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OZET

Epstein-Barr virus (EBV), 6ncelikle enfeksiyoz mononiikleoz ve ayrica ¢esitli lenfomalar ve posttransp-
lant lenfoproliferatif hastaligin (PTLD) etiyolojisinden sorumlu, latent enfeksiyon olusturan bir herpes vi-
rustur. EBV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi; atipik lenfositlerin, heterofil antikorlarin, virusun kapsid
antijeni (VCA), niikleer antijeni (EBNA) ve erken antijeni (EA)'ne karsi olusan 6zgiil antikorlarin ve viral
DNA'nin saptanmasina dayanir. Ulkemizde yetiskin popiilasyondaki seropozitiflik oraninin cok yiiksek
(%80-95) olmasi nedeniyle, transplant alicilari veya onkoloji hastalari gibi 6zellikle immunsipresif hasta
gruplarinda EBV reaktivasyonunun belirlenmesinde rutin serolojik testler yetersiz kalabilir. Bu gibi durum-
larda VCA IgG avidite testi ve molekiler yontemlerden yararlanilmaktadir. Bu calismada, renal transplant
ve cocuk onkoloji hastalarinda EBV enfeksiyonlarinin tani ve takibinde serolojik yontemlerin yani sira ger-
¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) ile viral DNA diizeylerinin belirlenmesi amaclanmustir.
Calismaya, 62 eriskin renal transplant alicisi, 37 cocuk onkoloji hastasi ile EBV seropozitif immiin kompe-
tan saglikh 50 birey (28'i cocuk, 22’si eriskin) dahil edilmistir. Transplant alicilarindan transplantasyon 6n-
cesi bir kez, transplantasyon sonrasi li¢ kez (birinci hafta, birinci ay ve lglincii ay) olmak Uzere toplam
dort kez; cocuk onkoloji hastalarindan tedavi 6ncesi bir kez, immiinsipresif tedaviye baslandiktan sonra
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¢ kez (birinci ay, tglinci ay ve altinci ay) olmak Uzere toplam dort kez; kontrol grubundan ise bir kez
kan ornegi alinmistir. Serum 6rneklerinde EBV serolojik profilleri Paul-Bunnel ve immiinoblot testleri ile;
VCA IgG avidite testi ELISA ile ve EBV-DNA dlzeyi Rt-PCR yontemiyle arastirilmistir. Renal transplant gru-
bundaki hastalarin 3 (%4.8)'linde EBV-DNA pozitif bulunmustur. Bu hastalarda CD4/CD8 oranlari
transplantasyon oncesi degerlerine gore transplantasyon sonrasi birinci hafta ve uglincii ayda anlamli
olarak disik bulunmakla birlikte PTLD ve organ reddi gelismemistir. Cocuk onkoloji grubundaki hasta-
larin 3 (%8.1)'linde EBV-DNA pozitif bulunmus; bu durum Hodgkin lenfoma tanisiyla takip edilen iki
cocukta hastalik, digerinde ise reaktivasyon ile iliskilendirilmistir. Kontrol grubundaki olgularin ise 10
(%20)'unda EBV-DNA pozitifligi tespit edilmistir. Immiinoblot sonuglari akut enfeksiyon serolojisi ile
uyumlu olan eriskin kontrol olgularinda EBV-DNA pozitifligi, Paul-Bunnel pozitifligi ve disiik avidite so-
nuclari arasindaki uyum istatistiksel olarak anlamhdir. Cocuk kontrol grubunda ise bu serolojik profil ile
sadece duslik avidite arasindaki uyum anlamli kabul edilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada eriskin renal
transplant hastalarinda transplantasyonu takip eden ug aylik donemde EBV ile iliskili PTLD ve akut re-
jeksiyon riskinin bulunmadigi; EBV ile iliskili malignitesi bulunan ¢ocuklarda tedavi 6ncesi Rt-PCR ile EBV-
DNA arastiriimasinin tani, takip ve prognozu degerlendirmede yararl olabilecegdi; immiinsupresif hasta-
larda EBV reaktivasyonunu saptamak icin serolojik sonuclarin avidite ve PCR testleri ile desteklenmesi
gerektigi disunilmastar.

Anahtar sézciikler: Epstein-Barr virus; immiinstipresyon; Paul-Bunnel; immiinoblot; VCA; IgG avidite; ger-
cek zamanli PCR.

ABSTRACT

Epstein-Barr virus (EBV), a herpesvirus leading to latent infections, is principally responsible for infec-
tious mononucleosis, and also plays role in the etiology of various lymphomas and post-transplantation
lymphoproliferative disease (PTLD). Laboratory diagnosis of EBV infections depends on the detection of
atypical lymphocytes, heterophile antibodies, specific antibodies against viral capsid (VCA), nuclear (EB-
NA) and early (EA) antigens, and of the viral DNA. Since the seropositivity rate in adult population is very
high (80-95%) in our country, routine serologic tests may be insufficient to characterize EBV reactivati-
on in immunosuppressive subjects, such as transplant recipients or oncology patients. In those cases VCA
IgG avidity test and molecular methods are more useful. This study was conducted to determine the ro-
le of viral DNA levels detected by real-time polymerase chain reaction (Rt-PCR) and serological tests for
the diagnosis and follow up of EBV infections in renal transplant recipients and pediatric oncology pati-
ents. A total of 62 adult renal transplant recipients, 37 children with oncological diseases, and 50 EBV-
seropositive immunocompetent healthy subjects (28 children, 22 adults) as controls, were included in
the study. Four blood samples, once before transplantation and three times thereafter (at first week, first
and third months) were collected from transplant recipients; in pediatric oncology patients blood samp-
les were collected four times, once before immunosuppressive treatment and three times thereafter (at
first, third and sixth months), while the control group had a single blood sample collected. Serological
profiles for EBV were searched by Paul-Bunnel and immunoblotting tests; VCA IgG avidity by ELISA and
viral load by Rt-PCR. EBV-DNA was found positive in 3 (4.8%) of the renal transplant patients. While in
these patients the CD4/CD8 ratio was significantly lowered in the first week and third month post-
transplant, no PTLD or organ rejection developed. EBV-DNA was positive in 3 (8.1%) of the pediatric on-
cology patients. This positivity was attributed to Hodgkin’s disease in two of these cases and to reacti-
vation in the third case. EBV-DNA positivity was present in 10 (20%) of the control subjects. In the adult
controls whose immunoblot results were compatible with the serologic pattern of an acute infection, the
correlation among positive EBV-DNA, positive Paul-Bunnel and low IgG avidity results was statistically
significant. As for children in the control group, this serologic profile was significantly correlated with
low IgG avidity only. The data obtained from this study indicated that no risk of EBV-related PTLD or acu-
te rejection was found in the first three months in the adult renal transplant patients. In children with
EBV-related malignancy the search for EBV-DNA by RtPCR before therapy may be useful in the diagno-
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sis, follow-up and prognostic evaluation. Serologic results should be supported by IgG avidity and PCR
in order to ascertain the presence of EBV reactivation in immunosuppressive patients.

Key words: Epstein-Barr virus; immunosuppression; Paul-Bunnel; immunoblotting; VCA; IgG avidity; real-
time PCR.

GIRiS

Epstein-Barr virus (EBV), basta enfeksiyoz mononiikleoz (EM) olmak tzere Burkitt len-
foma ve nazofarengeal karsinoma gibi malignitelerin ayrica transplantasyon sonrasi im-
miunsupresif konakta ortaya ¢ikan posttransplant lenfoproliferatif hastahigin (PTLH) eti-
yolojisinden sorumlu herpes grubundan bir virustur'. EBV enfeksiyonlarinin laboratuvar
tanisi atipik lenfositlerin, heterofil antikorlarin, virus antijenlerine karsi olusan 6zgul anti-
korlarin ve viral DNA'nin saptanmasiyla mimkuindur.

Paul-Bunnel testi (PBT), hastalgin ilk haftasindan itibaren serumda bulunabilen ve 2-
3. haftalarda saptanma olasilhgr artan heterofil antikorlarin gosterilmesinde kullanilan bir
hemaglitinasyon testidir. EM geciren eriskinlerin %90'inda bulunabilen bu antikorlarin
cocuk yas grubunda yeterince ylikselmemesi ya da gec ylikselmesi PBT’nin kullanimin-
da yasa 6zgii bir kisithlik getirmektedir?. Heterofil antikorlarin saptanamadigi durumlar-
da EBV'ye 0zgil serolojik testlerden yararlanilmakta ve virusun major antijenlerine [viral
kapsid antijen (VCA), nukleer antijen (EBNA), erken antijen (EA)] karsi olusan IgG ve/ve-
ya IgM antikorlari arastinlmaktadir>*. Ancak yeni enfeksiyonlarin %20-30’unda anti-EA
antikorlari bulunmamakta ve anti-EBNA antikorlari genellikle konvalesan donemde orta-
ya ¢ikmaktadir. Buna karsin anti-VCA antikorlari, olgularin %90-94’iinde saptanabilmek-
te ve enfeksiyon déneminin belirlenmesinde yardimci olmaktadir®. EBV serolojisinin yo-
rumlanamadigi olgularda ise EBV-VCA IgG avidite, Western Blot (WB) ve polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PCR) gibi testlerden yararlanilmaktadir®®”.

EBV, latent enfeksiyon olusturan bir virustur. Ulkemizde yetiskin popiilasyonun %80-
95’inde EBV seropozitifligi mevcuttur*®. Bu nedenle transplant alicilari veya onkoloji has-
talari gibi 6zellikle immuinstpresif hasta gruplarinda EBV reaktivasyonunun belirlenmesi
énem tagimaktadir®®. EBV reaktivasyonunda rutin serolojik testler yetersiz kalabilmekte;
bu nedenle uygun 6rnekte viral DNA'nin PCR ile saptanmasi prognozu belirlemek aci-
sindan yararli olabilmektedir®. Bu calisma, renal transplant ve cocuk onkoloji hastalarin-
da EBV enfeksiyonlarinin tani ve takibinde gercek zamanli PCR (Rt-PCR) ile viral DNA di-
zeylerini belirlemek amaciyla yapilmistir.

GEREC ve YONTEM

Lokal Tibbi Arastirmalar Etik Kurulunun izni ile yapilan bu calismaya, renal transplant
aliclarindan olusan ve transplantasyondan sonraki ¢ aylik donemde transplantasyon
Unitesinde takip edilen timi erigskin 62 hasta (renal transplant grubu); cocuk onkoloji
kliniginde yeni tani alan ve immdnsiipresyon tedavisine baslandiktan sonraki alti aylik
donemde takip edilen 37 hasta (cocuk onkoloji grubu) ile merkez mikrobiyoloji ELISA/se-
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roloji laboratuvarlarina EBV serolojisinin belirlenmesi icin kan 6érnegi génderilen ve sero-
pozitiflik saptanan 50 kisi (kontrol grubu) dahil edildi. Cocuk onkoloji hastalarindan do-
kuzu lenfoma (besi Hodgkin, ikisi Burkitt, ikisi Hodgkin-disi), altisi beyin timori, sekizi
kemik ve yumusak doku sarkomu, Ggui noroblastom, besi Wilms tiimord, altisi diger ma-
ligniteler (germ hdicreli timor iki, nazofarenks karsinomu bir, malign histiyositoz bir, ko-
lon karsinomu bir, hepatoblastom bir) primer tanisiyla takip edilen olgulardi. Kontrol
grubu immiunsuipresif tedavi uygulanmayan veya herhangi bir malignitesi bulunmayan
poliklinik/klinik hastalarindan rastgele olusturuldu; 28 (%56)’i cocuk, 22 (%44)'si ise
erigkin yas grubunda idi.

Renal transplant alicilarindan transplantasyon oncesi bir kez, transplantasyon sonrasi
¢ kez (birinci hafta, birinci ay ve liclincti ayda) olmak tizere toplam dort kez; cocuk on-
koloji hastalarindan tedavi 6ncesi bir kez, immunsupresif tedaviye baglandiktan sonra li¢
kez (birinci ay, Gclincl ay ve altinci ayda) olmak lizere toplam dort kez; kontrol grubun-
dan ise bir kez kan 6rnegi alindi. Gondillilere ait kan 6rneklerinin alimina 17.06.2009 ta-
rihinde baglandi, periyodik 6rnek alimi 31.01.2011 tarihinde tamamlandi.

Serum oOrnekleri EBV VCA-IgG avidite ve Rt-PCR testleri icin calisiincaya kadar -20°C’de
saklandi. Heterofil antikor ve 6zgil EBV antikor testleri ayni/ertesi glin sirasiyla PBT ve
immunoblot yontemleriyle uygulandi. PBT'de > 1/56 pozitif sonu¢ EBV enfeksiyonu le-
hine yorumlandi. Anti-VCA, anti-EBNA ve anti-EA antikorlarini (IgG ve IgM) saptamak
icin Euroline anti-EBV-profile 2 (Euroimmun, Almanya) immiinoblot kiti kullanildi. imm-
noblot sonuglarina gore seronegatif; akut enfeksiyon [VCA IgM (+), VCA IgG (+/-), EB-
NA IgG (-), EA IgG (+/-)]; gegirilmis enfeksiyon [VCA IgG (+), VCA IgM (-), EBNA IgG (+),
EA IgG (-)] ve reaktivasyon [VCA IgG (+),VCA IgM (+/-), EBNA IgG (+), EA IgG (+)] ol-
mak Uzere dort grup serolojik profil belirlendi. VCA-IgG avidite testi mikro ELISA kiti (Eu-
roimmun, Almanya) ile calisildi. Testin calisma prensibine gore rolatif avidite indeksi
(RAI) hesaplandi ve RAI < %40 ise disiik, %40-60 ise sinirda, > %60 ise yiksek avidite
olarak degerlendirildi.

Rt-PCR icin serum orneklerinden EBV-DNA izolasyonu QlAamp DNA minikit (QIAGEN,
Almanya) ile gerceklestirildi. Elde edilen DNA ornekleri ¢alisiincaya kadar -20°C’de sak-
landi. Rt-PCR icin Artus EBV RG PCR kiti (QIAGEN, Almanya) ve Rotor-Gene RG-3000 ci-
hazi (Avustralya) kullanildi. Veriler Rotor-Gene 3000 6.0.23 analiz programinda deger-
lendirildi. Kitin hedef bélgesi EBNA-1 geninin 97 baz ciftlik bolgesi olup analitik duyarli-
hgr 510 kopya/ml‘dir. Kitapgiginda kitin kantitasyon icin dinamik arahiginin belirlenme-
digi; Herpes simpleks virus (HSV)-1 ve HSV-2, varisella-zoster virus, sitomegalovirus, Hu-
man T Cell Leukemia Virus-1 ve -2 ile capraz reaksiyon vermedigi ifade edilmektedir. Ay-
rica takip eden dl¢climlerde EBV-DNA pozitifligi veya EBV-DNA diizeylerinde artis sapta-
nan renal transplant hastalarinda es zamanh T hiicre oranlarina (CD4/CD8) bakilarak im-
minsupresyon durumu belirlendi.

Calismanin istatistiksel analizleri SPSS 13.0 (Chicago, IL) programinda yapildi. Degi-
sik parametreler icin Wilcoxon sira toplam testi, Mann Whitney-U testi, Fisher’in kesin ki-
kare testi ve McNemar testi kullanildi; p< 0.05 anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Renal transplant grubundaki hastalarin 3 (%4.8)'l ile cocuk onkoloji grubundaki
hastalarin 3 (%8.1)’'Ginde Rt-PCR ile EBV-DNA pozitifligi bulunmustur (Tablo I). EBV-
DNA pozitif renal transplant hastalarinin hicbirinde EBV enfeksiyonuna bagl olarak
PTLH ve organ reddi gelismemistir. Tedavi 6ncesi EBV-DNA pozitifligi saptanan iki ¢o-
cugun Hodgkin lenfoma, tedavi sonrasi tglinci ayda EBV-DNA pozitifligi saptanan
bir cocugun ise malign histiyositoz tanilariyla takip edilen hastalar oldugu belirlen-
mistir.

immiinoblot sonuclarina gore; renal transplant grubunda yer alan 62 hastadan 42
(%67.7)'sinin tim serum orneklerinde gecirilmis enfeksiyon serolojisi saptanmistir. Bu
grupta bulunan diger hastalarin 13 (%20.9)'iinde reaktivasyon serolojisi, 6 (%9.6)’sinda
izole VCA-IgG pozitifligi, birinde ise li¢li pozitiflik [VCA IgG (+), VCA IgM (+), EBNA IgG
(+), EA IgG (-)] belirlenmistir. imminoblot sonuglari reaktivasyon serolojisi ile uyumlu
bulunan hastalarin timinde yiksek avidite indeksi saptanmistir (Tablo II). Sadece bir
hastada (T1) es zamanli EBV-DNA sonucu 330 kopya/ml olup, CD4/CD8 1.4'tur (Tablo
[, ). Bu hastanin akciger enfeksiyonu nedeniyle kaybedilmesi sonucu transplantasyon
sonrasi Uguncl ay serum ornegi alinamamugtir.

Renal transplant hastalarinda CD4/CD8 oranlari, transplantasyon oncesi degerlerine
gore transplantasyon sonrasi birinci hafta ve tclincti ayda anlamli olarak dusuk bulun-
mustur (sirastyla p= 0.030, p= 0.01). immunoblot ile reaktivasyon serolojisi saptanan

Tablo I. EBV-DNA Pozitifligi Saptanan Renal Transplant ve Cocuk Onkoloji Hastalarinin Sonuglari

imminoblot

Hasta Paul- VCA EBNA EA VCA EBNA VCA-lgG CD4/ EBV-DNA
no Dénem Bunnel IgG IgG IgG IgM IgM  avidite  CD8 (kopya/mL)

Renal transplant hastalari

T1 Tx 1/7
sonrasl + + + + - - %94-YA 1.4 330
1. ay
T2 Tx 1/14
sonrasl + + + - - - %75-YA 2.8 3.574
3. ay
T3 Tx - + + - - - %63-YA 3.4 6.116
sonrasi
3. ay
Cocuk onkoloji hastalar
C1 Tedavi oncesi - + + - - - %59-SA B 332
C2 Tedavi oncesi - + + + - - %86-YA B 4.599
C3 Tedavi sonrasi - + + - + - %75-YA B 908
3. ay

Tx: Transplantasyon; YA: Yiksek avidite; SA: Sinirda avidite; B: Bakilmadi.
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Tablo Il. Renal Transplant ve Cocuk Onkoloji Hastalarina Ait Tartismali Serolojik Profillerin Paul-Bunnel,
EBV-DNA ve VCA-IgG Avidite Sonuglarina Gére Dagilimi

Paul-Bunnel EBV-DNA VCA-IgG avidite
immiinoblot profili (n) <1/56 1/56  pozitif Yiiksek Sinirda Diisiik
Renal transplant hastalari
Reaktivasyon* (13) 12 1 1 13 - -
Uclii pozitiflik** (1) 1 - - 1 - -
izole VCA 19G porzitifligi*** (6) 6 - - 5 1 -
Cocuk onkoloji hastalari
Reaktivasyon* (11) 10 1 1 8 3 -
Uglii pozitiflik** (3) 3 - 1 3 - -
izole VCA 19G porzitifligi*** (4) 4 - - 2 1 1

* VCA IgG (+), VCA IgM (+/-), EBNA IgG (+), EA IgG (+);
** VCA IgG (+), VCA IgM (+), EBNA IgG (+), EA 19G (-);
*** VVCA IgG (+), VCA IgM (-), EBNA IgG (-), EA IgG (-).

hastalarda transplantasyon sonrasi ticlincti ay CD4/CD8 oranlari transplantasyon éncesi
dederlerine gore anlamli olarak dusuktir (p= 0.05). Transplantasyon Oncesine gore
transplantasyon sonrasi l¢linci ay CD4/CD8 ylizde degisim degerleri immiinoblot ile
reaktivasyon serolojisi saptanan hastalarda %48, diger serolojik profillerin saptandig
hastalarla ise %13 olarak bulunmustur (p= 0.008).

Renal transplant grubunda bulunan ve transplantasyon oncesi serum orneklerinde
VCA-IgG disuk avidite saptanan 3 (%4.8) hastada es zamanli immunoblot testleri geci-
rilmis enfeksiyon serolojisiyle uyumlu olup Paul-Bunnel (PB) titresi < 1/56, EBV-DNA ne-
gatif sonug vermistir. Takip eden diger orneklerinde serolojik profil ve PCR sonucu degis-
memis ancak VCA-IgG avidite sonuclari degiskenlik gostermistir.

Cocuk onkoloji grubunda yer alan 37 hastadan 4 (%10.8)'linln tim serum ornekle-
rinde immiinoblot ve PB ile seronegatiflik saptanmig; 15 (%40.5)'inin ise tim serum or-
neklerinde immuinoblot sonuglari gegirilmis enfeksiyon serolojisi ile uyumlu bulunmus-
tur. Ayrica tedavi 6ncesi serumlarinda immiinoblot ile akut enfeksiyon serolojisi belirle-
nen 3 (%8.1) hastada es zamanl Rt-PCR ile EBV-DNA negatif tespit edilmistir. Bu grup-
ta bulunan ve farkli donem serum orneklerinde immunoblot ile tartismali serolojik pro-
fillerin saptandigi hastalara ait sonuclar Tablo 1I'de gosterilmistir. Bu gruptaki toplam 11
(%29.7) hastada immiinoblot sonuglar reaktivasyon serolojisiyle uyumlu olup, bunlar-
dan Gglniin tim serum orneklerinde, sekizinin ise sadece bir orneginde reaktivasyon se-
rolojisi belirlenmistir (birinde tedavi sonrasi birinci ay, birinde tedavi sonrasi t¢ctincu ay,
altisinda ise tedavi sonrasi altinci ay). Reaktivasyon profili, tedavi sonrasi altinci ayda te-
davi Oncesine gore istatistiksel olarak anlamli artig gostermistir (p= 0.031). Tum serum
orneklerinde immiuinoblot sonuclari reaktivasyon serolojisi ile uyumlu bulunan bir hasta-
nin (C2) tedavi 6ncesi 6rneginde EBV-DNA diizeyi 4.599 kopya/ml olarak saptanmistir
(Tablo I, ).
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EBV seropozitif kontrol grubu degerlendirildiginde EBV-DNA pozitiflik orani %20
(10/50) olarak saptanmig, bu hastalarin ikisinin erigkin, sekizinin cocuk oldugu izlenmis-
tir (Tablo IlI). imminoblot ile 14 erigkin, 11 ¢ocuk olmak tzere toplam 25 (%50) kont-
rolde gecirilmis enfeksiyon serolojisi belirlenmistir. Bu profilin saptandigi ¢ocuklarin
%381'inde ylksek 1gG aviditesi bulunmustur (p< 0.001) (Tablo IV). Kontrol grubundaki
diger bireylerin 14 (%28)'U akut enfeksiyon, 6 (%712)’si reaktivasyon serolojisi ile uyum-
ludur; 2 (%4)’sinde izole IgG pozitifligi, 3 (%6)’linde ise Ul pozitiflik saptanmustir (Tab-
lo IV, V).

Kontrol grubunda immiinoblot sonuglari akut enfeksiyon serolojisiyle uyumlu; tgu
erigkin, 11'i cocuk toplam 14 hastanin 7 (K1, K4, K6, K7, K8, K9, K10)’sinde EBV-DNA
pozitif (%50) bulunmus; bu hastalarin altisinda disiik avidite, besinde PB titresi > 1/56
olarak saptanmistir (Tablo Ill). EBV-DNA negatif bulunan diger yedi hastada ise VCA-IgG
dustk aviditeli, PB titresi < 1/56'dir. Akut enfeksiyon profili gosteren 14 hastanin 13
(%93)’tinde VCA-IgG diistik aviditeye sahiptir (cocuk hastalar icin p< 0.001, eriskin has-
talar icin p=0.038) (Tablo IV). Ayrica immuinoblot sonuclari akut enfeksiyon serolojisi ile
uyumlu olan eriskin kontrol hastalarinda PB ve EBV-DNA porzitifligi istatistiksel olarak an-
lamlidir (p= 0.013) (Tablo IV).

Tablo Ill. EBV-DNA Pocitifligi Saptanan Kontrol Grubu Olgularinin Sonuglari

immiinoblot

Hasta  Yas Paul- VCA EBNA EA VCA EBNA  VCA-lgG EBV-DNA

no grubu Bunnel 1gG IgG  1gG IgM IgM avidite (kopya/ml)

K1 C 1/112 + - - + + %12-DA 1.162
+

K2 (@ - + + - - - %83-YA 1.415

K3 C 1/14 + - - - - %51-SA 177
+

K4 C 1/14 + - + + - %29-DA 2.298
+

K5 C 1/28 + + + + + %18-DA 9.265
+

K6 C 1/448 + - + + + %30-DA 275
+

K7 C 1/56 + - + + + %13-DA 1.372
+

K8 E 1/56 + - - + - %8-DA 79
+

K9 C 1/14 + - + + - %29-DA 1.244
+

K10 E 1/448 + - + + + %380-YA 514
+

C: Cocuk; E: Eriskin; DA: Dusuk avidite; YA: Yiksek avidite; SA: Sinirda avidite.
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Tablo IV. Kontrol Grubuna Ait Serolojik Profillerin Paul-Bunnel, EBV-DNA ve VCA-IgG Avidite Sonuglarina
Gére Dagilimi

Paul-Bunnel VCA-IgG avidite
immiinoblot profili (n) <1/56 >1/56  EBV-DNA pozitif Yiiksek Sinirda/Diisiik
Cocuk yas grubu
Reaktivasyon* (1) 1 - 1 - 1
Uglii pozitiflik** (3) 3 - - 2 1
izole IgG pozitifligi*** (2) 2 - 1 - 2
Gegirilmis enfeksiyon (11) 10 1 1 92 2
Akut enfeksiyon (11) 8 3 5 - 112
Eriskin yas grubu
Reaktivasyon* (5) 5 - - 5 -
Gegcirilmis enfeksiyon (14) 14 - - 13 1
Akut enfeksiyon (3) 1 20 20 1 2¢

a: p< 0.001; b: p=0.013; c: p=0.038;
* VCAIgG (+), VCA IgM (+/-), EBNA IgG (+), EA 1gG (+);
** VCA IgG (+), VCA IgM (+), EBNA IgG (+), EA 19G (-);
*** VCA IgG (+), VCA IgM (), EBNA IgG (-), EA IgG (-).

Tablo V. EBV VCA-IgG Diistik Avidite Saptanan Kontrol Olgularinda Test Sonuglarinin Yas Gruplarina Gére
Dadgihmi

EBV-DNA Paul-Bunnel immiinoblot profili
Yas grubu (n) Pozitif Negatif <1/56 >1/56 Akut enfeksiyon Reaktivasyon
Cocuk (12) 6 6 9 3 11 1
Eriskin (2) 1 1 1 1 2 -
Toplam (14) 7 7 10 4 13 1

Kontrol grubunda yer alan dordu cocuk, ikisi erigkin toplam 6 (%12) hastada PB
titresi > 1/56 bulunmus; bu hastalarin 5 (K1, K6, K7, K8, K10)'inde (%83.3) EBV-
DNA'nin pozitif ve serolojik profilin akut enfeksiyon ile uyumlu oldugu goérilmus; 4
(K1, K6, K7, K8) (%66.6)'inde dusuk aviditeli VCA-IgG saptanmistir (Tablo IIl). Bu
grupta bulunan 12’si cocuk, ikisi eriskin toplam 14 hastada VCA-IgG avidite indeksi
dustuk bulunmustur. Hastalarin 7 (%50)’sinde EBV-DNA pozitif, 4 (%28)'liinde PB >
1/56, 13 (%93)’'inde immiunoblot sonucu akut enfeksiyon serolojisiyle uyumludur
(Tablo V).

TARTISMA

immiinkompetan ve immiinsupresif kisilerde -farkli tedavi stratejilerini gerektirdigin-
den- EBV enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilacak yéntemlerin secimi énem tagir. Ozellik-
le immunsipresif hastalarda terapotik miidahale zamani kritik bir 5neme sahiptir. Bu ne-
denle EBV replikasyonunu erken saptayan, pozitif prediktif degeri yliksek olan ve tedavi-
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nin izlenmesine olanak saglayan tani yontemleri secilmelidir. Ancak boylece etkin bir
preemptif tedavi gerceklestirilebilir. Bu amacla EBV veya EBV-DNA'sinI saptayabilen di-
rekt tani ydntemlerinden yararlanilir>. immiinkompetan kisilerde ise EBV enfeksiyonu ta-
nisinda serolojik profilin belirlenmesi anahtar rol oynar. Tanida genellikle serolojik testler-
den yararlanilan bu grupta, EBV serolojisi degiskenlik gostermekle birlikte sonuclari yo-
rumlamak miimkiin olabilmektedir?.

Guniimizde EBV ile iligkili PTLH’nin 6n/kesin tanisi, tedavi etkinliginin belirlenme-
si ve 6nlenmesinde EBV-DNA 6l¢ciimiinden yararlanilmaktadir'. Bu nedenle transplan-
tasyondan once seronegatif olan ylksek riskli hastalarda viral yikin belirlenmesi
onem tagir. Viral DNA klinik bulgular olusmadan aylar 6nce saptanabilmekte, boyle-
ce yiiksek riskli hastalarda preemptif tedavi planlanabilmektedir'®'". Bununla birlikte
bazi transplant hastalarinda ylksek EBV-DNA yiikiine ragmen aylar veya yillarca PTLH
gelismedigi bildirilmistir. Ayrica transplantasyon sonrasi uzun sureli takiplerde ylksek
viral yiikiin saptandi§i asemptomatik EBV reaktivasyonu da gésterilmistir'. Cavallo ve
arkadaglar'? erigkin yas grubundaki renal transplant hastalarini transplantasyondan
sonra bir yil izlemisler; hastalarin %24.8’'inde EBV-DNA pozitifligi bildirmislerdir. EBV-
DNA pozitifligini ilk tG¢ ayda (%11.8), 3-12 ay (%7.8) donemine gore daha yuksek
oranda saptamislar; genellikle viral ylkin dustk dizeylerde bulundugunu ve hasta-
larin hicbirinde PTLH gelismedigini vurgulamislardir’?. Calismamizda eriskin renal
transplant hastalarinin timiinde transplantasyon oncesi EBV seropozitifligi mevcut
olup, transplantasyon sonrasi EBV-DNA pozitifligi saptanan t¢ hastadan 6len alicida
viral ylik diizeyi dusuktur. Viral yiku ylksek olan iki hastada ise takip stiresince PTLH
gelismemistir.

Jabs ve arkadaslari'® 23 renal transplant hastasinin 13’iinde immiinsiipresif tedaviden
sonraki ilk hafta icinde Rt-PCR ile EBV reaktivasyonu saptamislar; bu hastalarin 10’unda
2-45 giin sonra organ reddi gelistigini; erken EBV reaktivasyonu ile akut rejeksiyon ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli iliski oldugunu bildirmislerdir. EBV-DNA pozitif 13 hasta-
nin dordiinde, EBV-DNA negatif 10 hastanin ise tclinde reaktivasyon serolojisi belirle-
misler ve bu hasta grubunda serolojinin erken EBV reaktivasyonu tanisinda yardimci ol-
madigini vurgulamiglardir. Calismamizda da immuinoblot sonucu reaktivasyon serolojisi
ile uyumlu 13 renal transplant hastasindan 12'sinde EBV-DNA negatif olup organ reddi
gelismemistir (Tablo II).

Burkitt lenfoma, nazofarengeal karsinoma, Hodgkin ve Hodgkin disi lenfoma gibi
maligniteler ile EBV arasindaki etiyolojik iliski uzun zamandan beri bilinmektedir. EBV
ile iliskili malignitelerde bazi kofaktorlerin de etkisi bulunmakla birlikte bu hastalarda
tedavi 6ncesi ve/veya sonrasi donemde EBV-DNA'sinin saptanmasi, hem etiyolojinin
hem de prognozun belirlenmesinde énemli olabilmektedir'®. Calismamizda ¢cocuk on-
koloji grubunda bulunan ve tedavi oncesi serumlarinda EBV-DNA varhgi saptanan iki
hasta (C1, C2) Hodgkin lenfoma tanisi ile takip ve tedavi edilen hastalardir (Tablo II).
Her iki hastanin tedavi sonrasi birinci, Gglncu ve altinci ay serum orneklerinde immu-
noblot sonuclar degismemis, EBV-DNA ise negatiflesmistir. Hastalarin bir yili agkin su-
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redir remisyonda oldugu belirlenmistir. Hasta sayisi yeterli olmamakla birlikte, EBV ile
iliskili malignitesi olan ¢ocuk hastalarda tedavi 6ncesi EBV-DNA arastirilmasinin tani,
takip ve prognozu degerlendirmek acisindan yararh olabilecegi gozlenmistir. Nitekim
Michalek ve arkadaslari'® cocuk onkoloji hastalarinda EBV enfeksiyonlarinin tanisinda
seroloji ve DNA analizinin birlikte degerlendirilmesi gerektigini tek basina serolojik
testlerin tanida yeterli olmadigini vurgulamislardir. Calismamizda da hasta sayisi yeter-
li olmamakla birlikte, cocuk onkoloji hastalarinda 6zellikle EBV reaktivasyonunu deger-
lendirmek amaciyla serolojik sonuclarin avidite ve PCR testleriyle desteklenmesi gerek-
tigi izlenmistir.

Akut EBV enfeksiyonunda kanda cogunlukla EBV-DNA saptanirken, saglikli seropo-
zitif bireylerin serum/plazmalarinda nadiren EBV-DNA’ya rastlanmaktadir. Bu neden-
le primer EBV enfeksiyonu tanisi icin plazma ve serumun en uygun 6rnekler oldugu
bildirilmekte; bu orneklerde saptanan EBV yukinin hastaligin siddetiyle uyumlu ol-
dugu rapor edilmektedir'-®. Calismamizda, immiinkompetan kisilerden olusan kont-
rol grubundaki bir cocukta (K5) immunoblot sonucu reaktivasyon serolojisiyle uyum-
lu bulunmustur. Bu olgunun periferik kan ve klinik bulgulari akut EM ile uyumlu olup
Rt-PCR ve avidite test sonuglar tabloyu desteklemis; hastanin klinigi ile viral yik di-
zeyi arasinda korelasyon saptanmistir (Tablo Ill). Bauer ve arkadaslari®, akut EBV en-
feksiyonu olan 1-47 yas arasindaki 98 immiinkompetan hastay! degerlendirdikleri ca-
lismada, serolojik olarak tartismali EBV enfeksiyonlarinda, sadece erken donem serum
orneklerinde EBV-DNA porzitifligi ile diisiik avidite arasinda korelasyon oldugunu bil-
dirmisler; EBV-DNA pozitifliginin hastalikla iliskisini dustik aviditeye gore daha anlam-
I bulmuslardir.

Calismamizda kontrol grubunda yer alan ve EBV-DNA diizeyi 1.415 kopya/ml sapta-
nan c¢ocuk hastada (K2) immunoblot sonucu gecirilmis enfeksiyon serolojisi ile uyumlu-
dur (Tablo Ill). Bu olgu ekstremitelerindeki dokinti nedeniyle besinci hastalik tanisi al-
mistir. EBV-DNA 177 kopya/ml bulunan ve immiinoblot ile izole VCA IgG pozitifligi sap-
tanan diger olguda (K3) PBT pozitif, VCA-IgG sinirda avidite olarak degerlendirilmis, ol-
gunun klinigi akut EBV enfeksiyonunu desteklemistir (Tablo 1ll). Bu sonuclar, ozellikle ¢co-
cuk yas grubunda akut EBV enfeksiyonu tanisinda serolojik testlerin yetersiz kalabilecegi-
ni; bu hastalarda avidite testi ve viral ylik tayininin yararli olabilecegini gostermistir. Ni-
tekim Chan ve arkadaslari” da, primer EBV enfeksiyonu tanisinda EBV-DNA testinin du-
yarlilik, 6zgulliik, pozitif ve negatif prediktif degerlerini sirasiyla %80, %94, %95 ve %79
bulmuslar; primer EBV enfeksiyonu tanisinda avidite testi ile birlikte genisletilmis serolo-
jiyi altin standart olarak degerlendirmislerdir.

Calismamizda renal transplant grubunda 3 (%4.8) hastada, cocuk onkoloji grubunda
ise bir hastada VCA-IgG aviditesi dusiik bulunmustur. Bu hastalarin hi¢cbirinde es zaman-
Il EBV-DNA porzitifligi ve yliksek (= 1/56) PB titresi saptanmamis; immunoblot sonuclar
ise degiskenlik gostermistir. Kontrol grubunda yer alan ve disuk avidite saptanan 14 has-
tadan 7 (%50)'sinde EBV-DNA pozitif; 4 (%28)’lUnde PB > 1/56; 13 (%93)’Unde immu-
noblot sonucu akut enfeksiyon serolojisiyle uyumlu bulunmustur (Tablo V). Bulgularimiz,
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Ozellikle immiinkompetan hastalarda akut enfeksiyonu dogrulamak acisindan avidite tes-
tinin 6nemini vurgulamistir.

Akut EBV enfeksiyonunun, onceden gecirilmis enfeksiyon ya da reaktivasyondan
ayirt edilmesinde serolojik profilin degeri vardir®*. Ancak akut enfeksiyon geciren co-
cuklarin %12-17’sinde VCA IgM antikorlarinin saptanmadigi; eriskinlerin de az bir kis-
minda VCA IgM’nin olusmadigi veya gecikebildigi bildirilmektedir®. Ayrica immiinsiip-
resyon sirasinda EBNA-1 antikorlarinin kaybolmasi veya olusmamasi nedeniyle akut
enfeksiyondan sonra uzun sire EBNA-1 IgG negatif kalabilir. Bazi ender olgularda an-
ti-VCA IgM pozitifligi uzun sirebilir, hatta EBNA-1 antikorlarinin olustugu donemde
bile saptanabilir. Bu durumda akut ve gecirilmis enfeksiyonlarda benzer serolojik pro-
fil gorlebilir. Ayrica izole VCA 1gG, VCA IgM ve EBNA IgG pozitiflikleri veya t¢liniin
birlikte pozitif saptanmasi, dogrulanmasi gereken tartismali profiller olarak kabul edil-
mektedir. Serolojik testlerle elde edilen tartismali sonuclarin VCA IgG avidite, floresan
antikor testleri ve molekiiler ydntemlerle birlikte yorumlanmasi gerekmektedir?31617,
Nystad ve arkadaslari?, akut EBV enfeksiyonu &n tanisi ile takip edilen ve iicli pozitif-
ligin (VCA IgG, VCA IgM, EBNA IgG) saptandigi hastalarda yaptiklari dogrulama so-
nunda, bu profilin %23 oraninda reaktivasyon, %49 oraninda akut enfeksiyonu gos-
terdigini bildirmisler; bu serolojik profilde VCA IgG aviditesinin yliksek olmasi ve hete-
rofil antikor bulunmamasini reaktivasyonun bir gostergesi olarak yorumlamislardir. Ca-
lismamizda da renal transplant grubunda bir, cocuk onkoloji grubunda (g, kontrol
grubunda ise l¢ ¢ocuk olgu olmak lizere toplam yedi olguda immiinoblot ile t¢li po-
zitiflik tespit edilmistir (Tablo II, IV). Yorumlanmasi genellikle tartismali olan bu serolo-
jik profilin saptandigi hastalarin timunde es zamanli PB titresi < 1/56’dir. Hastalarin
altisinda yuksek, birinde sinirda avidite saptanmig; sadece bir hastanin (C3) es zaman-
Il Rt-PCR testinde EBV-DNA 908 kopya/ml olarak bulunmustur (Tablo I, Il). imminob-
lot ile Ggli pozitiflik saptanan hastalarin PB ve avidite test sonuclari akut enfeksiyon-
dan c¢ok reaktivasyonu desteklemistir. Bununla birlikte reaktivasyonda beklenen EBV-
DNA pozitifligi sadece immdunsupresif bir cocuk onkoloji hastasinda saptanmistir. Bu
sonuclar, tartismali serolojik profilleri degerlendirmede avidite testinin yetersiz kalabi-
lecegini, 6zellikle immiuinsipresif hastalarda dogrulama amaciyla EBV-DNA testlerinin
daha yararl oldugunu gostermistir.

izole VCA 1gG pozitifligi; akut enfeksiyonda VCA IgM antikorlarinin gecikmesi veya
erken kaybolmasi, gecirilmis enfeksiyonda ise EBNA IgG’nin kaybolmasi veya olusma-
masi nedeniyle karsimiza ¢cikmaktadir. Bu serolojik profil, EBV enfeksiyonlarinin siniflan-
dirmasini gliclestirmektedir. Paschale ve arkadaslari'®, izole VCA 1gG poritifligini hete-
rofil antikor pozitifligiyle iliskilendirmisler ve bu profilin cogunlukla eriskin hastalarda
gecirilmis enfeksiyonu gosterdigini; < 10 yas cocuklarda ise akut enfeksiyonu destek-
lemekle birlikte hastalarin licte birinde gecirilmis enfeksiyon goriilebilecegini bildirmis-
lerdir. Calismamizda renal transplant grubunda alti, cocuk onkoloji grubunda dort,
kontrol grubunda ise iki cocuk olguda olmak tzere toplam 12 olguda immunoblot ile
izole VCA I1gG pozitifligi saptanmistir (Tablo I, IV). Hastalarin timinde es zamanli PB
titresi < 1/56 olup, VCA-IgG avidite testleri degiskenlik gostermistir. Rt-PCR ile hasta-
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larin 11’inde EBV-DNA negatif, kontrol grubundaki bir cocukta ise pozitif bulunmus-
tur. Bu profil EBV-DNA ve PB negatifligi ile birlikte degerlendirildiginde, immunsupre-
sif erigkin renal transplant hastalarinda gecirilmis enfeksiyonu desteklemistir. Ancak ¢o-
cuk onkoloji hastalarinda bu durum akut enfeksiyon lehine yorumlanmamis; sadece
kontrol grubunda bulunan ve EBV-DNA pozitifligi saptanan bir cocukta akut enfeksi-
yon ile iligkilendirilmistir. Bu sonuclar, izole VCA-IgG pozitifligini yorumlamada hetero-
fil antikorlarin yani sira ozellikle cocuk yas grubunda viral yuk arastirlmasinin yararli
olabildigini gostermistir.

Sonug olarak, eriskin renal transplant ve cocuk onkoloji hastalari ile immiin kompetan
kontrol grubunda serolojik ve molekiiler yontemler ile EBV enfeksiyonlarinin degerlendi-
rildigi bu calismada; immiuinsipresif olgularda akut enfeksiyon ve reaktivasyonlarin belir-
lenmesinde serolojinin tek basina yetersiz kalabilecegdi; serolojik sonuclarin VCA-IgG avi-
dite ve Rt-PCR testleri ile desteklenmesi gerektigi ve 6zellikle immiin sistemi baskilanmig
hastalarda viral ylk tespitinin tani, takip ve prognozu degerlendirmede buyiik 6nem ta-
sidigi kanisina variimugtir.
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