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KEMIK ILiGI TRANSPLANTASYONU YAPILAN HASTALARDA
CYTOMEGALOVIRUS (CMV) ANTIJENI VE CMV DNA’NIN
ARASTIRILMASI
Dincer KOC
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi Agustos 2018
Damisman: Prof.Dr. Selma GOKAHMETOGLU
OZET
Amac¢: CMV immiin sistemi normal kisilerde genellikle asemptomatik hastalik

olusturmasina ragmen, transplant alicilar1 ve HIV/AIDS hastalar1 gibi immiin sistemi
baskilanmis hastalarda ciddi mortalite ve morbidite nedeni olmaktadir. Bu ¢alismada
kemik iligi transplantasyonu (KIT) yapilan hastalardan elde edilen kan orneklerinde
elde edilen CMV DNA sonuglar1 ile CMV pp65 antijen test sonuglarinin
karsilastirilmas: amaglandi.

Materyal ve Metod: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi M. Kemal Dedeman
Hematoloji-Onkoloji Hastanesi, Hematoloji boliimii poliklinik ve servislerinde takip
edilen KIT yapilan hastalar calismaya dahil edildi. Calismaya alman 156 hastaya ait
ornek pp65 antijenemi testi indirekt immunofloresan yontemi (CINA kit, Argene-
Biosoft, Fransa) ile CMV DNA ise real time PCR (RT-PCR) (Artus® CMV QS-RGQ
Kit, QIAGEN, Almanya) yontemi ile arastirildi. Antijenemi testinde > 1 hiicre/200.000
pozitifligine karsilik gelen viral yiik diizeyi ise ROC analizi ile belirlendi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 174 6rnegin; 121 (%69.5)’inde antijenemi ve CMV
DNA negatif, 33 (%19) ornekte her iki test sonucu pozitif bulundu. pp65 antijenemi
testi negatif 20 hastaya ait ornekte (%11.5) CMV-DNA pozitif saptandi. Her iki test ile
pozitif saptanan Ornekler degerlendirildiginde, plazma CMV-DNA diizeyi ile pp65
pozitif hiicre sayisi1 arasindaki korelasyon istatistiksel olarak anlamli bulundu (r=
0.660). ROC analizi ile >1 pozitif hiicre/200.000 hiicre antijenemi pozitifligine karsilik
gelen CMV-DNA diizeyi 152 IU/ml olarak tespit edildi.

Sonuc: Sonug olarak antijenemi ve CMV DNA test sonug¢larinin uyumlu oldugu ve bir
antijen pozitifligine karigilik gelen esik CMV DNA diizeyinin 152 IU/ml oldugu
bulundu. Ancak her merkezin kendi kosullarina uygun esik degerleri belirlemesi
gerektigi kanaatine varildi.

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

transplantasyonu



vi

INVESTIGATION OF CYTOMEGALOVIRUS (CMV) ANTIGEN AND CMV
DNA IN BONE MARROW TRANSPLANT RECIPIENTS
Dincer KOC
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Microbiology, Master of Science Thesis
Agust 2015
Supervisor: Prof.Dr. Selma GOKAHMETOGLU
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 [U/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.GIRIS VE AMAC

Insan Herpesviriis 5 (HHV-5) olarak tammlanan Cytomegalovirus (CMV),
Herpesviridae ailesinin Betaherpesvirinae alt smifiin tiyesi olup, lenfotropik bir
viriistiir. Tim diinyada yaygindir ve her yastan insam enfekte eder. Bulagmada
mevsimsel ve epidemik Ozellik yoktur. CMV seroprevalansi tiim toplumlarda yasla

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

CMV prevalansi kalabalik yasam kosullarina sahip diisiik sosyoekonomik gruplarda
daha yiiksektir. Viriis, enfekte kisilerle direkt yakin kisisel temas sonucunda hizla
yayilmaktadir. CMV; tiikiiriik, idrar, anne siitii, gdzyasi, digki, vajinal ve servikal
sekresyonlar, kan ve semen gibi pek ¢ok viicut sivisinda saptandigi icin bulasmanin ¢ok
cesitli yollarla olabilecegi aciktir. Diger herpesviriislerin enfeksiyonlarinda oldugu gibi
primer CMV enfeksiyonu persistan veya latent enfeksiyonla sonuc¢lanmaktadir (1).
Virlisiin monositler, notrofil 16kositler, makrofajlar, lenfositler, vaskiiler endotel
hiicreleri, bobrek epitelyum hiicreleri ve tiikiiriik bezlerinde latent kaldig:
diisiiniilmektedir (2). CMV enfeksiyonlari, saglikli cocuklar ve eriskinlerde genellikle
asemptomatiktir. Bununla birlikte; immiin yetmezlikli konaklarda ve transplant

alicilarinda ciddi sonuglar ortaya ¢ikmaktadir.

Organ transplant alicilarinda CMV enfeksiyonu sikligi ve siddeti; transplant tipine,
nakledilen organin kaynagina, alicinin immiin durumuna ve immiinsupresif tedavinin
siiresine baghdir. Bu hastalarda belli basli semptomlar genellikle ates, halsizlik, letarji,
miyalji veya artralji, l0kopeni, trombositopeni ve hepatit seklindedir. Aktif enfeksiyon
siklikla, transplantasyondan sonra immiinsupresyonun en iist noktaya ulastigi 1-4. aylar
arasinda veya HIV ile enfekte kisiler i¢cin CD4+ lenfosit sayis1 50 hiicre/ul’nin altina

diistiigiinde gelisir (3). Solid organ ve kemik iligi/ kok hiicre transplantasyonlarindan



sonra goriilen firsat¢1 enfeksiyonlarin birinci siklikta nedeni CMV’dir. Transplantasyon
sonrasinda primer CMV enfeksiyonuna bagli CMV hastalig1 gelisme riskinin %40-60
civarinda oldugu goriilmiistiir. En riskli durum; alicinin seronegatif, vericinin
seropozitif olmasidir. Profilaktik olarak antiviral tedavi yapilmadiginda, allojenik kemik
iligi transplant alicilarinin ~%50’sinde aktif enfeksiyon, %20-25’inde de CMV hastalig1
gelistigi  goOriilmiistir. CMV  enfeksiyonu ve hastaligi gelisme riski, otolog

transplantasyon sonrasinda en diisiiktiir (2).

Kemik 1iligi transplantasyonundan sonra CMV enfeksiyonu, Ozellikle pnomoni ile
iliskili oldugunda, morbidite ve mortalitenin 6nemli sebeplerinden biridir (3). CMV
enfeksiyonlarinin tanisinda; serolojik testler, kiiltiir yontemleri, antijenemi testi ve
niikleik asit saptama yontemleri kullanilmaktadir (1). Ancak immiin sistemi baskilanmig
hastalarda antikor yanmitinin eksik ya da bozuk olmasi, serolojik yOntemlerin
gecerliligini sinirlandirmaktadir. Vireminin ve viral yiikiin tespitinde en giivenilir
yontemlerin kanda CMV pp65 antijenemi testi ve molekiiler yontemlerle CMV DNA
saptanmas1 oldugu bildirilmektedir. Son yillarda yaygm uygulama alani bulan gercek
zamanli “real-time” polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yonteminin, CMV DNA’nin
arastirilmasinda diger molekiiler yontemlere kiyasla daha duyarli oldugu da rapor

edilmektedir (4,5,6).

Bu calismada, kan 6rneklerinde RT-PCR yontemiyle elde edilen CMV DNA sonuclari

ile CMV pp65 antijen test sonuglarmin karsilastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BiLGIiLER
2.1.Tarihce

CMV, 19. yiizyilin sonlaria dogru ilk kez Ribbert tarafindan bir bebegin bébreklerinde
inkliizyon tasiyan genis ve protoozona benzeyen hiicreler olarak tanimlanmistir (7,8).
‘Cytomegalia’ kelimesi ilk defa 1921’de Goodpasture ve Talbert tarafindan
kullanilmigtir (8). Viriis izolasyonu, 1956 yilinda Smith, Weller ve Rowe tarafindan
gerceklestirilmistir (9). Cytomegalovirus adi da Weller tarafindan enfekte hiicrelerde

yaptig1 degisikliklerden dolay1 kullanilmistir (10).

CMV’nin oOnceleri sadece konjenital enfeksiyonlarla iliskili oldugu diisiiniilmesine
ragmen, ilerleyen yillarda organ transplantasyonu ve immiinsupresif uygulamalardan

sonra gelisen ciddi enfeksiyonlara da sebep oldugu belirlenmistir (11).
2.2.Smiflandirma

International Committee for Taxonomy of Viruses tarafindan insan Herpesviriis 5 olarak
tamimlanan CMV, Herpesvirales takimi, Herpesviridae ailesinde bulunur. CMV tiikiiriik
bezlerine olan tropizmi, hiicre kiiltiiriinde ge¢ iiremesi gibi Ozellikleri sebebiyle
Betaherpesvirinae alt ailesinde yer alir. CMV ile HHV-6 ve HHV-7 arasinda homolog
sekans bolgeleri saptandigindan dolay:r bugiin HHV-6 ve HHV-7, CMV ile birlikte

Betaherpesviriisler arasinda siiflandirilmaktadir (1).
2.3.Viriisiin Genel Ozellikleri

CMV, 120-200 nm capinda olup herpesviriisler icindeki en biiyiik virlistiir. Cift
sarmalli, 235 kb biiyiikliigiinde lineer DNA igceren genomunu, 162 kapsomerden olusan
ikozahedral simetride bir kapsid cevreler. En dig tabakada bulunan zarf; lipid ve
glikoproteinden olusmustur. Zarf tabakas1 ile kapsid arasinda, biiylikk oranda
fosfoproteinlerden olusmus tegiiment ya da matriks denilen bir yapi1 bulunmaktadir
(1,8). Viral DNA, kisa (unique short:Us) ve uzun (unique long:UL) olarak adlandirilan

iki bolgeden olusmustur. Us bolgesinde “Inverted repeat short* (IRs) ve “Terminal



repeat short (TRs) bolgeleri bulunur. Bu bolgeler UL bdlgesinde de mevcut olup
“Inverted repeat long** (IRL) ve “Terminal repeat long** (TRL) olarak adlandirilir.

CMV'nin DNA's1 208 ‘open reading frame’ (ORF) icerir. Ancak tekrar bolgeleri nedeni
ile baz1 protein ORF'leri ¢ift kopya olarak bulunmaktadir. Bunun sonucunda 178 6zgiil
proteinin sentez edildigi Ongoriilmektedir. CMV ORF’lerinin 1/4i DNA sentezi ve
metabolizmasmi yonetmektedir. Geriye kalan kismi ise CMV’nin yapist ve
olgunlagmasindan sorumludur (12). CMV icin korunmus bdlgeleri olusturan ORF sayis1
46’dir. Genomun G+C icerigi % 54-59 arasinda degismektedir (14,15,16).

Baglica CMV kapsid proteinleri arasinda major kapsid proteini (pUL86) ve mindr
kapsid proteini (pUL46) bulunmaktadir. Major kapsid proteini yapisal olup, mindr
kapsid proteini ise DNA ile birlesir (12,17). Ayrica pULS8O0, kapsidle ilgili bir birlesme
(assembly) proteini olup, assemblin adini alir. Bu protein viriisiin olgunlagsmasinda rol
oynar. Viral kapsid ile zarf arasinda bulunan matriks (tegiiment) kisminda bulunan
proteinler, virion proteinlerinin yaklasik %40’1 kadar olup, bircogu fosforile olmus
(fosfoprotein= pp) durumdadir (19). Bu proteinlerden “upper matrix protein” denen
pp71 (ppULS?2), diger bir protein olan pUL69 ile birlikte CMV’nin “major immediate-
early enhancer-prometer” (MIEP)’inin aktivasyonunda gorev alirlar. Hiicre kiiltiiriinde
ppUL32 ve ppULY, viriisiin iiremesi i¢in dnemlidir (20). Kapsid ve zarfla spesifik iliski
kuran tegiiment proteinlerinden UL32 tarafindan kodlanmis pp150, kapsid proteinini
baglar. Bu etkilesimin sonucu olarak CMV, elektron mikroskobunda ikozahedral
simetrili diizenli bir yap1 olarak goriiniir (21). UL99 tarafindan kodlanan pp28, virion
zarfi ile iletisim icindedir ve tegiimentin yapisinin korunmasina yardimci olur. Ayrica,
viral replikasyon ve tegiiment organizasyonunda rol almayan diger bazi tegiiment
proteinleri de vardir (22). Bunlara ilaveten ppUL32 (pp150), ppUL44 (pp52), ppUL28
(pp130) immiinojenik olup, viriisiin olgunlagmasina yardimci olan ve serolojik tanida

yararlanilan diger tegiiment proteinleridir (2, 17, 23).

Onemli tegiiment proteinlerinden olan ve bunlarin % 95'ini olusturan ppULS83 (pp65),
ayni zamanda 'lower matriks proteini' olarak da adlandirilir. Antijenemi testi ile pp65
antijeni  arastirilmaktadir. Aym1  zamanda pp65 proteini, MHC-1 (Major
Histocompatibility Complex) kisith sitotoksik T (Tc) lenfositler i¢cin en 6nemli hedeftir
(12,17).



Zarf glikoproteinleri konak hiicreye tutunmada, penetrasyonda, bir hiicreden diger
hiicreye yayilmada ve bagisik yanitta hedef proteinlerdir. CMV zarf glikoproteinleri,
gcl, gell, gelll olmak iizere 3 ayr1 kompleks yapi icerir. Bunlar viral zarfin tizerindedir.
Fakat bunlar glikoprotein adlandirilmasinda sirasiyla gB, gH: gl. ve gM: gN olarak
bilinir ve hepsi replikasyonda onemli rol oynarlar (22,24). ULSS ile kodlu gB, zarfta
disiilfit baglayici homodimer olarak ortaya cikar, hiicreden hiicreye geciste, viriisiin
baglanmasi1 ve hiicreye girisinde onemli rol oynar. gB’ye karsi olusan monoklonal
antikorlar CMV’nin hiicre igerisine girisini énlemektedir. Bu nedenle gB, CMV asis1
icin aday bir antijen niteligi tasimaktadir (12,17). Konak hiicre reseptorlerine baglanma
yoniinden 6nemli gorev yapmakta olan gH:gl.’nin ¢ogalmasi, enfeksiyon yoklugunda
sinsityum olusumunu saglar (25). UL100 kodlu gM ve UL73 kodlu gN, a-herpesviriis
replikasyonu i¢in gerekli degilken, CMV replikasyonu i¢in gereklidir (25). CMV'nin
morfolojik yapis1 sekil I’de gosterilmistir.

Viral capsid
Glycoprotein

Tegument

ds DNA

Membrane

HCMV Human Cytomegalovirus

Sekil 1. CMV’nin morfolojik yapisi (18).

2.4.Replikasyonu

CMV de diger herpesviriisler gibi konak hiicrenin cekirdeginde replike olmakta,
replikasyon swrasinda kendi DNA polimerazlarini kullanmaktadir. Viral DNA’nin
kapsid icerisine yerlesmesi hiicre ¢ekirdeginde gerceklesirken, viral zarf ise konak
hiicrenin ¢ekirdek zarmndan kazamlir. Viriisiin ¢ogaldigr hiicrenin icerisinde enfektif
proviriisiin olusmas1 daima degisik derecelerde hiicre harabiyeti ile sonuglanirken latent

enfeksiyonda ise hiicre harabiyeti yoktur. Genom sirkiiler yapidadir ve viral antijenlerin



tamami eksprese edilmez (1, 2, 17, 23). Replikasyon yaklagik 48-72 saat kadar siirer.
CMV replikasyonu en erken, erken ve gec donemler olmak {iizere ii¢ asamada
gerceklestirilir. En erken gen iiriinlerinin ekspresyonu ¢abuk olmasina karsin, erken ve
gec gen liriinlerinin ekspresyonu ise 24-36 saat sonra baglar ve 72-96 saat sonra en
yiiksek diizeye ulasir. CMV replikasyonunun gerceklestigi hiicreler; farklilasmis insan
hiicreleri, makrofajlar, deri ve akciger fibroblastlaridir (1, 12, 17, 26). CMV
replikasyonunda ilk asamalar viriisiin zarf glikoproteinleriyle hiicre yiizeyine tutunmasi
ve penetrasyonudur. Diger herpesviriislerde oldugu gibi heparan siilfat viriis-hiicre
iliskisinin bu asamasinda rol alir. Ancak tam tutunmada heniiz tam olarak
belirlenememis farkl reseptorlerin de olaya katildig: diistiniilmektedir. Tutunmada beta-
2 mikroglobiilin molekiilii, hiicre yiizeyi reseptorleri ile viral glikoproteinler arasinda
koprii olusturur. Tutunmadan sonra viral zarf ve hiicre zarinin fiizyonu ile penetrasyon
gerceklesir. Kapsid agiga cikar ve viral DNA’y1 cekirdek zari porlarmmdan ¢ekirdege
ulagtirir. Cekirdekte konak hiicre RNA polimeraz II enzimi kullanilarak DNA’nin
transkripsiyonu gerceklesir. Baslangicta yeni protein sentezine gereksinim duymadan en
erken gen irlinleri sentezlenir. Bu gen {iriinleri enfeksiyonun ge¢ donemine kadar
eksprese olarak viral genom {lizerine pozitif ve negatif diizenleyici seklinde etki ederler.
En erken donem proteinleri sentezlendikten sonra sitoplazmada kiimelenirler. Bu
donemde erken ve ge¢ doneme ait mRNA’larin ortaya ¢ikmasina karsin translasyonlari
hemen olmamaktadir. Bunun sebebinin erken proteinlerin diizenleyici etkileri oldugu
diisiiniilmektedir. Erken replikasyon doneminde niikleik asit baglayan proteinlerin de
sentezlenmesiyle birlikte, viral DNA polimeraz tarafindan DNA’nin sentezi gerceklesir.
Gec¢ donemde yapisal proteinlerin sentezi olur. Bunlardan niikleokapsid proteinleri
cekirdekte toplanir ve viral DNA kapsid icine yerlesi. DNA’y1 icine alan
niikleokapsidler cekirdek zarindan zarflarrm alarak periniikleer sisternalara
tomurcuklanirlar ve sitoplazmik vezikiiller i¢inde hiicre zarma tasinir, ekzositoz ile

saliurlar (1, 12, 26).
2.5.Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

CMV, %20’lik eter soliisyonu ile 2 saatte, UV 1s1ginda 5 dakikada, 56°C’de 30
dakikada inaktive olur. Ayrica diisiik pH derecelerine ve %10’luk sodyum hipoklorid
soliisyonuna duyarhidir. CMV viicut disinda yasamaya dayanikli degildir. Dondurup

¢ozme islemleri viral titrenin diismesine neden olur. CMV ile enfekte hiicrelerin



saklanmasinda sivi azot icinde, %20 fetal calf serumu ve %10 dimetilsiilfoksit ilave
edilmis Eagle besiyeri ya da %20 dimetilsiilfoksit ile desteklenmis Eagle’in minimal
essential medium’u 6nerilmektedir. Diger herpesviriislere kiyasla -20°C’a dayanikliligi

daha azdir; -70°C’da saklanmasi gereklidir (2, 16, 17).
2.6.Epidemiyoloji

CMV enfeksiyonu endemik olup, seroprevalansi tiim toplumlarda yasla birlikte
artmaktadir ve oran1 %40-100 arasindadir. Hayatin erken yillarinda kazanilan viriisiin
prevalansi1 kalabalik yasam kosullarina sahip gruplarda en yiiksektir. Bu durumun
ortaya ¢ikmasinda kotii hijyen kosullar1 yaninda toplum i¢i yakin temas da yiiksek risk
faktorii olarak giindeme gelmektedir (17). CMV vertikal ve horizontal olarak
bulasabilir. Vertikal yolla bulas, enfeksiyon gebelik doneminde geg¢irildiginde soz
konusudur ve fetiis transplesantal olarak enfekte olur. Horizontal yolla bulas ise viriisu
sacan kisilerle yakin temas sonrasi gerceklesir. CMV; kan, tiikiiriik, idrar, gozyasi,
semen, diski, servikovajinal sekresyonlar, anne siitii gibi pek cok viicut sivisinda
bulundugundan dolay1; bulagsma kan transfiizyonu, solid organ veya kemik iligi
transplantasyonu, cinsel iliski, emzirme ve viriisu sacan kisilerle yaki temas gibi ¢cok
cesitli yollarla olabilmektedir  (1,15). CMV enfeksiyonlari, dogumdan ©nce
(konjenital), dogum sirasinda (perinatal) veya hayatin ileri yillarinda (postnatal)
kazanilanlar  olarak  smiflandirilabilir.  Konjenital veya kazanilmis CMV
enfeksiyonlarindan sonra viriisiin uzun siire etrafa sacilmasina bagl olarak viriis, etrafa
daha kolay yayilabilmektedir. Viriis salinimi primer enfeksiyon sonrasinda haftalarca,
aylarca ve hatta yillarca devam edebilmektedir (1). Gebe bir kadinda primer veya
rekiirren enfeksiyon sonrasi transplasental enfeksiyon geligebilir. Primer maternal
enfeksiyonda fetusa CMV bulasma riski ve semptomatik fetal enfeksiyon orani daha
yiiksektir. Yenidoganlar, enfeksiyonu dogum sirasinda dogum kanalindaki viriisle temas
ederek de kazanabilirler. Gebe kadimnlarin yaklasik %10‘unun dogumda veya
doguma yakin donemde genital kanallarinda CMV bulunmaktadir ve viriis
yenidoganlarin yaklasik %50’sine bulagmaktadir. Viriis salinimi infantlar 3-12 haftalik
olduklarinda baslar ve genellikle asemptomatik kalir. CMV’nin anneden infanta anne
siitii ile bulag1 da ¢ok siktir ve diisiik dogum agirlikli prematiir infantlar hastalik geligimi

acisindan en yiiksek riske sahiptirler (1, 2).



Ulkemizde gebelerde yapilan calismalarda CMV seroprevalans oranlart %90’1n

izerinde bulunmustur (27, 28, 29, 30).

Sosyoekonomik diizeyi yiiksek toplumlarda yetigkinler arasindaki seropoziflik orani
%50-60, gelismekte olan toplumlarda ise %90-100’diir (17, 19, 31). Seroprevalans;
Avrupa, Kuzey Amerika iilkelerinde ve Avustralya’da diisiik, Afrika, Giineydogu Asya
tilkelerinde oldukcga yiiksektir. Bazi iilkelerde eriskinlerde yiiksek oranda seyrederken,
baz1 iilkelerde %90-100 oraninda ¢ocuklukta kazanilmaktadir. Cok eslilik, ilk cinsel
iliski yast ve korunma yoOntemlerinin kullanilmamasi1 gibi faktorler de CMV

seroprevalansini etkilemektedir (32).
2.7.Patogenez ve immiinite

CMV tiikiiriik, idrar, kan, anne siitii ve genital sekresyonlar gibi enfekte viicut
stvilarinin mukozal temasi yoluyla viicuda girmektedir. Viriis ayrica kan iiriinleri ya da

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

CMV enfeksiyonunun patogenezinin temelini konak immiin yanit1 olusturmaktadir.
CMYV, konak hiicrenin protein yapisini etkileyerek hiicre c¢ogalmasi gibi bazi
fonksiyonlar1 bozmaktadir. Ayrica fetal CMV enfeksiyonunda goriilen merkezi sinir
sistemi (MSS) anomalilerinde oldugu gibi bazi faktorlerin salinimini etkileyerek komsu

hiicrelerin fonksiyonlarii da engelleyebilmektedir (17).

Virilis tiikiiriik bezi, bobrek duktal epitelyum, sekretuar glandlar1 ve fibroblastlari
enfekte eder. CMV ile bir kez enfeksiyon sonrasi birey viriisii hayat boyu tasir ve
aralikli olarak sacabilir. Ik olarak hiicre niikleuslarinda belirgin genisleme olur.
Sitoplazmalar1 cok genislemez. Intraniikleer inkliizyon cisimcikleri gozlenir. Cok
cekirdekli dev hiicreler olusur. Inkliizyonlarin etrafi bos sekildedir ve bunlar tipik olarak

baykus goziine benzetilerek “owl eye” inkliizyon cisimcikleri olarak isimlendirilir (34).

Herpes Simplex Viriis (HSV), Varicella Zoster Viriis (VZV) gibi diger herpesviriisler
belirli bolgelerde latent olarak kalirken CMV cok c¢esitli bolgelerde latent kalabilir.
Latent enfeksiyon sirasinda periferik mononiikleer hiicrelerden ya da kemik iliginden
kaynaklanan mononiikleer hiicrelerin %0.004-%0.01’inde CMV viral genomu bulunur.
Bu genomlar da her enfekte hiicrede 2-13 kopya kadardir (35). Genomik hiicre DNA’s1
monosit/makrofajlar (36), lenfositler ile CD34+ kemik iligi hiicreleri (37), immatiir



dendritik hiicreler (38) ve endotel hiicreleri (39, 40) gibi cesitli hiicre gruplarindan izole
edilebilir (41).

CMV in vitro sartlarda monositler, endotel hiicreleri, damarlardaki diiz kas hiicreleri ve
bazi CD8+ T hiicrelerinde iiretilmisti. CMV enfeksiyonunun kontroliinde hiicresel
bagisiklik sorumludur. Erken donemde 6zellikle dogal dldiiriicii (NK) hiicreler ve CD8+
T lenfositler koruma saglamaktadir. CMV enfeksiyonu giiclii bir spesifik hiicresel
immiin yanit indiiklemesine ragmen, enfeksiyon ayni zamanda immiinsupresyon da
yapabilmektedir. Bu nedenle sekonder bakteriyel veya fungal enfeksiyonlara
(Pneumocystis jirovecii (carini), Aspergillus fumigatus ve Candida albicans gibi)

predispozisyon olusturmaktadir. (34).

CMV enfeksiyonlariin bazi 6zellikleri viriisiin immiin sistemden kagarak viicutta
persistan kalmasma yardim edebilir (1, 2). Bunlardan biri viriisiin yavas liremesi ve
hiicreden hiicreye flizyonla yayilmasi nedeniyle antikor nétralizasyonundan
sakimasidir (42). Ikincisi, CMV enfeksiyonun hiicre yiizeyinde MHC Sinif I
proteinlerini azaltmasidir. Boylece enfekte hiicrelerin sitotoksik T hiicrelerinin
lizisinden kurtulmalarmi saglar. Bunun disinda bir CMV proteini olan (UL18), MHC-
smif I agir zinciriyle homoloji gostermekte ve beta-2 mikroglobiilin ile iliskiye
gecmektedir. Boylece CMV hem T hiicresini tanima mekanizmasina miidahale eder,

hem de serbest virionlar1 kaplayarak bunlar1 antikorlardan korur (1, 2).

CMV spesifik antikorlar CMV’den korunma saglar ve hastaligin yayilmasini ve ciddi
enfeksiyon gelisme riskini azaltir. Seropozitif annelerden dogan bebeklerde anneden
gecen antikorlarin CMV’ye karst koruyucu olmasi ve seropozitif annelerdeki
antikorlarm fetal enfeksiyonu engellemesi CMV enfeksiyonundan korunmada humoral

yanitin 6nemli oldugunu gostermektedir (10,17).
2.8.Hastalik ve Klinik Bulgular

CMV’nin insanlarda olusturdugu klinik tablo; CMV enfeksiyonu, CMV sendromu ve
CMV hastalig1 seklinde ortaya ¢ikmaktadir. CMV enfeksiyonu; herhangi bir semptom
olmaksizin hasta drneklerinden viriisiin izole edilmesi, viral DNA’nin, viral antijenlerin
veya anlamli antikor yanitinin saptanmasidir. CMV enfeksiyonuna eslik eden
semptomlarla birlikte CMV sendromu meydana gelir. Iki giin ve iizerinde devam eden
>38°C ates, yeni veya artmus halsizlik, %5 ve iizerinde atipik lenfositler, 16kopeni,

trombositopeni, normal iist sinirin iki katindan daha fazla alanin aminotransferaz (ALT)
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veya aspartat aminotransferaz (AST) (sadece karaciger dis1 transplant alicist olanlar)
diizeyi ve CMV pozitif kan kiiltiiriiyle baglantili semptomlar; CMV antijenemi veya
DNA/RNA pozitifligi olup, semptomlarin ve bulgularin baska hi¢bir nedeninin
belirlenmemis oldugu CMV enfeksiyonu, CMV sendromu olarak adlandirilir. CMV
hastalig1 ise, CMV enfeksiyonu gelismis bireylerde goriilen pndmoni, hepatit, kolit,
retinit, meningoensefalit gibi doku invazyonunun semptom ve bulgular1 ve CMV pozitif

doku drneklerinin bulundugu invaziv doku hastaligidir (43).

Klinik tablolar; normal konaklarda CMV enfeksiyonu, immiin yetmezligi olan
konaklarda ve solid organ alicilarinda CMV enfeksiyonu, konjenital CMV enfeksiyonu
olarak ele alinabilir (44, 45, 46).

2.8.1.Normal Konaklarda CMV Enfeksiyonlari

Normal konaklarda CMV’ye baglh primer enfeksiyonlarm biiyiik bir boliimii genellikle
subklinik seyirlidir. Cocuk ve erigkinlerde viriis ile temastan sonra ¢cogu kez 4-8 haftalik
bir kulucka doneminin ardindan enfeksiyoz mononiikleoz benzeri bir hastalik tablosu
ortaya c¢ikmaktadwr (16). Mononiikleoz tablosunda ates, halsizlik, lenfadenopati,
miyalji, splenomegali, karaciger fonksiyon testlerinde (KCFT) bozukluk ve lenfositoz
goriiliir. Atipik lenfosit sayis1 artar (>%10), heterofil antikor testi negatiftir. Subklinik
hepatit geligebilir. Uzun siireli CMV enfeksiyonu normal konaklarda bobrekte
genellikle hasara yol acmamaktadir. Ancak CMV enfeksiyonunda tiikiiriik bezlerinin
tutulumu siktir ve muhtemelen kroniktir. Primer CMV enfeksiyonlarinda hiicresel
immiinite baskilanir ve aylar sonra normale doner. Bu durumun viral persistansa neden

olabildigi diistiniilmektedir (1, 47).

2.8.2.immiin Yetmezligi Olan Konaklarda ve Solid Organ Alicilarinda CMV

Enfeksiyonlar:

Bu hastalarda enfeksiyonlar; latent viriisiin reaktivasyonu veya verilen kan ya da
nakledilen organdaki ekzojen viriisle primer enfeksiyon veya reenfeksiyon sonucunda
gelisebilir. Primer enfeksiyon sonrasinda daha siddetli semptomlar meydana gelir.
Bununla birlikte agir immiin yetmezligi olan konakta meydana gelen reaktivasyon veya
reenfeksiyon da ciddi hastalik tablosu olusturabilir. Aktif enfeksiyon siklikla,
transplantasyondan sonra immiinsiipresyonun en iist noktaya ulastigi 1.-4. aylar arasinda
veya HIV ile enfekte kisiler icin CD4+ lenfosit sayis1 50 hiicre/pl’nin altina diistiigiinde
gelisir. Organ transplant alicilarinda CMV enfeksiyonu sikligi ve siddeti transplant
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tipine, nakledilen organin kaynagma, alicinin immiin durumuna ve immiinsupresif
tedavinin siiresine baghdir. Bu hastalarda belli basli semptomlar genellikle ates,
halsizlik, letarji, miyalji veya artralji, lokopeni, trombositopeni ve hepatit seklindedir.
Spesifik organ hasarlari; akciger veya kalp-akciger alicilarinda pnomoni; kardiyak
alicilarda myokardit, retinit, ilerleyici vaskiiler hasar ve ateroskleroz; karaciger ve
pankreas alicilarinda sirasi ile hepatit ve pankreatit ile sonuclanabilir, gastrointestinal
hastalik gelisebilir (3). Kemik iligi transplantasyonu (KIT) sonrasinda en sik 28. giin ile
100. giinii kapsayan donemde ortaya ¢cikan CMV enfeksiyonu, bu hastalarda 6nemli
morbidite ve mortaliteye sebep olmaktadir. CMV’nin KiT alicilarinda hayat1 tehdit eden
en onemli komplikasyonu pnomonidir (19). KiT yapilanlarda CMV pnémonisinin agir
seyretmesinin nedenlerinden biri olarak, akcigerlerde graft-versus-host hastaligi
(GVHD) varlhig ileri siiriilmiistiir (47). Klinik yelpaze hastanin serolojik durumuna gore
degiskenlik gosterir. Seronegatif alictya [(R)(-)] seropozitif vericiden [(D)(+)] organ
nakli yapildiginda alicida primer CMV enfeksiyonu gelisebilir. Boyle bir serolojik
durumda seronegatif alicilara riski azaltmak icin filtre edilmis kan kullanilmalidir (48).
Seropozitif alicida ise CMV reenfeksiyon seklinde gelisir (48). CMV seronegatif
alicilarda gelisen primer CMV enfeksiyonu, immiinolojik bellek yokluguna bagl olarak
viral replikasyon sinirlanamadigindan, siddetli hastalik tablolarmma yol acar. CMV
seropozitif alicilarda gelisen sekonder enfeksiyonlar, immiinolojik bellek sayesinde
smirlanabilir, bu nedenle genellikle asemptomatik ya da hafif seyreder. Ancak yine de
immiin yetmezlik derecesine ve kullanilan immiinsupresif tedaviye baglh olarak CMV

hastalig1 olusabilir (2,16).
2.8.3.Konjenital CMV Enfeksiyonlari

CMV enfeksiyonu konjenital enfeksiyonlarin en sik saptanan nedenidir ve yenidogan
infantlarin %0,2-2,5'inde saptanmaktadir (1). Konjenital CMV enfeksiyonu annenin
primer enfeksiyonu esnasinda veya enfeksiyonun reaktivasyonu sonucu olugmakta,
bununla beraber yenidogan hastaliginin ortaya c¢ikmasi Ozellikle primer enfeksiyonla
ilgili olmaktadir. Primer maternal CMV enfeksiyonlarinda fetiisii etkileme olasilig1 %50
civarinda iken, bu oran rekiirren enfeksiyonlarda %1’den azdir (2, 16). Konjenital
enfeksiyonun agirligim etkileyen faktorler tam olarak bilinmemekte olup, presipitan
antikorlarm olusumundaki kapasite yetersizligi ve T hiicre cevabindaki yetersizlik ile

ilgili oldugu diisiiniilmektedir (15, 49). Konjenital CMV enfeksiyonu, intrauterin veya
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perinatal bulas sonucu gerceklesmektedir (50). Konjenital olarak enfekte infantlarin
%5'den azinda yenidogan doneminde semptom gelisir. Olas1 belirtiler: intrauterin
gelisme geriligi, sarilik, hepatosplenomegali, petesi, trombositopenik purpura,
miyokardit, pndmoni, santral sinir sistemi anomalileri ve koriyoretinit gibi siddetli
hastaliktan daha sinirli tutuluma kadar degisebilir (1). Bu belirtiler dogumda olabilecegi
gibi dogumdan sonraki ilk giinlerde de ortaya ¢ikabilir. Klinik tablo hafif veya cok agir
olabilir, 6liimle sonuclanabilir. Bu bulgular siklikla ¢cok azdir ve CMV’ye spesifik
olmadiklar1 i¢cin bu bebeklerde CMV’nin arastirilmadig: belirtilmektedir (51).

2.9.CMV’nin Laboratuvar Tams1

CMV enfeksiyonunun laboratuvar tanisi ii¢ ana baslikta toplanabilir:
Direkt Inceleme

Viriis izolasyonu

Serolojik Testler

2.9.1. Direkt inceleme

2.9.1.1. Histopatolojik Inceleme

Lokalize CMV organ hastaliklarinin tanisinda Wright-Giemsa, Hematoksilen-Eosin
(HE), Papanicolau (PAP) ile boyanmis biyopsi Ornekleri yararli olabilir. Bu
orneklerdeki incelemelerde, bazofilik intraniikleer inkliizyonlar igceren tipik sitomegalik
hiicreler ve eozinofilik sitoplazmik inkliizyonlar goriilebilmektedir. Niikleer inkliizyon,
smirinda belirgin kromatin icerdigi icin ve bunun etrafindaki acik alan niikleer
membrana kadar uzandigi icin baykus gozii (owl’s eye) gOriiniimiine sahiptir.
Histopatolojik yontemlerin, 6zgiilliigii yiiksek (%97) olmasma ragmen, duyarliliklari
(%84) dustiktiir (52). Bunun nedeni CMV’nin morfolojik degisiklikler yapmadan da
dokular1 enfekte edebilmesidir. Tipik sitomegalik hiicrelerin goriilmemesi CMV
enfeksiyonu olmadig1 anlami tasimamaktadir. Histopatolojik yontemlerin duyarliligi,
histokimyasal boyama ve in situ hibridizasyon ile artirilabilmektedir (8, 19). Idrar,
tiikkiiriik, anne siitii, servikal sekresyonlar ve CMV ile enfekte dokulardan hazirlanan
sirme (degdirme) preparatlarda eksfoliyatif sitolojik testler (EST) kullanilarak
inkliizyon iceren enfekte hiicreler gosterilebilmektedir. Bu yontemin 6zgiilligii yiiksek,

duyarlilig: diistiktiir. Yalanci negatif sonuglarla siklikla karsilagilmaktadir (1,16). Viriis
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izolasyon yontemlerinin uygulanamadig1 durumlarda EST tanida yararli yontemlerden
biridir (1).
2.9.1.2. Antijenemi (pp65) Testi

CMV antijenemi (pp635) testi, transplant alicilar1 ve HIV ile enfekte kisilerde periferik
kan lokositlerinde CMV'nin arastirilmasi ve kantitasyonu i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (53). Antijenemi testi CMV enfeksiyonunun erken tanisinda duyarls,
spesifik ve hizli bir yontemdir. Test, 2-4 saat icinde tamamlanip, aym giin icinde
sonuclandirilmaktadir. Bu test ile CMV, semptomlarin baslangicindan 6nce saptanabilir
ve viral yiikk kantite edilebilir. Bu kantitasyon CMV hastaligmi ©6ngérmede ve
asemptomatik enfeksiyondan ayirt etmede faydalidir. Ayrica, CMV hastalig1 a¢isindan
yiiksek riskli kabul edilen hastalarin rutin takibinde de kullanilabilmektedir. Yapiligi
nispeten kolay olan bu test, periferal kan lokositlerinde viriisiin 65 kilodalton (kDa)
biiyiikliigiinde alt matriks fosfoproteininin (pp65) immiinohistokimyasal olarak
saptanmasi1 esasina dayanir. Enfekte hiicrelerin niikleusunda homojen goriiniimlii elma
yesili floresan varlig1 pozitif olarak degerlendirilmektedir (54, 55). CMV'nin pp65
proteini immiin yetmezlikli hastalarin kan dolasiminda endotelyal hiicrelerde de
bulunabilmektedir. Bu hiicrelerdeki enfeksiyonun organ tutulumu ve daha ileri
hastalikla iliskili olabilecegi diistiniilmektedir. Antijenemi testinin en biiyiik avantaji
kan Orneklerinde CMV’nin saptanmasinda hiicre kiiltiirii yontemlerine kiyasla daha
yilksek duyarhiliga sahip olmasidir. Antijenemi testinin sonuglari, molekiiler
amplifikasyon testleri ile elde edilen kantitatif CM'V DNA sonuclari ile uyumludur (58).
Hazirlanan preparatlardaki lokosit sayis1 yaklasik olarak 2x10° oldugundan dolay:
sonuclar, pp65 pozitif hiicrelerin, degerlendirilen tiim l6kositlerin toplam sayisina orani
seklinde ifade edilmektedir (pozitif hiicre say1s1/200.000 lokosit). Tedavi i¢cin antijenemi
testinde Onerilen esik deger hastaya gore farkli olmaktadir. Solid organ
transplantasyonunda 10, hematopoetik kok hiicre transplantasyonunda ise 1 pozitif

hiicre varlig1 tedavi baslamasi icin yeterli kabul edilmektedir (56, 57).

CMV enfeksiyonu ya da hastaliginin takibinde, antiviral tedavi siiresi ve ila¢ direncini
belirlemede antijeneminin  kantitatif =~ diizeyinin  bilinmesi  Onemlidir  (1,58).
Transplantasyondan sonra notropenik olan hastalarda CMV antijenemi testi negatif
sonu¢ verebilir. Bu durumda CMV DNA’nin PCR ile ¢aligilmasi onerilmektedir (59).

Ozellikle fazla sayida ornek oldugunda zahmetli ve zaman alici olmast,
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immiinositokimyasal teknikler ve degerlendirmede deneyimli personel gerektirmesi

testin dezavantajlaridir (55).
2.9.1.3. Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri

Niikleik asit amplifikasyon testleri CMV tanisinda ve takibinde giderek artan oranda
kullanilmakta ve molekiiler olmayan testlerin yerini almaktadirlar. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), CMV DNA ve mRNA saptanmasmda giiniimiizde en yaygin

kullanilan molekiiler yontemdir.

Amplifikasyon; cok-erken antijen I, major cok-erken antijen, DNA polimeraz,
glikoprotein B ve H, EcoRI D fragmani, HindIlII X fragmani, pp65, pp67, ve major
kapsid proteini gen bolgelerini hedefleyen c¢ok cesitli primerler kullanilarak
gerceklestirilmektedir. PCR, immiin yetmezligi olan hastalarin  devamh
monitorizasyonunda ve antiviral ilaclarin etkinliginin degerlendirilmesinde faydali

olmaktadir (60).

PCR’in aktif CMV hastaligiyla, asemptomatik veya latent enfeksiyonun ayirt
edilmesinde yetersiz olabilecegi diisiiniilmektedir. Viremi varligt CMV hastaliginin en
iyl gostergesi olarak kabul edilmekte ve PCR ile tam kan, saflastirilmis periferik kan
l6kositleri, plazma ve serumda CMV DNA yiiksek duyarhlikla tespit edilebilmektedir
(61, 62). Bu 6rneklerde CMV DNA'nin kalitatif olarak saptanmasi immiin yetmezligi
olan hastalarda semptomatik hastaligi 6ngérmede ve antiviral tedavi basarisini
degerlendirmede sinirli degere sahiptir. Konjenital CMV enfeksiyonu tanisinda idrar,
doku, amniyon sivist veya fetal kanda; ensefaliti veya poliradikiilomiyeliti olan
hastalarin beyin omurilik sivis1 (BOS) orneklerinde; CMV retiniti olan hastalarin akoz

veya vitroz sivi orneklerinde CMV DNA kalitatif olarak arastirilabilir.

Antijenemi testi ile benzer olarak, CMV hastaligin1 6ngérme ve tan1 koymada viremi
diizeyinin belirlenmesi gereklidir (59, 63). Bunun sonucunda ¢ok sayida kantitatif ve
semikantitatif molekiiler test gelistirilmistir. Bunlar, konvansiyonel PCR ve kantitatif
RT-PCR gibi hedef ve sinyal amplifikasyon yontemleri, “branched DNA” teknolojisi ve
hibridizasyon temelli yontemlerdir (64, 65). Bu testlerin performansi antijenemi testi ve
kiiltir yontemi ile ve ayni zamanda birbirleri ile de karsilastirildiginda molekiiler
yontemler, antijenemi testi ile uyumlu sonuglar saglamaktadir. Bazi ¢calismalarda CMV
antijeni ve PCR testleri arasinda yiiksek korelasyon bulunurken, bazilarinda PCR testi

antijenemiye gore daha duyarli bulunmustur. Bununla birlikte kantitatif PCR testleri
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antijenemiye gore daha siklikla kullanilmaktadir. CMV DNA PCR testi daha iyi
standardizedir, artmis Ornek stabilitesi vardir ve daha kiiciik 6rnek hacmine sahiptir ve
lokopenisi olan hastalarda test edilmesi miimkiindiir. Kantitatif PCR, CMV
enfeksiyonunda hizli ve duyarl tani icin, preemptif tedavi ve tedavi cevabina rehberlik
etmede kullamishdir (66). Ancak, molekiiler yontemler CMV enfeksiyonunu saptamada
kiiltirden daha duyarli olup, klinik semptomlar baslamadan 6nce CMV'yi tespit
edebilirler. Aktif CMV enfeksiyonu olan transplant alicilarinda ve AIDS hastalarinda
daha yiiksek CMV DNA diizeylerine rastlanmaktadir. CMV viral yiikiindeki hizli artis,

semptom varlig1 ve tedavi sirasinda ila¢ basarisizligy ile iliskilidir (65, 67, 68).

Molekiiler testler, CMV DNA'nin saptanmasi ve kantitasyonunda duyarli, 6zgiil ve
tekrarlanabilir olup, sonu¢ verme zamanini kisaltarak hasta bakimi ve takibinde fayda
saglamaktadir. Hem kalitatif hem de kantitatif testler icin belirgin standardizasyon
gereksinimi vardir. Yontemlerin ¢cogunun, teknolojiye bagimli ve pahali olmast yaninda
uygulama i¢in yiiksek derecede teknik uzmanlik gerektirmesi dnemli dezavantajlaridir.
Bununla birlikte niikleik asit amplifikasyon yOntemleri; mevcut hastaligm hizli
tanisinda, hastalik gelisme riski olan hastalarm belirlenmesinde, hastaligin prognozunu
ve relaps riskini belirlemede, preemptif tedavinin planlanmasinda, tedaviye yaniti takip
etmede ve viral diren¢ veya tedavi basarisizligini 6ngormede c¢ok degerli katkilar

sunmaktadir (69, 70).
2.9.1.4. Direkt Saptama Yontemleri

CMV'nin, dokulardan, bronkoalveoler lavaj (BAL) Orneklerinden, periferik kan
lokositlerinden, servikal sekresyonlardan ve idrardan direkt olarak saptanmasinda;
elektron mikroskobisi, sitoloji ve molekiiler dot blot veya in situ hibridizasyon
teknikleri de kullanilmaktadir. Viral proteinlere karsi antiserum igeren enzim linked
immiinassay (ELISA) ve dot immiinoperoksidaz yontemi, klinik 6rneklerde CMV
antijenlerinin saptanmasinda kullanilan diger yontemlerdir. Bunlar duyarhliklar diisiik

yontemler olup, ¢cogu klinik laboratuvarda rutin olarak kullanilmazlar (1).
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2.9.2. Virus Izolasyonu
2.9.2.1. Hiicre Kiiltiirleri

CMV'nin hiicre kiiltiirlerinde iiremesini en iyi insan fibroblastlar1 desteklemektedir ve
bu nedenle tanisal amacla fibroblastlar kullanilirlar. Kabul edilebilir fibroblast kiiltiirleri
icinde; insan embriyonik dokularindan ya da siinnet derisinden ve W1-38, MRC-5,
IMR-90 gibi insan diploid fetal akciger hiicrelerinin seri pasajlarindan hazirlananlar
bulunmaktadir. Diploid fibroblast hiicreleri; hiicre jenerasyonlar:1 arttikca CMV
enfeksiyonuna daha az duyarli hale gelebilecekleri i¢in, az sayida pasajlanarak
kullanilmahdirlar (1). Kiiltiir yontemleri, immiinitesi baskilanmis kisilerde CMV
hastalig1 tanisinda tek basina kullanighh olmamaktadir. Ancak yenidoganlarin tiikiiriik ya
da idrarindan CMV izolasyonu, konjenital CMV enfeksiyonu tanisinda halen

kullanilmaktadir (58).
2.9.2.2. Konvansiyonel Hiicre Kiiltiirleri

Kiiltiirde tani, viriisiin iremesi sirasinda meydana getirdigi sitopatik etkinin (CPE)
goriilmesi ile konmaktadir (71, 72). CPE olusup olusmadigini kontrol etmek i¢in tiipler
ilk bes giinde her giin, sonra en az dort hafta boyunca haftada iki kez incelenir. CPE’nin
goriillme zamani klinik Orneklerdeki viriis miktar1 ile iligkilidir. Kiiltiirdeki sitopatik
degisiklikler, genellikle ilk haftada gelismekte ve hiicreler genis, yuvarlak, refraktil
seklinde goriilmektedir (1). Adenoviriis ve VZV de hiicre kiiltiiriinde CMV gibi CPE
olusturabilmektedir (1). Bu nedenle siipheli CMV izolatlar1 en iyi olarak cesitli ticari
kaynaklardan  saglanabilen monoklonal veya poliklonal antikorlar iceren
immiinofloresan testler ile dogrulanirlar. Enfekte hiicrede tipik niikleer floresan
goriiniimii CMV varligina isaret eder. Siipheli izolatlarin dogrulanmasinda PCR veya

diger molekiiler amplifikasyon yontemleri de kullanilabilir (1).
2.9.2.3. Shell Vial Hizh Hiicre Kiiltiirii

Gleaves ve ark. (72) tarafindan tanimlanan shell vial yontemi ile hizli ¢ogaltma, klinik
orneklerde CMV saptanmasinda hizli kiiltiir metodu olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Shell-vial yonteminde MRC-5 hiicrelerinin yami sira mink akciger
(ML) hiicreleri de kullanilabilmektedir. Bu hiicrelerin avantaji; duyarlilik azalmadan
uzun siire pasajlanabilmesi, CMV pozitif hiicre sayisinda artig saglamasi ve toksisitede

azalmaya neden olmasidir (1). Bu teknik, santrifiij sonras1 viriisiin hiicre kiiltiiriinde
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cogaltilmasi temeline dayanmaktadir ve CPE olusmadan 6nce, CMV replikasyonunun
erken doneminde olusan viral antijenler saptanir. Bu yontemde orneklerde bulunan
diisiik titrelerdeki viriis bile kolayca cogaltilarak 24 saat i¢inde saptanabilir. Monoklonal
antikorlar ticari olarak bulunmaktadir ve CMV'nin erken antijenlerinin saptanmasinda
kullanilmaktadirlar. Pozitif hiicreler kirmizi sitoplazmik zemine karsi, elma yesili
floresan veren niikleuslar icerirler. Cok-erken antijen; acik yesil benekleri olan elma
yesili floresan boyanma seklinde goriiliir (Sekil 2). Niikleuslarda viral inkliizyonlar
(baykus gozii) goriilebilir. Shell vial yontemi ile hizli ¢cogaltma, konvansiyonel viriis

izolasyonun giiclii bir tamamlayicisidir (1).

Sekil 2. Shell vial kiiltiirde enfekte MRC-5 hiicrelerinde CMV erken antijenlerin niikleusta
gosterilmesi (Prof.Dr. S.Gokahmetoglu’nun arsivinden).



18

2.9.3. Serolojik Testler

Serolojik yontemler, CMV’ye spesifik antikorlarin saptanmasina dayanir. Bu yontemler
ile CMV 1IgG ve CMV IgM antikorlar1 arastirilmaktadir. CMV antikorlarinin
saptanmasi i¢in yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip ¢ok sayida test bulunmaktadir
(73). Hangi testin uygulanacagma karar verirken; calisilacak ©rnek sayisi, hasta
popiilasyonu, fiyat, calisma siiresi, gerekli ekipman ve uygulama kolaylig1 gibi faktorler
degerlendirilmelidir. Metot, her laboratuvarin kendi gereksinimlerine gore secilir.
Kiiciik kapasiteli laboratuvarlar i¢in immiinofloresan antikor (IFA) ya da pasif lateks
agliitinasyon testleri daha verimli ve pratik olabilirken, ELISA testleri daha yiiksek
ornek kapasiteli laboratuvarlar i¢in uygun olabilir. Genel olarak, CMV spesifik IgM
saptanmasi ya da pozitif serokonversiyonun gosterilmesi belirli klinik durumlarda
primer CMV enfeksiyonlarmin tanisinda kullanilabilir. Bu testlerle kan ile organ verici
ve alicilarmin taranmasi; agir CMV hastaliglr yoniinden yiiksek riskli hastalara latent

CMV gecisinin Onlenmesinde 6nemlidir (1).
2.9.3.1.ELISA

Hizli, duyarh ve 6zgiil bir yontem olan ELISA ile ¢ok sayida ornek, nispeten diisiik
maliyetle ve giinliik calisilabilmektedir. Ancak, kompleks viral lizatlarin kullanilmasi
nedeniyle diger herpesviriislerle capraz reaksiyon meydana gelebilmektedir. Son
zamanlarda sentetik peptidler ve rekombinant proteinlerin kullanilmasi ile testin

standardizasyonu saglanmis olup, duyarhlik ve 6zgiilliigii de artmistir (58, 74).

Immiinkompetan konaktan farkli olarak, immiin yetmezlikli olgularda primer
enfeksiyon sirasinda bazen saptanamamasi, baz1 durumlarda ise primer enfeksiyondan
uzun bir siire sonra bile pozitif kalmasi sebebiyle Anti-CMV IgM tayininin bu olgularda

tanisal degeri yoktur ve duyarlilig: diisiiktiir (75, 76).
2.9.3.2.IFA

CMV’ye spesifik antikorlarinin saptanmasinda indirekt ve antikompleman IFA siklikla
kullanilmaktadir (77, 78). Indirekt IFA’da, diliie edilmis serum ornekleri viriisle enfekte
hiicrelerle inkiibe edilir ve olusan antijen-antikor kompleksleri floresan izotiyosiyanat
(FITC) ile konjige anti-insan antikorlar1 kullanilarak tespit edilmektedir.
Antikompleman IFA’da ise farkli olarak serumun Onceden isitilmas: ile endojen

kompleman aktivasyonu ortadan kaldirilir, sonra viriisle enfekte hiicrelere ekilerek



19

inkiibe edilir. Daha sonra eklenen kompleman, antijen-antikor kompleksine baglanir.
Floresan isaretli anti kompleman antikorlar ilave edilir ve kompleman C3’e baglanir.
Hazirlanan preparatlar floresan mikroskopta degerlendirilir. IFA, CMV antikorlarini
kalitatif ve kantitatif olarak tespit edebilen duyarli, kolay, hizli ve pahali olmayan bir
testtir. Dezavantajlar1 ise preparatin degerlendirilmesi i¢in floresan mikroskop ve
karanlik odaya; testin degerlendirilmesi ve sonuglarin yorumlanmasi icin de deneyimli

personele ihtiya¢ olmasidir (1).
2.9.3.3.Pasif Lateks Agliitinasyon Testi

Serum ve plazmadaki CMV antikorlarini saptamaya yonelik bir test olan pasif lateks
agliitinasyon, basit, hizli ve pahali olmayan bir yontemdir (79, 80, 81, 82). Viral
antijenlerle kaplanmis lateks partikiillerini igeren siispansiyon test edilen serum ile
karistirilir. CMV’ye spesifik antikorlarin varliginda antijenle kaph lateks partikiillerinde
kiimelesme meydana gelerek agliitinasyon olusturur ve olusan bu agliitinasyon ¢iplak
gozle goriilebilir. Bu yontemde 1gG ve IgM antikorlar1 birlikte saptanir. Test siiresi 10-
15 dakika olup, yogun yikama, uzun inkiibasyon siiresi veya pahali ekipman
gerektirmez. Agliitinasyon paternlerinin fark edilmesinin gii¢liigii ve degerlendirmenin

stibjektifligi en 6nemli dezavantajlaridir (1).
2.9.3.4.Anti CMV IgM Antikor Ol¢iimleri

Anti-CMV IgM, primer enfeksiyon varliginda ilk yiikselen antikor olup primer
enfeksiyon, reenfeksiyon veya latent enfeksiyonun reaktivasyonunda kanda bulunabilir
ve 16 haftaya kadar saptanabilir seviyelerde kalmaya devam eder. Bu siire bazen bir yil
veya daha da uzun olabilir. Anti-CMV IgG ise primer enfeksiyonu takiben 2-3 hafta
icinde ortaya cikar ve Omiir boyu kalicidir. Ancak immiinsuprese hastalardaki
tekrarlayan veya primer enfeksiyonda Anti-CMV IgM saptanamayabilir. Anti-CMV
IgG, immiin durumu belirleyici bir tarama testi olarak da kullanilmaktadir. Anti-CMV

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

Anti CMV IgM testlerinin bir diger dezavantaji da yalanci pozitif ve yalanci negatif
reaksiyonlar olabilmesidir. Yalanci pozitif reaksiyonlar 6zellikle serumda spesifik Anti-
CMV IgG varlig: ile birlikte, yiiksek diizey romatoid faktor varliginda meydana
gelebilir. Yalanci negatif reaksiyonlar ise yiiksek diizeyde Anti-CMV IgG antikorlarinin
CMV antijenine baglanmada IgM smifi antikorlar ile yarigarak onlar1 bloke etmesi

durumunda goriilebilmektedir. Bu nedenle, hem yalanci pozitif, hem de yalanci negatif
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IgM test sonuglarinin 6nlenebilmesi igin testten Oonce IgM ve IgG fraksiyonlarinin
ayrilmast Onerilmektedir (1). Bu amacla uygulanan bazi basit ve hizli yontemler
bulunmaktadir. Bunlar, jel filtrasyon, afinite kromotografisi, solid faz selektif IgM
absorbsiyon testleri ve anti-insan IgG hiperimmuglobiilin, stafilokok protein A veya
grup G streptokoklardan elde edilen protein G kullanarak 1gG’nin ortadan kaldirilmasi
temeline dayanmaktadir. Son donemlerde yanlis pozitif veya yanlis negatif sonuclardan
sakinmak icin basvurulan bir diger yaklasim da “reverse capture” solid-faz IgM

testleridir.

Konjenital CMV enfeksiyonlarinin tanmisinda IgM smifit  antikorlar plasentayi
gecemedigi icin enfekte bir yenidogandan alinan tek bir serum 6rneginde pozitif sonug
tant koydurucudur. Bununla birlikte, yenidoganda IgM iiretiminde eksiklik veya
gecikme olabilecegi unutulmamalidir. CMV’ye spesifik IgM smifi antikorlarin
varligmin test edilmesi yenidogan doneminden sonra genellikle dnerilmez. Ciinkii IgM
smif1 antikorlar hem primer CMV enfeksiyonu hem de reaktivasyonda goriilebilmekte
ve primer enfeksiyonu takiben bir siire daha saptanmaya devam edebilmektedir. Bu
durum Ozellikle gebeler veya immiin yetmezlikli hastalar i¢cin test sonuglarinin
degerlendirilmesinde giicliiklere yol agcmaktadir. Yenidoganlara benzer olarak, immiin
yetmezlikli kisilerde de yeterli diizeyde IgM antikor yanit1 olusmayabilir. Son olarak,
Epstein-Barr virlisiin neden oldugu enfeksiydoz mononiikleozlu hastalarda goriilen

heterotopik IgM iiretimi yalanci pozitif Anti-CMV IgM test sonuglarina neden olabilir
(1).
2.9.3.5. IgG Avidite Testi

CMV IgG avidite testi primer CMV enfeksiyonun tamisinda kullanilan yardimci bir
testtir. Viriise spesifik IgM ve IgG antikorlarmin birlikte pozitif saptandigi durumlarda
enfeksiyonun primer veya sekonder aymriminin yapilmasi gerekir. Viriise spesifik IgM
antikorlar1 reenfeksiyon, reaktivasyon, klinik veya subklinik gecirilen akut
enfeksiyonlarin bazilarindan sonra serokonversiyonun uzamasi durumlarinda pozitif
olarak saptanabilmektedir. Primer enfeksiyonun basinda CMV IgG aviditesi diisiik iken,
4-6 ay sonra yiikselmektedir. Primer ve sekonder enfeksiyon ayriminin yapilmasi

Ozellikle gebelerde ve immiin yetmezligi bulunan hastalarda dnem kazanmaktadir (11).
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2.10.Tedavi

Immiinkompetan konakta, herpesviriis enfeksiyonlarmin ¢ogu kendi kendini smirladigi
icin sadece destek tedavisi yeterlidir. Bunlar dinlenme, hidrasyon, uygun antipiretik
kullanimi, analjezik kullanimi ve cilt lezyonlarinin sekonder bakteriyel enfeksiyonlarini

onlemek icin verilen tedavidir (34).
Solid organ ve KiT hastalarinda CMV hastaligin1 6nlemede 2 strateji vardr:
1. Profilaktik tedavi ; CMYV riski olan biitiin alicilara verilir.

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

hastaliginin insidansi ve siddeti azalmis olur.

CMV hastalig1 tedavisinde kullanilan baglica antiviral ajanlardan biri olan gansiklovir,
ozellikle alicnin seronegatif, vericinin seropozitif oldugu KiT yapilan hastalarda

profilaktik olarak verilmesi 6nerilmektedir (85).

Immiinsiiprese hastalarda, CMV enfeksiyonunun profilaktik ve preemptif tedavisinde
antiviral ilaglar kullanilmaktadir (86, 87). CMV enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nceleri
alfa interferon, transfer faktor, asiklovir, vidarabin ve hiperimmiinglobulinlerle
calismalar yapilmis ancak basarili sonuclar almamamistir (15). Simdilerde CMV
enfeksiyonlarinin tedavisinde, gansiklovir (GCV), foskarnet (FOS), sidofovir (CDV),
valgansiklovir (VGCV) ve fomivirsen, valasiklovir (VACV), maribavir (MBV) gibi
ilaclar kullanilmaktadir (1). Bu ilaclar bircok hastada klinik diizelme saglamakla
birlikte, oral yoldan biyoyararlanimlarinin az olmasi, diisiikk etki giiciinde olmalari,
zamanla diren¢ gelisebilmesi, doza bagimli yan etkileri ve hospitalizasyona ihtiyac

duyulmasi gibi dezavantajlar1 mevcuttur (88, 86).
2.10.1.Gansiklovir

GCV, viral DNA polimeraz (UL54)’m yarismali inhibitoriidiir (88, 14). Insanlardaki
CMV hastaliginin tedavisinde etkinligi gosterilen ilk antiviral ajandir. Tiim herpes
viriislerde inhibisyon yapar. Antiviral aktivite icin spesifik bir viral enzim tarafindan
fosforilasyona ihtiya¢c duyar. CMV'nin UL97 geni tarafindan kodlanan fosfotransferaz
enzimi GCV’yi, GCV monofosfata doniistiirtir (10, 19, 89). Oliimciil seyreden ve
ozellikle KIT ahcilarinda sik gorilen CMV pnomonisi ve diger CMV hastaliklarinda
GCV ile basarili sonuglar elde edilmistir (17, 15). CMV hastalig1 olan AIDS'li olgularda

ve santral sinir sistemi enfeksiyonlarinda GCV ile tedavi basaris1 daha diisiiktiir (10,
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17). Konjenital CMV enfeksiyonunda uzun siireli intravendz (IV) GCV tedavisi
bebeklerde isitme kaybini azaltmaktadir (90). GCV’nin bagka bir klinik kullanim alani
da transplant alicilarinda CMV profilaksisidir. Vericisi seropozitif olan, seronegatif
hastalarda profilaksi 100 giine kadar uzatilabilmektedir. CMV tanisina yonelik hizli
testler sayesinde preemptif profilaksi kavrami da giindeme gelmistir. Semptomu
olmayan fakat CMV enfeksiyonu saptanan hastalarin preemptif profilaksisi, CMV
hastaligin1 6nlemede onemli bir faktordiir. Antijenemi varliginda IV GCV uygulanmasi
tercih edilmektedir (91). En Onemli yan etkileri l6kopeni, trombositopeni,
myelotoksisite, spermatogenez bozuklugu olarak swralanabilir (10, 89). CMV'de
GCV’ye direng, ilacin hiicre i¢i fosforilasyonunu saglayan UL97 protein kinaz geninde
degisiklik veya nokta mutasyonu sonucu DNA polimeraz enziminde ortaya ¢ikan

degisiklige baghdir (10).
2.10.2.Foskarnet (fosfonoformik asit)

Pirofosfat analogu olan FOS giiclii olarak herpes viriis ailesini 6zellikle de CMV
replikasyonunu inhibe etmektedir. Antiviral aktivite i¢cin fosforillenmeye ihtiyaci
olmayan FOS, asiklovire ve GCV’ye direncli CMV enfeksiyonlarnda alternatif terapi
olarak IV yoldan uygulanmaktadir (17). Viral DNA polimeraz geninin degisik noktasina
baglandiklar: i¢in FOS ile GCV arasinda capraz diren¢ goriilmez (17). En 6nemli yan
etkisi nefrotoksisitedir. Oral biyoyararlanimi diisiiktiir (%17), bu nedenle IV uygulanir.
Uzun siire uygulandiginda CMV DNA polimeraz geninde (UL54) mutasyon sonucu
direng gelisebilmektedir (11, 14, 86, 88). FOS’a diren¢ saptanmasi durumunda alternatif
ila¢ olarak CDV kullanilabilir (89).

2.10.3.Sidofovir

Diger bir niikleozid analogu CDV, CMV DNA polimerazin yarigsmali inhibitoriidiir.
GCV ve CDV, aym bolgeyi (UL54) hedef aldiklar1 ic¢in aralarinda capraz direng
goriilebilmektedir (88, 11). Yar1 Omriiniin uzun olmasi sayesinde haftalik dozlar
seklinde uygulanabilmektedir. Doz ayarlamasi ve rehidratasyon ile nefrotoksisitesi en

aza indirilebilmektedir. Cidofovir CMYV retiniti tedavisinde kullanilmaktadir (14).

Papillomaviriis, polyomaviriis, poxviriis ve adenoviriis gibi bagska DNA viriislerine de
etkindir. Viral DNA polimeraz geninde mutasyon sonucu CDV’e diren¢ gelismektedir
(89). CDV’e direncli olan izolatlarda genellikle GCV’e de diren¢ saptanirken FOS’e
duyarhdir (92).
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2.10.4.Valgansiklovir

GCV’in oral emilimi artirilmis 6n ilacidir. AIDS hastalarinda CMV retiniti tedavisinde
ve bazi solid organ (bobrek, kalp, pankreas) transplantasyon hastalarinda CMV
hastaliginin profilaksisinde kullanilmaktadir (92).

2.10.5.Maribavir

Mevcut CMV ilaclarinin aksine DNA polimerazi hedef almayan MBV, farkli bir
mekanizma ile niikleustan viral niikleokapsidlerin ¢ikisini saglayan protein kinazi inhibe
(UL97) eder. GCV ve CDV’e direngli CMV izolatlarmma karsi etkili oldugu
gosterilmistir (92).

2.10.6.Valasiklovir

Asiklovirin 6n ilact olan VACYV, oral yoldan alindiktan sonra hizla asiklovire doniisiir.
Emilimi asiklovire gore 3-5 kat daha fazladir. Bobrek transplant alicilarinda CMV
hastaliginin nlenmesi yaninda oral ve genital herpes tedavisi, herpes zosterde ve KIiT
alicilarinda HSV reaktivasyonunun 6nlenmesinde de kullanilmaktadir. Trombositopenik
purpura ve hemolitik tiremik sendrom gibi yan etkileri nedeniyle, HIV pozitif hastalar

ve immiinsupresif olgularda kullanimi uygun degildir (92).
2.10.7.Fomivirsen

Virlis replikasyonunu ve viriisiin konak hiicreye adsorpsiyonunu baskilar. Diger
tedavilerin yanit vermedigi veya kontrendike oldugu CMYV retinitinde intravitreal tedavi

olarak onerilmektedir (92).
2.11. Korunma

CMV agsilar1 i¢cinde en eski olanlar1 canli atteniie viriis asilaridir. Glikoprotein asilari,
CMV geni eksprese eden canarypox rekombinant asilari, DNA plazmid asilan gibi pek
cok yeni adaylar da giindemdedir (93). Canl atteniie asilarin en iyi bilineni Towne
asisidir. Towne agis1 insan Fibroblast hiicrelerinde pasajlanarak elde edilmektedir.
Yapilan denemelerde bu asiya kars: hiicresel ve humoral immiin yanit elde edilmesine
ragmen CMV enfeksiyonuna kars1 koruyucu olmadig1 gosterilmistir (10, 17, 93). CMV
gB proteinini iceren asilar da hiicresel ve notralizan antikor yaniti saglamaktadir (10,
17). Canarypox viriisii ile hazirlanan rekombinant asilarda pp65 matriks antijeni ve

yapisal olmayan en erken antijen kullanilmistir. Bu antijenlerle yapilan caligmalar
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antikor ve T lenfosit yanitinin uyarilabildigini gostermistir (10, 16, 93). DNA plazmid
asilarindan ilk deneneni pp65'i kodlayan plazmid asisidir. Ancak asmnin etkinligi ve

ozellikle de giivenilirligi ile ilgili yeterli calismalar bulunmamaktadir (93).

Pasif immiinoprofilaksi ile 0©zellikle transplantasyon hastalarinda risk grubunu
olusturan vericinin seropozitif, alicinin seronegatif oldugu bireylerde olumlu sonuglar
elde edilmistir. Bu grupta gelisen CMV enfeksiyonu engellenememekle birlikte, asil
sorunu olusturan CMV hastalig1r insidans1 azalmaktadir. Allojenik kemik iligi
transplantasyonu  (AKIT) yapilan  olgularda  pasif = immiinoprofilaksinin

immiinomodiilator etkisi ile GVHH'n1 6nledigi ileri siiriilmiistiir (15,17, 94).

Korunmada ayrica konjenital CMV enfeksiyonu acisindan yiiksek riskli olan gebelerin
belirlenmesi ve egitilmesi, enfeksiyonun 6nlenmesinde en 6nemli adimlardan biridir. E1
yikama, ¢ocuk oyuncaklarinin, mutfak malzemelerinin ve ¢evre ylizeylerinin temizligi
ve cocuklarin tiikiiriik ve idrariyla temastan kaginmak korunma Onlemlerinin basinda

gelmektedir (95).



3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma Kayseri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe Hastanesi Tibbi

Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Viroloji Laboratuvarinda yapildi.
3.1.0RNEK ve HASTALAR

M. Kemal Dedeman Hematoloji-Onkoloji Hastanesi, Hematoloji boliimii poliklinik ve
servislerinde takip edilen KIT yapilan hastalar ¢alismaya dahil edildi. Hastalardan
transplantasyon sonrasit donemde 15-100. giinler arasinda elde edilen toplam 174 kan

orneginde CMV antijeni ve CMV DNA arastirildi.

Testlerin ¢alisilacagi giin EDTA’ 11 tiipe 2 ml kan alind1. Her hastadan 4 EDTA’ tiipte

kan Ornegi calisildi.

CMV antijenemi testi icin CMYV antijenemi kiti (CINA kit, Argene-Biosoft, Fransa) ve
CMV DNA icin CMV DNA PCR kiti (Rotor-Gene Q, Qiagen, Almanya) kullanild1.

3.2.CMV Antijenemi Testi

CMV antijenemi testi, aktif enfeksiyonda CMV nin matriks proteini pp65°1 (ppULS83),
l1okositlerde (PNL) indirekt immiinofloresan yontemiyle saptayan semikantitatif bir
testtir (19, 73).
Kit icerigi:

- Anti-CMYV pp65 primer antikor (reagent F)

- Fosfatbuffer soliisyonu (PBS)

- Evans mavisi (%1)

- Permeabilizasyon soliisyonu

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

- Eritrosit lizis soliisyonu
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- Fiksatif soliisyon
- Fetal calf serum
- Antikor diliisyon soliisyonu

- Kaplama soliisyonu (mounting medium)
Kit icerigi disinda kullanilan malzemeler:

- Falkon tiipii (15 ml)

- Santrifiij (1s1 kontrollii)

- Lam

- Etiiv

- Floresan mikroskobu (Nikon E-600)
- Distile su

- Lamel
Test;

1- Lokositlerin elde edilmesi ve preparat hazirlanmasi
2- Fiksasyon ve permeabilizasyon

3- Boyama ve degerlendirme basamaklarini icermektedir.
Testte kullanilacak soliisyonlarn hazirlanisi
PBS; 1 kutu PBS tozu 1 litre distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.
Eritrosit lizis soliisyonu; distile su ile 1/20 oraninda diliie edildi.
Fiksatif soliisyonu; distile su ile 1/5 oraninda diliie edildi.
Permeabilizasyon soliisyonu; distile su ile 1/5 oraninda diliie edildi.
Yikama soliisyonu, PBS icgerisine %1 oraninda fetal calf serum katilarak hazirland.
3.2.1. Lokositlerin Elde Edilmesi ve Preparat Hazirlanmasi

Flakonlarin her birine 4’er ml hasta kani koyuldu ve iizerlerine 8 ml eritrosit lizis
soliisyonu eklendi. Pastor pipeti ile homojenize edilerek 5 dakika oda 1sisinda bekletildi.
Is1 kontrollii bir santrifiijde 4°C’de 800 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siire sonunda
iistte kalan kistm atilip cokeltinin iizerine tekrardan 8 ml eritrosit lizis soliisyonu
eklendi. Ayni santrifiijde ikinci kez santrifiij edilerek tist kisim dokiildii. Tiiptin dibinde
kalan 16kosit ¢okeltisi PBS ile (0.5 ml — 2 ml) 100 ulI’ de 200.000 lokosit diisecek
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sekilde siispanse edildi. Thoma lamina 10 pl koyularak, 151k mikroskobunda 40’lik
objektifle bakildi. Her sahada 20-25 16kosit goriilen hastalar isleme alinirken, istenen
hiicre sayisina ulasilamayan o©rnekler calismaya alimmadi. Hazirlanan I6kosit

slispansiyonundan 75 pl sitosantrifiije yerlestirildi ve 4 dakika sitosantrifiij edildi.
3.2.2. Fiksasyon ve Permeabilizasyon

Sitosantrifiij edilen lamlar, kapali ortamda kurutularak 10 dakika fiksasyon ¢ozeltisinde
bekletildi. Daha sonra 5 dakika yikama soliisyonunda tutuldu. Ardindan 5 dakika diliie
edilmis permeabilizasyon c¢ozeltisinde bekletildi. Son olarak tekrar yikama
soliisyonunda 5-10 dakika bekletildi. Hemen degerlendirilemeyecek olan lamlar,
degerlendirilene kadar -80°C’ye kaldirildi. Boyanacak olan lamlarin kuyucuk kismina

dokunmadan preparatlar kurulanda.
3.2.3. Boyama ve Degerlendirme

Fikse edilen lamlarin iizerine primer antikor (reagent F )’den 25 pl ( 1 damla ) eklendi
ve etilvde nemli bir ortamda 30 dakika inkiibe edildi. 3 ayr1 saleye konulan PBS
tamponu ile 1’er dakika 3 kez yikandi. Lamlarin kuyucuk kenarlar1 dikkatlice kurutuldu.
Kuyucuk kismi tam kurutulmadan iizerlerine 25 er pl ( 1 damla ) reagent H eklendi. 30
dakika etiivde bekletildi. Bir onceki basamakta oldugu gibi 3 ayr1 saledeki PBS
tamponu ile 1’er dakika arayla 3 kez yikandi. Lamlar musluk suyu konmus saleye
birkac kez daldirilip cikarildi. Kuyucuklarin etrafi kurutma kagidi ile kurutuldu.
Kuyucuklarin iizerine 1 damla “mounting medium” damlatip lamel ile kapatildi.
Floresan mikroskopta 40X objektifle bakilip incelendi. FITCH ile elma yesili renginde
niikleer boyanmig polimorf cekirdekli 16kositler sayildi. Tiim alanda 1 ve lizeri sayida

elma yesili renginde florasan veren hiicre saptanan lamlar pozitif olarak degerlendirildi.
3.3. CMV DNA PCR Testi

CMV DNA izolasyonu DSP viriis/pathogen midi kit (QIAsymphony, Qiagen, Almanya)
kiti, DNA amplifikasyonu i¢cin aym: cihazin Artus CMV QS-RGQ Kit (QIAsymphony,
Qiagen, Almanya) test kiti prosediiriine uygun olarak calisildi. Rotor-Gene Q Splex
(Qiagen, Almanya) cihazi ile RT-PCR yapildi.

CMV DNA izolasyon ve amplifikasyon
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[zolasyon kit icerigi:

“Piercing Lid”
- “Reagent Cartridge CART”
- “Rack” (4 adet proteinaz K)
- “AVE buffer” (20 ml)
- “Carrier RNA”
- “AVE buffer” (2 ml)

Izolasyon cihazina prosediire uygun olarak tarama islemleri yapildi. Ornekler 3500 rpm
de 5 dakika santrifiij edildi. Primer tiipteki (EDTA’IH tam kan) Ornekler cihaza ait
boliime yerlestirildi. Her 12 hasta i¢in Carrier RNA, internal kontrol ve AVE buffer
karisimi asagidaki gibi hazirlandi:

- 1590 pl “AVE buffer”
- 75 pl “Carrier RNA”
- 135 pl internal kontrol eklendi.

Bu karisim yeterli miktarda hasta sayisi i¢cin hazirlandiktan sonra cihazin 6rnek koyulan
kismma yerlestirildi ve calisildi. izolasyon bittikten sonra yine ayni cihaza ait PCR
modiiliine agagida belirtilen Artus CMV QS-RGQ Kit test kiti icerigi cihazin talimatlar1

dogrultusunda uygun bélmelere yerlestirildi.

Amplifikasyon kit icerigi:

- CMV RG master (300 ul)

- H0 (1ml)

- CMV Mg-Sol (600 ul)
- CMV RG-IC (100 ul)

- CMV QS 1 (1x10*cop/ ul) (200 pl)
- CMV QS 2 (1x10° cop/ ul) (200 pl)
- CMV QS 3 (1x10*cop/ ul) (200 ul)
- CMV QS 4 (1x10' cop/ ul) (200 pl)

Niikleik asitler elde edildikten sonra, cihazda hazirlanan PCR karigiminin {izerine
niikleik asit eklendi ve PCR tiipleri uygun kapaklarla kapatildi ve  RT-PCR islemi icin
Rotor-Gene Q 5 cihazina yerlestirildi. Asagida belirtilen PCR protokolii uygulandi:
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- 95°C de 10 dakika
- 95°C de 10 saniye
- 65°Cde 30 saniye} 45 dongii
- 72°C de 20 saniye

PCR islemi sonunda degerlendirme yapildi. Orneklerin internal kontroliiniin galisip
calismadigi kontrol edildi ve esik ¢izgisini asmis olan 6rnek egrileri pozitif kabul edildi
ve kantitatif hasta sonuglar1 elde edildi. Analiz iglemi sirasinda 1 kopya/ml: 1.64 IU/ml
olarak hesaplandi.

3.4.istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler sonucunda, antijenemi pozitifligine karsilik gelen viral yiik diizeyi
ise ROC analizi ile belirlendi. Alici isgletim karakteristik egrisi (ROC) analizinde
antijenemi yonteminin pozitifligi esas alinarak (= 1 pozitif hiicre/200.000 hiicre), buna
karsilik gelen plazma CMV-DNA yiikii hesapland1 ve antijenemi testinin pozitifligi esas
alimarak, CMV-DNA PCR testinin duyarhlik, 6zgiilliik, pozitif (PPD) ve negatif (NPD)
prediktif degerleri belirlendi. Bu degerlendirmelerde tiim CMV-DNA pozitiflikleri (130
IU /ml degerinin iistiindeki sonuglar) PCR pozitif olarak gruplandirildi. Istatistiksel
olarak p degerinin 0.05’den kii¢iik olmasi anlamli olarak kabul edildi. Verilerin analizi

Turcosa Cloud (Turcosa Ltd Co. Tiirkiye) istatistik yaziliminda gerceklestirilmistir.



4.BULGULAR

Bu calismada; KIT yapilan 156 hastadan elde edilen 174 kan 6rneginde, CMV
antijenemi ve CMV-DNA PCR yontemi ile ¢alisilmis olup sonuclar1 karsilastirilmastir.
Olgularin 86 (%55)’s1 erkek, 70 (%45)’i kadin KIT alicilarindan olusmustur ve yas

ortalamasi 48.7 dir.

CMV antijenemi ve CMV-DNA testleri karsilastirilarak elde edilen sonuglar Tablo 1’de

gosterilmistir.

Tablo 1. Orneklerin pp65 Antijenemi ve CMV-DNA Sonuglarmnin Dagilim

PCR pp65S pozitif pp65S negatif Toplam
n (%) n (%) n (%)

CMV-DNA pozitif CMV-DNA

> 130 TU/ml 33 (19.0) 20 (11.5) 53 (30.5)

CMV-DNA negatif : 121(695) | 121(69.5)

Toplam

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

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

ornekte negatif, 33 (%19) ornekte her iki test sonucu pozitif saptanmustir.

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

bulunmustur. Antijenemi pozitif olup PCR ile negatif bulunan 6rnek yoktur.

Her iki test ile pozitif saptanan 6rnekler degerlendirildiginde; plazma CMV-DNA IU/ml
sayist ile pp65 pozitif hiicre sayis1 arasindaki korelasyon istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (r= 0.660). pp65 antijenemi ve CMV DNA pozitif bulunan 6Srneklerin

korelasyon egrisi Sekil 3’te gosterilmistir.
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Antijenemi pozitifligine karsilik gelen CMV-DNA degerini belirlemek amaciyla, pp65
antijenemi pozitifligi (= 1 pozitif hiicre/200.000 hiicre) esas alinarak antijenemi
pozitifligine karsihik gelen CMV-DNA diizeyi 152 IU/ml olarak bulundu. ROC
analizine gore bulunan 152 IU/ml esik degerinin duyarliligi %100, o6zgilligi %87.1,
PPD %65.4 ve NPD %100’diir. ROC analiz egrisi Sekil 4’te gosterilmistir.

Antijenemi negatif, CMV-DNA pozitif 20 6rnegin tamaminin viral yiikii 152 IU/ml’den

fazla idi.

Antijenemi testinin pozitifligi esas alindiginda, CMV-DNA PCR testinin duyarhiligi
%100, ozgilligli %85.8, PPD 9%62.3 ve NPD %100 olarak saptanmstir. Giiven
araliginin %90.5-97.6 oldugu AUC degeri, %94.9 olarak bulunmus olup antijenemi

testinin genel tam performansi istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p<0.001).
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S.TARTISMA VE SONUC

CMYV, bagisiklik sistemi normal bireylerde nadiren semptomatik hastalik olusturmasina
karsin, bagisiklik sistemi baskilanmis solid organ, KIT alicilarinda ve AIDS
hastalarinda 6nemli morbidite ve mortalite nedenleri arasindadir. CMV’ nin erken
saptanmasi, Olim ve ciddi komplikasyonlarin onlenmesi ve etkili antiviral tedaviye
baslanmasi icin gereklidir (10). CMV enfeksiyonu tanisinda serolojik testler, kiiltiir
yontemleri, CMV antijenemi testi ve niikleik asit saptama yontemleri uygulanmaktadir.
Immiin yetmezlikli hastalarda serolojik yanitin yetersiz olusu, viriis kiiltiiriiniin
standardize olmamasi, emek yogun ve zaman alict olmasi ve duyarhiligmin diisiik olusu
nedeniyle CMV enfeksiyonu tanisinda antijenemi ve viral niikleik asit testleri onem
kazanmistir (10). Diisiik viremi durumlarinda CMV antijeni saptanamayabilirken, CMV
DNA’nm gosterildigi calismalar mevcuttur. Transplantasyondan sonra nétropenik olan
hastalarda CMV antijenemi testi negatif sonu¢ verebilir. Bu durumda CMV DNA’nin

PCR ile ¢alisilmasi onerilmektedir (59).

Gerek testler arasi degiskenler, gerekse hastalarda kullanilan tani, izlem ve tedavi
farkliliklari, KIT alicilarinda CMV enfeksiyonu icin klinik kararlarda kullamlacak viral
esik degerler konusunda fikir birligi olusmasin1 gii¢lestirmektedir. Diinya Saghk Orgiitii
(DSO) tarafindan 2010’da CMV-DNA uluslararas: standardinin gelistirilmesi, ticari
testler aras1 degiskenliklerin azaltilmasi i¢in 6nemli bir basamak olmustur. Ticari CMV
DNA kitleri DSO standardina gore kalibre edilmelidir (96). Ancak halen her merkezin
kendi kosullarina uygun esik degerleri belirlemesi ve hasta izleminde test degisikligi
yapilmamas1 Onerilmektedir. Transplantasyon yapilan hastalarda CMV antijenemi ve
CMV DNA testlerinin birlikte calisildi1 bircok ¢aligma mevcuttur. KIT alicilarinda
yapilan calismalarda >1 antijen pozitifligi esik degeri olarak kabul edildigi i¢in
calismamizda 1 hiicre pozitifligine denk gelen CMV DNA viral yiikii 152 IU/ml olarak

bulunmustur.
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Lee ve ark.” nin (97) , 67 KiT hastasindan elde edilen 254 plazma 6rneginde yaptiklar1
calismada; 82 ornekte ( % 32.3) pp65 antijenemi ile 112 6rnekte ( % 44.1) in-house
PCR ile, 170 6rnekte (% 66.9) LC PCR (lightcycler PCR ) ile pozitiflik saptanmigtir.
Sonu¢ olarak RT-PCR metodunun, diger iki metoda gore daha duyarli oldugu

gosterilmistir.

Ulkemizde, KiT hastalarindan alinan 170 plazma 6rnegi ile yapilan calismada; pp65
antijenemi ile 58 drnek, CMV R-gene PCR ile 85 ve LightCycler CMV PCR 75 6rnek
pozitif bulunmustur (98). CMV PCR sonuglar1 ile antijenemi testinin sonuglari
arasindaki korelasyon katsayist r=0.471 ve r=0.435 (p<0.001) olarak tespit edilmistir.
ROC analizi sonucunda antijenemi testinde 1 hiicre pozitifligine denk gelen esik
degerleri sirasiyla; 1543.5 kopya/ml (duyarhilik 72.4%, oOzgiillik 90.2%) ve 423
kopya/ml (duyarlilik 70.7%, 6zgiilliikk 79.5%) olarak bulunmustur.

Gimeno ve ark.’nm (99) AKIT hastalarindan elde edilen 1156 6rnekte CMV antijeni ve
RT-PCR ile CMV DNA arastirdiklar1 calismada; 176 (15.2%) ornek CMV DNA ve
pp63 pozitif; 201 (17.3%) ornek CMV DNA pozitif, pp6S negatif; 775 (67.0%) 6rnek
her iki test sonucunda negatif bulunmustur. Dort (0.3%) Ornek ise pp6S antijenemi
pozitif, CMV DNA negatif olarak saptanmustir. iki analiz arasindaki uyum % 82.2
olarak bulunmustur. CMV DNA seviyeleri, pp65-pozitif hiicrelerin sayisiyla 6nemli
Olciide korelasyon gostermistir (r = 0.501, p <0.001). ROC analizi kullanilarak > 1
antijen pozitif hiicre /200.000’nin karsilik geldigi CMV DNA viral yiikii, 288 kopya/ml
olarak hesaplanmustir (duyarlilik % 100; 6zgiillik,% 91.2; NPV % 100; PPV % 72.7).

Kore’de 2004-2005 yilinda yapilan calismada ; 131 KiT hastasmin (68 erkek ve 63
kadin) 555 oOrneginde CMV DNA ve pp65 antijenemi testi karsilastirmali olarak
calisilmistir. CMV DNA PCR ve pp65 antijenemi pozitif 6rnek sayis1 66 (%11.8), CMV
DNA PCR ve pp65 antijenemi negatif ornek sayist 394 (%70.9) olarak bulunmustur
(100). Calismada CMV DNA PCR pozitif, pp65 antijenemi negatif drnek sayis1 18
(%3.2); pp65 antijenemi pozitif olup CMV DNA PCR negatif olan ornek sayis1 77
(%13.8) olup, test sonuglar1 %82.9 (460/555) oraninda uyumlu bulunmustur. Her iki
test ile pozitif saptanan CMV-DNA ile pp65 antijenemi arasindaki korelasyon katsayisi
r=0.569 (p<0.0001) olarak bulunmustur. ROC analizi sonucunda antijenemi testinde 1
hiicre pozitifligine denk gelen esik degeri 19.226 kopya/ml (duyarlilik %80, 6zgiillitkk

%41.7). Bizim yaptigimiz c¢alismada yapilan ROC analizi sonucunda, antijenemi
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testinde > 1 pozitif hiicre/200.000 16kosite denk gelen esik degeri 152 IU/ml bulundu.
Her iki ¢alismanin viral yiik esik degerleri kiyaslandiginda farkin ¢ok biiyiik oldugu
dikkatimizi cekmistir. DSO, CMV DNA standardmi ilk olarak 2010 yilinda piyasaya
stirmiistiir. Bu nedenle 2010 yilindan once c¢alisitlan CMV DNA testleri arasinda viral

yiik kantitasyonunda biiyiik farkliliklarin olmast muhtemeldir.

Marchetti ve ark. (101) solid organ ve KIiT alicilarindan elde ettikleri 793 drnekte CMV
DNA ve pp65 antijenemi testi caligmistir. Her iki testin pozitif oldugu Ornek sayisi
53/793 (%6.7) iken, 577 (%72.7) ornekte ise hem CMV DNA hem de CMV pp65
antijenemi testi negatif bulunmustur. Uyumsuz olarak sonuglanan ornek sayist 163
(%20.6)’tiir. Testler arasindaki korelasyon nispeten zayif ¢cikmistir (r=0.460, p<0.0001).
ROC analizi sonucunda antijenemi pozitifligine denk gelen esik degeri solid organ

hastalarinda 3000 kopya/ml, KIT hastalarinda 1000 kopya/ml bulunmustur.

Solid organ transplant alicilarindan elde edilen 251 ornekte CMV DNA ve pp65
antijenemi testinin birlikte yapildig1 calismada, CMV DNA kantitasyonu lokositte
yapilmis olup; ROC analizi ile antijenemi testinde 1 hiicre pozitifligine denk gelen esik

degeri >130 kopya/ml olarak bulunmustur (102).

Ulkemizde Ozkaratas ve ark. (103) solid organ transplant alicilarindan elde edilen 217
ornekte yaptiklar1 ¢calismada, CMV pp65 antijenemi testi ve plazmada gercek zamanli
CMV DNA PCR yontemiyle arastirilmis ve elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Her
iki test ile pozitif saptanan ornekler degerlendirildiginde; testler arasindaki korelasyon
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (r= 0.785). Arastirmacilar, ROC analizi ile
plazmada 205 kopya/ml CMV viral yiikiiniin, > 1 antijen pozitif hiicre/200.000 16kosite
karsilik geldigini gostermislerdir (duyarlilik: %91.7, ozgiillik: %90.3). Yaptigimiz
calismada CMV DNA testi, Ozkaratas ve ark.’min calismasindaki kit ile ayn1 marka
olup, anjtijenemi testinin pozitifligi esas alindiginda esik seviyesi 152 IU (92
kopya/mL) olarak bulundu (duyarhilik %100, 6zgiillik %85.8, PPD %62.3 ve NPD

%100). Her iki ¢alismanin sonug¢larinin benzer oldugu goriilmektedir.

Davila ve ark.’min (104) karaciger transplant alicilarindan elde edilen 164 Ornek ile
yaptig1 calismada; CMV DNA PCR sonuglar ile antijenemi sonuglari karsilastirilmistir.
Antijenemi testinde >10 pozitif hiicre/200.000 16kosite karsilik gelen CMV DNA viral
yikkii ROC analizi kullamilarak 1330 kopya/ml (duyarlilik %358, 0zgiillik %98)

bulunmustur. Calisilan testlerin sonuglarina gére uyum oran1 %78 dir.
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Yaptigimiz ¢alismada, 156 KIT hastasmin 174 6rnegi CMV DNA ve pp65 antijenemi
testi ile calisilmigtir. Her iki testin pozitif oldugu 6rnek sayis1 33 (%19), negatif ornek
say1s1 121 (%69.5), CMV-DNA’nm pozitif, pp65 antijenemi sonucunun negatif oldugu
ornek sayist 20 (%11.5) iken antijeneminin pozitif olup PCR ile negatif bulunan drnek
yoktur. Test sonug¢larinin uyum oran1 %89 (154/174)’dur. Her iki test ile pozitif
saptanan Ornekler degerlendirildiginde; testler arasindaki korelasyon istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (r= 0.660, p <0.001). Yapilan ROC analizi sonucunda, antijenemi
testinde 1 hiicre pozitifligine denk gelen esik degeri 152 IU/ml’dir (duyarhiligi %100,
ozgillugi %87.1, PPD %65.4 ve NPD %100).

Sonug olarak; bu ¢aliygmada KIT yapilan hastalarin pp65 antijenemi ve CMV DNA
sonuglar1 karsilastirilmis olup, pp65 antijenemi testinde 1 pozitif hiicre/200.000 hiicreye
karsilik gelen CMV DNA PCR testi degeri 152 IU/ml olarak belirlenmistir. Bu sonug,
hasta izleminde testler arasinda gecis yapildiginda ve diisiik viral yiik sonuglarinin
klinik acidan yorumlanmasinda yardimci olacaktir. Literatiir incelendiginde farkli
merkezlerde yapilan calismalarda 1 hiicre pozitifligine denk gelen DNA diizeyinin farkli
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle her merkezin calistig1 testin esik degerini belirlemesi

gerektigi kanaatine varildi.
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