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OZET

HEMATOLOJI KLINIKLERINDE TAKIiP EDILEN HASTALARDAN ELDE
EDILEN CYTOMEGALOVIRUS (CMV) SUSLARINDA ANTIVIRAL ILAC
DIRENCININ ARASTIRILMASI

Amag¢: CMV enfeksiyonlart immiin sistemi normal olan kisilerde ¢ogunlukla
asemptomatik gecirilirken; transplant alicilar1 gibi immiin yetmezlikli hastalarda 6nemli
bir morbidite ve mortalite nedenidir. Bu ¢alismada; kemik iligi transplantasyon (KiT)
tinitesi ve hematoloji kliniklerinde takip edilen hastalardan elde edilen CMV suslarinda

antiviral ilag¢ direncinin arastirilmast amaglandi.

Gerec ve Yontem: Calismaya Erciyes Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma
Merkezi Hematoloji ve KIT iinitesi boliimlerinde takip edilen 48 hastaya ait 51 kan
ornegi dahil edildi. Hastalarin 21°1 ¢ocuk, 27’si ise eriskin hastaydi. CMV DNA viral
yiikii 1000 IU/ml ve tizeri olan hastalar ¢alismaya dahil edildi. CMV suslarinda antiviral
ilag direncinin belirlenmesinde UL97 gen bdlgesi i¢in 835bp’lik; ULS54 gen bolgesinde
ise 979 bp’lik ve 904 bp’lik bolgelere Sanger dizi analizi yontemi uygulandi. Sekans
islemi ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) cihazinda Erciyes
Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezinde gergeklestirildi. Dizilerin degerlendirme
isleminde web sitesinden yararlanildi (www.informatik.uni-
ulm.de/ni/staff/Hkestler/ncmv/).

Bulgular: Calismaya dahil edilen 48 hastanin 6 (%12.5)’sinda antiviral direng
mutasyonu bulundu. Antiviral diren¢ bulunan tiim hastalar KIT alicis1 idi. Calismaya
dahil edilen 48 hastanin 42’si KIT alicis1 olup 6 (%14.2)’sinda antiviral direng bulundu.
Bu 6 hastanin 3’ii cocuk ve 3’ii eriskin hasta idi. Calismada pediatri KiT alicis1 olan
toplam 18 hastanin 3 (%16.6)’iinde; eriskin KIT alicis1 olan toplam 24 hastanin 3
(%12.5)’linde antiviral diren¢ bulundu. Tek basina UL97 gen bolgesinde 4 hastada
antiviral diren¢ mutasyonu saptandi. 1ki hastada E596G mutasyonu, iki hastada ise
sirastyla C603W ve AS591V mutasyonu bulundu. Ayrica bir hastada UL97 gen
bolgesinde M4601 ve C592G mutasyonlar1 ve es zamanli olarak UL54 gen bolgesinde
IX


http://www.informatik.uni-ulm.de/ni/staff/Hkestler/hcmv/
http://www.informatik.uni-ulm.de/ni/staff/Hkestler/hcmv/

F412L mutasyonu tespit edildi. Bir hastada ise UL97 gen bolgesinde mutasyon olmadan
tek basina UL54 gen bolgesinde L957F mutasyonu bulundu. Calismaya dahil edilen 27
hastada literatiirde bildirilen ve fenotipik testlerle ilaclara duyarli oldugu belirlenen 11
varyant sekans (UL54’te V355A, V450A, ins885S, S897L, D89N, G474R, VI27M,
CI961R ve K947E; UL97°de D60SE ve A427V mutasyonu) saptandi. Ayrica daha

onceki yayinlarda bildirilmeyen ¢ok sayida varyant sekans bulundu.

Sonug¢: Sonug olarak hastalardan elde edilen CMV suslarinin %12.5’inde antiviral ilag
direnci saptandi. Bu oranin daha onceki calismalara kiyasla yiiksek oldugu dikkati
cekmektedir. Antiviral diren¢ tayini, hastalarin takibinde 6nemli olup; tedavinin
planlanmasinda klinisyeni yonlendirecektir. Ayrica saptanan varyant sekanslarin
antiviral ila¢ direncindeki roliiniin belirlenmesi i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyag¢ oldugu

sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: CMV, gansiklovir, antiviral direng, dizi analizi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIVIRAL DRUG RESISTANCE IN
CYTOMEGALOVIRUS (CMV) STRAINS OBTAINED FROM PATIENTS
FOLLOWED UP IN HEMATOLOGY CLINICS

Aim: CMV infections are mostly asymptomatic in individuals with normal immune
system; 1t is an important cause of morbidity and mortality in immunocompromised
patients such as transplant recipients. In this study it is aimed to investigate the antiviral
drug resistance in CMV strains obtained from patients followed up in bone marrow

transplantation (BMT) unit and hematology clinics.

Materials and Methods: Fifty one blood samples obtained from 48 patients who were
monitored in Department Hematology and BMT unit in Erciyes University Health
Practice and Research Center were included in the study. Twenty one of patients were
children and 27 were adults. Patients with CMV DNA viral load 1000 1U / ml and
above were included in the study. Sanger sequence analysis method was applied for
determination of antiviral drug resistance in CMV strains, 835bp for the UL97 gene
region; 979 bp and 904 bp regions for the UL54 gene region. Sequencing was
performed on the ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) at Erciyes
University Genome and Stem Cell Center. The website was used for the evaluation of

the sequences (www.informatik.uni-ulm.de/ni/staff/Hkestler/hcmvy/).

Results: Antiviral resistance mutation was found in 6 (12.5 %) of 48 patients included
in the study. All patients with antiviral resistance were BMT recipients. Of the 48
patients included in the study, 42 were BMT recipients and 6 (14.2%) had antiviral
resistance. Of these 6 patients, 3 were children and 3 were adult patients. In this study,
antiviral resistance was found in 3 (16.6%) of 18 pediatric BMT recipients; 3 (12.5%)
of 24 adult BMT recipients. Antiviral resistance mutation was detected in 4 patients in
the UL97 gene region alone. E596G mutation was found in two patients and C603W
and A591V mutation in two patients, respectively. In addition, M460l and C592G
mutations in the UL97 gene region and F412L mutation in the UL54 gene region were
detected in one patient. In one patient, L957F mutation was found in the UL54 gene

region alone without mutation in the UL97 gene region. Eleven variant sequences

Xi
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(V355A, V450A, ins885S, S897L, D898N, G474R, V927M, C961R and K947E in
UL54; D605E and A427V mutation in UL97) were identified in 27 patients included in
the study, which were reported in the literature to be susceptible to drugs by phenotypic
testing. In addition, a large number of variant sequences that have not been reported in

the literature were found.

Conclusion: In conclusion, antiviral drug resistance was found in 12.5% of CMV
strains obtained from patients. This ratio is high compared to previous studies.
Determination of antiviral resistance is important in following up the patients and
guiding the clinician in planning the treatment. In addition, further studies are needed to

determine the role of variant sequences in antiviral drug resistance.

Key words: CMV, ganciclovir, antiviral resistance, sequence analysis
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1.GIRIS VE AMAC

Cytomegalovirus (CMV) Herpesvirales takiminda, Herpesviridae familyasinin
betaherpesvirinae alt ailesinde yer alir. CMV yaklasik 200 nm ¢apinda, kiibik simetrili,
zarfli, lineer cift iplikli bir DNA viriisiidiir. Enfeksiyonlar tiim diinyada yaygin olarak
her yas grubunda goriiliir ve bagisiklik sistemi saglam olan kisilerde ¢ogunlukla

asemptomatiktir (1).

CMV, son yillarda bagisik yetmezligi olan hastalarda neden oldugu agir enfeksiyonlar
nedeniyle 6nem kazanan ve bu hastalarda en sik rastlanan firsat¢1 patojenlerden biridir.
Bu tip hastalarda yaygin enfeksiyon ve komplikasyonlarin goriilme olasiligi daha
fazladir. Organ nakli alicilarinda CMV enfeksiyonunun siklig1 ve siddeti; transplantin
tipine, bagislanan organin kaynagina, alicinin immiin durumuna ve immiinsiipresif
tedavinin siiresine bagl olarak degismektedir. CMV enfeksiyonu, 6zellikle pndmoni ile
iligkili oldugunda, hematopoetik kok hiicre transplantasyonundan sonra onemli bir

morbidite vemortalite nedenidir (1, 2).

CMV enfeksiyonlarint 6nlemek ve gelisen CMV hastaliklarini tedavi etmek icin etkili
antiviral ilaglar bulunmaktadir. Gansiklovir, valgansiklovir, valasiklovir, sidofovir ve
foskarnet; profilaksi, preemptif tedavi ve transplant alicilarinda CMV hastalig1 tedavisi
gibi g¢esitli durumlarda kullanilmaktadir. Gansiklovir (GCV) CMV’ye bagh
enfeksiyonlarda morbidite ve mortaliteyi belirgin sekilde azaltmaktadir ve tedavide ilk

segenektir (1, 3).

CMV’nin antiviral ajanlara duyarliligini test etmek i¢in bir¢ok fenotipik ve genotipik
test bulunmaktadir. Fenotipik testler arasinda plak rediiksiyon testi (PRA), DNA
hibridizasyonu ve boya tutulumu testi gibi yontemler yer alir. Genotipik testler ise dizi
analizi, pirosekanslama, in vitro ters hibridizasyon, line prob assay (LiPA) ve tek
niikleotid polimorfizm analizidir (SNP). CMV antiviral duyarlilik testinde altin standart
yontem PRA’dir. Ancak fenotipik testlerin zorluklari nedeniyle genotipik testler daha

cok tercih edilmektedir. GCV direnci, ilacin hiicre i¢i fosforilasyonunu saglayan UL97

1



protein kinaz geninde veya UL54 DNA polimeraz geninde mutasyona bagli olarak
goriilmektedir. UL97’deki mutasyonlar GCV direnci ile iliskili ve UL54'teki

mutasyonlar ise GCV, foskarnet ve sidofovir direnci ile iligkilidir (4, 5, 6).

Bu calismada; kemik iligi transplantasyon (KiT) iinitesi ve hematoloji kliniklerinde
takip edilen hastalardan elde edilen CMV suslarinda antiviral ilag¢ direncinin UL97 ve

ULS54 gen bolgelerinde DNA dizi analizi yontemiyle arastirilmasi amaglandi.



2.GENEL BILGILER

2.1. CYTOMEGALOVIRUS
2.1.1.Tarihge

CMV enfeksiyonlarinin tipik intraniikleer inkliizyonlar1 Alman bilim adamlari
tarafindan 1881 yilinda fark edilmis ve protozoa oldugu diisiiniilmiistiir. Bu biiyiik
hiicrelerin ¢ekirdeklerinin, berrak halo ile ¢evrelenmis bir “merkezi niikleer cisim”
icerdigi gorilmistiir. Lowenstein, Ribbert’in laboratuvarinda calisirken 30 infantin
dordiiniin parotis bezinde benzer hiicreler gormiistlir. Bunlar, intraniikleer inkliizyonlar
olan tipik sitomegalik hiicrelerin ilk tanimlaridir. Von Glahn ve Pappenheimer;
Lipschuetz'in, herpes zoster ve herpes genitalis ile enfekte olmus insanlardaki
lezyonlarda intraniikleer inkliizyon igeren hiicre kesfettigini belirtmislerdir. Bu
intraniikleer inkliizyonlari olan hiicrelerin, simdi Herpesviridae olarak bilinen bir grup
viriisle iliskili olabileceginin ilk gostergesiydi. Farber ve Wolbach, ¢esitli nedenlerden
dolay1 6liim sonrasi incelenen 183 ¢ocugun 26'sinin tiikiirtik bezlerinde bu tiir inkliizyon
tastyan hiicreleri bulmuslardir. Bu, CMV enfeksiyonunun oldukca sik oldugu gercegini
distindiirmistir. CMV 1956°da ilk olarak Smith tarafindan farede izole edilmistir.
Daha sonra Smith, Rowe ve Weller liderliginde birbirinden bagimsiz ii¢ farkli arastirma
grubu HCMV”ii ilk kez tiikiiriik bezinden izole ederek gostermislerdir. Ik izole edildigi
doku nedeniyle ‘salivary gland virus’ ya da sitomegalik inkliizyon viriis olarak
isimlendirilmesini takiben bu isim 1960 yilinda yerini ‘cytomegalovirus’a birakmistir

(3,7,8).



2.1.2. Smiflandirma

‘International Committee on Taxonomy of Viruses’ tarafindan insan Herpesviriisii 5
(HHV-5) olarak tanimlanan CMV; Herpesviridae ailesinin bir {iyesidir. Herpesviridae
ailesinin i¢inde herpes simpleks viriisi 1 (HHV-1) ve 2 (HHV-2), varisella-zoster
viriisti (HHV-3), Epstein-Barr virlisii (HHV-4) ve insan herpesviriisleri 6, 7 ve 8 yer
alir. CMV; Herpesvirales takiminda, Herpesviridae familyasinin Betaherpesvirinae alt
ailesinde smiflandirilir. Virlisiin adi, viriis tarafindan enfekte edilen hiicrelerin

biiylimesinden (cyto:hiicre, mega:biiyiik) kaynaklanmaktadir (1, 3, 9).
2.1.3. Viriisiin Genel Ozellikleri

CMV, insan herpesviriis genomlarinin en biiyligline sahiptir. CMV partikiilii 120-200
nm c¢apa sahiptir ve 220-240 kb dogrusal ¢ift iplikli DNA genomu igeren bir kor, 162
kapsomer igeren ikozahedral kapsid, amorf tegliment ve onlar1 ¢evreleyen fosfolipid
acisindan zengin zarftan olugmaktadir (1, 3). CMV’ nin morfolojik yapist Sekil 1’de

gosterilmistir.

TR, 230 kb dsDNA
) N 3 » Us
Nucleocapsid . : |I Ss
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— Membrance

uLsa |

uL27 |

v 29 B o’ te Do > TR, Terminase
Glycoprotein/ - GERETIUA B . : 9 """"""" Complex

Complex

Sekil 1. CMV’nin morfolojik yapisi

Kapsid major ve mindr olmak iizere iki ana yap1 proteini igerir. Major kapsid proteini

(pULS86) yapisal olup, mindr kapsid proteini (pUL46) DNA ile birlesir. Ayrica pULSO0,
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kapsidle ilgili bir ‘assembly’ proteini olup, assemblin adin1 alir. Assemblin viriisiin
hiicreden olgunlagsmasinda rol oynar. Zarf en az 6 adet glikoprotein igerir. Bu
glikoproteinlerden en onemlileri gB (glikoprotein B) ve gH (glikoprotein H)’dir. gB
(gpULS55) viriisiin hiicreden hiicreye gegisinde ve fiizyonda, gH ise viriisiin konak
hiicreye adezyonunda Onemlidir. Tegiiment kisminda matriks proteinleri yer alir.
Matriks proteinlerinin fonksiyonlar1 heniiz tam anlasilamamis olmakla beraber; pp65
(ppULS3) protein kinazlarin yaptig1 fosforilasyonun ana hedefidir ve antijenemi testinde
saptanan proteindir; ‘lower matriks proteini’ olarak da bilinir ve sitotoksik T lenfositler
icin en Onemli hedeftir. pp65 proteini, immiin sistemi baskilanmis hastalarda CMV
viremisi sirasinda 16kositlerde ve endotelyal hiicrelerde saptanir. Diger bir fosfoprotein
ise ‘upper matriks protein’ olarak adlandirilan tegliment proteini ppUL82 (pp71) ¢ok
kuvvetli bir transaktivatdrdiir. Fosfoprotein UL32 (p150), ppUL44 (p52), ppULS80 (p38)
ve ppULS57 (p130) immiinojenik olup, serolojik tanida yarar saglar (1, 3).

CMV genomu, yapisal ve diizenleyici proteinler ile konak¢inin bagisiklik sistemini
modiile eden proteinleri kodlayan, 200'den fazla acik okuma bdlgesinden (open reading
frame: ORF) olusur (1). CMV genomu, ters tekrar dizileri ile sinirlanmis UL (Unique
Long) ve US (Unique Short) olarak adlandirilan iki bolgeden olusur. ORF’ler
bulunduklar1 bolge (UL veya US) ve sayisal sira ile adlandirilir (4). CMV DNA

genomunun yapisal komponentlerinin haritasi Sekil 2°de goriilmektedir.

k- 230 kb ds DNA >|
TR, u, IR, IRg Ug TRg
' = —_— |
"’ . f’ \\ 1"“ \\ \\.
i -— —
uL27 UL54 uLe7 S T—
UL148-1L133

Sekil 2. CMV DNA genomunun yapisal komponentlerinin haritasi (4).
2.1.3.1. CMV’nin Replikasyonu

Viral replikasyon, konakg1 hiicrenin ¢ekirdeginde meydana gelir ve en erken, erken ve
gec gen siniflarinin ifadesini igerir (1, 3, 9). CMV replikasyonu diger herpesviriisler ile

ortak oOzellik tasir. Viral DNA’nin kapsid icine yerlesmesi hiicre ¢ekirdeginde
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gerceklesir. Viral zarf ise konak hiicre ¢ekirdek zarindan kazanilir. Prodiiktif enfeksiyon
degisik derecelerde hiicre harabiyetine neden olur. Latent enfeksiyonda ise hiicre

harabiyeti yoktur, viral genom sirkiiler yapidadir ve viral antijenlerin bir kism1 eksprese

edilir (L, 10).

CMV replikasyonunda ilk asama virlisiin zarf glikoproteinleriyle hiicre yiizeyine
tutunmasi ve penetrasyonudur. CMV, hiicrenin birgok reseptoriinii kullanarak tutunur ve
adsorbe olur. ilk tutunma ve adsorbsiyonda, heparan siilfat ve gH zarf proteini ile
hiicrede bulunan 92 kilodalton (kDa) reseptorii arasindaki iliski énemli rol oynar.
Viriisiin hiicreye alinmasi, viral zarf ile hiicre membran1 arasindaki direkt flizyon olay1
ile meydana gelir. Fiizyon, biitiin Herpesviridae ailesi iiyelerinde korunmus olan bazi
glikoproteinler tarafindan yonetilmektedir. Fiizyon siireci tamamlandiktan sonra
sitoplazmada serbest kalan niikleokapsid, tiibiilin mikrotiibiil ag1 {izerinden niikleer pora
taginir. Niikleusa girer girmez lineer formdaki viral genom sirkiiler hale gelir ve
transkripsiyon baslar. Transkripsiyon ii¢ ana fazda gergeklesir. Ilk olarak diizenleyici
tegliment proteinleri tarafindan ‘en erken’ veya ‘o’ genlerinin transkripsiyonu baslatilir.
Bu fazda sentezlenen proteinler esas olarak transkripsiyon aktivatorleri olarak fonksiyon
gortirler. Sitoplazmada sentezlendikten sonra niikleusa tasinan bu proteinler bir yandan
‘erken’ ve ‘ge¢’ genlerin transkripsiyonunu stimiile ederken, bir yandan da ‘en erken’
genlerin transkripsiyonunu baskilarlar. Transkripsiyonun ikinci asamasinda, birgogu
viral DNA replikasyonunda ve protein fosforilasyonunda énemli olan enzimleri (DNA
polimeraz gibi) kodlayan ‘erken’ veya ‘B’ genler ve en son asamasinda da ¢ogunlugu
viriyonun yapisal proteinleri (zarf glikoproteinleri ve niikleokapsid proteinleri) olarak
gorev yapan proteinleri kodlayan ‘ge¢’ veya “y’ genler transkripsiyona ugrar. Hiicrenin
enfeksiyonundan 4-9 saat sonra, erken genlerin ekspresyonu maksimum diizeye ulagir.
Geg genlerin ekspresyonlari ise viral DNA sentezi basladiktan sonra maksimum diizeye
ulagir. Viral DNA replikasyonu, replikasyon siklusunun kritik bir asamasi olup erken
fazda sentezlenen DNA polimerazin kontrolii altindadir. Viral genomlar, ‘rolling circle’
mekanizmasi ile sentezlenirler. Bu replikasyon mekanizmasi sonucu konkatemerik
DNA’lar ortaya ¢ikar. Sentezlenen viral genomlarin kapsidle c¢evrelenmesi ve
niikleokapsidlerin olusumu sirasinda belirli baz1 enzimler konkatemerik DNA’nin hedef

sekanslaria baglanip onu, her bir kapsid i¢ine bir viral genomun girmesini saglayacak
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sekilde bolerler. Kapsid proteinleri sitoplazmada sentezlenip otokatalitik bir mekanizma
ile bir araya toplandiklar1 niikleusa taginirlar. Niikleusta kapsid, viral genom ile bir
araya toplanir. DNA’y1 i¢ine alan niikleokapsidler ¢ekirdek zarindan zarflarii alarak
periniikleer sisternalardan tomurcuklanir ve sitoplazmik vezikiiller i¢inde hiicre zarina

taginir, ekzositozla salinirlar (3, 11, 12).

Replikasyon yaklasik 48-72 saat siirer. En erken gen {iriinlerinin ekspresyonu hizli
olmasina ragmen, erken ve ge¢ gen tiriinlerinin ekspresyonu ise 24-36 saat sonra baglar
ve 72-96 saat sonra en yiiksek diizeye ulagir. CMV replikasyonu gergeklesen hiicreler;
farklilagmis insan hiicreleri, deri ve akciger fibroblastlari, aktive olarak makrofajlara

farklilagsmis monositlerdir (1, 12).
2.1.3.2. Fiziksel ve Kimyasal Ajanlara Diren¢

CMV distik pH, lipid ¢oziiciiler, antikoagiilanlar ve 1s1 gibi fiziksel ve kimyasal
ajanlara kars1 ¢ok dayanikli degildir. CMV %20'lik eter soliisyonunda 2 saatte, 56°C'de
30 dakikada ve UV 1s1ginda 5 dakikada inaktive olur. CMV'nin 37°C'de yar1 6mrii 60
dakikadir. CMV sodyum hipokloridin %10'luk soliisyonuna duyarlidir. CMV viicut
disinda yasamaya dayanikli degildir. Viral titre dondurup ¢ozme ile diismektedir. Sivi
nitrojen tankinda giivenle saklanabilir. Diger herpesviriislere kiyasla -20 °C’a

dayamklilig1 daha azdir; -70 °C°da saklanmas: gerekmektedir (1).
2.1.4. Epidemiyoloji

CMYV, diinya ¢apinda bir dagilima sahiptir ve mevsimsel ya da epidemik o6zellik
olmadan, her yastan insan1 enfekte eder. CMV seroprevalansi yagla birlikte artar ve
orant %40-100 arasinda degisir. Prevelans, toplumlarin gelismislik diizeyleri ile iliskili
olarak farklilik gostermektedir. Avrupa, Avustralya, Kuzey Amerika iilkelerinde
seroprevelans diigiik, Afrika ve Gilineydogu Asya, Giliney Amerika ve Hindistan’da ise

okul 6ncesi donemde ¢ocuklarin %90’dan fazlasi seropozitiftir (1, 3).

Viriis hayatin erken donemlerinde edinilir ve prevalansi kalabalik yasam kosullarina
sahip diisiik sosyoekonomik gruplar arasinda en yiiksektir. CMV vertikal ve horizantal
olarak bulagabilir. CMV enfeksiyonlar1 dogumdan 6nce (konjenital), dogum sirasinda
(perinatal) ve hayatin ileri yillarinda (postnatal) kazanilanlar olarak siniflandirilabilir.

Enfeksiyonlarin ¢ogu viriisii sagcan kisilerle yakin kisisel temasla kazanilir. CMV;
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tiikiiriik, idrar, anne siitii, gdzyasi, diski, vajinal ve servikal sekresyonlar, kan ve semen
dahil olmak iizere birgok viicut sivisinda tespit edildigi i¢in; bulasma ¢esitli yollarla
olabilir. Konjenital veya edinsel CMV enfeksiyonundan sonra virlisiin uzun siire
sacilmasi viriis yayilimina katkida bulunur; viriis, primer enfeksiyonu takiben haftalar,

aylar veya hatta yillar boyunca viicuttan atilabilir (1).

Gebelerde primer veya tekrarlayan enfeksiyonu takiben transplasental enfeksiyon ortaya
cikabilir, ancak CMV'nin fetusa bulasma riski ve semptomatik fetal enfeksiyon orani
primer maternal enfeksiyonda ¢ok daha yiiksektir. Gebeligin ilk 12-16 haftas1 arasinda
enfeksiyon ortaya cikarsa, fetal hasar insidansi en yiiksektir. Anne, hastalig1 ates ve
nonspesifik semptomlarla hafif gegirebilir, ¢ogu gebede klinik belirgin degildir.
Yenidoganlar dogum aninda virlisle temas ederek dogum sirasinda da enfeksiyona
yakalanabilirler. Kadinlarin yaklasik %10'v dogum aninda ya da doguma yakin
donemde genital bolgede CMV tasimaktadirlar ve yeni doganlarin yaklasik %50'sine
viriis bulagmaktadir. Bu bebeklerde 3-12 haftalikken viriisiin salinimi baglar ama
genellikle asemptomatik olarak kalirlar. CMV'nin anneden infanta anne siitiiyle
bulagmasi ¢ok yaygindir; diisiik dogum agirlikli preterm infantlar, hastalik gelisimi
acisindan en biiylik riske sahiptirler. Giindiiz bakim merkezlerine giden ve yeni
yirimeye baslayan c¢ocuklarin %20-70', 1-2 yil icinde CMV enfeksiyonu gegirirler.
Enfeksiyon genellikle asemptomatiktir. Ancak ¢ocuklar virlisii ebeveynlerine ve diger
bakicilarina bulastirabilirler ve bu sirada anne hamile ise bu enfeksiyon fetiis i¢in bir
risk olusturur. Saglik calisanlar1 ve giindiiz bakim merkezlerinin c¢alisanlar1 mesleki
maruziyet riski altindadir. Adolesanlarda ve erigkinlerde, CMV'nin cinsel yolla bulasi
meydana gelebilir ve bu bulas CMV yayiliminda 6nemli bir yoldur. Diger herpesviriis
enfeksiyonlarma benzer sekilde, primer CMV enfeksiyonu, persistan veya latent
enfeksiyon ile sonlanir. Viriis ¢esitli dokular, endotel hiicreleri ve 16kositlerde latent
olarak kalabilir. Bu nedenle CMV, kan {irlinlerinin transfiizyonu veya transplantasyon
sirasinda doku ve hematopoetik kok hiicrelerine maruziyet ile bulasabilir. Farkli

uyaranlara, 6zellikle immiinosiipresyona yanit olarak viriis reaktivasyonu olabilir (1).

Solid organ ve kemik iligi/kok hiicre transplantasyonlarindan sonra goriilen firsatci

enfeksiyonlarin birinci siklikta nedeni, CMV’dir. Transplantasyondan sonra primer

CMYV enfeksiyonuna bagli CMV hastalig1 gelisme riski %40-60 civarindadir. En riskli
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durum alicinin seronegatif, vericinin seropozitif olmasidir. Proflaktik antiviral tedavi
yapilmadiginda, allojenik KIT alicilarinin yaklasik %50’sinde aktif enfeksiyon, %20-
25’inde de CMV hastalig1 gelisir. CMV enfeksiyonu ve hastalig1 gelisme riski, otolog

transplantasyon sonrasinda en diisiiktiir (3).
2.1.5. Patogenez ve Immiinite

CMV, ¢esitli dokularin tutuldugu yaygin bir enfeksiyona yol acar. Viriis, tiikiiriik bezi,
fibroblastlar ve duktal epitel hiicrelerini enfekte eder. Tiikiiriik bezi tutulumu genellikle
kronik olup bebek ve ¢ocuklarda siktir; yasla birlikte azalir. CMV, litik bir viriistiir ve
sitomegalik hiicrelerle karakterize sitopatik etkiye neden olur. Enfekte hiicreler ve
niikleuslarinda belirgin genisleme olur. Sitoplazmanin geniglemesi ise daha azdir.
Periniikleer sitoplazmik inkliizyon cisimcikleri ve intraniikleer inkliizyonlar goriiliir.
Cok cekirdekli dev hiicreler olusur. Cekirdekte olusan inkliizyonlar bu viriise 6zgii bir
goriiniim olusturur. Etrafi boslukla cevrelenmis cok sayida inkliizyon cisimciginin
olusturdugu bu goriiniim tipik nisan tahtasi ya da baykus goziine benzetilir ve ‘owl eye’

inkliizyon cisimcikleri olarak adlandirilir (3).

CMYV, Iokosit ve kemik iligi hiicrelerinde latent enfeksiyona neden olur ve kan
transflizyonu ve organ transplanti ile iliskili enfeksiyonlardan sorumludur. CMV
enfeksiyonunda en onemli nokta latent viriis reaktivasyonudur. Kritik olarak onemli
olan bu fonksiyonun, yaklasik 24 saat siiren ii¢ ayr1 asamasi vardir: bunlar heniiz ifade
edilmemis genleri diizenleyen proteinlerin iiretildigi ve bu siirecte kritik nokta olan en
erken faz, viral DNA polimeraz ve diger proteinlerin sentezi ile sonuglanan erken faz ve
ana yapisal proteinlerin sentezlendigi ve tamamlanan viriisiin toplandigi ve salindig1 gec

fazdir (13).

Normal konaklarda 4-8 haftalik inkiibasyon déneminden sonra CMV mononiikleoz
tablosu olusabilir. Ancak normal konaklarda CMV enfeksiyonlarinin ¢ogu subkliniktir.
Primer CMV enfeksiyonunda hiicresel immiinite baskilanir ve aylar sonra normale
doner. Normal konakta primer CMV enfeksiyonunu takiben viriis latent olarak kalir.
CMV viicutta ¢ok cesitli bolgelerde latentlik gosterebilir. Latentlik mekanizmasi ve
bolgeleri tam olarak anlasilamamistir. Viriisiin monosit/makrofaj, lenfositler, notrofil

16kositler, bobrek epitel hiicreleri, vaskiiler endotel hiicreleri ve tiikiiriik bezlerinde



latent kaldig1 disiiniilmektedir. CMV hastaliginin patogenezinde; viriisiin hiicreye
bagimli yapisi, sistemik kan dolagimi ile tiim viicuda yayilmasi ve monositotropik
karakterde olmas1 6nemlidir. Normal konakta primer CMV enfeksiyonunu takiben uzun
stireli immiinite geliserek viral persistans: kontrol eder. Gegirilmis enfeksiyonun en iyi
gostergesi humoral immiiniteyken, CMV’ ye karsi en 6nemli konak savunmasi hiicresel

yanittir (3, 14).

Primer CMV enfeksiyonu immiin yetmezIligi olan konaklarda normal konaklara gore
daha agir seyreder. Solid organ ve KIT alicilar1, kemoterapi alan kanser hastalar1 ve
AIDS’li hastalar, CMV hastalig1 agisindan en yiiksek riske sahiptir. CMV enfeksiyonu;
herhangi bir semptom olmaksizin hasta Orneklerinde virlisiin izole edilmesi, viral
antijenlerin, viral DNA’nin veya anlamli antikor yanitimin saptanmasidir. CMV
sendromu; genellikle ates, istahsizlik, halsizlikle baslar, bazen 3-4 hafta siiren ates tek
bulgu olabilir. Myalji, artralji ve artrit gelisebilir, lenfadenopati ve splenomegali
nadirdir. Hematolojik olarak 16kopeni ve trombositopeni vardir. CMV sendromu
kendiliginden iyilesir veya ardindan organ tutulumuna bagli lokalize enfeksiyonlar ve
bunlara ait klinik bulgular belirir (3, 14). CMV hastalig1 ise, CMV enfeksiyonu gelismis
bireylerde goriilen semptomatik tablodur; pnomoni, hepatit, kolit, retinit ve
meningoensefalit gibi hastaliklar ortaya ¢ikar. Transplantasyon sonrast CMV hastalig1
gelisiminde en Onemli risk faktorii primer CMV enfeksiyonudur; CMV seropozitif
vericiden CMV seronegatif aliciya organ nakli sonrasi sonrasinda gelisir. CMV
seropozitif alicilarda gelisen reaktivasyon ya da reenfeksiyon seklindeki sekonder
enfeksiyonlar, immiinolojik bellegin yardimiyla viral replikasyonun sinirlanabilmesi
nedeniyle genellikle asempomatik ya da hafif seyreder. Bununla birlikte immiin
yetmezlik derecesine ve kullanilan tedavi rejimine (siklosporin, takrolimus,
kortikosteroidler, vb.) bagl olarak CMV hastalig1 gelisebilir. Immiin yetmezligi olan
seropozitif olgularda latent viriisiin reaktive olmasi aktif CMV enfeksiyonu olarak
tanimlanir ve en kritik basamaktir. CMV seronegatif alicilarda gelisen primer CMV
enfeksiyonu ise, immiinolojik bellegin yoklugu ve viral replikasyonun sinirlanamamasi
nedeniyle siklikla siddetli hastalik tablolarina yol acar (14). Transplantasyon sonrasi
CMV hastalig: siklikla ilk 3 ayda goriiliir. CMV reaktive olduktan sonra, dolagimdaki

16kosit oOzellikle graniilositlerde, klinik ortaya ¢ikmadan oOnce saptanir ve enfekte
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16kositlerle viicudun ¢esitli organlarina taginir. Viriisiin kanda yayilimi hem primer hem

de reaktivasyon patogenezinde 6nemlidir (3).
CMV’ye kars1 bagisiklik hem hiicresel hem de humoral bagisikligi kapsamaktadir.

CMV’ye karst humoral bagisikhik: Viris zarfinin dis kisim glikoproteinlerine karsi
koruyucu antikorlar glikoprotein B ve glikoprotein H’e karsidir. Bu proteinlere karsi

antikorlar viriisii nétralize eder (14).

CMV’ye kars1 hiicresel bagisikhik: Konagin enfeksiyonu kontrol altina almasinda
humoral bagisikliktan daha 6nemlidir. Cesitli gen iirlinlerine kars1 gelisebilir ancak ¢ogu
viriisiin pp65 diye anilan fosfoproteinine karsidir. Lenfosit ve monositlerde metabolik
bozukluga yol acarak, bu hiicrelerin sitokin liretimini ve sitokin yanitin1 azaltir. Antijene
0zgll sitotoksik T lenfosit fonksiyonlarini baskilayarak, T lenfosit alt gruplarinmi etkiler
ve CD4+/CD8+ hiicre oraninin tersine donmesine neden olur (3, 14, 15). Human
immunodeficiency virus (HIV) enfeksiyonunda hem latent CMV reaktivasyonu hem de
farkli CMV suslariyla reaktivasyon goriilebilir ve ileri evrelerde aktif CMV enfeksiyonu
cok siktir. CMV’nin CCRS5 benzeri bir B kemokin reseptorii (US28) kodladigr ve bu
reseptoriin HIV’in hiicrelere girisinde kofaktor olarak rol oynadigi bildirilmektedir.
Edinilmis bagisik eksikligi sendromu (AIDS)’li olgularin otopsilerinde siklikla tiim
organlarda CMV saptanir. CMV’ye baglh morbidite CD4+ T hiicre sayisindaki
stipresyonla iliskilidir (14).

2.1.6. Klinik Bulgular
CMV enfeksiyonlar1 yaygindir. Genellikle saglikli cocuklarda ve yetiskinlerde

asemptomatiktir. Ancak, yenidoganlardaki ve bagisiklik sistemi baskilanmig

konakgilarda hastaligin siklig1 ve spektrumu, bu viriisii 6nemli bir insan patojeni yapar
(D).

2.1.6.1. Normal konakta CMYV enfeksiyonlari

CMV enfeksiyonu olan bagisiklik sistemi saglam c¢ocuklar ve yetiskinlerin biiyiik
cogunlugu asemptomatiktir. Geng¢ erigkinlerde goriilen semptomlar, Epstein-Barr

viriisiiniin neden oldugu enfeksiydz mononiikleoz sendromunu taklit edebilir. Uzun

stireli ates (2-3 hafta boyunca devam eder), halsizlik, atipik bir lenfositoz ve hafif
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hepatit goriiliir. Heterofil antikor testi negatiftir. CMV ile iliskili enfeksiyoz
mononiikleozda ekstidatif farenjit siklikla yoktur, lenfadenopati ve splenomegali ise
daha az goriiliir. Kolit, hepatit, ensefalit, pndmoni ve anterior {iveit gibi hastaliklar da

bagisiklik sistemi saglam olan konake¢ida nadirdir (1, 3).
2.1.6.2. Konjenital CMV enfeksiyonlari

CMV enfeksiyonu yenidogan bebeklerin %0.2-2.5'inde saptanmistir ve en sik rastlanan
konjenital enfeksiyon sebebidir. Konjenital enfeksiyonu olan infantlarin yaklasik %10-
15'inde intrauterin biiylime geriligi, sarilik, hepatosplenomegali, petesi, trombositopenik
purpura, miyokardit, pnomoni, merkezi sinir sistemi anormallikleri, sagirlik ve
koryoretinit gibi semptomlar goriiliir. Konjenital enfeksiyonu olan asemptomatik
bebeklerde bile, ilerleyen zamanlarda sensorindral isitme kaybi, gérme bozuklugu veya

psikomotor ve / veya santral sinir sistemi tutulumu gelisebilecegi bilinmektedir (16).

Term ve preterm bebeklerde perinatal veya postnatal CMV enfeksiyonu; dogum
sirasinda vajinal sekresyonlara maruziyet, dogumdan sonra anne siitliniin alinmasi ve
kan transfiizyonu sonucu ortaya c¢ikabilir. Dogum sirasinda kazanilan CMV
enfeksiyonlarinda diffiiz visseral tutulum ve SSS hastalig1 gelismesi beklenmez (14).
Yiiksek riskli preterm yenidoganlarda énemli morbidite ve mortalite nedeni olarak;
hepatosplenomegali, notropeni, trombositopeni, atipik lenfositoz, hemolitik anemi,
pndmoni ve nekrotizan enterokolit goriildiigii bildirilmistir. Geligmis {lkelerde
konjenital CMV enfeksiyonlarinin biiyiik bir kismi primer maternal enfeksiyona
baghdir. Yapilan son ¢alismalar, primer veya maternal reinfeksiyonu takiben gelisen
ozellikle isitme kayb1 gibi sekel oranlarinin benzer oldugunu goéstermistir. Bu nedenle,
annede Onceden var olan enfeksiyon ve CMV antikorunun gelisimi, bebekte onemli

enfeksiyon riskini ortadan kaldirmayabilir (1).
2.1.6.3. Immiin yetmezligi olan konaklarda CMYV enfeksiyonu

CMV enfeksiyonlari, AIDS hastalari, kanser hastalar1 (6zellikle 16semi ve lenfoma olan
kemoterapi alan hastalar) ve solid organ ve hematopoetik kdk hiicre transplant alicilar
gibi, konjenital veya edinilmis hiicresel immiin yetmezligi olanlarda sik goriilmektedir.
Bu hastalarda CMV enfeksiyonu primer veya latent viriis reaktivasyonu sonucunda

olusabilir. Semptomlar primer enfeksiyondan sonra daha siddetli olma egilimindedir,
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ancak ciddi immiin yetmezIligi olan bir konakg¢ida reenfeksiyon da ciddi hastaliga neden
olabilir.  Aktif enfeksiyon genellikle transplantasyondan 1-4 ay sonra,
immiinsiipresyonun en yogun oldugu zamanda veya HIV ile enfekte kisiler i¢in CD4+
lenfosit sayilart 50-100 hiicre/ul'nin altina diistiiglinde ortaya ¢ikar. Transplantasyon
sonrast profilaksi veya preemptif tedavi i¢in antiviral ilaglarin yaygin kullanimi geg
baslangicli CMV hastaliginin (transplantasyon sonrasi1 >90 giin) ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Organ nakil alicilarinda CMV enfeksiyonunun siklig1 ve siddeti degiskendir,
transplantin tipine, bagislanan organin kaynagina, alicinin immiin durumuna ve
immiinsiipresif terapinin siiresine baglidir. Bu hastalarda major semptomlar genellikle
ates, halsizlik, uyusukluk, miyalji veya artralji, 16kopeni, trombositopeni ve hepatiti
iceren nonspesifik “viral sendrom” seklindedir. Spesifik organ hasari, akcier veya
kalp-akciger nakli alicilarinda pnomoni; kalp nakli sonrast miyokardit, retinit veya
hizlandirilmig vaskiiler hasar ve ateroskleroz gelisimi; karaciger ve pankreas nakli
alicilarinda hepatit ve pankreatit ve her birinde ayrica gastrointestinal hastalik
goriilebilmektedir. Bakteriyel ve fungal siiperenfeksiyonlar gibi ¢esitli komplikasyonlar

sonucunda 6liim meydana gelebilir (1).

CMV enfeksiyonu, 6zellikle pnomoni ile iliskili oldugunda, hematopoetik kok hiicre
transplantasyonundan sonra onemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Pnémoni,
0zgilil olmayan bulgularla birlikte tipik olarak kuru, nonprodiiktif oksiiriik ile
karakterizedir. Akciger grafisinde bilateral interstisyel patern goriiliir, unilateral lobar ve

nodiiler infiltrasyonlar olabilir (1, 14).

HIV ile enfekte hastalarda goriilen CMV; ates, retinit, ensefalit, poliradikiilomiyelopati
ve Ozofajit, gastrit ve ilseratif kolit gibi gastrointestinal enfeksiyonlarin 6nemli bir
nedenidir. AIDS’li olgularda en sik CMV retiniti izlenmektedir. Retinal hiicrelerde
kalinlagsma ve ilerleyici retinal harabiyet sonucunda 4-6 ay sonucunda korliik gelisir.
Ancak AIDS hastalarinda aktif antiretroviral tedavinin baglanmasiyla, siddetli CMV

hastalig1 6nemli dl¢lide azalmistir (1,14).
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2.1.7. CMV’nin Laboratuvar Tanisi
2.1.7.1. Direkt inceleme
2.1.7.1.1. Histopatolojik inceleme

CMV ile enfekte biyopsi veya otopsi materyalinin rutin kesitlerinde; bazofilik
intraniikleer inkliizyonlar1 olan karakteristik biiylik hiicreler (sitomegalik hiicreler) ve
nadiren eozinofilik sitoplazmik inkliizyonlar, Wright-Giemsa, hematoksilen-eozin veya
Papanicolaou ile boyamadan sonra goriilebilir. Niikleer inkliizyon ‘baykus gozi’
goriinlimiine sahiptir; ¢iinkil sinir1 belirgin bir kromatin igerir ve bu kromatinin etrafini
cevreleyen acik alan niikleer membrana kadar uzanir. Histopatolojik testlerde
karakteristik sitolojik degisikliklerin varligi, CMV enfeksiyonunu disiindiirmektedir ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler yontemlerden daha az duyarh
olmakla birlikte, ¢ogu durumda aktif hastalik ile iliskilidir. Genel olarak, CMV
hastaliginin histopatolojik tanist1 zaman alict ve zahmetlidir. CMV antijenlerini
saptamak i¢in immiinohistokimyasal boyama kullanilarak ya da CMV niikleik
asitlerinin saptanmasi i¢in in Situ hibridizasyon yapilarak histopatolojik incelemenin
duyarlilig:r artirilabilir. CMV morfolojik degisiklikler yapmadan dokular1 enfekte
edebildigi i¢in tipik sitomegalik hiicrelerin bulunmamasi CMV enfeksiyonu olasiligini

dislamaz; ek virolojik veya serolojik dogrulama yapilmasi 6nerilmektedir (1).
2.1.7.1.2. Antijenemi Testi

CMV antijenemi testi, CMV enfeksiyonunun erken teshisi i¢in duyarli, 6zgiil ve hizli
bir yontemdir. Solid organ ve hematopoetik kok hiicre transplant alicilari, HIV ile
enfekte hastalar ve immiinomodiilator ilaglar ile tedavi edilen hastalar gibi ciddi CMV
hastalig1 icin yliksek riskli hastalarin rutin olarak izlenmesi i¢in kullanilabilir. Testin
gerceklestirilmesi nispeten basittir ve periferal kan 16kositlerinin ¢ekirdeginde 65 kDa
alt-matriks  fosfoproteininin  (pp65) immiinositokimyasal tespitine dayanan
semikantitatif testtir. Bu test kullanilarak CMV, semptomlarin baslangicindan 6nce
tespit edilebilir (1).
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Pp65 proteini, bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarin kaninda dolasan endotel
hiicrelerinde de bulunmustur ve bazi arastirmacilar bu hiicrelerin enfeksiyonunun organ
tutulumu ve daha ileri hastalik ile iligskili oldugunu One sitirmiislerdir. Antijenemi
testinin sonuglar, CMV DNA'nin tam kan, I8kositler veya plazmada molekiiler
amplifikasyon testlerinde saptanmasi ile iyi korelasyon gosterir. Antijenemi testinin
baslica avantajlari, kandan CMV'nin saptanmasi i¢in konvansiyonel tiip veya shell vial
hiicre kiiltiirlerinden daha duyarli olmasi, testin 2-4 saat i¢inde tamamlanip ayni giin
sonuglandirilmasi ve prosediiriin viral yiikiin kantitatif 6l¢limii i¢in kolaylikla modifiye
edilebilmesidir. Testin dezavantajlari, 6zellikle fazla sayida 6rnek oldugunda zaman
alict ve zahmetli olusu ve immiinohistokimyasal teknikler konusunda deneyimli
personel gerektirmesidir (1). Ozellikle kemik iligi ve kok hiicre transplantasyonlarmin
erken doneminde goriilen ndétropeni doneminde antijenemi testinin duyarlilig
azalmaktadir. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in antijenemi testinde kullanilan kan
miktar1 arttirilabilir ve/veya tek bir preparat hazirlanabilir. Bu durumda viral genomun

PCR gibi amplifikasyon teknikleri ile gosterilmesi daha yararl olmaktadir (17).
2.1.7.1.3. Molekiiler Amplifikasyon

Yillar i¢inde molekiiler amplifikasyon testleri, CMV enfeksiyonlarinin tani ve
izleminde antijenemi testi ve diger molekiiler olmayan testlerin yerini almistir. PCR;
CMV DNA ve mRNA'larin saptanmasi i¢in en ¢ok tercih edilen ve yaygin olarak
kullanilan molekiiler yontemdir. Amplifikasyon; ¢ok erken antijen (UL122-123
lokusu), major ¢ok erken antijen (UL122-123 lokusu), DNA polimeraz (UL54),
glikoprotein B (UL55) ve H (UL75), pp65 (UL83), pp67 (UL65), US17, HXFL4, EcoRlI
D fragmani, HindIIl X fragmani, pp150 tegument proteini (UL32), glikoprotein B ile
major ¢ok erken antijen arasindaki baglanti ve major kapsid proteini (UL86) gen

bolgelerinden ¢esitli primer ciftleri ile gergeklestirilebilmektedir (1).

Literatiirde, CMV PCR i¢in en yaygin hedefler arasinda gB, en erken antijen, major en
erken antijen, US17, pp65 ve polimeraz genleri yer alir. Tiim primerler CMV DNA’y1
amplifiye etmede esit derecede duyarli degildir. Bazi ¢aligmalarda en erken ve ge¢ gen
bolgelerinin ikisi de amplifiye edilerek veya tek gen bolgesinde nested primerler
kullanilarak duyarlilik artirilmistir. PCR; transplant alicilari, AIDS hastalar1 ve

konjenital enfeksiyonu olan bebeklerden alinan ¢esitli klinik 6rneklerde CMV DNA
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tespiti i¢in basariyla kullanilmaktadir. Ayrica, immiin sistemi baskilanmis hastalarin

izlemi ve antiviral ilaglarin terapotik etkinliginin degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir

(2,18).

CMV tanisinda kullanilan PCR testinin aktif hastalik ile asemptomatik enfeksiyon veya
latentlik arasinda ayrim yapip yapamayacagi ile ilgili endise duyulmaktadir. Viriisiin,
CMV DNA ve CMV antijenlerinin aktif hastaligi olmayan bazi hastalarda da tespit
edilebilmesi nedeniyle laboratuvar bulgularimin  yorumlanmasinda  sikintilar
yasanmaktadir. Ancak; CMV viremisi, CMV hastaliginin en 1yi prediktorii olarak kabul
edilmektedir. CMV DNA; tam kan, saflastirilmis periferal kan l6kositleri, plazma ve
serumda PCR ile basariyla tespit edilmektedir (1, 2, 18).

PCR’1n duyarlilig1 oldukga yiiksektir. Ancak, CMV DNA'nin bu 6rneklerdeki kalitatif
tespiti, semptomatik hastaligi ongérmede ve immiin sistemi baskilanmig hastalarda
antiviral tedavinin basarisini izlemede sinirli degere sahiptir. CMV DNA, hastaligin
yoklugunda PCR ile kanda saptanabilir ve semptomatik hastalarin basarili tedavisinden

haftalar veya aylar sonra pozitif bulunmaya devam edebilir (1).

Transplantasyon alicilarinda aktif CMV enfeksiyonun erken donemde saptanarak
preemptif tedavi ile viral ytikiin diistiriilmesi CMV hastalig1 gelisme riskini azaltmakta,
hatta onlemektedir. Bu amacla transplantasyondan sonraki dénemde hastalar CMV
antijenemi testi veya CMV’ye ait niikleik asitleri saptamaya yonelik molekiiler testlerle

monitorize edilmektedir (19).

Ensefalit veya poliradikiilomyeliti olan hastalarin boyun omurilik sivist (BOS)
orneklerinde, konjenital CMV enfeksiyonu tanisinda idrar, doku, amniyon sivist veya
kanda, CMV retiniti olan hastalarda akéz veya vitr6z hiimor Orneklerinde ve CMV
verici-pozitif, alici-negatif transplant hastalart gibi ciddi enfeksiyon riski yiiksek olan
hastalarin kaninda CMV'nin saptanmasi; kalitatif PCR''n yararli oldugu klinik
durumlardir.  Bdylece, antiviral tedavi enfeksiyon seyrine gore erken
baslanabilmektedir. Ayrica, kanda kalitatif PCR’in negatif sonucu, sistemik CMV
hastaligini dislamak i¢in yiiksek negatif prediktif degere sahiptir. Kalitatif PCR, ayrica
lokalize invaziv doku hastaligi olan immiin yetmezlikli hastalarin doku &rneklerinde

kullanilabilmektedir. Negatif PCR sonuclar1 invaziv CMV doku enfeksiyonunun
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olmadigini diisiindiiriirken, pozitif sonuglar anlamli olmayabilir; klinik ve histopatolojik
bulgular ile kandaki CMV viremisinin saptanmasi ile korele olmalidir. Bu durumda, in
situ hibridizasyon veya immiinohistokimyasal boyama yardimeci olabilir. Antijenemi
testine benzer sekilde, CMV hastaliginin immiin sistemi baskilanmis konaklarda
Ongoriilmesi ve teshis edilmesi i¢in kandaki CMV DNA seviyesinin Olgiilmesi

gereklidir (20, 21).

Hedef ve sinyal amplifikasyon yoOntemlerini igeren ¢ok sayida kantitatif ve
semikantitatif molekiiler test gelistirilmistir. Genel olarak, molekiiler yontemler;
antijenemi testi ile elde edilenlerle karsilastirilabilir kantitatif sonuglar saglar, CMV
enfeksiyonunu tespit etmek icin kiiltirden daha duyarhidir ve klinik semptomlar
baslamadan dnce CMV'yi tespit edebilirler. Aktif CMV hastaligina sahip olan transplant
alicilart ve AIDS hastalarinin CMV DNA seviyelerinin daha yiiksek oldugu ve CMV
DNA kopya sayisindaki hizli artisin semptomlarin ve tedavi sirasindaki ilag
basarisizliginin varligr ile iliskili oldugu gosterilmistir. CMV, PCR ile antijenemi
testinden daha erken saptanabilir ve antijenemi testi negatif olduktan sonra da PCR
pozitif olmaya devam edebilir. Ancak, antijenemi testinde diisiik sayida pozitif hiicresi
olan hastalar i¢in negatif PCR sonuglar1 da bildirilmistir. Antijenemi testinde oldugu
gibi, semptomatik hastaligi 6ngérmek ve preemptif tedavi baslamak i¢in mutlak CMV

DNA seviyeleri veya esik degerleri belirlenmemistir (1).

CMV enfeksiyonu olan hastalarin BOS, amniyon sivisi, doku ve idrarda CMV DNA
diizeylerini belirlemek i¢in kantitatif PCR yontemleri tanimlanmistir, ancak bu
orneklerden CMV DNA'nin kantitatif olarak degerlendirilmesinin klinik uygunlugu i¢in
daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir (5, 22, 23).

Konjenital CMV enfeksiyonunda prognozun, yenidoganin idrarindaki CMV miktari ile
dogrudan iliskili olabilecegi gosterilmistir. AIDS hastalarinin BOS’unda CMV DNA
kantitasyonu, merkezi sinir sistemi bozukluklarinin nedeni olarak, HIV veya diger
firsatg1 patojenlerin dogrudan etkilerinden ziyade CMV’ye baglanmasina yardimci
olmaktadir. Genel olarak CMV DNA'nin saptanmasi ve Ol¢limil i¢in ger¢ek zamanlh
PCR testleri duyarl, 6zgiil, tekrarlanabilir testlerdir ve sonuglar1 bildirmek i¢in gerekli
zamani 6nemli Ol¢lide azaltirlar. PCR testleri i¢cin daha az numune hacmi gerekir ve ¢ok

sayida Ornek verimli bir sekilde calisilabilir, diisiik l6kosit sayisi olan nétropenik
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hastalarda da ¢aligilabilmektedir. Ilk uluslararast CMV standardi, 2010 yilinda Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan gelistirilmis olup piyasaya sunulmustur ve ticari CMV DNA
kitleri bu standarda gore kalibre edilmektedir (1, 24, 25).

Yakin zamanlarda gelistirilen dijital PCR, standartlara gerek duymadan dogrudan CMV
DNA o6lglimii ve viral yiikiin dogru dl¢limiinii kolaylastirmak i¢in bir kalibrasyon egrisi
kullanilmas1 avantajina sahiptir. Molekiiler yontemler, CMV hastaliginin hizli bir
sekilde teshisini saglamak, hastalik ve niiks riski tasiyan hastalar1 belirlemek, hastaligin
ilerleyisini degerlendirmek, preemptif tedavinin baslatilmasini yonlendirmek, tedaviye
yanit1 izlemek, viral direng ve tedavi basarisizligini tahmin etmek i¢in kullanilan

oldukga 6nemli testlerdir (1).
2.1.7.2. Viriis Izolasyonu

CMV tanisinda hiicre kiiltiirii altin standart olarak kabul edilir ve CMV'nin
replikasyonunu en iyi sekilde destekleyen insan fibroblastlar1 kullanilir. Kabul edilebilir
fibroblast kiiltiirleri; insan embriyonik dokularindan veya silinnet derilerinden
hazirlanmaktadir. CMV izolasyonunda  kullanilan WI-38, MRC-5 veya IMR-90 gibi
fibroblast hiicre kiiltiirleri bulunmaktadir. Klinik 6érneklerde CMV'nin saptanmasi i¢in
konvansiyonel hiicre kiiltiirler1 ve shell vial yontemi kullanilmaktadir. CMV tanisinda
hiicre kiiltiirlerinin kullanimi, daha verimli olan kiiltiir bazli olmayan saptama
metodlarinin kullanim kolaylig1 nedeniyle azalmistir. Hiicre kiiltiiriinde ¢ogu ornek
sitopatik etkinin (CPE) goriilebilmesi icin en az 4 hafta boyunca incelenir (I6kosit

ornekleri icin 6 hafta) (1).

Konvansiyonel hiicre kiiltiirinde CMV izolatlari, karakteristik CPE ve konak hiicre
dagilimi temelinde tanimlanir. CPE'nin goriilme zamani ve dagilimi numunelerde
bulunan viriis miktarina baghdir. Konjenital enfeksiyonlu yenidoganin idrariyla inokule
edilen kiiltiirlerde, CPE 24 saat icinde gelisebilir ve idrardaki viris titresi ¢ok yliksekse
monolayerin cogunu kapsayacak sekilde hizla ilerleyebilir. Daha yaygin olarak,
genislemis ve yuvarlak hiicrelerden olusan CPE odaklari, ilk hafta boyunca ortaya ¢ikar
ve CPE'nin ¢evre hiicrelere ilerlemesi yavastir. Yash bireylerin idrar veya solunum
ornegi kiiltiirlerinde, CPE genellikle 2 hafta i¢cinde ortaya ¢ikar. Lokosit kiiltiirleri 3-6

hafta sonrasina kadar pozitif hale gelmeyebilir. CPEmin klinik 6rneklerin hiicre
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kiiltiirlerinde ge¢ ortaya ¢ikmasi, virlisiin hiicre dist siviya sinirli bir  sekilde
salinmasindan kaynaklanmaktadir. Adenoviriis ve varicella-zoster viriis gibi viriisler
CMV'inkinden ayirt edilemeyen CPE yapabilir, bu nedenle siipheli CMV izolatlari,
monoklonal veya poliklonal antikorlar kullanilan bir immiinofloresan testi ile
dogrulanirlar. Enfekte hiicrelerin tipik niikleer floresansinin goriiniimii, CMV'nin
varhigimi gosterir. Siipheli izolatlarin dogrulanmasi i¢in PCR veya diger molekiiler

amplifikasyon yontemleri de kullanilabilir (1).

Shell vial hiicre kiiltiirii, klinik 6rneklerde CMV'nin saptanmasi i¢in hizh kiiltiir yontemi
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ve ¢ogu laboratuvarda konvansiyonel hiicre
kiltirtiniin yerini almistir. Teknik, santrifiijleme isleminden sonra viriisiin hiicre
kiiltiirlerinde ¢ogaltilmasina dayanir ve CPE gelismeden 6nce, CMV replikasyonunda
erken dénemde iiretilen viral antijenleri tespit eder. Orneklerde mevcut olan diisiik viriis
titreleri bile kolayca c¢ogaltilabilir ve 24 saat icinde tespit edilir. CMV erken
antijenlerinin tespiti icin monoklonal antikorlar ticari olarak temin edilip kullanilabilir.
Pozitif hiicrelerde, kirmizi bir sitoplazmik zemine kars1 sari-elma yesili floresan veren
niikleuslar tespit edilir. Cok erken antijenin boyanmasi, mat saridan yesile; benekler ise
parlak saridan yesile floresan verir. Viral inkliizyonlar (baykus gozii) c¢ekirdekte
goriilebilir. Shell vial hiicre kiiltiirtinlin 6nemli o6zellikleri hizli, 6zgiil ve duyarh
olmasidir. Ancak uzman teknik personel gerektirir ve optimum performans igin

orneklerin ve reaktiflerin kalitesine dikkat edilmesi gerekir (1).
2.1.7.3. Serolojik Testler

CMV IgM veya IgG antikorlarinin tespiti i¢in duyarlik ve ozgiilliikleri yiiksek cesitli
testler kullanilabilir. Hangi testin yapilacagina karar verirken, test edilecek 6rnek sayisi,
hasta popiilasyonu, ekipman ihtiyaci, ¢alisma siiresi, uygulama kolayligi ve maliyet gibi
faktorler goz oniinde bulundurulmalidir. Secilen yontem, laboratuvarlarin ihtiyaglarina
gore degismektedir. Indirek floresan antikor testleri, kiiciik kapasiteli olan
laboratuvarlar i¢in daha diisiik maliyetli ve pratikken, Enzim Immunoassay (EIA)
testleri yiiksek sayida numune kapasitesi olan laboratuvarlar i¢in daha uygun olabilir.
Serolojik tanida, immiin kompetan kisilerde CMV IgM antikorlarinin varlig1 veya iki
farkli serumda CMV IgG titresinde 4 kat artisin saptanmasi, akut enfeksiyon

gostergesidir (3, 14). Ancak, immiin yetmezlikli olgulardaki akut CMV
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enfeksiyonlarmin tanisinda CMV IgM tayininin degeri yoktur, testin duyarlilig
disiiktiir (26). Bu tip hastalarda akut enfeksiyon sirasinda CMV IgM bazen
saptanamamakta, bazen de akut donem gectikten sonra uzun siire pozitif kalmaktadir.
Ayrica CMV reaktivasyonu sirasinda da pozitiflesmekte, dolayisiyla primer
enfeksiyonun ayirt edilmesinde yardimci olamamaktadir. CMV IgG tayini, dogurganlik
cagindaki kadinlarin ve transplant alicilarinin primer enfeksiyona duyarli olup
olmadiklarmin anlasilmasinda, epidemiyolojik ¢alismalarda, serokonversiyonun

takibinde ve avidite testlerinde gereklidir (14).
2.1.7.3.1. ELISA (Enzyme Linked ImmonoSorbent Assay)

Yillar gectikge CMV antikor tayininde kullanilan diger geleneksel yontemlerin yerini
ELISA almistir. ELISA testinin avantajlari hizli, duyarli ve 6zgiil olmasidir. Cok sayida
ornek nispeten diisiik bir maliyetle ve giinliik olarak calisilabilir. CMV IgG tayininde
immiin yakalama prensibi ile ¢alisan ve rekombinant antijenler (p150, p38, p52, p130)
iceren ELISA kitlerinin kullanilmasi duyarlilig: artirmaktadir (1).

2.1.7.3.2. IFA (Immunofluorescence Assays)

Indirekt IFA ve antikompleman IFA, CMV antikorlarmi tespit etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan yontemlerdir. Indirek IFA'da; lama sabitlenmis olan viriisle enfekte
hiicrelerle, hasta serum diliisyonlar1 inkiibe edilir. Spesifik antikor-antijen kompleksleri
izotiyosiyanat ile isaretli anti-human antikoru kullanilarak floresan mikroskop ile tespit
edilir. Antikompleman IFA ise indirek IFA'ya benzer; ancak farkli olarak hasta serumu
ilk 6nce endojen kompleman aktivitesini gidermek icin 1sitilarak etkisiz hale getirilir ve
daha sonra lam iizerine eklenir. Eksojen kompleman eklenir ve olusmus olan spesifik
antijen-antikor kompleksine baglanir. Daha sonra floresan isaretli antikompleman
antikoru eklenir ve komplemanin C3 bilesenine baglanir ve hazirlanan lam floresan
mikroskobunda degerlendirilir. Kullanisli ve ucuz bir yontem olan IFA’nin, CMV
antikorlarmin kalitatif ve kantitatif tespitinde hizli ve basit bir test olmas1 avantajlaridir.
IFA sisteminin en biiylik dezavantajlari, preparatlari incelemek icin floresan mikroskop
ve karanlik odaya ihtiya¢ duymasi; test sonuglarini okumak ve yorumlamak igin ise

egitimli bir ¢alisana ihtiyag olmasidir (1).
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2.1.7.3.3. Anti CMV IgM Antikor Olciimleri

CMYV IgM antikorlarmi 6l¢gmek i¢in ELISA ve IFA kitleri mevcuttur ve yenidoganlarda
CMV enfeksiyonunun tanisinda en faydali olan test IgM antikor Ol¢limiidiir. Yalanci
pozitif ve yalanci negatif reaksiyonlarin varligi bu testlerin bir eksikligidir. Yalanci
pozitif reaksiyonlar; ¢ok yiiksek diizeyde romatoid faktorle birlikte serumda spesifik
Anti CMV IgG varliginda olusur. Romatoid faktor genellikle I[gM siifinda olan ve IgG
ile reaksiyona giren bir immiinoglobulindir. Romatoid faktér bazi romatolojik
hastaliklar, vaskiilit ve CMV enfeksiyonu dahil bazi viral hastaliklarda {iretilir. IgM
romatoid faktori, CMV'ye 6zgii 1gG’yi de igerebilen IgG ile bir kompleks olusturur.
Daha sonra bu kompleks CMV antijenine baglanir ve IgM'yi tespit etmek igin
tasarlanan bir test yanlis pozitif sonu¢ verebilir. Yanlis-negatif reaksiyonlar, yiliksek
seviyelerde spesifik IgG antikorlari IgM'nin CMV antijenine baglanmasini
kompetetif sekilde engellediginde olusur. Bu nedenle hem yanlis pozitif hem de yanlig
negatif IgM test sonuglarinin goriilme sikligin1 azaltmak icin testten dnce IgM ve IgG
fraksiyonlarinin ayrilmasi tavsiye edilmektedir. Serumdan romatoid faktér ve IgG
molekiillerinin uzaklastirilmasi i¢in hizli ve basit yontemler gelistirilmistir. Bunlar,
IgM'nin kat1 bir faza secici olarak emilmesi ve hiperimmiin antthuman IgG antikoru,
stafilokokal protein A’dan veya G grubu streptokoklardan elde edilen rekombinant

protein G kullanilarak IgG'nin uzaklastirilmasini igerir (1).

Yakin zamanlarda, ters yakalama solid-faz IgM testleri, yanlis pozitif veya yanlis
negatif sonuclar1 6nlemek icin alternatif bir yaklasim olarak kullanilmistir. Bu yontem,
serum numunesinden IgM'yi yakalamak icin anti-insan IgM antikoru ile kaplanmis kati
bir faz kullanir. Daha sonra IgG antikoru ve immiin kompleksler yikanarak
uzaklastirilir. Bagh IgM antikoru daha sonra spesifik CMV antijenine maruz birakilir ve
bir enzimle isaretli ikinci antikor ve substrat eklenir (1, 27, 28). Her ne kadar CMV'ye
0zgii [gM'nin tespiti yakin zamanda gecirilen veya aktif enfeksiyonun belirlenmesinde
faydali olsa da sonuglar dikkatli yorumlanmalidir. IgM plasentay1 ge¢emediginden,
enfekte bir yenidoganin tek bir serum numunesinden elde edilen pozitif sonug tanisaldir.
Bununla birlikte, yenidoganda IgM iretiminde eksiklik veya gecikme olabilir.
Konjenital CMV enfeksiyonu olan yenidoganlarin ancak %20-70’inde CMV IgM
pozitif bulunmustur (1, 29, 30). CMV'ye 6zgii IgM antikorunun yenidogan dénemi
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disinda test edilmesi genellikle tavsiye edilmez, ¢linkii IgM antikoru hem primer hem de
reaktif CMV enfeksiyonlarinda goriilebilir ve primer enfeksiyondan sonra uzun siire
pozitif kalabilir. Bu durum, o6zellikle hamile kadinlar veya bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalar i¢in test sonuglarinin yorumlanmasini zorlagtirir. Yenidoganlar
gibi, bagisikligr baskilanmig bireylerde IgM iiretiminde gecikme olabilir veya onemli
miktarda IgM antikoru olusturamayabilirler. Ayrica Epstein-Barr viriisiiniin neden
oldugu enfeksiydz mononiikleozlu hastalar heterotipik IgM fiiretebilir ve bu da yanls

pozitif CMV IgM test sonuglarina neden olabilmektedir (1).
2.1.7.3.4. CMV IgG Avidite Testi

CMV'ye o0zgii IgG avidite Ol¢imleri; hamilelik sirasinda CMV enfeksiyonundan
siiphelenilen kadinlarda ve solid organ nakli alicilarinda primer enfeksiyonun primer
olmayan enfeksiyonlardan ayrilmasinda faydali bulunmustur. Primer enfeksiyondan
sonraki ilk haftalarda CMV'ye 6zgii diisiik aviditeli IgG tiretilirken, gegirilmis ya da
primer olmayan enfeksiyonlarda daha yiiksek aviditeli IgG antikoru iiretilir (1). CMV
IgM pozitif kadinlarda diisiik aviditeli CMV spesifik IgG antikorlarinin bulunmasi,
mevcut primer CMV enfeksiyonu tanisini destekledigi ve fetal enfeksiyonla iliskisi

konusunda prognostik degeri oldugu bildirilmektedir (31).
2.1.7.3.5 Diger Testler

Indirekt hemaglutinasyon antikor, nétralizasyon testi ve kompleman fiksasyon gibi

yontemler, CMV antikorlarin1 6l¢gmek i¢in kullanilan diger serolojik testlerdir (1).
2.1.8. Tedavi

Gansiklovir, valgansiklovir, foskarnet, sidofovir ve fomivirsen gibi antiviral ilaglar,
immiinyetmezlikli hastalarda, ozellikle AIDS hastalarindaki CMV retinitinin tedavisi
icin Food and Drug Administration (FDA) onay1 almistir. Gansiklovir, valgansiklovir,
valasiklovir, sidofovir ve foskarnet profilaksi, preemptif tedavi ve transplant alicilarinda
CMYV hastalig1 tedavisi gibi cesitli sekillerde kullanilmaktadir. Immiin sistemi normal
eriskinlerde CMV enfeksiyonlarint tedavi etmek icin antiviral ilaglarin kullanimi

nadiren endikedir (1).
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Gansiklovir: 2’-deoksiguanozin analogu olan gansiklovir CMV DNA polimeraz igin
substrat gorevi goriir. Substrat gorevi gérmeden once, gansiklovir aktif trifosfat sekline
doniismelidir. Aktivasyon, gansiklovir-monofosfat fosforilasyonunu katalize eden CMV
UL97 kinaz ile baslatilir. Sonraki bifosforilasyon ve trifosforilasyon konak kinazlarryla
yapilarak gansiklovir trifosfata doniistiiriilir. Gansiklovir-trifosfatin  DNA  zincir
uzamasina katilmasi, CMV DNA sentezini sonlandirir (32). CMV ile enfekte hiicrelerde
gansiklovir trifosfatin hiicre i¢inde yarilanma 6mrii 16.5 saat iken, bu siire asiklovir
trifosfat i¢in 2.5 saattir, ancak gansiklovir trifosfat hiicre i¢cinde asiklovir trifosfata gore
10 kat daha fazla konsantrasyonda bulunmaktadir. Bu sayede, CMV DNA polimeraz
tizerine etkisi asiklovirden daha az olmasina ragmen, yiliksek konsantrasyonu ve uzun
yartlanma omrii sayesinde, gansiklovir CMV replikasyon inhibisyonunda asiklovirden
daha etkilidir (3). CMV tedavisinde onaylanan ilk antiviral ilag olan gansiklovir,
transplantasyon sonrasi CMV'nin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in ilk basamak ilagtir. Oral
(valgansiklovir) ve parenteral (intravendz ve intraokiiler) formlari mevcuttur;
valgansiklovir %60 oraninda biyoyararlanima sahiptir. Bir valil ester 6n ilact olan
valgansiklovir, hizli bir sekilde emilerek; bagirsak ve hepatik esteraz yoluyla
gansiklovire metabolize edilir. Pik plazma konsantrasyonuna 1-3 saatte ulagir.
Gansiklovir, glomeriiler filtrasyon ve aktif tiibiiler sekresyon ile atilir; bdbrek
fonksiyonlart bozuk olan hastalarda doz ayar1 gereklidir. Gansiklovirin en sik goriilen
yan etkisi, Oncelikle ndtropeni olmak {izere kemik iligi siipresyonudur. Hastalarda
dokiintii, kasinti, ishal, bulanti, kusma ve serum kreatinin ve karaciger enzimlerinde

artis gozlenmistir. Norotoksisite olusabilmektedir (33).

Foskarnet: Foskarnetin klinik kullanimi yiiksek oranda nefrotoksik olmasi ve elektrolit
bozukluklarima yol ag¢masi nedeniyle smirlidir. Nefrotoksik etkisi, foskarnet
kristallerinin ~ glomeriiler  kilcal liimen i¢inde birikmesinden kaynaklanir.
Miyelosupresyon, mukozal {ilserasyonlar, hipokalsemi, hipomagnezemi ve
hipofosfatemi gibi elektrolit bozukluklar1 yaygin olarak goriiliir. Bu nedenle,
gansiklovire direncli hastalar ve tedaviye yanit alinamayan hastalarda 6nerilen ikinci
basamak ilag¢ olarak kabul edilen foskarnet, esas olarak AIDS’li hastalarda CMV retiniti
tedavisindeki etkinligine bagli olarak onaylanmistir. Yalnizca parenteral formda

bulunur, metabolize edilmez ve plazma yarilanma omrii 3.3-6.8 saattir. Pirofosfat
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analogu olan foskarnet, CMV DNA polimerazin pirofosfat baglanma bdolgesine
baglanarak inhibe eder ve uzayan DNA zincirine bir baz eklendiginde meydana gelen

pirofosfat degisimine miidahale ederek CMV DNA sentezini sonlandirir (32, 33).

Sidofovir:  Sidofovir, sentetik asiklik deoksisitidin monofosfat analogudur.
Nefrotoksisite riski nedeniyle, sidofovir genellikle tedaviye yanit alinamayan ve
gansiklovire direngli transplant alicilari i¢in kullanilmaktadir. CMV ve diger herpes
virlisleri dahil birgok DNA viriisiine kars1 genis etki spektrumuna sahiptir. Yalnizca
parenteral (intravendz) formu mevcuttur, ancak oral formu olan brinsidofovir kinik
deneme asamasindadir. Sidofovir'in plazma yarilanma 6mrii 2.4-3.2 saattir, ancak hiicre
ici yartlanma Omriiniin uzun (> 24 saat) olmasi uygulama sikligini diisiirmektedir (her
1-2 haftada bir). Sidofovir, glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyon ile elimine edilir.
Sidofovir, etkisini CMV DNA polimerazi kompetetif olarak inhibe ederek gosterir ve
antiviral aktivite gosterebilmesi i¢in fosforile olmasi gereklidir. Hiicresel kinazlar
tarafindan CMV DNA polimerazin bir substrati ile rekabet eden sidofovir-trifosfata
fosforile edilir. Sidofovirin uzayan DNA zincirine eklenmesi, viral DNA sentezinin

erken sonlanmasina neden olur (32, 33).

Letermovir: Yakin zamanda allojenik kok hiicre nakli alicilarinda CMV profilaksisinde
kullanim i¢in onay almistir. Solid organ transplantasyonu alicilarinda CMV'nin
onlenmesi, asemptomatik CMV enfeksiyonu ve CMV hastaliginin tedavisi igin ise
heniiz onay almamistir. Letermovirin oral ve intravendz formlari mevcuttur. Letermovir,
CMV DNA terminaz kompleksini (UL51, UL56 ve ULS89 tarafindan kodlanir) inhibe
ederek etkisini gosterir. Letermovir CMV i¢in oldukga spesifiktir, diger herpes virlislere
kars1 etkinligi yoktur. En yaygin yan etkileri bulanti, kusma, ishal, karin agrisi, periferik
o0dem, Oksiiriik ve halsizliktir. Letermovirin miyelotoksisite veya nefrotoksisite ile
iliskisi bulunmamustir (32, 33, 34). In vitro galismalar ile CMV terminaz kompleksinin
UL56 geninde 229-369 kodonlar1 arasi ve nadiren UL89 ve ULS51 genlerini igeren
letermovir diren¢ mutasyon haritas1 belirlenmistir. Deneysel calismalar, letermovirin
diren¢ icin diisiik genetik bariyere sahip oldugunu gostermektedir. UL56 geninde
yiiksek dereceli direng mutasyonlar1 in vitro ortamda kolayca segilmektedir. Letermovir
direncine sebep olan UL56 mutasyonlarinin en sik 231-369 kodonlari arasinda
goriildiigii bildirilmektedir (32, 34).
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Maribavir: Maribavir, CMV'nin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in klinik denemelerden gegen
oral olarak kullanilabilen bir benzimidazol ribozittir (33, 35). Maribavir, gansiklovir,
foskarnet veya sidofovire direngli CMV suslarma karst in vitro olarak aktiftir.
Maribavir, UL97 aracilt fosforilasyon {izerinden; CMV DNA sentezi, viral gen
ekspresyonu ve viral kapsid ¢ikisim1 Onleyerek etki gosterir (36). Maribavir, Faz 1
caligmalarinda 2400 mg/giin'e kadar iyi bir giivenlik profili gostermistir (37). CMV
profilaksisi i¢in maribavirin faz 2 doz artirma calismasinda; (giinde iki kez 400 mg'a
kadar) allojenik KIT (AKIT) alicilarinda maribavir giivenli ve etkili bulunmustur (38).
Maribavir (giinde iki kez >400 mg dozunda), KIiT ve solid organ transplantasyonu
alicilarindaki direngli CMV tedavisinde etkili; tedavi segenekleri sinirli olan ve allogreft

reddi, firsat¢1 enfeksiyon ve mortalite riski olan hastalar i¢in timit verici bir tedavidir

(36).

Valasiklovir: Asiklovirin L-valil esteridir. Valasiklovir bir 6n ilagtir. Oral yolla
alindiktan sonra, ince bagirsakta valin hidrolaz enzimi araciligi ile asiklovire doniisiir
(39). Bobrek transplant alicilarinda CMV hastaliginin 6nlenmesi, oral ve genital herpes
tedavisi, herpes zoster ve KIT alicilarinda HSV reaktivasyonunun 6nlenmesinde

kullanilmaktadir (40).

Fomivirsen: Viriis replikasyonunu ve viriisiin konak hiicreye adsorbsiyonunu baskilar.
Diger tedavilerin yanit vermedigi veya kontrendike oldugu CMV retinitinde intravitreal

tedavi olarak onerilmektedir (40).

Brinsidofovir: Arastirma amagli oral olarak bulunabilen bir lipid formiilasyonu olan

brinsidofovir'in nefrotoksisite etkisinin az oldugu ve klinik denemelerden gectigi
bildirilmektedir (32).

CMV tedavisinde onaylanan ilaclarin etki mekanizmasi ve anabolizmasi Sekil 3’te

gosterilmektedir.
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Sekil 3. CMV’de kullanilan antiviral ilaglarin etki mekanizmasi (4)

2.1.9. Antiviral Duyarhhk Testi

Antiviral ilag¢ tedavisine yanitsizlik farkli nedenlerle ortaya ¢ikabilmektedir. En yaygin
neden, tedavi edilen viriisiin, verilen ilaglara direngli olmasidir. Antiviral duyarlilik testi
direngli popiilasyonlar1 belirleyip tedaviye rehberlik etmektedir. Antiviral ilag¢ direnci,
ilacin viral replikasyonu inhibe etme etkisindeki diislis olarak ifade edilebilir. Klinik
olarak ilag direnci, aktif tedaviye ragmen enfeksiyonlu hastada dolasimdaki viriis
miktarlarinda bir degisiklik olmamasi veya artis olmasi ile gosterilebilir. Duyarlilik,
ilag/viriis kombinasyonlarinin fenotipik aktivitesini degerlendiren in vitro testlerle
oOl¢iilebilir. Viriis antiviral duyarlilig: etkileyen herhangi bir mutasyon barindirmasa bile
hastaya ait fizyolojik faktorler ve ilag etkilesimi gibi nedenlerle tedaviye cevapsizlik
ortaya ¢ikabilir. Ila¢ tedavisi gdren bireyler, cesitli nedenlerden dolayr 6ngériilen
antiviral rejimine uymayabilirler. Antiviral ilagla tedaviye etkili cevap vermeme
durumunun, gergcek antiviral direngten, yani hastanin virlisiindeki genetik
degisikliklerden kaynaklandigini ayirt etmek 6nemlidir. Belirli bir antiviral ilaca klinik

direng, viral direng olarak yanlis yorumlanabilir. Bu durumun fark edilmemesi, daha
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yiiksek test maliyetleri ile daha yiliksek morbidite/mortaliteye yol agabilir ve daha fazla
toksik ilacin uygunsuz kullanomina neden olabilir. Genel olarak, klinik durumu
kotiilesen hastalarda siirekli veya artan viral yiik, ortaya ¢ikan ila¢ direncinin varlig i¢in

giivenilir bir gostergedir (6).

Antiviral ila¢ duyarlilik testi fenotipik veya genotipik yontemlerle yapilabilmektedir.
Test verilerinin yorumlanmasi, kombinasyon tedavisi alan kisiler i¢in daha karmasik

olabilmektedir (6).
2.1.9.1. Fenotipik Testler

CMV antiviral duyarlilik testinde altin standart yontem, plak rediiksiyon testidir (PRA).
PRA, antiviral ilacin 6nceden belirlenmis ila¢ konsantrasyonunda viral plaklarin
iiretimini inhibe etmesi esasina dayanir. Bu testte farkli ilag konsantrasyonlar1 altinda
viral inokulum inkiibe edilerek plak olusumunu %50 engellemek icin gereken
konsantrasyon belirlenir (IC50). Teknik standardize edilmemistir ve sonuglar, viral
inokulum, hiicre kiiltiiriiniin durumu ve plaklarin sayilmasindaki dogruluk gibi teknik
faktorlere bagli olarak ayni izolat i¢in laboratuvardan laboratuvara degisir. Bu yontem
ozellikle herpes viriisler i¢in kullanishdir. PRA gibi bir fenotipik yontemin kullanimu,
herpes viriisleri arasinda antiviral dirence yol a¢ip agmadigi literatiirde bildirilmememis

olan mutasyonlarin antiviral dirence etkisinin belirlenmesi i¢in dnerilmektedir (6, 41).

Diger fenotipik testler; ‘yield reduction assay’, DNA hibridizasyon testi ve boya

tutulum testi gibi yontemlerdir (4).
2.1.9.2. Genotipik testler

Antiviral duyarlilik testi i¢in kullanilan genotipik testler, dizi analizi, pirosekanslama, in
vitro ters hibridizasyon, line prob assay (LiPA), real time PCR ve tek niikleotid
polimorfizm analizidir (SNP). Genel olarak, bu testlerin maliyeti diisiik olup, fenotipik
testlerden daha hizli sonu¢ vermektedir. Sekans analizi, antiviral direng ile baglantili
mutasyonlari tespit etmek i¢in daha sik kullanilmaktadir. Ayrica antiviral direngle ilgili
yeni mutasyonlar1 belirleme yetenegine de sahiptir. Sanger dizileme, mindr
popiilasyonun %20-25'in altinda olmas1 durumunda karigik viriis popiilasyonundaki

mindr varyanti algilamaz (6).
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CMV antiviral ilag direnci mutasyonlarni taramak i¢in su anda FDA onayl kit
bulunmamaktadir. Sanger dizileme, gansiklovir ve diger ilag¢ direnci ile baglantili CMV
izolatlarindaki mutasyonlar1 taramak ig¢in kullanilmaktadir. CMV'nin dogrudan kan,
BOS ve kiiltlir izolatlarindan sekanslanmasi ilag direncinin belirlenmesinde basarili
bulunmustur. Genotipik testler, fenotipik testlerden c¢ok daha hizli sonuglanir ve
minimum viral yiikii 1000 kopya/ml olan hasta numunelerinde, CMV antiviral ilag

direnci belirlenmesinde tercih edilir (6, 42, 43, 44).

CMV’de antiviral ila¢ direnci UL97 (fosfotransferaz) ve UL54 (DNA polimeraz) gen
bolgesindeki mutasyonlara bagli olarak gelismektedir. Gansiklovir direnci ile iliskili
mutasyonlar UL54 geni ve UL97 fosfotransferaz aktivitesine bagli korunmus alanlari
kapsayan bolge sekanslanarak belirlenebilir. Antiviral duyarlilikla iligkili yeni
kesfedilen mutasyonlar, ozellikle immiin sistemi baskilanmig hastalarda (6rnegin
transplant alicilart) bildirilmektedir (45, 46). UL97 mutasyonlarinin gansiklovir direnci;

UL54 mutasyonlarin ise gansiklovir, foskarnet ve sidofovir direnci ile iliskili oldugu

bilinmektedir (6).

Genotipik  analizlerde gozlenen mutasyonlar, fenotipik direngten sorumlu
olmayabilecegi icin genotipik antiviral direng testinden elde edilen CMV dizisi verileri
dikkatli yorumlanmalidir. Ornegin, UL97'de tamimlanan ¢ok sayida kodon degisikligi
antiviral ila¢ direnci ile iligkili degildir. Eger literatiirde desteklenmiyorsa veya klinikte
ilag etkinligi saglanamadiysa, rekombinant fenotipleme ile tanimlanan mutasyonlar

dogrulanmalidir (4, 6, 47).

DNA dizi analizinde kullanilan yontemler; Sanger-Coulson’un zincir sonlanma
yontemi, Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi, Pirosekans yontemi, Ligasyon

yontemi, Shotgun yontemi ve Yeni nesil dizilemedir (48).
2.1.9.2.1. Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi

Fred Sanger ve arkadaglarmin gelistirdigi bir yontemdir. Bu yontem enzimatik DNA

sentezine dayanir. Yontemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik

icin kalip olarak kullanilir. Bu yontem icin tek iplikli kalip DNA, dNTP

(deoksiriboniikleozid trifosfat), ddNTP (dideoksiriboniikleozid trifosfat), DNA
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polimeraz ve primere ihtiya¢ vardir. Yontemin temeli DNA polimerazin dNTP’lerin
yani sira deoksiribozun 3’OH tasimayan ddNTP’leri de substrat olarak kullanmasina
dayanir. Olusan firiinlerin ayristirilabilmesi ic¢in yiliksek rezoliisyonlu denatiire edici

poliakrilamid jel elektroforezi kullanilir (48, 49).
Teknik olarak dizi analizi 3 basamaktan olusur.

a) PCR

b) dizileme reaksiyonu

c) jel elektroforezi ve bilgisayarda degerlendirme

PCR’da denatiirasyon, baglanma ve uzama basamaklari ile hedef DNA c¢ogaltilir.
Dizileme reaksiyonu i¢in gerekenler: DNA kalibi, Taq DNA polimeraz, primer, dNTP,
ddNTP’dir. Dizileme reaksiyonu PCR gibi iic ana basamakta ve 30-40 dongiide
gerceklesir. Sentezlenen DNA’ya bir ddNTP’ nin katilmasi 3’ pozisyonunda OH grubu
olmadig1 i¢in sentezi durdurur. Reaksiyon sonunda deoksiniikleotidlerle uzamis ve
ddNTP’lerle sonlanmis diziler elde edilir. Sonlandirici 6zellikteki bazlar floresan
boyalarla isaretlenebilir. Elde edilen DNA dizilerine jel elektroforezi uygulanabilecegi
gibi otomatik dizi analizi cihazlarinca okuma yapilabilir. Jel elektoforezinde DNA
parcalart elektriksel alanda uzunluklarina gore siralanir ve DNA dizisi jelden okunur.
Poliakrilamid jeller yiiksek ayirim giiciine sahiptir. Poliakrilamid jeller uygun siire ve
uygun voltajda tek bir niikleotid farkini bile ayirabilir. DNA dizi analizi reaksiyonu
sonucu elde edilen fragmentler jel iizerinde giimiis boyama, radyoaktif veya floresan
boyalarla isaretlenerek tespit edilebilir. Otomatik DNA dizi analizi cihazlarinin
gelismesi ile poliakrilamid jellerin yerini polikarbon bilesikleri olan polimerler almigtir

(50).
2.1.9.2.2. Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi

Allan Maxam ve Walter Gilbert’in gelistirdigi bir yontemdir. Prensibi hidrazin, dimetil
stilfat ya da formik asitin DNA’da bulunan bazlar1 6zgiil olarak degistirmesine ve daha
sonra eklenen piperidinin degisiklige ugramis niikleotidlerinin bulundugu noktalardan

zinciri kirmasina dayanir. Kirllma sonucunda DNA parcalart elde edilir. Jel
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elektroforezinde biiyiikliiklerine gore ayrilir ve otoradyografi uygulanarak bantlar

goriilebilir (48).
2.1.9.2.3. Shotgun yéntemi

Shotgun dizileme metodu uzun DNA pargalarint dizilemek i¢in kullanilir. Bu metodta
biiyiilk boyutlardaki genomik DNA veya bakteri yapay kromozomlar fiziksel olarak,
rastgele kii¢iik (300-800 bp) boyutlara parcalanir. Bu DNA pargaciklari, uglarina
eklenen adaptorlerden DNA yakalama boncuklari tarafindan tutularak bir DNA
kiitliphanesi olusturulur. Daha sonra her bir boncuk tarafindan yakalanan DNA
parcacigl ayri ayri dizilenir ve okunan biitlin parcalar biyoinformatik yazilimlarla

birlestirilir (51).
2.1.9.2 4. Pirodizileme yontemi

Sentez yoluyla dizileme prensibine dayanir. Pirodizileme yiiksek islem hacmi ve diistik
maaliyeti sayesinde geleneksel Sanger dizilemenin yerini almistir. Pirodizilemenin
temeli DNA polimeraz aktivitesinin kemiliiminesan bir enzim aracilifiyla tespitine

dayanmaktadir (52).
2.1.9.2.5. Ligasyon yoluyla dizileme yontemi

Bu yontemde digerlerinden farkli olarak DNA polimeraz yerine DNA ligaz enzimi
kullanilir. Floresan isaretli oligoniikleotid problari kullanilir, problar kalip DNA'ya
hibridize olur ve primerle ligasyona girer. Floresan deteksiyonundan sonra
oligoniikleotid problarin isaretli 5' fosfat ucu kesilerek yeni bir ligasyon siklusuna
gecilir. Ligasyon, deteksiyon ve ayrilma sikluslari tekrarlanarak DNA dizisi belirlenir
(53).

2.1.9.2.6. Yeni nesil dizileme

Yeni nesil DNA dizileme sistemleriyle yiiksek dogrulukla, ultra hizli olarak, dizileme
yapilabilmektedir. Ornegin 4.6 Mb'lik Escherichia coli genomu tek bir okuma ile

tamamlanabilmektedir.

Yeni nesil DNA dizileme teknolojisi hayal bile edilemeyecek kadar ¢ok bilgi ve yeni
yaklasimlar saglar. Fakat bu kadar c¢ok bilginin depolanmasi, analizi ve
degerlendirmesinde biiyiik giigliikler vardir. Yeni nesil DNA dizileme teknolojisinin
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basarili bir sekilde kullanilmasi i¢in gelismis biyoinformatik analiz araglarina ihtiyag

duyulmaktadir. Ayrica ¢ok sayida kisa okuma elde edilmesi de 6nemli bir problemdir
(51).

2.1.10. CMV’de Gansiklovir Direnci

CMV ilag direnci i¢in en dnemli risk faktorlerinden biri genellikle birkag¢ ay veya daha
uzun siireli antiviral ilag kullanimiyla birlikte uzun siireli viral replikasyondur (54).
CMV ilag¢ direnci i¢in en belirgin risk grubu, CMV seropozitif verici ve CMV
seronegatif alicidir (D+/R—). Nakledilen organ ve immiinosiipresyon rejimine bagl
olarak, CMV hastalig1 i¢in tedavi edilen D+/R— transplant alicilar1 arasinda ilag
direncinin goriilme sikliginin genellikle %5-10 araliginda oldugu ve akciger nakli
alicilarinda daha yiiksek oranda goriildigii bildirilmektedir (4, 55, 56). Haploidentik
veya allojenik kok hiicre nakli alicilar1 ve konjenital CMV enfeksiyonu olan hastalar
ilag direnci riskinin arttig1 gruplardandir (57, 58, 59). Antiviral tedavi varliginda devam
eden CMYV replikasyonunun ilag direnci gelisimi i¢in olusturdugu risk, viral replikasyon
seviyesi ve ilaca maruz kalma siiresi ile orantili olarak artmaktadir. CMV DNA
polimeraz inhibitérleriyle ilgili ¢alismalar, ilag direncinin tipik olarak aylar siiren
antiviral ila¢ kullanimindan sonra meydana geldigini gostermektedir, diren¢ gelisim

zamani ve goriilme siklig1 yeni tedavilerde degisim gosterebilir (4, 44, 56).

CMV’de antiviral ilag direnci UL97 (fosfotransferaz) ve UL54 (DNA polimeraz) gen
bolgesindeki mutasyonlara bagli olarak gelismektedir (45, 46). UL97 mutasyonlarinin
gansiklovir direnci; UL54 mutasyonlarinin ise gansiklovir, foskarnet ve sidofovir

direnci ile iligkili oldugu bilinmektedir (6).

UL97 kinaz, ¢esitli hiicresel ve viral proteinlerin serin ve treonin kalintilarin1 fosforile
eder ve CMV replikasyonu icin gereklidir. UL97 kinaz ayrica antiviral aktivite igin
gerekli olan GCV'nin baslangi¢ fosforilasyonunu etkiler ve bu fosforilasyonu bozan
UL97 mutasyonlart oncelikli GCV direng mekanizmasidir (55). CMV hastaliginda
standart ilk tedavi olan GCV, UL97 kinaz tarafindan monofosforile edilir ve daha sonra

enfekte olmus hiicrelerde aktif trifosfat formuna donistiiriilmektedir (54).
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CMYV ilag direnci tayininde genotipik direng testi, fenotipik testlere gére daha ¢ok tercih
edilmektedir. Rekombinant fenotipleme ile belirlenmis direng mutasyonlarinin kapsamli
veri tabani klinik uygulama rehberleri igin temel olusturmaktadir (60). Plazma viral
yiiklerinin de§ismemesi veya artmasi veya birka¢ hafta boyunca uygulanan uygun
dozda antiviral tedaviden sonra CMV hastaliginin ortaya ¢ikmasi durumunda ilag
direncinden siiphelenilebilir. Immiin yetmezligi olan pediatri hastalarinda direng
gelistigi bildirilmesine ragmen antiviral tedavinin ilk 6 haftasinda direng gelisimi olagan

degildir (4).

GCV direngli CMV suslarinin %90'indan fazlasinda UL97 mutasyonlar1 bulunmaktadir.
Biyolojik kinaz fonksiyonu goreceli olarak korunurken GCV fosforilasyonun bozuldugu
tahmin edilmektedir. GCV direngli CMV izolatlarinda UL97 mutasyonlar1 ¢cogunlukla
460, 520 ve 590-607 kodonlarinda lokalizedir ve en yaygin yedi mutasyon M460V/I,
H520Q, C592G, A594V, L595S ve C603W'dir (54, 55). Bu UL97 mutasyonlari
(M460V/1, H520Q, A594V, L595S ve C603W) GCV direncinde (EC50) 7-10 kat artis
olustururken, C592G mutasyonu 3 kat artig olusturur (55). UL97 gen bolgesindeki 590-
607 kodonlar arasindaki bir veya daha fazla kodonun ¢ergeve i¢i delesyonunu da igeren
mutasyonlar, ¢esitli seviyelerde GCV direnci olusturabilir (4, 55). Ayrica, 591-603
pozisyonlarindaki ii¢ ya da daha fazla kodonun cerceve i¢i delesyonu gansiklovir
direncinde en az sekiz kat artisa neden olurken, bir veya iki kodon delesyonunun
gansiklovir direncinde 4-10 kat artisa neden oldugu gosterilmistir (32, 61). GCV
direncine yol agan CMV UL97 geninde siklikla goriilen mutasyon bolgeleri Sekil 4’te

gosterilmistir.
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Sekil 4. GCV direncine yol acan CMV UL97 geninde siklikla goriilen mutasyon

bolgeleri (4)

GCV'e uzun siire maruziyetten sonra, UL54 DNA polimeraz genindeki mutasyonlar
secilebilir ve genellikle Onceden var olan UL97 mutasyonlarina eklenir. ULS54
mutasyonlart genellikle diisiik seviyede dirence yol acarak ila¢ direncine katkida
bulunmaktadir. Nadiren, UL54 genindeki mutasyon GCV direncinin ilk belirteci
olabilmektedir. GCV'ye direngli UL54 mutasyonlarinda diger ilaglara capraz direng
gelisebilir. GCV ve CDV direncine yol agan mutasyonlar, UL54 geninde 301, 408-413,
501-545 (eksoniikleaz bolgeleri) kodonlarinda ve 978-988 (bdlge V) kodonlarinda
ozellikle A987G mutasyonu rapor edilmistir (54,55).

CMV UL54 genindeki FOS direncli mutasyonlar genis bir aralikta dagilim gosterir;
fakat ¢ogu zaman korunmus gen bolgeleri II (700 ve 715 kodonlar), IIT (802 ve 809
kodonlar) ve VI (kodon 781) ve ayrica bazi korunmamis lokuslarda (kodon 756) yer
almaktadir. Cogu FOS diren¢ mutasyonu EC50 degerlerinde 2-5 kat artisa neden
olmaktadir. FOS diren¢ mutasyonlar1 diisiik dereceli GCV + CDV c¢apraz direnci
yapabilir. Baz1 UL54 mutasyonlar1 (A834P veya 981-982 Del) her iig ilaca (GCV, CDV
ve FOS) onemli diizeyde direng kazandirabilir. Bazi CMV UL54 mutasyonlari ise,

ozellikle 578-845 kodon aralifindaki mutasyonlar, yavas iireme fenotipi ile
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iligkilendirilmistir. Dizi polimorfizmlerinin olduk¢a genis veritabanina ragmen, ilag
direnci ile ilgisi olmayan ve rekombinant fenotipleme ile karakterizasyon gerektiren
bircok UL54 sekans varyant1 bulunmaktadir (4,54). Antivirallere dirence yol agan UL54

polimeraz geninde siklikla goriilen mutasyon bolgeleri Sekil 5°te gosterilmistir.
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Sekil 5. Antivirallere dirence yol agan CMV ULS54 geninde siklikla goriilen mutasyon
bolgeleri (4)

UL97 mutasyonlarindan F342S, V356G, L405P, D456N, M460V/L/I/T, CA480R,
N510S, C518Y, H520Q, P521L, AS590T, A591V/D, C592G/F, AS594V/E/G/T/P,
L595S/F/WIT, E596G/D, N5971, G598S/V, K599T/M/E, C603W/R/S/Y, A606D,
C607Y/F, 1610T, A613V, M615V, E655K, V6651, del 355, del 590-593, del 591-594,
del 590-603, del 591-607, del 600, del 601-603 ve del 617 mutasyonlarinin gansiklovir
direncine yol agtig1 gosterilmistir (4, 6, 41, 55, 58, 61-75).

UL54 mutasyonlarindan D301N, N408D/K/S, N410K, F412C/L/S/V, D413A/E/N,
P488R, K500N, L5011/F, T503I, A505V, K513E/N/R, L516R, 1521T, P522A/S, del524,
V526L, C539G/R, L545S/W, S676G, G678S, 1722V, 1726T/V, Y751H, A987G (4, 6,
55, 62, 63, 65, 67, 71, 73, 75) mutasyonlarinin gansiklovir ve sidofovir direncine;
N495K, S585A, D588E, F5951, T700A, V715M, E756D/Q, T838A, M844S, VV946L (4,
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55, 58, 62, 63, 67, 75) mutasyonlarinin foskarnet direncine; D515E/Y/R, T552N,
Q578L, L776M, VV781l, V787AJL, L802M, A809V, G841S (4, 6, 55, 62, 63, 67, 71, 75)
mutasyonlarinin gansiklovir ve foskarnet direncine; D542E, K805Q (4, 63, 75)
mutasyonlarmin sidofovir direncine; Q578H, D588N, E756K, L773V, V812L, T813S,
T821l, A834P, G841A, M844V, del 981-982 (4, 6, 41, 55, 62, 75) mutasyonlarinin
gansiklovir, sidofovir ve foskarnet direncine; L802V, P829S, L862F, L957F (55, 75)
mutasyonlarinin gansiklovir direncine yol a¢tif1 gdsterilmistir. Ila¢ direncine neden
oldugu bildirilen UL97 ve UL54 mutasyonlar1 Tablo 1°de gosterilmistir (4, 6, 41, 62-
75).

Tablo 1. Antiviral ilag direncine yol agan UL97 ve UL54 mutasyonlari

UL97 UL54
Mutasyon ila¢ Mutasyon flac  Mutasyon ila¢ Mutasyon flac
F342S G G598S/V G D301N C G G678S CG
V356G G K599T/M G N408D/K/S CG T700A F
L405P G C603WI/R/SIY | G N410K C G V715M F
D456N G A606D G F412C/L/SIV C G 1726V/IV CG
M460V/L/NIIT G C607Y/F G D413A/E/N CG Y751H CG
V466G G 1610T G P488R C G E756D/K/Q | F
C480R G A613V G N495K F L773V C,F,G
N510S G M615V G K500N C, G L776M F,G
C518Y G V665l G L5011/F C G V781I/L F,G
H520Q G Del 355 G T503I C G V787A/L F,G
P521L G Del 590-593 G A505V C G L802M F,G
A590T G Del 591-594 G K513N/E/R C G L8802V G
AB91V/D G Del 591-607 G D515E/Y/R G, F K805Q C
C592G/F G Del 600 G L516R C G A809V F,G
AB9AV/EIGITIP | G Del 601-603 G 1521T C G V812L C,F,G
L595S/F/WIT G Del 617 G P522A/S C, G T813S C,FG
E596G G Del 524 C, G T821l F,G
N5971 G V526L C G P829S G
C539G/R C, G A834P C,FG
D542E C T838A F
L545S/W C, G G841A C,FG
T552N G, F G841S F,G
Q578H C,F, G | M844S F
S585A F M844V C,FG
D588E F L862F G
D588N C,F, G | V946L F
F595I F L957F G
S676G C G Del 981-982 | C,F, G
A987G CG

C; Sidofovir, G; Gansiklovir, F; Foskarnet

35




UL97 gen bolgesinde bulunan ve gansiklovir duyarlt oldugu literatiirde bildirilen
mutasyonlar Q19E, N68D, T95S, S108N, R112C, L126Q, R1377C, E227D, 1244V,
D329H, A427V, Q449K, V466M, H469Y, A478V, N510S, M5501, A582V/T, H587Y,
A588V, A591V, N597D, K599R, L600I, D605E, M615V, Y617H, G623S, L634Q,
T6591, V6651 ve A674T dir (4, 64, 70, 74, 76, 77). UL97 geni genetik polimorfizm

haritas1 Sekil 6’da gosterilmistir.
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Sekil 6. UL97 geni genetik polimorfizm haritas1 (78)

UL54 gen bolgesinde bulunan ve g¢alismalarda antivirallere duyarli oldugu bildirilen
varyant sekanslar D515G, P522L, A692S, G971D, A15T, S24L, S32P, V95E, H142Y,
G143Y, 1341T, N345S, G347D, V355A, S464F, A626V, P628L, G629S, A631G,
S633F, M640R, S655L, S663N, F669L, S676G, G678S, N685S, A688V, T691A,
AB93T, S695T, Q697H, L737M, V759M, Q868R, D870H, V873L, G874R, A885S/T,
P887S, L890F, T892I, S897L, N898D, E899K, V927M, VI53A, A1012V, L1020l,
T1108A, N1116H, A1122T, G1133S, S1146N, N1147S, R1149T, P1153S ve
A1154Pdir (4, 79-82).

2.1.11. Korunma

CMV ile asemptomatik atilim yaygindir. Standart Onlemler ve kisisel hijyenik

uygulamalar (6rnegin, dikkatli el yikama) bulasma olasiligim1 azaltmaya yardimci
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olabilir. Alkol, deterjanlar ve klor igeren dezenfektanlar viriisii etkisiz hale getirmede

etkilidir. CMV hastaliginin 6nlenmesi i¢in su anda lisansh bir as1 bulunmamaktadir (1).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvarinda ve Erciyes Universitesi Genom
ve Kok Hiicre Merkezinde (Genkok) yapildi. Bu calismada DNA dizi analizi islemi
Genkok Merkezinde gerceklestirildi.

3.1. HASTALAR VE ORNEKLER

Erciyes Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Hematoloji ve KIT iinitesi
boliimlerinde 27.09.2017-19.09.2019 tarihleri arasinda takip edilen 48 hastaya ait 51
kan Ornegi calismaya alindi. Hastalarin 21°i ¢ocuk, 27’si ise eriskin hasta idi. CMV
DNA viral yiikii 1000 1U/ml ve iizeri olan ve inat¢1 viremisi olan hastalar ¢alismaya
dahil edildi. Plazma orneklerinde CMV DNA tayini ‘real time’ PCR yontemi
(QIAsymphony Qiagen, Almanya) ile ¢aligildi.

3.2. CMV SUSLARINDA GANSIKLOVIR DIRENCININ ARASTIRILMASI

CMV suslarinda GCV direnci UL97 ve UL54 gen bolgesinde, Sanger dizi analizi
yontemi ile ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) cihazinda ¢alisildi.

Calisma 8 kisimda tamamlandi.
1. DNA izolasyonu
2. PCR iglemi
3. PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi

4. PCR iriinlerinin temizlenmesi
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7.

8.

Sekans PCR
Sekans PCR trinlerinin temizlenmesi
Orneklerin cihaza yiiklenmesi

Gen bolgeleri dizileri degerlendirilerek antiviral direncin belirlenmesi

3.2.1. Otomatize Cihazla DNA izolasyonu

Biitiin 6rnekler EZ1 Advanced cihaz1 (Qiagen-Almanya) kullanilarak {iretici firmanin

onerdigi sekilde EZ1 Viriis Mini Kit v2.0 (Qiagen-Almanya) test kiti prosediiriine

uygun olarak caligildi.

Kit icerigi:

Reaktif kartuslar

Tek kullanimlik ‘tip holders’

Tek kullanimlik filtreli u¢lar

Ornek tiipleri (2 ml)

Eliisyon tiipleri (1.5ml)

Carrier RNA

Buffer AVE

DNA izolasyon prosediirii:

1.

2.

Birinci siraya eliisyon tiipleri (1.5 ml) yerlestirildi.
Ikinci siraya fitreli ug igeren ‘tip holder’ yerlestirildi.

Buffer AVE’den 56 pl ve carrier RNA’dan 4 pl igeren toplam 60 pl karisim

hazirland1 ve tiglincii siraya yerlestirildi.
Dordiincii siraya ornek tiipleri yerlestirildi ve her 6rnekten 400 pl eklendi.

Reaktif kartujlar, kartuj raflarma yerlestirildi. Sicak bloklara 2 ml’lik tiipler
yerlestirildi.

Cihaz galistirild1 ve izolasyon islemi baslatildi.
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7. lizolasyon isleminden sonra 1. siradaki eliisyon tiiplerinde 90 pl’lik DNA izolat:
elde edildi.

3.2.2. CMV DNA amplifikasyonu

CMV susunun UL97 ve UL54 gen bolgelerinde bilinen GCV direncine yol agan
mutasyonlar1 belirlemek i¢in ‘National Center for Biotechnology Information’ NCBI
veri tabanindan CMV Towne susu (FJ616285) gen dizileri alinarak ilgili bolgeleri
cogaltmak i¢in gerekli primerler Primer 3 plus programi aracilifiyla tasarlandi. CMV
genomunda UL97 ve UL54 bolgelerinde belirlenen bolgeyi PCR ile ¢ogaltmak igin

kullanilan primerler Tablo 2’de gdsterilmistir.

Tablo 2. PCR primerleri

Hedef Bolge Primer | Primer Baz Dizisi (5’- 3°) Amplikon
bityiikligii

UL97 Sense 5" GTGCTCACGGTCTGGATGT 3’ 835 bp

UL97 Antisense | 5> ACATCTTGGCCTCCACAAAG 3 | 835hp

ULS54 1. Bolge | Sense 5 TGGTGYTCCGTGAATCGTTA 3* | 979 bp

UL54 1. Bolge | Antisense | 5 GGATCTGCTGTCCGTCAAAG 3’ | 979 bp

ULS54 2. Bolge | Sense 5 GCYCACAACCTCTGCTACTC 3° | 904 bp

ULS54 2. Bolge | Antisense | 5 GCACRCCGTAYTTCTTRACT 3° | 904 bp

ULS54 gen bolgesi iki PCR reaksiyonuyla, UL97 gen bdlgesi ise bir PCR reaksiyonuyla
cogaltildi. UL97 gen bolgesi igin 835 bp’lik, UL54 gen bolgesi i¢in ise 979 bp’lik ve
904 bp’lik iki bolge cogaltildi. PCR islemi igin Platinum Tag DNA polimeraz
(Invitrogen, ABD) kiti ve Labcycler (SensoQuest, Almanya) cihaz1 kullanildi.
Reaksiyon karisimlar1 PCR kabini igerisinde, soguk bloklar kullanilarak hazirlandi.
PCR reaksiyon igerigi Tablo 3’te gosterilmistir.

Yapilan tiim PCR islemlerinde Tablo 3’te gosterilen miktarlar kullanildi. Platinum Tag
DNA polimeraz (Invitrogen, ABD) kiti igerisinde; Platinum Taq DNA polimeraz, KB
Extender, MgCI2 ve 10X PCR buffer (Mg icermez) bulunmaktadir. Her bir 6rnek i¢in

22 pl olarak hazirlanan karigim ependorf tiiplerine dagitildi. Daha sonra DNA
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izolatlarindan 3 pl tiiplere eklendi. Tiiplerin kapaklar1 kapatildi ve amplifikasyon islemi

Labcycler (SensoQuest, Almanya) cihazinda Tablo 4’te belirtildigi sekilde
gergeklestirildi.
Tablo 3. CMV ilag direnci tayininde PCR reaksiyon igerigi
Karisim Miktar (ul)
10xPCR buffer 2.5 ul
MgCl> 0,75
dNTP 0,5
Taqg polimeraz 0,25
Primerler CMV- primer F 0,5
(10 pmol /uL) CMV- primer R 0,5
Niikleaz igermeyen steril dH20 17
DNA 3
Toplam reaksiyon hacmi 25 nl
Tablo 4. CMV ilag direnci tayininde PCR protokolii
PCR Basama@ | UL97 UL54 UL54 Dongii
Protokolii 1.Bolge 2.Bolge Sayisi
Protokolii Protokolii
Baslangic 95°C 15 dakika | 95°C 15 dakika | 95°C 15 dakika 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon | 94°C 30 saniye | 94°C 35 saniye | 94°C 35 saniye
Baglanma 61°C 30 saniye | 60°C 45 saniye | 57°C 45 saniye 45
Uzama 72°C 30 saniye | 72°C 45 saniye | 72°C 45 saniye
Son Uzama 72°C 10 dakika | 72°C 5 dakika 72°C 5 dakika 1
Bekleme 4°C oo 4°C oo 4°C oo 1
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3.2.3. PCR Uriinlerinin agaroz jel elektroforezinde gériintiilenmesi

1.

Agaroz jel elektroforezi i¢in %2’lik jel hazirlandi. Bu amagla 1 g agaroz (Sigma,
ABD) tartilip 50 mL 1x Tris-borik asit-EDTA (TBE) tamponu (89 mM Tris, 89
mM borik asit, 2 mM EDTA, pH 8.3) icinde mikrodalga firinda isitilarak

tamamen erimesi saglandi.

Agarin 55°C’ye kadar sogumasi beklendikten sonra, igine etidyum bromiir

soliisyonundan 3 pL eklenerek karismasi saglandi.
Akiskan haldeki sicak jel, tarakli tepsiye dokiilerek katilagmasi beklendi.

Katilagtiktan sonra yatay elektroforez tankina (Thermo Scientific, ABD) tepsi ile
yerlestirildi. Jelin lizerini kaplayacak sekilde 1x TBE tamponu dokiildii ve jelin
i¢indeki tarak c¢ikarildi.

Molekiiler agirlik belirleyicisi olarak ilk kuyucuga 3uL 100bp DNA Ladder
(GeneDirex, ABD) yiiklendi.

PCR diiriinlerinden 5 pL alinip, 3 pL DNA Gel Loading Dye (Thermo Scientific,
ABD) ile karistirilip geri kalan kuyucuklara yiiklendi.

Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra gili¢ kaynagiin elektrotlar1 tanka
bagland1 ve 150 V lineer elektrik akiminda 40 dakika boyunca elektroforez
islemi gercgeklestirildi.

Elektroforez isleminden sonra, jel goriintiileme cihazinda (ChemiDoc MP,

Biorad, ABD) incelendi.

Sekil 7°da UL97 gen bolgesi, Sekil 8’de UL54 1. gen bolgesi ve Sekil 9°de UL54 2. gen

bolgesi ve PCR iirlinlerinin jel goriintiileme cihazindan elde edilen goriintiileri yer

almaktadir.
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Sekil 7. UL97 gen bolgesi PCR iiritinlerinin jel goriintiisii

Sekil 8. UL54 gen bolgesi 1. bolge PCR f{iriinlerinin jel goriintiisii
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Sekil 9. UL54 gen bolgesi 2. bolge PCR {iriinlerinin jel goriintiisii

3.2.3. Dizi Analizi
PCR iiriinlerinin saflastirmasi
1) 2 pl EXoSAP-IT® (Affymetrix, ABD) reaktifi iizerine 5 pul PCR iriinii eklendi.

2) Saflastirma islemi Labcycler (SensoQuest, Almanya) cihazinda Tablo 5’te
goriildigi sekilde gerceklestirildi.

Tablo 5: CMV ilag direnci tayininde saflagtirma islemi protokolii

15°C 15 dakika

85°C 15 dakika

4 °C 0
Sekans PCR

1) Saflagtirilmig PCR iirtinleri 5 ul dH2O ile dilie edildi.
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2) Saflastirilmis PCR firlinlerinin sekans PCR reaksiyonunda BigDye® Terminator

v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Bioystems, ABD) kullanildi.

reaktiflerin hacimleri Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6: CMV ilag direnci tayininde sekans PCR igerigi

Kullanilan

Komponent Voliim
(uL)
Buffer 2 ul
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing | 2 ul
Kit
Niikleaz igermeyen steril dH20 2 ul
Primer (1 pmol/uL) 2 ul
DNA 2 ul
Toplam 10 ul

3) Sekans PCR islemi igin Tablo 6’da belirtildigi sekilde her hasta 6rnegi igin 8 pl

karisim hazirlandi. ‘Septa plate’ kuyucuklarina dagitildi. Kuyucuklara her hasta i¢in

2 ul 6rnek eklenerek 10 kere pipetleme yapildi.

4) Hazirlanan reaksiyon karisimi Tablo 7°de tarif edilen kosullarda GeneAmp PCR

System 9700 (Applied Biosystems, ABD) cihazinda amplifiye edildi.

Tablo 7. CMV ilag direnci tayininde sekans PCR protokolii

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 96 1 dakika 1
Denatiirasyon 96 10 saniye

Baglanma 50 10 saniye 35
Uzama 60 4 dakika

Bekleme 4 00 1
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Sekans PCR sonrasi saflastirma

1. Her hasta i¢in kuyucuklara;
‘Sam tm solution’ 45 pl
eklendi, karistiricida 2100 rpm’da 30 dk
X terminator 10 pl calkalanda.

2. Plate 1000 rcf’de 2 dk santrifiij edildi.

3. Saflastirilmis 6rnekler, kapiller sistemli otomatik dizi analizi cihazit olan ABI

3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) cihazinda sekanslandi.

Literatlirde bildirilen CMV GCV diren¢ mutasyonlarmin siklikla bulundugu UL97
protein kinaz genindeki 420-664 kodonlarin1 ve UL54 DNA polimeraz 1. bolge 262-573
ve UL54 2. bolge 735-1021 kodonlarini kapsayan DNA dizileri degerlendirildi. Dizileri
degerlendirmek icin sekans verilerinin hizli bir sekilde yorumlanmasini saglayan,
hastanin CMV UL97 veya UL54 dizilerinin yiiklendigi ve daha sonra vahsi tip sekansa
sahip ilaca duyarli HCMV susuyla (TB40-BAC4) karsilastirildigi online mutasyon

analiz sistemi kullanild: (www.informatik.uni-ulm.de/ni/staff/Hkestler/hcmv/).

Bu sitede tespit edilen mutasyonlarin belirlenmesi; yayimnlanan tim UL97 ve UL54
mutasyonlarmni ve bunlara karsilik gelen in vitro fenotipleri iceren ve mutasyonlart
degerlendirilen, diizenli olarak giincellenen bir veri tabanina baglanmasi yoluyla
olmaktadir. Daha sonra UL54 / UL97 vahsi tip sekansim1 ve verilen UL54 / UL97
niikleotid sekansini hizalamak icin BLASTX (versiyon: NCBI BLAST 2.2.18) programi
kullanilmaktadir. Mutasyon lokasyonlarina ve mutasyona ugramis amino asitlere gore,
sistem mutasyonlart HCMV mutasyon veritabani ile karsilastirarak ve verilen HCMV

sekansinda hangi tip mutasyonlarin oldugunu rapor etmektedir (83).

46


http://www.informatik.uni-ulm.de/ni/staff/Hkestler/hcmv/

4. BULGULAR

Calismaya CMV DNA viral yiikii 10® IU/ml ve iizerinde olan veya antiviral tedavisi

sirasinda inat¢1 viremisi olan 48 hastaya ait 51 kan 6rnegi dahil edildi.
4.1. Hastalarin Ozellikleri

Hastalarin 21’1 ¢ocuk, 27’si erigkin hasta idi. Hastalarin 29°u (%60.4) erkek, 19’u
(%39.6) kadind1. Calismaya dahil edilen 48 hastanin 42’si KiT alicis1 ve 6’s1 hematoloji
poliklinik/servislerinde takip edilen (transplantasyon yapilmamis) hastalardi. KIT
alicilarinin 26’°sma allojenik kemik iligi transplantasyonu (AKIT), 5’ine otolog kemik
iligi transplantasyonu (OKIT), 11’ine haploidentik kemik iligi transplantasyonu (HKiT)
yapilmisti. AKIT yapilan 26 hastanin 6’s1 ¢ocuk hasta idi. Haploidentik KIT yapilan 11
hastanin 10’u gocuk hasta idi. OKIT yapilan 5 hastanin 2’si ¢ocuk hasta idi. KIT alicist
hastalarin transplant tipleri ve ¢ocuk ve eriskin hasta dagilimlart Tablo 8’de

gosterilmistir.

Tablo 8. Hastalarin transplant tipleri ve eriskin ve ¢ocuk hasta dagilimi

AKIT OKIT HKIT Toplam
Cocuk 6 2 10 18
Eriskin 20 3 1 24
Toplam 26 5 11 42

KIT yapilan hastalarin alt hastaliklar1 akut lenfoblastik 16semi (ALL) (n=8); akut
miyeloid losemi (AML) (n=15); multiple myelom (n=1); hodgkin lenfoma (n=3);
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myelodisplastik sendrom (n=2); kombine immiin yetmezlik (n=6); noroblastom (n=1);
aplastik anemi (n=2); B hiicreli lenfoma (n=1); orak hiicreli anemi (n=1); Ewing sarkom
(n=1); Wiskott Aldrich sendromu (n=1) idi. Kit yapilmamis 6 hasta ise rabdoid timér
(n=1); talasemi (n=1); T hiicreli lenfoma (n=1); B hiicreli lenfoma (n=1); non-hodgkin

lenfoma (n=1) ve kombine immiin yetmezlik (n=1) tanis1 almislardu.

Hastalarin ve donérlerin serumlarinda ELISA yéntemi ile anti CMV IgG ve anti CMV
IgM varlig1 aragtirilmisti ve sonuglar hasta dosyalarindan elde edildi. Tiim hastalarin ve
donérlerin anti CMV IgM sonuglar1 negatifti. AKIT yapilan 26 hastanin 24’{iinde anti
CMV IgG D+/R+ (verici/alici), birinde anti CMV IgG D+/R- ve birinde D-/R+ idi.
HKIT yapilan 11 hastanin tamaminda anti CMV IgG D+/R+ idi. OKIT yapilan 5 hasta
ve hematoloji polikliniklerinde takip edilen 6 hastanin anti CMV IgG’leri pozitif olarak
bulundu. Hastalarda CMV DNA takibi transplantasyon oncesi ve sonrasinda haftalik
olarak yapilmistir. Calismaya dahil edilen 48 hastanin 6 (%12.5)’sinda antiviral direng
mutasyonu bulundu. Antiviral direng saptanmayan 3 hasta 6rneginin aylar sonra gelen
orneklerinde de mutasyon saptanmadi. iki hastanmn UL97 gen bolgesi ve bes hastanin
UL54 2. gen bolgesi sekans sonuglari diziler karisik oldugu igin degerlendirilemedi.
Calismaya dahil edilen 48 hastanin 42°si KIT alicist olup 6 (%14.2)’sinda antiviral
diren¢ bulundu. Bu 6 hastanin 3’ii ¢ocuk ve 3’1 erigskin hasta idi. Caligmada pediatri
KIT alicist olan toplam 18 hastanin 3 (%16.6)’iinde; eriskin KiT alicis1 olan toplam 24
hastanin 3(%12.5)’linde antiviral diren¢ bulundu. Bu 6 hastanin 4’iinde sadece UL97
gen bolgesinde antiviral diren¢ mutasyonu saptandi. Iki hastada E596G mutasyonu; iki
hastada ise sirasiyla C603W ve A591V mutasyonu bulundu. Ayrica bir hastada UL97
gen bolgesinde M4601 ve C592G mutasyonlari ve es zamanl olarak UL54 gen
bolgesinde F412L mutasyonu tespit edildi. Bir hastada ise UL97 gen bolgesinde
mutasyon olmadan tek bagina UL54 gen bolgesinde L957F mutasyonu bulundu.
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4.2. CMV Antiviral Diren¢ Saptanan Hastalarin Ozellikleri
Antiviral direng saptanan hastalarin 6zellikleri Tablo 9’da gosterilmistir.

Tablo 9. CMV antiviral direng saptanan hastalarin 6zellikleri

Hastalar 1 2 3 4 5 6
Mutasyonlar | UL97 | E596G M460I C603W A591V | E596G
C592G
UL54 F412L L957F
Yas/cinsiyet 10/K 6/K 24/K 2/E 52/E 21/E
Alt hastahik AML AML ALL Wiskott AML ALL
Aldrich
sendromu
Transplant HKIT HKIT AKIT HKIT AKIT AKIT
tipi
KIT sonrasi 125.giin 343.giin 61. giin 28. giin 301. giin | 696. giin
diren¢
bulunan giin
CMV R+/D+ R+/D+ R+/D+ R+/D+ R+/D+ | R+/D+
serolojisi
CMV PCR 15000 49500 42700 11800 2224000 | 105000
(1U/ml)
CMV - CMV - - CMV -
Hastahg retiniti koliti
Klinik Ishal, nobet, | Gorme Hematiiri Ates, GVHD, | Burun
ates bozuklugu, solunum hemato- | kanamasi
ates, ishal, yetmezligi | kezya,
cilt GVHD pnoémoni
Antiviral GCV GCV CDhV GCV GCV GCV
Tedavi FOS FOS VASV FOS FOS
CDV CDV
Hastanin Ex Ex Yasiyor Ex Ex Yastyor
Durumu

HKIT: Haploidentik kemik iligi transplantasyonu, AKIT: Allojenik kemik iligi transplantasyonu

GCV: Gansiklovir, FOS: Foskarnet, CDV: Sidofovir, VASV: Valasiklovir, GVHD: Graft Versus Host

Hastalig1

1. hasta

AML tanistyla takipli anti CMV IgG (+) olan 10 yasindaki kadin hastaya anti CMV IgG
(+) dondrden haploidentik KIT yapilmisti. KiT 6ncesi dénemde CMV DNA pozitifligi

nedeniyle GCV tedavisine baglanmis. Takibinde ishali olan hastanin diskisinda
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Entomoeba histolytica antijeni pozitif bulunmus. KiT’in 12. giiniinde atesi olan hastanin
tedavisine amikasin eklenmis. KIiT’in 22. giiniinde GCV kullanan hastanin CMV viral
yukii 1900 IU/ml olmasi {izerine tedavisine FOS eklenmis, FOS tedavisi bir hafta sonra
kesilmis. Ates yliksekligi olan, galaktomannan antijeni: 0.56 ng/ml ve toraks tomografi
sonucunda mantar nodiilii goriilen hastanin tedavisine vorikonazol eklenmis. Sikayetleri
gerileyen ve uygun tedavileri verildikten sonra taburcu edilen hastanin AKIT’ten 3 ay
sonra nobet gecirme nedeniyle basvurmasi iizerine, tekrar yatisi yapilmis. Cekilen beyin
MR goriintiilemesinde sag frontalde kitle izlenmis ve lenfoproliferatif tutulum olarak
disiiniilmiis. Hastanin gonderilen BOS’unda CMV DNA saptanmamis ve BOS
bakteriyolojik kiiltiirinde iireme olmamis. Sikayetleri gerileyen ve genel durumu iyi
olan hasta taburcu edilmis. Bir ay sonra ndbet gecirme nedeniyle tekrar bagvurmus.
Cekilen MR goriintiilemesinde 6ncekine gore kitlede biiylime goriilen hastaya beyin
biyopsisi yapilmis. Alinan beyin biyopsisinin patoloji sonucu ‘EBYV ile iligkili B hiicreli
lenfoproliferatif hastalik, monomorfik tip, Diffiiz biiyiik hiicreli lenfoma?’ olarak
bulunmus. Hastanin beyin dokusunda CMV DNA 11000 IU/ml ve EBV DNA
>10000000 kopya/ml bulunmus. Rituksimab tedavisi baslanmis. Kanda CMV DNA
diizeyi 6700 IU/ml imis. GCV tedavisi baslanmis. 10 giin sonra gonderilen BOS EBV
DNA sonucu <316 kopya/ml bulunmus. Daha sonra sikayetleri gerileyen hastaya uygun

tedavileri verilip taburcu edilmis.

KiT’ten 5 ay sonra ikinci kez KIT hazirlig1 i¢in Pediatri Hematoloji servisine yatirilan
hasta genel durum bozuklugu ve nobet gegirmesi nedeniyle yogun bakima devredilmis.
Elektrolit bozukluklar1 olan ve septik sok tanisiyla izlenen hasta kardiyak arrest olarak

transplantasyonun 136. giiniinde kaybedilmis.

Transplantasyonun 125. giinlindeki kan 6rneginde CMV antiviral direng arastirildi ve
CMV DNA 15000 IU/ml idi. Hastadan izole edilen CMV susunda UL97 gen bdlgesinde
GCV direncine yol agan E596G mutasyonu bulundu. UL54 gen bolgesinde ise antiviral
direng¢ mutasyonu bulunmadi. Ayrica UL54 gen bolgesinde V355A varyant sekansi,
UL97°de ise D605SE, A427V, K444E ve V475L varyant sekanslart bulundu. Literatiir
incelendiginde K444E ve V475L varyant sekanslarinin ilk kez bu calismada tespit
edildigi goriilmistiir. UL97 gen bdlgesinin  sekanslanmasit sonucunda bulunan

mutasyonlar Sekil 10°da gosterilmektedir.
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Hasta bu déonemde 74 giin GCV ve 7 giin FOS kullanmisti. Hastanin giinlere gére CMV
DNA diizeyleri ve aldig1 antiviral ilaglar Sekil 11°de gosterilmektedir.
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— aligrment — mutation associated with drug resistance
— mutation with unclear phenotype — mutations associated with genetic polymorphism

single frameshift mutatior — detected stop codon

Sekil 10. UL97 gen bolgesinin sekanslanmasi sonucunda bulunan mutasyonlar
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Sekil 11. 1. hastanin giinlere gore CMV DNA diizeyleri ve aldig1 antiviral ilaglar

2.hasta

AML tanisiyla takipli anti CMV IgG (+) olan hastaya anti CMV IgG (+) dondrden
haploidentik KIT yapilmis ve 17. giiniinde CMV viral yiikii 6080 IU/ml olmas: iizerine
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FOS tedavisi baglanmis ve bir hafta sonra kesilmis. KiT’in 30. giiniinde CMV viral
yukii 32000 IU/ml olan hastaya GCV baslanmis. Ates ve ndtropenisi olan hastaya
ampirik olarak amikasin ve piperasilin/tazobaktam tedavileri baslanmis. Atesi devam
eden hastanin piperasilin/tazobaktam tedavisi kesilip meropenem baglanmis. Hastaya
20.04.2017°de 2. kez KIT yapilmis ve takibinde genel durumu iyi olan hasta VGCV ile

taburcu edilmis.

Ik yapilan KiT’in 194. giiniinde CMV DNA 87000 IU/ml olan hastaya GCV ve FOS
baslanmis. Kan kiiltiiriinde gram pozitif kok goriilen ve atesi olan hastanin tedavisine
vankomisin eklenmis. Daha sonra GCV kesilip, FOS ile devam edilmis. Cilt dokiintiisii
olan hastadan alinan biyopsi sonucu cilt GVHD bulunmus. Takibinde CMV DNA
26550 IU/ml olmasi lizerine GCV eklenmis. CMV DNA diizeyi diisme egiliminde olan
hasta VGCYV ile taburcu edilmis.

Poliklinik kontrolinde CMV wviral yiikii 25.800 IU/ml olan hasta tekrar servise
yatirilarak GCV ve FOS basglanmis. Gorme bozuklugu olan hasta géz hastaliklarina
konsiilte edilmis. Hastada CMV retiniti ve 16semik infiltrasyon diisiiniilmiis. Ishali olan
hastadan gonderilen digkisinda noroviriis RNA pozitif bulunmus. Daha sonra FOS

temininde sikinti olmasi iizerine kesilmis ve GCV tedavisi ile devam edilmis. Hastaya

bu dénemde 27 giin FOS ve 54 giin GCV verilmis.

Galaktomannan antijeni pozitif olan ve toraks tomografi sonucu mantar enfeksiyonu ile
uyumlu olan hastaya vorikonazol baglanmis. Elektrolit bozukluklar1 olan hastaya uygun
tedaviler verilmis. CMV viral yiikii 77.000 IU/ml olan hastaya bir giin CDV bir giin
FOS tedavisi verilmesi planlanmis. Ancak kreatinin degerinin 1.87 mg/dl olmasi
izerine aldig1 ilaclar bobrek yetmezligi dozuna diisiiriilmiis ve CDV ve FOS kesilmis.
CMV’ye bagli bobrek tutulumu agisindan gonderilen idrar CMV PCR sonucu negatif
bulunmus. Takibinde solunum arresti ve pulmoner 6dem gelisen hasta kardiyak arrest

olarak KIT’in 350. giiniinde kaybedilmis.

[lk transplantasyonun 343. giiniindeki kan drneginde CMV antiviral direng arastirildi ve
CMYV DNA 49500 IU/ml idi. Hastadan izole edilen CMV susunda UL97 gen bolgesinde
M460I1 ve C592G mutasyonu; UL54 gen bolgesinde F412L mutasyonu bulundu.
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Hastada UL54 ve UL97 gen bolgesinin sekanslanmasi sonucunda bulunan mutasyonlar

sirayla Sekil 12 ve 13’te gosterilmektedir.

Hasta toplamda 93 giin GCV, 61 giin FOS ve 6 giin CDV tedavisi almisti. Hastanin
giinlere gore CMV DNA diizeyleri ve aldig1 antiviral ilaglar Sekil 14’te

gosterilmektedir.

F412L

ol T [ Ll O A S 14 | R

Sekil 12. UL54 gen bolgesinin sekanslanmasi sonucunda bulunan mutasyonlar
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— alignment — mutation associated with drug resistance
— mutation with unclear phenotype — mutations associated with genetic polumorphism
single Frameshift mutation — detected stop codon

Sekil 13. UL97 gen bolgesinin sekanslanmasi sonucunda bulunan mutasyonlar
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Sekil 14. 2. Hastanin giinlere gore CMV DNA diizeyleri ve aldig1 antiviral ilaglar

3.Hasta

ALL tanistyla AKIT yapilan hastaya transplantasyonun 3. giiniinde atesi olmasi iizerine
ampirik olarak amikasin ve piperasilin/tazobaktam tedavisi baslanmis. Takibinde cilt
GVHD gelisen hastaya steroid verilmis. Genel durumu iyi olan hasta valasiklovir
proflaksisi ile taburcu edilmis. KiT’ten 2 ay sonra hemorajik sistit gelisen hastada
idrarda BK DNA sonucu 1.91x108 kopya/ml bulunmus ve CDV baslanmis. Aym
zamanda CMV DNA pozitif olan hastaya VASV tedavisi baslanmis. CDV tedavisi
sonrast CMV viral yiikiinde diislis izlenmis. Genel durumu iyi olan hasta taburcu

edilmis. Hastanin takipleri hematoloji polikliniginde halen devam etmektedir.

Transplantasyonun 61. giinlindeki kan 6rneginde CMV antiviral direng arastirildi ve
CMV DNA sonucu 42700 IU/ml idi. Hastadan izole edilen CMV susunda UL54 gen
bolgesinde L957F mutasyonu bulundu. UL97 gen bolgesinde ise antiviral direng
mutasyonu bulunmadi. UL54 gen bdlgesinin sekanslanmasi sonucunda bulunan
mutasyonlar Sekil 15°te gosterilmektedir. Ayrica UL54 gen bolgesinde V927M, C961R
ve T885M varyant sekanslart bulundu. Literatiir incelendiginde T885M varyant

sekansinin ilk kez bu caligmada tespit edildigi goriilmiistiir.
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Hastanin giinlere gore CMV DNA diizeyleri ve aldig1 antiviral ilaglar Sekil 16’da

gosterilmektedir.
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Sekil 15. UL54 gen bolgesinin sekanslanmasi sonucunda bulunan mutasyonlar
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Sekil 16. 3. hastanin giinlere gére CMV DNA diizeyleri ve aldig1 antiviral ilaglar
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4 .hasta

Wiskott Aldrich sendromu tanisi ile takipli 2 yasinda erkek hasta, dig merkezde CMV
enfeksiyonu nedeniyle GCV ve FOS tedavileri almis. Transplantasyon i¢in merkezimize
sevk edilen anti CMV IgG (+) hastaya, anti CMV IgG (+) dondrden HKIT yapilmus.
Hastaneye geldiginde ates, solunum sikintist ve dis merkezde bakilan CMV DNA
degeri pozitif olan hastaya GCV, FOS, vankomisin ve meropenem tedavileri baglanmis.
CMV DNA 153 IU/ml olan hastanin FOS’u 3 giin sonra kesilmis. Sik kateter
enfeksiyonu gecirme Oykiisii olan hastanin goénderilen kateter kiiltiiriinde Acinetobacter
baumannii iiremesi olmasi iizerine tedaviye kolistin eklenmis. Larinks 6demi olan
hastaya trakeostomi a¢ilmig. Saturasyonu diisen hasta entiibe edilerek yogun bakima
yatirilmis. AKIT’ten bir hafta sonra CMV viral yiikii 43000 IU/ml olan hastanin
tedavisine FOS (25.02.2019- 20.03.2019) eklenmis. Sik sik trombositopeni gelisen
hasta gerektikce trombosit siispansiyonu ile desteklenmis. Atesi olan hastanin
gonderilen kan ve endotrakeal aspirat (ETA) kiiltiiriinde Candida parapsilosis tiremesi
nedeniyle tedavisine vorikonazol eklenmis. Ancak antifungal duyarlilik sonucunda
vorikonazol direngli olmasi tizerine tedavisi amfoterisin B ile degistirilmis.
Hipertansiyon, hipernatremi ve hipokalemi gibi bir¢ok ek problemi olan hastaya uygun
tedaviler verilmis. Tedavi altinda iken solunum yetmezligi gelisen hasta kardiyak arrest

olmus ve transplantasyonun 33. giiniinde kaybedilmis.

Transplantasyonun 28. giinlindeki kan 6rneginde CMV antiviral direng arastirildi ve
CMV DNA 11800 IU/ml idi. Hastadan izole edilen CMV susunda UL97 gen bdlgesinde
C603W mutasyonu bulundu. UL54 gen bolgesinde ise antiviral diren¢ mutasyonu
bulunmadi. Ayrica UL54 gen bolgesinde S897L ve D898N; UL97 gen bdlgesinde ise
D605E ve L622Q varyant sekanslart bulundu. Literatiir incelendiginde L622Q
mutasyonunun ilk kez bu calismada tespit edildigi goriilmiistiir. UL97 gen bolgesinin

sekanslanmas1 sonucunda bulunan mutasyonlar Sekil 17°de gosterilmektedir.

Hasta bu donemde 73 giin GCV ve 23 giin FOS tedavisi almisti. Hastanin giinlere gore
CMYV DNA diizeyleri ve aldig1 antiviral ilaglar Sekil 18’de gosterilmektedir.
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— mutation with unclear phenotype — mutations associated with genetic polymorphism
— cingle frameshift mutatior — detected stop codon

Sekil 17. UL97 gen bolgesinin sekanslanmasi sonucunda bulunan mutasyonlar
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Sekil 18. 4. hastanin giinlere gore CMV DNA diizeyleri ve aldig1 antiviral ilaglar
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5.hasta

AML tamistyla dis merkezde AKIT yapilan anti CMV IgG (+) olan 52 yasinda hastaya,
merkezimizde 2.kez anti CMV IgG (+) dondrden haploidentik KIT yapilmis. Hastanin
2. transplantasyondan 7 ay sonra ates ve ndtropeni nedeniyle yatisi yapilmis ve ampirik
olarak piperasilin/tazobaktam baslanmis. Ishali olan hastanin diski kiiltiiriinde
Campylobacter spp. iiremesi olmasi {izerine azitromisin tedavisi baslanmis. Atesi olan
hastaya ¢ekilen batin tomografi sonucu kolit ile uyumlu gelmis ve ayrica safra
kesesinde tas oldugu raporlanmis. CMV DNA sonucu 1380 IU/ml olan hastaya GCV
baslanmig. Hematokezyasi olan hastaya kolonoskopi yapilmis. Kolonoskopide alinan
biyopsi sonucu CMV koliti ile uyumlu gelmis. Daha sonra CMV DNA 480 IU/ml olan
hasta, CMV DNA sonucu iki kez negatif gelene kadar VGCV kullanmasi 6nerilerek

taburcu edilmis.

Taburcu edildikten 2 ay sonra halsizlik ve ates sikayetleri olan hastanin CMV DNA
sonucu 1356000 [U/ml olmas1 tizerine GCV baglanarak hastaneye yatirilmis. Takibinde
Pneumocystis jirovecii pnomonisi diisiiniilerek trimetoprim/sulfametoksazol baglanmis.
Cekilen toraks tomografi sonucu akut solunum sikintisi sendromu (ARDS) ve alveolar
hemoraji ile uyumlu gelmis ve CMV pnomonisi ekarte edilememis. Saturasyonu diisiik
olan ve takipnesi olan hasta entiibe edilmis. Kardiyak arrest olan hasta 2. KiT’in 324.

giinlinde kaybedilmis.

CMV antiviral diren¢ arastirilan kan Ornegi transplantasyonun 301. giiniindeki kan
ornegiydi ve CMV DNA 2224000 IU/ml idi. Hastadan izole edilen CMV susunda UL97
gen bolgesinde A591V mutasyonu bulundu. UL54 gen bdlgesinde ise antiviral direng
mutasyonu bulunmadi. UL97 gen bdlgesinin sekanslanmasi sonucunda bulunan

mutasyon Sekil 19°da gosterilmektedir.

Hasta bu donemde 53 giin GCV kullanmisti. Hastanin giinlere gére CMV DNA

diizeyleri ve aldig1 antiviral ilaclar Sekil 20°de gosterilmektedir.
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— alignment — mutation associated with drug resistance
— mutation with unclear phenotype — mutations associated with genetic polymorphism

single frameshift mutatior — detected stop codon

Sekil 19. UL97 gen bolgesinin sekanslanmasi sonucunda bulunan mutasyon
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Sekil 20. 5. hastanin giinlere gore CMV DNA diizeyleri ve aldig1 antiviral ilaglar

6. Hasta

ALL tanisiyla takip edilen anti CMV IgG pozitif olan 21 yasinda erkek hastaya anti
CMV IgG pozitif donérden AKIT yapilmis. AKIT 6ncesi donemde testiste sislik olan
hastaya cekilen testis MR goriintiillemesinde 16semik infiltrasyon diisiiniilmiis. Ayni
zamanda yiizlinde ve sag tarafinda uyusma olan hastanin ¢ekilen beyin MR sonucunda

patoloji saptanmamis. Hastanin BOS sitolojisi ise losemik infiltrasyonla uyumlu
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bulunmus. KiT’ten dért ay sonra ishal sikayeti olan hastaya kolonoskopi yapilmus.

Biyopsi sonucu GVHD olarak rapor edilmis.

KiT’den 7 ay sonra CMV DNA sonucu 18500 IU/ml olan hasta GCV tedavisi
baslanarak servise yatirilmis. Atesi olan hastaya cekilen toraks tomografi sonucu mantar
enfeksiyonu ile uyumlu bulunmus ve hastaya vorikonazol baslanmis. CMV DNA

sonucu negatiflesen ve genel durumu diizelen hasta taburcu edilmis.

AKIT’ten 2 yil sonra valgansiklovir kullanirken CMV DNA sonucu 540001U/ml olan
hasta servise yatirilarak GCV tedavisi baglanmis. Bir hafta sonra CMV DNA sonucu
209000 IU/ml gelen hastanin tedavisine CDV eklenmis. Iki hafta sonra GCV tedavisi

kesilerek valgansiklovir ve iki haftada bir CDV almak iizere taburcu edilmis.

Bir ay sonra burun kanamasi sikayetiyle hastaneye basvurmus. Hastanin trombosit
degeri 32000/mm?® olarak bulunmus. CMV DNA sonucu 162480 IU/ml olan hasta
servise yatirilmig ve CDV+FOS tedavisi baslanmis ve 10 giin sonra CDV tedavisi
kesilmis. FOS tedavisi ise devam etmektedir. Hastanin tedavi ve takibi hematoloji

servisinde halen devam etmektedir.

Transplantasyonun 696. giiniindeki kan 6rneginde CMV antiviral direng arastirildi ve
CMV DNA sonucu 105000 IU/ml idi. Hastadan izole edilen CMV susunda UL97 gen
bolgesinde E596G mutasyonu bulundu. UL54 gen bélgesinde birinci bolgede antiviral
diren¢ mutasyonu bulunmadi. UL54 gen bdlgesi 2. bdlge ise PCR ile ¢ogaltilamadigi
icin degerlendirilemedi. UL97 gen bdlgesinin sekanslanmasi sonucunda bulunan

mutasyonlar Sekil 21°de gosterilmektedir.

Hasta bu donem 26 giin GCV kullanmisti. Hastanin giinlere gore CMV DNA diizeyleri

ve aldig1 antiviral ilaglar Sekil 22°de gosterilmektedir.
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Sekil 21. UL97 gen bolgesinin sekanslanmasi sonucunda bulunan mutasyonlar
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Sekil 22. 6. hastanin giinlere gore CMV DNA diizeyleri ve aldig1 antiviral ilaglar

4.3. Varyant Sekans Bulunan Hastalarin Ozellikleri

Bu calismada 27 hastada literatiirde bildirilen ve fenotipik testlerle ilaglara duyarl
oldugu belirlenen 11 varyant sekans (UL54’te V355A, V450A, ins885S, S897L,
D898N, G474R, V927M, C961R ve K947E; UL97°de D60SE ve A427V mutasyonu)
saptand1 (67, 74, 75, 97). Ayrica daha Onceki yaynlarda bildirilmeyen c¢ok sayida
varyant sekans bulundu. Varyant sekans bulunan hastalarin 6zellikleri Tablo 10°da ve
ilk defa bu g¢alismada bulunan varyant sekanslar Tablo 11’de gosterilmistir. Varyant
sekans saptanan 2 hastanin UL97 gen bolgesi ve 2 hastanin UL54 2. gen bolgesi sekans

sonugclar1 karigik oldugu i¢in degerlendirilemedi.
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Tablo 10. CMV susunda varyant sekans saptanan hastalarin 6zellikleri

Hasta No/ CMV Trans.  Alt Hastahk CMV Antiviral Hastanin
Varyant Sekans PCR Tipi Serolojisi Tedavi Durumu
UL54 UL97 (IU/ml)  Yas/cins (D/R)

7.5897L C450W 30700 AKIT AML D+/R+ GCV Yasiyor

D898N 30/E

8.5897L A442D 1516000 HKIT Kombine 1Y D+/R+ FOS Yastyor

D898N UK

D378E

9.- C450G 138200 OKIT Néroblastom + GCV Yasiyor
6/E

10.S897L D605E 45900 HKIT AML D+/R+ GCV Yasiyor

D898N L397P 11/E

11.S897L - 1658000 AKIT Kombine IY D+/R+ FOS Ex

D898N 3/E CbhvVv

A457V

12.P287L C450G 52600 HKIT AML D+/R+ GCV Yasiyor

S483G 14/K

13.G874R - 144000 HKIT AML D+/R+ CDhV Ex

S897L 3K

D898N

14.A336V - 16450 - Talasemi + GCV Yastyor

E882K 1/E

15. S897L - 40800 AKIT Aplastik D+/R+ GCV Yasiyor

G371R 8/K Anemi CbhVv

16.S897L - 248000 OKIT Multipl + GCV Ex

D898N 68/E Myelom

S290N

A457V

17.S897L - 26360 AKIT ALL D+/R+ GCV Ex

S956Y 61/E

18.S897L A427T 27440 AKIT AML D+/R+ - Ex
45/K

19.V355A D605E 463000 AKIT AML D+/R+ GCV Ex
58/E

20. - A427T 16300 OKIT B Hiicreli + - Yastyor
29/K Lenfoma

21.5897L T409P 105000 - T Hiicreli + VGCV Yasiyor

D898N T438S 63/K Lenfoma

S472G

22. - V408D 130800 AKIT AML D+/R+ GCV Ex
31/E CbhvVv

23. S897L - 793000 AKIT Kombine D+/R+ FOS Ex

D898N 0/E Iy Cbhv

Q868L

R1006S

24.5897L 35000 HKIT Kombine D+/R+ GCV Ex

D898N - 5/E Iy
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25.5897L L595V 240000 AKIT Hodgkin D+/R+ GCV Yastyor

D898N 28/E Lenfoma

K978M

26.K947E - 220000 OKIT Hodgkin D+/R+ VGCV Yastyor
59/E Lenfoma

27.S897L V408G 125000 AKIT ALL D+/R+ VGCV Yastyor

D898N A427TT 35/K

M8271 H411R

28.V355A A435G 25300 AKIT ALL D+/R+ GCV Ex

A816V V452G 27/E

E846Q D605E

G967C

29.Q807H - 97320 AKIT MDS D+/R+ - Yasiyor
69/E

30.L545M A522T 27000 AKIT AML D+/R+ GCV Yastyor
49/K

31.L776D Q614H 14600 HKIT Orak Hiicreli D+/R+ - Ex

L777G 19/K Anemi

N885S

32.ins885S - 37000 AKIT AML D+/R+ GCVv Ex

D898N 48/K

F9421

33.V355A - 115000 HKIT AML D+/R+ - Yastyor
20/E

34.V355A Degerlen- | 13580 - Rabdoid + - Yasiyor

dirilemedi 2/IK Tlimor

35.S897L D535N 6869 AKIT ALL D+/R+ GCV Yastyor
43/K

36.ins 885S | A427T 12000 AKIT Aplastik D+/R- FOS Yastyor

D898N 4/E Anemi

37.Q266R - 16000 - NHL + GCV Yastyor
19/E

38. S281P - 5500 AKIT AML D-/R+ - Yastyor
20/E

39.ins 885 Cogaltila- | 66300 OKIT Ewing + - Yastyor

D898N madi 7/IK Sarkom

40. W780G | - 127000 AKIT ALL D+/R+ VGCV Yasiyor
54/K

IY; Immiin yetmezlik, NHL; Non-Hodgkin Lenfoma
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Tablo 11. CMV ULS54 ve UL97 gen bolgelerinde ilk defa bu ¢alismada saptanan varyant
sekanslar

UL97 UL54

C450W/G V408D D378E Q266R
L397P L595V A4S5TV S281P
A442D V408G P287L Q807H
VA75L A435G A336V T885M
K444E A522T G371R S856Y
S472G Q614H S290N K978M
S483G D535N L545M M8271
A427T H411R Q868L L776D
T409P V452G A816V F942]
T438S L622Q E882K G967C
R1006S E846Q

N885S L777G

4.4. CMV Susunda Mutasyon Saptanmayan Hastalarin Ozellikleri

Calismada, CMV DNA dizi analizinde GCV direnci ve varyant sekans 8 hastada
saptanmadi. Mutasyon saptanmayan hastalardan 2 hastada UL54 gen boélgesi ikinci
bolge sekans sonucglart degerlendirilemedi. CMV susunda mutasyon saptanmayan

hastalarin 6zellikleri Tablo 12’de gdsterilmistir.

Tablo 12. CMV susunda mutasyon saptanmayan hastalarin 6zellikleri

Hasta | CMV PCR | Trans. Alt CMV Antiviral | Hastanin

No (1U/ml) Tipi Hastahik | Serolojisi | Tedavi Durumu
Yas/cins (D/R)

41. 10100 AKIT Kombine IY | D+/R+ FOS Yastyor
8/E

42. 1287000 AKIT MDS D+/R+ GCV Yastyor
40/E

43. 19000 AKIT AML D+/R+ GCV Yastyor
55/E

44, 2028000 AKIT Hodgkin D+/R+ VGCV Yastyor
28/K Lenfoma

45. 19880 HKIT Kombine IY | D+/R+ GCV Yastyor
0/E

46. 33290 - B Hiicreli + GCV Yastyor
71/E Lenfoma

47, 32300 AKIT ALL D+/R+ GCV Ex
10/E CbV

48, 5530000 - Kombine IY | + - Ex
0/E

IY; immiin yetmezlik
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5.TARTISMA

CMV, son yillarda bagisik yetmezligi olan hastalarda neden oldugu agir enfeksiyonlar
nedeniyle 6nem kazanan ve bu hastalarda en sik rastlanan firsat¢i patojenlerden biridir
(1). CMV enfeksiyonu olan immiin yetmezlikli hastalarin sistemik tedavisinde GCV ilk
basamak ilactir. CDV ve FOS cogunlukla GCV tedavisi basarisizligi veya ciddi yan
etkilerin olmasi durumunda kullanilir. Temel olarak tedavi basarisizlig1, antiviral tedavi
altinda secilen ilaca direngli CMV tiirlerine baglidir. Vakalarin %94'tiinde GCV direnci
UL97 genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (84).

Siddetli immiinsiipresyon ve uzun siireli tedavi; UL97 mutasyonlarina ek olarak UL54
mutasyonlarinin se¢imine yol agabilir, bu da GCV direncinin artmasina veya CDV
ve/veya FOS'e capraz dirence neden olur. Nadiren, UL54 genindeki mutasyon GCV
direncinin ilk belirteci olabilmektedir (54, 55, 85).

CMV enfeksiyonlarinda birka¢ hafta uygun dozda verilen antiviral tedaviden sonra viral
yuk sabit kalir veya artarsa veya CMV hastaligi gelisirse ila¢ direncinden
stiphelenilebilir. Antiviral tedavinin ilk 6 haftasinda diren¢ gelisimi olagan degildir
ancak immiin yetmezligi olan pediatri hastalarinda direnc¢ gelistigi bildirilmektedir.
Hastanin bagisiklik durumuna bagli olarak, sonucglar asemptomatik enfeksiyondan

yasami tehdit eden hastaliklara kadar degisebilir (4).

KIT alicilarinda CMV antiviral ilag direnci %1.7-5.1 arasinda degismektedir (86).
Vejrazkova ve ark. (87) eriskin KIT alicis1 101 hasta ile yaptiklar1 ¢alismada 3 (%2.9)
hastada UL97 geninde ila¢ direncine yol acan mutasyon bulmuslardir. Bizim yaptigimiz
calismada eriskin KIT alicis1 olan toplam 24 hastanin 3 (%12.5)’iinde antiviral direng

bulundu.
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Iran’da renal transplant alicilarinda yapilan bir calismada; GCV tedavi dykiisii olan 112

hastanin 3 (%2.6)’tiinde UL97 geninde GCV direnci tespit edilmistir (5).

Pediatri hastalarinda antiviral direngli CMV enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi hakkinda
bilgiler ise sinirhidir. Kore’de 49 pediatrik KiT alicisinda yapilan bir calismada antiviral
diren¢ mutasyonu UL97 geninde %4.1 (2/49) ve UL54 geninde %2.0 (1/49) oraninda
saptanmustir (58). Kim ve ark. (88) pediatri KiT alicilarinda %10 (4/39) oraninda direng
saptamiglardir. Calismamizda pediatri KIT alicilarinda %16.6 (3/18) oraninda antiviral

direng saptanmistir.

GCV diren¢ mutasyonlar1 genellikle ilk olarak UL97 kinaz geninde gelisir. GCV direnci
olan vakalarin %80'inde UL97 mutasyonlarindan biri (M460V/I, H520Q, C592G,
A594V, L595S ve C603W) bulunmaktadir. Bu UL97 mutasyonlari (M460V/I, H520Q,
A594V, L595S ve C603W) GCV direncinde (EC50) 7-10 kat artis olustururken C592G
mutasyonu 3 kat artis olusturur (54, 55, 61).

Bu calismada 48 hastadan 6 (9%12.5)’sinda antiviral direng mutasyonu bulundu. Dort
hastada sadece UL97 gen bolgesinde antiviral direng mutasyonu saptand:. iki hastada
E596G mutasyonu, iki hastada ise sirasiyla C603W ve A591V mutasyonu bulundu.
Ayrica bir hastada UL97 gen bolgesinde M460I ve C592G mutasyonlari ve es zamanlt
olarak UL54 gen bolgesinde F412L mutasyonu tespit edildi. Bir hastada ise UL97 gen
bolgesinde mutasyon olmadan tek basina ULS54 gen bolgesinde L9S7F mutasyonu

bulundu.

Foulonge ve ark. (89) 214 immiinsiiprese hasta ile yaptiklar1 ¢alismada; 8 (%3.7)
hastaya ait olan 9 izolatta UL97 mutasyonlarindan (M460V, A594V, A594T, L595S ve
C603W) birini veya daha fazlasini tespit etmislerdir. Ayrica iki izolatta ek olarak UL54

geninde P522S mutasyonu saptamiglardir.

Hamprecht ve ark. (90) CMV retiniti ve fatal CMV ensefaliti gelisen hematopoetik kok
hiicre nakli alicisinda; transplantasyonun 164. ve GCV tedavisinin ise 101. giliniinde
GCV direnci (UL97 mutasyonlart M460V, L595S ve C603W) gelisen bir olgu

sunmuslardir.
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Ulkemizde Zeytinoglu ve ark. (91) renal transplant alicisinda transplantasyon sonrasi
193. giinde A594V mutasyonu ve ayrica KIT alicist bir cocuk hastada

transplantasyondan 10 ay sonra C603W mutasyonu bulunan iki olgu sunmuslardir.

Bu calismada 48 hastanin birinde UL97 gen bolgesinde C603W mutasyonu bulundu.
Wiskott Aldrich sendromu tanist olan 2 yasinda erkek hasta, dis merkezde CMV
enfeksiyonu nedeniyle GCV ve FOS tedavileri almis. Transplantasyon i¢in merkezimize
sevk edilen anti CMV 1gG (+) hastaya, anti CMV IgG (+) dondérden AKIT yapilmis.
Transplantasyonun 28. giiniindeki kan 6rneginde CMV antiviral direng arastirildi ve
CMV DNA sonucu 11800 IU/ml idi. Hasta bu donemde 73 giin GCV ve 23 giin FOS
kullanmisti. Hasta transplantasyonun 33. giiniinde kaybedilmis. Hastadan izole edilen
CMV susunda UL97 gen boélgesinde GCV direncine yol agcan C603W mutasyonu
bulundu. UL54 gen bdlgesinde ise antiviral direng mutasyonu bulunmadi. Bu hastanin
UL97 gen bolgesindeki mutasyonla uyumlu olarak GCV tedavisi ile viral yiikte diisiis
olmazken, FOS tedavisi sonrasi viral yiikte diislis izlenmistir. Ayrica UL54 gen
bolgesinde S897L ve D898N; UL97 gen bolgesinde ise DO60SE ve L622Q varyant
sekanslar1 bulundu. Literatiir incelendiginde L622Q mutasyonunun ilk kez bu calismada
tespit edildigi goriilmistiir.

Iran’da bobrek transplant alicis1 ve KIT alicis1 toplam 87 hastada UL97 geninde
A594V, H520Q, M460V, C592G, M460l, C603W, L595S, E596G ve Del 594

mutasyonlar1 saptanmistir (92).

Bu c¢alismada 48 hastanin ikisinde UL97 gen boélgesinde GCV direncine yol agan
E596G mutasyonu tespit edildi. ik hasta AML hastas1 olup; anti CMV IgG (+) olan
hastaya anti CMV IgG (+) dondrden haploidentik KIiT yapilmigti. Transplantasyonun
125. giiniindeki kan 6rneginde CMV antiviral direng arastirildi ve CMV DNA 15000
IU/ml idi. Hasta bu donemde 74 giin GCV ve 7 giin FOS tedavisi almistir (Sekil 11).
Hasta KiT’in 136. giiniinde kaybedilmistir. UL54 gen bolgesinde antiviral dirence yol
acan mutasyon bulunmadi. CMV susunun UL54 gen bolgesinde V355A varyant
sekansi, UL97°de ise D60SE, A427V, K444E ve V475L varyant sekanslart bulundu.
Literatiir incelendiginde K444E ve V475L varyant sekanslarinin ilk kez bu ¢alismada
tespit edildigi goriilmistiir.
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Calismada E596G mutasyonu bulunan ikinci hasta ALL tanisiyla takip edilmekteydi.
Anti CMV IgG (+) olan 21 yasinda erkek hastaya anti CMV (+) dondrden AKIT
yapilmis. Transplantasyonun 696. giiniindeki kan o6rneginde CMV antiviral direng
arastirildt ve CMV DNA sonucu 105000 IU/ml idi. Hastadan izole edilen CMV susunda
UL97 gen bolgesinde ES96G mutasyonu bulundu. UL54 gen bolgesinde birinci bolgede
antiviral diren¢ mutasyonu bulunmadi. UL54 gen bdlgesi 2. bolge ise dizi karisik
oldugu icin degerlendirilemedi. Hasta bu donem 26 giin GCV tedavisi almisti. Hastanin

halen hematoloji servisinde tedavi ve takibi devam ediyor.

Fransa’da valasiklovir proflaksisi alan 24 bobrek transplant alicisi ile yapilan bir
calismada, bir hastada transplantasyon sonrasi 131. giinde UL97 geninde M4601

mutasyonu bulunmustur (93).

Chou ve ark. (94) valgansiklovir profilaksisi alan D+/R- bobrek transplant hastalarinda
gansiklovir direncine yol agan mutasyonlar1 fenotipik ve genotipik yoOntemlerle
belirlemiglerdir. Ayni ¢alismada genotipik yontemlerle UL97 ve UL54 gen bolgelerinde
antiviral direng c¢alisilmis olup; 72 hastanin 6 (%8.3)’sinda antiviral ila¢ direng
mutasyonu saptanmistir. Hastalarin 5 (%6.9)’inde UL97 gen bdlgesinde (2 hastada
M460V, 2 hastada C592G ve 1 hastada C603W) mutasyon bulunmustur. Bir hastada ise
UL97 geninde mutasyon tespit edilmemis ancak ULS54 gen bdlgesinde P522S

mutasyonu tespit edilmistir.

Yapilan c¢aligmalarda UL54 gen bdlgesinde F412V/S mutasyonlarinin GCV/CDV
direncine yol actigi bildirilmistir (4). ABD’de 2011 yilinda rekombinant viriisler
kullanarak yapilan bir ¢aligmada ise ilk olarak UL54 gen bolgesinde F412L/C
mutasyonunun GCV ve CDV direncine yol agtig1 gosterilmistir (95).

Chou ve ark. (58) 49 KIiT alicis1 hastadan 2’sinde UL97 geninde M460V ve C592G
mutasyonu; M460V mutasyonu olan hastada ayrica UL54 geninde T700A mutasyonu

bulmuglardir.

Bu caligmada 48 hastanin birinde UL97 gen bolgesinde GCV direncine yol acan C592G
ve M4601 mutasyonu ve ayrica ayni hastada es zamanl olarak UL54 gen bdolgesinde
GCV/CDV direncine sebep olan F412L mutasyonu bulundu. AML tanistyla takip edilen
anti CMV 1gG (+) olan hastaya anti CMV IgG (+) donérden haploidentik KIT
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yapilmisti. Transplantasyonun 343. giinlindeki CMV DNA viral yiikii 49500 IU/ml olan
kan orneginde CMV antiviral direng arastirildi. Bu kan 6rnegi alindiginda hasta
toplamda 93 giin GCV, 61 giin FOS ve 6 giin CDV tedavisi almisti. Bolgemizde daha
once yapilan bir calismada bu hasta dahil edilmis olup CMV susunda KiT’in 226.
giiniinde C592G mutasyonu bulunmustu ve bu arastirmada ULS54 gen bolgesi
calistimamisti (103). Bu durum zaman igerisinde UL97 gen bolgesine M460I
mutasyonunun eklendigini gdstermektedir. Pediatrik KIT alicilarinda yapilan bir
calismada AKIT sonras1 54. giinde C603W mutasyonu bulunan hastada AKIT sonras1
149. giinde bu mutasyona ek olarak A594V mutasyonun eklendigini bildirilmistir (96).

Baz1 UL97 mutasyonlar1 (C592G ve A591V) EC50 degerinde diisiik seviyeli artisa yol
acarlar (61). Chou ve ark. (61) diisiik dereceli GCV direnci i¢in iyi bilinen bir mutasyon
olan C592G'ye benzer olarak A591V i¢cin EC50 degerini 3.8 bulmustur. Baska bir
calismada ise A591V mutasyonunun UL54 mutasyonuyla beraber goriildiiglinde EC50
degerinde artisa yol agtig1r gosterilmistir (66). UL54 polimeraz mutasyonlar1t UL97
mutasyonlart ile birlestirildiginde yiiksek seviyeli (15 kat, genellikle 20 kat) GCV
direncine yol agmaktadir (61). Bu durum CMYV antiviral direnci arastirilmasinda UL97

ve U54 gen bolgelerinin her ikisinin de ¢alisilmasinin gerekli oldugunu gostermektedir.

Bu ¢alismada AML tanistyla AKIT yapilmis olan anti CMV IgG (+) olan 52 yasindaki
hastaya, 2.kez anti CMV 1gG (+) dondrden AKIT yapilmisti. AKIT’in 301. giiniindeki
kan 6rneginde CMV antiviral direng arastirildi. Hasta bu dénemde 53 giin GCV tedavisi
almistt ve kan 6rneginde CMV DNA 2224000 IU/ml olarak bulundu. Hastadan izole
edilen CMV susunda UL97 gen bolgesinde GCV direncine yol acan A591V mutasyonu
bulundu. UL54 gen bdlgesinde ise antiviral direng mutasyonu bulunmadi. Hasta KiT’in

324. giinlinde ex olmustur.

Campos ve ark. (86) 2010-2014 yillar1 arasinda AKIT alicilari ile yaptiklari calismada;
UL97 gen bolgesinde iki hastada A594V ve ili¢ hastada sirastyla C592G, L595W ve
C603W mutasyonlarinit bulmuslardir. Ayrica UL97 geninde GCV direncine yol agan
mutasyon olmadan iki hastada sirasiyla UL54 geninde P522S ve L957F mutasyonlari
tespit edilmistir ve bu ¢alisma literatiirde L957F nin klinik 6rnekten izole edildigi ilk

caligmadir.
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CMYV susunun UL54 gen bolgesindeki L957F mutasyonunun sadece diisiik diizey GCV
direncine yol actig1 bilinmektedir (55, 97, 98). Yalnizca GCV’ye direng kazandiran
birka¢ UL54 mutasyonundan biri olan L957F mutasyonu, diren¢ mutasyonlarinin
cogunun aksine, korunmus bolgelerin disinda yer almaktadir (97, 98). GCV'e uzun siire
maruziyetten sonra, UL54 DNA polimeraz genindeki mutasyonlar segilebilir ve
genellikle O6nceden var olan UL97 mutasyonlarina eklenir. UL54 mutasyonlari
genellikle diisiik seviyede dirence yol acarak ilag¢ direncine katkida bulunmaktadir.

Nadiren, UL54 genindeki mutasyon GCV direncinin ilk belirteci olabilmektedir (54,55).

Benzer olarak bu calismada da 48 hastanin birinde UL97°de mutasyon olmadan tek
basima UL54’te L957F mutasyonu tespit edildi. Hastaya CMV viral yiikiiniiniin ytliksek
oldugu donemde idrarda BK DNA diizeyi 1.91x10® kopya/ml olmas: iizerine sidofovir
tedavisi baglanmistir. Hastanin bu tedavi sonrast CMV DNA diizeyinde diisiis
izlenmigstir. Bolgemizde daha 6nce yapilan bir ¢aligmada bir hastada UL97’de mutasyon

olmadan tek basimna UL54 geninde L802M mutasyonu bulunmustur (85).

Ulkemizde CMYV antiviral direng ile ilgili ¢alismalar az sayidadir. Sarmoglu ve ark. (99)
yapmis oldugu calismada; 22 hematopoetik kok hiicre transplantasyonu yapilan
hastalarin 5 (%22,7)’inde klinik direngle iliskili CMV UL97 gen mutasyonu
bulmuslardir. Arslan ve ark. (100) KIT alicisinda CMV ensefaliti gelisen bir olguda,
UL97 geninde M460V mutasyonu saptamiglardir. Zeytinoglu ve ark. (101) kalp nakli
sonrasi CMV enfeksiyonu nedeniyle GCV baslanan olguda, tedavi sirasinda UL97
geninde C607F mutasyonu gelistigini gostermislerdir. Baska bir calismada bobrek
transplantasyonu sonrast CMV enfeksiyonu gelisen olguda, transplantasyon sonrasi 5.

ayda UL97 geninde A594V mutasyonu gelistigi bildirilmektedir (102).

Bolgemizde yapilan bir calismada 30 hastanin ikisinde antiviral diren¢ bulunmustur. Bu
hastalarin birinde CMV UL97 gen bolgesinde M460V mutasyonu; digerinde ise UL97
gen bolgesinde mutasyon olmadan ULS54 gen bolgesinde L802M mutasyonu
saptanmustir (85). Bolgemizde yapilan bagka bir ¢alismada ise CMV enfeksiyonu olan
49 hastanin birinde UL97 geninde C592G mutasyonu bulunmustur (103).

Bu calismada 27 hastada literatiirde bildirilen ve fenotipik testlerle ilaclara duyarl

oldugu belirlenen 11 varyant sekans (UL54’te V355A, V450A, ins885S, S897L,
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D898N, G474R, V927M, C961R ve K947E; UL97°de D605SE ve A427V mutasyonu)
saptand1 (70, 77, 79, 104). Ayrica daha onceki yayinlarda bildirilmeyen ¢ok sayida
varyant sekans tespit edildi. Diren¢ arastirmalari sonucunda saptanan her genetik
mutasyon, klinik dirence yol agmayabilir. Herhangi bir mutasyonun antiviral dirence
yol acip acmadiginin belirlenmesinde, referans ydntem olarak fenotipik testler

onerilmektedir.
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6.SONUCLAR

Sonug olarak bu calismada 48 hastanin 6 (%12.5)’sinda antiviral diren¢ mutasyonu
bulundu. Pediatri KIT alicilarinda %16.6 (3/18), eriskin KIT alicilarinda %12.5 (3/24)
oraninda antiviral direng saptandi. Bu oranin transplant hastalarinda yapilan daha 6nceki
calismalara kiyasla yiiksek oldugu dikkati ¢ekmektedir. Calismaya genellikle tedavi
alan ve tedaviye ragmen viral yiikii diismeyen veya artan hastalarin dahil edilmis

olmasi, literatiire kiyasla yiiksek orandaki direncin nedeni olabilir.

Calismada dort hastada tek basina UL97 gen bdlgesinde antiviral diren¢ mutasyonu
bulundu. iki hastada E596G mutasyonu; iki hastada ise sirastyla C603W ve A591V
mutasyonu; ayrica bir hastada UL97 gen bolgesinde M4601 ve C592G mutasyonlar1 ve
ULS54 gen bolgesinde es zamanli olarak F412L mutasyonu; bir hastada ise UL97 gen
bolgesinde mutasyon olmadan tek basina UL54 gen bolgesinde L957F mutasyonu
bulundu. Calismada UL97 ve UL54 gen bolgelerinde mutasyon saptanmis olmasi, CMV
antiviral ilag diren¢ calismalarinda her iki gen bolgesinin de ¢alisilmast gerektigini

gostermektedir.

Antiviral diren¢ tayini, hastalarin takibinde onemli olup; tedavinin planlanmasinda
klinisyeni yonlendirecektir. Hastalarin takibinde klinisyen ve laboratuvar is birligi

olduk¢a 6nemlidir.

Bu c¢alismada daha oOnceki yayinlarda bildirilmeyen ¢ok sayida varyant sekans
saptanmistir. Saptanan varyant sekanslarin ila¢ direncindeki roliiniin belirlenmesi i¢in

daha ileri ¢aligmalara ihtiyag¢ oldugu sonucuna varildu.
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