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ÖZET 
Amaç: CMV immün sistemi normal kişilerde genellikle asemptomatik hastalık 

oluşturmasına rağmen, transplant alıcıları ve HIV/AIDS hastaları gibi immün sistemi 

baskılanmış hastalarda ciddi mortalite ve morbidite nedeni olmaktadır. Bu çalışmada 

kemik iliği transplantasyonu (KİT) yapılan hastalardan elde edilen kan örneklerinde 

elde edilen CMV DNA sonuçları ile CMV pp65 antijen test sonuçlarının 

karşılaştırılması amaçlandı. 

Materyal ve Metod: Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi M. Kemal Dedeman 

Hematoloji-Onkoloji Hastanesi, Hematoloji bölümü poliklinik ve servislerinde takip 

edilen KİT yapılan hastalar çalışmaya dahil edildi. Çalışmaya alınan 156 hastaya ait 

örnek  pp65 antijenemi testi indirekt immunofloresan yöntemi  (CINA kit, Argene-

Biosoft, Fransa)  ile CMV DNA ise real time  PCR (RT-PCR) (Artus® CMV QS-RGQ 

Kit, QIAGEN, Almanya) yöntemi ile araştırıldı. Antijenemi testinde ≥ 1 hücre/200.000 

pozitifliğine karşılık gelen viral yük düzeyi ise ROC analizi ile belirlendi. 

Bulgular: Çalışmaya dahil edilen 174 örneğin; 121 (%69.5)’inde  antijenemi ve CMV 

DNA negatif,  33 (%19) örnekte her iki test sonucu pozitif bulundu. pp65 antijenemi 

testi negatif 20 hastaya ait örnekte (%11.5) CMV-DNA pozitif saptandı. Her iki test ile 

pozitif saptanan örnekler değerlendirildiğinde, plazma CMV-DNA düzeyi ile pp65 

pozitif hücre sayısı arasındaki korelasyon istatistiksel olarak anlamlı bulundu (r= 

0.660).  ROC analizi ile  ≥1 pozitif hücre/200.000 hücre antijenemi pozitifliğine karşılık 

gelen CMV-DNA düzeyi 152 IU/ml olarak tespit edildi. 

Sonuç:  Sonuç olarak antijenemi ve CMV DNA test sonuçlarının uyumlu olduğu ve bir 

antijen pozitifliğine karişılık gelen eşik CMV DNA düzeyinin 152 IU/ml olduğu 

bulundu.  Ancak  her merkezin kendi koşullarına uygun eşik değerleri belirlemesi 

gerektiği kanaatine varıldı. 

Anahtar Kelimeler: Cytomegalovirus, CMV antijenemi, CMV DNA,  kemik iliği  

transplantasyonu 
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INVESTIGATION OF CYTOMEGALOVIRUS (CMV) ANTIGEN AND CMV 
DNA IN BONE MARROW TRANSPLANT RECIPIENTS 

Dinçer KOÇ 
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Department of Microbiology, Master of Science Thesis 
Agust 2015 

Supervisor: Prof.Dr. Selma GÖKAHMETOĞLU 
ABSTRACT 

Aim:  Although  CMV  usually causes asymptomatic disease in immuncompetent 

person, it causes serious mortality and morbidity in immunocompromised patients such 

as transplant recipients and HIV/AIDS patients. In this study, we aimed to compare 

CMV DNA  RT-PCR  results and CMV pp65 antigen test results in blood samples 

obtained from bone marrow transplant recipients. 

Materials and Methods: The patients who underwent bone marrow transplantation and 

being followed at hematology policlinics and clinics of Erciyes University Medical 

Faculty, M. Kemal Dedeman Hematology-Oncology Hospital were included in the 

study. CMV DNA was investigated  by real-time PCR (RT-PCR) (Artus CMV QS-

RGQ Kit, QIAGEN, Germany) and CMV antigen was investigated by indirect 

immunofluorescence assay (CINA kit, Argene Biosoft, France) in  blood  samples 

obtained from 156 patients. The viral load level corresponding to ≥ 1 cell / 200.000 

positivity in the antigenemia test was determined by ROC analysis. 

Results: Totally 174 samples were  included in the study; 121 (69.5%) were negative 

for indigenous antigen and CMV DNA, and 33 (19%) were positive for both tests. 

CMV-DNA was found positive in 20 patients  that were found antigen negative 

(11.5%). When positive samples were evaluated with both tests, the correlation between 

plasma CMV-DNA level and number of pp65 positive cells was statistically significant 

(r = 0.660). ROC analysis revealed a CMV-DNA level of 152 IU / ml, corresponding to 

a positive of ≥1 positive cells / 200,000 cell antigens.  

Conclusion: As a result, it was found that antigenemia and CMV DNA test results were 

compatible and that the threshold CMV DNA level, which corresponds to one antigen 

positivity, was 152 IU/ml. However, it was concluded that each center should determine 

CMV DNA  threshold values appropriate to its conditions. 

Key words: Cytomegalovirus, CMV antigenemia, CMV DNA,  bone marrow 

transplantation  
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

İnsan Herpesvirüs 5 (HHV-5) olarak tanımlanan Cytomegalovirus (CMV),  

Herpesviridae ailesinin Betaherpesvirinae alt sınıfının üyesi olup, lenfotropik bir 

virüstür. Tüm dünyada yaygındır ve her yaştan insanı enfekte eder. Bulaşmada 

mevsimsel ve epidemik özellik yoktur. CMV seroprevalansı tüm toplumlarda yaşla 

birlikte artmakta olup %40-100 arasındadır (1). 

CMV prevalansı kalabalık yaşam koşullarına sahip düşük sosyoekonomik gruplarda 

daha yüksektir. Virüs, enfekte kişilerle direkt yakın kişisel temas sonucunda hızla 

yayılmaktadır. CMV; tükürük, idrar, anne sütü, gözyaşı, dışkı, vajinal ve servikal 

sekresyonlar, kan ve semen gibi pek çok vücut sıvısında saptandığı için bulaşmanın çok 

çeşitli yollarla olabileceği açıktır. Diğer herpesvirüslerin enfeksiyonlarında olduğu gibi 

primer CMV enfeksiyonu persistan veya latent enfeksiyonla sonuçlanmaktadır (1). 

Virüsün monositler,  nötrofil lökositler, makrofajlar, lenfositler, vasküler endotel 

hücreleri, böbrek epitelyum hücreleri ve tükürük bezlerinde latent kaldığı 

düşünülmektedir (2). CMV enfeksiyonları, sağlıklı çocuklar ve erişkinlerde genellikle 

asemptomatiktir. Bununla birlikte; immün yetmezlikli konaklarda ve transplant 

alıcılarında ciddi sonuçlar ortaya çıkmaktadır. 

Organ transplant alıcılarında CMV enfeksiyonu sıklığı ve şiddeti; transplant tipine, 

nakledilen organın kaynağına, alıcının immün durumuna ve immünsupresif tedavinin 

süresine bağlıdır. Bu hastalarda belli başlı semptomlar genellikle ateş, halsizlik, letarji, 

miyalji veya artralji, lökopeni, trombositopeni ve hepatit şeklindedir. Aktif enfeksiyon 

sıklıkla, transplantasyondan sonra immünsupresyonun en üst noktaya ulaştığı 1-4. aylar 

arasında veya HIV ile enfekte kişiler için CD4+ lenfosit sayısı 50 hücre/µl’nin altına 

düştüğünde gelişir (3). Solid organ ve kemik iliği/ kök hücre transplantasyonlarından 
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sonra görülen fırsatçı enfeksiyonların birinci sıklıkta nedeni CMV’dir. Transplantasyon 

sonrasında primer CMV enfeksiyonuna bağlı CMV hastalığı gelişme riskinin %40-60 

civarında olduğu görülmüştür. En riskli durum; alıcının seronegatif, vericinin 

seropozitif olmasıdır. Profilaktik olarak antiviral tedavi yapılmadığında, allojenik kemik 

iliği transplant alıcılarının ~%50’sinde aktif enfeksiyon, %20-25’inde de CMV hastalığı 

geliştiği görülmüştür. CMV enfeksiyonu ve hastalığı gelişme riski, otolog 

transplantasyon sonrasında en düşüktür (2). 

Kemik iliği transplantasyonundan sonra CMV enfeksiyonu, özellikle pnömoni ile 

ilişkili olduğunda, morbidite ve mortalitenin önemli sebeplerinden biridir (3). CMV 

enfeksiyonlarının tanısında; serolojik testler, kültür yöntemleri, antijenemi testi ve 

nükleik asit saptama yöntemleri kullanılmaktadır (1). Ancak immün sistemi baskılanmış 

hastalarda antikor yanıtının eksik ya da bozuk olması, serolojik yöntemlerin 

geçerliliğini sınırlandırmaktadır. Vireminin ve viral yükün tespitinde en güvenilir 

yöntemlerin kanda CMV pp65 antijenemi testi ve moleküler yöntemlerle CMV DNA 

saptanması olduğu bildirilmektedir. Son yıllarda yaygın uygulama alanı bulan gerçek 

zamanlı “real-time” polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yönteminin, CMV DNA’nın 

araştırılmasında diğer moleküler yöntemlere kıyasla daha duyarlı olduğu da rapor 

edilmektedir (4,5,6). 

Bu çalışmada, kan örneklerinde RT-PCR yöntemiyle elde edilen CMV DNA sonuçları 

ile CMV pp65 antijen test sonuçlarının karşılaştırılması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1.Tarihçe 

CMV, 19. yüzyılın sonlarına doğru ilk kez Ribbert tarafından bir bebeğin böbreklerinde 

inklüzyon taşıyan geniş ve protoozona benzeyen hücreler olarak tanımlanmıştır (7,8). 

‘Cytomegalia’ kelimesi ilk defa 1921’de Goodpasture ve Talbert tarafından 

kullanılmıştır (8). Virüs izolasyonu, 1956 yılında Smith, Weller ve Rowe tarafından 

gerçekleştirilmiştir (9). Cytomegalovirus adı da Weller tarafından enfekte hücrelerde 

yaptığı değişikliklerden dolayı kullanılmıştır (10).  

CMV’nin önceleri sadece konjenital enfeksiyonlarla ilişkili olduğu düşünülmesine 

rağmen, ilerleyen yıllarda organ transplantasyonu ve immünsupresif uygulamalardan 

sonra gelişen ciddi enfeksiyonlara da sebep olduğu belirlenmiştir (11). 

2.2.Sınıflandırma 

International Committee for Taxonomy of Viruses tarafından insan Herpesvirüs 5 olarak 

tanımlanan CMV, Herpesvirales takımı, Herpesviridae ailesinde bulunur. CMV tükürük 

bezlerine olan tropizmi, hücre kültüründe geç üremesi gibi özellikleri sebebiyle 

Betaherpesvirinae alt ailesinde yer alır. CMV ile HHV-6 ve HHV-7 arasında homolog 

sekans bölgeleri saptandığından dolayı bugün HHV-6 ve HHV-7,  CMV ile birlikte 

Betaherpesvirüsler arasında sınıflandırılmaktadır (1). 

2.3.Virüsün Genel Özellikleri 

CMV, 120-200 nm çapında olup herpesvirüsler içindeki en büyük virüstür. Çift 

sarmallı, 235 kb büyüklüğünde lineer DNA içeren genomunu,  162 kapsomerden oluşan 

ikozahedral simetride bir kapsid çevreler. En dış tabakada bulunan zarf; lipid ve 

glikoproteinden oluşmuştur. Zarf tabakası ile kapsid arasında, büyük oranda 

fosfoproteinlerden oluşmuş tegüment ya da matriks denilen bir yapı bulunmaktadır 

(1,8). Viral DNA, kısa (unique short:Us) ve uzun (unique long:UL) olarak adlandırılan 

iki bölgeden oluşmuştur. Us bölgesinde “Inverted repeat short“ (IRs) ve “Terminal 

 



 4

repeat short“ (TRs) bölgeleri bulunur. Bu bölgeler UL bölgesinde de mevcut olup 

“Inverted repeat long“ (IRL) ve “Terminal repeat long“ (TRL) olarak adlandırılır. 

CMV'nin DNA'sı 208 ‘open reading frame’ (ORF) içerir. Ancak tekrar bölgeleri nedeni 

ile bazı protein ORF'leri çift kopya olarak bulunmaktadır. Bunun sonucunda 178 özgül 

proteinin sentez edildiği öngörülmektedir. CMV ORF’lerinin 1/4'ü DNA sentezi ve 

metabolizmasını yönetmektedir. Geriye kalan kısmı ise CMV’nin yapısı ve 

olgunlaşmasından sorumludur (12). CMV için korunmuş bölgeleri oluşturan ORF sayısı 

46’dır. Genomun G+C içeriği % 54-59 arasında değişmektedir  (14,15,16). 

Başlıca CMV kapsid proteinleri arasında majör kapsid proteini (pUL86) ve minör 

kapsid proteini (pUL46) bulunmaktadır. Majör kapsid proteini yapısal olup, minör 

kapsid proteini ise DNA ile birleşir (12,17). Ayrıca pUL80, kapsidle ilgili bir birleşme 

(assembly) proteini olup, assemblin adını alır. Bu protein virüsün olgunlaşmasında rol 

oynar. Viral kapsid ile zarf arasında bulunan matriks (tegüment)  kısmında bulunan 

proteinler, virion proteinlerinin yaklaşık %40’ı kadar olup, birçoğu fosforile olmuş 

(fosfoprotein= pp) durumdadır (19). Bu proteinlerden “upper matrix protein” denen 

pp71 (ppUL82), diğer bir protein olan pUL69 ile birlikte CMV’nin “major immediate-

early enhancer-prometer” (MIEP)’inin aktivasyonunda görev alırlar. Hücre kültüründe 

ppUL32 ve ppUL9, virüsün üremesi için önemlidir (20). Kapsid ve zarfla spesifik ilişki 

kuran tegüment proteinlerinden UL32 tarafından kodlanmıs pp150,  kapsid proteinini 

bağlar. Bu etkileşimin sonucu olarak CMV, elektron mikroskobunda ikozahedral 

simetrili düzenli bir yapı olarak görünür (21). UL99 tarafından kodlanan pp28, virion 

zarfı ile iletişim içindedir ve tegümentin yapısının korunmasına yardımcı olur. Ayrıca, 

viral replikasyon ve tegüment organizasyonunda rol almayan diğer bazı tegüment 

proteinleri de vardır (22). Bunlara ilaveten ppUL32 (pp150), ppUL44 (pp52), ppUL28 

(pp130) immünojenik olup, virüsün olgunlaşmasına yardımcı olan ve serolojik tanıda 

yararlanılan diğer tegüment proteinleridir (2, 17, 23). 

 Önemli tegüment proteinlerinden olan ve bunların % 95'ini oluşturan ppUL83 (pp65), 

aynı zamanda 'lower matriks proteini' olarak da adlandırılır. Antijenemi testi ile pp65 

antijeni araştırılmaktadır. Aynı zamanda pp65 proteini, MHC-I (Majör 

Histocompatibility Complex) kısıtlı sitotoksik T (Tc) lenfositler için en önemli hedeftir 

(12,17). 
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Zarf glikoproteinleri konak hücreye tutunmada, penetrasyonda, bir hücreden diğer 

hücreye yayılmada ve bağışık yanıtta hedef proteinlerdir. CMV zarf glikoproteinleri, 

gcI, gcII, gcIII olmak üzere 3 ayrı kompleks yapı içerir. Bunlar viral zarfın üzerindedir. 

Fakat bunlar glikoprotein adlandırılmasında sırasıyla gB, gH: gL ve gM: gN olarak 

bilinir ve hepsi replikasyonda önemli rol oynarlar (22,24). UL55 ile kodlu gB, zarfta 

disülfit bağlayıcı homodimer olarak ortaya çıkar, hücreden hücreye geçişte, virüsün 

bağlanması ve hücreye girişinde önemli rol oynar. gB’ye karşı oluşan monoklonal 

antikorlar CMV’nin hücre içerisine girişini önlemektedir. Bu nedenle gB, CMV aşısı 

için aday bir antijen niteliği taşımaktadır (12,17). Konak hücre reseptörlerine bağlanma 

yönünden önemli görev yapmakta olan gH:gL’nin  çoğalması, enfeksiyon yokluğunda 

sinsityum oluşumunu sağlar (25). UL100 kodlu gM ve UL73 kodlu gN, α-herpesvirüs 

replikasyonu için gerekli değilken, CMV replikasyonu için gereklidir (25). CMV'nin 

morfolojik yapısı şekil l’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 1. CMV’nin morfolojik yapısı (18). 

 

2.4.Replikasyonu 

CMV de diğer herpesvirüsler gibi konak hücrenin çekirdeğinde replike olmakta, 

replikasyon sırasında kendi DNA polimerazlarını kullanmaktadır. Viral DNA’nın 

kapsid içerisine yerleşmesi hücre çekirdeğinde gerçekleşirken, viral zarf ise konak 

hücrenin çekirdek zarından kazanılır. Virüsün çoğaldığı hücrenin içerisinde enfektif 

provirüsün oluşması daima değişik derecelerde hücre harabiyeti ile sonuçlanırken latent 

enfeksiyonda ise hücre harabiyeti yoktur. Genom sirküler yapıdadır ve viral antijenlerin 
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tamamı eksprese edilmez (1, 2, 17, 23). Replikasyon yaklaşık 48-72 saat kadar sürer. 

CMV replikasyonu en erken, erken ve geç dönemler olmak üzere üç aşamada 

gerçekleştirilir. En erken gen ürünlerinin ekspresyonu çabuk olmasına karşın, erken ve 

geç gen ürünlerinin ekspresyonu ise 24-36 saat sonra başlar ve 72-96 saat sonra en 

yüksek düzeye ulaşır. CMV replikasyonunun gerçekleştiği hücreler;  farklılaşmış insan 

hücreleri, makrofajlar, deri ve akciğer fibroblastlarıdır (1, 12, 17, 26). CMV 

replikasyonunda ilk aşamalar virüsün zarf glikoproteinleriyle hücre yüzeyine tutunması 

ve penetrasyonudur. Diğer herpesvirüslerde olduğu gibi heparan sülfat virüs-hücre 

ilişkisinin bu aşamasında rol alır. Ancak tam tutunmada henüz tam olarak 

belirlenememiş farklı reseptörlerin de olaya katıldığı düşünülmektedir. Tutunmada beta-

2  mikroglobülin molekülü, hücre yüzeyi reseptörleri ile viral glikoproteinler arasında 

köprü oluşturur. Tutunmadan sonra viral zarf ve hücre zarının füzyonu ile penetrasyon 

gerçekleşir. Kapsid açığa çıkar ve viral DNA’yı çekirdek zarı porlarından çekirdeğe 

ulaştırır. Çekirdekte konak hücre RNA polimeraz II enzimi kullanılarak DNA’nın 

transkripsiyonu gerçekleşir. Başlangıçta yeni protein sentezine gereksinim duymadan en 

erken gen ürünleri sentezlenir. Bu gen ürünleri enfeksiyonun geç dönemine kadar 

eksprese olarak viral genom üzerine pozitif ve negatif düzenleyici şeklinde etki ederler. 

En erken dönem proteinleri sentezlendikten sonra sitoplazmada kümelenirler. Bu 

dönemde erken ve geç döneme ait mRNA’ların ortaya çıkmasına karşın translasyonları 

hemen olmamaktadır. Bunun sebebinin erken proteinlerin düzenleyici etkileri olduğu 

düşünülmektedir. Erken replikasyon döneminde nükleik asit bağlayan proteinlerin de 

sentezlenmesiyle birlikte, viral DNA polimeraz tarafından DNA’nın sentezi gerçekleşir. 

Geç dönemde yapısal proteinlerin sentezi olur. Bunlardan nükleokapsid proteinleri 

çekirdekte toplanır ve viral DNA kapsid içine yerleşir. DNA’yı içine alan 

nükleokapsidler çekirdek zarından zarflarını alarak perinükleer sisternalara 

tomurcuklanırlar ve sitoplazmik veziküller içinde hücre zarına taşınır, ekzositoz ile 

salınırlar (1, 12, 26). 

2.5.Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri  

CMV, %20’lik eter solüsyonu ile 2 saatte, UV ışığında 5 dakikada, 56oC’de 30 

dakikada inaktive olur. Ayrıca düşük pH derecelerine ve %10’luk sodyum hipoklorid 

solüsyonuna duyarlıdır. CMV vücut dışında yaşamaya dayanıklı değildir. Dondurup 

çözme işlemleri viral titrenin düşmesine neden olur. CMV ile enfekte hücrelerin 
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saklanmasında sıvı azot içinde, %20 fetal calf serumu ve %10 dimetilsülfoksit ilave 

edilmiş Eagle besiyeri ya da %20 dimetilsülfoksit ile desteklenmiş Eagle’ın minimal 

essential medium’u önerilmektedir. Diğer herpesvirüslere kıyasla -20oC’a dayanıklılığı 

daha azdır; -70oC’da saklanması gereklidir (2, 16, 17). 

2.6.Epidemiyoloji 

 CMV enfeksiyonu endemik olup, seroprevalansı tüm toplumlarda yaşla birlikte 

artmaktadır ve oranı %40-100 arasındadır. Hayatın erken yıllarında kazanılan virüsün 

prevalansı kalabalık yaşam koşullarına sahip gruplarda en yüksektir.  Bu durumun 

ortaya çıkmasında kötü hijyen koşulları yanında toplum içi yakın temas da yüksek risk 

faktörü olarak gündeme gelmektedir (17). CMV vertikal ve horizontal olarak 

bulaşabilir. Vertikal yolla bulaş, enfeksiyon gebelik döneminde geçirildiğinde söz 

konusudur ve fetüs transplesantal olarak enfekte olur. Horizontal yolla bulaş ise virüsu 

saçan kişilerle yakın temas sonrası gerçekleşir. CMV; kan, tükürük, idrar, gözyaşı, 

semen, dışkı, servikovajinal sekresyonlar, anne sütü gibi pek çok vücut sıvısında 

bulunduğundan dolayı; bulaşma kan transfüzyonu, solid organ veya kemik iliği 

transplantasyonu, cinsel ilişki, emzirme ve virüsu saçan kişilerle yakın temas gibi çok 

çeşitli yollarla olabilmektedir  (1,15). CMV enfeksiyonları, doğumdan önce 

(konjenital), doğum sırasında (perinatal) veya hayatın ileri yıllarında (postnatal) 

kazanılanlar olarak sınıflandırılabilir. Konjenital veya kazanılmış CMV 

enfeksiyonlarından sonra virüsün uzun süre etrafa saçılmasına bağlı olarak virüs, etrafa 

daha kolay yayılabilmektedir. Virüs salınımı primer enfeksiyon sonrasında haftalarca, 

aylarca ve hatta yıllarca devam edebilmektedir (1). Gebe bir kadında primer veya 

rekürren enfeksiyon sonrası transplasental enfeksiyon gelişebilir. Primer maternal 

enfeksiyonda fetusa CMV bulaşma riski ve semptomatik fetal enfeksiyon oranı daha 

yüksektir. Yenidoğanlar, enfeksiyonu doğum sırasında doğum kanalındaki virüsle temas 

ederek de kazanabilirler. Gebe kadınların yaklaşık %10‘unun doğumda veya 

doğuma  yakın dönemde genital kanallarında CMV bulunmaktadır ve virüs 

yenidoğanların yaklaşık %50’sine bulaşmaktadır. Virüs salınımı infantlar 3-12 haftalık 

olduklarında başlar ve genellikle asemptomatik kalır. CMV’nin anneden infanta anne 

sütü ile bulaşı da çok sıktır ve düşük doğum ağırlıklı prematür infantlar hastalık gelişimi 

açısından en yüksek riske sahiptirler (1, 2). 
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Ülkemizde gebelerde yapılan çalışmalarda CMV seroprevalans oranları %90’ın 

üzerinde bulunmuştur (27, 28, 29, 30). 

Sosyoekonomik düzeyi yüksek toplumlarda yetişkinler arasındaki seropoziflik oranı 

%50-60, gelişmekte olan toplumlarda ise %90-100’dür (17, 19, 31). Seroprevalans; 

Avrupa, Kuzey Amerika ülkelerinde ve Avustralya’da düşük, Afrika, Güneydoğu Asya 

ülkelerinde oldukça yüksektir. Bazı ülkelerde erişkinlerde yüksek oranda seyrederken, 

bazı ülkelerde %90-100 oranında çocuklukta kazanılmaktadır. Çok eşlilik, ilk cinsel 

ilişki yaşı ve korunma yöntemlerinin kullanılmaması gibi faktörler de CMV 

seroprevalansını etkilemektedir (32). 

2.7.Patogenez ve İmmünite 

CMV tükürük, idrar, kan, anne sütü ve genital sekresyonlar gibi enfekte vücut 

sıvılarının mukozal teması yoluyla vücuda girmektedir. Virüs ayrıca kan ürünleri ya da 

solid organ transplantasyonu ile de bulaşabilmektedir (11, 33). 

CMV enfeksiyonunun patogenezinin temelini konak immün yanıtı oluşturmaktadır. 

CMV, konak hücrenin protein yapısını etkileyerek hücre çoğalması gibi bazı 

fonksiyonları bozmaktadır. Ayrıca fetal CMV enfeksiyonunda görülen merkezi sinir 

sistemi (MSS) anomalilerinde olduğu gibi bazı faktörlerin salınımını etkileyerek komşu 

hücrelerin fonksiyonlarını da engelleyebilmektedir (17). 

Virüs tükürük bezi, böbrek duktal epitelyum, sekretuar glandları ve fibroblastları 

enfekte eder. CMV ile bir kez enfeksiyon sonrası birey virüsü hayat boyu taşır ve 

aralıklı olarak saçabilir. İlk olarak hücre nükleuslarında belirgin genişleme olur. 

Sitoplazmaları çok genişlemez. İntranükleer inklüzyon cisimcikleri gözlenir. Çok 

çekirdekli dev hücreler oluşur. İnklüzyonların etrafı boş şekildedir ve bunlar tipik olarak 

baykuş gözüne benzetilerek “owl eye” inklüzyon cisimcikleri olarak isimlendirilir  (34). 

Herpes Simplex Virüs (HSV), Varicella Zoster Virüs (VZV) gibi diğer herpesvirüsler 

belirli bölgelerde latent olarak kalırken CMV çok çeşitli bölgelerde latent kalabilir. 

Latent enfeksiyon sırasında periferik mononükleer hücrelerden ya da kemik iliğinden 

kaynaklanan mononükleer hücrelerin %0.004-%0.01’inde CMV viral genomu bulunur. 

Bu genomlar da her enfekte hücrede 2-13 kopya kadardır (35). Genomik hücre DNA’sı 

monosit/makrofajlar (36), lenfositler ile CD34+ kemik iliği hücreleri (37), immatür 
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dendritik hücreler (38) ve endotel hücreleri (39, 40) gibi çeşitli hücre gruplarından izole 

edilebilir (41). 

CMV in vitro şartlarda monositler, endotel hücreleri, damarlardaki düz kas hücreleri ve 

bazı CD8+ T hücrelerinde üretilmiştir. CMV enfeksiyonunun kontrolünde hücresel 

bağışıklık sorumludur. Erken dönemde özellikle doğal öldürücü (NK) hücreler ve CD8+ 

T lenfositler koruma sağlamaktadır. CMV enfeksiyonu güçlü bir spesifik hücresel 

immün yanıt indüklemesine rağmen, enfeksiyon aynı zamanda immünsupresyon da 

yapabilmektedir. Bu nedenle sekonder bakteriyel veya fungal enfeksiyonlara 

(Pneumocystis jirovecii (carini), Aspergillus fumigatus ve Candida albicans gibi) 

predispozisyon oluşturmaktadır. (34). 

CMV enfeksiyonlarının bazı özellikleri virüsün immün sistemden kaçarak vücutta 

persistan kalmasına yardım edebilir (1, 2). Bunlardan biri virüsün yavaş üremesi ve 

hücreden hücreye füzyonla yayılması nedeniyle antikor nötralizasyonundan 

sakınmasıdır (42). İkincisi, CMV enfeksiyonun hücre yüzeyinde MHC Sınıf I 

proteinlerini azaltmasıdır. Böylece enfekte hücrelerin sitotoksik T hücrelerinin 

lizisinden kurtulmalarını sağlar. Bunun dışında bir CMV proteini olan (UL18), MHC-

sınıf I ağır zinciriyle homoloji göstermekte ve beta-2 mikroglobülin ile ilişkiye 

geçmektedir. Böylece CMV hem T hücresini tanıma mekanizmasına müdahale eder, 

hem de serbest virionları kaplayarak bunları antikorlardan korur (1, 2). 

CMV spesifik antikorlar CMV’den korunma sağlar ve hastalığın yayılmasını ve ciddi 

enfeksiyon gelişme riskini azaltır. Seropozitif annelerden doğan bebeklerde anneden 

geçen antikorların CMV’ye karşı koruyucu olması ve seropozitif annelerdeki 

antikorların fetal enfeksiyonu engellemesi CMV enfeksiyonundan korunmada humoral 

yanıtın önemli olduğunu göstermektedir (10,17). 

2.8.Hastalık ve Klinik Bulgular 

CMV’nin insanlarda oluşturduğu klinik tablo; CMV enfeksiyonu, CMV sendromu ve 

CMV hastalığı şeklinde ortaya çıkmaktadır. CMV enfeksiyonu; herhangi bir semptom 

olmaksızın hasta örneklerinden virüsün izole edilmesi, viral DNA’nın, viral antijenlerin 

veya anlamlı antikor yanıtının saptanmasıdır. CMV enfeksiyonuna eşlik eden 

semptomlarla birlikte CMV sendromu meydana gelir. İki gün ve üzerinde devam eden 

>38oC ateş, yeni veya artmış halsizlik, %5 ve üzerinde atipik lenfositler, lökopeni,  

trombositopeni, normal üst sınırın iki katından daha fazla alanin aminotransferaz (ALT) 
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veya aspartat aminotransferaz (AST) (sadece karaciğer dışı transplant alıcısı olanlar) 

düzeyi ve CMV pozitif kan kültürüyle bağlantılı semptomlar; CMV antijenemi veya 

DNA/RNA pozitifliği olup, semptomların ve bulguların başka hiçbir nedeninin 

belirlenmemiş olduğu CMV enfeksiyonu, CMV sendromu olarak adlandırılır. CMV 

hastalığı ise, CMV enfeksiyonu gelişmiş bireylerde  görülen pnömoni, hepatit, kolit, 

retinit, meningoensefalit gibi doku invazyonunun semptom ve bulguları ve CMV pozitif 

doku örneklerinin bulunduğu invaziv doku hastalığıdır (43). 

Klinik tablolar; normal konaklarda CMV enfeksiyonu, immün yetmezliği olan 

konaklarda ve solid organ alıcılarında CMV enfeksiyonu, konjenital CMV enfeksiyonu 

olarak ele alınabilir (44, 45, 46). 

2.8.1.Normal Konaklarda CMV Enfeksiyonları 

Normal konaklarda CMV’ye bağlı primer enfeksiyonların büyük bir bölümü genellikle 

subklinik seyirlidir. Çocuk ve erişkinlerde virüs ile temastan sonra çoğu kez 4-8 haftalık 

bir kuluçka döneminin ardından enfeksiyöz mononükleoz benzeri bir hastalık tablosu 

ortaya çıkmaktadır (16). Mononükleoz tablosunda ateş, halsizlik, lenfadenopati,  

miyalji, splenomegali, karaciğer fonksiyon testlerinde (KCFT) bozukluk ve lenfositoz 

görülür. Atipik lenfosit sayısı artar (>%10), heterofil antikor testi negatiftir. Subklinik 

hepatit gelişebilir. Uzun süreli CMV enfeksiyonu normal konaklarda böbrekte 

genellikle hasara yol açmamaktadır.  Ancak CMV enfeksiyonunda tükürük bezlerinin 

tutulumu sıktır ve muhtemelen kroniktir. Primer CMV enfeksiyonlarında hücresel 

immünite baskılanır ve aylar sonra normale döner. Bu durumun viral persistansa neden 

olabildiği düşünülmektedir (1, 47). 

2.8.2.İmmün Yetmezliği Olan Konaklarda ve Solid Organ Alıcılarında CMV 

Enfeksiyonları 

Bu hastalarda enfeksiyonlar; latent virüsün reaktivasyonu veya verilen kan ya da 

nakledilen organdaki ekzojen virüsle primer enfeksiyon veya reenfeksiyon sonucunda 

gelişebilir. Primer enfeksiyon sonrasında daha şiddetli semptomlar meydana gelir. 

Bununla birlikte ağır immün yetmezliği olan konakta meydana gelen reaktivasyon veya 

reenfeksiyon da ciddi hastalık tablosu oluşturabilir. Aktif enfeksiyon sıklıkla, 

transplantasyondan sonra immünsüpresyonun en üst noktaya ulastığı 1.-4. aylar arasında 

veya HIV ile enfekte kişiler için CD4+ lenfosit sayısı 50 hücre/µl’nin altına düştüğünde 

gelişir. Organ transplant alıcılarında CMV enfeksiyonu sıklığı ve şiddeti transplant 
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tipine, nakledilen organın kaynağına, alıcının immün durumuna ve immünsupresif 

tedavinin süresine bağlıdır. Bu hastalarda belli başlı semptomlar genellikle ateş, 

halsizlik, letarji, miyalji veya artralji, lökopeni, trombositopeni ve hepatit seklindedir. 

Spesifik organ hasarları; akciğer veya kalp-akciğer alıcılarında pnömoni; kardiyak 

alıcılarda myokardit, retinit, ilerleyici vasküler hasar ve ateroskleroz; karaciğer ve 

pankreas alıcılarında sırası ile hepatit ve pankreatit ile sonuçlanabilir, gastrointestinal 

hastalık gelişebilir (3). Kemik iliği transplantasyonu (KİT) sonrasında en sık 28. gün ile 

100. günü kapsayan dönemde ortaya çıkan CMV enfeksiyonu, bu hastalarda önemli 

morbidite ve mortaliteye sebep olmaktadır. CMV’nin KİT alıcılarında hayatı tehdit eden 

en önemli komplikasyonu pnömonidir (19). KİT yapılanlarda CMV pnömonisinin ağır 

seyretmesinin nedenlerinden biri olarak, akciğerlerde graft-versus-host hastalığı 

(GVHD) varlığı ileri sürülmüştür (47). Klinik yelpaze hastanın serolojik durumuna göre 

değişkenlik gösterir. Seronegatif alıcıya [(R)(-)]  seropozitif vericiden [(D)(+)] organ 

nakli yapıldığında alıcıda primer CMV enfeksiyonu gelişebilir. Böyle bir serolojik 

durumda seronegatif alıcılara riski azaltmak için filtre edilmiş kan kullanılmalıdır (48). 

Seropozitif alıcıda ise CMV reenfeksiyon şeklinde gelişir (48). CMV seronegatif 

alıcılarda gelişen primer CMV enfeksiyonu, immünolojik bellek yokluğuna bağlı olarak 

viral replikasyon sınırlanamadığından, şiddetli hastalık tablolarına yol açar. CMV 

seropozitif alıcılarda gelişen sekonder enfeksiyonlar, immünolojik bellek sayesinde 

sınırlanabilir, bu nedenle genellikle asemptomatik ya da hafif seyreder. Ancak yine de 

immün yetmezlik derecesine ve kullanılan immünsupresif tedaviye bağlı olarak CMV 

hastalığı oluşabilir (2,16). 

2.8.3.Konjenital CMV Enfeksiyonları  

CMV enfeksiyonu konjenital enfeksiyonların en sık saptanan nedenidir ve yenidoğan 

infantların %0,2-2,5'inde saptanmaktadır (1). Konjenital CMV enfeksiyonu annenin 

primer enfeksiyonu esnasında veya enfeksiyonun reaktivasyonu sonucu oluşmakta, 

bununla beraber yenidoğan hastalığının ortaya çıkması özellikle primer enfeksiyonla 

ilgili olmaktadır. Primer maternal CMV enfeksiyonlarında fetüsü etkileme olasılığı %50 

civarında iken, bu oran rekürren enfeksiyonlarda %1’den azdır (2, 16). Konjenital 

enfeksiyonun ağırlığını etkileyen faktörler tam olarak bilinmemekte olup, presipitan 

antikorların oluşumundaki kapasite yetersizliği ve T hücre cevabındaki yetersizlik ile 

ilgili olduğu düşünülmektedir (15, 49). Konjenital CMV enfeksiyonu, intrauterin veya 
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perinatal bulaş sonucu gerçekleşmektedir (50). Konjenital olarak enfekte infantların 

%5'den azında yenidoğan döneminde semptom gelişir. Olası belirtiler: intrauterin 

gelişme geriliği, sarılık, hepatosplenomegali, peteşi, trombositopenik purpura, 

miyokardit, pnömoni, santral sinir sistemi anomalileri ve koriyoretinit gibi şiddetli 

hastalıktan daha sınırlı tutuluma kadar değişebilir (1). Bu belirtiler doğumda olabileceği 

gibi doğumdan sonraki ilk günlerde de ortaya çıkabilir. Klinik tablo hafif veya çok ağır 

olabilir, ölümle sonuçlanabilir. Bu bulgular sıklıkla çok azdır ve CMV’ye spesifik 

olmadıkları için bu bebeklerde CMV’nin araştırılmadığı belirtilmektedir (51). 

2.9.CMV’nin Laboratuvar Tanısı 

CMV enfeksiyonunun laboratuvar tanısı üç ana başlıkta toplanabilir: 

Direkt İnceleme 

Virüs İzolasyonu 

Serolojik Testler 

2.9.1. Direkt İnceleme 

2.9.1.1. Histopatolojik İnceleme  

Lokalize CMV organ hastalıklarının tanısında Wright-Giemsa, Hematoksilen-Eosin 

(HE), Papanicolau (PAP) ile boyanmış biyopsi örnekleri yararlı olabilir. Bu 

örneklerdeki incelemelerde, bazofılik intranükleer inklüzyonlar içeren tipik sitomegalik 

hücreler ve eozinofılik sitoplazmik inklüzyonlar görülebilmektedir. Nükleer inklüzyon, 

sınırında belirgin kromatin içerdiği için ve bunun etrafındaki açık alan nükleer 

membrana kadar uzandığı için baykuş gözü (owl’s eye) görünümüne sahiptir. 

Histopatolojik yöntemlerin, özgüllüğü yüksek (%97) olmasına rağmen, duyarlılıkları 

(%84) düşüktür (52). Bunun nedeni CMV’nin morfolojik değişiklikler yapmadan da 

dokuları enfekte edebilmesidir. Tipik sitomegalik hücrelerin görülmemesi CMV 

enfeksiyonu olmadığı anlamı taşımamaktadır. Histopatolojik yöntemlerin duyarlılığı, 

histokimyasal boyama ve in situ hibridizasyon ile artırılabilmektedir (8, 19). İdrar, 

tükürük, anne sütü, servikal sekresyonlar ve CMV ile enfekte dokulardan hazırlanan 

sürme (değdirme) preparatlarda eksfoliyatif sitolojik testler (EST) kullanılarak 

inklüzyon içeren enfekte hücreler gösterilebilmektedir. Bu yöntemin özgüllüğü yüksek, 

duyarlılığı düşüktür. Yalancı negatif sonuçlarla sıklıkla karşılaşılmaktadır (1,16). Virüs 
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izolasyon yöntemlerinin uygulanamadığı durumlarda EST tanıda yararlı yöntemlerden 

biridir (1). 

2.9.1.2.  Antijenemi (pp65) Testi 

CMV antijenemi (pp65) testi, transplant alıcıları ve HIV ile enfekte kişilerde periferik 

kan lökositlerinde CMV'nin araştırılması ve kantitasyonu için yaygın olarak 

kullanılmaktadır (53). Antijenemi testi CMV enfeksiyonunun erken tanısında duyarlı, 

spesifik ve hızlı bir yöntemdir. Test, 2-4 saat içinde tamamlanıp, aynı gün içinde 

sonuçlandırılmaktadır. Bu test ile CMV, semptomların başlangıcından önce saptanabilir 

ve viral yük kantite edilebilir. Bu kantitasyon CMV hastalığını öngörmede ve 

asemptomatik enfeksiyondan ayırt etmede faydalıdır. Ayrıca, CMV hastalığı açısından 

yüksek riskli kabul edilen hastaların rutin takibinde de kullanılabilmektedir. Yapılışı 

nispeten kolay olan bu test, periferal kan lökositlerinde virüsün 65 kilodalton (kDa) 

büyüklüğünde alt matriks fosfoproteininin (pp65) immünohistokimyasal olarak 

saptanması esasına dayanır. Enfekte hücrelerin nükleusunda homojen görünümlü elma 

yeşili floresan varlığı pozitif olarak değerlendirilmektedir (54, 55).  CMV'nin pp65 

proteini immün yetmezlikli hastaların kan dolaşımında endotelyal hücrelerde de 

bulunabilmektedir. Bu hücrelerdeki enfeksiyonun organ tutulumu ve daha ileri 

hastalıkla ilişkili olabileceği düşünülmektedir. Antijenemi testinin en büyük avantajı 

kan örneklerinde CMV’nin saptanmasında hücre kültürü yöntemlerine kıyasla daha 

yüksek duyarlılığa sahip olmasıdır. Antijenemi testinin sonuçları, moleküler 

amplifikasyon testleri ile elde edilen kantitatif CMV DNA sonuçları ile uyumludur (58). 

Hazırlanan preparatlardaki lökosit sayısı yaklaşık olarak 2x105 olduğundan dolayı 

sonuçlar, pp65 pozitif hücrelerin, değerlendirilen tüm lökositlerin toplam sayısına oranı 

şeklinde ifade edilmektedir (pozitif hücre sayısı/200.000 lökosit). Tedavi için antijenemi 

testinde önerilen eşik değer hastaya göre farklı olmaktadır. Solid organ 

transplantasyonunda 10, hematopoetik kök hücre transplantasyonunda ise 1 pozitif 

hücre varlığı tedavi başlaması için yeterli kabul edilmektedir (56, 57). 

CMV enfeksiyonu ya da hastalığının takibinde, antiviral tedavi süresi ve ilaç direncini 

belirlemede antijeneminin kantitatif düzeyinin bilinmesi önemlidir (1,58). 

Transplantasyondan sonra nötropenik olan hastalarda CMV antijenemi testi negatif 

sonuç verebilir. Bu durumda CMV DNA’nın PCR ile çalışılması önerilmektedir (59). 

Özellikle fazla sayıda örnek olduğunda zahmetli ve zaman alıcı olması, 
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immünositokimyasal teknikler ve değerlendirmede deneyimli personel gerektirmesi 

testin dezavantajlarıdır (55). 

2.9.1.3.  Nükleik Asit Amplifikasyon Testleri 

Nükleik asit amplifikasyon testleri CMV tanısında ve takibinde giderek artan oranda 

kullanılmakta ve moleküler olmayan testlerin yerini almaktadırlar. Polimeraz zincir 

reaksiyonu (PCR), CMV DNA ve mRNA saptanmasında günümüzde en yaygın 

kullanılan moleküler yöntemdir.  

Amplifikasyon; çok-erken antijen I, majör çok-erken antijen, DNA polimeraz, 

glikoprotein B ve H, EcoRI D fragmanı, HindIII X fragmanı, pp65, pp67, ve majör 

kapsid proteini gen bölgelerini hedefleyen çok çeşitli primerler kullanılarak 

gerçekleştirilmektedir. PCR, immün yetmezliği olan hastaların devamlı 

monitorizasyonunda ve antiviral ilaçların etkinliğinin değerlendirilmesinde faydalı 

olmaktadır (60).  

PCR’ın aktif CMV hastalığıyla, asemptomatik veya latent enfeksiyonun ayırt 

edilmesinde yetersiz olabileceği düşünülmektedir. Viremi varlığı CMV hastalığının en 

iyi göstergesi olarak kabul edilmekte ve PCR ile tam kan, saflaştırılmış periferik kan 

lökositleri, plazma ve serumda CMV DNA yüksek duyarlılıkla tespit edilebilmektedir 

(61, 62). Bu örneklerde CMV DNA'nın kalitatif olarak saptanması immün yetmezliği 

olan hastalarda semptomatik hastalığı öngörmede ve antiviral tedavi başarısını 

değerlendirmede sınırlı değere sahiptir. Konjenital CMV enfeksiyonu tanısında idrar, 

doku, amniyon sıvısı veya fetal kanda; ensefaliti veya poliradikülomiyeliti olan 

hastaların beyin omurilik sıvısı (BOS) örneklerinde; CMV retiniti olan hastaların aköz 

veya vitröz sıvı örneklerinde CMV DNA kalitatif olarak araştırılabilir. 

Antijenemi testi ile benzer olarak, CMV hastalığını öngörme ve tanı koymada viremi 

düzeyinin belirlenmesi gereklidir (59, 63). Bunun sonucunda çok sayıda kantitatif ve 

semikantitatif moleküler test geliştirilmiştir. Bunlar, konvansiyonel PCR ve kantitatif 

RT-PCR gibi hedef ve sinyal amplifikasyon yöntemleri, “branched DNA” teknolojisi ve 

hibridizasyon temelli yöntemlerdir (64, 65). Bu testlerin performansı antijenemi testi ve 

kültür yöntemi ile ve aynı zamanda birbirleri ile de karşılaştırıldığında moleküler 

yöntemler, antijenemi testi ile uyumlu sonuçlar sağlamaktadır. Bazı çalışmalarda CMV 

antijeni ve PCR testleri arasında yüksek korelasyon bulunurken, bazılarında PCR testi 

antijenemiye göre daha duyarlı bulunmuştur. Bununla birlikte kantitatif PCR testleri 



 15

antijenemiye göre daha sıklıkla kullanılmaktadır. CMV DNA PCR testi daha iyi 

standardizedir, artmış örnek stabilitesi vardır ve daha küçük örnek hacmine sahiptir ve 

lökopenisi olan hastalarda test edilmesi mümkündür. Kantitatif PCR, CMV 

enfeksiyonunda hızlı ve duyarlı tanı için, preemptif tedavi ve tedavi cevabına rehberlik 

etmede kullanışlıdır (66). Ancak, moleküler yöntemler CMV enfeksiyonunu saptamada 

kültürden daha duyarlı olup, klinik semptomlar başlamadan önce CMV'yi tespit 

edebilirler. Aktif CMV enfeksiyonu olan transplant alıcılarında ve AIDS hastalarında 

daha yüksek CMV DNA düzeylerine rastlanmaktadır. CMV viral yükündeki hızlı artış, 

semptom varlığı ve tedavi sırasında ilaç başarısızlığı ile ilişkilidir (65, 67, 68).  

Moleküler testler, CMV DNA'nın saptanması ve kantitasyonunda duyarlı, özgül ve 

tekrarlanabilir olup, sonuç verme zamanını kısaltarak hasta bakımı ve takibinde fayda 

sağlamaktadır. Hem kalitatif hem de kantitatif testler için belirgin standardizasyon 

gereksinimi vardır. Yöntemlerin çoğunun, teknolojiye bağımlı ve pahalı olması yanında 

uygulama için yüksek derecede teknik uzmanlık gerektirmesi önemli dezavantajlarıdır. 

Bununla birlikte nükleik asit amplifikasyon yöntemleri; mevcut hastalığın hızlı 

tanısında, hastalık gelişme riski olan hastaların belirlenmesinde, hastalığın prognozunu 

ve relaps riskini belirlemede, preemptif tedavinin planlanmasında, tedaviye yanıtı takip 

etmede ve viral direnç veya tedavi başarısızlığını öngörmede çok değerli katkılar 

sunmaktadır (69, 70). 

2.9.1.4.  Direkt Saptama Yöntemleri                                                                                                    

CMV'nin, dokulardan, bronkoalveoler lavaj (BAL) örneklerinden, periferik kan 

lökositlerinden, servikal sekresyonlardan ve idrardan direkt olarak saptanmasında; 

elektron mikroskobisi, sitoloji ve moleküler dot blot veya in situ hibridizasyon 

teknikleri de kullanılmaktadır. Viral proteinlere karşı antiserum içeren enzim linked 

immünassay (ELISA) ve dot immünoperoksidaz yöntemi, klinik örneklerde CMV 

antijenlerinin saptanmasında kullanılan diğer yöntemlerdir. Bunlar duyarlılıkları düşük 

yöntemler olup, çoğu klinik laboratuvarda rutin olarak kullanılmazlar (1). 
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2.9.2. Virus İzolasyonu  

2.9.2.1. Hücre Kültürleri 

CMV'nin hücre kültürlerinde üremesini en iyi  insan fibroblastları desteklemektedir ve 

bu nedenle tanısal amaçla fibroblastlar kullanılırlar. Kabul edilebilir fibroblast kültürleri 

içinde; insan embriyonik dokularından ya da sünnet derisinden ve W1-38, MRC-5, 

IMR-90 gibi insan diploid fetal akciğer hücrelerinin seri pasajlarından hazırlananlar 

bulunmaktadır. Diploid fibroblast hücreleri; hücre jenerasyonları arttıkça CMV 

enfeksiyonuna daha az duyarlı hale gelebilecekleri için, az sayıda pasajlanarak 

kullanılmalıdırlar (1). Kültür yöntemleri, immünitesi baskılanmış kişilerde CMV 

hastalığı tanısında tek başına kullanışlı olmamaktadır. Ancak yenidoğanların tükürük ya 

da idrarından CMV izolasyonu, konjenital CMV enfeksiyonu tanısında halen 

kullanılmaktadır (58). 

2.9.2.2. Konvansiyonel Hücre Kültürleri 

Kültürde tanı, virüsün üremesi sırasında meydana getirdiği sitopatik etkinin (CPE) 

görülmesi ile konmaktadır (71, 72). CPE oluşup oluşmadığını kontrol etmek için tüpler 

ilk beş günde her gün, sonra en az dört hafta boyunca haftada iki kez incelenir. CPE’nin 

görülme zamanı klinik örneklerdeki virüs miktarı ile ilişkilidir. Kültürdeki sitopatik 

değişiklikler, genellikle ilk haftada gelişmekte ve hücreler geniş, yuvarlak, refraktil 

şeklinde görülmektedir (1). Adenovirüs ve  VZV  de hücre kültüründe CMV gibi CPE 

oluşturabilmektedir (1). Bu nedenle şüpheli CMV izolatları en iyi olarak çeşitli ticari 

kaynaklardan sağlanabilen monoklonal veya poliklonal antikorlar içeren 

immünofloresan testler  ile doğrulanırlar. Enfekte hücrede tipik nükleer floresan 

görünümü CMV varlığına işaret eder. Şüpheli izolatların doğrulanmasında PCR veya 

diğer moleküler amplifikasyon yöntemleri de kullanılabilir (1). 

2.9.2.3. Shell Vial Hızlı Hücre Kültürü 

Gleaves ve ark. (72) tarafından tanımlanan shell vial yöntemi ile hızlı çoğaltma, klinik 

örneklerde CMV saptanmasında hızlı kültür metodu olarak yaygın bir şekilde 

kullanılmaktadır. Shell-vial yönteminde MRC-5 hücrelerinin yanı sıra mink akciğer 

(ML) hücreleri de kullanılabilmektedir. Bu hücrelerin avantajı; duyarlılık azalmadan 

uzun süre pasajlanabilmesi, CMV pozitif hücre sayısında artış sağlaması ve toksisitede 

azalmaya neden olmasıdır (1). Bu teknik,  santrifüj sonrası virüsün hücre kültüründe 
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çoğaltılması temeline dayanmaktadır ve CPE oluşmadan önce, CMV replikasyonunun 

erken döneminde oluşan viral antijenler saptanır. Bu yöntemde örneklerde bulunan 

düşük titrelerdeki virüs bile kolayca çoğaltılarak 24 saat içinde saptanabilir. Monoklonal 

antikorlar ticari olarak bulunmaktadır ve CMV'nin erken antijenlerinin saptanmasında 

kullanılmaktadırlar. Pozitif hücreler kırmızı sitoplazmik zemine karşı, elma yeşili 

floresan veren nükleuslar içerirler. Çok-erken antijen; açık yeşil benekleri olan elma 

yeşili floresan boyanma seklinde görülür (Şekil 2). Nükleuslarda viral inklüzyonlar 

(baykuş gözü) görülebilir. Shell vial yöntemi ile hızlı çoğaltma, konvansiyonel virüs 

izolasyonun güçlü bir tamamlayıcısıdır (1). 

 

 

Şekil 2. Shell vial kültürde enfekte MRC-5 hücrelerinde CMV erken antijenlerin nükleusta 
gösterilmesi (Prof.Dr. S.Gökahmetoğlu’nun arşivinden). 
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2.9.3. Serolojik Testler  

Serolojik yöntemler, CMV’ye spesifik antikorların saptanmasına dayanır.  Bu yöntemler 

ile CMV IgG ve CMV IgM antikorları araştırılmaktadır. CMV antikorlarının 

saptanması için yüksek duyarlılık ve özgüllüğe sahip çok sayıda test bulunmaktadır 

(73). Hangi testin uygulanacağına karar verirken; çalışılacak örnek sayısı, hasta 

popülasyonu, fiyat, çalısma süresi, gerekli ekipman ve uygulama kolaylığı gibi faktörler 

değerlendirilmelidir. Metot, her laboratuvarın kendi gereksinimlerine göre seçilir. 

Küçük kapasiteli laboratuvarlar için immünofloresan antikor (IFA) ya da pasif lateks 

aglütinasyon testleri daha verimli ve pratik olabilirken, ELISA testleri daha yüksek 

örnek kapasiteli laboratuvarlar için uygun olabilir. Genel olarak, CMV spesifik IgM 

saptanması ya da pozitif serokonversiyonun gösterilmesi belirli klinik durumlarda 

primer CMV enfeksiyonlarının tanısında kullanılabilir. Bu testlerle kan ile  organ verici 

ve alıcılarının taranması; ağır CMV hastalığı yönünden yüksek riskli hastalara latent 

CMV geçisinin önlenmesinde önemlidir (1). 

2.9.3.1.ELISA         

Hızlı, duyarlı ve özgül bir yöntem olan ELISA ile çok sayıda örnek, nispeten düşük 

maliyetle ve günlük çalışılabilmektedir. Ancak, kompleks viral lizatların kullanılması 

nedeniyle diğer herpesvirüslerle çapraz reaksiyon meydana gelebilmektedir. Son 

zamanlarda sentetik peptidler ve rekombinant proteinlerin kullanılması ile testin 

standardizasyonu sağlanmış olup, duyarlılık ve özgüllüğü de artmıştır (58, 74). 

 İmmünkompetan konaktan farklı olarak, immün yetmezlikli olgularda primer 

enfeksiyon sırasında bazen saptanamaması, bazı durumlarda ise primer enfeksiyondan 

uzun bir süre sonra bile pozitif kalması sebebiyle Anti-CMV IgM tayininin bu olgularda 

tanısal değeri yoktur ve duyarlılığı düşüktür (75, 76). 

2.9.3.2.IFA      

CMV’ye spesifik antikorlarının saptanmasında indirekt ve antikompleman IFA sıklıkla 

kullanılmaktadır (77, 78). İndirekt IFA’da, dilüe edilmiş serum örnekleri virüsle enfekte 

hücrelerle inkübe edilir ve oluşan antijen-antikor kompleksleri floresan izotiyosiyanat 

(FITC) ile konjüge anti-insan antikorları kullanılarak tespit edilmektedir. 

Antikompleman IFA’da ise farklı olarak serumun önceden ısıtılması ile endojen 

kompleman aktivasyonu ortadan kaldırılır, sonra virüsle enfekte hücrelere ekilerek 
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inkübe edilir. Daha sonra eklenen kompleman, antijen-antikor kompleksine bağlanır. 

Floresan işaretli anti kompleman antikorlar ilave edilir ve kompleman C3’e bağlanır. 

Hazırlanan preparatlar floresan mikroskopta değerlendirilir. IFA, CMV antikorlarını 

kalitatif ve kantitatif olarak tespit edebilen duyarlı, kolay, hızlı ve pahalı olmayan bir 

testtir. Dezavantajları ise preparatın değerlendirilmesi için floresan mikroskop ve 

karanlık odaya; testin değerlendirilmesi ve sonuçların yorumlanması için de  deneyimli 

personele ihtiyaç olmasıdır (1).  

2.9.3.3.Pasif Lateks Aglütinasyon Testi 

Serum ve plazmadaki CMV antikorlarını saptamaya yönelik bir test olan pasif lateks 

aglütinasyon, basit, hızlı ve pahalı olmayan bir yöntemdir (79, 80, 81, 82).  Viral 

antijenlerle kaplanmış lateks partiküllerini içeren süspansiyon test edilen serum ile 

karıştırılır. CMV’ye spesifik antikorların varlığında antijenle kaplı lateks partiküllerinde 

kümeleşme meydana gelerek aglütinasyon oluşturur ve oluşan bu aglütinasyon çıplak 

gözle görülebilir. Bu yöntemde IgG ve IgM antikorları birlikte saptanır. Test süresi 10-

15 dakika olup,  yoğun yıkama, uzun inkübasyon süresi veya pahalı ekipman 

gerektirmez. Aglütinasyon paternlerinin fark edilmesinin güçlüğü ve değerlendirmenin 

sübjektifliği en önemli dezavantajlarıdır (1). 

2.9.3.4.Anti CMV IgM  Antikor Ölçümleri                                                                                                            

Anti-CMV IgM, primer enfeksiyon varlığında ilk yükselen antikor olup primer 

enfeksiyon, reenfeksiyon veya latent enfeksiyonun reaktivasyonunda  kanda bulunabilir 

ve 16 haftaya kadar saptanabilir seviyelerde kalmaya devam eder. Bu süre bazen bir yıl 

veya daha da uzun olabilir. Anti-CMV IgG ise primer enfeksiyonu takiben 2-3 hafta 

içinde ortaya çıkar ve ömür boyu kalıcıdır. Ancak immünsuprese hastalardaki 

tekrarlayan veya primer enfeksiyonda Anti-CMV IgM saptanamayabilir. Anti-CMV 

IgG, immün durumu belirleyici bir tarama testi olarak da kullanılmaktadır. Anti-CMV 

IgG pozitifliği, CMV reaktivasyonu ve reenfeksiyonundan koruyucudur. (83, 84). 

Anti CMV IgM testlerinin bir diğer dezavantajı da yalancı pozitif ve yalancı negatif 

reaksiyonlar olabilmesidir. Yalancı pozitif reaksiyonlar özellikle serumda spesifik Anti-

CMV IgG varlığı ile birlikte, yüksek düzey romatoid faktör varlığında meydana 

gelebilir. Yalancı negatif reaksiyonlar ise yüksek düzeyde Anti-CMV IgG antikorlarının 

CMV antijenine bağlanmada IgM sınıfı antikorlar ile yarışarak onları bloke etmesi 

durumunda görülebilmektedir. Bu nedenle, hem yalancı pozitif, hem de yalancı negatif 
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IgM test sonuçlarının önlenebilmesi için testten önce IgM ve IgG fraksiyonlarının 

ayrılması önerilmektedir (1). Bu amaçla uygulanan bazı basit ve hızlı yöntemler 

bulunmaktadır. Bunlar, jel filtrasyon, afinite kromotografısi, solid faz selektif IgM 

absorbsiyon testleri ve anti-insan IgG hiperimmuglobülin, stafilokok protein A veya 

grup G streptokoklardan elde edilen protein G kullanarak IgG’nin ortadan kaldırılması 

temeline dayanmaktadır. Son dönemlerde yanlış pozitif veya yanlış negatif sonuçlardan 

sakınmak için başvurulan bir diğer yaklaşım da “reverse capture” solid-faz IgM 

testleridir.  

Konjenital CMV enfeksiyonlarının tanısında IgM sınıfı antikorlar plasentayı 

geçemediği için enfekte bir yenidoğandan alınan tek bir serum örneğinde pozitif sonuç 

tanı koydurucudur. Bununla birlikte, yenidoğanda IgM üretiminde eksiklik veya 

gecikme olabileceği unutulmamalıdır. CMV’ye spesifik IgM sınıfı antikorların 

varlığının test edilmesi yenidoğan döneminden sonra genellikle önerilmez. Çünkü IgM 

sınıfı antikorlar hem primer CMV enfeksiyonu hem de reaktivasyonda görülebilmekte 

ve primer enfeksiyonu takiben bir süre daha saptanmaya devam edebilmektedir. Bu 

durum özellikle gebeler veya immün yetmezlikli hastalar için test sonuçlarının 

değerlendirilmesinde güçlüklere yol açmaktadır. Yenidoğanlara benzer olarak, immün 

yetmezlikli kişilerde de yeterli düzeyde IgM antikor yanıtı oluşmayabilir. Son olarak, 

Epstein-Barr virüsün neden olduğu enfeksiyöz mononükleozlu hastalarda görülen 

heterotopik IgM üretimi yalancı pozitif Anti-CMV IgM test sonuçlarına neden olabilir 

(1). 

2.9.3.5. IgG Avidite Testi                  

CMV IgG avidite testi primer CMV enfeksiyonun tanısında kullanılan yardımcı bir 

testtir. Virüse spesifik IgM ve IgG antikorlarının birlikte pozitif saptandığı durumlarda 

enfeksiyonun primer veya sekonder ayırımının yapılması gerekir. Virüse spesifik IgM 

antikorları reenfeksiyon, reaktivasyon, klinik veya subklinik geçirilen akut 

enfeksiyonların bazılarından sonra serokonversiyonun uzaması durumlarında pozitif 

olarak saptanabilmektedir. Primer enfeksiyonun başında CMV IgG aviditesi düşük iken, 

4-6 ay sonra yükselmektedir. Primer ve sekonder enfeksiyon ayrımının yapılması 

özellikle gebelerde ve immün yetmezliği bulunan hastalarda önem kazanmaktadır (11).  
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2.10.Tedavi 

İmmünkompetan konakta, herpesvirüs enfeksiyonlarının çoğu kendi kendini sınırladığı 

için sadece destek tedavisi yeterlidir. Bunlar dinlenme, hidrasyon, uygun antipiretik 

kullanımı, analjezik kullanımı ve cilt lezyonlarının sekonder bakteriyel enfeksiyonlarını 

önlemek için verilen tedavidir (34).  

Solid organ ve KİT hastalarında CMV hastalığını önlemede 2 strateji vardır: 

1. Profilaktik tedavi ; CMV riski olan bütün alıcılara verilir. 

2. Preemptif tedavi; sadece CMV reaktivasyonu olan hastalara verilir. Böylece CMV 

hastalığının insidansı ve şiddeti azalmış olur. 

CMV hastalığı tedavisinde kullanılan başlıca antiviral ajanlardan biri olan gansiklovir, 

özellikle alıcının seronegatif, vericinin seropozitif olduğu KİT yapılan hastalarda 

profilaktik olarak verilmesi önerilmektedir (85). 

İmmünsüprese hastalarda, CMV enfeksiyonunun profilaktik ve preemptif tedavisinde 

antiviral ilaçlar kullanılmaktadır (86, 87). CMV enfeksiyonlarının tedavisinde önceleri 

alfa interferon, transfer faktör, asiklovir, vidarabin ve hiperimmünglobulinlerle 

çalışmalar yapılmış ancak başarılı sonuçlar alınamamıştır (15). Şimdilerde CMV 

enfeksiyonlarının tedavisinde, gansiklovir (GCV), foskarnet (FOS), sidofovir (CDV), 

valgansiklovir (VGCV) ve fomivirsen, valasiklovir (VACV), maribavir (MBV) gibi 

ilaçlar kullanılmaktadır (1). Bu ilaçlar birçok hastada klinik düzelme sağlamakla 

birlikte, oral yoldan biyoyararlanımlarının az olması, düşük etki gücünde olmaları, 

zamanla direnç gelişebilmesi, doza bağımlı yan etkileri ve hospitalizasyona ihtiyaç 

duyulması gibi dezavantajları mevcuttur (88, 86).  

2.10.1.Gansiklovir 

GCV, viral DNA polimeraz (UL54)’ın yarışmalı inhibitörüdür (88, 14). İnsanlardaki 

CMV hastalığının tedavisinde etkinliği gösterilen ilk antiviral ajandır. Tüm herpes 

virüslerde inhibisyon yapar. Antiviral aktivite için spesifik bir viral enzim tarafından 

fosforilasyona ihtiyaç duyar. CMV'nin UL97 geni tarafından kodlanan fosfotransferaz 

enzimi GCV’yi, GCV monofosfata dönüştürür (10, 19, 89). Ölümcül seyreden ve 

özellikle KİT alıcılarında sık görülen CMV pnömonisi ve diğer CMV hastalıklarında 

GCV ile başarılı sonuçlar elde edilmiştir (17, 15). CMV hastalığı olan AIDS'li olgularda 

ve santral sinir sistemi enfeksiyonlarında GCV ile tedavi başarısı daha düşüktür (10, 
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17). Konjenital CMV enfeksiyonunda uzun süreli intravenöz (IV) GCV tedavisi 

bebeklerde işitme kaybını azaltmaktadır (90). GCV’nin başka bir klinik kullanım alanı 

da transplant alıcılarında CMV profilaksisidir. Vericisi seropozitif olan, seronegatif 

hastalarda profilaksi 100 güne kadar uzatılabilmektedir. CMV tanısına yönelik hızlı 

testler sayesinde preemptif profilaksi kavramı da gündeme gelmiştir. Semptomu 

olmayan fakat CMV enfeksiyonu saptanan hastaların preemptif profilaksisi,  CMV 

hastalığını önlemede önemli bir faktördür. Antijenemi varlığında IV GCV uygulanması 

tercih edilmektedir (91). En önemli yan etkileri lökopeni, trombositopeni, 

myelotoksisite, spermatogenez bozukluğu olarak sıralanabilir (10, 89). CMV'de 

GCV’ye direnç, ilacın hücre içi fosforilasyonunu sağlayan UL97 protein kinaz geninde 

değişiklik veya nokta mutasyonu sonucu DNA polimeraz enziminde ortaya çıkan 

değişikliğe bağlıdır (10). 

2.10.2.Foskarnet (fosfonoformik asit)        

Pirofosfat analoğu olan FOS güçlü olarak herpes virüs ailesini özellikle de CMV 

replikasyonunu inhibe etmektedir. Antiviral aktivite için fosforillenmeye ihtiyacı 

olmayan FOS, asiklovire ve GCV’ye dirençli CMV enfeksiyonlarında alternatif terapi 

olarak IV yoldan uygulanmaktadır (17). Viral DNA polimeraz geninin değişik noktasına 

bağlandıkları için FOS ile GCV arasında çapraz direnç görülmez (17). En önemli yan 

etkisi nefrotoksisitedir. Oral biyoyararlanımı düşüktür (%17), bu nedenle IV uygulanır. 

Uzun süre uygulandığında CMV DNA polimeraz geninde (UL54) mutasyon sonucu 

direnç gelişebilmektedir (11, 14, 86, 88). FOS’a direnç saptanması durumunda alternatif 

ilaç olarak CDV kullanılabilir (89). 

2.10.3.Sidofovir 

Diğer bir nükleozid analoğu CDV, CMV DNA polimerazın yarışmalı inhibitörüdür. 

GCV ve CDV, aynı bölgeyi (UL54) hedef aldıkları için aralarında çapraz direnç 

görülebilmektedir (88, 11). Yarı ömrünün uzun olması sayesinde haftalık dozlar 

şeklinde uygulanabilmektedir. Doz ayarlaması ve rehidratasyon ile nefrotoksisitesi en 

aza indirilebilmektedir. Cidofovir CMV retiniti tedavisinde kullanılmaktadır (14). 

Papillomavirüs, polyomavirüs, poxvirüs ve adenovirüs gibi başka DNA virüslerine de 

etkindir. Viral DNA polimeraz geninde mutasyon sonucu CDV’e direnç gelişmektedir 

(89). CDV’e dirençli olan izolatlarda genellikle GCV’e de direnç saptanırken FOS’e 

duyarlıdır (92). 
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2.10.4.Valgansiklovir 

GCV’in oral emilimi artırılmış ön ilacıdır. AIDS hastalarında CMV retiniti tedavisinde 

ve bazı solid organ (böbrek, kalp, pankreas) transplantasyon hastalarında CMV 

hastalığının profilaksisinde kullanılmaktadır (92). 

2.10.5.Maribavir  

Mevcut CMV ilaçlarının aksine DNA polimerazı hedef almayan MBV, farklı bir 

mekanizma ile nükleustan viral nükleokapsidlerin çıkışını sağlayan protein kinazı inhibe 

(UL97) eder.  GCV ve CDV’e dirençli CMV izolatlarına karşı etkili olduğu 

gösterilmiştir (92). 

2.10.6.Valasiklovir 

Asiklovirin ön ilacı olan VACV, oral yoldan alındıktan sonra hızla asiklovire dönüşür. 

Emilimi asiklovire göre 3-5 kat daha fazladır. Böbrek transplant alıcılarında CMV 

hastalığının önlenmesi yanında oral ve genital herpes tedavisi, herpes zosterde ve KİT 

alıcılarında HSV reaktivasyonunun önlenmesinde de kullanılmaktadır. Trombositopenik 

purpura ve hemolitik üremik sendrom gibi yan etkileri nedeniyle, HIV pozitif hastalar 

ve immünsupresif olgularda kullanımı uygun değildir (92).  

2.10.7.Fomivirsen 

Virüs replikasyonunu ve virüsün konak hücreye adsorpsiyonunu baskılar. Diğer 

tedavilerin yanıt vermediği veya kontrendike olduğu CMV retinitinde intravitreal tedavi 

olarak önerilmektedir (92). 

2.11.Korunma 

CMV aşıları içinde en eski olanları canlı attenüe virüs aşılarıdır. Glikoprotein aşıları, 

CMV geni eksprese eden canarypox rekombinant aşıları, DNA plazmid aşılan gibi pek 

çok yeni adaylar da gündemdedir (93). Canlı attenüe aşıların en iyi bilineni Towne 

aşısıdır. Towne aşısı insan Fibroblast hücrelerinde pasajlanarak elde edilmektedir. 

Yapılan denemelerde bu aşıya karsı hücresel ve humoral immün yanıt elde edilmesine 

rağmen CMV enfeksiyonuna karşı koruyucu olmadığı gösterilmiştir (10, 17, 93). CMV  

gB proteinini içeren aşılar da hücresel ve nötralizan antikor yanıtı sağlamaktadır (10, 

17). Canarypox virüsü ile hazırlanan rekombinant aşılarda pp65 matriks antijeni ve 

yapısal olmayan en erken antijen kullanılmıştır. Bu antijenlerle yapılan çalışmalar 
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antikor ve T lenfosit yanıtının uyarılabildiğini göstermiştir (10, 16, 93). DNA plazmid 

aşılarından ilk deneneni pp65'i kodlayan plazmid aşısıdır. Ancak aşının etkinliği ve 

özellikle de güvenilirliği ile ilgili yeterli çalışmalar bulunmamaktadır (93). 

 Pasif immünoprofilaksi ile özellikle transplantasyon hastalarında risk grubunu 

oluşturan vericinin seropozitif, alıcının seronegatif olduğu bireylerde olumlu sonuçlar 

elde edilmiştir. Bu grupta gelişen CMV enfeksiyonu engellenememekle birlikte, asıl 

sorunu oluşturan CMV hastalığı insidansı azalmaktadır. Allojenik kemik iliği 

transplantasyonu (AKİT) yapılan olgularda pasif immünoprofilaksinin 

immünomodülatör etkisi ile GVHH'nı önlediği ileri sürülmüştür (15,17, 94). 

Korunmada ayrıca konjenital CMV enfeksiyonu açısından yüksek riskli olan gebelerin 

belirlenmesi ve eğitilmesi, enfeksiyonun önlenmesinde en önemli adımlardan biridir. El 

yıkama, çocuk oyuncaklarının, mutfak malzemelerinin ve çevre yüzeylerinin temizliği 

ve çocukların tükürük ve idrarıyla temastan kaçınmak korunma önlemlerinin başında 

gelmektedir (95). 
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma Kayseri Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Gevher Nesibe Hastanesi Tıbbi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Viroloji Laboratuvarında yapıldı. 

3.1.ÖRNEK ve HASTALAR 

 M. Kemal Dedeman Hematoloji-Onkoloji Hastanesi, Hematoloji bölümü poliklinik ve 

servislerinde takip edilen  KİT yapılan hastalar çalışmaya  dahil edildi. Hastalardan 

transplantasyon sonrası dönemde 15-100. günler arasında elde edilen toplam 174 kan 

örneğinde  CMV antijeni ve CMV DNA araştırıldı.   

Testlerin çalışılacağı gün EDTA’ lı tüpe 2 ml kan alındı. Her hastadan 4 EDTA’lı tüpte 

kan örneği çalışıldı.  

CMV antijenemi testi için  CMV antijenemi kiti (CINA kit, Argene-Biosoft, Fransa) ve 

CMV DNA için   CMV DNA PCR kiti (Rotor-Gene Q, Qiagen, Almanya)  kullanıldı.  

 

3.2.CMV Antijenemi Testi 

CMV antijenemi testi, aktif enfeksiyonda CMV’nin matriks proteini pp65’i (ppUL83), 

lökositlerde (PNL) indirekt immünofloresan yöntemiyle saptayan semikantitatif bir 

testtir (19, 73). 

Kit içeriği: 

- Anti-CMV pp65 primer antikor (reagent F) 

- Fosfatbuffer solüsyonu (PBS) 

- Evans mavisi (%1) 

- Permeabilizasyon solüsyonu 

- Sekonder antikor F(ab’)2 floresein izotiyosiyonat (FITCH) 

- Eritrosit lizis solüsyonu 
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- Fiksatif solüsyon 

- Fetal calf serum 

- Antikor dilüsyon solüsyonu  

- Kaplama solüsyonu (mounting medium) 

Kit içeriği dışında kullanılan malzemeler: 

- Falkon tüpü (15 ml) 

- Santrifüj (ısı kontrollü) 

- Lam  

- Etüv  

- Floresan mikroskobu (Nikon E-600) 

- Distile su 

- Lamel  

Test; 

1- Lökositlerin elde edilmesi ve preparat hazırlanması 

2- Fiksasyon ve permeabilizasyon 

3- Boyama ve değerlendirme basamaklarını içermektedir. 

 Testte kullanılacak solüsyonların hazırlanışı 

PBS; 1 kutu PBS tozu 1 litre distile su içerisinde çözülerek hazırlandı. 

Eritrosit lizis solüsyonu; distile su ile 1/20 oranında dilüe edildi. 

Fiksatif solüsyonu; distile su ile 1/5 oranında dilüe edildi. 

Permeabilizasyon solüsyonu; distile su ile 1/5 oranında dilüe edildi. 

Yıkama solüsyonu, PBS içerisine %1 oranında fetal calf serum katılarak hazırlandı. 

3.2.1. Lökositlerin Elde Edilmesi ve Preparat Hazırlanması 

Flakonların her birine 4’er ml hasta kanı koyuldu ve üzerlerine 8 ml eritrosit lizis 

solüsyonu eklendi. Pastör pipeti ile homojenize edilerek 5 dakika oda ısısında bekletildi. 

Isı kontrollü bir santrifüjde 4oC’de 800 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. Süre sonunda 

üstte kalan kısım atılıp çökeltinin üzerine tekrardan 8 ml eritrosit lizis solüsyonu 

eklendi. Aynı santrifüjde ikinci kez santrifüj edilerek üst kısım döküldü. Tüpün dibinde 

kalan lökosit çökeltisi PBS ile (0.5 ml – 2 ml) 100 µl’ de 200.000 lökosit düşecek 
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şekilde süspanse edildi. Thoma lamına 10 µl koyularak, ışık mikroskobunda 40’lık 

objektifle bakıldı. Her sahada 20-25 lökosit görülen hastalar işleme alınırken, istenen 

hücre sayısına ulaşılamayan örnekler çalışmaya alınmadı. Hazırlanan lökosit 

süspansiyonundan 75 µl sitosantrifüje yerleştirildi ve 4 dakika sitosantrifüj edildi. 

3.2.2. Fiksasyon ve Permeabilizasyon 

Sitosantrifüj edilen lamlar, kapalı ortamda kurutularak 10 dakika fiksasyon çözeltisinde 

bekletildi. Daha sonra 5 dakika yıkama solüsyonunda tutuldu. Ardından 5 dakika dilüe 

edilmiş permeabilizasyon çözeltisinde bekletildi. Son olarak tekrar yıkama 

solüsyonunda 5-10 dakika bekletildi. Hemen değerlendirilemeyecek olan lamlar, 

değerlendirilene kadar -80oC’ye kaldırıldı. Boyanacak olan lamların kuyucuk kısmına 

dokunmadan preparatlar kurulandı. 

3.2.3. Boyama ve Değerlendirme 

Fikse edilen lamların üzerine primer antikor (reagent F )’den 25 µl ( 1 damla ) eklendi 

ve etüvde nemli bir ortamda 30 dakika inkübe edildi. 3 ayrı şaleye konulan PBS 

tamponu ile 1’er dakika 3 kez yıkandı. Lamların kuyucuk kenarları dikkatlice kurutuldu. 

Kuyucuk kısmı tam kurutulmadan üzerlerine 25’ er µl ( 1 damla ) reagent H eklendi.  30 

dakika etüvde bekletildi. Bir önceki basamakta olduğu gibi 3 ayrı şaledeki PBS 

tamponu ile 1’er dakika arayla 3 kez yıkandı. Lamlar musluk suyu konmuş şaleye 

birkaç kez daldırılıp çıkarıldı. Kuyucukların etrafı kurutma kağıdı ile kurutuldu. 

Kuyucukların üzerine 1 damla “mounting medium” damlatıp lamel ile kapatıldı. 

Floresan mikroskopta 40X objektifle bakılıp incelendi. FITCH ile elma yeşili renginde 

nükleer boyanmış polimorf çekirdekli lökositler sayıldı. Tüm alanda 1 ve üzeri sayıda 

elma yeşili renginde florasan veren hücre saptanan lamlar pozitif olarak değerlendirildi. 

3.3. CMV DNA PCR Testi 

CMV DNA izolasyonu DSP virüs/pathogen midi kit (QIAsymphony, Qiagen, Almanya)  

kiti, DNA amplifikasyonu için aynı cihazın Artus CMV QS-RGQ Kit (QIAsymphony, 

Qiagen, Almanya) test kiti prosedürüne uygun olarak çalışıldı. Rotor-Gene Q 5plex 

(Qiagen, Almanya) cihazı ile RT-PCR yapıldı.   

CMV DNA izolasyon ve amplifikasyon 
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İzolasyon kit içeriği: 

- “Piercing Lid” 

- “Reagent Cartridge CART” 

- “Rack” (4 adet proteinaz K)  

- “AVE buffer” (20 ml) 

- “Carrier RNA” 

- “AVE buffer” (2 ml) 

İzolasyon cihazına prosedüre uygun olarak tarama işlemleri yapıldı. Örnekler 3500 rpm 

de 5 dakika santrifüj edildi. Primer tüpteki (EDTA’lı tam kan) örnekler cihaza ait 

bölüme  yerleştirildi. Her 12 hasta için Carrier RNA, internal kontrol ve AVE buffer 

karışımı aşağıdaki gibi hazırlandı: 

- 1590 µl “AVE buffer” 

- 75 µl “Carrier RNA” 

- 135 µl internal kontrol eklendi. 

Bu karışım yeterli miktarda hasta sayısı için hazırlandıktan sonra cihazın örnek koyulan 

kısmına yerleştirildi ve çalışıldı. İzolasyon bittikten sonra yine aynı cihaza ait PCR 

modülüne aşağıda belirtilen Artus CMV QS-RGQ Kit test kiti içeriği cihazın talimatları 

doğrultusunda uygun bölmelere yerleştirildi. 

Amplifikasyon  kit içeriği: 

- CMV RG master                   (300 µl) 

- H2O                                       (1ml) 

- CMV Mg-Sol                         (600 µl) 

- CMV RG-IC                         (100 µl) 

- CMV QS 1 (1x104 cop/ µl)    (200 µl) 

- CMV QS 2 (1x103 cop/ µl)    (200 µl) 

- CMV QS 3 (1x102 cop/ µl)    (200 µl)     

- CMV QS 4 (1x101 cop/ µl)    (200 µl) 

 Nükleik asitler elde edildikten sonra, cihazda  hazırlanan PCR karışımının üzerine 

nükleik asit eklendi ve   PCR tüpleri uygun kapaklarla kapatıldı ve  RT-PCR işlemi için 

Rotor-Gene Q 5  cihazına yerleştirildi. Aşağıda belirtilen PCR protokolü uygulandı: 
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- 95oC de 10 dakika  

- 95oC de 10 saniye  

- 65oC de 30 saniye     45 döngü 

- 72oC de 20 saniye 

PCR işlemi sonunda değerlendirme yapıldı. Örneklerin internal kontrolünün çalışıp 

çalışmadığı kontrol edildi ve eşik çizgisini aşmış olan örnek eğrileri pozitif kabul edildi 

ve kantitatif hasta sonuçları elde edildi. Analiz işlemi sırasında 1 kopya/ml: 1.64 IU/ml 

olarak hesaplandı. 

3.4.İstatistiksel Analiz 

Elde edilen veriler sonucunda, antijenemi pozitifliğine karşılık gelen viral yük düzeyi 

ise ROC analizi ile belirlendi. Alıcı işletim karakteristik eğrisi (ROC) analizinde 

antijenemi yönteminin pozitifliği esas alınarak (≥ 1 pozitif hücre/200.000 hücre), buna 

karşılık gelen plazma CMV-DNA yükü hesaplandı ve antijenemi testinin pozitifliği esas 

alınarak, CMV-DNA PCR testinin duyarlılık, özgüllük, pozitif (PPD) ve negatif (NPD) 

prediktif değerleri belirlendi. Bu değerlendirmelerde tüm CMV-DNA pozitiflikleri (130 

IU /ml değerinin üstündeki sonuçlar) PCR pozitif olarak gruplandırıldı. İstatistiksel 

olarak p değerinin 0.05’den küçük olması anlamlı olarak kabul edildi. Verilerin analizi 

Turcosa Cloud (Turcosa Ltd Co. Türkiye) istatistik yazılımında gerçekleştirilmiştir.  
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4.BULGULAR 

Bu çalışmada; KİT yapılan 156 hastadan elde edilen  174 kan örneğinde, CMV 

antijenemi ve CMV-DNA PCR yöntemi ile çalışılmış olup sonuçları karşılaştırılmıştır. 

Olguların 86 (%55)’sı erkek, 70 (%45)’i kadın KİT alıcılarından oluşmuştur ve yaş 

ortalaması 48.7’dir. 

CMV antijenemi ve CMV-DNA testleri karşılaştırılarak elde edilen sonuçlar Tablo 1’de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 1. Örneklerin pp65 Antijenemi ve CMV-DNA Sonuçlarının Dağılımı 

PCR pp65 pozitif 
n (%) 

pp65 negatif 
n (%) 

Toplam 
n (%) 

CMV-DNA pozitif CMV-DNA 
≥ 130 IU/ml  

33 (19.0) 20 (11.5) 53 (30.5) 

CMV-DNA negatif 
 

- 121 (69.5) 121 (69.5) 

Toplam  
n (%) 33 (19.0) 141 (81.0) 174 (100.0) 

 

Örneklerin %89 (154/174)’unda sonuçlar uyumludur; her iki test sonucu 121 (%69.5) 

örnekte negatif,  33 (%19) örnekte her iki test sonucu pozitif saptanmıştır. 

pp65 anijenemi testi negatif 20 hastaya ait örnekte (%11.5), CMV-DNA pozitif 

bulunmuştur. Antijenemi pozitif olup PCR ile negatif bulunan örnek yoktur. 

Her iki test ile pozitif saptanan örnekler değerlendirildiğinde; plazma CMV-DNA IU/ml 

sayısı ile pp65 pozitif hücre sayısı arasındaki korelasyon istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (r= 0.660). pp65 antijenemi ve CMV DNA pozitif bulunan örneklerin 

korelasyon eğrisi Şekil 3’te gösterilmiştir. 
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Antijenemi pozitifliğine karşılık gelen CMV-DNA değerini belirlemek amacıyla, pp65 

antijenemi pozitifliği (≥ 1 pozitif hücre/200.000 hücre) esas alınarak antijenemi 

pozitifliğine karşılık gelen CMV-DNA düzeyi 152 IU/ml olarak bulundu. ROC 

analizine göre bulunan 152 IU/ml eşik değerinin duyarlılığı %100, özgüllüğü %87.1, 

PPD %65.4 ve NPD %100’dür. ROC analiz eğrisi Şekil 4’te gösterilmiştir. 

Antijenemi negatif, CMV-DNA pozitif 20 örneğin tamamının viral yükü 152 IU/ml’den 

fazla idi. 

Antijenemi testinin pozitifliği esas alındığında, CMV-DNA PCR testinin duyarlılığı 

%100, özgüllüğü %85.8, PPD %62.3 ve NPD %100 olarak saptanmıştır. Güven 

aralığının %90.5-97.6 olduğu AUC değeri, %94.9 olarak bulunmuş olup antijenemi 

testinin genel tanı performansı istatistiksel olarak da anlamlı bulunmuştur (p<0.001).   

 

 

 

Şekil 3. pp65 antijenemi ve CMV-DNA  pozitif bulunan örneklerin korelasyon eğrisi. 

 



 32

     

                                 

Şekil 4. ROC analizi eğrisi. 
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5.TARTIŞMA VE SONUÇ 

CMV, bağışıklık sistemi normal bireylerde nadiren semptomatik hastalık oluşturmasına 

karşın, bağışıklık sistemi baskılanmış solid organ, KİT alıcılarında ve AIDS 

hastalarında önemli morbidite ve mortalite nedenleri arasındadır. CMV’ nin erken 

saptanması, ölüm ve ciddi komplikasyonların önlenmesi ve etkili antiviral tedaviye 

başlanması için gereklidir (10). CMV enfeksiyonu tanısında serolojik testler, kültür 

yöntemleri, CMV antijenemi testi ve nükleik asit saptama yöntemleri uygulanmaktadır. 

İmmün yetmezlikli hastalarda serolojik yanıtın yetersiz oluşu, virüs kültürünün 

standardize olmaması, emek yoğun ve zaman alıcı olması ve duyarlılığının düşük oluşu 

nedeniyle CMV enfeksiyonu tanısında antijenemi ve viral nükleik asit testleri önem 

kazanmıştır (10). Düşük viremi durumlarında CMV antijeni saptanamayabilirken, CMV 

DNA’nın gösterildiği çalışmalar mevcuttur. Transplantasyondan sonra nötropenik olan 

hastalarda CMV antijenemi testi negatif sonuç verebilir. Bu durumda CMV DNA’nın 

PCR ile çalışılması önerilmektedir (59). 

Gerek testler arası değişkenler, gerekse hastalarda kullanılan tanı, izlem ve tedavi 

farklılıkları, KİT alıcılarında CMV enfeksiyonu için klinik kararlarda kullanılacak viral 

eşik değerler konusunda fikir birliği oluşmasını güçleştirmektedir. Dünya Sağlık Örgütü 

(DSÖ) tarafından 2010’da CMV-DNA uluslararası standardının geliştirilmesi, ticari 

testler arası değişkenliklerin azaltılması için önemli bir basamak olmuştur. Ticari CMV 

DNA kitleri DSÖ standardına göre kalibre edilmelidir (96). Ancak halen her merkezin 

kendi koşullarına uygun eşik değerleri belirlemesi ve hasta izleminde test değişikliği 

yapılmaması önerilmektedir. Transplantasyon yapılan hastalarda CMV antijenemi ve 

CMV DNA testlerinin birlikte çalışıldığı birçok çalışma mevcuttur. KİT alıcılarında 

yapılan çalışmalarda  ≥1 antijen pozitifliği  eşik değeri olarak kabul edildiği için  

çalışmamızda 1 hücre pozitifliğine denk gelen CMV DNA viral yükü 152 IU/ml olarak 

bulunmuştur. 
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Lee ve ark.’ nın (97) , 67 KİT hastasından elde edilen  254 plazma örneğinde yaptıkları 

çalışmada; 82 örnekte ( % 32.3) pp65 antijenemi ile 112 örnekte ( % 44.1) in-house 

PCR ile, 170 örnekte (% 66.9) LC PCR (lightcycler PCR ) ile pozitiflik saptanmıştır. 

Sonuç olarak RT-PCR metodunun, diğer iki metoda göre daha duyarlı olduğu 

gösterilmiştir. 

Ülkemizde, KİT hastalarından alınan 170 plazma örneği ile yapılan  çalışmada; pp65 

antijenemi ile 58 örnek, CMV R-gene PCR ile 85 ve LightCycler CMV PCR 75 örnek 

pozitif bulunmuştur (98). CMV PCR sonuçları ile antijenemi testinin sonuçları 

arasındaki korelasyon katsayısı r=0.471 ve r=0.435 (p<0.001) olarak tespit edilmiştir. 

ROC analizi sonucunda antijenemi testinde 1 hücre pozitifliğine denk gelen eşik 

değerleri sırasıyla;  1543.5 kopya/ml (duyarlılık 72.4%, özgüllük 90.2%) ve 423 

kopya/ml (duyarlılık 70.7%, özgüllük 79.5%) olarak bulunmuştur. 

Gimeno ve ark.’nın (99) AKİT hastalarından elde edilen 1156 örnekte CMV antijeni ve 

RT-PCR ile CMV DNA araştırdıkları çalışmada; 176 (15.2%) örnek  CMV DNA ve 

pp65 pozitif; 201  (17.3%) örnek CMV DNA pozitif, pp65 negatif; 775 (67.0%) örnek 

her iki test sonucunda negatif bulunmuştur. Dört (0.3%) örnek ise pp65 antijenemi 

pozitif, CMV DNA negatif olarak saptanmıştır. İki analiz arasındaki uyum % 82.2 

olarak  bulunmuştur. CMV DNA seviyeleri, pp65-pozitif hücrelerin sayısıyla önemli 

ölçüde korelasyon göstermiştir (r = 0.501, p <0.001). ROC analizi kullanılarak ≥ 1 

antijen pozitif hücre /200.000’nin karşılık geldiği CMV DNA viral yükü, 288 kopya/ml 

olarak hesaplanmıştır (duyarlılık % 100; özgüllük,% 91.2; NPV % 100; PPV % 72.7). 

Kore’de  2004-2005 yılında  yapılan çalışmada ; 131 KİT hastasının (68 erkek ve 63 

kadın) 555 örneğinde CMV DNA ve pp65 antijenemi testi karşılaştırmalı olarak 

çalışılmıştır. CMV DNA PCR ve pp65 antijenemi pozitif örnek sayısı 66 (%11.8), CMV 

DNA PCR ve pp65 antijenemi negatif örnek sayısı 394 (%70.9) olarak bulunmuştur 

(100). Çalışmada  CMV DNA PCR pozitif, pp65 antijenemi negatif örnek sayısı 18 

(%3.2); pp65 antijenemi pozitif olup CMV DNA PCR negatif olan örnek sayısı 77 

(%13.8)  olup,  test sonuçları %82.9 (460/555) oranında uyumlu bulunmuştur. Her iki 

test ile pozitif saptanan CMV-DNA ile pp65 antijenemi arasındaki korelasyon katsayısı 

r=0.569 (p<0.0001) olarak bulunmuştur. ROC analizi sonucunda antijenemi testinde 1 

hücre pozitifliğine denk gelen  eşik değeri 19.226 kopya/ml (duyarlılık %80, özgüllük 

%41.7). Bizim yaptığımız  çalışmada yapılan ROC analizi sonucunda, antijenemi 
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testinde ≥ 1 pozitif hücre/200.000 lökosite denk gelen eşik değeri 152 IU/ml bulundu. 

Her iki çalışmanın viral yük eşik değerleri kıyaslandığında farkın çok büyük olduğu 

dikkatimizi çekmiştir.  DSÖ, CMV DNA standardını ilk olarak 2010 yılında piyasaya 

sürmüştür. Bu nedenle 2010 yılından önce çalışılan CMV DNA testleri arasında viral 

yük kantitasyonunda büyük farklılıkların olması muhtemeldir.  

Marchetti ve ark. (101) solid organ ve KİT alıcılarından elde ettikleri 793 örnekte CMV 

DNA ve pp65 antijenemi testi çalışmıştır. Her iki testin pozitif olduğu örnek sayısı 

53/793 (%6.7) iken, 577 (%72.7) örnekte ise hem CMV DNA hem de  CMV pp65 

antijenemi testi negatif bulunmuştur. Uyumsuz olarak sonuçlanan örnek sayısı 163 

(%20.6)’tür. Testler arasındaki korelasyon nispeten zayıf çıkmıştır (r=0.460, p<0.0001). 

ROC analizi sonucunda antijenemi pozitifliğine denk gelen eşik değeri solid organ 

hastalarında 3000 kopya/ml, KİT hastalarında 1000 kopya/ml bulunmuştur. 

Solid organ transplant alıcılarından elde edilen  251 örnekte  CMV DNA ve pp65 

antijenemi testinin birlikte yapıldığı çalışmada,  CMV DNA kantitasyonu lökositte 

yapılmış olup; ROC analizi ile antijenemi testinde 1 hücre pozitifliğine denk gelen eşik 

değeri ≥130 kopya/ml olarak bulunmuştur (102). 

Ülkemizde Özkarataş ve ark. (103) solid organ transplant alıcılarından elde edilen 217 

örnekte yaptıkları çalışmada, CMV pp65 antijenemi testi ve plazmada gerçek zamanlı 

CMV DNA PCR yöntemiyle araştırılmış ve elde edilen sonuçlar karşılaştırılmıştır. Her 

iki test ile pozitif saptanan örnekler değerlendirildiğinde; testler arasındaki  korelasyon 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (r= 0.785). Araştırmacılar, ROC analizi ile  

plazmada 205 kopya/ml CMV viral yükünün, ≥ 1 antijen pozitif hücre/200.000 lökosite 

karşılık geldiğini göstermişlerdir (duyarlılık: %91.7, özgüllük: %90.3). Yaptığımız 

çalışmada CMV DNA testi, Özkarataş ve ark.’nın çalışmasındaki kit ile aynı marka 

olup, anjtijenemi testinin pozitifliği esas alındığında eşik seviyesi 152 IU (92 

kopya/mL) olarak bulundu (duyarlılık %100, özgüllük %85.8, PPD %62.3 ve NPD 

%100). Her iki çalışmanın sonuçlarının benzer olduğu görülmektedir.  

Dávila ve ark.’nın (104) karaciğer transplant alıcılarından elde edilen 164 örnek ile 

yaptığı çalışmada; CMV DNA PCR sonuçları ile antijenemi sonuçları karşılaştırılmıştır. 

Antijenemi testinde  ≥10 pozitif hücre/200.000 lökosite karşılık gelen CMV DNA viral 

yükü ROC analizi kullanılarak 1330 kopya/ml  (duyarlılık %58, özgüllük %98) 

bulunmuştur. Çalışılan testlerin sonuçlarına göre uyum oranı %78’dir. 
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Yaptığımız çalışmada, 156 KİT hastasının 174 örneği CMV DNA ve pp65 antijenemi 

testi ile çalışılmıştır. Her iki testin pozitif olduğu örnek sayısı 33 (%19), negatif örnek 

sayısı 121 (%69.5), CMV-DNA’nın pozitif,  pp65 antijenemi sonucunun negatif olduğu 

örnek sayısı 20 (%11.5) iken antijeneminin pozitif olup PCR ile negatif bulunan örnek 

yoktur. Test sonuçlarının uyum oranı %89 (154/174)’dur. Her iki test ile pozitif 

saptanan örnekler değerlendirildiğinde; testler arasındaki korelasyon istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (r= 0.660, p <0.001). Yapılan ROC analizi sonucunda, antijenemi 

testinde 1 hücre pozitifliğine denk gelen eşik değeri 152 IU/ml’dir (duyarlılığı %100, 

özgüllüğü %87.1, PPD %65.4 ve NPD %100).   

Sonuç olarak; bu çalışmada KİT yapılan hastaların pp65 antijenemi ve CMV DNA 

sonuçları karşılaştırılmış olup, pp65 antijenemi testinde 1 pozitif hücre/200.000 hücreye 

karşılık gelen CMV DNA PCR testi değeri 152 IU/ml olarak belirlenmiştir. Bu sonuç, 

hasta izleminde testler arasında geçiş yapıldığında ve düşük viral yük sonuçlarının 

klinik açıdan yorumlanmasında yardımcı olacaktır. Literatür incelendiğinde farklı 

merkezlerde yapılan çalışmalarda 1 hücre pozitifliğine denk gelen DNA düzeyinin farklı 

olduğu görülmüştür. Bu nedenle her merkezin çalıştığı testin  eşik değerini belirlemesi 

gerektiği kanaatine varıldı.  
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