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Giris: Immiin sistemi baskilanmis hastalarda JC viriis (JCV) aktif hale gelerek oligodendrosit 6liimiine ve progresif multifokal I6koense-
falopati (PML)’ye neden olmaktadir. Kemik iligi JCV icin énemli bir rezervuar ve nérotropik transformasyon bélgesidir. Bu ¢alismanin

amaci; retrospektif olarak kemik iligi nakil linitesinden laboratuvarimiza génderilen hastalarda gercek-zamanli polimeraz zincir reaksi-
yonu (PCR) yontemi ile JCV infeksiyonu sikliginin arastirlmasidir.

Materyal ve Metod: Calismaya Aralik 2013-Nisan 2018 tarihleri arasinda, hematopoietik kék hticre nakli yapilan 62 hastadan alinan
toplam 153 klinik 6rnek geriye dontik ve ardisik olarak dahil edildi. Viral ntikleik asitler, QIAamp DSP Virus Kit ile EZT1 Advanced (Qiagen,
Germany) cihazinda izole edildi. Viral DNA, RealStar® JCV PCR Kiti ile Rotor-GeneQ (Altona, Almanya) cihazinda amplifiye edildi ve
JCV DNA kalitatif yontemle tespit edildi.

Bulgular: Calismaya 18-71 yas arasinda 35 (%56.5)'i erkek, 27 (%43.5)'si kadin olmak tizere 62 hasta dahil edilmistir. Toplam JCV
DNA pozitiflik orani %16 (10/62) olarak bulunmustur. Calismaya dahil edilen hastalarin %45.2 sinin akut miyeloid I6semi, %19.4liniin
akut lenfoblastik 16semi, %39.7 sinin multipl miyelom, %6.4 ‘tiniin miyeloblastik sendrom, %6.4 iinlin non-Hodgkin lenfoma, %6.4 iintin
Hodgkin lenfoma, %6.4"lintin de anemi tanisi almis hastalar oldugu gériilmiistiir. JCV DNA pozitiflik oranlarinin hastalarin aldigi
tanilara gére dagilimi; %40 akut miyeloid I6semi, %30 multipl miyelom, %10 Hodgkin lenfoma, %10 akut lenfoblastik I6semi ve %10
non-Hodgkin lenfoma olarak tespit edilmistir. |CV DNA pozitif hastalarin %50 'sinin hematopoietik kok hiicre nakli sonrasinda takip
edilen dénemde hayatini kaybettigi gériilmdistiir.

Sonug: |C viriis infeksiyonlari genellikle asemptomatik oldugu icin klinik olarak teshis etmek miimkiin degildir. PML tanisi alan hastalarin
ise %90'dan fazlasi ilk alti ay icinde hayatini kaybetmektedir. Bu nedenle hematopoietik kék hiicre nakli hastalari icin gercek-zamanl
PCR ile JCV DNA tespiti ve klinik takibi, erken tani ve tedavi icin olduk¢a dnemlidir.

Anahtar Kelimeler: |C viriis; immiinsiipresif hasta; Hematopoietik kék hiicre nakli; Gercek-zamanl polimeraz zincir reaksiyonu
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Introduction: In immunocompromised hosts, |C virus (JCV) can reactivate and cause a lytic infection of oligodendrocytes, resulting in
progressive multifocal leukoencephalopathy (PML). Bone marrow is an important reservoir and possible site of neurotropic transfor-
mation for JCV. The aim of this retrospective study was to investigate the prevalance of |CV infection by real-time polymerase chain
reaction (PCR) in patients sent from bone marrow transplant service to the laboratory in our hospital.

Materials and Methods: A total of 153 clinical samples obtained from 62 patients with hematopoietic stem cell transplant between
December 2013 and April 2018 were included into the study. Viral nucleic acids were extracted from the samples with QlAamp DSP
Virus Kit in EZ1 Advanced (Qiagen, Germany) device. Isolated viral DNA was amplified with Real Star® JCV PCR Kit in Rotor-GeneQ
(Altona, Germany) and JCV DNA was detected with qualitative method.

Results: Sixty-two patients, 35 (56.5%) males and 27 (43.5%) females, between 18 years and 71 years of age were included into the
study. Total JCV DNA positivity rate was found as 11.1% (17/153). Patients’ diagnosis was respectively as follows: 45.2% acute myeloid
leukemia, 19.4% acute lymphoblastic leukemia, 9.7% multiple myeloma. 6.4% myeloblastic sendrome, 6.4% non-Hodgkin lymphoma,
6.4% Hodgkin lymphoma, and 6.4% anemia. The distribution of JCV DNA positivity rates was found respectively as 40% acute myeloid
leukemia, 30% multiple myeloma, 10% Hodgkin lymphoma, 10% acute lymphoblastic leukemia and 10% Non-hodgkin lymphoma.
It was observed that 50% of JCV DNA positive patients died in the follow-up period after hematopoietic stem cell transplantation.
Conclusion: It is not possible to diagnose JCV infections clinically because they are usually asymptomatic. However, up to 90% of those
diagnosed with PML die within the first six months receiving a diagnosis. Detection and clinical surveillance |CV DNA by real-time PCR
for hematopoietic stem cell transplantation patients is important for early diagnosis and treatment.

Key Words: |C virus; Immunosuppressive patient; Hematopoietic stem cell transplant; Real-time polimerase chain reaction

GiRiS epitelyal hiicreleri, B lenfositler ve kemik iliginde
latent hale gecmektedir. JCV’'nin toplumda yaygin

JC viris (JCV) polyomaviriis ailesi icinde yer
olup saghkh vyetiskinlerin yaklasik %86’sinin JCV

alan, 40-45 nm, zarfsiz, ikozahedral simetrili, cift 3]
ipliki DNA viriisiidiir. JCV, Padgett ve Walker icin seropozitif oldugu belirtilmektedir'®. Saglkh
tarafindan 1971 wyilinda progresif multifokal loko- insanda yasam boyu lat.ent kalan JCV iml'rn'unsijp—
ensefalopati (PML) gelismis Hodgkin lenfoma has- resyon durumunda aktif hale gelerek oligodend-

tasinin beyin dokusu orneklerinden izole edilmis ve rosit - oliimiine ned’en olmakta ve fOk?i] miyelin
izole edildigi hastanin isimlerinin (John Cunning- kaybr yaratip PML've neden olmaktadir™. Ancak

ham) bas harfleri kullanilarak adlandmlmlstlrm. JCV'nin saglikh bireylerde immiinsiipresyon gortil-
meden reaktive olabildigi de bildirilmistir?.

ilk kez 1988 yilinda Houff ve arkadaslari, PML
tanist almis iki hastamin kemik iligi mononiikleer
lunum yoludur. Bu donemde infeksiyon siklikla hiicrelerinde JCV DNA ve kapsid proteinini goster-
. . : islerdir®®. Dah ki yillarda hematopoietik kok
asemptomatik olarak; nadiren de hafif solunum mls erdir - aha sonraxl yiiarda hematopoletik kO
yolu hastahigi bulgulariyla ortava cikmaktadir?. hucr.e. nakli (HKHN) Olmus_. bastalarda JCV DNA
Asemptomatik gecirilen akut enfeksiyon sonra- tespiti, prevalansi ve etyolojisi pek cok arastirmaci

sinda JCV'ler ozellikle {iirogenital kanal, bobrek tarafindan - arastinilmis ve kemik iliginin JCV icin
bir rezervuar olarak gorev yaptigi bildirilmistir®?.

JC viriis ile genellikle cocukluk caginda kar-
silasilmaktadir. Viicuda solunum veya oral yolla
giren JCV'nin ilk verlestigi yer tonsiller ve so-
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Progresif multifokal lokoensefalopati  tamsi,
beyin omurilik swvist (BOS)nda JCV DNA’sinin
gosterilmesi, histopatolojik inceleme veya norolo-
jik gorlintileme bulgulariyla konulmaktadir!10-11],
Gercek-zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yonteminin hizlh sonu¢c vermesi ve gercek-zamanh
PCR yontemi ile az miktardaki JCV DNA’simin
dahi saptanabilmesi nedeniyle bu hastalarda ger-
¢cek-zamanh PCR yonteminin erken tani ve teda-
vide kullanimi oldukca ©nem kazanmaktadir.

JC virlis reaktivasyonu, solid organ transplan-
tasyonu, HKHN, kanser, AIDS gibi immiinsiiprese
hastalarda czellikle PML gelisimine neden olabildigi
icin oldukca onemlidir. PML icin kanitlanmis etkili
bir tedavi yontemi bulunmamakla birlikte prognoz
genelde fataldir ve PML tamsi almis hastalarin
vaklasik %090’indan fazlas1 ik alti ay icinde hayati-
ni kaybetmektedir[n’m]. Saglikli bireyler, bagisikhk
sistemi baskilanmis hastalar veya HKHN gecirmis
hastalarin  kemik iliginde JCV prevalansi ve PML
etyolojisindeki rolii hakkinda yeterli bilgi bulunma-
maktadir. Ancak, JCV’lerin, seropozitif bir vericinin
dokusunun seronegatif bir aliciya nakli veya nakil
sonrasi immiinsiipresif ilac kullanimi nedeniyle re-
aktive olmasi sonucunda ¢ok ciddi Klinik tablolara
yol actigi bilinmektedir. Dolayisiyla ozellikle HKHN
vapan merkezlerde JCV infeksiyonlarinin erken ta-
nisinda uygun yontemlerin secilmesi ve hastalarin
takibinin saglanmasi gerekmektedir. Bu hasta grup-
larinda JCV enfeksiyonunun erken tanisi, immiin-
stipresyona neden olan ila¢c dozunun ayarlanmasi
veya alternatif tedavi planlanmasi ile agir kliniklerin
engellenmesi acisindan onem arz etmektedir.

Bu calismanin amaci; retrospektif olarak JCV in-
feksiyonu bakimindan risk grubunda olan HKHN ol-
mus hastalarda JCV DNA varhginin gercek-zamanh
PCR ile arastirlmas: ve Kklinik ile iliskilendirilmesidir.

MATERYAL ve METOD

Calismada 2013 Aralik-2018 Nisan tarihleri
arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

molekiiler mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen
62 hastaya ait, toplam 153 ©ornek gercek-zamanh
PCR ile arastirildi. Calisma icin Gazi Universitesi
Etik Komisyonundan onay alindi.

Kan ornekleri 3000 devirde 5 dakika santrifiij
edilip serum kismi ayrilarak calisma zamanina ka-
dar -80°C’de muhafaza edildi. Idrar ©rnekleri ise
direkt ependorf tiipe alinarak calisma zamanina
kadar -80°C’de sakland.

Niikleik Asit izolasyonu

Klinik orneklerden niikleik asit izolasyonu QIA-
amp DSP Virus Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak
EZ1 Advanced (Qiagen, Almanya) cihazinda yapildi.
Viral DNA eldesi, iiretici firmanin protokolii dogrul-
tusunda gerceklestirildi. Elde edilen DNA’lar ampli-
fikasyon vapilana kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Viral DNA Amplifikasyonu

Amplifikasyon, RealStar® JCV PCR Kit kul-
lanilarak Rotor-GeneQ (Altona, Almanya) ciha-
zinda gercek-zamanh PCR yontemi ile yapild.
JCV analizi icin bir adet pozitif kontrol ve bir
adet negatif kontrol kullanildi. Kullanilan pozitif
kontrol, JCV porzitifliginin degerlendirilmesini sag-
lamaktadir. JCV sonuclan kalitatif olarak alindi,
sayisal hesaplama yapilmadi. Analizlerde kullanilan
negatif kontrollere ait egrilerde pik goriilmedi.

istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS 20.0 bilgisayar prog-
rami araciiiyla yapildi. Mann-Whitney U ve ki-ka-
re testi kullailarak veriler degerlendirildi ve yapilan
analizlerde p< 0.05 degeri anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Calismada, yaslart 19-71 arasinda degisen 35
(%56.5) erkek, 27 (%43.5) kadin olmak iizere 62
hastaya ait toplam 153 Klinik ornek arastirilmstir.
Cahismaya dahil edilen hastalarin sayilari ve vas
araliklar1 Tablo 1’de gosterilmistir.

Calismaya alinan hastalarin %45.2 (28/62) sinin
akut miyeloid losemi (AML), %19.4 (12/62){intin

Tablo 1. Calismaya dahil edilen hastalarin sayilari ve yas araliklarinin degerlendirilmesi

Hasta sayisi Median (min-max) Ortalama * SS
Kadin 27 39 (19-71) 39.5+15.6
Erkek 35 37 (19-68) 38.1 £ 14.4
Toplam 62 37 (19-71) 38.7+14.8

SS: Standart sapma.
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akut lenfoblastik losemi (ALL), %9.7 (6/62)’sinin
multipl miyelom, %6.4 (4/62){iniin miyeloblastik
sendrom, %6.4 (4/62)iniin non-Hodgkin lenfo-
ma, %6.4 (4/62){iniin Hodgkin hastah@ ve %6.4
(4/62)tiniin anemi (aplastik anemi, demir eksik-
ligi anemisi ve hemolitik anemi) nedeniyle JCV
infeksiyonundan siiphelenilerek klinik orneklerinin
molekiiler mikrobiyoloji laboratuvarina gonderildigi
tespit edilmistir.

Calismamizda gercek-zamanli PCR yontemi ile
toplam 10 hastada %16 (10/62) oraninda JCV
DNA pozitifligi tespit edilmistir.

JCV DNA pozitifligi saptanan hastalarin
%40 (4/10)min AML, %30 (3/10)unun mul-
tipl miyelom, %10 (1/10)'unun Hodgkin lenfo-
ma, %10 (1/10)unun ALL, %10 (1/10)'unun da
non-Hodgkin lenfoma tanisi almis hastalar oldugu
gorilmiistiir.

Cahsmamizda kemik iligi nakli tinitesinden gon-
derilen ve calismaya dahil edilen tiim multip] mi-
yelom tarusi almis hastalarda %50 (3/6), Hodg-
kin lenfoma tams1 almis hastalarda %25 (1/4),
non-Hodgkin lenfoma tanisi almis hastalarda %25
(1/4), AML tamsi almis hastalarda %14 (4/28),
ALL tanis1 almis hastalarda %8.3 (1/12) oraninda
JCV DNA porzitifligi saptanmistir. Calismaya dahil
edilen hastalarin primer hastaliklari, hasta sayisi
ve JCV DNA porzitifligi Tablo 2'de gosterilmistir.

Calismamizda multipl miyelom tamisi almis
hastalarda, vyiizde olarak daha fazla JCV DNA
pozitifligi tespit edilmistir, ancak istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamustir (p> 0.05).

Calismamizda JCV DNA pozitifligi saptanan
hastalarin %50 (5/10)’sinin nakil sonrasi takip
edilen donemde hayatini kaybettigi goriilmiistiir.
JCV DNA porzitif hastalarin klinik bilgileri Tablo
3’te gosterilmistir.

Tablo 2. Calismaya dahil edilen hastalarin primer hastaliklari, hasta sayisi ve JCV DNA pozitifligi

Primer hastaliklar Hasta sayisi JCV DNA pozitifligi P
Akut miyeloid |6semi 28 4 (%14) 0.21
Multipl miyelom 3 (%50)

Hodgkin lenfoma 1 (%25)

Non-Hodgkin lenfoma 1 (%25)

Akut lenfoblastik 16semi 12 1 (%8.3)

Miyeloblastik sendrom

Anemi

p< 0.05.

Tablo 3. JCV DNA pozitif hastalarin klinik bilgileri

Hastalar Klinik Diger komplikasyonlar Takip durumu Oliim nedeni
1 AML Uriner sistem infeksiyonu Eksitus AML relaps

2 AML Pnémoni, Uriner sistem infeksiyonu Eksitus Karaciger GVHH
3 AML - Takipli hasta -

4 AML - Takipli hasta -

5 ALL - Eksitus ALL relaps

6 NHL Hemorajik sistit, akut bobrek yetmezligi Eksitus Trombotik mikroanjiyopati
7 Hodgkin lenfoma - Takipli hasta -

8 Multipl miyelom - Eksitus Pankreas kanseri
9 Multipl miyelom - Takipli hasta -

10 Multipl miyelom - Takipli hasta -

AML: Akut miyeloid I6semi, ALL: Akut lenfoblastik I6semi, NHL: Non-Hodgkin lenfoma, GVHH: Graft versus host hastaligi.

FLORA 2020;25(1):40-46

|3



| Hematopoietik K&k Hucre Naklinde JCV DNA

%299

v17.6%17.6
=118 211.8
w5.9
o A & S & > Q& F S K &
F & & & § & & & & & F ¥
Oqﬁ%\é@%@@\v@@‘v@ﬁ

Sekil 1. JCV DNA pozitifliginin aylara gére dagilimi.

Calismamizda JCV DNA porzitifligi saptanan
orneklerin; %29.4 (5/17)tniin  Ocak, %11.8
(2/17)inin Subat, %11.8 (2/17)inin Mart, %5.9
(1/17)unun Nisan, %5.9 (1/17)unun Temmuz,
%17.6 (3/17)sinin Kasim, %17.6 (3/17)sinin
Aralik aylarinda gelen ornekler oldugu goriilmiis-
tiir. Mayis, Haziran, Agustos, Eyliil ve Ekim ay-
larinda gelen ©rneklerde JCV DNA pozitifligi sap-
tanmamustir. JCV DNA pozitifliginin aylara gore
dagilimi Sekil 1'de gosterilmistir.

TARTISMA

JC virtis ¢ocukluk doneminde kazanilan primer
infeksiyondan sonra bobreklerde latent olarak kal-
maktadir. Ozellikle hematopoietik kok hiicre alici-
lari, renal allograft alicilari ve hamilelerde immiin
sistemin baskilanmasi ya da zayiflamasi nedeniyle
viriis reaktive olmaktadir.

Bu calismada, JCV reaktivasyonu acisindan
yiiksek risk grubunda olan HKHN hastalarina ait
klinik orneklerde JCV DNA pozitifligi gercek-za-
manh PCR yontemiyle arastirilmis, Klinik ile iliskisi
incelenmistir.

Cahismaya dahil edilen HKHN hastalarinda
toplam %16 (10/62) JCV DNA pozitifligi tes-
pit edilmistir. Ulkemizde HKHN hastalarinda JCV
DNA sikhigimin arastirildigi  calismalar kisith sayi-
dadir. Rota ve arkadaslari immiin sistemi baski-
lanmis hastalara ait 268 kan ve idrar ©rnegin-
de gercek-zamanhh PCR yontemiyle polyomaviriis

DNA porzitifligini arastirdiklar1 calismada, HKHN
hastalarinda JCV DNA orammni %15.4 olarak
tespit etmislerdir!3l.  Bizim immiinsiipresif hasta
gruplarinda JCV DNA pozitifligini arastirdigimiz
bir calismada, HKHN hastalarinda JCV DNA
porzitifligi %13.4 olarak tespit edilmistil™®.  Yurt
disinda vyapilan c¢alismalarda HKHN alicilarinda
JCV porzitifliginin %10’un altinda oldugu belirtil-
mektedir!>17] Calismamizda tespit edilen %16
oranindaki JCV DNA porzitifliginin iilkemizde va-
pilan calismalar ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

JC virtis kemik iligi, genitotiriner sistem hiic-
releri ve B hiicrelere tropizm gosterdigi ve bu
bolgelerde latent kalabildigi icin losemi, lenfoma
gibi hematolojik malignite nedeniyle immiinsiip-
resif tedavi alan veya HKHN vapilan hastalarda
reaktive olmakta ve bu hastalarda siklikla izole
edilmektedir. Loutfy ve arkadaslari kanser hastala-
rinda polyomaviriis sikhgini arastirdiklar1 ¢alisma-
larinda, en vyiiksek JCV porzitifliginin hematolojik
malignitesi olan hastalarda goriildiigiinii, bu grupta
da %29.6 ile en fazla JCV DNA porzitifliginin
losemi hastalarinda tespit edildigini bildirmisler-
dir8l. Eker ve arkadaslari kronik lenfositik losemi
tamst almis, JCV DNA pozitif bir hastayr ele
aldiklar1 olgu sunumunda lenfositik losemi, Ho-
dgkin ve non-Hodgkin lenfoma gibi lenforetikii-
ler malignansilerde uzun siireli immiinsiipresyona
bagl JCV reaktivasyonuna dikkat cekmislerdir!12],
Calismamizda JCV DNA pozitifligi saptanan 10
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hastadan besinin losemi (AML ve ALL), iciiniin
multipl miyelom, ikisinin Hodgkin ve non-Hodgkin
lenfoma tanisi almis hastalar oldugu goriilmiistiir.
Bu durum hematolojik malignitesi olan ve HKHN
vapilan hastalarda JCV infeksiyonunun akilda tu-
tulmas1 gerektigini gostermektedir.

JC virlis ozellikle HKHN alicilann gibi immiin-
siiprese hastalarda PML gelisimine neden olmasi
ve prognozun fatal olusu nedeniyle oldukca tnem-
lidir. En onemli Klinik bulgu sinsi baslayan ve gide-
rek ilerleyen fokal norolojik bulgulardir. Bas agrisi
ve ates goriilmez. Klinik ilerleme birkac haftadan
uzun siirer. Hastanin Klinigi, radyolojik goriintii-
leme bulgulart ve/veya BOS’ta JCV DNA’sinin
gosterilmesiyle tam konulur®1%29] Calismarmzda
JCV DNA pozitif bulunan hastalardan ikisi nakil
sonrast ALL ve AML relapsi nedeniyle; bir hasta
pankreas kanseri, bir hasta altinci ayda trombotik
mikroanjiyopati ve bir hasta da iiciincti ayda kara-
ciger graft versus host hastaligi nedeniyle hayatim
kaybetmistir. JCV pozitif hastalarda PML ve JCV
iliskili infeksiyon gosterilememis olmasina ragmen
JCV DNA porzitifligi saptanan hastalarin yarisinin
HKHN sonrasi donemde cesitli nedenlerle hayati-
m kaybettigi goriilmiistiir. Transplantasyon sonrasi
ilk alti ay immiinsiipresyonun en yiiksek oldugu
donemdir ve viral infeksiyonlar en yogun olarak
bu donemde ortaya cikmaktadir, dolayisiyla bu
hastalarin transplantasyonu takiben mutlaka JCV
varhi@i acisindan diizenli ve planl olarak izlenmesi
gerektigini diistiinmekteyiz.

JC virlis infeksiyonlari sporadik olarak tim
yil boyunca goriilmektedir?%. Calismamizda JCV
DNA pozitif orneklerin Ocak, Subat, Mart, Nisan,
Temmuz, Kasim ve Aralik aylarinda gelen ornek-
ler oldugu goriilmiistiir. JCV DNA pozitifliginin il
boyunca her mevsimde gelen orneklerde saptan-
mis olmast JCV infeksiyonlarimin sporadik olarak
tim wil boyunca goriildiigiinti desteklemektedir.

SONUC

JC virlis infeksiyonlari genellikle asemptomatik
oldugu icin Klinik olarak teshis etmek miimkiin
degildir ve virlisiin reaktivasyonu, immiinsiiprese
hastalarda cok ciddi klinik tablolara neden olmak-
tadir. Ulkemizde HKHN hastalarinda JCV DNA
sikliginin arastirildigi ¢cok az sayida literatiir bulun-
maktadir!13:14], Dolayisiyla ©zellikle HKHN yapan

merkezlerde, JCV infeksiyonlarinin erken tanisi
icin uygun yontemin secilmesi ve hastalarin ta-
kibinin saglanmasi gerekmektedir. Gercek-zamanl
PCR testi oldukca duyarli ve ozgiil oldugu icin
immiinsiiprese hastalarda JCV pozitifligi yiiksek
oranda tespit edilebilmektedir. Immiinsiiprese has-
talarda gercek-zamanli PCR ile JCV infeksiyonla-
rnnin erken tanisi ve takibi sayesinde immiinsiip-
resyona neden olan ilag dozunun azaltilmasi veya
alternatif tedavi planlanmasi ile agir kliniklerin ve
greft kaybinin engellenmesi miimkiin olabilecektir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar
catismasi bildirmemislerdir.
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