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EBV yapisi
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EBV yapisi

Zarf

‘ - Viral antijenlerin eklendigi konak hiicre sitoplazmasi
Epstein-Barr viriis
Kapsid

Polihedral kapsomer yapisinda viral protein
Enfekte B hiicrelerinin sitoplazmasinda olusur
Viral kapsid antijen (VCA)

Cift sarmal DNA
Konak B hiicresinin niikleusunda replike olur
EB-niikleer antijeni (EBNA)

Early antijen

Iki komponenetten olusan komplex

EA-D (yaygin- enfekte hiicrenin niikleus ve sitoplazmasinda)
EA-R (kisitl- sadece sitoplazmada)



“» EBV replike oldugu hicreye sitopatik etki yapmaz
“» EBV ile enfekte olup virlis genomunu igeren

hiicre devamli ireme 6zelligi kazanir

m Litik enfeksiyon

m Latent enfeksiyon

m Transformasyona neden
olabilen enfeksiyon
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EBV

~ EBV ile farkl enfeksiyon paternleri
gelisir

m Prodiiktif enfeksiyon ; differansiye
epitel hicresinde olusur

m Latent enfeksiyon ; B lenfositleri

m Transformasyon ; B lenfositleri



EBV
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EBV enfeksiyonlar:

EBV(gp350/220)

B lenfosit(CD21)

Viral DNA

/LA

Viral proteinler ve EBNA
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EBV - Replikasyon

m Enfeksiyondan kisa siire sonra az sayida erken gen
aktive olur

m Cogu DNA sentezini regiile eder

m Ayrica
EBNA-1 SYNTHESES OF VIRAL ANTIGENS
> EBNA-2
» EBNA-3
> EBNA-3B
» EBNA-3C
» EBNA-LP

v EA-1EA-2
v Viral DNA polimeraz
v Timidin kinazi kapsar
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EBV - Replikasyon

m Genomun replikasyonundan sonra viral yapisal
komponentleri kodlayan genler aktive olur

> Virus uUreten hicrelerde en fazla VCA saptanir

> Membran GﬂTithlZl"i(%dusan antikorlar notralizan
ozellikte) ; 9p350/220

» BZLF1 tarafindan kodlanan replikasyon
aktivator ; ZEBRA
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Viral kapsid antijen (VCA)

Acetone fixed B95-8 cells.
Stained for viral capsid antigen (VCA)
Multi-nucleated cell




a EBV genome: latent genes EBER1  EeggR2
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b Open reading frames for the EBV latent proteins
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EBNA-LP EBNA2 EBNA3A EBNA3B EBNA3C  EBNA1 LMP1

The Epstein—Barr virus (EBV) genome
Expert Reviews in Molecular Medicine ©2001 Cambridge University Press

m EBNA-1 viral genomun
replikasyon bélgesinde
bagldir(OriP)

m EBV genomu, latent
enfekte hiicrelerde
otonom replikasyon
6zelliginde bir veya ¢ok
sayida sirkiler epizom
olarak bulunur

m Latent proges 11 viral
genin transkripsiyonu
ile sirer ;

6 EBNA

3 LMP

2 EBV tarafindan kodlanan
RNA(EBER)



EBNA-1 S

LMP-1, LMP-2
B lenfosit gen uriinleri (CD21, CD23, c-fgr)

LMP-1 epitel hiicreleri ve B lenfositlerinin
transformasyonunda ve EBV'ye bagli onkogenezde énemili
roli vardir



EBV

EBNA-1 | EBNA-2 | EBNA-3 | LMP-1 | LMP-2 | EBER Kanser tipi
+ - - - - + Burkitt lenfoma
+ - - + + + Nazofarinks
kanseri, HH, T
hucreli lenfoma,
Kronik aktif EBV
enf
+ + + + + + Lenfoproliferatif
hastalik, X’e
bagl
lenfoproliferatif
hastalik, IMN
- - - - - + Saglikl tasiyici

NEJM, 2000, 343:481




EBV ve sorumlu tutuldugu hastaliklar

m Enfeksiyoz mononikleoz
m Burkitt lenfoma

m Nazofarengeal karsinoma

Hodgkin lenfoma

Immiinkompromize hastalarda gelisen lenfoproliferatif hastaliklar
Bazi T hiicre lenfomalari

Gastrik karsinomlar

Tonsil karsinomu

Supraglottik laringeal karsinom

Timik karsinom

Tiikriik bezi karsinomlari

Genis graniiler lenfositik l6semi
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Enfeksiy6z Mononiikleoz - Klinik

Mononukleoz:

Ates
Halsizlik

Bogaz agrisi

LAP
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EBV Epidemiyoloji
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EBV - Bulas

m EBV'nin enfeksiyoz
mononiikleozdan sonra aylar
surebilen uzun periyotlarda
farengial atilimi bildirilmigtir

m Bagisik kisilerin yaklasik
7%15-20'si az miktarda EBV'yi
herhangi bir donemde

tikriklerinde ekskrete
etmektedir

s Immiin baskilanmis kisilerde
bu oran %50'ye kadar
¢tkmaktadir




EBV - Tani

m Atipik lenfositler = CD8+T Lenfositler
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EBV Mikrobiyolojik Tant

m Heterofil antikorlarin saptanmasi

Paul-Bunnel Testi, Lam agliitinasyon testi, Mono-
Plus testi

m EBV spesifik antikorlar
ELISA
IFAT
IMMUNBLOT

m PCR
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Paul - Bunnel Testi

m Aralarinda filogenetik iliski olmayan ama
yapilari benzeyen antijenlere; Forssman
antijeni; Heterofil antijen denir

m Paul-Bunnel-> EBV- Koyun eritrositi
m Heterofil antikorlar IgM yapisindadir
m IgM hizli kayboldugu igin Paul-Bunnel
testinde aglitinasyon titresi hizli diser
1/56 ve lizeri anlamli "Titre artisi”




100uL HS PAUL- BUNNEL TESTI
250uL 250puL 250puL 250uL 250puL
0N NN O NN £
& & & () ® 250uL
400 N~ = = N~ ~ ’
v L L v Y 1 gece oda

1S1sinda
100pL %2 koyun eritrositi her tiipe konur inkiibasyon

1/7 1/14 1/28 1/56 1/112 1/224

Patient Serum Horse or Sheep RBC's

S
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Paul - Bunnel testi

Heterofil antikorlar hastaligin ilk haftasindan
itibaren serumda bulunabilir ancak 2.-3. haftada
pozitif olma olasiligi artar

Eriskinde %90 ortaya ¢ikar. 3-6 ay siireyle serumda
bulunur sonra kaybolur

Cocuklarda heterofil antikorlar gésterilemeyebilir,
ayrica dustk titredeki antikor cevabi 1 yila kadar
devam edebilir (Blake et al.,1976)
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EBV Antijenleri
m Viral Kapsid Antijen (VCA)
m Erken Antijen (EA)

m Epstein-Barr Nikleer Antijen (EBNA)
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Spesifik antikorlar

m EBV major antijenlerine karsi olusmus
antikorlarin gosterilmesi akut
enfeksiyon, kronik enfeksiyon ve
reaktivasyon ayriminda gereklidir

m EBV reaktivasyonunun gosterilmesi

ozellikle immin baskilanmis kisilerde
onemlidir
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Anti-EBV antikorlar:; Erken ve Ge¢ faz

Ge¢ faz

>
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Erken faz

Antikor titresi

CA (1gG)

CA (IgM)

EA (Ig6)
CA (IgM) +

CA (Ig6, diisik
avidite )

EBNA (IgG)
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Gec faz
Geg faz
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CA (IgG, yiiksek
avidite) +
EBNA (Ig6)
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Serolojik Sorunlar

Anti-CA (IgM)
(ender vakalarda)
pefsistan

yeni enfeksiyonlarin %5'inde
anti-CA (I%M) bulunmaz

25
Anti-EBNA (IgG) negatif glinkd:
yeni enfeksiyonlarin %20- - Kronik aktif EBV enfeksiyonu
30'unda - Hiicresel imminitenin baskilanmasi

(= Anti-CA (IgG) + Anti-EA (Ig6) T1)



ELISA

EBV-CA, EBV-EA, EBNA
Otomatik sisteme uygun
Kantitatif sonug

Avidite testi mimkin

farkl antijen igerikleri nedeni
ile testin performansi degisken

1 Hicre ekstratlari

1 Rekombinant proteinler
-1 Sentetik peptidler

* IFA igin saptanan yorumlarin referans kriterleri, antijen
ismi ayni olsa bile tim ELLISA'lar igin gegerli olmayabilir
+ ORNEK: EBNA 1 rekombinant protein



Distk aviditeli antikorlar
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Distik aviditeli anti-EBV-CA
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Yiksek aviditeli antikorlar

Yiksek
aviditeli  (jre
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Yiksek aviditeli anti-EBV-CA
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IMMUNBLOT

erken faz-
erken faz ve ge¢ faz-

m Ilgili tim antijenler test
seridi lizerinde

m Antijenler tanimli
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IMMUNBLOT
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PCR

m EBViliskili hastaliklarin tanisi ve takibinde
m EBV enfeksiyonun patogenezini anlamak igin

m EBV viral yiikiini clgmek igin ¢ok gesitli yontem, teknik
ve protokol mevcut

m EBV saptanma teknikleri, viral yiik degeri sonuglar
laboratuvarlar arasinda standardizasyon kazanmadi

m Hangi ornegin ¢alisilacagina dair ortak bir fikir birligi
olusmus degil
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PCR calismalari

m Primer enfeksiyon tanisi?

m EBV DNA 1-30 yas arasi akut enfeksiyon ve gegirilmis
enfeksiyon serolojisine sahip kigilerde karsilastirmal
olarak arastirilmis

m EBV DNA akut enfeksiyon - %70
m EBV DNA gegirilmis enfeksiyon-7%4

m Calisma sonucunda akut EBV tanisi igin serolojik
testler oncelikli test olmal:

m Immiin baskilanmig kigilerde veya serolojik sonuglari
belirsiz kigilerde ikincil tani yontemi olmasi agisindan
arastirmalar yapilmal

= Limitations of PCR testing for diagnosis acute EBV infections.
Rosemary C.S.2007. Diagnostic Microbiology and Infectious
diseases.



PCR calismalari

m 81 serum orneginde primer enfeksiyon tanisi
icin EBV DNA sensivitesi %80, spesifitesi
o/094, pPpVv o/095, npv 7079 bUIUnmU§

m Antikor avidite testi ile genigletilmis seroloji

altin standart bulunmus

= EBV DNA in sera of patients with primary
infections.K.H.Chan.2001.Journal of Clinical Microbiology.
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PCR calismalari

m Immin baskilanmis 1-47 yas arasinda serolojik
olarak primer EBV enfeksiyonu olan 98
hastanin serumunda EBV DNA arastirilmis

m EBV DNA sensitivite %94.9, spesifite %97 .4,
ppv 7%698.9, npv 7%88.1 olarak bulunmus

m EBV spesifik VCA IgG diisiik avidite
varliginda, EBV DNA daha agik bir klinik iligki
ortaya koymaktadir

= Serum EBV DNA load in primary EBV infection.Claudia C.
B.2005.J.Med.Virol.
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PCR calismalari

m Renal transplant alicilarinin ( n=156,58 ¢ocuk) 9 yillik
EBV kan degerleri retrospektif olarak
degerlendirilmis

m EBV PCR pozitifligi gocuklarda eriskinlere gore yiiksek
oranda saptanmis

m EBV PCR degerleri negatif olan hastalarda PTLD
gelismedi. 3/12 EBV PCR pozitif gocuk hastada PTLD
gelismis

m Yiksek riskli transplant alicilarinda EBV PCR bakilmas:
ozellikle cocuk hastalarda EBV iliskili PTLD erken

tanisi, onlenmesi agisindan yardimci olabilir

= Clinical signifance of peripheral blood EBV viral load monitoring
using PCR in renal transplant recipients.Toyoda M.2008.Pediatr
Transplantation.
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PCR calismalari

m Kanser tani ve takibinde ?

m Nazofarengeal kanser tanisi almig, tedavi gormemis 114 hastada
serum anti-EBV antikorlarina ve plazma EBV DNA diizeylerine
bakilmis

m Kanser niksu gorilen hastalarda, tedavi 6ncesinde belirgin
derecede yiiksek EBV DNA degerleri oldugu gorilmiis

m Tedavi 6ncesinde EBV DNA degerleri yiksek olanlarda, diisik
olanlara gore 4 yildan fazla yasam siresi belirgin olarak distk
saptanmis

m Antikor degerleriyle, niiks ve yasam siresi arasinda iligki
bulunamamis

= Comparison of the prognostic impact of serum Anti-EBV antibody and
plasma EBV DNA assaya in Nasopharyngeal carcinoma.Chic
Wen.2007.Int J.Radiation Oncology.Biol.Phys.
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PCR

Table 2. Representative methods to measure Epstein-Barr viral load

Methods Targets Characteristics Disadvantages

Sensitivity Rapidity Handling Quantitativeness

[mmunofluorescence  Antigen Low Moderate Moderate Fair Low sensitivity

No good antibodies available
EBER-1 in sifu RNA  Moderate Slow Difficult  Fair Only applicable for cells
hybridisation Requires specialised skills
Semi-quantitative  DNA  High Moderate Moderate Poor [naccurate quantification
PCR
(Quantitative- DNA  High Moderate Moderate  Fair Requires time and labour

competitive PCR
DNA  High Rapid Easy Fair Needs special equipment
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" A
PCR

Table 3. Optimal specimens for measuring viral load in each Epstein-Barr virus (EBV)-
associated disease

Disease Infected cells Infection pattern Specimens for measuring viral load
.

ﬂlasma or semﬁ Mononuclear cells Whole blood
Infectious Plasma cells  Lytic infection Desirable Not recommended Not recommended
mononucleosis B cells Latency III
Post-transplant B cells Latency 111 Controversial Desirable Preferable
lymphoproliferative
disorder
Hodgkin's Hodgkin cells Latency II Desirable Not recommended ND
lymphoma (B cell origin)
Chronic active T or NK cells  Latency II Useful for Desirable for ND
EBV infection prognosis diagnosis
Nasopharyngeal Squamous cells Latency I Desirable Not recommended ND

carcinoma (Lytic infection)
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Calisma

m Epstein-Barr Virus Enfeksiyonlarinin Tanisinda
PCR

Imminsiprese Hastalar ve Kontrol grubu
= U.U.T.F’'nde takipte olan renal transplant ve ¢ocuk onkoloji hastalari
= U.U.T.F’'ne basvuran immiinsiiprese tedavi almayan hastalar

Imminsiprese hasta grubuna dahil olan hastalardan periyodik
kan alindi

Kontrol hasta grubu, ELISA/Seroloji laboratuvarlarimiza tetkik
amacli gonderilen hasta sonugclari dogrultusunda secildi



KONTROL GRUBU HASTALARININ

SONUCLARI
On Tani/ Tani | Yas Periferik Yayma | P.B. imminblot PCR
A.C |EM/ Cocuk %66 Lenfosit 1/28 (+) VCAIgG (+)
Lenfoma? EBNA IgG (+) | 7723
VCAIgM (+) | kopya/mL
EAIgG (+)
E.P. | Viral enfeksiyon | Cocuk %66 Lenfosit 1/448 (+) [ VCAIgG (+) | 242
( %20-25 iri EBNA IgG (-) | kopya/mL
lenfosit, %2-3 VCA IgM (+)
atipik lenfosit) EAIGG (+)
D.U | Akut lenfadenit | Cocuk %70 1/56 (+) VCAIgG (+) |1.109
lenfomonositoz EBNA IgG (-) | kopya/mL
(%50 iri lenfosit, VCA IgM (+)
downey
EAIQG (+
hicrelerine 96 (+)
benzer hlcreler )




KONTROL GRUBU HASTALARININ

SONUCLARI
On Tani/ Tan Yas Periferik P.B. immunblot PCR
Yayma
M.F.B | Enfeksiyoz Cocuk %65 Lenfosit | 1/14 (+) | VCAIgG (+) 1.427
Mononiikleoz (%15 iri EBNA IgG (-) | kopya/mL
bazofilik VCA IgM (+)
sitoplazmali) EAIGG (+)
K.C Lenfadenit Cocuk 1/14 (+) | VCAIgG (+) 719
EBNA IgG (-) | kopya/mL
VCA IgM (+)
EAIQG (+)
E.Y Viral Eriskin | %70 Lenfosit | 1/448 (+) | VCAIgG (+) 340
Enfeksiyon EBNA IgG (-) | kopya/mL
VCA IgM (+)

EAIgG (+)




IMMUNSUPRESIF HASTA GRUBUNUN SONUCLARI

On Tani/ Tani | Yas Zaman P.B. imminblot PCR
Y.E Renal TX Eriskin | Transplant 1/14 (+) | VCAIgG (+) 3273
sonrasi 3.ay EBNA IgG (+) | kopya/mL
VCA IgM (-)
EAIgG (-)

M.C Cocuk Cocuk | Tedavi Negatif | VCAIgQG (+) 840
Onkoloji sonrasi 3.ay EBNA IgG (+) | kopya/mL
(Eoz!_noflllk VCA IgM (+)
granuloma)

EAIgG (-)

A.A Cocuk Cocuk | Tedavi Negatif | VCAIQG (+) 3701
Onkoloji oncesi EBNA IgG (+) | kopya/mL
(Hodgkin VCA laM (-

Lenfoma) M ()

EAIgG (+)
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