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OZET

Hematolojik Maligniteli Hastalarda Parvovirus B19 Varhiginin Arastirilmasi

Parvovirus B19 (PV-B19), diinyada yaygin olarak goriilmektedir ve insidansi
3-4 yilda bir pik yapmaktadir. Cogunlukla aseptomatik olmakla beraber, eritema
infeksiyozum (EI), artropati, otoimmiin hastaliklarla iliskili hastaliklar (poliarteritis
nodosa, vaskiiler ve Schonlein-Henoch purpurasi gibi), eritrosit iiretimi azalmis ya da
yikimi artmis hastalarda gecici aplastik kriz, immiin sistemi baskilanms Kkisilerde
kronik anemi ve sitopeniler, gebelerde nonimmiin hidrops fetalis, fetal 6liilm ve
konjenital anemiye neden olabilmektedir. Aym1 zamanda immiin sistemi baskilanmis
kisilerde P antijeni iceren diger dokularda meninjit, ensefalit, hepatit, myokardit,
noropatiler, fibromyalji gibi sistemik infeksiyonlara neden olabilmektedir.
Hematolojik maligniteli hastalarin prognozunda yaptig: sitopeniler nedeniyle biiyiik
etkiler gostermektedir. Bu calismada, 2011-2012 yillarinda Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Hematoloji Anabilim Dal
Poliklinigi’nde klinik tamis1t konmus 100 hematolojik maligniteli hastadan elde edilen
plazma 6rnekleri ve 2011 yih Haziran-Agustos aylari1 arasinda Mersin Universitesi
Saghk Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kan Merkezi’ne basvuran, 104 saghkh kan
bagiscisindan elde edilen plazma ornekleri dahil edildi. Elde edilen plazma
orneklerinde PV-B19 DNA’s1 PZR metoduyla arastirildi. Cahisilan 100 hasta plazma
orneginin 20 (%20)’sinde ve kontrol grubunun 8 (%7,69)’inde PV-B19 DNA tespit
edildi. Hasta grubu ve kontrol grubu arasinda yapilan istatiksel analiz sonucu iki
grup arasinda PV-B19 DNA pozitifligi acisindan anlamh bir farkhilik bulundu
(p=0,017).

Anahtar Kelimeler: Parvovirus B19, Hematolojik Malignite, PZR, Kan Transfiizyonu
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ABSTRACT

Investigate The Presence of Parvovirus B19 in Patients with Hematologic Malignity

Parvovirus B19 (PV-B19) is a common virus that is spread worldwide and
peak of incidence may rise to every 3 or 4 years. Although PV-B19 infection is often
asymptomatic, it cause erytema infectiosum (EI), artropaty, diseases associated with
autoimmune disorders (such as polyarteritis nodosa, vasculer and Schonlein-Henoch
purpura), transient aplastic crisis in patients with increased red cell turn over,
chronic anemia and cytopenias in immunodeficient host, non immune hydrops fetalis,
fetal death and congenital anemia. It also may cause other tissues, including of P
antigen, systemic infections like meningitis, hepatitis, myocarditis, neuropaty,
fibromyalgia. It causes cytopenias because of it affects prognosis of patients with
hematologic malignity. In the study; between 2011-2012 years there were 100 plasma
samples obtained from Mersin University Health Center of The Department of
Hematology, Hematology Clinic and there were 104 plasma samples obtained from
healthy blood donors who applied the Mersin University Health Center, Blood
Banking Unit. Parvovirus B19 DNA has been investigated by PCR method from the
plasma samples. PV-B19 DNA were found in 20 (20%) of studied 100 patients plasma
samples and were found in 8 (7,69%0) of studied 104 control groups plasma samples.
According to data, PV-B19 DNA between patient group and control group was found
statistically significant (p=0,017).

Key Words: Parvovirus B19, Hematologic Malignity, PCR, Blood Transfusions
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1. GIRIS

Parvoviruslar, kiiciikk olmasi nedeniyle latince “parvum” kelimesinden adin1 alan
tek iplikli DNA igeren viruslardir. Bu viruslar, kuslar1 ve bocekleri de kapsayan
hayvanlarin yaygin infeksiyon ajanidir. En az dort parvovirus tipinin insanlar1 infekte
edebildikleri bilinmekte olup bunlar; dependovirus (Adeno-associated virus 1-5),
parvovirus B19 (PV-B19), insan bocavirus (HBoV), insan parvovirus 4 (Parv4)’tiir (1,
2).

Ik kez 1975 yilinda Cossart ve ark. (3), serum 6rneklerinde rutin olarak hepatit
B yiizey antijeni (HbsAg) ararken bu virusu tanimlamiglardir. Cossart ve ark. (3) immiin
elektroforez yontemi ile yaptiklart ¢alismada birgok serum 6rneginde HbsAg pozitifligi
bulmasina ragmen hemaglutinasyon ve radyoimmiinoassay yontemleri ile negatif sonug
elde etmisler, elektron mikroskobu (EM) ile yapilan ¢alismalarda farkli bir virus tespit
etmislerdir. Ilk olarak “serum parvovirus-like particle’> ya da insan parvovirus olarak
smiflandirilmasia ragmen 1985 yilinda resmi olarak Parvoviridae ailesinin bir tiyesi
olarak tanimlanmis ve Uluslararasi Virus Taksonomi Komitesi tarafindan “Insan
Parvovirus B19” olarak isimlendirilmistir (4).

Parvovirus B19 genellikle replikasyon i¢in mitozun S fazi kuvvetli P antijeni
iceren hiicrelere ihtiya¢ duyarlar. Dolayisiyla mitoz boliinme yetenegi yiiksek olan
eritroid progenitor hiicrelere affinite gosterirler ve litik reaksiyonlara yol agarlar. Ayni
zamanda proliferasyona ugrayan P antijeni igeren bazi hiicre gruplarini infekte edebilir
ve sistemik infeksiyonlara neden olurlar. Dokularin iyilesmesi ile ilgili semptomlar
uzun siire devam edebilir (5, 6).

Parvovirus B19 infeksiyonu sonucu olusan hastaliklar; eritema infeksiyozum
(EI), artropati, otoimmiin hastaliklarla iligkili hastaliklar (poliarteritis nodosa, vaskiiler
ve Schonlein-Henoch purpurasi) (7), eritrosit iiretimi azalmis ya da yikimi artmig
hastalarda meydana gelen gegici aplastik kriz, immiin sistemi baskilanmis kisilerde
meydana gelen kronik anemi, sitopeni (hatta pansitopeni), gebelerde meydana gelen
nonimmiin hidrops fetalis, fetal 6liim ve konjenital anemi olarak siralanabilir (8, 9).

Ayni zamanda immdiin sistemi baskilanmis kisilerde P antijeni iceren diger dokularda



sistemik infeksiyon olarak menenjit, ensefalit, hepatit, miyokardit, noropatiler ve
fibromiyaljiye de neden olabilmektedir (8, 9, 10).

Hematolojik maligniteler i¢in kemoterapi alan ¢ocuklarin %10’u ve yetiskin
hastalarin %5 kadarinda PV-B19 infeksiyonu asir1 hatta letal sitopenilerle sonuglanir ve
bu hastalar humoral ve/veya hiicresel immiin yanit eksikligi nedeniyle virus ile
persistant olarak infektedirler (9). Hematolojik maligniteli hastalarin prognozunda
yaptig1 sitopeniler nedeniyle biiyiik etkiler gostermektedir. Klinik olarak yapilan
arastirmalarda PV-B19 kaynakli sitopeniler nedeniyle kemoterapide uzun siireli
kesintiler meydana geldigi sonucuna varilmistir (11). PV-B19 infeksiyonunun erken
tanis1 bu nedenle olduk¢a 6nemlidir (9).

Viral infeksiyonlar ve hematolojik malignite ilk tan1 aninda, tedavi ve takip
siirecinde Dbirlikte goriilebilmektedir. Ldsemilerde savunma mekanizmasindaki
etkilenmenin, viral infeksiyonlara yatkinligi artirabilecegi gibi, viral infeksiyonun
l6semiye neden olabilecegi diisiiniilmektedir (12). Buradan hareketle bu calismada
hematolojik maligniteli hastalarda PV-B19 varliginin arastirilmas: amaglanmustir.
Ayrica yetiskin hematolojik maligniteli hasta gruplarinda PV-B19 prevalansi ilgili
calismalar, hematolojik maligniteli ¢ocuk hastalara gore oldukga azdir. Bu nedenle
yapacagimiz calismanin hematolojik maligniteli yetiskin hasta gruplarinda PV-B19
prevalansi i¢in 6nemli veriler saglamas1 amaglanmaktadir. Diger bir yandan virusun kan
transfliizyonu ile bulasabilmesi nedeniyle kontrol grubu olan kan bagis¢ilarindaki

prevalansinin degerlendirilmesi de amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Insanlarda hastalik olusturan ilk parvovirus olarak tanimlanan PV-B19’un kesfi
1970°li yillara dayanmaktadir. Ilk kez 1975 yilinda Cossart ve ark. (3), kantitatif
immiinoelektroforez ve radyoimmiinoassay ile asemptomatik kan bagis¢ilarindan alinan
serum orneklerini hepatit B ylizey antijeni yoniinden arastirirken, anormal sonuglar
veren 19 numarali B panelindeki serum O6rneginin elektron mikroskobu (EM) ile
incelenmesi sirasinda, hayvan parvoviruslarina benzeyen 23 nm ¢apindaki partiikiillerin
gozlemlenmesi ile bu virusu tanimlamiglardir. PV-B19 bagimsiz olarak 5 yil sonra
Japonya’da “Nakatani’’ virus olarak tanimlanmistir. Fakat daha sonra yapilan testler iki
virusun ayni oldugunu kanitlamistir (13). Daha sonraki yillarda DNA ekstraksiyonu ile
serbest virionlarin kapsidi i¢inde yaklagik 5.5 kb’lik komplementer tek zincir elde
edilmis ve Parvovirus genusunun iiyesi olan viruslarin igerdigi 1.43 g/ml yogunlukta
viral antijenler ile benzer viral proteinler bulunmustur (14, 15). Ik olarak “serum
parvovirus-like particle’” ya da “Insan Parvovirus” olarak siiflandirilmasina ragmen
1985 yilinda resmi olarak Parvoviridae ailesinin bir iyesi olarak tanimlanmis ve
Uluslararast Virus Taksonomi Komitesi tarafindan “Insan Parvovirus B19” olarak
isimlendirilmistir (4).

Parvovirus B19, 1980°1i yillarda febril atesli iki olguda serumda EM ile tespit
edilmigtir. 1981°de orak hiicre anemili hastalarda gecici aplastik kriz ile iliskisi
gosterilene kadar virusla bir hastalik arasinda belirgin bir baglanti bulunmamaktaydi
(16). Iki yil sonra saglikli ¢ocuklarda eritema infeksiyozum ile PV-B19 infeksiyonu
seroepidemiyolojik olarak iligkilendirilmistir (17). Bugiin bu hastaliklarin etiyolojik
ajam olarak kabul edilmektedir (9). ilerleyen zamanlarda yetiskinlerde post infeksiyon,
simetrik periferal poliartropati ya da artrit ve infekte anneden intrauterin gegis nedeniyle
hamileligin ikinci {i¢ aylik doneminde fetiisiin diismesi gibi tanimlanmis diger belirgin
sendromlarla PV-B19 infeksiyonunun baglantis1 da belirlenmistir. PV-B19’un daha
sonralar1 kronik formdayken immiinoglobulin ile diizelebilen saf kirmizi hiicre

aplazisine (red pure cell aplasia) neden oldugu tanimlanmistir (9, 18).
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2.2.  Smiflandirma

Parvovirus B19’un smiflamasi morfolojik ve fonksiyonel 6zellikleri bakimindan
Parvoviridae ailesinin siniflamasina uymaktadir. Parvoviruslar yaygin hayvan ve bocek
patojenleridir. Sirkoviruslarin ve TT viruslarin identifikasyonuna kadar parvoviruslar,
memeli hiicrelerini infekte eden DNA igeren en kiigiik viruslar arasinda bulunmaktaydi.
Bu nedenle ismi latincede kiiglik anlamina gelen “parvum” kelimesinden kéken almistir
(1, 8).

Omurgalilart ve omurgasizlart infekte etme kabiliyetlerine dayanilarak
Parvoviridae ailesi sirasiyla Parvovirinae ve Densovirinae olarak iki alt aileye ayrilir.
Etkin bir sekilde replike olabilme kabiliyetlerine, terminal tekrarlarinin yapisina,
transkripsiyon haritalarina dayanilarak Parvovirinae alt ailesi de kendi arasinda 5
genusa ayrilmaktadir (19). Bunlar etkin bir sekilde replike olabilmek igin eritroid
hiicreleri tercih eden Erythrovirus, etkin bir sekilde replike olabilmek i¢in yardimci bir
virusa (Adenovirus gibi) gereksinim duyan Dependovirus, otonom olarak her iki sekilde
de replike olabilen Parvovirus, minklerde replike olabilen Amdovirus ve son
zamanlarda sigir ve kopeklerin disinda insanlart da infekte ettikleri belirlenmis
Bocavirus genuslaridir. Bu genuslar arasinda sadece Erythrovirus ve Dependovirus
genuslarinin insanlar1 infekte ettikleri diisiiniilmesine ragmen 2005 yilinda Isvegli
aragtirmacilar tarafindan solunum yolu 6rneklerinde saptanan ve Bocavirus genusu igine
dahil edilen Human Bocavirus ve yine son virus kesifleri ile ilk olarak insan serumunda
tanimlanmis heniiz smiflandirilamamigs Human Parvovirus 4‘in de insanlar1 infekte
ettikleri tespit edilmistir. PV-B19 eritroid prekiirsor hiicrelerinde etkili bir sekilde
replikasyon yapabilme yetenegi nedeniyle su anda Erythrovirus genusunun bir iyesi
olarak siniflandirilmaktadir (1, 5). Cizelge 2.1 yeni kesfedilmis viruslar ve Parvovirinae

alt ailesine ait genuslar1 gostermektedir (1, 19).



Cizelge 2.1. Parvovirinae alt ailesine ait taksonomik siniflandirma ve konaklari

ALT AILE

CINS

VIRUS

KONAK

Parvovirinae

Parvovirus

Canine parvovirus-CPV

Kopek, tilkiler

Mice minute virus-MVM

Mice

Porcine parvovirus-PPV

Domuzlar

Feline parvovirus-FPV

Kediler

Dependovirus

Adeno-associated virus 1-6-AAV

Insanlar, pirimatlar

Avian adeno-associated virus-AAAV

Kuslar

Canine adeno-associated virus-CAAV Kopekler
Bovine adeno-associated virus-BAAV Sigirlar
Duck parvovirus Ordekler
Equine adeno-associated virus Atlar
Goose parvovirus Kazlar
Ovine adeno-associated virus Koyun
Eryhrovirus Human parvovirus B19-PV-B19 Insanlar
Simian parvovirus-SPV Primatlar
Rhesus parvovirus-RhPV
Pigtailed macaque parvovirus-PtPV
Bocavirus Bovine bocavirus Sigirlar
Canine bocavirus Kopekler
Human bocavirus-HBoV Insanlar
Amdovirus Aleution mink disease virus Minklerde
Swiflandirilamamis | Human parvovirus 4-Parv4 Insanlar

2.3.

Parvovirus B19°un Genel Ozellikleri

2.3.1 Morfoloji

Parvovirus B19 virionu ile ilgili 6nemli veriler elektron mikroskobisi ve X-ray

kristalografi yontemleri kullanilarak arastirilmistir (20, 21, 22). PV-B19 virionu sadece

iki proteinden olusan kapsid kismi ve tek zincirli DNA’dan olusan basit bir yapiya

sahiptir. Zarfsiz viral partikiiller yaklasik 22-26 nm arasi ¢aptadir ve ikozahedral simetri

gosterirler. ikozahedral simetriyi kapsid yapisindaki majér kapsid proteini olan VP2

olusturmaktadir. X-ray kristalografi teknolojisi ile yaklasik 3,5 A rezoliisyonda

rekombinant PV-B19 benzeri partikiiliin yapisi lizerinde yapilan arastirmaya gore diger

ikozahedral viruslardakine benzer olarak major VP2 kapsid proteini, jel kivaminda bir
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ruloya benzemektedir (22). Cogunlukla hem dolu hem bos kapsidler negatif boyama ile
elektron mikroskobisi ile gozlemlenebilmektedir (8). X 1511 kristalografi ¢alismalari,
ayni zamanda PV-B19’un dis yiizey yapisinin, diger parvoviruslardan belirgin ¢ikintilar
tasimamasi ile farklilik gosterdigini de ortaya koymaktadir (22). Virion, kapsomerin 60
kopyasinin birlesmesiyle olusturulmustur ve tek zincirli DNA burada paketlenmistir.
Sinirli DNA igerigi ve lipid bir zarfin yoklugu PV-B19u, fiziksel (1s1, solvent ve
deterjanlar gibi) inaktivasyona olduk¢a direngli kilmaktadir. Virus 56 °C’de 60 dakika
stabildir ve lipid coziiciiler etki gostermediginden virus inaktivasyonunda basarisizdir

(8, 23).

2.3.2. Genomik Yapi1 ve Organizasyon

Tek zincirli yaklasik 5596 niikleotidlik genom, yaklagik 383 niikleotidlik
dizisinin her iki yonde terminal tekrari ile onun yanindaki internal kodlanan 4830
niikleotid dizisinin birlesmesiyle olusmaktadir. Terminal diziler palindromiktir ve
komplementer zincirin olusumunda 6nemli bir rol aldigi varsayilan ¢ift katli (douplex)
konfigiirasyonlu  hairpin  (sa¢  tokasi) formunu alabilmektedirler. ~Hayvan
parvoviruslarinin ¢ogunda oldugu gibi PV-B19 genomu da iki major iki minor agik
okuma bdlgesi (open reading frame, ORF)’ne sahiptir. Majér sol ug (5 ucu) tarafindaki
ORF’nin ifade edilmesi ile yapisal olmayan erken viral proteinlerden 77 kDa’luk NS1
olusturulurken, major sag u¢ (3 ucu) tarafindaki ORF’nden ise replikasyonun geg
donemlerinde ifade edilen yapisal 84 kDa’luk VP1, 58 kDa’luk VP2 viral kapsid
proteinleri olusturulur. iki minér ORF’nin biri majér ORF’lerinin merkezinde, digeri ise
major sag u¢ ORF’nin sonundadir ve major ORF’leri ile iist iiste cakisik halde
bulunmaktadirlar. Bu bolgelerden sirasiyla varsayimlara dayali olarak 9 kDa’luk ve 11
kDa’luk iki protein sentezlenir. Bunlara ek olarak 7,5 kDa’luk proteini kodlayan bir
ORF’nin varligi da bilinmektedir (Sekil 2.1) (5, 24, 25, 26).

Viral transkripsiyon, genomun 5’ ucunda yerlesen B19 p6 promotorundan
baslatilir ve 9-11 adet {ist liste ¢akisan RNA transkripti meydana gelir. Bunun diginda
genomun ¢esitli bolgelerinde diger promotorlar (B19 p44) tanimlanmis olmasina kargin

bunlar dogal infeksiyon sirasinda aktif degildir. Diger parvoviruslarin transkripsiyon
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semasindan farkli olarak PV-B19’un yapisal olmayan proteinin ifadesi i¢in ORF’inden
baglayan transkripsiyon, genel poliadenilasyon sinyaline dek siirdiiriilmek yerine
genomun orta boliimlerinde son bulur ve farkli bir poliadenilasyon sinyali kullanilir.
PV-B19’un transkripsiyon stratejisindeki farkliliklarin, replikasyon sirasinda
transkripsiyonun  kontroliiniin promotor etkisinden ¢ok birlestirme (splicing),

terminasyon ve poliadenilasyon agamalarinda oldugu diistiniilmektedir (8, 24, 27).

A
¥ [}
5 NS1 (77kDa) VP (B4kDa) a
B. (S8kDa) 11 kDa)
= -~y
= 2 > Acik okuma Bolgeleri
:
P6
-
[ mRNA’lar Proteinler
—_ h 4
350 2659 2309 mt NS1 77 kDa
”OWG” 807 mt 7.5 kDa
mmﬁsg 687 mt ?
-\_,/’-__—!OIO 3156 mt 75kDa
350 406 1910
® VP1 (84 kDa)
sso-«x.\_——*-”'ﬁso 5010 2980 nt
350-4Mm 2183 3045/3051 5010 2282/2288 nt 7.5 kDa
e} VP2 (58 kDa)
;so-wo\/—"""ﬁw 2183 3045/3051 5010 2162/2166 ™
350 4 310 2183 4704 5010 c3sm 7.5kDa and 11 kDa
W NS S18me 11408
o 1000 2000 3000 4000 5000 Niikleotidler
} I 1 1 [ - 1
T T T 1
(4] 20 40 60 80 100 Harita aniteleri
B19V DNA

Sekil 2.1. Genomik yapi. A: Insan parvovirus B19 genomunun sematik yapisi (26). B: PV-B19
genomunun transkripsiyon haritasi, 9 ana transkrip ve bunlardan sentezlenen proteinler gosterilmistir
(24).

Filogenetik analiz metodlar1 giiniimiizdeki halini alana kadar c¢esitli PV-B19
izolatlarinda genom analizi ¢alismalari niikleotid dizi farkliliklarinin genel olarak diistik
diizeyde oldugunu gostermektedir. Farkli kaynak ve bolgelerden elde edilen viruslar

7



PZR iirlinlerinin restriksiyon enzim analizi, tek zincir komformasyonel polimorfizm
analizi ve ¢oklu hizalama ile sekanslama yontemleri kullanilarak filogenetik olarak
yakin bulunmustur. Bu izolatlar arasinda en fazla %6 dizi farkliligi gosterilmistir.
Genomun en iyi korunan bolgesi NS1 bolgesidir. VP1 ve VP2’yi ekprese eden bolge
dizilerinde % 2-3 farklilik izlenebilmektedir (8, 28).

Son yillarda standart izolatlardan 6nemli derecede genetik farklilik tagiyan bazi
viral varyantlar tammlanmistir. Bunlardan ilki gecici aplastik anemili Fransiz bir
cocuktan izole edilen V9 varyantidir. Daha sonra yapilan ¢alismalarla bu varyanti, HIV
pozitif kronik anemili bir olgudan izole edilen A6 ve deri 6rneklerinden izole edilen
LaLi ve HaAM izolatlari izlemistir. Tiim varyant viruslarin degerlendirildigi filogenetik
analizler, giiniimiizde tanimlanan parvovirus izolatlarinin birbirlerinden yaklasik % 10
genetik farklilik gosteren 3 genotip olarak dagilim gosterdigini ortaya koymustur. Su
ana kadar onerilen siniflamalarda standart PV-B19 izolatlart “pvbaua” Genotip 1’1,
birbirleri arasinda 6nemli diizeyde genetik yakinlik gosteren LaLi, A6 ve HaAM
izolatlar1 Genotip 2’yi, V9 izolat1 Genotip 3a ve D91.1 izolati ise Genotip 3b’yi teskil
etmektedir (24, 28). Viral varyantlarin klinik ile iliskisi bulunamamustir. Antijenik
diizeyde genotipler arasinda Onemli benzerlikler bulunmaktadir. Bu nedenle
rekombinant antijenlerle yapilan serolojik testlerde giicli capraz reaksiyonlar
gdzlemlenmistir. Ingiltere ve diger bazi bati iilkelerinde yapilan genis seroprevalans
caligmalari, saptanan izolatlarin biiyiik ¢ogunlugunu Genotip 1 (Standart parvovirus

B19)’in olusturdugunu ortaya koymustur (28, 29).

2.3.3. Kapsid ve Yapisal Olmayan Proteinler

2.3.3.1. Kapsid Proteinleri

Parvovirus B19 kapsidi, iist liste ¢akisan okuma bdolgeleri ile kodlanan VP1 ve
VP2 olarak adlandirilan iki kapsomer proteininin birlesimidir. Her kapsid toplamda 60
kapsomerin ikozahedral yapi olusturmasiyla meydana gelir. VP2 major yapisal
proteindir ve toplam kapsid proteinlerinin %96’sin1 olusturur. VP2 proteini 3125-4786

arasi niikleotid dizisi tarafindan kodlanir ve molekiiler kiitlesi 58 kDa’dur (8). X-ray
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kristalografi teknolojisi ile yapilan ¢alismalara gore ikozahedral viruslardakine benzer
olarak major VP2 kapsid proteini jel kivaminda bir ruloya benzemektedir. Bu nedenle
kapside ikozahedral simetri yapisini kazandiran proteinin VP2 proteini oldugu
diistiniilmektedir (22). VP2 proteinleri viral baglanma proteini olarak PV-B19’un konak
hiicre reseptorii olan kan grubu P antijenlerine dogrudan baglanabilmektedir (24, 27).
Minor kapsid proteini VP1 2444-4786 arasi niikleotid dizisi tarafindan kodlanir
ve toplam viral kapsid proteinlerinin %4 linii olusturmaktadir. Molekiiler kiitlesi 84
kDA’dur. VP1 ve VP2 kapsid proteinleri ayni ORF’den koken alir ve VP2 proteininin
amino ucuna 227 aminoasitin eklenmesiyle VP1 ile VP2 6zdes olmaktadir (5, 8).
Yapisal olarak VP1’in bu kendine 6zgii bolgesi (VP1u) virion kapsidinin dig bolgesine
yerlesmistir ve ¢ogu lineer yapida olan ¢ok sayida notralizan epitop icerir. Tam tersine
VP2’nin nétralizan epitoplarmin ¢ogu konformasyoneldir (5). VP1 ve VP2 kapsid
proteinleri bakteri, bocek ve memeli hiicrelerinde sentezlenebilirler. Bu canli
gruplarinda bu kapsid proteinleri, dogal virionlara fiziksel, antijenik ve immiinolojik
benzer olabilecek sekilde ifade edilebilirler (8). VP1 proteini kapsid formasyonunun
olusumundan ¢ok fosfolipaz A, (PLA 2) benzeri aktivitesi ile virusun hiicreye girisinde

onemli rol oynamaktadir (24).

2.3.3.2 Yapisal Olmayan Proteinler

Giiniimiize kadar birkag¢ yapisal olmayan protein tanimlanmistir. Major yapisal
olmayan protein “NS1” 435-2448 aras1 niikletid dizisi tarafindan kodlanir ve 77 kDa
molekiiler kiitleye sahiptir (8). NS1’in fonksiyonu tamamen karakterize edilmemesine
ragmen diger parvovirus verilerine dayanilarak spesifik DNA baglanma bolgesine
tutunma, DNA sentezinin ytiriimesi, ATPaz ve helikaz aktivesi gibi gorevlerinin oldugu
diistiniilmektedir (5, 8, 24). Bu nedenle NS1’in, B19 p6 promotoruna baglanarak viral
transkripsiyonun regiilasyonu ve viral DNA replikasyonunda onemli rol oynayacagi
diistiniilmektedir. Ayrica NS1’in indiiklenmis hiicre 6liimii aktivasyonu ig¢in, anahtar
kilit iligkisi gibi rol alarak kaspaz 3 igeren bir yol ile apoptozise neden olabilecegi ve
sitotoksisite ile arasindaki yakin iligki gosterilmistir. Ayni zamanda sitokin uyarilimi ile

apoptozisi baslatabilecegi diisiiniilmektedir (5, 8). NS1 bu biyolojik fonksiyonlarinin
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cesitliligi i¢cin temelde iyi korunmus niikleozid trifosfat baglanma motiflerini igerir. Bu
domainde tek aminoasit mutasyonu olusursa sitotoksisite kaybolmaktadir. Okaryotik ve
prokaryotik sistemlerde NS1 proteinlerinin ifadesi, NS1’in immiinolojik 6zellikleri ve
fonksiyonu calismalari i¢in bir firsat saglayabilir (8).

NS1 proteinin ifade edilmesine ek olarak genomun sol kisminda ve sag kisminda
baska agik okuma boélgeleri kesfedilmistir. Fakat bu bolgelerden ifade edilen protein
tiirevlerinin rolleri bilinmemektedir. 500-600 niikleotidli bu en kii¢iik RNA’lar PV-B19
ile infekte 16semili insan kemik iligi hiicrelerinde en az iki protein olustururlar (8).
Major sol u¢ ORF’nin ifade edilmesi ile yapisal olmayan erken viral proteinlerden 77
kDa’luk NS1 olusturulurken, major ORF’leri ile st liste cakisik diger mindr
ORF’lerinden ise 7,5 kDa’luk, 11 kDa’luk ve 9 kDA’luk diger yapisal olmayan
proteinler olusturulur (25, 26). Prolince zengin motifler iceren 11 kDA’luk proteinin,
Okaryotik hiicre i¢i sinyal iletimi proteinlerinde yer alan SH3 baglama bolgesine
benzerlik gosterdigi ve virion infektivitesi i¢in gerekli oldugu diisiiniilmesine ragmen,

diger proteinlerin yap1 ve fonksiyonlar1 heniiz net olarak agiklanamamuistir (27).

2.4. Viral Yasam Dongiisii

Parvovirus B19’un yasam dongiisii diger zarfsiz DNA viruslarinin yagam
dongiisiine benzemektedir; replikasyon, konak hiicre reseptorlerine virusun baglanmasi,
hiicre icine girisi, konak hiicre niikleusuna viral genomun translokasyonu, DNA
replikasyonu, RNA transkripsiyonu, kapsidlerin birlesmesi, genomun paketlenmesi ve
son olarak olgun virionun serbest kalabilmesi icin hiicreyi lizize ugratmasi gibi

asamalar1 igermektedir (Sekil 2.2) (8).
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1 Tutunma

2 Penatrasyon (endositoz)

3 Soyulma

4 DNA Replikasyonu

5 RNA transkripsiyonu

6 Protein translasyonu

7 Virionun olusmasi

8 Hiicre lizisi

Sekil 2.2. PV-B19’un yagam dongiisii (8).

Parvovirus B19 baslangigta agliitine insan kirmizi hiicrelerinde gosterilmistir ve
eritroid progenitdr hiicrelerde ayni agliitininin konak hiicre reseptdrii olarak rol
oynayabilecegi hipotezi kurulmustur. Boylece bir belirte¢ olarak hemagliitinasyonun
kullanimi ile hemagliitinin olarak ayn1 zamanda kan P grup antijeni olarak da bilinen
glikolipid globosid tanimlanmistir. PV-B19 igin bu antijen bir konak reseptorii gérevi
gorerek virusun hiicreye tutunmasii saglar. P antijeni, PV-B19 konak reseptorii
oldugundan ya P antijeni ya da monoklonal anti-P antikorlarmin doku Kkiiltiiriine
eklenmesi eritroid progenitor hiicreleri PV-B19 infeksiyonundan koruyabilmektedir.
Ayrica genetik olarak P antijeni eksikligi olan kisiler dogal olarak PV-B19
infeksiyonuna direnglidirler (8).

P antijeni, megakaryositler, endotelyal hiicreler, fetal miyositler, karaciger
hiicreleri, bobrek hiicreleri, kardiyak miyositler ve eklem sivisinda da gosterilmistir.

Buna ragmen bu hiicre tipleri PV-B19 infeksiyonuna agik (permisiv) degildir.
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Infeksiyonuna acik ve infeksiyonuna agik olmayan (nonpermisiv) hiicrelerde bu durumu
konu alan ve PV-B19 genomu igeren plazmidler ile yapilan bircok transfeksiyon
caligmalar1 mevcuttur. Bu calismalarda ilk donemlerde PV-B19 infeksiyonuna agik
olmayan hiicrelerde sitotoksik NS1’in ifade edilmesinde tam uzunluktaki transkripsiyon
tirlinlerindeki bir engelin olabilecegi ongorilmekteydi. Fakat kapsid transkriptleri
tiretimi de goriillmemektedir. Alternatif olarak yapilan daha sonraki ¢alismalarda, konak
hiicreye giriste gorev alan, henliz tanimlanmamis bir ko-reseptoriin olabilecegi
distintilmustiir (5, 8). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda P antijeninden baska konak
hiicreye giriste gorev alan a5B1 integrin ve Ku80 DNA baglama proteini gibi Ko-
reseptorlerin gerekliligi belirlenmistir (24). Infeksiyona agik eritroid progenitdr hiicreler
yiksek diizeyde globosid ve aSB1 integrinleri sentez eder fakat infeksiyona agik
olmayan olgun eritrosit hiicreleri sadece globosid igerirken, a5p1 integrinler ve niikleus
bulunmaz (5). Sonug olarak globosid PV-B19 infeksiyonu igin gerekli olmakla birlikte
hiicrenin PV-B19 infeksiyonuna agik olmasi i¢in yeterli degildir. Buna ragmen PV-B19
infeksiyonuna agik olmayan hiicre tiplerinde globosid sentez edilmesi, basta miyokardit
olmak {izere eritema infeksiyozumun kizariklig1 ve transplasental infeksiyona aracilik
etmektedir (8). PV-B19 infektivitesi i¢in gerekli diger bir anahtar molekiil fosfolipaz
Ay’dir ve bu ozellik VP1’in kendine 6zgii bolgesi (VP1u)’nde bulunur. Fosfolipaz A;
fosfolipidleri arasidonik aside pargalar ve arasidonik asitten enflamatuvar olaylarda
onemli rol oynayan prostoglandin ve I6kotrienler sentezlenir (5).

Parvoviruslar dinlenme evresindeki hiicreleri viral genomun replikasyonu igin
aktive edemezler. Bu nedenle parvoviruslar replikasyon i¢in hiicresel islevleri aktif olan
hiicrelere gereksinim duymaktadir. Viral genomun replikasyonu niikleusta gerceklesir
ve konak hiicrenin S evresinde bulunmasi gereklidir. S fazi hiicresel olaylarin aktif
oldugu evredir. Virionun i¢inde enzim bulunmamaktadir (30). DNA’nin
replikasyonunda ve mRNA’larin transkripsiyonunda konak hiicre DNA ve RNA
polimerazlar etkilidir ancak virusun NS proteinlerinin varligi da gereklidir. Otonom
viruslar olarak parvoviruslar replikasyon sirasinda DNA polimeraz a ve y’y1 igeren
hiicresel DNA polimerazlar1 ve yardimeir proteinleri kullanirlar. Bu yardimci
proteinlerin aktiviteleri DNA’nin spesifik bir bolgesine baglanma aktivitesi, DNA’nin
belirli bir bolgesine niikleaz aktivitesi ve helikaz aktivitesidir. Parvovirus replikasyonu

ile ilgili yapilan birgok ¢aligma adeno-associated virus (AAV) iizerinedir. (31, 32).
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Favori model NS proteinlerinin endoniikleaz aktivitesi ile yuvarlanan hairpinlerin
¢oziilmesidir (Sekil 2.3) (32).

ABCaD Virion DNA d A c b a

Hairpin Formati

2D d © ABCaDr
-
Ay’ x TqQ2V P

B b
Uzama
A ia?
A a
v e b
Coziilme
af],'D d A ¢ b a
=
A d D aCBASJ3
Yesilok ucu bolgesinde kirpilma
Kirpilmabélgesindenuzama
3 A ¢ b aD d A ¢ b a
=
aCBAJUd D a CBA

Ayrilmis zincirler ve yeniden
harpinlerin replikasyonu baslatmasi

Sekil 2.3. DNA replikasyonu i¢in model bir virus olan bir dependovirus AAV un modifiye
edilmis “rolling hairpin’’ replikasyon modeli (32).

S fazindaki hiicrelerde virus, viral tek zincirli DNA (ssDNA)’dan ¢ift zincirli
DNA (dsDNA) olusturabilmek igin hiicresel DNA polimerazi kullanir. dsDNA agik
okuma bolgelerinden viral mRNA’lar hiicresel RNA polimeraz II yardimiyla
olusturulur. Yapisal olmayan proteinler genomun sol tarafindan, yapisal kapsid
proteinleri ise genomun sag tarafindan kodlanir. Olusan NS1 viral genomun
replikasyonunda DNA sentezinin yiiriimesi i¢in promoterleri transaktive eder. Pozitif
polariteli viral genomun 3’ terminal kismindaki palindromik diziler primer gorevi alarak

replikasyonu baglatirlar ve iki sarmalli replikatif ara iiriin olusturulur. Bu iki sarmalli
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replikatif formdan ise hairpin yapilarin primer gérevi gérmesiyle negatif polariteli DNA
sarmal1 Uretilir. Kapsid proteinleri ile tek zincirli DNA birleserek virion olusturulur.
Virion konak hiicreyi NS1’in sitotoksik etkisiyle lizize ugratarak serbest hale gelir.
Serbest olgun virionlar daha sonra tekrar P antijeni bulunduran S fazindaki yeni

hiicreleri infekte ederler (33).

2.5. Kiiltiir

Parvovirus B19’un tiretilebilmesi i¢in hayvan modeli yoktur ve yalnizca birkag
farkli kiiltiirde tretilebilirler. Eksplante insan kemik iligi kiiltiirlerinde in vitro PV-B19
caligmalari, virusun eritroid spesifitesini dogrulamaktadir. Pluripotent kok hiicreler
birlikte bulunduruldugunda PV-B19 infeksiyonu igin eritroid progenitdr hiicrelerin
duyarliligi artmaktadir. PV-B19; insan kemik iligi, fetal karaciger, umbilikal kan ve
periferal kan igeren kaynaklarin herhangi birinden gelen eritroid progenitor hiicrelerde
tiretilebilirler (5). Muhtemelen eritroid progenitér hiicrelerinin hizli béliinmesini
desteklemesi nedeniyle PV-B19 replikasyonunun devam ettirilmesi igin tiim kdiltiir
sistemleri eritropoietin gerektirir. Tiim sistemler kiiltiir eksplantidir ve uzun dénemli
kiiltiirler i¢in uygun degildir. Ancak PV-B19 ayn1 zamanda birkag¢ spesifize edilmis
hiicre dizilerinde de iiretilebilirler. Bunlar iki megakaryosit hiicre dizisi, MB-02 ve UT-
7/Epo ve iki eritroid 16semi hiicre dizisi JK-1 ve KU812Ep6’dir. Bu hiicre dizileri
replikasyon mekanizmalari, noétralizasyon olusturma ve infektivite deneyleri igin
kullanilmaktadir. Buna ragmen bu kiiltiirlerden virusun elde edilmesi oldukc¢a zayiftir ve
bu kiiltiirler tan1 testleri i¢in elde edilecek antijenin bir kaynagi olarak kullanilamazlar
(5).

Parvovirus B19 infeksiyonunun incelenebilecegi bir hayvan modeli
bulunmamaktadir. Ancak Aleutian Hastaligi’nin etkeni olan “Aleutian Mink Disease
Parvovirus” infeksiyon modelleri PV-B19 infeksiyonu ile benzer 6zellikler tagidig igin,
PV-B19 patogenezine de alternatif olarak 11k tutabilir (34). Ayni zamanda “Simian
Parvovirus”un Cynomolgus maymunlarinda anemi ve hidrops fetalis etkeni olmasi, bu
infeksiyon modelinin de PV-B19 infeksiyonunun fizyopatoloji ve tedavi

yaklagimlarinda yararli olacagi kanisin1 dogurmaktadir (35).
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2.6. Sitopatoloji

Hem in vitro hem de in vivo ortamlarda PV-B19 ile infekte eritroid progenitor
hiicrelerin sitopatik etkisi, ilk olarak 1948°de geg¢ici aplastik krizli hastalarin kemik
iliginde tanimlanan, alternatif olarak fener hiicreleri de denen dev pronormoblastlar ile
gosterilmistir. Dev pronormoblastlar 25-32 nm arasi ¢aptaki erken eritroid hiicrelerdir.
Genis eozinofilik niikleer inkliizyon yapilari, sitoplazmik vakuolizasyon ve arasira da
“dogear (kivrimli kose)” cikintilar1 gbézlemlenebilir. Hiicrelerin elektron mikroskobisi
ile incelenmesinde; marjine kromatin, niikleustaki virus partikiilleri, yalanci ayak

formasyonunu igeren birden fazla sitopatik yapisal degisiklikler gbz 6niine ¢ikmaktadir

(5).

2.7. Patogenezi ve Immiinite

Parvovirus B19°un patogenezi ile ilgili bilgiler, Ingiltere’de immiin sistemi
saglikli yetiskin goniillillerde yapilan iki galismaya dayanmaktadir. infekte edilen bu
goniillii bireylerde infeksiyon bifazik ilerlemistir. Nonspesifik faz olarak da bilinen ilk
fazda, intranasal olarak virusa maruz kaldiktan bir hafta sonra bu infekte kisilerde
yaklagik bir hafta siiren yogun viremi geligmistir. Virusun kan konsantrasyonu yaklasik
10M-10" virus partikiili/ml diizeyine ulastiktan sonra, bu yiiksek titreyle birlikte ates,
halsizlik, bas agrisi, kas agrisi, kasinti, bogaz agris1 gibi prodromal belirtiler ortaya
cikmustir (36, 37). Bu viremik siiregte virus, oral ve solunum yolu sekresyonlarina geger
ve solunum yolu belirtilerinin ortaya ¢ikmasi virusun bu bélgede replike oldugunu isaret
etmektedir (5, 6). Viremi sirasinda virus kemik iligindeki eritroid progenitor hiicrelerde
litik infeksiyona neden olur. Kemik iliginde eritroid progenitor hiicreler neredeyse
kaybolur ve eritropoezis ortalama 5 giin durur (6). Yaklasik olarak infeksiyonun 10.
giiniinde periferik yaymada retikiilositlerin kayboldugu, hemoglobinde ve beraberinde
notrofil, lenfosit, trombosit sayisinda hafif diisme oldugu gézlemlenir (37). Hematolojik
olarak normal hastalarda bu durum klinik olarak belirtisizdir ve sadece hemoglobinde

hafif diisiis gézlemlenir. Fakat kronik anemili hastalarda, eritrosit dmrii daha disiik
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oldugu i¢in derin bir lenfositopeni ve hemoglobin konsantrasyonunun g¢ok diisiik
diizeylere inmesi, gegici aplastik krize neden olmaktadir (6).

Parvovirus B19 infeksiyonuna karsi gelisen immiin cevap biiyilk oranda
humoraldir. Vireminin son giinlerine dogru yaklasik 10. giinden itibaren serumda
immiinoglobulin M (IgM) saptanabilir. Iyilesme dénemi yaklasik olarak infeksiyondan
10 gilin sonra goriilen IgM tipi antikorlarin olusmasiyla baslar ve yaklagik olarak bir
hafta sonra immiinoglobulin G (IgG) tipi antikorlar olusur. Antikorlar nétralizan etki
gosterir (5, 6). Genelde hastaligin ilk fazinin iyilesme gostermesi, vireminin
kaybolmasi, dolayisi ile aneminin diizelmesi, virus spesifik IgM ve IgG saptanmasi ile
korelasyon gosterir (5). IgM antikor cevabi 2-3 ayla sinirliyken, olusan IgG cevabi ise
yillarca hatta yasam boyu siirebilir (6). Egemen olan humoral immiin yanit majér kapsid
proteini olan VP2’ye karsidir, konvalesan donemde minér kapsid proteini olan VP1’e
karst da olusur. Infekte bireylerin yaklasik %90’mda immiinoglobulin A (IgA)
antikorlar1 saptanir ve nazofarengeal yolla infeksiyona karsi korunmada rol oynayabilir
(38). NS1 antikorlarinin arastirtldigi son ¢alismalarda artritli hastalarda NS1’¢ karsi
antikorlar gozlemlenmis, komplikasyon goriilmeyen hastalarda NS1’e karsi antikorlar
tespit edilmemistir (6). Son ¢alismalar kapsid proteinlerinin Sinif II molekiilleri ile CD4
T hiicrelerine sunulmasi ile virusa karsi klasik Thl yanitinin olugabilecegini
gostermektedir. PV-B19 i¢in hiicresel yanitin gdsterilmesi humoral yanita gére oldukga
zordur. Bu nedenle hala c¢aligmalar devam etmektedir (8). Antikor {iretiminin
baslamasiyla kanda retikiilositler tekrar goriiliir ve hemoglobin normal degerine erisir.
Ancak immiin yetmezligi olan hastalarda ise yetersiz antikor cevabi olabileceginden
persistan infeksiyon, kronik kemik iligi supresyonu ve kronik anemiye neden
olabilmektedir (6).

Hastaligin spesifik faz olarak da bilinen ikinci fazi, infeksiyonun yaklasik 17.
giinlinde baslar ve iki {i¢ giin siliren eritematéz dokiintii goriiliir. Dokliintii sonrasinda da
el eklemleri, diz, ayak bileginde hafif sislik ve sertlikle karakterize artrit klinik tabloya
eslik eder (37). Ikinci fazda goriilen bu dékiintii ve artropati vireminin kayboldugu ve
immiin cevabin goriildiigii donemde ortaya ¢iktigindan bu semptomlarin gelismesinde
virus ve antikorlardan olusan immiinkomplekslerin araci oldugu diisiiniiliir ve hastalarda
bu dénemde virus bulasi gozlemlenmez. Dokiintii goriilmeyen hastalarda ise artropati

gozlemlenebilmektedir (6). Saglikli kisilerde zamana gore; PV-B19 infeksiyonuyla
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iligkili klinik o&zellikler, hematolojik degisiklikler, PV-B19 DNA varligi, PV-B19
serolojisi gibi degerler Sekil 2.4’de gosterilmistir (8).

e L) B Ates, Titreme,
Klinik Bagagiis,

Belirtiler Kas agust
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Hematolojik e 5
Degi§iklikler Hemoglobin
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pv-B19DNA
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Sekil 2.4. Saglikl kisilerde zamana goére; PV-B19 infeksiyonuyla iliskili klinik 6zellikler,
hematolojik degisiklikler, PV-B19 DNA varligi, PV-B19 serolojisi (8).

Parvovirus B19’a bagli hidrops fetalisin patogenezi tam aydinlatilamamistir. PV-
B19 plasentadan fetiise gecebilmektedir. Fetiisiin PV-B19 infeksiyonununa duyarlilig
eritrosit dmriiniin kisa olusu (45-70 giin) ve eritropoezisin artmis olmasi, bdylece fazla
sayida eritroid progenitdr hiicrelerin bulunmasi ile agiklanacagi gibi, eritroid progenitor
hiicrelerinin ana kaynagmin fetiiste karaciger olmasi nedeniyle ¢ok aktif olan bu
karaciger hiicrelerinin  PV-B19’un reseptorii olan P antijeni bulundurmasi da

patogenezde rol alabilir. Bu durum PV-B19 infeksiyonu i¢in optimum sartlar1 saglar.

17



Ayni zamanda fetlisiin immiinitesi olgunlasmamis oldugundan immiin yanit olusmaz.
Fetiiste infeksiyon oOncelikle eritroid progenitdr hiicrelerin bulundugu karacigerde
gerceklesir. Fetal eritroid progenitér hiicrelerin litik infeksiyonu hemoglobin
konsantrasyonunda diisiise neden olur. iImmiin yanitin etkin bir sekilde olusamamasi
nedeniyle gelisen derin anemi; hipoksemi ile birlikte konjestif kalp yetmezligi, yaygin
O0dem, fetal hidrops ve Oliime yol agar. Fetiisiin immiinitesinin olgunmamis olmasi
nedeniyle PV-B19 infeksiyonu kronik bir hal alarak P antijeni tasiyan basta
miyokardiyal hiicreler olmak iizere, fetal bobrek hiicreleri, vaskiiler endotelyal hiicreler
gibi diger organlardaki hiicreleri de infekte ederek ¢oklu organ tutulumuna da neden
olabilmektedirler. Bu nedenle plasenta villuslari i¢inde vaskiilit, fetal miyokardit gibi

olgular gézlemlenmektedir (6, 38).

2.8. Epidemiyoloji

Parvovirus B19 infeksiyonu tiim diinyada yaygin bir insan patojenidir. En sik
okul ¢ag1 ¢ocuklarinda (5-15 yas) goriilse de tiim yaslarda infeksiyon goriilebilir. 19G
antikorlarinin prevalansi, 1-5 yas arasi ¢oguklarda %37, 6-19 yas aras1 ¢ocuklarda %15-
60 arasi, yetiskinlerde %30-60 arasi, daha yasli populasyonda ise %85 ve daha yiiksek
degerlerdedir. Ulkemizde 2009 yilinda Konya bdlgesinde Tiirk Dagi ve ark. (39)
tarafindan yapilan bir caligmada ¢esitli yas gruplarinda PV-B19 seroprevalansinin
arastirilmas1 amaglanmistir. Calismaya alinan 631 yetiskin birey (18 ve >60 yas
araliginda) kan bagiscisindan; 542 ¢ocuk (0-17 yas) ise gesitli saglik kurumlarina
herhangi bir sebeple basvuran ¢ocuklardan rastgele secilmistir. Calisma gruplarina ait
serum Orneklerinde PV-B19 spesifik IgG antikorlar1 arastirilmistir. Calismaya dahil
edilen 1173 kisiden 339 (%28,9)’unda PV-B19 spesifik IgG antikorlar1 saptandig:
belirtilmistir. PV-B19 IgG antikor pozitifliginin yaslara gére dagilimi; 0-4 yas grubunda
%15,8; 5-9 yas grubunda %16; 10-14 yas grubunda %24,2; 15-19 yaslar1 arasinda
%40,9; 20-29 yas grubunda %34,7; 30-39 yaslar1 arasinda %35,5; 40-49 yas grubunda
%32,2; 50-59 yas grubunda %37,5 ve 60 yas uzerinde %53,8 seropozitiflik saptandig
belirtilmistir.
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Ureme ¢aginda olan kadimnlarin %50-60’1nda dolasimda IgG bulunmaktadir ve
yillik serokonversiyon %1,5 oranini gostermektedir (5, 8). Genel populasyonda antikor
hiikiim siirtiyor olmasina ragmen viremi ya da viral DNA’nin gosterilmesi nadirdir (8).
PV-B19 viremisinin goniillii kan bagiscilarinda, prevalansi 1/1000-1/7000 oranlar
arasinda, viral titresi 10%-10"® GE/ml arasinda ve plazma havuzlarindaki hesaplanmis
titre 0-10° GE/ml arasindadir (41). PV-B19 serolojisi ve viremisiyle ilgili birgok
calismanin aksine saglikli kisilerin kemik iliginde PV-B19 DNA’sinin varligiyla ilgili
bilgiler kisitlidir (8).

2.8.1. Yaptig1 Epidemiler ve Mevsimsel Degisiklikler

Parvovirus B19’un tepe insidansi, iliman iklimlerde ¢ogunlukla kis sonu ve
bahar basindaki aylarda mevsimsel gesitlilik gosterir. Virusun her 4 yilda bir epidemik
pik yapacag diisiiniilmektedir. Ornegin; Jamaika’da orak hiicreli anemili hastalarda
aplastik kriz aktivitesinin her dort yilda bir artis gosterdigi bildirilmistir. Benzer sekilde
Kelly ve ark. (40) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 1liman iklimlerde infeksiyona neden
olan virusun, Avustralya’da epidemik iki yil ardindan gelen iki endemik yilla,
parvovirus aktivitesinin dort yillik siklus yaptigi saptanmistir (8, 40). Eritema
infeksiyozum ya da PV-B19 ile indiiklenmis gegici aplastik krizin yayilmasi sirasinda
olgu dagilimi; 5 yasindan kii¢iik gocuklarda %10, 5-15 arasi yastaki ¢ocuklarda %70 ve
15 yas istli hastalarda %20 olmaktadir (8). Seronegatif kisilere ikincil yayilma ¢ok
yaygin goriilen bir olaydir. Okul ya da ev ortamindaki tespitlere gore; eritema
infeksiyozum epidemileri sirasinda ikincil atak orani, duyarli ¢ocuklarda %50, duyarli
ogretmenlerde %20-30 arasindadir. Giinliik ¢ocuk bakicisi ve ev hanimi olan kadinlarda
cocuklarla yakin temas halinde bulunulmasi nedeniyle infeksiyon riski %9 oraninda
iken diger ortamlarda calisan kadinlarda bu risk oran1 %4’e diismektedir. Saglikli
kigilerde mesleki risk gruplarini en yiiksek oranda; ¢ocuklarla siirekli etkilesim iginde
bulunan kres calisanlari, ilkokulda ¢alisan personel, doktorlar ve bu virusla ¢alisma

yapan laboratuvar personeli olusturmaktadir (8).
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2.8.2. Bulasma Yollar:

Infeksiyonun bulasi; solunum yoluyla, kan tiirevi iiriinlerin parenteral olarak
uygulanmasi, kemik iligi ya da organ transplantasyonu ve vertikal olarak anneden fetiise
gecis yoluyla meydana gelmektedir (42). Viremi sirasinda solunum sekresyonlarinda
PV-B19 spesifik DNA’nin tespit edilmesi virusun solunum yoluyla toplumda
yayilabilecegi kanisimi giiclendirmektedir. Bu durum saglikli goniilliilerde, intranazal
olarak virus inokiilasyonundan 5-10 giin sonra, prodromal faz sirasinda PV-B19
DNA’sinin serum ve solunum sekresyonlarinda pozitif bulunmasi ile belirlenmistir.
Yalniz kan bagiscisinin kan iriinleriyle bulas nadir olarak (1:50,000) goriilmekte iken
kan konsantreleri havuzu ile tedavi alan kisilerde bulasma riski daha fazla ve yaygindir.
Benzer bir sekilde kemik iligi ya da organ transplantasyonu ile de bulas olabilmektedir
(8, 42). Ureme caginda olan kadmlarin %50-60’mda dolasimda IgG bulunmaktadir
ancak yine de miktar olarak yeterli degildir (5). Serolojik olarak dogrulanmis akut
maternal infeksiyona sahip olgularin 1/3’iinde vertikal bulas olusmaktadir.
Nozokomiyal bulas sik olmamakla birlikte tanimlanmistir ve salginlar sirasinda
yetiskin, pediatrik ve yeni dogan fnitelerinde Onemli olabilmektedir (8, 42).
Calismalarinda dogal virus kullanan arastirma laboratuvarlarinda da virus bulasi1 rapor

edilmistir (8).

2.9. Klinik Belitiler

2.9.1. Asemptomatik Infeksiyon

Subklinik olarak PV-B19 infeksiyonu hem ¢ocuk hem de yetiskinlerde yaygin
olarak goriiliir. Yapilan bir ¢ok caligmaya gore infekte kisilerin %25’inde spesifik
semptomlar gozlemlenememis olup, IgM pozitif kisilerin yarisindan daha az kisminda
artralji ya da kizarikliklarin isaretleri goriilmiistiir. Hemolitik anemili hastalarda son
transfiizyonda  izlenen asemptomatik  serokonversiyonun, konagin  defektif

eritrositlerinden daha uzun yasam siireli eritrositlerin transflizyonu ile semptomlarin

20



maskelenebilecegi fikrini dogurmaktadir. Ayni zamanda bazi olgularda nonspesifik

semptomlarin yaygin grip infeksiyonlarindan ayirt edilemeyecegini de belirtilmektedir

(8).

2.9.2. Eritema Infeksiyozum (Besinci hastahk)

Eritema infeksiyozum (EI) infekte kisilerin %25-50’sinde goriilen asemptomatik
bir infeksiyon olmasina ragmen, immiinokompetent konaklarda PV-B19
infeksiyonunun en yaygin klinik bozuklugudur. Eritema infeksiyozumun diger bir adi
da, ¢ocukluk donemi salginlar1 sirasinda o donemin yaygin infeksiyonlari listesinde
besinci sirada bulunmasi nedeniyle besinci hastaliktir (9). Anderson ve ark. (5)
tarafindan EI tanisi ilk kez 1983 yilinda Londra’da bir ilkokuldaki salgin sirasinda
konmustur. Anderson ve ark. (5) bu salgin sirasinda infekte hastalardan aldiklari serum
orneklerinde PV-B19 spesifik IgM’i saptamislar ve bdylece El ile PV-B19 arasindaki
iliskiyi ortaya koymay1 basarmislardir. EI’nin inkiibasyon siiresi ortalama 17-19 giindiir.
Bu donemde prodromal semptomlar olarak diisiik diizeyde ates, basagrisi, konjunktivit,
ist solunum yolu sikayetleri, 6ksiiriik, miyalji, bulanti ve diyare gibi semptomlardan bir
veya birkag1 gozlemlenebilir. Diger semptomlar kasinti, kabarma ve pullu dermatiti
icerir (5). Klasik olarak okul cagi cocuklarinda EI, diisiik derece ates, kirginlik ve
tokatlanmis yanak sendromu ismine neden olan karakteristik yliz kizarikligi gibi
etkilerle kendini belli eder. Baz1 EI’li cocuklarda artralji olusabilir fakat yetiskinlerde
cocuklardaki kadar yaygin degildir. Tokatlanmis yanak goriinlimii; gévde, sirt ve
ekstremitelere makiilopapiiler kizarikligin bir ya da ikinci hafta iginde yayilmasi ile
gdzlemlenir. Infeksiyon normalde kendini smirlar fakat giines 15181, sicaklik, heyecan ya
da asir1 egzersiz gibi kosullara maruziyeti izleyen bazi aylarda rekiirren olabilmektedir.
Kizariklik ve eklem tutulumuna muhtemelen immiin kompleks birikimi neden
olmaktadir (9).
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2.9.3. Artropati

[k kez 1985°de yapilan calismalar sonucunda artropati ile PV-B19 infeksiyonu
arasindaki iliski ortaya ¢ikmustir (8). Yaklasik olarak EI yetigkin olgularinin %50’si
haftalarca hatta aylarca persistant olabilen eklem tutulumlart ile iliskilidir ve yil
icerisinde birkac olgu goriilebilmektedir. El’nin atesi ve tipik yiiz kizariklig1 yetigkin
olgularin yalmzca kiiglik bir kisminda goriilmektedir. Artropati 6zellikle orta yash
kadinlarda yaygindir (%60 kadin-%40 erkek) ve tipik el ya da ayak bilegi, diz ve
metakarpofalangeal eklemleri kapsayan poliartrit ile karakterizedir. Hem artralji hem de
inflamatuvar artritler olusabilir ve hatta bazen artropati klasik romatoid artritlere benzer.
Eklem tutulumu asindirict olmamakla birlikte, antikorlarin sirkiilasyonu ile es zamanh
goriildiigli i¢in muhtemelen immiin mediatorler araciligiyla olusmaktadir. PV-B19
DNA’s1 esas olarak hem kronik hem de akut infekte kisilerin biyopsileri ve Sinoviyal
stvilarinda tespit edilmistir. PV-B19 infeksiyonu romatoid artrite benzetildigi ve hatta
romatoid faktor icin pozitif teste neden olmasina karsin bu hastalifin etiyolojisindeki
rolii tam anlamiyla anlagilamamistir (9).

Kerr ve ark. (9) 2002 yilinda PV-B19 infeksiyonu sirasinda, HLA-DRB1 01,
"04 ve 07 alelleri tasiciligi ve semptomlarin gelisimi arasindaki iliskiyi tanimlamustir.
Boylece PV-B19 iligkili artritlerin kismen de olsa genetik olarak iliskili olabilecegi ve
yapilan daha Onceki calismalarda HLA DR4 ya da B27’li kisilerde daha yaygin
olabilecegi kanisina varilmistir. Artropatinin olugsma mekanizmasinin bir bolimii ise
anlagilamamistir. immiin aracili inflamasyona ek olarak bir hipotez ise PV-B19 VP1
Ozgiil bolgesindeki motifden fosfolipaz A, salgilanmasi ile sinoviositlerin
aktivasyonunu icermektedir. Bu aktiviteden dolay1 sinoviyal dokularda inflamatuvar
yanit hizlanabilir. PV-B19 NS1 ise infeksiyon iliskili otoimmiin hastaliklarda,
inflamasyon ve artrit olusmasma katkida bulunan proinflamatuvar sitokinlerin
salgilanmasina yol agar. Diger yandan VP2 peptit deriveleri, insan kardiolipin, kollajen
ve keratin otoantikorlarina ile ¢apraz reaksiyona neden olabileceginden PV-B19

artropatisinde patojenik bir onem arzetmektedir (9).
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2.9.4. Otoimmiin Hastaliklarla fliskisi

Parvovirus B19 infeksiyonu romatoid artritten baska, sistemik vaskiilitler, diger
konnektif doku hastaliklar1 ve sistemik lupus eritematozus (SLE)’u igeren ¢ogu
otoimmiin hastaliklarin baslangici ile iliskilendirilmistir. Eroziv romatoid artrit ve
birkag SLE olgusu ile iliskilendirilmesine ragmen muhtemelen ¢ok nadir olarak bu
hastaliklarla iliskilidir. Akut PV-B19 infeksiyonundan sonra, gigant hiicre artritleri,
periartritis nodosa ve Henoch-Schonlein purpurasini igeren sistemik vaskiilitler
olusabilmektedir. PV-B19’un bu hastaliklardaki rolii agik degildir ve bazi olgularda
bulunmasi tesadiif olabilecegi gibi baska olgularda ise bir tetikleyici olabilmektedir.
Sonug olarak immiinogenetik yatkinlik faktorleri bulunan kisilerde PV-B19 artropatiye
neden olabilmesi sonrasinda bununla iliskili olarak siddetli, uzun siireli morbitideye
sebep olabilmektedir (7, 9).

Parvovirus B19 infeksiyonunu da kapsayan birgok viral infeksiyonlar
antikorlarin tiretimine sebep olmaktadir. Bu yanitlar normalde kisa siirelidir ve tanisal
farkliliklar yaratabilirler. PV-B19 infeksiyonu; romatoid faktor, kardiolipin, anti-
niikleer ¢oziinebilen antijenler ve c¢ift zincirli DNA’ya karsi antikorlara sebep
olabilmektedir. Otoantikorlarin tiretimi biiylik olasilikla hem immiin yanitin poliklonal
stimiilasyonu hem de polispesifik anti-PV-B19 antikorlarinin  {iretiminden
kaynaklanmaktadir (7, 9). Hiicresel otoantijenler ile viral epitoplar arasindaki molekiiler
benzerlik ve anti-idiyotip antikorlarin tiretimi kendi kendine karg1 antikorlarin tiretimine
ve otoimmiin reaksiyonlara katkida bulunmaktadir. PV-B19 infeksiyonu sirasinda,
ozellikle interlokin-1 (IL-1), IL-6, gama interferon ve TNF alfa (TNF-o) gibi
proinflamatuar sitokinlerin yiiksek seviyeleri gosterilmistir. IL-6 ve TNF-a iiretimi viral
transaktivator NS1 tarafindan stimiile edilebilir. PV-B19 infeksiyonu sirasinda sitokin

yanitindaki genetik cesitlilik gelisen semptomlarin olasiligi ile iliskilidir (7, 24).
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2.9.5. Gecici Aplastik Kriz (Transient Aplastic Crisis, TAC)

Parvovirus B19 infeksiyonunun en ciddi bulgularindan biri olan gegici aplastik
kriz ilk kez hemolitik anemili hastalarda tanimlanmistir. Hem eritrosit kaybinin artisi
hem de eritrosit iiretiminde azalma gozlenen hastalarda, gegici aplastik krize yol agan
PV-B19 infeksiyonu i¢in potansiyel bir risk vardir. Bu nedenle herediter sferositoz,
glikoz 6 fosfat dehidrogenaz ve piirivat kinaz eksikligi, primidin-5 -niikleotidaz
eksikligi, orak hiicreli anemi, otoimmiin hemolitik anemi, kan kaybi, sitma, paroksismal
nokturnal hemolitik anemi gibi artmis eritrosit yikim ya da kayb1 ve a- ve - talasemi,
demir eksikligi anemisi, konjenital diseritropoietik anemi gibi azalmis eritrosit liretimi
durumlarinda gegici aplastik kriz gozlenebilir. PV-B19, eritroid progenitor hiicreleri
infekte eder ve kemik iligi stipresyonuna yol agar. Kirmizi hiicre iretiminin gegici
olarak durmasi sonucu viremi sirasinda 1-2 hafta kadar siiren anemi gergeklesir. Kirmizi
hiicre yikimi arttigi zaman, Olimciil olabilen hemoglobin seviyesinde asir1 diisiis
meydana gelir. PV-B19, 6zellikle eritroid iiretiminin gegici durmasina neden olmasina
ragmen ek olarak megakaryositler gibi diger hiicreleri de etkileyebilmekte ve klinik
olarak Onemli trombositopeni, ndtropeni hatta pansitopeniye sebep olabilmektedir.
Immiin yanitin infeksiyonu ekarte etmesinden sonra kirmizi hiicre iiretimi kaldig
yerden devam eder ve ¢ogu olguda ileride bagisikligi takiben yasam boyu normal olarak
devam eder. Buna ragmen tersi durumda aplastik kriz; akut dalak sekestrasyonu,
serebrovaskiiler olaylar ve konjestif kalp yetmezligine neden olabilen asir1 hatta

oliimciil anemiye neden olabilmektedir (8, 9).

2.9.6. Immiinokompromize Kisilerde PV-B19 Infeksiyonu

Immiinokompromize konaklarda persistant ve akut PV-B19 infeksiyonunun
Klinik tablosu immiinokompetent olanlardan 6nemli derecede farklhidir. Humoral
ve/veya hiicresel immiin yanit eksikliginde infeksiyon, kronik anemi ile kendini
gosteren persistant kemik iligi stipresyonuna neden olabilir fakat immiin-aracili olarak
kabul edilen kizariklik (rash) ve artralji gibi semptomlara neden olmamaktadir.

Predispozan kosullar; konjenital immiin yetmezlikler, I6semi, lenfoma, miyelodisplastik
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sendrom, kemik iligi ve solid organ transplantasyonu, kemoterapi ve insan immiin
yetmezlik virusu (HIV) ile infekte olmay1 igermektedir (9).

Parvovirus B19 infeksiyonu organ ve kok hiicre transplantasyonu yapilan
hastalarin %1-2 kadarinda ise yasami tehdit eden komplikasyonlara neden olmaktadir.
Pansitopeniler ya da farkli hematolojik hiicre soylarindaki tanimlanmis eksiklikler, ilag
toksisitesi, gref yetmezligi, diger mikrobiyal infeksiyonlar ya da altta yatan malign
hastaligin niiks etmesi olarak yanlis yorumlanmamalidir. Cogu immiin yetmezlikli
hastalarda kronik anemi ile iliskili persistant infeksiyonlarin olusma sebebi; virusa karsi
iretilen notralizan antikorlarin iiretiminin etkilenmesi olarak belirtilmektedir (9).
Kronik aneminin yanisira nadirde olsa immiinkompromize hastalarda B19 infeksiyonu
ile iliskilendirilmis baska bozukluklar da vardir. Bu bozukluklar; meninjit, ensefalit,
hepatit, miyokardit, noropatiler, fibromiyalji, poliarteritis nodosa, vaskiiler ve

Schonlein-Henoch purpurasini igermektedir (10).

2.9.6.1. Hematolojik Malignite ile PV-B19 Infeksiyonu Arasindaki Iliski

Hematolojik maligniteler i¢in kemoterapi alan ¢ocuklarin %10°u ve yetiskin
hastalarin %5 kadarinda PV-B19 infeksiyonu asir1 hatta letal sitopenilerle sonuglanir ve
bu hastalar virus ile persistant olarak infektedirler (9). Immiinokompetent ¢ocuklarda
miyelodisplastik sendrom (MDS) ile iliskili akut PV-B19 infeksiyonu belirtilmistir. PV-
B19 infeksiyonu ile birlikte yardimci predispozan faktorlerden kronik anemi ya da
subklinik immiin yetmezlik, displazi olusumu i¢in uygun kosullar saglayabilir. MDS
altinda siniflandirilan juvenil miyelomonositik 16semi (JMML)’ye benzeyen akut PV-
B19 infeksiyonu olgular1 da belirtilmektedir (18).

Parvovirus B19 infeksiyonu birgok literatiirde 16semi ile anilmaktadir. Losemili
yetiskin ve pediatrik hastalarda immiin sistemin baskilanmis olmasi1 nedeniyle kronik
PV-B19 infeksiyonunun gelisebilecegi belirtilmistir. Akut lenfoblastik 16semi (ALL)’li
hastalarda PV-B19 infeksiyonun persistant anemi, artropati ve eritema infeksiyozuma
neden olabilecegi belirtilmektedir. Ayni zamanda ALL’li hastalarda PV-B19
infeksiyonu trombositopeni, sitopeni ve hatta pansitopeniye neden olabilmektedir (18).

Bir grup akut l6semili ¢ocukta yapilan bir ¢aligmaya gore uzun siireli kemoterapi

25



kesilmesinin gilin sayisi, parvovirus ile infekte olanlarda, infekte olmayan kisilerden
onemli derecede daha yiiksektir. PV-B19 infeksiyonunun erken tanist bu nedenle
olduk¢a 6nemlidir ve infeksiyon erken donemde ya kan transfiizyonu ya da intravenoz
immiinoglobulin uygulamasi ile tedavi edilebilmektedir (9).

Zaki ve ark. (43) tarafindan 2009°da yapilan bir ¢aligmada kemoterapi alan ve
heniiz tanis1 yeni konmus akut 16semili hastalar sirasiyla Grup 1 ve Grup 2 olarak iki
ana gruba bolinmiis ve PV-B19 hem EIA hem de PZR metodlari ile arastirilmistir.
Ayni zamanda bu hastalarin klinigine bakilarak PV-B19 infeksiyonu ile losemi
arasindaki iliski arastirilmistir. Bu hastalarla karsilastirilmak i¢in 20 saglikli goniillii kisi
calismaya dahil edilmistir. Grup 1’deki 45 hastada IgM pozitifligi 14/45 (%31,1), 1gG
pozitifligi 18/45 (%40) ve PV-B19 DNA pozitifligi 10/45 (%22,2) olarak belirtilmistir.
Grup 2’deki 40 hastada ise IgM pozitifligi 20/40 (%50), IgG pozitifligi 16/40 (%40) ve
PV-B19 DNA pozitifligi 18/40 (%45) olarak belirtilmistir. Kontrol grubunda ise 20
saglikli kiside hi¢bir PV-B19 belirtilmemistir. Akut infeksiyon geciren Grup 1’deki
hastalarda hemoglobin seviyesinde asir1 diisiis gozlemlenirken, istatistiksel olarak
anlamli derecede lenfositoz gorildiigii belirtilmistir. Akut infeksiyonlu Grup 2
hastalarinda ise istatistiksel olarak anlamli lenfositoz ile birlikte n&tropeni ve
trombositopeni gozlemlenmistir. Her iki gruptaki akut infeksiyonlu hastalarda
lenfadenopati ve hepatosplenomegalinin istatiksel olarak anlamli bir farlikliga sahip
oldugu belirtilmistir. Sonug¢ olarak PV-B19 infeksiyonun, hem yeni tanis1 konmus olan
hem de kemoterapi alan akut l6semili gocuklarda sitopeniye neden olan 6nemli
etkenlerden biri oldugu kanisina varilmig ve bu olayin kemoterapinin planlanmasini
etkileyecegi vurgulanmistir. Ayrica PV-B19 infeksiyonunun varligi lenfadenopati ve
hepatosplenomegali belirtegleri ile iligkilendirilmistir (43).

Kaptan ve ark.’nin (44) yaptig1 bir ¢alismada PV-B19 infeksiyonu ile polisitemia
vera (PV) arasindaki iligkiyi gosteren ilk olgu sunumu yapilmigtir. Olgunun 68 yasinda
10 yillik diabetes mellitus, iki yillik PV tanili bir hasta oldugu belirtilmis ve bu nedenle
interferon-o tedavisi ve oral antidiabetik ilaglar aldig: belirtilmistir. Kan degerlerindeki
ve hematolojik incelemelerdeki anormallikler nedeniyle yapilan taramalarda PV-B19
spesifik IgM ve IgG antikorlar1 yiiksek titrelerde bulunmus. Ayni1 zamanda periferal
lenfositlerde ve niikleuslu kemik iligi hiicrelerinde PV-B19 spesifik primerler
kullanilarak PV-B19 DNA PZR metoduyla tespit edilmis. PV-B19 infeksiyonu kirmizi
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kan hiicresi tiretimini baskilayabilmektedir. Bu nedenle kronik hemolizisli hastalarda
hemoglobin konsantrasyonunun gegici olarak diisiisine neden olabilmektedir. Bu
olguda da kirmizi kan hiicresi yapimi durmus ve eritropoietin yanitin eksikligi ile
anaemi olusmustur. Ayni zamanda infeksiyon, immiinokompromize hastalarda kronik
kemik iligi yetmezligine neden olabilir. Diabetes mellitus ve interferon-a tedavisinin
immiinyetmezlik olusumuna katki saglayacagi géz oniinde bulundurulursa bu olgunun
da immiinkompromize bir kisi oldugu diistiniilmiistiir. Bu nedenle hastanin PV-B19
infeksiyonuna daha duyarli hale gelmis ve sonug¢ olarak anemi gelistigi vurgulanmistir
(44).

MDS, AML ve ALL gibi hastaliklar klonal kok hiicre hastaliklaridir. Bu
hastaliklarin ~ patogenezi tamamen aydinlatilamamistir. Bunlarin gelismesi ve
ilerlemesinde mutasyonlar ve epigenetik olaylar nemli bir rol oynayabilmektedir. DNA
metilasyonu insanlarda epigenetik modifikasyonlarin siklikla basinda gelmektedir.
Epigenetik degisiklikler kromatin yapisini etkiler ve dolayisiyla transkripsiyon, X
kromozomu inaktivasyonu ve tiimor supresor genlerin inaktivasyonu gibi siiregleri
diizenler. DNA metilasyonu ile gen ekpresyonunun inaktivasyonu insan kanserlerinin
baslangicinda ve ilerlemesinde rol oynayabilmektedir (45, 46).

Memeli genomunda gen metilasyonu yanlizca CpG diniikleotitteki sitozin
bazlarinda yer alir. CpG adaciklart genomdaki tiim genlerin %50’sine yakininin

promoter bolgesinde lokalizedir ve genellikle normal hiicrelerde unmetiledir. p15NKeB

6 "NK* siklin-bagimli kinazlar 4 ve 6 yoluyla

INK4B

ve onun fonksiyonel homologu olan P1
hiicre dongiisiinli inhibe eder ve G1’den S fazina gecisi diizenler. P15 promoter
metilasyonu geni bastirir ve bdylece hematopoyetik hiicrelerin hiperpoliferasyonunu
saglar. MDS ve akut l6semide bir¢gok gen hipermetilasyon gostermektedir. Birg¢ok
arastirmact  P15"™*®  gen inaktivasyonunun l6komogenezde 6nemli bir rol
oynayabilecegini diigsiinmektedirler. AML, ALL ve ilerde AML’ye doniisebilen
MDS’da P15"™**®°nin siklikla hipermetile olabilecegi bildirilmistir (46).

Ozellikle hepatit B virus (HBV), hepatit C virus (HCV), insan papilloma virus
(HPV), Epstein-Barr virus (EBV), insan T hiicre 16semi virus-1 (HTLV-1) ve insan
herpes virus-8 (HHV-8) gibi birgok virus kanserle iliskilendirilmistir. Ornegin;
hepatokarsinomaya neden olabilen HBV ve HCV P16™** metilasyonu gibi bazi

metilasyon ¢esitleri ile iliskilendirilmistir (46). Buradan yola ¢ikilarak akut 16semide
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PV-B19’un roliinii diisiinen bir¢ok calismada vardir (45, 46, 47). Ormegin; Yal¢mn ve
ark. yaptiklari bir ¢alismada akut 16semili hastalarda p15'NKB promoter metilasyonu ve
PV-B19 DNA pozitifligi arasinda anlamli bir yakinlilik iliskisi bulundugu
belirtilmektedir (46).

2.9.7. Gebelik ve PV-B19 Infeksiyonu

Parvovirus B19 infeksiyonu fetiiste klinik olarak belirtisiz olabilecegi gibi
norolojik belirtiler, miyokardit, trombositopeni, nonimmiin hidrops fetalis (NIHF) ve
intrauterin fetal 6lim ile de iliskilidir (48). Gebe kadmlar %30-50 PV-B19’a duyarli
olmasina ragmen sadece kii¢iik bir yiizdesi PV-B19 ile infekte olabilmektedirler. PV-
B19 spesifik IgG serokonversiyonu gebe kadinlarda epidemik periyotlarda %1-1,5’dan
%13-13,5’a kadar artabilmektedir. infekte gebe kadmlarin %50’sinin istiinde
infeksiyon asemptomatik olabilir fakat vertikal gecis hala olusabilir, gegis olsa bile
haftalar hatta aylar boyunca fetal belirtiler olugsmayabilir (42).

2.9.7.1. Nonimmiin Hidrops Fetalis ve Fetal Oliim

Nonimmiin hidrops fetalisin gelisimi ve fetal PV-B19 infeksiyonu arasindaki
iliski ilk kez Brown ve ark. (9) tarafindan Onerilmistir. Brown ve ark. nonimmiin
hidrops fetalis vakalarmin %15-20 kadarinin PV-B19’un sebep olabilecegini ileri
stirmiiglerdir (9). PV-B19’un hidrops fetalise neden olacaginin tesbiti halk arasinda
biiyiik bir endiseye yol agmistir. O zamandan gliniimiize kadar fetal PV-B19
infeksiyonunun kendini smirlayan olgularda asemptomatik seyredebilecegi gibi, ayni
zamanda diisiik, 6lii dogum, konjenital anemiye de neden olabilecegi bulunmustur (8).
Gebe kadinlarin yaklasik %50’si PV-B19 infeksiyonuna duyarli olmasina ragmen,
fetiise vertikal gecis riski yaklasik olarak %30 kadardir. Plasenta {izerinden gegisin
biiyiik olasilikla ilk ve ikinci trimestirda olusabilecegi bildirilmistir. Gegis igin gerekli
olan plasental P antijenidir. Bu olay artan gebelik yasi ile daha az gergeklesmektedir.

Infeksiyon, fetal hidrops fetalisin gelisiminin yan1 sira; kalp yetmezligine yol agan olasi
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miyokardit, karaciger inflamasyonu, hipoalbuminemi, anemiye neden olabilmektedir.
Maternal ve fetal infeksiyon semptomlar1 arasindaki yaklagik 6 hafta gibi belirli bir
zaman araliginda bu kosullar giderilebilir fakat ayni zamanda fetal Oliimle de
sonuglanabilir. Ancak birka¢ aylik nadir olgularda da bu durum goézlemlenebilir. Fetal
PV-B19 infeksiyonu ayni zamanda asemptomatik de olabilir. Gobek kordonunda
intrauterin infeksiyon tanisinin bulgusu olarak IgM’in gosterilmesine ragmen saglikli
dogan birka¢ yeni dogan olgusu da mevcuttur. izole edilmis birka¢ olguda intrauterin
PV-B19 infeksiyonunun sonucu olarak malformasyonlar rapor edilmistir fakat bunun
infeksiyonun genel bir belirtisi olabilecegi sonucuna vartlamamaistir (9).

Fetal zararin patogenezi yasam Siiresi azalmis eritrositlere sahip olan aplastik
krizli hastalarin patogenezine benzerlik gostermektedir. Fetal karacigerdeki
eritroblastlar antijen, viral DNA ve patogenomik sitopatolojiyi kapsayan PV-B19
infeksiyonunun isaretlerini gosterirler. Uterusta infeksiyon persistantdir ve siddetli
anemi, yiiksek derecede kalp yetmezligi ve Oliimle karakterizedir. Fetal miyokardit
nedeniyle bozulan sirkiilasyon sivilarin birikimine katkida bulunabilir. Gebelik sirasinda
primer PV-B19 infeksiyonu insidanst %1-5 olarak tahmin edilmektedir ve bunu takiben
transplasental gecis oran1 %24-33 arasindadir. Bu infeksiyonu izleyen hidrops fetalis
gelisme riski ilk calismalarda %0-24 arasinda iken, son ¢alismalarda cesitlilik gostermis
ve bu oran diislis gostererek %1-1,6 oranina gerilemistir. Buna ragmen akut infeksiyon
dogrulanmis gebe kadinlarda anormal sonugun toplam riski yaklasik olarak %5-10
arasindadir. Hidrops fetalis 1/3000 oraninda nadir goriiliir ve olgularin %20-50’sinde
etiyoloji anlagilamamaktadir (8).

Parvovirus B19 infeksiyonu ile iliskili fetal 6lim ¢ogunlukla gebeligin 20-24
haftalar1 arasinda meydana gelir. Fakat 10 hafta kadar erken ve 41 hafta kadar ge¢
gebelik donemlerinde de tanimlanmigtir. Syridou ve ark. (48) tarafindan 62 fetal 6liim
olgusunda 8 PV-B19 PZR pozitifligi, karsilastirma amagh 35 saglikli goniilliide ise 1
PV-B19 PZR pozitifligi bildirilmistir. Ancak 6rnek sayisinin azlhigi, 6zellikle de kontrol
grubunun sayica azlig1 bu verileri istatistiksel olarak anlamli yapmamaktadir. Norveg’de
yapilan bir ¢aligmada fetal Oliim ve gebelik sirasinda PV-B19 icin maternal
serokonversiyon arasindaki iligki analiz edilmistir. Bu ¢alismada intrauterin fetal 6liim
gbzlemlenen 65 kadinda 2 pozitif serokonversiyon (%3,1) saptanirken, saglikli ¢cocuk

doguran 307 kadinda ise 8 pozitif serokonversiyon (%2,6) saptanmistir. Bu ¢aligmada
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PV-B19 i¢in serokonversiyon gosteren kadinlarda intrauterin fetal 6liim igin istatistiksel
anlamlilig1 arttirmamistir. Ciinkii her iki grupta da PV-B19 ile infekte fetiislerin sayisi
tanimlanmamis ve plasental ve fetal arastirmalar yapilmamustir. Yapilan bu gibi
caligmalarin sayisi artik¢a intrauterin fetal 6liim ile PV-B19 arasindaki iliski ilerleyen

zamanlarda netlesecektir (48).

2.9.7.2. Konjenital Anemi

Parvovirus B19 ile iligkili hidropik fetiislerin rapor edildigi c¢alismalarin
hepsinde hematolojik degerlendirme yapildiginda anemi ortaya konmustur. Ancak PV-
B19 infeksiyonunu izleyen hidropik fetiis serilerinin prognostik ¢alismalarinda,
konjenital anemi olgularinin olmadig1 da bildirilmektedir. Yapilan bir ¢alismada ise
transplasental PV-B19 infeksiyonun neden oldugu hidrops fetalis ve konjenital anemili
3 infant tanimlanmstir. Ugiiniin de serumunda PV-B19 DNA tespit edilemezken, kemik
iliginde PV-B19 DNA bulundugu belirtilmistir. Olen bir infant ve digerlerinde
immiinoglobulin tedavisine devam edilmesine ragmen anemi persistantligi devam ettigi
belirtilmistir. Bagka bir ¢alismada ise Diamond Blackfan bozuklugu 11 kemik iliginin
ticinde PV-B19 DNA tespit edilmis ve kemik iligi yaymalarinda gigant
pronormoblastlar diisiik duyarlilik (%33) ve zayif spesifite (%75) ile gosterilmistir. Bazi
raporlarda ise muhtemel PV-B19 infeksiyonu nedeniyle konjenital aneminin
geligebilecegi ve 10 aylikken immiinoglobulin tedavisi baslanmasi ile 8 ay sonra anemi

sorununun kademeli olarak ¢oziimlenebilecegi vurgulanmistir (8).

2.9.8. Parvovirus B19 iliskili Diger Hastaliklar

Parvovirus B19 miyositler tarafindan ifade edilen P antijeni varlig1 nedeniyle
kardiotropik potansiyele sahiptir ve PV-B19 DNA kalp dokularinda tespit edilmistir.
Kalp yetmezligi ve fetal miyokardit olgularinin bazilari hem ¢ocuklarda hem de
yetigkinlerde rapor edilmistir. Diger PV-B19 iligkili hastaliklar; hepatit, cocukluk ¢agi

gecici eritroblastopeni, ndtropeni, trombositopeni, Kawasaki hastaligi, ensefalit ve
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menenjiti iceren norolojik hastaliklar, fibromiyalji ve kronik yorgunluk sendromunu
kapsar. ik viral replikasyon bdlgesi olan kemik iliginden diger dokulara virus
yayilabilmektedir. PV-B19 DNA’s1 hem PV-B19 iligkili klinik hastaliklarda hem de
saglikli kontrollerde deride, karaciger ve sinovya gibi dokularda bulunmustur.
Romatizmal ve diger hastaliklarda PV-B19’un etiyolojisi hakkinda yazilan raporlarda

alinmas1 gereken tedbirin 6nemini belirtilmektedir (9).

2.10. Laboratuvar Tanisi

Klinik orneklerde viral antijenlerin gosterilmesi amaciyla immiin elektron
mikroskobisi, radyoimmiinoassay, enzim immiinoassay (EIA), Western blot ve reseptor
bagimli hemagliitinasyon testleri kullanilmistir. Yonteme ve kullanilan Ornege gore
farkli duyarlilik ve 6zgiillik gosteren bu testlerin biiylik kismi, yerini 6zellikle rutin
tanida duyarlilik ve 6zgiilliikleri daha yiiksek ve uygulamasi daha kolay olan serolojik
yontemlere ve niikleik asit testlerine birakmustir (49). Bu nedenle PV-B19 infeksiyonu
icin modern tan1 yontemleri, genellikle kanda 19G ve IgM antikorlarinin ve PZR ile kan
ya da doku orneklerinde PV-B19 DNA tanimlanmasini igermektedir. Akut infeksiyon
sirasinda morfolojik olarak kemik iligi aspiratlari incelendiginde karakteristik gigant
pronormoblastlarin goériilmesi tan1 koymada yardimecidir ancak o6zgilliigi diisiiktir.
Ayn1 zamanda immiinohistokimya analizleri, plasenta ya da fetal infeksiyon olgularinda

daha spesifik ve daha duyarli olan PZR testlerini tamamlayici da olabilmektedir (9).

2.10.1. Orneklerin Toplanmasi, Tasinmasi ve Depolanmasi

Serolojik testler i¢in en uygun yontem serumun antikoagiilan icermeyen steril
tipe alinmasidir. EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetikasit) ya da sodyum sitrat i¢eren
plazmada kullanilabilir. Laboratuvara nakledilen kan 6rnekleri 2-8 °C’de tutulmali ve
eritrositlerin lizisini minimuma indirgemek i¢in tam kan Ornekleri diisiik 1silarda
nakledilmedir. Tam kandan ayrilan serum ya da plazma, kisa siire bekletilecekse 2-8

°C’de daha uzun siireli bekletilecek ise -20 °C ya da -70 °C’de saklanmalidir (5).
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In situ hibridizasyon veya niikleik asit amplifikasyon testi (NAAT) ile PV-B19
DNA’smin belirlenmesi ya da immiinhistokimya veya immiinsitokimya yontemleriyle
antijen tespiti i¢in uygun klinik 6rnekler; periferik kan, deri kazintisi, kemik iligi
aspiratlari, kord kani, amniyotik sivi, plasenta ya da fetal dokulardan elde edilen biyopsi
ornekleridir (5, 50). Kemik iligi ve kord kanit numuneleri, koagiile olmamasi igin EDTA
ya da sodyum sitrat iceren steril tiiplere toplanmalidir. Heparin Taq-DNA polimeraz
tizerindeki inhibitor etkisinden dolayr NAAT’de kullanilmamalidir. Amniyotik sivi
antikoagiilan icermeyen steril tiiplere toplanmalidir. Plasental ve fetal dokular %10
tamponlanmis formalin i¢inde fikse edilebilir ya da direk viral transport besiyerine
konulabilir. Hiicresel ve taze doku numuneleri laboratuvara tasmirken 2-8 °C’de
tutulmalidir. Calismaya alinacak numuneler ¢alismaya baglamadan 6nce muhakkak oda

sicakligina getirilmelidir (5).

2.10.2. Antikor Tayininde Kullanilan Yontemler

Saglikl1 bireylerde immiinolojik bir yontem olarak viral kapsid antijenine karsi
olusan PV-B19’a spesifik antikorlarin belirlenmesinde serolojik testler kullaniimaktadir.
Dogal PV-B19 kapsid proteini temini zor oldugudan, PV-B19 spesifik testlerin
cogunda, rekombinant gen klonlama teknolojisi yardimi ile hem prokaryotik hem de
okaryotik olabilen rekombinant ekspresyon sistemlerinde viral kapsid proteinleri elde
edilir (5, 9).

VP2’ye karsi spesifik IgM antikorlar1 7-10 giin sonra goriilmeye baslar ve 10-14
glinleri arasinda pik yapar. Varligi bazen uzun siireli saptanabilse de genellikle 3-4 ay
icinde kaybolur (48). IgG degisimi ve matiirasyonu, IgM’in ortaya ¢ikigindan kisa bir
siire meydana gelmektedir. Bu antikorlarin PV-B19 ile karsilastiktan sonra artan titreleri
sonra yavas yavas azalmaktadir ve bu yiiksek aviditeli antikorlarin yasam boyu
immiiniteyi saglayacagina inanilmaktadir. Ayn1 zamanda IgA antikorlar1 da kisa siireli
olarak tespit edilebilir ve bu tip antikorlar solunum yolunda koruyucu rol
oynayabilmektedir. Bu sayilan antikorlara ek olarak uzun siireli PV-B19 spesifik IgE
antikorlar1 da gosterilmistir fakat biyolojik fonksiyonlart agik degildir. 1IgG hem VP1
hem de VP2’ye karsidir. Lineer epitoplarin ¢ogunlugu VP1 6zel bolgesi (VP1u)'nde ve
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VP1 ve VP2 birlesme noktalari arasinda lokalizedir. Bu 6zel bolgelerin en etkili immiin
yaniti olusturdugu belirtilmistir. VP2 i¢in immiinolojik Ustlinliik gosteren VP1 i¢indeki
lineer epitoplara karsi IgG kayboldugu zaman bile VP2’ye kars1 IgG’nin korundugu
gosterilmistir. Her iki sekilde de, komformasyonel epitoplara yonelik IgG antikorlarinin
kaliciligt normal infeksiyonda yapisal proteinlere karsi olusan humoral yanitlar
goriilmektedir. Ayrica NSI1’ne karsi antikorlar, tanimlayan ve olmadigini savunan
calismalar da vardir (9).

Gebe kadinlarda ve immiin yetmezligi olan kisilerde seroloji yorumlanirken
dikkatli olunmalidir. Ciinkii bu kisilerde immiin durumu nedeniyle her patojene karsi
antikor yanit daima ger¢eklesmeyebilir ya da olusan antikor yaniti ¢ok zayif olabilir.
Dahast kan iiriinleri ya da immiinoglobulinler ile tedavi, PV-B19 IgG igin yanlis pozitif
sonugclar verebilir. Tamamlayici serolojik testlere ise ara sira, tan1 dogrulama ve gebelik
sirasinda maternal infeksiyonun fazini belirlemek igin ihtiya¢ duyulmaktadir. PV-B19
ile infekte bireylerle temas eden gebelerde standart olarak ilk kullanilan yontem
serolojik olarak PV-B19 spesifik IgG ve IgM antikorlarinin aranmasidir. Fakat antikor
iiretiminin yetersiz oldugu fetiis, yeni dogan ve immiin sistemi baskilanmis kisilerde
serolojik test uygun bir yaklasim degildir. Bu gibi durumlarda niikleik asit
amplifikasyon testleri kullanilmasi daha uygundur (8, 9).

Enzim Immiinoassay, PV-B19 spesifik antikorlarin aranmasinda standart olarak
kullanilan rutin testtir. Bir ¢ok c¢alismada PV-B19 spesifik 1gG EIA yonteminin
dogrulugunun artmasi i¢in konformasyonel kapsid antijeninin kullanilmas1 gerekliligi
gosterilmistir. Bunun nedeni VP1 lineer epitoplarina kars1 olusan IgG antikorlarinin
infeksiyondan sonra yavas yavas dolasiminda azalmasmna karsin VP2 antijenlerin
konformasyonel epitoplarina karsi olusan IgG antikorlarinin uzun siire dolasimda
kalmasidir. A.B.D.’nde PV-B19 spesifik serolojik testlerin ¢ogunda ticari iki test
kullanilmaktadir. Bunlarda ilki irlanda’da Biotrin iiretici firmasmin iirettigi, FDA onay1
almig PV-B19 spesifik IgM ve 1gG EIA kitidir. Bu kitte PV-B19 spesifik IgM
antikorlarinin saptanmasinda, yanlis negatif IgM sonuglarinin en aza indirilmesi igin
dizayn edilmis “p-capture” EIA formati kullanilmaktadir. PV-B19 spesifik 19G tespiti
icin EIA’da baculovirusun ifade ettigi komformasyonel VP2 antijeni kullanilir.
Mikropleyt kuyucuklart anti-insan IgM antiserumu ile kaplanmistir ve bu sayede serum

ya da plazmada bulunan IgM antikorlarinin tiimiiniin solid faza baglanmasi saglanarak
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konsantrasyon farkindan kaynaklanan IgG antikor yarisi azaltilmustir. Ikinci kit ise
California’daki Focus Tan1 Laboratuvari tarafindan iiretilen, FDA onay1 almamig PV-
B19 spesifik IgM ve 1gG EIA Kkitidir. Bu kitte rekombinant teknolojisi ile klonlanmis
PV-B19 VP1 proteini tireten E.coli’den temin edilen VP1 antijenleri kullanilir. Ayn1
zamanda primer ve sekonder infeksiyon ayrimi i¢in IgG’nin aviditesini Olgebilen
EIA’ler de gelistirilmistir. Ancak ticari olarak heniiz piyasaya siiriilmedigi belirtilmistir
(5). Laboratuvarlar ve test sistemleri arasinda PV-B19 1gG sonuglarinin standardize
edilmesi i¢in uluslar arasi bir standart getirilmesi gereklidir. 2008 yilinda bu standartlar,
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) uluslararasi standartlar: tarafindan yayimmlanmustir (51).
Parvovirus B19 spesifik IgM ya da IgG antikorlarini tespit etmek i¢in EIA’dan
baska, indirek floresan antikor (IFA), radyoimmiinoassay (RIA) ve Western blot testleri
de kullanilmaktadir. IFA yonteminde kullanilan antijen, rekombinant baculovirus
ekspresyon vektorii kullanilarak bocek hiicrelerinde ifade edilen lineer VP1 proteinidir.
IFA PV-B19 spesifik IgM antikor testinde kullanilacak serum, yanlig negatif sonuglara
neden olan IgG ile yine yanlis pozitif sonuglara neden olan romatoid faktdr yarisini
onlemek i¢in uygun bir absorban reaktifle muamele edilmelidir. Bu testler lineer,
denatiire VP1 antijeninin kullanildigt EIA ile birlikte dogrulama amaciyla
kullanilabilir.Western blot testlerinde, VP1, VP2 ve NSI1 antijenleri kullanilir ancak

kullanilan bu antijenler denatiire olmasi bu testin tanisal degirini sinirlamaktadir (5).

2.10.3. Antijen Tayininde Kullanilan Yontemler

Klinik  orneklerde PV-B19 antijenlerin  gOsterilmesi amaciyla ters
immiinoelektroforez (CIE), immiin elektron mikroskobisi (IEM), radyoimmiinoassay,
enzim immiinoassay, blot immiinoassay, reseptér bagimli hemagliitinasyon (RHA)
testleri ve immiinositokimyasal veya immiinohistokimyasal analizler kullanilmistir (5,
49).

Ters immiinoelektroforez, akut donemdeki PV-B19 infeksiyonunda serum
orneklerinde PV-B19 spesifik antijenlerin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilmistir.
CIE’de, agaroz jeldeki delinmis kuyucuklarin katot (-) ucuna test edilecek serum 6rnegi,

diger karsidaki kismina ise PV-B19 pozitif antikor i¢eren serum konulur. Bu diizenekte
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birbirine karsi yiirliyen antikor ve antijenin karsilastigi kisimda antijen-antikor
kompleksi olusursa gozle goriilebilen bir presipitasyon hatti belirir. Antijen-antikor
kompleksinin olusmasi bize siiphenilen serumun antijen i¢erdigini gostermektedir. IEM
genellikle diger PV-B19 testleri ile elde edilen olumlu sonuglart dogrulamak igin
kullanilmaktadir. IEM’de, serum oOrnekleri, dogrudan elektron mikroskopisi
gbzlemlerine gore daha iyi goriintiilenen agregate viral partikiilleri elde etmek i¢in PV-
B19 spesifik antikorlar1 ile karistirllmistir. IEM’nin dezavantaji klinik orneklerin
yalnizca kiiglik bir boliimiiniin test edilmesi i¢in uygun olmasinin yani sira son derece
ozellesmis aletleri gerektirmesi ve teknik olarak emek istemesidir (49).

Radyoimmiinoassay ve EIA, PV-B19 antijeni tespiti i¢in gelistirilmistir ve CIE
ve IEM’ne gore daha gelismistir. Genellikle bu testler, test edilecek serumdan PV-B19
antijenleri bir kat1 faza absorbe edilmis referans insan immiin serumu tarafindan
goriiniir hale getirilebilir. Bu immiinkompleks daha sonra PV-B19 monoklonal
antikorlarina baglanacak RIA igin 1125 ya da EIA igin enzimle isaretlenmis anti-fare
globulini (konjugat) yardimiyla goriiniir hale getirilir (49).

Immuno-blot testleri hem Western blot hem de dot-blot formatlarinda
gelistirilmistir. Western blot tekniginde, insan serum Ornekleri elektroforez edilir ve
sonra nitroselliiloz membrana transfer edilir. Transfer edilen proteinler monoklonal
insan PV-B19 spesifik antikorlar ile muamele edilir. Olusan immiinkompleksler
enzimle isaretli anti-fare PV-B19 antikorlar1 ile muamele edilir ve ortama enzime uygun
kolorimetrik substrat eklenmesiyle olusan komplekslerin varligi renk degisimi ile
goriiniir hale getirilir. Dot-blot formatinda ise antijenik bdlgeleri maruz birakabilmek
amactyla on islemden gecirilen amniyon sivilar1 ya da serum 6rnekleri dogrudan naylon
membrana aktarilir. PV-B19 antijenleri iki kapsid proteinine karst monoklonal antikor
havuzu ile tespit edilir ve kompleks immiinoenzimatik boyama ile goriiniir hale getirilir.
Dot-blot immiinoassay serum Orneklerinin genis ¢apta taranmasi igin pratik bir test
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu test dort saat gibi kisa bir siirede gerceklestirilebilir ve
dot-blot hibridizasyon sonuglarindan kismen yiiksek ya da kiyaslanabilir duyarlilik
gostermektedir (49).

Parvovirus B19 ve insan eritrositleri {izerindeki P antijeni arasindaki
interaksiyona dayanan RHA, kan bagis¢ilarini taramak amaciyla tanimlanmustir. Diliie

serumun kiiciik voliimleri, V tabanli mikropleytlere son konsantrasyonun yarist olacak
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sekilde insan O grubu eritrosit (P antijen pozitif) siispansiyonu ile birlestirir ve sonra
kanistirlir. Serum Srnekleri PV-B19 kapsiyorsa 30 °C’de 1 saat i¢inde hemagliitinasyon
olusmaktadir (49).

Antijen tespitinde kullanilan immiinositokimyasal veya immiinohistokimyasal
analizlerde; kemik iligi aspiratlari, kord kani ve amniyotik sivi numunelerinden
hazirlanan sitospin preparatlari, piyasada mevcut olan PV-B19 spesifik antikorlar
kulanilmasiyla PV-B19 spesifik antijen tespitine olanak saglayabilmektedirler. Aymni
zamanda bu antikorlar formalin ile fikse edilmis ya da parafine gomiilmiis plasental ya
da fetal dokularin viral antijenler agisindan immiinositokimyasal analizinde de
kullanilabilirler (5, 52).

2.10.4. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemler temel olarak hibridizasyon ya da amplifikasyona dayanan
yontemlerle viral DNA’nin saptanmasi esasina dayanir. Niikleik asit amplifikasyon
yontemleri gibi molekiiler yontemler, serolojik yontemlerde kullanilan serum ya da
plazma disinda; parafin preparatlarindan, solunum sekresyonlarindan, kemik iliginden,
dalak, amniyotik siv1 ve gesitli fetal organlardan PV-B19 DNA’s1 saptanmasina olanak
saglamaktadir (53). Bu nedenle PV-B19 infeksiyonlarinin tanisinda siklikla kullanilan,

yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip yontemler niikleik asit testleridir.

2.10.4.1. Hibridizasyon Yontemleri

Dot-blot hibridizasyon testleri PV-B19 tespiti igin tani1 laboratuvarlarinda
eskiden rutin olarak uygulanan basit bir metodtur. Bu teknik naylon membran iizerine
filtrelenen ya da nokta halinde gegirilen ¢ok sayida serum Orneginin ayni testte analiz
edilmesine olanak saglamaktadir. Tampon sivida diliie edilmis serum Orneklerinin
kiigiik kisimlart membrana aktarilir ve sonra proteolitik enzimler ile alkali-

denatiirasyon, nétralizasyon ve parcalama islemine maruz birakilir. DNA
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molekiillerinin membrana iyice fiksasyonunu saglamak igin bu molekiiller UV’e maruz
birakilir. Hibridizasyon i¢in genellikle isaretli PV-B19 problari kullanilmaktadir (54).

Enzim immiinoassay mikro kuyucuklarinda hibridizasyon testleri serum
orneklerinde PV-B19 DNA tespiti i¢in gelistirilmistir. Digoksigenin (digoxigenin)
isaretli RNA problari PV-B19 DNA spesifik sekanslari tanimak i¢in kullanilir ve biotin
isaretli ikinci bir prob streptavidin kapli kuyucuklarda hibridlerin goriintiilenmesinde
gorev alir. Digoksigenin isaretleme kimyasal olarak 1sildayan substrat ve
immiinoenzimatik reaksiyonla tespit edilmektedir. Mikro kuyucuk hibridizasyon testi
kimyasal olarak 1s1ldayan substratlar nedeniyle, dot-blot hibridizasyon testine gore daha
duyarhdir (55).

In situ hibridizasyon (ISH) teknigi tek tek hiicrelerin igindeki PV-B19 niikleik
asitlerinin lokalizasyonunun gosterilmesi igin 6nemli bir aragtir. Bu teknikle infekte
hiicrelerde morfolojik yap1 ve molekiiler yap1 isbirligi saglanmaktadir. ISH, PV-B19
infeksiyonu tanisi i¢in yardimei olan kemik iligi hiicreleri, amniyotik sivi hiicreleri,
kord kani hiicreleri ve fetal dokularda PV-B19 DNA’simin tespiti ve ozellikle PV-B19
iliskili hastaliklarda patogenez ¢alismalari i¢in Kullanilmaktadir. ISH i¢in ya kisa
sentetik oligoniiklotidlerden ya da klonlanmig uzun DNA fragmentlerinden elde edilen
PV-B19 DNA’s1 prob olarak kullanilmaktadir. Problar genellikle biotin ya da
digoksigenin ile isaretlenmistir. Kolorimetrik bir substrat olan alkalen fosfataz ya da
peroksidaz kullanilarak elde edilen iriinler, 151k mikroskobu ile gdzlemlenebilir.
Kimyasal olarak isildayan (kemiliiminesan) bir substrat kullanilarak analitik duyarlilik
arttirillabilmektedir. Ancak bu yontemin dezavantaji hem uzman eleman hem de yiiksek

diizeyde techizat gerektirmesidir (49).

2.10.4.2. Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT)

Hibridizasyon yontemleri yiiksek viremi asamasinda akut viral infeksiyonlarin
tanust igin yeterli duyarliliga sahip olmasma karsin, mililitrede 10° genom kopyasinin

altindaki diizeylerde yetersiz kalmaktadir. Ayni1 zamanda hibridizasyon yontemleri tiim

orneklere uygulanamamaktadir. Bu nedenle giiniimiizde bir¢ok laboratuvar, rutin tanida
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ve arastirma g¢alismalarinda “Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)” temelli yontemlere
yonelim gostermistir (5, 49).

Polimeraz zincir reaksiyonu, niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu i¢in
gelistirilmis bir test tiip sistemidir. Hedef genom iizerindeki hedef bélgenin selektif
olarak amplifikasyonuna imkan verir. PZR, viral infeksiyonun akut dénemi disinda
persistant  infeksiyonlarda diisik diizey vireminin ve doku persistansinin
gosterilmesinde de diger yontemlere gére yaygin olarak kullanilmaktadir (5, 8, 49).
PZR testlerinde, PV-B19’un NS1 veya VP genlerinde tanimlanan korunmus bolgeler
PZR reaksiyonu ile cogaltilmakta ve amplifikasyon iirtinleri elektroforez ya da
hibridizasyon yontemleriyle saptanmaktadir. PV-B19 tanisinda, kullanilan primer dizisi
ve amplifikasyon yontemine gore farkli duyarliliga sahip birgok PZR yontemi vardir.
Bunlar; Single-Step PZR, Nested PZR, PZR-ELISA ve Real-time PZR’dir. Single-Step
PZR, iki oligonukleotid primer kullanilarak tek asamada isaretli internal probla
hibridize olan hedef bolgenin ¢ogaltilmasina dayanir. Nested PZR’da, iki set primer ile
iki asamali PZR yapilarak daha spesifik bdlgeler cogaltilir. ilk asamada iki adet dis
(outer) primer kullanilarak hedef PV-B19 genomu {izerinde uzunca bir bolgenin 15-30
siklus kadar amplifikasyonu yapilmaktadir. Sonra bu amplifikasyon iiriinliniin kisa bir
bolimii i¢ (inner) primerlerle 15-30 siklus kadar cogaltilmaktadir. Nested PZR
duyarliligi tek asamali PZR’dan 10-100 kat fazladir (49, 53). PZR-ELISA’da ise
hibridizasyon agsamasi ELISA plaklarinda immiinoenzimatik reaksiyonla gergeklestirilir.
Hedef ve internal standartlar ayni set primer ile amplifiye edilir (49, 53, 56).

Real-time PZR, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanl olarak artis gosteren
floresan sinyalin Olgiilmesiyle kisa siirede kantitatif sonu¢ verebilen PZR sistemidir.
PZR amplifikasyonu ve probla saptama asamalarimi birlestiren “Real-time” PZR
sistemi, standart PZR yontemlerine olan istiinliikleri ile PV-B19 tanisinda da son
yillarda kullanilan molekiiler testler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ticari olarak 3 tipi
vardir. Bunlar; LightCycler (Roche), TagMan (PE Biosystem) ve iCycler (BIO-
RAD)’dir. Bu Real-time PZR gesitleri, ardisik prob hibridizasyonu, 5’-ekzoniikleaz
problar1 gibi farkli yaklasimlar ile gelistirilmis ve degerlendirilmistir. Hizl1 ve pratik
olmasimin yan sira yiiksek duyarlilik ve kantitatif sonu¢ verebilme 6zellikleri ile Real-
time PZR testleri giiniimiizde PV-B19 tanisinda tercih edilen niikleik asit testleridir (5,

57). Genel olarak maternal PV-B19 infeksiyonu siiphesi olan gebe kadinlarda ve klinik
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bulgulara dayanilarak PV-B19 infeksiyonundan siiphenilen kisilerde, PV-B19 tanis1 i¢in

genel olarak izlenecek algoritma sekil 2.5°de verilmistir (5, 9, 48).

PV-B19 ile infekte kisivle ile temas va da
Maternal PV-B19 infeksiyonu siiphesinde

| PV-B19 serolojisi saptama
I L] = L] 1
IgG (+) I2G () IgG (+) IgG ()
IgM (+) IgM (+) IgM () IgM (-)
I I I I
Su anda aktif PV-B19 Su anda aktif PV-B19 f;ﬁ"’m‘iﬁ;g{f" Su anda aktif olmayan
infeksiyonu infeksiyonu Dii giikd(]?gy arhlkh TgM PV-B19 infeksiyonu
| | | |
Tamamlayiave Tamamlayiave PV-B19viral DNA
dogrulayia testler dogulayia testler Eﬁkﬂcz‘;f::n?fa: yiikiiniin sap tanmasive
yapiln. yapir. AL 14 giin sonra tekrar
| seroloji testi yapilinas
I 1
PV-B19 PCR pozitif PV-B19 PCR negatif
$u anda aktif PV-B19 P';ﬂqr.lg?;l'fvdg':’:'
infeksiyonu ; Em“ ml‘ ek“ siyonu
I 1
Tamamlayici testler Tamamlayici testlere
yapiln. ihtiya¢ duyulnaz.

Sekil 2.5. Parvovirus B19 siipheli kisilerde tani i¢in algoritma (5, 9, 48).

39




2.11. Tedavi

Parvovirus B19 infeksiyona karsi spesifik bir antiviral ilag yoktur fakat virusun
elemine edilebilmesi i¢in birkag alternatif secenek onerilmektedir. PV-B19 infeksiyonu
tedavisi se¢iminde, immiin yetmezlik durumu ve altta yatan hastaliga bagli risk gruplari
ve gelisen farkli patogenezleri igeren konak immiinitesi ilgili faktorler asla goz ardi
edilmemelidir (Cizelge 2.2). Immiinokompetent hastalarda normalde infeksiyon igin
tedaviye gerek yoktur, hastalik hafif ve kendini sinirlayan atesli bir seyir izler (9).
Eritema infeksiyozum c¢ogunlukla kendini siirlayan ates ve dokiintii ile karakterizedir
ve ¢ogunlukla semptomatik tedavi gerektirmez. Ancak artropati i¢in nonsteroidal anti-
inflamatuar ilaglar semptomlarin azaltilmasinda kullanilabilir (5, 9).

Semptomatik tedavi ve koruma kronik hemolitik anemi, immiin yetmezligi olan
hastalara ve bagisik olmayan gebeler i¢in daha 6nemlidir. Kirmizi hiicre yikimi artmis
veya Uretimi azalmis kronik hemolitik anemili hastalarda akut infeksiyon sonucu
gelisen gecici aplastik kriz genellikle hastaneye yatis ve eritrosit transfiizyonu gerektirir.
Zamaninda miidahale edilmeyen gegici aplastik krizli hastalarda derin anemi sonucu
oliim gozlenebilir. Bu nedenle erken tan1 ve destekleyici tedavi 6nemlidir (5, 58).

Notralizan antikor eksikligi olan immiin sistemi baskilanmis kisilerde, persistant
PV-B19 infeksiyonu tedavisi i¢in intravenéz immiinglobulin tedavisi fayda
saglamaktadir. Ayni zamanda kemoterapi alan hastalarda tedavinin gegici olarak
kesilmesi sonucu antikor {iiretiminin artmasiyla viremi ya da infeksiyonla iligkili
anemiyi azaltabilir (5, 9). Yine solid organ transplantasyonu sonucu kullanilan
immiinSupresif ajanlarin azaltilmasi ve intraven6z immiinoglobulin tedavisi PV-B19
infeksiyonunun elemine edilmesine yardimei olmaktadir (59). Immiinsuprese hastalarda
persistant PVV-B19 infeksiyonu sonucu olusan kronik aneminin ortadan kaldirilmasinda
genellikle intravendz immiinoglobulin tedavisi daha basarilidir (5, 9).

Parvovirus BI19 tarafindan indiiklenen anemi, genelde hafif veya orta
derecededir ve fetiis tarafindan tolere edilmektedir. Agir konjenital anemi sik olmasa da
fetal hidropsa ve Olime neden olmaktadir. Agir konjenital anemi ultrasonografik
bulgularla saptanmadik¢a, fetal hemoglobin saptanmasi genellikle faydal
olmamaktadir. Doopler olciimleri ile fetal orta serebral arterin tepe sistolik hizin

saptanmasi, fetal aneminin saptanmasinda en kullanighi yontemdir (58, 60). Agir
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konjenital anemiden kugkulanildigi zaman, fetus yakindan izlenmeli ve fetal
hematokritin perkiitan umbilikal ven 6rnegi ile bakilmasi gerekmektedir. Bulgular agir
konjenital anemiyi gosteriyorsa, intrauterin fetal kan transfiizyonu yapilmalidir. Ancak
bu tedavi yonteminin kullanilmasinda az da olsa bazi risk mevcuttur. Doopler 6lgiim
metodu ile noninvaziv olarak belilenen konjenital anemi bu riski en aza indirmektedir.
Fetilise intravenz immiinoglobulin tedavisinin yapildigi ¢alismalar mevcut olmasina

karsin, kisitl veriler nedeniyle bu tedavi 6nerilmemektedir (5, 58).

Cizelge 2.2. Farkli risk grubu ve patogenezlerde PV-B19 tedavisi igin yaklagimlar (9).

Risk Grubu Onerilen Patogenez Klinik ve Laboratuvar Tedavi
Belirtileri
Immiinokompetent Immiin kompleks Eritema infeksiyozum, Anti-inflamatuvar
kisiler bozukluklari artropati ilaglar
Kirmiz1 hiicre yikimi Eritropoeizisin Gegici aplastik kriz Kan transflizyonu
artmig hastalar azalmasi
Immiinyetmezligi olan Humoral ya da Kronik anemi Intravenoz
hastalar hiicresel immiin yanit immiinoglobulin
eksikligi terapi
Fetiisler Humoral ya da Hidrops fetalis, intrauterin fetal Kan transfilizyonu,
hiicresel immiin yanit 6liim, konjenital anemi, Intravenoz
eksikligi kardiak bozukluklar immiinoglobulin
Eritropoeizisin tedavisi
azalmasi

2.12. Korunma

Lipid zarfin yoklugu ve sahip oldugu sinirli DNA igerigi PV-B19’u, fiziksel (1s1,
pH, solvent ve deterjanlar gibi) inaktivasyona oldukga direngli kilmaktadir. Virus pH 3-
9 degerleri arasmnda ve 56°C’de 60 dakika stabildir, lipid c¢oziiciiler etki
gostermediginden virus inaktivasyonunda basarisizdir (6, 8, 23). Bu nedenle PV-B19 ve
onun gibi zarfsiz olan hepatit A virusu, ¢6ziicii deterjanla islem gdérmiis kan tiriinlerinde
yiiksek diizeyde izole edilmisler ve infeksiyonlara neden olduklari gosterilmistir (10).
Hemofili hastalarina uygulanan trombosit ve kirmizi kan hiicre transfiizyonu nedeniyle
bu hastalar, PV-B19 infeksiyonu agisindan risk tasimaktadir. Bu hastalar igin
rekombinant pihtilagsma faktorlerinin kullanimi infeksiyon riskini azaltmaktadir. Bu gibi

zarfsiz viruslar, tekrarlanan dondurma ¢6zme islemine, formaline, beta-propiolaktona,
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3’den asidik ortamlara ve 9’dan alkali ortamlara duyarlidir. Virus eleminasyonunda bu
yotemlerin kullanilmasi 6nerilmektedir (6, 8, 23).

Eritema infeksiyozumlu hastalarin izolasyonuna gerek yoktur ¢ilinkii hastaligin
semptomlar1 ortaya ¢ikmadan dnce infeksiyon bulasicidir. Ancak gegici aplastik kriz ve
kronik PV-B19 infeksiyonu bulunan hastalar infeksiyon siiresince bulastiricidirlar. Bu
nedenle bu hastalarin izolasyonu yapilmali ve temas halinde koruyucu malzemeler
giyilmelidir. Gebe personeller temastan kagmmalidir. PV-B19 spesifik 1gG titresi
yiiksek olan bagisik kisilerin 6nlem almaya ihtiyaci yoktur (5, 6).

PV-B19 infeksiyonunun 6nlenmesi i¢in su ana kullanilmakta olan bir as1 yoktur.
Ideal bir asi, hem nétralizan antikor iiretimine hem de T-hiicre cevabina neden
olabilmelidir. Virusa karsi gelistirilecek asinin hem VP1 hem de VP2 antijenlerini
icermesinin immiinizasyon i¢in en uygun kombinasyon olacagi vurgulanmaktadir. VP1
kapsidin sadece %@4’liikk kismini olusturmasina ragmen virusa karst giiclii notralizan
antikorlarin olugmasinda énemli yer tutar (61, 62).

Son zamanlarda VP1 ve VP2 proteinlerinin bos bir kapsid icerisinde kendi
kendine bir araya getirilmesiyle elde edilen orjinal virus partikiiliine benzeyen bir
rekombinant insan PV-B19 asis1 faz 1 deneme asamasindadir ve MF59C.1 adjuvani ile
formiile edilmistir. Ballou ve ark. (63) tarafindan 24 seronegatif goniilliiye as1 denenmis
ve calismaya katilan tiim goOniillillerde 2 doz ast sonunda nétralizan PV-B19
seropozitifligi saptanmistir (63). Aralik 2007 A.B.D. nde, Ulusal Infeksiyon Hastaliklari
ve Alerji Enstitiisii ise rekombinant PV-B19 agisinin immiinojenisitesi ve giivenirligi

faz 1/2 ¢aligmalarini baslatmistir (62).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasina, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1, Etik Kurul
Bagkanligi’'nin 24.11.2010 tarih ve 2010/56 sayili karar1 ile “Etik Kurul Onay1”

alindiktan sonra baglanmistir.

3.1. Hasta grubu kan orneklerinin toplanmasi

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Hematoloji
Anabilim Dali Poliklinigi’ne 2011-2012 yillar1 igerisinde gelen kemoterapi alan ya da
almayan yetiskin 100 hematolojik maligniteli hasta ¢alismaya dahil edildi. Hasta
grubunda bulunan hastalardan; 10 tanesine akut lenfoblastik 16semi (ALL), 31 tanesine
kronik lenfoblastik 16semi (KLL), 25 tanesine akut miyeloid 16semi (AML), 25 tanesine
kronik miyeloid 16semi (KML), 4 tanesine miyelodisplastik sendrom (MDS), 3 tanesine
polistemia vera (PV), 1 tanesine THC’li lenfoblastik lenfoma ve 1 tanesine multipl
miyelom (MM) klinik tanis1 konmustu. 50 erkek ve 50 kadindan olusan hasta grubunda
yas ortalamasi ise 54,8 olarak belirlendi.

3.2. Kontrol grubu kan érneklerinin toplanmasi

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kan
Merkezi’ne 2011 yilinin Haziran ve Agustos aylarinda gelen, yas ortalamasi 36,34 olan,
2’si kadin 102’si erkek, parenteral tasinan hastaliklar bakimindan higbir risk faktériine
sahip olmayan ve bagisc1 tarama testleri negatif toplam 104 kan bagiscist ¢alismaya
dahil edildi.

Hem hasta hem de kontrol grubu icin igerisinde antikoagiilan olarak EDTA
iceren steril 10 ml’lik tiiplere alinan tam kan ornekleri, 5.000 devir/dakika (d/d)’da 3
dakika santrifiij edildi. Tipiin st kismindaki plazma ve “buffy coat”(l6kositce zengin
bolge) kismindan ikiser tane olacak sekilde 1,5 ml’lik plastik tiiplere ayrildi. Toplanan
ornekler galisilincaya kadar -80°C’de saklandi.
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3.3. Kullanilan Arag ve Geregler

3.3.1. Kullanilan Cihazlar

PZR cihaz1 (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)
Giivenlik Kabini (Heraeus-HERA safe)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Biometra P30)

Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra)

Jel Gortintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
Goriintii yazicist (Sony Digital Graphic Printer Up D-897)
Sogutmali Mikrosantrifiij (Hettich- Universal 32 R)
Mikrosantrifiij (Sigma 1-15)

Mikrodalga Firin (Beko- MD 1500)

Derin Dondurucu (Ugur)

Etiiv (Memmert)

Otoklav (Niive- OT 020)

Hassas Terazi (Scaltec)

Buz Dolabi (Indesit)

Vortex (NM- 110)

Su Banyosu (Memmert)

Distile su cihazi (Niive NS 108)

Mikropipet Seti (Gilson- PIPETMAN- P 10-P100-F1000)

3.3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tris-Hidroklorid (Sigma T- 5941, Lot 31 K5466)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), sodium salt (Lachema-
302430300, cat nr 30354)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merck- L51736210)
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Tris-baz (Sigma-Aldrich-T8937)
Borik asit (Merck- K29935665 204)
Etidyum bromid
Brom fenol mavisi (SCP Science-B7722)
Siikroz (Merck—1.07651)
Etanol absolut (Riedel- deHaén/ 32221)
Fenol (Merck- S3971900 349)
Kloroform (Merck- K28735331 107)
Agaroz (Sigma- A-9539 lot 013K0008)
Tag DNA Polimeraz (Promega-M1665)
10X PZR Buffer (Mg Free) (Promega M190G)
5 mM MgCI2 (Promega- A351H)
10 mM dNTP Mix (Sigma-Deoxynucleotide set DNTP-100)
Proteinaz K (Sigma- P 2308)
100 bg¢ Marker (100 bp DNA Step Ladder) (Promega- G6951)
Distile Su
DNase, RNase Free Su
Primerler
Parvovirus B19 igin:
Sense:  B19V-1 (5’-CAGTTATCTGACCACCCCCATGC-3’)
Antisense: B19V-2 (5>-AGTTGGCTATACCTAAAGTCAT-3%)
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3.3.3. Kullamilan Tampon Cozeltiler

3.3.3.1. DNA Saflastirilmasi (Ekstraksiyonu) I¢in Kullamlan Soliisyonlar

Lysis Buffer (100 ml icin)
(20mM Tris/HCI pH 8; 5mM EDTA, % 0,5 SDS)

Tris-HCI.............. 0,209 gr.
EDTA.....cccoovvvinne 0,249 gr
SDS..ooiii 0,67 gr

Tartilan kimyasal maddeler 50 ml distile su ile eritildi.
pH’s1 8,0’a ayarlandu.
100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

Oda 1s1sinda muhafaza edildi.

1:1 Fenol-Kloroform

Kristalize fenol su banyosunda eritildi.
Bir kisim kloroform, bir kisim siv1 hale getirilmis fenol ile karistirildi.

+ 4°C’de koyu renkli siselerde muhafaza edildi.

Proteinaz-K (100mag/ml)

Hazir olarak alinan liyofilize 100 mg Proteinaz-K (Sigma)

1 ml steril distile su ile ¢6ziilerek 100 mg/ml’lik konsantrasyona getirildi.
50 pl’lik porsiyonlara ayrildi.

-20°C’de sakland.
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3.3.3.2. Elektroforez i¢in Kullanilan Soliisyonlar

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok Soliisyonu pH 8.8

Tris Base..........cccevenen. 108 gr
Borik Asit..........ccccovenee. 55 gr
EDTA....cco, 8,3 gr

Distile su ile eritildi ve pH’s1 8,8’¢ ayarlandi.
Distile su ile 1 litre’ye tamamlanarak ¢oziildii.
Oda 1s1sinda muhafaza edildi.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu (1XTBE)

10X TBE Buffer stok soliisyonundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmig olan
1X TBE tamponu elektroforez yliriitme tamponu olarak elektroforez tankina

konularak kullanildi.

Yiikleme Tamponu (20 ml icin)

Tartilan kimyasallar 20 ml 1XTBE tamponunda eritildi.

QOda 1s1sinda saklanda.

% 2 Agarose Gel Soliisyonu

30 ml 1X TBE Buffer igerisinde 0,6 g agaroz mikrodalga firinda eritildikten

sonra Et-Br ilave edildi.
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3.4. DNA Ekstraksiyonu

Serum orneklerinden DNA saflastirilmasi; modifiye Klasik fenol-kloroform ve

kloroform yontemi kullanilarak gerceklestirildi (64).

3.4.1. DNA Ekstraksiyonunun Yapihsi

1,5 ml’lik steril eppendorf tiipiine, 100 pl serum &rnegi kondu.

Serum 6rnegi tizerine 300 pl lysis tamponu (10mM Tris/HCI pH 8,0; 5mM
EDTA, % 0,5 SDS) + 1 ul Proteinaz-K (100mg/ml) ilave edip vorteks ile
karigtirildu.

Bu karisim, 56°C’lik su banyosunda bir gece boyunca inkiibe edildi.

Bu karisim iizerine 800 ul fenol-kloroform ilave edildi. lyice alt iist edip
+4°C’de 30 dakika bekletildi.

Bu siire i¢inde tiipler zaman zaman alt {ist edilerek karistirildi.

Tiipler 12.000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant kismi (listteki berrak kisim) alinarak yeni steril bir tiipe aktarildi.
Yeni tiipe alinan siipernatant tizerine, siipernatantin 2 kati hacimde olacak
sekilde kloroform ilave edildi. Alt iist ederek +4°C’de 30 dakika bekletildi.
Bu siire i¢inde tiipler zaman zaman alt {ist edilerek karistirildi.

Tiipler 12.000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant kismi alinip yent steril bir tiipe aktarildi.

Siipernatant iizerine 1 ml soguk absoliit etanol ilave edildi.

Yavasea alt iist edip —20°C’de gece boyunca bekletildi.

Ertesi giin tiipler 12.000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi.

Tiipiin dibindeki niikleik asit pellet kismma zarar vermeden iist kismi
dikkatlice uzaklastirildi.

Tiipler temiz kagit havlular {iizerine ters olarak koyarak 10 dakika
bekletilerek kurutuldu.

Pellet 20 ul steril distile su ile yavas hareketlerle pipetaj yaparak ¢ozdiirtildii.

Hazirlanan ekstrakt ¢alisilincaya kadar —20°C’de saklandi.
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3.5. Molekiiler Analiz

3.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Uygulamasi

Parvovirus B19 DNA’lart spesifik primer dizileri ve reaksiyon parametreleri,
Sifakis ve ark. (65) tarafindan yapilan bir arastirma makalesinden se¢ildi ve PZR PV-
B19 amplikasyonu i¢in modifiye edildi. PV-B19 i¢in kullanilan primerler gizelge 3.1°de

gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Parvovirus B19’un PZR ile belirlenmesinde kullanilan primerler (65).

Primer Ad Primer Dizisi PZR Uriinii
B19V-1 (5-CAGTTATCTGACCACCCCCATGC-3%)

350 bg
B19V-2 (5’-AGTTGGCTATACCTAAAGTCAT-3)

Amplifikasyon icin ise plazmadan ekstrakte edilen DNA dizilerini kullanildi.
PV-B19 i¢cin PZR reaksiyon sartlar ¢izelge 3.2°de goriilmektedir.

Cizelge 3.2. PV-B19’un PZR reaksiyon karisimlari (65).

PV-B19
Reaksiyon Bilesenleri Kullanmlacak Miktar (ul)
Distile Su 35,2
10X PZR Buffer 5
MgCl; (25 mM) 3
dNTP Mix (10 mM) 1
Primer 1 (Forward) (100pmol/pl) 0,25
Primer 2 (Reverse) (100pmol/pl) 0,25
Tag DNA Polimeraz 0,30
DNA 0Ornegi 5
Toplam Hacim 50
PV-B19 igin; Primer 1 B19V-1 (5>-CAGTTATCTGACCACCCCCATGC-3%)
Primer 2 B19V-2 (5’-AGTTGGCTATACCTAAAGTCAT-3’)
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Olusturulan bu PZR karisimi vorteksle karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait
ve lizerlerinde numaralart yazili steril 0,2 pl’lik PZR tiiplerine 45’er ul konuldu. Daha
sonra iizerine 5 ul DNA 6rnegi konulup cihaza yerlestirildi. PV-B19 i¢in thermal cycler
cihazinda PZR kosullar ¢izelge 3.3’deki gibi uygulandi.

Cizelge 3.3. Uygulanan amplifikasyon sicaklik ve siireleri (65).

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On 1s1tma (Baslangig denatiirasyonu) 94 4 dk 1
Denatiirasyon 94 45 sn
4

Primer baglanmasi (Annealing) 58 45 sn 0
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 45 sn

Son uzama (Post elongasyon) 72 10 dk 1
Muhafaza 4 0 0

3.5.2. Agaroz Jel Elektroforez islemi

PZR’da amplifiye edilen gen bolgelerinin uzunlugunu saptamak i¢in agaroz jel
elektroforez teknigi kullanildi. Hazirlanan jelde yiiriitilen DNA’larin uzunluklari,
biiyiikliikleri belli (100-1000 b¢) DNA fragmentleri ihtiva eden molekiiler agirlik
standartlari ile kiyaslanarak saptandi.

Tank tamponu olarak TBE (Tris-Borik asit-EDTA), 10X konsantre stok
soliisyon seklinde hazirlandi. Daha sonra 1X olacak sekilde sulandirildi ve hem tankta

hem de agaroz jelin hazirlanmasi sirasinda kullanildi.

3.5.2.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Bir balon jojede 0,5 gr agaroz 50 ml 1X TBE soliisyonu igerisinde mikrodalga
firmda homojen seffaf hale gelinceye kadar 1sitildi. Buhar ¢ikmasi durduktan sonra Et-

Br’den 5 pl eklendi. Erimis haldeki Et-Br ile karistirilmis jel taraklarin yerlestirildigi jel
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tepsisine yavas¢a dokiildii. Dokme islemi sirasinda jel i¢inde hava kabarciklarinin
kalmamasina dikkat edildi. Yaklasik 30 dakika boyunca sogumaya birakilan jel, soguma
sirasinda Et-Br’iin 1s1 ve sicaktan ¢abuk etkilenmesi ve aktivitesini yitirmesi nedeniyle,
giin 15181indan korundu. Katilagana kadar (25-30 dk) oda sicakliginda bekletildi. Daha
sonra elektroforez tankina yerlestirilerek PZR orneklerinin yiiklenmesine hazir hale
getirildi.

Daha onceden PZR islemi yapilmis olan buzdolabindaki orneklerden 7’ser pl
aliarak parafilm iizerinde 2 pl 1XTBE ile hazirlanmis yiikleme tamponu (%20 siikroz
veya gliserol, %0,25 brom fenol mavisi) ile iyice karigtirildi. Daha sonra da elektroforez
tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla yiiklendi. Tankin kapagi kapatildiktan
sonra giic kaynagi calistirildi. Kullanilan mini tank i¢in 30mA akim verilerek elektrik
akimi gecmesi saglanarak ornekler 30-40 dakika boyunca yiiriitildii. Yikleme
tamponunda bulunan brom fenol mavisinin gogii takip ederek jelin 2/3’liik kismina
ulastiginda elektroforez durduruldu. Jeli tanktan ¢ikararak 312 nm dalga boyunda 151k
veren UV-transiliiminatdriinde incelendi ve jel goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat

Marne La Vallée, France) kayitlar1 yapildu.

3.5.3. Parvovirus B19’un Varhgmin Tespiti

Agaroz jel elektroforez igleminden sonra, 300 ve 400 b¢’lik DNA molekiiler
agirlik standardinin arasinda yer alan bantlar gézlemlenmektedir. Bu nedenle PVV-B19’a
spesifik primerlerin kullanildig: reaksiyon tiiplerinin elektroforezinde yaklasik 350 bg
hizasinda bulunan bantlar PV-B19 olarak degerlendirildi.

3.5.4. Istatiksel Analiz

Calismanin bulgular istatistik analiz ile degerlendirilmistir. MedCalc v.11.5.1

programi ile hasta ve kontrol grubunun pozitiflik ve negatiflik oranlarinin

karsilastirilmasi yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak almmustir.
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4. BULGULAR

Yaptigimiz bu ¢alismada 100 hematolojik maligniteli hastadan toplanan plazma
orneklerindeki PV-B19 viremisi PZR teknigi ile arastirildi. Kan bagiscilarindan elde
edilen 104 plazma O6rnegi kontrol grubu olarak kullanildi. Hematolojik maligniteli
hastalarda; PV-B19 viremisinin prevalansi %20 (20/100) olarak saptandi. Kontrol grubu
olarak calismaya dahil edilen kan bagis¢ilarinda, PV-B19 viremisinin prevalansi %7,69
(8/104) olarak saptandi. Kontrol grubu ile hematolojik maligniteli hastalarin
olusturdugu gruptaki PV-B19 pozitiflikleri karsilastirildiginda 6nemli bir farklilik
gozlendi (p=0,017) (Cizelge 4.1).

Sekil 4.1. PZR yontemiyle belirlenen PV-B19 DNA’simin, %1,5°lik agaroz jel elektroforez
goriintiisil.

Kolon 1; 100 bg’lik DNA step ladder (molekiiler agirlik standartr),

Kolon 2, 3 ve 4; PV-B19 primer ¢ifti ile ¢ogaltilan 350 b¢’lik PV-B19 pozitif 6rnek,

Kolon 5; PV-B19 negatif 6rnek.
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Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol gruplarindaki PV-B19 pozitifligi ve iki grup arasindaki farklilik

Calisma grubu Say1 PV-B19 PZR pozitif p degeri
Hasta grubu 100 20 (%20)
Kontrol grubu 104 8 (%7,69) 0,017

Hematolojik maligniteli hastalar, PV-B19 viremisi ag¢isindan incelendiginde
prevalans; ALL’li hastalarda %1 (1/100), KLL’li hastalarda %10 (10/100), AML’li
hastalarda %3 (3/100), KML’li hastalarda %5 (5/100) ve PV’li hastalarda %1 (1/100)
olarak saptandi. Ayni hasta grublarinda bulunan PV-B19 viremisi prevalansi ise; ALL’li
hastalarda %10 (1/10), KLL’li hastalarda %32,25 (10/31), AML’li hastalarda %12

(3/25), KML’li hastalarda %20 (5/25) ve PV’l1 hastalarda %33,33 (1/3) olarak saptandi
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Hematolojik maligniteli hasta gruplarinda PV-B19 pozitifligi ve prevalansi

Hasta grubu Say1 PV-B19 pozitif Toplam (n=100)
ALL 10 1 (%10) 1 (%1)
KLL 31 10 (%32,25) 10 (%10)
AML 25 3 (%12) 3 (%3)
KML 25 5 (%20) 5 (%5)
Polisitemia vera 3 1 (%33,33) 1 (%1)
Multipl myelom 1 0 (%0) 0 (%0)
Myelodisblastik Sendrom 4 0 (%0) 0 (%0)
THC’li Lenfoblastik Lenfoma 1 0 (%0) 0 (%0)

Losemili hasta gruplari akut (ALL ve AML) ve kronik (KLL ve KML) olarak
ikiye ayrildiginda ve bu iki grup toplam l6semili hastalara (n=91) oranlandiginda; akut
16semili grupta 4 (%4,4), kronik 16semili grupta ise 15 (%16,48) PV-B19 DNA
pozitifligi saptandi. Bu iki grup pozitiflikleri toplam 16semili hastalara oranlandiginda
kronik 16semili grup ve akut losemili grup arasinda anlamli bir fark tespit edildi
(p=0,0153) (Cizelge 4.3).

53



PV-B19 DNA pozitif hastalardan 2 AML hastast ve 1 KLL hastasi hayatini
keybetmistir. PV-B19 PZR pozitif hastalarm; 13’4 erkek, 7’si kadin iken, yas
ortalamalar1 59,5 olarak saptandi. PV-B19 PZR pozitif saglikli kan bagis¢ilarinin hepsi

erkek ve yas ortalamalar1 36,25 olarak saptandi.

Cizelge 4.3. Kronik 16semili hastalardaki PV-B19 PZR pozitifliginin, akut 16semili hastalardaki
pozitiflik ile karsilagtiritlmasi

Calisma grubu Hasta Sayi PV-B19 PZR pozitif p degeri
Akut 16semili grup 35 4 (%4,4) 0,0153
Kronik l6semili grup 56 15 (%16,48)
Toplam Losemili Hasta 91 19 (%20,88)

Parvovirus B19’un tepe insidansi, iliman iklimlerde ¢ogunlukla kis sonu ve
bahar basindaki aylarda mevsimsel ¢esitlilik gosterir ve 4 yilda bir epidemik pik
yapabilir (8). Bizim yaptigimiz ¢alismada PV-B19 DNA pozitifligi, yi1l boyunca
toplanan kan orneklerinde Ocak-Mart aylar1 arasinda 12 ve Temmuz-EKim aylari

arasinda toplanan kan orneklerinde 8 olarak saptandi (Sekil 4.2).

PV-B19 DNA Pozitifligi

= PV-B19 DNA
Pozitifligi

Sekil 4.2. Hasta grubunda PV-B19 pozifliginin aylara gore dagilimi.
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5. TARTISMA

Parvovirus B19 Parvoviridae familyasinin Erytrovirus genusunda yer alan,
kiigiik bir DNA virusudur. Son zamanlara kadar insanlarda hastalik olusturan tek
parvovirus oldugu diisiiniilen PV-B19 disinda, 2005 yilinda Isvecli arastirmacilar
tarafindan solunum yolu 6rneklerinde saptanan ve Bocavirus genusu i¢ine dahil edilen
Human Bocavirus ve yine son virus kesifleri ile ilk olarak insan serumunda tanimlanmis
heniiz siiflandirilamamis  Human  Parvovirus 4‘ln  de insanlarda hastalik
olusturabilecekleri tespit edilmistir (1, 2, 66). PV-B19 tiim diinyada yaygin olarak
bulunmaktadir. Esas olarak solunum yolu sekresyonlar: ile bulasan virus, kan ve kan
tirtinleri nakli ve transplasental yol ile de ge¢ebilmektedir. PV-B19 infeksiyonu siklikla
okul ¢ag1 (5-15 yas) ¢ocuklarinda goriilse de tiim yas gruplarinda goriilebilir (1).

Immiin sistemi baskilanmis hastalarda persistant ve akut PV-B19
infeksiyonunun klinik tablosu immiinokompetent kisilerden 6nemli derecede farklidir.
Humoral ve/veya hiicresel immiin yanit eksikliginde infeksiyon, kronik anemi ile
kendini gdsteren persistant kemik iligi siipresyonuna neden olabilir. Immiin yetmezlige
neden olan predispozan kosullar; konjenital immiin yetmezlikler, 16semi, lenfoma,
miyelodisplastik sendrom, kemik iligi ve solid organ transplantasyonu, kemoterapi ve
insan immiin yetmezlik virusu (HIV) ile infekte olmay1 igermektedir (9). Cogu immiin
yetmezlikli hastada, kronik anemi ile iligkili persistant infeksiyonlarda; virusa karsi
tiretilen notralizan antikorlarin iiretimi etkilenmektedir (8, 9).

Hematolojik maligniteli hastalarda, kemoterapi alan g¢ocuklarin %10’u ve
yetigkin hastalarin %5 kadarinda PV-B19 infeksiyonu asir1 hatta letal sitopenilerle
sonuglanir ve bu hastalar virus ile persistant olarak infektedirler (9). Losemili yetiskin
ve pediatrik hastalarin ¢ogunda goriilen immiin sistemin baskilanmasi kronik PV-B19
infeksiyonu neden olmaktadir (18).

Hematolojik maligniteli hastalar {izerine yapilan PV-B19 ¢alismalarinin ¢ogu
akut 16semili ¢ocuk hastalarda yapilmistir. Yetiskin hematolojik maligniteli hastalarda
yapilan caligmalar ya da yapilacak ¢alismalarda veri olarak PV-B19 prevalansi
acisindan ¢ok biiylik onem arzetmektedir. Clinkii PV-B19 infeksiyonu, ¢ocuk ya da

yetiskin olsun tiim hematolojik maligniteli hastalarin prognozuna da biylik etkiler
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gostermektedir. Bir grup akut 16semili ¢ocukta, istenilmeden kesilen kemoterapinin giin
sayis1 parvovirus ile infekte olanlarda, zayif prognoz ile iliskili olan infekte olmayan
kisilerden 6nemli derecede daha yiiksektir. PV-B19 infeksiyonunun erken tanisi bu
nedenle oldukc¢a 6nemlidir ve erken donemde infeksiyon ya kan transfiizyonu ya da
intravendz immiinoglobulin uygulamas: ile tedavi edilebilmektedir (9). Bu nedenle
hematolojik maligniteli hasta gruplarinda bu virusun g6z ardi edilmemesi
gerekmektedir. Dolayisiyla bu hasta gruplarinda yapilacak PV-B19 prevalans
caligmalari, hem veri akist hem de bu hasta gruplarindaki énemini ortaya koymada
onem arzetmektedir. Biz de buradan yola ¢ikarak yaptigimiz bu c¢alismada PV-B19
spesifik primerleri kullanarak PZR metodu ile hematolojik maligniteli hasta gruplarinda
PV-B19 prevalansini arastirdik.

Yaptigimiz ¢aligmada 100 hematolojik maligniteli hastadan toplanan plazma
orneklerindeki PV-B19 viremisi PZR teknigi ile arastirildi. Kan bagiscilarindan elde
edilen 104 plazma Ornegi kontrol grubu olarak kullanildi. Hematolojik maligniteli
hastalarda; PV-B19 viremisinin prevalansi %20 (20/100) olarak saptandi. Kontrol grubu
olarak calismaya dahil edilen kan dondrlerinde, PV-B19 viremisinin prevalansi %7,69
(8/104) olarak saptandi. Kontrol grubu ile hematolojik maligniteli hastalarin
olusturdugu gruptaki PV-B19 pozitiflikleri karsilastirildiginda anlamli bir farklilik elde
edildi (p=0,017). Elde edilen bu anlamli farklilik hematolojik maligniteli hastalarin
saglikli bireylere oranla PV-B19’un daha yiiksek oranda risk faktorii oldugunun bir
gostergesidir.

2007 yilinda Isveg’te Lindblom ve ark. (11) tarafindan yapilan ¢alismada, 117
ALL cocuk hastadan almman kemik iligi hiicrelerinde PZR metodu ile PV-B19
arastirilmistir. Bu hastalarin 86’sinin tanisi yeni konmus iken 31 hastanin hastaliginin
son fazinda oldugu belirtilmistir. PV-B19 DNA pozitifligi 18/117 (%15) olarak
bulunmus ve klinik olarak yapilan arastirmalar PV-B19 kaynakli sitopeniler nedeniyle
kemoterapide uzun siireli kesintiler meydana geldigi sonucuna varildig: belirtilmistir.

Zaki ve ark. (43) tarafindan 2009°da yapilan bir ¢aligmada kemoterapi alan ve
heniiz tanis1 yeni konmus akut 16semili hastalar sirastyla Grup 1 ve Grup 2 olarak iki
ana gruba boliinmiis ve PV-B19 hem EIA hem de PZR metodlar ile arastirilmistir. Bu
hastalarla karsilastirilmak i¢in 20 saglikli goniillii kisi ¢calismaya dahil edilmistir. Grup
1’deki 45 hastada IgM pozitifligi 14 (%31,1), IgG pozitifligi 18 (%40) ve PV-B19 DNA
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pozitifligi 10 (%22,2) olarak belirtilmistir. Grup 2’deki 40 hastada ise IgM pozitifligi 20
(%50), 1gG pozitifligi 16 (%40) ve PV-B19 DNA pozitifligi 18 (%45) olarak
belirtilmistir. Kontrol grubundaki 20 saglikli kiside PV-B19 tespit edilmedigi
belirtilmistir.

Jitschin ve ark. (67) tarafindan kantitatif PZR ve ELISA tani metodlar
kullanilan bir calismada, hematolojik ve onkolojik rahatsizligi bulunan ¢ocuk hastalarda
PV-B19 infeksiyonunun sikligmin tanimlanmasi ve etkileri arastirilmistir. Calismaya
otoimmiin hastaliklar ve hematolojik bozukluklar1 bulunan non-malignant (n=27),
16semi ve solid tiimorleri bulunan malignant (n=68), yliksek ates gibi semptomlar1
bulunan diger rahatsizliklar1 (n=15) igeren 110 hasta dahil edilmistir. Bu hastalarda IgM
pozitifligi 5/110 (%4,5), 1gG pozitifligi ise 48/110 (%43,6) olarak belirtilmistir. PV-B19
DNA pozitifligi ise 22/110 (%20) olarak belirtilmistir. Bu 22 pozitifligin hasta gruplar
olarak; 16semide 5/31, non-Hodgkin lenfomada 2/9, solid tiimérlerde 6/25, otoimmiin
hastaliklarda 4/14, hematolojik hastaliklarda 4/13 ve yiiksek atesde 1/15 PV-B19 DNA
pozitifliginin olusturdugu belirtilmistir.

2004 yilinda Misir’da, EI-Mahallawy ve ark. (68) tarafindan persistant anemili
50 ve anemi olmayan kemoterapi alan 34 ALL hastasinda, PV-B19 infeksiyonunun bu
hasta grubunda anemi ile olan iligkisi arastirilmistir. Bu hastalardan alinan serum
orneklerinde ELISA ile IgM ve IgG antikorlar1 ve alinan kemik iligi aspiratlarinda ise
nested PZR ile PV-B19 DNA varlig1 aragtirilmigtir. Anemili 16semili hasta grubunda
11/50 (%22) ve kontrol grubu olan anemi olmayan 16semili hasta grubunda ise 2/34
(%5,9) PV-B19 DNA pozitifligi saptandigi belirtilmistir. Anemili 16semili hasta
grubunda 20/50 ve anemi olmayan losemili hasta grubunda ise 4/34 IgM+DNA
pozitifligi saptandig1 belirtilmistir. Bu degerler iki grup arasinda karsilastirildiginda
sirastyyla hem DNA hem de IgM+DNA pozitifligi agisindan anlamli bir farklilik
saptandig1 belirtilmistir (p=0,03 ve p=0,01). Sonu¢ olarak kemoterapi alan anemili
hastalarda saptanan anlamli farkliligin, PV-B19’un akut infeksiyon sirasinda anemiye
neden oldugunun bir kanit1 olabilecegi belirtilmistir.

Soliman ve ark. (69) tarafindan 2008’de kemoterapi alan 39’u akut 16semili ve
20’si solid tiimorli 59 ¢ocuk hastada PV-B19 varligi ELISA ve PZR tani yontemleri
kullanilarak arastirilmistir. Kontrol grubu olarak 30 saglikli ¢cocuk karsilagtirma yapmak

icin ¢aligmaya dahil edilmistir. Hasta grubunda PV-B19 DNA pozitifliginin 16/59
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(%27,1), IgM pozitifliginin 3/59 (%5,1) ve IgG pozitifliginin 36/59 (%61) olarak
saptandigi belirtilmistir. Kontrol grubunda ise PV-B19 DNA ve IgM pozitifligi
saptanmaz iken IgG pozitifliginin 18/30 (%60) olarak saptandigi belirtilmistir. Bu
oranlar karsilastirildiginda hasta grubu ile kontrol grubu arasinda PV-B19 DNA
pozitifligi agisindan anlamli bir farklilik saptandigi belirtilmistir.

Bizim yaptigimiz ¢alisma grubu yetiskin hematolojik hasta grubu olmasina
ragmen cocuk hematolojik hasta gruplarinda yapilan yukaridaki calismalarda elde
edilen PV-B19 DNA pozitiflikleri bizim elde ettigimiz 20/100 (%20) DNA pozitifligine
cok yakin degerlerdedir.

Ulkemizde 2007 yilinda Istanbul’da Us ve ark. (70) tarafindan yapilan bir
calismada hematolojik bozukluklar1 olan yetigskin 79 kisi ¢alismaya dahil edilmis ve
ELISA ve PZR teknikleri kullanilarak bu hastalarda PV-B19 varlig1 arastirilmistir.
Hasta grubunu; yas ortalamasi 36 olan akut (n=22) ve kronik (n=22) 16semi, malignant
lenfoma (n=18), hemolitik anemi (n=2), miyelodisplastik sendrom (n=6) ve multiple
myeloma (n=11) hastalar1 olusturmakta olup hastalarin ¢gogunlugunun immiinosupresif
tedavi aldig1 ve ¢oklu kan transfiizyonu yapildigi bildirilmistir. Bu hastalarda yalnizca
PV-B19 DNA pozitifligi 4/79 (%5,06), hem IgM hem de PV-B19 DNA pozitifligi 7/79
(%8,86), yalniz IgM pozitifligi 3/79 (%3,79), hem 1gG hem de PV-B19 DNA pozitifligi
9/79 (%]11,39) ve yalnmzca IgG pozitifligi 32/79 (%40,5) olarak belirtilmistir. Sonuglar
yorumlandiginda toplamda 23/79 (%29,1) kisi PV-B19 ile infekte oldugu kanisina
varilmigtir. PV-B19 DNA pozitifligi ise 20/79 (%25,31) olarak belirtilmistir. Akut
16semili hastalarda PV-B19 DNA pozitifligi 3/22 (%13,63) iken ve kronik losemili
hastalarda PV-B19 DNA pozitifligi 7/22 (%31,81) olarak belirtilmistir.

MDS, AML ve ALL gibi hastaliklar klonal kok hiicre hastaliklaridir. Bu
hastaliklarin ~ patogenezi tamamen aydmlatilamamistir. Bunlarin gelismesi ve
ilerlemesinde mutasyonlar ve epigenetik olaylar 6nemli bir rol oynayabilir. DNA
metilasyonu insanlarda epigenetik modifikasyonlarin siklikla baginda gelmektedir (45,
46, 47). HBV, HCV, HPV, EBV, HTLV-1 ve HHV-8 gibi bircok virus kanserle
iliskilendirilmistir. Ornegin; hepatokarsinomaya neden olabilen HBV ve HCV P16 N4

metilasyonu gibi bazi metilasyon cesitleri ile iliskilendirilmistir. P15™ B ve onun

INK4A " siklin-bagimli kinazlar 4 ve 6 yoluyla hiicre

INK4B

fonksiyonel homologu olan P16

dongiislinii inhibe eder ve Gl’den S fazina gecisi diizenler. P15 promoter
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metilasyonu geni bastirir ve bdylece hematopoyetik hiicrelerin hiperpoliferasyonunu

saglar. Birgok arastirmaci P15"<*®

gen inaktivasyonunun lokomogenezde 6nemli bir
rol oynayabilecegini diisiinmektedirler (46).

Ulkemizde Mersin bolgesinde 2007 yilinda bu diisiinceden yola ¢ikan Yalcin ve
ark. (46) hematolojik maligniteli hastalarda EBV ve PV-B19 infeksiyonunun P15™<*®
promoter metilasyonu ile bir iligkisinin olup olmadigini aragtirmayi amaglayan bir
calisma yapmislardir. Calismaya 13 MDS, 26 AML ve 6 ALL hastasini igeren 45
yetigkin hematolojik maligniteli hasta ve non-malignant saglikli 18 kisi dahil edilmistir.
Hastalardan alinan kemik iligi hiicrelerinde PZR ile EBV ve PV-B19 DNA varligi

INK4B

aragtirtlmig ve P15 promoter bolgesinde metilasyon olup olmadig1 arastirilmastir.

Sonug olarak da elde edilen virus DNA pozitifligi ile P15"™"*® promoter metilasyonu
arasinda bir korelasyon olup olmadigi arastirilmustir. 45 hastanin 31’inde P15™<*®
metilasyonu (%68,88) tespit edildigi belirtilirken, kontrol grubu 18 non-malignant
kiside 8 P15™<*® metilasyonu tespit edildigi belirtilmistir. 45 hastada PV-B19 DNA 31
(9%68,88), EBV DNA 14 (%31,12) olarak tespit edildigi belirtilmistir. Kontrol grubunda
ise PV-B19 DNA 8 (%44,44), EBV DNA 9 (%50) olarak tespit edildigi belirtilmistir.
AML ve ALL’yi iceren akut 16semili grupta (n=32) PV-B19 DNA 21 (%65,62), EBV
DNA 10 (%31,25) olarak tespit edildigi belirtilmistir. Yine akut 16semili grupta
P15™B metilasyonu 25 (%78,12) olarak tespit edildigi belirtilmistir. P15™<®
metilasyonu i¢in tiim hasta gruplar1 (n=45) ve kontrol grubu (n=18) arasinda anlaml1 bir
fark bulunmamasina ragmen p degeri simnirina olduk¢a yakin oldugu belirtilmistir
(p=0,071). Ancak akut l6semilileri olusturan hastalar (n=32) ve kontrol grubu (n=18)
arasinda anlaml bir farklilik (p<0,05, p=0,016) tespit edildigi belitilmistir. Tiim hasta
grubunda PV-B19 DNA ve P15™*® metilasyonu arasinda bir anlamlilik iliskisi
bulunamazken, p degeri yine anlamlilik sinirma olduk¢a yakin (p=0,074) olarak
bulundugu Dbelirtilmistir. Diger yandan akut l6semili grupta (n=32) P15""“P
metilasyonu ve PV-B19 DNA arasinda anlamlilik iliskisi bulundugu belirtilmistir
(p<0,05, p=0,013). EBV DNA ve P15'NK*® metilasyonu arasinda anlamlilik yoniinden
hem tiim hasta grubu hem de akut 16semili grupta inceleme yapilmis ve kayda deger bir
farklilik elde edildigi belirtilmistir. Kontrol grubunda da ise hem PV-B19 DNA hem de
EBV DNA’si ile P15™K%® metilasyonu arasinda anlamlilik iliskisi bulunamadigi

belirtilmistir.
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Bizim yaptigimiz ¢alismada yetiskin hematolojik maligniteli hasta grubunda PV-
B19 DNA pozitifligi, Us ve ark. (70) ve Yalgin ve ark. (46) tarafindan yetiskin
hematolojik maligniteli hasta gruplarinda yapilan calismalardaki PV-B19 DNA
pozitifligi ile Kkarsilastirildiginda farkliliklar g6zlemlenmistir. Bizim yaptigimiz
calismada B19 DNA pozitifligi hematolojik maligniteli grupta 20/100 (%20) iken, Us
ve ark. (70) tarafindan yapilan ¢alismada 20/79 (%25,31), Yalgin ve ark. (46) tarafindan
yapilan ¢alismada 31/45 (%68,88) olarak tespit edildigi belirtilmistir. Bu farkliligin
bizim ¢alisma grubundaki hasta sayisinin daha yiiksek olmasindan kaynaklandigi ya da
calisilan materyalden kaynaklanabilecegi kanisindayiz. Ciinkii Us ve ark. (70)
tarafindan yapilan g¢alismada serum oOrnekleri kullanilmisken, Yalgin ve ark. (46)
calismada kemik 1iligi hiicrelerini materyal olarak kullanmislardir. Biz ¢alismamizda
plazmay1 materyal olarak kullandigimizda 20/100 (%20) B19 DNA pozitifligi bulduk
ve bu deger serum Ornekleri ile ¢alisan Us ve ark. (70) tarafindan tespit edilen 20/79
(%25,31) B19 DNA pozitifligine olduk¢a yakindir. Ayni zamanda PV-B19
infeksiyonunun tepe insidansi her 3-4 yilda bir degismektedir. Bu nedenle de
calismalarda elde edilen sonuglarda farkliliklarin olabilecegi goz ardi edilmemelidir.

Kronik 16semili hastalarda humoral veya hiicresel immiin yanit eksikligi
nedeniyle persistan PV-B19 infeksiyonu orani artmaktadir ve bu durum kronik anemi
ile kendini gosteren persistant kemik iligi supresyonuna neden olabilmektedir (9). Us ve
ark. (70) tarafindan yapilan caligmada tiim 16semili hastalara gére akut l6semili
hastalarda PV-B19 DNA pozitifligi 3/44 (%6,81) iken ve kronik 16semili hastalarda PV-
B19 DNA pozitifligi 7/44 (%15,9) olarak belirtilmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise
|6semili hasta gruplart akut (ALL ve AML) ve kronik (KLL ve KML) olarak ikiye
ayrildi. Bu iki grup toplam 16semili hastalara (n=91) oranlandiginda bu oranlar Us ve
ark.’nin (70) c¢aligmalarinda belirtilen oranlara yakin olarak ; PV-B19 DNA pozitifligi
akut 16semili grupta 4 (%4,4), kronik 16semili grupta ise 15 (%16,48) olarak saptandi.
Ayrica yaptigimiz calismada bu iki grup pozitiflikleri tiim 16semili hastalara
oranlandiginda kronik 16semili grup ve akut 16semili grup arasinda anlamli bir fark
tespit edildi (p=0,0153). Bu veriler kronik 16semili hastalarda persistant PV-B19
infeksiyonunun varliginin bir géstergesi olabilir.

Parvovirus B19’un tepe insidansi, iliman iklimlerde ¢ogunlukla kis sonu ve

bahar basindaki aylarda mevsimsel degisiklikler gosterir (8). Bizim yaptigimiz
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calismada PV-B19 infeksiyonu ile mevsimsellik agisindan bir baglantt kurmak
istedigimizde Ocak-Mart aylar1 arasinda toplanan kan 6rneklerinde 12 PV-B19 DNA
pozitifligi saptanmisken, diger 8 PV-B19 DNA pozitifligi ise Temmuz-EKim aylari
arasinda toplanan kan 6rneklerinde saptanmustir.

Bunlara ek olarak, kan donorlerinde PV-B19 pozitifliginin 1/167-1/35.000
degerlerinde oldugunu bildiren birgok ¢alisma mevcuttur (71, 72). PV-B19
infeksiyonunun transfiizyon ile gectigi bilinmesine ragmen, transfiizyonla iligkisi
hakkindaki ¢alismalar genis popiilasyonlar1 igermedigi i¢in yetersiz kalmaktadir.
Dolayisiyla genis popiilasyonlari igeren ¢alismalara olan ihtiya¢ artmaktadir ve elde
edilecek veriler kismen de olsa biiylik nem arzetmektedir.

Hematolojik maligniteli hastalar siklikla kan iirlinleri transflizyonuna ihtiyag
duymaktadirlar ve PV-B19’un kan ve kan tiriinleri yoluyla bulasabildigi bilinmektedir.
PV-B19 infeksiyonu sonucu ise bu hasta gruplarinda asiri sitopeniler hatta letal
pansitopeni goriilebilmektedir. Buradan yola ¢ikarak Plentz ve ark. (73) tarafindan
yapilan bir ¢alismada 6 ay siiresince hematolojik servis hastalarina verilen toplam 2123
kan iriinii PV-B19 varligi agisindan in-house Real-time PZR (TagMan) metodu ile
taranmistir. Aynt zamanda PV-B19 DNA pozitifligi saptanan kan diriinlerini alan
hastalarda serolojik olarak PV-B19 antikorlart ve PZR ile PV-B19 DNA varlig
aragtirtlmistir. 2123 kan driintiniin 21 (%]1)’inde PV-B19 DNA pozitif bulundugu
belirtilmistir. Bu pozitiflik en ¢ok allogenik periferal progenitor hiicre iriinlerinde
(%17,6) tespit edilmistir. Bu PV-B19 DNA pozitif driinleri alan 114 hasta tespit
edilmesine ragmen, sadece 14 (%12)’iinde PV-B19 DNA tespit edildigi belirtilmistir.
Ancak bu hastalarda diigiik bir viremi gozlemlenmesine ragmen, akut PV-B19
infeksiyonunun semptomlari gelismedigi belirtilmistir. PV-B19 VP2 spesifik 1gG bu 13
hastada transfiizyon Oncesi pozitif bulundugu belirtilmistir. Bu ¢alismanin sonucu
olarak %1 oraninda PV-B19 DNA pozitif olan kan iirlinleri ile tedavi goren hastalardan
%12’sinde PV-B19 DNA pozitifligi saptanmasina ragmen, semptomatik infeksiyonun
goriilmedigi kanisi ¢ikarilmigtir. Diger taraftan Satake ve ark. (74) tarafindan 2010
yilinda yapilan gecmise yonelik bir ¢alismada 1999-2008 yillart arasindaki serolojik ve
PZR ile PV-B19 taramasi yapilan kan bagiscilarindan PV-B19 transfiizyon bulasinin
miimkiin olabilecegine dair Klinik verilerin oldugu bildirilmistir. Sekiz hastanin PV-B19

kontamine kan transfiizyonu nedeniyle PV-B19 pozitif bulundugu belirtilmistir. Bu
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hastalarin dordiinde anemi ve kirmizi hiicre aplazisi olustugu belirtilirken, birinde ise
pansitopeni gelistigi belirtilmistir. Bu bes hastanin altta yatan hastaliklarinin ise hem
hematolojik malignite hem de hemolitik hastaliklar oldugu belirlenmistir. PV-B19
pozitifligi bulunan 8 hastanin 5’inde sekans benzerligi iliskisi nedeniyle kan bagis¢isi
kaynakli bulas tespit edilmistir. Bu 8 hastada PV-B19 spesifik 19G ve IgM pozitifken, 5
hastada transfiizyon oncesi negatif olan hem PV-B19 spesifik I1gG ve IgM hem de PV-
B19 DNA’nin pozitif bulundugu belirtilmistir. Bu 5 hastada akut infeksiyon
semptomlar1 (retikiilositopeni, kirmizi hiicre aplazisi, yiiksek ates gibi) gozlemlendigi
belirtilmistir. Sonu¢ olarak bu c¢alismada kan transfiizyonu ile bulas sonucunda
semptomatik infeksiyonun gelisebilecegi vurgulanmigtir (74). Bu iki ¢alismada goze
carpan durum Plentz ve ark. (73) tarafindan yapilan ¢alismada PV-B19 pozitif olan 14
hastanin 13’ilinde transfiizyondan 6nce PV-B19 VP2 spesifik IgG antikorlarinin pozitif
bulunmasidir. Bagisik olan bu hastalarda akut semptomlar goriillemeyebilmektedir.

Bizim yaptigimiz calismada ise kan bagiscilarinda PV-B19 prevalanst 8/104
(%7,69) olarak saptanmustir. Bu deger kan bagiscilarindan hematolojik bozuklugu
bulunan hastalara verilecek olan kan iiriinlerinde yapilan calismalara gore goreceli
olarak riskler dogurmaktadir. Bu nedenle kan bagiscilarinda yapilacak PV-B19
prevalans ¢aligmalarinin bu konuyu agikliga kavusturmak icin Onemli veriler
saglayacagi kanisindayiz. Yapilacak bu prevalans caligmalart ve kan {iriinlerinin
hastalara verildikten sonraki takibinin, ileride kan bagis¢ilarinda PV-B19 igin rutin
tarama testinin yapilmasina katkida bulunacag diisiincesindeyiz.

Parvovirus infeksiyonlarinin tanis1 serumda B19 o6zgil IgG ve IgM
antikorlarin  veya viral DNA’nin saptanmasiyla konulmaktadir. Hematolojik
maligniteli hastalarda prognozu etkileme potansiyeli géz Oniine alindiginda, tanm
yanmda bu hastalarda virolojik takibinin yapilmasi biiyiikk 6nem arzetmektedir. Isik ve
ark. (75) 15 yas alt1 126 gocuk ve 20 yas istli 44 eriskinde PV-B19 infeksiyonu tanisi
amaciyla PV-B19 6zgiil IgG ve IgM antikorlar1 oranlarinin belirlenmesi ve PV-B19
ozgiil 1gM antikorlar1 pozitif bulunan hastalarin Real-time PZR ile PV-B19 DNA’sinin
10 hafta arayla Olgiilmesini amaglamigtir. Calismaya dahil edilen 15 yas alti
cocuklardan alinan serum 6rneklerinin 34’tinde (%26,9) 1gG ve 12’sinde (%9,5) IgM’in
pozitif olarak bulundugu belirtilmistir. 20 yas tstii eriskin grubu serum orneklerinin
24’iinde (%54,5) 1gG ve birinde (%2,2) IgM’in pozitif olarak bulundugu belirtilmistir.
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Bu iki grup iginde IgM pozitif bulunan 13 hastanin B19 DNA miktarlarinin Real-time
PZR ile pozitif olarak bulundugu belirtilmistir. Daha sonra IgM pozitif bulunan bu 13
hastadan birer hafta araliklarla alinan kan 6rneklerinde ELISA ile IgM antikorlar1 ve
Real-time PZR ile DNA miktarlari, olgularda IgM antikorlar1 negatif bulunana kadar
arastirilmistir. Sonugta dort hastada 5. haftada, alt1 hastada 7. haftada ve {i¢ hastada 9.
haftada IgM antikorlarinin negatif olarak bulundugu belirtilmistir. 10. haftada alinan
kan orneklerinde hastalarin tiimiiniin IgM antikorlar1 negatif olmasina ragmen Real-time
PZR ile DNA miktarlarinin diisiik titrede pozitif olarak bulundugu belirtilmistir (75).
Sonugta B19 infeksiyonu tanisiyla ilgili olarak, 6zgiil IgM antikorlar1 negatif bulunsa da
PV-B19 o6zgil DNA miktarinin pozitif bulunabilecegi vurgulanmigtir. Bu nedenle
antikor yanit1 yetersiz immiin yetmezlikli hastalarda DNA miktarlarinin Real-time PZR
gibi niikleik asit amplifikasyon yontemleri ile test edilmesinin yararli olabilecegi

disiiniilmelidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yaptigimiz bu ¢alismada, Mersin bdlgesinde yasayan hematolojik maligniteli
100 hasta ve 104 kan bagiscisinda PV-B19 varligi PZR yontemi ile arastirilmigtir. PV-
B19 DNA pozitifligi hasta grubunda 20/100 (%20), kontrol grubunda ise 8/104
(%7,69) olarak bulunmustur. Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
karsilagtirma yapildiginda anlamli bir farklilik saptanmistir (p=0,017).

Losemili hasta gruplart (n=91), akut (ALL ve AML) ve kronik (KLL ve KML)
olarak ikiye ayrildiginda; akut 16semili grupta 4 (%4,4), kronik 16semili grupta ise 15
(%16,48) PV-B19 DNA pozitifligi saptandi. Bu pozitiflikler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kronik 16semili grup ve akut 16semili grup arasinda anlamli bir fark
tespit edildi (p=0,0153). Bu veriler bize kronik 16semili hastalarda persistant PV-B19
infeksiyonunun varliginin bir géstergesi olabilecegini gosterdi.

Yaptigimiz galismada elde edilen veriler sonucunda, immiinsupresyon nedeniyle
etkilenen immiin cevap eksikligi gozlemlenen hematolojik hasta gruplarinin, saglikli
bireylere oranla PV-B19 infeksiyonu agisindan daha yiiksek risk faktorii tasidigi
sOylenebilir. Ayni1 zamanda diger kronik I6semili hastalarda gozlemlenen yiiksek
pozitiflik bu infeksiyonun persistanthigina isaret olabilir ve bu nedenle biz belirli
araliklarla PV-B19’un virolojik takibinin yapilmasi gerektigi kanisindayiz.

Kan bagiscilarinda elde edilen %7,69 PV-B19 pozitifligi, hematolojik hasta
gruplart i¢in bir risk faktoriidiir. Ancak yapilan c¢aligmalarda kan {irtinleri kullanimi
sonrasinda akut infeksiyon semptomlarinin gozlenmesi agisindan veriler yetersizdir. Bu
nedenle kan ve kan iiriinleri transfiizyonu alan hematolojik hastalarda PV-B19 a¢isindan
yapilacak virolojik takibin bu durumu aydinlatmak amaciyla biiyiik yarari olacagini

diistinmekteyiz.
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