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Papovaviridae ailesi, polyoma alt grubunda yer alan BK virusu (BKV),
ilk olarak 1971 yilinda Gardner tarafindan bobrek transplantasyonu yapi-
lan ve immunosipresif tedavi alan bir hastanin idrarindan izole edilmis

ve hastanin ad ve soyad basharfleri ile adlandirilmistir (1).

Yeni insan polyoma virusu olan BKV nin ilk izolasyonu Vero hiicre
kiiltirlerinde yapi1lmis olmasina ragmen virus, insan embriyonik bdbrek
(HEK) ve insan diploid akciger fibroblast (WI-38) hiicrelerinde de lireti-
lebilmektedir (2). tkozahedral yapil1, ¢iplak bir DNA virusu olan BKV,
nolojik yonden grubun dijer lyeleri ile capraz reaksiyon veren intranik-
Tear T ve t (timor) antijenlerine sahiptir (2,3). BKV un onkojenik potan-

siyeli de, in vivo ve in vitro calismalarla gosterilmistir (4,5).

BKV, genellikle belirtisiz bir enfeksiyonla viicuda girmektedir. Ko-
naga giris yolu tam olarak bilinmemekle beraber solunum yolu oldugu dusi-
niilmektedir (6). Primer enfeksiyondan sonra bobrek dokusuna yerlesen vi-
rus latent bir doneme girmekte ancak immun sistemde meydana gelen bir de-
gisiklikle reaktive olabilmektedir (7). Yapilan calismalar, immun sipre-
sif tedavi alan bdbrek ve kemik i1idi transplantasyonu yapilan hastalar-
da, immun yetmezligi olanlarda, sitotoksik ila¢c kullananlarda, diabetli,
kanserli ve otoimmun hastaligi olanlarda ve hamilelikte virusun reaktive

oldugunu ve idrarla salindigini gdstermektedir (8-17).

BKV, diinya lizerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Cesitli iilkelerde




yapilan seroepidemiyolojik calismalar bu virusun bircok toplumda enfek-
siyon etkeni oldugunu gostermistir (6,18). BKV enfeksiyonunun genellik-
le erken cocukluk doneminde kazanildid1 ve populasyonlarda bu virusa
karsi antikor varlidir oraninin oldukca yiiksek oldugu bildirilmektedir

(19,20).

Seropozitiflik oranini saptamak amaciyla hemagliitinasyon Onlenim
(HO), kompleman birlesmesi (KB) ve notralizasyon (Nt) testleri uygulana-
rak alinan sonu¢lara gore, 3-4 yas grubunda % 50, 4-6 yas grubunda % 73,
10-14 yas grubunda % 90 dan fazla, eriskinlerde ise % 70-80 oraninda

seropozitiflik saptanmistir (21,22).

Dojada yaygin olarak bulunmasina ragmen, primer BKV enfeksiyonu
sagl1kl1 cocuklarda herhangi bir klinik hastalik olusturmamaktadir. Ha-
fif seyreden solunum yolu enfeksiyonu sirasinda bu cocuklarda serokonversi-
yon gosterilebilmektedir (23,24). Solunum yolu hastaliginin yanisira,
BKV nin hemorajik sistit ve lriner sistem enfeksiyonuna da neden olabi-

lecedi bildirilmektedir (6).

BKV reaktivasyonu ©zellikle bobrek transplantasyonu yapilan hasta-
larda biiylik Gnem tasimakta ve lireterik stenoz gibi komplikasyonlara neden
olabilecedi ileri siriilmektedir (25,26). Bu nedenle risk altindaki kisi-
ler ve organ vericileri latent bir BKV enfeksiyonu yoniinden dederlendi-

rilmelidir.

Yapilan calismalar hamilelik sirasinda da BKV reaktivasyonunun oldu-
gunu ortaya koymustur. Bu durum konjenital bir enfeksiyon riskini diisln-
diirmektedir ancak konuyla il1gili arastirmalar celiskili sonu¢lar vermek-

tedir (27-30).



Onkojenik potansiyeli, immun sipresif hastalarda reaktivasyonu ve
konjenital enfeksiyon riski yoniinden ilk izole edildigi yillardan bu ya-
na ilgileri lizerinde toplayan BKV ile ilgili bugline dedin yurdumuzda

herhangi bir calisma yapilmamistir.

Sunulan calismanin amaci1 asadidaki sekilde planlanmistir :

1. Toplumumuzda ¢esitli yas grupiarindaki sadlikli1 bireylerde BK
virusa karsi1 antikor insidansini ve diizeylerini HO testiyle aras-
tirmak,

2. Latent enfeksiyon olusturan BK virusun, bobrek ve kemik i1igi
transplantasyonu yapilan hastalarda reaktivasyonunu serolojik
ve virolojik yontemlerle gdstermek,

3. BKV serolojisinde pratik olarak kullanilan HU, KB ve ELISA-IgG
testlerinin duyarlilik ve ozgiilliiklerini saptamak.

Cesitli yas gruplarinda BKV a karsi antikor diizeylerinin ve preva-
lansinin saptanmasi, 0zellikle gocukluk yas doneminde gecirilen ve eti-
yolojisi tanimlanamayan viral solunum yollari enfeksiyonlari arasinda
BKV un yerini belirlemek acisindan yararli olacaktir. Ayrica bu calisma,
bobrek ve kemik i1i§i transplantasyonu yapilan hastalarda reaktive oldu-
gu bilinen birgok Tatent virusun yani sira BKV un da yer aldiginin goste-

rilmesi konusunda ilk ve dncli bir arastirma olacaktir kanisindayiz.
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Papovaviruslar, DNA iceren kanser viruslaridir. Bu gruptaki ilk vi-
rus, yenidogan farede neoplazi olusturmasi nedeniyle polyomavirus (= timdr
olusturan virus) olarak adlandirilmistir. Daha sonra, Sweet ve Hilleman,
Rhesus maymun bobrek kiiltlirlterinde latent olarak bulunan SV40 virusunu
tanimlamislardir. Bu virusun da yenidodan hamsterlere enjeksiyonu ile

sarkoma olusturdugu gosterilmistir (2).

tnsan polyomaviruslari ise ilk kez Progresif Multifokal Lokoensefa-
Topati (PML)'149 bir hastanin beyin dokusundan (JC) ve bdbrek transplan-
tasyonu yapilan ve immunsiipresif tedavi alan bir hastanin idrarindan (BK)

izole edilmislerdir (1,31).

1971 yilinda Gardner tarafindan tanimlanan BK virus (BKV), ikozahed-
somer icermektedir. BKV DNA s1 ¢embersel ¢ift iplikli yapida olup uzunlu-
gu 5 Kb kadardir. DNA histonlarla birlikte niikleozomlar olusturmaktadir

6 dalton olan DNA 4963 baz c¢ifti icermekte-

(3). Molekiil agiriigi 3.4x10
dir. Molekiiler hibridizasyon teknikleriyle BK ve JC virusiarinin genom-
lar1 ve bunlarin SVag ile iliskileri incelenmistir. Genom haritalari kar-
s1lastirildiginda, BKV ile Va0 arasinda % 70, BKV ile JCV arasinda ise

% 85 homoloji saptanmistir (18). Bu benzerlikler, BKV, JCV ve SV40 arasin-
da evrimsel bir iliski oldudunu diisiindiirmektedir. Bugiin artik BKV DNA

sinin fiziksel haritasi cesitli restriksiyon enzimleriyle belirlenmis-

tir (32).



BKV, enfekte ettigi hiicrelerde lretken veya liretken olmayan enfek-
siyon olusturabilmektedir. Uretken enfeksiyonda hiicreye pinositoz ile
giren virionlar niikleusa tasinmakta ve intraniiklear V antijeni inokiulas-
yondan 40 saat sonra saptanmaktadir. Progeni virionlar 4 giin sonra lizis
ile hiicreden o]gun]as1r1ar'(3). BKV tarafindan sentezlenen 3 erken pro-
tein vardir ve timor (T,t) antijenleri olarak bilinmektedir. T antijenle-
ri ¢ekirdekte, t antijenleri stoplazma veya cekirdekte yer almaktadir.
Membrapa baglanan -antijenler ise orta T (Middle T=MT) olarak isimlendi-
rilmistir (2). T ve MT antijenleri onkojenik Gzellide sahiptir. T antijen-
Terinin de viral replikasyon ve transformasyondan sorumlu oldudu bildiril-
mektedir (2). Yapilan calismalar, T antijeninin 97 bin, t antijeninin 17
bin dalton molekul agirliginda oldudunu ve her iki molekiilde ortak dizi-
lerin bu]uhdugunu gostermistir (3). BKV un gec proteinleri ise 4 tanedir
ve bunlardan 3 U virion.icinde yer alir. Kapsid proteini olan VP-1 (virion
protein 1) ortak antijendir. VP-2 ve VP-3 ise minor kapsid proteinleri-
dir. DOrdiincl protein olan agnoproteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemek-
le beraber virionlarin biraraya gelmesi sirasinda rol oynadigi dusiinil-

mektedir (2).

Uretken olmayan enfeksiyonda ise virus, hiicreleri transforme etmek-
tedir. Viral DNA hiicresel DNA ya kovalent olarakive gzglil olmayan bolge-

lere baglanmaktadir (2).

BKV, fare embryo, fare bobrek, fare derialti dokusu, primer insan
fetal beyin veya btbrek, insan diploid akciger (WI-38), insan deri veya
embryo fibroblast hiicre kiiltiirlerinde iiretken enfeksiyona neden olurken
tavsan, Rhesus maymun ve Vero (Afrika yesil maymun devamli bdbrek) hiic-

re kiltlirlerinde yari lretken (semipermissive) enfeksiyona neden
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BKV, enfekte ettidi hiicrelerde lretken veya lretken olmayan enfek-
siyon olusturabilmektedir. Uretken enfeksiyonda hiicreye pinositoz ile
giren virionlar niikleusa tasinmakta ve intraniklear V antijeni inokiilas-
yondan 40 saat sonra saptanmaktadir. Progeni virionlar 4 giin sonra lizis
ile hiicreden o]gun1as1r1ar'(3). BKV tarafindan sentezlenen 3 erken pro-
tein vardir ve tumdr (T,t) antijenleri olarak bilinmektedir. T antijenle-
ri ¢cekirdekte, t antijenleri stoplazma veya cekirdekte yer almaktadir.
Membrapa baglanan -antijenler ise orta T (Middle T=MT) olarak isimiendi-
rilmistir (2). T ve MT antijenleri onkojenik 6zellide sahiptir. T antijen-
Terinin de viral replikasyon ve transformasyondan sorumlu oldudu bildiril-
mektedir (2). Yapilan calismalar, T antijeninin 97 bin, t antijeninin 17
"~ bin dalton molekiil agirl1ginda oldugunu ve her iki molekiilde ortak dizi-
Terin bulundudunu gostermistir (3). BKV un ge¢ proteinleri ise 4 tanedir
ve bunlardan 3 ii virion.icinde yer alir. Kapsid proteini olan VP-1 (virion
protein 1) ortak antijendir. VP-2 ve VP-3 ise minor kapsid proteinleri-
dir. DOrdiincl protein olan agnoproteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemek-
le beraber virionlarin biraraya gelmesi sirasinda rol oynadigi dislinil-

mektedir (2).

Uretken olmayan enfeksiyonda ise virus, hiicreleri transforme etmek-
tedir. Viral DNA hiicresel DNA ya kovalent o1arak4ve 0zgul olmayan bolge-

Tere bajlanmaktadir (2).

BKV, fare embryo, fare bobrek, fare derialti dokusu, primer insan
fetal beyin veya bobrek, insan diploid akciger (WI-38), insan deri veya
embryo fibroblast hiicre kiiltlirlerinde tiretken enfeksiyona neden olurken
tavsan, Rhesus maymun ve Vero (Afrika yesil maymun devamli bobrek) hiic-

re kultirlerinde yari lretken (semipermissive) enfeksiyona neden



olmaktadir (3). Buna karsin BKV, hamster, sican, fare, tavsan, Afrika
yesil maymun ve Rhesus maymunlarindan hazirlanan c¢esitli hiicre kultur-
lerini de transforme etme yetenedindedir (3). Transformasyonun major kri-
teri, hiicrelerin % 90 veya daha fazlasinda ¢ekirdek j¢ci T antijenlerinin

saptanmas1 ancak V antijeninin ya da enfeksiydz virusun saptanmamasidir.

BKV, insan 0 grubu ve kobay eritrositlerini 4°C de hemagliitine etme
yetenedindedir. Serolojik testlerde SV40 a karsi antiserumla zay1f reak-
siyon;vermekte ancak‘grubun diger lyelerine karsi hazirlanmis antiserum-
1a reaksiyon vermemektedir (6). Agliitininler 569C de 1 saat stabil kalir
ve eter ve kloroform ile reaktivasyona direnglidir (33). Diger biitlin pa-
povaviruslar gibi BKV da, 1siya ve formaline oldukca duyarli, etere di-

renclidir (33).

BKV, liredigi hiicrede birkac haftada (1-3 hafta) sitopatik etki olus-
© turmaktadir. Sitbpatik etki, stoplazmanin koyulasmasi, graniler, yuvarlak
‘hiicre olusumu ve daha ileri safhada hiicre kiimelesmesi seklindedir (34).
Ayn1 zamanda virus, lredigi hiicrede cekirdedin dejismesine ve biylimesine
neden olmaktadir. Hicre ¢ekirdeginde bazofilik inklizyon cisimcikleri olu-
sur ve histolojik boyalarla boyandiginda kus gozii (bird eye) olarak adlan-

dvrilan gOriiniime sebep olur.

BK Virus ile Primer Enfeksiyon

Primer BKV enfeksiyonu klinik oWafak genellikle belirtisiz gecmekte-
dir ve spesifik bir sendrom ile iliskili degildir (6). Enfeksiyon sik-
T1kla cocukluk déneminde kazanilmakta ve 6zellikle kiiclik ¢ocuklarda akut
tist solunum yolu ehfeksiyonu seklinde seyretmektedir (22),'BKV ile i1k

karsilasma muhtemelen 1 yasindan once olmakta ancak maternal antikor



girmektedir. Normal insan bobrek dokusunda BKV DNA sinin persistansinin

gﬁsteri]mesine karsin beyin dokusunda gosterilememistir (7,40).

Immunokompetan cocuk ve eriskinlerde primer enfeksiyon sirasinda
nadiren viremi veya idrarla virus salinimt olmakla birlikte enfeksi-

yon sonrasi seropozitif kisilerin idrarlarinda virus saptanamamaktadir (18).

Seroepidemiyoloji’

Seroepidemiyolojik ca11sma1ar, insan polyomavirusu olan BKV un do-
gada insan populasyonunda ¢ok yaygin oldugunu ortaya koymaktadir. Brown
ve ark. 1n farkli populasyonlar arasinda yaptiklari genis bir seroepide-
miyolojik c¢alismada BKV antikor pozitifliik orani % 75-90 olarak bulunmus-
tur. Bu arastiricilar Brezilya, Paraguay, Yeni Gine ve Malezya gibi ijzo-
le bolgelerdeki populasyonlarin ise bu virusla hi¢ karsilasmadigini ya da
cok az karsilastigini belirtmisier ve BKV antikor pozitiflik oranini bu

tilkelerde % 0-20 olarak bildirmislerdir (41).

Finlandiya'da yapilan bir c¢alismada 10'yas1ndan kiiclik ¢ocuklarda
BKV HO antikor pozitifligi % 60 (36), ingiltere'de ayni1 yas grubunda % 83
(35), A.B.Devietlerinde % 100 (42), Portekiz'de % 85, Norvec'te % 70 (43)
ve ttalya'da % 85 (44) olarak sapfanm1$t1r; Bu calismalarda, 12-27 yés
gruibunda % 80-90, 18-40 yas grubunda % 75-80 ve daha ileri yas grubunda

% 65-75 oranlarinda seropozitiflik gosterilmistir.

Bu bulgular 1s1§inda BKV un bazi izole toplumlar disinda tiim diinya
izerinde cok yaygin oldudunu, virusun erken ¢ocukluk doneminde kazanildi-
gini ve ¢ocuklarin yaklasik % 90 1nin 10 yasina kadar BKV antikorlarina
sahip oldugunu soylemek miimkiindiir. Genc eriskinlerde de bu oranlar yik-

sek seyretmekte ve ileri yaslarda % 65-75 oranina diiserek devam etmektedir



var11d1 nedeniyle bebekler korunmaktadir (18). Ancak daha ileriki yaslar-
da ve 6zellikle 4-6 yas arasinda BKV enfeksiyonu geciriTmektedir. Dola-
yisiyla 10 yasina kadar olan ¢ocuklarin % 83 ilinde BKV antikorlari sapta-
nabilmektedir (35). Ayrica, rinit ve rinofarenjit ile birlikte OSYE olan
cocuklarda BKV serokonversiyonu gosterilmis ve bu ¢ocuklarin tonsillerin-

‘de BKV DNA s1 saptanmistir (24).

-USYE‘sikayet1eriy1e hastaneye basvuran 66 cocuk iizerinde yapilan
bir calismada ise bunlarin 11 inin seri serum Orneklerinde BKV serokon-
versiyonu belirlenmistir (36). ingiltere'de yapilan bir baska arastirma-
da da 1-11 yas arasinda USYE, ates, dokiintii, kusma, konvulsiyon ve lenfa-
denopati sikayetleri olan cocuklarin % 20 sinde BKV e ozgiil IgM antikor-
Tar1 saptanmistir (6). Bu bulgular, primer BKV enfeksiyonunun subklinik
gecirilmesinin yanisira a¢ik bir hastalik seklinde de seyredebilecedinin

indirekt kanitidir.

BKV un konada giris yolu tam olarak bilinmemekle beraber USYE ile
olan iliskisi, virusun oral olarak veya solunum yolu ile kazanildigini

géstermektedir (21).

Primer BKV enfeksiyonunun sistit ile iliskisi oldugu da ileri suriil-
mektedir. Akut hemorajik sistiti olan kiigik cocuk]ar1n idrarlarindan
BKV izolasyonu yapi11dig1 ve BKV IgM antikorlarinin saptandi§i bildiril-
mistir (37,38). Ayrica, immun yetmez1igi olan bir baska cocukta BKV un
tubulointerstisyel nefrite neden oldugunun gosteriimesiyle de bu virusun

atipik primer enfeksiyonlara yol acabilecedi ortaya konmustur (39).

Akut solunum hastal1g1 veya nadiren sistit seklinde gecirilen pri-

mer enfeksiyondan sonra BKV bobrek dokusuna yerleserek latent doneme



(21). Genc eriskinlerde BKV antikorlarinin ikinci bir pik yapmasini bazi

arastiricilar seksiiel aktiviteye bajlamaktadirlar (6).

BKV un dodada yaygin olmasina karsin kaynaginin ne oldugu tam ola-
rak bilinmemektedir. BKV i¢in hayvan orijinli olma ihtimali arastirilmis
ancak hicbir bulgu elde edilememistir (18). Bugiin i¢in insandan insana bu-
Tasti§1 kabul edilen BKV, latent olarak bobrek dokusuna yerlestiginden
s1kl1kla idrar veya bobrekten izole edilebiimektedir (6,7). Yapilan calis-
malarda BKV, diski, nazofarengeal sekresyonlar ya da BOS'tan izole edile-
memistir. Ancak DNA-DNA hibridizasyon calismalari BKV un renal kanalda

stnirl1 kalmadigini ve BKV genomunun tonsiller, Tenf nodlari, dalak ve

akcigerde saptanabildigini ortaya koymaktadir (24,40).

Renal Transplantasyonlu Hastalarda BKV Enfeksiyonu

BKV un 1ilk izolasyonunun bﬁbrek transplantasyonu yapilan bir hasta-
dan gerceklesmis olmasi, bu konu lizerindeki calismalari hizlandirmistir.
Itk 1zo1asyona takiben daha sonra bjrcok arastirici renal transplant alici-
sinin idrarlarindan BKV u izole etmeyi basarmislardir. Bu hastalarda BKV
" reaktivasyonu ayrica serokonversiyonun ya da BKV e ozgiil IgM antikorla-
rinin gosterilmesi ile de gdsterilmistir (8;45). Hogan ve Coleman renal
allograft alicilarinda BKV antikor titrelerinin fransplantasyondan sonra
belirgin olarak yUkse]diginf ve titre artisi ile idrardan virus salinim

arasinda onemli bir iliski oldugunu savunmaktadirlar (9,25).

. Bobrek transp1antasyonu,yap11ah cesitli hasta gruplar tizerindeki
calismalar bu hastalarin % 20 sinde BKV reaktivasyonunun oldufunu ve id-
rar orneklerinin sitolojik yontemlerle incelenmesinin de yararli olaca-

gin1 gOstermektedir (46,47).
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Bobrek allograft alicilarinda primer BKV enfeksiyonu, seropozitif
bir donorden seronegatif bir aliciya bobrek naklinden sonra ortaya ¢ik-
maktadir. Bu enféksiyondan donor bobredinde latent olarak bulunan BKY
sorumlu tutulmaktadir (48). Primer enfeksiyonlarin % 10 ya da daha az

oranlarda ortaya ¢iktidir bildirilmektedir (6).

Transplantasyondan Once seropozitif olan hastalarda ise transpian-
tasyon sonrasi immunosiipresif ilaclarin kullanilmasi sonucu BKV reaktive
olarak sekonder enfeksiyon olusturmaktadir. Bu hastalarda meydana gelen
BKV reaktivasyon oraninin donordeki antikor titresi ile iliskili o]dugu
ileri siUrilmektedir (47). Bobrek transplantasyonlu hastalarin idrarlarin-

dan BKY. izole edilebilmekte ya da sitolojik olarak gosterilebilmektedir.
‘Bu hastalarda virus salinim orani % 10-45 arasinda dedismektedir (6,21).
Oranlarin bu denli farklt olmasi, virlrinin zaman araliklarina gore de-
gismesi ve virus saptanmasinda kullanilan yontemlerin farkliligindan kay-

naklanmaktadir.

BKV enfeksiyonu, transplantasyondan sonraki 4-8 haftada ortaya ¢i-
kar. Ancak bazen bu siire 12 ay1 bulabilir (18). Virusun idrarla sali-
nim1 ise birka¢ glinden birkac haftaya hatta birkac aya kadar devam edebil-
mektedir (21). Hastalarin % 35-50 sinde serolojik olarak enfeksiyonu ka-
ni1tlamak mUmkUndUr. Bu sekilde gerek seri serum Orneklerinde BKV antikor
titresinde artis gerekse 0zglil BKV-IgM antikorlari saptanabilmektedir
(47). Yapilan calismalar ozellikle seronegatif bir aliciya seropozitif bir
doﬁorUn bobredinin trénsplante edilmesinin biiyiik bir risk olacagini vur-

gulamaktadir (21,47).

. Bobrek transplantasyonundan sonra BKV enfeksiyonu genellikle sub-

k1iniktir ve patolojik etkisi tam olarak bilinmemektedir (6,9). Ancak
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nadiren de olsa lireterik stenoz ve obstriiksiyon gibi komplikasyonlar bil-
dirilmistir (9,26). Stenoza udramis ilireter laparotomi ile ¢ikarilip his-
tolojik olarak incelendiginde iilserli ve fibrozlu lreter duvarinda iske-
mik dedisiklikler saptanmaktadir (18). Ayni zamanda, lireterik daralmanin
oldugu bdlgede lirotelyumda ¢ok sayida inkliizyon 1céren hiicreler gozlen-
mektedir, Ureterik obstriiksiyonun, BKV un ireterdeki transisyonel epitel
hiicrelerinin proliferasyonunu indiklemesi sonucu ortaya ¢iktigir saptan-

mistir (6).

Bobrek transplantasyonlu hastalarda BKV enfeksiyonunun en Onemii
komplikasyonu olan lreterik obstriiksiyon transpiantasyondan sonra 50-300
glin -i¢inde ortaya ¢ikabilmektedir., Bu hastalarda tani ancak graft nefrek-
tomi ya da postmortem olarak konulabilir (6). Post-transplant periodda
Ureterik obstriksiyonun goriilme s1k11d1 yaklasik % 1 oranindadir., VYiru-
sun i1k fizole edildigi 1971 y1lindan 1984 y111na-kadar bu sekilde 10 va-
ka bildirilmistir (1,9,26,49). Dolayisiyla bOyle siipheli bir durumda id-
rar ya da doku biyopsi 6rnedinin sitolojik incelemesinde inkliizyon ice-
ren hﬁcrelerin.gdrﬁ]mesi polyomavirus tan1$1nn destekleyecektir. Boylece

immun stpresyon dozu azaltilarak bobrek graftin kayb1 onlenebilir.

Yakin zamana kadar, bobrek transplantasyonunu takiben en sik karsi-
las1lan virusun CMV oldudu diisiiniiliyorsa da son yillardaki calismatar,
bu tip hastalarda polyomaviruslarin da onemli oranda etkili oldugunu gos-

termektedir (49).

Kemik 11i§i Transplantasyonlu Hastalarda BKV Enfeksiyonu

Bilindigi gibi, kemik i1igi transplantasyonu, kombine immun yetmezli-

gi olanlarda, kemik i1igi aplasilerinde, akut lenfoblastik ve myeloid
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Tosemili hastalarda genis capta uygulanmaktadir. Bu hastalarda immun siip-
resyon tedavisi ile birlikte hUcrese1 ve humoral immunitenin bozulmasiy-
la firsatci viral enfeksiyonlar ortaya ¢ikmaktadir. BK ve JC virusltari

da bu hastalarin idrarlarindan yainiz veya birlikte izole edilebilmekte
ve 0zellikle adir immunosiipresif tedavi uygulanan myeloid 16semili hasta-

larda viriiri insidansinda artis olmaktadir (50).

Kemik i1igi alicilarinda BKV reaktivasyonu HSY, CMV ve EBV dan son-
ra dordinci siray1 almakta ve transplantasyonu takiben 2-8 hafta ic¢inde
ortaya ¢ikmaktadir (51). Kemik i1igi transplantasyonu yapilan onceden se-
ropozitif hastalarin % 55 inde BK viriirisi ile biriikte reaktivasyon gos-
terilmis ve BK virlirisi ile hemorajik sistit arasinda onemli bir iliski

bulunmustur (51,52). Ayrica bu tip hastalarda gecici hepatik fonksiyon bo-
zuklugu da bildirilmektedir (50,51).

BKV, kemik i1igi transplantasyonundan sonra hiicresel immun fonksi-
“yonlarin bozulmasiyla reaktive olmakta ve BKV a 0zgul hiicresel cevabin
baskilanmasiyla da viriiri olusmaktadir (53). BK viriirisi, idrardan virus

izolasyonu ya da serolojik yontemler ile gbsterilebilmektedir (53).

Kemik i1igi transplantasyonu yapilan hastalarda BKV reaktivasyonu-
nun hemorajik sistit ile olan iliskisi dikkate ai1nma11 ve endojen BKV re-

aktivasyonu kontrol altinda tutuimaya caliszimalidir (51).

Hamilelikte BKV Enfeksiyonu ve Konjenital Enfeksiyon Riski

BKV un onkojenik potansiyeli ve hamile kadinlarin viral enfeksiyon-
lara olan duyarl111§1 dikkate alindiginda, hamilelik sirasinda BKV reak-
tivasyonunun arastirilmasi ve transplasental ge¢is ile iliskisi Onem ka-

zanmaktadir.
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t1k kez 1975 yilinda hamilelik sirasinda BKV reaktivasyonu gosteril-

mis ve izlenen bu kadinlarin bebeklerinde % 7.5 oraninda BKV-IgM antikor-
larinda pozitiflik saptanmistir (29). Bunu izleyen arastirmalar, polyoma-
virus enfeksiyonlarinin hamile kadinlarda sik gdriilduglini ve % 3-7 sinde
virlirinin oldugunu ortaya koymustur (6,18). Ancak viriiri, genellikle di-
abet, sarkoidoz ve tekrariayan idrar yolu enfeksiyonu gibi altta yatan

bir hastalidi olan hamilelerde ortaya ¢ikmaktadir., Onceden seropozitif
olan saglikl1 hamile kadinlarda ise reaktivasyon olsa dahi viriri olmaz

ve reenfeksiyon'be1irtisizdir (6). Virus salinimi olmaksizin, sadece ylik-
selen antikor titreleriyle hamilelerin % 20 sinde BKV reaktivasyonu oldu-

gu-saptanmistir (12,27).

Hamilelik sirasinda polyomavirus reaktivasyonunun gosterilmesi, vi-
rusun transp1dsenta1 gécisinin olup olmadi§1 konusunda siipheler uyandir-
mistir. Deneysel olarak fare polyomavirusunun transplasental gecisi sap-
tanmis ‘ve baz1 arastiricilar hamile kadinlarda kord kaninda BKV-IgM anti-
korlarini gostermislerdir (29,54,55). Rhiza ve ark. ise konjenital enfek-
siyona bagli1 anomalileri olan bebeklerde BKV-IgM antikorlarinin varligini

saptamislardir (55). Ancak bu buigulara karsin, bir grup arastirict calis-

malarinda transplasental gec¢isi gdsteren herhangi bir kanit bulamadiklars

n1 ileri siirmektedirler (27,28,30,56,57).

Transplasental gecis ve konjenital enfeksiyon ile ilgili bu farkl

rindeki risk tam olarak ortadan kalkmamaktadir.

BKV un Onkojenik Potansiyeli

Papovaviruslarin onkojenik yetenekleri uzun zamandan. beri bilinmek-

tedir. Bu aile icerisinde yer alan BKV un da deney hayvanlarinda timdr
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olusturdugu ve cesitii hiicre kiiltirlerinde transformasyona neden oldugu
saptanmistir (58,59). BKV, hamsterlere subkitan verildiginde zayif onko-
Jenite gosterirken intravendz veya intraserebral verildiginde kuvvetli
onkojenik etki gosterir. Intraserebra] inokiilasyonda hamsterlerin codun-
da siklikla ma1fgn‘papi11er ependimoma nadiren de koroid pleksus papillo-

mu, inulinoma ve osteosarkoma gelisebilmektedir (60,61,62).

Ancak, insan polyomaviruslarinin insan tumOrlerindeki rolu_tart1s-
malidir. Wiskott Aldrich'1i bir ¢ocudun beyin sarkoma hilicrelerinden BKV
“jzolasyonunun gérceklestiri1mesi (63) bu yondeki arastirmalara hiz kazan-
dirmistir, Yap11én calismalarda, BKY DNA sinin insan hiicrelerinde de trans-
formasyona neden oldugu gdsterilmistir (64). Daha sonraki bir calismada
ise, 74 beyin tumorlu hastanin 18 inde ve 5 pankreas tumdrliu hastanin
2 sinde blot hibridizasyon analizi ile BKV DNA s1 saptanmistir (65,66).
Ayrica, transforme insan fetal beyin ve bobrek hiicrelerinde persistan BKV
enfeksiyonu da bildirilmektedir (5,67). Malignant tlimgrli hastalarda ya-
pilan serolojik calismalarda herhangi bir bulgu elde edilmemesine karsin
bir grup kanserli hastada BKV tiimor antijenine karsn 629&1 antikor]af1n
gosterilmesi anlam tasimaktadir (11,55). Ancak, bu bulguiar1'destek1eme-

yen calismalar da mevcuttur (68,69).

Kanserli cocuklar, kemoterapi alan tiimorli hastalar, AIDS ve Kaposi
Sarkoma'11 hastalarda BKV enfeksiyonunu gosteren bulgular da bildirilmek-

tedir (13,14,15,16,70).

Blitiin bu bulgular, BKV un insan timdrierindeki rolunu tam olarak
aciklayamamaktadir. Urnegin kanserli hastalarda BKV-T antijenine kars1
antikorlarin saptanmasi, hiicresel immun sistemdeki bozukluk sonucu viicut-

ta latent olarak bulunan virusun litik faza gecmesi nedeniyle miimkiin
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olabilir. Benzer olarak, timor hiicrelerinde BKV DNA sinin bulunmasi da,
dokularda Onceden varolan enfeksiydz virusun, timor hiicrelerinin mitotik
aktivitelerinin artmasiyla fazla miktarda sentez edilmesi sonucu olabi-
Tir. Dolayi1siyla bugiin i¢in insan polyomaviruslarinin onkojenik potansi-
yelinin bilinmesine ragmen insan tuimorleriyle iliskisi aydinlatilamamis-

tir.

BKV Enfeksiyonlarinin Tanis1

Primer BKV.enfeksiyon]ar1n1n’gene]]ik]e belirtisiz ya da hafif ve
nonspesifik Ust solunum yolu bulgulari ile seyretmesi nedeniyle tani kli-
nikte pratik olarak zorunluluk arzetmemektedir. Ancak, ayirici tani ama-
ciyla ya da seroepidemiyolojik olarak BKV enfeksiyonu serolojik yontem-
lerle belirlenebilir. Bu sekiide,~BKV—bng1 IgM antikorlarinin varlig
veya akut ve konvelesan serum orneklerinde antikor titresindeki artisin

gosterilmesi mimkiin olmaktadir.

Bobrek ve kemik i1igi transplantasyonlu hastalar ve kemoterapi alan
kanserli hastalar gibi immunsiipresif bireylerde ise serolojik taninin ya-
nisira idrar orneklerinden virusun izolasyonu ve sitolojik inceleme yontem-

leri de deder tasimaktadir.

Laboratuvar tani yontemleri

Virus izolasyonu : BKV izolasyonu, hastadan alinan steril idrar or-

neginin HEK ve Vero hiicre kiiltlirlerine inokiilasyonu ile yapilabilmektedir.
Virus izolasyonu genellikle birka¢ hafta alabilmekte ve virusa ozgul si-
topatik etki ile saptanabilmektedir. Virus lremesinin saptanmasi ve tit-
rasyonu, enfekte hiicre kiiltiri sivisinin insan O grubu eritrositleri kul-

lanilarak hemaglitinasyon testine tabi tutulmasiyla da belirlenebilir (1).
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Sitolojik inceleme : Hastalarin idrar sedimentinden hazirlanan pre-

paratlarin papanicalou, hematoksilen eosin veya giemsa ile boyanmasiyla
transisyonel hilicrelerde genisleme, hiperkromatik ¢ekirdek i¢ci inklizyon-
Tar ve ¢ekirdek zarinda kalinlasma ile karakterize sitolojik de§isiklik-
ler 1nce1eneb111f. inkTiizyonlar, ¢ekirdek zarindan ayrilmis ve tipik
"baykus gozi" goriinlimiindedir. Eksfoliye olmus hiicrelerde bulunan virus

antijenleri immunofloresans yontemiyle de saptanabilir (71,72).

‘Elektron mikroskopi : Hastadan alinan idrar Ornekleri 20.000 rpm de

santrifiij edildikten sonra negatif boyama ile e]ektrbn mikroskobunda ince-
lenebilir. Immun é1ektron mikroskopi ydntemi ile de virionlar gosterile-

bilmektedir (73).

Serolojik testler : Bircok viral enfeksiyonun tanisinda oldugu gibi,

bireylerde BKV antikorlarinin saptanmasinda ya da enfeksiyonun takibi si-
rasinda serolojik yontemler yardimci olmaktadir. Kazaniimis badisikligin
belirlenmesi amaciyla kisilerde BKV antikorlarinin gosterilmesinde ve
seroepidemiyolojik calismalarda en sik kullanilan test HO testidir. Bu
yénteﬁde, test serumlarinin RDE (reseptor destroying enzyme) veya sodyum
periodatla inaktivasyonu ve insan O grubu eritrositlierle absorbe edilmesi
gerekmektedir. HO testinde insan O grubu eritrositleri % 0.5 Tik stispan~

siyonda hazirlanarak kullanilmaktadir.

BKY antikortarinin saptanmasinda, kompleman birlesmesi testinin de
yeri vardir. Ancak bu testte antikor titreleri, HU testine gire oldukca
disiik bulunmakta ve seroepidemiyolojik calismalar icin tavsiye edilmemekte-

dir (35).

Son y1llarda siklikla kullanilan ELISA testi de BKV IgG ve IgM an-

tikorlarinin saptanmasinda Gnem tasimaktadir. Uzellikle akut enfeksiyon
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s1rasinda olusan IgM antikorlarinin gosterilmesi amaciyla immunsiipresif

ilac alan hasta gruplarinda tercih edilmektedir (55,56).

Bunlarin yanisira BKV serolojisinde kullanilan dijer testler arasin-
da immunofloresans, notralizasyon, western immunoblotting ve RIA yer al-

maktadir (57,72,74=79 ).

Son yi1llarda teknolojinin gelismesine paralel olarak BKV tanisinda
da ¢ok daha duyar11 yontemler uygulanabilmektedir. Bunlar arasinda ise DNA
hibridizasyon ve bo1imeraz zincir réaksiydn(PCR) bulunmaktadir. Bu'yﬁntem—
lerle klinik bir Ornekte polyomavirus DNA s1 kisa zamanda ve cok spesifik

olarak gosterilebilmektedir (10,80).

BKV. Enfeksiyonlarinda Bagisiklik

Primer BKV enfeksiyonu sirasinda, diger viral enfeksiyonlarda oldu-
gu gibi himoral immun cevap ortaya cikmaktadir, Enfeksiyonun .akut donemin-
de IgM antikorlarinin yanisira IgA tipi antikorlar da olusmaktadir. IgA
tipi antikorlarin IgM antikorlarindan daha uzun slire serumda kaldigs gos-
terilmistir (79). Enfeksiyon sirasinda IgM antikorlarindan sonra olusan
'igG tipi antikorlar da bilindigi gibi uzun yillar serumda saptanabilmek-
tedir. BKV a karsi olusan IgG ve IgM antikorlarinin ndtralizan etkileri-
nin bilinmesine karsin IgA nin biyolojik etkileri heniiz tam olarak bilin-
memektedir. BKV-1gG ve IgA antikorlarinin uzun siire serumda bulunmasi,
virusun persistansi, reaktivasyonu ya da reenfeksiyon gibi nedenlerle

siirek1i antijenik uyarimin oldugunu ortaya koymaktadir (79).

BKV enfeksiyonlarinda olusan hiimoral immun cevaba ragmen latent vi-
rusun reaktivasyonu ve idrarla salinimi  yliksek antikor titreleri ile

onlenememekte hatta birbiri ile iliskili bulunmaktadir (51,79). Dolayisiyla
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BKV enfeksiyonlarinda hiicresel immunitenin daha bliylik onem tasidi§1 orta-
ya ¢ikmaktadir. Hicresel immun sistemin baskiland1d1 durumlarda Grnegin
kemoterapi alanlarda, immun siipresif veya sitotoksik ilac¢ kullananlarda
BKV reaktivasyonu siklikla bitdirilmektedir. Yapilan calismalarda, immun
bireylerden alinan lenfositlerin in-vitro sartlarda BKV antijeni ile pro-
Tifere oldugu ancak immun olmayan kisilerden alinan lenfositlerin proli-

ferasyona ugramadigi gosterilmistir (81).

insan papovavirus enfeksiyonu sirasinda, virusun latent olarak kal-
~ di1g1 hiicrelerde viral antijenlerin sentezi olabilir veya olmayabilir (58,
82). Calismalar, BKV un 16kosit ve monositlerde de bulunabilecedini ancak

bu hicrelerde viral antijen sentezinin yapilmadigini bildirmektedir (83,84).

Hamilelik sirasinda da BKV un reaktive olmasi hormonal dedisiklik-
lerden ziyade immunolojik mekanizmalara dayanmaktadir (6). Virus reakti-
vasyonunun monosit/lenfosit orani yiiksek kadinlarda daha sik oldudu ve
1drar1é virus saliniminin saptandigit bildirilmektedir (85). Bu mekanizma-
nin, makrofajlarin prostaglandin sentezi lzerinde kuvvetli baskilayic
etki gostermesiyle monosit/lenfosit oraninin artmasi ve virusun reaktivas-

yon riskini arttirmasi seklinde oldugu dustniilmektedir (85).

BKV Enfeksiyonlarinda Tedavi

Bugiin i¢in, primer veya sekonder BKV enfeksiyonlarinin tedavisinde
bilinen ve kullanilan antiviral bir ajan mevcut dedildir. BKV un reakti-
vasyonu sonucu lreteral stenoz tesbit edilen bobrek transplantli1 hasta-
lara 3x106 0 dozda intramuskuler olarak uygulanan interferon tedavisinin

de basarili olmadi§1 bildiriimektedir (86).
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Latent virus enfeksiyonlarinin tedavisindeki sorunlar nedeniyle
buglinkii sartlarda semptomlara yonelik tedavi daha uygulanabilir goriin-
mektedir. BKV un latentligi ve patogenezi ile ilgili yeni bilgiler,

ileride etkin bir antiviral ajan gelistirilmesinde yararli olacaktir.



GEREC VvVE YONTEM

Virus : OrijinaT BK virus GS susu Dr. Sylvia Gardner, Virus Refe-
rence Laboratory, Colindale, Londra'dan temin edildi. Uzel sartlarda sak-
lanmak suretiyle gonderilen virus Ornedi tek tabaka Vero hiicre kiiltiirle-

rine 0.1 ml ekilerek liretildi ve antijen hazirlanarak kulianildsy.

Y
T

Standart serumlar : Pozitif ve negatif standart serumlar, Dr. S. Gardner,

Virus Reference Laboratory, Colindale, Londra'dan temin edildi.

Hicre Kiiltiirleri : BKV un iiretilmesi i¢in Vero (Afrika yesil maymun

devaml 1 bobrek) hiicre kiiltiirleri kullanildi. Vero hiicre ku1tUr1eri oriji-
nal olarak Flow Laboratuvarlari, Irvine, ScotTand'dan saglandi. Hiicre kiil-
tirleri 50 ml kapasiteli Greiner (Labortechnic) disposible siselerinde

monoléyer olarak Uretildi ve seri pasajlarla devam ettirildi.

Test Serumlari ve idrar Ornekleri : Hacettepe Universitesi, Marmara

Universitesi ve Karadeniz T1p Fakiiltesi Hastanelerine basvuran ve akut
tist solunum yolu enfeksiyonu sikayeti olmayan.gesitli yas gruplarindaki
bireylerden ve Hacettepe Uni. Tip Fakiil tesinde gorev yapan'sa§11k11 gonil -
lilerden alinan kan orneklerinden ayrilan serumlar calisilincaya kadar
-25°C‘de saklandi. Ayrica, transplantasyon yapilan hastalarda virus reak-
tivasyonunu arastirmak amaciyla, Hacettepe Uni. hastanelerinde bobrek ve
kemik i11§i transplantasyonu yapilan hastalardan transplantasyondan once
ve 21 giin sonra olmak lizere 2 serum drne§i toplandi. Ayrica bu hasta-
Jardan transplantasyondan sonra olmak iizere steril idrar drnekleri alin-

d1 ve fenol red ve sodyum bikarbonat ile pH lari ndtral pH a ayarlandi.
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tdrar Grneklerine daha sonra penisilin-streptomisin iceren antibiyotik
slispansiyonu eklenerek buzdolabinda bir siire bekletildi ve tek tabaka ol-

mus Vero hiicre kiiltirlerine ekildi.

Hlicre Kiiltlri Hazirlanmasinda Kullanilan Vasat ve Solisyonlar

Oretme vasati : Vero hiicre kiiltlirlerinin Uretilmesi i¢in Eagle's

MEMO (Minimal Essential Medium Otoclavable) vasati ticari olarak Gibco
firmasindan saglandi. Toz halindeki vasattan 9.526 gr, 1000 m1'1yonsuz
suda ¢ozilerek 121°C de 15 dakika otoklavda steril edildi ve kullanilin-
caya kadar 49C de saklandi. Hiicre kiiltirleri icin kullanilacad1 zaman
sodyum bikarbonat (Nchog) ile pH s1 notral pH a ayarlandi ve ic¢ine lre-
meyi desteklemek amaciyla % 1 oraninda glutamin ve % 10 oraninda fotal
dana serumu eklendi. Bakteriyel kontaminasyonun onlenmesi i¢in de % 1

streptomisin-penisilin ilave edildi.

Fotal Dana Serumu : Gibco firmasindan ticari olarak saglanan 500 ml

hacimdeki FCS, 100 m1 1ik hacimlere boliinerek -259¢C de, ¢oziildiikten sonra

ise 49C de saklandi.

‘Glutamin : Isiya duyarli olmasindan dolay:r MEMO vasati iceriginde
bulunmayan L-g]utamin, ticari olarak Sigma firmasindan saglandi. Yiiz mi
iyonsuz suda coziilen 2.92 gr glutamin slispansiyonu Seitz filtresinden’

stizilerek steril edildi ve 4°C de saklandi.

Streptomisin-Penisilin Siispansiyonu : 1 milyon Unite kristalize pe-

nisilin ve 1 gr streptomisinin 100 ml steril iyonsuz su icerisinde ¢ozil-
mesiyle hazirlanan SP sollisyonu, 10 ar ml olmak lzere steril kapakl1 tiip-

lere dagitildi ve kullanilincaya kadar -259C de saklandi.
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Sodyum bikarbonat (NaHCO3) ¢Ozeltisi : Hiucre kiiltlri vasatlarinin

pH sinin ayarlanmasi amaciyla kullanilan bu solisyon, 100 mf iyonsuz suda
7.8 gr NaHCO3 in cozilmesiyle hazirlandir ve 10 atm. de 15 dakika steril

edilerek 4°C de saklandi.

Fosfat-tuzlu su tamponu (PBS) -: Hiicre kultirlerinin artik maddeler-

den temizlenmesi ve yikanmasi amaciyla kullanilan PBS standart formile go-

re (Dulbecco's PBS) hazirlandir (87a). Kullanilincaya kadar 49C de saklandi.

Tripsin : Proteolitik bir enzim olan tripsin, hicre pasaj1l sirasin-
da hiicrelerin sise ylizeyinden ayrilmasi amaciyla kullaniltd1 ve asagidaki

formile gore hazirlandi :

NaCl ittt e iinennenasnnnnns 4.00 gr
KCT  iiieeeetineeassannnanans 0.10 gr
NaZHPO4 ...................... 0.575 gr
veya

NaZHPO4 2H20 ............. 0.720 gr
KH2P04 ....................... 0.10 gr
Tripsin  cveeeevienrienaanoanaas 2.50 gr

Bu maddeler 500 ml iyonsuz suda eritildi ve 0.5 ml fenol kirmizis? ekle-
nerek % 7.8 1ik NaHCO3 ile pH ayarlandi. Bir gece 49C de bekletildikten
sonra 5 ml SP eklendi ve Seitz filtresinden siiziilerek steril edildi. 100 er

ml olmak ilzere siselere bolindi ve kullanilincaya kadar -259C de saklandi.

Versene : Hicre kiiltiirlerinin pasaj1 sirasinda kullanilan bu kelat
ajan1 Ca ve Mg iyonlarini tutarak hiicrelerin sise yiizeyinden ayrilmasini

saglamaktadir. Versene soliisyonu asagidaki formiile gore hazirland

NGl tiiiiiieeeeensosensncannns 4.00 gr
KCT i iiiineerevnanaesnnnssenns 0.10 gr
NazHPO4 ........................ 0.575 gr
KH2P04 ........................ 0.10 gr
Versene (EDTA) .veevvrereenonnns 0.10 gr

(EDTA : Ethylene diamine tetra-acetic acid disodyum tizu)
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Bu maddeler 500 ml iyonsuz suda eritilerek, otoklavda 15 dakika 10 atm.

de steril edildi ve 4°C de sakland.

Hlicre Kiiltirlerinin Pasajlarla Godaltilmasi :

Bu amacla, tek tabaka olarak liretilen hiicre kiiltirlerinin vasati do-
kiilerek tripsin-versene karisimi ile iyice yikandi. Bu kar1s1m dokiildiik-
ten sonra tekrar 0.1 ml tripsin ve 0.1 ml versene ilave edilerek hiicreler
379C de 5-10 dakika bekletildi. Boylece tum hiicrelerin sise ylizeyinden |

iyice ayrilmasi sadlandi. Hiicreler tamamiyle dokiildikten sonra hiicre kil-

tlirl sisesine 5 ml MEMO vasati1 eklenerek pipetaj yapildi. Bu hiicre siispan
siyonu, steril kapakli bir tiipe alinarak 2000 rpm de 10 dakika santrifiij
edildi. Bu siire sonunda, iist si1vi atilarak hiicre ¢cokeledi 5 ml MEMO vasa-
t1 ile pipetaj yapild1 ve her siseye 2x108 hiicre diisecek sekilde 2 ya da
3 siseye bdliinerek ilizerlerine (5-7 ml) % 10 FCS ve % 1 SP i¢eren MEMO
vasat1 eklendi. 37°C 14k etiive kaldirilan hiicre kiiltiirleri hergiin izlene-

rek gerektiginde vasatin pH s1 % 7.8 11k NaHCO3 ile notral pH ya ayarlan-
d1. Gerektiginde ise, 01U hiicrelerin ve yogun metabolik artiklarin uzak-
lastiriimasi amaciyla hiicreler PBS»so1Usyonu ile yjkanarak,.Uzerlerine
yeni vasat eklendi. 3-4 giin icinde tek tabaka olarak lireyen hUgre ku1-

tiirleri, bu sekildé tekrar pasajlarla c¢ogdaltilda (8?a) (Resim 1-a).

Hiicre Kiiltiirlerinde BKV un Uretilmesi ve Antijenin Hazirlanmasi :

Bu amacla, tek tabaka halinde liretilen Vero hiicre kiiltiirlerinin va-
satlari dokilerek PBS ile yikandiktan sonra, hemagliitinasyon titres]
1/256 olan BKV GS susu 0.1 ml inokiile edildi ve 37°C de 90 dakika, 10
dakikada bir karistirilarak inkiibe edildi. Boylece virusun hiicrelere ad-
sorbsiyonu ve penetrasyonu saglandi. Bu siire sonunda virus ekili hiicre

kiltirlerinin tzerine % 2 FCS, % 1 glutamin ve % 1 SP iceren MEMO vasa-



- 24 -

tindan 7 ml eklenerek inkiibasyona birakiidi. Hiicreler hergiin sitopatik
etki yoniinden izlenerek gerektiginde NaHCO3 ile pH ayarlandi. Hicre yuvar-
laklasmas1 ve graniilasyon ile karakterize sitopatik etki 10-15 inci giin-
de saptandi. Virus liremesi, belirli araliklarla alinan hiicre kiilturl va-
satinin hemaglitinasyon testine tabi tutulmasiyla da izlendi. Tam sitopa-
hemagliitinasyon testi ile saptandiktan sonra enfekte hiicreler tamamen
dokiulerek kiltir vasati steril kapakli tiiplere alindi. 50 Watt da 30-60
sanjye'sonifiye edildi (Sonifier B-12) ve bu is1ém1e hiicrelerin parcalan-
masi ve virusun vasata gecmesi saglandi. Bu siispansiyon, 20 dakika, 2000
rpm de santrifiij edilerek iist sivi alindi ve 1 ml 1ik hacimlere bdliine-
rek antijen olarak kullanilmak Uzere -25°C de saklandi. Kullanilacag1 za-

man antijenin titresi hemagliitinasyon testi ile saptandi (33).

BKV antijeninin hazirlanmasi sirasinda, normal hiicre kiiltlirierine
de virus ekilmeksizin ayn1 islemler uygulandi ve kontrol antijen olarak
kullanildi. Vero hiicre kiiltirlerinde liretilen BKV, antijen hazirlanmasi-
nin yanisira yeni hiicreleri enfekte etmek amaciyla kiciik miktariara bdlﬁ-

nerek -25°C de stok olarak sakland1 (Resim 1-b).

Hicre Kiiltirlerinde Uretilen BKV Titresinin Hemagliitinasyon (HA) ile

Saptanmasi :

Deneyde kullanilan sollisyon ve gerecler :

Eritrositler : HA ve HO deneylerinde ku11én11an insan 0 grubu erit-

rositleri, heparinli tiipe alinan 0 grubu kanin 3-4 kez serum fizyolojik
(SF) ile yikanmas1 ile hazirlandi. Paket eritrositlerin SF icerisinde

% 0.5 1ik slspansiyonu yapilarak deneyde kullanildi.
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Resim 1-a : Normal devamli maymun bobrek hiicre kultiri (Vero)
(Giemsa boyasi, 10X%).

Resim 1-b : BK virusu ile enfekte olan Vero hiicre kiiltiirlerinde
olusan sitopatik etki. Enfeksiyonun 14. ginu.
(Giemsa boyasi, 10X). :
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Resim 1-a : Normal devamli maymun bobrek hiicre kiiltirl (Vero)
(Giemsa boyasi, 10X).

Resim 1-b : BK virusu ile enfekte olan Vero hiicre kiltirlerinde
olusan sitopatik etki. Enfeksiyonun 14. glni.
(Giemsa boyasi, 10X).
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Serum Fizyolojik (SF) : HA ve HU deneylerinde Baxter firmasi tara-

findan ticari olarak saglanan steril SF kullanildi.

Mikroteknik gerecleri

Mikrodiluter (loop) : 0025 ml sivi tutma yetenedinde bir aractir.
Damlalik pipeti : 0025 ml damla verme yetenedinde olan polipro-
pilen yapisinda ozel pipetlerdir.

Test Kagitlari (go-no-go) : Looplarin hacmini kontrol etmek i¢in
kullanilan ve iizerinde 0.025 ml sivi emme yetenedinde daireler
bulunan 6zel emici kagitlardir.

U tabanli pleytler : Tabanlari U seklinde olan ve 8x12 adet cukur
iceren polistiren yapisinda pleytlerdir.

Test okuma aynasi : Deney sonuclarinin degerlendirilmesinde kul-

lanilan icblikey (konkav) yapida bir aynadir.

Hemagliitinasyon Deneyi : Hiicre kiiltlrlerinde tiretilerek hazirlanan

BKV titresi HA deneyi ile saptandi (87b).

U tabanli pleytin ¢alisilacak tim ¢ukurlarina 0.025 ml SF damla-
tilda.

11k cukura diluter ile test edilecek virus ornedinden 0.025 ml ko-
nuldu ve seri sulandirimlari yapildi. Ozerlerine 0.050 ml SF dam-
latildr.

Tiim cukurlara % 0.5 1ik insan O grubu eritrosit slispansiyonundan
0.025 ml damlatilarak pleytler karistirildi ve 4°C de en az 1 saat
inkiibe edildi.

Eritrosit kontrol cukuruna ise, 0.075 ml1 SF ve 0.025 ml % 0.5 1lik
insan 0 grubu eritrositleri damlatildi.

Degerlendirme : Tam hemagliitinasyon gosteren en yliksek virus sulan-
dirimi, 1 HA Unitesi olarak kabul edildi. HO deneyinde 4 HA U an-
tijen kullaniidi. Calismamizda hiicre kultlrlerinde ilirettigimiz

BKV un 1 HA iinitesi 1/256 olarak saptandti ve HU deneyinde 1/64
oraninda sulandirilarak kullaniidi.
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Test Serumlarinda BKV Antikorlarinin Hemaglutinasyon Onlenim (HO) Deney i

ile Saptanmasi

Cesitli yas gruplarindan toplanan serum drneklerinde BKV antikorlar
Ho deneyi ile arastirildi. Deneyden Once tium serum ornekleri absorbe ve

inaktive edildi.

Test serumlarinin absorbsiyonu : Test serumlarinda insan 0 grubu erit-

rositlerine kars1 bulunabilecek antikorlarin ortadan kaldirilmasi amaciyla
tiim serumlar, 3 kez SF ile yikanmis insan O grubu paket eritrositleri ile
absorbe edildi. Bu amacla, serum orneklerinin icerisine 0.05 ml paket
eritrosit eklenerek oda 1sisinda 30 dakika bekletildi ve daha sonra se-
rum ornekleri 2000 rpm de 5-7 dakika santrifij edilerek eritrositler se-

rumdan uzaklastirildir (1).

Test serumlarinin inaktivasyonu : Test serumlarindaki ©zgil olmayan

inhibitorlerin uzaklastirilmasi amaciyla once tim serumiar 56°C de 30
dakika 1s1 ile inaktive edildi. Daha sonra tim serum Ornekleri sodyum

periodat (NaIO4) ile asagdidaki gibi muamele edildi (33) :

1 voliim (0.1 ml1) serum ornedi iizerine 3 volium (0.3 ml) M/90 NaIO4
eklendi ve 15 dakika oda 1si1sinda inkiibe edildi. Daha sonra Uzerine
6 volim (0.6 m1) % 0.6 11k gliserol eklendi ve bdylece NaIO4 n
fazlas1 notralize edilmis oldu.

- Bu sekilde hazirlanan ve final diliisyonu 1/10 olan serum Ornekleri HO

deneyine alind1.

Esas Deney :

- Mikropleytin calisilacak tium cukurlarina 0.025 ml SF damlatilda.

- 11k cukurlara inaktive edilerek 1/10 dillisyonda hazirlanmis serum
orneklerinden 0.025 ml diluter ile konuldu ve seri sulandirimlari
hazirlandi. Boylece serum Ornekleri 1/20 titreden baslayarak 1/2560
titreye kadar sulandirilmis oldu.
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Tum cukurlara 0.025 ml daha Once HA testi ile titresi saptanmis vi-
rus antijeninden 4 HA linitesi eklendi ve bu karisim 1 saat oda
1s1s1nda inkiibe edildi.

Daha sonra tiim cukurlara 0.025 m1 SF ve 0.025 ml % 0.5 1ik insan
0 grubu eritrosit siispansiyonundan eklendi ve mikropleytier 4°C de
en az 1 saat inklibe edildi.

Virus kontrol cukuru, 0.050 ml SF, 0.025 ml virus ve 0.025 ml % 0.5

1ik insan O grubu eritrosit siispansiyonu damlatilarak hazirlandi.

Eritrosit kontrol cukuru, 0.075 ml1 SF ve 0.025 ml % 0.5 1ik insan
0 grubu eritrosit siispansiyonu damlatilarak hazirlandi.

Her seri calismada ayrica negatif ve pozitif kontrol serumlari da
teste alinds.

Degerlendirme : Virus kontrol c¢ukurunda hemaglitinasyon, eritrosit
kontrol cukuruna cokme oldugunda test degerlendirildi ve hemagliti-
nasyonun tamamen onlendigi en yiiksek serum sulandirimi o serumun HO
antikor titresi olarak kaydedildi (Resim 2).
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Resim 2 : Hemaglitinasyon Onlenim Deneyi.
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Test Serumlarinda BKV Antikorlarinin Kompleman Birlesmesi Deneyi (KBD)
ile Saptanmasi

Test serumlarinda BKV antikorlarinin saptanmasinda KBD in duyarli-
11§1n1 ve HO testi ile uyumlulugunu belirlemek amaciyla farkli HO titre-
lerine sahip cesitli yas gruplarina ait serum drnekterinde KBD kullanila-

rak BKV antikorlari aranmistir.

Kultanitan madde ve soliisyonlar :

Veronal Buffer (VB) : VB soliisyonu, icerdigi Ca ve Mg iyonlari nede-

niyle KBD inde, komplemanin yiiksek serum diliisyonlarinda bile tam olarak
fikse edilmesini sadlamak amaciyla diliient olarak kullanildi ve asagidaki

formile gore hazirlandy :

NEUGIE oot e e o o O 0 G b A0 7 8.50 gr
5.5 diethyl barbitiinik asit e saseetss e 0.575 gr
Na '5%5 diethyl’ barbilt rait It oo alieastes 5.a s 0.20 gr
MgC]2 . 6H20 .............................. 1.65 gr
CaC12 ..................................... 0.28 gr

Hazirlanirken, once barbitiirik asit 50 ml sicak iyonsuz suda eritildi. Di-
ger maddeler eklenerek iyonsuz su ile 200 ml ye tamamlandi ve otoklavda
20 dakika, 120°¢C de steril edilerek 4°C de saklandi. Kullanilirken iyon-

suz su ile 1/5 1ik sulandirimi yapildi ve pH 7.2 ye ayarlandi (87c).

Eritrositler : KBD inde kullanilan koyun eritrositlieri, H.U. Deney

Hayvaniari Bdliminden saglandi. Standart yontemlere gore hazirlanan ve
eritrositlerin stabilitesini saglayan Alsever sollsyonunda 49¢ de saklan-
d1 (87c). Kullanilacaginda VB ile 2000 rpm de 10 dakika santrifiij edile-
rek 3 kez yikandi ve list si1vi tamamen berrak oldugunda paket eritrosit-

ler alinarak deneyde kullanildi.
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Hemolitik Serum : Koyun eritrositlerine karsi tavsandan elde edilen

anti-koyun eritrosit antikorlarini iceren hemolitik serum, Refik Saydam
Merkez Hifzissihha Enstitiisiinden saglandi.

Hemolitik Sistem : Paket koyun eritrositlerinin VB icerisinde hazirlanan

% 4 1ik slispansiyonu ile yine VB ile 1/100 oraninda sulandirilmis hemoli-
tik serumun esit hacimlerde karistirilmasiyla hazirlandi. 15 dakika 37%C

de bekletilerek duyarlilastirildiktan sonra deneyde kullanildi.

Kompleman : Kompleman olarak 1 yasindan kiiciik erkek kobaydan alinan
kalp kaninin ayrilan serumu -259C de saklandi. Kullanilacagi zaman asagi-

daki yontemle titre tayini yapildir.

- Mikropleytin calisilacak ¢ukurlarina 0.025 ml VB damlatildi.

- Test edilecek komplemandan loop ile 0.025 ml alinarak ilk cukura
kondu ve diger cukurlara seri dilusyonlari yapildi.

- Tim cukurlara tekrar 0.050 ml VB ve daha sonra hemolitik sistemden
0.025 ml damlatilda.

- Hemolitik sistem kontrol cukuruna ise, 0.075 ml VB ve 0.025 ml
hemolitik sistem eklendi.

- Mikropleyt 37°C de, 30 dakika karistirmak suretiyle 1 saat inkiibe
edildi. Daha sonra 4°C ye kaldirilarak tam cokme saglandiktan son-
ra sonugclar dederlendirildi.

- Dederlendirme : % 50 hemoliz ve % 50 ¢Okmenin saptandigi kompleman
sulandirim1 1 kompleman linitesi olarak kabul edildi (Hemolitik Doz
50 - HDSO)' KBD inde ise komplemanin 4 Unitesi kullanildi.

KBD de Kullanilan BKV Antijeninin Hazirlanmasi

Tek tabaka olarak iretilmis Vero hiicre kiiltlirlerine ekilerek 2-3
hafta inkiibe edilen BKV, ylksek HA titresi (1/512) verdiginde hiicreler ta-

mamen dokiilerek vasat sivisi steril bir tip icinde toplandi ve 3 kez
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dondurulup ¢oziildi (1). Bu sekilde, hiicrelerin parcalanmasiyla olgunlasma-
mis virus antijenlerinin tamamen siviya gecmesi saglandi. Daha sonra bu
stispansiyon 20 dakika 2000 rpm de santrifiij edilerek lst sivi alind1 ve
antijen olarak kullanilmak Uizere kii¢ciik hacimlere boliinerek -25°C de sak-

Tand1i. Kullanilacaginda antijenin titresi chessboard yontemiyle saptands.

BKV-KB antijeninin hazirlanisi sirasinda, normal hiicre kultirleri-
ne de virus ekilmeksizin ayn1 islemler uygulanarak kontrol antijen olarak

kutlanildi.

Antijen ve Antiserum Titrelerinin Chessboard Yontemi ile Saptanmasi

Hazirlanan antijenin optimal diliisyonunu ve kontrol antiserumun tit-
resini saptamak amaciyla uygulanan chessboard yontemi asa§idaki gibi ya-

pildl (87d) :

- Serolojik tiiplerde antijen ve inaktive edilmis antiserumun 1/2, 1/4,
1/8 .... 1/256 titrelerde seri sulandirimlari haziriandi.

- U tabanli pleytin ¢alisilacak cukurlarina 0.025 ml VB damlatildik-
tan sonra, en yiiksek antijen sulandirimindan baslanarak makrodiliis-
yonlara karsilik gelen cukurlara vertikal olarak (yukaridan asagiya
dogru) 0.025 ml antijen sulandirimlari damlatiidi. Bu sekilde en
diisiik sulandirima kadar devam edildi. Antiserum sulandirimlari da
ayn1 yontemle fakat horizontal olarak (soldan saga dogru) karsilik
gelen cukurlara her sulandirimindan 0.025 ml olarak damlatildi.

- Antijen kontrol cukurlari 0.025 ml VB ve 0.025 ml antijen sulandi-
rimlarini, antiserum kontrol cukurlari ise 0.025 ml VB ve 0.025 ml
antiserum sulandirimlarini icermekteydi.

- Daha sonra kontroller dahil tim gukurlara 0.025 ml kompleman (4 HDSO)
damlatildi. Kompleman i¢in 4, 2 ve 1 iinite olmak izere 3 ayri1 kont-
rol cukuru hazirlandi. 4 U kompleman ¢ukuru, 0.050 ml VB ve 0.025
ml 4 0 kompleman icermekteydi. 2 U kompleman ¢ukuruna 0.025 ml VB
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ve 0.025 m1 4 0 kompleman konulduktan sonra loop ile karistirila-
rak 1 Unite i¢in ayrilan ve 0.025 ml VB iceren kontrol c¢ukuruna
dillsyonu yapildi. Sonra 2 ve 1 U kompleman kontrol ¢ukurlarina
0.050 m1 VB damlatildy.

Pleyt iyice karistirilip 4°¢C de bir gece bekletildi. Ertesi gln,

% 4 koyun eritrositleri siispansiyonu ile 1/100 sulandiriimis hemo-
1itik serumdan esit hacimlerde iceren ve duyarlilastirilan hemoli-
tik sistemden tum cukurlara 0.025 ml damlatildi. Hemolitik sistem
kontrol ¢ukuru ise 0.075 ml VB ve 0.025 ml hemolitik sistem konula-
rak hazirlandi.

Mikropleyt 37°C de 30 dakika, 10 ar dakikada bir karistirilarak,

30 dakika ise karistirilmadan olmak lizere 1 saat bekletildi. Daha
sonra 4°¢C ye kaldirilarak eritrositlerin tamamen ¢Okmesi saglan-

diktan sonra sonu¢lar dederlendirildi.

Dederlendirme : Optimal antijen ile antiserum konsantrasyonunun
karsilast1d1 ve komplemani bagladigi titreler degerlendirmede dik-
kate alindi. % 50 cokme ve % 50 hemolizin oldudgu en yiliksek antijen
ve antiserum sulandirimi saptanarak, KBD inde 4 U antijen kulla-
n1ldi. % 100 hemolizin saptandidi sulandirim dikkate alindiginda
ise antijenin 2 lnitesi kullanildi.

Chessboard deneyi ile, hazirladigimiz BKV antijeninin titresi 1/8

olarak bulundu ve esas deneyde 1/2 oraninda sulandirilarak kullanildi.

Test Serumlarinin Hazirlanmas?

Calisilacak tum serumlar KBD inden oOnce, 56°C de 30 dakika inakti-

ve edilerek kompleman ve antikomplementer etki uzaklastirildi. Isiyla inak-

tivasyona ragmen, kimyasal veya bakteriyel kontaminasyona, yuksek gama-

globulin miktarina veya komplemana karsi inhibitor varligina badli olarak

ortaya cikan antikomplementer etki asagidaki sekilde uzaklastirildi (87d):

- 4 volim (0.4 ml) serum lizerine 1 volim (0.1 ml) sulandirilmamis
kompleman eklenerek bir gece 49C de bekletildi. Daha sonra 37°C de
30 dakika tutuldu.
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Uzerine 2.7 ml VB eklenerek test edilecek serumun 1/8 diliisyonu
elde edildi. 60°C de 30 dakika inkiibe edildi ve boylece fazla komp-
leman da inaktive edilmis oldu.

Esas Deney :

Test edilecek her serum icin ayrilan bir sira mikropleyt cukuruna
0.025 ml VB damlatilds.

Her serum Ornedinden loop ile 0.025 ml alinarak ilk ¢ukurlara ko-
nuldu ve karistirilarak diger cukurlara seri diliisyonlari yapildi.

Serumlarin 1/2 sulandirimlarini iceren ilk cukurliara 0.025 ml VB
(antijen yerine), diger diliisyon cukurlarina ise 0.025 ml 4 0
antijen damlatildi. Bdylece antijen icermeyen ilk ¢ukurlar, test
serumu kontroli olarak dederlendirildi. Ayrica, antijen kontrol
cukuruna 0.025 ml VB ve 0.025 ml 4 0 antijen konuldu.

Kontroller dahil tim cukuriara 4 linite komplemandan 0.025 ml damla-
t11d1. 4, 2 ve 1 linite kompleman kontrol ¢ukurlari ise asagida be-
1irtildigi sekilde hazirlandi.

4 0 kompl. kontr. 0.025 ml 4 0 kompl. + 0.050 ml VB

2 0 kompl. kontr. 0.025 m1 VB + 0.025 ml 4 0 kompl. + 0.050 ml

1 0 kompl. kontr. 0.025 ml VB + 2 0 komplemanin diliisyonu +
0.050 mi VB

Mikropleyt karistirilarak 4°C de 1 gece bekletildi. Ertesi giin
kontroller dahil tim cukurlara 0.025 ml hemolitik sistem damlatildi.
Hemolitik sistem kontrol cukuru ise 0.075 ml VB ve 0.025 ml hemoli-
tik sistem icermekteydi.

Pleyt 37°C de 30 dakika karistirilarak, 30 dakika ise karistirilma-
dan toplam 1 saat inkiibe edildikten sonra 4°¢ ye kaldirilarak hiicre-
lerin ¢okmesi saglandi ve sonuglar dederlendirildi.

Dejerlendirme : Antijen, hasta serumu ve komplemanin 4 ve 2 inite
kontrollerinde tam hemoliz, hemolitik sistem kontrollinde tam ¢okme
ve 1 Unite kompleman kontroliinde % 50 cokme, % 50 hemoliz saptandi-
ginda dederlendirme dogru olarak gerceklestirildi.

VB
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Ozgll antikor igermesi dolayisiyla antijeni ve komplemani tam ola-
rak baglayan ve hemoliz vermeyen test serumu dillisyonlari pozitif olarak
kabul edildi. Hemoliz vermeyen en yliksek serum sulandirimi, o serumun
kompleman birlesmesi antikor titresi olarak degerlendirildi. 1/4 den
yiiksek titreler antijene karsi immuniteyi, 1/4 den disik titreler ise

duyarli1131 gostermektedir.

Test Serumlarinda BKV Antikorlarinin ELISA-IgG Yontemiyle Saptanmasi

Test serumlarinda BKV antikorlarinin saptanmasinda ELISA-IgG yonte-
minin duyar1111§in1 ve HO testi ile uyumlulugunu belirlemek amaciyla HO
ve KBD ile antikor titreleri saptanan ¢esitli yas gruplarina ait serum Or-

neklerinde ELISA-IgG testi ile BKV antikorlari arastirilmistir (75,81).

Kullanilan madde ve gerecler :

Crude (ham) BKV antijeni : Vero hiicre kiiltlirlerinde iiretilen ve yik-

sek (1/512) HA titresi veren BKV slispansiyonu 2000 rpm de 30 dakika sant-
rifiij edilerek hiicrelere ait organel ve artiklarin ¢okmesi saglandi. Ust

s1v1 alinarak 1/2 oraninda sulandirildi ve crude antijen olarak kullanildi.

U tabanl1 mikropleytler : Deneyde antijen baglamak amaciyla kullani-

lan 6zel yapidaki U tabanl1 pleytler Organon Teknika firmasindan alind1.

Otomatik pipet : 10-100 mikrolitre damla verme yetenegindeki Eppendorf

varipette pipeti Abott firmasindan temin edildi.

Anti-insan 1gG konjugati : insan Ig3 H zinciri Fc kismina karsi1 ke-

ciden elde edilen ve horseradish peroxidase ile isaretli konjugat ticari

olarak Electro-Nucleonics Inc, Columbia‘'dzn temin edildi.
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0PD tabletleri : o-Phenylenediamine . 2HC1 yapisindaki tabletler

Organon Teknika firmasindan temin edildi.

OPD diliisyon sivis1 : % 0.02 Hidrojen peroksit igeren sitrat fosfat

tampon solilisyonu Organon Teknika firmasindan temin edildi.

Sulfiurik asit : Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla kullanilan H2804,

1 N konsantrasyonda hazirlandi.

Yikama ve inkiibasyon Cihazlari : Tween 80 ile fosfatli: tampon soliis-

yonundan olusan yikama soliisyonu ile otomatik olarak 300 ul sivi verip
cekerek yikama yapan cihaz Organon Teknika firmasindan alindi. Ayn1
sekilde, otomatik olarak 1s1 ve zamanin ayarlanmasi suretiyle mikropleyt-

Terin inkiibasyonunun yapildigir ara¢ da ayni firmadan temin edildi.

Spektrofotometre : Mikroelisa test sonug¢larinin dederlendirilmesin-

de Organon Teknika'dan saglanan Microwell System Reader 510 marka okuyucu

kullanildi. Optik dansite dederleri 492 nm dalga boyunda okundu.

Esas Deney :

U tabanli mikroelisa pleytlerinin calisilacak ¢ukurlarana, 50 yl
crude BKV antijeni damlatilarak 4°C de 12-48 saat inkiibe edildi.
Bu sekilde antijenin cukur ylizeylerine baglanmasi saglandr.

- Bu slire sonunda cukurlarda kalan sivi varsa alinarak pleytler kuru-
maya birakildi.

- Negatif kontrol serum i¢in ayrilan 3, pozitif kontrol serum icin
ayrilan 2 cukura 100 ul ve test edilecek serumlar icin belirlenen
cukurlara da 100 er pl serum ornekleri otomatik pipetie damlatildi.

- Mikroelisa pleytleri inklibatore konularak 50°C de 30 dakika inkiibe
edildi. Bu siire sonunda yikama cihazi ile tiim cukurlar 4 kez 300 wul
yikama sollisyonu ile yikandi.
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- Mikroelisa pleytlierinin calisilan tim cukurlarina 100 pl anti-
insan IgG konjugati eklendi ve tekrar 50°C de 30 dakika inkiibe
edildi.

- Yikama cihazi ile cukurlar 4 er kez 300 ul yikama sollisyonu ile y1-
kandiktan sonra tiim cukurlara 100 ul OPD soliisyonu damlatildi. OPD
sollisyonu, OPD tabletlerinin Gzel dillient sivisinda verilen stan-
dart miktarda coziilmesiyle hazirlandi. Blank ¢ukuruna ise sadece
100 p1 OPD damlatildy.

- Pleytler 30 dakika oda 1sisinda ve karanlik ortamda inkiibe edildi
ve daha sonra tium ¢ukurlara 100 ul 1 N H2504 konularak spektrofoto-
metrede optik dansite dederleri renk dedisimine gdre okundu.

Bobrek ve Kemik i1i§i Transplantasyonu Yapilan Hasta Serumlarinda
BKV Reaktivasyonunun ELISA-IgM Yontemiyle Saptanmasi

Bobrek ve kemik i]igi transplantasyonu yapilan hastalardan trans-
plantasyondan dnce ve 21 giin sonra alinan serum orneklerinde akut enfek-
siyonun ya da reaktivasyonun gostergesi olan BKV-Gzgil IgM antikorlari
ELISA-IgM yontemiyle arastirildi. Bu amagla deneyde, anti-insan IgM kon-
jugati kullanildi ve ticari olarak Electro-Nucleonics Inc., Columbia'dan

temin edildi. ELISA testi yukarida agikland1d: sekilde uygulandi (76).

ELISA IgG ve IgM testlerinde Cut off degerinin hesaplanmasn

Bu amacla, standart negatif ve pozitif kontrol serumlarinin ortalama
optik dansite degerleri kullanilarak Microwell System Peader 510 model
okuyucu tarafindan onerilen modul ve asagidaki formiile gdre cut of f he-

saplandi.

Cut off degeri = (1.000) NCi + (0.000) PCi + 0.025

NC
PC

: Negatif kontrol serumlarinin ortalamasi
: Pozitif " " "
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Bobrek ve Kemik 11i§i Transplantasyonu Yapilan Hastalarda BKV Reaktivas-
yonunun Arastirilmasi

Serolojik Calismalar : Bobrek ve kemik i1i§i transplantasyonu yapi-

lan hastalarda transplantasyon dncesi ve transplantasyondan 21 giin sonra
alinan serum orneklerinde HG, KBD, ELISA-IgG ve ELISA-IgM ydntemleri ile
BKV antikor titreleri saptandi. HO ve KBD inde, ©nce ve sonra alinan 2
serum ornedi arasinda BKV antikor titrelerinde 4 kat veya daha fazla ar-
t1s saptandiinda, ELISA-IgG testinde optik dansite dederlerinde artis
saptandiginda ve ELISA-IgM testinde pozitif dederler bulundugunda sonug¢-

lar, virus reaktivasyonunun gdstergesi olarak kabul edildi.

tdrar orneklerinden virus izolasyon calismalari : Bobrek ve kemik

i1igi transplantasyonundan 21 giin sonra hastalardan alinan steril idrar
ornekleri 2500 rpm de 15 dakika santrifij edildikten sonra supernatan ste-
ril sartlarda alinarak pH s1 % 5 1ik fenol kirmizis1 ve NaHCO4 ile notral
pH ya ayarlandi. Daha sonra idrar Orneklerine 0.1/1 ml SP sollisyonu eklen-
di ve 4°C de 1 saat bekletilerek anti-bakteriyel etki saglandi. idrar
ornekleri, steril kapakli tiplerde tek tabaka olarak liretilmis Vero hiic-
re kiiltlirlerine 0.5 ml inokiile edildi ve 90 dakika 37°C de inkiibe edildi.
Bu sekilde, idrar orneklerinde varligi arastirilan virusun hilicrelere ab-
sorbsiyonu saglanmis oldu. Bu siirenin sonunda, tiiplerdeki Ornekler dokii-
lerek hiicre kiltlrleri lzerine % 2 FCS, % 1 glutamin ve % 1 SP iceren

MEMO vasatindan 2 ml eklendi. Hicre kiiltirleri 37°C de inkiibasyona bira-
k11d1 ve 30-40 giin boyunca sitopatik etki ve HA yOniinden virus uremesi

takip edildi. Gerektiginde pH ayarlanmasi veya vasat dedisimi yapildi.

Sitolojik tnceleme : Transplantasyondan sonra hastalardan alinan

ve yukarida bahsedildigi sekilde santrifij edilen idrar orneklerinin
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dipteki ¢okelek kismindan hazirlanan preparatlar, metil alkol ile tesbit
edildikten sonra 1/10 sulandirilarak hazirlanmis giemsa boyasi ile 37°%
de 30 dakika boyanarak 1s1k mikroskobunda immersiyon objektifi ile ince-
lendi. Preparatlar, idrar sedimentindeki epitelial hiicrelerde ¢ekirdek
ici inklizyon varligir yoniinden dederlendirildi (71). Her hastanin idrar

sedimentinden ikiser preparat hazirlands.



Calismaya, yaslari 0-69 arasinda dedisen 1123 birey (551 kadin,
572 erkek) dahil edildi. Bu test grubu, Hacettepe Universitesi cocuk ve
biiyiik hastanelerine ¢esitli nedenlerle basvuran 456, Marmara Uni. hasta-
nelerine basvuran 186, Trabzon Oni. hastanelerine basvuran 133 hasta ve
sagl1k11 348 goniilluden olusmaktaydi. Ayrica, bobrek transplantasyonu
yapilmis 3 ve kemik i1igi transplantasyonu yapilmis 7 hasta olmak lizere
toplam 10 transplantli1 hasta ¢alisildi. Transplantasyon yapilan hasta

grubunun yaslari 8-34 arasinda dedismekteydi.

Cesitli yas gruplarinda BKV-HO antikor dizeyleri ile ilgili bulgular :

HO deneyinde negatif ve 1/20 titre veren serumlar negatif, 1/40 ve
izerindeki titreler pozitif kabul edildi. 1/40 ve 1/320 arasindaki titre-
leri dnceden geciriimis enfeksiyon, 1/640 ve Uzerindeki titreler ise yeni

gecirilmis enfeksiyon yoniinden anlaml1 olarak dederiendirildi.

Calismaya alinan bireylerin HU antikor titreleri, 0-11 ay, 1-5 yas,
6-10 yas, 11-17 yas, 18-25 yas, 26-40 yas ve 40 yasin izerindekiler olmak

izere 7 grupta degerlendirildi.

Calismaya alinan toplam 1123 bireyin 881 inde (% 78.5) BKV-HU an-
tikorlari pozitif, 242 sinde (% 21.5) ise negatif bulundu. Cesitli yas
gruplarinda saptanan BKV HO antikor pozitifligi ve negatifligi oranlari

Tablo 1 de ggsterilmis ve sematik olarak Sekil 1 de sunulmustur.
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Tablo 1 : Cesitli yas gruplarinda Anti-BKV antikor prevalansi.

Anti-BKV antikorlari

Yas Gruplari Toplam
Negatif (%) Pozitif (%) ;

0-11 ay 51 (38.6) 81 (61.4) 132
1- 5 yas 51 (34.7) 96 (65.3) 147
6-10 yas 30 (18.2) 135 (81.8) 165
11-17 yas 14 (10.7) 117 (89.3) 131
18-25 yas 21 (14.9) 120 (85.1) 141
26-40 yas 46 (18.9) 198 (81.1) 244
40 yas lzeri 29 (17.8) 134 (82.2) 163
Toplam 242 (21.5) 881 (78.5) 1123

makta (% 81.8), 11-17 yas grubunda en yiiksek diizeye ulasmakta (% 89.3)

ve yas ilerledikce hafif bir diisme gostermektedir.

Calismaya alinan bireylerin BKV-HU antikor pozitiflik veya negatif-
1ik oranlari cinsiyetlerine gore degerlendirilmis ve yiizdeler arasinda

istatistiksel bir fark saptanmamistir (P > 0.5; Tablo 2).
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Tablo 2 : Cesitli yas gruplarinda BKV-HO antikorlarinin cinsiyete
gore dagilimi.

: Anti-BKV antikorlari
Yas Cins Toplam
(-) (+)

0-11 ay K 25 (39.7)* 38 (60.3) 63
E 26 (41.3) 43 (58.7) 69
1- 5 yas K 25 (37.9) 41 (62.1) 66
E 26 (32.1) 55 (67.9) 81
6-10 yas K 11 (14.7) 64 (85.3) 75
E 19 (21.1) 71 (78.9) 90
11-17 yas K 5 (8.5) 54 (91.5) 59
E 9 (12.5) 63 (87.5) 72
18-25 yas K 14 (16.1) 73 (83.9) 87
E 7 (12.9) 47 (87.1) 54
26-40 yas K 25 (18.5) 110 (81.5) 135
E 21 (19.2) 88 (80.8) 109
40 yas lzeri K 13 (19.7) 53 (80.3) 66
E 16 (16.5) 81 (83.5) 97
Toplam 242 881 1123

* Parantez icindeki sayilar ylizde oranlarini ifade etmektedir.

Belirtilen yas gruplarinda BKV-HU antikor titrelerinin dagilim1 ve

oranlari da Tablo 3 de verilmistir.
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Tablo 3 : Cesitli yas gruplarinda BKV-HO antikor titrelerinin
dagilimi ve oranlari.

fas Calisilan Anti-BKV-HU antikor titreleri

sruplary serum

: S 0 1/20 1740 1/80 17160 1/320 1/640 1/1280 1{2520

0-11 ay 132 3] 20 26 25 18 9 3 - -

(38.6)* ( 59.1 ) ( 2.3 )

1- 5 yas 147 30 21 12 17 14 15 17 14 7

(34.7) ( 39.5 ) (  25.8 )

6-10 yas 165 13 17 19 25 28 26 18 12 7

(18.2) ( 59.4 ) ( 22.4 )

11-17 yas 131 7 7 14 18 31 25 23 4 2

(10.7) ( 67.2 ) (  22. )

18-25 yas 141 8 13 22 28 22 28 15 3 2

(14.9) ( 71.6 ) ( 14.2 )

26-40 yas 244 15 31 40 48 50 34 16 7 3

(18.9) ( 70.5 ) (0.6 )

40 yas iizeri 163 7 22 35 40 26 18 12 2 1

(17.8) ( 73.0 ) ( 9.2 )

Toplam 1123 11 131 168 201 189 155 104 42 22

* Parantez i¢cindeki sayilar yiizde oranlarini ifade etmektedir.

arasinda HO antikor titrelerine sahip bireylerin orani yas ilerledikc¢e art-
makta ancak yeni gecirilen bir enfeksiyonu ifade eden 1/640 ve daha lzerin-
de HO antikor titresine sahip bireyler % 25.8 orani ile 1-5 yas grubunda
toplanmaktadiriar. 6-10 yas grubunda bu oran % 22.4, 11-17 yas grubunda

ise % 22.1 bulunmustur. Yiiksek HO antikor titrelerinin en az oranda bulun-
dugu (% 2.3) yas grubu 0-11 ay olup bunu % 9.2 ile 40 yas lzeri yas grubu

izlemektedir.

BKV-HO antikor prevalansi ile yas gruplari arasindaki iliski Sekil 2

de gosterilmistir.
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SEKiL 2 : BKV-HO ANTIKOR PREVALANSI ILE YAS GRUPLARI ARASINDAKI ILISKI.
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Anti-BKV antikorlarinin saptanmasinda HO, KB ve ELISA-IgG testlerinin

titre degerlerinin karsilastirilmasi, duyarlilik ve ozgulliklerinin

saptanmast ile ilgili bulgular :

Bu amacla, ¢esitli yas gruplari arasinda rastgele se¢ilen 110 serum
orneginde BKV antikor diizeyleri HO, KB ve EL1SA-IgG testleri ile arasti-
ritmistir. Testlerin o6zqiillik, duyarlilik ve uyumluluklari asagidaki for-
mile gore hesaplanmistir (88).

Ozglil1ik
Duyarlilik

GN x 100 / YP + GN
GP x 100 / GP + YN
(GP + GN) x 100 / GP + YP + GN + YN

Uyumluluk

(G= gercek, Y= yalanci, P= pozitif, N= negatif)

HO testinde 1/40 ve lizeri, KB testinde 1/4 ve lzeri ve ELISA-IgG testin-
de cut off dederinin lizerinde absorbans veren serum ornekleri pozitif

olarak kabul edilmislerdir.

Calisilan 110 serum 6rnedinin 46 s1 her test i¢in pozitif, 21 i ise
her test i¢cin negatif sonu¢ vermistir. Dolayisiyla 110 serum Grneginin

67 si (% 60) her iic test ile de uyumlu sonu¢ vermistir.
BKV antikorlari yoniinden test edilen 110 serum Ornedinin testlere

gore negatiflik ve pozitiflik oranlari Tablo 4 de goriilmektedir.

Tablo 4 : BKV antikorlari yoniinden test edilen 110 serum ornedinin
testlere gore negatiflik ve pozitiflik oranlari.

Test Negatif serum sayisi Pozitif serum sayisi Toplam
= (%) (%)

HO 23 (21.0) 87 (79.0) 110

CF 58 (52.7) 52 (47.3) 110

ELISA-IgG 34 (31.0) 76 (69.0) 110
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ELISA-IgG testinde % 69 u pozitif sonu¢ vermistir.
HO ve ELISA-IgG testi sonuglari duyarlilik, 6zgiilluk ve uyumluluk

yoniinden karsilastirilmis ve sonuglar Tablo 5 de verilmistir.

Tablo 5 : HO ve ELISA-IgG testlerinin ©zgullik, duyarlilik ve
uyumlugunun saptanmasi.

HO 0zgillik  Duyarlilik Uyumluluk

fiesie Pozitif  Negatif (%) (%) (%)
ELISA

Pozitif 73 2

Negatif 13 22 2 £e £
Toplam 86 24

..........

ve her iki testin uyumlulugu % 88 olarak saptanmistir.

Ho ve KB testi sonuclari da Tablo 6 da verilmistir. KB testinde 0z-
giil1tik % 96, duyarlilik % 70.5 ve her iki testin uyumlulugu % 74.8 olarak

belirlenmistir,

Tablo 6 : HO ve KB testlerinin ozgiilluk, duyarlilik ve uyumlulugunun
saptanmasi.

Test HO gzgiilliik  Duyarlilik  Uyumluluk
Pozitif Negatif (%) (%) (%)
KB
Pozitif 50 1
Negatif 36 23 o5 70.5 oo

Toplam 86 24
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KB ve ELISA-IgG testlerinin karsilastirmali sonuglari ise Tablo 7

de gorilmektedir.

Tablo 7 : KB ve ELISA-IgG testlerinin 0zgiilliik, duyarlilik ve
uyumlulugunun saptanmasi.

Tt KB Ozglil1ik  Duyarlilik  Uyumiuluk
pozitif Negatif (%) (%) (%)
ELISA |
Pozitif 47 29
Negatif 4 30 67 92.7 76.9
Toplam 51 59

KB testine gore ELISA-IgG testinin Gzgullugu % 67, duyarliligr % 92.7

ve her jki testin uyumlulugu ise % 76.9 olarak bulunmustur.

HG, KB ve ELISA-IgG testleri arasindaki ©ozgiilliik, duyarlilik ve

uyumluluk sematik olarak Sekil 3 de gdsterilmistir.

YUZDE
100 |

|

80|

60|
40|
20|
0ZGUOLLOK DUYARLILIK UYUMLULUK

B HO-ELISA Z=HO-KB L1 KB-ELISA

SEKIL 3 : TESTLER ARASINDAK! 0OZGOLLUK, DUYARLILIK ve UYUMLULUK.
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Bobrek ve Kemik 11idi Transplantasyonu Yapilan Hastalarda BKV Reaktivasyo-

nunun Serolojik Bulgulariy

Bobrek transplantasyonu yapilan 3, kemik i1igi transplantasyonu ya-
pilan 7 olmak iizere toplam 10 transplantli hastadan transplantasyon oncesi
ve 21 glin sonrasinda alinan serum orneklerinde BKV antikor diizeyleri HU,
KB, ELISA-IgG ve ELISA-IgM testleriyle arastirilmistir. Sonuclar Tablo 8

de gosterilmistir.

Tablo 8 : Bobrek ve kemik i1idi transplantasyonu yapilan hastalarin
Serolojik Bulgulari.

) . ) . . ELISA-IgG 0.D ELISA-IgM 0.D
HO titresi KB titresi

No tsim Cins Yas T‘T”?gfp cutoff:0.151  cutoff:1.201

t.0. t.s. t.o. t.s. 104 tiSs 1.0, f. S

15 E = K 34 Bobrek 1/80 1/160 1/8 1/8 0.190 0.204 0.773 0.578
2 E.C E 26  Bobrek 1/40 1/160 174> 1/4 0.111 0.126 0.140 0.978
SR E 29  Bobrek 1/40 1/320 174> 1/4 0.091 0.211 0.964 1.655
4 F.S K 16 K.I. 1/160 1/160 1/4> 1/4 0.155 0.181 0.771 0.510
*5  L.K E 22 K.I. 1/160 1/640 1/4> 1/4 0.104 0.185 0.903 1.227
6 H.O K 23 1/160 1/320 1/8 1/8 0.178 0.286 1.067 0.775
7 Y.E K 8 K.t1. 1/640 171280 1/4> 1/16 0.098 0.117 0.759 1.040
*8 W E LR 19 K.1. S 20 AR2S 0 SRS b/ A B0 1,068 04 190 5= 013 1§21,078
9 H.T. E T2 I 1/320 1/640 1/4> 1/4 0.176 0.184 1.030 1.045
10 B.B. E 1.5 S s 1/40 17160 1/4> 1/4 0.122 0.166 0.757 1.791

Gorildigu gibi, bobrek transplantasyonu yapilan 3 no'lu hastada ve
kemik i1igi transplantasyonu yapilan 5, 8 ve 10 no'lu hastalarda trans-
plantasyondan once ve sonra alinan serumlar arasinda HO titrelerinde
4 kat1 artis saptanmistir. Ayrica bu hastalarin transplantasyon oncesi
serumlarinda ELISA-IgG antikor diizeyleri cutoff degerinin altinda iken
transplantasyon sonrasi serumlarinda cutoff dederinin oldukca lizerinde
optik dansite degerleri saptanmistir.
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Bu hastalarin transplantasyon sonrasi serumlarinda ELISA-IgM de-

gerleri de pozitif bulunmustur.

Diger transplantli hastalarin serum Orneklerinde ise HU ve KB test-
leriyle onemli bir artis saptanamamistir. 1, 4, 6 ve 9 no'lu hastalarin
transplantasyondan once ve sonraki serum orneklerinde IgG antikorlari po-
zitif, 2 no'lu hastanin ise negatif olarak tesbit edilmis ve bu hastala-

rin hi¢birisinde IgM antikorlari bulunamamistir.

7 no'lu hastanin KB antikor titreleri iki serum Ornedi arasinda ol-
dukca biiyiik bir artis gostermis ancak HO testinde 2 kat artis saptanirken

IgG ve IgM antikorlari negatif bulunmustur.

Bobrek ve Kemik 11i§i Transplantasyonu Yapilan Hastalarin idrar Ornekle-

rinde BKV Reaktivasyonunun Gosterilmesinde Virolojik ve Sitolojik

Calismalar ile 11gili Bulgular :

Bobrek ve kemik i1idi transplantasyonu yapilan 10 hastadan transplan-
tasyon sonrasi 21. giin alinan steril idrar Orneklerinin Vero hiicre kultir-
Terine inokiilasyonu ve santrifiij edilen idrar sedimentinin Giemsa boyasq

ile boyanarak incelenmesiyle elde edilen bulgular Tablo 9 da verilmistir.

Tablo 9 : Bobrek ve Kemik 1111 transplantasyonu yapilan hastalarin
virolojik ve sitolojik bulgulari.

: : Gk tdrar Ornedinde

AR GUns AR TemslheTiy Virus itzolasyonu tnkllizyon cis.
I ACCE ke 34 Bobrek - —
o aF . C8 B 26 Bobrek - =
3 H.Y E 29 Bobrek - -
4 F.S K 16 K.1. - =
SR IS E 22 K.1 =

6 H.0 K 23 K.1 = -
7 Y.E K 8 K.t = -
8 F.R K 19 K.1 = -
R AT (= 12 K.1 - =
13" REREREN E 15 K.t - -
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drneklerinden hicbirisinde virus izolasyonu basarili olmamamistir.

tdrar orneklerinin santrifiigasyonu ile sedimentin Giemsa ile boya-
narak mikroskopta incelenmesi sonunda da yalnizca 5 no'lu hastanin idrar
ornedinde BKV i¢in tanimlanan tipik goriiniimde, cekirdek i¢cinde inkliizyon
cisimcigi goriilmistir (Resim 3). Bu hasta, serolojik olarak da BKV reak-
tivasyonunu gosteren serokonversiyonun ve IgM antikorlarinin saptandign

hastadir (Tablo 8).

Serokonversiyon saptanan ve IgM antikorlari pozitif olan diger
transplantl1 hastalarin idrar sedimentlerinde inkliizyon cisimcigine rast-

lanmamistar.

Resim 3-a : BGbrek transplantasyonu yapilan hastanin (L:KL)
idrar sedimentinden hazirlanan preparatta goriien
normal epitel hiicreler (Giemsa boyasi, 100X).
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Resim 3-b : Ayni hastanin preparatinda gorilen ¢ekirdek i¢i
"Baykus gozu" seklindeki inklizyon cisimcigi.
(Giemsa, 100X)

Resim 3-c : Ayni hastanin preparatinda, stoplazmanin daralmasT
ve cekirdedin yogunlasmasi ile karakterize etkinin
qorildigi hiicreler. (Giemsa, 100X)
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Cocukluk doneminde viruslar birgok solunum yolu enfeksiybnuna ne-
den olmakla beraber benzer klinik bulgular olusturmalari nedeniyle ay1-
ric1 tant mimkin olamamaktadir. Bu konuda klinisyene yardimci olan en
onemli kriter bir viral enfeksiyonun toplumda epidemiyoiojik ozelligi-
dir. Viral enfeksiyonlarin laboratuvar tanisi ise, etkenin klinik Ornek-
te gosterilmesi veya izolasyonu ile etkene karsi olusan antikor titrele-
rindeki artisin saptanmasi veya 0zgll IgM antikorlarinin gdsterilmesi

ile yapilmaktadir.

tnsan polyomavirusu olan BK virusunun da ¢ocukluk caginda solunum
yolu enfeksiyonundan sorumlu viruslar arasinda yer aldig1 ve dinyada bir-
cok populasyonda bu virusa karsi yiksek oranda antikor bulundugu bi]di;
rilmektedir (6,18). 11k kez 1§71 y1linda bobrek trénsp]antasyonu yapilan
bir hastanin idrarindan izole edilen BKV ile il1gili olarak 1973-75 yilla-
r1 arasinda yapilan ilk seroepidemiyolojik calismalar sonunda birgok iil-
- kede bu virusa karsi antikor insidansinin % 65-80 oraninda oldugu ve yasa

bagimi1 olarak dedistigi gosterilmistir (36,41).

Uzellikle Brown ve ark.nin, aralarinda Tirkiye'nin de bulundugu
bircok Ulkeden sagladigi toplam 1544 serum Grne§inde BKV HO antikorltari-
nin arastirildigs calisma oldukca ilginctir (41). Bu arastiricilar, Tiir-
kiye'den sagladiklari 38 serum orneginde BKV antikor pozitifligini % 63
olarak bildirirken Brezilya, Paraguay, Malezya ve Yeni Gine gibi Ulkeler-

de bu oran1 ¢ok diisiik (% 2-10) bulmuslardir.
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Bu ilk calismalari takiben, bir¢ok llkeden ¢esitli arastiricilar
gerek seroepidemiyolojik olarak gerekse immun slipresyonu olan ve hamile-
1ik gibi riskldi gruplarda BKV antikor diizeylerini arastiran calismalar
yapm1$1ard1r (27,55,70,89). Sonuclar geneT olarak dederlendirildiginde,
1-10 yas arasindaki cocuklarda % 65, 10-17 yas arasinda % 90 dan fazla
ve eriskin kisilerde ise % 80 oranlarinda BKV seropozitifligi oldugu ve
BKV enfeksiyonunun erken cocukluk ddneminde kazanildidi gercedi ortaya

cikmaktadir.

Ancak BKV un seroepidemiyolojisine 1sik tutan biitlin bu bulgular
cografi, kiiltlirel ve sosyoekonomik kosullari olduk¢a farkli olan lilkemiz
icin ayni sekilde dederlendirilemeyebilir. Oysa yukdumuzda simdiye dek

BKV ile i1gili herhangi bir arastirma yapiimamistir.

Bu' nedenle, toplumumuzda BKV antikor bulunma sikligin1 ve yaslara
gore da§111m1n1 arastirmak amaciyla sunulan calisma planlanmistir. Cesit-
11 yas gruplarindaki toplam 1123 bireyden toplanan serum Ornekleri HU
testiyle arastiriimis ve % 78.5 oraninda BKV antikor pozitifligi saptan-
mistir (Tablo 1). Bu oran Gardner tarafindan ingiltere'de yapilan calis-
mada % 62 (35), Flaegstad ve ark. tarafindan Norvec ve Portekiz'de yapi-
1an calismada % 71 (43), Mantyjarvi ve ark. tarafindan Finlandiya'da
yapilan calismada % 58 (36), Shah ve ark. taraf1ndén A.B.D. de yapilan
calismada % 74 (42) ve Portolani ve ark. tarafindan italya'ya yapilan

calismada ise % 75 (44) olarak bildirilmektedir.

Calistigimiz populasyon Ankara, istanbul ve Trabzon illeri ve cev-
relerinden hastanelere basvuran bireyleri kapsadigindan, saptadigmmiz
% 78.5 BKV antikor pozitifligi orani yurdumuzda BKV un yayilimi ile ilgi-

1i genel bir fikir verebilir.
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BKV antikor pozitiflik oraninin yas gruplarina dagilimi incelendi-
jinde, 0-11 ay yas grubunda % 61.4 ve 1-5 yas grubunda % 65.3 olan sero-
pozitiflik 6-10, 11-17 ve 18-25 yas gruplarinda % 81-90 a ulasmakta ile-
fi yas gruplarinda ise % 82 ye diiserek stabil kalmaktadir (Tablo 1). Bu
bulgularimiz da, okul cadina kadar olan cocuklarin % 80-90 inda BKV anti-
korlarinin varligini gosteren Gardner (35), Shah ve ark. (42) ve

Mantyjarvi ve ark. (36) ile paralellik gostermektedir.

0-11 ay yas grubunda saptanan 1/40-1/320 aras1ndaki HO antikor
“titreleri % 59 oranindadir ve biiylik olasil1kla anneden pasif olarak ge-
cen antikorlari yansitmaktadir. Ancak bebeklerin % 2.3 linde 1/640 titref
de antikor bulunmasi, ya 6. aydan itibaren kazanilan primer BKV enfeksi-
yonunu ya da annenin BKYV reaktivasyonu sonucu antikor titresindeki artis-
tan dolayt olabilir. 0-11 ay yas grubunda saptanan % 38.6 oranindaki ne-
gatiflik fse annenin seronegatif veya disiik- titrelerde BKV antikorlarina

sahip olmasina baglanabilir.

1-5 yas grubunda ise seropozitiflik % 65.3 oraninda saptanirken,
1/640 ve daha yiiksek HO antikor titrelerinin saptanma orani % 25.8 ola-
rak bulunmustur. Bu oran yas gruplari icinde saptanan en yliksek orandir
ve primer BKV enfeksiyonunun yeni gecirildigini vurgulamaktadir. Benzer
olarak, 6-10 yas grubunda da ylksek BKV HO antikor titre1er1ne sahip co-
cuklar % 22.4 oranindadir. Dolayisiyla 1-10 yas arasindaki ¢ocuklarin
yaklasik % 50 si yeni gecirilen veya.tekrarlayan BKV enfeksiyonunun
sonucu olarak 1/640 ve daha yiiksek antikor titrelerine sahiptirler.
1-5 yas grubunda, 1/40-1/320 arasinda HO antikor titrelerine sahip birey-
ler % 39.5 iken 6-10 yas grubunda bu oran % 59.4 dir (Tablo 3). Goruldi-

gl gibi, 6-10 yas grubundaki cocuklarin yaklasik % 82 sinde BKV antikor
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pozitifligi saptanmistir. Bu bulgular bize, primer BKV enfeksiyonunun

toplumumuzda da ¢ocukluk yaslarinda kazanildidini gostermektedir.

11-17 yas grubunda ise BKV seronegatiflik orani % 10.7 ye duser-
kén, seropozitiflik yaklasik % 90 a ulasmaktadir. Bu yas grubundaki bi-
reylerin % 67.2 si daha Onceden bagisik olduklarin1 ifade eden 1/40-1/320
antikor titreferihe, % 22.1 1 ise yeni gec¢iriien veya tekrarlayan en-

feksiyonu ifade eden yiiksek antikor titrelerine sahiptirler.

18-25 yas grubunda seropozitifiik orani % 85.1 olarak saptanmis ve
bu bireylerin-de % 14.2 si BKV enfeksiyonunu bu yas doneminde kazanmis-
lardir. 26-40 ve daha ileri yas gruplarinda 1/640 ve daha yiiksek HUO anti-
kor titreleri saptanan bireylerin orani sirasiyla % 10.6 ve % 9.2 dir;
26-40 ve daha ileri yas gruplarinda ve seropozitiflik % 82 .oranindadir.
Her iki grupta da saptanan yaklasik % 18 oranindaki seronegatiflik ise
ya bifeylerin BKV ile hic karsilasmadigini ya da ¢ocukluk doneminde geci-
rilen enfeksiyon sonucu meydana gelen antikor1ar1n yas ilerledikce sap-

tanamayacak diizeylere diistiuglini ifade etmektedir.

Bulgularimiz, BKV antikor prevalansinin yas gruplarina bagim11 ola-
rak bir dagilim gosterdigini vurgulayan Flaegstad ve ark. ile Dei ve

ark. ile uyumluluk gdstermektedir (19,20).

Seroepidemiyolojik calismalarda, BKV antikor prevalansinin saptan-
masinda en cok kullanilan serolojik test HU testidir. HO testi, uygulana-
bilirligi ve cok sayida serumun ayni anda calisilabilmesi gibi nedenler-
"le tercih edilmektedir. Ancak BKV serolojisinde kompleman birlesmesi,
notralizasyon, ELISA ve son yillarda da immunoblotting ve DNA amplifi-
kasyonuna dayali ileri yontemler cesitli amaclara yonelik olarak kulla-

n1lmaktadir (72,77,78,80).
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Calismamizda, anti-BKV antikorlarinin saptanmasinda onemli yeri
olan HO, KB ve ELISA testlerinin duyarlilik ve dzgulliiklerinin saptanma-
s1 amaciyla cesitli yas gruplarindan secilen 110 serum Ornedi calisilmis-
tir. Calisilan 110 serum ornedi, HO testi ile % 79, KB testi ile % 47
ve ELISA-IgG testi ile % 69 pozitif sonu¢c vermistir (Tablo 4). KB testin-
deki pozitiflik ylizdesinin diger 2 teste oranla dusiik olmasinin nedeni
genellikle akut enfeksiyon sirasinda pozitif olmasi ve IgM antikorlari-
nin komplemani. daha iyi fikse etmesinden dolayidir. Gardner, HO ve KB
testleri ile yapti1§1 seroepidemiyolojik calismada, KB testi ile daha
diisiik titreler ve disiik pozitiflik yiizdesi saptad1§ini ve HO testinin

digerinden daha duyarli oldugunu bildirmistir (35).

‘Bulgularimiza gdre HU testi KB testi ile kiyaslandidinda Gzgullik
daha yiiksektir (Tab1o'6). Ancak, HU‘testi ile ELISA-IgG testi arasindaki
uyumiuluk diger testlere gére daha fazladir (Tablo 5). KB ve ELISA-IgG

testleri kiyaslandiginda ise duyarlilik daha yliksek bulunmustur (Tablo 7).

Flaegstad ve ark., HO ve ELISA testierini karsilastiran calismala-.
rinda uyumlulugun yuksek oldugunu bildirmektedirlier (75,76). Bizim calis-

mamizda da bu iki testin uyumlulugu % 88 olarak saptanmistir.

Sonu¢larimiz HO testinin BKV antikorlarinin saptanmasinda oldukca
6zglil ve duyarli bir test oldugunu disiindirmektedir. ELISA-IgG testi de
HO testi ile oldukca uyumlu olmakla birlikte KB testi ile uyumluluk ora-
n1 % 76.9 dur. Calismamizda KB testi ELISA-IgG testine gdre daha duyarin
saptanmistir ancak seroepidemiyolojik calismalardan ziyade BKV seroloji-
sinde, akut bir enfeksiyonun gGsterilebilmesi ya da serokonversiyonun ta-

kibi amaciyla uygulanabilir.
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Genellikle belirtisiz ya da solunum yolu enfeksiyonu seklinde geci-

rilen primer enfeksiyondan sonra bobrek dokusunda latent olarak kalan BKY,

immunsiipresif veya sitotoksik ila¢larla Ozellikle hiicresel immun sistemin

baskilanmasiyla reaktive olmakta ve idrarla salinmaktadir (7,24,

40,82). Bu durumda BKV reaktivasyonu gerek serolojik olarak gerekse id-

rardan virus izolasyonu ile gbsteri1ebi1méktedir.~ImmunsUpresyon tedavi--

sinin en sik uygulandid1 hasta grubu olan transplantasyonlu ya da kanser-

11 hastalarda BKV reaktivasyonu ¢esitli yontemlerle arastiriimistir (8,9,

'10,25,45,49,90).

Bu bilgiler 1s1§inda, biz de ¢al1smamizda bdbrek Vg kemik 111gi
transplantasyonu yapilan 10 hastada BKY reaktivasyonunu serolojik ve viro-
Tojik yontemlerle arastirmayi planladik. Transp1antasyondan dnce ve 21
giin sonra hastalardan alinan serum orneklerinde BKV.antikér diizeyleri HO,
KB ve ELISA-IgG testleri ile-calisiimis ve sonuclar Tablo 8 de verilmis-
tir. Bobrek transplantasyonu yapilan 1 hastada (3 no'lu hasta) ve kemik
i11§1 transplantasyonu yapilan 3 hastada (5,8,10 no'lu hastalar) trans-
plantasyondan dnce ve sonraki-serum ornekleri arasinda HO testiy1é
4 katn art1s gosterilmistir. Bu hastalarin transplantasyon Oncesi
serumlarinda IgG diizeyleri ELISA testiyle saptanamayacak diizeydeyken
transplantasyon sonrasi serumlarinda cutoff degerinin lUzerinde absorbans
veren IgG antikorlari saptanmistir. Ayrica, belirtilen hastalarda, ELISA

testiyle BKV-6zgiil IgM antikorlari da pozitif bulunmustur.

Calismaya alinan bobrek ve kemik i1igi transplantli hastalarimizin
hepsi transplantasyondan once seropozitiftirier. Dolayisiyla bu sonucla-
rimiz calisilan transplantll 10 hastanin 4 linde BKV reaktivasyonu oldugu-
nun serolojik kanitidir. Ca11$maya aldigimiz hasta sayisinin az olmasi

nedeniyle istatistiksel bir degerlendirme mimkiin olmamistir. Ancak
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bilindigi gibi, transplantasyonlu hastalarin takibindeki zorluklar nede-

niyle bu gruptaki hasta sayimiz kisitl1 kalmistir.

Flower ve ark. bobrek transplantasyonu yapilan 11 hastadan 8 inin
‘transplantasyon sonrasi éerum orneklerinde IgM antikorlarini pozitif bul-
muslar ve takip sonucunda bu hastalarda IgM antikorlarinin uzun siire kal-
d1din1 gostermislerdir (8). Bu durum, hastalarda uzun siiren bir antijenik
uyarim oldudunu diislindlirmektedir. Andrews ve ark. ise, bobrek trénsp]an-
tasyonu yapilan 496 hastanin % 22 sinde HO testi ile BKV antikorlarinda
artis saptadiklarini ve bu hastalarda BKV enfeksiyonunun primer kazanilma-
sindan ziyade Onceden seropozitif olan bu bireylerde BKV reaktivasyonunun
gerceklestigini ileri slirmlislerdir (47). Kemik i1i§i transplantasyonu ya-
p1lan hastalarda da BKV reaktivasyon orani % 55 olarak, Arthur ve ark.
“tarafindan bildirilmistir (51). Bu arastiricilar ayrica, hastalarin id-
rar orneklerinden virus izolasyon oranini % 18 olarak belirtmisler ve BK
AvirUrisi ile yiiksek antikor titreleri arasinda bir iliski oldugunu one

sirmislerdir.

Kemik i1igi transplantasyonu yapilan 1 hastamizda (7 no'lu hasta)
HO antikor titreleri arasinda onemli bir art1§ saptanmazken KB antikor
titrelerinde iki serum arasinda oldukca bilylk bir artis oldugu gozlenmis-
tir (Tablo 8). Komplemani fikse eden antikorlarin IgM tiirli antikorlar
oldugu disiiniiltirse, KB antikor titresindeki yiikselme HOU antikorlarina go-
re daha anlamls oiabi]ir. Ancak bu hastada ELISA testi ile IgG ve IgM an-

tikorlarinin saptanamamasi bu disiinceyi desteklememektedir.

Diger transplantli hastalarimizda ise BKV reaktivasyonunun kanitn
olabilecek serolojik degerler elde edilememistir. HU ve KB antikor titre-

lerinde, iki serum arasinda ya 2 kat artis belirlenmis ya da herhangi bir
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art1s saptanmamistir. Dort hastamizin (1,4,6,9 no'lu hastalar) transplan-
tasyondan once ve sonraki serum Orneklerinde IgG antikorlari ELISA testi
ile pozitif, 1 hastanin ise (2 no'lu hasta) negatif bulunurken, hicbiri-

sinde IgM antikorlari saptanmamistir (Tablo 9).

Calismamizda, bir bdbrek ve 3 kemik il1igi transplantasyonu yapilan
4 hastada HO ve KB gibi klasik testlerle serokonversiyonun gdsterilmesi
ve bu sonuglarin ELISA-IgG ve IgM testleriyle de teyid edilmesi BKV reak-

tivasyonunu acik¢a ifade etmektedir.

Bobrek ve kemik i1igi transplantasyonu yapilan hastalarda BKV reak-
tivasyonu, serolojik ydntemlerin yanisira hastalarin idrarlarindan virus
izolasyonu ya da idrar sedimentinin sitolojik yontemlerle incelenmesi ve
inkliizyon cisimcidinin aranmasi ile de séptanabi]mektedir. Jung ve ark.,
bobrek transp]antasyon1; 54 hastanin 10 unda HO ve KB testleri ile akut
enfeksiyonﬁ gosteren artis oldudunu bildirmisler ve 3 hastanin idrarla-
rindan da BKV izolasyonu yapmislardir (45). Bu arastiricilar hiicre kiltiir-
Terinde BKV a 6zgiil sitopatik etkinin 8 haftada ortaya ¢ciktigini ifade
etmektedirler. BKV un idrardan ilk izo1asydnunu gerceklestiren Gardner
ve ark. da, virusun Vero hiicre kiiltiiriinde tiredigini gosteren bulgularin

109. giinde tesbit edildigini bildirmektedirler (1).

Calismamizda bobrek ve kemik i11§i transplantasyonu yapilan hasta-
lardan alinan steril idrar ornekleri Vero hiicre kiltlirlerine inokule edil-
mis ancak hicbirinden BKV izolasyonu yapilamamistir. Bilindigi gibi, kli-
nik bir drnekten virus izolasyonunun mimkin olabilmesi ic¢in Ornedin uy-
gun zamanda ve uygun sartlarda alinmis olmasi ve laboratuvara uygun sart-
larda gonderilmis olmas1 gerekmektedir. Hastalarimizin idrar Ornekleri

uygun sartlarda alinmis ve gdnderilmistir. Ancak idrarlarin alind1dy
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zamanlar virurinin baslamadidi ya da bittigi donemlere rastlamis olabi-
1ir. Arthur ve ark., BK virurisinin transplantasyondan sonraki 4. ve 113.
glinlerde, ortalama 16-63 giin arasinda oldudunu ve hastalarin 13 hafta
izlenerek bir hastadan en az 2 ya da daha fazla idrar Ornedi alinmasi ge-
rektigini vurgulamaktadirlar (51). Ayni arastiricilar, BK viriirisi olan
26 hastadan alinan 4 er idrar Brneginden yalnizca bir tanesinden
virus izolasyonu yapabildiklerini bildirmektedirler. Bu konu ile ilgili
diger calismalarda da viriirinin intermitan tabiati dolayisiyla virus izo-
lTasyonunun olduk¢a giic oldugu ileri sUrUlmektedir (45,51,90). Ca11smam1z-
‘da hastalardan idrar drnekleri transplantasyondan sonraki 15-21. giinler-
de alinmis ve Vero hiicre kiiltlirlerine ekildikten sonra 30-40 giin kadar
takip edilmistir. Hastalarimizdan mikerrer-idrar Srneklerinin toplanmasi

mumkiin olmadigindan virus izolasyon sansimiz da kisitl1 kalmistir.

"BKV saliniminin hiicre kiiltiirlerinde lireyerek belirgin bir sitopatik etki
olusturmasi cok uzun zamanda gerceklesmektedir. Bu slire, klinik Ornegin
jcerdigi enfektif viral partikil sayisina badli olarak haftalar veya ay-
lar arasinda dedisebilmektedir. Ca11smam1zda, virus liremesi ancak 30-40
gline kadar takip edilebilmis ancak bu siireden sonra hiicre kiiltiirlerinde
meydana gelen spontan bozulma nedeniyle izlenememislerdir. Hernekadarr
hastalarimizin 1drar Srnekleri -259C de saklanmis ve hiicre kiiltirlerine

tekrarlayan ekimler yapilmissa da virus lremesi saptanamamistir (Tablo 9).

Gardner ve ark., Coleman ve ark. ve Lecatsas ve ark. BKV ekskres-
-yonunun, virus izolasyonu ya da inkliizyon cisimciginin gorilmesi ile
tesbit edilebilme oraninin % 0-44 arasinda dedistigini bildirmektedirier

(25,49,90).

Bobrek ve kemik i11gi transplantasyonu yapilan hastalarimizin idrar
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orneklerinden BKV izolasyonunun basarisiz olmasi, idrar Orneklerinin alin-
d1g1 sirada viririnin olmamasina, hastanin takip edilememesi ve degisik
zamanlarda birden fazla ornedin toplanamamasina ya da hiicre kiltiiri sis-

temlerinin ¢ok uzun siire devam ettirilememesine bagli olabilir.

BKV reaktivasyonu, virusun idrardan izole edilmesinin yanisira ge-
rek elektron mikroskobik olarak gerekse sitolojik boyalarla idrar sedi-
mentinin incelenmesiyle de gosterilebilir., Traystman ve ark., bdbrek trans-
plantasyonu yapilan 91 hastanin 24 linde elektron mikroskopu ve immun
elektron mikroskopi ile idrarda BKV.varligini gostermislerdir (46).
Coleman ve ark. da, immun siipresif tedavi alan 37 kanserli hastanin
5 inde sitolojik olarak BKV inkllizyon cisimcigine rastladiklarini ve bu
“sonu¢larin da elektron mikroskopi ile teyid edildigini bildirmektedirler
(73). Bizim hastalarimizin idfar sedimentinin Giemsa ile boyanarak ince-
"1enhesi sonucunda yalnizca bir hastada (5 no'lu hasta) BKV i¢in tanimla-
nan tipik goriiniimde, cekirdek icinde inkliizyon cisimcigi gosterilmistir
(Tablo 9). Bu hasta, BKV reaktivasyonunun serolojik olarak gosterildigi
ve BKV-IgM antikorlari pozitif olan hastadir. Diger hastalarin ve dzel-
Tikle serokonversiyonun ve IgM antikorlarinin pozitif olarak saptandigs
hastalarin idrar sedimentlerinde inkllizyon cisimcigine rastianmamistir.
Bu sonuc¢, idrar éedimentindeki épite1 hiicre sayisinin yeterli olmamasi-
na, virlrinin belirli zaman araliklarinda olmasina ya da teknik yeter-
sizliklerden dolay1 daha hassas histolojik boyalarin kullanilamamasina

baglanabilir.

Bobrek transplantasyonu yapiian hastalarda BKV reaktivasyonunun
nadiren de olsa lretral stenoz gibi bir komplikasyona neden oldugu ve

kemik 11911 transplantasyonu yapilan hastalarda da hemorajik sistit
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olusturdugu bilinmekte ve bu hastalarin klinik olarak takip edilmeleri
gerektigi ileri siirlilmektedir (26,39,49,50,52). Ancak BK virus enfeksiyo-
nunun veya reaktivasyonunun doku atilimindaki roll ve hastalidin progno-

zundaki yeri heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Toplumlarda yaygin olarak bulunan ve onkojenik potansiyeli iyi bi-
1inen BK virus, oldukca genis bir arastirma konusu teskil etmektedir. Su-
nulan ¢alismamiz bu konu ile ilgili ilk ve Onci bir ca11sma-o1up bundan
sonraki bircok arastirmanin bir baslangicidir. Bundan sonraki amacimiz, -
" daha fazla immunsiipresif hasta gruplarini i¢ine alan ve virus. izolasyonu-

na agirlik veren calismalari gerceklestirmek olacaktir.



Calismamizda, ¢esitli yas gruplarindaki 1123 bireyden toplanan se-
rum orneklerinde yeni insan-polyoma virusu o]én BKV a karsi antikor dii-
zeyleri HU testi ile arastiriims ve BKV serolojisinde kullanilan HO, KB
ve ELISA-IgG testleri ile 110 serum Ornedinde saptanan titre deferleri
karsilastirilmistir. Ayrica, bobrek ve kemik i1igi transplantasyonu ya-
pilan 10 hastadan transplantasyon oncesi ve sonrasinda alinan serum Ornek-
lerinde BKV reaktivasyonu serolojik olarak, bu hastalarin idrar ornekle-
rinde ise virolojik ve sitolojik olarak arastirilmistir.

-Galisilan 1123 serum Ornedinin % 78.5 inde BKV-HU antikorlari pozi-
tif bulunmus ve en yiiksek seropozitiflik orani % 89.3 ile 11-17 yas gru-
bunda saptanmistir. Ozellikle 1-5 ve 6-10 yas gruplarinda HO antikor dii-
zeylerinin diger gruplara gore daha yiiksek titrelerde pozitif bulunmasi,
BKV enfeksiyonunun primer olarak ¢ocukluk doneminde gecirildigini vurgula-
maktadir. i |

-BKV antikorlarinin saptanmasinda siklikla kullanilan HU, KB ve
ELISA-IgG testleri ile de 110 serum drneginde alinan dederler kiyaslanmis
UngI]Uk HO ve KB testleri kiyaslandidinda % 96, duyarlilik KB ve ELISA-
1gG testleri kiyaslandiginda % 92.7 ve uyumluluk HU ve ELISA-IgG testle-
ri arasinda % 88 olarak saptanmistir. -

Bobrek ve kemik i1i§i transplantasyonu yapilan 10 hastanin 4 linde
BKV reaktivasyonu, serokonversiyon ve IgM antikortarinin pozitifligi ile
gosterilmis ancak hastalarin idrar drneklerinin hi¢cbirisinden BKV izolas-
yonu yapilamamistir. Ancak, sero]ojik olarak BKV reaktivasyonunun sap-
tand1§1 bir hastanin idrar sedimentinin Giemsa boyasi ile 1hce1enmesin-
de BKV a 0zgiil c¢ekirdek ic¢i inkliizyon cisimcigi gosterilmistir.

Yurdumuzda BKV ile ilgili olarak yapilan bu ilk calismanin bulgu-
lar1 1s1§inda daha genis ve ileri arastirmalar yapilacagi inancindayiz.



PREVALENCE OF BK VIRUS ANTIBODIES IN VARIOUS AGE GROUPS
IN OUR POPULATION AND INVESTIGATION OF BK VIRUS ACTIVATION
IN RENAL AND BONE MARROW TRANSPLANTATION PATIENTS

BY VIROLOGICAL AND SEROLOGICAL METHODS

SUMMARY

This study aimed to investigate BK virus (BKV) antibodies in various
age groups by using hemagglutination inhibition (HI) test in sera collected
from 1123 subjects. In addition to this seroepidemiological study, antibody
titers of 110 sera samples were compared by HI, Complement fixation (CF)
and ELISA-IgG tests which are commonly used in BKV serology. Furthermore,
BKV reactivation was serologically investigated in 10 patients with renal
and bone marrow transplantation and urine samples of those patients were
used for virus isolation and cytological examination.

Overall 78.5 % seropositivity were detected in 1123 sera by HI test.
The highest value was found in 11-17 age group with 89.3 % seropositivity.
However the antibody titers were found higher in 1-5 and 6-10 age groups
when compared with others. This finding confirms that primary BKV infections
are acquired during childhood.

HI, CF and ELISA-IgG tests were commonly used in BKV serology and 110
sera samples were tested for BKV antibodies by those 3 tests. The results
of each individual test was compared with others for sensitivity and
specificity. Specificity found to be 96 % when HI and CF tests were
compared. Sensitivity also found to be 92.7 % when CF and ELISA-IgG tests
were compared. Agreement of HI and ELISA-IgG tests were 88 %.

BKV reactivation was detected in 4 out'of 10 patients with renal and
bone marrow transpiantation. Seroconversion were shown by IgM antibody
positivity and 4 fold antibody increase in HI test between 2 sera samples
taken before and after transplantation. However BKV isolation in Vero cell
lines could not be succeed from any urine samples. Only 1 patient's urine
sediment contained uroepithelial cells with intranuclear inclusion bodies
‘characteristic for BKV when examined by Giemsa staining.

We hope this preliminary study will lead to most extensive studies in
the future in our country.
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