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OZET

insan herpesvirus-8 (HHV-8) enfeksiyonu, dzellikle HIV/AIDS’li ve transplantasyon yapilan hastalarda
onem tasimakta ve Kaposi sarkomu (KS), Multiple Castleman hastaligi ve primer eflizyon lenfomasi ile ilis-
kili oldugu bilinmektedir. Bu calismada, HIV-1 ile enfekte olgularda HHV-8 prevalansinin prospektif ola-
rak arastirilmasi ve virusun Glkemizdeki sikhginin belirlenmesine katkida bulunulmasi amaglanmustir. Ca-
lismaya, Istanbul Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda tanisi ko-
nulmus anti-HIV-1 pozitif 85 hasta (53 erkek, 32 kadin; yas araligi: 1-70 yil) dahil edilmistir. Hastalarin 45
(%53)’inde HIV-RNA diizeyi > 20-< 10.000.000 kopya/ml arasindadir. Olgulardan alinan kan 6rneklerin-
de HHV-8 IgG antikor varlidi ticari bir ELISA kitiyle (Advanced Biotechnologies Inc, ABD), HHV-8 DNA var-
g1 ise PCR yontemiyle (Roche Diagnostics, Almanya) arastinlmistir. Caismamizda, anti-HIV-1 pozitif has-
talarin %28.2 (24/85)'sinde HHV-8 IgG seropozitifligi saptanmis; ikisi seronegatif, biri seropozitif olmak
Uzere toplam 3 (%3.5) hastada ise HHV-8 DNA varligi belirlenmistir. Seropozitif hastalarin %25 (6/24)'i
kadin, %75 (18/24)'i erkek; HHV-8 DNA'si pozitif olan olgularin ise biri kadin ikisi erkektir. HHV-8 sero-
pozitifliginin yas gruplarina gore dagiimi; 1-10 yas icin 1/3, 11-20 yas icin 1/2, 21-30 yas icin 3/8, 31-
40 yas icin 7/27, 41-50 yas icin 9/30, 51-60 yas icin 1/9 ve 61-70 yas icin 2/6 olarak bulunmustur. En
yliksek seropozitiflik orani 41-50 yas grubunda (9/24, %37.5) gozlenmis, bunu 31-40 yas grubu izlemis
(7/24, %29.2) ve diger yas gruplariyla aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05).
HHV-8 1gG antikorlari pozitif saptanan 24 hastanin 1 (%4.2)'inde HHV-8 DNA'sinin pozitif oldugu goz-
lenmistir. HHV-8 DNA'si < 500 kopya/ml olarak saptanan seronegatif iki hastanin HIV-RNA duizeyleri sira-
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siyla < 20 kopya/ml ve 1250 kopya/ml olarak bulunmus; HHV-8 DNA’si 2240 kopya/ml olarak saptanan
seropozitif hastada ise HIV-RNA yiikii 191.000 kopya/ml olarak belirlenmistir. Calismaya dahil edilen has-
talarin hicbirisinde KS’ye ait klinik belirtiler saptanmamustir. Buna karsin, HHV-8 IgG ve/veya DNA pozi-
tifligi saptanan olgularin klinik ve virolojik olarak izlenmesinin, muhtemel KS ya da HHV-8 ile iliskili diger
patolojilerin gelisiminin 6ngorilmesi ve kontroll agisindan yararli olacagr distindlmdstir. Sonug olarak,
HHV-8 prevalansi ile ilgili verilerin sinirli oldugu tlkemizde, cok merkezli ve genis kapsamli ileri calisma-
larin yapilmasina ihtiyac oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar sézciikler: Insan herpes virusu-8, HHV-8, HIV-1, prevalans, Istanbul.

ABSTRACT

Human herpes virus-8 (HHV-8) infections are associated with Kaposi’s Sarcoma (KS), Multiple Cast-
leman disease and primary effusion lymphoma, and particularly important in HIV/AIDS and transplanta-
tion patients. The aim of this prospective study was to detect HHV-8 prevalence in HIV-1-infected pati-
ents,in a Turkish population. A total of 85 anti-HIV-1 positive patients (53 male, 32 female; age range:
1-70 years) diagnosed at Istanbul Faculty of Medicine, Infectious Diseases and Clinical Microbiology De-
partment were included in the study. In 45 (53%) of the patients HIV-RNA was detectable and viral lo-
ads were between 20-10.000.000 copies/ml. HHV-8-specific IgG antibodies were screened by using a
commercial ELISA kit (Advanced Biotechnologies Inc, USA), and the presence of HHV-8 nucleic acids we-
re investigated by PCR (Roche Diagnostics, Germany) in the blood samples obtained from patients.
HHV-8 IgG was detected in 28.2% (24/85) of the anti-HIV-1 positive patients, and HHV-8 DNA was de-
tected in 3.5% (3/85). One of the three HHV-8 DNA positive cases was seropositive as well. Twenty-five
percent of the seropositive patients were female (6/24) and 75% were male (18/24). Of three HHV-8
DNA positive cases, two were male and one was female. The distribution of HHV-8 seropositivity rates
according to the age groups were as follows; 1/3 for 1-10 years, 1/2 for 11-20 years, 3/8 for 21-30 ye-
ars, 7/27 for 31-40 years, 9/30 for 41-50 years, 1/9 for 51-60 years, and 2/6 for 61-70 years. The hig-
hest seropositivity rate was detected in 41-50 age group (9/24, 37.5%), followed by 31-40 age group
(7/24, 29.2%), presenting statistically significant differences between the other age groups (p< 0.05).
HHV-8 DNA was detected in only 1 (4.2%) out of 24 I1gG seropositive patients. HIV viral loads of the two
HHV-8 seronegative patients whose HHV-8 DNA levels of < 500 copy/ml, were < 20 copy/ml and 1250
copy/ml, respectively. HIV-RNA load of the other patient with HHV-8 IgG positivity and 2240 copy/ml of
HHV-8 DNA, was 191.000 copy/ml. None of the HIV-1 positive patients presented with clinical symp-
toms for KS. However, clinical and virological follow-up of those cases with HHV-8 IgG and/or DNA po-
sitivity would be useful to predict and control of a possible development of KS or other HHV-8-related
pathologies. For a more comprehensive understanding of HHV-8 epidemiology in Turkey, multicentre
studies with higher number of cases are needed.

Key words: Human herpesvirus-8, HHV-8, HIV-1, prevalence, Turkey.

GIRis

AIDS, HIV ile enfeksiyon sonucunda ortaya c¢ikan hastaligin klinik seyrinin en siddetli
durumu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu sendrom, HIV'in neden oldugu immiin siipres-
yona baglh olarak ciddi firsat¢i enfeksiyonlar, neoplazmlar veya hayati tehdit eden diger
hastaliklarin gelismesi olarak tanimlanmustir’. Insan herpes virusu-8 (HHV-8)’in neden ol-
dugu Kaposi sarkomu (KS) da bu hastaliklardan birisidir?. HHV-8 ilk kez KS olan hastala-
rin dokularinda tespit edilmis ve 1994 yilinda KS ile iliskili herpesvirus (KSHV) olarak ad-
landinlmustir®. Tikiriik yoluyla bulasan ve orofarinkste cogalan HHV-8 lenfoid hiicreler-
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de latent olarak kalmaktadir®>. HHV-8 DNA'si, HIV/AIDS'li hastalarin tiikiiriik, semen ve
periferal kan mononiikleer hiicrelerinde saptanmaktadir®. KS gelisimi icin HHV-8'in ge-
rekli oldugunu destekleyen bircok kanit mevcuttur®>®, Bunlardan en énemlisi, KS'nin
tim evrelerinde HHV-8 DNA’sinin saptanmis olmasidir. Buna karsin HHV-8, lenfoprolife-
ratif hastaliklardan ve Multiple Castleman hastali§i (MCD) ve primer eflizyon lenfomasi
(PEL) disinda diger tiimorlerde nadiren tespit edilmektedir*. HHV-8 ile enfekte bireyler-
de KS gelisme riski dustikken, HIV/AIDS hastalari ya da immdun stpresif tedavi alan has-
talar arasinda riskin ylksek olmasi, virusun immiunolojik kontrol altinda tutuldugunu
gostermektedir®®,

HHV-8’in laboratuvar tanisinda, serolojik olarak virusun litik ya da latent antijenlerine
karsi gelisen antikorlarin saptandigi, duyarlihdi ve 6zgilligu degisen cesitli testler gelis-
tirilmistir. Bunlar arasinda; ELISA, indirekt floresan antikor testi (IFA), immiinoblot ve n6t-
ralizasyon testleri sayilabilir. HHV-8 DNA'sinin saptanmasi ve kantitatif olarak degerlendi-
rilmesinde ise polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilmaktadir®. Bu calismada, anti-
HIV-1 pozitif hastalarda ELISA yontemiyle HHV-8 antijenine 6zgul IgG antikorlarinin ve
PCR ile HHV-8 DNA’sinin arastirilmasi ve HHV-8 enfeksiyonu prevalansinin belirlenmesi
amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM
Hastalar ve Ornekler

Bu ¢alisma icin Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurul onayi (No: 1567/2011) ve hastalardan
bilgilendirilmis onam formu alindi. Calismaya, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiilte-
si, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda tanisi konulmusg anti-
HIV-1 pozitif 85 hasta (53 erkek, 32 kadin; yas araligi: 1-70 yil) dahil edildi. Hastalar yas
araliklarina gore yedi gruba (1-10, 11-20, 21-30, 31-40, 41-50, 51-60, 61-70 yil) ayrila-
rak degerlendirildi. Hastalardan toplanan 5 ml EDTA'li kan ornekleri kiiciik hacimlerde
ependorf tiiplerine bollinerek testler calisilincaya kadar -80°C’de saklandi.

HHV-8 DNA’sinin Saptanmasi

Orneklerden genomik DNA ekstraksiyonu “’High Pure PCR Template Preparation’ ki-
ti (Roche Diagnostics GmbH, Almanya) ile Gretici firmanin 6nerileri dogrultusunda yapil-
di. Elde edilen genomik DNA'lar, HHV-8 genomunda 142 baz ciftlik (bc) latent nikleer
antijen ORF73 bdlgesini tespit eden primer dizilerini iceren LightMix HHV-8 kiti (TIB
Molbiol GmbH, Almanya) ve Light Cycler Fast Start DNA Master Hybridization problari
(Roche Diagnostics GmbH, Isvicre) kullanilarak Light Cycler 2.0 (Roche Diagnostics
GmbH, Isvicre) cihaziyla cogaltildi. Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda 5 pl geno-
mik DNA ve 15 pl reaksiyon karigimi hazirlanarak final hacim 20 pl olacak sekilde belir-
lendi. Uriinlerin erime egrisi ve erime noktasi (Tm) analizleri yine ayni cihazda yapildi.
Her calismada negatif kontrol kullanildi. Elde edilen veriler Light Cycler v4.1 yazilimi kul-
lanilarak analiz edildi. Light Cycler cihazinda PCR kosullari, 95°C’de 10 dakika enzim ak-
tivasyonu, daha sonra 95°C’de bes dakika, 60°C’de 10 dakika, 72°C’de 12 dakika olacak
sekilde 45 dongulik hedef DNA cogaltiimasi ve 95°C’de 20 dakika, 40°C’de 30 dakika
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ve 85°C’de devam eden okuma ile erime analizi tamamlandi (Kullanilan kitin dinamik 6l-
¢tim arahgr 500-50.000.000 kopya/ml olarak verilmektedir).

Liyofilize kontrol DNA'lar her reaksiyon icin 10'-10° hedefe es DNA icerecek sekilde
steril deionize su ile sulandinldi. PCR sonuglar “Simple Probe” probu ile kanal 530’da
analiz edildi ve kullanilan negatif kontrollerde herhangi bir pik gozlenmedi.

HHV-8 IgG Antikorlarinin Saptanmasi

Bu amacla ticari bir ELISA kiti (Advanced Biotechnologies Inc, Columbia, ABD) kulla-
nildi ve test Uretici firmanin calisma protokoll dikkate alinarak uygulandi. Bu yontemde
hasta ornekleri 1/100 oraninda sulandirilarak caligildi ve her calismada iki pozitif ve (¢
negatif standart kontrol serumu kullanildi. Sonuclar spektrofotometrik olarak 450 nm’de
okutuldu. Sonuclarin degerlendirilmesi, negatif kontrollerin ortalama optik dansite (OD)
degerinin Uc ile carpilmasi ve her 6rnekten elde edilen OD degerinin bu sayiya boliin-
mesiyle yapildi.

istatistiksel Degerlendirme

Hastalarin yas gruplar arasinda olusabilecek farkliliklarin degerlendirilmesi amaciyla
ki-kare yontemi kullanildi ve p< 0.05 degeri anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen anti-HIV-1 pozitif 85 hastanin 45 (%53)’inde HIV-RNA duizeyi
> 20 kopya/ml ile < 10.000.000 kopya/ml arasinda saptanmistir. Cahismamizda hastala-
rin 24 (%28.2)'tinde ELISA yontemiyle HHV-8 IgG seropozitifligi belirlenmis ve sonugla-
rin yas gruplarina gore dagihmi Tablo I'de sunulmustur. Yapilan istatistiksel degerlendir-
mede; 31-40 yas (7/24, %29.2) ve 41-50 yas (9/24, %37.5) gruplarinda saptanan sero-
pozitiflik oranlarinin, diger yas gruplarina gére anlamh diizeyde ytiksek oldugu izlenmis-
tir (p= 0.004).

Tablo I. Hastalarin HHV-8 1gG ve HHV-8 DNA Pozitifliginin Yas Gruplarina ve HIV-RNA Pozitifligine Gére
Dagilimi

Yas grubu Toplam hasta HIV-RNA pozitif* HHV-8 IgG pozitif HHV-8 DNA pozitif

) sayisl hasta sayisi (%)% hasta sayisi (%)% hasta sayisi (%)
1-10 3 1033) 101.2)

11-20 2 0 101.2)

21-30 8 4 (50) 3(3.5)

31-40 27 21 (78) 7 (8.2) 2% (2.3)
41-50 30 14 (47) 9 (10.6)

51-60 9 5 (56) 101.2) 101.2)
61-70 6 0 2(2.3)

Toplam 85 45 (53) 24 (28.2) 3(3.5)

* > 20 kopya/ml,
** HHV-8 IgG negatif olgulardir,
8 Yiizdeler toplam olgu sayisina gére (n= 85) alinmistir.
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PCR yontemiyle hastalarin %3.5 (3/85)'inde HHV-8 DNA pozitifligi saptanmistir
(Tablo I). Bu li¢ hastaya HAART tedavisi uygulandigi 6grenilmistir. Bu olgulardan biri-
nin HHV-8 seropozitif, ikisinin seronegatif oldugu gozlenmistir. Buna gére HHV-8 sero-
pozitif 24 hastanin sadece 1 (%4.2)'inde HHV-8 DNA’sI pozitif bulunmustur. Yaglar 34
ve 37 olan seronegatif iki hastada HHV-8 DNA diizeyi < 500 kopya/ml (HIV-RNA yuku
sirastyla; < 20 kopya/ml ve 1250 kopya/ml), yasi 57 olan seropozitif hastada ise HHV-8
DNA diizeyi 2240 kopya/ml (HIV-RNA yikd; 191.000 kopya/ml) olarak saptanmistir.
HHV-8 DNA pozitif hastalardan elde edilen CT degerleri incelendiginde; HHV-8 DNA's|
< 500 kopya/ml olan hastalarda 33.03 ve 35.14, HHV-8 DNA'si 2240 kopya/ml olan
hastada ise 31.22 olarak saptanmistir. Calismada amplifikasyon Grtnleri jelde goriintu-
lenmemistir.

TARTISMA

Herpes grubu viruslarin diger tyelerinden farkli olarak HHV-8 seropozitifligi, toplum-
larda oldukga dustiktiir. HHV-8 enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ile ilgili olarak yapilan
calismalarda, prevalansin Ulkelere ve cografi bolgelere gore farkhlklar gosterdigi belir-
lenmistir. Ornegin HIV-1 ile enfekte hastalarda HHV-8 prevalansi Bati Afrika’da yapilan
bir calismada’ %65.6 (164/250), Brezilya’da yapilan bir calismada® ise %25.9 (59/228)
olarak saptanmustir. Szalai ve arkadaslarinin’ Macaristan’da yaptiklari calismada da, 115
HIV-1 pozitif hastanin 22 (%19.1)'sinde HHV-8 IgG, 7 (%6.1)'sinde ise HHV-8 DNA var-
hgi gosterilmis; DNA saptanan yedi hastanin yalnizca 1 (%14.2)'inde seropozitiflik be-
lirlenmistir. Albrecht ve arkadaslari'® IFA ve PCR yéntemleri ile KS olan ve olmayan HIV
pozitif hastalarda yaptiklar calismada; KS olmayan olgularda HHV-8 IgG ve HHV-8 DNA
pozitifligini sirasiyla %52 (207/398) ve %8 (21/260) olarak saptarken, KS’li hastalarda
bu oranlan sirasiyla %91 (30/33) ve %45 (15/33) olarak bildirmislerdir. Alagiozoglou
ve arkadaslarinin'’ calismasinda, KS'li hastalarda KS olmayanlara gére HHV-8 IgG
(%77'ye karsi yaklasik %30) ve HHV-8 DNA (%50’ye karsi yaklasik %8) pozitifligi daha
yuksek oranda saptanmistir. Bu arastiricilar, HHV-8 DNA'si pozitif olan hastalarin
%389’unda, negatif olan hastalarin ise %23’lnde IgG seropozitifligi bildirmisler ve ayri-
ca DNA pozitif olan hastalarda IgG antikor titrelerinin daha ytiksek oldugunu vurgula-
mislardir®.

Bizim calismamizda, HIV-1 pozitif hastalarda HHV-8 seropozitiflik orani 9%28.2
(24/85) olarak bulunmus; 3 (%3.5) olguda ise HHV-8 DNA'si saptanmistir. HHV-8
DNA'’si saptanan (g hastanin 1 (%33)‘inde HHV-8 IgG seropozitifligi izlenmis; bu bul-
gu HIV-1 pozitif hastanin HHV-8 enfeksiyonunu gecirmis oldugunu, ancak reaktivasyon
veya reenfeksiyon sonucu tekrar viremi gelistirdigini dustindirmustir. Olgularimizin
hicbirisinde KS klinik bulgulari mevcut olmayip, saptanan HHV-8 DNA (%3.5) ve HHV-
8 19G (%28.2) pozitiflik oranlar diger calismalara gore daha dusiik bulunmustur. Bu
durumun, hasta sayimizin az olmasindan ve toplumsal farklliklardan kaynaklanabilece-
gi distindlmustur.

Ogoina ve arkadaslar'?, HIV-1 pozitif hastalarda 19-40 yas grubunda HHV-8 IgG se-
ropozitifligini %62.7 (32/51), 40 yas uzerindeki grupta %60 (12/21) olarak saptarken,
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saglikh kisilerde bu oranlari sirasiyla %21.7 (15/69) ve %43.8 (7/16) olarak bildirmisler-
dir. Calismamizda ise HIV-1 pozitif hastalarda 21-40 yas grubunda seropozitiflik orani
%28.5 (10/35), 40 yasin Uzerindeki grupta %26.6 (12/45) olarak tespit edilmistir. So-
nuclarimiz, bu calismanin verileriyle karsilastinldiinda daha dustk bulunmustur. Bu
arastiricilar'? ayrica HIV pozitif hastalarinin %72.5 (25/34)’inde cinsel yolla bulasan has-
talik (CYBH) oykusi oldugunu belirtmislerdir. HIV/AIDS hastalarinda HHV-8 seropreva-
lansi ve CYBH oraninin yulksek olmasi, HHV-8 gecisinin cinsel yolla oldugunu destekle-
mektedir. Ancak bizim calismamizda olgularimizin higbirisinde CYBH 6ykiisii mevcut de-
gildir.

Yuksek risk gruplarinda HHV-8 antikor varligini ELISA yontemiyle arastiran Yang ve ar-
kadaglari'3, erkeklerde kadinlara gore (%22.6'ya karsi %5.7); 24 yasin (izerindeki birey-
lerde 24 yas altindakilere gore (%15.8e karsi %3.6); uyusturucu kullanan bireylerde kul-
lanmayanlara gore (%26.5’e karsi %6.1) ve egitim/kultir diizeyleri diisiik olan bireyler-
de yliksek olanlara gore (%20.7’ye karsl %9.8) HHV-8 seropozitifliginin daha yiiksek ol-
dugunu bildirmislerdir. Bizim calismamizda kadin/erkek orani 32/53 olup, erkek hasta-
lardaki HHV-8 seropozitiflik orani (18/24, %75) kadinlara (6/24, %25) gore daha yuk-
sektir. HHV-8 DNA'sI pozitif bulunan Gg¢ hastamizin da ikisinin erkek, birinin kadin oldu-
gu izlenmistir.

Jalilvand ve arkadaslarinin' calismasinda IFA yéntemiyle arastirilan HHV-8 seropreva-
lansi; kan dondrlerinde %2 (5/256), hemodiyaliz hastalarinda %16.9 (20/118), renal
transplantasyon hastalarinda %25 (25/100) ve HIV pozitif hastalarda %45.7 (26/35) ola-
rak rapor edilmistir. Bir baska calismada da saglikli kan dondérlerinde HHV-8 seropozitif-
lik orani %7.8 (45/557) olarak bildirilmis; seropozitif donérlerin birinde tiikurukte, ikisin-
de hem tiikiiriik hem de kanda HHV-8 DNA'sI pozitif bulunmustur'®. Ulkemizde Basaran
ve Yilmaz'in'® yaptigi calismada, HIV-1 pozitif 50 hastada HHV-8 IgG antikorlarinin var-
g1 IFA yontemiyle arastiriimis; 21-30 yas grubunda %42.8 (3/7), 31-40 yas grubunda
%13.6 (3/22), 41-50 yas grubunda %7.7 (1/13), 51-60 yas grubunda ise %25 (1/4) ol-
mak lizere, hastalarin toplam %16 (8/50)'sinda HHV-8 IgG poxzitifligi saptanmustir. Bizim
calismamizda en yuiksek HHV-8 seropozitiflik orani 41-50 yas grubunda (9/24, %37.5)
go6zlenmis, bunu 31-40 yas grubu izlemis (7/24, %29.2) ve diger yas gruplari ile arala-
rindaki fark istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (p< 0.05).

Akut HHV-8 enfeksiyonlarinin tanisi icin virusa 6zgul DNA varliginin ve IgM antikor
pozitifliginin arastinlmasi énerilmektedir®®. HHV-8 IgM ticari kitinin ilkemizde mevcut
olmamasi nedeniyle calismamizda HHV-8 IgG’si ELISA yontemiyle, HHV-8 DNA'si da PCR
yontemiyle arastinimistir. HHV-8 enfeksiyonu saptanan olgularimizin (24’4 HHV-8 IgG
pozitif, Gcli HHV-8 DNA pozitif) klinik ve virolojik olarak izlenmesinin, muhtemel KS ya
da HHV-8 ile iliskili diger patolojilerin gelisiminin 6ngorilmesi ve kontroll agisindan ya-
rarli olabilecegi dusunilmustir. Sonug olarak, HHV-8 enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi
ve patogenezi ile ilgili verilerin sinirli oldugu tlkemizde, genis kapsamli ileri calismalarin
yapilmasina ihtiya¢ oldugu kanisina variimistir.
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