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KISALTMALAR

BKV  :BK\Virls

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

JCV  :John Cunningham Viris

MuPyV : Murine Polyomaviris

MPyV : Mouse Polyomavirlis

SV 40 : Smian Vacuolating Viris 40

KIPyV : Karolinska Institute Polyomaviriis
WUPyV: Washington University Polyomaviris
MCPyV: Merkel Cell Polyomaviriis

MCV : Merkel Cell Virlis

DNA : DeoksiribonUlkleik asit

PML : Progresif Multifokal L6koensefalopati
BOS : Beyin Omurilik Sivisi

VP : Viral Protein

NCRR : Non Coding Regulatory Region (Kodlama yapmayan diizenleyici bolgeler)
ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
PVBN : Polyomaviriis Baglantili Nefropati

Hi : Hemaglitinasyon inhibisyon

PCR : Polymerase Chain Reaction

CT  : Critical Threshold (Kritik esik deger)
DNAaz: Deoksiribonikleaz

RNAaz: Ribonikleaz

ASA : American Society of Anesthesiologists
FM : Fizik muayene

PNL : Polimorf Niveli L6kosit

AST : Aspartat aminotransferaz

ALT : Alanin aminotransferaz

CMV : Cytomeglovirus

NTC : Negatif kontrol

IC : Internal kontrol

CP  :Crossing point (kesisme noktasi)
KOAH: Kronik Obstruktif Akciger Hastalig

SVO : Serabro-vaskiiler olay

WBC : Wight blood cell (beyaz kiire)

BKVN : BK Virus iligkili nefropati

BDSOT: Bébrek disi solid organ transplantasyonu
KDIGO: Kidney Disease ; improving Global Outcomes
Hpf : High powered field
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OZET

KARACIGER TRANSPLANTASYONU YAPILAN HASTALARIN BK ViRUS
YONUNDEN iZLEMI

Dr. Kiibra Demir Onder
Tez Danigsmani: Sayin Prof. Dr. Vildan Avkan Oguz
Dokuz Eylll Universitesi Tip Fakultesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji

Anabilim Dali, 35340, inciralti / iZMIR

Amag: BK Viris (BKV)' Un bdbrek transplantasyon ve kok hucre alicilarindaki
etkileri net olarak biliniyorken, bébrek digi solid organ alicilarindaki etkileri tartismall
oldugundan karaciger transplantasyonu yapilan hasta grubunda BKV’ yi arastirmayi
planladik. Calismamizda temel olarak, karaciger transplantasyonu yapilmis hasta
grubunda, transplantasyon sonrasi ilk 3 ayda toplanan kan ve idrar érneklerinde, U¢
farkli yontemle BKV’ nin arastiriimasi ve karaciger, bébrek fonksiyonlari ve greft
disfonksiyonu ile iligkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. ikincil amacimiz ise bu
hasta grubunda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile BKV DNA saptama testinin

rutinde kullaniminin dnemini degerlendirmektir.

Gereg¢ ve Yontem: 01 Ocak 2011 -31 Aralik 2011 tarihleri arasinda DEUTF Genel
Cerrahi Anabilim Dali karaciger transplantasyon Unitesinde ardisik olarak karaciger
transplantasyonu yapilan, génulli ve 18 yasindan blyutk hastalar ¢alismaya alindi.
Hastalar transplantasyon sonrasi ilk 3 ay, 2 haftada bir degerlendirildi. Her
degerlendirmede kan ve idrar ornekleri toplanarak PZR ile BKV DNA ve idrarda

decoy hucreleri arastirildi, klinik veriler kaydedildi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 39 hastadan 5 (% 12.8)" inde BK viremi, 11 (%
28.2)'inde BK virlri ve 13 (%33.3)’'Unde decoy hicreleri saptandi. BKV pozitif ve
negatif grup arasinda demografik veriler, bdbrek-karaciger fonksiyonlari, greft sag
kalimi agisindan istatistiksel anlamh fark saptanmadi. Kanda BKV DNA pozitifligi
standart alindiginda decoy hicresi incelemesi ve idrarda PZR ile BKV DNA



saptanmasinin duyarlihdi her iki yontem icin de % 40 bulunurken, negatif prediktif
degerleri decoy igin % 88.4, idrarda BKV DNA PZR i¢in % 89.2 olarak saptandi.

Tartisma: Karaciger transplantasyon hastalarinda idrarda BKV hangi ydntemle
arastinlirsa arastirilsin testlerin negatifligi pozitifliginden daha degerlidir. Bu testler
BKV enfeksiyonlarinin diglanmasinda rutinde kullanilabilir ancak pozitiflik
saptandiginda sonuglarin kan BKV DNA PZR sonuglari ile izlenmesi gerekir.
istatistiksel anlamli fark saptanamasa da, bdbrek ve karaciger fonksiyon testlerinde
nedeni aciklanamayan bozulmalar saptandiginda, BKV’ nin dikkate alinmasi
gereken bir etken oldugu dusunidlmektedir. Bu hastalarda rejeksiyon gelisiminde
BKV’ nin rolliniin degerlendirilebilmesi icin prospektif daha fazla ¢alismaya ihtiyac

vardir.

Anahtar kelimeler: Polyomaviris, BK Viris, BKV, PZR, Decoy, Karaciger

transplantasyonu



SUMMARY:

MONITORING OF BK VIRUS IN LIVER TRANSPLANT RECIPIENTS

Dr. Kiibra Demir Onder

Dokuz Eylul University School of Medicine, Department of Infectious Diseases and
Clinical Microbiology, |zmir, Turkey

Aim: The role of BK Virus (BKV) in renal and bone marrow transplant recipients has
already been defined. Because of unclear situation of BKV in non renal solid organ
transplant recipients, we planned to determine the incidence and effects of BKV in
liver transplant recipients. Primarily, we aimed to study BKV by three different
methods (including polymerase chain reaction (PCR) assays of plasma and urine
and decoy cell screening) in first three month after transplantation and evaluate the
relationship between BKV with hepatic-renal functions and graft failure in liver
transplant recipients. The second aim of this study was defining the importance of
BKV DNA PCR in routine practice.

Materials and Methods: From January 1 to December 31, 2011 at the Liver
Transplantation Unite of General Surgery Department of our center, all liver
transplant recipients (=18 years) were enrolled in this prospective study. The
patients were visited bi weekly in first three months post transplantation and urine
and plasma samples were collected for detection of BKV DNA using a real time
quantitative PCR assay and decoy cell screening. Clinical data were also collected.

Results: Thirty nine liver transplant recipients were enrolled in this single center
prospective study. BK viremia was detected in 5 patients (12.8 %) and BK viruria
was detected in 11 patients (28.2 %). Decoy cells were positive in 13 patients
(33.3%). We did not observe any difference about demographic data, renal-hepatic
functions and graft survival between with and without BKV groups. In our study,
urine BKV DNA PCR and decoy cell screening assays have low sensitivity and low
positive predictive value compared with the blood BKV DNA PCR. But negative
predictive values were 89.2% and 88.4% respectively.



Conclusions: According to results of our study, negative results of these two tests
are more important than positive results. These tests (urine BKV PCR and decoy
cell screening) may be useful for routine practice, but positive results of the tests
should be confirmed by blood BKV PCR. Based on the results of our study and
similar studies, despite there is no statistical significance, BKV is a factor that should
be consider in this group of patients, if there is renal and hepatic dysfunction due to
unknown reasons. More prospective multicenter studies are needed to define the
role of BKV at rejection in liver transplant population.

Keywords: Polyomavirus, BK Virus, BKV, PCR, Decoy, Liver transplantation



GIRIS VE AMAG

Karaciger transplantasyonu kronik ve geri donugumsuz karaciger hastaliklarinin
tedavisinde hayat kurtarici bir yontem haline gelmistir. Dunyada ilk karaciger
transplantasyonu T. Starzl ve ekibi tarafindan Denver, Colorado’ da 1967 yilinda
yapilmistir. Ulkemizde ise ilk karaciger transplantasyonu 8 Aralik 1988 tarihinde
Ankara’da Organ Nakli ve Yanik Tedavi Vakfi Hastanesi’nde M. Haberal ve
arkadaslari tarafindan yapilmig olup, bu tarihten itibaren Ulkemizde karaciger
transplantasyon sayisi giderek artmistir (1). Turkiye genelinde 2002 yilinda 159 olan
karaciger transplantasyon sayisi 2011 yilinda 904’e ulagsmistir (2).

Organ alicilarina greft reddinin 6nlenmesi amaci ile verilen immunsupresif tedavi
rejeksiyon oranini azaltirken firsat¢i enfeksiyonlarin gérilme sikhgini arttirmaktadir.
Bu enfeksiyonlara bakteriyel, fungal ve viral pek ¢ok etken neden olmaktadir.
Ozellikle viral etkenlerin, yaptiklari enfeksiyonlara ek olarak immunmodulator

etkilerinin de varhgi greft hasarlanmasini daha da arttirmaktadir (3).

Bu viral etkenlerden biri de Polyomaviridae ailesinden insanlarda hastalida yol
actig1 kesin olarak bilinen BK Viras (BKV)' dur. Polyomavirus hominis 1 olarak da
adlandirilan BKV ilk kez 1971 yilinda bdbrek transplantasyonlu bir hastanin

idrarindan Gardner tarafindan izole edilmistir (4, 5).

immunsupresif hasta grubunda &énemi artan BKV son yillarda sikga
arastirilmaktadir. Virisin bdbrek ve kdk hicre alicilarindaki etkileri artik net olarak
tanimlanirken bdbrek disi solid organ alicilarindaki etkileri agikhga kavusturulmus
degildir (6, 7, 8).

Pub Med veri tabani ile yapmis oldugumuz arastirmada, konu ile ilgili yapiimis
¢alismalarda, BKV’ nin karaciger transplantasyonu yapilmis hastalarda etkisinin net
olarak ortaya konamadigi gortulmuastur (9,10). Bu nedenle ¢alismamizda BKV' vyi,

karaciger transplantasyonu yapilan hasta grubunda arastirmay! planladik.

Diger firsat¢i virus enfeksiyonlari gibi BK virus enfeksiyonlari da genellikle
transplantasyon sonrasi ara dénem denen, immunsupresyonun en yogun oldugu 1-

6.aylarda (siklikla ilk 3 ay) gértlmektedir (11).

Calismamizda temel olarak, karaciger transplantasyonu yapilmis hasta

grubunda, transplantasyon sonrasi ilk 3 ayda toplanan kan ve idrar 6rneklerinde, Ug



farkli yontemle BKV’ nin aragtiriimasi ve karaciger, bobrek fonksiyonlari ve greft

disfonksiyonu ile iligskisinin dederlendiriimesi amaglanmigtir.

ikincil amacimiz ise, PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile BKV DNA saptama

testinin bu hasta grubunda rutinde kullaniminin 6nemini degerlendirmektir.



GENEL BILGILER

1) Polyomavirislerin genel 6zellikleri

2) Tarihge

3) BKvirusiin genel 6zellikleri

4) Diger sik goriilen insan polyomaviriisii; JCV
5) BKV ve JCV karsilastirmasi

6) BKV epidemiyolojisi

7) BKV genom yapisi

8) Patogenez

9) Klinik

10) Tani

11) Korunma ve tedavi

Kronik ve irreversible karaciger hastaliklarinin kurtarici tedavisi olan karaciger
transplantasyonu, cerrahi teknikteki gelismeler ve farkli immunsupresif ilaglarin
kullanima girmesiyle giderek artan sayida uygulanmaktadir. Greft sag kalimini
etkileyen en o6nemli faktér, ameliyattan hemen sonra baglanan ve 6mur boyu
kullanilan immunsupresif tedavidir. Akut rejeksiyon riski ve immunsupresif tedavinin
en d6nemli dezavantajlarindan olan enfeksiyonlar transplantasyondan sonraki ilk G¢
ayda en fazladir. immunsupresyonda ilk kullanilan ve giinimizde de yaygin olarak
verilen kortikosteroidlerin yaninda kalsinérin inhibitérleri (takrolimus, siklosporin) ve
mikofenolat mofetil gibi daha potent olan immunsupresiflerin kullanima girmesiyle

firsatgi enfeksiyonlarin dnemi giderek artmaktadir (1).



Transplantasyon sonrasi hastalarin cogunda en az bir enfeksiyon gelisir. Cogu
erken doénem bakteriyel enfeksiyonlar olmakla birlikte viral enfeksiyonlar da
azimsanmayacak duzeydedir. Gelisen enfeksiyonlarin % 20-401  viral
infeksiyonlardir. insan polyomavirsleri de immunsupresif hastalarda enfeksiyona

neden olmalari nedeni ile son zamanlarda siklikla Gzerinde durulan bir konudur (1).

Polyomaviriislerin genel ozellikleri

Polyomavirlsler tim dinyada populasyonun c¢ogunda bulunmakla birlikte
immun sistemi saglam kisilerde belirgin bir hastaliga neden olmazlar. Tim eriskin
populasyonunun % 90’1 polyomavirislerden biri olan BKV agisindan seropozitiftir.
BKV immunsupresif hastalarda aktive olarak nefropati, hemorajik sistit ve Ureteral
darliga neden olur. BKV' nin neden oldugu nefropati bébrek transplantasyon

alicilarinda greft kaybi nedenlerinden biri olmasi agisindan dnemlidir (12).

Polyomaviris genusu Papovaviridae ailesi iginde siniflandiriimaktadir. Cift
zincirli sirktler super sarmal DNA iceren, zarfsiz ve ikozahedral simetride virtslerdir
(13). Dogada yaygin olarak bulunurlar. insanlar, maymunlar, kemirgenler, sigirlar,
tavsanlar ve kuslar polyomavirislerin dogal konaklaridir. Bu virlsler oldukca tar
spesifik olup bir tiir diger tirleri kolay kolay enfekte etmez (13). Bu nedenle insan
(JC Virls, BK Virus), maymun (Simian virls 40) ve fare vs. polyomavirusleri olarak

gruplandirilabilirler (12).

Tarihge:

Bilinen ilk polyomaviris olan Murine K virusu (MuPyV) 1952 yilinda Kilham
tarafindan farelerde tanimlanmistir (14). Ardindan 1953 yilinda Gross yeni dodan
farelerde tumor olusumuna neden olan “mouse polyomaviris”’a (MPyV) izole
etmistir (15). Rhesus tipi maymunlari enfekte eden Simian polyomavirts (Simian

vacuolating virus, SV 40) 1960 yilinda tanimlanmistir (16).

BK Virus (BKV), JC Viris (JCV), WU, KI ve Merkel cell virUsleri Polyomaviridae
ailesinin insanlari enfekte ettidi bilinen Uyeleridir. BKV ve JCV’ nin insanlarda
olusturdugu hastaliklar yaklasik 4 dekattir bilinmekte iken, yakin zamanda
insanlardan izole edilmig olan ve ‘yeni polyomavirusler’ olarak da bilinen WU, Kl ve

Merkel cell virislerinin etkileri netlik kazanmamistir. insan polyomavirislerinin



adlandirmasinda ilk izolasyonun yapildigi hastalarin veya enstitulerin isimlerinin bag
harfleri kullaniimigtir (12).

Kl (Karolinska Institute) polyomavirus (KIPyV) Allander tarafindan, WU
(Washington University) polyomaviris (WUPyV) ise Gaynor tarafindan solunum yolu
enfeksiyonu olan hastalarin solunum yolu sekresyonlarindan sirasiyla 2007 yilinda

tanimlanmistir (17,18).

insanlarda Merkel cell karsinom gelisimine neden olan Merkel cell
polyomaviris (MCPyV ya da MCV), Feng ve arkadaslar tarafindan 2008 yilinda
izole edilmistir. MCV ile birlikte bugline kadar 8'i memelileri (bunlardan 5’i insanlar)

enfekte ettigi bilinen toplam 16 ¢esit polyomavirus tart tanimlanmistir (19).

Sekil 1'de kiguk t antijeni dizilerine dayanilarak olusturulmus filogenetik agac

gosterilmistir.

Hamster
Murine
Alrican Green Monkey
KV
wWuv
BKV
SA12
JCV
Sv40
MptV

BPV
evolutionary distance of 0.1 amino add substitutions

Sekil 1: Kiigiik t antijeni dizilerine dayanilarak olusturulmus filogenetik aga¢. SV 40 subgrubu

mavi, MuPyV subgrubu kirmizi, avian polyomaviriis subgrubu turuncu ile gosterilmistir (19).



BK Viriisiin genel 6zellikleri :

BKV (Polyomavirus hominis 1) ilk olarak 1971’ de bdbrek transplantasyonu
yapilan ve ureteral darlik gelisen bir hastanin idrarindan Gardner ve arkadaslari
tarafindan izole edilmis ve hastanin isminin bas harfleri kullanilarak adlandiriimasi

yapilmistir (4).

BKV Ortalama 40 nm g¢apinda, 3-5 x 10 ¢ dalton molekul agiriginda, cembersel
cGift iplikli hiper sarmal DNA iceren, ciplak, ikozahedral yapili ve 72 kapsomerden
olusan bir virGstur. Isi ve formaline duyarl, eter ve kloroforma direnclidirler.
Morfolojik olarak maymun Polyomavirisu olan SV-40' a benzerlik gostermesine
ragmen antijenik iligki zayiftir. SV-40 virusinun aksine BKV insan O grubu

eritrositleri ve kobay eritrositlerini hemaglutine eder (20).

insan Polyomaviriisleri olarak bilinen JCV (Polyomavirus hominis 2 ) ve BKV
dinyada yaygin olarak bulunan ve Ozellikle immun sistemi baskilanmig kigilerde

reaktive olarak enfeksiyona neden olan latent virtslerdir.

Diger sik gorulen polyomavirus; JCV :

JCV, 1971 yiinda Padgett ve Walker tarafindan progresif multifokal
I6koensefalopati (PML) ile karekteristik beyin ak madde lezyonlarina sahip John
Cunningham adinda bir Hodgkin’'s lenfoma hastasinin beyin dokusu otopsi

orneklerinden Uretilmistir (21).

Norotrop bir viris olan JCV, periferik kan ve kemik iligi lenfositlerini enfekte
ederek hematojen yolla beyine ulasmaktadir. Ciddi immunsupresyon durumunda,
virisin oligodentrositlerde olusturdugu litik enfeksiyon, demyelinizasyona vyol
agmakta ve progresif multifokal I6koensefalopati olarak tanimlanan santral sinir

sistemi hastalig1 gelismektedir (22).

PML’ de histopatolojik olarak beyin ak maddede fokal veya multifokal miyelin
kaybina neden olan litik oligodentrosit enfeksiyonu mevcuttur. Genellikle motor
bozukluklar, gorme yetersizligi ve zihinsel kavrama yetenegdi bozuklugu seklinde ug
temel semptomla karakterizedir. Bunlar hemiparezi, kortikal korlik, gérme alani
bozuklugu ve ilerleyen demans olarak ortaya ¢ikar. PML’ nin firsat¢i bir enfeksiyon

oldugu dusunulmektedir. Daha ¢ok Lenfoma ve I6semi gibi lenfoproliferatif hastaligi
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olanlarda, immunsupresif tedavi alan solid organ alicilarinda ve AIDS hastalarinda

gorilmektedir (5).

PML’de mortalite orani yiksektir. Semptomlar ortaya c¢iktiktan sonra 3-9 ay

icinde 6lumle sonuclanir (22).

Fizik muayene, noéroradyoloji bulgulari, BOS' ta PZR ile JCV DNA’ nin
gosterilmesi ve beyin biyopsisi ile tani konmaktadir. Fokal lezyonlardan yapilan
biyopsinin duyarliligi % 70-96, 6zgulligu % 100’dur. Beyin biyopsisinin riskleri
nedeni ile tanida siklikla, daha hizli ve daha az invaziv bir ydntem olan BOS’ ta PZR
ile viral DNA’ nin saptanmasi yontemi kullaniimaktadir. Yontemin duyarlihgi % 72-

92, 6zgullugu % 92-100 olarak verilmistir (12).

Bazi hastalarda PML klinigi olmamasina ragmen, BOS’ ta viral DNA
saptanabilmektedir. Bu durum JCV ‘nin PML digi enfeksiyonlar yapabilmesi veya

BOS lenfositlerindeki latent virlisin saptanmasi seklinde yorumlanabilir (22).

BKV ve JCV karsilagtirmasi:

DNA dizi analizleri BK ve JC viruslerinin DNA duzeyinde yaklasik % 75,
aminoasit dizeyinde % 68 homoloji oldugunu gdstermistir (23,5). Ancak birbirleri ile
serolojik olarak capraz reaksiyon vermezler. insanlar yasamlari boyunca bu
virislerden biriyle veya her ikisi ile birden, birbirinden bagimsiz olarak karsilasirlar
(20).

Bu iki viris arasindaki en onemli genomik farkliliklar, dizenleyici bolgelerin
kodlama yapmayan nikleotidlerinde yer almaktadir. Dizenleyici bdlgelerin;
transkripsiyon, genom replikasyonu, JCV icin insan glial, tonsiller, stromal ve
hematopoetik hiicrelere, BKV igin ise insan tonsili, pankreatik adaciklar, bébrek ve
hematopoetik kdk hiicrelerine doku tropizminin dizenlenmesi dahil pek ¢ok farkli
fonksiyonu vardir. Dulzenleyici bolgeler tekil veya tekrarli diziler ve DNA dizi
eklemeleri icerebilir. Bunlarin konaktaki replikasyon esnasinda arttirici dizilerin
delesyon veya duplikasyonundan kaynaklandidi dusunular. Bu viral varyantlar,
urogenital organlar veya lenfoid dokudan vicudun akciger, beyin ve beyin omurilik

sivisini kapsayan diger bolgelerine yayilmasi ile iliskilendirilmistir (24,5).

JC ve BK virusun 6zellikleri Tablo 1’ de verilmistir.
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Tablo 1: JC ve BK virusun o6zellikleri (Kaynak 20)

Ozellik JCV BKV
Buyuklik 39-42.5 nm 43.6 nm (Kaynak 4)
Nikleik asit Cift iplik, cembersel DNA

Virion

Replikasyon yeri

Enfeksiyon yeri

Hemaglitinasyon

insan fetal glial hiicrelerinde Greme
insan bébrek hiicrelerinde treme
Maymun bébrek hiicrelerinde Greme
Beyinde onkojenite

Diger dokularda onkojenite

Cift iplik,cembersel DNA
Ciplak, ikozahedral
Cekirdek

Beyin

+

+

Kuvvetli

Orta

Ciplak, ikozahedral
Cekirdek

Uretra

+

+

+

+

Zayif

Zayif

BKV Epidemiyolojisi:

PolyomavirGsler dinya Uzerinde oldukga yaygin olup bunlara karsi antikor
pozitifligi %70-90 arasindadir. BKV c¢ocukluk déneminde o6zellikle 3-4 yaslarinda
kazanilmaktadir (20).

Birgok kisi yasamlari boyunca JCV ve BKV’ ye karsl antikor titresi bulundurur.
Bununla birlikte her iki virise kargi olan kalici ve ylksek antikor duzeyleri yaygin
degildir. Genelde erigskin populasyonda ikisi birlikte seropozitif olmakla birlikte

vicuda girisleri ve primer infeksiyonlari birbirinden bagimsizdir (12).

PolyomavirGsler tur spesifik oldugundan, insan polyomavirtslerinin hayvan
rezervuari bulunmayip insandan insana bulastigi kabul edilmektedir. Bulas yolu hala
tam olarak bilinmemekle birlikte, bulasin baslica solunum yolu ve fekal-oral yol ile
oldugu dusunulmektedir. Diger muhtemel bulas yollari ise transplasental gecis,

organ nakli ve idrar, kan ya da oral salgilarla maruziyettir (5).

Akut enfeksiyon sonrasinda BKV ve JCV’ nin 6zellikle bobrek tubdler epitelyal
hucrelerde ve lenfoid sistem hucrelerinde latent olarak kaldigi dusunulmektedir.

immunsupresyon durumunda aktif hale gelerek enfeksiyona neden olurlar (12).
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Mikofenolat mofetil ve takrolimus gibi potent immunsupresiflerin transplant

alicilarinda kullanima girmesiyle BKV prevelansinda artis olmustur (25).

BKV’ nin idrar ve kanda saptanmasi (viruri ve viremi) genellikle transplantasyon
sonrasi ilk 6 ay icinde gorilmekte olup insidansi 1 yildan sonra azalmaktadir (26).
BK virtri saghkli asemptomatik bireylerde % 20° ye kadar gorulebilir.
immunsupresyon durumunda ise bu oran % 10-60° a cikabilir (27).
immunsupresyonun yogunlugu ile bu oran da artar (28). Transplantasyon yapilan
hastalarda immunsupresif ilaglarin kullaniimasi ile birlikte vicutta latent olarak
bulunan Polyomavirlsler reaktive olur. Bébrek transplantasyonu yapilan hastalarin
% 10-45’ inde, kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalarin % 50’ sinde

transplantasyondan sonraki ilk 3 ay i¢inde idrardan BKV izole edilebilmektedir (20).

Hamile kadinlarin %3’ Unde ve kanserli hastalarin %10’ unda JCV veya BKV
virurisi ortaya ¢ikmaktadir ancak belirli bir klinik bulgu ile iligkili degildir. Bu durum
immun ya da hormonal sistem dedisiklikleri sonucu virisin reaktivasyonu ile
aciklanmaktadir. Hamilelik sirasindaki viris reaktivasyonu sonucu transplasental

gecis ve konjenital enfeksiyon ile ilgili kesin kanitlar elde edilememistir (29).

Genel populasyonda JC virlGri BK viririden daha yayginken, immunsuprese
grupta BK virari daha yaygindir. Ayrica bilinmeyen nedenlerle BK virlri ortaya

¢ikmasi immunsupresyonun yogunlugu ile dogru orantili iken, JC virlri degildir (30).

BK viremi ise hem saglikli hem de immunsuprese bireylerde genellikle gok nadir
saptanir. Bobrek transplantasyonlu hastalarda plazmada BKV DNA pozitifligi
saptanmasi BKYV iligkili nefropati gelisimine isaret eder (7,31).

BKV iligkili Ureteral darlik insidansi bdbrek transplant alicilarinda %3’ tur (32).
Genel transplantasyon populasyonunda ise % 0.5-6 oraninda gorilmektedir (33).
Hemorajik sistit BKV iligkili komplikasyonlardan en sik goérileni olup, kemik iligi

transplantasyon alicilarinda %10-25 oraninda goérulmektedir (34).

BKV’ nin genom yapisi:

BKV ikozahedral simetride, zarfsiz, ¢ift zincirli sirktler super sarmal DNA igeren
bir virustur (Sekil 2). Capi yaklasik olarak 40.5- 44 nm’ dir. Yapisinin % 88’ini protein
ve %12’sini DNA olusturur (13).
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VP1
VP2
VP3

Histone

Genomic DNA

Sekil 2: BK Virion yapisi (35).

Viral genom erken kodlama bdlgesi, ge¢ kodlama bdlgesi ve kodlama
yapmayan duzenleyici bolge seklinde 3 ayri bolgeye dagiimis toplam 5000 baz
ciftinden olusmaktadir. Kodlama yapmayan dizenleyici bolgeler, hem erken hem de
ge¢ kodlama bdlgelerinde kodlanan DNA’nin replikasyon ve transformasyonunu

dizenleme gorevi yapar (13).

Erken kodlama bdlgesi, DNA replikasyonundan 6nce transkribe olur ve blyuk
timor antijeni (T antijeni) ile kiigik timor antijenini (t antijenini) kodlar. Ge¢ kodlama
bolgesi DNA replikasyonundan sonra transkribe olur ve viral protein 1 (VP-1), VP-2,
VP-3 ve agnoproteini kodlar (13). T antijenin polyomaviris enfeksiyonu gelisiminde

onemli bir rol oynadigi disunulmektedir.

PolyomavirGsler tarafindan sentezlenen erken proteinler, timér antijenleri
olarak bilinmektedir. Bunlardan 97.000 dalton molekdl agirlikh “T” (buyuk) antijen
¢cekirdege, "MT” (orta) antijen membrana ve 17.000 dalton molekdl agirhkli “t”
(kGglk) antijen stoplazma veya c¢ekirdege baglanmaktadir. T ve MT antijenlerinin
viral replikasyonun yani sira transformasyondan da sorumlu olduklari
dusunulmektedir. Geg proteinler ise virion partikulleri olan VP-1, VP-2 ve VP-3 tir.
VP-1 virusun glikoprotein yapidaki hicre reseptérine tutunmasini saglayan ve
hemaglutinasyondan sorumlu dis proteindir. Enfeksiyon ve hemaglutinasyon anti-
VP-1 antikorlari ile inhibe edilmektedir (20).

Kapsidin disg kabugu, icteki VP-2 ve VP-3’Un etrafina simetrik olarak dizilmis bes
VP-1 molekllu iceren 72 kapsomerden olusmaktadir (5). VP-2 ve VP-3 ise viral
genomla iliskide olan i¢ proteinlerdir. Viral Uniteler c¢ekirdekte bir araya gelir ve

hucreden otolizis ile olgunlagir (20).
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BKV Genome
(Dunlop Strain)
5153 bp

Barst (1738)

“re

Sekil 3: BKV Genom yapisi. (*NCRR=non coding regulatory region) (36).

VP-2 ve VP-3’Un, VP-1'in stoplazmadan nlkleusa taginmasina ve virUslerin
genomik nikleotidlerle birlesmesiyle virionun bir araya gelmesine yardimci olduguna
inanilir (37).

Elektron mikroskopi ¢alismalari, klonlanmis VP-1 molekdillerinin viris benzeri
parcaciklar olusturmak icin, bog Polyomaviris kapsitlerinin ikozahedral yapisi ile
kendiliginden kimelendigini géstermistir (38). Bu sekilde olusturulmus viris benzeri
parcaciklar bazi calismalarda ELISA antijenleri olarak kullaniimistir (39,5). BKV

genom yapisi Sekil 3’ te gdsterilmigtir.

Patogenez:

BKV’ nin konaga girisinin solunum yolu ve/veya oral yol ile oldugu
dusunulmektedir. BKV primer enfeksiyonu cocukluk ¢adinda ve asemptomatik

olarak gecer. Enfeksiyon sirasinda viremi ile Grogenital sisteme giden virts tubuler
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epitel hicrelerinde latent déneme gecer. BKV patogenezi konaga ait &zellikler,

hedef organ hasari ve immunsupresyon gibi faktorlere baglidir.

BKV icin ylzey reseptori alfa-2-3 bagl bir sialik asittir ve BKV hicreye
pinositoz (klathrine bagli reseptér aracili endositoz) ile girer, kapsidi soyulduktan

sonra nukleik asitlerin ¢cekirdege taginmasiyla replikasyonu baslar (5).

Genellikle kollektor taplerin epitel hicrelerini, renal kaliks ve renal pelvisin
tubuler epitelini etkiler. Bazal membranda nekroz ve litik destruksiyon yaparak
tubuler sivinin interstisyel alana gecip, burada birikerek intersitisyel fibrozis ve

tubuler atrofi yapmasina neden olur (12).

Primer enfeksiyon sirasinda diger viral enfeksiyonlarda oldugu gibi humoral
immun yanit ortaya cikar. Akut donemde Ig M ve Ig A antikorlari olusmaktadir.
Yiuksek antikor titreleri virUsin reaktivasyonunu ve idrarla salinimini
onleyememektedir. Alicinin ileri yasta ve yuksek anti BKV Ig G seviyelerine sahip

olmasi transplantasyon sonrasi BKV reaktivasyon riskini arttirmaktadir (40).

Klinik bulgular:

insan Polyomavirusleri ile olugan primer enfeksiyon genellikle asemptomatik
veya minimal semptomatik geger. Primer enfeksiyonu gecgiren ¢ocuklarda nadiren
ates ve belirgin olmayan akut Ust solunum yolu semptomlari veya akut sistit seklinde
gériilebilir. immun sistemi normal gocuk ve erigkinlerde primer enfeksiyon sirasinda
nadiren viremi veya virlri olabilmekle birlikte enfeksiyon sonrasi seropozitif kisilerin
idrarlarinda viris saptanamamaktadir. Akut enfeksiyon sonrasinda JCV ve BKV’ nin
Ozellikle bobrekte ve lenfoid sistem hdcrelerinde latent olarak kaldigi
dusunulmektedir. Saglikh insanlarda enfeksiyon yasam boyu semptomsuz olarak

devam eder (5).

BKV kismi veya mutlak hicre bagisiklik yetmezligi sirasinda latent enfekte
kisilerde yeniden aktif hale gelebilir. Semptomsuz virtriden, siddetli ya da 6limcul
bir hastaliga kadar degisik tablolara neden olabilir (5). Pnémoni, hepatit, retinit,

meningoensefalit, hemorajik sistit, Gretral darlik ve nefrit yapabilir (30).

BKV genitouriner sistem hucrelerine tropizm gosterir. Kemik iligi ve solid organ
transplantasyonu yapilanlarda (hemorajik veya hemorajik olmayan) sistit ve Uretral
darliga neden olur. Ayrica boébrek transplantasyonu vyapilanlarda erken fark

edilmezse polyomavirus baglantili nefropatiye ( PVBN) neden olabilir (5).
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e Nefropati;

BK replikasyonu PVBN icin baslica risk faktériadir. Bu nedenle BK
replikasyonunun rutin taramalarla tespit edilmesi, hastalik riski tasiyan bdébrek

allogreft hastalarinin izleminde 6énemlidir.

PVBN prevalansi merkezler arasinda % 1-10 arasinda degisir. Allogreft kaybi
orani % 10-80 araligindadir (41,5). Codu vaka organ naklinden sonraki ilk 1 yil
icinde gorulur. BK virurisi ortalama 4 haftada viremiye ve ortalama 12 hafta sonra da
PVBN’ ye donustiglinden nakilden sonra aralikli olarak idrarin bu acidan test

edilmesi énerilmektedir (7,5).

BKV nefropatisi gelisiminde ileri yas, erkek cinsiyet, diyabet varli§i ve beyaz irk
yuksek risk faktorleridir (41). BKV nefropatisinde greft rejeksiyonuna benzer
semptomsuz, yavas artis gosteren serum kreatinin dizeyleri vardir. Bazi hastalarda

ates ve hematuri ortaya ¢ikabilir (12).

BKV’ nin fare ve hamsterlarda timér olusumunu inddkledigi bilinmektedir (15).

insan tiimérleri ile iliskisi ise aydinlatilabilmis degildir.
e Ureteral darlik;

Ureteral darlik gelisen bobrek transplantasyon hastalarinda, transplante edilen
bdébregin innervasyonu olmadigi i¢cin genelde agri ve rahatsizlik hissi olmaz.
Bununla birlikte Uriner obstruksiyon ortaya c¢iktiginda buna bagh kreatinin

dizeylerinde ylkselme goralir (12).
e Hemorajik sistit;

Kemik iligi transplantasyonu yapilanlarin yaklasik %50’sinde BK virlri geligir.
Bunlarin da %10-25’inde transplantasyondan 2 ay sonra hemorajik sistit ortaya
¢ikar. Klinik olarak dizlri, politri, suprapubik hassasiyet ve gesitli derecelerde

hematiriye neden olur (12,34).
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Tani:

Polyomavirus enfeksiyonlari genellikle belirtisiz veya hafif ve spesifik olmayan
belirtilerle seyretmesi nedeni ile klinik tani konulmasi mimkdn olmamaktadir.
immunsupresif hastalarda tani genellikle sitolojik inceleme, biyopsi ve/veya

molekiler ydntemlerle konmaktadir.
e Hucre kaltrleri:

Hucre kdltlrlerine virls ekilmesi ile BKV izolasyonu mimkun ise de rutin tanida
pratik degildir. BKV primer tek katmanh hicre kiltirlerinde (insan embriyonik
bdbrek, pankreas adacidi, insan sunnet derisi hicrelerinde), insan diploid akciger
fibroblast, insan fetal beyin ve maymun bdbrek hicre kiltirlerinde Ureyerek bu
kulturlerdeki hacrelerin yuvarlaklasip klgulmesine, gekirdeklerinin blyumesine ve

hucrelerin tabakadan koparak kultur sivisina dokulmesine neden olurlar (20).
e Sitolojik inceleme;

BK' virlrisinin saptanmasinda sikga kullanilan bir yontem de idrarin sitolojik
incelemesidir.  idrar sedimentinden hazirlanan preparatlarin  papanicalou,
hemotoksilen-eozin veya giemsa ile boyanmasi ile enfekte hucreler, normalden
blyUk cekirdek yapilari ve gekirdek ici buzlu cam goérinimi olusturan tek, genis,
bazofilik inklizyon cisimciklerinin varligi ile taninirlar. Hucrelerin bu gérinimine
“kus g6z’ gorinimiu denir. Enfekte bu hicreler “decoy” hicreleri olarak
adlandirihir. Uriner epitel hiicrelerinde gorilen bu degisiklikler malignite ve diger viral
(JCV, Adenoviris) enfeksiyonlarda da olabildiginden tanida karigikliga neden
olabilir. Ayrica BK virtrisinde herhangi bir sitolojik degisiklik olusmayabilir de
(20,12).

Toplumdaki yuksek polyomaviris seroprevalansi ve belirgin bir hastalgi
olmayan kisilerin de idrarinda BK viriri tespit edilebilmesi, tanida tek bagina virdrinin
bir arag olarak kullaniimasini imkansiz kilmaktadir. Ancak idrar BKV konsantrasyon
olcimleri hemorajik sistit hastalarinin idrarinda, semptomsuz hastalara kiyasla daha

fazla viral yuk oldugunu gdéstermistir (5,12).

Bdbrek transplantasyonunun ardindan gegici virtri olabildigi gosterildiginden tek
bir pozitif tarama sonucu c¢ok az tanisal dedere sahiptir. Duzenli araliklarla ek
taramalar veya 4 hafta icinde periferik kan veya idrardaki viral yik o6lcimuinin

dogrulanmasi tavsiye edilir (41,5).
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e Elektron mikroskopisi:

Elektron mikroskopisi ile virionlarin goOsteriimesi pahali ve pratik olmayan bir

yontemdir.

e immunohistokimyasal ve Serolojik testler:

idrarda direk floresan antikor yontemi ile antijen saptanmasi miimkin olmakla
birlikte rutin uygulama igin pratik degildir. BKV antijenlerinin (VP-1 ve agnoprotein)
tespitinde poliklonal serumlar denenmigtir. BKV large T antijenini taniyan
monoklonal antikorlar ise bdbrek biyopsi 6rneklerinde virls tespiti igin kullaniimistir
(5). Polyomaviriis enfeksiyonlarinda antikorlarin saptanmasinda kullanilan temel
serolojik yontemler ELISA ve Hemaglutinasyon inhibisyon (Hi) testidir. Bu yéntem
kazaniimis bagisikligi  belirlemekte ve seroepidemiyolojik ¢alismalar igin
Onerilmektedir. Ayrica JCV veya BKV spesifik Ig M antikorlarinin tespiti igin enzim

immunoassay testi kullanilabilir (5).
e Biyopsi:

invaziv bir yéntem olmasina ragmen greft disfonksiyonu veya reddi siphesi
varsa, nefropati tanisi igin bdbrek biyopsisi yapilmaktadir. PVBN mikroskopik
tanisinda renal tubuler epitelyum ve Uretra dokusunun enfekte epitel hicrelerinde
nukleus icinde bazofilik inklizyonlar ve yer degistirmis kromatin gézlenmesi, tibuler

nekroz, atrofi ve fibrozis saptanmasi 6nemlidir (5).

Bu histopatolojik degisiklikler medulla ve distal tubulden baslar, proksimal tubule
ilerler. Fokal tutulum yapma 6zelliginden dolayi bobrek biyopsisinin yalanci negatiflik

orani % 30’ un Uzerindedir (12).
e Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

Kan, idrar ve BOS gibi drneklerde polyomaviris DNA tespiti i¢cin ginumuzde

yaygin olarak kullaniimaktadir.

PZR temeline dayanan Kkalitatif BKV DNA tespit testleri hemorajik sistitin
tanisinda kullanilirken; PVBN taramasi icin kantitatif testler kullanilmaktadir. Cinkd

viral yik ne kadar fazla ise PVBN gelisme riski kadar yuksektir (30).

BKV ve JCV DNA'’ sI konvansiyonel ya da gercek zamanh (real time, RT) PZR
testleri ile tespit edilebilmektedir. Polyomavirusler icin PZR testinin dizayni, bunlarin
genom dizilimindeki ylUksek dizeydeki benzerlik ylzinden zordur. Genellikle

konvansiyonel ya da RT PZR cgalismalarinda T antijeni ve VP-1 genlerindeki
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bdlgeler hedef olarak kullaniimistir glink bu bélgeler farkh polyomavirisler arasinda

en fazla degisiklik gosteren bolgelerdir (5).

Konvansiyonel PZR’ den sonra urlnler etidyum bromid iceren agaroz jelde
elektroforeze tabi tutularak belirlenebilir. Gergek zamanli PZR hem uygulama
kolayligi hem de konvansiyonel PZR’ ye gore 10-100 kat daha hassas olusu nedeni
ile polyomaviriGs DNA miktar tayininde secilen bir yontemdir. 96 g6zIlu pleyt ya da

kapiller konfiglrasyonlar kullanilarak gergek zamanli PZR uygulanabilir (42,5).

BKYV icin plazmada ylksek viral konsantrasyonlar yaygin degildir. idrardaki viral
yuk siklikla = 7 log diizeyine ulasabilmekte ya da bu dizeyi gecmektedir (43). Bu
nedenle kanda BKV pozitifligi saptanmasi idrardan daha nadirdir. BKV nefropatisi
tanisinda kanda BKV PZR’ nin negatif prediktif degeri %100 iken, pozitif prediktif
degeri % 50’dir (44). Nefropatiden farkli olarak, hemorajik sistit ve Ureteral stenozda

genellikle kanda BKV saptanmaz (12).
PZR yontemi:

DNA 1sI ile denatlre edilerek zincirler birbirinden ayrilmakta, kalip DNA
zincirinin karsisina gelecek oligonukleotid dizileri (primerler) baglanmakta, DNA
polimeraz enzimi ile her zincirin kargisinda komplementer DNA sentezlenmekte ve
bdylece bir dongl tamamlanmaktadir. Isi donguleri tekrarlandikga DNA kopyalari
(PZR drinleri) gogaltilmaktadir. Onciil olarak 6zgll oligonikleotitler kullanildigi igin
PZR sonunda sadece arastirilan nikleik asitler saptanmaktadir. Cogaltilan DNA
dizileri jel elektroforezinde gdsterilebildigi gibi, isaretli nikleik asit problari ile

hibridizasyonla, duyarlilik ve 6zgulluk arttirilir (45).
Bir PZR déngusi temel olarak 3 ana basamaktan olusmaktadir.

1. Denatirasyon; cift iplikli DNA’nin 90- 95°C sicaklikta agilip tek iplikli DNA'ya

doénusmesi. Baglarin yarisinin acildigi 1siya erime sicakligi (melting) denir.

2. Annealing: ortamin 40-60 °C ye sogutulmasiyla primerlerin tek iplikli DNA ya

baglanmasi

3. Elongasyon: Sicakligin 70-75 °C ye yukseltimesiyle tek iplikli DNA kaliplarina

baglanmis olan primerlerden zincir uzamasinin gerceklegtiriimesi (46).

PZR; her bir siklusu 94 °C de 20 saniyelik denatlrasyon, 55 °C de 20 saniyelik
baglanma ve 72 °C de 30 saniyelik uzamay: igceren 30 siklusluk bir déngu

programidir.
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RT PZR; hedef DNA‘nin amplifikasyonu gerceklesirken ayni anda ¢ikan
ardnlerin prob ile saptanmasini saglayan, bu basamaklari ayni kapali tlp iginde
birlestiren PZR turlddir. Boylece Urinler hem islem sirasinda hem de islem
sonrasinda gorulebilmektedir. Bu sekilde duyarllik artar, kontaminasyon azalir.
Kantitatif testler igin kantitasyon araligi da genislemektedir. GUnumuzde ticari
gercek zamanli PZR sistemleri gelistiriimigtir. Prob saptama formatlari Tagman,

molekuler beacon, lightcycler ve ampliflor teknikleridir (45).

Prob saptama formatlari, temel olarak isaretleyici molekullerden, PZR UrGnleri
olusurken meydana gelen floresansin dlgimine dayanir. Calismamizda kullanilan
Lightcycler ydnteminde isaretleyici molekul tasiyan iki komsu prob kullanilir. Bunlar
hedefe baglandiklari zaman birbirleriyle de temas eder ve floresans olustururlar.
Olusan bu floresansin olgimu ile nikleik asitler ¢ogalma islemi sirasinda bile

saptanabilmektedir.

Klasik PZR ile tepkime sonunda biriken Grtnler Gzerinden hesapla miktar
belirlenirken, gercek zamanl PZR sisteminde, arastirilan ornekte saptanabilecek
dizeyde urin biriktigi an (saptamanin oldugu ilk déngu; CT= critical threshold)
belirlenerek hesap yapilir ve nukleik asit miktari (viral yuk) belirlenir. Hedef nukleik
asit miktari ne kadar yiksekse, saptama da o kadar erken olur. Her ¢alismada 6rnek
ve kontrollerden bagka, iglerindeki nikleik asit miktari belli olan standartlar da
caligilarak dis standart egri olusturulur. Bu standartlarin CT sayilari ile érneklerin CT
sayilari kargilastirilarak érnekteki nukleik asit miktari hesaplanir (45). Sekil 4’ te PZR

dinamikleri gosterilmigtir.

21



logaritmik dénem | gegis plato dénemi
dénemi

floresans {sinyal) -

esik deger (CT) sayisi

_____________________________________

0 10 20 30 40

dongii sayisi (siklus)

Sekil 4: PZR dinamikleri (Erensoy S. PZR dinamikleri (45) semasindan uyarlanmistir)

Korunma ve Tedavi:

Alfa interferon, sitarabin, prednizon, vidarabin, fludarabin, topoizomeraz
inhibitérler ve kamptotesin’ in BKV aktivasyonu Uzerine etkisi labaratuvar ortaminda
bilinmekle birlikte polyomavirtislere bagl gelisen hastaligin tedavisinde bunlarin
etkinligi netlik kazanmamigstir. Polyomaviris enfeksiyonlarinin tedavisinde etkinligi
kanittanmig antiviral ajan henuz olmadigindan ve enfeksiyonlari siklikla
asemptomatik seyrettiginden tedaviye gerek duyulmaz. Bu nedenle immunsupresif
hastalarda BKV enfeksiyonu saptanmasi halinde semptomatik tedavi ve

immunsupresif ilaglarin modulasyonu dnerilmektedir (5).

BKV ye bagli hemorajik sistitin semptomatik tedavisi bol hidrasyon, dilretik
tedavi, mesane irrigasyonu ve gerekirse transflizyon gibi yaklagsimlari igerir. Siddetli

hematuriye bagli pihti olusursa kateterizasyon ve sistoskopi gerekebilir.

Son zamanlarda bdbrek transplatasyon alicilarinda tavsiye edilen BKV testi
algoritmasi PVBN gelismeden, erken dénemde BKV tespitini amacglamaktadir (41).
Cunkd BK iligkili nefropati %1-10 oraninda kalici bobrek yetmezligine neden olur
(12).
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in vitro sartlarda anti viral etkiler gdsteren ajanlar olan sitidin analogu sidofovir
ve leflunomidin dusuk dozlarinin PVBN ye karsi bir miktar etkiye sahip oldugu
kanitlanmigtir. immunsupresyonun azaltimasi akut red siiphesi olan hastalarda
kontrendikedir ve sidofovir ile kombine edilen leflunomid bu hastalar icin tek
miamkin tedavi secgene@i olarak goriulmektedir. Sidofovir ayni zamanda BKV
tarafindan olugturulan hemorajik sistitin de tedavisinde kullanilabilir. Ancak JCV

replikasyonu Uzerine etkinligi gosterilememistir (5).

Bulagsma yollari tam olarak bilinmediginden ve yaygin olarak bulundugundan

Polyomaviris enfeksiyonlarinin kontroli mimkuin gérinmemektedir (20).
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GEREG VE YONTEM

Calisma yerleri;

Bu calisma Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi (DEUTF) Enfeksiyon
Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, DEUTF Genel Cerrahi Anabilim
Dali Karaciger transplantasyon unitesi, DEUTF Patoloji Anabilim Dali Sitoloji

laboratuvari ve GENMAR teghis urtnleri AR-GE laboratuvarinda yapildi.

Hasta grubu;

01 Ocak 2011 -31 Aralik 2011 tarihleri arasinda DEUTF Genel Cerrahi Anabilim
Dali Karaciger transplantasyon unitesinde karaciger transplantasyonu yapilmis olan,

gonulli ve 18 yasindan buyuk hastalar calismaya dahil edildi.

Etik kurul onaysi;

Ege Universitesi Tip Fakdltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 31.12.2010
tarihinde B.30.2.EGE.0.20.05.00/0Y/54-40 sayi numarasi ve 10-12/4 Kkarar

numarasi ile etik kurul onayi alindi.

Aydinlatilmis onam;

Hastanemizde 01 Ocak 2011 tarihinden itibaren ardisik olarak karaciger
transplantasyonu yapilmis olan hastalar, operasyondan sonraki ilk iki hafta iginde
gorulerek arastiriimasi yapilacak olan BK virus (BKV) ve galisma duzeni hakkinda
bilgilendirildi ve ¢alismaya dahil edilmeden 6énce her hastaya aydinlatiimig onam

formu okutularak imzalatildi.

istatistiksel analizler:

Calisma verilerinin analizi SPSS for Windows version 16.0 ile yapildi. Kantitatif
veriler icin Mann-Whitney U; kalitatif veriler igin Fisher kesin testi kullanildi. p< 0.05

degeri anlamh kabul edildi.
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GEREKLi MALZEMELER

Hasta orneklerinin toplanmasi ve depolanmasi agsamasinda kullanilanlar;

¢ 10 cc hacimde steril plastik enjektor

e 10 cc hacimde vakumlu EDTA’ I tip

e 100 cc hacimde steril idrar kabi

e 1.5 cc hacimde steril, seffaf, DNAaz/ RNAaz dan arindiriimis eppendorf tlpu
e NF 815 santrifuj cihazi (Nuve)

e Derin dondurucu (-20 °C ile -40 °C derece araliginda) (Gold Master)

Decoy hiicresi taramasi i¢in kullanilanlar;

¢ Hemotoksilen boyasi (Harris, 109253)

e Lam

e Absolut alkol (Merck Millipore, 100983.2500)
e %96 lik alkol (Merck Millipore, 100971.2500)
e %80 lik alkol

e %70 lik alkol

o Kasilol solusyonu (Merck, 108661)

e FEozin boyasi (Merck, 1009844)

e Otomatize preparat boyama sistemi (Leica Auto Stainer XL)
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DNA izolasyonu (ekstraksiyon) i¢in kullanilanlar;

e 1000 pl lik filtreli pipet ucu (Dateks)
e 100 pl lik filtreli pipet ucu (Dateks)

¢ 1.5 cc hacimde steril, seffaf, DNAaz/ RNAaz dan arindiriimis eppendorf tipl
(Dateks)

¢ 15 cc hacimde, dereceli, steril falcon tupu

e 1-10 ,10-100 ve 100-1000 pl lik pipet ucu uyumlu otomatik pipet (Thermo

scientific® )

e 1.5 cc hacimli eppendorflarin isitiimasina uygun 70°C sicakliga

ayarlanabilen 32 kuyucuklu termostat (enkubator) (P Selecta)

Resim 1: Filtreli pipet ucu ve otomatik pipetler

e 24 |uk mikro santrifuj cihazi (Hermle)
e Absolut etanol (Merck)
e izopropanol alkol (Merck)

e NuUkleazdan arindiriimis steril su
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e Viral nikleik asit izolasyon kiti (High Pure PCR Template Preparation Kit,
Version 16.0, Kat.no.11 796 828 001: Roche Diagnostic)

Kit icerigi;

- Filtreli tipler

- Toplayici (kollektor) tupler

- Inhibitor uzaklastirici tampon ( inhibitor removal buffer; Guanidin HCI, Tris)
- Yikama tamponu ( washing buffer; NaCl, Tris-HCI)

- Baglayici tampon ( binding buffer; guanidin HCI, Tris-HCI, Tritanx-100)

- Elusyon tamponu (elution buffer; nukleazdan arindiriimig,2 kez damitilmis)

- Proteinaz K (liyofilize toz flakon)

RT PZR basamaginda kullanilanlar:

e 1-10 pl’ lik pipet ucu (Dateks) ve uyumlu otomatik pipet (Thermoscientific)
o Sinif Il biyogUvenlik kabini (Hera)

e RT PZR Kiti (LightMix® BK/JC Polyomavirus deteksiyon kiti, Ver 110401,TIB
MOLBIOL).

Kit icerigi;
-PZR grade su (nlkleazdan arindirilmig, steril, damitilmis su)
-Her biri 32 reaksiyonluk BKV deteksiyon kiti (kat.n0.40-0203-32)

( Liyofilize primer, Fast start master hibridizasyon problari ve internal

kontrol igeren 6 adet tup)

-Kapiller (lightcycler centrifuge adapters 1909312)= kilcal cam tipler
-10"den -10¢ kp/ml ye kadar BKV DNA iceren 6 adet liyofilize standart
-1a (enzim, Taq polimeraz) (kat.no.12239272001)

-1b (buffer, tampon)
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-Magnezyum

-Isaretleyici molekiil (Primer prob miks-PP mix)

-Standart DNA sirasi i¢in kapatici folyo seridi

e LightCycler ® 480 Il ve Light Cycler ® 1.5 PZR cihazi (Roche)

BKV’nin kiguk t antijeninin 175 baz ciftlik bélgesinden hazirlanan primerler
ve LightCycler Red 640 ile isaretli problar ticari kit (LightMix® TIB MOLBIOL)

iceriginde mevcut olup Tablo 2’ de gdsterilmistir.

Tablo 2: Kullanilan primer ve problar (47).

Primer: BK-For ACAgCAAAgCAggCAAg

Primer: PV-Back ggTgCCAACCTATggAACAg

Probe 1: Anchor FL TTTTgCCATgAAgAAATgTTTgCCAgTgATgA-FL
Probe 2: BK LC 640-AAgCAACAgCAgATTCTCAACACTCAACA-PH
Lambda705: | 705-CggATATTTTTgATCTgACCgAAgCg p
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YONTEM

1) Hasta alimu:

Hastanemizde 01 Ocak 2011 tarihinden itibaren karaciger transplantasyonu
yapilmis olan, 18 yasindan buyuk hastalar operasyondan sonraki ilk iki hafta iginde
gérilerek arastiriimasi yapilacak olan BK virus ve c¢alisma dizeni hakkinda
bilgilendirildi ve g¢alismaya dahil edilmeden 6nce her hastaya aydinlatiimis onam
formu okutularak imzalatildi. Bu sirada hastalarin demografik verileri kaydedildi,
hastaya ulasilabilecek telefon numarasi alindi ve tarafimizca yapilacak vizitlerin

randevu tarihleri bildirildi.

Transplantasyondan sonraki ilk aylarda taburcu olabilen hastalar karaciger
transplantasyon ekibince 1 ve/veya 2 haftalik araliklarla karaciger transplantasyon
polikliniginde izlenmektedir. Hastalar bu poliklinige rutin kontrolleri igin
basvurduklarinda, operasyon guninu takip eden ilk G¢ ay boyunca, 2 hafta
araliklarla toplam 6 kez olmak Uzere tarafimizca da gorildi. Eger hasta operasyon
sonras| izlem sdresince taburcu olamamigsa, yattigi serviste ziyaret edilerek

kontrolleri yapildi.

2) Veri toplanmasi:

Her vizitte hastalarin genel durumlar ve sikayetleri degerlendirildi, fizik
muayeneleri yapildi, kullanmakta oldugu ilaglar ve yapilmigsa rutin tetkik sonuglari

onceden hazirlanmig olan olgu rapor formlarina kaydedildi.
Kayit edilen veriler sunlardir;

¢ Hastanin Adi-Soyadi

¢ Transplantasyon tarihi

Demografik veriler:

¢ Cinsiyet

¢ Yas
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¢ Hepatik yetmezlige ve transplantasyona neden olan primer hastalik
¢ Donor tipi (kadavra, canli)

¢ Komorbid hastalik (DM, HT, SVO, kalp yetmezligi, bag dokusu
hastaligi, KOAH vs.)

¢ Transplantasyon sonrasi ilk yilda rejeksiyon durumu

Konagin grefte karsi gosterdigi immunolojik reaksiyonlar sonucu,
klinik ve patolojik bir durum olarak tanimlanan hepatik allogreft
rejeksiyonu gelisebilir. Her zaman histopatolojik rejeksiyona klinik

bulgular eslik etmeyebilir.

° Histopatolojik rejeksiyon:

-Portal bolgelerde 6dem ve karigik hicre infiltrasyonu nedeni ile

genigleme

-immunoblast, lenfosit, plazmosit,eozinofil ve makrofajdan zengin

infiltrasyon olmasi
-Kiguk interlobuler safra kanallarinda hasar ve infiltrasyon olmasi

-Parankimde genellikle sizlzoidleri dbseyen hucrelerde

infiltrasyon

-Az sayida hepatositte balonlasma ve eozinofilik dejenerasyon
-Kolestaz

Olmasi histopatolojik rejeksiyonu digtndurur.

° Klinik rejeksiyon:

Ates, halsizlik, karin agrisi, istahsizlik, hepatosplenomegali, T
tupinden gelen safra miktarinda azalma, karaciger enzim
aktivitesinde artig kriterlerinden bir veya daha fazlasinin varhgi

klinik rejeksiyonu disundurir (48).
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Her vizitte kaydedilecek veriler;

¢ Vizit tarihi
¢ Vizit sirasinda hastanin hastanede yatis durumu
¢ Vizit sirasinda fizik muayene (FM) bulgulart;

o Vizit sirasinda hastanin genel durumu:

Genel durum belirlenirken ASA (American Society of

Anesthesiologists) kriterleri temel alindi (49).

ASA 1-2 = Genel durum iyi; ASA 3 = Genel durum orta;
ASA 4-5-6 =Genel durum kétu

o Vdcut sicakhgi (Civali termometre ile, aksiler, °C)
o Tansiyon arteriyel degeri (Brakial, manuel élgim,mmHg)
o Varsa patolojik FM bulgusu
¢ Vizit sirasinda kullandigi immunsupresif tiiri ve dozu
¢ Varsa sikayeti
¢ Laboratuvar verileri
o Beyaz kire sayisi (xYmm?) (%PNL)
o AST (Aspartat amino transferaz) degeri (U/l)
o ALT (Alanin amino transferaz) degeri (U/l)
o Kreatinin degeri (mg/dl)
¢ Vizit sirasinda hastada enfeksiyon varligi

o Bakteriyel enfeksiyon (cerrahi alan, kan dolasim,

pulmoner, Uriner)
o Fungal enfeksiyon
o CMV (Cytomegalovirus) enfeksiyonu
¢ Vizitteki BKV gdstergeleri;

o Kanda BKV DNA varligi (pozitifse kopya/ml cinsinden
degeri).
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o Idrarda BKV DNA varligi (pozitifse kopya/ml cinsinden
degeri). Ardisik en az 2 vizitte BK virtri devam ediyorsa

persistan virliri kabul edildi.

o Idrarda decoy hiicresi varligi.

3) Ornek toplanmasi ve saklanmasi:

Transplantasyon poliklinigince rutin kontrol amacli istenen biyokimyasal ve
hematolojik testler icin kan vermeye gittiklerinde ayrica 10 cc lik EDTA |1 tiplere de
kan alindi. idrar &érnekleri hastalara verilen steril idrar kaplarina hastalarin
kendilerinin normal uretral yol ile idrar vermeleri ile toplandi. Sondali hastalardan ise

tarafimizca sondadan idrar érnegi alind1.

EDTA'l tlp icine alinmis olan kan drnekleri 5000 devirde 5 dakika santrifuj
edildi. Tapln Gst kisminda toplanan plazma DNAaz/RNAaz dan arindirilmis 1,5 ml
hacimli steril eppendorflara alindi, eppendorf Uzerine drnegdin ait oldugu hastanin
adi-soyadi, kaginci viziti oldugu, érnek tirt (kan/idrar) ve vizit tarihi bilgilerini iceren
etiketler yapistirildi. Toplanan idrar érneklerinin bir kismi taze iken decoy hiicresi
arastirilmasi igin DEUTF hastanesi Sitoloji Laboratuvarina gétirtldia. Kalan idrar
ornekleri DNAaz/RNAaz dan arindiriimis 1,5 ml hacimli steril eppendorflara alindi,
etiketleri yapistirildi. icinde hastalara ait kan ve idrar ornekleri bulunan bu
eppendorflar RT PZR calisilana kadar -20/-40 °C de saklandi.

4) Decoy hiicresi aragstirma protokoli;

Steril idrar kabina alinmis olan taze hasta idrari 50 cc hacmindeki dereceli,
steril, kapakli, plastik tlipe aktarildi ve 2000 devirde 5 dakika santrifuj edildi. Olusan
¢okelti hacmi 0.2 cc den kigukse 800 devirde 5 dakika sitospin yapildi, 0.2 cc den
biylkse ¢okeltiden direk yayma yapildi. Hemotoksilen Eozin yontemi ile boyandi.
Boyama islemi tamamlandiktan sonra preparatlar 1sik mikroskobunda x20, x40, x60

biyutmelerde decoy hicresi varligi arastirildi.

Hemotoksilen Eozin otomatize boyama yontemi;

Preparatlar hastanemiz sitoloji laboratuarinda sitolojik 6rnekler igin rutin olarak
yaplimakta olan Leica Auto Stainer XL otomatize boyama sistemi ile hizmet satin

alinarak boyandi.
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Hemotoksilen Eozin manuel boyama yontemi:;

1.Preparat %96 lik alkolle 30 saniye tespit edildi
2.%80 lik alkolle 30 saniye tespit edildi

3.%70 lik alkolle 30 saniye tespit edildi

4.Su ile yikama yapildi

5.Hemotoksilende 2 dakika bekletildi

6. Su ile yikama yapildi

7.Asit alkole 5 saniye sure ile batirilip ¢ikarildi
8. Su ile yikama yapildi

9.Amonyakli suya batirihp ¢ikarildi

10.Eozinde 3 dakika sure ile bekletildi

11. Su ile yikama yapildi

12.%80 lik alkolde 30 saniye bekletildi

13.9%90 lik alkolde 30 saniye bekletildi

14.9%96 lik alkolde 30 saniye bekletildi
15.Absolut alkolden gegirildi

16. Absolut alkol+ksilen (%50+%50) karisiminda 2-3 dakika bekletildi
17.Ksilolde 5-7 dakika sure ile bekletildi

18.Preparat islakken entellan, Kanada balzami veya recine ile kapatilarak

mikroskopta incelemeye hazir hale geldi

5) BKV DNA izolasyon (ekstraksiyon) yontemi;

e Toplanmis olan hasta kan ve idrar 6rnekleri toplanma siralarina gére 30-40 lik
gruplara ayrilarak DNA ekstraksiyon iglemine baslandi. High Pure PCR
Template Preparation KiT Ver:16.0, Roche ® (Kat.no.11 796 828 001) hazir
ticari ekstraksiyon kiti kullanildi. (Resim 2). DNA ekstraksiyonu icin spin kolon

yontemi uygulandi.

33



Resim 2: High Pure PCR Template Preparation ekstraksiyon kiti icerigi

izolasyon islemine baslanmadan énce hasta drnekleri listelendi ve her bir
drnege sira numarasi verildi. Ornekleri temsil eden her bir numara sadece bir

kez kullanildi ve calisma sonlanana kadar bu sekilde devam edildi.

Kit iceriginde 10'-10¢ kopya/ml ye kadar BKV DNA iceren 6 adet hazir

standart kontroller olmasina ragmen izolasyon uygulamasinin dogrulugunu
kontrol edebilmek amaci ile, rutinde klinik érneklerde BKV DNA PZR ¢alisan
Ege Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarindan izin
alinarak, icinde farkli miktarlarda BKV DNA pozitif oldugu bilinen 2 adet kan
ve iki adet idrar olmak Uzere toplam dort adet hasta drnegine, kendi hasta
orneklerimizle birlikte izolasyon yapildi. Bu 6rnekler 1,9x10? kopya/ml BKV

DNA igeren kan, 1,6x10® kopya/ml BKV DNA iceren kan, 1x10¢ kopya/ml
BKV DNA iceren idrar ve 8,16x10? kopya/ml BKV DNA igeren idrar érnekleri

idi. Bunlar izolasyonda kullanim kolayhdi olmasi agisindan 200’er mikro
litrelik hacimlere bolindl. Her bir izolasyon grubu ile birlikte bu érneklerin
tamami veya birkagi da izole edilerek PZR sonucunda bu &rneklerin
beklenen sonuglari elde edilirse izolasyon basamaginin dogrulugu

kanitlanmis oldu.
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e izolasyon islemi o®ncesi calisilacak olan hasta 6rnekleri -20-40°C’lik

dondurucudan ¢ikarilarak oda isisinda eriyene dek bekletildi.

e Reaksiyon miksi hazirlanmadan o6nce, ticari kit icinde mevcut bulunan

tampon c¢ozeltiler Gretici firmanin 6énerdigi Gzere su sekilde sulandirildi;
-Inhibitor uzaklastirici tampon 20 ml (mililitre) absolut etanol ile
-Yikama tamponu 80 ml absolut etanol ile,
-Proteinaz K enzimi ise 4.5 ml steril su ile sulandirildi.

-Baglayici tampon ve elusyon tamponu ise hazir halde

bulundugundan sulandiriimadan kullanildi.

Resim 3: Kullanilan tampon ¢ozeltiler

¢ Reaksiyon miksinin hazirlanmasi:

Dereceli steril 15 ml lik falcona galisilacak 6rnek sayisi x 200 mikrolitre
hacminde baglayici tampondan ve Ornek sayisi x 40 mikrolitre hacminde
Proteinaz K dan konularak birkag kez pipet yardimiyla karigtirildi.

e 200 er mikrolitre hasta 6rnegdi daha 6nce numaralandiriimis steril DNAaz/
RNAaz dan arindirilmis steril eppendorflara numara sirasina uygun sekilde
konuldu.

e Calisilacak 6rnek sayisi= n ise

[n x200 pl baglayici tampon+ n x40 pl proteinaz K]/ n =240 pl
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Bu orneklerin her biri Gzerine hazirlanmis olan reaksiyon miksinden 240’ ar

ul eklendi ve birkag kez pipet ile karistirildi (Resim 4). Her bir eppendorftan

sonra digerine gegcmeden pipet ucu degistirildi.

Resim 4: Reaksiyon miksi hazirlanirken

Uzerlerine 240 mikrolitre reaksiyon miski konularak eppendorf iginde toplam
440 mikrolitre hacim elde edilmis Ornekler, kapaklari kapatilarak 6nceden
70°C ye isitiimis enkubatorde 10 dakika bekletildi.

Enkubatorden ¢ikarilan bu sicak eppendorflarin kapaklari agilarak her birinin

tzerine 100 er mikrolitre izopropanol konuldu ve pipet yardimiyla karigtirildi

Bos bir spora kollektor tupler igine filtreli tlUpler oturtularak hasta 6rnek

numarasina uygun olarak numaralandirildi (Resim 5).
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A

Resim 5: A= filtreli tiip, B= kollektor tiip

Uzerine izopropanol de eklenerek toplam 540 ul hacime ulasan ornekler

kendi numarasina uygun bu filtreli tiiplere aktarildi.

e Bufiltreli tipler 8000 devirde 1 dakika santrifyj edildi.

e Santrifij sonucunda kollektor tupler iclerinde biriken sivi ile birlikte atildi,
filtreli tapleri ise bunlarin icinden alinarak yeni bos kollektor tipler igine

konuldu ve bunlarin Gzerine 500 er ul inhibitor uzaklastirici tampon konuldu.

e Yeniden 8000 devirde 1 dakika santrifuj edildi.

e Santrifij sonucunda kollektor tlpler iclerinde biriken sivi ile birlikte atildi,
filtreler yeniden bos kollektor tipler igine alinarak tzerlerine 500 er ul yikama

tamponu eklenip 8000 devirde 1 dakika santrifuj edildi.
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Ardindan yikama islemi bir kez daha tekrar edildi ve 8000 devirde 1 dakika
santrifuj edildi. (Resim 6)

Resim 6: Yikama tamponu ile yikama iglemi

Bu islemden sonra filtrelerin kollektor tlpleri degistirilerek bu defa 13000

devirde 10 saniye santrifuj edildi.

Yikama iglemleri surerken sirasi geldiginde 6nceden hazir olmasi igin,
calisilan drnek sayisi x200 mikrolitre hacminde elusyon tamponu birka¢ adet
steril eppendorf iginde enkubatore 70°C de isitiimaya birakildi

13000 devirde 10 saniye santrifuj edilen filtreler kollektor tliplerinden
alinarak, hasta numarasina uygun numaralandirilmis bos,steril, DNA az/RNA
az dan arindiriimig, kapakli epandorflar icine oturtuldu. Altta kalan kollektor

tlpler ise iclerindeki sivi ile birlikte atild1.

Eppendorfa oturtulmus filtrelerin her birinin tGzerine 200 er mikrolitre sicak
haldeki elusyon tamponundan konulup kapaklari kapatildi.
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8000 devirde 1 dakika santrifuj edildi.

Bu asamadan sonra sicak elusyon tamponu yardimi ile filtre porlarindan
alttaki epandorflara viral DNA gegtidi igin dnceki basamaklarin tam tersine
filtreler ¢bpe atilarak, kollektor eppendorflara toplanmis olan materyal
(ekstraksiyon Urunu) saklandi ve daha sonra bunlarin PZR asamasina
gegcildi.

6) PZR Yontemi;

Sinif Il biyoguvenlik kabininde ¢aligildi. (Resim 7 ve 8)

Resim 7: Sinif Il biyogiivenlik kabini

PZR basamagi i¢in, icinde PZR grade su, her biri 32 reaksiyonluk deteksiyon
kiti, kapiller (lightcycler centrifuge adapters 1909312), 10'-10¢ kp/ml ye kadar
BKV DNA igeren standartlar, 1a (enzim), 1b (buffer), magnezyum ve primer
prob miks (pp miks) iceren gercek zamanli PZR kiti ( LightMix® BK/JC
Polyomavirus deteksiyon kiti, Ver 110401, TIB MOLBIOL) kullanildi.
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Kit icinde mevcut bulunan enzim ve gozeltiler Uretici firmanin 6nerdigi sekilde

reaksiyon éncesi hazirlandi;

-1b den (tampon) 60 mikrolitre alinarak 1a ya (enzim) katild1 ve

birkag kez pipetaj yapilip karistirilarak enzim kullanima hazir hale getirildi

-Deteksiyon kiti Uretici firmanin 6nerdigi sekilde 66 mikrolitre PZR
grade su (apirojen ampul suyu = DNAaz/RNAaz' dan arindiriimig su) ile

sulandirildi.

-Kit icinde mevcut bulunan standart DNA’ lar 10" kp/ml’ likten 10¢

kp/ml’ lige dogru sira ile acildi. Uretici firmanin énerdigi sekilde her bir

kuyucuga 40 mikrolitre PZR grade su konularak sulandirildi.

Resim 8: Sinif Il biyogiivenlik kabini

Master miks hazirlanisi;

Master miks hazirlamak igin; drnek sayisi basina 3.7 mikrolitre H20, 0.8
mikrolitre magnezyum, 2 mikrolitre pp miks (primer prob miks, isaretleyici
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molekul) ve 1 mikrolitre enzim (b katilmis a= a+b) kullanildi. (Toplam hacmi
ornek basina 7.5 mikrolitre ) Master miks bilesenleri Tablo 3’ de

gOsterilmistir.

Tablo 3: Master miks bilesenleri

Roche FastStart Master icin bilesenler; Tek reaksiyon
Su, PZR-grade 3.7 mikrolitre (pl)
25 mM Mg? solusyonu 0.8 mikrolitre (pl)

Reaksiyon miksi
2 mikrolitre (ul)
(Primer ve problari iceren reaktifler)

Enzim miksi
1 mikrolitre (pl)
(Roche FastStart: tiip 1a ve 1b birlesimi )

Total reaksiyon hacmi; 7.5 mikrolitre (pl)

o Kapiller althgina oturtulan bos kapiller tiplerin her birinin icine 7.5 mikrolitre
master miks konduktan sonra bunun U(zerine izole edilmis DNA
orneklerinden 2.5’er mikrolitre konularak bir kapiller iginde toplam 10

mikrolitre reaksiyon hacmi elde edildi.

Resim 9'da kapiller tip érnegi gdsterilmigtir.
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Resim 9: Kapiller tiip

e Her bir hasta 0&rnedi eklendikten hemen sonra kapiller kapaklar
kontaminasyon olmamasi i¢in kapatildi (Resim 10).

Resim 10: Kapaklari kapali kapiller tipler
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Negatif kontrol olarak su kullanildi. Pozitif 6rnekler agilmadan 6nce negatif

kontrol hazirlanip kapaklari kapatildi.

Negatif kontrol ve hasta o6rneklerinden sonra (bunlar master miks ile
birlestirilip  kapaklari  kapatildiktan  sonra), ©6nceden sulandirilan
standartlardan da 2.5 mikrolitre alinarak icinde 7.5 mikrolitre master miks

olan kapillerlere konuldu.

Hasta 6rnekleri ve standartlari iceren bu kapillerler 2000 devirde 10 saniye
santrifuj edildikten sonra RT PZR sistemine (Light Cycler® 1.5, Roche)
yuklendi ( Resim 11 ve 12).

Resim 11: Lightcycler® 1.5
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Resim 12: Lightcycler 1.5 kapiller tasiyici (carousel, atlikarinca)

Program calisma protokoli (her bir PZR dbngusi) temel olarak 4

basamaktan olusmaktadir;

1.Denaturasyon: DNA sarmalinin ayrilmasi ve enzim aktivasyonu, 95 C°de
10 dk
2.Cogaltma (PZR): Hedef DNA’ nin PZR amplifikasyonu

3.Erime (Melting): Hedef DNA’ dan elde edilen PZR Urunlerinin

tanimlanmasinda erime egrisi analizi yapilir

4.Sogutma (Cooling): Cihazin sogutulmasi
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Tablo 4: Light Cycler® Gergek Zamanl PZR ¢aligma protokolii

Program | Denaturasyon Amplifikasyon Meling Cooling
Parametre
T yok Kuantifikasyon modu Erime Egrisi modu Yok
Dingii 1 S0 1 1
Segmenl 1 1 2 3 2 3 4 1
Hedef|°C] 95 95 62 n 95 10 85 40
_Sﬁrc. 00:10:00 00:00:05 | 00:00:05 | 00:00:15 | 00:00:20 | 00:00:30 | 00:00:00 | 00:00:30
[hh:mm:ss]
lﬁ!}‘g@“ 20 20 20 20 20 20 02 2
L LiS)
Sec Target
s - 55 . - : = g
[°C]
Step Size 5
] i : : : : :
Step Delay . | _ _ _
(Cycles)
DAL oy yok |tk | yok | wok | yok | ki | vok
Mode ’ ? i g ’

e Data analizi gergeklestirildi. ilk olarak miktar belirlemeye ydnelik, cogaltma
sonuglarinin ve standart egrinin degerlendiriimesi yapildi. Reaksiyon
sirasinda igler durumda olan bilgisayar yaziliminda BKV ic¢in uygun saptama
kanallari segcildi. Polyomavirus BK datalari 498-640. kanalda kantitasyon
modunda gérintilendi. Ornekler icinde (+) ve (-) kontroller segilip otomatik
olarak standart egri olusturuldu. Negatif kontrol (NTC) sinyal vermezken,
internal kontrol (IC), standartlar ve pozitif 6rneklerin datalari deteksiyon
kanali olan 640 kanalinda goéruntulendi. 640 kanalinda absolut
quantifikasyon software’i (bilgisayar programi) yardimi ile CT (Critical
threshold, kritik esik deger) ve CP (crossing point, kesisme noktasi,
amplifikasyon egrisinin baseline gegme noktasi) hesaplandi. Bu CT
degerinden yararlanilarak kullanilan standart karsilastiriip pozitif érnek
icindeki DNA nin  miktar tayini yapildi. (Hastalara ait BKV DNA
konsantrasyon miktarlari standart egrinin egimi kullanilarak hesaplandi).
BKV DNA pozitif olanlarda, (+) kontrollerle benzer floresan veren
amplifikasyon egrisi elde edildi. Bu egrinin esik floresan degerini gegtigi
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dongl sayisi standart egri tablosuna yerlestirildiginde karsilik gelen
logoritmik konsantrasyon degeri, 6rnegin igcerdigi DNA miktarini verdi. Pozitif
olan érnek sonugclari kopya/ml cinsinden kaydedildi. Resim 13’ te yazilimin

ornek tanimlama ve siralama ekrani gorilmektedir.

Resim 13: Ornek tanimlama ve siralama ekrani
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BULGULAR:
1) Olgularin demografik 6zellikleri
2) Yontemlere gore pozitiflik saptanan olgular ve 6rnekler
a) Olgularin cinsiyete gore dagilimi
b) Olgularin yasa gore dagilimi
c¢) Olgularin primer hastaliga gére dagilimi
d) Olgularin donér tipine gore dagilimi
e) Olgularin komorbid hastaliklara gore dagilimi
f) Olgularin rejeksiyon durumuna gore dagilimi
g) Vizitlere gore pozitif olgularin laboratuvar sonuglari
h) Pozitif olgularin immunsupresif turu ile iligkisi
i) Pozitif olgularin en sik semptom ve bulgulari
j) Eslik eden enfeksiyonlar
k) BKV DNA ve decoy pozitifliklerinin vizit gliniine goére dagilimi

I) Testlerin duyarlilik ve 6zgullugu

1) Olgularin demografik 6zellikleri:

2011 yilinda hastanemiz karaciger transplantasyon Uunitesinde 46 hastaya
karaciger transplantasyonu yapildi. Bunlardan 5 tanesi 18 yas alti cocuk hastalar
(8-14 yas arasinda 2 erkek+ 3 kiz) olup ¢alismaya dahil edilmedi. 18 yas Usti 41
hastadan 2’si calismaya dahil etme viziti yapilamadan kaybedildi. Calisma kriterlerini
karsilayan 39 hastadan 4’0 ilk vizit sonrasi yasamini yitirdi. Bir hasta 2. vizitinden
sonra, bir hasta da 3.vizitinden sonra takibi biraktl. Kalan 33 hasta ise U¢ ay
boyunca tim takiplerine gelerek 6 viziti tamamladi. Calismaya dahil edilen tim
hastalardan her bir vizitte kan+idrar érnegi alindi. Yapilan toplam vizit sayisi 207
olup ve bu vizitlerde toplam 414 adet hasta 6rnegi (207 kan ve 207 idrar) toplandi.
Demografik 6zellikler Tablo 5’ te verilmigstir.
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Tablo 5: Olgularin demografik 6zellikleri

Cinsiyet n (%)

K:9(23.1) / E: 30 (76.9)

Ortalama Yas (n=39)

49.8 +10.8 (22- 66 y)

Primer hastaliklarin dagilimi n (%)

e HepatitB 16 (41.0)
e Hepatit B+D 8(20.5)
e Hepatit C 5(12.8)
e Kriptojenik 4 (10.3)
e Etilizm 2 (5.1)
e Pr. sklerozan kolanjit 1(2.6)
e Toksik 1(2.6)
« Diger 2(5.1)
Donor tipi n (%)
e Kadavra 17 (43.5)
e Canli 22 (56.4)
Komorbid hastaliklarin dagilimi
e Hipertansiyon 4 (23.5)
e Hipertansiyon+diyabet 4 (23.5)
e Diyabet 3(17.6)
o KOAH 3 (17.6)
e Kalp yetmezligi 1(5.8)
« HT+Diyabet+SVO 1(5.8)
e Bag dokusu hastaligi 1(5.8)
Rejeksiyon durumu (n)
e Yok 33
e Kiinik rejeksiyon 1
o Histopatolojik rejeksiyon
¢ Kilinik+ histopatolojik rejeksiyon
Retransplantasyon (n) 1
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Primer hastalik:

Olgularin karaciger yetmezlik nedenleri degerlendirildiginde 39 hastanin
16’sinda karaciger yetmezligine neden olan Hepatit B nin en sik hastalik oldugu
goruldu. Erkeklerde en sik primer hastalik Hepatit B iken (15 erkek hastada), kadin
hasta sayisi az (n=9) oldugundan sayica 6ne ¢ikan bir primer hastalik yoktu. Genel
olarak 29 hastada karaciger yetmezliginin sebebi viral enfeksiyonlar iken 10 hastada

enfeksiyon digi nedenler idi (Tablo 5).

Donor tipi:

Kadavradan karaciger transplantasyonu yapilan 17 hastanin 15’i erkek, 2’si

kadin; canlidan transplantasyon yapilanlarin ise 15’i erkek, 7’si kadin hastalar idi.

Komorbid hastaliklar:

39 hastanin 17 (% 43.6)" sinde komorbid hastalik mevcut oldugu gérdldu. En sik
komorbid hastaliklar hipertansiyon (9 hasta) ve diyabet (7 hasta) idi.

Transplantasyon dncesi hi¢ bir hastada renal yetmezlik olmadigi goéralda.

Rejeksiyon durumu:

Hastalarin transplantasyon sonrasi ilk yil icinde rejeksiyon durumlari
degerlendirildiginde, 39 hastanin 6’ sinda rejeksiyon geligtigi goruldu. Rejeksiyon

gelisen 6 hastanin tamami erkek hastalardi (p=0,304).

Rejeksiyon gelisen 6 hastadan 2'si persistan virlri gosteren hastalardi

(p=0,104). (Toplam persitan virtrili hasta sayisi= 4).

Retransplantasyon:

Bir erkek hastaya ilk transplantasyondan sonra hepatik arter trombozu nedeni

ile retransplantasyon yapildi.
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Fluorescence (493-644)

0.014] B

2) Yontemlere gore pozitiflik saptanan olgular ve 6rnekler :

BKV gostergeleri pozitif olan hastalarin gogunda, tim vizitleri boyunca, sadece
bir parametre (Kan BKV DNA, idrar BKV DNA veya idrarda decoy testlerinden biri)
pozitif olmakla birlikte 2 hastada farkl vizitlerde (farkli zamanlarda) hem kanda BKV
DNA (+) hem de idrarda BKV DNA (+) saptandi. Baska iki hastada ise farkli
vizitterde hem kanda BKV DNA hem idrarda decoy hicresi pozitif saptandi. BKV
gostergelerinden en az biri pozitif olan hastalarin istatistiksel analizleri metin iginde

verilmis olup sonuglara ait ayrintili tablo ekte verilmigtir .

e Kan orneklerinde PZR ile BKV DNA pozitif saptananlar:

39 hastanin 5’inde (% 12.8) en az bir kez olmak Uzere, toplam 207 kan
orneginin 7’sinde (% 3.3) kanda gercek zamanli PZR ile BKV DNA pozitif saptandi.

Bu hastalardan birine ait kan 6rnegindeki BKV DNA pozitifligini gosteren
amplifikasyon egrisi Sekil 5’ te gosterilmistir.

Amplification Curves

2986

1 EB kpiml

2585 {standart DNA)\

2386

1 E32 kpiml BEW DMNA ——

(diz kontral, kan) S 111 kpdml
' Bk DRlA,

(Hasta no 25)\1

2,086
1,786
1,485
1,186
0,896
0,585

0256

5 10 15 20 25 a0 a5 40 45 50

Sekil 5: Kandaki BKV DNA pozitifligini gosteren amplifikasyon egrisi. ( E=10%)
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e idrar érneklerinde PZR ile BKV DNA pozitif saptananlar:

39 hastanin 11’'inde (% 28.2) en az bir kez olmak Uzere, toplam 207 idrar
orneginin 23’GUnde (% 11.1) idrarda ger¢cek zamanlh PZR ile BKV DNA pozitif
saptandi. Persistan virlri gosteren 4 hasta olup iglerinden birinin (hasta no 33) bitlin
vizitlerinde idrarda farkl kopya sayilarinda BKV DNA saptanmistir. Bu hastanin

sonuglari Ekteki tabloda ayrintili olarak verilmigtir.

e idrar érneklerinde decoy hiicresi saptananlar:

39 hastanin 13’Unde (%33.3) en az bir kez olmak Uzere, 207 idrar drneginin
26’sinda (%12.5) , sitolojik inceleme ile idrarda decoy hiicresi saptandi. idrarda
decoy hicreleri saptanan hastaya ait idrar mikroskobi goérintileri Resim 14’ te

verilmigtir.

Her G¢ yontem ile pozitifik saptanan hasta ve Ornek sayilari Tablo 6 da

verilmigtir.

Tablo 6: Yontemlere gore pozitiflik saptanan hasta ve 6rnek sayilar

Hasta sayisi n (%) Ornek sayisi n (%)

Yontem

n= 39 n= 207
idrarda decoy 13 (33.3) 26 (12.5)
idrarda PZR 11 (28.2) 23 (11.1)
Kanda PZR 5(12.8) 7 (3.3)
Decoy+ idrar PZR 0 (0.0) *
Decoy+ kan PZR 2(5.1) ¥
idrar+ kan PZR 2 (5.1) *
Decoy+ idrar PZR+ kan PZR 0 (0.0) *

* Ayni hastaya ait farkh drneklerde (kan, idrar) ¢alisildigi igin ornek bazinda sayi verilmemistir.
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Resim 14-A) Decoy hiicreleri ve normal epitel hiicreleri bir arada ( x40 biiyiitme)

Resim 14-B) Decoy hiicreleri (x100 biiytitme)

52



Resim 14-C) Decoy hiicresi (x100 biiyiitme)

a) Olgularin cinsiyete gore degerlendirilmesi:

BKV DNA ve decoy pozitifliklerinin cinsiyete goére dagihmi Tablo 7’ de

gosterilmistir.

Tablo 7: BKV DNA ve decoy pozitifliklerinin cinsiyete gore dagilimi

Kanda BKV DNA (+) | idrarda BKV DNA (+) Decoy (+)
Erkek 5 7 12
Kadin 0 4 1
Toplam * 5 11 13

*2 hastada hem kan hem idrar BKV DNA (+). 2 hastada hem kan BKV DNA hem decoy (+).
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30 erkek hastanin 10’unda (%33), 9 kadin hastanin 4’inde (%44) herhangi bir
vizitte kan ve/veya idrar BKV DNA pozitif idi (p=0.696). Decoy pozitif olan 13
hastanin 12’ si erkek 1’i kadin idi (p=0.225).

b) Olgularin yasa gore degerlendirilmesi:

Kan ve/veya idrar BKV DNA negatif ve pozitif ¢gikan gruplarin yas ortalamalari
negatif grupta 49.7 + 10.7, pozitif grupta ise 50.1£11.2 idi.

Decoy pozitif olgularin yas ortalamasi negatif grupta 51.0 £ 10.1, pozitif grupta
ise 47.5+£12.0 idi.

c) Olgularin transplantasyona neden olan primer hastaliklara gore

degerlendirilmesi:

Transplantasyona neden olan primer hastallk ve BKV gostergeleri arasindaki

iliski Tablo 8 ve 9’ da gosterilmistir.

Tablo 8: Primer hastalik ve kan ve/veya idrar BKV DNA arasindaki iligki

Kan ve/veya Kan ve/veya
Primer idrar BKV idrar BKV Toplam p
hastalik DNA (-) DNA (+) n(%)*
n (%) n (%)
Non viral
. N 5 (50.0) 5 (50.0) 10 (100.0)

etiyoloji
Viral etiyoloji 20 (69.0) 9 (31.0) 29 (100.0) 0.446
Toplam 25 (64.1) 14 (35.9) 39 (100.0)

* Satir yuzdesi alinmigtir
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Tablo 9: Primer hastalik ve decoy iligkisi

Primer DECOY (-) DECOY (+) Toplam
p

hastalik n (%) n (%) n(%)*

Non viral
. 5 8 (80.0) 2 (20.0) 10 (100.0)

etiyoloji
Viral etiyoloji 18 (62.1) 11 (37.9) 29 (100.0) 0.445
Toplam 26 (66.7) 13 (33.3) 39 (100.0)

* Satir yuzdesi alinmigtir

d) Olgularin donér tipine gore degerlendirilmesi:

BKV DNA ve decoy pozitifliklerinin donér tipine gére dagilimi Tablo 10’ da

gOsterilmistir.

Tablo 10: Pozitif olgularin donor tipine gore dagilimi

Kan ve/veya idrar BKV
Decoy (+)
DNA (+)
Kadavradan Tx n (%) 8 (57.1) 5 (38.5)
Canlidan Tx n (%) 6 (42.9) 8 (61.5)
Toplam 14 (100.0) 13 (100.0)
p 0.313 0.740

e) Olgularin komorbid hastaliklara goére degerlendiriimesi:

Kan ve/veya idrar BKV DNA pozitifligi ve decoy pozitifligi ile komorbid
hastaliklar arasindaki iliski Tablo 11’ de gosterilmigtir.
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Tablo 11: BKV gostergelerinin pozitifligi ile komorbid hastaliklar arasindaki iligki

Kan ve/veya idrar BKV (+) Decoy (+)

Komorbid hastalik var n (%) 4 (28.6) 3(23.1)
Komorbid hastalik yok n (%) 10 (71.4) 10 (76.9)
p
0.193 0.093

Diyabetin kan ve/veya idrar BKV DNA ile iligkisi degerlendirildiginde istatistiksel

anlamli fark saptanmadi (p=1.00).

Diyabet tanisi olan 7 hastanin hi¢ birinde idrarda decoy hiicresi saptanmazken,
idrarda decoy pozitifligi olan 13 hastanin ise hi¢ birinde diyabet tanisi olmadigi
goruldi (p=0.07).

f) Olgularin rejeksiyon durumuna gore degerlendirilmesi:

Alti tane rejeksiyon olgusunun 4’Unde kan ve/veya idrarda BKV DNA
saptanmistir (p=0.163). 13 tane decoy pozitif olgunun ise 2’sinde rejeksiyon

mevcuttur. istatistiksel olarak anlamli fark yoktur. (p=1.000)

g) Vizitlere gore pozitif olgularin laboratuvar sonuglari:

Kan vel/veya idrar BKV DNA pozitifliklerinin o vizitteki laboratuvar sonuglari
Uzerine etkisi incelendi. Her bir vizit icin kan ve/veya idrar BKV DNA pozitif olgular
ile negatif olgularin WBC, % PNL, % monosit, % lenfosit, kreatinin, AST, ALT
ortalamalari kargilastirildi. Buna gére; iki grup arasinda WBC, PNL, monosit ve

lenfosit ortalamalarinda istatistiksel anlaml fark saptanmadi.

Kreatin ve ALT ortalamasi gruplar arasinda farklilik gdstermezken, 1.vizitte

(15.gln) pozitif olgularin AST ortalamasinin negatif olgularin AST ortalamasindan
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fazla oldugu ve istatistiksel olarak bu farkin anlamli oldugu saptandi (p=0.01).
3.vizitte (45.glin) ise tam tersine negatif olgularin AST ortalamasinin pozitif

olgulardan fazla oldugu goéruldd, istatistiksel fark anlamli saptandi (p=0.006).

Vizitlere gore kan ve/veya idrar BKV pozitif ve negatif gruplarin WBC, % PNL, %
monosit, % lenfosit, kreatin, AST, ALT ortalamalari ve p degerleri ayrintili olarak
Tablo 12 ve 13’ te verilmistir.
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Tablo 12: Kan ve/veya idrar BKV DNA ile WBC (% PNL, Monosit, Lenfosit) iliskisi

Kan
ve/veya
Idrar WBC % % %
-} BKV (] (] (]
Vit ona | n/mme | P | ene | P [ mono | P | LEnFO | P

- 9293 + 4482 82+7 612 8+4

1 0.8 0.4 0.2 0.1
+ 10600£9326 85+9 413 747
- 9103 + 4471 76 8 742 13 7

2 0.9 0.6 0.8 0.4
+ 7900 +848 80+2 613 9+2
- 8456 + 3490 767 7+2 13+6

3 0.8 0.07 0.08 0.2
+ 8725 + 5368 83 3 541 9 +2
- 7482 £2948 71411 915 167

4 0.05 0.8 0.6 0.7
+ 5120 +1370 7348 842 1547
- 739642587 74+9 743 167

5 0.05 0.7 0.8 0.5
+ 525012145 7342 61 17+3
- 653442473 69+9 743 19+7

6 0.9 0.9 0.1 0.9
+ 68713364 70£9 542 21+10
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Tablo 13: Kan ve/veya idrar BKV DNA ile Kreatin, AST, ALT iligkisi

Kan
» ve/veya
viziTt Idrar Kreatin p AST p ALT p
BKV
DNA
_ 0.8+0.3 35 + 38 84 +134
1 0.3 0.01 0.05
+ 1.0+ 0.7 173 *+ 166 334 £ 372
— 0.8+0.2 19+8 43 + 40
2 0.2 0.8 0.7
. 0.6%0.2 17 +1 29+ 25
B 0.9+0.3 26 * 35 49 75
3 0.2 0.006 0.05
+ 0.7 +0.1 10 1 14 +3
B 09%0.3 20+14 35+43
4 0.2 0.5 0.5
+ 0.7+ 0.2 178 30+20
- 0.9%0.2 19+12 24+ 14
5 0.3 0.7 0.7
+ 0.8%0.2 34 £33 45+ 45
- 0.940.2 22+14 31146
6 0.2 0.1 0.5
+ 0.8+0.1 37433 37433
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h) Pozitif olgularin immunsupresif tiiri ile iligkisi:

immunsupresif ilacin tirG ile kan ve/veya idrar BKV DNA iligkisi analiz
edildiginde istatistiksel anlamli fark saptanmadi. En sik kullanilan protokol

mikofenolat mofetil+ siklosporin+ prednisolon idi.

i) Pozitif olgularin en sik semptom ve bulgulari:

Kan ve/veya idrar BKV DNA pozitif olgulardaki en sik semptom ve fizik
muayene bulgusu degerlendirildiginde; her bir vizit icin 2-7 arasi BKV DNA pozitif
olgu olup bunlarin 2-5’ i asemptomatik ve 2-7’ si normal fizik muayene bulgularina
sahip idi. Geri kalanlarda ise spesifik olmayan, birbirinden farkh semptom ve

muayene bulgulari mevcuttu.

j) Eslik eden enfeksiyonlar:

BKV pozitifligi saptanan vizitlerde eslik eden belirgin bir enfeksiyon tiru
(bakteriyel, fungal, viral) yoktu. Taburculuk sonrasi transplantasyon poliklinik
kontrollerinde CMV (Cytomegaloviris) rutin araliklarla taranmayip sadece hastanin
CMV enfeksiyonu dusindirecek semptom ve bulgusu varsa test edildidi igin, pozitif

olgularin CMV birlikteligi degerlendirilememistir.

k) BKV DNA ve decoy pozitifliklerinin vizit zamanlarina gére dagilimi:

Kan BKV DNA, idrar BKV DNA ve decoy pozitif olgu sayilarinin 15., 30., 45.,
60., 75., 90. gunde yapllan vizitlere gére dagihm grafigi Sekil 6’ da verilmigtir.
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—&— Kan BKV + —— idrar BKV + Decoy +

10 -
9 .
8 .
» 7 -
®
7] 6 - /
=
z_om . ’./[J
s 4y
N
(e} ()]
o &
2 .
1 - & < ¢
0 T T T 1
1. vizit 2. vizit 3. vizit 4.vizit 5.vizit 6.vizit
(15.gtin) (30.giin) (45.giin) (60.gtin) (75.giin) (90.giin)

vizitler

Sekil 6: Pozitif olgu sayilarinin vizitlere gore dagilim grafigi

1) Testlerin duyarlilik ve 6zgulliigii :

Kanda BKV DNA pozitif olan 5 olgunun 2’sinde idrarda da BKV DNA pozitif ;

kanda BKV DNA negatif olan 20 olgunun 17’'inde idrarda da BKV DNA negatif

saptanmistir.

Kanda BKV DNA pozitif saptanan 5 olgunun 2’sinde idrarda decoy hucresi
saptanmig, kanda BKV DNA negatif olan 20 olgunun Q’unda idrarda decoy hicresi

saptanmamisgtir.

Testlerin duyarlikhk ve 6zgullugu Tablo 14’ de gosterilmigtir.
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Tablo 14: Testlerin duyarlilik ve 6zgilliigi

Kan PZR Pozitif Negatif

Test Duyarlihk | Ozgullik | Prediktif | Prediktif

+ - T Deger Deger

idrar PZR | - 3 25 | 28 % 40 % 73.5 % 18.1 % 89.2

Decoy - 3 23 | 26 % 40 % 67.6 % 15.3 % 88.4
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TARTISMA

PolyomavirGsler tim dinyada yaygin olarak bulunur ancak saglikli
populasyonda belirgin bir hastaliga neden olmazlar. BKV gerek seronegatif bir
aliciya seropozitif bir vericinin dokusu ile nakledilerek, gerekse énceden seropozitif
alicilarda immunsupresif ilaglarin kullanimi ile reaktive olarak, immun sistemi

baskilanmis hastalarda ciddi klinik tablolara neden olabilir (50).

Dlnyada tum erigkin populasyonun % 90’1 polyomaviruslerden biri olan BKV
acisindan seropozitiftir (12). Ulkemizde ise 1123 saglikli kisinin dahil edildigi bir
calismada, BKV seroprevalansi % 78.5 olarak saptanmigstir. Bu sonug Ulkemizde de

BKV’ nin yaygin oldugunu gdstermektedir (51).

Bu viris immunsupresif hastalarda aktive olarak nefropati, hemorajik sistit ve
Ureteral darliga neden olur. BKV’ nin neden oldugu nefropati (BKVN) bdbrek
transplantasyon alicilarinda greft kaybi nedenlerinden biri olmasi agisindan
onemlidir (12). BKV infeksiyonu bdbrek transplantasyonu yapilan hastalarda % 1-10
oraninda nefrit ve greft reddine neden olabilir (41). BKV iligkili nefropati gelisen
bdbrek transplant alicilarinin % 15-45’ inde greft kaybi bildirilmigtir (52,25).

BKV’ nin bébrek digi solid organ transplantasyonundaki (BD-SOT) yeri ise
netlesmis degildir. Bu nedenle ¢alismamizi, karaciger transplantasyonlu hastalarda
BKV’ yi U¢ ayri yontemle arastirarak hem bu hasta grubundaki sikligini hem de klinik
izlem yaparak pozitif olgulardaki seyrinin gézlemlenmesini amaclayan, prospektif

midahalesiz gézlem ¢alismasi olarak tasarladik.

Dinyada karaciger transplantasyonu yapilan hasta grubunda bu virlisin rutin
takipte yer alacak 6éneme sahip oldugunu belirten c¢alismalar oldugu gibi (53), bu
grupta 6neminin disutk oldugunu belirten ¢alismalar da (9,54) mevcut olup konu ile
ilgili fikir birligi su an igin saglanmis degildir. Ulkemizde ise Pubmed veri tabaninda
“BKV in Turkey, BK virus in Turkey, Polyomavirus in Turkey, BKV Turkish, BK Virus
Turkish, Polyomavirus Turkish” anahtar kelimeleri kullanilarak ve Turkmedline veri
tabaninda “BKV, Polyomavirls, karaciger” anahtar kelimeleri kullanilanarak yapilan
tarama sonucunda BKV ile ilgili c¢alismalarin mevcut oldugu ancak karaciger
transplantasyon grubunda caligma olmadigi goruldu. Ulagabildigimiz kaynaklara
goére calismamiz, Ulkemizde karaciger transplantasyon grubunda BKV arastirmaya

yonelik ilk galismadir.
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Transplantasyonu takip eden ilk aylar, immunsupresyonun en yodun oldugu
donem olup, viral firsatgl enfeksiyonlar bu donemde en yogundur. Yapilan benzer
c¢alismalarda BK vireminin % 78- 90’1 transplantasyon sonrasi ilk 3 ayda oldugundan
(10,58,55), calismamizda da transplantasyon sonrasindaki ilk 3 ay boyunca hastalar
hem kan hem idrarda BKV ydninden izlenmistir (kan ve idrar érneklerinde kantitatif
RT PZR ile BKV DNA arastirilirken es zamanli olarak idrarda da decoy hicresi

taranmustir).

Calismamizda % 28.2 oraninda BK virlri saptadik. Karaciger transplantasyon
grubunda yapilmis benzer serilerde Splendiani ve ark. (56) % 6.2, Munoz ve ark.
(55) % 7.8, Marshall ve ark.(57) % 8, Doucette ve ark. (10) % 12 ve Loeches ve
ark.(53) % 21 oraninda BK virGri saptamis iken Barton ve ark. (58) ise
hastalarindan 8'i karaciger transplantasyonlu olan calismalarinda virtiri ve viremi
saptamamistir. Calismamizda ise virlri orani karaciger transplantasyon grubunda

saptanan viruri ortalamalarindan fazla (% 28.2) bulunmustur.

Viremiyi ise 5 (% 12.8) hastada saptadik. Ayni hastada farkli vizitlerde hem
viremi hem virlri varhigi tespit ettik (5 hastadan 2’si) ancak bunlarin hi¢ birinde
viremi saptanan vizitte ayni anda idrarda viruri saptanmadi. Mitterhofer ve
arkadaslarinin (59) karaciger transplantasyon adaylarinda yaptiklari ve virtri +
viremiyi ayni anda saptadiklari ¢aligmalarinin yaninda; virtrinin eslik etmedigi viremi
veya viremisiz virlri olan pek ¢ok galisma da mevcuttur (53,55,60,61,62,63). Bu
durum BKYV arastirilirken her iki érnekte (kan ve idrar) es zamanh PZR calisiimasi

gerektigini disundidrmektedir.

Solid organ transplant alicilarinda BK viruri ve viremisinin degerlendirildigi pek
cok calisma mevcuttur. Ornegin; Munoz ve ark. (55) karaciger, kalp ve bdbrek
transplantasyonu yapilan 156 hastayi aldiklari prospektif prevalans c¢alismasinda,
multiplex nested PZR ile BKV, JCV ve SV 40 kalitatif olarak arastinimigtir. Hasta
ornekleri transplantasyon sonrasi hastalarin ortalama 1.5 yil boyunca herhangi bir
zamanda, herhangi bir nedenle hastaneye basvurulari sirasinda, sadece bir defa
toplanmig, duzenli takip yapiimamistir. 64 karaciger transplantasyon hastasinin
5inde (% 7.8) virlri saptanirken, viremi saptanmamistir. Bobrek ve kalp
transplantasyonu yapilan hastalarin ise 9unda (6 bdbrek, 3 kalp) viremi
gosterilmistir. Viremi genellikle bobrek transplantasyonunu takip eden 2. ayda
(ortalama 52. gun) saptanmistir. Bébrek transplantasyon alicilarinin tamaminda,

kalp transplantasyon alicilarinin ise birinde viremi saptanan dénemde bdbrek
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fonksiyonlarinda bozulma olmus ve 2 bdbrek transplant alicisinda BKV’ ye bagli
greft reddi gelismistir. Karaciger transplantasyonu yapilan hastalarda ise BKV
replikasyonu ile bdbrek fonksiyonlari arasinda herhangi bir iligki bulunmamistir.
Doucette ve ark. (10) 7 kalp, 25 karaciger, 28 akciger transplant alicisinda 3., 6. ve
9.aylarda toplanan kan ve idrar drneklerinden gercek zamanli PZR ile BKV DNA
arastirdiklari ¢alismada, 25 karaciger transplantasyon hastasinin 3 (%12) Unde
virari tespit edilmis ancak viremi saptanmamistir. Toplamda 60 hastanin 9'unda
saptanan virlrinin 7(% 77.7)’si transplantasyon sonrasi 3.ayda saptanmistir. Hirsch
ve ark. (41) yaptiklari calismada ise, ileri yas, erkek cinsiyet, diyabet varligi ve
beyaz irk BKV' ye bagh nefropati icin risk faktori olarak bildirmislerdir.
Calismamizda ise bu faktorler ile BKV pozitifligi arasinda istatistiksel anlamhlik
saptanmamistir. Diyabet tanisi olan 7 hastamizin hi¢ birinde idrarda decoy hucresi
saptanmazken, idrarda decoy pozitifligi olan 13 hastamizin ise hi¢ birinde diyabet
tanisi olmadigi goruldd. Ulasabildigimiz kaynaklar icinde diyabet ve decoy hicresi

iliskisi ile ilgili yayina rastlanmamistir.

Ulkemizde Rota ve ark. (64) tarafindan yiksek risk grubundaki hastalarda
yapilan BKV / JCV arastirmasinda, c¢alismamizda oldugu gibi High Pure PCR
Template Preparation Kit ve Light Cycler ile gergcek zamanli PZR caligiimistir. Rota
ve ark.(64) toplam 115 hastaya ait 268 6rnekte (62 kan, 206 idrar) BKV ve/veya
JCV arastirdiklari calismalarinda; farkli kliniklerden (¢ocuk nefroloji, boébrek
transplantasyon dnitesi, eriskin nefroloji, kemik iligi transplantasyon Unitesi ve ¢ocuk
hastaliklari) gelen o6rnekler Uzerinden retrospektif olarak degerlendirme yapmis
ancak klinik izlem yapmamiglardir. Karaciger transplantasyon hastalari ise
calismaya dahil edilmemistir. Ornek tiirii ayrimi ve BK/JC virlis ayrimi yapilmadan
verilen toplu sonugta, Polyomavirus DNA pozitifligi (BKV+JCV birlikte) %33.2
(89/268) olarak bildirilmistir. Bu calisma BKV’ nin sik olarak goérildigu bilinen
nefroloji ve hematoloji kliniklerinden gelen 6rneklerde yapilmasina ragmen, kan
drneklerinin sadece birinde (1/62; %1.6) BKV DNA pozitiflii saptanmistir. ilging
olarak calismamizda, BKV sikligi bobrek transplantasyonuna goére daha nadir
beklenen karaciger transplantasyon grubunda 207 kan érneginin 7 (%3.3)’ sinde BK
viremi saptanmistir. Bu calismada drneklerin %24.7 (22/89)" sinde BKV DNA = 107
kopya/ml ve timunUn idrar oldugu izlenmistir. Calismamizda BKV DNA pozitiflikleri
10'-10% kp/ml arasi olup 10* kp/ml olan tek érnek mevcuttu ve bu da idrar
ornegiydi. Rota ve ark.nin (64) calismasi renal transplanth ve hematolojik

maligniteli grupta oldugu icin karaciger transplantasyon grubuna oranla BKV’ nin
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daha yuksek kopya sayisinda saptandigi dusunulebilir. Ancak Loeches ve ark.’ nin
(53) bizim galismamizda oldugu gibi sadece karaciger transplantasyon grubunda
yaptiklari calismalarinda ise, kanda BKV yiikii ortalama 10° kp/ml ve idrar BKV yiikii
10% kp/ml gibi yilksek degerlerde bildirilmistir.

Loeches ve arkadaslarn (53) bu galismada prospektif olarak gergek zamanl
PZR ile BKV izlemi yapmistir. Calismaya 2 yil suresince transplantasyon yapilan 62
hasta dahil edilmistir. Hastalardan transplantasyon sonrasi 1.hafta ve 1., 3., 6., 9.,
12., 15., 17., 21., 24. aylarda idrar ve kan Ornekleri toplanarak bunlarda BKV
taranmigtir. Bu hastalarin % 22.5" u kadin ve tUm hastalarin yas ortalamasi 51.4
olup galismamizdaki dagihmla uyumludur ( ¢alismamizda sirasiyla % 23.1 ve 49.8).
Sonucta Loeches ve ark. hastalarinin % 21’ inde BK virliri, % 18 inde BK viremi
oldugunu bildirirken, yaptigimiz ¢calismada hastalarin % 28.2’ sinde virlri, % 12.8’

inde viremi saptandi.

Loeches ve ark. (53) Ispanya’da yaptiklari bu ¢alismada hastalarin % 38.7°
sinde primer neden hepatit C olarak saptanirken, ¢alismamizda transplantasyona
neden olan en sik primer hastalik % 41 oraninda hepatit B’ dir. Her iki calismada da
primer hastaliklar ve BKV’ nin istatisitiksel anlamli birlikteligi saptanmamistir.
Pankreas ve bdbrek transplant alicilarinda yapilan bagka bir calismada da primer

hastalik tiru ve decoy pozitifligi arasinda anlamli iligki saptanmamistir (66).

Ozellikle bébrek transplantasyonunda uzamis soduk iskemi siiresi transplante
bébrekte BKV nefritini kolaylastirici bir faktér olarak kabul edilmektedir. Canli
dondrden yapilan transplantasyonlarda BKV nefritinin daha az saptandigini
gOsteren galismalar bu gorusu desteklemektedir (66). Ancak galismamizda dondr
tipi ile BKV pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamh fark saptanmadi. Benzer
sekilde Kroth ve arkadaslarinin (65) pankreas-bdbrek transplantasyon grubunda
yaptiklari ¢alismalarinda da decoy pozitifligi ile donér tipi arasinda istatistiksel

anlamli iligki saptanmadigi bildirilmistir.

Loeches ve ark.(53) rejeksiyon epizodundaki karaciger transplantasyon
hastalarinda BK vireminin daha yaygin oldugunu géstermistir. En az ¢ ay viremik
seyreden bir karaciger transplantasyon hastasinda hem renal yetmezlik hem de
karaciger biyopsisinde viral enfeksiyonu destekleyen bulgular olan akut rejeksiyon
gelistigini bildirmiglerdir. Calismamizda 39 hastanin 6’sinda rejeksiyon gelismis olup
rejeksiyon gelisen hastalarin 4’Gnde kan ve/veya idrarda BKV pozitif idi. Bu 4

hastanin 2’sinde persistan virari vardi. (Persitan virGri olan 4 hastanin 2’ sinde
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rejeksiyon gelisti.) Bu bulgular karaciger transplantasyon hastalarinda rejeksiyon

gelisiminde BKV’ nin rolinin degerlendiriimesinde heniz yetersizdir.

Calismamizda hastalardan biri (hasta no 33) son virlri saptanan vizitten 3 ay
sonra alinan biyopsi ile rejeksiyon tanisi aldi. Diger hasta (hasta no 28) ise kanda
BKV DNA pozitif saptanan vizitinden 4 glin sonra karaciger fonksiyon bozuklugu
nedeni ile alinan biyopside rejeksiyon tanisi aldi. Bu tanidan 6 hafta sonraki vizitinde
ise hastada BK viruri saptandi. Hastaya hepatik arter trombozuna bagh rejeksiyon
tanisi ile retransplantasyon vyapildi. Hepatik arter trombozu karaciger
transplantasyonu sonrasi gorilen mekanik komplikasyonlar arasinda mortalite ve
morbiditenin en 6nemli faktéridur. Karaciger transplantasyonu sonrasi %3-9
oraninda gorulir. Erken doénemde (ilk dort hafta) ortaya cikan hepatik arter
trombozu; hastaya verilen taze donmus plazma, trombosit sispansiyonu, K vitamini
ve kriyopresipitata baglh gelisen hiperkoagulabilite veya cerrahi teknikteki hatalar
nedeni ile olabilir (67). Literatirde ulasabildigimiz kaynaklar icinde BKV ve hepatik
arter trombozu iligkisine rastlanmadi. Bu sonugclar BKV pozitifliginin, rejeksiyon riski
olan karaciger transplantasyonlu hastalarda, rejeksiyonu kolaylastirici faktérlerden

biri olabilecegini distinddrdu.

Bobrek digi solid organ transplant alicilarinda kronik bobrek yetmezliginin
nedeni genellikle kalsindrin inhibitdr toksisitesi olup % 7-21 oraninda goralir (55,68).
Calismamizda BK viremi genelde bir hastada yalnizca bir veya birbirini takip
etmeyen iki vizitte pozitif olup, viremi saptanan vizitlerde ve viremik hastalarin
sonraki takiplerinde bdbrek fonksiyonlarinda herhangi bir degisiklik saptanmadi.
Ancak karaciger transplantasyon alicilarinda yapilan bazi c¢alismalarda, tek bir
viremi epizodu ile bdbrek fonksiyonlari etkilenmedigi halde, persistan BK viremi
sonucunda bdbrek yetmezligi gelistigi bildirilmistir (53). Bu da persistan vireminin
sadece bobrek transplantasyonunda degil, karaciger transplantasyonu yapilan
hastalarda da boébrek disfonksiyonuna neden olabilecegini gdstermektedir.
Calismamizda persistan viremi saptanmadigi igin bdbrek fonksiyonlarinin normal

olarak kaldigi dusunulmektedir.

Calismamizda toplam 11 virdrili (dordlu Persistan virtrili) hasta olup bunlarin

transplantasyon 6ncesi ve sonrasi bobrek fonksiyonlari normal diizeylerde saptandi.

Splendiani ve ark. (56) ¢alismamizdaki sonuca benzer sekilde, virlri saptadiklari
karaciger transplantasyonlu hastalarda, serum kreatin ortalamasini normal (0.9

mg/dl) olarak saptamislardir. Yine karaciger transplantasyonlu gocuk hastalarda
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yapilan bir BKV prevalans calismasinda (69) BKV pozitif ve negatif grup arasinda
bdbrek fonksiyonlari agisindan fark saptanmamistir. Saundh ve arkadaslar (70),
renal transplantasyon yapilan 30 hastayi izledikleri ¢calismalarinda, 8 hastada BK
virurisi saptamiglar ve 12 ay sonra bunlarin sadece birinde biyopsi ile dogrulanan
nefropati gelistigini bildirmislerdir. Calisma sonucunda nefropati gelisiminin ylksek
dizey (= 107 kopya/ml) viruri ile iligkili oldugu belirtilmistir. Amerikan
Transplantasyon Dernegi de, polyomavirus DNA’sinin idrarda = 107 kopya/ ml,
plazmada ise = 10* kopya/ml olmasi halinde klinik olarak nefropatinin
gelisebilecegini kabul etmektedir (71). Calismamizda saptanan BKV DNA 10'-10%
kp/ml arasi olup, bu disik kopya sayilari nedeni ile virlri ve viremi saptanan
olgularda, izlenen sire icinde, nefropati gelismedigi disundldd. Bu hipotezi
destekler sekilde pediatrik karaciger transplantasyonu grubunda yapilan bir
calismada, idrar BK viral yiikii ortalama 102 kopya/ml olup bu hastalarda da bdbrek

fonksiyonlarinda bozulma olmadigi bildirilmigtir (60).

Karaciger transplantasyonu yapilmis olan hastalarda bobrek yetmezIigi
genellikle kalsindrin inhibitor toksisitesine baglandigindan ve bu grupta bobrek
transplantasyon grubuna gére daha az oranda bdbrek biyopsisine gidildigi igin,
bébrek fonksiyon bozuklugunun nedeninin (BKV? ila¢ toksisitesi?) kesin olarak
tanimlamasi ¢odu zaman yapilamamaktadir. Nadir calismalarda (53) karaciger
transplantasyonlu hastalarda BKYV iliskili nefropati (BKVN) goésterilebilmistir. Bununla
birlikte diger bobrek digi solid organ (kalp, akciger, pankreas) transplantasyonu
yapillmis hastalarda BKVN daha 6nce tanimlanmistir (72-77). Salama ve ark. (9),
41 karaciger transplantasyon hastasinda kan ve idrarda BKV DNA PZR ve decoy
hicresi taramasi yaptiklari g¢alismalarinda karaciger transplantasyon grubunda
bébrek fonksiyonlarindaki bozulmanin  Polyomaviris ile iligkili olmadigini

belirtmislerdir.

Calismamizda 1.vizitte (15.gtin) BKV DNA pozitif olgularin AST ortalamasinin,
negatif olgularin AST ortalamasindan fazla oldugu (p=0.01); 3.vizitte (45.gln) ise
tam tersine negatif olgularin AST ortalamasinin pozitif olgulardan fazla oldugu
goruldu (p=0.006). Rejeksiyon, iskemi, perfuzyon hasari, oddi sfinkter bozuklugu ve
anastomoz hatti 6demi gibi sorunlar nedeni ile transplantasyon sonrasi ilk haftalarda
AST degeri ylksek olabilir. Bu hastalarda transplantasyon sonrasi kullanilan ilaglar
da AST degerinde ylkselme veya dusmeye neden olabilir (Prof. Dr. Sedat
Karademir, Kigisel gérisme, Mayis 2013). Biliyer drenajin saglanmasinda kullanilan
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teknik tard dahil pek cok farkli neden AST dederinde dalgalanmalara neden
olabileceginden c¢alismamizdaki istatistiksel anlamlihlgin tek basina BKV

pozitifliinden kaynaklanmadigi dusunuldu.

Hirsch ve arkadaslar (7) bobrek transplant alicilarinda BK viremi veya idrarda
decoy hucresinin 6énemli bir kisminin, pulse steroid iceren anti rejeksiyon tedavi
rejimi alan hastalarda saptandigini bildirmistir. Baska bir ¢alismada ise steroid
kullanimi ve antitimosit globulin induksiyon terapisinin bobrek transplant alicilarinda
BKV replikasyonu icin bagimsiz risk faktdrt oldugu belirtilmistir (78). Bobrek disi
solid organ transplantasyonunda BK virlriyi sitolojik olarak degerlendiren bir diger
calismada ise takrolimusun yuksek dizeylerinin BK virtri ile iliskisi ortaya konmustur
(72). Barton ve arkadaslarinin (58) 8'’i karaciger transplantasyonu olan 34 hastalik
bobrek disi solid organ alicilarinda kronik renal yetmezlik nedenlerini inceledigi
calismada, BK virlri saptanan hastalarin tamaminin mikofenolat mofetil kullanmasi
ve bu immunsupresifi almayan hastalarda hi¢ virtri olmamasi dikkat cekicidir.
Brennan ve arkadaslan (79) ise virrinin mikofenolat mofetil - takrolimus alan
hastalarda en fazla oldugunu bildirmiglerdir. Loeches ve ark (53), bizim
sonuglarimiza benzer sekilde immunsupresif tird ile BKV pozitifligi arasinda
istatistiksel anlamhlik saptamamistir. Bu calismada en sik immunsupresif rejimi
takrolimus+ mikofenolat mofetil+ kortikosteroid iken merkezimizde karaciger
transplantasyon grubunda en sik siklosporin+ mikofenolat mofetil+ kortikosteroid
seklinde idi. Bu sonuclarda her bir ¢calismanin, farkh bir immunsupresif tirQ ile BKV
iliskisi oldugunu bildirmis olmasi, konu ile ilgili ortak bir gbriis olusmamasina neden
olmaktadir. Yine transplantasyon alicilarinda immunsupresif ilaglarin genellikle Ggli
kombinasyonlar halinde hastalara verildigi dusunulurse tek bir ilag tlrt Gzerinden bu

iliskinin degerlendiriimesi mimkun goérilmemektedir.

BK virlri veya viremi saptanan hastalarda genel olarak BKV enfeksiyonu
distindurecek sikayet veya fizik muayene bulgusu saptamadik. Munoz ve
arkadaslan da (55) BK virlri saptadiklari karaciger transplant alicilarinda, BKV
enfeksiyonu ile iligkilendirilebilecek herhangi bir semptom veya bulgu

saptamadiklarini bildirmislerdir.

GCahsmamizda BKV pozitifligi saptanan vizitlerde, bu pozitiflige eslik eden
belirgin bir enfeksiyon turt (bakteriyel, fungal, viral) olmadigi gorildi. Barton ve
ark.(58) bobrek disi solid organ transplantasyon grubunda yaptiklari ¢alismalarinda
CMV (Cytomegaloviris) varligi ile BKV pozitifligini iliskili bulmustur. Merkezimizde

69



taburculuk sonrasi karaciger transplantasyon poliklinik kontrollerinde, CMV rutin
araliklarla taranmayip sadece hastanin CMV enfeksiyonu dusundirecek semptom
ve bulgusu varsa test edildigi icin, calismamizda pozitif olgularin CMV birlikteligi
degerlendirilememistir.

Loeches ve ark. nin (53) sadece karaciger transplantasyon hastalarinda BKV
taramasi yaptiklari 62 hastalik galismalarinda, viremi saptanan 11 hastanin 7’si
transplantasyon sonrasindaki ilk ayda, 10’u ilk 3 ayda saptanmistir. 1 yildan sonra
higbir hastada viremi saptanmamistir. Calismamizda ise benzer sekilde viremi
saptanan 5 hastadan 3’0 transplantasyon sonrasi ilk ay icinde (15.gln vizitinde)
saptanmistir.  Bu sonuglar riskli hasta gruplarinda BK vireminin 6zellikle
transplantasyon sonrasi ilk hafta ve aylarda taranmasi gerektigini gostermektedir.
BK virtri ise primer BKV infeksiyonunu takiben transplantasyondan sonraki 10 giin -
6 hafta arasi ortaya cikabilir. Transplantasyon éncesi BKV seropozitif olanlarda
reaktivasyon ya da donoérden gelen yeni BKV susu ile reinfeksiyon durumunda ise
viriri 5 hafta - 17 ay arasi ortaya ¢ikabilir ve haftalarca veya yillarca persiste
edebilir (80). Bu durum virGrinin daha uzun slre izlenmesi gerektigini
gOstermektedir.

Calismamizda, BKV DNA arastirirken, ¢gabuk sonu¢ vermesi, kontaminasyon ve
JCV ile capraz reaksiyon oraninin en disik olmasi, nested PZR’ ye goére daha
duyarli olmasi (81) ve kantitatif olarak kopya sayisinin tespit edebilmesi nedeni ile
gergek zamanl kantitatif PZR kullanildi. Uretici firma tarafindan PZR Kkitinin
duyarhhgd %97.2, 6zgulligu ise %100 olarak verilmekte idi. Gerek transplantasyon
grubunda gerek kanser arastirmalarinda BKV saptamak icin pek ¢ok ¢calismada ayni
nedenlerden dolayi gergcek zamanl kantitatif PZR kullamimigtir (10,47,53,64,81).
Ayrica KDIGO (Kidney Disease; improving Global Outcomes) rehberi (82)
Polyomaviris baglantili nefropati (PVBN) izleminde PZR’ yi BKV replikasyonunun
sensitif ve spesifik bir markeri olarak gostermigtir.

Genis nukleuslu ve buzlu cam seklinde genis bazofilik inkluzyonlara sahip
epitelyal hucreler olan ‘Decoy hucreleri PZR’ den daha basit ve ucuz bir tarama
yontemidir. Bir c¢alismada idrarda >10 decoy/hpf (high powered field)
saptanmasinin BKVN icin tanisal degere sahip oldugu bildirilmigtir (66). Bununla
birlikte decoy hicrelerinin  diger viris (JCV, SV 40, CMV, Adenoviris)
enfeksiyonlarinda da ortaya c¢ikmasi (83), asemptomatik bireylerde idrarla
atilabilmesi ve malignite varliginda idrarda saptanmasi (38) BKV nefriti tanisindaki
degerini tartisilir kilmaktatir.
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idrarda Decoy hiicrelerin varligi bobrek transplantasyonu yapilan hastalarda
BKV enfeksiyonu tespiti igin yararli bir yontem iken (7) bdbrek disi solid organ
alicilarinda bu yontemin duyarlihdi net bilinmemektedir. Calismamizda kan ve idrar
orneklerinde gergcek zamanh PZR ile BKV arastirilirken ayni zamanda idrarda decoy
hicresi taramasi yapilmistir ancak decoy hucresi pozitiflikleri idrar BKV PZR
sonuglari ile uyumlu bulunmamistir.

Salama ve arkadaslarinin (9) sadece karaciger transplantasyon hastalarinin
alindigi ve galismamiza benzer sekilde kan+idrarda PZR ile BKV DNA ve idrarda
decoy taramasli yapilan ¢alismalarinda da hastalarin % 9.7’ sinde decoy hicresi
saptanirken bunlarin hi¢ birinde virlri saptanmamistir. Daha duyarli ve gulvenilir
sonuglar veren PZR ile desteklenmeyen decoy pozitiflikleri ve negatiflikleri, decoy
tarama testinin duyarliiginin distk oldugunu (52) kanitlamaktadir.

Klinik olarak Polyomavirus nefriti olmasa da asemptomatik bireylerin idrarinda
BKV atilabiliyor olmasi nedeniyle, hangi yontemle (sitoloji, elektron mikroskobi, PZR)
saptanirsa saptansin idrarda virGrinin BKV enfeksiyonundaki tanisal degeri BK
viremiden dusuktir (84). Kanda BKV DNA saptanmasi BKVN tanisinda daha
degerlidir. Nickeleit ve ark. (31). yapmis olduklari ¢alismada BKVN’ li hastalarin
tamaminda BK viremi saptarken, nefropati bulgusu olmayan gruptan sadece %
4.8'inde kanda BKV saptamiglardir. Ayrica hastalarin % 50’sinde klinik olarak
nefropati bulgusu ortaya ¢ikmadan 16-33 hafta 6nce kanda PZR ile BKV DNA
saptanmistir. Kanda PZR ile BKV DNA saptanmasi diger iki yonteme gore daha
sensitif ve spesifik bir testttir (31). Kanda BKV PZR testinin sensitivitesi % 100,
spesivitesi % 88 olarak verilmigtir (7). Calismamizda idrar BKV PZR ve decoy
tarama testlerinin, kanda BKV PZR testine gore duyarlihdi ve pozitif prediktif degeri
dusuk iken, negatif prediktif degerleri sirasiyla % 89.2 ve % 88.4 olarak
saptanmistir. Bu da bu iki testin negatifliginin BKV enfeksiyonun dislanmasinda
onemli oldugunu géstermektedir.

Sonug olarak; karaciger transplantasyon hastalarinda idrarda BKV hangi
yontemle arastirilirsa arastirilsin testlerin negatifligi pozitifliginden daha degerlidir.
Bu testler BKV enfeksiyonlarinin dislanmasinda rutinde kullanilabilir ancak pozitiflik
saptandiginda sonuglarin kan BKV DNA PZR sonuglari ile izlenmesi gerekir.
istatistiksel anlamli fark saptanamasa da, bobrek ve karaciger fonksiyon testlerinde
nedeni aciklanamayan bozulmalar saptandiginda, BKV' nin dikkate alinmasi
gereken bir etken oldugu dusundlmektedir. Bu hastalarda rejeksiyon gelisiminde
BKV’ nin rolliniin degerlendirilebilmesi igin prospektif daha fazla ¢alismaya ihtiyag

vardir.
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Ek Tablo: KAN BKV PZR, IDRAR BKV PZR VE iDRARDA DECOY TARAMA TESTLERINDEN
EN AZ BiRi POZITiF OLAN HASTALAR

HASTA NO 3 (E, 60 y)

ViziT KAN BKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.6 6300 %3 %4
2 0 0 0 0.7 4600 %8 %10
3 0 0 0 0.6 5100 %7 %14 yok
4 0 7.8 kp/ml 0 0.6 6500 %9 %7
5 0 269 kp/ml 0 0.6 4500 %7 %15
6 0 21.6 kp/ml 0 0.6 3800 %8 %15
HASTANO 5 (E, 49 y)
ViziT KAN BKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.6 7000 %3 %15
2 0 0 0 0.9 7400 %7 %26
3 0 0 + 0.9 7200 %7 %27 yok
4 0 0 0 1.1 5400 %8 %20
5 0 0 ? 0.9 3400 %8 %31
6 0 0 + 0.9 6000 %5 %33
HASTA NO 6 (E, 47 y)
ViziT KAN BKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.7 4900 | %12 %15
2 0 0 0 0.9 5000 | %13 %26
3 0 0 + 0.8 6200 | %10 %19 yok
4 0 0 0 0.8 6000 | %11 %18
5 0 0 0 0.7 5600 | %10 %24
6 0 0 0 0.9 4900 | %12 %27
HASTA NO 8 (K, 42y)
ViziT KAN BKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.6 5400 %8 %11
2 0 0 0 0.7 2700 %6 %11
3 0 131 kp/ml 0 0.8 3800 %7 %12 yok
4 0 197 kp/ml 0 0.8 3500 %8 %16
5 0 66.7 kp/ml 0 0.9 3500 %7 %15
6 0 0 0 0.8 2900 %7 %37
HASTA NO 12 (E, 55 y)
ViziT KAN BKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 6660 kp/ml 0 2.5 4800 %1 %1
2 .
3 VAR
4 (Klinik+
5 patolojik)
o EX
HASTA NO 15 (E, 50 y)
Vizit KAN BKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 + 0.6 18200 | %8 %5
2 0 0 + 0.7 26600 | %8 %2
3 0 0 0 0.6 13500 | %12 %12 VAR
4 0 0 0 0.6 8700 | %12 %18 patolojk
5 0 0 0 0.8 9900 %9 %20
6 0 0 ? 0.7 9000 %1 %12
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HASTA NO 16 (E,43 y)

ViziT KAN BKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.6 15300 | %4 %11
2 0 0 0 0.7 8800 %5 %12
3 0 0 + 0.7 9100 %6 %11 yok
4 0 0 0 0.8 9200 %4 %10
5 0 0 ? 0.8 9900 %5 %6
6 0 0 0 0.7 7400 %6 %14
HASTA NO 18 (E, 59 y)
ViziT KAN BKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.9 10900 | %3 %6
2 0 0 ? 1.5 6900 %7 %8
3 0 0 + 1.8 6800 %6 %5 | VAR
4 0 0 0 1.5 6300 %6 %4 | patolojk
5 0 0 + 1.4 8800 %5 %6
6 0 0 ? 1.3 5700 %5 %8
HASTA NO 21 (E, 49 y)
ViziT KAN BKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.4 5200 %8 %9
2 0 0 0 0.6 6400 %3 %8
3 0 0 0 0.5 5000 %4 %9 yok
4 0 12 kp/ml 0 0.6 4600 %4 %13
5 0 0 0 0.6 7500 %3 %6
6 0 13.6 kp/ml 0 0.8 6700 %7 %12
HASTA NO 22 (E, 54 y)
ViziT KAN BKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 + 1.2 19300 | %1 %6
2
3 yok
4 EX
5
6
HASTA NO 23 (E, 49 y)
ViziT KAN BKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.9 6800 %9 %20
2 0 0 0 0.9 12500 | %10 | %10
3 0 0 + 0.8 12500 | %8 %11 yok
4 0 0 + 0.9 11700 | %7 %10
5 0 0 + 1.2 9300 | %13 %9
6 0 0 + 0.9 6500 %9 %16
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HASTA NO 24 (K, 45 y)

ViZIT | KANBKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 1.8 6300 %9 %13
2 0 0 0 0.7 14600 %7 %24
3 0 0 0 0.8 19100 %4 %22 YOK
4 0 0 0 0.7 18000 %4 %30
5 0 0 0 0.7 11300 %3 %24
6 0 6.9 kp/ml 0 0.7 13100 %4 %32
HASTA NO 25 (E, 58 y)
ViZIT [ KANBKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.5 9500 %3 %6
2 0 0 + 0.7 8700 %8 %13
3 8 kp/ml 0 + 0.7 10500 %4 %11 YOK
4 0 0 0 0.7 8700 %5 %13
5 0 0 + 0.9 8500 %3 %9
6 111kp/ml 0 + 0.7 8300 %4 %11
HASTA NO 26 (E, 56 y)
ViZIT [ KANBKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 + 0.6 3900 %6 %8
2 0 0 ? 0.6 5500 %7 %7
3 0 0 + 0,7 5600 %10 %7 YOK
4 .
5
6
HASTA NO 27 (E, 60 y)
ViZIT | KANBKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 48.5kp/ml 0 0 0.8 7600 | %10 %10
2 0 0 0 0.9 7100 %7 %35
3 0 0 0 1.1 8800 %5 %18 VAR
4 0 0 0 1.0 10500 | %7 %16 K+P
5 31 kp/ml 0 0 0.9 4800 %4 %22
6 0 0 0 0.9 5500 %8 %22
HASTA NO 28 (E, 37 y)
ViZIT [ KANBKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 30 kp/ml 0 0 0.7 11100 %6 %4
2 0 0 0 0.8 15600 %3 %2
3 0 0 0 0.8 8700 %7 %8 VAR
4 0 0 0 0.8 7100 %7 %13 K+P
5 0 16.5 kp/ml 0 1.1 9000 %7 %13
6 0 154 kp/ml 0 1.1 8000 %10 %16
HASTA NO 29 (K, 58 y)
ViZIT [ KANBKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.4 5900 %6 %11
2 0 0 0 0.6 4900 %7 %16
3 0 0 0 0.8 6100 %8 %18 | YOK
4 0 0 0 0.8 5300 %8 %29
5 0 18.5 kp/ml 0 0.8 6400 %6 %16
6 0 0 0 0.8 3700 %10 %30
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HASTA NO 32 (E, 47 y)

ViZIT | KANBKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.6 4800 %4 %5
2 0 0 + 0.6 6200 %8 %9
3 0 0 + 0.6 6000 %7 %6 YOK
4 0 0 0 0.7 5100 %8 %8
5 0 0 + 0.7 4600 %9 %12
6 0 0 ? 0.7 4000 %8 %10
HASTA NO 33 (E, 55 y)
ViZIT | KANBKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 9.3 kp/ml 0 0.6 2500 %2 %21
2 0 156 kp/ml 0 0.8 7300 %4 %11 VAR
3 0 20.7 kp/ml 0 0.6 5100 %5 %8 Patolojk
4 0 68.7 kp/ml 0 0.6 4400 %11 %27
5 0 914 kp/ml 0 0.5 3300 %7 %20
6 0 48700kp/ml 0 0.7 4800 %6 %23
HASTA NO 34 (E, 57 y)
ViZIT | KANBKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 20.8 kp/ml 0 1.0 8400 %1 %4
2 0 0 0 1.3 6500 %11 %15
3 0 0 0 1.3 7200 %10 %14 YOK
4 9.3 kp/ml 0 0 1.2 6600 %10 %15
5 0 0 0 1.1 6900 %10 %18
6 0 0 0 1.1 6800 %10 %18
HASTA NO 36 (E, 22 y)
ViZIT | KANBKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 11 kp/ml 0 0 0.5 28500 %8 %2
2 0 0 0 0.5 14100 %12 %9
3 0 0 0 0.5 14900 %5 %9 YOK
4 0 0 + 0.5 11600 %12 %9
5 0 0 0 0.6 13600 %10 %15
6 0 0 0 0.5 12100 %12 %14
HASTANO 37 (K, 24 y)
VizIT | KANBKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.4 8900 %9 %15
2 0 0 + 0.6 12500 %5 %31
3 0 0 0 0.8 7500 %4 %6 YOK
4 0 0 0 0.5 5600 %17 %33
5 0 0 0 0.5 6400 %9 %23
6 0 0 0 0.6 5900 %9 %25
HASTA NO 38 (K, 61y)
ViZIT | KANBKV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN | WBC | MONO | LENFO | REJEKS
1 0 0 0 1.4 13800 %8 %11
2 0 0 0 1.5 10100 %6 %7
3 0 12.4 kp 0 1.0 15500 %5 %7 YOK
4 0 0 0 1.1 5900 %2 %21
5 0 0 0 1.7 7100 %1 %24
6 0 48.4 kp 0 1 3400 %2 %39
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HASTA NO 39 (E, 43 y)

vizit KANBKYV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN WBC MONO LENFO | REJEKS
1 0 0 0 0.5 9000 %9 %3
2 0 230 kp/ml 0 0.5 8500 %9 %7
3 . YOK
4
5
6

HASTANO 2 (E, 60 y)

vizit KANBKYV | IDRARBKV | DECOY | KREATIN WBC MONO LENFO | REJEKS
1 0 0 ? 1.8 14300 %3 %4
2 0 0 0 1.1 7100 %8 %17
3 0 0 + 1.0 5000 %11 %23 YOK
4 0 0 0 1.4 5300 %9 %21
5 0 0 + 0.9 6700 %7 %18
6 0 0 0 0.8 7900 %6 %19
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