen ek
bantlarin olumsuz etkisi goriilmemistir. Hedef bantlar net bir sekilde goriintiilenmistir ve
kontaminasyon saptanmamistir. Bu teyitlerin ardindan amplikonlar sekanslanmaya

uygun bulunmustur.

Sekil4.1.0rnek jel elektroforez goriintiisii. DNA ladder (solda) ve amplikonlar.

Arastirmaya dahil edilmek istenen bir hastanin idrar 6rnegi amplifiye edilememistir.

Bunun olast sebepleri "5.Tartisma" bashiginda tartisilmistir. Yalnizca bu hastanin jel

41



goriintiisii elde edilememistir. Sekanslanmaya uygun amplikonu mevcut olmadigi igin

ilgili hastanin filogenetik analiz sonucu mevcut degildir.

4.2. Niikleik Asit Dizilerinin incelenmesi

Sekans sonuglari kromatogramlar iizerinden incelenmistir.Sekanslarda insersiyon ve

delesyon saptanmamustir.

Dort hastanin niikleik asit dizilerinde belirsizlikler saptanmistir. Bu belirsizlikler
(quasispecies) OQ658751'de bes, 0OQ658750'deiki, 0Q658739'de ve OQ658752'de birer
tanedir. OQ65875'de quasispecies oldugu siiphesi ¢ok sayida belirsizlik saptanmasina
aciklama getirebilecek olup "5.Tartisma" bashiginda tartisilmustir. Ilgili niikleotitler hem
forward hem reverse primer sonucundan bakilarak teyit edilmistir. Hastalarin
kromatogramlari iki yonli dizileme ile dogrulandiktan sonra filogenetik analize devam
edilmistir. Diger hastalarin niikleik asit dizilimlerinde belirsizlik goriilmemistir.
0Q658751'deki bir belirsizlik hem forward hem reverse primer kromatogramindan

alinarak Sekil4.2 ve Sekil4.3' de gosterilmistir.
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Sekil4.2. 0Q658751'nin forward primer kromatogaminda 570. pozisyonda "Y" ile ifade edilen belirsizlik
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Sekil4.3. 0Q658751'nin reverse primer kromatograminda 154. pozisyonda "R" ile ifade edilen belirsizlik
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Sekil4.2'de 570. pozisyonda yer alan Y, ilgili nukleotidin T veya C olabilecegini
belirtmektedir. Sekil4.3'de 154. pozisyonda yer alan R, ilgili nikleotidin A veya G
olabilecegini belirtmektedir. Dizi yonleri ve belirsizligin 6ncesindeki/sonrasindaki
niikleotitler takip edildiginde ayni belirsizligin her iki kromatogramda da tutarli bir

sekilde saptandigi goriilmektedir.

4.3. Vaka Sayilarinin Degerlendirilmesi

KHN Olan ve HS Goériilen Hasta Sayilari
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Sekil 4.4. Akdeniz Universitesi Hastanesi'nde Temmuz 2019- Temmuz 2022 arasinda pediatrik hastalarda

HKHN sayisinin ve KHN hastalarindaki BKVHS sayilarinin aylik dagilimi

Akdeniz Universitesi Hastanesi'nde {i¢ y1lda yapilan KHN ve BKVHS gelisen pediatrik
hasta sayilar1 Sekil 4.4'de gosterilmistir. 2021 yilina dek bazi donemlerde aylarca
BKVHS vakast olmadig1 goriilmiiktedir. 2020 yilinda, on iki ay boyunca, sadece iki
(ardisik olmayan) ayda ve toplam ii¢ hastada BKVHS gelismistir. Tabloya bakildiginda
aylhlk HKHN sayis1 artmamakla birlikte BKVHS tanist alanlarin sayisinin  Subat
2021'den itibaren arttig1 goriilmektedir.
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Vaka sayilar1 Subat 2021 Oncesi ve sonrasi olarak iki gruba ayrilarak incelendiginde
Subat 2021 sonrasinda epidemiyolojik olarak salgin oldugu istatistiksel analizle
ispatlanmistir. (p<0.001) Salginin filogenetik olarak gosterilmesi i¢cin Mart 2021- Mayis

2022 arasindan 13 hasta arastirilmustir.

Subat 2022'de HS vaka sayis1 HKHN sayisindan fazladir. Onceki aylarda nakil olan
hastalarda sonradan HS gelisimi bunu agiklayabilir. Tabloda gosterilen sayilar yeni
vakalara aittir. Gegmis donemde tan1 alan ve BKV DNA pozitifligi devam eden hastalar

tabloya dahil edilmemistir.

Tablo4.1. Salgin doneminin ve 6ncesinin vaka sayilari

HKHN sayist HS gelisen HS gelismeyen Toplam hasta

Subat 2021 ve

sonrasi (17 ay) 21 & %
Subat 2021

oncesi (19 ay) 5 59 64

Tablo4.1 incelendiginde salgin ve 6ncesini kapsayan ay sayilarinin ve nakil sayilarinin
benzerligine karsin HS gelisimindeki yikselisin bariz oldugu goriilmektedir. Salgin
doneminde (Subat 2021 ve sonrasi) 67 HKHN hastasinin 21'inde (%31,4) HS gelisimi
gorililmiistiir. Salgin olmayan dénemde ise (Subat 2021 6ncesi) HKHN yapilan toplam
64 hasta olup bunlarin besinde (%7,8) HS gelismistir. HKHN sonras1t HS gelismeyen

hasta oranlari ise salgin doneminde %68,6 iken salgin olmayan donemde %92,2'dir.

Tablo4.2. Hastalarin pozitif giin sayilar

Minimum

Maksimum

Ortalama

Standart sapma

Ortanca

Pozitif giin say1st

16

12

211

101,44

50,534

110
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Tablo4.2'de filogenetik analizi yapilan on alti pediatrik hastanin pozitif giin sayilarina
dair istatistik verileri yer almaktadir. Hastalar ortalama olarak 101,4 giin pozitif kalmistir
(ortanca: 110 giin). Hastalarin HS'leri klinik olarak diizeldiginde BKV DNA diizeyleri
zorunlu olarak bakilmadigindan izlemler sonlandirilmistir. Negatiflikler teyit
edilmediginden, hastalarin pozitiflik siireleri tespit edilenden daha uzun olabilir. Bu
ylizden bu ¢aligmada belirtilen pozitiflik degerlerinin tiimii "en az pozitif giin sayist"

olarak degerlendirilebilir.

4.4. Filogenetik Analiz

0Qe58743
0Qe58744
0QE58740
0QE58746
0QE58749
0Qe58742
0QE58748 > 1b-2
0QE58745
0Qe58747
0QE58741
0QE58750
AB301102.1
0QE58751
0QE58739
0Qe658738
AB3651771
0Qes8737
0QE58735
0QE58736
AB263926.1

1b-1

AB211384.1

0Qe5s8752

4‘:[‘; AB263920.1 "
0Qe5s8753
0Qe58754

AB365130.1

’— AB269859.1
AB269841.1

AB269837 .1
AB269835.1
AB365178.1
AB269823.1

oo

Sekil4.5. BKV genatiplerinin ve hastalardaki BKV dizilerinin filogenetik analizle gosterilmesi

Elde edilen sonuglarla filogenetik aga¢ c¢izilmistir. Filogenetik aga¢ incelendiginde ii¢
kiime goriinmektedir. Tiim hastalarin niikkleik asit dizileri gen bankasindan elde edilen

BKYV genotip dizileriyle hizalanarak genotiplendirilmistir. On iki hastanin Ib-2 alt tipi ile
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enfekte oldugu gosterilmistir. OQ658751 ve 0Q658750'nin nikleik asit dizilerinde
goriilen belirsizlikler kromatogram dosyalari iizerinden kontrol edilmistir. Belirsizlik
goriilen pozisyon, kiimenin kalaninda goériilen niikleotitle uyumlu bir belirsizliktir.
Belirsiz niikleotitlerin de ayni pozisyonda kiimenin kalaniyla uyumu goriilmistiir.
Kiimedeki diziler %100 homologdur. Sekanslar1 belirlenen hastalarin BKVHS baslangic
donemlerine bakildiginda bu kiimedeki ilk vaka OQ658744'tlir. Hastanin BKVHS
kriterine uygun ilk idrar 6rnegi 31.03.2021 tarihine aittir. Bu tarihten 17.11.2021 tarihine
dek hastanin tiim idrar 6rnekleri pozitiftir. Hastanin pozitifligi en az dokuz ay stirmiistiir.
Pozitiflik siiresi boyunca hastalar bulastiricidir. Bu durumlar, bu kiimedeki salginin

0Q658744'ten kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

Bes hastada ise Ib-1 alt tipi gosterilmistir. OQ658738'in amplifikasyonu basarilidir
ancak kromatogram okunmasindaki bazi sorunlar sebebiyle dizinin kisaltilmasi
gerekmigtir. Hastanin dizisi diger dizilerden kisa oldugu icin filogenetik agacta farkli
konumlandirilmistir.  Kiimedeki diziler %100 homologdur. Kiimenin ilk vakasi
0Q658736'dir. 0Q658739'un dizisinde bir tane belirsizlik ve kiimenin diger iiyelerinden
bir niikleotitte farklilik saptanmistir.

Ikisi eriskin olmak {iizere {ic hastadan olusan kiime, kalan kiimelerin hastalarindan
genotip olarak farklilik gdstermis olup genotip II ile enfektedir. OQ658754, genotip II
ile enfekte olan tek ¢ocuk hastadir. Kiimedeki diger iki eriskin hastadan sekanslanan

diziler ile bir niikleotit farklilik gostermektedir.

Ug hastada, Ib-2 kiimesinin diger iiyeleriyle aym BKV varyant: ile enfekte olmasina
ragmen, BKVHS gdzlenmemistir. 0Q658750'nin idrarindaki viral yiikii ¢ok diisiik (<10°
kopya sayisi/mL) olup hastada hematiiri gelismemistir. 0Q658743 ve OQ658751'in viral
yiikleri yiiksek olmasma ragmen (>10" kopya sayisi/mL) bu iki hastada da hematiiri
saptanmamistir. Ayn1 kiimedeki diger hastalarin tiimiinde BKVHS gelismistir. Bu
durum, nozokomiyal bulasa maruz kalinsa dahi hastalik gelismeyebilecegini

gostermektedir.
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4.5. Aminoasit Dizilerinin Analizi

Nukleik asitler Uzerinden yapilan genotiplendirme, aminoasitlerin hizalandirilmas: ile
desteklenmistir. Gen bankasindan alinan ve genotiplendirmede kullanilan niikleik asit
dizilerinin aminoasit dizileri c¢ikarilmistir. VP2 ve VP3'Uin hem nikleik asit hem
aminoasit dizileri identikoldugu i¢in bu iki aminoasit dizisinin analizi birlikte yapilarak

yorumlanmistir. VP1 ise ayrica analiz edilmistir.

] Small O Hydrophilic L1 Unknown
]
AR 13841 Q P
B0 Q T
ABEFI2R A a T
ABIRIA4T.1 a =
ABR3N11T2.1 K T
OOB5a751 b4 T

a4
Al

Sekil4.6. VP2 ve VP3 bolgelerindeki aminoasit farkliliklar

Sekil4.6'da hastalarin aminoasit dizileri incelendiginde yalnizca OQ658751'in 34.
pozisyonundaki aminoasit, belirsizlik goérinen nikleotit pozisyonundan dolayi, farkli
(belirsiz) saptanmistir. Diger hastalarin aminoasitlerinin tiimiiniin hidrofilik 6zellikte

oldugu goriilmiikte olup gen bankasindan alinan dizilerle uyumludur. Gen bankasindan
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alinan dizilerde 34. pozisyonda K veya Q olarak belirtilen iki farkli aminoasit
goriilmiistiir. 50. pozisyonda ise dizilerin timiinde T goriilmiis, yalnizca iki gen bankasi
dizisinde kiiclik aminoasit olarak yorumlanan ve proteinin ii¢ boyutlu yapisina etki

edebilecek P goriilmistiir.

O Hydrophobic O Small [0 Hydrophilic [ Unknown
AEX13E1 VW |[E(MN|(F |LIK|S|N|D|S|E|R[Q|(1[E|H]I]E]I
AEEIEX1 W | M| DY |L|K | T|HN[A|D|D|K|[K[I |[E|H|Y]O]I
AN V (E|H|F ([LIK|S|H|D[(S|E|JR[CQ]1 [E|JH]I]|D]1
AEMESEXAL W WMDY LR |T|T(A|D|D|R|EK[I |JEJN]|I]|E |V
AEDRSEAST W M| DY |[LIR|IT|T(A|D|D|R|K|M|E|JN|I]|E|WV
AEMESEFA VW WD | Y LR |T|T (& |D|D|R|E[1 |DIN]|I]|E|WV
AEMESREL VW (WD |Y [LIRIT|T(A|D|D|R|K|[I |EJN|Y]|E|WV
AGDRSREAY W M| DY |LIR|IT|T(A|E|D|R|K|I |JEJHN]|I]|E |V
AR L |E|MNM|F |LIK|S|HN|(D|S|D|BR|Q[1I |JE|JH]|I]E]I
AN VYV (D|[H|Y [@H|T|H|A(D|D|K|[K|I [E|H]Y]|C]1
ARSI W |E|N|F |LIK|S|HN|(D|S|E|R|[Q[I |EJH]|I]D]I
OOESTSE L |E|MNM|F |LIK|IS|H|D|S|E|JR|[Q|ITJE|JH]I]E ]I
OOESETSY X |E | MW | F LK |S|M|D[(s|E|R|D] E|JH]|I|E 1
OOESETE2 W (X | M| Y L K |T|H|A |D|D|H | K 1 EIH |V |GQ]l
OOESETS0 X |E|M|F (LK |S|HN|(D[(S|EJR|[Q|1T|E|H]|I]|E]|I
OOESETEI W |D | M| Y |LIK | T|HN[A|D|D|KE|[K|[I [EJNH|Y]Q]I
OOESETH W |E | W | F LIK |S|H|D|S|EJR|OQ]I EJH| I |D]|0
OOESETSE W D MY (LK |[T|H|(A[(D|D|K|[E|I|E|[H]|Y]|[TQ]1
OOEETHE VW |E|M|F LK |IS|H|[X|([S|E|JR|[Q|ITJE|JH]|I]E]I]

[ [ [ I I [ [ [ I [ [ I I [ [ [ I I [
N R REE2538599E52335883

Sekild.7.VP1 bolgesindeki aminoasit farkliliklar:

Sekil4.7'de gosterilen VP1 bolgesindeki aminoasitler incelendiginde tim pozisyonlarda
hastalarin aminoasit 6zelliklerinin uyumlu oldugu goriilmektedir. Yalnizca bir gen
bankas1 dizisinde 28. pozisyonda Q olarak belirtilmis farkli 6zellikte aminoasit
goriilmektedir. Niikleik asit diziliminde belirsizlik goriilen dort hastanin aminoasit

dizilerinde de belirsizlikler saptanmistir. Belirsiz aminoasitler 0Q658751 ve
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0Q658750'de ikinci, 0OQ658752'de yirmi birinci ve 0Q658739'da otuz besinci

pozisyonlarda gorilmiistiir.

Pozisyonlardaki aminoasit gesitliligine bakildiginda her pozisyonda birden fazla tipte
aminoasit bulunmaktadir. Ayni1 pozisyonda ayni aminoasitlere sahip dizilerin yakinlig
bu sekil ilizerinden de goriilebilmektedir. Sekil4.6 ve Sekild.7'de yalnizca aminoasit
farkliliklar1 belirtilmistir. Sekillerde yer almayan tiim pozisyonlarda aminoasitler tiim

diziler icin identiktir.
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5. TARTISMA

Aragtirilan salgin, su ana dek bildirilen en fazla hastay1 etkileyen HKHN sonrast
BKVHS salginidir. Bu konuda ilk arastirma Koskenvuo ve ark. tarafindan yapilmustir.
Helsinki Universitesi Cocuk Hastanesi'ndeki pediatrik hastalarla yiiriitiilen ¢alismada
otuz ay i¢cinde HKHN yapilan 50 hastanin 6'sinda (insidans %12) BKVHS gelismistir.
Bu alt1 vakadan besi nozokomiyal bulas ihtimalinin arastirilmasina elverisli ve yakin
zaman diliminde gorilmiistiir. iki vakanin sekanslar1 %100 identik ¢ikmus olup bu
hastalarin ayn1 varyant ile enfeksiyonu gosterilmistir. Bu ikiliden aylar sonra goriilen bir
vaka da ayni varyantla iligkilendirilmistir. (Koskenvuo ve ark., 2013) Kato ve ark.
hematolojik rahatsizliklarindan dolayr yedisine HKHN yapilan, ikisine kemoterapi
uygulanan ve tiimiinde BKVHS goriilen eriskin hastalarla ¢alismistir. Izolatlardan dérdii
ve kalan ikisi kendi iclerinde %100 homolog ¢ikmistir. Hastalarin hastanede yatis
zamanlar1 incelendiginde zamanlarin cakistigi goriilmiis ve bu durum BKV'nin
nozokomiyal bulas ihtimalini desteklemistir. (Kato ve ark., 2017) Onda ve ark.
hastalarinda hem ADV kaynakli HS (ADVHS) hem BKVHS arastirmis ve ADVHS'min
daha siddetli ve uzun siirdiigiinii géstermistir. Arastirmada BKV sekanslanmamis olsa da
BKVHS hastalarinin  hastanede yatis zamanlar1 ve diger veriler incelendiginde
arastirmacilar BKV i¢in nozokomiyal bulasin miimkiin oldugu belirtmistir. (Onda ve
ark., 2021) Hosoi ve ark. dokuz ay igerisinde HKHN sonras1t BKVHS gelisen alt1 hastay1
filogenetik olarak incelediginde dort izolatta >9%99.5 homoloji saptamistir. Hastalarin
tiimiliniin yatishh olmas1 ve banyolarin ortak kullanim olmasi da nozokomiyal bulasi

destekleyicidir. (Hosoi ve ark., 2021)

Bu tez arastirmasinda ise BKVHS gelisen 13 pediatrik HKHN hastast incelendiginde
hastalarin sekiz tanesinin Ib-2, dort tanesinin Ib-1 genotipiyle enfekte oldugu
gosterilmistir. Yalnizca bir pediatrik HKHN hastasinin (OQ658754) genotip 1l ile
enfekte oldugu ortaya ¢ikmistir. Kiimeler i¢ci homoloji oranm1 %100'diir. Bu sayilar, KHN

hastalar1 arasinda su ana dek bilinen, en biliyilk BKVHS salginini1 gostermektedir.
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Sekanslanan yirmi hastanin on ikisinde Ib-2 alt tipi, besinde Ib-1 alt tipi, tcunde ise
genotip II saptanmistir. Dunya genelinde en yaygin goriilen genotip I'i (%80) genotip 1V
(%15) takip etmektedir. Genotip Il ve Il ise nispeten nadir goralir. (Ikegaya ve ark.,
2006) Literatiirdeki benzer calismalarda saptanan BKV genotipleri de bu veriyle
uyumludur. Hosoi ve ark. HKHN sonrast BKVHS gelisen alt1 hastanin dordiinde Ic alt
tipini gostermistir. (Hosoi ve ark., 2021) Kato ve ark. ise BKV nozokomiyal bulas

arastirmalarinda alt1 izolat1 tip I'e, iki izolat1 tip IV'e ait bulmustur. (Kato ve ark., 2017)

Bu tez arastirmasinda dizileri sekanslanan ancak BKVHS gelistirmeyen ii¢ pediatrik
KHN hastas1 dikkat c¢ekicidir. Bu hastalarin idrar orneklerinde Ib-2 kimesindeki
hastalarla BKYV izolatlartyla tamamen identik diziler saptanmistir. Bu BKVHS
gelisiminde viral faktérlerin yeterli olmadigini, konaga iliskin faktorler gibi baska
faktorlerin de hastalik olusumunda etkili oldugunu net bir sekilde vurgulamaktadir.
Ayrica bu hastalarda BKVHS gelismemesi, nozokomiyal bulas gerceklesse bile
semptom veya patogenez gorillemeyebilecegini gostermektedir. Bu ve benzeri
arastirmalarda nozokomiyal bulaga maruz kalan ancak semptom gostermedigi i¢in hasta
olarak tanimlanmayan, arastirmaya dahil edilmeyen hastalarin varligi miimkiindiir.
BKVHS klinik tablosu goriilmeyen hastalarda da onlem alinmasinin gerekliligi
anlasilmaktadir. Bu hastalarin da diger hastalara viriisii bulastirabilme olasiliklar1 g6z

oniinde bulundurulmalidir.

Bulastan etkilenen ancak BKVHS gelismeyen ii¢ hasta incelenmistir. Hastalarin ikisinin
idrar BKV DNA diizeyleri yiiksek olarak siiflandirilmaktadir ve bu diizeyler BVKHS
gelisenlerinkiyle kiyaslandiginda anlamli diizeyde diistiktiir. Bu veriler, BKV DNA

diizeyinin HS gelisimine etkisinin géz ardi edilmemesi gerektigini diisiindiirmektedir.

Bulgular kisminda bahsedilen amplifiye olmayan 6rnegin durumu arastirilmistir. Bu
ornek klinikten yapilan istemle Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari'nda
rutinde kullanilan BKV test kitleriyle ¢alisilmistir. Ornegin ticari bir kitle BKV DNA

kopya sayisinin tespit edilebilmis olmasi Ornekte PCR inhibitérii olmadigim
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gostermektedir. Bu nedenle sekanslama oOncesi yapilan amplifikasyonda kullanilan
primerlerin en az birinin bu hastadaki BKV varyantin1 amplifiye etmek i¢in uygun
olmadig1 sonucuna varilmaktadir. Bu da biyik olasilikla bu 6rnegin genomik dizisinin

calismadaki diger dizilerle farklilik gosterdigini diisiindiirmektedir.

Mutasyonlar tim virtslerde goérulmuktedir. BKV gibi kronik enfeksiyonlarda, ¢zellikle
bagisikligi baskilanmis hastalarda mutasyonlar sonucu quasispecies gorilmektedir. Luo
ve ark. hem bagisikligi baskilanmis hem de saglikli bireylerin idrar érneklerinde BKV
quasispecies varligini gostermislerdir. (Luo ve ark., 2012) Bu tez arastirmasinda, HKHN

hastalarinda BKV quasispecies gosterilmistir.

Hastalarin birinde bes farkli noktada quasispecies siiphesi uyandiran niikleotit
sinyallerine rastlanmistir. Bu hasta haricindeki bir hastada iki, iki farkli hastada da birer
belirsiz nikleotit saptanmistir. En fazla sayida quasispecies saptanan hastanin en uzun
sire ve en yiksek miktarda immunstpresyon aldigi ve enfeksiyon siiresinin yaklasik, en
az bes ay oldugu gorilmiistiir. Hastada replikasyon sirasindaki mutasyonlardan
kaynaklanan quasispeciesler ile enfeksiyon oldugu disiiniilmektedir. Bu, bu tarz

hastalarda varyant olusumunun daha olas1 oldugunu gostermistir.

Sanger sekanslama ile ancak belirli bir miktarin iizerindeki niikleotit konsantrasyonlari
saptanabilmektedir. Saptanamayacak dlzeyde konsantrasyonlardaki belirsiz nikleotit
sinyallerinin varligi miimkiin olup bu, quasispecieslerin sanilandan daha yaygin

olabilecegini diisiindiirmektedir.

BKVHS hastalariyla ayni klinikte veya odada yatmanin BKVHS gelistirme riskine
etkisinin arastirilmast énemli bir veri olacaktir. Ayrica hastalarin pozitiflik siirelerince

bulastirici olduklar1 da dikkate alinmalidir.
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Arastirmada ADV incelenmemistir. BKV disinda HS etkeni patojenlerin varligindan
"2.7.1. Hemorajik Sistit" bashiginda bahsedilmistir. 2020 yilinda Yazisiz ve ark., bu tez
arastirmasinin gergeklestirildigi ayni hastanenin aymi kliniginde BKV arastirmistir.
Pediatrik HKHN hastalariin ikisinde BKV ve ADV tarandiginda, bir hastada iki test de
pozitif sonu¢ vermistir. Ilgili rnegin ADV kopya sayis! diisiik olup hastanin sonraki
orneklerinde ADV saptanmamustir. ikinci hastanmn idrar BKV viral yuki yiiksek olup
hem idrar hem plazmas1 ADV negatif ¢ikmistir. Hastane ve hasta grubu benzerliginden
dolay1 alinacak olasi sonuglar géz oniinde bulunduruldugunda bu tez ¢alismasinda ADV

calisilmamis ve BKV'ye odaklanilmistir.

Arastirmada full genom sekans yapilmamistir. Hastalarin immiinsiipresyon durumlari
diisiiniildiglinde, hastalarda quasispecieslerin yaygin goriilmesi miimkiindiir. Bu da,
hastadan hastaya bulas1 takiben enfeksiyon seyrinde mutasyonlar sonucu dizinin
degismesi yolu ile farkli bir dizinin olusmasi ile sonug¢lanabilecek bir durumdur. Bu
mutasyon ge¢irme durumu, virlisiin genomunun tamaminin dizilenmesi durumunda bile
kaynak tespitini olanaksiz kilabilecek bir durumdur. Bu sebepler, sekanslama
yonteminden bagimsiz olarak, nozokomiyal bulagi ispatlamak igin ylzde yiiz kanit
edinilmesini zorlastirmaktadir. Sekanslanacak bolgenin se¢imi bu yuzden kritik
olmustur. Genomda yiiksek degisiklik gosteren, izolat ayrimini saglayabilecek bolgeler
R Istatistik Yazilimi (Foundation for Statistical Computing, Viyana-Avusturya) ile
arastirilmistir. BKV genomunun BKV genotiplendirilmesi icin de kullanilan bolgenin

tamamini kapsayan 776 niikleotitlik alan sekanslanmstir.

Hastalarin nakil 6ncesi BKV antikor diizeylerine bakilmamistir. Bu nedenle hastalarin
serolojik durumlarinin BKVHS gelisimine etkisi arastirilamamistir ancak hastalarin
nakil tarihindeki yaslar1 ve BKV’nin diinyadaki yayginli§1 goz oniine alindiginda hasta

grubunun blyuk ¢ogunlugunun seropozitif oldugu tahmin edilebilmektedir.

VP1 bolgesi aminoasitlerinin farkliliklarin VP2 ve VP3'tekilere kiyasla fazla olmasi

ongoriilmiistiir. Aminoasit analizinin sonucu 6ngoriilenle uyumludur. Bu bdlgenin,
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genotiplendirme i¢in kullaniminin uygun olmasinin nedeni de aslinda sahip oldugu
degiskenliktir. Aminoasitlerde hidrofilik-hidrofobik arasi degisim ii¢ boyutlu yapiya
etkiyecegi i¢in bu tarz degisimlerin viral patogenez lizerine etki edebilecegi akilda

tutulmalidir.

Arastirmada cevresel ornekler incelenmemistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez arastirmasinda 13 pediatrik HKHN hastasinda nakil sonras1t BKVHS salgini
gosterilmistir. Hastanenin diger yillardaki vaka sayilar1 incelendiginde, arastirilan
donemde salgin oldugu istatistiksel olarak ispatlanmistir. BKV izolatlarinin filogenetik
analizi yapilarak hastalar homoloji diizeylerine gore kiimelendirilmistir. Salginin
nozokomiyal bulas kaynakli oldugu ispatlanmistir. Hastalarin nakil tarihleri incelenerek

bu tez gliclendirilmistir. Bu, BKV'nin salginlara sebep olabilecegini gostermektedir.

Arastirmada nozokomiyal bulastan etkilenen ancak BKVHS gelismeyen hastalar
saptanmistir. Bu durum -semptom gozlenmese bile- klinikte BKVHS hastalarinin
bulunduklar siire zarfinda BKVHS gelismeyen hasta grubunun risk altinda oldugunu
gostermektedir. Nozokomiyal bulasa sebep olan ve BKVHS gelisimine yol agan etkenler

arastirilmalidir. Bu sayede salginlarin 6nlenmesi miimkiin olacaktir.

Nozokomiyal bulasin dnlenebilmesi icin dikkat edilebilecek noktalar mevcuttur. Saglik
calisanlarinin tasiyicilik durumunun ve el yikama aligkanliklarinin arastirilabilir. Ortak
kullanilan tibbi gereglerin ve hastalarin ortak kullanim alanlarinin dezenfeksiyonu
kritiktir. Hastanelerin temizlik prosedurlerinin BKV dezenfeksiyonu icin yeterli olup
olmadig1 arastirilmalidir. BKV zarfsiz bir viriis oldugu i¢in zarfli viriislerden direnclidir.
Cogu mikroorganizmanin dezenfeksiyonunu saglayabilecek alkol, klorheksidin,
benzalkolyum kloriir gibi  dezenfektanlar zarfsiz  virlisler igin  yetersiz
kalabilmektedir.(Noda ve ark., 2000) Hastanelerde yaygin olarak kullanilabilen
kuaterner amonyum tuzu bazli dezenfektanlarin da zarfsiz viriislere kars1 etkisiz oldugu
bilinmektedir. (Gerba, 2015; Howie ve ark., 2008) Farkli icerige sahip dezenfektanlarin

kullanimi arastirilabilir.

Gelecek c¢alismalarda c¢evresel Orneklerin incelenmesi faydali olacaktir. HKHN

hastalarinin tek kisilik odalarda kalmasi bulas riskini ciddi diizeyde azaltacaktir. Ayrica
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BKVHS hastast ile temasa gecen, saglik calisanlart ve hasta yakinlarinin tamaminin

potansiyel bulastiriciliklar: agisindan takiplerinin mutlaka yapilmasi gereklidir.
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