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Amag: Epstein-Barr viriisii (EBV) yetiskinlerin yaklasik
olarak %90’inda seropozitif olmak iizere diinyanin her
yerinde yaygin olarak goriilmektedir. Cocuklarin %90 dan
fazlast 6 yasinda bu viriis ile enfekte olmaktadir. Bu
calismada uzamis lenfadenopatisi olan 0-18 yas grubu
cocuklarda, EBV DNA’min kantitatif olarak saptanmast
amaglanmugtir.

Gereg ve Yontem: Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklart Anabilim Dalt Genel Pediatri Klinigi’ne 2014-
2015 yillart arasinda lenfadenopati yakinmasu ile basvuran
0-18 yas grubundaki ¢ocuk hastalardan aydinlatilmis ve
ailesi tarafindan goniillii onam veren 100 ¢ocuk ¢alismaya
alinmigtir. Real Time PCR (RT-PCR) yontemi icin
calismaya katilan hastalara ait tam kan orneklerinden
viral DNA izole edilmistir.

Bulgular: Olgularin 33 (%33)’iinde EBV DNA saptanmustir.
Bu porzitif saptanan olgularin 17 (%51.5)’si erkek olup, 16
(%48.5) s1 kiz hasta olarak belirlenmigtir. Tiim yas gruplart
degerlendirildiginde, en yiiksek EBV DNA kantitatif
degerlerinin 0-6 yas grubu cocuk hastalarinda oldugu
saptanmuigtir.

Sonug: Serolojik testler 0-4 yas araliginda birinci
basamak tetkik olarak yeglense de c¢alismamizdan elde
edilen bulgular EBV DNA’min kantitatif olarak belirlenerek
viral yiik degerlendirilmesinin tamida onemli bir yer
tutabilecegini diisiindiirmektedir. EBV’nin onkojenik bir
viriis olmast ndeniyle ileride gelisebilecek istenmeyen bir
klinik tablonun oOnlenebilmesi icin EBV DNA viral yiik
degerlendirilmesinin ozellikle uzun siireli lenfadenopati
yakinmast olan ¢ocuk hastalarda yapilmasimin yararh
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Epstein-Barr viriis, lenfadenopati,
gercek zamanli PZR

ABSTRACT

Detection of EBV-DNA in Children With Prolonged
Lymphadenopathy

Objective: Epstein-Barr virus (EBV) is a common virus all
around the world with observed seropositivity of 90% in
adult population. More than 90% of the children are
infected with this virus before the age of 6. This study aims
to determine the quantitative viral load of EBV DNA in
children between 0-18 years of age with prolonged
lymphadenopathy.

Material and Methods: Among the patients with
lymphadenopathy symptoms, who were admitted to the
Istanbul University, Department of General Pediatrics
between the years 2014 and 2015, 100 volunteer children
between the age of 0-18 whose informed consents were
taken from their parents were included in the study. Viral
DNA was isolated from the whole blood samples of the
patients for Real Time PCR (RT-PCR) method.

Results: EBV DNA was found in 33 (33%) of the patients.
Of the patients who were positive for EBV DNA 17 (51.5%)
were male while the remaining 16 patients (48.5%) were
female. The highest quantitative value of EBV DNA was
Sfound in patients between the ages of 0 and 6.

Conclusion: Despite serological tests were preferred as the
first-line tests between 0-4 years of age, the results of our
study suggest that viral load may have an important role in
the diagnosis by quantitative determination and assessment
of EBV DNA. In order to prevent potentially undesirable
clinical manifestations that may arise from EBV which is an
oncogenic virus, in later years, it is necessary to keep in
mind that evaluation of viral load EBV DNA should be
performed in children who have prolonged lymphadenopathy
complaints.

Keywords: Epstein-Barr virus (EBV), lymphadenopathy,
real-time PCR
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GIRIS

Epstein-Barr viriis (EBV) herpesviridae gam-
maherpesvirinae alt ailesinde bulunan lenfok-
riptoviriis cinsinin bir iyesidir”. Enfeksiyonun
bulagmasinda c¢ocukluk doneminde sekres-
yonlarla kontamine gidalarin tiiketilmesi,
ortak kullanilan bardaklar, ergenlik donemin-
de ise Oplisme ve yakin temas 6nem kazan-
maktadir. Aile i¢cinde bulagma da siklikla
goriilen bir tablodur®. EBV, yetiskinlerin yak-
lagik olarak %90’ninda seropozitif olmak
tizere diinyanin her yerinde yaygin olarak
goriilmektedir. Gelismekte olan iilkelerde ve
sosyoekonomik diizeyi diisiik toplumlarda
enfeksiyonlar erken yasta ortaya ¢ikmaktadir®.
Cocuklarin %90’dan fazlast 6 yasinda bu
virlis ile enfekte olmaktadir. Erken yaglarda
enfeksiyon asemptomatik veya subklinik ola-
rak goriilir. Sanayilesmis iilkelerde EBV
enfeksiyonlarinin %50°den fazlas1 gec adole-
san veya genc¢ eriskinlik doneminde goriil-
mektedir. Olgularin yaklagik yarisinda enfek-
siyon kendini enfeksiydz mononiikleoz (EM)
olarak gostermektedir®. Bu viriis lenfadeno-
pati (LAP)’ye neden olmakta ve klinikte lenf
nodu biiyilikliigii tablosuyla kendini goster-
mektedir. Akut enfeksiyonda ilk olarak ortaya
cikan ve ii¢ ay siiresince saptanabilen antikor
Anti-EBV VCA IgM’dir. Semptomlar basla-
diktan 4-7 giin sonrasinda saptanabilen ve
hayat boyu kalic1 olan antikorlar ise Anti-EBV
VCA IgG’dir. Enfeksiy6z viriis ve viral genom
EM hastalig1 gecirenlerde ve seropozitif kisi-
lerin biiyiik bir boliimiinde orofarinks 6rnekle-
rinde saptanabilmektedir®. Klinik 6rneklerde
EBV DNA, PCR gibi amplifikasyona dayali
testler ile saptanabilmekte ve kantitatif olarak
degerlendirilip viral yilik belirlenebilmek-
tedir®”. Bu c¢alismada, uzamig LAP’si olan
0-18 yas grubu cocuklarda EBV DNA’nin
kantitatif olarak saptanmas1 amaclanmigtir.
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GEREC ve YONTEM

Calisma i¢in EDTA’l tiiplerde gelen tam kan
ornekleri ¢alisma zamanina kadar derin dondu-
rucuda -20°C’de saklanmak iizere 1.5 mL’lik
ependorftiiplerine aktarilmistir. Tibbi Mikrobiyo-
loji Anabilim Dal1, Viroloji ve Temel Immiinoloji
Bilim Dali laboratuvarlarinda EBV DNA kanti-
tatif olarak arastirilmistir. Real Time PCR
(RT-PCR) yontemi i¢in caligmaya katilan hasta-
lara ait tam kan Orneklerinden viral DNA izole
edilmistir. Tam kan orneklerinden EBV DNA
izolasyonu icin OIAamp (Qiagen, Almanya)
DNA minikit kullanilmaigtir.

Degerlendirme

Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) cihazinda
RT-PCR ile elde edilen iiriinlerin analizi i¢in 2
fluoresan boyadan (FAM, JOE) yararlanilmig-
tir. Reaksiyon gergeklesirken olugan fluoresan
yogunlugunun monitorize edilmesiyle PCR
tirtinlerinin kantitatif olarak saptanmasi sagla-
nir. EBV-spesifik sinyaller FAM, internal
kontrol-spesifik sinyaller ise JOE kanalinda
saptanmaktadir. Sonug¢ olarak, FAM kanalinda
EBV DNA kantitasyonu belirlenirken, JOE
kanalinda ise olusabilecek PCR inhibisyonu
belirlenmektedir. Viral DNA miktarinin saptan-
masi i¢in eksternal kontrollerin esik siklusuna
(cycle threshold; CT) ve viral DNA konsantras-
yonlarina gore standart egri olusturularak
degerlendirme yapilmustir.

Elde edilen sonuclarin yorumlanmasi

1) FAM ve JOE kanallarinda sinyal pozitif ise
ornekte EBV DNA bulunmaktadir. Buna kar-
silik calisilan ornekte yiiksek kantitasyonda
PCR iiriinii s6z konusu ise yarisma nedeniyle
JOE kanalinda internal kontrole ait fluoresan
sinyalinde bir azalma veya negatiflik olusa-
bilmektedir.
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2) FAM 160 kanalinda sinyal negatif, JOE
kanalinda sinyal pozitif ise degerlendirmeye
alinan 6rnekte EBV DNA bulunmamaktadir.

3) Elde edilen sonucta meydana gelen bir inhi-
bisyon veya DNA izolasyonu asamasinda
olusabilecek olumsuz durumlarda ise FAM
ve JOE kanallarinda sinyal negatif olarak
bulunur.

Calismada kullanilan EBV DNA kantitatif kitine
ait dinamik o6l¢im araligi 1000 - 1.000.000
kopya/mL arasindadir.

Istatistik analiz

Veriler IBM SPSS Statistics for Windows
(Statistical Package for the Social Sciences,
Armonk, NY, ABD) programi, 21.0 siirlimii ile
degerlendirilmistir. Bulgularin tiirline gore sayi-
sal veriler aritmetik ortalamazstandart sapma,
kategorik degiskenler ise say1 ve yiizde (%) ile
belirtilmistir. Istatistiksel testlerden ki-kare (y2)
testi kullanilmigtir. Sonuclar %95 giiven arali-
ginda degerlendirilerek p<0.05 170 istatistiksel
anlamlilik olarak tanimlanmustir.

Etik onay ve destek: Bu calisma Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi
Aragtirmalar Etik Kurulu’nun izni (21.02.2014
tarihli karar No: 04-405) ile yapilmistir. Bu
calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje
No: 51348).

BULGULAR

Lenadenopatisi olan 0-18 yag arasi 100 ¢ocuk
hasta calisma kapsamina dahil edilmistir.
Calismaya dahil edilen olgularin 57 (%57)’si
erkek, 43 (%43)’i kiz olarak belirlenmigtir.
Olgularin 33 (%33)’tiinde EBV DNA saptanmis-
tir. Bu pozitif saptanan olgularin 17 (%51.5)’si
erkek olup, 16 (%48.5)’s1 kiz hasta olarak belir-

lenmistir. Erkek c¢ocuklarin 17 (%?29.8)’sinde
EBV DNA pozitifligi saptanirken, 40
(%70.2)’1inda EBV DNA negatif olarak belirlen-
migtir. Kiz cocuklarin 16 (%37.2)’sinda EBV
DNA pozitifligi saptanirken, 27 (%62.8)’sinde
ise EBV DNA negatif olarak belirlenmistir. Yag
araliklarinda EBV DNA’nin kopya/mL degerleri
Tablo 1°de verilmistir. Her iki cinsiyet arasinda
EBV DNA pozitifligi acisindan istatistiksel ola-
rak bir fark saptanmamistir (p=0.053). Tiim yas
gruplart degerlendirildiginde en yiiksek EBV
DNA kantitatif degerlerinin 0-6 yas grubu erkek
cocuk hastalarinda, en diisiik EBV DNA kantita-
tif degerlerinin ise 7-12 yas erkek cocuk hasta-
larda saptandig1 goriilmiistiir. Kiz ¢ocuklart agi-
sindan degerlendirme yapildiginda en yiiksek
EBV DNA kantitatif degerlerinin 0-6 yas gru-
bunda, en diisiik EBV DNA degerlerinin erkek
hasta grubuna benzer sekilde 7-12 yas grubunda
oldugu saptanmagtir.

Tablo 1. EBV DNA’nmin yas gruplarina ve cinsiyete gore dagi-
limi.

Yas Kiz Erkek
grubu

0-6  <1.000 - 160.380 kopya/mL <1.000 - 746.000 kopya/mL
7-12 <1.000 - 8.570 kopya/mL  <1.000 - 2.378 kopya/mL
13-18 <1.000 - 32.800 kopya/mL  <1.000 - 10.082 kopya/mL

TARTISMA

EBYV, tiim diinyada yaygin olarak goriilebilen ve
baz1 malign hastaliklarin etiyolojisinde rol alabi-
len bir viriisdiir. Genellikle asemptomatik gegiri-
len primer enfeksiyon sonrasinda virlis yagam
boyu latent olarak kalabilmekte ve reaktivasyon
sonucu farkli sekillerde hastaliklar olusturabil-
mektedir. En sik goriilen hastalik tablosu ise
gen¢ ve yetiskin kisilerde ortaya cikan
EM’dir®.

Diinya genelinde yetiskin yas grubunda seropo-
zitiflik orant %90-95 iken, ¢ocuklarda bu oran
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%60-70 olarak saptanmistir®. EBV, tiikiiriik ve
bogaz salgilartyla yakin temas, kan ve kontami-
ne egyalarla bulasabilme 6zelligine sahip bir
viriistiir®. Oncelikle oral kavitedeki lenfoepi-
telyal hiicrelere ve B lenfositlere yerleserek
persistan enfeksiyon olusturur. iki yas altinda
asemptomatik olabilen EBV enfeksiyonlarinda
en sik klinik bulgular ates, halsizlik, bogaz agri-
s1, eksudatif tonsillit ve LAP’tir®19,

Immiinsiiprese ve immiinkompetan bireylerde
tedavi yontemlerinin farkli olmasi nedeniyle
EBV enfeksiyonlarmin tanisinda da bu kigilere
uygun yontemlerin sec¢imi olduk¢a Onem
tagimaktadir®. Giiniimiizde immiinkompetan
bireylerde EBV enfeksiyonu tanisinda serolojik
profilin gésterilmesi, immiinsiiprese bireylerde
ise EBV DNAnin kantitatif olarak aragtirilmasi
siklikla kullanilan yontemler arasindadir.

She ve ark."? serolojik olarak akut EBV enfek-
siyonu oldugu kanitlanmig hastalarin yalnizca
%70’inde EBV DNA’nin saptanabildigini gos-
termiglerdir. Reaktivasyona bagli gelisen EBV
enfeksiyonlarinda ise PCR yontemi ile EBV
DNA’nin sik olarak saptanmadigint belirtmigler-
dir. Akut EBV enfeksiyonu olan hastalarda sap-
tanan yiiksek viral yiikiin serolojik profil ile
korelasyon gosterdigini saptamiglardir. Bu
nedenle de serolojinin akut EBV enfeksiyonu
tanisinda PCR’dan daha duyarli ve daha 6zgiil
oldugunu belirtmislerdir.

Zeytinoglu ve ark."¥ farkli tip lenfomali EBV
seropozitif hastalarin doku 6rneklerinde EBER
(EBV tarafindan kodlanan RNA) ve EBV DNA
saptanmasint amaclayan caligsmalarinda, anti-EA
pozitif olan hastalarda %36.4, anti-EA negatif
olan hastalarda ise %27.8 olarak EBER ve EBV
DNA pozitifligi saptamiglardir. Sonu¢ olarak,
primer enfeksiyon disinda bu tip hastalarda ki
buna post-transplant lenfoproliferatif hastalik
(PTLH) da dahil olmak iizere serolojik testlerin
kullaniminin tani a¢isindan bir yarar saglamadi-
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gin1 belirtmisglerdir. Bunun yaninda HIV/AIDS’1i
hastalarda goriilebilen lenfoproliferatif hastalik-
larinin tanisinda da antikor testlerinin yerinin
kisith oldugu goriilmektedir. Bu tip hastalarda
EBV tanisinda molekiiler yontemlerin kullanil-
masinin daha yararli oldugu belirtilmistir.

EBNA (Ebstein-Barr niikleer antijen) antikorla-
r1, EBV enfeksiyonunun baglangi¢c zamaninin
belirlenmesinde kullanilir. Enfeksiyoz mono-
niikleozisin etkeni olan EBV virtisii ile karsila-
stldiktan sonraki 6.-8. haftada (konvelesan
donem) pozitiflesir ve omiir boyu pozitif kalir.
Cocuklarda veya bagisiklik sistemi yetersiz olan
erigkin kisilerde goriilen primer EBV enfeksi-
yonlarinda ise EBNA antikorlar1 alisilmisin
disinda bazen 8. haftadan sonra saptanabilmek-
tedir. Bu da yeni gelisen EBV enfeksiyonu i¢in
yanlis tan1 konulmasina sebebiyet verebilmekte-
dir. Ayrica anneden bebege gecen antikorlar da
taniy1 giiclestirmektedir.

Chan ve ark.’nin® yaptiklart bir ¢aligmada,
erken veya akut primer EBV enfeksiyonunda
serum Orneklerinde EBV DNA’nin saptanmasin-
da PCR’1n duyarliligimi %80, 6zgiilligiinii %94,
pozitif prediktif degerini %95 ve negatif predik-
tif degerini %79 olarak saptamiglardir. EBNA
antikorlarinin yoklugunda anti-EBV VCA IgM
ve anti-EBV VCA IgG’nin varliginin primer
EBYV enfeksiyonunun tanisinda tek basina giive-
nilir olmadigint ileri siirmiisler, ayrica serum
orneklerinde EBV DNA PCR y6nteminin sero-
lojik testlerle birlikte dogrulama testi olarak
kullanilabilecegini ve 6zelliklede bu amag i¢in
kullanilan testlerin serolojik panele katki yapa-
cagini belirtmiglerdir.

Leung ve ark."» calismalarinda, EBV DNA’y1
saglikli kontrol grubunda %18, hemodiyaliz
hastalarinda %63, renal transplant alicilarinda
%90 ve EM hastalarinda %93 oranlarinda sapta-
miglardir. EBV DNA’nin en yiiksek viral yiik
seviyeleri ¢ogunlukla gencglerin ve c¢ocuklarin
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olusturdugu EM’li hasta grubunda goriilmiistiir.

EBV enfeksiyonlarinin belirlenmesinde viicut
stvilarinda EBV DNA bakilmasi ve kan 6rnekle-
rinden EBV serolojisi baglica kullanilan labora-
tuvar yontemleri oldugunu ileri siirmiislerdir.
Ancak serolojik testler immiinkompetan hasta-
larda yalnizca akut veya gecirilmis EBV enfek-
siyonlarinin konfirmasyonu i¢in uygun goriil-
mektedir. Immiinsiiprese hastalarda ise EBV’ye
kars1 istenilen seviyelerde olusmayan hiimoral
yanitin gelismesi nedeniyle serolojik testlerin
klinik tablonun belirlenmesinde giivenilir bir
yontem olmadig: belirtilmektedir. Bu hastalarda
EBV DNA viral yiikiinlin gosterilmesi, klinik
olarak EBV enfeksiyonlariin belirlemesi agi-
sindan daha giivenilir bir yontem oldugu belirtil-
migtir. Ayrica bu c¢alisma sonuglarina gore, yiik-
sek EBV DNA seviyeleri gosteren immiinsiipre-
sif hastalarla akut EBV enfeksiyonu olan grup
arasinda korelasyon oldugu goriilmiigtiir.

Gen ve ark."® kronik aktif EBV enfeksiyonu
(KAEBV) olan 53 cocuk hastayr retrospektif
olarak degerlendirmeye almislardir. Yirmi ii¢
hastada yapilan EBV DNA sonuclari degerlendi-
rildiginde, dort hasta disinda diger hastalarda
viral yiikiin fark edilir sekilde artt1g1 gosterilmig-
tir. EBV i¢in PCR yo6nteminin kullanilmasinin
KAEBYV tanisinda uygun yontem oldugu belir-
tilmektedir. Arastirmacilar bu bulgulara dayana-
rak KAEBV semptomlarina benzer bir dizi
aciklanamayan belirtilerin varliginda EBV DNA
viral yiikiiniin belirlenmesinin tanida uygun bir
yontem olacagini belirtmiglerdir.

Akut EBV enfeksiyonlarinda EBV DNA ¢ogun-
lukla saptanirken, saglikli seropozitif kisilerde
ise cok ender olarak belirlenmektedir. Ayrica
EBV DNA viral yiikiiniin miktarinin da hastali-
gin siddetiyle orantili oldugunu gosteren calis-
malar mevcuttur!?.

Calismamizda, LAP yakinmasi olan 0-18 yas

grubu hastalardan tek seferlik olmak iizere ali-
nan tam kan orneklerinde EBV DNA’nin kanti-
tatif olarak saptanmasi amag¢lanmistir.
Calismamizda, yalnizca hastanemiz genel ¢cocuk
poliklinigine basvuran hastalarin tam kan 6rnek-
lerinde EBV DNA, PCR yontemiyle arastiril-
mistir. Klinige basvuran 100 ¢ocuk hastanin
33’iinde EBV DNA pozitif olarak bulunmustur.
Erkek cocuk hastalarin 17’sinde (%51.5) EBV
DNA kantitatif olarak saptanirken, kiz ¢ocuk
hastalarin 16’sinda (%48.5) EBV DNA kantitatif
olarak belirlenmigtir. Calismamizda, 0-6 yas
grubundaki kiz ve erkek cocuk hastalarda EBV
DNA pozitiflik orant ve viral yiikii diger yas
gruplarma gore daha yiiksek bulunmustur.

Sifir-dort yas aralifinda EBV’ye bagh tipik EM
klinik tablosu goriilmeyip spesifik olmayan
semptomlar veya asemptomatik klinik tablolar
ortaya c¢ikabilmektedir™. Bu yas doneminde
serolojik testler birinci basamak tetkik olarak
yeglense de ¢alismamizdan elde edilen bulgular
EBV DNA’nin kantitatif olarak belirlenerek
viral ylik degerlendirilmesinin tanida 6nemli bir
yer tutabilecegini diisiindiirmektedir. Immiinsiip-
rese hasta gruplarinda serolojik testler negatif
sonuclanabilecegi icin bu grup hastalarda EBV
DNA ve erken (“early”) antijen degerlendirilme-
si uygun olacaktir. Yagla birlikte EBV DNA viral
yiik degerlerinde goriilen azalma immiin siste-
min olgunlagmasi nedeniyle viriise kars: olusan
immiin yanitin artistyla agiklanabilmektedir. Biz
de caligmamizin ve diger ¢caligmalarin sonuglari-
na gore, EBV’nin onkojenik bir viriis olmasi
nedeniyle ileride gelisebilecek istenmeyen bir
klinik tablonun onlenebilmesi icin EBV DNA
viral yiik degerlendirilmesinin 6zellikle uzun
stireli LAP yakinmasi olan ¢ocuk hastalarda yapil-
masinin yararl olabilecegini diisiinmekteyiz.
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