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KISALTMALAR
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1. GIRIS

Epstein-Barr Virus (EBV) tim dunyada erigkinlerin %90’ini
enfekte eden insane herpesviriis ailesinin bir tyesidir.* Tikrik ve bogaz
salgilari ile yakin temas, kan ve kontamine esyalarla bulagsmaktadir.
Epidemiler yapmamaktadir. Epstein-Barr  Virus (EBV), enfeksiydz
mononikleoz (EM) basta olmak Uzere Burkit lenfoma ve nazofarengeal
karsinoma gibi malignitelerin de etiyolojisinden sorumludur. Sosyo-ekonomik
dizeyi dusuk toplumlarda prevalansi daha yuksektir. EBV enfeksiyonlari
genellikle cocukluk déneminde gelisip asemptomatik seyrederler. Tanisi
klinik, hematolojik ve serolojik bulgulara dayanir. Enfeksiyonun erken
déneminde I6kopeni veya normal |0kosit sayisi saptanabilir. Lenfomonositoz
yaninda %30 atipik lenfositler (Virosit yada Downey hucresi) enfeksiyonun 2.

haftasindan itibaren gelisirler.?>*

Sitomegalovirus, Rubella, Toxoplasma gondii enfeksiyonlari ve
bazi hematolojik malignensiler EBV enfeksiyonlarina benzer bulgular
olusturabilir. Ayrica immulnsiprese hastalarda primer enfeksiyon siklikla
siddetlidir ve 6lumcul olabilir. Bu nedenlerle EBV enfeksiyon tanisi énem
tasimaktadir. Viristn Virisiin major antijenleri; EBV nikleer antijen (EBNA),
erken antijen (EA), viral kapsit antijeni (VCA), membran antijeni (MA), latent

membran proteinidir (LMP).>

EM’un laboratuvar tanisi atipik lenfositlerin, heterofil antikorlarin,
virus antijenlerine kargi olusan spesifik antikorlarin ve viral DNA’nin
saptanmasi ile mimkunduar. EBV enfeksiyonun tanisinda kullanilan serolojik
testler hem akut enfeksiyonu, gecirilmis enfeksiyondan hem de
reaktivasyondan ayirmak igin gereklidir. EBV spesifik viral kapsid antijen
(VCA), nukleer antijen (EBNA) ve erken antijen (EA) antijenlerine karsi olusan
antikorlarin arastirilmasi tanida oldukga yol gdstericidir.? VCA IgM antikorlari
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akut enfeksiyon gostergesidir, enfeksiyonun ilk haftasi iginde ortaya ¢ikip tc¢
ay boyunca saptanirken; VCA IgG antikorlari semptomlarin baglamasindan 4-
7 gun sonra ortaya cikarak omuar boyu pozitif kalir. EBNA-1 IgG antikorlari
akut enfeksiyondan konvelesan doneme gegisin gostergesi olup 6mur boyu
saptanabilir.>® Kapsid antijeni p22’ye karsi olusan antikorlar da anti-EBNA-1
antikorlari gibi enfeksiyonun ge¢ déneminde olusur.? Giinimiizde EBV ile
iligkili hastaliklarin 6n/kesin tanisi, tedavi etkinliginin belirlenmesi ve

onlenmesinde EBV-DNA élgiimiinden yararlaniimaktadir.>®

Galismamizda serolojik olarak EBV akut kronik enfeksiyonu ve
ya reaktivasyonu dusundlen hastalarda gergek zamanl PZR yonteminin EBV
enfeksiyonunun tani  ve evrelendirmedeki 6neminin  belirlemesini

amaclanmistir.



2. GENEL BIGILER

2.1 Epstein Barr Virus

Epstein-Barr viruse (EBV), basta enfeksiydz mononukleoz (EM)
olmak Uzere Burkit lenfoma ve nazofarengeal karsinoma gibi malignitelerin
ayrica transplantasyon sonrasi immunsupresif konakta ortaya c¢ikan
posttransplant lenfoproliferatif hastaligin (PTLH) etiyolojisinden sorumlu

herpes grubundan bir viriistir.”

2.2 Fiziksel Ozellikleri

EBV 180-200 nm capili DNA virGsudir. Viris Herpesviridae
ailesinden Gammabherpesvirinaealt alt familyasinin bir Gyesidir. VirUs;
ikosahedral simetri dliizeninde, 126 kapsomerli, 120 nm ¢apinda ve kiliflidir.
Nukleokapsidi 100 nm capindadir. Cift sarmali 172 kb olan DNA’siI olgun
virionda lineer, latent olarak enfekte hucrelerde sirkiler yapidadir. EBV

genomu 80 protein kodlamaktadir.®

2.3 Tarihce

Epstein-Barr virist (EBV) ilk kez 19. ylzyll sonunda ates,
hepatosplenomegali ve lenfadenopati ile karakterize “glandiler ates” olarak
tanimlanmistir. 1964 yilinda Denis Burkit adli cerrah, Afrikali ¢ocuklardan
aldig timér érneklerini ingiliz Epstein, Barr ve Achong isimli arastirmacilara
gbndermis ve arastirmacilar herpes virls ailesinin daha énce bilinmeyen bu
dyesini tanimlamislardir. Bu virGstin enfeksiydz mononiukleozun (EM) etkeni
oldugu ise 1968 vyilinda gOsteriimistr. Daha sonra prospektif

seroepidemiyolojik calismalar EBV’'unun enfeksiydz mononukleozun etkeni



oldugu dogrulanmis. EBV’unun transformasyon yetenegi, 1970li yillarin
baslarinda dinlenme halindeki B lenfositlerinin EBV klonal ¢ogalmaya

yonlendirildigi calismalarin sonuglari ile belirlenmistir.®*°

2.4 Hastalik Mekanizmasi

EBV o6nce orofarinksin epitel hucrelerini enfekte eder, virisin
replikasyonu, hicrenin lizisi ve viryon salimi burada gergeklesir. Daha sonra
nazofarenks ve tukurik bezleri ile hedef hicre olan larenksin lenfoid
dokularinda bulunan duyarli B lenfositleri enfekte eder. Virls Uredigi hicreye
sitopatik etki yapmaz ancak, viris genomu igceren hicre, devamli Ureme
Ozelligi kazanir. Konakg¢l hicrelerden sentezlenen antijenik yapilar B
lenfositler icin otokrin biyume faktorinl stimile eder ve apoptozisi engeller.
Enfeksiyonla birlikte B lenfositler proliferasyon, stimulasyon ve sonrasinda
immuanglobdlin Gretimi icin aktive olur ve IgM basta olmak tUzere IgG ve IgA
sinifi antikorlar sentezler. Humoral ve hlcresel immin yanit gelismesine
ragmen virls konaktan elimine edilemez ve enfekte B lenfositlerin icinde

latent olarak kalir.®

2.5 EBV’nun Patogenezi

2.5.1 Enfeksiy6z Mononiikleoz (EM)

Enfeksiydz monontkleoz, en siklikla temel Epstein barr virus
(EBV) enfeksiyonunla iligkili bir klinik sendromdur. EBV bulasmasi agirlikli
mikroorganizmay! igeren tukruk salgisina maruz kalma yoluyla, siklikla
éplisme ve daha az cinsel yolla meydana gelir.** Enfeksiyéz mononiikleozun
baskin cogunlugu temel EBV enfeksiyonu esnasinda olusmasina ragmen,

enfeksiy6z monontkleoz sendromlari CD3’e karsi monoklonal antikorlar ile T-
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lenfosit azaldigindan sonra kronik olarak etkilenmis Kkisilerde de rapor
edilmistir.*? inkilbasyon dénemi, ilk maruz kalma zamanindan belirtilerin
baslangicina kadar, 30 ile 50 giin arasi olarak tahmin edilir **. Enfeksiy6z
mononukleoz en siklikla hayatlarinin ikinci on yili esnasinda ya da
sonrasinda EBV enfeksiyonu tagiyanlari etkiler. Ekonomik ve saglik kosullari
gegen yillar boyunca iyilestigi icin, erken c¢ocukluk doéneminde EBV
enfeksiyonu c¢ok azdir ancak buyume c¢agina geldiklerinde duyarli hale
gelirler. Ornegin, Japonya'daki 5 ile 9 yas arasindaki cocuklarin
seroprevalans orani 1990 yilinda %80’in Uzerinden 1995 ile 1999 yillari
arasinda %59’a dusmustur. Birlesik devletlerdeki enfeksiy6z mononikleozun
genel etki alani en ¢ok rastlanan 15 ile 24 yas grubu ile yilhik 100,000 kiside

500 civarinda rapor edilmistir.**

2.5.2 Nazofarengeal Karsinoma

Nazofarenks karsinomu etki alanindaki isaretli cografik ve nifus
farkhliklari tarafindan karakterize edilen bir epitel tGmdrdar. Bat
populasyonlarinda bu insidansi yillik her 100000 insanda belirli bir oranda
olusan batin kanserlerin %0.25’i kadar dusukken, Dogu Cin ve Guneydogu
Asya’da butin kanserlerin %20’sini temsil eder. Tumér Akdeniz Afrika’si
populasyonunda oldugu kadar Inuit populasyonunda (eskimo) da oldukca
siktir.®®> EBV genomu cografik dagilima ya da irksal gecmise bakmaksizin
NPC icinde kalici bir bicimde tespit edilmistir *°. Bu malignite tiimériin cografik
dagihmi hastalik duyarlihk genleri kadar c¢evresel faktorlerin kansorojen

isleyiste yer aldigini 6ne stirer.*’

Nazofarenks karsinomunun essiz bir 6zelli§gi Epstein-Barr virtsu ile kuvvetli

ortalikligidir. EBV genomu, EBV genomun NPC vakalarinin hepsinde tespit



edilebilir ve EBV duretiminin bu malignite pathogenezinde rol oynadigini

disiindirmektedir.*®

2.5.3 Burkit Lenfoma

Burkit Lenfoma yaygin, ara sira gorulen ve bagisiklik yetmezlik
iligkili agresif bir B-hucre habis tumorudur. Uzun yillardir bilinmektedir ki,
BL'deki ana donusum olayr MYC geninin yer degistirmesidir, ve bu yer
degistirmeye yol acan olaylar ve MYC’nin temel ekspresyonu ile hicrelere
hayatta kalmaya izin verenler yogun arastirmalarin konusudurlar. Epstein-
Barr viris enfeksiyonu, sitma, immin yetmezlik ve kendiliginden olan fiziksel
mutasyon hepsi bu kanserin dogusuna ve devamina katkida bulunabilir ve
onlarin mekanizmalari bu goéristin konusudur. Burkit Lemfoma cografik
dagihma ve Epstein-Barr virGsu iliskisine gore U¢ forma siniflandirilabilir:
endemik(eBL), sporadik (sBL) ve HIV iligkili BL.*°

Batin BL'lerin ayirici 6zelligi MYC geni ile immunglobulin agir
veya hafif zincir lokuslerinin biri arasindaki translokasyonudur. EBV ile ¢cok az
iliskili olan (sBL)'nin dinya c¢apindaki rastlanma gecmisi ¢cok azdir ve Bati
Avrupa ve Amerika’daki yetigkin lenfomalarin %1-2’sinden sorumludur, fakat
eBL vakalarin %95’inden fazlasinda EBV ile iligkilidir ve Afrika’'nin ekvatoral
kusaginda ve sitmanin hiperendemik oldugu dunyanin diger bolgelerinde
baskindir. EBV ile orta iligki gbsteren BL’ler timorlerin %87’ye kadarinin EBV
pozitif ve AIDS baslangiciyla siddetli bagisiklik sisteminin durdurulmasi
rastlantisindan dnce timorlerin gelisebildigi HIV tasiyicilarinda BL olustugu
Misir ve Brezilya’da belgelenmistir. Yaklasik olarak AIDS iligkili timorlerin
%30’u EBV pozitiftir. Siklikla gorilen EBV iliskili BL’nin 100,000 ¢ocukta 5-10
rastlantisi vardir ve Afrika ekvatoral kusagindaki ¢cocuk malignitelerin %74’(

kadarindan sorumludur. En siklikla karin timorlerine yol agan sBL’nin aksine,



eBL sik sik gene yada bobreklerde gorulur fakat karinda, yumurtaliklarda, yiz

kemiklerinde ve diger ekstranodal bolgelerde de olusabilir.*®

2.5.4 Hodgkin Hastaligi

Hodgkin lenfoma “Reed-Sternberg hucreleri” (bu hucreleri ilk
kez tanimlayan bilim adaminin adiyla anilmaktadirlar) ile diger lenfoma
tiplerinden ayrilir. Hastalikla iligkili diger hicreler “Hodgkin hucreleri” olarak
adlandirilmaktadir. Hodgkin hastalarinda %20-40 oraninda EBV-DNA ve
EBNA-1'in gosterilmesi EBV'nin Hodgkin lenfomanin patogenezine de katkida
bulunabilecegini gostermistir. Oranin daha az gelismis olan Ulkelerde daha
fazla oldugu bildiriimigtir. Yapilan galismalarda 6zellikle pediatrik hastalarda
ve mikst sellUler tip histolojisi gosteren vakalarda 6nemli oranda birliktelik
saptanmistir. EBV DNA'nin baslica Reed Steinberg hticrelerinde bulundugu
bildirilmistir. HD’nin temel biyolojisindeki virGsun rolinun artan bilgisi EBV
pozitif HD icin yeni terapatik stratejiler Uretebilir ve habis HD hicrelerindeki
EBV-gizli antigenlerin varligi hlcresel immunterapi icin bir hedef

gosterebilir.?*

2.5.5 immiin Sistemi Baskilanmis Hastalarda Patogenez

Normal kisilerde primer enfeksiyondan sonra EBV’u enfekte B
lenfositlerinde latent olarak kalmaya devam eder. Bu enfekte hicreler
periodik olarak virisun c¢ogaldigi litik replikasyon fazina girerler. Notralize
eden antikorlar, natural killer hicreleri (NK hucreleri) ve CD8 sitotoksik T
lenfositleri primer enfeksiyonu sinirlamaya ve immortalizasyon 6zelligi tasiyan
hacreleri kontrol etmeye calisir. Bu sekilde EBV'u ile enfekte B lenfosit
havuzu kontrol altinda tutulur. Bununla birlikte immuan yanitin bir veya birden

fazla elementinde fonksiyonel bir bozukluk gelisirse normal olarak EBV'u ile
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enfekte hlcre havuzu genislemeye baslar. EBV aktive ettigi B lenfositleri
lenfoma hucrelerine transforme olabilir. Bu malign transformasyonun
patogenezinde ortaya ¢ikan yeni genetik rekombinasyonlarin onkogen
aktivasyonuna ve klonal ¢odalmanin kontrol disi kalmasina imkan
verebilecedi ve ayrica T lenfositlerinin katkisi olabilecegi gorusu yer

almaktadir.??

2.5.5.1 X'e bagli lenfoproliferatif sendrom (X-LPS) ve virls iliskili

hemofagositik sendrom (VAHS)

Nadir olarak X'e baglh genetik predispozisyon nedeniyle primer
EBV enfeksiyonuna karsi normal immuUn yanitlar surdartlemez ve bu Kisilerin

yaklasik %75'de progressif proliferatif yanitlar gelisir.?®

Bu hastalar lenfosit infiltrasyonuna bagli karaciger nekrozu
nedeniyle kaybedilirler. Patolojik incelemelerinde hastalarin Ugte ikisinde fatal
EM’a ait degisiklikler veya hastalarin 1/3’Unde genellikle Burkit B-htcreli
lenfomalarin gelistigi goralir. XLPS’li hastalarin buylk c¢ogunlugu, rutin
cocukluk ¢adi immunizasyonlarina viral ve bakteriyel enfeksiyonlara normal
yanitlar verirler. Bunun disinda EBV seronegatif genellikle normal hiicresel
immuUn yanitlar ve T ve B lenfosit sayilarinin normal oldugu goérulir. Bununla
birlikte 6zellikle IgA ve IgM yuksekligi, IgG subgrup eksiklikleri, IgM tzerinden
IgG yapimina geciste defektlerin oldugu EBV enfeksiyonlarindan o6nce
belirlenmistir. XLPS’li hastalara akut EM sirasinda yapilan immunolojik
incelemelerde tipik EMN de oldugu gibi selliler immunitenin baskilandigi,
bazi hastalarda natural killer (NK) aktivitesinin arttigi goértlmustir. Yasayan

hastalarda T lenfosit ve NK hiicre fonksiyonlarinda azalma belirlenmistir.?

Ayrica butun yasayanlarda EBV antikorlarinin eksik oldugu veya

yapllamadigi ve EBNA antikorlarinin kayboldugu ve primer EBV
8



enfeksiyonunun regulasyonunda yetersiz kalindigi belirlenmigtir. XLPS’'unda
T lenfosit sinyal yolu Uzerinde genetik bir defekt oldugu gosterilmigtir. Bu
defektin olasilikla eger yanit cok asiri ise fatal enfeksiydz mononukleosiz’'e
veya aproliferasyona neden oldugu, eger yanit yetersiz ise malign lenfoma

gelismesine izin verdigi diisiiniilmektedir.?*

2.5.5.2 Post-Transplant Lenfoproliferatif Hastaliklar

Bobrek, kalp, karaciger veya kemik iligi transplantasyonu
yapillan hastalarda uygulanan kronik immunosupressif tedaviler post
transplant lenfoproliferatif  hastalk  (PTLH) sikligini  arttirmaktadir.
Transplantasyondan 1-2 yil sonra EM’e benzer bir hastalik tablosu gortlebilir.
Transplantasyonu izleyen surenin uzamasiyla birlikte solid timaorler ve NHL

geligsme riski artar.

Post-transplant lenfoproliferatif hastaliklar erken ya da gec¢
olarak ortaya c¢ikabilir. Bu malignitelerde EBV’unun rolinl destekleyen
bulgular: 1) Hastalarin buydk boéluminde primer veya reaktif EBV
enfeksiyonlarinin bulunmasi 2) Lezyonlarda viral genom ve antigenlerin
gOsterilmesi (6zellikle transplantasyondan sonra erken gelisen timorlerde).
Serum immdunglobulinleri artmis olabilir. Serolojik olarak primer veya reaktif
EBV vyanitlar ile birlikte EBNA titrelerinde dugme gorulebilir. Molekuler
tekniklerle EBV DNA’si ve EBERS’'In lezyonlarda gosteriimesi 6nemlidir.
PTLH'in mortabilitesi yaklasik %50’dir.?% 24 2°

2.5.5.3 Lenfositik interstitial Pndmoni

AIDS’'ten 6nce nadir olan bu tablo daha c¢ok

disgammaglobulinemi gibi immuanolojik bozukluklarla birlikte tanimlanmigtir.



LiP’nin sistemik lenfoproliferatif bozukluklarla birlikte ve akcigerle sinirli olmak
Uzere iki Klinik prezentasyonu vardir. AIDS'li hastalarda LIP generalize
lenfadenopati ve parotitis ile birliktedir. LiP’li hastalarin %80’inde EBV DNA’s|
akcigerlerde belirlenebilir. LIP’li gocuklarda primer veya reaktif EBV

enfeksiyon bulgulari vardir. Eriskinlerde de benzer sonuclar gdsterilmistir.?

2.5.5.4 Non-Hodgkin lenfoma

Genel populasyonda Hodgkin lenfoma sikliginin daha fazla
olmasina karsilik AIDS gibi immun baskilanmis kisilerde NHL daha fazla
goralur. AIDS’li hastalarda NHL daha agresif, ekstra nodal tutulumlari daha
fazla ve esas olarak B-hicre kokenlidir. EBV'u Southern-blot teknigi ile
AIDS’li hastalarin yarisinda gosterilebilir. Santral sinir sistemi lenfomalarinin

%90’nindan fazlasinda EBV beraberligi vardir.?®

2.5.5.5 Oral “Hairy” leukoplakia

Oral leukoplakia’nin yeni bir formu 1984 yilindan itibaren HIV-
seropozitif homoseksuel erkeklerde tanimlanmaya baslanmistir. Bu tablo
nadiren ¢ocuklarda rapor edilmistir. Oral hairy leukeplakia prensip olarak dilin
lateral yuzeylerinde ortaya cikmaktadir. Lezyonlar duz sigillere benzer. EBV
DNA ve antijenlerinin biyopsi materyallerinde gdsterilmesi ile EBV’unun rolu
desteklenmistir. Lezyonlarda epitel hiicrelerinde litik EBV DNA replikasyonu
dokumente edilmistir ve asiklovir tedavisi ile lezyonlar regresse olmustur.
Ayrica HIV enfekte hastalarda 6zofagusta Ulserler belirlenmistir. Bunlarin oral
hairy leukeplakia’'ya patolojik olarak benzedigi gortulmustir. Bu hastalarda
0zofagusun orta boliminde alisiimisin diginda derin, linear Ulserasyonlar

vardir.??
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2.6 EBV Enfeksiyonunda Kullanilan Tani Yontemleri

EBV enfeksiyonun teshis etmek igin c¢esitli laboratuar testleri
kullanilir buna ek olarak tanisal ici yararli olan diger testler parametreleri
(I6kositoz, lenfositoz ile atipik lenfositler, anormal kara ciger fonksiyon testleri,
vb) vardir. Non-spesifik heterofil antikorlarin ve spesifik anti-EBV antikorlarin
tespiti icin testler, EBV DNA tespit etmek i¢cin molekiler biyolojik yontemler

kullanihr.?’

2.6.1 Heterofil Testi

30 yil 6nce, Paul ve Bunnell IgM modelinin heterofilik
antikorlarin EM ile birlesik oldugunu ilk kesfedenlerdi. Bu antikorlar ¢apraz
turlerdir ve EBV 06zellikli degildir. Bu antikorla tipik olarak poliklonal uyarmanin
sonucudur fakat 6zellikle mononikleozlu hastalarda bulunmazlar. Heterofil
antikorlar EM’den bagka diger hastaliklari olan hastalarda da tespit edilebilir,
ve test sonugclari 6 ile12 boyunca pozitif kalabilir. Ticari olarak bulunabilir olan
heterofil antikorlarin tespiti icin aglitinasyon test araglari kegi, at ya da sigir
eritrosilerini kobay cigeri ekstrasyonunu ile reabsorpsiyon olduktan sonra
kullanilir ve genclerin ya da yetiskinlerin %85-90 icin akut faz serumlari ile
etkilidir fakat 2-5 yaslari arasindaki c¢ocuklar icin sadece %50 etkilidir.
Boylece yanlis-pozitif sonucglar otoimmin  hastalarda  %2-3’Gnde

bulunmusken, yanlis-negatif sonuclarin yilksek orani beklenebilir.?®

2.6.2 Avidite

Avidite testi ek bir metot olarak, VCA IgG’nin avidite testi anti-
EBNA-1-negatif vakalarinda ilk enfeksiyon ve gecmis enfeksiyon arasinda
degisiklik gosterebilen ve VCA IgM’nin uzun dénem sirdagu vakalar da
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¢ozebilir. Enfeksiyon sureci esnasinda sadece en yiksek aviditesi olan
antikorlar segilir; boylece in vivo IgG’nin olgunlasmasi in viitro ortamda
aviditenin kararlihgiyla olgulebilir. B hucreleri canlida IgM’yi IgG izotipine
cevirir. 1IgG olgunlasma iglemin kinetikleri, ilk EBV enfeksiyonundan sonra
birka¢ hafta icinde olgunlasma sureci tamamlanmis olabilmesine ragmen
kisiden kisiye degisiklik gbsterir. Olgiimler VCA &zellikli substratli EIA, IFA ya
da Western blot teknigiyle elde edilir 2°. Benzer drnegin iki temsil parcasi 1gG
antikorlarin varhigi icin paralel olarak test edilir biri islenmez ve digeri
antijenleri antikorlardan ayiran maddelerle islenir. Bu ayrilma antikorun
aviditesine bagl oldudu igin, islenmis ve islenmemis drnekler arasindaki oran
aviditinin derecesine karar verir. Avidite bu nedenle bir ilk enfeksiyonun
surecini tahmin etmekte, akut ve gecmis enfeksiyonu ayirt etmek icin

kullanilabilir.?®

2.6.3 ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

Antijen antikor reaksiyonlarini gOsterebilmek igin enzim
kullanilan tum tekniklere ve tahlil yontemlerine genel olarak enzim
immunotest (enzyme immunoassay, EIA, ELISA) denmektedir. Enzimle
isaretli immuno reaktiflere dayali bu testler, antijen antikor reaksiyonu tespiti
ile 6zellikle Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda sikga c¢esitli enfeksiyonlar, antijen
ve antikorlarin tanisinda kullaniimaktadir. Bu tekniklerde cesitli enzimler
kullanilabilir, fakat en genelleri alkalin fosfotaz ve peroksidazdir. Tipik tahlil
sureleri 2-3 saattir fakat kendinden membran iceren EIA’lar ve competitive
ElA’lar 6nemli derecede hizli olabilirler. EIA’lar boylece Ureticilere tarafindan
farkh klinik uygulamalarina uymasi igin genis capta bir format cesitliligini
ortaya koyarlar. Floresan particle immunoassay immunotesti (FPIA) ve
kemiliminesans immunotest gibi daha otomatiklesmis EIA metotlar, ilag ve

hormon testleri gibi daha yiksek yogdunluk testleri igin kullaniimaya
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meyillidirler %

. EIA genellikle cesitli antijenleri, solid faza baglamak igin
kullanilirlar. Ya saf ya da tekrar birlestirilmis proteinler, flizyon proteinleri, ya
tam boyutunda VCA kodlanmis gen ya da sadece VCA kodlanmig genin
kisimlarini temsil eden sentetik peptidler kullanilir. Aynisi EBNA-1 icinde
dogrudur. Fakat, cogu uretici bugln tekrar birlestiriimis tam boyutlu EBNA-1
proteinleri kullanir. EIA ile ilk enfeksiyondan 7 gln sonra erken bir sirede
antikorlari gosterebilirken geleneksel IFA klinik belirtilerinden sonra EBNA-1

IgG antikorlarin 4 ile 6 haftada arasinda tespit eder.3*!

2.6.4 IFA

indirekt Floresan Antikor (IFA) glinimiizde altin standart olarak
kabul edilen yontemdir. IFA testinde genellikle burkit lenfomali hastalardan
alinan insan EBV transform B hucre dizileri kullanmaktadir. Bunlara 6rnek
olarak P3HR-1 hicre dizisi veya IFA'nin ilk substrati olan raji hlicre dizisidir.
P3HR-1 hiicreleri EBNA-1’i Uretirken, hucrelerin yaklasik %5-20’si ¢ekirdek
icinde ayrica VCA dUretir. Raji hiucre dizisinin EBV spesifik protein modeli
Ozellikle cekirdekteki EBNA-1 ve EBNA-2 Uretimi olmak Uzere EBNA’larla
sinirhdir. Raiji hticre dizisi VCA Uretmez. Bir antijen-antikor reaksiyonu olan bu
testte, spesifik antikorlar fluorokrom bir boya (FITC, Auramine, Rhodamin, vs)
ile boyanmistir. Bir preparatta homolog antijenin bulundugu durumlarda
Uzerine boyali antikor konursa, boyali antikorlar antijenle birlesir ve UV-
isinlari ile donatilmis mikroskop altinda sari-yesil parlak bir fluoresans vererek
kolayca fark edilirler. IFA teknigi halen primer EBV enfeksiyonunun tanisinda
altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu yontem EBV-VCA, EBV-EA ve
EBNA antijenlerine karsi olusan antikorlarin paralel olarak belirlenmesi ile
akut ve gecirilmis enfeksiyonlari birbirinden ayirt ederken ayni zamanda

reaktivasyon ve kronik enfeksiyonlarin belirlenmesini saglamaktadir.?’
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2.7 EBV Antikorlan

2.7.1 Anti VCA antikorlar

VCA virus iginde bulunan yapisal bir proteindir. VCA IgM ve IgG
siklikla ayni anda ortaya c¢ikarlar fakat VCA IgM daha erken tespit edilebildigi
icin akut enfeksiyon sinyall oldugu bilinmektedir. Anti VCA 1gG bircok vakada
basvuru aninda pik dizeydedir ve bu nedenle 3-4 hafta sonra alinan 2. serum
orneginde antikor dizeyinde beklenen 4 kat artis vakalarin ancak %20'sinde
saptanabilir. Siklikla anti VCA IgG yuksek diuzeydeyken daha sonra dizeyi
azalarak yasam boyu saptanabilen titrede kalir. Genellikle VCA IgG ayni
anda anti VCA IgM de belirir ve bir ka¢ haftada azalarak kaybolur. Bazi
vakalarda VCA IgM Uretilmez veya VCA IgG Uretiminden 1-2 hafta sonra
uretilir veya kissa bir sure belli olur veya diusuk titrede bulunur ve testlerde
tespit edilemez. VCA-IgM antikorlari pozitifse halen veya ¢ok yakin zamanda
EBV enfeksiyonu gecirme olasiligi mevcuttur. Ayrica mononukleoz bulgulari
da mevcutsa mononikleoz testi negatif ¢giksa bile yuksek ihtimalle
mononukleoz tanisi konacaktir. VCA-IgG ve EA-D IgG testi de pozitifse EBV
enfeksiyonuna halen veya yakin zaman enfeksiyon gecirmis olma ihtimali ¢cok
yuksektir. VCA-IgM negatif, diger testler ve bir EBNA antikor testi pozitifse
onceden bir EBV enfeksiyonu gecirmis olabilir. Genellikle ylkselen VCA-IgG
dizeyleri aktif EBV enfeksiyonuna isaret ederken azalan konsantrasyonlar

gecmekte olan yakin zamanli bir enfeksiyonu gdsterebilmektedir. 22

Akut enfeksiyon sonrasi VCA IgM bir kag ay devam edebilir ve
(veya) reaktivasyon esnasinda tekrar ortaya c¢ikar. Vakalarin Ugte ikisinde ise

gecici anti VCA IgA antikorlari saptanir.®
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2.7.2 Anti EA antikorlar

Boyanma karakterlerine gore EA'lar diffuz (D) ve sinirh (R)
olmak Uzere ikiye ayrilirlar. Her ikiside enfekte olan hucrelerde ifade edilmig
ve virus replikasyonu ille ilgili enzimlerdir. EA’ler  yapisal olmayan
proteinlerdir. Bunlarin sentezi viral DNA replikasyonuna bagimli degildir. Bu
antijenlerin ekspresyonu, produktif viral replikasyonun bagladigini gosterir.
Akut enfeksiyonda %70-%85 oraninda saptanan anti EA-D antikoru genellikle
anti VCA antikorlarindan sonra belirir ve semptom baslangicindan sonra 3
aya kader pozitif kalir. Nadiren 1-2 yil pozitif kalir. Anti EA-D antikor varhdi ve
titresi, klinik hastaligin suresi ve agirhgi ile iligkilidir. Anti EA-R antikoru
genellikle uzamis veya atipik vakalarda ve daha geg olarak ¢ikar. Yaklasik 2
yil sonra kaybolur. Reaktive enfeksiyonda anti EA-D veya R tekrar ortaya
cikarlar. EA (R) IgG iki yasindan kuglk ¢ocuklarda hafif enkefsiyon seklinde,
burkit lenfom hastalarinda ve ayrica daha 6nce EBV enfeksyonu gecirmis

kisilerde dusiik seviyede bulunur. 3*3*

2.7.3 Anti EBNA antikorlar

EBNA'nin 6 komponenti vardir. EBNA-1 geni DNA baglayici bir
proteini kodlar; bu protein viristin enfekte hiicre icinde replikasyonunda gorev
alir. Bu gen, latent fazin sUrdaralebilmesi igin gerekli oldugundan her tip latent
fazda bulunmaktadir. EBNA-1, basta Burkitt lenfoma olmak Uzere, EBV ile

iliskili malignitelerin viral patogenezinde de gorev alir.

EM baslangicindan sonraki U¢ ayda anti EBNA-2 ve 6 antikorlar
yukselir. Vakalarin yaklasik Ucte ikisinde saptanabilen anti EBNA-2 titresi
azalirken, anti EBNA-1 antikorlari ortaya ¢ikarak 6-12 ayda pik duzeye ulasir.
Genellikle anti EBNA-1 titresi yasam boyu saptanabilen diuzeyde kalir.

Onceden anti VCA antikoru pozitif ve anti EBNA antikoru negatif olan
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kimsede EBNA antikorlarinin ortaya c¢ikigi yeni EBV enfeksiyonunu gosterir
buna ek olarak hastalarin %5’'inde EBV enfeksiyonundan sonra EBNA-1 1gG
Uretilmez veya saptanabilen duzeyin altinda kalir. Ayrica Uretilen bile zamanla

kayip olabilir.3*%

izole VCA 1gG, VCA IgM, EBNA IgG pozitiflikleri veya Gglinin
birlikte pozitifligi sipheli olarak kabul edilmektedir. Bu hastalarda klasik EBV
serolojisinin yani sira VCA 1gG avidite ve floresan antikor testleri ile molekuler

yontemlerin bir arada yorumlanmasi gerekmektedir.32

Ozetlemek gerekirse EBV enfeksiyonunda ilk olarak anti VCA
IgM ve IgG, anti EA-D ve heterofil antikorlar, daha sonra anti MA ve
notralizan antikorlar ve en sonda anti-EBNA antikorlari ortaya c¢ikarlar. EBV
serolojisi icin ideal olarak anti VCA IgG, anti EA IgG ve anti EBNA antikorlari
Olculmelidir anti EBNA antikorlari sayesinde primer enfeksiyon 2-3.
ayindayken de taninabilir. Primer enfeksiyon icin mutlaka anti VCA IgM
bakilmasi gerekmez. Ayrica IgM antikoru, serumda romatoid faktor (RF)
varliginda yanlis pozitif ve serumun ge¢ alinmasinda yanlis negatif sonucg

verebilir.3%%°

2.8 Molekiiler Tani Yontemleri

Pek cok farkli metot, teknik ve protokoller EBV DNA ve virls
varhgini tespit etmek icin kullanildilar. Dot blot, PZR ve in situ hibridizasyon
hepsi cesitli materyallere uygulanmistir, fakat onlarin yogunluktaki ve
ozgullik farkhliklar laboratuardan laboratuara degisiklik goésterdigi icin
dikkatle go6zlenmesi gereken sonuglara yol actmistir. Son ¢alismalar, gergcek
zamanli PZR’nin hassas oldugunu ve Ozellikle immun sistemi baskilanmis
olan hastalardaki ve EBV alakali bozukluklar gelistirenlerdeki enfeksiyon
durumunu tanimlamak i¢in ¢ok kullanigli oldugunu bildirmistir. Fakat, hala en
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lyi materyallerin, 6lgme birimleri ya da mudahale gerektiren yada prognozu
Onceden haber veren sayisal seviyelerin kullanimina iligkin bir fikir biligi

yoktur. 3037

2.8.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu sadece birka¢ saat iginde
milyarlarca katmanli DNA’nin belirli bir bdlgesini kopya etmek ya da
amplifikasyon icin kullanilan bir laboratuvar teknigidir. Bu amplifikasyon ilk
katmani kuguk nukleotidlerden olusan yapilardir ve DNA bdlgesinin yaninda
olur. PZR, teshis ve arastirma laboratuarlarinda yeterince test etmek, analiz
etmek ya da islenmis olmak igin yeterli miktarda DNA (retmek icin
kullanilimaktadir. Sundugu asiri hassasiyet sebebiyle, PZR teshis
mikrobiyolojisinde hizla standart bir metot olmustur. Son zamanlarda
kullanilan kitler ve ¢esitli cihaz platformu reaksiyona hiz, esneklik ve sadelik

eklemistir.3°

PZR’yi pratik bir arastirma ve tani araci yapmaktan sorumlu iki
eski termal vardir termostabil DNA polimerazi ve termal dolagimhgidir. PZR
ilk defa 1siya dayaniksiz DNA polimeraz kullanilirken uygulandi. Her devir
sonrasinda yok edilen enzimin bu manuel yenilenmesi gerekmektedir. Sabit
isill DNA polimeraz Thermus aquaticus adli i1sinin 90°C asti§i kaynaklarda
yasayan bakteriden yalitiimigtir. Tag DNA polimeraz olarak adlandirilan bu
enzim amplifikasyonun pek c¢ok devri esnasinda tekrar isitiimaya ragmen
aktif kalmistir.?”

DNA polimerazina ek olarak PZR reaksiyonunun gerekKili
komponentleri,  oligonukleotid primerleri, deoksintkleotid trifosfatlar
(dNTPs), kalip ve hedef DNA ve baffer (genellikle Tris) ve magnezyum klorid
gibi iki degerli bir katyon igcermektedir. Primerler genellikle 20-25 taban
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uzunlugunda oligonuklectitlerdir. Onlar hedefin 6zel sirasini tanimak ve

amplifikasyon bélgeyi tanimlamak icin dizayn edilmislerdir.?

Primerlerin uzunlugu ve sekansi onun erime ve sertlesme
derecesine karar verir. Hedef DNA’ya bir kez tav verildiginde, primerler bir gift
zincirli DNA kalibi gerek duyan DNA polimeraz igin baglayici bir alan
yaratmaktadir. Bu kisa ¢ift zincirli primer bolimiu DNA replikasyonun ya da
amplifikasyonun temelidir. Taq DNA polimerazi yeni DNA zinciri sentezi ya da

genisletmesinden sorumlu enzimdir.?

DNA amplifikasyon teknolojileri direk viris dlgiminde ve klinik
laboratuarlarda virus iligkili hastaliklarin teshisinde ve goézlemlenmesinde
daha genis kullanimlar kazaniyor.”> PZR’nin EBV enfeksiyonun tespit ve
izlenmesinde kullanimi pek ¢ok arastirmada rapor edilmistir. En iyi denetimler
primer ve prop farkli sekanslar ile yuksek kurunmus open reading frames
(ORFs) hedefi kullanarak ¢cok az ya da hi¢ yanhs olmayan sonuglar vermigtir.
Yaklasimlar nikleik asit icin ¢ok hafif farkli kaynaklar ve isleme teknikleri
kullanmaktadir ve farkli miktar élgme standartlarini géreviendirmektedir. En
yiksek hassasiyet icin, en iyisi kan oOrneklerini ya da DNA virtslerinin
kaynagi olan periferal kan mononukler hicreleri kullanmak, c¢inki virls
hemen hemen her zaman hcreyle iligkilidir ve (plasma ya da omurilik sivisi
gibi) hidcrenin  olmadigi yerlerde nadiren kiyaslanabilir seviyelerde

bulunmaktadir.**

2.8.2 in Situ Teknikler

in situ teknikleri dncelikle lezyon igin hiicrelerde EBV bulunup
bulunmadigina karar vermek icin doku biyopsisi kullaniimaktadir. iki in situ
teknigi kullaniimaktadir, birincisi EBV 6zellikli DNA’y1 kullanarak DNA’nin
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genomik varhgini tespit etmek ve EBER RNA'yI tespit etmek icin oligontkletid

proplarini kullanmaktadir.**

Ikincisi daha cok genel olarak kullanilan bir tekniktir ve prob
araclari bazi kaynaklardan temin edilebilir. Onlar EBV genomunun en aktif
sekilde uyarlanmis bodlgesinden RNA polimeraz Il tarafindan yapilmis iki
kiicuk RNA molekdllerinin birinin ya da her ikisininde tespitine guvenir.
EBERs icin in situ tekniginin biyiik avantaji hiicre basina 10" kopyanin
asacagl tahmin edilmis olan RNA birikimidir. Boylece kolaylikla doku
bolumleriyle EBV’nin yeri iki saatten az zamanda tespit edilebilir. Viral varligi
(EBER prop) in situ ozellikleri ile enfekte hicrelerde viral gen eksprasyonu
viristn tanisinda yardimini gogaltmak igin c¢alismalar vardir. Ayrica ZEBRA
(EBV replikasyon aktivator), EA_D (EA diffiz), EA_R (EA sinirh) ve M antigen
diye adlandirilan litik faz antigenleri igin kitler vardir. Bunlarin herhangi biri litik

viris Uretimini tespit etmek icin kullanilabilir.**
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3. GEREC VE YONTEM

Caligma, Gazi Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim
dalinda gergeklestirildi. EBV enfeksiyon supheli 60 hasta serumu caligildi.
Spesifik EBV antikorlarinda; viral kapsit antikoru 1gG (VCA-IgG), VCA IgM, ,
EBNA antikorlari ve EA 1gG antikoru (Diagnostic Bioprobes Srl-Italy) Kkiti
kullanarak Enzyme Immuno Assay (ELISA) teknigi ile arastirildi. Daha sonra
EBV DNA'’sina bakildi. EBV DNA arastirmasinda gercek zamanli PZR teknigi,
(artus EBV QS-RGQ Kit (24) CE-Qiagen-Almanya) kiti kullaniimistir.

3.1 Serolojik Tani
ELISA testi icin ticari kitin sagladiklari (96 test igin)

Mikroplate

Kalibrasyon Egrisi
serum Kontrol

Konsantre Yikama Buferi
Enzim Konjugat
Kromojen Substrat
Salfarik Asit

Dilient Ornegi

O N o gk~ wDdPE

Diger geregler:

Mikropipet

Mikorplate inkUbatori

EIISA mikroplate okuyucu (TECAN, Sunrise)
ELISA mikroplate yikayici (BioTek)

Vorteks

o b~ wbdPE
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Testin Yapiligi

1. Ornekler 1:101 oraninda diliie edili.

2. Mikrowell tutucusuna gerekli sayilar verildi. A1 ve B1 blank

olarak bos birakildi

3. Kalibratorler 100 pl ve 100 ul control serum cift bir sekilde
kuyucuklara dagitiir. Daha sonra 100 pl dilie edilmis numunelerden

tanimlanmig kuyucuklara dagitildi.
4. Mikroplate 60 dk +37°C inkibe edildi.
5. Otomatik yikama ile mikroplate yikandi.

6. A1 ve B1 kuyucuklari hari¢ her kuyuya 100 ul enzim

konjuge eklendi.
7. Mikroplate 60 dk +37°C inkube edildi.
8. Otomatik yikama ile mikroplate yikandi.

9. Blank A1 ve B1 kuyucuklar dahil olmak Gzere her kuyuya
100 ul kromojen/substrat miski dagitildi. Daha sonra mikroplate oda
sicakhginda (18_20 °C) 20 dk inkube edildi.

10. Enzimatik reaksiyonu durdurmak icin her kuyucuga 100 pl

sulfurik asit eklendi.

11. Mikrowell okuyucu ile 450 nm de okutuldu.
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Tablo 1. Seroloji Testin Yapilis Sekli

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12

BLK | CAL4 | S1

BLK | CAL4 | S2

CAL1 | CALS5 | S3

CAL1 | CALS5 | S4

CAL2 | CALG6 | S5

CAL2 | CALG | S6

CAL3 | CS S7

I © T m O O @ >

CAL3 | CS S8

3.2 Molekiler Tani

Gergek zamanli PZR icin serum o6rneklerinden EBV DNA
izolasyonu (EZ1 Virus Mini Kit v2.0 QIAGEN, Almanya) ile gerceklestirildi.
izolasyonda (EZ1 giagen, Almanya) cihazi kullanildi ayrica izolasyon
sirasinda internal control eklendi. Elde edilen DNA ornekleri galismaya kadar
-20°C’de saklandi. Gergek zamanl PZR icin (artus EBV QS-RGQ Kit (24)
CE-Qiagen-Almanya) kiti ve (Roto GeneQ giagen, Almanya) cihazi kullanildi.

PCR testi icin ticari kitin sagladiklari:

1. EBV RG Master

2. Standartlar:

EBV RG QS 1 (5 x 10* copies/pl)
EBV RG QS 1 (5 x 10° copies/pl)
EBV RG QS 1 (5 x 107 copies/pl)
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EBV RG QS 1 (5 x 10'copies/pl)

3. EBV RG Internal control (IC)

4. Distile su

PZR testin yapilisi:

Blok 2-8 °C’ya kadar sogutuldu. Sogutulmus bloga 0.2

amplifikasyon tupleri dizilidi ve numaralandirildi.

Amlifikasyon tuplerine 30 pl master miks eklendi, standartlar
(EBV QS1-4) pozitif kontrol ve distile su negatif kontrol olarak kullanildi ve bu

islemler hijyenik bir ortamda yapildi.

Kabinde 30 ul master iceren tuplere 20 ul izole edilen DNA

ornekleri eklendi ve tlpler Roto Gene Q cihazina yerlestirildi.
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4. BULGULAR

Calisma grubuna dahil olan toplam 60 adet ait serum 6rneginin
22'si (%36.7) kadin, 38i (%63.3) erkek hastaya ait Orneklerdi. Serum

orneklerinin alindigi hastalarin yaslari 0-53 arasindaydi (ortalama yas 11).

Hasta Orneklerin geldigi bdlumlerin tablo 2'de
verilmigtir.
Tablo 2. Hasta Orneklerin Geldigi Béltimlerin Dagilimi
Hasta drneklerin
Bolumler %
sayisli
Nefroloji 9 15
Genel Cocuk Poliklinigi 9 15
Cocuk Hematoloji-Onkoloji 12 20
Cocuk Yogun Bakim 6 10
Cocuk Gastroloiji 12 20
Cocuk Enfeksiyon 3 5
Kemik iligi Transplantasyon 6 10
Unitesi
Cocuk Nefroloji 3 5
Toplam 60 100

Gergek zamanli PZR ile 60 serum &érneginin 17’sinde (%28.33)
EBV DNA pozitif olarak bulunurken, 43 6rnek (71.67%) EBV DNA negative

olarak bulunmustur.
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EBV DNA pozitif orneklerin 11 (% 64.72) erkek ve 6 (%35.28)
kadin hastalara ait 6rneklerdi. EBV DNA pozitif hastalarin yas araligi 0-30 yas

(Ortalama yas 7) arasinda idi.

EBV DNA pozitif bulunan orneklerin cinsiyet ve yas gruplarina

gOre dagilimlari Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. EBV DNA Pozitif Orneklerin Cinsiyet ve Yas Gruplarina Goére

Dagilimi.
Kadin Erkek Toplam
Yas Sayi % Sayi % Sayi %
0-10 5 29.42 10 58.82 15 88.24
10-20 0 0.00 1 5.88 1 5.88
20 - 30 1 5.88 0 0.00 1 5.88
Toplam 6 35.3 11 64.7 17 100

Tablo 4. EBV DNA'si Pozitif Olan Hasta Orneklerinin Geldigi Bélimlerin

Dagilimi
Bolumler Hasta orneklerin %
sayisi

Cocok Hematoloji,onkoloiji 5 29.42
Kemik iligi Transplantasyon Unitesi 1 5.88
Genel Cocuk Poliklinigi 3 17.64
Cocuk Yogun Bakim 2 11.76
Cocuk Gastroloiji 5 29.42
Cocuk Enfeksiyonu 1 5.88
Toplam 17 100
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dagilimlar Tablo 5’de belirtiimigtir.

Tablo 5. EBV DNA Pozitif Hasta Orneklerinin Serolojik Dagilimi

EBV DNA pozitif hasta 6rneklerinin EBV serolojik profil

EBV DNA (+) | Anti-VCA IgG | Anti-VCA IgM | Anti-EBNA | Anti-EA
1. 6rnek + - + +
2. 0rnek + - + +
3. 6rnek + - + -
4. 6rnek + + + +
5. 6rnek - - - -
6. 6rnek + - + +
7. 0rnek - + - +
8. drnek + - + -
9. drnek - - - -
10. 6rnek + + - -
11. 6rnek - - - -
12. 6rnek - - - -
13. 6rnek + - + -
14. 6rnek + - + +
15. 6rnek - + - -
16. 6rnek + + - +
17. 6rnek + + - -

EBV DNA pozitif olarak tespit edilen 17 hasta érneginin EBV

Anti-VCA IgG, Anti-VCA IgM, Anti-EBNA, Anti-EA serolojisi Sekil 1 ve Tablo

6’de gosterilmigtir.

26




Tablo 6. EBV DNA Pozitif Hastalarin EBV Anti-VCA IgG, Anti-VCA IgM, Anti-
EBNA, Anti-EA Serolojisi.

EBV DNA Seroloji Anti-VCA  Anti-VCA  Anti- Anti-EA
+) IgG IgM EBNA
Pozitif 11 (%64.7) 6 (%35.3) 8 (%47) 7 (%41.2)
Negatif 6 (%35.3) 11(%64.7) 9 (%53) 10
(%58.8)
Toplam 17 17 17 17

704

B0 -

504

401

W Seroloji pozitif
301 O Seroloji negatif

%

204

Anti-VCA IgG Anti-VCA IgM Anti-EBNA Anti-EA

Sekil 1. EBV DNA pozitif hastalarin EBV Anti-VCA IgG, Anti-VCA IgM, Anti-
EBNA, Anti-EA serolojisi

EBV DNA pozitif hastalarin EBV serolojik profillerine goére

yorumlanan EBV enfeksiyon durumu Sekil 2 ve Tablo 7’de belirtilmistir.
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Tablo 7. EBV DNA Pozitif Orneklerde Serolojik Profile Gére Epstein-Barr
Virus Enfeksiyonunun Tipi

Seroloji EBV Antikor serolojisi
VCA VCA IgM [EBNA [ EAIlg | Ornek sayisi
lgG
Seronegatiflik - - - - 4 (%23.5)
Akut enfeksiyon +,++ +,++ - + 5 (%29.4)
Yeni gegirilmig | ++ -+ -+ +/++ | 1(%5.9)
enfeksiyon
Gegmiste + - + - 3 (%17.7)
gegcirilmis
enfeksiyon
Kronik/ + - + -+ 4 (%23.5)
Reaktivasyon
Toplam 17
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Tablo 8. Serolojik Profiline Gére EBV DNA’'si Pozitif Orneklerin Geldigi

Bolumlerin Dagilimi

c
o o
£ )
c E ©
= 3 £ i X
S 2 s | &35 @
£ u o 2 g 2 :
° 5 c 2 o 2 5
() 4 (] c (<] c st
n < > uw O uw N
Cocuk Hematoloji- | 3(17.64) 2(11.76)
onkoloji
Kemik iligi 1(5.88)
Transplantasyon
Unitesi
Genel Cocuk 3(17.64)
Poliklinigi
Cocuk Yogun 1(5.88) 1(5.88)
Bakim
Cocuk Gastroloji 1(5.88) 3(17.64) 1(5.88)
Cocuk Enfeksiyonu 1(5.88)
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Seronegatiflik
Kronik/Reaktivasyon

% 24

Ceni gecirilimis
%18 mnfelsivon

%6

Akut infelcsiyon $¢4

% 28

Sekil 2. EBV DNA Pozitif Orneklerde Serolojik Profile Gére Epstein-Barr Virus

Enfeksiyonunun Tipi

Gergek zamanli PZR yontemi ile EBV DNA’si negatif bulunan 43
ornegin 16’s1 (%37.2) kadin, 27’si (%62.8) erkek hastalara ait 6rneklerdi.
EBV DNA negatif olan hastalarin yas araligi ortalamasi 13 yil olarak

belirlenmistir. EBV DNA negatif bulunan drneklerin cinsiyet ve yas gruplarina

g6re dagilimlari Tablo 9’de gdsterilmistir.

Tablo 9. EBV DNA Negatif Orneklerin Cinsiyet Ve Yas Gruplarina Gore

Dagilimi
Kadin Erkek Toplam

Yas Sayi % Sayi % Sayi %
0-2 6 13.95 4 9.30 10 23.25
2-10 3 6.98 9 20.93 12 27.91
10 -20 6 13.95 9 20.93 15 34.88
20 -30 0 0.00 0 0.00 0 0

30 -40 1 2.32 2 4.66 6.98
40 astu 0 0.00 3 6.98 3 6.98
Toplam 16 37.2 27 62.8 43 100
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EBV DNA negatif hasta orneklerinin EBV serolojik profil dagihmlari
Tablo 10’da belirtilmistir.

Tablo 10. EBV DNA Negatif Hasta Orneklerinin Serolojik Dagilimi

EBV DNA (-) [ Anti-VCA IgG | Anti-VCA IgM [ Anti-EBNA [ Anti-EA
1. 6rnek + - + -
2. 0rnek + - + -
3. 6rnek + - + -
4. ornek + - + -
5. 6rnek + - + -
6. 6rnek - - - -
7. 6rnek + - + -
8. 6rnek + - + -
9. 6rnek + - + -
10. 6rnek - - - -
11. 6rnek - - - -
12. 6rnek + - + -
13. 6rnek + - + -
14. 6rnek + - + -
15. 6rnek + - + -
16. 6rnek - - - -
17. 6rnek + - + -
18. 6rnek + - + -
19. 6rnek + - + -
20. 6rnek + - + -
21. 6rnek + - + -
22. 0rnek + - + -
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23. 0rnek - - - -
24. 0rnek - - - -
25. 0rnek - - - -
26. ornek + - + -
27. 0rnek + - + -
28. 0rnek - - - -
29. drnek - - - -
30. 6rnek + - + -
31. 6rnek + - + -
32. 6rnek + - + -
33. drnek - - - -
34. 6rnek + - + -
35. 6rnek + - + -
36. 6rnek - - - -
37. 6rnek - - - -
38. 6rnek + - + -
39. 6rnek + - + -
40. 6rnek + - + -
41. 6rnek + - + -
42. 6rnek + - + -
43. 6rnek - - - -

EBV DNA negatif olarak tespit edilen 43 hasta 6rneginin EBV
Anti-VCA IgG, Anti-VCA IgM, Anti-EBNA, Anti-EA serolojisi Sekil 3 ve Tablo
11'de gosterilmistir.
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Tablo 11. EBV DNA Negatif Hastalarin EBV Anti-VCA 1gG, Anti-VCA IgM,
Anti-EBNA, Anti-EA Serolojisi

EBV  Seroloji Anti-VCA IgG Anti-VCA IgM  Anti-EBNA  Anti-EA
DNA

)

Pozitif 30 (69.77%) 0 (0.00%) 30 (69.77%) _ 0 (0.00%)
Negatif 13 (30.23%)  43(100%) 13(30.23%)  43(100%)
Toplam 43 43 43 43
100+
90 4
804
704
604

£ m Seroloji poziif
40+ O Serolaji negatif
304
204
104

Anti-VCAlgG  Anti-VCA IgM Anti-EBNA Anti-EA

Sekil 3. EBV DNA Negatif Hastalarin EBV Anti-VCA IgG, Anti-VCA IgM, Anti-
EBNA, Anti-EA Seroloijisi

EBV DNA negative hastalarin EBV serolojik profillerine gore

yorumlanan EBV enfeksiyon durumu Sekil 4 ve Tablo 12’de belirtiimistir.
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Tablo 12. EBV DNA Negatif Orneklerde Serolojik Profile Gére Epstein-Barr
Virus Enfeksiyonunun Sekili

Seroloji EBV Antikor serolojisi

VCAIgG VCA IgM EBNA EAlg Ornek sayisi

Seronegatiflik - - - - 13 (30.23%)
Akut enfeksiyon +,++ +,++ - + 0 (0.00%)
Yeni gegirilmis ++ -+ -+ +/++ | 0 (0.00%)
enfeksiyon

Gecgmiste + - + - 30 (69.77%)
gegcirilmis

enfeksiyon

Kronik/ + - + -+ 0(0.00%)
Reaktivasyon

Toplam 43

%30
Seronegatiflik

Gecmiste gecirilmig
infeksivon

%70

Sekil 4. EBV DNA Negatif Orneklerde Serolojik Profile Gore Epstein-Barr
Virus Enfeksiyonunun Pasta Dilimi Sekli




5. TARTISMA

Epstein bar virisi (EBV) herpes viris 4 yaygindir ve dunya
yetigkinlerin yuzde 90’1 anti_EBV antikorlarina sahiptir. Akut enfeksiyonu
genelde immun sistemi saglam c¢ocuklarda belirti vermez ve %30 ile %50
arasinda immun sistemi saglam ergen ve yetiskinlerde enfeksiy6z mononiikleoz
olarak kendini gosterir. Ozellikle immiin sistemi baskilanmis olan hastalarda
EBV cesitli lenfoproliferatif bozukluklar ve bazi neoplastik hastaliklar ile
iliskilidir, Burkit lanfoma ve nazofarengeal karsinoma dahildir. Diger herpes
viriis grubu gibi EBV Uretken litik ve latent faza sahiptir. B lenfositleri viral
zarfi gp350/220 CD21 hlcre reseptdriine baglandiktan sonra enfekte olur.
Litik donlUsum slresince ani erken antijen (IEA) ve erken antijen(EA)
gruplarina ait duzenleyici proteinler viral DNA (EBV-DNA), virion yapisal
proteinleri (Viral kapsid antijen, VCA) (membran) proteinlerine (MA) Uretimini
saglamak icin sentezlenir “%. Litik ddnem viriise iliskin parcaciklarin Gremesini
ve enfekte hlcrelerin yok olmasina yol agar, ancak EBV ayrica secilmis
birkac virtsle ilgili genlerin ifadesini takip eden ekstrakromozomal nikleik
asitleri cogaltarak viris Uremesini tamamlamadan konak hucrelerde devam
edebilir. Bu genlerin ifadesi B hucrelerinin 6limsizlesmesine ve onlarin
cogalma patlamalarina yol acar. immiin sistemi yeterli olan hastalarda NK
hlcreleri ve sitotoksik T lenfositleri, 6zellikle litik donglnin antijenlerine karsi
yonlendirilien CD8+ T ve Birincil enfeksiyon sirasinda doénustirdlmis
hiicrelerin  bilytimesini  kontrol eder.*®* Bu hiicreler ayrica, latent faz
antijenlerine kargi da yonlendirilir. Ancak yanit virusin tamamen ortadan
kalkmasi icin yetersiz kalabilir ve virls virion Uretiminin duguk veya aralikli
diizeyleri ile yasam boyunca devam edebilir. iyilesmeden sonra epizomal
formunda olan neredeyse 10.000- 100.000 hafiza hicresi icinde birinin EBV
DNA igerdigi tahmin ediliyor.** Latent faz boyunca EBV niikleer antijenler

(EBNA) ve ¢ latent membran proteinleri (LMPs) enfekte hucrelerde ifade
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edilir. EBNA’lar en az alti proteinin bir karisimini yansitir (EBNA1-6). EBNAL,
enfekte hiicrelerde EBV DNA’nin epizomal durumunu korumakla sorumludur.
EBNA2, B lenfositlerin olimsiizlugiine dahil olduklari gériinmektedir.*
LMPler, (LMP1, LMP2A ve LMP2B ) ayrica 6lumsuzlegtirme surecinde etkili
olabilir. Onkoprotein LMP1 enfekte B hicrelerinin gelismesini degistirerek
cogu etkilerden sorumlu gorundr. EBNA3 CD8 lenfositlerin hedefi oldugu igin
gizli hucreler immun sistemi saglam hastalarda normal olarak ortadan
kaldirilabilir. Oysa doénudsturiimus hucreler g¢ogalabilir ve bagisikli sistemi

baskkin hastalarda cesitli lenfoproliferatif hastaliklara neden olabilir.*®

Litik dongusunin reaktivasyonu muhtemelen dogal antijenleri ile
uyarilmig, lenfoid dokular iginde enfekt B hafiza hicrelerinin yeniden
doénusumi, plazma hicrelerinde farklilagsmasi nedeniyle latent faz siresince
ortaya cikabilir. replikasyon baslangici BZLF1 geninin baglangi¢ ifadesiyle ve

Z Epstein barr replikasyon aktivator proteinin tretimiyle olusturulur.*’

Cesitli calismalar bu reaktivasyonu organ naklinin kabul
edilememesi olaylariyla, organ naklinden sonra lenfoproliferatif hastaliklarla
ve ¢ok yonlu doku sertlesmesiyle iliskilendirdi. Humoral yaniti hem litik dongu
hem de latent faz antijenlerine karsi antikorlari icerir. Buna ragmen sadece
birkaci genis capta galisiimistir ve tani amacgli olarak kullaniimistir. EA karsiti
antikorlar (EA IgG) iki model yansitirlar: difiiz (D) ve sinirli (R). Bunlar aslinda
hicre icindeki dagihimlart ve denatlirasyon farkhligi temelinde
immunofloresan bakimindan gézlemlenmistir. Herzaman gdstermemesine
ragmen, EA (D) IgG ilk 3-4 hafta boyunca artar ve 3-4 ay sonra saptanamaz
(akut  enfeksiyonu olan hastalarin  yaklasik %85'i  semptomlarin
baslangicindan 3 aya kadar pozitif olur) buna ragmen bazi durumlarda
baslangic enfeksiyonundan yillar sonra bile saptanabilir.”® EBV ile daha énce
enfekte olmus saglik bireylerin %20- ve %30 unda EA (D)IgG bulunur. 2 EA
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(R) IgG seviyeleri iki yilin astinde yuksek titreler barindirabilir ve uzun siren
hastalik durumunda EA (D) IgG’nin ortadan kalkmasindan sonra belirlenebilir.
Ayrica VCA ve EA IgA’larin ylUksek titreleri olan nazofarengeal karsinoma

hastalarinda reaktivasiyon siiresinde yiiksek titreler goriilebilir.*®

Uc antikor kullanilarak (VCA IgG, VCA IgM ve EBNA- 1 IgG),
bagisiklik sistemi zayif olmayan hastalarda akut ve ge¢mis enfeksiyonu
ayirmak genellikle kolaydir.>® VCA IgG ve VCA IgM nin varliginda EBNA1 IgG
yoklugu akut enfeksiyonu isaret eder, ve VCA IgG ve EBNA1 IgG nin
bulundugu VCA IgM eksikliginde ge¢mis enfeksiyonu gosterir. Buna ragmen
bazi durumlarda VCA 1gG nin varligi VCA IgM ve EBNA 1 IgG nin
olmadiginda, es zamanl olarak VCA 1IgG, VCA IgM ve EBNA-1 IgG nin
mevcut olmasi ve EBNA-1 IgG nin bulunmasi, VCA IgG ve IgM yoklugunda
stpheleri tani ortaya ¢ikabilir. Béyle durumlarda, antikor profilindeki herhangi
bir degisimini degerlendirmek igin hastayi takip ve diger labarotuvar testleri

uygulamak yararlidir.>

Bagisiklik sistemi zayif hastalarda antikorlarin belirlenmesi,
bagisiklik sistemlerinin iglev yapmamasi ve antikor turd ve onlarin bakiminin
zaman icerisinde hastaligin dinamiklerine bagl olarak farklilik gésterebilmesi
ve bdylece atipik profil goérinime yol acgtigi gercedi nedeniyle daha az
yararlidir. Genellikle VCA IgG ve EA (D) veya EA (R) IgG titrelerinin EBNA 1
IgG titresinin azaligi ya da kaybolmasiyla bir artigi gorulir. Farkl hastalarda
g6zlemlenen degiskenlikler, molekuler biyoloji yontemleriyle EBV DNA’nin
incelenmesinin EBV ile baglantili lenfoproliferatif bozukluklarin gelisme riski

olan hastalarda teshis ve takip icin yarali oldugunu gdstermistir.>?

EBV DNA PBMC’lerde oldugu gibi serum ya da plazma icinde
belirlenebilir. Baslangi¢ enfeksiyonunda olan hastalarda belirtinin kendini
gOstermesinden on dort gun iginde siklikla butin kanda teshis edilir
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(PBMC'ler, plazma ve serum). Bagisiklik cevabinin baslamasindan sonra
viris yukld PBMClerde yavasga, plazma ve serumda hizlica azalmaya baslar
ve 3-4 hafta sonra belilenemez hale gelir. Diger yandan EBV’li hafiza
hlcreleri kanda uzun sure gizli kalabilir. Yine de akilda tutulmalidir ki kinetik
kisisel farklilardan dolayi viris yUku baslangi¢ dusustinden sonra artabilir ve
bazi durumlarda istikrarl bir sekilde dusuk seviyeye ulasmadan 6nce bir yil
ya da daha fazla surebilir. Bu nedenle plazma veya serumda EBV DNA
bulunusu baslangi¢ enkefsiyonu ya da reaksiyon isareti olarak dusunalir ve
virus yuku hastalik siddetiyle iligkilenir. EBV DNA saptanmasi hastaligin
erken donemlerinde serolojiden daha duyarl olabilir ve bazi ¢aligmalar EBV
DNA, VCA IgG aviditesine gore klinik akut enfeksiyonla daha fazla iligkili
oldugunu ortaya cikarmistir.®>® Yine de akut enfeksiyonu olan bagisikli sistemi
saglam hastalarda genellikle seroloji, guglu klinik enfeksiyon siphelerinde
olumsuz ya da supheli seroloji buluslar haricinde yeterlidir ve molekiiler teshis
gerekmedigi bilinmektedir.>* Yanlis negatif antikorlarin dogal olarak kayip
olmsindan ve transplantasyon hastalarda vyetersiz yanit oldugundan
kaynaklanir yanlis pozitifse autoantibody, serum faktoérleri ve diger

enfeksiyonlarla cross reaksyon sonucu ortaya gikar.>*

EBV'ne ait protein yapisindaki bazi bilesenlerin normal
insandaki protein yapilarla benzerlik gosterdigi saptanmig olup bundan dolayi
yapilan mikrobiyolojik calismalarda bu capraz reaksyona bagli olarak pozitif
sonuglar eld edildigi gorusu, molekiler duzeyde yapilan c¢alismalarla

desteklenmistir.>®

immiinkompetan ve immunsupresif Kigilerde EBV
enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilacak ydntemlerin segimi 6nem tasir.
Ozellikle imminsupresif hastalarda terap6tik mudahale zamani kritik bir

Oneme sahiptir. Bu nedenle EBV replikasyonunu erken saptayan, pozitif
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prediktif degeri yuksek olan ve tedavinin izlenmesine olanak saglayan tani
yontemleri secilmelidir. PTLH ile iligskili EBV’nin tanisinda, tedavisinde ve
onlenmesinde molekuler yontemlerinden yararlanmaktadir. Viral DNA klinik
bulgular olugsmadan aylar ©6nce saptanabilmekte Bununla birlikte bazi
transplant hastalarinda yuksek EBV-DNA yikine ragmen aylar veya yillarca
PTLH gelismedigi bildirilmistir. Bununla birlikte bazi transplant hastalarinda
yuksek EBV-DNA yukine ragmen aylar veya yillarca PTLH gelismedigi
bildirilmistir.

PZR, EBV enfeksiyonunun ilk gunlerinde serolojiden daha
duyarl oldugunu ve serolojik olarak, 6zellikle ¢ocuklarda antikorlarin bir kag
gln boyunca tespit edilmedigi veya yanlis negatif sonu¢ olasiligi dikkate

alinmasi gerekmektedir.®

EBV ve CMV DNA’sinin arastirimasi hasltaligin hangi evrede
oldugununun tespitinde ve tedavinin planlamasindafaydali  oldugu

disiintimektedir.>

Cocukluk cagi lenfomalarinin % 40’11 HL olusturmakta iken
%60’in1 NHL’ler olusturmaktadir. NHL’lar, 15 yasin altindaki c¢ocuklarda
HL’den 1,5 kat daha sik gorulirler. Erken ¢ocukluk yasi ve gec eriskin olmak
tzere iki sikhk goOstermekte olup, hayat boyu goérilme sikhdr gittikce

artmaktadir. °’

Michalek ve ark. cocuk onkoloji hastalarinda EBV
enfeksiyonlarinin ~ tanisinda  seroloji ve DNA analizinin  birlikte
degerlendiriimesi gerektigini tek basina serolojik testlerin tanida vyeterli

olmadigini vurgulamislardir.®
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Calismamiza dahil edilen 60 hastaya ait serum 0Ornegininin
gercek zamanl PZR ile pozitif negatifligi arastirildi ve 60 6rnekten 17’ sinde
(%28.33) pozitif sonuca ulasildi. Hastalarin serolojisine (Anti-VCA 1gG, Anti-
VCA IgM, Anti-EBNA, Anti-EA) ELISA ile bakildi. EBV-DNA pozitif bulunan
hastalarda seroloji sonuglari (Anti-VCA 1gG, Anti-VCA IgM, Anti-EBNA, Anti-
EA) (%64.4, %35.5, %47, %41.2) sirasiyla pozitif olarak bulundu. EBV-
DNA'sI negatif bulunan 43 hastanin seroloji sonuglariysa Anti-VCA IgG ve
Anti-EBNA %69.77 pozitif olarak bulunurken, Anti-VCA IgM ve Anti-EA ise

orneklerinin timinde negatif olarak saptandi.

Ersoy ve ark. inflamatuvar romatizmal hastaliklarla ilgili
yaptiklari calismada EBV-VCA pozitifligi VCA IgG %93, VCA IgM %8.7. Bizim
calismamizda ise 60 hastanin Anti-VCA IgG ve Anti-VCA IgM pozitifligi
siraslyla %63.8, %10 oraninda Anti-VCA IgM ile uyumluluk géstermektedir.>

Thomas ve ark. yaptiklari galismada multiplex ve ELISA
yontemleri degerlendirilmistir. ELISA ile Anti-VCA IgG %83, Anti-VCA IgM
%20, Anti-EBNA %62.7, Anti-EA %43 pozitif olarak tespit edilmistir.?

Feyzioglu ve ark. EBV enfeksiyonunun serolojik tanisi ve birden
fazla antikor yanitinin degerlendirilip yorumlanmasiyla yaptiklari calismada
ELISA ile Anti-VCA 1gG, Anti-VCA IgM, Anti-EBNA sonuglari %59, %11, %47

pozitif olarak tespit edilmistir.”

Altuglu ve arkadaslarinin 2007 yilinda Ug¢ farkli yéntemin
degerlendirmesiyle yaptiklari calismada referans metodu olarak belirlenen
IFA sonuglari Anti-VCA 1gG %82.2, Anti-VCA IgM %15.5, Anti-EBNA %62.2,
Anti-EA %20. Bizim yaptigimiz ¢alismada Anti-VCA IgG %63.8, Anti-VCA IgM
%10, Anti-EBNA %63.3, Anti-EA %11.6 oraninda pozitif olarak bulunmustur.>
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Tablo 13. Yapilan Cesitli Calismalardaki Anti-VCA 1gG, Anti-VCA IgM, Anti-
EBNA ve Anti-EA Degerlerin Kariglastirilmasi.

Anti-VCA Anti-VCA | Anti-EBNA Anti-EA

lgG IgM % %

% %
Ersoy ve ark. 93 8.2 _ _
Thomas ve ark. 83 20 62.7 43
Feyzioglu ve ark. 59 11 47 _
Aluglu ve 82.2 15.5 62.2 20
ark.(IFA)
Bizim ¢alismamiz 63.8 10 63.3 11.6

Yaptigimiz galismada Anti-VCA IgG pozitiflik orani Feyzi ve ark.
yaptiklari c¢alismaya goére uyumlu olsa da diger calismalara goére dusik
oranda oldugu goérulmektedir. Anti-VCA IgM ve Anti- EBNA antikorlari
calismalara gore yuksek uyumluluk sergiledi. Anti-EA antikorlari reaktivasyon
olgularinda mutlak olmayan bir fikir veren diger ¢alismalara gére bu antikorun

orani oldukga dusuk oldugu gorulmektedir.

Inci ve ark. kemik iligi transplantasyon hastalarinda yaptiklari
calismada EBV seropozitifligi 128 hastadan 126(%98.4)’'sinda iken EBV-DNA
pozitifligi sadece 17(%13.3) hastada tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizdaysa
seropozitiflik diglk orandayken (%73) EBV-DNA pozitifligi (%28.3) oraninda

tespit edildi ve Inci ve ark.yaptiklari calismaya gore uyumsuzluk sergiledi.®®

Zeytinoglu ve ark. yaptiklari calismada, PTLD hasta gruplarinda
indirek bir tan1 ydéntemi olan serolojinin EBV enfeksiyonun tanisinda yararl
olmadigini ayrica antikor testlerinin  HIV/AIDS’li olgularda gorulen

lenfoproliferatif hastaliklarin tanisinda da yeri kisithi oldugunu ve molekuler
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yontemlerle viral nukleik asitlerin gosteriimesi daha anlamli oldugunu

desteklemektedir.5*

Sousa ve ark. 2011 yihinda Portekiz’'de saglikh bireylerde EBV
frekansini arastirmak amaciyla yaptiklari ¢alismada EBV-DNA pozitifligi 508
kisiden 189(%37.2)'unda tespit edilmistir. Calismamizda seropozitiflik diger
calismalara gore dusuk oranda bulunsa da EBV-DNA pozititflik orani

uyumluluk gdstermektedir.®?

Karadag ve ark. Epstein-Barr Virus (EBV) enfeksiyonlarinin
serolojik tanisinda laboratuarlarda rutin olarak kullanilan Paul-Bunnel ve
immanblot test sonuglarini es zamanli karsilastirmak amaciyla yaptiklari
calismada immunblot ile akut enfeksiyon %3.5, Seronegatif %12.5, Gegirilmis

enfeksiyon %64.5, Reaktivasyon %19.5 oranlari saptanmistir.?

Svahn ve ark isveg¢'te yaptiklari ¢alismada (i¢ ELISA ticari kiti ile
iki lateks aglutinasyon metotlarini incelediler ve referans metodu olarak IFA
kullanildi. IFA sonuglarina goére %18.8 akut enfeksiyon, %16.75 seronegatif,

%60.9 gegirmis enfeksiyon ve %3.55 atipik reaksiyon sergilemistir.*

Altuglu ve ark. yaptiklari calismada IFA yontemiyle %13.33 akut
enfeksiyon, %17.78 seronegatif, %57.78 gecirmis enfeksiyon veya

reaktivasiyon, %11.11 atipik reaksiyon sergilemistir.>

Yaptigimiz c¢alismada akut enfeksiyon %8.3, seronrgatiflik
%28.3, yeni ve gecmiste gegcirilmis enfeksiyon %57 ve Reaktivasyon %28.3
oranimda tespit edildi. Bu sonuglar bizim c¢alismamizdaki gegirilmis

enfeksiyon oranina paralel iken, diger sonuclar degiskenlik géstermektedir.

Gecgel ve ark. yaptiklari calismada gergcek zamanh PZR ile
Renal transplant grubundaki hastalarin 3 (%4.8)'unde EBV-DNA pozitif cocuk
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onkoloji grubundaki hastalarin 3 (%8.1)’'unde EBV-DNA pozitif bulmuglar ve
gercek zamanli PZR ile EBV-DNA arastirimasinin tani, takip ve prognozu
degerlendirmede yararli olabilecegi; immunsupresif hastalarda EBV
reaktivasyonunu saptamak icin serolojik sonuglarin avidite ve PZR testleri ile

desteklenmesi gerektigi diistntimiistir.®

Gartzonik ve ark. yaptiklar ¢alismada, Gergek zamanh PZR,
primer EBV tanisi icin erken hastalik evrelerinde olan 6zellikle serolojik EBV
enfeksiyonu belirsiz durumlarda yararli bir ek tani yontemi ve guvenilir bir

arac oldugunu belirtmislerdir.®®

NPC ile serumda bulunan EBV DNA’sinin yuku iligkili oldugu
rapor edilmistir. Buna ek olarak hastalarin radiyoterapisi tamamlanmasindan
sonra serumda EBV DNA’sinin devam etmesi bilinmektedir. Yong shao ve
ark. yaptiklari calismada EBV DNA tespiti, NPC hastalarin tani, evrelendirme,
ve izlemesinde serum IgA/IgM titrelerinden daha duyarli ve spesifik oldugunu

ortaya koymuslardir.®*

Calismamizda EBV DNA’si pozitif bulunan ve seronegatif olarak
bilinen 4hasta 6neginin 3’U ¢ocuk hematoloji-onkoloji boliuminden 1’si kemik
iligi transplantasyon unitesinden gelen hastalardir. Bu sonuglara gore
serolojik yonteminin anahtar tani yontemi olmadigini ve molekuler

yontemlerle desteklenmesi dugsunulmektedir.
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6. SONUC

EBV DNA'nin o6zellikle antikor yanitinin yeterli olmadigi veya
yanlis ¢ikabilecegi immun yetmezlikli hastalarin tanisinda ve EBV
enfeksiyonunun evrelendirmesinde 6nemli oldugunu dusunmekteyiz. Bu
nedenle, EBV enfeksiyonu digunulen hastalarda tanida seroloji yaninda
mekuler yontemlerin de kullaniimasi uygun olacaktir. Bu durum o6zellikle
immun yetmezlikli hastalarda taninin ge¢ konulmasi sonucu ortaya

cikabilecek komplikasyonlarin dnlenmesi agisindan da énemli olacaktir.
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7. OZET

Epstein Barr Virus enfeksiyonunun tanisinda molekuler ve serolojik

gOstergelerin yeri

Epstein-Barr viruse (EBV), basta enfeksiydz mononukleoz (EM)
olmak Uzere Burkit lenfoma ve nazofarengeal karsinoma gibi malignitelerin
ayrica transplantasyon sonrasi immunsupresif konakta ortaya c¢ikan
posttransplant lenfoproliferatif hastaligin (PTLH) etiyolojisinden sorumlu, tim
dunyada erigkinlerin %90’in1 enfekte eden insan herpesviris ailesinin bir
dyesidir. Yaptgimiz calismda 60 hasta serum o&rneginin spesifik EBV
antikorlarina VCA-IgG, VCA IgM, EBNA antikorlan ve EA IgG antikoru
(Diagnostic Bioprobes Srl-Italy) kiti kullanarak ELISA teknigi, EBV DNA’sina
gercek zamanh PZR teknigi ile (artus EBV QS-RGQ Kit (24) CE-Qiagen-
Almanya) kiti kullanrak bakildi. Calismamizda EBV DNA’si pozitif bulunan
17(%28.33) hastadan 4(%23.5) hasta 6negdinin 3(%17.64)'u ¢cocuk hematoloji-
onkoloji boluminden 1(%5.88)'si kemik iligi transplantasyon Unitesinden
gelen hastalar seronegatif olarak saptanmistir. Calismamizda serolojik olarak
EBV enfeksiyonu dislnllen hastalarda gergek zamanli PZR yénteminin EBV
enfeksiyonunun tani  ve evrelendirmedeki 6neminin  belirlemesini

amaclanmigtir.

Anahtar kelimeler: Epstein Barr Viris, molekiler, serolojik, ELISA,
PZR
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8. SUMMARY

The location of the molecular and serological markers in diagnosis of
the Epstein Barr Virus infection

Epstein-Barr viruse (EBV) is a member of human herpesvirus
family seen in particularly infectious mononucleosis (EM), including
malignancies such as Burkitt 's lymphoma and nasopharyngeal carcinoma, as
well as responsible for the etiology of posttransplant lymphoproliferative
disease emerging in immunosuppressive host (PTLH) after transplantation
and that infects more than 90% of the adults. In our study, serum samples of
60 patients have been observed for their specific EBV antibodies of VCA-IgG,
VCA-IgM, EBNA antibody and EA IgG by using (Diagnostic Bioprobes Srl-
Italy) kit with the ELISA technique, EBV DNA has been observed by real-time
PCR technique by using (artus EBV Kit QS-RGQ (24) CE-Qiagen, Germany)
kit. In our study, of 17 patients which were found positive in EBV DNA
(%28.33), 4(%23.5) of patient samples, three samples (17.64%) were
children's hematology-oncology section, 1 (5.88%) was found to be
seronegative patients from the bone marrow transplant unit. In our study, the
purpose is to determine the importance of PZR real-time method fort he

diagnosis and staging in patients with suspected serological EBV infection.

Keywords: Epstein Barr Virus, molecular, serological, ELISA, PCR

46



. KAYNAKLAR

Klutts JS, Liao RS, Dunne WM, Jr., and Gronowski AM. Evaluation Of A
Multiplex Bead Assay For Assesment of Epstein-Barr Virus Immunologic
Status. J. Clin. Microbiol 2004; p: 4996-5000.

Karadag S, Sinirtas M, Goéral G. Comparison of Paul-Bunnel and
Immunoblot Methods for the Investigation of Epstein-Barr Virus
Antibodies. Turk Mikrobiyol Cem Derg 2010; 40 (2): 117 — 124.

Fidan I, Yuksel S, Imir T. The Investigation Of Epstein- Barr Virus
Antibodies In Different Age Groups. infekt Derg 2005; 19:453-6.

Thomas B. Martins, Christine M. Litwin, Harry R. Hill. Evaluation of a
Multiplex Fluorescent Microsphere Immunoassay for the Determination of
Epstein-Barr Virus Serologic Status. Am J Clin Pathol 2008;129:34-41.

Feyzioglu B, Ozdemir M, Baykan M, Baysal B. Comparative Evaluation of
Indirect Immunofluorescence Assay and ELISA Methods for the
Diagnosis of Epstein-Barr Virus Infection Selguk Univ Tip Derg 2011;
27(2):77-82.

Ustacelebi S, Mutlu G, imir T, Cengiz A.T, Timbay A, Omer m, Temel ve
Klinik Mikrobiyoloji. Ankara:Gunes kitapevi; 1999.

Karadag Gecggel S, Ersoy A, Sivinir B B, Sinirtas M, Géral G. Evaluation
Of PCR Results In The Diagnosis Of Epstein-Barr Viruse Infection.
Mikrobiyol Bul 2012; 46(4): 594-606

Kimura H, Ito Y, Suzuki R, Nishiyama Y. Measuring Epstein-Barr virus
(EBV) load: the significance and application for each EBV associated
disease. Rev Med Virol 2008; 18(5): 305-19

47



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Denizci S, Ugar Cankal D. The Relation of Epstein-Barr Virus with Oral
Disease and it's Importance in Dentistry. EU Dishek Fak Derg 2006; 27:
125-133.

Yavuz G. Epstein-Barr virus Infections in the Immunosuppressed Patients
J Pediatr Inf 2009; 3 (Suppl 1): 17-21.

Thorley-Lawson DA. Epstein-Barr virus: exploiting the immune system.
Nat Rev Immunol 2001; 1:75-82.

Keymeulen B, Vandemeulebroucke E, Ziegler AG, et al. Insulin needs
after CD3- antibody therapy in new-onset type 1 diabetes. N Engl J Med
2005; 352:2598-608.

Hadinoto V, Shapiro M, Greenough TC, Sullivan JL, Luzuriaga K, Thorley-
Lawson DA. On the dynamics of acute EBV infection and the

pathogenesis of infectious mononucleosis. Blood 2008; 111: 1420-7.

Takeuchi K, Tanaka-Taya K, Kazuyama Y, et al. Prevalence of Epstein-
Barr virus in Japan: trends and future prediction. Pathol Int 2006; 56:112-
6.

Nielsen N.H, Mikkelsen F, and Hansen J, Nasopharyngeal Cancer in
Greenland. The Incidence in an Arctic Eskimo Population. Acta Pathol
Microbiol Scand [A], 1977. 85(6): 850-8.

Raab-Traub N, et al. The Differentiated Form of Nasopharyngeal
Carcinoma Contains Epstein-Barr Virus DNA. Int J Cancer, 1987. 39(1):
25-9.

48



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Shao Y.M, et al. Epstein-Barr Virus Activation in Raji Cells by Extracts of
Preserved Food from High Risk Areas for Nasopharyngeal Carcinoma.
Carcinogenesis, 1988. 9(8): 1455- 1457.

Shu-Jen C, et al. Characterization of Epstein-Barr Virus miRNAome in
Nasopharyngeal Carcinoma by Deep Sequencing. PLoS ONE 2010; 5(9):
1-14.

Brady G, MacArthur G , Farrell P. Epstein—Barr virus and Burkitt
lymphoma. J Clin Pathol 2007;60: 1397-1402.

Gandhi M, Tellam J, and Khanna R., Epstein-Barr Virus-Associated
Hodgkin's Lymphoma. Br J Haematol, 2004; 125(3): 267-81.

Young, L.S. and P.G. Murray, Epstein-Barr Virus and Oncogenesis: From
Latent Genes to Tumours. Oncogene, 2003; 22(33): 5108-21.

Carbone A, Gloghini A, Dotti G. EBV-associated lymphoproliferative
disorders: Classification and treatment. The Oncologist, 2008; 13: 577-
85.

Rezk SA, Weiss LM. Epstein-Barr virus associated lymphoproliferative
disorders. Human Pathology. 2007; 38: 1293-1304.

Menard F, Besson C, Rince P et al. Hodgkin lymphoma-associated
hemophagocytic syndrome: a disorder strongly correlated with Epstein-
Barr virus. Clin Infect Dis. 2008; 15: 47: 531-534.

Schuberts S, Renner C, Hammer M et al. Relationship of

Immunosuppression to Epstein-Barr viral load and lymphoproliferative

49



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

disease in pediatric heart transplant patients. J Heart Lung Transplant.
2008; 27: 100-5.

Weinstein HJ, Hudson MM, Link MP (eds). Pediatric Lymphomas.
Springer-Verlag-Berlin-Heilderberg 2007.

Paschale M, Clerici P, Serological diagnosis of Epstein-Barr virus
infection: Problems and solutions. World J Virol 2012; 1(1): 31-43.

Hess R. Routine Epstein-Barr Virus Diagnostics from the Laboratory
Perspective: Still Challenging after 35 Years. J. Clin. Microbiol. 2004;
42(8): 3381-3387.

Tang Y, Stratton C, editors. Advanced Techniques in Diagnostic

Microbiology. New York: Springer Science and Business Media; 2006

Gartner, B. C., R. D. Hess, D. Bandt, A. Kruse, A. Rethwilm, K. Roemer,
Evaluation Of Four Commercially Available Epstein-Barr Virus Enzyme
Immunoassays With An Immunofluorescence Assay As The Reference
method. Clin. Microbiol. and N. Mueller-Lantzsch. 2003. 10:78-82.

Svahn A, Magnusson M, Jagdahl L, Schloss L, Kahlmeter G, and Linde
A. Evaluation Of Three Commercial Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays And Two Latex Agglutination Assays For Diagnosis Of Primary
Epstein- Barr virus infection. J. Clin. Microbiol 1997; 35: 2728-2732.

Thomas D, Rhoda L, Joan E, and Dedra S. A Systematic Study of
Epstein-Barr Virus Serologic Assays Following Acute Infection. Am J Clin
Pathol 2002;117:156-161

50



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Svahn A, Magnusson M, Gdahl L, Schloss L, Kahimeter G, Linde A.
Evaluation of Three Commercial Enzyme-Linked Immunosorbent Assays
and Two Latex Agglutination Assays for Diagnosis of Primary Epstein-
Barr Virus Infection. J. CLIN. Microbiol 1997; 35: 2728-2732.

Paschale M, Cagnin D, Cerulli T, Manco M, Agrappi C, Mirri P, Gatti A et
al. Search for Anti-EA(D) Antibodies in Subjects with an “Isolated VCA
IgG” Pattern. International Journal of Microbiology 2010; 1-4

Henle W, Henle G, Anderssont J, Ernbergt I, Kleint G, Horwitz CH A, et
al. Antibody responses to Epstein-Barr virus-determined nuclear antigen
(EBNA)-1 and EBNA-2 in acute and chronic Epstein-Barr virus infection
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1987; 84: 570-574.

Preiksaitis JK, Pang XL, Fox JD, Fenton JM, Caliendo AM, Miller GG.
Interlaboratory comparison of epstein-barr virus viral load assays. Am J
Transplant 2009; 9: 269-279.

Hayden R, Hokanson K, Pounds S, Bankowski M, et al. Multicenter
comparison of different real-time PCR assays for quantitative detection of
Epstein- Barr virus. J Clin Microbiol 2008; 46: 157-163

Mullis K, Faloona F. Specific synthesis of DNA in vitro via a
polymerasecatalyzed chain reaction. Methods Enzymol 1987; 155: 335—
350.

Fredricks, D, Relman, D. Application of polymerase chain reaction to the
diagnosis of infectious diseases. Clin Infect Dis,1999 29(3), 475-486;
quiz 487-478.

51



40.

41.

42.

43.

44,

45

46.

47.

48.

Macky I, Arden k, Netsche A, Real time PCR in virology. Nucliec Acid Res
2002; 30: 1292 1305

Hayden R, Carroll K, Tang Y, Wolk D, Diagnostic Microbiology Of The
Immunocompromised Host. Washington: ASM; 2009

Rickinson AB, Kieff E. Epstein-Barr virus. In: Knipe DM, Howley PM,
Griffin DE, Martin MA, Lamb RA, Roizman B, editors. Fields virology.
Philadelphia: Lippincott Williamsand Wilkins, 2001: 2575-2627

Hislop AD, Taylor GS, Sauce D, Rickinson AB. Cellular responses to viral
infection in humans: lessons from Epstein- Barr virus. Annu Rev Immunol
2007; 25: 587-617

Thorley-Lawson DA, Gross A. Persistence of the Epstein- Barr virus and
the origins of associated lymphomas. N Engl J Med 2004; 350: 1328-
1337

Leight ER, Sugden B. EBNA-1: a protein pivotal to latent infection by
Epstein-Barr virus. Rev Med Virol 2000; 10: 83-100

Kimura H, Ito Y, Suzuki R, Nishiyama Y. Measuring Epstein-Barr virus
(EBV) load: the significance and application for each EBV-associated
disease. Rev Med Virol 2008; 18: 305-319

Thorley-Lawson DA. Epstein-Barr virus: exploiting the immune system.
Nat Rev Immunol 2001; 1: 75-82

Bauer G. Simplicity through complexity: immunoblot with recombinant
antigens as the new gold standard in Epstein- Barr virus serology. Clin
Lab 2001; 47: 223-230

52



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Jenson HB. Virologic Diagnosis, Viral Monitoring, and Treatment of
Epstein-Barr Virus Infectious Mononucleosis. Curr Infect Dis Rep 2004, 6:
200-207

Gartner BC, Hess RD, Bandt D, Kruse A, Rethwilm A, Roemer K,
Mueller-Lantzsch N. Evaluation of four commercially available Epstein-
Barr virus enzyme immunoassays with an immunofluorescence assay as
the reference method. Clin Diagn Lab Immunol 2003; 10: 78-82

Ambinder RF, Lin L. Mononucleosis in the laboratory. J Infect Dis 2005;
192: 1503-1504

Holmes RD, Sokol RJ. Epstein-Barr virus and post-transplant

lymphoproliferative disease. Pediatr Transplant 2002; 6: 456-464

Bauer CC, Aberle SW, Popow-Kraupp T, Kapitan M, Hofmann H,
Puchhammer-Stéckl E. Serum Epstein-Barr virus DNA load in primary
Epstein-Barr virus infection. J Med Virol 2005; 75: 54-58

Balfour HH, Holman CJ, Hokanson KM, Lelonek MM, Giesbrecht JE,
White DR, Schmeling DO, Webb CH, Cavert W, Wang DH, Brundage
RC. A prospective clinical study of Epstein-Barr virus and host
interactions during acute infec-tious mononucleosis. J Infect Dis 2005;
192: 1505-1512

Ersoy Y, Ersoy Y, Oltu B, Kraratutlu i, Altay Z, Emine S and Ozerol I.
Epstein_Barr And Cytomegaloviruse Antibody Positivities in inflammatory

Rheumatic Diseases. Turgut 6zel tip merkezi dergisi 2000; 7(2):141-143.

53



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Sakamoto Y, Mariya Y and Kobu K. Quantification of Epstein Barr Virus
DNA Is helpful for evaluation of chronic active Epstein Barr Virus
infection. J. EXP. Med 2012; 227:306-311.

Lanzkowsky P. Non-Hodgkin’s Lymphoma in Manual Pediatric
Hematology and Oncology, 4th ed. London, 1999; P:445-469.

Michalek J, Horvath R. High incidence of Epstein-Barr virus,
Cytomegalovirus and Human Herpesvirus 6 infections in children with
cancer. BMC Pediatr 2002; 2: 1

Altuglu 1, Bozkurt H, Samlioglu P, Zeytinoglu A. Evaluation of three
different assays for the assessment of Epstein Barr Virus immunological
status. New Microbiologica 2007; 30, 393-398.

Inci M, Gokahmetoglu S, Kaynar L, Ercal B, Durmaz S. and Buyukoglan
R. Investigation of Epstein-Barr virus serology and DNA in bone marrow
transplant recipients Afr. J. Microbiol. 2011; 5(5) . 496-500.

Zeytinoglu A , Hekimgil M , Erensoy S, Aydemir $,et al. Investigation of
Epstein-Barr virus DNA and RNA in tissues of patients with Lymphoma.
Mikrobiyol Bul. 2005; 39:473 481.

Sousa H, Silva J, Azevedo L, Pinto-Correia A L. et al. Epstein-Barr virus
in healthy individuals from Portugal. Acta Med Port 2011; 24: 707-712.

Gartzonika C, Vrioni G, Priavali E, Pappas G and Levidiotou S. Ultility of
Real-Time PCR in the Diagnosis of Primary Epstein-Barr Virus Infection.
J Med Microb Diagn 2012; 2:1-4

Yong Shao J, Li Yu, Yi Gao H, et al. Comparison of Plasma Epstein—Barr
Virus (EBV) DNA Levels and Serum EBV Immunoglobulin A/Virus Capsid

54



Antigen Antibody Titers in Patients with Nasopharyngeal Carcinoma.
American Cancer Society 2004; 100:61-9

55



10.EKLER
10.1 Tesekkur

Calisma sirasinda bilimsel katkilar1 ile bana yardimci olan,
egitimim siiresince yardimlarini esirgemeyen, tez danismanim ve hocam

Prof.Dr. Seyyal ROTA’ya;

Tez ¢alismam sirasinda her tiirlii konuda bana yardimet olan degerli hocam
Dog¢. Dr. Isil FIDAN’a;
Yiiksek lisans egitimim boyunca ilgi ve bilgileri ile bana yardime1 olan
Tibb1 Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nin degerli 6gretim tiyeleri Do¢.Dr.Funda
DOGRUMAN AL’a, Prof.Dr. Nedim SULTAN’a ve diger ders hocalarima;

birlikte calismaktan her zaman biiylik mutluluk ve gurur duydugum,
sadece caligma arkadaslar1 degil hayatim boyunca yanimda olacaklarina
inandigim dostlarim c¢aligma ve ders arkadaslarima;

Maddi-manevi her tiirlii destegi veren, bu zor giinlerinde dahi hep
yanimda olduklarini bildigim sevgili babam muhsin QADDO’ya, sevgili
annem wafaa HAYDER’e ve sevgili kardeglerime; hep yanimda olan ve iyi,
kotl, guzel , cirkin her seyi paylastigimz ev arkadaslarim Ali AFANDIye,
Faez AZEEZ e biitiin igtenligimle tesekkiirli bir borg bilirim.

56



10. OZGEGMIS

Adi: Faisal

Soyadi:QADDO

Dogum yeri ve Tarihi: Ninawa — Irak / 06.06.1986

Egitimi:

2010-2013 Gazi Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitlisii, Tibbi Mikrobiyoloji
ABD, Ankara,

2009-2010 Gazi Universitesi Tiirkge Ogrenim, Arastirma ve Uygulama
Merkezi (TOMER), Ankara

2005-2009 Musul Universitesi, Fen- Fakiiltesi, Biyoloji Bolumu, Mikrobiyoloji
ABD, Musul. Irak

2001-2005 Telafer Lisesi, Telafer

Yabanci Dili: ingilizce-Arapca

57



