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Amag: Bu c¢alismanin amact HIV enfeksiyonu pozitif saptanan
hastalarda HHV-6 DNA sikliginin, HHV-6 DNA’s1 pozitif

saptanan olgularda ise HHV-6 varyant tiiriiniin (varyant A veya
varyant B) belirlenmesiydi.

Gerec ve Yontem: Calismaya 20 HIV pozitif hasta ile 57 HIV
negatif saglikli birey dahil edildi. Hasta ve kontrol grubunda
HHV-6 DNA’s1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile arastirildi.
HHV-6 DNA pozitif saptanan olgularda HHV-6 varyant tiirii
restriksiyon par¢a uzunlugu polimorfizmi (restriction fragment
lenght polymorphisim: RFLP) ile arastirildi. Istatistiksel
degerlendirme SPSS programinda yapildi, p<0.05 istatistiksel
olarak anlaml1 kabul edildi.

Bulgular: HIV pozitif hastalarda HHV-6 DNA pozitifligi %45
(9/20), HIV negatiflerde ise %33,3 (19/57) olarak belirlendi.
Toplamda pozitiflik oran1 %36,3 (28/77) idi. HIV pozitif
hastalarda HHV-6 varyant B saptanirken, varyant A saptanmadi.

Sonu¢: HIV pozitif hastalarda HHV-6 seropozitifligi ve varyant
tiplerinin 6neminin belirlenmesi icin daha fazla sayida olgu
iceren bagka klinik ¢aligmalara gereksinim oldugu goriisiindeyiz.
Anahtar Kelimeler: HIV, HHV-6, varyant A, varyant B,
koenfeksiyon

GIRiS

HHV-6, ilk defa 1986 yilinda Salahuddin ve ark. (1) ta-
rafindan AIDS ve c¢esitli lenfoproliferatif hastaligi olan
olgularin periferal kan mononiikleer hiicrelerinden izole
edilmistir. Viriis konak hiicrelerinde primer olarak CD4(+)
T lenfositlerine tropizm gostermektedir. HHV-6’ nin HIV
enfeksiyonlarindaki rolii arastirma sathasindadir. Her

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to determine the frequency
of HHV-6 DNA in patients with HIV positive infection and HHV-
6 variant type (variant A or variant B) in patients with HHV-6
DNA positive

Material and Method: Twenty HIV-positive patients and 57
HIV negative healthy subjects were included in the study. HHV-6
DNA was investigated by polymerase chain reaction (PCR) in the
patient and control groups. In cases with HHV-6 DNA positive,
HHV-6 variant was investigated with restriction fragment length
polymorphism (RFLP). Statistical analysis was performed using
SPSS program, p<0.05 was considered statistically significant.

Results: HHV-6 DNA positivity was found to be 45% (9/20) in
HIV positive patients and 33.3% (19/57) in HIV negative patients.
Overall, the positivity rate was 36.3% (28/77). HHV-6 variant B
was detected in HIV positive patients, but variant A was not.

Conclusion: We believe that further clinical studies involving
more cases are needed to determine the importance of HHV-6
seropositivity and variant types in HIV positive patients.

Keywords: HIV, HHV-6, variant A, variant B, coinfection

iki virusunda CD4 (+) T hiicre lenfotropizmi gostermesi,
HHV-6"nin HIV enfeksiyonlarimin ilerlemesinde bir kofak-
tor olabilecegini diisindiirmektedir. Son yillarda yapilan
caligmalarda AIDS’in ileri safhalarinda yaygin HHV-6 en-
feksiyonu bildirilmistir (1-5).

HHV-6 izolatlar1; biyolojik, immiinolojik ve molekii-
ler ozellikleri bakimindan varyant A ve varyant B olmak
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tizere iki gruba ayrilmistir. Bu varyantlarin in vitro hiicre
tropizmi, T hiicre markirlarinin ekspresyonundaki etkileri,
monoklonal antikorlar ile gosterdikleri reaksiyonlar, rest-
riksiyon endoniikleaz profilleri, niikleotid sekanslari, sero-
epidemiyolojik 6zellikleri ve hastaliklar ile olan birliktelik-
leri birbirinden farklidir. HHV-6 B’nin ekzantem subitum
etkeni oldugu ve immiin sistemi baskilanmis bireylerde
siklikla aktif oldugu bildirilmesine ragmen, HHV-6 var-
yant A’nin belirli bir hastalik ile kesin iligkisi tanimlanma-
mistir (1-4). Varyant B, varyant A’dan daha fazla goriiliir
ve HIV ile enfekte hastalarda farkli dokulara tropizm gos-
terir (2).

Bu ¢aligmada HIV-seropozitif bireylerde HHV-6 DNA sik-
liginin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile aras-
tirtlmas1 ve HHV-6 DNA pozitif olgularda, RFLP testi ile
varyant tlirlinlin belrilenmesi amag¢lanmgtir.

GEREC VE YONTEM

Hasta ve Kontrol Grubu

Caligma kapsaminda, 20 HIV seropozitif birey ve 57 HIV
seronegatif birey calismaya alindi. HIV seropozitif birey-
ler Refik Saydam Hifzissithha Merkez Baskanligi Viroloji
Laboratuvari-AIDS Arastirma ve Dogrulama Merkezi’ne
gelen HIV seropozitif dogrulamasi yapilmis kisiler arasin-
dan se¢ildi. HIV negatif kontrol grubu ise ¢alismaya goniil-
li katilmak isteyen kurum personelinden segildi.

Kan Orneklerin Hazirlanmasi

Caligmada grubundaki hasta ve kontrol grubundan peri-
ferik venden 2 ml antikoagiilanli (EDTA’I1) kan alindu.
Kanlar, DNA ekstraksiyon ve piirifikasyon kitleri kullani-
larak ekstrakte edilip, saflastirildi. Saflastirma islemi son-
rasinda her bir 6rnege spektrofotometrik olarak saflik kont-
rolii yapildi, her oOrnek ¢alisma giiniine kadar -20 °C’de
derin dondurucuda saklandi.

PZR ile Hedef Gen Bolgesinin Cogaltiimasi

HHV-6 DNA amplifikasyonu i¢in viral genom {izerinde,
diger herpes viruslar ile reaksiyon vermeyen ve HHV-6’
nin genetik olarak degiskenlik gosteren tiirleri arasinda ko-
runmus Large tegliment protein (LTP ) bdlgesinin 830 baz
ciftlik bir sekansi hedef bolge olarak secildi. Bu amagla;
A:5"GAT CCGACG CCTACAAACAC-3’,C: 5-CGG
TGT CAC ACA GCA TGA ACT CTC-3’ primer dizile-
11 kullanild1. PZR karigimi, her bir 6rnek icin son tepkime
karigim1 50p olacak sekilde; apirojen su, tampon (1X), en-
hancer (1X), Mg Cl, (2.5 m M), d NTP karigim (200uM),
her bir primer (20 p mol/ul), Tag DNA polimeraz (5 U/
pl), Syl test edilecek 6rnek DNA’ s1 konularak hazirlandi.
Amplifikasyon i¢in tiipler , 94 °C’de 3 dk, 40 dongti olacak
sekilde (94 °C’de 45 sn., 62 °C’ de 45 sn., 72 °C ‘de 1.15
sn.), 72 °C’de 4 dk bekletildi.

PZR Cogaltma Uriinlerinin Elektroforez ile incelenmesi

PZR iiriinleri %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiildii. Bu agsama-
dan sonra jel dnceden hazirlanmis etidyum bromiir (0.5
mg/ml) ¢ozeltisinde 20 dk tutularak boyandi ve ultraviyo-
le 151k kaynag: lizerinde goriilen bantlar degerlendirildi.
Tiim ¢aligmalarda negatif kontroller kullanildi, 830 b¢’lik
biiyiikliikte ¢ogaltma {irlinti gosteren drnekler tiplendirme
icin restriksiyon enzim analizine alindi.

Restriksiyon Enzim Analizi

Hind III enzimi i¢in 5 pl tampon (10 x), 2 pl enzim, 20
pl amplifiye {irtin, 23ul steril distile su olacak sekilde kari-
sim hazirlandi. Karigimi, 37 °C’ de bir gece inkiibe edildi.
Ornekler %2’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Etidyum bromiir
¢ozeltisinde 20 dakika boyandiktan sonra ultraviyole 151k
kaynagi lizerinde bantlar enzim ile kesim bolgelerine gore
tiir tayini i¢in incelendi (3,6,7).
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BULGULAR

Calismamizda, HHV-6 DNA’s1 incelenen 77 kan 6rnegi-
nin, 28’1 pozitif, 49’u negatif olarak saptandi. Pozitiflik
orani, ¢alisma gruplarina gore degerlendirildiginde; HIV
seronegatif 57 6rnegin 19’unun, HIV seropozitif 20 6rne-
gin ise 9’unun PZR testi ile pozitif oldugu gozlendi (Tablo

1).

Tablo 1. Saglikli bireyler ve HIV seropozitif hastalarda HHV-6 PZR testi
sonuglari

‘ HHV-6 PZR

OLGU ‘ Pozitif ‘ % Negatif ‘ %
Saglkli Bireyler 19/57 33.33 38/57 66,67
HIV-seropozitif hastalar 9/20 45 11/20 55
Toplam 28/77 36.36 49/77 63,63

PZR yontemi ile amplifiye edilen Orneklerin, HHV-6
DNA’s1 bakimimdan pozitif veya negatif olarak degerlen-
dirmesi agaroz jel elektroforezi ile yapildi. Agaroz jel
elektroforezinde, 830 bg’lik bir bolgede bir bantin gozlen-
mesi PZR pozitif, 830 b¢’lik bir bélgede bir bantin gdzlen-
memesi PZR negatif olarak degerlendirildi (Resim 1).

PZR yontemiyle HHV-6 (+) olan 6rneklerde HHV-6 var-
yantlarini belirlemek i¢in: HHV-6 LTP kodlayan genin 830
be¢’lik bolgesinde spesifik kesim yeri olan, Hind III rest-
riksiyon endoniikleaz enzimi kullanildi.830 b¢’lik bolge,
izolatlarin bir kisminda ile 610 b¢ ve 220 bg olmak {izere
2 fragmente ayrildi. Diger bir grup izolatta ise Hind III ile
herhangi bir kesim bolgesi ayirt edilmedi.

Hind III ile kesilen izolatlar varyant B, kesilmeyen izolatlar
varyant A olarak kabul edildi (Resim 2 ).
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1-Pozitif kontrol

2- Negatif kontrol
3,5,6-HHV-6 DNA (-) 6rnekler
4,7-HHV-6(+) 6rnekler

Resim 1. Klinik 6rneklerde HHV-6 DNA’nin amplifikasyonu
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1- HHV-6 DNA pozitif kontrol

2- Hind Il enzimi ile kesilmis

amplifiye Griin (varyant B)

3 - Hind lll enzimi ile kesilmemis
amplifiye Girlin (varyant A)

Resim 2. HHV-6'nin varyant A ve varyant B'nin agaroz jel elektroforez gértintiisu

RFLP analizi sonucunda tim c¢aligma grupunda varyant
B %85,71 oranla varyant A (%14,29)’ ya gore daha faz-
la siklikla tesbit edildi. Caligmada HIV negatif bireylerde
%21,05 siklikla varyant A belirlenirken, HIV pozitif birey-
lerde varyant A tiirline rastlanmadi.Gruplar arasinda var-
yant B tiirli bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmezken, varyant A tiirli bakimimdan anlamli bir fark
saptandi (p<0,05) ( Tablo 2).

Tablo 2. HIV negatif saglikli bireyler ve HIV pozitif bireylerde HHV-
6 varyant dagilimi

HHV-6 VARYANTLARI

OLGULAR ‘ HHV-6 DNA ‘ A B
Pozitif % Pozitif % Pozitif %
HIV negatif 19/57 33.33 4/19 21. 15/19 79
HIV pozitif 9/20 45 0/9 0 9/9 100
Toplam 28/57 36,36 4/28 14,3 24/28 85,7
TARTISMA

Herpesvirus enfeksiyonlari tiim diinyada yaygin olarak go-
rlilen viral enfeksiyonlardir. Tiim herpes grubu viruslarda
oldugu gibi, HHV-6’da genellikle asemptomatik olarak ko-
naga girdikten sonra, 6zellikle CD+4 T lenfositlerine afini-
tesi nedeniyle bu hiicrelerde ¢cogalmakta ve ayni hiicreler-
de latent olarak kalmaktadir. Viicutta latent halde bulunan
virus; ¢esitli nedenler ile immiin sistemin baskilandigi du-
rumlarda tekrar aktivite kazanmaktadir. HHV-6’ nin reak-
tivasyon veya reenfeksiyonunun pek ¢ok klinik tablo ile
iligkili oldugu ileri siiriilmektedir. Virusun primer olarak
CD+4 T hiicre lenfotropizm goéstermesi, HHV-6" nin HIV
enfeksiyonlarinin ilerlemesinde 6nemli rolii olabilecegini
diistindiirmiistiir. HIV seronegatif saglikli bireyler ve HIV-
seropozitif hastalarin tiikriik ve kanlarinda HHV-6 DNA
varliginin PZR yontemi ile arastirildigr gesitli caligmalar-
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da, HHV-6 DNA; HIV seronegatif ve HIV seropozitif bi-
reylerin tiikriiklerinde sirast ile  %3-63, %0-96 oraninda,
kanlarinda ise %10-49, %10-75 oraninda tesbit edilmistir.
RFLP testi ile yapilan tiir ayrimi ¢aligmalarinda ise HIV
seropozif hastalarda ve HIV seronegatif bireylerde HHV-
6 B varyantinin daha yaygin oldugu gosterilmistir (2,4,8).
Fox ve ark. (3) ise, HIV pozitif hastalar ve HIV negatif
olan bireylerde HHV-6 antikor prevalansinin istatistiksel
olarak farklilik gostermedigini ve bu nedenle HHV-6 en-
feksiyonunun HIV enfeksiyonunu gili¢lendirmedigi sonu-
cuna varmiglardir. Spira ve ark. (4) da benzer sekilde HIV
enfeksiyonu ile HHV-6 arasinda korelasyon olmadigini
bildirmislerdir

Caligmamizda, HIV seronegatif saglikli bireyler ve HIV-
seropozitif bireylerin kan 6érneklerinde HHV-6 DNA siras1
ile %33,33 ve %45 siklikta saptanmistir. HIV seropozitif
bireylerde saptanan bu oran HIV enfeksiyonlarinda HHV-6
virusunun énemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

HHV-6 varyant A ve varyant B’ nin sikliginin tilkelere gore
farklilik gosterdigi bildirilmistir. Avrupa, ABD ve Japon-
ya’daki primer bebek enfeksiyonlari, agirlikli olarak HHV-
6B’dir (%97-100), Afrika’da ise, saglikli bebeklerin % 86-
100’1 HHV-6 varyant A’y1 primer enfeksiyon olarak edinir
9).

Sundugumuz ¢alismada, HHV-6 DNA pozitif 6rneklerde
Hind III enzimi kullanarak yaptigimiz RFLP testi sonu-
cunda HIV-seronegatif bireylerde HHV-6 A %21,05 sik-
likla tespit edilirken, HIV seropozitif bireylerde HHV-6 A
tiiriine rastlanilmamigtir. HHV-6B tiirii ise %100 oraninda
tesbit edilmistir.

Caligmamizda, diger ¢aligmalar ile uyumlu olarak, HIV se-
ropozitif hastalarda varyant B tiiriiniin varyant A’ya gore
daha yaygin oldugunu belirledik.

HHV-6A’nin epidemiyolojisi ve hastaliklarla iliskileri daha
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az tanimlanmistir. AIDS hastalarinda HHV-6 enfeksiyonu/
reaktivasyonu, hem lenf diiglimlerinde hem de genel ola-
rak viral yiikte artisa neden olur, bunun sonucunda viremi,
birgok organda yaygin enfeksiyon, aktif santral sinir siste-
mi enfeksiyonu, pndmoni ve retinit hatta 6liime neden ola-
bildigi bildirilmistir. HHV-6 ile iliskili bilateral posterior
tiveit ve optik ndrit, AIDS’in klinik belirtileri olan veya ol-
mayan HIV ile infekte bireylerde bildirilmistir. Bu bulgu-
lar, HHV-6"nin AIDS’in ilerlemesinde kofaktor olabilecegi
ve HIV’in latent enfeksiyondan replikatif faza gegmesine
katkida bulunabilecegi gorilisiine neden olmustur. Mevcut
verilere ragmen, HHV-6"nin HIV-1 enfeksiyonunun prog-
resyonunda rol oynadigina dair kesin kanitlar hala eksiktir

©9).

Contreas ve ark (10) HIV periodontitisi olan hastalar-
da HHV-6 polimeraz zincir reaksiyonu pozitiflik oranini
(%71), HIV negatif periodontitisi olan hastalardan (%21)
anlamli oranda yiiksek bildirmislerdir. Leach ve ark. (11)
HIV ile infekte kanseri olan ¢ocuklar, HIV ile enfekte kan-
seri olmayan ¢ocuklar ve HIV enfeksiyonu olmayan kan-
serli cocuklarda yaptiklari ¢calismada, HHV-6 ve CMV en-
feksiyonlarimin sikligini, HIV enfeksiyonu ve kanseri olan
cocuklarda daha sik saptamislardir. Calismada. HHV-6A
varyanti, yalnizca HIV ile infekte kanser hastalarinda sap-
tandig1 rapor edilmistir.

Sundugumuz ¢alismanin kisitlayic1 yonleri; HIV pozitif
hastalarla ilgili detayli klinik bilgiye sahip olmadigimiz
icin bu hastalarda HHV-6 seropozitifligi ve HHV-6 varyant
B’nin klinik 6nemini degerlendirmek miimkiin olmamustir,
ayrica ¢alismaya dahil edilen hasta sayis1 azdir. Buna kar-
sin, ¢calismada hem hasta grubu hem de kontrol grubunda
HHV-6 DNA’sinin ve varyant tiplerinin molekiiler yon-
temlerle belirlenmesi yoniiyle ilgingtir. Ayrica, Tiirkiye’de
HIV pozitif hastalarda HHV-8 seropozitifliginin arastirildi-
&1 caligmalar olmasina ragmen, HIV pozitif hasta grubunda
HHV-6 seropozitifligi ve varyant tiplerinin arastirildig1 ¢a-
lisma mevcut degildir. Calismamiz literatiir tarandig1 kada-
riyla Tiirkiye’de bu konuda yapilmis ilk ¢aligmadir.

Sonug olarak, HIV pozitif hastalarda HHV-6 seropozitifligi
ve varyant tiplerinin dneminin belirlenmesi i¢in daha fazla
sayida HIV pozitif hasta iceren genis kapsamli klinik ¢alis-
malara gereksinim oldugu goriigiindeyiz.

MADDI DESTEK VE CIKAR ILiSKiSsi

Calismay1 maddi olarak destekleyen kisi/kurulus yoktur ve
yazarlarin ¢ikara dayali bir iligkisi yoktur.
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