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1. GIRIS VE AMAC

Herpes viriis ailesinin bir iiyesi olan Epstein-Barr Viriis (EBV); 6zellikle ¢ocuklarda ve
geng eriskinlerde daha sik olmak iizere, tiim yas gruplarinda ve her cesit sosyoekonomik
topluluklarda infeksiyon olusturabilen bir etkendir. Diinya genelinde yaygin goriilen EBV,
Enfeksiyoz Mononiikleoz (EM) gibi sikca karsilasilan bir hastalik tablosunun yanisira, Burkitt
Lenfoma ve Nazofarengeal Karsinoma gibi ciddi sonuclar1 olan pek ¢ok malignitenin de
etyolojisinde rol oynamaktadir. EBV ile infekte olmus ve asemptomatik infeksiyon, EM,
latent infeksiyon ya da EBV iligkili Tiimor gelismis bireylerin dogru ve giivenilir bir sekilde
tanimlanmas1 ciddi epidemiyolojik veriler saglayacagi gibi tedavi ve ayiric1 tamda saglikli
kararlar alinmasini da saglayacaktir.

Tanimlandig1 1964 yilindan bugiine EBV icin; viral kiiltiir, Indirect Fluorescence Assay
(IFA), ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) ve son yillarda Molekiiler yontemler
gibi pek ¢ok yontem tam ve arastirma amaciyla kullamilmaktadir. Uretim standardizasyonu,
pratik uygulanabilirlik, test maliyeti ve kullanilan yontemin giivenirligi gibi faktorler, yeni
teknolojilerin de 1s18inda, tani metotlarinin performans o6zelliklerinin sik sik denetlenmesi
ihtiyacim1 dogurmaktadir.

EBV tamist i¢in, ucuz ve kolay uygulanabilirlikleri ile, viral kiiltir ve Molekiiler
yontemlere gore, daha sik kullanilan IFA ve ELISA tani performanslarinin degerlendirilmesi
ozellikle rutin laboratuvar tanisina Onemli katkilar saglayacaktir. EBV’nin ilk
tanimlanmasindan bugiine “gold standart” olarak kullanilan IFA 1980’li yillardan itibaren
ELISA’nin kullanilmaya bagslanmasi ile birlikte ozellikle iiretim ve test degerlendirmedeki
standardizasyon giicliikleri nedeniyle daha az kullanilmaya baglanmistir. Sonraki yillarda ise
duyarhilik ve ozgiillik acisindan daha giivenilir ELISA Kkitleri gelistirilmeye calisilmistir.
Bugiin artmis teknolojik olanaklar ile yeni gelistirilmis ELISA kitleri ve gerek iiretim gerekse
degerlendirme ag¢isindan daha standardize bir hal almig IFA kitlerinin varligi, test giivenilirligi
ve pratik uygulanabilirlik yoniinden bu testlerin tekrar karsilagtirilmasint gerekli kilmistir.

Bu tez caligmasinin amaci; EBV infeksiyonunda tami icin kullanilan her iki testin EM
siipheli hasta serumlar1 kullanilarak karsilastirilmasi ve 6zellikle rutin laboratuvar sartlarinda

kullanimlar1 ile ilgili yararli olacagin diisiindiigiimiiz yontemlerin belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Herpesviriis Ailesi

Herpesviriisler zarfli ¢ift iplikli biiyilk DNA iceren énemli bir viriis grubunu olusturur.
Virion morfolojisi, replikasyon modeli, latent ve rekiirrent infeksiyon kapasitesi tiim grup
tiyelerinin paylastiklar1 ortak ve yaygin 6zelliklerdir. Herpes viriisler litik, persistan, latent ve
EBV (Epstein-Barr Viriis) de oldugu gibi immortal infeksiyon olusturabilme kabiliyetine
sahiptiler.

Herpes viriisler yaygin ve her yerde goriilebilen infeksiyonlar olustururlar. Bu viriisler
genellikle benign infeksiyon olusturma egiliminde iken, Ozellikle immiinsiipresif kisilerde
ciddi morbidite ve mortalite olusturma potansiyeline de sahiptirler. Herpes viriislerin virionlari
yaklasik olarak 150 nm c¢apindadir. DNA 162 kapsomerden olusan ikozahedral bir kapsid
tarafindan kusatilmistir. Kapsid glikoprotein tabiatindaki zarf tarafindan cevrelenmistir (Sekil-
1). Herpes viriisler; viral baglanma, fiizyon ve immiiniteden kacis1 saglayan pek cok viral
protein kodlamaktadirlar. Zarfli olduklar i¢in herpesviriisler kuruluga, aside ve deterjanlara
duyarhdirlar. Herpesviriis’ler antiviral ajanlarla inaktive edilebilmektedir (1).

Sekil-1: Herpes viriis yapisi.

Zarf
Viral Glikoproteinler
Lineer cift Kapsid
iplikliDNA

Insan Herpesviriis’leri; doku tropizmi, sitopatolojik etki, genom yapis1, latent yerlesim gibi
viral karakteristik 6zelliklerine ve hastalik gostergelerine gore ii¢ alt grupda siniflandirilirlar

(Tablo-1) (2).



Tablo-1. Herpes viriislerin simflandirilmasi

ALT VIRUS PRIMER HEDEF LATENT BULASMA YOLU
FAMILYA HUCRE INFEKSIYON
YERI

Humanherpes viriis 1 Mukoepitelyal hiicreler Noron Yakin temas

Herpes simpleks tip 1
£ Humanherpes virlis 2 Mukoepitelyal hiicreler Noron Yakin temas (sekstiel  gegisli
< Herpes simpleks tip 2 hastalik)

Humanherpes virlis 3 Mukoepitelyal hiicreler Noron Solunum yolu ve yakin temas

Varisella zoster virlis

Humanherpes virls 5 Monosit, Lenfosit ve | Monosit, Yakintemas, transfiizyon,

Sitomegaloviriis Epitel hicreleri Lenfosit transplantasyon ve konjenital
£ Humanherpes viriis 6 T hiicreleri ve ? T hiicreleri Solunum yolu ve yakin temas
o Herpes lenfotropik virlis

Humanherpes virlis 7 T hiicreleri ve ? T hiicreleri ?

Humanherpes virlis 7

Humanherpes viriis 4 B hiicreleri ve Epitel | B hiicreleri Tiikiiriik (optciik hastalgi)
e Epstein-Barr viriis hiicreleri
] Humanherpes viriis 8 Lenfosit ~ ve  diger | B hucreleri ?

Kaposi sarkomu ile ilisikli viris hiicreler

2.2 Tarihce

Epstein-Barr Virlis (EBV)’iin ilk kez tamimlanmas1 Epstein ve arkadaslarinin 1964 yilinda
Burkitt lenfomali bir hastadan elde ettikleri B Lenfosit kiiltiiriinde viriisii gostermeleriyle
olmustur (3,4). Ileriki yillarda yapilan ¢alismalarda viriisiin Burkitt Lenfomanm, EBV ile
iliskili lenfoid tiimorlerin ve bazi Epitelyal hiicre tiimorlerinin etiyolojisinde rol oynadigi
gosterilmistir.

EBV onkojenik hastaliklarla yakin iliskisinin yanisira Enfeksiyoz Mononiikleoz (EM)
tablosunun da baglica sorumlusudur. Hastalik, Sprunt ve Evans tarafindan 1921 yilinda
tanimlanmistir. Paul ve Bunnel, 1932 yilinda EM'lu hasta serumlarinda yiiksek titrede heterofil
antikor bulmustur. Davidsohn, heterofil antikorlarin 06zelligini arastirmistir.  EBV’iin
tanimlanmasindan sonra, 1968 yilinda EBV iizerine arastirma yapan Henle'nin laboratuvarinda
calisan bir teknisyende EM gelismesiyle, bu hastalikla EBV arasinda bir iligki oldugu
distiniilmiistiir. Heterofil antikor bulunan EM'lu hastalarda EBV'ye karsi antikorlar

gosterilerek etiyolojide EBV de sorumlu tutulmustur (5).

2.2.1 Epstein-Barr Viriis (EBV)
EBV Gamaherpesviriis alt ailesinin bir iiyesidir. Cati ve morfoloji olarak diger
Herpesviriisler ile ayn1 ise de antijenik olarak farklidir (1). ikozahedral simetri diizeninde 162

kapsomerli, 120 nm capinda ve zarfli bir yapiya sahiptir. Diger Herpes viriislerde oldugu gibi



5:3:2 simetri diizeninde ki hekzagonal goriintimlii kapsomerlerinin her biri 12,5 nm
uzunlugunda ve ortasinda 4nm capinda bir bosluk bulunmaktadir. Niikleokapsidi 100 nm
capindadir. Cift sarmalli 172 kb DNA’si; olgun virionda lineer, latent olarak infekte
hiicrelerde ise ekstrakromozomal olarak sirkiiler yapidadir. DNA'nin {izerinde dort harf ve bir
say1 ile belirlenen (6rnegin genomun BamHI Z parcasiin ilk sola dogru orf -open reading
frame- bolgesi icin BZLF1 terimi gibi) 90'dan fazla orf bolgesi bulunmakta ve takriben 100
protein kodlanmaktadir. Genomun uglarinda 5 kb'lik TR (terminal repeat) ve genom iizerinde
ayr1 ayri ¢cok sayida IRs (internal repeats) vardir (6,7).

EBV, Epstein-Barr viriis niikleer antijen (EBNA) yapisina gore tip A (tip 1) ve tip B (tip 2)
olarak siniflandirilmaktadir. Tip A, tip B’den daha fazla transformasyona neden olmakta,
hiicrelerde daha hizli cogalmaktadir (6).

EBV, tiikiiriik ve bogaz salgisiyla ¢ikarilmakta ve yakin temasla, kanla veya kontamine
esyalarla kisiden kisiye bulagsmaktadir. Yakin temasla sik bulastigi icin Opiisme hastalig
"Kissing disease" olarak da bilinir. Servikal sekresyonlarda EBV izole edilmisse de bulasta
cinsel yolun rolii tarismalidir. EBV-EM, koétii hijyene sahip ve kalabalik bolgelerde yasayan
insanlarin yasamlarinin ilk yillarinda, en cok bulug caginda ve kiiciik ¢cocuklarda genellikle
subklinik olarak goriilmektedir. Cinsiyet ayrimi olmaksizin, gelismekte olan iilkelerde dort
yasin iizerinde seropozitiflik %90 civarindadir ve infeksiyon ¢cogunlukla belirtisizdir. Gelismis
ilkelerde ise EBV-EM, 15-19 yagslar arasinda daha sik goriiliir ve bu toplumlarda semptomatik
seyir daha olasidir (8). Tiirkiye'de yapilan bir arastirmada eriskin yas grubunda %80-86
oraninda seropozitiflik saptanmistir (9).

EBV infeksiyonu, her iki cinsiyette ve yilin her mevsiminde esit siklikta goriiliir. Akut
EBV-EM'lu bireyler ya da saglikli kisiler bulastiric1 olabilir. Seropozitif saglikli bireylerin
%10-20'sinin, renal transplant alicilarinin %350-70'inin, hematolojik maligniteli hastalarin
%70-90'min ve HIV ile infekte homoseksiiel erkeklerin %30'unun orofarenkslerinden EBV
izole edilebilir (10,11).

EBV cok sirlt bir doku tropizmi gosterir. Bu sinirli hiicresel reseptor kullaniminin bir
sonucudur. Insan ve Yeni Diinya Maymun’larindaki B hiicreleri, orofarinks ve
nazofarinksdeki epitelyal hiicreler bu reseptorii tasirlar (1). Aym reseptorler Kompleman
sisteminin bir komponenti olan C3 ile de etkilesim 6zelligine sahiptirler (7). Viriis baslangicta

ist solunum yolu epitelinde litik infeksiyon olustururken daha sonra tiim viicutta genaralize



olarak B hiicrelerine gecer. Bu gecis icin C3 (CR2=CD21) reseptorlerine baglanmasi sarttir.
Gegis sirasinda klinik olarak Enfeksiydz Mononiikleoz tablosu olusur ve kanda gerek Viral
RNA gerekse proteinler tespit edilebilir.

Viriis B hiicrelerinde latent infeksiyona yol agar. Bu donemde tam bir viral replikasyon
olmaz. insan B lenfositleri EBV ile infekte oldugunda siirekli hiicre kiiltiirleri elde edilebilir.
Hiicreler viriis tarafindan oliimsiizlestirilir (12).

EBYV infeksiyonu ii¢ sekilde seyredebilir;
1.Epitel ve B hiicrelerinde litik infeksiyon ve replikasyon olusumu.

2.B hiicrelerinde latent infeksiyon gelismesi.
3.EBV uyarimi ile immortal ( 6liimsiiz) B hiicre gelismesi (1).

EBV’iin B-hiicrelerini Oliimsiizlestirebilme yetenegi oldukc¢a yiiksektir. Viriis hiicre
yiizeyine tutunduktan sonra, hiicreler hiicre dongiisiine girmek iizere aktive edilir. Bu sirada
bazi viral genler eksprese olur ve hiicreler devamli ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalma 6zelligi
kazanir. Oliimsiizlesen B-hiicre popiilasyonundaki hiicrelerin ¢ok az1 (<%10) viral partikiilleri
serbestlestirir. Latentlik duraklatilabilir ve EBV genomu, cesitli uyaranlar sonucunda aktive
olarak replikasyona baglayabilir (13). Bu uyaranlar arasinda, hiicrelerin in-vitro kiiltiirii ve
kimyasal indiikleyici ajanlar yer alir. Konaga bagh degiskenler iyi anlasilabilmis degildir.
Ancak bunlar da latentlikten viral senteze gecis hizini belirlerler ( 14).

2.2.2 EBYV antijenleri

EBV antijenleri viral replikasyon dongiisiiniin hangi doneminde eksprese edildikleri temel

alinarak ii¢ grupta toplanir (Tablo-2).
Tablo-2: EBV antijenleri

|
Membran antijen: MA (gp) 300-350, 200-250, 85
Viral Kapsid antijen: VCA 125/160 Nikleus ve sitoplazma / Niikleus

|

EBNA 2 86 [ Nikews |
|

EBNA3 (3 148-180
|

41-70
|

LMP2 A/B Hiicre membrani




2.2.2.1 Erken antijenler (Early antigen-EA):

Viriis gp350 vasitasiyla infekte epitel ve B hiicrelerine baglandiktan sonra litik infeksiyonu
ve acil erken gen aktivasyonunu saglayan  “transkripsiyon aktivasyon proteini” Zta-
“ZEBRA’’nin transkripsiyonu ( Z gen bolgesinden kodlanir) ve translasyonu ilk gerceklesen
olaydir (1). Viral DNA'ya baglanabilen Zta proteinin ekspresyonu ve sonra BRLF1 orf'un
kodladigr Rta viral transaktivatdr proteinin olusmasiyla litik siklus baslar. Zta proteinin
yoklugunda, Rta proteini olusmaz. Zta proteinin ekspresyonuyla EBV “e” gen (early genes)
tirinii olan erken antijenler hizla sentezlenerek, viral replikasyonun baslamasi icin gerekli
DNA polimeraz ve DNA’nin sentezinin ardindan, yapisal olmayan EA’ler kodlanir (6).
Bunlarin sentezi prodiiktif viral replikasyonun bagsladigini gosterir. EA’nin stoplazmada sinirl
(EA-R) ve hem niikleus hem de stoplazmada yaygin bulunan ( EA-D) olmak iizere iki tipi
vardir (15).

EA-D, 47-60 kD molekiil agirliginda olup hiicrenin hem c¢ekirdeginde hem de
sitoplazmasinda, 85 kD molekiil agirliginda olan EA-R ise sadece hiicrenin sitoplazmasinda
bulunur. EA-D, Aseton, Metanol ve Etanol’a stabil oldugu halde, EA-R sadece Asetona
stabildir, Metanol ve Etanol ile denature olur. EA-D sentezinin aktivatori, EBV DNA
polimeraz ile Zta proteinidir. EA-R, EA-D’den Once ortaya c¢ikar ve infekte hiicrenin litik

fazda oldugunun ilk gostergesidir.

2.2.3 Gec antijenler:

Viral kapsid (kapsid antijen) ve zarfin (membran antijen) yapisal komponentleridir.
Ozellikle prodiiktif viral infeksiyon gegiren hiicrelerde iiretilirler (14).

EBV'lin ge¢ proteinleri; viral kapsid antijen (VCA) ve membran antijenleri (MA) denilen
(340-350kDa(gp350), 220kDA(gp220), 110kDa(gp110), ve 85kDa(gp85) molekiil
agirliklarina sahip) zarf glikoproteinleridir. VCA; 125-160 kD molekiil agirliginda olup litik
faz infekte hiicrelerin hem niikleus hemde sitoplazmasinda; zarf antijenleri ise litik faz infekte
hiicrelerin membraninda ve viriis zarfinda bulunmaktadir. gp350/220 membran proteinleri CD
21 resptoriine baglanarak B hiicre i¢ine endositozla girmeyi kolaylastirir. gp85 Herpes
simpleks viral proteinin homologu olup konak hiicre membranina fiizyonda 6nemli rol
tistlenirken ayn1 zamanda komplemanin viriis notralizasyonunda hedef aldig1 proteinlerdendir.

gpl10 infekte hiicrelerin Niikleer membram1 ve Endoplazmik retikulumu ile birlesme



ozelligine sahiptir. Viriis notralizan antikorlar gp350 ve gp85 proteinlerini hedef almaktadir.
gp350 sitotoksik T hiicre yamitimi tetikleyen molekiil olup asi denemelerinde yayginca
kullanilmaktadir. Geg¢ antijenlerin sentezlenmesiyle konak hiicre 6lmekte ve olgun viriis

salinmaktadir (16).

2.24 EBYV Latent Antijenleri

Latent olarak infekte olan hiicrelerde sentezlenen antijenlerdir. Kapsidsiz Viral genomun
niikleusa transferi; Wp promotorundan sirkiilasyon ve transkripsiyonu, biitiin latent genlerin
ekspresyonunu saglayan mekanizmayi baslatir.

Bu antijenlerin ekspresyonu, EBV genomunun varligin1 gosterir. Hiicre zarinda sitotoksik
T hiicreleri icin hedef olustururlar. B hiicrelerindeki latent infeksiyon doneminde hiicreler az
sayida ve plazmid benzeri genom igerir ve sadece hiicre boliinmesi sirasinda replike olurlar
(13). Bu replikasyon sonucunda Epstein Barr niikleer antijen’ler (EBNAs) 1,2,3A,3B ve 3C,
latent proteinler (LPs), latent membran proteinler (LMPs) 1,2 ve iki kiiciik EBER (Epstein
Barr encoded RNA) molekiilleri EBER-1 ve EBER-2 olusur. EBNAs ve LPs, infeksiyonun
olusmasini, devam etmesini (EBNA-1) ve immortalizasyon(EBNA-2) gelismesini DNA’ya
baglanarak saglarlar. LMPs onkojenik aktivite gosterirler. Bu LMP ler B hiicre ¢cogalmasini ve
immortalizasyonu uyarirlar (1). Sadece EBNA-1 siirekli eksprese olur. EBV’iin B lenfositlerde
latent infeksiyonu, EBNA-1 proteinin oriP (origin of plazmid ) adi verilen viral promoter’e
baglanmasiyla baglamaktadir (6). Diger latent faz antijenlerinin ekspresyonu, farkli hiicrelerde
regiile edilebilir. LMP2 ekspresyonu, latentlikte reaktivasyonu engeller (13).

B hiicre Primer infeksiyonunda Cp veya Wp (BamHI-C ve W boélgelerinde) promotor
bolgelerinden baslayan gen ekspresyonu ile latent proteinlerinin tamami kodlanir. Tip3
latentlik olarak adlandirilan bu doénemde hiicresel sitotoksisiteye kars1i duyarlilik soz
konusudur. Bu, lenfoblastoid hiicre serileri ve bircok post-transplant lenfomalar igin
karakteristiktir. EBV latentliginin en az iki baska formu daha gozlenmektedir. Tip 1 latentlik;
asemptomatik tastyicilarda ve primer infeksiyonun sonrasinda, periferik kanda EBV’iin
rezervuar havuzu olarak kalacak olan B hiicrelerinde, Tip 2 ise, Burkitt lenfoma ve
Nazofarengeal karsinomada goriilmektedir (17).

EBNA1: EBV genomunun korunumu ve replikasyonu i¢in gerekli olan ve DNA baglayan
bir proteindir. EBNA -1 floresan teknikler ile EBV ile infekte immortal B hiicrelerinde



gosterilen ilk viral gen Uriiniidiir. EBNA-1, viral genomun Bam HI K orf’u tarafindan
kodlanan 65-85 kD molekiil agirliginda bir proteindir. Genoma baglanabilen tek proteindir.
Mitoz halindeki konak hiicre kromatini ile iliski kuran bu protein EBV’iin kalic1 olmasi igin
gereklidir.

EBNAI proteini, farklt EBV izolatlarinda farkl: biiyiikliige sahip glisin-glisin-alanin (Gly-
Gly-Ala) tekrar dizileri igerir. Bu tekrar alani siirlandirilmis MHC class 1’in cis etkili
inhibitoriidiir ve antijen siirecini ubikiitin-proteozom kaskadi yolu ile inhibe eder. EBNA 1
olusturan peptidlerdeki hata hedef hiicrelerde eksprese oldugunda inefektif CD8+ T-
hiicrelerinin EBNA-1 cevabi ile sonuglanir (18).

EBNA 2: EBNA2 viral ve konak gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde anahtar rol
oynayan bir proteindir (19,20). EBNA1, EBNA3’ler ve LMP’lerin ekspresyonunu transaktive
eder ve B lenfosit cogalma ve transformasyonu icin hayatidir (21,22). Ayrica c-myc onkogeni
de EBNA2’nin transkripsiyonel hedefidir. Bu, EBV’iin indiikledigi B-hiicre proliferasyonunda
onemli olan bir etkidir (23).

EBNA 3 Ailesi: Lineer viral genomun ortasina yerlesmis ardisik ii¢ bolgeden kodlanan 3A,
3B ve 3C olmak iizere ii¢ proteini icerir. In vitro B-hiicre transformasyonunda EBNA3A ve
EBNA3C gerekliyken, EBNA3B’nin zorunlu olmadig1 gosterilmistir (24,25). EBNA3B
sitotoksik T hiicrelerinin infekte B hiicrelerini tanimasinda primer hedef bolgelerdendir (26).
Transformasyonu desteklemek icin retinoblastoma proteini pRb ile etkilesebilir. EBNA3
proteinleri transkripsiyon faktorleriyle de iliskide bulunurlar ve EBNA2’ye baglanmalarinm
engellerler. Boylece EBNA2 ve EBNA3 proteinleri, transkripsiyonu kontrol etmek amaciyla
birlikte ve zit etkili ¢alisirlar (27,22).

EBNA-LP: EBNA-LP, EBNA sentezi sirasinda kodlanan bir 6ncii proteindir. EBNA-LP in
vitro B-hiicre transformasyonu icin kesin olarak gerekli olmamasina ragmen lenfoblastoid
hiicre serilerinin verimli gelisebilmesi icin gereklidir. EBNA proteinlerinin veya EBNA aracili
konak hiicre genlerinin kodlanmasinda 6nemli diizenleyici rol oynadigr diisiiniilmektedir
(28,29). EBNA-LP aym1 zamanda hem pRb hem de p53 ile iliskili bulunmustur fakat bu iligki
lenfoblastoid hiicre serilerinde heniiz dogrulanmamustir (30).

LMP1: LMP ler tim latent formlarda kodlanirlar. Boylece hiicre transformasyonun
siirdiiriilmesinde onemli bir rol oynarlar. LMP’ler infekte B lenfositlerini 6ldiiren T lenfositleri

icin hedef proteinlerdir.



LMP1 hiicre i¢cinde vimentin ile iligkilidir bu sayede stoplazma i¢i vezikiiller ile baglanti
kurabilmektedirler. EBNA-2 ile LMP-1, hiicresel transformasyonda major rol oynayan
proteinlerdir. Bu protein, B lenfositlerde bulunan bcl-2 geninin ekspresyonunu diizenlemekte
ve B lenfosit aktivasyonunu saglamaktadir. Bcl-2, eksprese oldugunda hiicreyi apoptozis’den
koruyabilir (19,31).

LMP-2: iki formu bulunmaktadir; LMP-2A ve LMP-2B. LMP-2 (A ve B). Bu proteinlere
terminal proteinler (TP1 ve TP2) de denir. Infekte B hiicrelerinin membranlarinda parcalar
halinde Seliiler Fosforile Trozin proteinlerine yakin olarak bulunurlar (32). B hiicre
transfomasyonu icin gerekli degildirler.

LMP-2A’nin en 6nemli rolii latent fazdaki B hiicrelerinin litik faza gecisini bloke etmektir.
B hiicre reseptorlerini mesgul ederek uyarilmalarini engellemektedir (19,33).

LMP-2B, LPM-2A ile reseptor benzeri amino eki arasindaki bogslugu artirarak
downregiilasyon yapmaktadir. 2A ve 2B farkli promotorlar tarafindan kodlanmakta olup bu
farklilik latent fazin devamlhilig1 veya litik aktivasyon olugsmasi arasinda kilit rol oynar (32).

EBER: EBV genomunun kodladig kii¢iik RNA parcaciklaridir. 166 bazlik EBER-1 ve 172
bazlik EBER-2’den olugsmaktadirlar. RNA polimeraz III tarafindan kodlanan bu proteinlerin
kaybolmasi, viriisiin kiiltiirde tiremesini etkilememektedir (19). Transformasyon veya gen

transkripsiyonu icin elzem degillerdir (34,35).

2.3 EBV PATOGENEZ VE IMMUNOLOJiSi
2.3.1 Primer infeksiyon

Orofarengeal hiicrelerdeki ilk replikasyonun ardindan ¢ogalan viriisler tonsiller gibi yakin
lenfatik bolgelerde bulunan B hiicrelerini infekte etmektedirler (36). B hiicrelerinin infekte
olmasinda yiizeylerinde bulunan CR2 hayati 6neme sahip olup matiir CR2’ye sahip B
hiicrelerinin bulunmadig1 X’e bagli agamaglobulinemi’li (XLA) hastalarin kaninda viral DNA
tespit edilemezken, seropozitif saglikli kontrol grubu bireylerinde kolaylikla tespit
edilebilmistir (37). Bu sonuclar B lenfositlerinin yoklugunda epitel hiicrelerinin primer
infeksiyon olusmasi icin yeterli olmadigim gostermektedir. EBV ile infekte olan B
hiicrelerinde ilk ©once genellikle latent infeksiyon baslamakla beraber bazi tonsiller B
hiicrelerinde litik faz goézlemlenebilir. B hiicrelerinde latent gen iiriinlerinin replikasyonu ve

hiicre proliferasyonu ile Latent B hiicre havuzu gittikce genisler. Primer infeksiyon boyunca



bu latent hiicreler kanda dolasim halindedir (38). Cocukluk ¢agindaki primer infeksiyon hayat
boyu muhtemelen latent kalir ve ilerleyen yaslarda indiiklenmis immiin yanit siklikla

immiinopatolojik hastalik habercisidir.

2.3.2 Enfeksiyoz Mononiikleoz ( EM )

EBV ile infekte vakalarin yaklasik %30-50’sinde Enfeksiyoz Mononiikleoz gelisir. Geng
ve erigkinlerde goriillen akut EM’da klinik olarak; lenfadenopati, farenjit, diizensiz ates,
splenomegali, hepatomegali, sarilik, damak enantemi ve dokiintii; serolojik olarak; heterofil
antikorlar ve EBV’na kars1 6zgiil antikorlar; hematolojik olarak ise; atipik lenfositler
hakimdir. Hastalarin %85-90’inda heterofil antikor pozitiftir. EM olgulari, 2-3 haftada
kendiliginden iyilesir. Bazen semptomlara yorgunluk ve zayiflama eslik edebilir ve aylarca
devam edebilir. EM’da hematolojik, norolojik, hepatik veya dalak riiptiirii seklinde nadiren
kronik mononiikleoz komplikasyonlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Komplikasyon yoksa nérolojik
bulgular goriilmez. Otoimmiin hemolitik anemi, hipogammaglobulinemi, trombositopeni ve
hafif bir nétropeni goriilebilir. EM olgularinin %80-90’inda gecici olarak karaciger enzimleri
artmaktadir. Komplikasyonsuz EM’a bagh 6liim ¢ok nadirdir (6).

Benzer klinik tablolara yol acan bakteriyel ve viral hastaliklarin belirlenmesi ve ayirici
tanisinin  yapilamasi 6nemlidir. EM sadece EBV tarafindan olusturulan bir klinik tablo
olmayip 6zellikle CMV infeksiyonlarinda da benzer tabloyla karsilasilmaktadir. Yine atipik
lenfositlerin (Downey cells) EBV disinda, Toksoplazmoz, Rubella, Rubeola, HAV, HBV,
CMV, Kabakulak infeksiyonlarmin yanmisira ila¢ reaksiyonlarinda da goézlemlendigi
unutulmamalidir. Yani "EM" terimi; infekte eden etkenden bagimsiz olarak, uzamis ates,
farenjit ve lenfadenopati'nin beraber oldugu klinik sendrom olarak diisiiniilmelidir. Bu yiizden
EM tablosunu EBYV iliskili ve non-EBV iligkili EM olarak tanimlama ihtiyac1 duyulmaktadir
(39). Burada bahsi gecen EBV iligkili EM’dur.

EM‘un inkiibasyon siiresi yaklasik 30 giin olup bu siire igerisinde viriisle infekte B
hiicreleri dolasima gecer ve diger dokulara infiltre olurlar (40).

Primer infeksiyon sonucunda hem hiimoral hem de hiicresel immiin yanit gelisse de
infeksiyonu elimine etmek icin yeterli degildir. EBV infeksiyonu ile birlikte B lenfositlerde
poliklonal IgM yapimi uyarilarak, basta heterofil antikorlar olmak {izere, Ampisilin

dokiintiisiinden sorumlu antikorlar, trombosit, notrofil, lenfosit membranlarina veya niikleer
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antijenlerine karsi1 antikorlar sentezlenir. Bu antikorlar viriisiin notralizasyonunu
basaramadiklar1 gibi, cogunlukla otoantikor yapisindadirlar (6). Latent ve litik donem viriis
antijenlerine kars1 antikorlar olusabilmektedir. Ozellikle gp350’ye karsi gelismis olan
antikorlar (Anti-VCA) viriisiin CR2’ye baglanmasini sinirlandirmakta olup viriis yayilimini ve
reinfeksiyonunu onleyebilmektedirler.

Heterofil antikorlar: Heterofil antikorlarin viriisle iligkisi ve infeksiyonun kontrolii ile
iyilesmedeki rolii bilinmemektedir. Heterofil antikorlar, EBV replikasyonunu kontrol ediyor
olabilir, ancak EBV antijenlerine kars1 gelisen antikorlar ile ¢apraz reaksiyon vermezler. EBV
antijenlerine kars1 gelisen antikorlar, biitiin EBV-EM'li hastalarda bulunurlar (41).

Bu arada infekte B lenfositlerinde sentezlenen kalict EBV antijenleri, T lenfositlerinde
capraz yanit olusumuna yol acar. CD8+ sitotoksik T hiicreleri primer infeksiyonun
kontroliinde anahtar rol oynarlar. Viriisiin indiikledigi antijenlerin B lenfositlerin hiicre
zarlarina girmesiyle, infekte olan B lenfositleri icin sitotoksik T hiicre yaniti gelisir. Bu aktive
CD8+T lenfositleri periferik kanda, atipik, vakuollii sitoplazmasi olan, lobule ve koyu
bazofilik niikleuslu sitotoksik ve siipressor yapidaki atipik hiicrelerdir ve Downey cells olarak
adlandirilirlar. Bu hiicreler EM’da baskin hiicrelerdir ve gerek dolasim gerekse dokularda
sayilart ¢ok artmistir. Lokosit sayisi genelde 15000/mm™’iin iizerindedir ve bunlarn %60
kadar1 CD8+ sitotoksik T hiicreleridir. Dolayisiyla T hiicre anomalisinin goriildiigii konjenital
veya akkiz biitiin durumlarda primer infeksiyona yanitin az veya yok oldugunu soyleyebiliriz.
Bu durumda T hiicre baskisindan kurtulan B hiicreleri; lenfoproliferatif hastalik veya lenfoma
gibi tablolar olusturabilir (42). Bu nedenle seropozitif bir donérden seronegatif bir organ
alicisina transplantasyon yapilmasit durumunda immiinsiipresif tedavi alan alicida B hiicreli
lenfoproliferatif hastalik gelisim riski yiiksektir (43).

EM’lu hastalarin cogu 2-3 hafta icinde kendiliginden iyilesir. Iyilesme ile paralel olarak
atipik lenfositler yavas yavas azalir Klinigin diizelmesinden 12-18 ay siire ile bogaz calkanti

suyundan ve daha sonra da aralikli olarak kandan viriis izole edilebilir.
2.3.3 Latent INFEKSIYON

Litik ve latent viral antijenlere kars1 ¢esitli immiin mekanizmalar olusmasina karsin primer

infeksiyonu takiben EBV latent infeksiyon olarak devam eder. Dolagimdaki B hiicrelerinin her

11



biri 5-500 arasinda viriis tasir ve infekte bireyler devamli yada araliklarla tiikiiriiklerinde de
viriisii barindirirlar (44).

Latent viral antijenler ile aktive edilmis B hiicreleri girdikleri lenf nodlarinin germinal
merkezlerinde antijen spesifik bir sentroblast klonu olustururlar. Bu asamada c-myc onkojeni
yiksek miktarda kodlanir ve immiinoglobulin genlerinin somatik hipermutasyonu olusur.
Sentroblastlarin olgunlasmasi i¢in B hiicre reseptorlerinin dentritik hiicre yiizeyindeki spesifik
antijenlere ve yine B hiicre yiizeyindeki CD40 gibi ko-reseptor molekiillerin CD4 T
hiicrelerine baglanmasi gerekmektedir. Bu yolla eksik ya da bozuk hiicreler secilerek apopitoz
yoluyla lenf nodunda imha edilirler (39). Maturasyon kisa siirede tamamlanir ve uygun
antikorlart salgilayan plazma hiicreleri ve memory B hiicreleri dolasima gecer (45). Primer
infeksiyon sirasinda infekte olan B lenfositlerinin lenf nodu germinal merkezine ulastiginda
tiim latent genlerin aktive oldugu bir programin basladigi, EBNA-2 oOnciiliigiinde hiicresel
proliferasyonun gerceklestigi gosterilmistir. Aktif replikasyon sonrasinda sadece EBNA-1 ve
LMP’ler kodlanir ve latent doneme girilir (46).

Sero-pozitif normal saglikli bireylerin kaninda ¢ok sinirli latent viral gen kodlamasinin
oldugu az sayida memory hiicresi bulunur. Viriisiin genomun devamlilig1 i¢in sadece EBNA-
I’in varlig1 yeterlidir. Latent haldeki bu hiicrelerin antijenik uyari ile aktive olmasiyla litik faz
baslar ve tercihen epitelyal sahaya ulasan plazma hiicrelerinin iirettikleri viral partikiilleri bu
bireyler tiikiiriikleriyle bulastirirlar. Ayn1 zamanda bir kisim indiiklenmis memory hiicreleri
lenf nodlarinda sekonder bir germinal merkezde ¢ogalarak yeni memory ve plazma hiicrelerini

olustururlar ve dongii devam eder (47).

2.3.4 EBYV ile iliskili Malignensiler

EBV infeksiyonu yaygin ve diinyanin pek cok yerinde goriilmesine ragmen iligkili
maligniteler nispeten daha azdir ve cografi olarak sinirli dagilim sergiler. Bu da tiimor gelisimi
icin diger pek ¢ok viriiste oldugu gibi bagka ek faktorlerin de olmas1 gerektigini ve tek basina

EBV nin tiimor gelisiminde rol oynamasinin zayif bir ihtimal oldugunu gostermektedir (39).
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2.3.4.1 Burkitt Lenfoma

Burkitt lenfoma (BL) ilk kez 1958 yilinda Burkitt tarafindan, ¢ocukluk cagi kanserlerinin
en ¢ok goriildiigii ekvatoryal Afrika’daki cocuklarin cenelerinde tanimlanmistir (48). BL
genelde multifokaldir ve hemen hemen daima ekstranodal yerlesimlidir. Cene bolgesine ek
olarak; overler, meme dokusu, karaciger, bagirsaklar ve bobrek yerlesimi de s6z konusudur.
Timor ekvatoryal Afrika’da ve Papua Yeni Gine’de yaygin olup, diinyanin diger yerlerinde
insidans1 diisiiktiir ve sporadiktir. BL gelisimi diger viriis iliskili tiimorlerde oldugu gibi
multifaktoriyeldir. EBV’iin yanisira, Malarya ve c-myc onkojeni onemli provakatorlerdir.
Nitekim Malarya endemik bolgeleri ile EBV+ BL endemik bolgeleri cakismaktadir.

Bununla birlikte BL gelismeden 6nce EBV infeksiyonun meydana geldigini gosteren
monoklonal EBV epizomlar1 BL tiimor hiicrelerinde gosterilmistir(50,49). Malign B
hiicrelerinde yalnizca EBNA-1 antijeni tespit edilmis olup nadiren EBER’ler de
bulunabilmektedir. Sitotoksik T hiicre tarafindan taninmayan EBNA-1 sayesinde
immiineliminasyon mekanizmalarindan timor hiicreleri etkilenmemektedir (51). Farelerde
yapilan calismalarla EBNA-1’in onkojenik etkisi gosterilmistir (52). Yine EBER’lerin anti-
apopitotik bir gen olan bcl-2 nin transkripsiyonunu indiikledigi kanitlanmistir (53).

EBV ile iligkili olsun olmasin tiim BL’larda c-myc onkojeninin baskisi altinda ii¢
kromozomal translokasyon soz konusudur (8:14,8: ve 8:22) (54). Yine pek ¢cok BL da p53

tiimor siipressor gen mutasyonu tespit edilmistir (55).

2.3.4.2 Nazofarengeal Karsinoma

Nazofarengeal Karsinoma squamoz epitelyal hiicre menseli, genellikle post-nazal
yerlesimli ve cografi olarak sinirli bolgelerde ( Cin, Kuzey Amerika, Giineydogu Asya gibi)
karsimiza cikan bir timordiir. EBV ile iliskisini ilk gosteren veriler 1970 yilinda elde
edilmistir (56). Daha sonraki yillarda tiimor hiicrelerinde viral DNA’nin gosterilmesiyle bu
veriler dogrulanmistir (57). Tiimor hiicrelerinin %70’1 non-diferansiye karakterdedir. Non-
diferansiye NK olmasi durumunda %100 EBV ile iliskilendirilir. Baz1 diferansiye NK’lar da
EBV ile iliskilendirilmistir (58). LMP1’in epitel hiicrelerinin proliferasyonunu uyarip
diferansiye olmalarini inhibe ederek patogenezde rol oynadigi hayvan deneyleri ile gosterilmis

olup patogenezde suclanmaktadir (59).
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2.3.4.3 Diger malignensiler

EBV ilisgkili Burkitt lenfoma disinda lenfoid tiimérler; immiin bozuklugu olan hastada
lenfoproliferatif hastalik ve Hodgkin lenfoma olup hepsi B hiicre kokenli olmasina ragmen
klinik sekil ve immiinohistokimyasal olarak farklilik arz ederler (39). NK disinda, tiikiiriik
bezi, mide, akciger, timus gibi organlarda da EBV ile iligkili epitelyal tiimorler
olusabilmektedir. Tiim bu tiimorler, malign epitelyal hiicrelerin yogun bir sekilde lenfositler

tarafindan infiltre edilmesinden dolayi siklikla lenfoepitelyoma olarak adlandirilir (60).
2.4 EBV INFEKSiYONUNDA TANI

2.4.1 Hematolojik Bulgular

EM’un erken doneminde genelde lokopeni olmakla beraber bazen 16kosit sayist normal
diizeydedir. Giderek lenfositoz olusmaya baslar ve ikinci veya liciincii haftada pik yapar.
Lokosit sayist 12.000-18.000 /mm civarinda olup nadiren 30.000-50.000/mm™’e ulasir.
Mononiikleer hiicre oram1 %60-70 olup bunlarin takriben %30’u anormal lenfositlerdir
(Downey Cells). Atipik lenfositler, EBV’iin olusturdugu EM’un yanisira; Sitomegaloviriis
infeksiyonu, Toksoplazmozis, Viral Hepatit, Rubella, Kabakulak gibi hastaliklarda veya ilag
reaksiyonlarinda da goriilmektedir. EBV infeksiyonlarinda rolatif ndtropeni vardir ve hafif

trombositopeni de goriilebilir (6,61).

2.4.2 Serolojik Tam

EBV infeksiyonlarinda hizli bir hiimoral immiin yanit olusur. Karakteristik olarak EBV’iin
VCA, EA-D, EA-R ve EBNA kompleks antijenlerine karsi olusan antikorlar belirlenerek
infeksiyon donemi hakkinda yorum yapilarak infeksiyonun serolojik tanisi konabilir. EM'lu
hastalarin %80-85’inde heterofil antikorlar bulunur. Klinigi uyan EM’lu hastada, Paul-Bunnell
testi ile heterofil antikorlar pozitif bulunmasi tam i¢in olduk¢a degerlidir(41). Heterofil
antikorlar IgM yapisinda olup artmis litik-mitotik B hiicre aktivasyonu sonucu olusurlar ve
hastaligin ilk haftasindan itibaren tespit edilebilir. Diizeyi 4 hafta sonunda iyice azalirken
bazen aylarca pozitif olarak kalabilir. Paul-Bunnel deneyinde 1/64 ve iistiindeki titreler
Enfeksiydoz Mononiikleoz tanisini dogrular. Bu heterofil antikorlarin serum hastaliginda veya

normal serumda da bulunabilen Forsmann antikorlarindan ayirt edilmesi gerekir. Bunun i¢in
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hasta serumlar1 sigir eritrosit ve kobay bobrek ozetlerinde absorbe edildikten sonra Paul-
Bunnell testi tekrarlanir (Tablo-3). Paul-Bunnell testinde %3 yalanci pozitiflik, %10-15
yalanci negatiflik vardir (6zellikle immiinkompromize, yasl ve ¢ocuk hastalarda) (62). Rutin
laboratuvar analizlerinde en ¢ok kullanilan Monospot testidir. Bu testte koyun eritrositlerinden
daha duyarli olan at eritrositleri kullanilmaktadir. Paul-Bunnel Testi ile saptanan antikorlar
%70 hastada bir yil icinde 1/40 titrenin altina diiser. Monospot testinde saptanan antikorlar ise
%75 olguda 1 yil siire ile kanda saptanabilir (41).

Sitomegaloviriis infeksiyonu,

Toksoplazmozis, Viral Hepatit, Rubella, Kabakulak ve HIV infeksiyonu ile heterofil antikor
negatif EM olusabilmektedir (63).

Tablo-3: Paul-Bunnel testi

Serumun kaynagi Absorbsiyon oncesi Paul-

Bunnel testi

Absorbsiyon sonrasi Paul-Bunnel testi

Kobay bobrek ozeti Sigir eritrositleri

Serum hastalig

EBV infeksiyonlarinda, heterofil antikorlar ile birlikte viriise 0zgiil antikorlar da
olusmaktadir. Atipik hiicrelerin veya heterofil antikorlarin bulunmadigi EM olgularinda,
Burkitt Lenfoma, Nazofarengeal karsinoma gibi viriisin onkojenik etki gosterdigi
hastaliklarda bu 6zgiil antikorlarin varligi onemli yol gostericidir (Tablo-4) (64).

Tablo-4. EBV infeksiyonlarinda serolojik profil

Antikor Immiin IM:Yeni Yakin Eski Reaktivasyon | BL NFK
olmayan | Infeksiyon | gegirilmis Infeksiyon
Infeksiyon

IgM-VCA + -

IgG-VCA + + + + ++ ++
IgA-VCA +- ++
IgG-EA/D + + +- ++
IgA-EA/D ? ++
IgG-EAIR +- +- +- ++ +-
Anti-EBNA az + + + ++

Viral Kapsid Antijene (VCA) Kars1 Antikorlar: IgM smifindan antikorlar klinik

belirtilerin ortaya ¢ikmasiyla pozitiflesir. 4-8 hafta siire ile pozitif kalir ve hizli sekilde diiser.
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Ancak %10 olguda 4 aydan daha uzun siire pozitif kalir (Sekil-2). VCA IgM antikorlar
saglikli kisilerde bulunmaz. Bulunan kisilerde akut primer EM tanisini koydurur. Latent
infeksiyon ve reaktivasyon olgularinda VCA IgM antikorlar1 saptanmaz. Hastaligin akut
doneminde IgG-VCA ve IgM-VCA antikorlar1 bulunur. 4-8 hafta icinde IgM-VCA
kaybolurken, IgG-VCA birka¢ ay maksimum diizeyde seyredip, sonra biraz azalarak sabit
diizeyde omiir boyu kalmaktadir. Ayrica IgA sinifi antikorlarda olusmakta olup tanisal degeri
tartismalidir (64).

Early Antijene (EA) Kars1 Olusan Antikorlar: Bu antikorlar; akut donemde yiikselir,
konvelesan donemde azalir ve daha sonra kaybolur. Infekte hiicrelerin sitoplazma ve
cekirdeklerinde bulunan antikorlar anti-EA-D, sitoplazmasinda toplanan antikorlar ise anti-
EA-R antikorlaridir. Infeksiyonun akut déneminde yiikselen anti-EA-D antikorlar1 hastaligin
baslamasindan 3-4 hafta sonra pik yapar ve 3-6 ay sonra kaybolur. Akut hastalarin %70’inde
bulunur. Anti-D antikorlarinin varligi, hastaligin ciddi seyri veya nazofarenks karsinomu ile
iliskilidir. EM'lu hastalarda anti-EA-R antikorlar1 nadiren goriiliir. Anti-EA-R, hastaligin
baslangicindan itibaren 2 hafta ile birka¢ ay icinde c¢ikar ve anti-EA-D antikorlarin
kaybolmasini takiben gecici araliklarla 2 yil kadar kalir. EBV reaktivasyonu sirasinda da anti-
EA antikorlart pozitiftir. Anti-EA-R antikorlari, Burkitt lenfomali, NFK’lu hastalarda veya
VCA antikorlarinin yiiksek oldugu saglikli kisilerde bulunabilir (6).

Epstein-Barr Niikleer Antijene (EBNA-1 ve 2 ) Kars1 Olusan Antikorlar: Anti-EBNA
IgG, EM’lu hastalarin hepsinde hastaligin baslangicindan 3-4 hafta sonra konvelesan donem
ile birlikte ortaya ¢ikar ve diizenli titreler ile artar. Dominant antikor komponenti olan anti-
EBNA-1 IgG, 6-12 ay sonra pik yapar ve Omiir boyu kalir. Akut EM’lu hastalarda anti-
EBNA-2 IgG antikorlar1 da bulunur, fakat iyilesme doneminde azalarak devam eder. Akut
donem serumlarda anti-EBNA antikorlar1 nadiren pozitiftir. Hastaligin baglamasindan 3—4
hafta sonra ortaya ¢ikar ve 67 hafta sonra maksimum diizeye ulasir ve omiir boyu kalir. Bu
antikorlarin bulunmasi infeksiyonun gecirilmis oldugunu gosterir. Biitiin EM'lu hastalarda,
anti-EBNA antikorlarina paralel olarak hastaligin baslangicindan itibaren 3—4 hafta sonra,
solubl antijene karst1 kompleman baglayan antikorlar (ant-S) cikar ve hayat boyu kalir.
Konakta gp350 ve gp220 membran antijenlerine karsi notralizan antikorlar (Anti-MA) olusur.
4 kat titre artis1 akut infeksiyonu gosterir. Notralizan antikorlarin belirlenmesi zor oldugundan

rutin olarak aranmamaktadir (6).
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Sekil-2: EM'lu hastalarda seroloji

I

VCA-IgG
4 VCA-IgM .
= Anti-EBNA
=} =
5 Immiin —
.f‘: olmayan \
5 Yeni gegirilmis

enfeksiyon
Eski enfeksiyon

Akut enfeksiyon

Haftalar Aylar Yillar

Anti-VCA IgG ve anti EBNA antikorlart hayat boyu devam ederler ve kronik viriis
tasiyicili@i icin iyi bir gostergedirler. Anti VCA-IgM ise 2-6 ayda kaybolur. Heterofil
antikorlar ise aylarca pozitif olarak devam eder. Bu siire zarfinda EBV farinks salgilarinda bir
yil veya daha uzun devam eder. Lenfoproliferatif hastaliklarda EBV antijenlerine cevap tam
olmayabilir ya da hi¢ olmaz. O zaman EBV antijenlerini dokuda veya kanda gdstermek
gerekebilir.

BL ve NFK’lu hastalarda IgG-VCA, saglikli kisilerden 8—10 kat daha yiiksek titrelerde
bulunur. NFK’lu hastalarda IgA-VCA titresi de yiiksektir. BL’l1 hastalarda anti-EA-R IgG ve
anti-MA IgG antikorlari, NFK’lu hastalarda ise anti-EA-D IgG ve anti-EA-D IgA antikorlar1
yiiksek titrede goriiliir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda anti-EBNA antikor titreleri
azalmakta ve nadiren kaybolmaktadir (1).

Avidite: Pek cok infeksiyon hastaliginda oldugu gibi EBV’iin serolojik tanisinda da; IgM
tipi antikorlarin beklenenden erken kaybolmasi, hi¢ olusmamasi veya uzun siire pozitif olmasi
gibi nedenlerle; primer infeksiyon, re-infeksiyon, re-aktivasyon durumlarinin ayriminda sikinti
yasanabilmektedir. Bu sorunlar1 asabilmek icin IgG avidite testlerinden yararlanilmaktadir

(65-67).

17



2.4.2.1 Indirekt Floresan Yontem (IFA- INDIRECT FLUORESCENCE ASSAY)

1965 yilinda BL’lilarda herpes grubunun nonspesifik boyama ile gosterilmesinin ardindan
1966 yilinda EBV bu yontem ile gosterilmistir (68,69). Ozel fléresan boyalar ile konjuge
edilmis antikor veya antijenler vasitasiyla, pek cok antijenik yap1 ve antikorlarin gosterilmesi
esasina dayanan immiinofloresan yontemin genis bir kullamim alani bulunmaktadir.
Materyaldeki antijenin veya doku ya da hiicredeki depo antikorlarin, floresan boyali
antikorlarla isaretlenerek gosterildigi yontem Direkt Floresan Yontem (direct fluorescence
assay-DFA) olarak adlandirilir. Aranan antikorun énce kati fazda bulunan antijene baglanip
ardindan floresan boya ile isaretli ikinci bir molekiiliin (antikor) kullanildig1 ve daha cok
serbest antikorlar1 gostermek igin kullanilan yontem ise Indirekt Floresan Yontem (indirect

fluorescence assay-IFA) olarak adlandirilir.

2.4.2.2 ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Bir numunedeki antijen ya da antikorun bu molekiillerle birlesebilen bilinen antikor veya
antijen kullanilarak tespit edilmesi ve enzim ile isaretlenmesi esasina dayanan yontemdir.
Olusmus antijen-antikor kompleksine sirasiyla enzim-konjugat ve substrat ilaveleriyle olusan
reaksiyonun Olciilmesiyle aranan madde varlig1 ve miktar1 degerlendirilir (70).

70’li yillardan itibaren ELISA, EBV serolojisinde de kullanilmaya baslanmistir. EBV
serolojisi i¢in altin standart kabul edilen immiinofloresan yontemde EBV ile infekte
hiicrelerden faydalanilmasi; seri iiretim ve standardizasyon giicliigii gibi bir dizi zorlugu da
beraberinde getirdiginden alternatif ¢alismalar ELISA {izerinde yogunlasmistir. VCA icinde
bulunan p18 olarak adlandirilan ve yiiksek immiinojenik 6zelligi olan kiigiik bir peptit bugiin
ELISA da en yaygin kullanilan antijenik madde olmustur. EBNA antikorlar1 i¢in EBNA-1
antijeni en yaygin kullanilam1 olup EBNA-2 ile beraber kombine edildigi ticari kitlerde

mevcuttur (71).

2.4.3 Kiiltiir
Rutin olmamakla beraber EM’lu hastalarin lenfositlerinden veya bogaz ¢alkanti suyundan,
viral kiiltiir yapilmaktadir. Ancak hizli tanm i¢cin; DNA hibridizasyon veya monoklonal antikor

tekniklerinden yararlanilmaktadir. EBV infeksiyonunda yalniz dilin epitel hiicrelerinde viriis
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goriiliir. Infekte hiicreler, latent viriis tasiyicis1 olduklarindan, lenfoid dokulardan hazirlanan

preparatlarda elektron mikroskobuyla incelemede EBV goriilmez.

2.4.4 Molekiiler Yontemler

Viriis varliginin belirlenmesi, genellikle EBV proteinleri ile EBV DNA'nin gosterilmesine
dayanir. Hiicrelerde EBV DNA'nin belirlenmesinde Southern blot veya PCR (Polymerase
Chain Reaction) gibi yontemler de uygulanmaktadir (6,72,73). EBV’iin latent infeksiyonunda,
biitiin hiicrelerde EBNA pozitiftir ve human monoklonal anti-EBNA antikorlar1 kullanilarak
tespit edilir (74-76).

EBV DNA’nin gosterilmesi; Immiinkompremize hastalarda, serolojik testlerden sonug

alinamadig1 durumlarda ve re-aktivasyon olgularinda tercih edilmektedir (77).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. MATERYAL SECMi VE CALISMA PROGRAMI

Ocak-Ekim 2007 doneminde Sel¢uk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi’'ndeki c¢esitli polikliniklere bagvuran, lenfadenopati, farenjit, diizensiz ates,
hepatomegali ve/veya splenomegali bulgulari bulunan Enfeksiydz Mononiikleoz siipheli 100
hastanin serum 6rnekleri calismaya dahil edilmistir. Bu serumlar ile ELISA ve referans metod
olarak IFA testlerinin c¢alisilmasi planlanmistir.( Bu calisma icin Meram Tip Fakiiltesi
Dekanligi Etik Kurulundan 9858 say1 ve 31.12.2007 tarihli uygunluk raporu alinmistir)

Rutin olarak Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji laboratuvart Seroloji boliimiine 13x100
mm'lik 5 mL BD Vacutainer plastik SST jelli tiip ile gonderilen kan numuneleri 3000 rpm de
10 dakika santrifiij edildi. Hemolizli ve yetersiz serum oOrnekleri calismaya alinmadi. Elde
edilen serum 6rnekleri her hasta icin {i¢ farkli 1,5’ml lik eppendorf tiipiine dagitildi ve ¢alisma
sira numaralar ile etiketlendi. Birinci tiipler haftada bir ELISA testi calisilmak iizere -
20°C’de, 2. tiipler 100 hastanin tamamini ayni giin IFA ile daha sonra calismak iizere -70°C de
ve yedek serum olarak ayrilan 3. tiipler de yine -70°C de saklandi. Her iki test icin de;
serumlar c¢alisilmadan ©Once, buzdolabinin uygun rafinda bekletilerek ¢oziilmesi saglandi.
DIA.PRO (Milano-Italy) ELISA kitleri kullanilarak VCA IgG, IgM, EBNA IgG antikorlar
calisildi ve Tektime (bioMerieux Marcy 1'Etoile-France) cihazinda absorbanslar1 okutularak
sonuglar elde edildi ve kaydedildi. Hedeflenen 100 serum ornegine ulasilinca biitiin 6rnekler
ayni giin i¢erisinde Euroimmun IFA-BIOCHIP Slide (Luebeck-Germany) Kkitleri kullanilarak
VCA IgG, VCA IgG avidite, VCA IgM, EBNA IgG ve EA-IgG antikorlar1 arastirildi.
Preparatlar Floresan testlerde deneyimli iki farkli aragtirmaci tarafindan 6nce bagimsiz sonra
birlikte olmak {iizere iki kez degerlendirildi ve sonuclar kaydedildi.

EBV tam1 Standardlar1 goz Oniine alinarak (Tablo-5) (77); IFA test sonuglarina gore
hastalar; EBV seronegatif, akut infeksiyon, yakin gecirilmis infeksiyon ve eski infeksiyon
olarak gruplandirilirken, elde edilen ELISA test sonuglar1 bu gruplandirma ile karsilastirildi.

Tablo-5: EBV infeksiyonu i¢in serolojik tan1 standartlari.

VCA-IgM VCA-IgG EBNA-IgG
Seronegatif - - -
Akut infeksiyon + +/- -
Yeni gegirilmis | - + -
Eski infeksiyon | - + +
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3.2 KULLANILAN YONTEMLER
3.2.1 INDIREKT FLORESAN YONTEM

Testin prensibi:

Calismada Euroimmun IFA (Luebeck-Germany) kitleri kullanilmistir. Test yalnizca serum
veya plazmada bulunan antikorlar1 tespit etmektedir. Test antikorlarin kalitatif ve kantitatif
Olctimiine olanak verirken ayni zamanda avidite 6l¢timii de yapilabilmektedir.

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

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

Alan A ve B: Anti-VCA IgG tespiti i¢indir. VCA eksprese etmis P3HR1 hiicreleri bulunur.
Alan C: Anti-VCA IgM tespiti i¢indir. VCA eksprese etmis P3HR1 hiicreleri bulunur.

Alan D: Anti-EA tespiti i¢indir. EA eksprese etmis EU33 hiicreleri bulunur.

Alan E: Anti EBNA tespiti icindir. EBNA eksprese etmis Raji hiicreleri bulunur.

Birinci adimda; EBV antijenleri ile kapli Biochip’lerin hasta ornekleri ile inkiibasyonun
ardindan, hasta 6rneginde bulunmasi halinde; IgA, IgG, IgM sinif1 antikorlar bu antijenler ile
baglanmaktadir.

Ikinci adimda; Alan A,C ve D PBS ile, Alan B iire soliisyonu ile ve Alan E kompleman
soliisyonu ile inkiibe edilir. Boylece Alan B ve Alan E de secici baglanma saglanir.

Ugiincii adimda fléresan isaretli molekiiller ( Alan A,C,D icin anti-human IgG, Alan B igin
anti-human IgM ve Alan E icin anti-human C3c ) ile baglanma saglanir.

Sonuglar Floresan mikroskop ile degerlendirilir.

Kitin icerigi:

e Her biri EBV ile infekte hiicrelerden olusan Biochip’lerle kapli ve herbir hasta icin 5
olmak iizere toplam 10 alandan olusan slaytlar.

¢ Floresan isaretli anti-human IgG (Ke¢i immiinizasyonu yolu ile elde edilmis)

¢ Floresan isaretli anti-human IgM (Keci immiinizasyonu yolu ile elde edilmis)

¢ Floresan isaretli anti-human C3c (Tavsan immiinizasyonu yolu ile elde edilmis)

e  Pozitif kontrol: EBV VCA’ne kars1 olusmus IgG sinif1 antikorlar
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Negatif kontrol

Toz halinde PBS

Tween 20

Ure soliisyonu 8 M

Yapistirici soliisyon (Gliserol)

Kaplama lamelleri (62 mm x 23 mm)

Liyofilize Kompleman (insan kaynakl1)

Test icin kullanilan malzemelerin hazir hale getirilmesi

Slaytlar: Kullanim icin hazir olup 25°C’nin altindaki sicakliklar Biochip’ler i¢in giivenilir

kabul edildi.

Floresan isaretli antikorlar: Kullanim i¢in hazirdilar, 1s18a duyarli olup buna uygun

ambalajla kapl idiler.

Pozitif ve Negatif kontroller: Kullanim i¢in hazirdilar.

PBS-Tween: 1 paket toz PBS 1 It distile su ve 2ml Tween 20 ile partikiil kalmayacak

sekilde karistirilarak hazirlandi.

Ure soliisyonu: Kullanim icin hazirdi.

Yapistiricl soliisyon ( Gliserin): Kullanim i¢in hazirdi.

e Liyofilize Kompleman (insan kaynakh): -20°C’de saklanan liyofilize kompleman
icerigine +4 °C de olan distile su karistirilmadan ilave edildi ve 20 dakika buzdolabinda
bekletildikten sonra 1 saatlik bozulma sinir1 asilmadan kullanildi.

Testin Uygulanmasi:

1. —70°C’de saklanan serum ornekleri +4°C’de bekletildikten sonra calismaya basland.
180ul PBS-Tween 20 soliisyonuna 20 pl serum eklenerek 1/10 oraninda diliie edildi.
(Kantitatif degerlendirme planlanmadigi i¢in seri diliisyonlar yapilmadi.)

2. Her bir degerlendirme alanma( 5x 25 pl) 25 pl diliie serum 6rnegi ( kontroller i¢in 25
pl pozitif ve negatif kontrol) slayt alanina denk gelecek sekilde ayarlanmis noktalara
hava kabarcig1 kalmayacak sekilde eklendi ve iizerine slayt kapatilarak 60 dakika oda
1s1sinda inkiibe edildi.

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

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

5. Inkiibasyonun ardindan yikama islemi aym sekilde yapildi.

6. Yikamay: takiben her bir alan i¢in 20 pl uygun floresan isaretli antikorlar, farkl
antikora farkli pipet ucu kullanilarak ilgili noktalara ilave edildi ve slaytlar kapatildi.

30 dakika oda 1s1sinda ve 151k gormeyecek sekilde inkiibe edildi.

~

. Inkiibasyonun ardindan yikama islemi ayni sekilde yapildi.

oo

. Yikandiktan sonra slaytlar yumusak kurutma kagidi ile dikkatlice kurutuldu. Kaplayici
lameller iizerine Biochip alanlarina denk gelecek sekilde yapistirict soliisyon (Gliserol)
10 pl ilave edildi. Slaytlar Biochip yiizeyleri lamele gelecek sekilde ve hava
kabarciklarina dikkat edilerek kapatildi.

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

Testin Degerlendirilmesi:

Pozitif kontrollerdeki floresan 1s1malar géz oniine alinarak pozitiflik sinir1 saptanmaistir.

EBYV Anti-VCA IgG antikorlar: (Alan A ve B) i¢in pozitif patern sitoplazmadadir. Pozitif
goriiniimlii hiicreler yaklasik olarak alandaki hiicrelerin %10-20’sini olusturur ve genelde
negatif hiicrelerden daha biiyiiktiir. Bu 6zellikleri gosteren alanlar pozitif olarak
degerlendirildi.

EBV VCA IgG avidite pozitiflik kriterleri Anti-VCA IgG antikorlar1 ile aynidir. Urenin
zayif aviditeli antikorlar1 eliminasyon etkisi gdz Oniine alinarak, negatif, diisiik ve yiiksek
avidite seklinde puanlama yapildi.

EBV Anti-VCA IgM antikorlar1 (Alan C ) IgG ile benzer goriiniim sagladigi i¢in ayni
pozitiflik kriterlerine gore karar verildi.

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

EBV Anti-EBNA antikorlar1 (Alan E) niikleuslarinda karakteristik yonca yapragi
gorliniimiinde graniiler floresan veren hiicrelerin varligi pozitif olarak kabul edilirken

Sitoplazmadaki floresan, pozitiflik i¢in kabul edilmedi (Sekil-3).
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Sekil-3: IFA test degerlendirme( calismamizdan)

VCA IgG pozitif VCA IgG negatif

VCA IgM pozitif VCA IgM negatif

EBNA pozitif EBNA negatif
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3.2.2 ELISA- (ENZYME LINKED IMMUNO SORBENT ASSAY)

Testin prensibi:

Calismada DIA.PRO (Milano-Italy) ELISA kitleri kullanilmistir. Antikorlar serum veya
plazma Orneklerinden ¢alisilabilmektedir.

Anti VCA IgG antikorlarin1 belirlemek icin kati fazda VCA p18 piirifiye antijenleri iceren
mikropleytler kullanilmaktadir. 1.inkiibasyonda; numunede bulunmasi durumunda Anti VCA
IgG antikorlar1 kati faza yapisir ve yikama ile uzaklagsmaz. Bu antikorlar daha sonra 2.
inkiibasyonda peroksidaz ile etiketli anti-human IgG ile baglanir. Kromojen subsrat ilavesiyle
olusan reaksiyonun 450 nm dalga boyunda 6l¢iilmesiyle U/ml olarak antikor miktar1 belirlenir.

Anti VCA IgM’in belirlenmesinde kat1 fazda anti-human IgM antikorlar1 vardir.
1.inkiibasyonda; numunede bulunan biitiin IgM’ler kat1 faza yapisir ve yikama ile uzaklagsmaz.
Bu antikorlarin bir kismi (bulunmasi halinde), 2. inkiibasyonda ilave edilen biotin ile etiketli
VCA pl8 antijeni ile baglanir. Kromojen substrat ilavesinden sonraki basamaklar aynidir.

Anti EBNA IgG ve IgM antikorlarinin tespit prensibi Anti VCA IgG gibidir. Kat1 fazda
uygun antijen olarak EBNA bulunur. l.inkiibasyonda bu antijenle baglanan antikorlar
2.inkiibasyonda peroksidaz etiketli Anti-human IgG veya IgM’in ilavesiyle isaretlenir.
Kromojen substrat ilavesi ile olusan reaksiyon ayni sekilde olg¢iiliir.

Kitin icerigi:

e Mikropleyt: 12 x 8 96 kuyucuklu, kullanima hazir.

= Anti VCA IgG icin: VCA pl8 antijeni ile kapli.
= Anti VCA IgM i¢in: Anti-human IgM ile kaplh
= Anti EBNA IgG icin: EBNAI antijeni ile kaph
* Anti EBNA IgM icin: EBNAI antijeni ile kapl
¢ Pozitif Kontrol serumu: Liyofilize antikor+¢oziicii soliisyon
= Anti VCA IgG i¢in: Anti VCA IgG
= Anti VCA IgM i¢in: Anti VCA IgM
= Anti EBNA IgG icin: Anti EBNA IgG
= Anti EBNA IgM icin: Anti EBNA IgM
e Negatif Kontrol serumu: ilgili antikor acisindan non-reaktif insan serumu

¢ Yikama soliisyonu: Konsantre halde 60 ml lik sisede.
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Enzim konjugat: 16 ml lik sisede kullanima hazirdi.
= Anti VCA IgG icin: HRP(Horseradish peroxidase) ile konjuge anti-
human IgG icermekteydi.
= Anti VCA IgM icin: HRP(Horseradish peroxidase) ile konjuge strept-
avidin icermekteydi.
= Anti EBNA IgG i¢in: HRP(Horseradish peroxidase) ile konjuge anti-
human IgG icermekteydi.
= Anti EBNA IgM icin: HRP(Horseradish peroxidase) ile konjuge anti-
human IgM i¢cermekteydi.
EBV VCA antijen: Sadece Anti-VCA IgM testinde bulunur. Liyofilize Biotin ile
etiketli VCA p18 antijeni + antijen diliient
Kromojen Subsrat: Sitrat fosfat, dimetilsiilfoksit, tetra-metil-benzidin ve hidrojen
peroksid iceren 16 ml’lik 1siktan koruyan siselerde. Kullanima hazirdi.
Stop soliisyonu: Siilfirik asit, 15 ml’lik sisede kullanima hazirdi.

Sample diliient: 2 adet 60 ml’lik sisede kullanima hazirdi.

Test icin kullanilan malzemelerin hazir hale getirilmesi

Mikropleyt: +2°C ile +8°C arsinda muhafaza edilen Mikropleytler teste baslamadan
I'saat 6nce oda 1sisina alindi.

Pozitif Kontrol serumu: Teste baslamadan hemen oOnce Liyofilize toz karigim
beraberinde bulunan ¢oziicii soliisyonla tarif edilen miktar ile karistirilarak hazirlandi.
Negatif Kontrol serumu: Kullanim i¢in hazir olup vortekslenerek kullanildi.

Yikama soliisyonu: 60 ml lik konsantre soliisyon distile su ile 20 kat
sulandirilarak(1140 ml distile su ile) kullanima hazir hale getirildi.

Enzim konjugat: Anti-VCA IgG, Anti-EBNA IgG ve IgM testleri i¢in kullanima hazir
olup pipetaj dncesi vortekslenerek kullanildi.

EBYV VCA antijen- konjugat kompleksi : Anti-VCA IgM testine baslamadan hemen
once Liyofilize antijen beraberinde bulunan, antijen diliientin tamamiyla siispanse
edilip vortekslendi. 0,1 ml bu karisimdan Enzim konjugata ilave edilip yavasca
vortekslenerek kullanima hazir hale getirildi.

Kromojen Subsrat: Kullanim i¢in hazir olup vortekslenerek kullanildi.
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Stop soliisyonu: Kullanim i¢in hazir olup vortekslenerek kullanildi.

Sample diliient: Kullanim i¢in hazir olup vortekslenerek kullanildi.

Testin Uygulanmasi:

Test manuel c¢alisildi ve sonuglar Tektime optik dansitometre cihazinda okutularak elde

edildi.
1.

Test oncesi hazirliklar yapildiktan sonra onceden siralanarak dizilmis her bir serum
ornegi 1000ul sample diliiente 10l serum olacak sekilde 1:101 oraninda diliie edildi.
A1l kuyucugu kor ol¢iim i¢in bog birakildiktan sonra, sirasiyla negatif, pozitif kontrol
ve diliie serum ornekleri 100 pl miktarlarinda kuyucuklara ilave edildi ve {izeri strip ile
kapatilarak 60 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

Otomatik yikama cihazinda yikama soliisyonu ile 5 kez yikama yapildi.

A1 kuyucugu hari¢ tiim kuyulara 100 pl, Anti-VCA IgG, Anti-EBNA IgG ve IgM icin
Enzim konjugat, Anti-VCA IgM i¢in antijen- konjugat kompleksi ilave edildi ve strip
ile kapatilarak 60 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

Otomatik yikama cihazinda yikama soliisyonu ile 5 kez yikama yapildi.

Al kuyucugu dahil tim kuyulara 100 pl Kromojen substrat ilave edildi ve strip ile
kapatilarak 20 dakika oda 1s1sinda 151k almayan ortamda inkiibe edildi.

Bu kez yikama yapilmadan her kuyucuga 100 pl stop soliisyonu ilave edildi.
Kuyucuklar optik dansitometre hafizasina tanimlandiktan sonra 450 nm lik okuma

filtresinde okutuldu.

Tanimlanmis negatif ve pozitif kontrol kuyucuklarinin absorbanslaria gore bir cut off

degeri olustu ve bu degerin iistiindeki absorbanslar pozitif olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

EBV serolojik tanisinda; seronegatif, akut infeksiyon ve gecirilmis infeksiyon
kavramlarinin ayristirilmast anahtar rol oynamaktadir. EBV infeksiyonlarinda reaktivasyon,
aydinlatilmasi1 gereken diger bir evre olmakla beraber serolojik olarak tam uyusan bir profil
yoktur. EA antikorlarinin varlig1 reaktivasyon acisindan bir ipucu olmakla beraber varlig1 ya
da yoklugu tan1 koydurucu degildir. Dolayisiyla reaktivasyon olgulari; klinik yaklasim ve
EBV DNA o6lciimlerinin beraber yorumlanmasi ile degerlendirilmektedir (78).

EBV infeksiyonun serolojik tanist icin VCA IgG, VCA IgM ve EBNA IgG antikorlarinin
belirlenmesi gerekmektedir (79). Pek cok gelismis iilkede bu ii¢ antikorun tespiti ile EBV’iin
serolojik evrelendirilmesi standart metot olarak kabul edilmektedir. IFA yontemiyle bu
antikorlarin varliginin gosterilmesi uzun zamandan beri altin standart olarak kullanilmaktadir
(80,81).

IFA eskiden daha fazla tercih edilirken, hazirlanmasinda kullanilan hiicre kiiltiirlerinin elde
edilmesindeki giicliikler ve standardizasyon sikintilar1 nedeniyle alternatif tani metodlar1
giindeme gelmis ve benzer dezavantajlar1 tasimayan ELISA, tan1 metodu olarak 6zellikle 80°1i
yillardan itibaren yaygin olarak kullamilmaya baslanmistir. Yeni teknolojik gelismeler ve
hiicre kiiltiir teknikleri sayesinde daha iyi standardize edilmis ve seri iiretim kalitesi yakalamis
olan yeni IFA Kkitlerinin bu ozellikleri ile mevcut ELISA teknikleriyle yeniden
karsilagtirilmasi, her iki testin avantaj ve dezavantajlarinin giincellestirilmesini saglayacaktir.

Calismamiza dahil edilen Ornekler rutin laboratuvarimiza gonderilen EM siipheli hasta
serumlar1 olup yas, cinsiyet ya da baska bir demografik parametreye bagl kalinmamistir.

IFA referans metot ile elde edilen sonuclar, EBV tanisi i¢in belirlenen standartlar
dogrultusunda siniflandirilirken (Sekil-4), aym1 zamanda bu serolojik evreler ile VCA IgG
avidite artis1 arasindaki iliskide arastirilmistir (Tablo-6).

Standart kriterlere gore toplam 17 hasta seronegatif olarak degerlendirilirken, 2 hastada
Akut infeksiyon lehine sonug elde edilmistir. Sadece VCA IgG pozitifliginin oldugu 34 hasta,
konvelasan doneme atif yapilarak yeni gecirilmis infeksiyon olarak degerlendirilmistir. 47
hasta ise eski infeksiyon serolojisi gostermektedir. Tiim bunlara paralel sekilde VCA IgG

avidite sonuglar1 da, yiiksek, diisiik ve negatif olarak degerlendirilmeye alinmistir.

28



Sekil-4: IFA referans test sonuglarina gore olusan siniflandirma.

40 A

20 A

10 -~

S

Seronegatif Akut enfeksiyon Yeni gegirilmis Eskienfeksiyon (8
enfeksiyon haftadan dnce)

Tablo-6: IFA sonuclarinin degerlendirilmesi

VCA VCA EBNA VCA IgG Avidite

IFA n:100 IigM IgG lgG
Yiiksek Disiik Negatif

Seronegatif 17 - - - - - 17
Akut infeksiyon 2 + +- - - 1 1
Yeni gegirilmis infeksiyon 34 - + - 13 16 5
Eski infeksiyon (8 haftadan | 47 - + + 44 2 1
once)

ELISA tan1 metoduyla elde edilen sonuglar, yine EBV tanis1 icin belirlenen standartlar
dogrultusunda smiflandirilmislardir (Sekil-5). ELISA sonuglarina gore 26 hasta seronegatif, 7
hasta akut infeksiyonlu iken, 13 yeni gecirilmis ve 47 eski infeksiyonlu hasta bulunmaktadir.
ELISA ile ayrica, her ii¢ antikorun beraber pozitif oldugu veya sadece EBNA IgG pozitifligi

bulunan 7 uyumsuz profil elde edilmistir (Tablo-7).
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Sekil-5: ELISA test sonuglarina gore olusan siniflandirma.

45 A

40 A

35 A

30 A
25 A
20 A
15 -
10 -

I"I

Seronegatif

Akut enfeksiyon

Yeni gegirilmis

enfeksiyon

Eskienfeksiyon

Uymayan
profil*

Elde edilen bu siniflandirma daha sonra referans test IFA sonuclariyla karsilagtirilmistir.

ELISA / IFA oranlar1 Seronegatiflik i¢in 7/17(41), akut infeksiyon icin 2/2(100), yeni

gecirilmis infeksiyon icin 5/34(14,7), eski infeksiyon i¢in ise 35/47(74,5) olarak bulunmustur.
Tablo-7: IFA ve ELISA karsilastirma

IFA referans IFA referans IFA referans IFA referans
Seronegatif ~ Akut Yeni gegirilmis Eski INFEKSIYON
INFEKSIYON INFEKSIYON
n:17 n:2 n:34 n:47
Seronegatif 7(41) - 17 2
n: 26
Akut infeksiyon 2 2(100) 1 2
n:7
< Yeni  gegirilmis  infeksiyon 2 5(14,7) 6
(%) .
=i n:13
1T}
Eski infeksiyon 5 7 35(74,5)
n:47
Uymayan profil* 1 4 2
n:7 (=) -4 ve 3(+,4,4) | (-t ve 1(+++)

* Siralama VCA IgM, VCA IgG ve EBNA IgG seklindedir.
Ayrica, VCA IgM, VCA IgG ve EBNA IgG ELISA testlerinin her biri i¢in duyarlilik ve

Ozgiilliik oranlar1 ayr1 ayr1 hesaplanarak ELISA tekniginin performansi tek parametre bazinda

degerlendirilmistir (Tablo-8).
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Tablo-8: ELISA test performansi

ELISA

Duyarhlik Ozgiilliik
2 9

VCA IgM 0 89 100 90,8
TR
VCA IgG 32 9 61,5 53
710
EBNA IgG 10 43 78,7 81,1

En yiiksek Duyarlilik ve Ozgiilliik degerleri VCA IgM igin sirastyla 100 ve 90,8 olarak
bulunurken, EBNA IgG icin 78,7 ve 81,1 olarak bulunmustur. VCA IgG icin ise bu degerler

61,5 ve 53 olarak gerceklesmistir.
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5. TARTISMA

EBV, ozellikle ¢cocukluk ve ergenlik donemlerindeki yiiksek prevalansi ile diinya genelinde
yaygin bir epidemiyolojiye sahip ©Onemli enfeksiyoz etkenlerdendir. EM tablosunun
olusturdugu genel saglik problemlerinin yanisira viriisiin neden oldugu latent infeksiyon ve
beraberindeki bir dizi neoplastik hastalik bu problemleri daha da ciddilestirmektedir. Bu
nedenle EBV iin, epidemiyolojik ve fizyopatolojik Ozelliklerinin tam aydinlatilmasi, daha

etkin tan1 ve tedavi metotlarinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Etkin ve dogru tam i¢in, kullanilan yontemin duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin yiikksek olmasi
istenirken, ayn1 zamanda bu yontemin pratik uygulanabilirlik, maliyet ve standardizasyon
acisindan da tatmin edici olmasi gerekmektedir. Ayrica EBV de oldugu gibi litik-latent, akut-
ge¢ infeksiyon donemlerinin bulundugu ve bu donemlerin aydinlatilmasi icin ¢ok sayida
parametrenin birlikte degerlendirildigi durumlarda; her bir parametre i¢in elde edilen sonucun
duyarhilik ve oOzgiilligiin yanisira diger parametreler ile kombine uyumunun da, test
performansini belirlemede onemli bir kriter oldugu bilinmektedir (80).

Duyarlilik ve 6zgiilliik a¢isindan bir yontemin irdelenebilmesi i¢in arastirilan hastalik ya da
parametre i¢in “altin standart” olarak kabul goren bir referans yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu sekilde bireylere kesin hasta ya da saglikli tanisi konabilir (82).

EBV infeksiyonunun serolojik tanist birden fazla antikor yanitinin degerlendirilip
yorumlanmasiyla yapilmaktadir. Bunlardan VCA IgM, VCA IgG ve EBNA IgG antikorlar
elzemdir ve infeksiyon hakkinda degerli bilgiler vermektedir (77). Serolojik olarak tespit
edilen EA antikorlari ve VCA IgA simifi antikorlarin varligi ya da yoklugu infeksiyon
acisindan mutlak bir fikir olusturmaz, EA antikorlari reaktivasyon olgularinda mutlak olmayan
bir fikir verirken (78). VCA IgA daha ¢ok NFCA tanisinda deger tasimaktadir (83,84).

Bu calismada; oncelikle 6rnekler EBV infeksiyonu tani standartlar1 goz Oniine alinarak
(77), TIFA referans testi EBV VCA IgM, IgG ve EBNA IgG sonuglart dogrultusunda;
Seronegatif, Akut infeksiyon, Yeni gecirilmis infeksiyon ve Eski infeksiyon gruplarina

aynistirildi (71,80,81).
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IFA testiyle 100 hasta serumunun 83’iinde VCA IgG antikoru pozitif bulundu. 47 serum
orneginde EBNA IgG pozitif bulunurken, sadece 2 6érnekte VCA IgM antikorlar1 pozitif olarak
elde edildi.

Fidan ve arkadaglarinin (85) 2005 yilinda farkli yas gruplarinda ELISA ile yaptiklar
calismada seropozitiflik orant %91,4 bulunurken bizim calismamizda bu oran %83
bulunmustur.

Calismamizda 100 hastanin sadece 2’sinde VCA IgM pozitifligi ile Akut infeksiyon
tablosu gosterilmistir. Debyser ve ark.(86) IFA ile yaptigi calismada VCA IgM, %2,5
oraninda tespit edilirken, Fidan ve ark. (85) calismasinda %10 bulunmustur.

Debyser ve ark.(86) VCA IgG ve EBNA IgG‘yi sirasiyla %83,3 ve %6 olarak bulurken
Fidan ver ark.(85) %82,9 ve 78,6 oranlarinda tespit etmislerdir.

Elde ettigimiz VCA IgM ve EBNA IgG pozitiflik oranlar1 bu calismalar ile degiskenlik
gostermektedir, oysa VCA IgG oranlarinin hemen hemen ortiistiigii goriilmektedir. Fung ve
ark. (87) 152 serum 6rneginde VCA IgM, VCA IgG ve EBNA IgG i¢in %21, %75 ve %42
oranlarin1 elde etmislerdir. Bu sonuglar bizim ¢alismamizdaki VCA IgG ve EBNA IgG
oranlarina paralel iken, VCA IgM’in olduk¢a yiiksek oldugu goriilmektedir. Figueira ve ark.
(88) VCA IgG ve EBNA IgG i¢in % 71 ve 54 liik oranlar elde etmislerdir.

Degisik caligmalardaki VCA IgG oranlar ve bizim sonuglarimiz benzer oranlara sahipken
EBNA IgG ve ozellikle VCA IgM degerlerinin farklihigi goze carpmaktadir. VCA IgG
antikorlarinin serolojik olarak akut infeksiyonun basindan itibaren var oldugu ve 6miir boyu
pozitif kaldigr diisiiniildiigiinde diger antikorlara nazaran tespit edilme olasiliginin hastaligin
hangi evresinde olursa olsun yiiksek olacagi beklenen bir gercektir. Oysa VCA IgM akut
donemde tespit edilip konvelasan donemle birlikte genelde kaybolmaktadir. Yine EBNA IgG
konvelasan donemle birlikte olugsmaya baslayip akut donemde hemen hemen negatiftir (89).
Ayrica sec¢ilen hasta grubunun ait oldugu popiilasyonun seroepidemiyolojik farklilik arz
etmesi beklenen bir sonugtur. Bu yiizden farkli calismalarda incelenen serum 6rneklerinin elde
edildigi hasta gruplarinin se¢cim kriterlerindeki subjektif yaklasimlarin, hastalik donem
oranlartyla ve dolayisiyla bu iki antikorun tespit edilebilirligi ile ilgili farkli sonuglar

dogurmasi beklenebilir.
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Calismamizda; 2 akut, 34 yeni gecirilmis ve 47 eski infeksiyon olmak iizere 83 hasta
serumunda VCA IgG gosterilmis olup, bu donemlerin irdelenmesinde VCA IgM ve EBNA
IgG antikorlarinin varligi kullanilmistir.

Infeksiyon ilerledikce immiin maturasyon ile IgG antikorlarinin aviditesinin artmasi
beklenen bir sonugtur. Genelde 3-5 aylik bir periyot sonunda yiiksek aviditeli IgG antikorlar
olugmaktadir (65). Arastirmamizda VCA IgG aviditesine bakilarak infeksiyon evrelerine gore
avidite durumu irdelenmistir. Akut infeksiyonlu iki serum 6rneginden birinde diisiik avidite
elde edilirken digeri negatif olarak sonuclanmistir. Yeni gecirilmis infeksiyon Orneklerinin
13’tinde yiiksek, 16’sinda ise diisiik avidite tespit edilirken, 5 6rnek negatif ¢cikmustir. 47 eski
infeksiyon Orneginde ise 44 gibi olduk¢a biiyiik bir oranla yiiksek aviditeli antikor
bulunmustur ve bu numunelerin sadece 2’sinde diisiik,1’inde negatif avidite tespit edilmistir.
Bu sonuglardan yola cikarak infeksiyon ilerledik¢e aviditenin arttifim soyleyebiliriz. Strasek
ve arkadaglart (66) ELISA ile yaptiklar1 calismalarinda akut infeksiyon tanimlanmasinda
aviditenin faydali olabilecegini, fakat EBV ile iligkili diger klinik durumlarin avidite ile
aydinlatilamayacagini iddia etmislerdir. Robertson ve arkadaslar1 (90) ise negatif EBNA IgG
ile beraber diisiik aviditeli VCA IgG nin akut infeksiyon acisindan %100 duyarl oldugunu
gostermislerdir.

Bizim IFA ile yaptigimiz bu ¢alismadaki sonuglar ise donemler arasindaki avidite farkini
nispeten ortaya ¢ikarmaktadir.

Beklenenin aksine bazen gecirilmis infeksiyonda veya reaktivasyonda immatiir antikorlarin
varlig1 nedeniyle diisiik aviditeli antikorlar meydana gelmektedir, bazende akut infeksiyonlu
hastada antikor aviditesinin c¢abuk olgunlagsmas1 ile yiiksek aviditeli antikorlar
olusabilmektedir. Bu tip olumsuzluklar nedeniyle avidite testleri ile ilgili heniiz tam bir
standardizasyon saglanamamistir (65).

Bunun yaninda, uzamisg IgM yamitinin oldugu gecirilmis infeksiyon vakalari ile akut
infeksiyon ayrimimin yapilmasinda, VCA IgG aviditesinden faydalanilabilecegini Anderson ve
ark.(91) yaptiklar1 calismalarinda gostermislerdir. Ayni calismada EA IgG aviditesi de
arastirtlmis olup anlamli bulunmamistir. Avidite faktoriiniin faydalarinin, klinik takip ile
baslayan uzun soluklu caligmalar ile ortaya konulmasinin daha saglikli sonuclar verecegi

kanaatindeyiz.
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Calismamizda ornekler, ELISA ile de EBV tam standartlar1 dogrultusunda Seronegatif,
Akut infeksiyon, Yeni gecirilmis infeksiyon ve Eski infeksiyon olarak simiflandirilmistir. Bu
degerlendirmeye gore 26 seronegatif, 7 akut infeksiyonlu, 13 yeni gecirilmis ve 47 eski
infeksiyonlu hasta bulunmaktadir. ELISA ile ayrica, her {i¢ antikorun beraber pozitif oldugu
veya sadece EBNA IgG pozitifligi bulunan 7 uyumsuz profil de elde edilmistir.

ELISA ile ortaya ¢ikan bu durum, IFA referans metoda gore belirledigimiz sonuglar ile
karsilastirildiginda; 17 IFA seronegatif 6rnek i¢in ELISA da 7 seronegatif sonug elde edilmis
olup %41°lik bir uyum orani1 olugsmustur. Kalan 10 6rnek ise ELISA ile; 2 akut, 2 yeni
gecirilmis, 3 eski infeksiyon ve 3 uyumsuz profil vermistir.

IFA ile akut infeksiyon olarak belirlenen 2 6rnegin 2’sinde de (%100) ELISA, akut
infeksiyon paterni vererek yiiksek uyumluluk sergilemistir. Debyser ve ark. {i¢ fakli ticari
ELISA’nin IFA yontemiyle karsilastirildigi calismalarinda IFA ile akut infeksiyon tanisi
koyduklar1 27 drnekte ELISA ile %100, %85 ve %88,8 oranlarinda uyumluluk gostermis olup
Akut infeksiyon acisindan bizim calismamizda ki ELISA performansi ile uyumludur (86).

IFA ile yeni gecirilmis infeksiyon olarak degerlendirilen 34 6rnegin sadece 5’inde ELISA
ile, yeni gecirilmis infeksiyon tanis1 konmus olup uyum %14,7 dir. Kalan 29 6rnegin 17’si
seronegatif, 1’1 akut infeksiyon, 7’si eski infeksiyon ve 4’ii uyumsuz profil sergilemistir.

IFA ile 47 ornek eski infeksiyon olarak degerlendirilmistir. Bu Orneklerin 35’ine eski
infeksiyon tanisi koyan ELISA, %74,5 lik bir uyum gostermistir. Kalan 12 Ornekte 2
seronegatif, 2 akut infeksiyon, 6 yeni infeksiyon ve 2 uyumsuz profil sergilemistir. Tablo-6.

Akut infeksiyonu tanimlamada ELISA tanit metodunun IFA ile uyumlu oldugu
sOylenebilirken diger hastalik evreleri icin ayni seyi sdylemek pek miimkiin degildir. Gartner
ve ark. (81) 5 farkhh ticari ELISA kitini IFA referans metoduyla karsilastirmiglardir.
Seronegatif, akut infeksiyon ve gecirilmis infeksiyon olarak IFA ile smiflandirilan serum
numunelerinde yapilan calisma ile 5 farkli ELISA yonteminde IFA’ya gore %4,9 ile %14
arasinda degisen oranlarda uyumsuzluk tespit etmislerdir. Mithoe ve ark. (80) 5 farki ELISA
kit performansini IFA sonuclarina gore arastirmis ve Yeni gecirilmis infeksiyon tanisinda
IFA’ya gore %30 ile %88 arasinda degisen oranlarda uyum tespit etmislerdir. Ayni calismada
Eski infeksiyon icin %78 ile %96, seronegatiflik icin ise %81 ile %90 arasinda degisen

oranlarda uyum gostermislerdir.
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EBV infeksiyonu tanis1 ya da evresi hakkinda karar verirken degerlendirilmeye alinan
antikorlarin ortak gostergesine gore karar verilmektedir. Bizde calismamizdaki 6rnekleri gerek
IFA gerekse ELISA ile bu sekilde tanmimlayip siiflandirdik. Fakat c¢alisilan her bir
parametrenin tespit edilebilirligi ozellikle ELISA ile farkli olabilmektedir (71,80,81).
Dolayisiyla kullanilan yontemin performansinin; calisilan her bir antikorun duyarlilik ve
ozgiilligiiniin bagimsiz olarak belirlenmesi ile de sitnanmasi gerekmektedir.

Bu amagla, IFA sonuglarina gore VCA IgM, VCA IgG ve EBNA IgG ELISA testlerinin
duyarhilik ve oOzgiilliikleri belirlenmistir. VCA IgM testinin duyarliligt %100, ozgiilligi
%90,8 bulunmustur. Oysa VCA IgG igin duyarlilik ve ozgiillik %61,5 ve %53 olarak
gerceklesmistir. EBNA IgG de ise %78,7 ve %81,1 seklinde bulunmustur. Farkli zamanlarda
IFA ile yapilan ¢alismalarda ELISA VCA IgM, VCA IgG ve EBNA IgG i¢in degisik
oranlarda duyarlik ve 6zgiilliik sonuglar1 elde edilmistir.

Tablo-9: IFA referans alinarak yapilan cesitli caligmalardaki VCA IgM, VCA IgG ve EBNA
IgG i¢in ELISA test duyarlilik oranlar

VCA IgM VCAIgG EBNA IgG
Calisma _ . =
Duyarlilik Ozgiilliik Duyarlilik Ozgiilliik Duyarlilik Ozgiilliik
Debyser ve ark.(86) 100 97 98 96
Farber ve ark.(71) 95 93 94 97,8
Gartner ve ark. (81) * 97-94 83-81 82-94 97-98 94
Mithoe ve ark. (80) ** 77-95 92-97 84-98 87-92 96-100 77-96
Pummanova ve ark.(92) 94 96
Robertson ve ark.(90) 49
K. H. Chan ve ark.(93) 96 96
Martinez ve ark.(95) 87 89
Bizim galigmamiz 100 90,8 61,5 53 78,7 81,1

* 4 farkli ELISA i¢in en yiiksek ve en diisiik degerler.
** 6 farkli ELISA i¢in en yiiksek ve en diisiik degerler.

Debyser ve arkadaglart (86) rutin istem ile laboratuvara gonderilen EM siipheli 324 serum
ornegi ile yaptiklar1 calismalarinda IFA’ya gore ELISA testinin duyarlilik ve ozgiilliik
oranlarin1 VCA IgM icin %100 ve %97 olarak bulmuslardir. Aym kriterlerle Farber ve
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ark. (71) 179 ornek ile yaptiklar ¢calismalarinda VCA IgM ELISA testi i¢in %90 nin lizerinde
duyarhilik ve ozgiilliikk oranlart elde etmislerdir. Gartner ve ark. (81) 264 ornek ile 4 farkli
ELISA kitini IFA’ya gore degerlendirmislerdir. VCA IgM icin %94 ile 97 arasinda degisen
oranlarda yiiksek duyarlilik belirlemislerdir ve ozgiillik oranlarimi %81-83 aralifinda
bulmusglardir.

Mithoe ve ark.(80) 334 ornegi 5 farkli ELISA testi ve IFA ile ¢calismislar ve VCA IgM icin
%77-95 araliginda kite gore degisken duyarlilik oranlar1 elde ederlerken, %92- 97 araliginda
yiiksek 6zgiillik rakamlarina ulagmislardir. Daha fazla numune ile yapilan bir ¢alismada ise
%94 duyarli ve %96 6zgiil, ELISA VCA IgM sonucu rapor edilmistir (92). Benzer sekilde
ELISA VCA IgM i¢in %96 duyarlilik ve %96 6zgiilliikk oranlarinin bildirildigi bir ¢alisma
1998 yilinda rapor edilmistir (93). Robertson ve ark.(90) 28 ornek igeren calismalarinda VCA
IgM ELISA i¢in elde ettikleri % 49 luk 6zgiilliik degerleri diger biitiin ¢alismalara ve bizim
sonucglarimiza gore oldukga diisiiktiir. Farkli zamanlarda ve farkli kitler ile yapilan tiim bu
arastirmalarda VCA IgM ELISA testi icin genel olarak yiiksek duyarlilik ve oOzgiilliik
oranlarina ulasildigi ve bizim elde ettigimiz rakamlar ile uyustugu soylenebilir. Fakat az
sayida da olsa bazi caligmalardaki 6zellikle diisiik ozgiilliikk oranlari, se¢ilen ELISA Kkitinin
ozelliklerinin Ozgiillik ve duyarlilik oranlarin1 degistirebilecegi gercegini de ortaya
cikarmaktadir.

VCA IgG ELISA testinin IFA sonuglan ile karsilastirildign (71,80,81,86) cesitli
caligmalarda duyarlilk en az %82 ozgiillik ise en az %87 bulunmustur. Oysa bizim
calismamizda %61,5 ve %53 gibi diisiik degerler elde edilmistir. VCA IgG i¢in yapilan
pekcok arastirmada yiiksek seropozitiflik oranlari ortaya konmustur (87,88). Ulkemizde Elazig
bolgesinde yapilan bir calismada VCA IgG seropozitifligi %99,4 gibi olduk¢a yiiksek bir
rakamla ifade edilmistir (94). Yine iilkemizde yapilan bir diger ¢calismada %91,4 seropozitiflik
tanimlanmistir (85). Diinyada ve oOzellikle iilkemizdeki VCA IgG pozitiflik oranlar1 dikkate
alindiginda bizim calismamizdaki IFA VCA IgG sonuglar beklendigi gibi yiiksek cikarken
(%83) ELISA VCA IgG testi sonuglarinda bir uyumsuzluk s6z konusudur (%58). Dolayistyla
duyarhilik ve oOzgiillik oranlar1 oldukca diisiik olarak elde edilmistir. IFA ‘ya gore
degerlendirildiginde diisiikk duyarlilik ve oOzgiillik degerlerinin olmasinin yanisira, IFA
testinden bagimsiz olarak, beklenen seropozitiflik oram ile de uyumsuzluk gostermesi, VCA

IgG ELISA testinin yetersizligini kuvvetlendirmektedir. Farkli calismalarda elde edilen
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duyarhilik ve 6zgiilliik degerleri ile bizim ¢alismamizdaki bu 6nemli farki, kullanilan ELISA

kitinin farkliligina baglanabilir.

EBNA IgG antikorlar icin %87-100 arasinda degisen oranlarda duyarlilik bildiren raporlar

mevcuttur (80,81,95). Aym c¢alismalarda bildirilen 6zgiillik oranlart %77-96 arasinda

degismektedir. Arastirmamizda elde ettigimiz %78,7 lik duyarlilik orani nispeten diisiik

olmakla beraber %81,1’lik 6zgiilliik oranimiz diger ¢alismalarla ortiismektedir. Diger testlerde

oldugu farkli arastirmalarda farkli ELISA kitlerinin kullammminin duyarlilik ve o6zgiilliik

degerlerini etkileyebilecegi bilinmektedir.

Calismamizda;

1. Referans test olarak kullandigimiz IFA ile belirlenen; VCA IgM, VCA IgG, EBNA
IgG antikorlar1 sonuglarindan yola ¢ikarak yaptigimiz hastalik evresi ile ilgili
siniflandirma ile, ELISA test sonuclariyla olusan siniflandirma karsilastirildi.

2. IFA VCA IgG avidite sonuclari ile infeksiyon donemleri arasindaki iligki irdelendi.

3. Her bir antikor i¢in ELISA sonuglarmin IFA’ya gore duyarlilik ve 6zgiilliik oranlari

belirlendi.

Sonugc olarak;

ELISA testinin VCA IgM test icin elde edilen duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar1 oldukca
yiiksek olup Akut infeksiyonu tanimlama performansi yeterli bulunmustur.

ELISA yontemi ile belirlenen VCA IgG ve EBNA IgG i¢in 6zgiilliik ve duyarlilik oranlar1
acisindan bir degerlendirme yapildiginda her iki testin; Seronegatif, Yeni gecirilmis
infeksiyon ve Eski infeksiyon belirleme oranlarinda farklilik goze carpmaktadir. Ozellikle
ELISA VCA IgG testi IFA referans teste gore yetersiz performans sergilemis olup bu
antikorun infeksiyonun erken safhalarinda olusup Omiir boyu pozitif kaldigi
diisiiniildiigiinde diger antikor parametreleri ile yapilan kombine serolojik yorumlarda
belirsizlige yolagabilir.

ELISA EBNA IgG i¢in elde edilen yetersiz duyarlik orani ise VCA IgG’nin pozitif oldugu
durumlarda VCA IgG aviditesinin belirlenmesiyle asilabilir.

EBYV enfeksiyonu tanisinda birden fazla parametre ile degerlendirilme gereksinimi olup
IFA tanm paneli bir hasta numunesinde 5 paremetrenin (VCA-IgG, VCA-IgG avidite,
VCA-IgM, EBNA-IgG ve EA antikor) ayn1 anda degerlendirilmesi firsati tanimaktadir.
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ELISA i¢in de biitiin bu parametrelerin ayr1 ayr1 calisilabilecegi bilinsede tani paneli
uygulamasi degerlendirme pratigi acisindan avantajli goziikmektedir.

IFA degerlendirme asamasinda deneyimli personel gereksinimi ve test kitinin 5 parametre
fiyat ile aliabilecek olmas1 dezavantaj olusturmaktadir. ELISA i¢in tek bir parametrenin
bagimsiz calisilabilmesi maliyet verimliligini artirmaktadir ve standart laboratuvar elemani
yeterli olabilmektedir.

Bu degerlendirmeler 1s18inda her iki testin tercih edilebilirligi; testlerin tani
giivenilirliginin yam sira, laboratuvarlarin teknik ve personel donanimi ve mali olanaklar

g6z Oniine alinarak degisebilir.
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OZET

Amac: EBV infeksiyonunun serolojik tanisi birden fazla antikor yanitinin degerlendirilip
yorumlanmasiyla yapilmaktadir. Bu calismada VCA IgM, VCA IgG ve EBNA IgG
antikorlariin IFA ve ELISA tan1 metodlariyla calisilmas: ve bu metodlarin tan1 degerlerinin
karsilastirilmasi amaglandi.

Gerec¢ ve yontem: Calismaya Enfeksiyoz Mononiikleoz siipheli 100 hastanin serum 6rnekleri
dahil edildi. IFA referans metod olarak kabul edildi ve bu dogrultuda ornekler, EBV
infeksiyonu tani standartlar1 gbz oniine alinarak; Seronegatif, Akut infeksiyon, Yeni gecirilmis
infeksiyon ve Eski infeksiyon gruplarmna ayristirildi. ELISA metodu ile ayni standart kriterler
dogrultusunda olusturulan gruplarin bu IFA gruplari ile uyumu arastirildi. Ayrica VCA IgM,
VCA IgG ve EBNA IgG antikorlar1 her iki test bazinda ayr1 ayr1 degerlendirilerek ELISA
metodu i¢in duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar belirlendi. IFA metodu ile ayrica VCA IgG avidite
testi calisildi ve enfeksiyon donemleri ile iligkisi irdelendi.

Bulgular: ELISA metodunun IFA metodu ile uyumu Seronegatiflik, Akut infeksiyon, Yeni
gecirilmis infeksiyon ve Eski infeksiyon icin sirasiyla %41, 100, 14,7 ve 74,5 olarak bulundu.
Tek bir antikor bazinda IFA referans testine gére ELISA metodu degerlendiridiginde, VCA
IgM testinin duyarlilifi %100, 6zgiilliigii %90,8, VCA IgG’nin duyarlilig1 ve 6zgiilliigii %61,5
ve %53, EBNA IgG’nin ise %78,7 ve %81,1 seklinde bulundu. IFA metodu ile belirlelnen
VCA IgG avitidesinin enfeksiyon ilerlemesiyle genel olarak arttig1 gozlemlendi.

Sonuc: Her iki testin; Seronegatif, Yeni gecirilmis infeksiyon ve Eski infeksiyon belirleme
oranlarinda farklilik gbze carpmaktadir. ELISA VCA IgG testi IFA referans teste gore yetersiz
performans sergilemistir. Her iki testin tercih edilebilirligi; testlerin tan1 giivenilirliginin yam
sira, laboratuvarlarin teknik ve personel donanimi ve mali olanaklar g6z Oniine alinarak

degisebilir.

Anahtar Kelimeler: Epstein-Barr virus, Indirekt Floresan Yontem, ELISA
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ABSTRACT

Objective: The serologic diagnosis of EBV infection is made by evaluating and interpreting
via more than one antibody reply. In this study, it is aimed to be studied of VCA IgM and
EBNA IgG antibodies by IFA and ELISA diagnosis methods and to be evaluated of these
methods’ diagnosis values.

Materials and Methods: 100 patients’ serum samples that suspicious of infectious
mononucleosis were included to the study. IFA was accepted as the reference method. By this
method, considering with diagnosis standards of EBV infections, samples were decomposed to
seronegative, acute infection, new afflicted infection and ex-infection groups. The harmony of
IFA groups with the groups those were formed by the same criteria with ELISA method was
researched. Also, VCA IgM, VCA IgG and EBNA IgG antibodies were evaluated according to
both tests and their sensitivity and specificity rates were determinate for ELISA method. Also,
VCA IgG avidite test was studied by IFA method and the relationship with the infection
periods was researched.

Results: The rates of harmony between ELISA method and IFA method for seronegative
acute infection, new afflicted infection and ex-infection were found; %41, 100, 14,7, 74,5
respectively. When the ELISA method was evaluated according to IFA reference test in one
antibody base, the sensitivity of VCA IgM test was %100, the specificity was %90,8, the
sensitivity and specificity of VCA IgG were %61,5 and %53, EBNA IgG’s results were
%78,7 and %81,1. The VCA IgG avidite that was determined by IFA method rose generally.
Conclusion: There was a difference in determination rates of seronegative, new afflicted
infection and ex-infection of both tests. ELISA VCA IgG test had an insufficient performance
according to IFA reference test. The performance of both tests can change by some factors
such as technique and personnel rigging of the laboratory and financial possibilities.

Key words: Epstein-Barr virus, Indirect Fluorescence Assay, ELISA
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