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Papovaviridae ailesi, polyoma alt grubunda yer alan BK virusu (BKV),
ilk olarak 1971 yi1linda Gardner tarafindan bGbrek transplantasyonu yapi-
lan ve immunosiipresif tedavi alan bir hastanin idrarindan izole edilmis

ve hastanin ad ve soyad basharfleri ile adlandiriIlmstir (1),

Yeni insan polyoma virusu olan BKV nin i1k izolasyonu Vero hiicre
kultiirlerinde yapilmis olmasina radmen virus, insan embriyonik bobrek
(HEK) ve insan diploid akciger fibroblast (WI-38) hicrelerinde de Ureti-
lebiTmektedir (2). tkozahedral yapili, ¢iplak bir DNA virusu olan BKY,
43.6 nm buUyuklUglndedir ve cesitli yapisal polipeptidlerin yanisira immu-
nolojik yonden grubun diger Uyeleri ile capraz reaksiyon veren intranik-
Jear T ve t (tiUmor) antijenlerine sahiptir (2,3). BKV un onkojenik potan-

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

BKV, genellikle belirtisiz bir enfeksiyonla vicuda girmektedir, Ko-
naga giris yolu tam olarak bilinmemekle beraber solunum yolu oldugu dugli-
nilmektedir (6). Primer enfeksiyondan sonra btbrek dokusuna yerlesen vi=-
rus latent bir doneme girmekte ancak immun sistemde meydana gelen bir de-
Gis1kl1ikle reaktive olabilmektedir (7). Yapilan calismalar, immun slipre-
sif tedavi alan bobrek ve kemik 11141 transplantasyonu yapilan hastalar-
da, immun yetmezligi olanlarda, sitotoksik ilag kullananlarda, diabetli,
kanserli ve otoimmun hastaligt olanlarda ve hamilelikte virusun reaktive

oldugunu ve idrarla salindigini gostermektedir (8-17),

BKV, dinya Uzerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Gesitli lilkelerde



yapilan seroepidemiyolojik calismalar bu virusun bircok toplumda enfek-
siyon etkeni oldugunu gostermistir (6,18). BKV enfeksiyonunun genellik-
le erken ¢ocukluk doneminde kazanildidi ve populasyonlarda bu virusa
kars1 antikor varligr oraninin oldukca yiiksek oldugu bildirilmektedir

(19,20).

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

seropozitiflik saptanmistir (21,22).

Dodada yaygin olarak bulunmasina radmen, primer BKYV enfeksiyonu
sagli1kl1 cocuklarda herhangi bir klinik hastalik olusturmamaktadir. Ha-
fif seyreden solunum yolu enfeksiyonu sirasinda bu ¢ocuklarda serokonversi-
yon gisterilebilmektedir (23,24). Solunum yolu hastaliginin yanisira,
BKV nin hemorajik sistit ve liriner sistem enfeksiyonuna da neden olabi~

lecedi bildirilmektedir (6).

BKYV reaktivasyonu vzellikle bobrek transplantasyonu yapilan hasta-
larda blylik dnem tagimakta ve Ureterik stenoz gibi komplikasyonlara neden
olabilecedi ileri slirlilmektedir (25,26). Bu nedenle risk altindaki kisi-
ler ve organ vericileri latent bir BKV enfeksiyonu ybniinden deferlendi-

rilmelidir,

Yapilan calismalar hamilel ik sirasinda da BKY reaktivasyonunun oldu-
gunu ortaya koymustur. Bu durum konjenital bir enfeksiyon riskini diislin-
dirmektedir ancak konuyla i1gili arastirmalar celiskili sonuglar vermek-

tedir (27-30).



Onkojenik potansiyeli, immun siipresif hastalarda reaktivasyonu ve
konjenital enfeksiyon riski yoniinden i1k izole edildigi yi1llardan bu ya-
na ilgileri ilizerinde toplayan BKV ile i1gili bugiine dedin yurdumuzda

herhangi bir calisma yapilmamistir,

Sunulan ¢alismanin amaci asagidaki sekilde planlanmistir :

1. Toplumumuzda cesitli yas gruplarindaki sagliklr bireylerde BK
virusa kars1 antikor insidansini ve dizeylerini HU testiyle aras-
tirmak,

2. Latent enfeksiyon olusturan BK virusun, bobrek ve kemik i1ig1i
transplantasyonu yapilan hastalarda reaktivasyonunu serolojik
ve virolojik yontemlerle gdstermek,

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

Cesitli yas gruplarinda BKV a kars1 antikor dizeylerinin ve preva-
lansinin saptanmasi, 6zellikle gocukluk yas ddneminde gegirilen ve eti-
yolojisi tanimlanamayan viral solunum yollary enfeksiyonlary arasinda
BKY un yerini belirlemek acisindan yararly olacaktir, Ayrica bu calisma,
bobrek ve kemik i1idi transplantasyonu yapilan hastalarda reaktive oldu-
gu bilinen bircok lTatent virusun yani sira BKV un da yer aldi§inin giste-

rilmesi konusunda ilk ve dncli bir arastirma olacaktir kanisindayiz.
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Papovaviruslar, DNA ig¢eren kanser viruslaridir. Bu gruptaki ilk vi-
rus, yenidogan farede neoplazi olusturmasi nedeniyle polyomavirus (= timor
olusturan virus) olarak adlandirilmistir. Daha sonra, Sweet ve Hilleman,
Rhesus maymun bobrek kiiltiirlerinde latent olarak bulunan 5v40 virusunu
tanimlamisliardir. Bu virusun da yenidogan hamsterlere enjeksiyonu ile

sarkoma olusturdudu gosterilmistir (2).

tnsan polyomaviruslari ise ilk kez Progresif Multifokal Lokoensefa-
lopati (PML)'11 bir hastanin beyin dokusundan (JC) ve bébrek transplan-
tasyonu yapilan ve immunsiipresif tedavi alan bir hastanin idrarindan (BK)

izole edilmislerdir (1,31).

1971 y1linda Gardner tarafindan tanimlanan BK virus (BKV), ikozahed-
ral simetrili ve ¢iplak bir virustur, BUyUk1Ugu 43.6 nm olan BKV 72 kap~
somer icermektedir. BKY DNA si1 ¢embersel ¢ift iplikli yapida olup uzunlu=-
gu 5 Kb kadardir. DNA histonlarla birlikte niikleozomlar olusturmaktadir
(3). Molekil agirliga 3.4x10% dalton olan DNA 4963 baz ¢ifti icermekte-
dir, Molekliler hibridizasyon teknikleriyle BK ve JC viruslarinin genom-
lar1 ve bunlarin SVyp ile iligkileri incelenmistir. Genom haritalari kar-
s1lastir1ldiginda, BKY ile SV4U arasinda % 70, BKV ile JCV arasinda ise
% 85 homoloji saptanmistir (18). Bu benzerlikler, BKV, JCV ve SV,q arasin-
da evrimsel bir i1iski oldugunu disUndUrmektedir., Buglin artik BKV DNA
sinin fiziksel haritasy cesitli restriksiyon enzimleriyle belirlenmis-

tir (32).



BKV, enfekte ettigi hlicrelerde iiretken veya iretken oimayan enfek-
siyon olusturabilmektedir. Uretken enfeksiyonda hlicreye pinositoz ile
giren virionlar niikleusa tasinmakta ve intranlklear ¥ antijeni inokiilas-
yondan 40 saat sonra saptanmaktadir. Progeni virionlar 4 gin sonra lizis
ile hiicreden olguniasirlar (3). BKV tarafindan sentezlenen 3 erken pro-
tein vardir ve timdr (T,t) antijenleri olarak bilinmektedir. T antijenle-
ri ¢ekirdekte, t antijenleri stopiazma veya cekirdekte yer almaktadir.
Membrapa baglanan antijenler ise orta T (Middle T=MT) olarak isimiendi-
rilmistir {2). T ve MT antijenieri onkojenik 6zellide sahiptir. T antijen-
lerinin de viral replikasyon ve transformasyondan sorumlu oldudu bildiril-
mektedir (2). Yapilan calismalar, T antijeninin 97 bin, t antijeninin 17
bin dalton molekil adirliginda oldudunu ve her iki molekiilde ortak dizi-
lerin bu1uhdu§unu gostermistir (3). BKV un ge¢ proteinleri ise 4 tanedir
ve bunlardan 3 U virion.icinde yer alir. Kapsid proteini olan VP-1 (virion
protein 1) ortak antijendir. VP-2 ve VP-3 dise minor kapsid proteinleri-
divr. Dgrdincl protein colan agnoproteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemek-
Te beraber virionlarin biraraya gelmesi sirasinda rol oynadigi disinil-

mekiedir (2).

Uretken olmayan enfeksiyonda ise virus, hiicreleri transforme etmek-
tedir. Viral DNA hiicresel DNA ya kovalent olaraklve 6zgil olmayan bdlge-

Tere baglanmaktadir {2).

BKV, fare embryo, fare bibrek, fare derialti dokusu, primer insan
fetal beyin veya btbrek, insan diploid akciger (WI-38}, insan deri veya
embryo fibroblast hlicre kiiltiirlerinde Uretken enfeksiyona neden olurken
tavsan, Rhesus maymun ve Vero (Afrika yesil maymun devamlt bdbrek) hiic-

re kiiltlirlerinde yary lretken (semipermissive) enfeksiyona neden



BKV, enfekte ettigi hicrelerde Uretken veya Uretken olmayan enfek-
siyon olusturabilmektedir. Uretken enfeksiyonda hiicreye pinositoz ile
giren virignlar nlkleusa tasinmakta ve intraniiklear V antijeni inokilas-
yondan 40 saat sonra saptanmaktadir. Progeni virionlar 4 gin sonra 1izis
ile hiicreden ngun1as1r1ar.(3). BKV tarafindan sentezlenen 3 erken pro-
tein vardir ve timor (T,t) antijenleri olarak bilinmektedir. T antijenle-
ri ¢ekirdekte, t antijenleri stoplazma veya cekirdekte yer almaktadir,
Membrapa baglanan antijenler ise orta T (Middle T=MT) olarak isimiendi-
rilmistir (2). T ve MT antijenleri onkojenik Ozellige sahiptir. T antijen-
lerinin de viral replikasyon ve transformasyondan sorumlu oldugu bildiril-
mektedir (2}, Yapilan calismalar, T antijeninin 97 bin, t antijeninin 17
© bin dalton molekll adirliginda oldugunu ve her iki molekiilde ortak dizi-
Terin bulundugunu géstermistir (3). BKV un ge¢ proteinleri ise 4 tanedir
ve bunlardan 3 U virion icinde yer alir, Kapsid proteini olan VP-1 (virion
protein 1) ortak antijendir. VP-2 ve ¥P-3 ise minor kapsid proteinleri-
dir. Dordiincl protein olan agnoproteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemek-
le beraber virionlarin biraraya gelmesi sirasinda rol oynadigi dislnul-

mektedir (2).

Uretken olmayan enfeksiyonda ise virus, hlcreleri transforme etmek-
tedir. Viral DNA hiicresel DNA ya kovalent 01arak've dzglil olmayan bblge-

lere baglanmaktadir (2).

BKY, fare embryo, fare bdbrek, fare derialtir dokusu, primer insan
fetal beyin veya btbrek, insan diploid akcider {WI-38}, insan deri veya
embryo fibroblast hiicre kiltiirlerinde tiretken enfeksiyona neden olurken
tavsan, Rhesus maymun ve Vero (Afrika yesil maymun devamli btbrek) hlc-

re kiUltlrlerinde yary Uretken (semipermissive) enfeksiyona neden



olmaktadir {3}. Buna karsin BXY, hamster, sican, fare, tavsan, Afrika
yesil maymun ve Rhesus maymunlarindan hazirlanan cesitli hlicre kuTtir-
lerini de transforme etme yetenedindedir (3). Transformasyonun major kri-
teri, hlicrelerin % 90 veya daha fazlasinda gekirdek i¢i T antijenlerinin

saptanmast ancak V antijeninin ya da enfeksiy0z virusun saptanmamasidir.

BKV, insan 0 grubu ve kobay eritrositierini 4°C de hemagliitine etme
yetenedindedir. Serolojik testlerde Sng a kars1 antiserumla zay1f reak-
siyon.vermekte ancak grubun diger Uyelerine kKarsi hazirlanms antiserum-
Ta reaksiyon vermemektedir (6). Agliitininler 56°C de 1 saat stabil kaltr
ve eter ve kloroform ile reaktivasyona direnglidir (33), Diger biitlin pa-
povavirusiar gibi BKY da, 1s1ya ve formaline olduk¢a duyarli, etere di-

renciidir (33).

BKY, Uiredigi hiicrede birka¢ haftada (1-3 hafta) sitopatik etki olus-
- turmaktadir. Sitopatik etki, stoplazmanin koyulasmasi, graniler, yuvariak
‘hiicre olusumu ve daha ileri safhada hlicre kimelesmesi seklindedir (34).
Ayn1 zamanda virus, Uredigi hicrede cekirdedin dejismesine ve blyilmesine
neden olmaktadir. Hicre ¢ekirdeginde bazofilik inkilzyon cisimcikieri olu-
sty ve histolojik boyalaria boyandiginda kus g0zii {bird eye) olarak adlan-

dirilan gdrinime sebep olur.

BK Virus ile Primer Enfeksiyon

Primer BKY enfeksiyonu klinik olarak genellikle belirtisiz gecmekte-
dir ve spesifik bir sendrom ile iTiskili degildir (6). Enfeksiyon sik-
T1kTa cocukluk doneminde kazanilmakta ve 6zellikle kiiglik gocuklarda akut
Ust solunum yolu enfeksiyonu seklinde seyretmektedir (22). BKV ile 1lk

karsilasma muntemelen 1 yasindan once olmakta ancak maternal antikor



girmektedir. Normal insan bobrek dokusunda BKY DNA sinin persistansinin

gosterilmesine karsin beyin dokusunda gosterilememistir (7,40).

Immunokompetan ¢ocuk ve eriskinlerde primer enfeksiyon sirasinda
nhadiren viremi veya idrarla virus salinimt olmakia birlikte enfeksi-

yon sonrasi seropozitif kisilerin idrarlarinda virus saptanamamaktadir (18).

Seroepidemiyoloji -

seroepidemiyolojik calismalar, insan pelyomavirusu olan BKY un do-
gada insan populasyonunda ¢cok yaygin oldugunu ortaya koymaktadir. Brown
ve ark. 1n farkli1 populasyonlar arasinda yaptiklari genis bir sercepide-
miyolojik calismada BKV antikor pozitiflik orani1 % 75-90 oltarak bulunmus-
tur. Bu arastiricilar Brezilya, Paraguay, Yeni Gine ve Malezya gibi izo-
le bolgelerdeki populasyonlarin ise bu virusla hi¢ karsilasmadigini ya da
gok az karsilastigini belirtmisler ve BKV antikor pozitiflik oranini bu

tilkelerde % 0-20 olarak bildirmisierdir (41).

Finlandiya'da yapilan bir ¢calismada TU.yas1ndan kiicik ¢ocuklarda
BKY HU antikor pozitifligi % 60 (36), Ingiltere'de ayn1 yas grubunda % 83
{35), A.B.Devlietlerinde % 100 (42), Portekiz'de % 85, Norvec'te % 70 (43)
ve Italya'da % 85 (44) olarak sapfanmlst1r; Bu calismalarda, 12-27 yas
grubunda % 80-90, 18-40 yas grubunda % 75-80 ve daha ileri yas grubunda

% 65-75 oranlarinda seropozitiflik gdsterilmistir.

Bu bulgular 1s1§inda BKV un bazi izole topiumlar disinda tiim diinya
lzerinde ¢ok yaygin oldugunu, virusun erken cocukluk dgneminde kazanildi-
gini ve cocuklarin yaklasik % 90 inin 10 yasina kadar BKY antikoriarina
sahip oldufunu stylemek mimkiindir. Genc eriskinlerde de bu oranlar yik-

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



var11d1 nedeniyle bebekler korunmaktadir (18). Ancak daha ileriki yaslar-
da ve 6zellikle 4-6 yas arasinda 8KV enfeksiyonu ge¢irilmektedir. Dola-
yisiyla 10 yasina kadar olan cocuklarin % 83 Unde BKV antikorlari sapta-
nabilmektedir (35). Ayrica, rinit ve rinofarenjit ile birlikte OSYE olan
¢ocuklarda BKY serokonversiyonu gdsterilmis ve bu cocuklarin tonsillerin-

de BKV DNA si saptanmistir (24).

IUSYE sikayetleriyle hastaneye basvuran 66 g¢ocuk Uzerinde yapilan
bir calismada ise bunlarin 11 dinin seri- serum &rneklerinde BKY serokon-
versiyonu belirlenmistir {36). ingiltere'de yapilan bir baska arastirma-
da da 1-11 yas arasinda OSYE, ates, dokintii, kusma, konvulsiyon ve lenfa-
denopati sikayetleri olan cocukiarin % 20 sinde BKV e Ozgiil IgM antikor-
Tart saptanmistir (6). Bu bulgular, primer BKV enfeksiyonunun subklinik
gecirilmesinin yanisira acik bir hastalik seklinde de seyredebilecedinin

indirekt kanitidir.

BKY un konadga giris yolu tam clarak bilinmemekle beraber OSYE ile
olan iliskisi, virusun oral olarak veya solunum yolu ile kazanildiginmi

giostermektedir (21).

Primer BKY enfeksiyonunun sistit ile iliskisi oldudu da ileri siiril-
mektedir. Akut hemorajik sistiti olan kiigiik cocuk1ar1n idrarlarindan
BKY izolasyonu yapildigir ve BKY IgM antikorlarinin saptandigi bildiril-
mistir (37,38). Ayrica, immun yetmezligi olan bir baska cocukta BKV un
tubulointerstisyel nefrite neden oldugunun gbsterilmesiyle de bu virusun

atipik primer enfeksiyonlara yol acabilecedi ortaya konmustur (39).

Akut solunum hastali1§ir veya nadiren sistit seklinde ge¢irilen pri-

mer enfeksiyondan sonra BKY bobrek dokusuna yerleserek latent ddneme



{21}, Geng eriskinlerde BKV antikorlarinin ikinci bir pik yapmasini bazi

arastiricilar seksiiel aktiviteye baglamaktadiriar (6).

BKV un dogada yaygin olmasina karsin kaynaginin ne oldudu tam ola-
rak bilinmemektedir. BKV i¢in hayvan orijinii olma ihtimali arastiriimis
ancak hicbir bulgu elde edilememistir (18}. Bugiin i¢in insandan insana bu-
tast1d1 kabul edilen BKV, latent olarak bGbrek dokusuna yeriestiginden
siklikla idrar veya bébrekten izole edilebiimektedir {6,7). Yapiian calis-
malarda BKV, diski, nazofarengeal sekresyonlar ya da BOS'tan izole ediie-
memistir. Ancak DNA-DNA hibridizasyon calismalari BKV un renal kanalda

sinirl1 kaimadigini ve BKV genomunun tonsiller, lenf nodlariy, dalak ve

akciderde saptanabiididini ortaya koymaktadir (24,40).

Renal Transpiantasyonlu Hastajarda BKV Enfeksiyonu

BKY un ilk izolasyonunun bbbrek transpiantasyonu yapilan bir hasta-
dan gerceklesmis olmasi, bu konu iizerindeki calismalari hizlandirmistir.
I3 1zo]asy0na takiben daha sonra bircok arastirici renal transplant alici-
sinin idrariarindan BKV u izole etmeyi basarmislardir. Bu hastalarda BKV
" reakiivasyonu ayrica serokonversiyonun ya da BKV e 6zgil IgM antikorla-
rinin gosterilmesi ile de gdsterilmistir (8,45}, Hogan ve Coleman renal
allograft alicilarinda BKV antikor titrelerinin fransplantasyondan SOnra
belirgin olarak yikseldigini ve titre artisi ile idrardan virus salinmmi

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

. Bgbrek transp1antasy0nu.yap11ah cesitli hasta gruplary Uzerindeki
galismalar bu hastalarin % 20 sinde BKV reaktivasyonunun oldugunu ve id-
rar Orneklerinin sitelojik yontemlerle incelenmesinin de yararii olaca-

§in1 gOstermektedir (46,47).
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BUbrek aliograft alicilarinda primer BKV enfeksiyonu, seropozitif
bir donorden seronegatif bir aliciya bObrek naklinden sonra ortaya ¢ik-
maktadir., Bu enfeksiyondan donor bbbredinde latent olarak bulunan BKV
sorumtu tutulmaktadir (48). Primer enfeksiyonlarin % 10 ya da daha az

oraniarda ortaya ¢ikti1gr bildiriimektedir (6).

Transplantasyondan Gnce seropozitif olan hastalarda ise transpian—
tasyon sonrasi immunoslipresif ilag¢larin kullaniimast sonucu BKY reaktive
olarak sekonder enfeksiyon olusturmaktadir. Bu hastalarda meydana gelen
BKY reaktivasyon oraninin donordeki antikor titresi ile §1iskili oldugu
ileri siiriimektedir (4?). Bobrek transplantasyonlu hastalarin idrarlarin-

dan BKY.jzole edilebilmekte ya da sitolojik olarak gosterilebilmektedir,
Bu hastalarda virus salinim oran1 % 10-45 arasinda defismektedir (6,21).
Oranlarin bu denli farklti olmasi, virlrinin zaman araliklarina gdre de-
gismesi ve virus saptanmasinda kullanilan yontemlerin farkl1lidindan kay-

nakltanmaktadir.

BKY enfeksiyonu, transplantasyondan sonraki 4-8 haftada ortaya ¢1-
kar. Ancak bazen bu siire 12 ay1 bulabilir (18). Virusun idrarla sali-
nimr ise birkac¢ glinden birkac haftaya hatta birka¢ aya kadar devam edebil-
mektedir {21). Hastalarin % 35-50 sinde serolojik olarak enfeksiyonu ka-
nitlamak mUmkUndUr. Bu sekilde gerek seri serum trneklerinde BKV antikor
titresinde arti1s gerekse 6zglit BKV-IgM antikorlar: saptanabilmektedir
{47). Yapilan calasmalar 6zellikle seronegatif bir aliciya seropozitif bir
doﬁorﬁn bgbredinin trénspiante ediimesinin blylik bir risk olacagini vur-

gqulamaktadir (21,47},

. Bobrek transplantasyonundan sonra BKY enfeksiyonu genellikle sub-

k1iniktir ve patolojik etkisi tam olarak bilinmemektedir (6,9). Ancak



-1 -

nadiren de olsa Ureterik stenoz ve obstriksiyon gibi komplikasyonlar bil-
dirilmistir (9,26). Stenoza ufiramis ireter laparotomi ile cikarilip his-
tolojik olarak incelendiginde Ulserli ve fibroziu lireter duvarinda iske-
mik dedisiklikler saptanmaktadir {18). Ayn1 zamanda, Ureterik daralmanin
0)dugu bdlgede tirotelyumda cok sayida inkliizyon 1céren hiicreler gézlen-
mektedir. Ureterik obstriksiyonun, BKY un Ureterdeki transisyonel epitel
hilcrelerinin proliferasyonunu inditklemesi sonucu ortaya ¢iktidir saptan-

mistir (6).

Bobrek transplantasyoniu hastalarda BKV enfeksiyonunun en &Snemli
kompiikasyonu olan ireterik obstriiksiyon tranSpTantasyondan sonra 50-300
gin -i¢inde ortaya ¢ikabilmektedir. Bu hastalarda tani ancak graft nefrek-
tomi ya da postmortem olarak konulabilir {6). Post-transplant periodda
ureterik obstrilksiyonun goriilme sikl11dt yaklasik % 1 oranindadir. Yiru-
sun 1k izole edildigi 1971 y1lindan 1984 y1]1na.kadar bu sekilde 10 va-
ka bildirilmistir (1,9,26,49). Dolayi1siyla biyle siipheli bir durumda id-
rar ya da doku biyopsi Ornedinin sitolojik incelemesinde inklizyon ic¢e-
ren hﬁcre1erin.g6rﬂ1mesi polyomavirus tan1§1n1 destekieyecektir, Boylece

immun siipresyon dozu azaltilarak bobrek graftin kaybir Onlenebilir.

Yakin zamana kadar, bobrek transplantasyonunu takiben en sik karsi-
Tas1lan virusun CMV oldugu disuniililyorsa da son yillardaki calismatar,
bu tip hastalarda polyomavirusiarin da Bnemli oranda etkili oldudunu gos-

termektedir (49),

Kemik 11381 Transplantasyonliu Hastalarda BKY Enfeksiyonu

Bilindigdi g¢gibi, kemik i1i§i transplantasyonu, kombine immun yetmezli-

Gi olanlarda, kemik i1igi aplasilerinde, akut lenfoblastik ve myeloid
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Tgsemili hastalarda genis capta uygulanmaktadir. Bu hastalarda immun siip-
resyon tedavisi ile birlikte hlicresel ve humoral immunitenin bozulmasiy=-
la firsat¢y viral enfeksiyonlar ortaya ¢ikmaktadir. BK ve JC virusiari:

da bu hastalarin idrariarindan yvalniz veya birlikte izote edilebilmekte
ve Bzellikle adir immunoslipresif tedavi uygulanan myeloid 1dsemili hasta-

larda virliri insidansinda artis olmaktadir (50).

Kemik 11§17 alicilarinda BKV reaktivasyonu HSV, CMV ve EBV dan son-
ra dordiuncii siray1 almakta ve transplantasyonu takiben 2-8 hafta i¢inde
ortaya ¢ikmaktadir (51). Kemik 17941 transplantasyonu yapilan dnceden se-
ropozitif hastalarin % 55 inde BK viriirisi ile biriikte reaktivasyon gos-
terilmis ve BK virilirisi ile hemorajik sistit arasinda oSnemli bir iliski
bulunmustur (51,52). Ayrica bu tip hasta1ardé gecici hepatik fonksiyon bo-
zuklugu da bildirilmektedir (50,51).

BKV, kemik i1i§i transplantasyonundan sonra hiicresel immun fonksi-
yonlarin bozulmasiyla reaktive olmakta ve BKV a ©zgiil hlicresel cevabin
baskilanmasiyla da virdri olusmaktadir (53}. BK virlirisi, idrardan virus

jzolasyonu ya da serolojik yontemler ile gbsterilebilmektedir (53}.

Kemik i1i§i transplantasyonu yapilan hastalarda BKY reaktivasyonu-
nun hemorajik sistit ile olan iliskisi dikkate a11nma11 ve endojen BKY re-

aktivasyonu kontrol altinda tutuimaya catiszlmalidir (51).

Hamilelikte BKY Enfeksiyonu ve Konjenital Enfeksiyon Riski

BKY un onkojenik potansiyeli ve hamile kadinlarin viral enfeksiyon-
lara olan duyarli11131 dikkate alindiginda, hamilelik sirasinda BKY reak-
tivasyonunun arastirilmasi ve transplasental gegis ile iliskisi Unem ka-

zanmaktadar.
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11k kez 1975 yilinda hamilelik sirasinda BKV reaktivasyonu gdsteril-
mis ve izlenen bu kadinlarin bebeklerinde % 7.5 oraninda BKV-IgM antikor-
larinda pozitiflik saptanmistir (29). Bunu izleyen arastirmalar, polyoma-
viririnin oldudunu ortaya koymustur (6,18). Ancak viriiri, genellikie di-
abet, sarkoidoz ve tekrariayan idrar yolu enfeksiyonu gibi altta yatan
bir hastaligi olan hamilelerde ortaya ¢ikmaktadir, Unceden seropozitif
olan saglikli hamile kadintarda ise reaktivasyon olsa dahi virliri olmaz
ve reenfeksiyon'be]irtisizdir (6). Virus salinimt olmaksizin, sadece yiik-
selen antikor titreleriyle hamilelerin % 20 sinde BKY reaktivasyonu oldu-

gu saptanmistir (12,27).

Hamilelik sirasinda polyomavirus reaktivasyonunun gisterilmesi, vi-
rusun transplasental gegisinin olup olmadidr konusunda siipheler uyandir-
mistir. Deneysel olarak fare polyomavirusunun transplasental gec¢isi sap-
tanmis ve baz1 arastiricilar hamile kadinlarda kord kaninda BKV-IgM anti-
korlarini gdstermislerdir (29,54,55). Rhiza ve ark. ise konjenital enfek-
siyona bagl1 anomalileri olan bebeklierde BKV-IgM antikorlarinin varligini
saptamislardir (55); Ancak bu bulgulara karsin, bir grup arast1r1ci calig-
malarinda transplasental ge¢isi gdsteren herhangi bir kamt bulamadiklari-

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

Transplasental gecis ve konjenital enfeksiyon ile ilgili bu farkls

rindeki risk tam olarak ortadan kalkmamaktadir,

BKY un Onkojenik Potansiyeli

Papovaviruslarin onkojenik yetenekleri uzun zamandan beri bilinmek-

tedir. By aile icerisinde yer alan BKY un da deney hayvanlarinda timdr
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otusturdudu ve cesitli hlicre kliltirlerinde transformasyona neden oldudu
saptanmistir (58,59). BKY, hamsteriere subkiitan verildiginde zay1f onko-
jenite gosterirken intravendz veya intraserebral verildiginde kuvvetli
onkojenik etki gosterir. Intraserebral inokiilasyonda hamsterierin ¢odun-
da s1klikla malign papiller ependimoma nadiren de koroid pleksus papillo-

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

Ancak, insan polyomavirusiarinin insan timorlerindeki ro1u_tart1s—
malidir. Wiskott Aldrich'11 bir gocudun beyin sarkoma hiicrelerinden BKY
fzolasyonunun gérceklestiri1mesi (63) bu yondeki arastirmalara hiz kazan-
dirmistir, Yapilan calismalarda, BKY DNA sinin insan hUcre1erinde de trans-
formasyona neden oldugu gdsterilmistir (64). Daha sonraki bir c¢alismada
ise, 74.beyin tumbrll hastanin 18 inde ve 5 pankreas tiumdrli hastanin
2 sinde blot hibridizasyon analizi ile BKV DNA s1 saptanmistir (65,66).
Ayrica, transforme insan fetal beyin ve bUbrek hiicrelerinde persistan BKYV
enfeksiyonu da bildirilmektedir {5,67). Malignant tlmgrli hastalarda ya-
pilan serolojik calismatarda herhangi bir bulgu elde edilmemesine karsin
bir grup kanserli hastada BKV timor antijenine karsi ﬁzQU1 antik0r1af1n
gosterilmesi anlam tasimaktadir (11,55). Ancak, by bulgulars destek] eme-

yen calismalar da mevcuttur (68,69).

Kanserli cocuklar, kemoterapi alan tiumgrii hastalar, AIDS ve Kaposi
Sarkoma'l1 hastalarda BKY enfeksiyonunu gbsteren bulgular da bildiriimek-

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

Blitiin bu bulgular, BKY un insan timdrierindeki rolini tam olarak
aciklayamamaktadir. Ornedin kanserli hastalarda BKV-T antijenine kars?
antikorlarin saptanmasi, hiicresel immun sistemdeki bozukluk sonucu vicut-

ta latent olarak bulunan virusun 1itik faza gecmesi nedeniyle mimkiin
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olabilir. Benzer olarak, tumdr hicrelerinde BKY DNA sinin bulunmasi da,
dokularda Onceden varolan enfeksiyfz virusun, timdr hiicrelerinin mitotik
aktivitelerinin artmasiyla fazlia miktarda sentez edilmesi sonucu olabi-
Tir. Dolayisiyla buglin i¢in insan polyomavirusiarinin onkojenik potansi-
yelinin bilinmesine ragmen insan tumdrleriyle iliskisi aydinlatilamamis-

tar.

BKY Enfeksiyonlarinin Tani1si

Primer BKY enfeksiyonlarinin genellikle belirtisiz va da hafif ve
nonspesifik Ust solunum yolu bulgulari ile seyretmesi nedeniyle tani kli-
nikte pratik olarak zorunluluk arzetmemektedir. Ancak, ayiricy tani ama-
ciyla ya da seroepidemiyolojik colarak BKY enfeksiyonu serolojik yontem-
lerle belirlenebilir. Bu sekilde, BKV-Ozglil IgM antikorlarinin variig:
veya akut ve konvelesan serum Orneklerinde antikor titresindeki artisin

gosteriimesi mumkiin olmaktadir.

Bobrek ve kemik 11i§i transplantasyonlu hastalar ve kemoterapi alan
kanserli hastalar gibi immunsiipresif bireylerde ise serolojik taninin ya-
nisira idrar Srneklerinden virusun izolasyonu ve sitolojik inceleme yontem-

leri de defer tasimaktadir.

Laboratuvar tany yontemleri

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

nedinin HEK ve Vero hiicre kiiltirlerine inokiilasyonu ile yapilabilmektedir.
Virus izolasyonu genellikle birka¢ hafta alabilmekte ve virusa ¢zgul si-
topatik etki ile saptanabilmektedir. Virus iiremesinin saptanmasi ve tit-
rasyonu, enfekte hiicre kiiltUril s1visinin insan 0 grubu eritrositieri kul -

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

paratlarin papanicalou, hematoksilen eosin veya giemsa ile boyanmasiyia
transisyonel hiicrelerde genisleme, hiperkromatik cekirdek i¢ci inkilizyon-
lar ve ¢ekirdek zarinda kalinlasma ile karakterize sitolojik degisiklik-
Ter 1nce1enebi1if. inkllizyonlar, cekirdek zarindan ayrilmis ve tipik
"baykus gGzii"® gdriiniimindedir, Eksfoliye olmus hiicrelerde bulunan virus

antijenleri immunofloresans yontemiyle de saptanabilir (71,72).

Elektron mikroskopi : Hastadan alinan idrar Grnekleri 20.000 rpm de

santrifij edildikten senra negatif boyama ile e1ektrbn mikroskobunda ince-
lenebilir. immun elektron mikroskopi yontemi ile de virioniar gdsterile-

bilmektedir (73).

Serolojik testler : Bircok viral enfeksiyonun tanisinda oldugu gibi,

bireylerde BKY antikorlarinin saptanmasinda ya da enfeksiyonun takibi si-
rasinda serolojik yontemler yardimer clmaktadir. Kazaniimis bagisikiigin
belirlenmesi amaciyla kisilerde BKY antikoriarinin gosterilmesinde ve
seroepidemiyotojik calismatarda en sik kullanilan test HU testidir. Bu
ybnteﬁde, test serumlaranin RDE (reseptor destroying enzyme) veya sodyum
periodatla inaktivasyonu ve insan 0 grubu eritrositierte absorbe edilmesi
gerekmektedir. HU testinde insan O grubu eritrositleri % 0.5 1ik slispan-

siyonda hazirlanarak kullamilmakiadir.

BKY antikoriarinin saptanmasinda, kompleman birlesmesi testinin de
yeri vardir. Ancak bu testte antikor titreleri, HO testine giire oldukca
diisiik bulunmakta ve seroepidemiyolojik calismalar i¢in tavsiye edilmemekte-

dir (35).

Son yi1llarda s1klikla kullanilan ELISA testi de BKV IgG ve IgM an-

tikorlarinin saptanmasinda tnem tasimaktadir. Uzellikle akut enfeksiyon
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strasinda olusan IgM antikorlarinin gosterilmesi amaciyla immunsiipresif

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

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

maktadir (57,72,74~=79 ).

Son y1llarda teknolojinin gelismesine paralel olarak BKY tanisinda
da ¢ok daha duyarli yontemler uygulanabiimektedir. Bunlar arasinda ise DNA
hibridizasyon ve polimeraz zincir reaksiyonuPCR} bulunmaktadir. Bu ydntem-
lerle klinik bir Gynekte polyomavirus DNA s1 kisa zamanda ve ¢ok spesifik

olarak gBsterilebilmektedir {10,80).

BKY ‘Enfeksiyonlarinda Bagisikl ik

Primer BKY enfeksiyonu sirasinda, dider viral enfeksiyoniarda oldu-
du gibi nlmoral immun cevap ortaya ¢ikmaktadir, Enfeksiyonun akut donemin-
de IgM antikorlarinin yanisira IgA tipi antikorlar da oclusmaktadir. IgA
tipi antikoriarin IgM antikorlarindan daha uzun siire serumda kaldigr gds-
terilmistir (79). Enfeksiyon sirasinda IgM antikorlarindan sonra olusan
IgG tipi antikorlar da bilindigi gibi uzun yrllar serumda saptanabilmek-
tedir., BKY a karsi olusan IgG ve IgM antikorlarinin nGtralizan etkileri-
nin bilinmesine karsin IgA nin biyolojik etkileri hentiz tam olarak bilin-
memektedir. BKV-~IgG ve IgA antikorlarinin uzun siire serumda bulunmasi,
virusun persistansi, reaktivasyonu ya da reenfeksiyon gibi nedenlerle

slirekli antijenik uyarimin oldudunu ortaya koymaktadir (79).

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

6nlenememekte hatta birbiri ile iliskili bulunmaktadir (51J79). Dolayisiyla
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BKYV enfeksiyonlarinda hlicresel immunitenin daha bifylik tnem tasidigi orta-
ya ¢ikmaktadir. Hlucresel immun sistemin baskilandigt durumliarda Srnedin
kemoterapi alanlarda, immun slpresif veya sitotoksik ilagc kullananlarda
BKV reaktivasyonu siklikla bildiriimektedir. Yapilan calismalarda, immun
bireylerden alinan Tenfositlerin in-vitro sartlarda BKY antijeni ile pro-
lifere oldufu ancak immun olmayan kisilerden alinan lenfositlerin proli-

ferasyona uramadid1 gosteriimistir (81).

Insan papovavirus enfeksiyonu sirasinda, virusun latent olarak kal-
d1g1 hicrelerde viral antijenlerin sentezi olabilir veya olmayabilir (58,
82). Calismalar, BKV un 18kosit ve monositlerde de bulunabilecedini ancak

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

Hamilelik sirasinda da BKY un reaktive olmas1 hormonal dedisiklik-
Terden ziyade immunolojik mekanizmalara dayanmaktadir (6). Virus reakti-
vasyonunun monosit/lenfosit orani yliksek kadinlarda daha sik oldudu ve
idraria virus saliniminin saptandidt bildiriTmektedir (85). Bu mekanizma-
nin, makrofajlarin prostaglandin sentezi Uzerinde kuvvetli baskilayici
etki godstermesiyle monosit/lenfosit oraninin artmasiy ve virusun reaktivas-

yon riskini arttirmasi seklinde oldugu diisiiniimektedir (85},

BKY Enfeksiyonlarinda Tedavi

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

de basarili olmadig1 bildirilmektedir (86).
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Latent virus enfeksiyonlarinin tedavisindeki sorunlar nedeniyle
bugiinkii sartlarda semptomlara ytnelik tedavi daha uygulanabilir gGriin-
mektedir. BKY un latentligi ve patogenezi ile ilgili yeni bilgiler,

ileride etkin bir antiviral ajan gelistirilmesinde yararli olacaktir,
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Virus : Orijinal BK virus GS susu Dr, Sylvia Gardner, Virus Refe-
rence Laboratory, Colindale, Londra'dan temin edildi. Uzel sartlarda sak-
lanmak suretiyle gonderilen virus drnedi tek tabaka Vero hiicre kiiltiirle-

rine 0.1 ml ekilerek iiretildi ve antijen hazirlanarak kuilanilidi.

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

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

Hicre Kiiltirleri : BKY un iretilmesi ig¢in Vero (Afrika yesil maymun
devamli bObrek) hiicre kiiltlirleri kullanildi. Vero hiicre ku1tUr1eti oriji-
nal olarak Flow Laboratuvarlari, Irvine, Scotland'dan saglandir. Hiicre kil~
tiirleri 50 m} kapasiteli Greiner (Labortechnic) disposible siselerinde

monolayer olarak tretildi ve seri pasajlarla devam ettirildi.

Test Serumlary ve idrar Ornekleri : Hacettepe Universitesi, Marmara

Oniversitesi ve Karadeniz T1p Fakiiltesi Hastanelerine basvuran ve akut

st solunum yolu enfeksiyonu sikayeti olmayan cesitli yas gruplarindaki
bireylerden ve Hacettepe Uni. Tip Fakiiltesinde gtrev yapan saglikly gonul-
liiterden alinan kan orneklerinden ayriian serumliar calisilincaya kadar
-25%C de saklandr. Ayrica, transplantasyon yapilan hastalarda virus reak-
tivasyonunu arastirmak amaciyla, Hacettepe Oni. hastanelerinde bibrek ve
kemik 111§% transplantasyonu yapilan hastalardan transplantasyondan dnce
ve 21 giin sonra olmak lzere 2 serum drnedi toplandi. Ayrica bu hasta-
Jardan transplantasyondan sonra olmak iizere steril idrar drnekleri alin-

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

mus VYero hlicre kiiltlrlerine ekildi.

Hicre KUltiird Hazirlanmasinda Kullanilan Vasat ve Sclisyonlar

Uretme vasati : Vero hiicre kiiltirlerinin Uretilmesi i¢in tagle's

MEMO (Minimal Essential Medjum Otoclavable) vasati ticari olarak Gibco
firmasindan sadlandi., Toz halindeki vasattan 9.526 gr, 1000 ml iyonsuz
suda ¢oziilerek 1219C de 15 dakika otoklavda steril edildi ve kullanilin-
caya kadar 4°¢C de sakland1. Hicre kilturleri icin kullanilacadt zaman
sodyum bikarbonat (NaHCO3) ile pH s7 ndtral pH a ayarlandy ve ic¢cine ure-
meyi desteklemek amaciyla % 1 oraninda gliutamin ve % 10 oraninda fotal
dana serumu eklendi. Bakteriyel kontaminasyonun tnlenmesi i¢in de % 1

streptomisin-penisilin ilave edildi.

F5tal Dana Serumu : Gibco firmasindan ticari olarak sadianan 500 ml

hacimdeki FCS, 100 ml 1ik hacimlere bdliinerek -25% de, ¢oziildiikten sonra

ise 49C de saklanda,

‘Glutamin : Isiya duyarlt olmasindan dolayr MEMO vasat: igeriginde
bulunmayan L-g1utam€n, ticari olarak Sigma firmasindan saglandi. Yiiz ml
iyonsuz suda ¢oziilen 2.92 gr glutamin siispansiyonu Seitz filtresinden

sizilerek steril edildi ve 4°C de saklanda.

Streptomisin-Penisilin Stspansiyonu : 1 milyon linite kristalize pe-

nisilin ve 1 gr streptomisinin 108 m? steril iyonsuz su icerisinde ¢zl -
mesiyle hazirlanan SP sollsyonu, 10 ar ml olmak Uzere steril kapakli tlp-

tere dagitildy ve kullanilincaya kadar -259C de saklandi.
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pH sinTn ayarlanmast amaciyla kullanilan bu sotiisyon, 100 mi iyonsuz suda
7.8 gr NaHCO3 Un cdzilmesiyle hazariandl ve 10 atm. de 15 dakika steril

editerek 4°C de saklands.

Fosfat-tuzlu su tampornu (PBS) = Hicre kUltlirTerinin artik maddeler-

den temizlenmesi ve yikanmasi amaciyla kuilanilan PBS standart formile gi-

re (Dulbecco's PBSY haziriandi (87a). Kullanilincaya kadar 4°C de saklandi.

Tripsin : Proteolitik bir enzim olan tripsin, hicre pasaji sirasin-
da hiicrelerin sise yizeyinden ayriimast amaciyia kultlanildi ve asagidaki

formile gdre hazirland,

1 O P 4.00 gr
e 0.10 gr
NaZHPO4 ...................... 0.575 agr
veya

Na PO, o 2Hp0  oviviiinnns 0.720 gr
KHZPO4 ....................... 0.10 gr
Tripsin oo it e, 2.50 gr

Bu maddeler 500 ml iyonsuz suda eritildi ve 0.5 ml fenol kirmizist ekle-
nerek % 7.8 Tik NaHCO3 ile pH ayariandi. Bir gece 49¢C de bekletitdikten
sonra 5 ml SP eklendi ve Seitz filtresinden slizllerek steril edildi. 100 er

mi olmak lUzere siselere bolindl ve kullamitincaya kadar -259C de saklandy.

Versene @ Hicre kiiltirlerinin pasajtr sirasinda kullanilan bu kelat

ajan1 Ca ve Mg iyonlarini tutarak hicrelerin sise yiizeyinden ayrilmasin?

saglamaktadir. Versene sollsyonu asagidaki formile gbre hazirtand:

1T 0 4.00 gr
(o SR 0.10 gr
| L |y By

r\azdPO4 ........................ 0.575 gr
KHZPO4 ........................ .10 gr
Versene (EDTAY .o enereercnnens 0.10 gr

(EDTA : Ethylene diamine tetrz-acetic acid disodyum *.zu)
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Bu maddeler 500 ml diyonsuz suda eritilerek, otoklavda 15 dakika 10 atm.

de steril edildi ve 4°C de saklandi.

Hiicre Kiltirlerinin Pasajlarla Codaltilmasa

Bu amagla, tek tabaka olarak uretilen hiicre kiltiirlerinin vasat: do-
killerek tripsin-versene karisim: ile jyice yikandi. Bu karigim dokiil dik-
ten sonra tekrar 0,1 ml tripsin ve 0.1 ml versene ilave edilerek hiicreler
37°C de 5-10 dakika bekletildi. Boylece tim hlicrelerin sise ylizeyinden
iyice ayrilmasi saglandi. Hicreler tamamiyle dokildiikten sonva hiicre kiil-
turd sisesine b ml MEMO vasati eklenerek pipetaj yapiidi. Bu hlicre sispan-
siyonu, steril kapakli bir tlipe alinarak 2000 rpm de 10 dakika santrifiij
edildi, Bu slre sonunda, Ust sivi atilarak hlicre ¢okeledi 5 ml MEMQ vasa-
t1 ile pipetaj yapildi ve her siseye 2x108 hiicre disecek sekilde 2 ya da
3 siseye bGliunerek iizerlerine (5-7 ml) % 10 FCS ve % 1 SP idceren MEMO
vasaty eklendi., 37°C 1ik etve kaldirilan hicre kiltirleri herglin izlene-

rek gerektiginde vasatin pH s1 % 7.8 1ik NaHCOS ile notral pH ya ayartan-
di. Gerektiginde ise, 01l hiicrelerin ve yodun metabolik artiklarin uzak-
lastirilmassy amaciyla hiicreler PBS sollisyonu ile yikanarak, Uzerlerine
yeni vasat eklendi, 3-4 gln icinde tek tabaka olarak Ureyen hiicre kif-

tiirleri, bu sekilde tekrar pasajlarla cogaltildi (87a) (Resim 1-a).

Hicre Kultiurlerinde BKY un UOretilmesi ve Antijenin Hazirlanmasi :

Bu amacla, tek tabaka halinde liretilen Vero hlicre kiiltirlerinin va-
satlar: ddkilerek PBS ile yikandiktan sonra, hemaglitinasyon titresi
1/256 olan BKY GS susu 0.1 ml inokiile edildi ve 37°C de 90 dakika, 10
dakikada bir karistirilarak inkiibe ediidi. BOylece virusun hiicrelere ad-
sorbsiyonu ve penetrasyonu sajlandi. Bu slire sonunda virus ekili hicre

kiltlirlerinin tzerine % 2 FCS, % 1 glutamin ve % 1 SP igeren MEMO vasa-
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tindan 7 mi eklenerek inkibasyona birakiidi. Hicreler hergiin sitopatik
etki yoniinden izlenerek gerektidinde NaHCO5 ile pH ayarlandi. Hicre yuvar-
laklasmasy ve graniilasyon ile karakterize sitopatik etki 10-15 inci glin-
de saptandi. Virus Uremesi, belirii araliklarla alinan hiicre kiltird va-
satinin hemagliitinasyon testine tabi tutulmasiyla da izlendi. Tam sitopa-
hemagliitinasyon testi ile saptandiktan sonra enfekte hiicreler tamamen
dokiilerek kil tur vasatyr steril kapakli tiiplere alindi. 50 Watt da 30-60
saniye sonifiye edildi (Sonifier B-12) ve bu 151eﬁ1e hicrelerin parcalan-
masi ve virusun vasata gecmesi sadlandi. Bu siispansiyon, 20 dakika, 2000
rpm de santrifiij edilerek Ust sivi alindt ve 1 ml 1ik hacimlere bdgliine-
rek antijen olarak kulianilmak lzere -25°C de saklandq. Kullanilacagi za-

man antijenin titresi hemagliitinasyon testi ile saptandir (33).

BKY antijeninin hazirlanmasi sirasinda, normal hiicre kiiltlirlierine
de virus ekilmeksizin ayni islemler uygulandy ve kontrol antijen olarak
kullanildy, Vero hilcre kiltiirlerinde liretilen BKVY, antijen hazirlanmasi-
nin yanisira veni hiicreleri enfektie etmek amaciyla kiiciik miktariara bﬁ1ﬁ~

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

Hicre Kiltirlerinde Uretilen BKV Titresinin Hemagliitinasyon (HA) ile

Saptanmasi

Deneyde kullanilan sollisyon ve gerecler :

Eritrositier : HA ve HO deneylerinde ku11an11an insan 0 grubu erit-
rositieri, heparinti tipe alinan 0 grubu kanin 3-4 kez serum fizyolojik
(SF) ile yikanmasi ile hazirlandi. Paket eritrositlerin SF icerisinde

% 0.5 14k siispansiyonu yapilarak deneyde kullaniidi.
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Resim 1-a : Normal devaml1 maymun bobrek hiicre kultiuri {Vero)
(Giemsa boyasi, 10%).

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

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

findan ticari olarak saglanan steril SF kullanildi.

Mikroteknik gere¢leri

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

Test Kagitlari (go-no-go) : Looplarin hacmini kontrol etmek igin
kullanilan ve ulzerinde 0.025 ml siv1 emme yetenedinde daireler
bulunan Gzel emici kagitlardir.

U tabanli pleytler : Tabanlari U seklinde olan ve 8x12 adet ¢ukur
iceren polistiren yapisinda pleytlierdir.

Test okuma aynasi : Deney sonuglarinin dederlendirilmesinde kul-
lanilan ig¢biikey (konkav) yapida bir aynadir.

Hemagliitinasyon Deneyi : Hiicre kiultiirlerinde iiretilerek hazirlanan

BKV titresi HA deneyi ile saptandi (87b).

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

I1k ¢ukura diluter ile test edilecek virus Grnedinden 0.025 ml ko-
nuldu ve seri sulandirimlari yapildi. Ozerlerine 0.050 ml SF dam-
latilds,

Tum ¢cukurlara % 0.5 1ik insan 0 grubu eritrosit siispansiyonundan
0.025 ml damlatilarak pleytler karistirildi ve 4°C de en az 1 saat
inkiibe edildi.

Eritrosit kontrol ¢ukuruna ise, 0.075 ml SF ve 0.025 ml % 0.5 1ik
insan 0 grubu eritrositleri damlatildi.

Degerlendirme : Tam hemaglitinasyon gdsteren en yiiksek virus sulan-
dirimi, 1 HA Unitesi olarak kabul edildi. HO deneyinde 4 HA U an-
tijen kullanildi. Calismamizda hiicre kiiltirlerinde iirettigimiz

BKV un 1 HA iinitesi 1/256 olarak saptand: ve HU deneyinde 1/64
oraninda sulandirilarak kullanildi.
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Test Serumlarinda BKV Antikorlarinin Hemaglitinasyon Unlenim (HU) Deneyi

ile Saptanmasi

Cesitli yas gruplarindan toplanan serum Orneklerinde BKV antikorlar
HO deneyi ile arastirildi. Deneyden Once tim serum Ornekleri absorbe ve

inaktive edildi.

Test serumlarinin absorbsiyonu : Test serumlarinda insan O grubu erit-

rositlerine karsi bulunabilecek antikorlarin ortadan kaldirilmasi amaciyla
tuim serumlar, 3 kez SF ile yikanmis insan O grubu paket eritrositleri ile
absorbe edildi. Bu amacla, serum Grneklerinin icerisine 0.05 ml paket
eritrosit eklenerek oda 1s1sinda 30 dakika bekletildi ve daha sonra se-
rum ornekleri 2000 rpm de 5-7 dakika santrifiij edilerek eritrositler se-

rumdan uzaklastirildir (1).

Test serumlarinin inaktivasyonu : Test serumlarindaki 0zgiil olmayan

inhibitdrierin uzaklastirilmas1 amaciyla Once tim serumlar 56°C de 30
dakika 181 ile inaktive edildi. Daha sonra tim serum Grnekleri sodyum

periodat (Nal0,) ile asagidaki gibi muamele edildi (33) :

1 volim (0.1 ml) serum drnedi Uzerine 3 volim (0.3 ml) M/90 Nal0,
eklendi ve 15 dakika oda 1s1sinda inklibe edildi. Daha sonra lzerine
6 volium (0,6 ml) % 0.6 11k gliserol eklendi ve biylece Nal0, n
fazlasy1 notralize edilmis oldu,

- Bu sekilde hazirlanan ve final diliisyonu 1/10 olan serum ornekleri MU
deneyine alind,

Esas Deney :

~ Mikropleytin calisilacak tUm cukurlarina 0,025 ml SF damlatilds.

= 11k cukurlara inaktive edilerek 1/10 dillisyonda hazirlanmis serum
orneklerinden 0,025 ml diluter 1le konuldu ve seri sulandirimlari
hazirlandy, Bdylece serum drnekleri 1/20 titreden baglayarak 1/2560
titreye kadar sulandiriimis oldu,
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- Tum cukurlara 0.025 ml daha once HA testi ile titresi saptanmis vi-
rus antijeninden 4 HA lnitesi eklendi ve bu karisim 1 saat oda
1s1sinda inkiibe edildi.

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

= Virus kontrol cukuru, 0,050 ml SF, 0,025 ml virus ve 0,025 ml % 0.5
1ik insan O grubu eritrosit slspansiyonu damlatilarak hazirlandi,

- Eritrosit kontrol qukuru, 0,076 m! SF ve 0,025 ml % 0.5 11k insan
0 grubu eritrosit slspansiyonu damlatilarak hazirlandi,

- Her seri calismada ayrica negatif ve pozitif kontrol serumlari da
teste alind1,

- Degerlendirme : Virus kontrol cukurunda hemaglitinasyon, eritrosit
kontrol ¢ukuruna ¢okme oldudunda test dejerlendirildi ve hemagliti-
nasyonun tamamen Onlendigi en yiiksek serum sulandirimi o serumun HO
antikor titresi olarak kaydedildi (Resim 2),

Serudm no! s 12,

’\/‘\M/‘\Aﬂf\f\ﬂﬂﬂ
o i, 'ﬁ‘*’ o o

-«*\/’\Lf\ ‘\. "’b -""q

\*‘\\-\‘“\"‘\“‘\\'\

)
\ \ \"'\"*-\ ""i."\.

pUSINS WnuS

"\ \-\ =~
l
-.,*-...m-\*\ =V

i

.-," P ‘l‘ﬁl."

Resim 2 @ HemaglUtinasyon Unlenim Deneyi.
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Test Serumlarinda BKV Antikorlarinin Kompleman Birlesmesi Deneyi (KBD)
ile Saptanmasi

Test serumlarinda BKV antikorlarinin saptanmasinda KBD in duyarli-
113101 ve HO testi ile uyumlulugunu belirlemek amaciyla farkli HU titre-
lerine sahip cesitli yas gruplarina ait serum drneklerinde KBD kullanila-

rak BKV antikorlari aranmistir.

Kullanilan madde ve soliisyonlar :

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

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

formile gore hazirlandr :

572 5 L sl i i oy e e VR R 8.50 gr
5.5 diethyl barbiturik aS1E iisideesssiinis 0.575 gr
Na 5.5 diethyl barbitlrat L sdeseessass 0.20 gr
MgCl2 . 6H20 .............................. 1.65 gr
CaCly ivvurerncesieriornrerienncrensencnes 0.28 gr

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

suz su ile 1/5 11k sulandirim1 yapi1ldi ve pH 7.2 ye ayarlandi (87c).

Eritrositler : KBD inde kullanilan koyun eritrositleri, H.0. Deney

Hayvanlari Bdliimiinden saglandi. Standart yontemlere gore hazirlanan ve
eritrositlerin stabilitesini saglayan Alsever sollsyonunda 4°C de saklan-
d1 (87c). Kullanilacaginda VB ile 2000 rpm de 10 dakika santrifiij edile-
rek 3 kez yikandi ve iist s1v1 tamamen berrak oldugunda paket eritrosit-

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

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

Hemolitik Sistem : Paket koyun eritrositlerinin VB icerisinde hazirlanan

% 4 lik slspansiyonu ile yine VB ile 1/100 oraninda sulandirilmis hemoli-
tik serumun esit hacimlerde karistirilmasiyla hazirlandi. 15 dakika 7%

de bekletilerek duyarlilastirildiktan sonra deneyde kullanildi.

Kompleman : Kompleman olarak 1 yasindan kiiciik erkek kobaydan alinan
kalp kaninin ayrilan serumu -25°C de sakland1. Kullanilacadi zaman asagi-

daki yontemle titre tayini yapildh.

- Mikropleytin ¢calisilacak cukurlarina 0,025 m1 VB damlatildi.

- Test edilecek komplemandan loop ile 0.025 ml alinarak ilk ¢ukura
kondu ve diger cukurlara seri diliisyonlari yapilds.

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

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

- Mikropleyt 37°C de, 30 dakika karistirmak suretiyle 1 saat inkiibe
edildi. Daha sonra 4°C ye kaldirilarak tam ¢tkme sa§landiktan son-
ra sonuglar degerlendirildi.

- Dederlendirme : % 50 hemoliz ve % 50 cOkmenin saptandig:r kompleman
sulandiramr 1 kompleman Unitesi olarak kabul edildi (Hemolitik Doz
50 - HDSO)' KBD inde ise komplemanin 4 Unitesi kullanildi.

KBD de Kullanilan BKV Antijeninin Hazirlanmasy :

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

mamen dokilerek vasat sivisi steril bir tip i¢inde toplandir ve 3 kez
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dondurulup ¢0zlildi (1). Bu sekilde, hiicrelerin parcalanmasiyla olgunlasma-
mi$ virus antijenlerinin tamamen siviya ge¢mesi saglandi. Daha sonra bu
suspansiyon 20 dakika 2000 rpm de santrifiij edilerek list sivi alindir ve
antijen olarak kullanilmak lizere kiiclik hacimlere bolinerek -25°C de sak-

landi. Kullanilacaginda antijenin titresi chessboard yontemiyle saptands.

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

kullanildi.

Antijen ve Antiserum Titrelerinin Chessboard Yontemi ile Saptanmasi

Hazirlanan antijenin optimal dillisyonunu ve kontrol antiserumun tit-
resini saptamak amaciyla uygulanan chessboard yontemi asagidaki gibi ya-

pildl (87d) :

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

- U tabanli pleytin calisilacak ¢ukurlarina 0.025 ml VB damlatildik-
tan sonra, en yiilksek antijen sulandirimindan baslanarak makrodilus-
yonlara karsilik gelen ¢ukurlara vertikal olarak (yukaridan asagiya
dogru) 0.025 ml antijen sulandirimlari damlatildi. Bu sekilde en
diusiik suTandirima kadar devam edildi. Antiserum sulandirimlari da
ayni yontemle fakat horizontal olarak (soldan saga dogru) karsilik
gelen ¢ukurlara her sulandirimindan 0.025 ml olarak damlatildi.

- Antijen kontrol cukurlari 0.025 ml VB ve 0,025 ml antijen sulandi-
rimlarini,antiserum kontrol cukurlari ise 0.025 ml VB ve 0.025 ml
antiserum sulandirimlarini icermekteydi.

- Daha sonra kontroller dahil tiim ¢ukurlara 0.025 ml kompleman (4 HDSO)
damlatildi. Kompleman i¢in 4, 2 ve 1 iinite olmak iizere 3 ayri kont-
rol cukuru hazirlandi. 4 U kompleman ¢ukuru, 0.050 ml VB ve 0.025
ml 4 0 kompleman icermekteydi. 2 0 kompleman cukuruna 0.025 ml VB
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ve 0.025 ml 4 U0 kompleman konulduktan sonra loop ile karistirila-
rak 1 Unite i¢cin ayrilan ve 0.025 m1 VB igceren kontrol cukuruna
dilusyonu yapildi. Sonra 2 ve 1 0 kompleman kontrol cukurlarina
0.050 ml VB damlatilds.

- Pleyt iyice karistirilip 4°C de bir gece bekletildi. Ertesi giin,
% 4 koyun eritrositleri siispansiyonu ile 1/100 sulandirilmis hemo-
Titik serumdan esit hacimlerde iceren ve duyarlilastirilan hemoli-
tik sistemden tim cukurlara 0,025 ml damlatildi. Hemolitik sistem
kontrol cukuru ise 0.075 ml VB ve 0,025 ml1 hemolitik sistem konula-
rak hazirlands.

- Mikropleyt 37°C de 30 dakika, 10 ar dakikada bir karistirilarak,
30 dakika ise karistirilmadan olmak lzere 1 saat bekletildi. Daha
sonra 4°C ye kaldirilarak eritrositlerin tamamen ¢okmesi saglan-
diktan sonra sonu¢lar dederlendirildi.

- Degerlendirme : Optimal antijen ile antiserum konsantrasyonunun
karsilastigr ve komplemani bagladigr titreler degerlendirmede dik-
kate alindi. % 50 c¢okme ve % 50 hemolizin oldugu en yiikksek antijen
ve antiserum sulandirimi saptanarak, KBD inde 4 0 antijen kulla-
n1idy. % 100 hemolizin saptandigi sulandirim dikkate alindiginda
ise antijenin 2 Unitesi kullanilda,

Chessboard deneyi ile, hazirladigimiz BKV antijeninin titresi 1/8

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

Test Serumlarinin Hazirlanmasi :

Galisilacak tUm serumlar KBD inden @nce, 56°C de 30 dakika inakti-
ve edilerek kompleman ve antikomplementer etki uzaklastirildi, Isiyla inak-
tivasyona ragmen, kimyasal veya bakteriyel kontaminasyona, ylksek gama-
globulin miktarina veya komplemana karsi inhibitor varligina baglr olarak
ortaya ¢ikan antikomplementer etki asadidaki sekilde uzaklastirildr (87d):
- 4 voltim (0.4 m1) serum Uzerine 1 volum (0,1 ml) sulandirilmamis

kompleman eklenerek bir gece 49¢ de bekletildi. Daha sonra 37°C de
30 dakika tutuldu,
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Uzerine 2.7 ml VB eklenerek test edilecek serumun 1/8 diliisyonu
elde edildi. 60°C de 30 dakika inkiibe edildi ve boylece fazla komp-
Teman da inaktive edilmis oldu.

Esas Deney :

Test edilecek her serum i¢cin ayrilan bir sira mikropleyt cukuruna
0.025 m1 VB damlatilds.

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

Serumlarin 1/2 sulandirimlarini iceren ilk cukurlara 0.025 ml VB
(antijen yerine), diger diliisyon ¢ukurlarina ise 0.025 ml 4 0
antijen damlatildi. Boylece antijen icermeyen ilk cukurlar, test
serumu kontroll olarak degerlendirildi. Ayrica, antijen kontrol
cukuruna 0.025 ml VB ve 0.025 ml 4 0 antijen konuldu.

Kontroller dahil tim ¢ukurlara 4 iinite komplemandan 0.025 ml damla-
tildr. 4, 2 ve 1 linite kompleman kontrol cukurlariy ise asagida be-
1irtildigi sekilde hazirlandi.

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

2 0 kompl. kontr. 0.025 ml VB + 0.025 ml1 4 0 kompl. + 0,050 ml

1 0 kompl. kontr. 0.025 ml VB + 2 U komplemanin dillisyonu +
0.050 m1 VB

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

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

- Degerlendirme : Antijen, hasta serumu ve komplemanin 4 ve 2 uUnite
kontrollerinde tam hemoliz, hemolitik sistem kontrollinde tam ctkme
ve 1 Unite kompleman kontrolinde % 50 ¢cOkme, % 50 hemoliz saptandi-
ginda dederlendirme dofru olarak gerceklestirildi.

VB
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0zgul antikor igcermesi dolayisiyla antijeni ve komplemani tam ola-
rak baglayan ve hemoliz vermeyen test serumu dillisyonlari pozitif olarak
kabul edildi. Hemoliz vermeyen en yliksek serum sulandirimi, o serumun
kompleman birlesmesi antikor titresi olarak degerlendirildi. 1/4 den
yiiksek titreler antijene karsi immuniteyi, 1/4 den disiik titreler ise

duyarlil1§1 gostermektedir.

Test Serumlarinda BKV Antikorlarinin ELISA-IgG Yontemiyle Saptanmasi :

Test serumlarinda BKV antikorlarinin saptanmasinda ELISA-IgG yonte-
minin duyarli111dini ve HO testi ile uyumlulugunu belirlemek amaciyla HO
ve KBD ile antikor titreleri saptanan cesitli yas gruplarina ait serum oOr-

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

Kullanilan madde ve gerecler :

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

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

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

U tabanl1 mikropleytler : Deneyde antijen baglamak amaciyla kullani-

lan 6zel yapidaki U tabanli pleytler Organon Teknika firmasindan alindi.

Otomatik pipet : 10-100 mikrolitre damla verme yetenegindeki Eppendorf

varipette pipeti Abott firmasindan temin adildi.

Anti-insan IgG konjugati : insan Ig3 H zinciri Fc kismina kars? ke-

ciden elde edilen ve horseradish peroxidese ile isaretli konjugat ticari

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

Organon Teknika firmasindan temin edildi.

OPD diliisyon sivisi : % 0.02 Hidrojen peroksit iceren sitrat fosfat

tampon soliisyonu Organon Teknika firmasindan temin edildi.

Sulfurik asit : Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla kullanilan H2504,

1 N konsantrasyonda hazirlandi.

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

yonundan olusan yikama sollisyonu ile otomatik olarak 300 pl sivi verip
cekerek yikama yapan cihaz Organon Teknika firmasindan alindi. Aym1
sekilde, otomatik olarak 1s1 ve zamanin ayarlanmasi suretiyle mikropleyt-

Terin inkiibasyonunun yapi11dig1 ara¢c da ayni firmadan temin edildi.

Spektrofotometre : Mikroelisa test sonu¢larinin dederlendirilmesin-

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

kullanildi. Optik dansite dederleri 492 nm dalga boyunda okundu.

Esas Deney :

- U tabanli mikroelisa pleytlerinin calisilacak cukurlarana, 50 ul
crude BKYV antijeni damlatilarak 4°C de 12-48 saat inkiibe edildi.
Bu sekilde antijenin cukur yiizeylerine badlanmasi saglandi.

- Bu siire sonunda cukurlarda kalan sivi varsa alinarak pleytier kuru-
maya birakildi.

- Negatif kontrol serum ic¢in ayrilan 3, pozitif kontrol serum i¢in
ayrilan 2 cukura 100 ul ve test edilecek serumlar i¢in belirlenen
cukurlara da 100 er yl serum ornekleri otomatik pipetle damlatildy.

- Mikroelisa pleytleri inkiibattre konularak 50°C de 30 dakika inkiibe
edildi. Bu sUre sonunda yikama cihazi ile tlm gukurlar 4 kez 300 ul
yikama sollisyonu ile yikandr,
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- Mikroelisa pleytierinin calisilan tim cukurlarina 100 pl anti-
insan IgG konjugati eklendi ve tekrar 50°C de 30 dakika inkiibe
edildi,

- Yikama cihazi ile cukurlar 4 er kez 300 pl yikama soliisyonu ile y1-
kandiktan sonra tim cukurlara 100 pl OPD soliisyonu damlatildi. OPD
soliisyonu, OPD tabletlerinin 0zel dillient sivisinda verilen stan-
dart miktarda ¢oziilmesiyle hazirlandi. Blank cukuruna ise sadece
100 pl OPD damlatilds.

- Pleytler 30 dakika oda 1si1sinda ve karanlik ortamda inkiibe edildi
ve daha sonra tim cukurlara 100 ul 1 N H2504 konularak spektrofoto-
metrede optik dansite dederleri renk dedisimine gore okundu.

Bobrek ve Kemik 11idi Transplantasyonu Yapilan Hasta Serumlarinda
BKYV Reaktivasyonunun ELISA-IgM Yontemiyle Saptanmasi

Bobrek ve kemik iTigi transplantasyonu yapilan hastalardan trans-
plantasyondan once ve 21 giin sonra alinan serum Orneklerinde akut enfek-
siyonun ya da reaktivasyonun gostergesi olan BKV-0zgiil IgM antikorlars
ELISA-IgM yGntemiyle arastirildir. Bu amagla deneyde, anti-insan IgM kon-
jugaty kullanildi ve ticari olarak Electro-Nucleonics Inc., Columbia'dan

temin edildi. EL1SA testi yukarida agiklandidir sekilde uygulandi (76).

ELISA IgG ve IgM testlerinde Cut off dederinin hesaplanmasi

Bu amacla, standart negatif ve pozitif kontrol serumlarinin ortalama
optik dansite dederleri kullanilarak Microwell System Peader 510 model
okuyucu tarafindan onerilen modul ve asadidaki formiile gore cut off he-

saplanda.

Cut off degeri = (1.000) NC; + (0.000) PEz + 0.025

NC
PC

J

: Negatif kontrol serumlarinin ortalamasi
: Pozitif » " "
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Bobrek ve Kemik 11igi Transplantasyonu Yapilan Hastalarda BKV Reaktivas-

yonunun Arastirilmasi

Serolojik Calismalar : Bobrek ve kemik i1igi transplantasyonu yapi-

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

lar, virus reaktivasyonunun gostergesi olarak kabul edildi.

Idrar Orneklerinden virus izolasyon calismalari : Bobrek ve kemik

i1igi transplantasyonundan 21 giin .sonra hastalardan alinan steril idrar
ornekleri 2500 rpm de 15 dakika santrifij edildikten sonra supernatan ste-
ril sartlarda alinarak pH s1 % 5 1ik fenol kirmizisi ve NaHCO3 ile notral
pH ya ayarlandi. Daha sonra idrar orneklerine 0.1/1 ml SP soliisyonu eklen-
di ve 4°C de 1 saat bekletilerek anti-bakteriyel etki saglandi. idrar
ornekleri, steril kapakli1 tliplerde tek tabaka olarak liretilmis Vero hiic-
re kiiltiirlerine 0.5 ml inokiile edildi ve 90 dakika 37°C de inkiibe edildi.
Bu sekilde, idrar orneklerinde varligi arastirilan virusun hiicrelere ab-
sorbsiyonu saglanmis oldu. Bu siirenin sonunda, tiiplerdeki ornekler dokii-
lerek hiicre kiiltiirleri tizerine % 2 FCS, % 1 glutamin ve % 1 SP igeren

MEMO vasatindan 2 ml eklendi. Hiicre kiiltiirleri 37°C de inklibasyona bira-
k11d1 ve 30-40 giin boyunca sitopatik etki ve HA yGniinden virus iremesi

takip edildi. Gerektiginde pH ayarlanmasi veya vasat degisimi yapildi.

Sitolojik tnceleme : Transplantasyondan sonra hastalardan alinan

ve yukarida bahsedildigi sekilde santrifiij edilen idrar Orneklerinin
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dipteki ¢dkelek kismindan hazirlanan preparatlar, metil alkol ile tesbit
edildikten sonra 1/10 sulandirilarak hazirlanmis giemsa boyasi ile 37°%
de 30 dakika boyanarak 1s1k mikroskobunda immersiyon objektifi ile ince-
lendi. Preparatlar, idrar sedimentindeki epitelial hiicrelerde c¢ekirdek

i¢i inkllzyon varligi yoniinden dederlendirildi (71). Her hastanin idrar

sedimentinden ikiser preparat hazirlandi.
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Calismaya, yaslari 0-69 arasinda dedisen 1123 birey (551 kadin,
572 erkek) dahil edildi. Bu test grubu, Hacettepe Universitesi cocuk ve
buyik hastanelerine ¢esitli nedenlerle basvuran 456, Marmara Oni. hasta-
nelerine basvuran 186, Trabzon Oni. hastanelerine basvuran 133 hasta ve
saglikl1 348 goniillliden olusmaktaydi. Ayrica, bobrek transplantasyonu
yapilmis 3 ve kemik i1i§i transplantasyonu yapilmis 7 hasta olmak lizere
toplam 10 transplantli hasta ¢alisildi. Transplantasyon yapilan hasta

grubunun yaslari 8-34 arasinda dedismekteydi.

Cesitli yas gruplarinda BKV-HU antikor diizeyleri ile ilgili bulgular :

HO deneyinde negatif ve 1/20 titre veren serumlar negatif, 1/40 ve
izerindeki titreler pozitif kabul edildi. 1/40 ve 1/320 arasindaki titre-
leri onceden ge¢cirilmis enfeksiyon, 1/640 ve lzerindeki titreler ise yeni

gecirilmis enfeksiyon yoniinden anlaml1 olarak dederlendirildi.

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

izere 7 grupta dederlendirildi.

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

Tablo 1 de gdsterilmis ve sematik olarak Sekil 1 de sunulmustur.



- 40 -

Tablo 1 : Cesitli yas gruplarinda Anti-BKV antikor prevalansi.

Anti-BKV antikorlari

Yas Gruplar Toplam
Negatif (%)  Pozitif (%) 1

0-11 ay 51 (38.6) 81 (61.4) 132
1- 5 yas 51 (34.7) 96 (65.3) 147
6-10 yas 30 (18.2) 135 (81.8) 165
11-17 yas 14 (10.7) 117 (89.3) 131
18-25 yas 21 (14.9) 120 (85.1) 141
26-40 yas 46 (18.9) 198 (81.1) 244
40 yas lzeri 29 (17.8) 134 (82.2) 163
Toplam 242 (21.5) 881 (78.5) 1128

.....

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

ve yas ilerledikg¢e hafif bir diisme gostermektedir.

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

istatistiksel bir fark saptanmamistir (P > 0.5; Tablo 2).
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Tablo 2 : Cesitli yas gruplarinda BKV-HO antikorlarinin cinsiyete
gore dagilimi.
Yas Cins Anti-BKV antikorlars Toplan
(=] (+)

0-11 ay K 25 {39.7)* 38 (60.3) 63
E 26 (41.3) 43 (58.7) 69
1- & yas K 25 (37.9) 41 (62,1) 66
E 26 (32.,1) 55 (67.9) 81
6-10 yas K 11 (14.7) 85.3) 75
E 19 (21 1) 71 (78.9) 90
11-17 yas K 5 (8.5) 54 (91.5) 59
E 9 (12.5) 63 (87.5) 72
18-25 yas K 14 (16,1) 73 (83.9) 87
E 7 (12.9) 47 (87.1) 54
26-40 yas K 25 (18.5) 110 (81.5) 135
E 21 (19.2) 88 (80.8) 109
40 yas Uzeri K 13 (19.7) 63 (80.3) 66
E 16 (16,5) 81 (83.5) 97
Toplam i 242 881 1123

* Parantez igindeki sayilar ylizde oranlarini ifade etmektedir.

Belirtilen yas gruplarinda BKV-HU antikor titrelerinin dagilim ve

oranlari1 da Tablo 3 de verilmistir,
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Tablo 3 : Cesitli yas gruplarinda BKV-HU antikor titrelerinin
dagilimi1 ve oranlari.

Anti-BKV-HU antikor titreleri

fas Calisilan
rupl
N e 0 1/20 1740 1780 1/160 1/320 1/640 1/1280 /2560
0-Th ay 132 3 S el e 3 e s
(38.6)* ( 5.1 ) o WO
1- 5 yas 147 T s T IORT  T AR (R
(34.7) ( 39.5 ) ( 258 )
6-10 yas 165 ot PR T R O - TR
(18.2) ( 59.4 ) (; @4 ]
11417 yas 131 7 F W e @ B B 4 8
(10.7) ( 67.2 ) (B e )
18-25 yas 141 § 13 2 @ 2 B B § 2
(14.9) ( 7.6 ) (R )
26-40 yas 244 5 #N W w % W e r 3
(18.9) ( 70.5 ) Cr $0.6
40 yas lzeri 163 SN TS SRR T R TR TR
(17.8) ( 73.0 ) (. a2 )
Toplam 1123 M 131 168 201 189 155 104 42 22

* Parantez igindeki sayilar ylizde oranlarini ifade etmektedir,

Tabloda gorUldugu gibi, kazanilmis bagdisikli1§yr ifade eden 1/40-1/320
arasinda HU antikor titrelerine sahip bireylerin oran1 yas ilerledikce art-
makta ancak yeni gecirilen bir enfeksiyonu ifade eden 1/640 ve daha lzerin-
de HO antikor titresine sahip bireyler % 25.8 orany ile 1-5 yas grubunda
toplanmaktadirlar. 6-10 yas grubunda bu oran % 22.4, 11-17 yas grubunda
ise % 22.1 bulunmustur. Yiuksek HU antikor titrelerinin en az oranda bulun-
dugu (% 2.3) yas grubu 0-11 ay olup bunu % 9.2 ile 40 yas lizeri yas grubu

izlemektedir,

BKV-HU antikor prevalansi ile yas gruplary arasindaki iliski $ekil 2
de gdsterilmistir,
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Anti-BKV antikorlarinin saptanmasinda HO, KB ve ELISA-IgG testlerinin

titre degerlerinin karsilastirilmasi, duyarlilik ve Gzgllliklerinin

saptanmasi ile ilgili bulgular :

Bu amacla, cesitli yas gruplari arasinda rastgele segcilen 110 serum
ornedinde BKY antikor diizeyleri HO, KB ve EL1SA-IgG testleri ile arasti-
rilmistir. Testlerin ozgiillik, duyarlilik ve uyumluluklari asagidaki for-

mile gore hesaplanmistir (88).

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

1

Ozglil 1k
Duyarlilik

1]

1

Uyumluluk

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

HO testinde 1/40 ve iizeri, KB testinde 1/4 ve lizeri ve ELISA-IgG testin-
de cut off dederinin lUzerinde absorbans veren serum Ornekleri pozitif

olarak kabul edilmislerdir.

Calisilan 110 serum ornedinin 46 s1 her test ig¢in pozitif, 21 i ise
her test i¢cin negatif sonuc vermistir. Dolayisiyla 110 serum Grnedinin

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

gore negatiflik ve pozitiflik oranlari Tablo 4 de goriilmektedir.

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

Test Negatif serum sayisi Pozitif serum sayisi Toplam
; _ (%) U TN | S T

HO 23 (21.0) 87 (79.0) 110

CF 58 (52.7) 52 (47.3) 110

ELISA~1gG 34 (31.0) 76 (69.0) 110
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ELISA-IgG testinde % 69 u pozitif sonu¢ vermistir,

HO ve ELISA-IgG testi sonug¢lari duyarlilik, 6zgiillik ve uyumluluk

yoniinden karsilastirilmis ve sonuclar Tablo 5 de verilmistir.

Tablo 5 : HU ve ELISA-1gG testlerinin ©zgulliuk, duyarlilik ve

uyumlugunun saptanmasi.

B T—

HO UzqullUk  Duyarlilik UyuMluluk

Test Pozitif  Negatif (%) (%) (%)
ELISA

Pozitif 73 2

Negatif 13 22 92 86 8
Toplam 86 24

Goruldugl gibi, ELISA-IgG testinin duyarlil gy % 86, Gzgullugu % 92

ve her iki testin uyumlulugu % 88 olarak saptanmistir.

HY ve KB testi sonuclari da Tablo 6 da verilmistir, KB testinde oz~

g1tk % 96, duyarlilik % 70.5 ve her iki testin uyumlulugu ¥ 74.8 olarak

belirlenmistir.

Tablo 6 : HU ve KB testlerinin Bzqlllik, duyarlilik ve uyumlulugunun

saptanmasi.
HU Uzqu11Uk  Duyariilik  Uyumluluk
oy Pozitif Negatif ?%) (%) (%)
KB :
Pozitif 50
Negatif 36 23 96 70.5 74.8
Toplam 86 24
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KB ve ELISA-IgG testlerinin karsilastirmali sonuclari ise Tablo 7

de gorilmektedir.

Tablo 7 : KB ve ELISA-IgG testlerinin ozgiillik, duyarlilik ve
uyumluludunun saptanmasi.

T KB Uzgullik  Duyarlilak  Uyumluluk
pozitif Negatif (%) (%) (%)
ELISA
Pozitif 47 29
Negatif 4 30 67 92.7 76.9
Toplam 51 59

KB testine gdore ELISA-IgG testinin ozglillugl % 67, duyarliligr % 92.7

ve her iki testin uyumluludu ise % 76.9 olarak bulunmustur,

HU, KB ve ELISA-IgG testleri arasindaki Ozgiilliik, duyarlilik ve

uyumluluk sematik olarak Sekil 3 de gdsterilmisgtir,

YOZDE

100 +

80 -
60|
40 -

20

0ZAULLOK

UYUMLULUK

([T KB~ELISA

B HO-ELISA
SEKIL 3 : TESTLER ARASINDAK! UZGOLLOK, DUYARLILIK ve UYUMLULUK.
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Bobrek ve Kemik 11i§i Transplantasyonu Yapilan Hastalarda BKV Reaktivasyo-
nunun Serolojik Bulgulari :

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

de gésterilmistir.

Tablo 8 : Bibrek ve kemik i11g1 transplantasyonu yapilan hastalarin
Serolojik Bulgulariy.

v -

HO titresi ¢B titrmsi ELISA-I1gG 0.D ELISA-IgM 0,D
itres
R, SRR Sk TF?;?D' : cutoff:0.1681  cutoff:1,201

2.0, “L.8,. 0. LSS LB, bs.  Tad. L8

T LiE K 34 Bobrek 1/80 1/160 1/8 1/8 0,190 0,204 0.773 0,578
¢ E.b E 26  Bobrek 1,40 1/160 1/4> 174 0,111 0,126 0,140 0,978
*3 MY E 29 Bobrek 1/40 1/320 174> 1/4 0.091 0.211 0.964 1,655
4 F.5 K 16 K.1. 1/160 17160 1/4> 1/4 0,155 0,181 0.771 0.510
*6 LK E 2 K.y 1160 1/640 1/4> 1/4 0,104 0,185 0,903 1.227
H.0 K 23 K., 1160 1/320 1/8 /8 0,178 0.286 1,067 0.775

Y.E K & K.L 1/640 1/1280 1/4> 1/16 0,098 0,117 0.759 1.040

" FiRe K 19 Kits 1/320 1/1280 1/4> 1/4 0,106 0.190 1,013 2.078
9 H.T. E 2 Kol 1,320 1/640 1/4> 174 0,176 0,184 1,030 1,045
q0 BBy E 15 K., 1/40 17160 1/4> 1/4 0.122 0.166 0.757 1.791

Gorildugl gibi, bobrek transplantasyonu yapilan 3 no'lu hastada ve
kemik 11141 transplantasyonu yapilan 5, 8 ve 10 no'lu hastalarda trans-
plantasyondan dnce ve sonra alinan serumlar arasinda HU titrelerinde
4 kat1 artis saptanmistir. Ayrica bu hastalarin transplantasyon tncesi
serumlarinda ELISA-1gG antikor diizeyleri cutoff degerinin altinda iken
transplantasyon sonrasi serumlarinda cutoff degerinin oldukca lizerinde
optik dansite degerleri saptanmistir.
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Bu hastalarin transplantasyon sonrasi serumlarinda ELISA-IgM de-

gerleri de pozitif bulunmustur,

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

rin hicbirisinde IgM antikorlari bulunamamistir.

7 no'lu hastanin KB antikor titreleri iki serum érnedi arasinda ol-
duk¢a biyiik bir artis géstermis ancak HO testinde 2 kat artis saptanirken

IgG ve IgM antikorlari: negatif bulunmustur.

Bobrek ve Kemik 11igi Transplantasyonu Yapilan Hastalarin idrar Ornekle-

rinde BKV Reaktivasyonunun Gosterilmesinde Virolojik ve Sitolojik
Calismalar ile 11gili Bulgular :

Bobrek ve kemik il1igi transplantasyonu yapilan 10 hastadan transplan-
tasyon sonrasi 21. giin alinan steril idrar Orneklerinin Vero hiicre kiiltir-
lerine inokiilasyonu ve santrifiij edilen idrar sedimentinin Giemsa boyasi

ile boyanarak incelenmesiyle elde edilen bulgular Tablo 9 da verilmistir.

Tablo 9 : Bobrek ve Kemik i1idi transplantasyonu yapilan hastalarin
virolojik ve sitolojik bulgulari.

’ . ‘i tdrar Ornegdinde
ba lsim Cins XasTransp.Eip Virus izolasyonu tnkliizyon cis.
1 LE 34 Bobrek - 7
2e ELC WE 26 Bobrek - &
3 HY & 29 Bobrek - =
g FaSEk 16 K.1. - o
5 Ll O E 22 K.1 - +
6 H.0 K 23 K.1 - -
7 YiE K 8 K.t - =
8 F.R K 19 K.1 # -
9 Hal U E 12 K.1 E =
8 BB E 15 Kl - -
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orneklerinden hi¢birisinde virus izolasyonu basarili: olmamamistir.

tdrar orneklerinin santrifiigasyonu ile sedimentin Giemsa ile boya-
narak mikroskopta incelenmesi sonunda da yalnizca 5 no'lu hastanin idrar
dgrnedginde BKV icin tanimlanan tipik gérinUmde, cekirdek ig¢inde inklUzyon
cisimeigi gorllmistir (Resim 3), Bu hasta, serolojik olarak da BKV reak-
tivasyonunu gdsteren serokonversiyonun ve IgM antikorlarinin saptandig

hastadir (Tablo 8).

Serokonversiyon saptanan ve IgM antikorlari pozitif olan diger
transplantly hastalarin idrar sedimentlerinde inklUzyon cisimci§ine rast-

lanmamistir,

Resim 3-a : Bobrek transplantasyonu yapilan hastanin (L.K.)
idrar sedimentinden hazirlanan preparatta gorilen
normal epitel hicreler (Giemsa boyasi, 100X).
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Resim 3-b : Ayn1 hastanin preparatinda goriilen cekirdek i¢i
"Baykus gozu" seklindeki inklizyon cisimcigi.
(Giemsa, 100X)

Resim 3-c : Aynt hastamin preparatinda, stoplazmanin daralmasi
ve cekirdedin yogunlasmasy ile karakterize etkinin

gtirildigii hiicreler. (Giemsa, 100X)



Cocukluk dGneminde viruslar birgok solunum yolu enfeksiyonuna ne-
den olmekia beraber benzer kiinik bulgular olusturmalari nedeniyle ay1-
ric1 tani mimkin olamamaktadir. Bu konuda klinisyene yardimci olan en
cnemii kriter bir viral enfeksiyonun toplumda epidemiyoliojik 0zelligi-
dir. Viral enfeksiyonlarin laboratuvar tanist ise, etkenin klinik &rnek-
te gosterilmesi veya izolasyonu ile etkene karst olusan antikor titrele-
rindeki artisin saptanmasy veya tzgul IgM antikorlarinin gOsterilmesi

ile yapiimaktadir,

tnsan polyomavirusu olan BK virusunun da cocukluk caginda solunum
yolu enfeksiyonundan sorumlu viruslar arasinda yer aidigt ve dinyada bir-
cok populasyonda bu virusa karsi yUksek oranda antikor bulundugu bildi-
rilmektedir (6,18). 11k kez 19?1 yilinda bobrek transplantasyonu yapilan
bir hastanin idrarindan jzole edilen BKY ile ilgili olarak 1973-75 yilla-
r1 arasinda yapilan i1k sercepidemivolojik calismalar sonunda birgok il -
kede bu virusa karsi antikor insidansinin % 65-80 oraninda oldudu ve yasa

badiml1 olarak dedistigi gosterilmistir (36,41).

Uzellikle Brown ve ark.nin, aralarinda Tirkiye'nin de bulundugu
birgok Ulkeden sadtadidr toplam 1544 serum Srnedinde BKV HO antikorlari-
nin arastiritdi§r calisma oldukca ilgingtir (41). Bu arastiricilar, Tir-
kiye'den sagladiklari 38 serum Srneginde BKY antikor pozitifligini % 63
olarak bildirirken Brezilya, Paraguay, Malezya ve Yeni Gine gibi Ulkeler-

de bu oran1 ¢ok disiik (% 2-10) bulmuslardir.
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Bu 11k calismalary takiben, bircok ilkeden cesitli arastiricilar
gerek seroepidemiyolojik olarak gerekse immun slipresyonu olan ve hamile-
11k gibi risk1i gruplarda BKY antikor dizeylerini arastiran calismalar
yapm1$1ard1r {27,55,70,89), Sonuclar genel clarak dederlendirildiginde,
1-10 yas arasindaki ¢ocuklarda % 65, 10-17 yas arasinda % 90 dan fazla
ve eriskin kisilerde ise % 80 orantarinda BKY seropozitiflidi oldudu ve
BKV enfeksiyonunun erken cocukluk ddneminde kazani1id1g1 gercedi ortaya

¢gikmaktadir,

Ancak BKY un seroepidemiyolojisine itsi1k tutan bitin bu bulgular
codrafi, kiiltirel ve sosyoekonomik kosullari oldukca farkli olan llkemiz
icin ayni sekilde dederlendirilemeyebilir. Oysa yurdumuzda simdiye dek

BKV ile ilgili herhangi bir arastirma yapilmamistir.

Bu nedenle, toplumumuzda BKY antikor bulunma siklidiny ve yaslara
gore dag111m1n1 arastirmak amaciyla sunulan calisma planlanmistir. Cesit-
11 yas grupiarindaki toplam 1123 bireyden toplanan serum Grnekleri HU
testiyle arastirilmis ve % 78.5 oraninda BKY antikor pozitifligi saptan-
mistir (Tablo 1}. Bu oran Gardner tarafindan ingiltere'de yapilan calis-
mada % 62 (35), Flaegstad ve ark. tarafindan Norvec ve Portekiz'de yapi-
lan ¢alismada % 71 {43), Mantyjarvi ve ark. tarafindan Finlandiya'da
yapilan galismada % 58 (36), Shah ve ark. tarafindan A.B.D. de yapilan
calismada % 74 {42) ve Portolani ve ark. tarafindan italya'ya yapilan

calismada ise % 75 (44) olarak bildirilmektedir.

Cal1stigimiz populasyon Ankara, istanbul ve Trabzon illeri ve cev-
relerinden hastanelere basvuran bireyleri kapsadigindan, saptadigimiz
% 78.5 BKY antikor pozitifligi orani yurdumuzda BKYV un yayilmm ile iigi~-

1i genel bir fikir verebilir.
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BKV antikor pozitiflik oraninin yas gruplarina dagi:lwmy incelendi-
ginde, 0-11 ay yas grubunda % 61.4 ve 1-5 yas grubunda % 65.3 olan sero-
pozitiflik 6-38, 11-17 ve 18-25 yas gruplarinda % 81-90 a ulasmakta ile-
ri yas gruplarinda ise % 82 ye diuserek stabil kalmaktadyr (Tablo 1)}. Bu
bulgularimiz da, okul cadina kadar olan cocukiarin % 80-90 inda BKY anti-
koriarinin varligini gdsteren Gardner {35), Shah ve ark. (42} ve

Mantyjarvi ve ark. (36) ile paraleilik gidstermektedir.

0-11 ay yas grubunda saptanan 1/40-1/320 érasxndaki HO antikor
‘titreleri % 59 oranindadir ve biliyiik ¢lasilikla anneden pasif olarak ge-
¢cen antikorlari yansitmaktadir, Ancak bebeklerin % 2.3 linde 1/640 titref
de antikor bulunmasi, ya 6. aydan itibaren kazanilan primer BKV enfeksi-
yonuny ya da annenin BKY reaktivasyonu sonucu antikor titresindeki artis-
tan -dotay1r olabilir. 0-11 ay yas grubunda saptanan % 38.6 oranindaki ne-
gatiflik ise annenin seronegatif veya disik titrelerde BKV antikoriarina

sahip oimasina bagdlanabilir.

1-5 yas grubunda ise seropozitifiik % 65.3 oraninda saptanirken,
1/640 ve daha yiiksek HU antikor titrelerinin saptanma orani % 25.8 olaF
rak bulunmustur, Bu oran yas gruplari i¢inde saptanan en yiksek orandir
ve primer BKY enfeksiyonunun yeni gecirildigini vurguiamaktadir. Benzer
olarak, 6-10 yas grubunda da yiiksek BKV HU antikor titrelerine sahip ¢o-
cuklar % 22.4 oranindadir. Dolayisiyla 1-10 yas arasindaki cocuklarin
yakiasik % 50 si yeni gecirilen veya tekrariayan BKV enfeksiyonunun
sonucu olarak 1/640 ve daha yiiksek antikor titrelerine sahiptirier.
1-5 vas grubunda, 1/40-1/320 arasinda HO antikor titrelerine sahip birey-
Ter % 39.5 iken 6-10 yas grubunda bu oran % 59.4 dir (Tablo 3). GOruldi-

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

toplumumuzda da cocukluk yaslarinda kazanildigini gdstermektedir.

11-17 yas grubunda ise BKY seronegatiflik orant1 % 10.7 ye diiser-
ken, seropozitiflik yaklasik % 90 a ulasmaktadir. Bu yas grubundaki bi-
reylerin % 67.2 si daha Onceden bagisik olduklarinmi ifade eden 1/40-1/320
antikor titreierine, % 22.1 i ise yeni ge¢irilen veya tekrarlayan en-

feksiyonu ifade eden yiiksek antikor titrelerine sahiptirler.

18-25 yas grubunda seropozitifiik oran1 % 85.1 olarak saptanmis ve
bu bireylerin-de % 14.2 si BKV enfeksiyonunu bu yas dbneminde kazanmis -
lardir. 26-40 ve daha ileri yas gruplarinda 1/640 ve daha yiiksek HU anti-
kor titreleri saptanan bireylerin oraniy sirasiyia % 10.6 ve % 9.2 dir;
26-40 ve daha ileri yas grupiarinda ve seropozitiflik % 82 oranindadir.
Her iki grupta da saptanan yaklasik % 18 coranindaki seronegatiflik ise
ya bifeyTerin BKY ile hig¢ karsilasmadidini ya da cocukluk doneminde gegi-
riten enfeksiyon sonucu meydana gelen antikor]ar1n yas ilerledikce sap-

tanamayacak diizeylere diistiigind ifade etmektedir.

Bulgularimiz, BKY antikor prevalansinin yas gruplarina bagiml1 ola-
rak bir dagilim gosterdigini vurguiayan Flaegstad ve ark. ile Dei ve

ark. ile uyumluluk gostermektedir (19,20).

Seroepidemiyolojik ¢alismalarda, BKV antikor prevalansinin saptan-
masinda en cok kullanilan serolojik test MO testidir. HO testi, uygulana-
bilirlidi ve ¢ok sayida serumun ayni anda ¢alisilabilmesi gibi nedenler-
‘le tercih edilmektedir. Ancak BKY serolojisinde kompleman birlesmesi,
nétralizasyon, ELISA ve son yillarda da immunoblotting ve DNA ampiifi-
kasyonuna dayali ileri ydntemler cesitli amaclara yonelik olarak kulla-

nilmaktadir (72,77,78,80).
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Calismamizda, anti-BKY antikorlarinin saptanmasinda Snemli yeri
olan HO, KB ve ELISA testlerinin duyarli1lik ve Ozglilliiklerinin saptanma-
s1 amaciyla ¢esitli yas gruplarindan segilen 110 serum drnedi c¢alisilmis-
tir. Calisilan 110 serum drnedi, HO testi ile ¥ 79, KB testi ile ¥ 47
ve ELISA-I1gG testi jle % 69 pozitif sonu¢ vermistir (Tablo 4). KB testin-
deki pozitiflik-ylizdesinin diger 2 teste oranla diisiik olmasinin nedeni
genellikle akut enfeksiyen sirasinda pozitif olmast ve IgM antikorlari-
ntn komplemani daha iyi fikse etmesinden dolayidir. Gardner, HO ve KB
testleri ile yaptid1r seroepidemiyolojik calismada, KB testi ile daha
disik titreler ve diisik pozitiflik ylizdesi saptadigini ve HUO testinin

digerinden daha duyarli oldugunu bildirmistir (35).

Bulgularimiza gore HO festi KB testi ile kiyaslandiginda Ozgullik
daha yiiksektir (Tab10'6). Ancak, HU testi ile ELISA-IgG testi arasindak:i
uyumluluk dijer testlere gbre daha fazladir (Tablo 5). KB ve ELISA-IgG

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

Flaegstad ve ark., HO ve ELISA festlierini karsilastiran calismala-
rinda uyumlulugun yUksek oldugunu bildirmektedirler (75,76). Bizim ¢alis-

mami1zda da bu iki testin uyumlulugu % 88 olarak saptanmistir.

Sonuctarimiz HO festinin BKY antikorlarinin saptanmasinda oldukca
6zgil ve duyarliy bir test oldufunu disiindiirmektedir, ELISA-IgG testi de
HO testi ite olduk¢a uyumiu olmakla birlikte KB testi ile uyumluluk ora-
n1 % 76.9 dur. Calismamizda KB testi ELISA-IgG testine gdre daha duyarli
saptanmistir ancak serocepidemiyoiojik ¢alismalardan ziyade BKV seroloji-
sinde, akut bir enfeksiyonun gosterilebilmesi ya da serokonversiyonun ta-

kibi amaciyla uygulanabilir.
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Genellikle belirtisiz ya da solunum yolu enfeksiyonu seklinde gec~
rilen primer enfeksiyondan sonra bdbrek dokusunda Tatent olarak kalan BKY
immunsipresif veya sitotoksik ilag¢larla Ozellikle hlcresel immun sistemin
baskilanmasiyla reaktive olmakta ve idraria salinmaktadir (7,24,

40,82}, Bu durumda BKV reaktivasyonu gerek serolojik olarak gerekse id-
rardan virus izolasyonu ile gbsterilebilméktedir. Immunsiipresyon tedavi-

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

A,

E]

1i hastalarda BKY reaktivasyonu c¢esitli yontemlerle arastiriimistir (8,9,

10,25,45,49,90).

Bu bilgiler 1s1§inda, biz de ¢alismamizda bObrek ve kemik i11gd

transplantasyonu yapilan 10 hastada BKY reaktivasyonunu serolojik ve viro-

lojik yontemlerle arastirmay1 planladik. Transplantasyondan dnce ve 21
gun sonra hastalardan alinan serum Orneklerinde BKV antikor dizeyleri HO,
KB ve ELISA-IgG testleri ile galisilmis ve sonuglar Tablo 8 de verilmis-
tir. Btbrek transplantasyonu yapilan 1 hastada (3 no'lu hasta) ve kemik
111g1 transplantasyonu yapilan 3 hastada (5,8,10 no'lu hastalar) trans-
plantasyondan dnce ve sonraki serum Ornekleri arasinda HO testiyle

4 katn art1s gosterilmistir. Bu hastalarin transplantasyon oncesi
serumlarinda I1gG diizeyleri ELISA testiyle saptanamayacak dizeydeyken
transplantasyon sonrast serumlarinda cutoff dederinin Uzerinde absorbans
veren IgG antikorlary saptanmistir. Ayrica, belirtilen hastalarda, ELISA

testiyle BKV-Gzglil IgM antikorlari da pozitif bulunmustur.

Calismaya alinan bGbrek ve kemik 11ig1 transplantli1 hastalarimizin
hepsi transplantasyondan once seropozitiftirler, Dolayisiyla bu sonugla-
rim1z calisilan transplantll 10 hastanin 4 Unde BKV reaktivasyonu oldugu-
nun serolojik kanitidir., Calismaya aldigimiz hasta sayisinin az olmas)

nedeniyle istatistiksel bir defertendirme mimkin olmamistir. Ancak
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bilindigi gibi, transplantasyonlu hastalarin takibindeki zorTuklar nede-

niyle bu gruptaki hasta sayimz kisitli kalmistir.

Flower ve ark. bdbrek transplantasyonu yapilan 11 hastadan 8 inin
transplantasyon sonrasi éerum orneklerinde IgM antikorlarini pozitif bul-
muslar ve takip sonucunda bu hastalarda IgM antikorlarinin uzun siire kal-
d1gint gostermislerdir (8). Bu durum, hastalarda uzun siren bir antijenik
uyarim oldugunu dislindiirmektedir. Andrews ve ark. ise, bobrek transplan-
tasyonu yapilan 496 hastanin % 22 sinde HU testi ile BKV antikorlarinda
artis saptadikiarini ve bu hastalarda BKV enfeksiyonunun primer kazanilma-
sindan zlyade dnceden seropozitif olan bu bireylerde BKV reaktivasyonunun
gerceklestigini ileri siirmiislerdir (47). Kemik i1i§7 transplantasyonu ya-
pilan hastalarda da BKY reaktivasyon orani % 55 olarak, Arthur ve ark.
tarafindan bildirilmistir {51). Bu arastiricilar ayrica, hastalarin id-
rar Orneklerinden virus izolasyon oranini % 18 olarak belirtmisier ve BK
viririsi ile ylUksek antikaor titreleri arasinda bir iliski oldudunu tne

siirmiislerdir,

Kemik 11181 transplantasyonu yapilan 1 hastamizda (7 no’lu hasta)
HO antikor titreleri arasinda onemli bir art1§ saptanmazken KB antikor
titrelerinde ki serum arasinda olduk¢a bliylUk bir artis oldudu gGzlenmis-
tir {Tablo 8). Kompleman1 fikse eden antikorlarin IgM tiirli antikoriar
oldudu diisiniiliirse, KB antikor titresindeki yilkselme HO antikorlarina go-
re daha anlamli olabilir. Ancak bu hastada ELISA testi ile IgG ve IgM an-

tikorlarinin saptanamamasi bu duslinceyi desteklememektedir.

Dider transplantly hastalarimzda ise BKY reaktivasyonunun kaniti
olabilecek serolojik dederler elde edilememistir. HU ve KB antikor titre-

lerinde, iki serum arasinda ya 2 kat artis belirlenmis ya da herhangi bir
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artys saptanmamistir, DSrt hastamizin (1,4,6,9 no'lu hastalar) transplan-
tasyondan tnce ve sonraki serum Grnekierinde IgG antikorlari ELISA testi
ile pozitif, 1 hastanin ise {2 no'lu hasta)} negatif bulunurken, hicbiri-

sinde IgM antikorlari saptanmamistir (Tablo 9).

Calismamizda, bir bobrek ve 3 kemik i14g§i transplantasyonu yapilan
4 hastada HO ve KB gibi klasik testlerle serokonversiyonun gdsterilmesi
ve bu sonuclarin ELISA-IgG ve IgM testleriyle de teyid edilmesi BKV reak-

tivasyonunu a¢ikga ifade etmektedir.

Bobrek ve kemik i1igi transplantasyonu yapilan hastalarda BKY reak-
tivasyonu, serolojik yontemlerin yanisira hastalarin idrarlarindan virus
izolasyonu ya da idrar sedimentinin sitolojik yontemlerle incelenmesi ve
inklidzyon cisimciginin aranmasi ile de saptanabilmektedir. Jung ve ark.,
bobrek transp1antasyon1ﬁ 54 hastanin 10 unda HU ve KB testleri ile akut
enfeksiyonu gisteren art1s oldudunu bildirmisler ve 3 hastanin idrarla-
rindan da BKY izolasyonu yapmislardir (45). Bu arastivicilar hicre kil tiir-
Jlerinde BKY a §zglil sitopatik etkinin 8 haftada ortaya ¢iktigin1 ifade
etmektedirler. BKY un idrardan ilk izo1asydnunu gerceklestiren Gardner
ve ark. da, virusun Vero hiicre kiiltirtinde tiredigini gdsteren buigularin

108. ginde tesbit edildigini bildirmektedirler (1).

falismamizda bobrek ve kemik i11igi transplantasyonu yapilan hasta-
lardan alinan steril idrar Ornekleri Vero hiicre kiiltlirlerine inokule edil-
mis ancak hicbirinden BKY izolasyonu yapilamamistir, Bilindigi gibi, kli-
nik bir Brnekfen virus izolasyonunun mimkiin olabiTmesi i¢in Ornedin uy-
gun zamanda ve uygun sartlarda alinmis olmasi ve laboratuvara uygun sart-
Tarda gonderilmis olmasy1 gerekmektedir, Hastalarimizin idrar Ornekleri

uygun sartlarda alinmis ve gonderiimistir. Ancak idrarlarin alind1gy
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zamanlar virurinin baslamadid: ya da bittigi donemiere rastlamis olabi-
lir. Arthur ve ark., BK virurisinin transplantasyondan sonraki 4. ve 113.
gunlerde, ortalama 16-63 giin arasinda oldugunu ve hastalarin 13 hafta
izlenerek bir hastadan en az 2 ya da daha fazla idrar Grnedi alinmasi ge-
rektigini vurgulamaktadiriar (51}. Ayni arastiricilar, BK viriirisi colan
26 hastadan ajinan 4 er idrar drnedinden yalnizca bir tanesinden
virus izolasyonu yapabildiklerini bildirmektedirler, Bu konu ile ilgili
dider calismatarda da viriirinin intermitan tabiat1 dolayisiyla virus izo-
lasyonunun oldukga gil¢ oldugu ileri slirilmektedir (45,51,90). Calismamiz-
da hastalardan idrar Ornekleri transplantasyondan sonraki 15-21, giinler-
de alinmis ve Vero hiicre kiiltirlerine ekiidikten sonra 30-40 giin kadar
takip edilmistir. Hastalarimizdan mikerrer idrar orneklerinin toplanmasi

mimkun olmadigindan virus izolasyon sansmmiz da kisitl1 kalmstir.

-BKVY saliniminin hiicre kiiltiirlerinde lireyerek belirgin bir sitopatik etki
olusturmast ¢ok uzun zamanda gerceklesmektedir. Bu slire, klinik drnedin
icerdigi enfektif viral partikiul sayisina badli olarak haftalar veya ay-
lar arasinda dedisebilmektedir. Calismamizda, virus Uremesi ancak 30-40
giine kadar takip edilebilmis ancak bu slireden sonra hiicre kiiltlrlerinde
meydana gelen spontan bozulma nedeniyle izlenememislerdir. Hernekadar
hastalarimizin 1drar ornekleri -25°C de saklanmis ve hiicre kiiltirlerine

tekrarlayan ekimler yapiimissa da virus iiremesi saptanamamistir (Tablo 9}.

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

(25,49,90).

Bobrek ve kemik i1i§i transplantasyonu yapilan hastalarimizain idrar
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orneklerinden BKY izolasyonunun basarisiz olmasi, idrar Orneklerinin alin-
dig1 sirada virlrinin olmamasina, hastanin takip edilememesi ve dedisik
zamanlarda birden fazla Grnedin toplanamamasina ya da hiicre kiUltiri sis-

temierinin ¢ok uzun siire devam ettirilememesine bagli olabilir.

BKV reaktivasyonu, virusun idrardan izole edilmesinin yanisira ge-
rek elektron mikroskobik olarak gerekse sitolojik bovalarla idrar sedi-
mentinin incelenmesiyle de gdsterilebilir., Traystman ve ark., bGbrek trans-
pltantasyonu yapilan 91 hastanin 24 iinde elektron mikroskopu ve fmmun
efektron mikroskopi ile idrarda BKY varligini gostermislerdir (46},
Coleman ve ark. da, immun slipresif tedavi alan 37 kanserli hastanin
5 inde sitolojik olarak BKV inkliizyon cisimcigine rastladiklarini ve bu
sonuclarin da elfektron mikroskopi ile teyid edildigini bildirmektedirler
(73). Bizim hastalarimizin idrar sedimentinin Giemsa ile boyanarak ince-
lenmesi sonucunda yalnizca bir hastada (5 no'lu hasta) BKY i¢in tanimla-
nan tipik gOrilnlimde, ¢ekirdek iginde inkliizyon cisimcigdi gOsterilmistir
(Tablo 9). Bu hasta, BKV reaktivasyonunun serolojik olarak gbsterildigi
ve BKV-IgM antikorTari pozitif eolan hastadir. Diger hastalarin ve Gzel-
1ikle serckonversiyonun ve IgM antikoriarinin pozitif olarak saptandig:
hastalarin idrar sedimentlerinde dinkllzyon cisimcidine rastiapmamistir.
Bu sonu¢, idrar sedimentindeki epitel hiicre sayisinin yeterli clmamasi-
na, viririnin belirii zaman araliklarinda olmasina ya da teknik yeter-
sizliklerden dolay1 daha hassas histolojik boyalarin kullanilamamasina

baglanabilir,

Bobrek transplantasyonu yapilan hastalarda BKV reaktivasyonunun
nadiren de olsa liretral stenoz gibi bir komplikasyona neden oldudu ve

kemik 114g§1 transplantasyonu yapilan hastalarda da hemorajik sistit
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olusturdugu bilinmekte ve bu hastalarin klinik olarak takip edilmeleri
gerektigi ileri siirilmektedir (26,39,49,50,52). Ancak BK virus enfeksiyo-
nunun veya reaktivasyonunun doku atilimindaki roll ve hastaligin progno-

zundaki yeri heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Toplumlarda yaygin olarak bulunan ve onkojenik potansiyeli iyi bi-
1inen BK virus, olduk¢a genis bir arastirma konusu teskil etmektedir. Su-
nulan c¢alismam1z bu konu ile ilgili ilk ve Onci bir calisma-oiup bundan
sonraki birgok arastirmanin bir baslangicidir. Bundan sonraki amacimiz,
daha fazla immunsipresif hasta grupiarini ig¢ine alan ve virus jzolasyonu-

na agiritk veren ¢alismalar: gerceklestirmek olacaktir.



Calismamizda, ¢esitli yas gruplarindaki 1123 bireyden toplanan se-
rum drnekierinde yeni insan polyoma virusu olan BKV a karsi antikor di-
zeyleri HO testi ile arastiriims ve BKY serolojisinde kullanilan HU, KB
ve ELISA-IgG testieri ile 110 serum Orne§inde saptanan titre dederleri
karsitastirilmistir., Ayrica, bobrek ve kemik i1idi transplantasyonu ya-
pilan 10 hastadan transplantasyon Oncesi ve sonrasinda alinan serum Ornek-
Terinde BKY reaktivasyonu serclojik olarak, bu hastalarin idrar @rnekle-
rinde ise virolojik ve sitolojik otarak arastirilmistir.

Calistlan 1123 serum drnedinin % 78.5 inde BKV-HU antikorlari pozi-
tif bulunmus ve en yiiksek seropozitiflik orani % 89.3 ile 11-17 yas gru-
bunda saptanmistir. Uzellikle 1;5 ve 6-10 yas gruplarinda HO antikor dii-
zeylerinin diger gruplara gbre daha yiiksek titrelerde pozitif bulunmasi,
BKY enfeksiyonunun primer olarak cocukluk doneminde gecirildigini vurguia-
maktadir. ’

BKY antikorlarinin saptanmasinda sikiikla kullaniian HO, KB ve
ELISA-I1gG testleri ile de 110 serum Ornedinde alinan dederler kiyaslanmis
OzgUlliUk HO ve KB testleri kiyaslandidinda % 96, duyarlilik KB ve ELISA-
1gG testleri kayaslandiginda % 92.7 ve uyumluluk HO ve ELISA-IgG testle-
ri arasinda % 88 olarak saptanmistir. -

Bobrek ve kemik i1igi transplantasyonu yapilan 10 hastanin 4 Unde
BKY reaktivasyonu, serokonversiyon ve IgM antikoriarinin pozitifligi ite
gosterilmis ancak hastalarin idrar Orneklerinin hicbirisinden BKY izolas-
yonu yapllamamistir. Ancak, serolojik olarak BKV reaktivasyqnunun sap-
tand1dt bir hastanin idrar sedimentinin Giemsa boyasi1 ile incelenmesin-
de BKY a ©zgll g¢ekirdek i¢i inkliizyon cisimcidi gosterilmistir.

Yurdumuzda BKVY ile i1gil{ olarak yapilan bu ilk c¢alismanin bulgu-
lar1 1s1§Ginda daha genis ve ileri arastirmalar yapilacadl inancindayiz.



PREVALENCE OF BK VIRUS ANTIBODIES IN VARIOUS AGE GROUPS
[N QUR POPULATION AND INVESTIGATION Of BK VIRUS ACTIVATION
IN RENAL AND BONE MARROW TRANSPLANTATION PATIENTS

BY VIROLOGICAL AND SEROLOGICAL METHODS

SUMMARY

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

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

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

BKV reactivation was detected in 4 out of 10 patients with renal and
bone marrow transP1antat10n. Seroconversion were shown by IgM antibody
positivity and 4 fold antibody increase in HI test between 2 sera sampies
taken before and after transplantation, However BKV isolation in Vero cell
lines could not be succeed from any urine samples. Only 1 patient's urine
sediment contained uroepithelial cells with intranuclear inclusion bodies
characteristic for BKY when examined by Giemsa staining.

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