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OZET

Oz, S. Epstein-Barr Virus Enfeksiyonlar1 Tamisinda Kullanilan Yéntemlerin
Karsilastirllmasi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2014. Epstein-Barr
Virus (EBV), tiim diinyada ve iilkemizde eriskinlerin %90'm1 enfekte eden
Herpesvirus ailesinin bir iiyesidir. Primer EBV enfeksiyonu kiigiik yaslarda
genellikle belirtisiz gegirilir, yas ilerledikce belirtili seyretme olasilig1 artar. Virus
kisiden kisiye tiikiirik ve bogaz salgilar1 araciligiyla cikarilarak, yakin temas, kan ve
kontamine esyalarla bulasir. Lenfadenopati, ates, hepatosplenomegali ve farenjitin
eslik ettigi enfeksiydz mononiikleozisin etiyolojik ajanidir. Nazofaringeal karsinom,
Burkitt lenfoma ve immiin yetmezligi olan hastalarda goriilen lenfoproliferatif
hastaliklarla da yakindan ilgilidir. Bu ¢alismada Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na gonderilen EBV enfeksiyonu
siipheli hastalarin serumlarinda EBV enfeksiyonu tanisinda Indirekt Floresan
Yontem (IFA), ELISA, Immunoblot ve Real-Time PCR yontemleri ¢alisiimis ve
performanslari altin standart yontem olan IFA ile karsilastirilmistir. ELISA ile IFA
uyumu seronegatiflik i¢in % 100, akut enfeksiyon icin % 95.2, yakin zamanda
gecirilmis enfeksiyon icin % 57.1, gecirilmis enfeksiyon i¢in % 95.7 ve maternal
antikor varligi icin % 66.6 olarak bulunmustur. Immunoblot ile IFA uyumu
seronegatiflik i¢in % 89.4, akut enfeksiyon i¢in % 66.6, yakin zamanda gecirilmis
enfeksiyon icin % 28.5, gecirilmis enfeksiyon icin % 95.1 ve maternal antikor varlig
i¢cin % 100 bulunmustur. Immunoblot yonteminin antikorlar1 saptamadaki duyarliligi
ELISA yontemi ile anti-VCA IgM i¢in ayni, diger ii¢ antikor i¢in ise yiiksek,
Ozgiilliigli dort antikor i¢cin de ELISA yonteminden daha diisiik degerde saptanmustir.
Akut enfeksiyonda viremi varligmi saptamada Real-Time PCR yodnteminin
duyarliligt % 57.1, ozgilligii % 99.4 bulunmustur. Sonug¢ olarak, hastalarin
demografik 6zellikleri ve laboratuvarin kosullar1 birlikte degerlendirilerek en dogru
tan1 yontemine karar verilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Epstein-Barr Virus, indirekt Floresan Antikor (IFA), ELISA,
Immunoblot, Real-Time PCR

Destekleyen Kurum: ESOGU BAP, Proje No 2013-139
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ABSTRACT

Oz, S. Comparison of Diagnostic Methods used in Diagnosis of Epstein—Barr
Virus Infections. Eskisehir Osmangazi University Medicine of Faculty,
Department of Clinical Microbiology, Eskisehir, 2014. Epstein-Barr Virus (EBV),
is a member of Herpesvirus family which infects 90 % of adults all over the world.
Primary EBV infection is usually asymptomatic at early ages, and the rate of
symptomatic infections increases with age. Virus is excreted through coughing and
throat secretions. Blood and other contaminated items, and close contact with
infected people are other sources of infection. EBV is an etiologic agent of infectious
mononucleosis  which is accompanied by lymphadenopathy, fever,
hepatosplenomegaly and pharyngitis. It is related to nasopharyngeal carcinoma,
Burkitt's lymphoma and lymphoproliferative disorders in patients with immune
deficiency. In this study, serum samples from suspected patients of EBV infection
were sent to Eskisehir Osmangazi University Medicine of Faculty, Department of
Clinical Microbiology, and investigated by IFA, ELISA, Immnunoblot and Real-
Time PCR, the performances of these tests were compared with gold standard IFA.
The rates of harmony between ELISA and IFA were found as 100 % for
seronegative, 95.2 % for acute infection, 57.1 % for recently past infection, 95.7 %
for past infection and 66.6 % for presence of maternal antibodies. The rates of
harmony between Immunoblot and IFA were found to be 89.4 % for seronegative,
66.6 % for acute infection, 28.5 % for recently past infection, 95.1 % for past
infection and 100 % for maternal antibodies. The sensitivity of Immunoblot method
for detection of anti-VCA IgM were identical with ELISA and higher for anti-VCA
IgG, EBNA IgG, anti-EA antibodies, while the specificity of Immunoblot method for
these antibodies were found to be lower. The sensitivity and specificity of Real-Time
PCR for detection of viremia in acute infection were found as 57.1 % and 99.4 %,
respectively. Evaluation of demographic characteristics of patients and laboratory
conditions together are highly useful for the right choice of the diagnostic method.
Key Words: Epstein-Barr Virus, Indirect Fluorescence Assay (IFA), ELISA,
Immunoblot, Real-Time PCR
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1. GIRIS

Epstein-Barr virus (EBV), 1964 yilinda elektron mikroskobu ile Afrika
Burkitt lenfoma hiicre Kkiiltiirinde tanimlanmistir (1). EBYV, ¢ift zincirli
deoksiriboniikleik asit (DNA)’e sahip olup Herpesvirus ailesindendir (2). Insan
Herpes virus 4 olarak da adlandirilir (3).

EBV, diinya genelinde yaygin goriilen, erigkin niifusun tamamina yakininin
karsilastig1 dnemli bir patojendir (4). Ulkemizde de bu oran yiiksek olup eriskin yas
grubunda seropozitiflik % 70 ile % 99.4 oranlarinda bulunmustur (5,6). Primer EBV
enfeksiyonu cogunlukla c¢ocukluk c¢aginda asemptomatik olarak gecirilir. Genel
olarak, genclerde gecirilen enfeksiyonlarda, yetiskinlerde gegirilen enfeksiyonlara
gore daha hafif hastalik belirtileri goriilmektedir (7). Virus, primer enfeksiyon
boyunca c¢ok ¢esitli semptomlara neden olup, yasa bagli olarak ciddi
komplikasyonlarin ~ oldugu enfeksiyoz mononiikleoz (EM)’dan, belirtisiz
asemptomatik enfeksiyona kadar degisiklik gostermektedir (8). Enfeksiyoz
mononiikleoz hafif halsizlikle beraber siklikla belirtisiz baslangic gosterirken, takip
eden birka¢ giin igerisinde ates, bogaz agrisi, bliylimiis servikal lenf nodlar1 ve
yorgunluk izlenir (9).

EBV, tiikiiriik ve bogaz salgisiyla ¢ikarilmakta ve yakin temasla, kanla veya
kontamine esyalarla kisiden kisiye bulagmaktadir. Yakin temasla sik bulastig1 i¢in
Oplisme hastaligi1 olarak da bilinir (10). Virus, B ve T lenfositleri, epitel hiicrelerini
ve diiz kas hiicrelerini etkileyerek bu hiicreleri malign hiicrelere doniistiirmektedir.
Burkitt Lenfoma, nazofarengial karsinoma (NFK), transplantasyon sonrasi
lenfoproliferatif hastalik (PTLD), Hodgkin ve Hodgkin dis1 lenfoma, gastrik
karsinoma ve leiomyosarkom gibi ¢esitli malignensilerle iligkilidir (11).

Immiinitesi saglam bireylerde, EBV reaktivasyonu, latent antijenlerin yanisira
sitotoksik T lenfositlerin B lenfositleri etkileyip oliimsiizlestirmesiyle olmaktadir.
Saglikli kosullar altinda bu sistem ¢ok i1yi dengelenmistir ve hemen hemen higbir
6zgiil semptoma neden olmamaktadir. immiin yetmezlik durumlarinda, solid organ
veya kok hiicre transplantasyonu veya HIV enfeksiyonunda oldugu gibi T hiicresinin
yetmezligi durumlarinda, virus reaktivasyonu ciddi komplikasyonlara sebebiyet

verebilir (12).



EBYV enfeksiyonu tanisinda periferik yayma (Downey hiicreleri), monospot ve
Paul-Bunnell lam agliitinasyon testleri bulunmakla birlikte giinlimiizde daha g¢ok
Immunofloresan Assay (IFA), Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA),
Immunoblot ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir. IFA testi EBV tanisinda altin
standarttir. Antijen fikse edilmis lamlar {izerine hasta serumu ve ardindan floresan
isaretli anti-human globiilin eklenir. Floresan mikroskop altinda degerlendirilir.
ELISA testinde EBV enfeksiyonu sirasinda virusun gesitli antijenik yapilarina karsi
Ozgiil antikor olusumlar1 degerlendirilir. Immunoblot testinde ise rekombinant
antijenler kullanilarak olusan 6zgiil antijenlerin varligi degerlendirilir. Ozellikle
virusa karst antikor yanitinin bozulmus oldugu immunsupresif olgularda viral
DNA'nin varlig1 molekiiler yontemler ile arastirilabilir.

Bu virusa iliskin enfeksiyonlar genellikle cocukluk doéneminde gelisip
asemptomatik seyreder. Sitomegalovirus, Rubella, Toxoplasma gondii enfeksiyonlar
ve bazi hematolojik malignensiler EBV enfeksiyonlarina benzer bulgular
olusturdugundan, EBV enfeksiyonlart ile karisabilir. Ayrica immiinsiiprese
hastalarda primer enfeksiyon siklikla siddetli olur ve 6liimciil olabilir ya da latent
kalmis virus reaktive olabilir. Bu nedenlerle EBV enfeksiyonlarinin tanisi, 6zellikle
son yillarda immiin diiskiin hasta populasyonunun artisi nedeniyle biiylik 6nem
kazanmstir (3).

Bu calismada, EBV enfeksiyonu siiphesi olan pediatrik ve/veya eriskin
(immiinsiiprese olan ya da olmayan) hastalardan Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen hasta serumlarinda
calisgtlan ELISA, Immunoblot ve Ger¢gek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Real-Time PCR) testleri, altin standart test olan IFA testiyle karsilastirilarak,
duyarhilik ve 6zgiilliikleri degerlendirilmistir. Testlerin akut, ge¢irilmis, reaktivasyon
vb. EBV enfeksiyon evrelerini tanimlamada kullanilabilirligi de degerlendirilmistir.
Eskisehir ve cevre bolgesindeki EBV akut, gecirilmis enfeksiyon ve reaktivasyon

sikliginin bulunmasi amaglanmugtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihce

Epstein-Barr virus Denis Burkitt’in Afrikali ¢ocuklardaki ¢ene
kaynakli bir tiimorii tanimlamasi ile farkedilmistir. B lenfosit kaynakli olan bu
timor "Burkitt lenfoma (BL)" olarak isimlendirilmistir (13). 1958 yilinda ilk
kez tarif edilen ve Orta Afrikali ¢ocuklarda sik rastlanan bu tiimor, Sir Denis
Burkitt’in adiyla anilan lenfoid dokunun bir tiimoéri olup oOnceleri, eklem
bacaklilarin florasi ile yakin iligkisi, malaryanin yogun oldugu bélgelerde sik
rastlanmasi ve her olgunun ayni antijeniteyi gostermesi nedeniyle, etiyolojik
etkeninin eklem bacaklilarla tasinan bir virus olabilecegi diistiniilmiis ve bir
cok virus neden olarak diislintilmiistiir. Tiimorden alinan biyopsi ornekleri
Uganda’dan Londra’ya (Middlesex Hospital Medical School) gonderilmis ve
yenidogan farelere, doku Kkiiltiirlerine, doletli tavuk yumurtasina inokiile
edilmis ama iretilememistir. Ayrica elektron mikroskobunda da virus
gosterilememistir. Epstein ve arkadaglar1 tarafindan 1964 yilinda biyopsi
orneklerinden hazirlanan lenfoid hiicre kiiltirlerinde Herpes grubu viruslara
benzer bir virus izole edilmis ve Epstein-Barr virus olarak isimlendirilmistir
(14). Daha sonralar1 EM’nin etiyolojik ajani oldugu kanitlanmistir. Giliney ve
Dogu Asya'da sik rastlanan NFK gelisiminde gerekli faktorlerden biri oldugu
bildirilmistir. Yapilan molekiiler ve epidemiyolojik calismalar ile EBV’nin

baska lenfoid ve epitelyal tiimorlerle olan iliskisi de ortaya konulmustur (13).
2.2. Etkenin Tanmimlanmasi
2.2.1. Virusun Yapisi

EBV, elektron mikroskopisinde diger herpesviruslerle ayni yapida goriiliir.
Sezyum klorid i¢inde dansitesi 1.2-1.3, molekiil agirlig1 100x10° Da’dur. Niikleik
asidini iiggen seklinde olan 162 kapsomerden olusmus ikozahedral yapida bir kapsid

cevreler. Enfekte hiicrelerden tomurcuklanma sirasinda aldigi lipid igeren zarf



bulunur. Zarf virusa ait glikoproteinler de igermektedir. Olgun virionun ¢ap1 150-200
nm’dir (15).

Zarf

Viral sikeprotveinler

N

Sekil 2.1. Herpes grubu viruslarin sematik yapisi (16).

EBV’nin doku tropizmi hiicresel reseptorii ile siirlidir. Baglica reseptorii
Complement Reseptor (CR) 2 olup kompleman sisteminin C3d pargasinin reseptorii
ile aynidir. Insanlarda B lenfositler ile orofarinks ve nazofarinks epitel hiicrelerinde
bulunur. Virus, Major Histocompatibility Complex (MHC) Il molekiillerini de
yardimci reseptor olarak kullanmaktadir (15).

EBYV enfeksiyonu hiicrelerde ii¢ sekilde sonlanabilir:

1. B lenfositler ve epitel hiicrelerinde replikasyon ve litik enfeksiyon

2. B lenfositlerde latent enfeksiyon

3. B lenfositlerin immortalizasyonu (15).
Replikatif Enfeksiyon

Enfeksiyona izin veren hiicrelerde Z gen bolgesinden kodlanan (ZEBRA)
protein sentezlenir. Bu protein transkripsiyonu aktive eder ve virusun en erken
genlerini aktive ederek litik enfeksiyonu baglatir. Litik enfeksiyonda en erken
antijen, (immediate early antigen, IEA), erken antijen (early antigen, EA), viral
kapsid antijen (viral capsid antigen, VCA) ve membran antijen (membrane antigen,

MA) sentezlenen baslica proteinlerdir (15).



Latent Enfeksiyon

B lenfositler enfeksiyonu engellediginde, EBV genomunun iki ucu birleserek
olusan plazmid benzeri EBV genomlar1 sadece hiicre boliinmesi sirasinda ¢ogabilir.
Epstein-Barr virus niikleer antijenleri (EBNA) ve latent membran proteinleri (LMP)
latent enfeksiyonda sentezlenen proteinlerdir (15).

Kiigiik poliadenili olmayan riboniikleik asit (RNA) molekiilleri olan Epstein-
Barr virus encoded RNA (EBER) 1, 2 ve BamA rightward transcripts (BART)
molekiilleri latent enfeksiyonda virus tarafindan kodlanan baslica RNA
molekiilleridir. EBER’ler latent olarak enfekte hiicrelerde bulunan en yogun RNA
grubudur ama islevleri tamamen bilinmemektedir. interferon tarafindan indiiklenen
protein kinaz etkinligini inhibe edebildikleri diisiiniilmektedir. BART molekiillerinin
de gorevleri anlasilamamis olup, BamA gen bolgesinden cesitli proteinleri kodlayan

farkli sekilde kesilmis ve ekzonlar1 kaynagmis RNA’lardir (15).

2.2.2. EBV Genomu

Cift sarmalli dogrusal DNA 184 kb uzunlugundadir. Genomda ardinca
tekrarlayan bolgeler bulunur. Genom iizerindeki agik okuma gerceveleri genellikle
genom parcalart ile iliskili lokalizasyonlarini belirten dort harf ve say1 ile tanimlanir

(6tn: BZLF-1, BNLF-1, BWRZF-1, BALF-4, BXLF-2 gibi) (13).

- Cift Zincirli DNA

EBNA1

EBNASA

Sekil 2.2. EBV genomu (17).



Genomdan 70 civarinda protein kodlanir. Fonksiyonlar1 net olarak

anlagilamamistir. DNA’da tekrar eden bolgeleri nedeniyle proteinlerin biiyiikligii her

virus i¢in aymi degildir. Latent proteinleri kodlayan bolgelerdeki degisikliklere gore
EBV-1 ve EBV-2 veya A ve B olmak iizere iki farkli EBV tanimlanmistir. Tipler

arasinda belirgin bir cografi dagilim veya hastaliklarla iligki farki goriilmemistir. in

vitro ortamda tip 1’in B lenfositleri immortalize etme yetenegi fazladir (13).

EBV Proteinleri

Latent Proteinler

EBNA-1, 2, 3A, 3B, 3C, B hiicre immortalizasyonu i¢in gerekli oncii protein

LP (leader protein) ve LMP baslica latent proteinlerdir (15). Tablo 2.1°de 6zellikleri

ve fonksiyonlar1 belirtilmistir. Tablo 2.2.’de EBV’de latentlik tipleri, iligkili tablolar

ve eksprese edilen genler gdsterilmistir.

Tablo 2.1. EBV’nin latent proteinlerinin 6zellikleri ve fonksiyonlari (15).

EBNA-1 Enfeksiyonun devami i¢in gereklidir. Virusun genomundaki
cis-etkili eleman oriP ile etkileserek yeterli DNA
replikasyonunu destekler. Mitoz ve genom ayrilmasi
sirasinda DNA’y1 kromozoma baglar.

EBNA-2 Immortalizasyon igin gereklidir. B hiicre aktivasyon genleri
CD21 ve CD23 ile onkojen genlerden c-myc ve c-fgr
genlerini aktive eder.

EBNA-3 (A, B, | EBNA-2 tarafindan aktive edilen genleri inhibe ederek

C) dengeyi saglar.

LP EBNA RNA’larinin  Onciisiidiir, EBNA-2’nin  hiicre
biiylimesini arttirict etkisine yardimer olur.




Tablo 2.1. EBV’nin latent proteinlerinin 6zellikleri ve fonksiyonlar1 (15) (Devam).

LMP-1

EBNA-2 tarafindan indiiklenir. Plazma membraninda yer
alir, B lenfositlerin immortalizasyonu ve  stirekli
proliferasyonu igin gereklidir. CD23 ve CD40 adezyon
molekiillerini arttirarak B hiicre aktivasyonu ve DNA

sentezini indiikler.

LMP-2A, LMP-
2B

Genomun terminal bdlgesinden kodlandigindan sadece
dairesel viral genomdan translasyonu olur. Hiicre membrani

ile iliskilidirler.

Tablo:2.2. EBV’de latentlik tipleri, iligkili tablolar ve eksprese edilen genler (15).

Iliskili Tablolar Eksprese Edilen Genler
Latentlik 1 Burkitt Lenfoma EBNA-1, EBER-1, EBER-2
Latentlik 2 Hodgkin Lenfoma, EBNA-1, LMP-1, LMP-2,

Nazofarengeal Karsinoma EBER-1, EBER-2

Latentlik 3 Lenfoproliferatif Hastaliklar EBNA-1, EBNA-2, EBNA-
Santral Sinir Sistemi 3A, EBNA-3B, EBNA-3C,
Lenfomasi LP, LMP-1, LMP-2A, LMP-

2B, EBER-1, EBER-2,
BART’lar

Litik proteinler

Proteinlerin sentezi ve aktivasyonu dongiiseldir. Her set bir Onceki set ile

aktive ve bir sonraki ile inhibe olmaktadir. IEA, EA) ve LA bulunan ii¢ grup

proteindir. IEA ve EA mRNA transkripsiyonu, viral DNA sentezinden dnce baglar.




LA transkripsiyonu ise daha ise sonra olur (13). Tablo 2.3.’de EBV’nin litik

proteinlerinin 6zellikleri ve fonksiyonlari verilmistir.

Tablo 2.3. EBV’nin litik proteinlerinin 6zellikleri ve fonksiyonlar1 (15).

Erken Baslangig | BZLF-1 ve  BRLF-1:  Erken  genlerin
Antijenleri transkripsiyonunu tetikler
Erken Antijenler Yaygin (diffiiz, D): Enfekte hiicrenin niikleus ve

sitoplazmasinda yaygin bulunur.
Kisitl (restrikted, R): Sadece niikleusta bulunur.
Cogunlugunun viral DNA replikasyonu igin

gerekli enzim fonksiyonu vardir.

Geg gen iirtinleri Viral kapsid antijen (VCA) proteinleri:

Virusun non-glikolize yapisal proteinleri kodlanir.

On adet tanimlanmig EBV glikoproteinleri, virusun enfektivitesi ve
yayiliminda rol alirlar. Enfekte hiicrede membran iginde ve virus partikiiliinde zarf
icinde bulunurlar (15). Tablo 2.4.°de EBV glikoproteinlerinin 6zellikleri ve

fonksiyonlar1 belirtilmistir.

Tablo 2.4. EBV glikoproteinlerinin dzellikleri ve fonksiyonlari (15).

Gp340/220 Baglica zarf glikoproteinidir. Konak hiicre yiizeyindeki EBV

reseptorii olan CR2 molekiiliine tutunmasini saglar.

Gp85 Viral ve hiicresel membranlar arasindaki birlesmeyi tetikler.

Gp25 Gp85 molekiiliiniin hiicre ylizeyine taginmasini saglar. Viral-

hiicresel membranlarin birlesmesi saglanir.

Gp42 B hiicre yiizeyindeki HLA-II molekiillerine baglanarak virusun

hiicre i¢ine geg¢isini saglar.




2.3. Epidemiyoloji ve Bulas

EBYV ile karsilasma yas1 cografik bolgelere gore degisiklik gostermektedir.
Serokonversiyon iki yas doneminde pik yapar; 1-6 yas ve 14-20 yas. Enfeksiyon,
sosyoekonomik durumu yiiksek topluluklarda, diisiik olanlara gére daha geg yaslarda
goriilmektedir. Gelismekte olan iilkelerde iki yasina kadar % 90 seropozitiflik
olabilmektedir. Erken yaslarda enfeksiyon asemptomatik veya subklinik iken,
ilerleyen yaslarda EM klinigi goriiliir. Yasla semptomatik EM prevalansinin artmasi
degisik yas gruplarinda bagisik yanitta goriilen farka baghdir (15). Tiirkiye’de eriskin
yas grubunda seropozitiflik % 70-99.4"diir (5,6).

Virus, EBV genindeki polimorfizme gére EBV-1, EBV-2 veya tip A ve B
olarak da simiflandirilabilir. Yapilan calismalar, her iki tipin de diinyada yaygin
oldugunu ancak tip A’nin tip B’den daha sik saptandigi ve EM’de baskin tip
oldugunu gostermistir (18). Bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde, ¢coklu EBV
suslar1 ile koenfeksiyonlar gdsterilmistir (19). Tirkiye’de yapilan bir c¢alismada,
eriskin yas grubunda seropozitiflik % 84.4, 0-4 yasta % 67.9 olarak saptanmis ve
seropozitifligin yasla arttig1 bildirilmistir (5).

EBV’nin bulagma yollar tiikiiriik ve cinsel iligski yoluyladir (20,21). Cocukluk
doneminde ortak kullanilan su bardaklari, ergenlik doneminde ise Oplisme yakin
temasla bulas nedenidir (15). Enfeksiydz virus ve viral genom, seropozitif kisilerin
¢ogunlugunun ve EM gegiren hastalarin orofarinks 6rneklerinde saptanmaktadir (22).
Immiin yetmezlik durumu olmadiginda EBV nin kan iiriinleri ile bulagmas1 anlaml

degildir (23).
2.4. Patogenez

Seropozitif kiside EBV’nin oral atilimi ya intermitant ya da stirekli goriliir.
Bulagsma en sik Oplisme, sekresyonlarin bulastigi gidalarin yenmesi gibi yakin
temasla olmaktadir. Seropozitif kisiden seronegatif olana kan transfiizyonu, organ
nakli ve muhtemelen cinsel iliski ile de bulasabilir. Oral yolla alinan EBV 6ncelikle

orofaringeal epitel hiicrelerinde prodiiktif bir enfeksiyona neden olur. Virus
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tikiiriikte ve bogaz calkanti suyunda saptanir. Tonsil kriptlerindeki B lenfositleri de
dogrudan enfekte olabilirler (15).

EBV gp350 yiizey proteini ile CD21 reseptorii olan B lenfositleri ve benzeri
hiicrelere tutunarak hiicreye girer. Enfekte B lenfositleri latent gen ekspresyonuna
yanit olarak aktivasyon ve proliferasyon sonucu giris yerinde B lenfositlerinin
artisina neden olurlar. Akut enfeksiyonda lenfoblastlar periferik kanda goriiliir ve
yaygin T lenfosit yanitin1 uyararak tiim viicuda yayilirlar. T lenfositlerden salinan
sitokin yanit1 ise EM’de goriilen klinik semptomlara neden olur. Virusla enfekte B
lenfositleri ile koruyucu T lenfositleri arasinda siirekli ters bir iliski vardir. Olusan
lenfositozun (15x10%L) nedeni kandaki aktivite CD8+ T lenfosit diizeylerindeki
belirgin artistir. Akut donemde periferik kandaki CD8+ T lenfosit yanitinin yaklasik
%401 tek bir EBV epitopuna kars1 gelismis bir yanittir (15).

Lenfoid organlarda biiyiime ve sisme, T hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu
sonucu gelisir. Akut enfeksiyonda kanda goriilen Downey hiicreleri adini alan atipik
lenfositler T hiicreleridir. Hastaligin 2. haftasinda periferik kanda sayica fazlalasirlar
ve lokositlerin %10-80’ini olustururlar (mononiikleoz). Lenfositozda T hiicrelerinin
fonksiyonlarmin baskilandigin1 gecikmis tip asir1 duyarlilik testi ve mitojen
stimiilasyon testi ile gostermek miimkiindiir. Baskin olarak CD8+ T lenfositleri ve
dogal oldiriici (Natural Killer, NK) hiicreler de, enfekte B lenfositlerinin
temizleyerek enfeksiyonu kontrol etmeye calisirlar ama kontrol miimkiin olmazsa

virus yasam boyu konakta persistan bir enfeksiyona neden olur (15).

EBNA-L 1,34,

35, 3C, EBER -

11 LMP-1 - -
13 18 Nazefarizzeal

D5 T tcreleri
"o (Acpk Leaforider)
TN (Toplim WBCleris b0 50709

Sekil 2.3. EBV enfeksiyonu progresyonu (16).
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Akut EBV enfeksiyonunda koyun, at ve dana eritrositleri ile reaksiyona
girebilen heterofil antikorlar olusur ve c¢ogunlukla Immunoglobulin (Ig) M
yapisindadirlar. EBV proteinleri ile reaksiyona girmezler. Heterofil antikor diizeyleri
ile klinik arasinda bir iliski saptanamamistir ve patogenezdeki rolleri tam olarak
bilinmemektedir (15).

Primer akut enfeksiyonda klinik semptomlarin oldugu donemde serumda
VCA’ya kars1 IgM, IgA ve IgG yapisinda antikorlar olusur. Bunlarin arkasindan EA
ve MA’ya karsi IgG yapisinda antikorlar serumda saptanmaya baslar. Viral
glikoproteinlere karsi olusan antikorlar nétralizan 6zelliktedir. Anti-VCA IgM/Anti
VCA IgA ve anti-EA IgG akut déonemde pik yapar, konvelasan donemde ise antikor
diizeyleri diiser. Anti-EBNA-1 IgG ise konvelesan dénemde saptanir. EM seyrinde
serumda soguk agliitininler, romatoid faktdr, anti niikleer antikor, trombositlere ve
kas hiicrelerine karsi otoantikorlar gibi degisik otoimmiin antikorlar saptanabilir. Bu
gecici izlenen ve zararsiz olan antikorlarin EBV enfeksiyonundaki poliklonal B
hiicre aktivasyonunun bir sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir (15).

Akut enfeksiyondan sonra bagisitk yanmit EBV protein ekspresyonlarim
baskilamaya ¢alisir. Virus ise B hiicre boliinme sikluslarinda EBNA-1 gibi
proteinlerini  eksprese ederek genomunun replikasyonunu saglar. EBNA-1
yapisindaki glisin-alanin tekrarlar1 proteini proteazlardan korur. Boylece MHC sinif |
hiicre yiizeyinde sunulamaz ve bagisik yanittan kacabilir. Primer enfeksiyon
sonrasinda kisinin her bir ml kaninda minimum bir bellek hiicresi dmiir boyu
varligint siirdiiriir. Bellek B lenfositinin aktivasyonu ile virus ozellikle tonsil veya
orofarinks epitel hiicrelerinden reaktive olur ve tiikiiriikle salinir (15).

EBV BCRF-1 proteini, interlokin (1L) 10 ile % 70 benzerlikte olup, IL-10 gibi
davranarak Interferon (IFN) gama sentezini baskilar. EBV ile enfekte hiicrelerin
oldiiriilmesi i¢in gerekli olan CD8+ T hiicre yanitin1 uyarmaz. EBV proteini BARF-
1, koloni stimiilan faktér (CSF) 1 i¢in bir ¢oziiniir reseptor gorevini tistlenir ve CSF
I’in monositlerden IFN alfa ekspresyonunun artirmasini dnler. EBV, konak hiicre
proteini bcl2’ye benzer bir protein kodlar ve konak hiicrenin apopitozunu engeller
(15).

EBV insan B lenfositlerinin olgunlasma basamaklarini kullanarak konagin

yasami bounca siirecek enfeksiyona neden olur ve apopitozu baskilarlar. T
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lenfositlerinin olmadig1 kosullarda B lenfositleri oliimsiizlesir. Siirekli B hiicre
proliferasyonuna bazi faktorler de eklenince lenfoma geligir (24).

Hiicresel bagisik yanit baskin olarak CD8+ T lenfositleri ile, daha az oranda
CD4+ T lenfositleri ve NK hiicreleri ile gerceklesir Virusun reaktivasyonu bazi
kimyasallar (siklosporin, herbimisin vb) ve yiizey Ig’lerine kars1 gelisen antikorlarla
olur. Latentlik durumunda enfekte B hiicreler ve lenfoepiteliyal hiicrelerdeki diisiik
diizeyde virus replikasyonu, EBV’ye 06zgii sitotoksik T lenfosit yaniti ile kontrol

edilerek dengede tutulmaktadir (15).
2.5. EBV ile lliskili Hastaliklar
2.5.1. Enfeksiyoz Mononiikleoz

EBV’nin en sik rastlanan hastalik tablosu enfeksiy6z mononiikleozdur (15).
EBV enfeksiyonlari, nadiren belirtili seyrettigi ¢ocukluk c¢ag1 olgularinda
lenfadenopati (LAP), tonsillit gibi tipik bulgularin yanisira; larenjit, otit, abdominal
agr1 ve diyare gibi tipik olmayan belirtilere neden olabilir. Geng ve eriskinde ise
cogunlukla yiiksek ates, bogaz agrisi, LAP, lenfomonositoz ve heterofil antikor
pozitifligi goriilen karakterize akut enfeksiyon tablosu olusturur (25). EM’ye
geemiste glandiiler ates, dplisme hastaligi, driisen fieber gibi isimler de verilmistir
(26). Inkiibasyon siiresi erigskinde 30-50 giin, cocuklarda 10-14 giindiir. Hastalik
belirtileri genellikle 3-5 giin siiren halsizlik, istahsizlik, bulanti, batinda dolgunluk
hissi, miyalji, retrobulber agri, ates basmasi, lisiime, titreme, terleme gibi prodromal
belirtileri takiben ortaya ¢ikar (27). Tablo 2.5.’de Enfeksiydz mononiikleoz’da klinik

belirtiler, bulgular ve bunlarin goriilme sikliklar1 belirtilmistir.

Tablo 2.5. EM’de klinik belirtiler, bulgular ve bunlarin goriilme sikliklar (27).

Belirtiler Siklik % Bulgular Siklik %
Bogaz agrisi 70-88 Lenfadenopati 80-100
Halsizlik 43-76 Farenjit 69-71
Bas agrisi 37-55 Yiiksek ates 63-100
Istahsizlik 10-27 Splenomegali 40-63
Miyalji 12-22 Hepatomegali 6-14
Titreme 9-18 Damakta enantem | 5-30
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Tablo 2.5. EM’de klinik belirtiler, bulgular ve bunlarin goriilme sikliklar1 (27).

(Devam)
Belirtiler Siklik % Bulgular Siklik %
Bulant1 2-17 Sarilik 4-10
Batinda rahatsizlik 2-14 Cilt dokiintiisii 0-5
Oksiiriik 5
Kusma 5
Eklem agrilar1 2

Hastalar doktora en sik bogaz agris1 yakinmasi ile bagvururlar. Olgularin %
90’1indan fazlasinda 38-40°C’a yiikselen ates saptanir. Atesli donem ortalama 10-14
giin siirer. Tonsiller siklikla hipertrofiktir. Farinks hiperemik goriiniimiinde, siklikla
eksudatiftir. Bogaz agris1 ve anjin 7-10 giin siirer. Baz1 hastalarda yumusak ve sert ve
damak birlesim bolgesinde 1-2 mm c¢apinda petesiyel dokiintiiler ortaya ¢ikar, 3-4
giinde geriler. Periorbital 6dem saptanabilir. Olgularin % 80-90’inda servikal
bolgede LAP gelisir. Submandibular LAP da siklikla gorilir. Viicudun tim
bolgelerinde LAP goriilebilir. Lenf diglimleri 5-25 mm c¢apinda, agrisiz ancak
palpasyona duyarli, hafif sert ve mobildir (26). Ampisilin kullaniminin oldugu
hastalarda govde ve ekstremitenin iist kisminda makiiler veya makiilopapiiler
dokiintii ortaya ¢ikar ve ilacin kesilmesi ile geriler. Hastalarin batin muayenesinde
sag hipokondriumda ¢ogunlukla hassasiyet vardir ama sadece % 10-15’inde
hematomegali saptanir. Olgularin yaklasik yarisinda splenomegali vardir. Dalak
hastaligin ikinci haftasindaki maksimum boyutlarma ulagip 7-10 giinde geriler.
Komplikasyon goriilmeyen olgularda kalp, akciger ve norolojik muayene bulgulari

normaldir (27).

Enfeksiyoz Mononiikleoz’un Komplikasyonlari

Hastalarin ¢ogu komplikasyonsuz bir seyrin sonunda iyilesir. Komplikasyon

gelisen nadir olgularda siklikla iyilesir (27).
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Hematolojik Komplikasyonlar

Otoimmun hemolitik anemi sik goriilen komplikasyonlardandir. Hastaligin 2-
3. haftasinda ortaya ¢ikip, 1-2 ayda kendiliginden iyilesir. Kortikosteroidler bu siireyi
kisaltir (28). EM olgularinin yaklasik yarisinda hafif trombositopeni (<140000/mm3)
vardir. Antitrombosit antikorlarin aracilik ettigi otoimmiin mekanizma ile gelisen
periferik trombosit yikiminin trombositopeniye neden oldugu diisiiniilmektedir. Bazi
olgularda kortikosteroidler yararli olabilir, inat¢1 olgularda splenektomi endikasyonu
vardir. Hafif notropeni de EM seyrinde sik goriiliir. Ancak nadir de olsa derin
graniilositopeni ve sekonder enfeksiyona bagli 6liim gelisebilir. Cocuklarda EM’nin
baska hicbir bulgusu olmaksizin trombositopeni, persistan lenfositoz ve pansitopeni
olabilir (27).

Belirgin hemofagositoz ve yaygin histiyosit proliferasyonu ile giden
hemaofagositik sendromun etkeni ¢ogunlukla EBV’dir. EBV disinda CMV, HSV,
VZV, Adenovirus, Parvovirus B19 ve virus dis1 enfeksiyoz ajanlar da neden olabilir.
Hastalarda yaygin LAP ve hepatosplenomegali saptanir ve genellikle pansitopeni
vardir. Atipik lenfositler yoktur veya cok azdir. Karaciger fonksiyon testleri
bozulmustur ama beklenenden daha belirgin koagiilopati olusur. Patogenezinde
immiin yetmezlik varliginin da etkili oldugu diisiiniilmektedir. Mortalite yiiksektir
(29).

Dalak Riiptiirii

EM’nin nadir goriilen komplikasyonudur. Cogunlukla hastaligin 2. ve 3.
haftasinda gelisir. Sinsi ya da ani baglayan, sol omuza vuran agr1 ve palpasyonda sol
hipokondriumda hassasiyet saptanir. Nadiren bu bulgularin hig¢biri saptanamaz,
aniden sok gelisir. Hemotokritte diisme, nétrofili, bazen sol diyafragma yiiksekligidir

goriilebilir. Acil kan transfiizyonu ve genellikle splenektomi gerektirir (28).

Norolojik Komplikasyonlar

Cok seyrek goriiliir (<%]1). Serebellit, ensefalit, aseptik menenjit,
meningoensefalit, Bell paralizisi, Guillain-Barre sendromu, transvers myelit gibi
tablolar, EM’nin tek bulgusu olabilir. Atipik lenfositoz ve heterofil antikor da
cogunlukla bulunmadigindan tani i¢in EBV spesifik serolojik testler gerekir.

Olgularin % 85’1 iyilesir (28).
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Diger Komplikasyonlar

Tonsil ve farinks lenfoid dokusundaki hiperplazi nadir durumda solunum yolu
obstriiksiyonuna neden olabilir ve trakeostomi gerekir (28). EM olgularinin % 80-
90’1nda gegici transaminaz yiiksekligi olsa da klinik olarak belirgin hepatit ve fatal
hepatik nekroz ¢ok nadirdir (27). Hastalarin % 6’sinda EKG’de S-T degisiklikleri
saptanabilir. Kardiyak komplikasyon ¢ok nadir olsa da perikardit ya da miyokardit
EM’nin tek bulgusu olabilir ve 6liimciil seyredebilir (28).

2.5.2. Kronik Aktif EBV Enfeksiyonu

Nadir goriilen, ciddi ve EBV ile iligkili malignitelere veya 6liimciil seyreden
diger hastaliklara donlisen EBV ile iliskili tablolara denilebilir. Serolojik profil
primer EBV enfeksiyonundakine benzerdir ama kronik reaktivasyon siiresince
gelisen uzun siireli antijen stimiilasyonu nedeni ile anti-VCA IgG, anti-EA/D 1gG
antikor titreleri primer enfeksiyonuna gore daha yiiksektir. Anti-VCA IgM titreleri
cok diisiik veya saptanamayacak diizeylerde olabilir (23).

2.5.3. immiin Yetmezlik Varhiginda EBV

Immiin yetmezligi olan hastada EBV enfeksiyonlari, benign poliklonal
hiperplaziden  oligoklonal/monoklonal = malign lenfomaya kadar  bir¢ok
lenfoproliferatif hastalik ile iliskilidir (23). PTLD gelisme riski hemopoetik kok
hiicre transplant alicilarinda % 1 ve solid organ transplant alicilarinda ise nakledilen
organin tipine bagl olarak % 1-20°dir. EBV seronegatif alicinin seropozitif bir
vericisinin olmasi, gens yas, vericinin veya alicinin uzun siiren ciddi T hiicre azlig1
olmasi, nakledilen organin ince bagirsak, kalp, akciger ve karaciger olmasi,, CMV
enfeksiyonu ve doku uyumsuzlugu PTLD ig¢in risk faktorleridir (30). AIDS de
lenfoproliferatif hastaliklar i¢in zemin olusturabilir. EBV, immiin yetmezligi olan
cocuklarda nadir goriilen leiomiyosarkomun etiyolojisinde de rol oynayabilir (23).

Oral sachi 16koplakide, oral epitelyumda EBV replikasyonu gdosterilmistir.
Lezyonlar 6zellikle HIV ile enfekte olgularda goriilen, dil sinirlarinda beyaz yamalar

seklindedir (31).
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X ile iligkili lenfoproliferatif sendrom (XLP), nadir goriilen ve oncelikle T ve
NK hiicreler ile iliskili kaliimsal bir immiin yetmezlik tablosudur. Hasta erkek
¢ocuklarda, EBV ile karsilasma, akut 6liimciil EM gelisimine veya lenfoproliferatif
hastalik ve/veya disgamaglobulinemi ile semptomatik hastaliga neden olur. XLP’den
sorumlu gen 1A igeren SH2 boélgesinde ¢oklu mutasyonlar saptanmistir. Tedavi
edilmeyen olgularda hastalik Oliimciildiir. Transplantasyon ve gen tedavisi ile

hastalik tedavi edilmeye ¢alisilmaktadir (23).

2.5.4. EBV ile lliskili Tiimorler

EBV, BL ve NFK olmak iizere en az iki kanserin etiyolojisinden sorumludur.
Bu tip tiimorlerin gelisiminde genetik veya bolgesel faktorlerin rolii tartismalidir.
Sitotoksik T lenfositleri i¢in hedef olan EBNA-2, EBNA-3 ve LMP antijenleri tiimor
olusumunda rol oynamaktadir. BL ile NFK’li hastalardan alinan biyopsi 6rneklerinde
elektron mikroskobuyla virus goriilmedigi halde, biyopsilerden hazirlanan lenfoblast
hiicre kiiltiirlerinde EBV ve antijenleri EBNA-1, biyopsi 6rneklerinde viral DNA ve
bu hastalarin serumunda yliksek titrede EBV’ye kars1 antikorlar bulunmustur (14).

EBV ile enfekte B lenfositleri, bazen in vivo malign transforme olarak BL
olugmaktadir. BL’li hastalarin B hiicrelerinde Ig sentezini yoneten gen lokusuna "c-
myc" pro-onkogenin yerlesmesiyle kromozomal translokasyonlar olmakta ve bunun
timor gelisimine yardim ettigi sanilmaktadir (14).

BL ve NFK disinda, Hodgkin Hastaliginin % 40-50’sinde, gastrik
adenokarsinomlarin % 2- 16’sinda T/NK lenfomalarinin % 90’indan fazlasinda ve
lenfoepitelioma benzeri karsinomlarin % 44-93’tinde tiimor hiicrelerinde EBV
genomu saptanmistir (14).

EBV ile iligkili tiimorlerde siklikla serumda ve beyin omurilik sivisinda
saptanabilir diizeyde EBV genomu bulunmakta ve periferik kan mononiikleer

hiicrelerinde ise yiiksek virus yiikii saptanmakta olup nedeni aydinlatilamamistir
(32).
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2.6. Tanisal Yontemler
2.6.1. Elektron Mikroskopi

Enfeksiyon latent oldugu ve virionlar enfekte dokuda yeterli miktarda

bulunmadigi anlamli bir tan1 yontemi degildir (23).
2.6.2. Antijen Saptama

EBV ile enfekte tiim hiicrelerde eksprese edilen tek antijen EBNA-1’dir.
Dikkatli se¢ilmis poliklonal serum veya bir monoklonal antikor ile yapilan anti-
kompleman immiinfloresan (ACIF) testi ile dokularin ve hiicre serilerinin EBNA-1
icin boyanmasi, EBV antijeninin saptanmasi i¢in en uygun yontemdir (33).
Latent/litik enfeksiyonun ayrimi ve EBV ile iligkili degisik tiimdrlerin hangi latentlik
tipi ile iliskili oldugunu saptamak i¢in immiinohistokimya en yaygin kullanilan

yontemdir (23).
2.6.3. Molekiiler Yontemler

EBV niikleik asit saptanmasinda molekiiler yontemler ¢ok onemlidir. Hangi
niikleik asit yonteminin kullanilacagina laboratuvarda var olan ydntemler, gelen
ornekler ve yanit aranan klinik durum ile karar verilebilir. Donmus ve parafinlenmis
doku kesitlerinde in situ hibridizasyon, hiicre siispansiyonlarinda sito-hibridizasyon,
dot-blot hibridizasyon, southern-blot hibridizasyon veya niikleik asit amplifikasyon
testleri (NAAT) gibi degisik yontemler kullanilmaktadir (23). Son zamanlarda
NAAT EBV saptanmasinda en sik kullanilan yontemlerdir ve RNA/DNA
ekstraksiyonunun arkasindan birgok degisik klinik Ornekte uygulanabilmektedir.
Degisik primerler, problar ve yontemler kullanilmaktadir (34). EBNA-1’in uzun
internal tekrar sekansini kodlayan korunmus BamHI W boélgesini hedefleyen problar
maksimum duyarliliga sahiptirler (35).

Real-Time PCR, DNA saptamak i¢in kullanilan hizli ve giivenilir bir
yontemdir. EBV icin ilk olarak 1999 yilinda uygulanmistir. Florojenik proplu PCR
tirlinlerini ger¢ek zamanli laser goriintiileme ile saptamaktadir ve PCR f{iriinlerinin es
zamanli olarak goriintiilenmesine olanak saglamaktadir. Son yillarda 6zellikle immiin

yetmezlik durumlarinda goriilen EBV ile iligkili patolojilerin saptanmasinda yaygin
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olarak kullanilmaktadir. Bu hasta grubunda viral genom miktarinin artig1 genellikle
patolojik bir gidisin gostergesidir. Yiiksek viral yiikke ragmen klinik hastaligin
olusmadigr veya klinik tabloya ragmen diisiik viral yiikiin saptandigi olgular
bildirilmistir. Latent virusun, bagisiklik sistemi baskilanmis konakta reaktivasyon
olusturmas1 bu sonuglara neden olabilir (37). Kontaminasyon ve inhibisyon i¢in her
zaman yeterli sayida kontrol ¢aligilmalidir (23).

In situ hibridizasyon ve sito-hibridizasyon ydntemleri az miktarda Srnege
gereksinim duyarlar. iImmiinohistokimya ile de kombine edilebilirler ve EBV’nin
tiimor dokusunda saptanmasinda uygun testlerdir. In situ hibridizasyonda, tek bir
hiicrede bile sekansa 6zgii RNA ve DNA saptanabilir ve enfeksiyonun hiicresel
lokalizasyonunu gosterebilir. Hibridizasyonda hem RNA hem DNA problari
kullanilabilir (38).

2.6.4. izolasyon Islemleri

EBV izolasyonu rutin degildir ve daha ¢ok arastirma amagli kullanilmaktadir.
Izolasyonu i¢in taze ayrilmis insan kordon lenfositleri, hiicreden armdirilms ve filtre
edilmis tiikkriik ve bogaz calkanti 6rnegi ile inokiile edilir ve dort hafta izlenirler.
Viral izolatlarin her biri EBNA-2 ve EBNA-3 genlerindeki polimorfizm temel
alinarak molekiiler yontemlerle tanimlanirlar. Izolatlar, Western blot ydnteminde
goriilen kendine 6zgili paterne sahip proteinleri kodladigi i¢in, her virus i¢in parmak

izi analizi yapmak miimkiindiir (23).
2.6.5. Serolojik Testler
Heterofil Antikorlar

Primer EBV enfeksiyonunun tanis1 igin tercih edilen yontem serolojik
testlerdir (39,40). Son zamanlarda, Paul-Bunnell testleri nadir kullanilmaktadir ve
yerine heterofil antikorlar i¢in hizli kalitatif agliitinasyon veya immiinokromatografik
testler yayginlasmistir. Bu testler, laboratuvarda ve hasta basinda kullanilmak iizere
hazirlanmis, EM hastalarinda diisiik duyarliliga sahip testlerdir. Laboratuvar
deneyimi olmayan kisilerin ise agliitinasyon testlerini yapmas1 giivenilir olmayip,

gercek pozitif sonucun degerlendirilmesi deneyim gerektirmektedir. Spontan
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agliitinasyonun okuma zamani gegen Orneklerde de goriildiigii icin testin okunma

zamanina dikkat edilmelidir (41).
EBV’ye Ozgii Antikorlar

EM’li hastalarin yaklasik % 15-20’sinin heterofil antikorlar1 yoktur ve taninin
dogrulanmasi i¢in EBV’ye 06zgili serolojiye gereksimi vardir. VCA’ya, erken
antijenin yaygin komponentine (EA/D), erken antijenin kisitli komponentine (EA/R)
ve EBNAantijenlerine kars1 olmak iizere, dort antijen kompleksine karsi antikorlar
saptanabilmektedir. VCA’ya karsi olusan anti-lgG, anti-lgM ve bazen de anti-IgA
antikorlarinin ayrimi1 da yapilabilmektedir (23).

Sekil 2.4. EBV enfeksiyonu serolojik profili (42).

EBYV Antijenleri ve Bu Antijenlere Kars1 Olusan Antikorlar
Viral Kapsid Antijeni

Ana VCA proteini 150 kDa bir proteindir ancak serolojide kullanilan VCA
kompleksinin i¢inde p18 ve p23 proteinleri de vardir (40). VCA, litik faza gecen
P3HR-1 hiicre dizilerinden eksprese edilen ve insan serumu ile reaksiyona giren
antijenlerin bir karigimidir (23). Enfekte VCA hiicre antijenleri iceren ELISA’lar
uzun zamandan beri kullanilmaktadir. Afinite ile saflagtirllmig antijen kullanan
testler rekombinant veya sentetik antijen igeren ELISA’lara gore daha iyi sonuglar

vermektedir (43).
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Early Antijeni

Anti- EA/D ve Anti- EA/R antikorlari, klasik olarak Raji hiicrelerinin forbol
ester ve sodyum butirat gibi maddelerle aktivasyonu sonunda bu hiicrelerin litik faza
gegirilmesi ile saptanmaktadir. Anti-EA/R kompleksi etanol fiksasyonu ile yok edilir
ve bu islem sonunda testte Anti-EA/D saptanir. Giiniimiizde tanisal amach
yaklagimlarda Anti-EA antikorlarinin ayirt edilmesi nadir yapilan bir uygulamadir.
ELISA’lar hiicre kiiltiirlinden elde edilen antijenler ve rekombinant EA proteinleri

igerirler ama bu testlerin duyarliligi ve ozgiilliigi distiktiir (41,44)
EBNA Antijeni

IFA ile EBNA boyanma paterni niikleerdir ve tim EBV ile enfekte hiicrelerde
vardir. Hasta serumunda olan bazi anti niikleer faktorlerin varligi nedeniyle olusan
niikleer boyanmay1 ekarte etme i¢in, testte EBV negatif hiicreler de calisilmalidir.

Hiicre kokenli EBNA antijeni veya rekombinant EBNA-1 antijeni i¢eren ticari
ELISA kitleri vardir. Rekombinant p72 antijeni igeren ELISA Kkiti, total anti-EBNA
IgG i¢in yapilan ACIF ile kiyaslandiginda % 95 ve daha fazla duyarlilik ve 6zgiilliige
sahiptir (44). Ayn1 antijen Immunoblot testlerinde de kullanilmaktadir (23). Tablo
2.6.’da degisik durumlarda tipik EBV serolojik profilleri belirtilmistir.

Tablo 2.6. Degisik durumlarda tipik EBV serolojik profilleri* (23).

Antijenlere kars1 antikorlarin varlig ve Ig izotipleri**

Anti- | Anti- | Anti- | Anti- Anti- | Anti- Anti-

Durum VCA [VCA |VCA |EAID |EAR |EBNA |EBNA-1
IgG IgM IgA IgG IgG IgG IgG

Seronegatif - - - - - - -

Devam eden ++ +++ + + +/- - -

primer

enfeksiyon

Yakin zamanda | ++ + + + + +/- -

gecirilmis

enfeksiyon
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Tablo 2.6. Degisik durumlarda tipik EBV serolojik profilleri* (23) (Devam).

Antijenlere kars1 antikorlarin varlig: ve Ig izotipleri
Anti- | Anti- | Anti- | Anti- Anti- | Anti- Anti-
Durum VCA [VCA |VCA |EAD |EAR |EBNA |EBNA-1
19G IgM IgA 19G 19G 19G 19G
Gegirilmis + - +/- - +/- + +
enfeksiyon
Kronik aktif +++ + +++ +++ + +++ +++
EBV
enfeksiyonu
NFK +++ |- +++ +++ + +++ +++
XLP +/- - - - - - -

*En sik kullanilan antijenler ve IgG izotipleri alinmustir.
**. antikor yok; +/- antikorlar yok veya diisiik diizeyde var; + antikor var.

++, antikorlar yiiksek titrelerde; +++ antikorlar ¢ok yiiksek titrelerde.
Anti-VCA IgG Avidite

Anti-VCA IgG avidite testi Anti-EBNA-1 negatif olgularda ve ayrica anti-
VCA IgM’in uzun siire pozitifliginin devam ettigi primer ve gecirilmis enfeksiyon
ayriminda kullanilabilir. Enfeksiyonun seyri sirasinda yiiksek avidite ile baglanan
antikorlar ile in vitro anti-VCA IgG avidite dlgiilebilmektedir. ilk olusan anti-VCA
IgG antikorlar disiik aviditeli olugsmaktadir. Zamanla, anti-VCA IgG antikorlar,
anti-VCA IgG DNA kodlanmis bolgede somatik hipermutasyon ile olgunlagirlar ve
daha sonra giiclii baglanma o6zelligi olan yiliksek aviditeli anti-VCA IgG’lere
dontigiirler. Bu doniisme siireci kisiden kisiye degisebilmekle birlikte, genellikle
primer EBV enfeksiyonundan sonra birka¢ hafta icinde olabilmektedir. Anti-VCA
IgG avidite dlgiimleri ELISA, IFA ve Immunoblot teknikleri ile yapilabilmektedir
(40).

2.6.6. Diger Laboratuvar Bulgular

Hastalarin ¢ogunda aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz

(ALT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyleri normalin 2-3 katina kadar yiikselmis
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bulunur. Alkalen fosfataz yiiksekligi de eslik edebilir. Normalin 10 katina ulasan
veya daha fazla yiikselen enzim diizeylerine nadiren rastlanabilir. Belirgin sarilik
nadir olmasina ragmen % 45 olguda hastaligin 2. haftasinda maksimuma ulasan hafif
bilirubin yiiksekligi olur. Hastalarin biiyiik kisminda orta derecede krioproteinemi

saptanir (28).
2.6.7. immiinofloresan Yontem

Immiinofloresan yontemler histokimyasal temele dayanmaktadir. Floresan
veren bir madde ile isaretlenmis dedektor antikorlar ile klinik 6rnekteki antijen veya
serumdaki antikorlarin saptanabilir. BL’li hastalardan alinan EBV ile transforme
olmus B hiicrelerinin iirettigi P3HR-1 ya da Raji gibi hiicreler kullanilmaktadir.
P3HR-1 hiicreleri EBNA-1’1 eksprese ederken, yaklasik % 5 ile 20’si de ¢ekirdekte
VCA’lart eksprese etmektedir. IFA yontemleri direkt veya indirekt olarak
uygulanabilir. Direkt yontemler, doku ya da viicut sivilarinda bulunan antijenlerin
tespitinde kullanilirlar. indirekt ydntemler ise serum veya viicut sivisinda bulunan
antikorlarin tespitinde kullanilir. Hasta 6rnegi, hedef antijenin sabitlenmis oldugu bir
lam tlizerine konulur ve inkiibe edilir. Hasta serumundaki 6zgiil antikorlar lam
lizerinde bulunan antijenle baglanarak kompleks olustururlar. Yikama ile
baglanmayan reaktifler giderilir ve sonra lam {izerine floresanla isaretlenmis anti-
immiinglobulin slispansiyonu uygulanir. Floresan 151g1n emisyonu ile sonuclanir. IFA
genelde kolay uygulanabilir ve pahali olmayan yararli yontemlerdir. Dokuda bulunan
Ozgilil antijenlerin lokalizasyonlar1 da belirlenebilir (40). 1966 yilinda EBV bu
yontem ile gosterilmistir (45). Zaman alic1 olmasi, pahali floresan mikroskobuna ve
degerlendirme i¢in egitimli ve deneyimli personele gereksinim gdstermesi olumsuz

yanlar1 olarak gdsterilebilir (23).
2.6.8. ELISA

ELISA’nin 6nemi giderek artmakta ve yaygin kullanim alan1 bulmaktadir.
Enzimle konjuge edilmis bir antijen veya antikorun kullanilmasi ve enzimin substrati
ile reaksiyona girmesiyle renkli bir reaksiyon iriinii olusur. Renk degisimi gozle
veya spektrofotometre ile izlenerek renk tonu ile Olgiilen analit miktar1 arasinda

orantisallik belirlenir. Bu yontemin en 6nemli basamagi, baglanmis enzim ile isaretli
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bilesenin serbest olanlardan ayirt edilmesidir (46). Bir numunedeki antijen ya da
antikorun bu molekiillerle birlesebilen, bilinen antikor veya antijen kullanilarak tespit
edilmesi ve enzim ile isarctlenmesi esasina dayanan yontemdir. Bu antijen-antikor
kompleksine sirasiyla enzim-konjugat ve substrat ilave edilerek olusan reaksiyonun
Ol¢iilmesiyle aranan madde varlig1 ve miktar1 degerlendirilir (47). EBV serolojisinde
1970’11 yillardan sonra kullanilmaya baslanmistir. Altin standart [FA yonteminde
goriilen birtakim zorluklar nedeniyle ELISA ile de ¢alismalar yapilmistir. VCA pl8
peptidi’nin  immiinojenik  oOzelligi yiiksek olup ELISA’da yaygin olarak
kullanilmaktadir. Anti-EBNA antikorlar1 i¢in EBNA-1 antijjeni en yaygin
kullanilanidir (48).

2.6.9. Immunoblot

Jel elektroforeziyle proteinlerin ayristirilmasi, bunlarin bir filtre {izerine
transferi ve hasta serumu ile karsilagtirildiklarinda ayristirllmig olan proteinler ile
alinan reaksiyonun sandvi¢ tipi ELISA yoOntemi kullanilarak degerlendirilmesine
dayanmaktadir. Immunblot yonteminde, kat1 faz membran filtredeki antijenler 6zgiin
antikorlar1 ile yapilan reaksiyon ile tamimlanirlar. Siklikla cesitli enfeksiyon
etkenlerine kars1 olugan antikor paternlerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (23).
Yiiksek o0zgilliigli nedeni ile dogrulama testi olarak Onerilir. Viral lizat veya
rekombinant antijenler (EBNA-1 i¢in p72, VCA igin p18, p23, EA igin p54, p138)
kullanilarak, tek bir serum oOrneginde EBV enfeksiyonunun serolojik tanisi ve

evrelemesi miimkiindiir (40).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Materyal Secimi ve Calisma Programm

Subat-Haziran 2013 zaman diliminde Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi pediatri kliniklerine ve/veya eriskin hematoloji kliniklerine
bagvuran lenfadenopati, farenjit, diizensiz ates, hepatomegali ve/veya splenomegali
bulgulart bulunan, EM siipheli 205 hastanin serum 6rnekleri ¢alismaya dahil edildi.
35 kisi kontrol grubu olarak alindi. Toplamda 240 serum 6rneginde IFA testi referans
yontem olarak kabul edilerek IFA, ELISA, Immunoblot ve Real-Time PCR testleri
calisildi (Bu calisma igin Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig
Etik Kurulu’ndan 2012/43 say1 ve 29 Mart 2012 tarihli raporu alindi).

Rutin olarak Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari seroloji
bolimiine 13x100 milimetre (mm)'lik 5 mL BD Vacutainer plastik jelli tiip ile
gonderilen kan numuneleri, 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Hemolizli ve
yetersiz serum Ornekleri ¢aligmaya alinmadi. Hastalardan istenilen rutin tetkikleri
bekletilmeden ¢alisildi ve sonug bildirildi. Kalan serum oOrnekleri her hasta i¢in, bes
farkli 2 ml’lik eppendorf tiipiine dagitildi ve ¢alisma sira numaralar ile etiketlendi.

Testler ¢alisilana kadar tiim 6rnekler -70°C’de saklandi.

3.2. Kullanilan Yontemler
3.2.1. indirekt Floresan

Calismada Euroimmun IFA (Luebeck, Almanya) kiti kullanildi. Test yalnizca
serum veya plazmada bulunan antikorlar: tespit etmektedir. Test antikorlarin kalitatif
ve kantitatif Olglimiine olanak verirken aym1 zamanda avidite Ol¢iimi de

yapilabilmektedir.

Bu yontemde, aranan antikorun niteligine gore diger serolojik deneylerde
oldugu gibi iire ile eliminasyon ve kompleman ile birlesme gibi ek protokoller
uygulanarak spesifik baglanmalar saglanmaktadir. Nitekim {ire kullanilarak anti-
VCA IgG aviditesi, kompleman kullanilarak da anti-EBNA antikor varligi

gosterilmektedir.
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Bir hasta numunesi i¢in 5 alandan olusan degerlendirme sahas1 mevcuttur.

Alan A ve B: Anti-VCA IgG tespiti igindir. VCA eksprese etmis P3HR-1
hiicreleri bulunur.

Alan C: Anti-VCA IgM tespiti i¢indir. VCA eksprese etmis P3HR-1 hiicreleri
bulunur.

Alan D: Anti-EA IgG tespiti igindir. EA eksprese etmis EU33 hiicreleri
bulunur.

Alan E: Anti-EBNA IgG tespiti igindir. EBNA eksprese etmis Raji hiicreleri
bulunur.

Birinci adimda; EBV antijenleri ile kapli Biochip’lerin hasta ornekleri ile
inkiibasyonun ardindan, hasta 6rneginde bulunmasi halinde; Anti-IgA, anti-IgG ve
anti-IgM sinifi antikorlar bu antijenler ile baglanmaktadir.

Ikinci adimda; Alan A, C ve D tuzlu fosfat buffer (phosphate buffered saline,
PBS) ile, alan B iire soliisyonu ile ve alan E kompleman soliisyonu ile inkiibe edilir.
Boylece alan B ve alan E de segici baglanma saglanir.

Uciincii adimda floresan isaretli molekiiller (Alan A, C, D i¢in anti-insan IgG,
alan B i¢in anti-insan IgM ve alan E i¢in anti-insan C3c) ile baglanma saglanir.

Sonuglar floresan mikroskop ile degerlendirilir.

Kitin igerigi soyledir:

1. Her biri EBV ile enfekte hiicrelerden olusan Biochip’lerle kapli ve her bir
hasta icin 5 olmak iizere toplam 10 alandan olusan slaytlar.

2. Floresan isaretli anti-insan IgG (Ke¢i immiinizasyonu yolu ile elde
edilmis).

3. Floresan isaretli anti-insan IgM (Keg¢i immiinizasyonu yolu ile elde
edilmis).

4. Floresan isaretli anti-insan C3c¢ (Tavsan immiinizasyonu yolu ile elde
edilmis).

5. Pozitif kontrol: EBV VCAya karsi olusmus anti-IgG sinifi antikorlar.

6. Negatif kontrol.

7. Toz halinde PBS.

8. Tween 20.

9. Ure soliisyonu 8 M.
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10. Yapsstirict soliisyon (Gliserol).

11. Kaplama lamelleri (62 mm x 23 mm).

12. Liyofilize kompleman (Insan kaynakli).

Test i¢in kullanilan malzemelerin hazir hale getirilmesi:

1. Slaytlar: Kullanima hazir olup 25°C’nin altindaki sicakliklar Biochip’ler
icin giivenilir kabul edildi.

2. Floresan isaretli antikorlar: Kullanima hazir ve 1s1ga duyarli olup buna
uygun ambalajla kapli idiler.

3. Pozitif ve Negatif kontroller: Kullanim i¢in hazirdilar.

4. PBS-Tween: Bir paket toz PBS 1 It distile su ve 2 ml Tween 20 ile partikiil
kalmayacak sekilde karistirilarak hazirlandi.

5. Ure soliisyonu: Kullanim igin hazirdi.

6. Yapistirici soliisyon: Kullanim igin hazirdu.

7. Liyofilize kompleman: -20°C’de saklanan liyofilize kompleman igerigine
+4°C’de olan distile su karistirllmadan ilave edildi ve 20 dakika buzdolabinda
bekletildikten sonra bir saatlik bozulma sinir1 asilmadan kullanildi.

Testin Uygulanmast:

1. -70°C’de saklanan serum oOrnekleri +4°C’de bekletildi ve daha sonra oda
1s1sina getirildi. 180ul PBS-Tween 20 soliisyonuna 20 pl serum eklenerek 1/10
oraninda diliie edildi (Kantitatif degerlendirme planlanmadig: i¢in seri diliisyonlar
yapilmadi).

2. Her bir degerlendirme alanma (5x25 pl) 25 pl dilie serum oOrnegi
(kontroller i¢in 25 pl pozitif ve negatif kontrol) slayt alanina denk gelecek sekilde
ayarlanmis noktalara hava kabarcigi kalmayacak sekilde eklendi ve {izerine slayt
kapatilarak 60 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasi slaytlar icerisi PBS-Tween ile dolu salede 5 dakika
bekletildi ve bu siirenin sonunda ¢ikarilan slaytlarin iizerine yavas bir sekilde PBS-
Tween dokiilerek yikandi.

4. Yikamadan sonra, Alan A, C ve D’ye 20 ul PBS-Tween 20, Alan B’ye 20
pl tre soliisyonu, Alan E’ye 20 pl taze hazirlanmis kompleman soliisyonu ilave
edilerek slaytlar kapatildi. 30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

5. Inkiibasyonun ardindan yikama islemi aym sekilde yapildi.
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6. Yikamay1 takiben her bir alan i¢in 20 pl uygun floresan isaretli antikorlar,
farkli antikora farkli pipet ucu kullanilarak ilgili noktalara ilave edildi ve slaytlar
kapatildi. 30 dakika oda 1s1sinda ve 151k gormeyecek sekilde inkiibe edildi.

7. Inkiibasyonun ardindan yikama islemi ayni1 sekilde yapildi.

8. Yikandiktan sonra slaytlar yumusak kurutma kagidi ile dikkatlice
kurulandi. Kaplayict lameller {izerine Biochip alanlarma denk gelecek sekilde
yapistirict solisyon 10 ul ilave edildi. Slaytlar Biochip yiizeyleri lamele gelecek
sekilde ve hava kabarciklarina dikkat edilerek kapatildi.

9. Slaytlar floresan mikroskopta 20 ve 40’lik biiyiitme alanlarinda incelendi.

Testin Degerlendirilmesi:

Pozitif kontrollerdeki floresan 1simalar gz Oniine alinarak pozitiflik siniri
saptandi. EBV anti-VCA IgG antikorlar1 (Alan A ve B) igin pozitif patern
sitoplazmadadir. Pozitif goriiniimlii hiicreler yaklasik olarak alandaki hiicrelerin %
10-20’sini olusturur ve genelde negatif hiicrelerden daha biiyliktiir. Bu ozellikleri
gosteren alanlar pozitif olarak degerlendirildi.

EBV anti-VCA 1gG avidite pozitiflik kriterleri anti-VCA IgG antikorlar1 ile
aynidir. Urenin zayif aviditeli antikorlar1 eliminasyon etkisi gdz Oniine alinarak,
negatif, diisiik ve ytliksek avidite seklinde puanlama yapildu.

EBV Anti-VCA IgM antikorlar1 (Alan C) anti-VCA IgG ile benzer goriiniim
sagladigi icin ayn pozitiflik kriterlerine gore karar verildi.

EBV Anti-EA antikorlar1 (Alan D) i¢in hiicre niikleusunda ince graniiler
floresan goriintii pozitif olarak kabul edildi.

EBV Anti-EBNA antikorlar1 (Alan E) i¢in niikleuslarinda karakteristik yonca
yapragi goriinimiinde graniiler floresan veren hiicrelerin varligi pozitif olarak kabul

edildi. Sitoplazmadaki floresan pozitif kabul edilmedi.



Anti-VCA IgG pozitif AntiVCA IgG negatif

Anti-VCA IgG Yiiksek Avidite Anti-VCA IgG Diisiik Avidite

Anti EBNA IgG pozitif AntiEBNA IgG negatif
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Anti-VCA IgM pozitif Anti-VCA IgM negatif

Anti-EA IgG pozitif Anti-EA IgG Negatif

Sekil 3.1. Calismamizda IFA ile elde ettigimiz mikroskobik goriintii 6rnekleri.
3.2.2. ELISA

Serum ornekleri c¢alisilmadan 6nce -70°C’den ¢ikartilip +4°C’de buzdolabinin
uygun rafinda bekletilerek ¢oziilmesi saglandi ve daha sonra oda 1sisina getirildi. Kit
olarak Euroimmun (Luebeck, Almanya) ELISA kitleri kullanildi. Anti-VCA IgG,
anti-VCA IgM, anti-EBNA 1gG, anti-EA IgG antikorlar1 ve anti-VCA IgG avidite
calisildi. Bio-tek eIx88 (Winooski, Vermont USA) cihazinda absorbanslari
okutularak sonuglar elde edildi ve kaydedildi.

Anti-VCA IgM Testi

1. Tim reaktifler kullanimdan yaklasik 30 dakika oOnce buzdolabindan
cikarilip oda sicakligina (18°C-25°C) getirildi.
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2. Hasta serumlari serolojik tiiplerde 6rnek tampon soliisyonu Romatoid faktor
(RF) isaretli keci kaynakli anti- insan IgG) ile 1/101 oraninda sulandirildi ve
vortekslendi.

3. VCA gp125 antijeni ile kapli kuyucuklara negatif kontrol (insan kaynakli
anti-IgM), pozitif kontrol (Insan kaynakli anti-IgM) ve kalibrator (Insan kaynakl
anti-IgM) ve sulandirilmig serum 6rneklerinden 100 pL ilave edildi.

4. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

5. Kuyucuklar otomatize yikama cihazinda 3 kez yikama soliisyonu ile
yikandi ve aspire edildi.

6. Kuyucuklara 100 pL enzim konjugat (Kegi kaynakli, peroksidazla isaretli
anti-insan IgM) ilave edildi.

7. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

8. Kuyucuklar otomatize yikama cihazinda 3 kez yikama soliisyonu ile
yikandi ve aspire edildi.

9. Kuyucuklara 100 upL kromojen/substrat (Tetrametilbenzidin/hidrojen
peroksit) ilave edildi.

10. Oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

11. Kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu (0.5 M siilfirik asit) ilave edildi.

12. Fotometrik 6l¢iim 30 dakika iginde spektrofotometrede 450-620 nm dalga
boyu araliginda yapildu.

Anti-VCA IgG, Anti-EBNA 1gG ve Anti-EA 1gG Testleri

Her {i¢ testin de ¢alisma prensibi ayn1 olup soyledir:

1. Tum reaktifler kullamimdan yaklasitk 30 dakika oOnce buzdolabindan
¢ikarilip oda sicakligina (18°C-25°C) getirildi.

2. Hasta serumlar1 serolojik tiiplerde 6rnek tampon soliisyonu ile 1/101
oraninda sulandirildi ve vortekslendi.

3. Antijen kapl kuyucuklara negatif kontrol (Insan kaynakl1 anti-lgM), pozitif
kontrol (Insan kaynakli anti-IgM) ve kalibratérler (insan kaynakli anti-IgM) ve
sulandirilmis serum orneklerinden 100 pL ilave edildi.

4. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
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5. Kuyucuklar otomatize yikama cihazinda 3 kez yikama soliisyonu ile
yikandi ve aspire edildi.

6. Kuyucuklara 100 pL enzim konjugat (Tavsan kaynakli, peroksidazla isaretli
anti-insan IgG) ilave edildi.

7. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

8. Kuyucuklar otomatize yikama cihazinda 3 kez yikama soliisyonu ile
yikand1 ve aspire edildi.

9. Kuyucuklara 100 upL kromojen/substrat (Tetrametilbenzidin/hidrojen
peroksit) ilave edildi.

10. Oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

11. Kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu (0.5 M siilfirik asit) ilave edildi.

12. Fotometrik 6l¢tim 30 dakika iginde spektrofotometrede 450-620 nm dalga
boyu araliginda yapildu.

Anti-VCA 1gG Avidite Testi

Anti-VCA IgG avidite testi i¢in mikro ELISA kiti (Euroimmun, Almanya)
kullanildi. Testin ¢alisma prensibine gore;

1. Tim reaktifler kullanimdan yaklasik 30 dakika once buzdolabindan
c¢ikarilip oda sicakligina (18°C-25°C) getirildi.

2. Hasta serumlar1 serolojik tliplerde 6rnek tampon soliisyonu ile 1/101
oraninda sulandirildi ve vortekslendi.

3. Antijen kaph kuyucuklara kontroller (diisiik avidite, yiiksek avidite) ve
sulandirilmis serum orneklerinden 100 pL ilave edildi. Her kontrol ve hasta serumu
icin yan yana iki kuyucuk kullanildu.

4. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

5. Kuyucuklar bir kez yikama soliisyonu ile yikandi1 ve aspire edildi.

6. Her kontrol ve ornek i¢in ilk kuyucuga 200 pL ire soliisyonu, ikinci
kuyucuga 200 puL fosfat tamponu ilave edildi.

7. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

8. Kuyucuklar 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi ve aspire edildi.

9. Kuyucuklara 100 puL enzim konjugat (Peroksidazla isaretli anti-insan 1gG)
ilave edildi.
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10. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

11. Kuyucuklar 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi ve aspire edildi.

12. Kuyucuklara 100 uL kromojen/substrat (Tetrametilbenzidin/hidrojen
peroksit) ilave edildi.

13. Oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

14. Kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu (0.5 M siilfirik asit) ilave edildi.

15. Fotometrik 6l¢iim 30 dakika iginde spektrofotometrede 450-620 nm dalga
boyu araliginda yapildi.

16. Relatif avidite indeksi (RAI) = iireli 6rnek optik dansitesix100

iiresiz 0rnek optik dansitesi

formiilii ile yilizde olarak hesaplanda.
17. RAI <%40= Diisiik avidite
RAI %40-%60= Sinirda avidite
RAI >%60= Yiiksek avidite olarak degerlendirildi.
18. Oncelikle kontrollere (diisiik, sinirda, yiiksek avidite) ait RAI sonuglarina
gore testin performanst belirlendi. Takiben hasta serumlarinin RAI sonuglari

degerlendirildi.
3.2.3. Immunoblot

EBV spesifik anti-VCA IgM, anti-VCA IgG, anti-EBNA-1 IgM, anti-EBNA-
1 1gG, anti-p22 IgM, anti-p22 IgG ve anti-EA IgM, anti-EA IgG antikorlarini
saptamak i¢in Euroline anti-EBV profil 2 Immunoblot kiti (Euroimmun, Almanya)
kullanildi. Testin ¢alisma prensibine gore;

1. Tim reaktifler kullanimdan yaklasik 30 dakika Once buzdolabindan
c¢ikarilip oda sicakligina (18°C-25°C) getirildi.

2. EBV VCA gpl25, VCA pl9, EBNA-1, p22 ve EA-D antijenleri ile
immiinglobiilin (IgG/IgM) kontroliinii paralel bantlar halinde iceren test seritleri
inkiibasyon kanallarina yerlestirildi.

3. Her kanala 1.5 mL bloklayici tampon soliisyonu eklendi.

4. Oda sicakliginda ¢alkalayicida 15 dakika inkiibe edildi.

5. Kanaldaki soliisyon aspire edildi.
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6. Hasta serumlar1 serolojik tiiplerde iiniversal tampon c¢ozeltisi ile 1/51
oraninda sulandirildi ve vortekslendi.

7. Test seritlerinin bulundugu inkiibasyon kanallarina sulandirilmig serum
orneklerinden 1.5 mL ilave edildi.

8. Oda sicakliginda 30 dakika calkalayicida inkiibe edildi.

9. Kanaldaki soliisyon aspire edildi.

10. Kanala 1.5 mL tiniversal tampon ¢ozeltisi ilave edilerek 3 defa 5’er dakika
calkalayicida yikanda.

11. Kanaldaki soliisyon aspire edildi.

12. Kanala 1.5 mL enzim konjugat (Kegi kaynakli, alkalen fosfatazla isaretli
anti-insan IgG/IgM) ilave edildi.

13. Oda sicakliginda 30 dakika ¢alkalayicida inkiibe edildi.

14. Kanaldaki soliisyon aspire edildi.

15. Kanala 1.5 mL {iniversal tampon ¢ozeltisi ilave edilerek 3 defa 5’er dakika
calkalayicida yikandi.

16. Kanaldaki soliisyon aspire edildi.

17.Kanala 1.5 mL substrat (Nitroblutetrazolyumklorid/5-Bromo-4-kloro-3-
indolilfosfat) ilave edildi.

18. Oda sicakliginda 10 dakika calkalayicida inkiibe edildi.

19. Kanaldaki soliisyon aspire edildi.

20. Kanala 1.5 mL distile su ilave edilerek 3 defa 1’er dakika calkalayicida
yikandu.

21. Kanaldaki soliisyon aspire edildi.

22. Seritler degerlendirme protokoliine gore yerlestirildi ve havada kuruyup
nemi giderildikten sonra degerlendirildi.

Immunblot ile EBV spesifik anti-IgM/anti-IgG antikorlarinin saptanmasinda
ayni test protokolii uygulandi; sadece enzim konjugat asamasinda immiinglobiilin

izotipine uygun reaktif kullanildi.
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Sekil 3.2. Immunoblot testi sonuc¢larinin sematik goriiniimii (49).

Immunoblot sonuglarina gore;

1. Seronegatif;

2. Akut enfeksiyon (anti-VCA IgM +, anti-VCA IgG +/-, anti-EBNA 1gG -,
anti-EA 1gG +/-);

3. Gegirilmis enfeksiyon (anti-VCA IgM -, anti-VCA 1IgG +, anti-EBNA IgG
+, anti-EA 1gG -)

4. Reaktivasyon (anti-VCA IgM +/-, anti-VCA 1gG +, anti-EBNA 1gG +,
anti-EA IgG +) olmak tizere toplam dort grup EBV serolojisi belirlendi.
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Sekil 3.3. Calismamiz Immunoblot testi akut enfeksiyon serolojisi 6rnegi.
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Sekil 3.4. Calismamiz Immunoblot testi gecirilmis enfeksiyon serolojisi 6rnegi.
3.2.4. Real-Time PCR

EBV enfeksiyonu tanisinda Real-Time PCR cihazinin avantajlar1 geleneksel
PCR yontemi tlizerinde olup gelistirilmis duyarlhilik, sinyalin ger¢cek zamanl
izlenmesini igcermektedir ve kontaminasyon riskini azaltmaktadir (50).

Calismamizda kullanilan EBV Real-Time PCR Kiti (Bioneer, Kore);
Exicycler™ 96 gercek zamanli kalitatif termal blogu (Bioneer, Kore) kullanarak,
Klinik o6rneklerde EBV DNA’sinin gergek zamanli Kkalitatif tespiti igin hazir
kullaniml kittir.

Testte kullanilan geregler:

1. ExiPrepl6 Plus model tam otomatik niikleik asit ekstraksiyon sistemi
(Bioneer, Kore).

2. ExiPrep viral DNA/RNA ekstraksiyon Kiti (Bioneer, Kore).

3. ExiCycler 96 model Real-Time PCR cihaz1 (Bioneer, Kore).

4. ExiSpin model multi spin santrifiij cihaz1 (Bioneer, Kore).

5. EBV-1111 diagnostik kit (Bioneer, Kore).

EBV-1111 Diagnostik Kit’in icerisinde bulunan EBV premix tiip, EBV
DNA’sinin belirli genom bélgesi arttirmak icin EBV spesifik primerler, ¢ift etiketli
florojenik prob, DNA polimeraz, dNTPs ve stabilizatorler de dahil olmak iizere, PCR
reaksiyonu i¢in tiim bilesenleri igerir. EBV patojen tespiti, belirli bir primer seti ve
cift etiketli prob ile birlikte EBV toplam genomunun belirli RNA bdlgelerinin
giiclendirilmesi esasina dayanir. Primer setler ve prob biyoinformatik analiz

tarafindan EBV genomunun son derece korunmus bdlgesinden tasarlanmstir.
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Amplifiye edilmis {iriinlerin miktar1 termal devir esnasinda EBV’ye 6zgii prob (5'-
FAM) floresan birikimi ile dlgiilebilir.
Real-Time PCR testinin uygulanisi; 6ncelikle DNA izolasyonu, izole edilen

DNA’nin denatiirasyonu, amplifikasyonu ve sonuglarin analizini icermektedir.
DNA izolasyonu

Real-Time PCR i¢in dncelikle serum Orneklerinden viral DNA izole edildi.
Bunun i¢in ExiPrep viral DNA/RNA ekstraksiyon kiti kullanildi.

1. Real-Time PCR testi i¢in serum oOrnekleri ¢alisilmadan once -70°C’den
cikartilip buzdolabinin uygun rafinda bekletilerek ¢oziilmesi saglandi. Daha sonra
oda 1s1sina getirildi.

2. Kitin igerisinden ¢ikan 1 ve 2 numarali kartuslar ¢alisilacak o6rnek sayisina
gore (En az 1, en fazla 16 6rnek) 6zel delgecle delindi. Sadece 1 no’lu kartusun
ornek gozlerine 200 uL serum ilave edildi.

3. 1 ve 2 numarali kartuslar ekstraksiyon cihazi i¢inde belirtilen boliimlere
konuldu ve tam olarak yerlestiginden emin olundu.

4. Eliisyon tiipleri (0,2 mI’lik PCR tiipleri) ve pipet uglarmi ilgili raklariyla
plakanin yaziyla belirtilen boliimlerine yerlestirildi.

5. Atik kutusu yerlestirildi. Cihazin 6n boliimdeki "AC" tusuna basildi ve gii¢
baglantisin1 tamamland.

6. 100 dakika sonunda 200 pL 6rnek kullanilarak 25 pL eliisyon hacminde
EBV DNA’s1 eppendorf tiiplerinde elde edilmis oldu.

7. Tek seferde 16 serum calisilabildigi i¢in yeterli sayiya ulasilana kadar elde

edilen DNA oOrnekleri numaralandirilarak -20°C’de saklanda.
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Sekil 3.5. DNA izolasyonu (51).

DNA Denatiirasyonu ve Amplifikasyonu

Calismada EBV-1111 Diagnostik Kit kullanildi. 96 kit kapasiteli Bioneer
marka ExiCycler 96 model Real-Time PCR Cihazi kullanildi. Calisma prosediirii su
sekildeydi:

1. Reaktifler ve DNA 6rnekleri derin dondurucudan ¢ikarilip oda sicakligina
(18°C-25°C) getirildi.

2. Kit i¢inde bulunan malzemeler; EBV pozitif kontrol DNA (standart), EBV
premiks (8’11 strip halinde), internal kontrol (IPC) DNA ve distile su.

3. Kitin i¢indeki malzemeler ve ekstrakte ettigimiz DNA ornekleri
vortekslendi ve kisa siire santrifiij edildi.

4. EBV premikslerin bulundugu tiipler igerisine 1’er pL internal kontrol ilave
edildi.

5. Standartlar (5 adet), internal kontrol eklenmis premiks karigimina 5’er pL
ilave edildi.

6. DNA ornekleri, internal kontrol eklenmis premiks karigimmna 10°ar pL

ilave edildi.
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7. Toplam hacimler 50 pL olacak sekilde (standart ilave edilen master
mikslerin lizerine 44 pL, DNA’larin ilave edildigi master mikslerin {izerine 39 pL)
distile su eklendi.

8. Kontaminasyonu 6nlemek i¢in optik yapistirict kapaklar ile tiipler kapatildi.

9. Exispin cihazinda reaksiyon tiipleri kuvvetlice vortekslendi ve santrifiij
yapildi. Hazirlanan reaksiyon karigimlarini tiiplerin dibinde toplamak amaciyla sabit
girdap icin 20 sn /5 sn cfg. 2500 devir /7 dongii uygulandi.

10. Tipler ExiCycler 96 model Real-Time PCR cihazi igerisine yerlestirildi.

11. Denatiirasyon ve amplifikasyon islemi cihazda gergeklestirildi.

Tablo 3.1.’de EBV Real-Time PCR kiti i¢in termal dongii kosullar1 verilmistir.

Tablo 3.1. EBV Real-Time PCR kiti i¢in termal dongii kosullart (52).

Dongii Yapilan Islem Sicaklik Zaman Siklus
Basamaklari Sayis1
1 Predenatiirasyon 95°C 5 dakika 1
2 Denatiirasyon 95°C 5 saniye 1
3 Baglanma ve uzama | 55°C 5 saniye 1
4 Tarama 1
5 Denatiirasyon 45
asamasindan itibaren
tekrar dongiiye
baslangic

12. Veriler ExiDiagnosis (Diagnostik Yazilim Versiyon 1.27.3) kontrol ve

analiz yazilimi kullanilarak degerlendirildi.
Analiz Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

Bioneer marka ExiCycler 96 model Real-Time PCR cihazinda Real-Time
PCR yontemi ile elde edilen iirlinlerin analizinde 2 floresan boyadan (FAM,
TAMRA) vyararlanilir. Reaksiyon sirasinda floresan yogunlugunun monitorize
edilmesi PCR f{irlinlerinin kantitatif olarak saptanmasimi saglar. EBV spesifik

sinyaller FAM, internal kontrol spesifik sinyaller ise TAMRA kanalinda saptanir.
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Sonucta FAM kanalinda EBV DNA varligi, TAMRA kanalinda muhtemel PCR
inhibisyonu kontrol edilir.

EBV pozitif kontrol DNA (standart)’larin esik siklusuna (threshold cycle; CT)
ve viral DNA konsantrasyonlarina gore standart egri olusturularak 6rneklerdeki viral
DNA miktar1 (kopya/mL) saptanir.

1. FAM floresan sinyal, drneklerde tespit edilmigse, bu 6rneklerin EBV DNA
icerdigini gosterir.

2. Eger 6rneklerde FAM floresan sinyal yoksa, ama TAMRA floresan sinyal
tespit edilmisse, bu 6rneklerin EBV DNA igermedigini gosterir.

3.Hem o6rneklerde, hem de IPC de sinyal yoksa, hi¢bir sonuca varilmamastir.
Bunun sebebi inhibisyon olabilir. Caligmanin tekrar edilmesi uygundur. Tablo

3.2.’de Real-Time PCR veri analizi igin 6rnek gosterilmistir.

Tablo 3.2. Real-Time PCR veri analizi i¢in ornek (52)

FAM TAMRA SONUC
Cut-off degeri <40 Ct <35 Ct Uygun
Pozitif kontrol + + Uygun
Negatif kontrol - + Uygun
Ornek + - EBV DNA
varligi
Ornek - - Tekrar
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Sekil 3.6. Calismamizda Real-Time PCR cihazinda kantitatif EBV-DNA

sonuglarinin degerlendirilmesi.
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Sekil 3.7. Calismamizda olusan bir standart egri.
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H2 False k33 IPC_EBV_Quantity ; IPC TAMRA BHQ 2556 0.00E+00 1547 Auto
5] False K3 BBV Sample iFAM BHQ Undetermin: - 662 Auto
A3 False K3 IPC_EBV Quantity : IPC TAMRA BHQ 2607 0.00E+00 1547 Auto
B3 False k4 BBV Sample  iFAM BHQ Undetermin: - 682 Auto
B3 False k4 IPC_EBV_Quantity : IPC TAMRA BHQ 2554 0.00E+00 1547 Auto ap etting
G False ke BBV Sample iFAM BHQ Undetemmin: - 882 Auto
G Flse KB IPC_FBV Quartty FC i TAMRA BHO B OEHD 547 Auto Color Prabe M
03 False K12 BBV Sample  iFAM BHQ Undetermin: - 882 Auto e e
D3 False k12 IPC_EBV_Quantity ; IPC TAMRA BHQ 11 0.00E+00 1547 Auto
B Fle ki BBV Sample < FAM B0 Undetermin - 62 Auto W esv
B False K14 IPC_EBV_Quantity ; IPC TAMRA BHQ %92 0.00E+00 1547 Auto W IPC_E5V Quantly
5] False k17 BBV Sample iFAM BHQ Undetermin: - 662 Auto
F3 False Ki7 IPC_EBV Quantity : IPC TAMRA BHQ 2604 0.00E+00 1547 Auto
5] False K18 BBV Sample iFAM BHQ Undetermin: - 882 Auto
G3 False K18 IPC_EBV_Quantity : IPC TAMRA BHQ 2594 0.00E+00 1547 Auto
H3 False K19 BBV Sample iFAM BHQ Undetemmin: - 882 Auto
W Falee K10 10 FRY Muaniby 107 MDY RHI MR 1647 bitn T

Sekil 3.8. Calismamiz EBV DNA (kopya/ ml) sonuglari.
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4. BULGULAR

Calismamiza Subat—Haziran 2013 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi pediatri ve/veya eriskin hematoloji kliniklerine
basvuran EBV enfeksiyonu siipheli 205 hasta dahil edilmistir. Hasta grubunda
pediatri bolimiinden 190 hasta olup tiim hastalarin % 92.7’sini olusturmaktadir. 190
pediatrik hasta i¢inde erkeklerin sayis1 106 (% 55.8), kadinlarin sayis1 84 (% 44.2)
bulunmustur. Pediatrik grubun yas ortalamasi 87 + 56 ay olup, en kiiclik hasta 7
aylik, en bliyiik hasta ise 216 (18 yas) aylik’tir. Hematoloji boliimiinden 15 hasta
olup tiim hastalarin % 7.3’{inii olusturmaktadir. Hematoloji hastalarinin 6 (% 40)’s1
erkek, 9 (% 60)’u kadin hastadir. Yag ortalamasi 41.3 + 16.5 yas olup, en kii¢iik yas
19, en biiyiik yas 66’dir. Kontrol grubu olarak higbir sikayeti olmayan ¢ocuk ve
eriskinlerden olusan 35 kisi se¢ilmistir. Bu grubun 16 (% 45.7)’st erkek, 19 (%
54.3)’u kadindir. Cocuk grubunda 31 (% 88.5) kisi, eriskin grupta 4 (% 11.5) kisi
vardir. Yas ortalamast 11.2 = 12 yas olup, en kiiciik yas 1, en biiyiikk yas 54’tiir.
Tablo 4.1.°de hasta ve kontrol gruplarinin boliim ve cinsiyete gore dagilimi

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol gruplariin boliim ve cinsiyete gére dagilimu.

Boliim
Pediatri Erigkin Kontrol Toplam
Hematoloji Grubu
Cinsiyet Erkek 106 6 16 128
Kadin 84 9 19 112
Toplam 190 15 35 240

Klinik olarak EBV enfeksiyonundan bogaz agrisi, ates yiiksekligi, servikal
lenfadenopati, splenomegali/hepatomegali, viicutta dokiintii, karaciger enzim
yiikseklikleri gibi bulgular varlig1 ile sliphelenilmis olup, bu dogrultuda serolojik
olarak EBV arastirilmasi istenmistir. Hastalarin 78 (% 38)’inde bogaz agrisi, 82 (%
40)’sinde ates yiiksekligi, 68 (% 33.1)’inde lenfadenopati, 32 (% 15.6)’sinde
splenomegali/hepatomegali, 24 (% 11.7)’linde viicutta dokiintii, 35 (% 17)’inde
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karaciger enzim yiiksekligi saptanmistir. Tablo 4.2.’de hasta ve kontrol gruplari

klinik bulgularinin cinsiyet ve boliimlere gore dagilimi gosterilmistir.

Tablo 4.2. Hasta ve kontrol gruplari klinik bulgularinin cinsiyet ve boliimlere gore

dagilimi.
Cinsiyet Boliim
Erkek = Kadin | Pediatri | Eriskin Kontrol = Toplam
Hematoloji = Grubu
Bogaz Agrist Var 43 35 73 5 0 78
Yok 85 77 117 10 35 162
Lenfadenopati Var 40 28 59 9 0 68
Yok 88 84 131 6 35 172
_ Ates Yiiksekligi Var 48 34 75 7 0 82
% Yok 80 78 115 8 35 158
@ | Karaciger Var 20 15 32 3 0 35
% Enzim

§ Yiiksekligi Yok 108 97 158 12 35 205
Organomegali Var 17 15 30 2 0 32
Yok 111 97 160 12 35 208
Viicutta petesi/ Var 10 14 23 1 0 24
purpura Yok 118 98 167 14 35 216
Toplam 128 112 190 15 35 240

Hasta grubu 205 kisi ve kontrol grubu 35 kisi olmak {izere toplamda 240
kiside IFA referans yontem olarak alinarak IFA, ELISA, Immunoblot testleri ile
EBV enfeksiyonu serolojisi ve Real-Time PCR testi ile EBV DNA varligi
arastirilmastir.

IFA referans yontem ile elde edilen sonuglar, EBV tanist i¢in belirlenen
standartlar dogrultusunda siniflandirilmistir (23). Ayn1 zamanda bu serolojik evreler
ile VCA IgG Avidite artis1 arasindaki iliski de arastirilmistir. Tablo 4.3.’de IFA

yontemine gore EBV serolojik evrelemesi belirtilmistir.



Tablo 4.3. IFA yontemine gore EBV serolojik evrelemesi.
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IFA Anti- | Anti- | Anti- IFA Anti-VCA IgG Avidite
Serolojik Evre VCA | VCA | EBNA Toplam
IgM 1gG 1gG Negatif Dusiik = Yiiksek
Seronegatif - - 38 0 0 38
Akut enfeksiyon + +/- - 0 21 0 21
Yakin zamanda - i - 0 5 9 14
gecirilmis
enfeksiyon
Gegirilmis - + + 0 11 153 164
enfeksiyon
Maternal antikor - +/- +/- 1 0 2 8
varligi
Toplam 39 37 164 240

IFA testine gore serolojik olarak, 38 (% 15.8) seronegatif, 21 (% 8.8) akut

enfeksiyon, 14 (% 5.8) yakin zamanda geg¢irilmis enfeksiyon, 164 (% 68.3)

gecirilmis enfeksiyon ve 3 (% 1.3) maternal antikor varlig1 bulunmustur.

Sekil 4.1. IFA yontemine gére EBV serolojik profili dagilimlari.

= Seronezatif

= Akut enfeksivon

wYakm zamanda

secirimiy en feksivon
m Gecirilmiy enfel syon

m M aternal antikor

varha:

ELISA tanm1 yontemiyle elde edilen sonuglar, EBV tanisi i¢in belirlenen

standartlar dogrultusunda smiflandirilmiglardir. ELISA testi ile evreleme yapilirken

anti-VCA IgM ve anti-VCA IgG birlikte pozitifliklerinde ve anti-VCA 1gG ve anti-



46

EA IgG birlikte pozitifliklerinde, akut enfeksiyon/yakin zamanda gecirilmis
enfeksiyon/reaktivasyon ayriminda yardimci olmasi amactyla, VCA IgG avidite testi
calisilmigtir. Buna gore 30 serum Orneginde anti-VCA IgG avidite ¢alisilmis olup
15’inde diisiik, 13’tinde yiiksek, 2’sinde de ara avidite degerleri bulunmustur. 210
hastada anti-VCA IgG avidite ¢alisilmamustir. Tablo 4.4.”de ELISA yontemine gore

EBYV serolojik evrelemesi sunulmustur.

Tablo 4.4. ELISA yontemine gore EBV serolojik evrelemesi.

ELISA Anti-VCA IgG Avidite
ELISA Serolojik Toplam
Evre Diistik Ara Deger Yiiksek Caligilmadi

Seronegatif 0 0 0 41 41
Akut enfeksiyon 15 2 2 4 23
Yakin zamanda 0 0 1 13 14
gecirilmis enfeksiyon
Gegirilmis 0 0 10 150 160
enfeksiyon
Maternal antikor 0 0 0 2 2
varlig1

Toplam 15 2 13 210 240

ELISA sonuglarina gore 41 (% 17.1) seronegatif, 23 (% 9.6) akut enfeksiyon,
14 (% 5.8) yakin zamanda gegirilmis ve 160 (% 66.7) gecirilmis enfeksiyon ve 2 (%

0.8) maternal antikor varlig1 saptanmustir.

= Seronezatif
m Akot enfeksivon
Y akm zamanda
m Gecirilmis enfek syvon

m M aternal antikor
varlys

Sekil 4.2. ELISA yontemine gore EBV serolojik profili dagilimlari.
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Elde edilen bu smiflandirma daha sonra referans test IFA sonuclariyla
karsilastirilmistir. ELISA/IFA uyum oranlari seronegatiflik i¢in 38/38 (% 100), akut
enfeksiyon icin 20/21 (% 95.2), yakin zamanda gegirilmis enfeksiyon i¢in 8/14 (%
57.1), gecirilmis enfeksiyon i¢in 157/164 (% 95.7) ve maternal antikor varligi i¢in ise
2/3 (% 66.6) olarak bulunmustur. Tablo 4.5.°de ELISA yontemiyle elde edilen

evrelerin IFA yontemiyle elde edilen evrelerle karsilastirilmasi gosterilmistir.

Tablo 4.5. ELISA yontemiyle elde edilen evrelerin IFA yontemiyle elde

edilen evrelerle karsilastirilmasi.

IFA Serolojik Evre
ELISA Seronegatif Akut Yakin Gegirilmis Maternal
Serolojik Evre enfeksiyon | zamanda @ enfeksiyon antikor Toplam
gecirilmis varligi
enfeksiyon
Seronegatif 38 0 1 1 1 41
Akut enfeksiyon 0 20 2 1 0 23
Yakin zamanda 0 1 8 5 0 14
gecirilmis
enfeksiyon
Gegirilmis 0 0 3 157 0 160
enfeksiyon
Maternal antikor 0 0 0 0 2 2
varlig1
Toplam 38 21 14 164 3 240

Anti-VCA IgM, anti-VCA 1gG ve anti-EBNA IgG ve anti-EA IgG
antikorlarinin her biri i¢in duyarhilik ve 6zgiilliik oranlar1 ayr1 ayr1 hesaplanarak
ELISA testinin performansi tek parametre bazinda degerlendirilmistir. Tablo 4.6.’da
ELISA yontemiyle elde edilen sonuglarin IFA ydntemiyle elde edilen sonuglarla

karsilastirilmasi sunulmustur.



Tablo 4.6. ELISA yontemiyle elde edilen sonuglarin IFA yontemiyle elde edilen

sonuclarla karsilastirilmasi.
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IFA ELISA

ELISA Pozitif = Negatif Duyarlilk = Ozgillik = Pozitif =~ Negatif

Prediktif = Prediktif

Deger Deger

Anti-VCA Pozitif -‘ 84 95.8 70 98.1
IgM Negatif ‘ -‘

Anti-VCA Pozitif -‘ 96.5 97.4 99.5 84.4
196 Negatif -‘

ANG-EBNA | Pozitif -‘T 92.2 87.7 94.5 83.1
196 Negatif 13 -‘

Anti-EA 1gG | Pozitif -‘T 201 % 80 | %04
Negatif 22 -‘

ELISA yonteminin duyarhilik ve 6zgiilligii sirastyla anti-VCA IgM icin % 84
ve % 95.8, anti-VCA IgG i¢in % 96.5 ve % 97.4, anti-EBNA IgG igin % 92.2 ve %
87.7, anti-EA 1gG igin ise % 26.7 ve % 99 bulunmustur. En yiiksek duyarlilik anti-

VCA IgG antikoru icin bulunurken, en diisiikk deger anti-EA IgG antikoru ig¢in

bulunmustur. Ozgiilliik icin en yiiksek deger anti-EA IgG antikoru i¢in bulunmusken,

en diisiik deger anti-EBNA IgG i¢in bulunmustur.

Calismada bir diger test olan Immunoblot yontemiyle alinan sonuglar da EBV

tanist icin belirlenen standartlar dogrultusunda smiflandirilmistir.

Immunoblot

yontemi sonuglara gore 35 (% 14.6) seronegatif, 17 (% 7) akut enfeksiyon, 18 (%

7.5) yakin zamanda gecirilmis enfeksiyon ve 166 (% 69.2) gecirilmis enfeksiyon ve

4 (% 1.7) maternal antikor varligi saptanmistir.



= Serpnezatif
m Akut enfeksivon
= Yakm zamanda

secirilmis en felsivon
m Gecirilmiy enfek gyon

m M aternal antikor
varh=:

Sekil 4.3. Immunoblot yontemine gére EBV serolojik profili dagilimlari.
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Immunoblot yontemiyle elde edilen evrelerin uyumu referans test olan IFA

sonuclartyla karsilagtirilmistir. Immunoblot/IFA uyum oranlar1 seronegatiflik icin

34/38 (% 89.4), akut enfeksiyon icin 14/21 (% 66.6), yakin zamanda gecirilmis
enfeksiyon i¢in 4/14 (% 28.5), gegirilmis enfeksiyon icin 156/164 (% 95.1) ve

maternal antikor varligi i¢in ise 3/3 (% 100) olarak bulunmustur. Tablo 4.7.’de

Immunoblot yontemiyle elde edilen evrelerin IFA yontemiyle elde edilen evrelerle

karsilastirilmasi belirtilmistir.

Tablo 4.7. Immunoblot yontemiyle elde edilen evrelerin IFA yontemiyle elde edilen

evrelerle karsilagtirilmasi.

enfeksiyon

IFA
Seronegatif Akut Yakin Gegirilmis =~ Maternal
IMMUNO- enfeksiyon | zamanda @ enfeksiyon antikor Toplam
BLOT gecirilmis varlig1
enfeksiyon
Seronegatif 34 0 0 1 0 35
Akut 0 14 2 1 0 17
Enfeksiyon
Yakin 1 7 4 6 0 18
zamanda
gecirilmis
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Tablo 4.7. Immunoblot yontemiyle elde edilen evrelerin IFA yontemiyle elde edilen

evrelerle karsilastirilmasi (Devam)

Gegirilmis 2 0 8 156 0 166
enfeksiyon
Maternal 1 0 0 0 8 4
antikor
varlig1

Toplam 38 21 14 164 3 240

Anti-VCA IgM, anti-VCA 1gG, anti-EBNA IgG ve anti-EA IgG antikorlarinin

her biri i¢in duyarlilik ve 6zgiilliik oranlari ayr1 ayr1 hesaplanarak Immunoblot

testinin performanst tek parametre bazinda degerlendirilmistir.

Tablo 4.8.’de

Immunoblot yontemiyle elde edilen sonuglarin IFA yontemiyle elde edilen

sonugclarla karsilastirilmas: gosterilmistir.

Tablo 4.8. Immunoblot yontemiyle elde edilen sonuglarin IFA yontemiyle elde

edilen sonugclarla karsilastirilmasi.

IFA IMMUNOBLOT
Pozitif =~ Negatif Duyarhilik Ozgiillik ~ Pozitif =~ Negatif
IMMUNOBLOT Prediktif = Prediktif
Deger Deger

Anti-VCA | Pozitif - 16 84 92.6 56.8 98
IgM Negatif 4 -‘
Anti-VCA | Pozitif -‘ 7 99.5 82.1 96.6 97.0
19G Negatif 1 -‘
Anti-EBNA | Pozitif -‘ 24 96.4 67.1 87 89.1
19G Negatif -‘
Anti-EA Pozitif -‘ 70 83.8 38.2 95.1
19G Negatif -‘
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Immunoblot yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigii sirastyla anti-VCA IgM ig¢in
% 84 ve % 92.6, anti-VCA IgG i¢in % 99.5 ve % 82.1, anti-EBNA IgG i¢in % 96.4
ve % 67.1, anti-EA i¢in ise % 70 ve % 83.8 olarak bulunmustur. En yiiksek
duyarlilik anti-VCA IgG antikoru i¢in bulunurken, en diisiik anti-EA 1gG antikoru
icin bulunmustur. Ozgiillik i¢in en yiiksek deger anti-VCA IgM antikoru igin
bulunurken, en diisiik deger anti-EBNA IgG i¢in bulunmustur.

EBV enfeksiyonunun serolojik evrelemesi IFA, ELISA ve Immunoblot
yontemleriyle yapilarak, EBV viral DNA varligt Real-Time PCR yoOntemiyle
aragtirtlmistir. Her tg test ile seronegatiflik saptanan 29 (% 12.1) kiside Real-Time
PCR testi calisiimamistir. Yiiz doksan dokuz (% 82.9) kiside EBV DNA
saptanmamistir. On iki (% 5) kiside ise EBV DNA saptanmistir. Tablo 4.9.’da IFA,
ELISA ve Immunoblot testleri ile evre bazinda Real-Time PCR sonuglarinin

degerlendirilmesi sunulmustur.

Tablo 4.9. IFA, ELISA ve Immunoblot testleri ile evre bazinda Real-Time PCR

sonuclarinin degerlendirilmesi.

Real-Time PCR
Saptanmadi Saptand1 Calisilmadi Toplam

Seronegatif 9 0 29 38

Akut enfeksiyon 10 = 0 21
« | Yakin zamanda gegirilmis 14 0 0 14
L
= | enfeksiyon

Gegirilmis enfeksiyon 163 1 0 164

Maternal antikor varligt 3 0 0 8

Seronegatif L 0 2 4l

Akut enfeksiyon 12 = 0 23
é Yakin zamanda gegirilmis 14 0 0 14
o | enfeksiyon

Gegirilmis enfeksiyon £ g s 2y

2 0 0 2

Maternal antikor varligi



Tablo 4.9. IFA, ELISA ve Immunoblot testleri ile evre bazinda Real-Time PCR

sonuglarmin degerlendirilmesi (Devam).

Real-Time PCR
8 0 27 35

Seronegatif

H

Yakin zamanda gegirilmis

enfeksiyon

IMMUNOBLOT

Maternal antikor varligi

I

EBV DNA’nin pozitif saptandig1 12 kiside viral yiik miktarlari testlere gore
evre bazinda degerlendirilmistir. Tablo 4.10.’da Real-Time PCR pozitifliklerinin

testlerine gore evre bazinda dagilimi gosterilmistir.

Tablo 4.10. Real-Time PCR pozitifliklerinin testlerine gore evre bazinda dagilimi.

Real-Time
PCR IFA ELISA IMMUNOBLOT
Viral yiik Evre Evre Evre

(kopya/ml)

|

Akut

Yakin zamanda gegirilmis

6450
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Tablo 4.10. Real-Time PCR pozitifliklerinin testlerine gore evre bazinda dagilimi

(Devami).
Real-Time
PCR IFA ELISA IMMUNOBLOT
Viral yiik Evre Evre Evre
(kopya/ml)
10300 Akut Akut Akut

|
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5. TARTISMA

EBV virusu ¢ogu toplumda endemik olarak bulunan 6nemli bir patojendir.
Diinya Saglik Orgiitii’'niin verilerine gére, yetiskin niifusun yaklasik % 95°i EBV ile
karsilagsmistir. Gelismis iilkelerde maruziyet daha ¢ok genglerde olup % 50 ile % 70
arasindadir. Enfeksiyonlarin ¢ofu asemptomatik veya kiigiik iist solunum yolu
enfeksiyonlar1 seklinde gegse de % 30 gibi bir oranda ergenlikte ve ¢ocuklukta
primer enfeksiyon EM seklinde gecer. EBV ile iliskili EM, genellikle oldukga iyi
huylu bir hastalik olmasina ragmen, 6zellikle geng eriskinlerde okul gibi kalabalik
alanlarda yiiksek bulastiricilik nedenidir. Nadir durumlarda spontan dalak riiptiirii,
fulminan hepatit veya otoimmiin hemolitik anemi gibi ciddi saglik riskleri
olusturabilir Pek cok viral, bakteriyel, parazitik ve immiinolojik hastalik EM
belirtilerini taklit edebilir (4). Primer enfeksiyondan sonra EBV latent faza gegebilir
ve daha sonra konagmm immiinolojik durumuna goére reaktivasyon gozlenebilir.
Reaktivasyonda genellikle asemptomatik olarak virus ¢ogalmasi ve atilimi
olmaktadir. Nadir durumlarda, gogunlukla AIDS hastalar1 ve transplant alicilarindaki
gibi T hiicre bagisiklik sistemi zayif kisilerde reaktivasyon EBV iligkili
lenfoproliferatif bozukluklar gibi klinik belirtiler ile iliskilidir. Ayrica, EBV giiglii
bagisiklik sistemi olan bireylerde BL ve NFK ile de iliskilidir (43). Bu gibi
nedenlerden dolay1 ve ayirict tanida onemli olmasi nedeniyle EBV’nin erken ve
dogru tanisi olduk¢a Onemlidir.

EBV enfeksiyonu varliginda, periferik yaymada atipik lenfositlerin varligi EM
tanisin1  destekler, ancak her olguda rastlanmaz. Heterofil antikorlar ve EBV
antijenlerine kars1 spesifik antikorlarin tespitinin EBV enfeksiyonu tanisinda yararlh
oldugu kanitlanmistir (53). Paul-Bunnel heterofil agliitinasyon testi akut EBV
enfeksiyonu laboratuvar tanisinda kullanilabilir ancak bazi siirlamalar1 vardir.
Enfeksiyonu erken doneminde saptamada duyarhiligi diisiiktiir. Ozgiilliigii ise
ozellikle kiiclik cocuklarda diisiiktiir. Diger viral ve non-viral hastalik ve bazi
immiinolojik olaylar ile ¢apraz reaktiviteden etkilenebilir (4). EM siipheli hastalardan
yapilan bir ¢alismada heterofil antikorlarin enfeksiyonu saptamadaki duyarliligi %
83-87 ve ozgiilliigii ise % 97 arasinda bulunmustur (8).

Atipik lenfositoz ve heterofil antikorlarin  bulunmadigt ama EBV

enfeksiyonundan siiphelenilen durumlarda EBV antijenlerine karsi olusan 6zgiil
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antikorlarin saptanmasi tanida oldukca yararlidir (40). EBV antijenlerine yonelik
spesifik serolojik testler EBV enfeksiyonunu tanimlamak ve diger mononiikleoza
neden olan enfeksiyonlarin ayirt edilmesinde kullanilir. Anti-VCA IgM, anti-VCA
IgG ve anti-EBNA IgG antikorlar1 olmak iizere sadece 3 parametreye bakilarak EBV
enfeksiyonunun primer ve gegirilmis oldugunun tanisi cogunlukla yapilabilmektedir.
Biiyiik olasilikla, anti-VCA IgM ve anti-VCA IgG varligi, anti-EBNA IgG yoklugu
akut enfeksiyon, anti-VCA IgG ve anti-EBNA IgG varligi, anti-VCA IgM yoklugu
gecirilmis enfeksiyon lehinedir (54).

Anti-VCA IgM ve anti-EBNA IgG’nin olmadig1 sadece anti-VCA IgG’nin
oldugu durumlarda veya her ii¢ parametrenin bulundugu durumlarda serolojik olarak
akut, gecirilmis veya reaktivasyon gibi enfeksiyon tanimlamalarim1 yapmak zor
olabilir. Izole anti-EBNA IgG varligi da siiphe uyandirabilir. Bu gibi profilleri
yorumlamak i¢in, Immunoblot testi ile anti-IgM ve anti-IgG antikorlarin1 belirleme,
anti-VCA 1gG avidite ve anti-EA/D antikorlar1 saptama, molekiiler yontemlerle viral
genom tayini yapilabilir. Bu testler olas1 enfeksiyon durumunu tanimlamak ve rutin
laboratuvar uygulamada ortaya ¢ikabilecek sorunlar1 ¢6zmek igin yararl olabilir
(54).

EBYV gibi 6nemli bir viral etkenin varligini etkin ve dogru tanimlamada birden
fazla kriter degerlendirilmekte olup, degerlendirme siirecinde de birden fazla yontem
kullanilabilmektedir. Bu yiizden kullanilan yontemin duyarliligt ve 06zgiilliigii
yiiksek, pratikte kullanilabilirligi, maliyeti ve standardizasyonu da uygun smirlar
igerisinde olmalidir (55).

Duyarlilik ve 6zgiilliik agisindan bir yontemin incelenebilmesi i¢in arastirilan
hastalik veya parametre i¢in "altin standart" olarak kabul goren bir referans yonteme
ithtiya¢c duyulmaktadir (55). IFA testi EBV enfeksiyonunu tanimlamada substrat
olarak EBV enfekte lenfositleri kullanan duyarlilig1 ve 6zgiilliigii yiiksek bir testtir ve
tanida altin standart olarak kullanilmaktadir (4).

Bu calismaya, EM siipheli erigkin ve ¢ocuklardan olusan 205 hasta ile kontrol
grubu olarak higbir sikayeti olmayan 35 kisi olmak lizere toplam 240 kisi dahil
edilmistir. Bu kisilerin serum 6rneklerinde EBV tani kriterlerini esas alarak ve altin
standart olan IFA testi referans kabul edilerek, IFA, ELISA, Immunoblot

yontemleri ile EBV enfeksiyonu serolojisi ve Real-Time PCR testi ¢alisilmis, 6zgiil
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antikorlar ve EBV DNA varligi arastirilmistir. Daha sonra bu testlerle elde edilen
sonuclar altin standart olan IFA ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmig, duyarlilik
ve Ozgiilliikk hesaplanmaistir.

Calismaya aldigimiz hastalar bogaz agrisi, ates yiksekligi, servikal
lenfadenopati, splenomegali/hepatomegali, viicutta dokiintii, karaciger enzim
yiikseklikleri gibi bulgular nedeniyle EBV enfeksiyonu siiphesi olan hastalar olup, bu
dogrultuda serolojik olarak EBV arastirilmasi istenmistir. Hastalarin 78 (% 38)’inde
bogaz agrisi, 82 (% 40)’sinde ates yiiksekligi, 68 (% 33.1)’inde lenfadenopati, 32 (%
15.6)’sinde splenomegali/hepatomegali, 24 (% 11.7)’linde viicutta dokiintii, 35 (%
17)’inde karaciger enzim yiiksekligi saptanmistir. Grotto ve arkadaslarinin 590 EM
stipheli hastada yaptiklari bir ¢aligmada hastalarin % 83.3’linde bogaz agrisi, %
79’unda ates yiiksekligi, % 36.7’sinde hepatomegali, % 53.3’ilinde splenomegali, %
88.9’unda lenfadenopati, % 57.9’unda ise karaciger enzim yiiksekligi bildirilmistir
(56). Saldana ve arkadaslarmin 163 EM’li Meksikali ¢ocuk hastada yaptiklari
caligmada hastalarin % 55.2’sinde farenjit, % 79.7’sinde ates yiiksekligi, % 89.5’inde
lenfadenopati, % 47.2’sinde hepatomegali, % 36.8’inde splenomegali, % 16.5’inde
dokiintii, % 30.9’unda transaminaz yiiksekligi bildirilmistir (57).

Cengiz ve arkadaglart 2010 yilinda Tiirk g¢ocuklarinda EM’nin klinik ve
demografik 6zelliklerini arastiran ¢alisma yapmislardir. Bu calismaya alinan anti-
VCA IgM pozitifligi olan 44 ¢ocugun % 25’inde bogaz agrisi, % 43.1’inde ates
yiiksekligi, % 79.5’inde lenfadenopati, % 81.8’inde splenomegali/hepatomegali, %
20.4linde viicutta dokiintlii ve % 90.4’iinde ise karaciger enzim yiiksekligi varligin
bildirmislerdir (58). Yine Tiirkiye’de Celtik ve arkadaslarmin yaptiklart benzer bir
calismada, hastalarin % 84.6’sinda yiiksek ates, % 88.4’linde tonsillofaranjit, %
94.2’sinde lenfadenopati, % 59.6’sinda hepatomegali, % 76.9’unda splenomegali, %
26.9’unda karaciger enzim yiiksekligi raporlanmigtir (59). Bizim ¢alismamizda elde
edilen oranlar diger calismalara gore diisiik bulunmustur. Bunun sebebinin, klinikten
laboratuvarimiza gonderilen Orneklerde enfeksiy6z ~mononiikleoz  tanisin
dogrulamanin yaninda, bazi klinik durumlarda hastada EM’yi ekarte etmek amach
tani testlerinin calisilmasinin istenilmesi olabilecegini diistinmekteyiz.

Calismamizda; oncelikle IFA yontemiyle anti-VCA IgM, anti-VCA 1gG ve
anti-EBNA 1gG ve anti-EA IgG antikorlariin varligini degerlendirdik.
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IFA testine gore calistigimiz 240 kisinin 25 (% 10.4)’inde anti-VCA IgM
pozitifligi, 201 (% 83.8)’inde anti-VCA IgG pozitifligi, 167 (% 69.6)’sinde anti-
EBNA IgG pozitifligi ve sadece 30 (% 12.5) oOrnekte anti-EA IgG pozitifligi
saptanmistir.

Calismaya alinan 205 hastada IFA altin standart testine gore anti-VCA IgM
pozitifligi 25 (% 11.6) kiside, anti-VCA IgG pozitifligi 171 (% 79.5) kiside, anti-
EBNA IgG pozitifligi 139 (% 64.7) kiside ve anti-EA IgG pozitifligi 28 (% 13.2)
Kiside saptanmuistir.

Ozkan ve arkadaslarmin 2010 yilinda Elazig ve cevresinde farkli yas
gruplarindan 540 kiside ELISA yontemiyle yapmis olduklari ¢alismada, anti-VCA
IgG seropozitifligi % 96.3 ve % 100 arasinda bulunmustur (6). Oztiirk ve
arkadaslarmin 1996 yilinda Istanbul’da 305 immiin yetmezligi olmayan cocukta
EBV ve CMV prevalansini arastirdiklar: bir ¢alismada anti-VCA IgG pozitifligi %
61.1 olarak bildirilmistir (60). Feyzioglu ve arkadaglarinin 2011 yilinda farkli yas
gruplarinda EM siipheli 100 hastada yaptiklart c¢alismada anti-VCA 19G
seropozitifligi % 83 olarak raporlanmistir (61). Fidan ve arkadaslarinin 2005 yilinda
degisik yas gruplarinda EM siipheli 70 hasta ile yaptiklar1 ¢alismada anti-VCA 19G
seropozitifligi % 91.4 olarak bildirilmistir (62). Altuglu ve arkadaglarmin Ege
Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na EBV serolojisi ¢alisilmasi i¢in
gonderilen farkli yas gruplarindaki 45 kiside yaptiklar1 ¢alismada anti-VCA 1gG
seropozitifligi IFA testi ile % 82.2 olarak rapor edilmistir (63). Bizim ¢alismamizda
ise bu oran % 83.8 bulunmus olup bir ¢alisma hari¢ (Oztiirk ve ark.) diger
caligmalarla benzer pozitifliklerde bulunmustur. Bu da anti-VCA IgG antikorlarin
enfeksiyonun ilk agsamalarindan itibaren olusup enfeksiyon gegirildikten sonra da
pozitif kalmasiyla agiklanabilir.

Anti-VCA IgM akut primer enfeksiyonun erken tanisi i¢in en dogru ve yararli
bir ara¢ olup enfeksiyon basladiktan sonra genellikle 3 ay igerisinde kaybolmaktadir
(9). Calismamizda IFA yontemiyle 240 kisinin 25 (% 10.4)’inde anti-VCA IgM
pozitifligi saptanmig olup anti-VCA IgG antikoru pozitifligi ile birlikte
degerlendirdigimizde 21 (% 8.8)’inin akut enfeksiyon oldugu diistiniilmiistiir.

Altuglu ve arkadaslar1 EBV enfeksiyonu siipheli 45 kisi ile yaptiklar
calismada anti-VCA IgM pozitifligini % 16.2 olarak raporlamiglardir (63). Huang ve
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arkadaslar1 317 Cinli EM siipheli ¢ocukta yaptiklar1 bir ¢alismada anti-VCA IgM
pozitifligini % 29.9 bildirmislerdir (64). Ayn1 oran1 Fidan ve arkadaslar1 % 10 (62),
Feyzioglu ve arkadaslar1 ise % 2 (61) olarak belirtmislerdir. Bu sekilde farkli
sonuglarin elde edilmesi enfeksiyon baslangici ile ¢alisma arasinda gegen siirenin
uzunlugu ile agiklanabilir. Ciinkii anti-VCA IgM antikorlart uzun 6miirlii olmayip bir
stire sonra kaybolmaktadir (9).

Anti-VCA IgM varliginin 6zgilliigiiniin belirlenmesi de 6nemlidir ¢linkii
romatoid faktoér ve otoantikorlar spesifik olmayan sonuglara neden olabilirler ya da
CMV veya Parvovirus B19 gibi viruslar ile capraz reaksiyon goézlenebilir (54).
Caligmamizda 4 hastada IFA yontemiyle elde edilmis olan anti-VCA IgM
pozitifligine anti-VCA 1gG ile beraber anti-EBNA IgG varlig1 da eslik etmekteydi.
Anti-EA IgG’ler ise negatifti. ELISA ve Immunoblot yontemleri ile serolojik olarak
gecirilmis enfeksiyon ile uyumluydu. Yapilan Real-Time PCR ile viral yiik
saptanmadi. Hastalarin yaslar sirasiyla 2,3,4 ve 10 idi. Bu hastalarin ¢ocuk olgular
olmalar1 nedeniyle IFA ile reaktivasyonu gdosterebilmesine ragmen, diger
parametreler ile birlikte degerlendirilerek bu hastalardaki anti-VCA IgM
pozitifliklerini VCA 1gM persistansi olarak yorumladik. IFA altin standart yontem
olmasina ragmen bazi durumlarda tek basina yeterli olmayip, ELISA, Immunoblot ve
molekiiler yontemler gibi ilave testlere gereksinim duyulmaktadir (54).

Anti-EBNA 1gG tespiti serolojik profilin belirlenmesinde nadir de olsa
zorluklar olsa da, EBV enfeksiyonu tanimlama testlerinde degerli bir bilesen olarak
kabul edilir. Anti-VCA IgM’in varligi ile beraber anti-EBNA IgG’nin yoklugu akut
enfeksiyon, anti-EBNA IgG’nin varligi ise genellikle gecirilmis enfeksiyon lehinedir
(4). Calismamizda anti-EBNA IgG seropozitifligi 167 (% 69.6) hastada saptanmustir.
Anti-EBNA IgG pozitifligini Fidan ve arkadaglari % 78.6 (62), Feyzioglu ve
arkadaslar1 ise % 47 (61) olarak raporlamislardir. Dohno ve arkadaslarinin farkh yas
gruplarinda, birer ay arayla dort farkli zamanda tekrarladiklari, 104 cocugu igeren
calismada, enfeksiyonun baglamasindan itibaren zaman ilerledik¢e anti-EBNA 1gG
antikoru seropozitiflikleri oranlarinin  arttigmi  saptamiglardir.  Ilk 3 hafta
seropozitiflik % 0 - % 5.9 iken, 29 hafta ve sonrasinda en az % 64.7, en fazla % 91.5
olarak bildirilmistir (65). Bu da anti-EBNA IgG’lerin enfeksiyonun geg

donemlerinde olustugu diisindiirmektedir. Bizim caligmamizda da IFA referans
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testine gore, 167 anti-EBNA IgG pozitifliginin 159 (% 95.2)’u geg¢irilmis enfeksiyon
seklinde yorumlanmastir.

Altuglu ve arkadaglari EBV enfeksiyonu siipheli 45 hastada yaptiklar
calismada anti-EA seropozitifligini %20 (63), Fidan ve arkadaslar1 % 24.2 (62), Fung
ve arkadaslart % 49 (66) olarak rapor etmislerdir. Dohno ve arkadaslari ise en yiiksek
seropozitiflik oranlarini enfeksiyon baslangici sonrast 4-8 hafta (% 63.6) ve 9-28
hafta (% 47.1) arasinda saptamislardir (65). Calismamizda 12’si akut enfeksiyon,
3’1 yakin zamanda geg¢irilmis ve 15’1 de gegirilmis enfeksiyon olmak tizere 30 (%
12.5) kiside anti-EA seropozitifligi saptadik. Bu deger diisiik seropozitiflik olup
diger ¢alismalarla uyumlu bulunmamistir. Bu da EBV enfeksiyonu degerlendirmesini
yaparken tek basmna anti-EA IgG varligin1 arastirmanm yararli olmadigini
gostermektedir (40). Anti-EA IgG’nin 6zellikle NFK’l1 olgularda ise yiiksek titrelere
cikabilecegi gosterilmistir (67). Anti-EA 1gG'nin immiin yetmezligi olan olgulardaki
reaktivasyon durumlarinda da saptanabilecegi bildirilmistir (40).

Calismamizda IFA referans yontemine gore EBV tani kriterleri dogrultusunda
anti-VCA IgM, anti-VCA 1gG ve anti-EBNA IgG antikorlar1 varligi
degerlendirildiginde; 38 (% 15.8) seronegatif, 21 (% 8.8) akut enfeksiyon, 14 (% 5.8)
yakin zamanda geg¢irilmis enfeksiyon, 164 (% 68.3) gecirilmis enfeksiyon saptanmis
olup reaktivasyona rastlanmamistir. Hasta grubu icerisinde iki adet 7 aylik ve bir adet
de 8 aylik olan 3 hastanin, 2’sinde sadece anti-VCA IgG pozitifligi, 1’inde ise anti-
VCA IgG ve anti-EBNA IgG birlikte pozitifligi bulunmustur. Anneden bebege
gecen antikorlarin ¢ogunlukla 4 aylikken azalmaya bagladigi, 8 aydan sonra ise tespit
edilemedigi bildirilmektedir (68). Biz de bu ii¢ (% 1.3) hastayi, hem yaslari, hem de
enfeksiyonu diisiindiirecek anti-VCA IgM ve anti-EA IgG antikorlarinin olmamasi
nedeniyle maternal antikor varlig1 olarak degerlendirdik.

IFA referans yontemine gore 205 kisiden olusan hasta grubumuzda 33 (%
15.3) kisi seronegatif, 21 (% 9.8) kisi akut enfeksiyon, 13 (% 6) kisi yakin zamanda
gecirilmis enfeksiyon, 135 (% 62.8) kisi gecirilmis enfeksiyon, 3 (% 1.4) kisi
maternal antikor varlig1 olarak yorumlanmustir.

Calismamizda hem IFA, hem de ELISA yontemi ile anti-VCA 1gG avidite
testi de calisiimistir. Bu test anti-VCA IgG antikorlarmin olgunlagsma derecesini

degerlendirmede kullanilarak enfeksiyon evrelendirmesini belirlerken yardimei
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olmaktadir (54). Calismamizda, akut enfeksiyon olarak degerlendirilmis 21 drnegin
21 (% 100)’inde ve yakin zamanda ge¢irilmis enfeksiyon olarak degerlendirilmis 14
ornegin 5 (% 35.7)’inde diisiik aviditeye, gecirilmis enfeksiyon olan 164 6rnegin 153
(% 93.3)’linde ise yliksek aviditeye rastlanmistir. Bu da anti-VCA IgG avidite’nin
akut enfeksiyon baslangicinda diisiik oldugu, ancak bagisiklik tepkisi olgunlastikca
artmakta oldugu bilgisini desteklemektedir. Genellikle anti-VCA  IgG’nin
olgunlagmasi semptomlarin baglangicindan itibaren ilk birka¢ haftada baslamaktadir
ve bazi durumlarda 3 aya kadar siirebilmektedir (69). Ama beklenenin tersine
calismamizda, yakin zamanda geg¢irilmis enfeksiyon olarak degerlendirilen 14
ornegin 9 (% 64.3)’unda yiiksek avidite, gegirilmis enfeksiyon olarak degerlendirilen
164 o6rnegin 11 (% 6.7)’inde diisiik avidite bulunmustur. Bu ise, akut enfeksiyonlu
hastada antikor aviditesinin ¢abuk olgunlagmasi ile yiliksek aviditeli antikorlarinn
olugmasi veya gecirilmis enfeksiyonda ya da reaktivasyonda immatiir antikorlarin
varlig1 nedeniyle diislik aviditeli antikorlarin meydana gelmesi ile agiklanabilir. Bu
gibi olumsuzluklar nedeni ile avidite testlerinin kullanimi ile ilgili tam bir
standardizasyon heniiz saglanamamaistir (70).

Calismamizda hasta serumu Ornekleri ELISA yontemiyle c¢alisilip, EBV
enfeksiyonu tani kriterleri dogrultusunda serolojik olarak siniflandirtlmistir. ELISA
sonuglarma gore 41 (% 17.0) seronegatif, 23 (% 9.6) akut enfeksiyon, 14 (% 5.8)
yakin zamanda geg¢irilmis enfeksiyon ve 160 (% 66.7) gecirilmis enfeksiyon ve 2 (%
0.8) maternal antikor varlig1 saptanmistir. Reaktivasyon olarak degerlendirilen 6rnek
olmamustir.

ELISA yontemiyle elde edilen hastalik evresi sonuglari daha sonra referans
test IFA sonuglartyla karsilastirilmistir. ELISA/IFA uyum oranlar1 seronegatiflik i¢in
38/38 (% 100), akut enfeksiyon i¢in 20/21 (% 95.2), yakin zamanda gegirilmis
enfeksiyon icin 8/14 (% 57.1), gecirilmis enfeksiyon i¢in 157/164 (% 95.7) ve
maternal antikor varligi i¢in ise 2/3 (% 66.6) olarak bulunmustur.

Kreuzer ve arkadaslarinin 2013 yilinda 537 kiside yaptiklart ve EBV
enfeksiyonunu tanimlamada IFA ve iki farkli ELISA yontemini kiyasladiklar
calismada sirastyla ELISA/ELISA/IFA testleri uyumluluk oranlar1 seronegatiflik
i¢cin, % 100, % 89.7, % 92.3, akut enfeksiyon i¢in % 100, % 100, % 100, gegirilmis
enfeksiyon i¢in % 99.1, % 98.8, % 98.1 olarak bildirilmistir (4). Meylan ve
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arkadaslarinin 2010 yilinda akut veya gecirilmis EBV enfeksiyonu siiphesi olan 393
kiside yaptiklar1 ¢alismada ELISA/IFA uyum oranlar1 seronegatiflik i¢in % 93.2,
akut enfeksiyon i¢in % 97 ve gegirilmis enfeksiyon i¢in ise % 100 uyumlu olarak
belirtilmistir (71). Schhade ve arkadaslarinin 66 ¢ocuk hastayla yaptiklar1 ¢calismada
uyumluluk seronegatiflik i¢in % 90.9, akut enfeksiyon i¢in % 100, gecirilmis
enfeksiyon i¢cin % 86.6 olarak raporlanmistir (72). Her iki caligma ile de bizim
calismamizin sonuglar1 benzerlik gostermektedir.

Feyzioglu ve arkadaslar1 bagka bir calismada aym1 uyumluluklar
seronegatiflik i¢in % 41, akut enfeksiyon i¢in % 100, yakin zamanda gegirilmis
enfeksiyon i¢in % 14.7 ve gecirilmis enfeksiyon i¢in % 74.5 olarak belirtmislerdir
(61). Seronegatiflik ve yakin zamanda gegcirilmis enfeksiyon uyumlari bizim
calismamiza gore belirgin olarak daha diisiik bulunmustur. Bunun sebebi ¢alismaya
alman kisilerin sosyodemografik ozelliklerinin ve tanida kullanilan kitlerin farkli
olmasi olabilir.

Calismamizda bir diger test olan Immunoblot testi ile de referans yontem olan
IFA sonuglarin karsilastirilmistir. Immunoblot testi ile 35 (% 14.6) seronegatif, 17
(% 7) akut enfeksiyon, 18 (% 7.5) yakin zamanda geg¢irilmis enfeksiyon ve 166 (%
69.2) gegirilmis enfeksiyon ve 4 (% 1.7) maternal antikor varligi saptanmustir.
Reaktivasyon bulunmamistir.

Immunoblot testinin IFA testi ile uyumu, seronegatiflik i¢cin 34/38 (% 89.4),
akut enfeksiyon icin 14/21 (% 66.6 ), yakin zamanda geg¢irilmis enfeksiyon i¢in 4/14
(% 28.5), gecirilmis enfeksiyon icin 156/164 (% 95.1) ve maternal antikor varlig
i¢in ise 3/3 (% 100) olarak bulunmustur.

Gartner ve arkadaglarinin farkli EBV enfeksiyonu klinik bulgularma sahip
hastalardan yaptiklar1 bir ¢aligmada IFA ile Immunoblot testinin uyumluluklar
sirastyla seronegatiflik icin % 100, akut enfeksiyon icin % 94, gecirilmis enfeksiyon
icin ise % 100 olarak saptanmistir (43). Altuglu ve arkadaslarinin yaptiklar1 bagka bir
calismada ayni uyumluluk oranlar1 seronegatiflik i¢in % 100, akut enfeksiyon i¢in %
83.3 ve gecirilmis enfeksiyon icin % 96.5 bulunmustur (63). Altuglu ve
arkadaslarinin ¢ocuk ve erigkin toplamda 277 kiside yaptiklar1 bagka bir ¢alismada
ise uyumluluklar sirastyla seronegatiflik i¢cin % 97.4, akut enfeksiyon icin % 94.5,
gecirilmis enfeksiyon icin % 100 bulunmustur (49). Her {i¢ c¢alismayla
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karsilastirildiginda ¢aligmamizdaki [FA/Immunoblot testi uyumu akut enfeksiyonu
belirlemede diger ¢alismalara gore diisiik bulunmustur. Bunun sebebinin ise anti-
VCA IgM’in negatif olarak beklendigi, yakin zamanda gegirilmis enfeksiyon olarak
yorumlanan 13 hastada ve geg¢irilmis enfeksiyon olarak yorumlanan 8 hastada
yalanci anti-VCA IgM pozitifliklerine bagli olarak enfeksiyon evrelemesinin
yorumlamasinda olusan farklilik nedeniyle olustugunu diistinmekteyiz.

Calismamizda EBV enfeksiyonu tanis1 ve evresini belirlerken EBV
enfeksiyonuna 0zgii antikorlarin varligi/yokluguna gore tiim antikorlar1 birlikte
degerlendirdik. Ayrica ¢alisilan her bir parametrenin tespit edilebilirligi testlere gore
farkliliklar arz edebilmektedir. Bu yilizden ELISA ve Immunoblot testleri ile anti-
VCA IgM, anti-VCA IgG, anti-EBNA IgG ve anti-EA IgG antikorlarinin
durumlarin1 degerlendirip, duyarlilik ve 6zgiilliiklerini IFA referans testine gore
belirledik.

Calismamizda ELISA yontemi ile anti-VCA IgM i¢in duyarlilignt % 84 ve
ozgiilligii % 95.8 bulduk. Ory ve arkadaslarinin yaptiklar: 4 farkli yontemin IFA ile
karsilagtirildigr ¢alismada ELISA yontemi ile saptanan duyarlilik ve ozgiilliikler
sirasiyla anti-VCA IgM icin % 67.1, % 95.8 olarak bildirilmis olup duyarlilik orani
calismamizdan diistiktiir (73). Meylan ve arkadaslar1 anti-VCA IgM i¢in uyumu %
93 (71), Fung ve arkadaslar1 % 88 olarak bildirmislerdir (66). Gartner ve
arkadaslarinin 4 farkli ELISA kiti ile yaptiklar1 ¢aligmada anti-VCA IgM igin
duyarhiliklar % 94 ile % 98 arasinda, ozgiilliikler ise % 69 ile % 98 arasinda
belirtilmistir (43). Feyzioglu ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada ise duyarlilik %
100, ozgiilliik % 90.8 olarak raporlanmistir (61). Farber ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada duyarlilik % 95.7, 6zgiillikk % 93.6 olarak bildirilmistir (48). IFA referans
test alimarak 11 farkli ELISA kiti ile yapilan baska bir g¢aligmada kitlerin
duyarliliklar bir kit hari¢ (% 25.0), % 83.3 ile % 100 aras1 degerlerde bildirilmistir
(74). Sonuglar arasindaki farklilik, kullanilan kitlerin kuyucuklarinda kapli olan
antijenlerin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir. Bizim kullandigimiz kitin
kuyucugu VCA gpl25 antijeni ile kaplidir. Genel olarak ¢aligmalarda bildirilen bu
anti-VCA IgM degerleri ile ¢alismamizda buldugumuz anti-VCA IgM degerlerinin

uyumlu oldugu diistintilmiistiir.
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Calismamizda anti-VCA IgG i¢in duyarlilik % 96.5, 6zgiillik % 97.4 olarak
bulunmustur. Yapilan dort farkli calismada duyarlilik ve 6zgiillik sirastyla % 89.1,
% 100 (73), % 80-% 94, % 92-% 99 (43), % 61.5, % 53 (61), % 94, % 97.8 (48)
olarak raporlanmistir. Meylan ve arkadaslar1 anti-VCA IgG igin ELISA/ IFA
uyumunu % 92 (71), Fung ve arkadaslar1 % 79 olarak (66) bildirmislerdir. Kleines ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada anti-VCA IgG duyarliligt % 85 raporlanmistir
(75). Bir calisma hari¢ diger ¢alismalarda bildirilen degerlerle calismamizin degerleri
uyumlu bulunmustur.

Calismamizda anti-EBNA IgG igin duyarlilik % 92.3 ve ozgiillik % 87.7
olarak bulunmustur. Baska ¢alismalarda bu degerler sirasiyla % 87.5 ile % 89.9 ( 73),
% 95-% 98 ile % 82-% 98 (43), % 78.7 ile % 81.1(61), % 95.5 ile % 90.0 (76)
olarak bildirilmistir. Meylan arkadaslar1 anti-EBNA IgG i¢in ELISA/IFA uyumunu
% 76 olarak raporlarken (71), baska bir calismada ise % 87 (66) olarak
raporlanmistir.

Calismamizda ELISA testinin anti-EA IgG i¢in duyarlilik % 26.7, 6zgiillik %
99 olarak bulunmustur. Fung ve arkadaslar yaptiklar1 calismada duyarlilig1 % 23. 6,
ozgilligi ise % 78.4 bildirmiglerdir (66). Hem bizim ¢alismamiz, hem de Fung ve
arkadaglarinin yaptiklar1 calismada duyarliligin bu kadar disiik saptanmasiin en
onemli sebebi testlerde saptanan antikorlarin farkliligi olabilir. ELISA testinde anti-
EA/D (difftiz) IgG antikoru aranirken, IFA testi ile anti-EA/ D ile beraber anti-EA/R
(kisitli) de aranmaktadir. Anti-EA/D antikorlarmmin varligi, bir akut enfeksiyon
varliginda anti-VCA IgM antikorlarinin bulgular1 desteklemektedir. Anti-EA/R
antikorlar1 ise daha cok iyilesme doneminde olan enfeksiyonu diisiindiirmektedir
(66). Nitekim IFA testi ile saptanan 21 akut enfeksiyonun 20 tanesi ELISA testi ile
de akut enfeksiyon olarak yorumlanmustir. iki test arasinda daha dnce belirtildigi gibi
akut enfeksiyonu saptamada % 95.2 oraninda uyum bulunmustur. Diger olasi neden
ise, ELISA sisteminin rekombinant antijenleri kullanmasi IFA’da hiicrelerden
eksprese edilen dogal EA antijenlerin kullanmasi olabilir. Ayrica temelde ELISA ile
IFA testlerinin ¢aligma prensipleri farklidir (66). Bunun yani sira immiinsiipresif
durumdan veya reaktivasyondan siiphelenilmiyorsa tek basina anti-EA antikor

varliginin arastirilmasi onerilmemektedir (40).
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Immunoblot testi ile degerlendirmemizde anti-VCA IgM, anti-VCA IgG, anti-
EBNA IgG ve anti-EA antikorlarinin duyarliliklarini sirasiyla % 84, % 99.5, % 96.4,
% 70 ve ozgiilliiklerini % 92.6, % 82.1, % 67.1, % 83.8 olarak bulduk. Altuglu ve
arkadaglarinin Immunoblot testini uyguladiklar1 ¢alismada anti-VCA IgM, anti-VCA
1gG, anti-EBNA 1gG ve anti-EA IgG igin sirasiyla duyarliliklar % 71.4, % 75.6, %
100, % 77.7, dzgiilliikler ise % 100, % 100, % 100, % 94.2 olarak bildirilmistir (63).
Buisson ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada ise anti-VCA IgM, anti-VCA 1gG ve
anti-EBNA IgG igin duyarliliklar sirasiyla % 75, % 100, % 92.6, 6zgiilliikleri ise %
85.7, % 100, % 92.6 olarak raporlamislardir (77). Yine Altuglu ve arkadaslarinin
yaptiklar1 baska bir calismada duyarlilik ve 6zgiilliikleri anti-VCA IgM ig¢in 97.1 ve
% 17.7, anti-VCA IgG i¢in ise % 97.6 ve % 75 olarak belirtmislerdir (49).

Yapilan ¢alismalarda ve bizim ¢alismamizda 6zellikle anti-VCA IgM ve anti-
VCA IgG antikorlar i¢in duyarlilik ve 6zgiilliikklerinin birbirinden farkli ¢ikmasinin
nedeni IFA testi ile Immunoblot testinde kullanilan antijenlerin farklilig1 olabilir.
Immunoblot testi striplerinde VCA’dan saflastirilmis gp125 ve rekombinant VCA
pl19 antijenleri kullanilirken, IFA testinde kapsid antijenini eksprese eden hiicreler
kullanilmaktadir (49). Ayrica bir baska nedenin ise testin degerlendirme asamasi
oldugunu diistinmekteyiz. Immunoblot testi sonug¢larint dogru degerlendirebilmek
icin striplerin ¢alisma bittikten sonra tamamiyla kurumasi gerekmektedir.
Kurumadan degerlendirmeye alinan stripler ile yalanci pozitiflikler olusabilmektedir.
Biz c¢alismamizda bu olumsuzlugu gidermek i¢in c¢alisma bitiminden sonra
degerlendirme i¢in bir siire striplerin kurumasini bekledik. Yine de IFA testiyle
karsilastirdigimizda Gzellikle anti-VCA IgM  antikorunu gostermede yalanci
pozitiflikler saptadik. IFA testi ile toplamda 25 anti-VCA IgM pozitifligi
bulunmustur. Immunoblot testi ile 16 Ornekte yalanci anti-VCA IgM pozitifligi
saptanmistir. Bunun neticesi olarak Immunoblot testi ile bulunan anti-VCA IgM
pozitifliklerinin ilave bir test ile dogrulanmasi gerekliligini diisiinmekteyiz.

Tang ve arkadaslarinin IFA testini altin standart kabul ederek EBV
enfeksiyonu siipheli 290 hastada ELISA ve Immunoblot testlerini kullanarak
yaptiklart bir ¢aligmada ELISA testinin anti-VCA IgM, anti-VCA IgG, anti-EBNA
IgG i¢in sirastyla duyarlhiliklart % 100, % 99.6, % 94.0, 6zgiilliikkleri % 93.4, % 95.6,
% 94 olarak bildirilmistir (78). Immunoblot testinin ise anti-VCA IgM, anti-VCA
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IgG, anti-EBNA IgG igin sirastyla duyarliliklart % 100, % 98.7, % 97, ozgiilliikleri
ise % 96.5, % 90, % 91.3 olarak raporlanmistir (78). Her iki test i¢in de tek tek
antikorlar degerlendirilerek, hem duyarlilik, hem de 0Ozgiillik agisindan benzer
sonuglar bulunmustur (78). Bizim ¢alismamizda ELISA ve Immunoblot testleri ile
buldugumuz degerleri karsilastiracak olursak anti-VCA IgM antikorunu saptamada
her iki testin de duyarlilig1 % 84 olarak bulunmustur. Anti-VCA IgG ve anti-EBNA
IgG antikorlar1 i¢in sirasiyla ELISA testi ile duyarlilik % 96.5 ve % 92.2,
Immunoblot testi ile % 99.5 ve % 96.4 olup her iki test ile yakin sonuglar alinmistir.
Anti-EA antikoru i¢in duyarlilik ELISA testi ile % 26.7 iken, Immunoblot testi ile %
70 bulunmus olup iki test i¢in de duyarliliklar diisiik olmakla beraber, ELISA
testinde bu disiiklik daha belirgindir. Her iki test ile de anti-EA/D antikoru
arastiriliyor olmasina ragmen farkliligin nedeni kullandigimiz ELISA Kitinin anti-EA
IgG antikorunu saptamadaki yetersizliginden kaynaklantyor olabililir. Anti-EA 1gG
antikoru ozgiilligl ise tam tersine ELISA testi ile % 99 gibi yiliksek bir oranda
saptanirken, Immiinoblot testi ile % 83.8 bulunmustur. Sirasiyla ELISA ve
Immunoblot testi ile bulunan diger antikorlarin 6zgiilliikleri ise anti-VCA IgM i¢in %
95.8, % 97.1, anti-VCA IgG i¢in % 97.4, % 82.1, anti-EBNA IgG i¢in % 87.7, %
67.1° dir. Her ii¢ antikor i¢in de Immunoblot testi ile ozgiilliikler daha diisiik
bulunmustur. Bunun sebebinin Immunoblot testinde saptanan yalanci pozitiflikler
oldugu diisiiniilmektedir.

Immiinitesi saglam kisilerde EBV enfeksiyonu tanisinda serolojik profilin
belirlenmesi ¢ogu zaman yeterli olabilmektedir (40). Daha once de belirttigimiz gibi
anti-VCA IgM, anti-VCA 1gG ve anti-EBNA IgG olmak {iizere sadece ii¢
parametreye bakilarak EBV enfeksiyonunun akut veya geg¢irilmis oldugunun tanisi
cogunlukla yapilabilmektedir. Izole anti-VCA 1gG, izole anti-EBNA IgG varhiginda
veya li¢ parametrenin de birlikte bulundugu durumlarda serolojik olarak akut,
gecirilmis veya reaktivasyon gibi enfeksiyon tanimlamalarin1 yapmak zordur ve
seroloji yetersiz kalabilmektedir (54). Bu gibi profilleri yorumlamak i¢in molekiiler
yontemlerle viral genom tayini ilave edilebilir. Bu testler olast enfeksiyon durumunu
tanimlamak ve rutin laboratuvar uygulamada ortaya cikabilecek sorunlari ¢ozmek

i¢in yararli olabilir (54).
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Immiin yetmezligi olan hastalarda ise antikorlar daha az kullanishdir ¢iinkii
immiin sistemleri fonksiyonlarin1 tam yapamamaktadir. Antikor seviyeleri zaman
igcerisinde degisebilmektedir bu da atipik profillere sebep olmaktadir. Anti-VCA 1gG
ve anti-EA/D ya da anti-EA/R IgG titrelerinde artis, anti-EBNA IgG titresinde
azalma veya kaybolma s6z konusudur. Anti-VCA IgM sinifinda daha az olsa da anti-
VCA IgM ve anti-EA/IgA smifi antikorlarda artiglar olabilir. Farkli hastalarda
gozlenen degiskenlikler ve EBV iliskili lenfoproliferatif bozukluklar gelistirme gibi
riski olan hastalarin takibinde  molekiiler yontemler ile EBV DNA varlhigi
arastirilmasinin tani i¢in faydali oldugu gosterilmistir. EBV ile iligkili ortaya ¢ikan
timorlerde anti-VCA 1gG ve anti-EA IgG’nin yiikselip anti-EBNA IgG’nin diismesi
gibi degerler serolojik olarak genel belirleyici degildirler ve oncelikle bu gibi
durumlarda EBV DNA arastirilmalidir (54).

EBV enfeksiyonunun ciddi komplikasyonlar1 olabileceginden erken ve etkin
tedaviye baslanilmas1 onemlidir. Ozellikle immiinsiipresif hastalarda bu daha da
onem kazanmaktadir. EBV replikasyonunu erken saptayan ve tedavinin takibinde
faydali olabilecek tani1 yontemleri segilmelidir. Bunun i¢in de EBV veya EBV
DNA’sin1 saptayabilen direkt tani yontemleri kullanilabilir (40). Biz de
calismamizda bu gibi nedenlerden EBV DNA’sin1 saptama amacl etkinligi yliksek
olan (40) Real-Time PCR testi ile galistik. IFA, ELISA ve Immunoblot testlerinin
ticti ile de seronegatiflik saptanan 29 (% 12.1) kiside Real-Time PCR calisilmamuistir.
Kalan 199 (% 82.9) kiside Real-Time PCR testi ile EBV DNA’s1 varligini arastirdik.
Toplamda 12 (% 5) kiside EBV DNA saptadik. Bu pozitiflikler, IFA referans testi ve
ELISA testlerine gore, 11°1 akut enfeksiyon ve 1’1 gecirilmis enfeksiyon serolojik
profilleri ile uyumluydu. Immunoblot testi ile ise 9 akut enfeksiyon, 2 yakin zamanda
gecirilmis enfeksiyon ve 1 gecirilmis enfeksiyon serolojisindeydi. Immunoblot
testine gore yakin zamanda gecirilmis enfeksiyon olarak yorumlanan 2 kisi IFA ve
ELISA testleri ile akut enfeksiyon olarak degerlendirilip EBV DNA saptananlar
arasindadir.

IFA referans testine gore 21 akut enfeksiyon seklinde yorumlanan drneklerin
12’sinde viral yiik saptanabilmistir. Saptanan kopya miktarlar1 92 kopya/ml ile 16700
kopya/ml arasindadir. Testin duyarliligit % 57.1 bulunmustur. Akut enfeksiyon
haricinde kalan 191 kisinin 190’ 1nda viral yiik saptanmamis ve 6zgiillik ise % 99.4



67

bulunmustur. Bir hastada ise viral yiik 92 kopya/ ml olarak saptanmistir. Bu hasta 3
yasinda ¢ocuk olup, bilinen immiin yetmezligi olmayip, enfeksiyéz mononiikleozu
destekleyen bogaz agrisi, servikal lenfadenopatisi ve atesi mevcuttu. Her ii¢ test ile
de gecirilmis enfeksiyon olarak yorumlanan hastanin anti-VCA IgG aviditesi yiiksek
olup anti-EA IgM ve anti-EA IgG antikorlar1 da negatif olarak bulunmustur. Bu
sonug, Ozellikle ¢ocuk yas grubunda akut EBV enfeksiyonu tanisinda serolojik
testlerin yetersiz kalabilecegini gostermektedir. Karadag ve arkadaslarinin 62 renal
transplant, 37 c¢ocuk onkoloji hastasi ve kontrol grubu olarak aldiklar1 50 EBV
seropozitif immiinokompetan saglikli birey ile yaptiklart bir caligmada kontrol
grubundaki bir ¢cocukta, Immunoblot testi ile serolojik olarak gecirilmis enfeksiyon
ile uyumluyken, Real-Time PCR ile EBV DNA diizeyi 1415 kopya/ml olarak
bildirilmistir (79). Bu ¢alisma da bizim ngoriimiizii desteklemektedir.

Chan ve arkadaglarinin EM siipheli 81 serum ornegiyle yaptiklar ¢alismada,
IFA testi ile belirledikleri 46 akut enfeksiyonun 37’sinde viral yiik saptamislardir ve
testin duyarliligint % 80 olarak bildirmislerdir. Geri kalan 35 kisinin 33’{inde viral
yiik saptanmayip, 2’sinde saptanmistir ve 6zgiilliiglinii % 94 olarak bildirmislerdir
(80). Viral yiik saptanan bu iki hastanin serolojik profilleri ise yakin zamanda
gecirilmis enfeksiyon ve eski gecirilmis enfeksiyon ile uyumlu raporlanmistir.
Calismada serum oOrnekleri hastalik belirtileri basladiktan 3 hafta sonra alinmis
oldugundan bu hasta i¢in bu siire i¢inde anti-EBNA IgG olugmus olabilecegi ve anti-
VCA 1IgG aviditesinin yiikselmis olabilecegi belirtilmektedir (80). Bizim
calismamizdaki gecirilmis enfeksiyon serolojisine sahip hasta i¢in de benzer bir
durum olabilecegini diisiinmekteyiz. Hastadan 6rnek alindiginda, anti-VCA IgM
antikorlar1 kaybolmus, anti-EBNA IgG antikorlar1 olusmus ama viremi hala devam
ediyor olabilir.

Gartzonika ve arkadaslarmin EM siipheli 118 hasta ile yaptiklar1 bir
calismada, heterofil antikor varligini ve ELISA ile EBV’ye 0zgili antikorlarin
durumunu arastirarak bulduklar1 46 akut enfeksiyonun 43’tinde Real-time PCR ile
viral DNA saptamiglardir. Testin duyarliligint % 93.5, 6zgiilliigiinii % 100 olarak
bildirmislerdir (81).

Iki calisma ile de karsilastirildiginda bizim c¢alismamizdaki Real-time PCR

testinin akut enfeksiyonu saptamadaki duyarliligi belirgin diisiik bulunmustur.
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Kullandigimiz kitin EBV DNA’si1 saptama araligi 10-10'° kopya/rxn olup, bu da
kitin ¢ok diisiik viral yiikk miktarim1 bile saptayabilecek performansta oldugunu
gostermektedir. Duyarliligin diisik (% 57.1) c¢ikmasii, Real-time PCR testi
calisildiginda vireminin sonlanmis olabileceginden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.
Sonug olarak ¢aligmamizda, tiim diinyada ve iilkemizde 6nemli bir enfeksiyon
etkeni olan EBV’nin tanimlanmasinda birden fazla yontem kullanilip yontemlerinin
kullanilirhgini birbirleriyle karsilastirdik. Calismalarimiz sonucunda IFA, tanida en
giivenli yontem bulunmus olmakta birlikte pahali olmasi ve deneyimli personel
gerektirmesi dezavantaji olabilir. ELISA, IFA ile uyumu en yiiksek test olup,
kullanim kolayli§1 ve antikor parametrelerinin tek olarak calisilabilmesi avantaj
saglamaktadir. Immunoblot, ELISA’y1 dogrulamada kullandigimiz bir yontem olsa
da yalanci pozitifliklere dikkat edilmelidir. Real-Time PCR testi 6zellikle virusa
kars1 antikor cevabinin bozuldugu immiin yetmezlik durumlarinda yararli olabilecek
bir yontemdir. Viremi varligin1 saptayarak tani ve tedavinin takibinde yol gosterici
olabilir. Hastanin demografik 6zellikleri, laboratuvarin maddi olanaklar1 ve ¢alisma
kosullar1, personelin donanimi gibi diger durumlarin da hepsi birlikte
degerlendirilerek EBV enfeksiyonu tanisinda en dogru tani yontemine karar

verilmelidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Subat-Haziran 2013 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi pediatri ve/veya eriskin hematoloji kliniklerine bagvuran EM
stipheli 205 hasta ve kontrol grubu olarak 35 kisi olmak iizere toplamda 240 serum
orneginde, IFA, ELISA, Immunoblot ve Real-Time PCR testleri galisilmis, bu
testlerin  duyarliik ve Ozgilliikleri altin standart yontem olan IFA ile
karsilagtirilmistir. IFA yontemi ile EBV’ye 06zgii anti-VCA IgM, anti-VCA 1gG,
anti-EBNA 1gG, anti-EA IgG antikorlart varligi ile anti-VCA IgG avidite testi es
zamanl calisilarak enfeksiyon varligi ve evresi degerlendirilmistir. ELISA ve
Immunoblot yontemleriyle EBV’ye karst olusmus 6zgiil antikorlar aranmis, Real-
Time PCR yontemiyle viremi varlig1 degerlendirilmistir.

1. ELISA yonteminin referans yontemle uyumu seronegatiflik i¢in % 100, akut
enfeksiyon i¢in % 95.2, yakin zamanda gecirilmis enfeksiyon i¢in % 57.1,
gecirilmis enfeksiyon % 95.7 ve maternal antikor varligi i¢in % 66.6
bulunmustur.

2. ELISA yonteminin duyarlilik ve 6zgiilligii sirastyla anti-VCA IgM i¢in % 84
ve % 95.8, anti-VCA IgG igin % 96.5 ve % 97.4, anti-EBNA IgG i¢in % 92.2
ve % 87.7, anti-EA 1gG igin ise % 26.7 ve % 99 olarak belirlenmistir.

3. Immunoblot yonteminin referans yontemle uyumu seronegatiflik i¢in % 89.4,
akut enfeksiyon i¢in % 66.6, yakin zamanda gegirilmis enfeksiyon i¢in %
28.5, gegirilmis enfeksiyon icin % 95.1 ve maternal antikor varlig1 i¢in % 100
bulunmustur.

4. Immunoblot yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigii sirasiyla anti-VCA IgM i¢in
% 84 ve % 92.6, anti-VCA IgG igin % 99.5 ve % 82.1, anti-EBNA IgG i¢in
% 96.4 ve % 67.1, anti-EA igin ise % 70 ve % 83.8 olarak saptanmustir.

5. EBV enfeksiyonunu saptamada ELISA yonteminin IFA ile uyumu (maternal
antikor varlig1 haricinde) Immunoblot testinden ytliksek bulunmustur.

6. Immunoblot yonteminin antikorlar1 tek olarak saptamadaki duyarliligit ELISA
ile anti-VCA IgM i¢in ayni, diger ii¢ antikor i¢in ise yiiksek bulunmustur.
Buna ragmen 6zgiilliigli dort antikor i¢cin de ELISA testinden daha diisiik

degerde bulunmustur.
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IFA yontemi ile akut enfeksiyon olarak degerlendirilen 21 kisinin 12’sinde
Real-Time PCR ile viral yiik saptanabilmis olup testin duyarliligi % 57.1
bulunmustur. Akut enfeksiyon disinda kalan, Real-Time PCR calisilan 191
kisinin 190’inda viral yiikk saptanmamis olup testin Ozgilligi % 99.4
bulunmustur.

Bu sonuglar dogrultusunda,

EBV enfeksiyonu tanisinda en giivenilir yontem, altin standart olan IFA
yontemidir. Tim  parametreler tek bir slayt ile aynm1 anda
degerlendirilebilmektedir. Antikorlarin ayr1 ayri ¢alisilamamasi ve deneyimli
personel gerektirmesi dezavantajidir.

ELISA yontemi IFA ile uyumu en yiiksek olan testtir. Antikorlarin tek olarak
calisilip degerlendirilebilmesi de avantajidir. Goreceli degerlendirmelerden
uzak, duyarlilig1 ve 6zgiilliigli yiiksek olan standardize edilmis bir yontemdir.
Immunoblot yontemi ELISA yontemine gore diisiik performans gostermistir.
Her ne kadar ELISA testini dogrulama amagl kullanilsa da yalanci
pozitiflikler degerlendirmede yaniltict olabilmektedir.

Real-Time PCR 6zellikle antikor {iretiminin bozulmus oldugu imminsiipresif
hastalarda ve viremi varliginin devami arastirildiginda kullanisli olabilecek
ozgiilliigli ylksek bir yontemdir. Duyarliliginin diisiik olmasi ve kitlerinin
pahal1 olmas1 olumsuzluk yaratmaktadir.

Hastanin demografik ozellikleri, laboratuvarin maddi olanaklar1 ve ¢alisma
kosullari, personelin donanimi gibi diger durumlarin da hepsi birlikte
degerlendirilerek EBV enfeksiyonu tanisinda en dogru tan1 yontemine karar

verilmelidir.
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