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KONJENITAL CMV ENFEKSIYONLU BEBEGI
OLANBIR ANNENIN
INTERNETTEN ALINAN MEKTURBU
("http:/fwww.cmv.org/ > International CMV Group ) :

"My doughter, Jasmine, has congenital CMV. They

didn't pick it up, however, until at that time was dismal.
She had no use of the left side of her body. However, with
a dedicated foster mum and acoupational / physical therapy,
she has been making steady gains ever since. She come
into our lives when she was 7 - 1/2 months old and had Just
learned to sit up at that time, She is now 15 months old
and is using each side of her body equally, crawls, eats and
gets into everything like a typical baby wounld, We expect
that she will be walking by the end of summer or early fall.
Her hearing checks out ok and so does her vision. This is
one little girl who has beaten the dismal prognosis and now
has only a "mild" disability, which is mostly confined to
her gross motor skills delay."

(Kizum Jasmine konjenital CMV hastalklidir. O
nesesizlenene kadar farkina varamadilar. Kizim viicudunun
sol yamnt kullanamamaktayd:. Ancak kendini ona adamug
bakict annesi ve kapsamly bir fizik tedavi ile o zamandan
beri siirekli gelisme kaydetmektedir. Kizm hayatimiza 7,5
aylikken girdiginde sadece oturmay: Ogrenmigti. O simdi
15 ayliknr ve viicudunun her iki yoniinii de egit
kullanabiliyor, siiriiniiyor, yiyor, bir bebegin yapabilecegi
her seyi yapabiliyor. Biz onun yaz sonunda veya
sonbaharin baslangicinda yiirtiyecegini bekliyoruz. Isitme
kontrolleri normal, gérme yetenegi de normaldir. Bu kétii
progrozit yenen kiiciik bir kizdwr ve su anda hafif sakatli
vardir. Bu sakathklar cogunlukla g9ze batacak motor
yeteneklerinin gecikmesi ile stmrlidir)
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KISALTMALAR

HCMV Insan sitomegalovirusu

DNA Deoksiriboniikleik Asit

RNA Riboniikleik Asit

PBS Fosfat Tampon Soliisyonu

MM Maintenance Media

GM Growth Media

TC 199 Doku Kiiltiir Vasati

IF Immun Floresan

gp Glikoprotein

DMSO Dimetilsiilfoksit

CPE Sitopatik Etki

EDTA Ethylene-diamine tetra acetic acid
DEAFF Detection of Early Antigen by Fluorescence Foci Asséy
SVKY Shell Vial Kiiltiir Y éntemni

kDa Kilo Dalton

PP Fosfoprotein

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu



1- GIRIiS

Herpes virus ailesinin bir tiyest olan insan sitomegalovirusu (HCMYV) intrauterin
kazamlan enfeksiyonlarin en sik nedenidir (1). Enfeksiyon hayatin hangi déneminde
kazanilirsa kazamisin primer enfeksiyondan sonra latent kalmakta, zaman zaman
reaktivasyonlar veya reenfeksiyonlar goriilebilmektedir. Hamileligin ozellikle ilk
trimesterinde gegirilen primer enfeksivonlann % 30 ile 40'inda virus fetusa gegmekte ve
bebekler sitomegalik inkliizyon hastalikl: (CID) dogmaktadir. CID'li doganlarin % 20'si
olmekte, % 10-20's1 semptomatik, kalanlarda ise ge¢ norolojik komplikasyonlar
geligmektedir (1, 2). Immun sistemi saglam kigilerde enfeksiyon genellikle asemptomatik
gecirilmekte, herhangi bir gekilde immun sistemi baskilanmiglarda ise ciddi klinik
bozulmalara neden olmaktadir. Nedeni tam olarak ortaya konamamakla birlikte hamilelik
boyunca servikal CMV oram ilerleyici bir sekilde artig gostermektedir (3). HCMV, AIDS
virusunun patogenezinde bir kofaktordiir ve AIDS'li hastalarda goriilen en yaygin firsatg
enfeksiyon etkenidir.

Bu ¢aligma ile hamileligin ilerleyen aylarinda servikal sekresyonda giderek artan
oranda bulunan HCMV siklifinin aragtirilmasi planlanmigtic. Bu amagla, 1. trimester
hamilelerden alinan servikal sekresyon dmekleri diploid hiicre kiiltiiriine ekilmig, HCMV
spesifik monoklonal antikor kullamlarak erken olugan antijenlerin tesbitine yarayan
Detection of Early Antigen by Fluorescence Foci Assay (DEAFF) kullanmilmigtir. Ayrica,
orneklerdeki viral DNA mn amplifikasyonu esasina dayanan PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) yontemi ile kalitatif olarak virus taramas: uygulanmstir. DEAFF ve PCR ile
servikal sekresyon ornefinde CMV varliginin aragtinimas: Tirkiye'de ilk defa
yaplmaktadir. Bu nedenle, Trabzon ili itibar ile ortaya ¢ikacak olan bu sonuglarin Tiirk ve
uluslararasi tip literatiirii i¢in yararl olacag) diigtintilmektedir. Ayrica elde edilecek viral
izolatlarla viral kultiir kolleksiyonu olugturularak CMV'nin bilgemizde seyreden suslan
hakkinda daha aynintili ¢aligmalara imkan tanmms olacaktir.



2 - GENEL BILGILER

2.1, insan Sitomegalovirusunun genel o6zellikieri

2.1.1. Siniflandirma ,

Herpesviridae familyasinin 3 altfamilyasi(lenfotropik grup) iiyesi; insan herpes
virus tip 5; insan sitomegalovirusu (Human cytomegalovirus= HCMV) olarak bilinir (4).

CMV'nin serotipleri tammlanmamigtir; ancak degisik izolatlarin DNA dizileri
kargilagtiniidiginda sug benzerlikleri ve farkhiliklar: gisterilmistir (5).

2.1.2. Yapisi

CMV; Herpesvirus ailesinin karakteristik yapisal ¢zelliklerine sahip, zarfli bir DNA
virusudur. 162 kapsomerden olugan kapsidi ikozahedral yapida olup, 100 nm ¢apindadir.
Zarfli partikiill‘in biiyiikliigi.i ise 180-250 nm'dir. Cift iplikli (zincirli) CMV DNA's1 230 kb
yetenegindedir (5). Tek segmentli genomu ¢iplak niikleik asit enfektivitesine sahip ve virion
1¢i enzimleri olmayan bir virustur (4, 6, 7).

Elektron mikroskopik goriiniimii diga dogru ¢ikimuilar igeren zarf ve elektro dens kor
yap itibariyla tipik bir herpes virusa benzer (Sekil 1). Kapsidi olusturan kapsomerler 15 nm
¢apinda, 20 nm uzunlugundadir ve 3 nm gapinda bir kanala sahiptir. Kapsomerlerden digan
dogru radyal uzantilar vardir. Kapsomerler arast baglantilarin bunlarla olduguna
inanilmaktadir,

Nikleik asidi ¢evreleyen kapsid ve zarf arasinda tegiiment tabaka vardir. Virusun

yapisini olugturan bu li¢ tabaka virusa ait spesifik protein veya glikoproteinleri ( gp) igerir.

"
;

' -‘g:"ﬂ- «5 "'-.l“""ﬁ. W é;"%'m iM
Sekll 1. CMV'nin Elektron Mikroskopik Gériiniimii



Kapsid Proteinleri:

a) Major kapsid proteini (MCP : UL8G6 iirtinii): Kapsid protein kiitlesinin % 90"t
olugturur. |

b) Minor kapsid proteini (MCP: ULBS5 iirtinii): Herpes simplex (HSV) viral protein
23"t kodlayan HSV UL18'in pozisyonel homologu olarak identifiye edilmektedir.

¢) Minor kapsid baglayan protein (MCP- BP: ULAS tiriinii)

d) En kiiciik kapsid proteini (SCP: UL48, 49 iiriinii): Fonksiyonu bilinmiyor.

Tegiiment Proteinleri :

~ Virion protein Kiitlesinin % 40'm1 olugturur.

a) Y iiksek molekiil agirlikis protein (HMWP: ULAS iirtinii)

b) Y iiksek molekiil agirlikh proteini baglayan protein (HMWP-bp : UL47 tiriinii)

c) Temel fosfoprotein (BPP: UL32 iiriinit= pp150): CMV virionunun immunojenik
proteinlerinden biridir. Virion ile ilgili kinaz aktivitesi i¢in primer fosfat
yakalayicisidir.

d) Ust matriks proteini (UM : ULS2 iiriinii = pp 71)

€) Alt matriks proteini (LM : ULS83 iiriinii = pp 65).

Zarf Proteinleri :

Virion glikoproteinlerinin (gp) ¢cogu zarf yapisinda bulunur; 8 adet gp tanimlanmagtir.
Bunlardan 3't (CMV gB, gBN, gBC) HSV gp B ile homologdur. Ayrica, bir diger
glikoprotein olan gH HSV gpH'nin CMV deki homologu olarak bilinir. HSV de oldugu gibi
hem gB hem de gH virusun hiicreye girisi ile iligkili, esansiyef proteinlerdir. Zarf proteinleri
ayrica konak hiicre ,-mikroglobulini, CD55, CD59 ve annexin 11 ile de iligkilidir.

CMYV virionunun ayrica poliaminler (spermin, spermidin gibi), fosfolipidler
(fosfatidil kolin, fosfatidilserin, fosfatidiletanolamin ve fosfatidilinozitol) yaninda bir takim
enzimleri (protein kinaz, DNase, DNA polimeraz, topoizomeraz, fosfataz gibi) icerdigi
bilinmektedir (6)

2.1.3. Replikasyonu

Konak hiicreye peplomer yapidaki glikoprotein (ler) ile tutunarak hiicre igerisine
giren virionun kapsid yapisi ¢ekirdek membranina baglanir ve viral DNA'y1 icerive birakur.
Cekirdek igerisinde semikonservatif olarak replike olur. Replikasyon dncesi DNA
molekiillerinin her iki iplii de mRNA igin kalip gorevi goriir. Replikasyon hiicre
niikleusunda gergeklesir. Cift iplikli CMV DNA's1 hiicre niikleusuna girdikten sonra ug
kisimlarindan ekzontkleotid par¢alanma neticesi cembersel hale gelip bag ve kuyruk

birlegsmesi ile konkatamerler olugturur. Olgunlagma sirasinda DNA molekiilleri
konkatamerlerden kesilerek ayrilir (7).



CMV kendi timidin kinaz veya DNA polimerazini kodlamaz. Replikasyon sirasinda
virusun defektif formlar: olusabilir. "Dense body" diye adlandiritan bu formlar niikleik asit
harig tiim viral yapilan igerir (8).

CMV'nin replikatif dongiisii en erken (IE), erken (E) veya ge¢ (L) diye ii¢ faza
aynlir. Her fazda farkh proteinler iiretilir ve olugturulma siralarina gére en erken ve erken
proteinlerin genellikle trans acting-gen indiikleyict gorevleri vardir. Olgun virion yapisina
sokulmazlar. Ge¢ donemde olusturulan proteinlerin hemen hepsi yapisal proteinlerdir.
Biyosentez basamagimin her ii¢ doneminde olugturulan proteinlere kargi hazirlanan
monoklonal antikorlarr Kullanarak virus ile enfekte hiicre kiiltiirlerinde bu proteinler
gosterilebilmekte; tzellikle en erken donemde olusan proteinlere 6zgiil olanlar ile viral
enfeksiyonunun 24-48 saat icerisinde saptanmast miimkiindiir (5).

2.1.4. Kiiltara (Uretilmesi)

CMV ile enfekte dokularin histolojik ve immunohistokimyasal incelemesi
yapildifinda, epitelyal ve fibrolast hiicreler bagta olmak tizere, diiz kas, makrofaj, 1okosit,
sinir hiicreleri, vaskiiler endotel hiicreleri gibi birgok hiicrenin virusla enfekte olabildigi
gosterilmigtr (9). Buna mukabil, in vitro sartlarada virus iiretimi fibroblast hiicre
kiiltirlerinde daha bagarili olmaktadir (4, 10). Bu amagcla kullamilan hiicre kiiltiirii insan
embriyonu akciger ve der fibroblast hiicre kiiltirleridir. CMV enfekte hiicrelerde geg tirer ve
tek tabakalr hticre kultiirlerinin hepsinin enfekte olmasi bazen haftalarca siirer. Enfeksiyon
hiicreden hiicreye gegig iledir ve ortamda ¢ok az serbest virus bulunur; biiyiik bir bélimii
hiicre i¢indedir (10). Karakteristik sitopatik etkisi (CPE) olan, gigmis, yuvarlak ve 19131
kiran ve paralel seyirli hiicrelerin biraraya gelmesinden (sinsisya} olugan lokal bolgeleri 1-4
haftada olusturur (11).

Kiltirde virus replikasyonu uzun siirede gergeklestifinden enfeksiyonu
baglatabilmek i¢in 10* virusa ihtiyag oldugu; CPE'in 10% virus varligmda 5-6 haftada, 10°
virusla 5-6 giinde gortildiigii belirlenmigtir(4).

Virus iretilmest amaciyla degisik fibrobiast hiicre kiiltiirleri (MRC-5, WI-38, IMR-
90, flow 2000) hazirlanmugtir ve ticari olarak piyasadan temin edilebilmektedir.

2.1.5. Fiziksel ve Kimyasal Etkenlere Duyarhhgi

Lipid zarfi dolayistyla eter ile inaktive olabilen CMV ultraviole (UV) iginmda 5 dak,
56 0C'de 30 dak ve pH 5'in altinda kolayca par¢alanir. Buzdolabinda bir hafta enfektivitesini
korurken, -90 0C ve %30 sorbitol igeren soliisyonlarda uzun siire canli kalir. Sulandirma
sivilarina % 5-10 serum eklenmesi virusu 37 0C'de stabilize eder, fakat 4 0C'de etmez.
Donma ve ¢oztilmeye dayaniksizdir. Virus enfekte hticre icerisinde ve % 10 dimetilstilfoksit
(DMSO) bulunan besiyeri ortaminda sivi azot tankinda saklandiginda enfektivitesini
kaybetmez (12).



2.1.6. Tarihgesi

Hem konjenital hem de kazanilmig enfeksiyon yapabilme yetenegi CMV'ye olan
ilgiyi giin gegtikce artirmaktadir. Admi, yaptigi sitolojik degisikliklerden (hiicre bilylimesi =
sitomegzﬂi) alan bu etkenin bir virus olabilecegi ilk kez Ribbert adl1 bir arastiric1 tarafindan
1881'de ortaya konmugtur. [lk insan CMV susu 1956'da Smith ve arkadaslan tarafindan
tiikritk bezinden, yine 1956 yilinda Rowe ve arkadaglan adenoid kiiltiirden ve 1957'de
Weller ve arkadaglari karacier biopsisinden izole etmiglerdir. Hastalardan alinan materyal
ile enfekte edilen fibroblast hiicre kiiltiirlerinde saptanan CPE'ye dayanarak tanimlama
yapilmig; Weller 1960 yilinda ilk kez tiikriik bezi virusu veya sitomegalik inkliizyon hastalif
virusu yerine sitomegalovirus terimini kullanmiglardir (13),

Klemak ve Kaarnaninen ilk kez normal saglikl1 kigilerde kan transfiizyonu ile iligkili
CMV enfeksiyonunu ve hastalifini tanimlayarak kan ve 16kosit transfiizyonundan sonra
CMV mononiikleozisi olabilecegini gosterdiler (11). Minder 1953'de elektronmikroskop
yontemle enfekte hiicrelerin niikleus ve sitoplazmasinda yaklasik 100 nm ¢apinda virus
benzeri partikilleri tamimladi.  Allen ve Riley 1958'de CID'de rontgen bulgularin: tantmladi.

Doku kiiltiirlerinde virus izolasyonu ve daha sonra birgok test i¢in antijenlerin
geligtirilmesinden sonra Weller-Hanshaw ve Medearis CMV'nin fetusta ¢ok cesitli
okiiloserebral ve ekstrandral anormallikiere yol agabilen 6nemli patojenlerden biri oldugunu
belirttiler. 1970 ve 1980'erde ve giiniimiize kadar CMV'nin molekiiler biyolojisi bir ¢ok
yonii ile aydinlatilmaya baglandi (13).

2.1.7. CMV'nin Viicutta Bulundugu Yerler

CMV'nin semptom vermeden Kkan, titkriik, idrar, servikal sekresyon, beyin omurilik
s1visi, gaita, gozyasi gibi sekresyonlar, bronkoalveolar lavaj, gesitli doku ve organ
biyopsilerinde (canl1 veya otopsi sirasinda alinan) bulunabilmektedir. Yeni dogan, cocuk ve
eriskin donemlerindeki asemptomatik bulunabildigi sekresyonlar tablo I'de gosteritmektedir
(4, 11).

Tablo 1. CMV'nin Degigik Sekresyonlardaki Asemptomatik Atilim Siklig1 (%)

Kaynak Yenidogan Cocuk Erigkin
Idrar 0.5-25 10-29 0-2
Oral sekresyon 0.5-2.5 10-29 0-2
Servikal sekresyon - - 10-28
Semen - - 5-10

Anne stitii - - 13-27




2.1.8. CMV Patolojisi ve immiinolojisi

CMV enfeksiyonlarinda sitoplazmik ve intraniikleer inkliizyon cisimleri i¢eren
multinitkleer dev hiicreler ozellikle karaciger, akcifer, beyin, pankreas ve bobreklerde
bulunur. Beyinde ozellikle subepandimal ve periventrikiiler bolgelerde kalsifikasyonlarla
giden nekroz alanlari ve glial hiicre proliferasyonu vardir. Deri ve serdz membranlarda
petesiler ve genig nekrozlar meydana gelir (14). lyilesme doneminde dokunun 6zelligine
gore normal vapi olusabilir (15).

CMYV enfeksiyonlarinda hem humoral hem de hiicresel immunite ®nemlidir.
Immunkompetan kigilerde klinik hastalik, coguniukla primer enfeksiyon ile iliskilidir.
Yiksek antikor se\f;iyesine ragmen semen veya servikal sckresyonda viral ekskresyon
subklinik seyreder. Primer enfeksiyon sirasinda monositlerin CMV enfeksiyonu, bu
fagositlerin disfonksiyonuna yol agar (16).

CMV enfeksiyonlarinin iyilegmesinde hiicresel immunite (spesifik sitotoksik T
lenfositler, nonspesifik dogal oldiiriicii hiicreler ve antikor bagiml hiicresel sitotoksik
aktivite) daha onemlidir. Bu lenfosit gruplarinda fonksiyon bozuklugu yapan hastaliklar,
ilagtar (AIDS, yiiksek doz steroid vs) daha agir ve uzamig CMV enfeksiyonuna neden olur.
Ayrica akut CMV enfeksiyonunun kendisinin de immunsupresif etkisi vardir (17). Belli
durumlarda IgM ve [gG yapisindaki spesifik antikorlar hastaligin seyrini etkilemektedir.
Ornegin maternal antikorlar konjenital enfeksiyonu engellemese de siddetini &nemli dlgiide
azaltmaktadir (18). Hamileligin farkii donemlerinde CMV atulim oraminin da farkh
olabilmesinin nedeni hiicresel yonetimli bagisik cevabin gegici olarak baskilanmas: ve
meydana gelen hormonal degisikliklere baglanmaktadir (5).

Primer enfeksiyon ve reaktivasyon enfeksiyonlarinda virusun kanla yayilabilmesi
onemli bir faktordiir. Aktif enfeksiyon sirasinda kanda CMV'nin bulunmast ve kanla diger
organ ve dokulara yayilabilmesi (6rnefin, akciger, mide, bobrek vs) immiin sistemi
baskilanmig hastalarin ¢ofunda meydana gelir. Ozellikle kemik iligi transplanti enfeksiyonun
hastalifa dogru ilerlemesinde Snemli bir risk faktoriidiir (19). Solid organ alicilan ve HIV ile
enfekte hastalar igin viremi, hastalik gelisiminde daha az etkilidir (20, 21, 22, 23). Kanda
CMYV DNA aranmast igin geligtirilen PCR veya antijenemi assay gibi daha sensitif teknikler
sayesinde CMV hastalikl1 hastalarin hemen hemen tamaminda virus gosterilebilmigtir. Bu
tetkiklerin yiiksek sensitivitesi sonucu asemptomatik enfeksiyonlu hastaliga ilerlemeyecek
kigilerin ¢ogunda da virusu bulunmuglardir (24). Gergi hastalikl: olanlarm asemptomatik
olanlardan daha yiiksek viral yiike sahip olduklan da ortaya konmustur (24).



CMV DNA's1 aktif enfeksiyon sirasinda lokositlerin farkli fraksiyonlarinda
(mononiikleer ve polimorfoniikleer) gosterilmigtiz DNA'min biiyilik bir kismu
polimorfoniikleer 1okositler iginde saptandifindan, bu hiicreler aktif replikasyonda (akut
enfeksiyonda) primer olarak enfekte hiicre tipi olarak sorumlu tutulmugtur (25). CMV hiicre
ile iligkili bir virus olmasina ragmen plazma veya serumda da bulunabilir (26, 27, 28).
Plazmadaki hiicre dis1 virus genellikle hiicre digina salinimdan ziyade CMYV ile enfekte
hiicrelerin (polimorfoniikleer 1okositler, endotelial hiicreler) par¢alanmasindan kaynak alir.
Kemik iligi transplantasyonundan sonra da absolut notropenili hastalarda CMV DNA
bulunabildiginden hticre digt1 CMV DNA'nin 6nemli bir kaynag: olarak endotelial hiicreler
gosterilmektedir (24). CMV enfekte endotel hiicrelenn hem HIV-enfekte hastalar hem de
transplant alicilarda aktif enfeksiyon sirasinda periferal kanda bulunmustur (29).

2.2. Epidemiyolojisi ve Korunma

Sitomegalovirus; diger herpesviruslar - Herpes Simplex Viruslar (HSV 1 ve 2),
Varicella zoster virus (VZV), Ebstein Barr Virus (EBV), Human Herpes Virus ( HHV)-6, 7
ve & - gibi latent enfeksiyona yol agar. Bunun igin virus ile hayatinin bir déneminde ilk kez.
karsilagip enfekte olan kigi hayati boyunca enfekte kabul edilir. Diger herpesvirusiar viicutta
oldukea smmirl1 bolgelerde latent kalirken CMV birgok organ ve dokularda latent enfeksiyon
tesis edip, asemptomatik olarak zaman zaman ortama salinabilmektedir.

Genellikle virus bulunduran tiikriik veya idrar ile kontamine materyalierin
paylagilmasi ile kigiden kigiye bulagir. Enfeksiyon erken yaglarda kazamlir: kiigiik cocuklar
arasinda egyalarin ortak kullanimi veya genel olarak tiikriik alig verigini saglayan her tiirli
aktivite virusun toplum igerisinde gerceklesen baglica bulag yolu olarak kabul edilir.
Bunlann diginda dnemli yayilim yollan olarak; a) transplasental; b) perinatal (kontamine
dogum kanaly, anne siitii ); ¢) kan transfiizyonu; d) doku ve organ transplantasyonu ve €)
seksiiel yolun onemli oldugu bilinmektedir.

CMV'ye kargt olusan antikorlarin ¢egitli yontemlerle bakilarak gosterilmesiyle
seroprevalansin diinyanin degisik bolgelerinde % 40-100 arasinda degistigi goriilmektedir
(30, 31). Diinyadaki ve iilkemizdeki seroprevalans bildirimleri sirasi ile Tablo 2 (30) ve
Tablo 3 (31)'de 6zetlenmistir.



Tablo 2. Diinyanin Cesitli Bolgelerinde Engkin CMV Seroprevalans: (Ho M, 1990)

Bilge CMYV-Antikor (KF testi) %
Fransa (Lyon ) 40
Almanya (Freiburg ) 42
Isvicre 45
Albany 45
Melbourne 54
Houston 79
Buenos Aires ‘ 81
Hong Kong 94
Japonya 96
Monaco 98
Manila ve Uganda 100

Tablo 3 : Tiirkiye'deki CMV Seroprevalans: (Koksal ve ark. 1994)

Yi To
Alagam ve arkadaslan 1978 90.3
Ustagelebi ve arkadaglan 1986 80.8
Ozerk ve arkadaglar 1989 72
Cengiz ve arkadaglar | ‘ 1950 55
Koksal ve arkadaslan 1993 78.8

Seropozitiflik popiilasyonlann sosyoekonomik durumlan ile baglanti gbstermekte ve
gelismiglik seviyesi diigtilkge artmaktadir. Avrupa, Avustralya ve Kuzey Amerika'da diigiik
prevalansla seyrederken, Afrika ve Giineydogu Asya'da seropozitiflik yiksektir (30).



Sitomegalovirus enfeksiyonlart yeni dogan-erken ¢ocukluk ve seksiiel aktivite

donemleri olmak iizere 2 donemde pik yapar (32).
I.Pik: Enfeksiyonu kazanim oranmin % 36-56 arasinda degistigi bu donemde belli bash
bulas yollar sunlardir:

a) Dogum sirasinda kontamine uterin-serviks

b) Anne siitii veya banka siitii

¢) Yenidogan odasindan diger ¢ocuklara gecis

d) Kreglerden

e) Aileigl gegis

f} Enfekte ¢ocuklarin respiratuar sistem ve idrarlani ile virusu yillarca tasimaya

meyilli olmalan.
2.Pik: Fazla seksiiel aktivite gosteren kadinlarda ve cinsel iligki ile gegen hastaliklar
poliklinigine bagvuran kadinlarda servikal CMV siklikla izole edilmistir (33).. Yine erken
yasta iliskide bulunanlarda ve beyaz irktan olmayanlarda seropozitiflik orani yiiksek
bulunmustur. Ayrica homoseksiielerde % 94, heteroscksiiellerde % 54 oraninda
bulunmugtur. HIV ile enfekte homoseksiiellerden % 42, HIV ile enfekte olmayan
homosekstiellerden % 35 oraninda virus izole edilmigtir (33). Heterosekstiel gegis seks
partnerlerinde 1zole edilen CMV suslarinin DNA restriksiyon enzim analizleri ile
kanitlanmigtir (30). CMV enfeksiyonun en sik kazamldigi donemler Tablo 4'de
gosterilmigtir.

Tablo 4. CMV Klasik Epidemiyolojisi ve Yag Gruplarina Gore Seropoxzitiflik

Sosyoekonomik durum Enfeksiyon Pozitif Antikor
zamant 0.5-3 4-14 15-30 > 30
Diigtik Erken 20-60 70 90 50
Yiiksek Geg 10-20 30 40-55 55
Anne Seksiiel

Gecis yakin Cocuk - aktivite -
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Sitomegalovirus enfekstyonlari i¢in risk gruplan
a ) Hamile kadinlar
b) Yenidogan ve cocuklar
¢ ) Yenidogan ve ¢ocuklar ile caligan seronegatif Kisiler
d) Immun yetmezlikli kigiler ve bunlarla calisan hastane personeli
e ) Kan transfiizyon alicilari'dr.

a) Hamile Kadinlar:  Geligmis iilkelerde kadinlarin % 40-50 si virusla hayatlarinin
bir doneminde kargilagmiglardir; geri kalanlar ise primer CMV enfeksiyonuna hassas
seronegatif grubu olusturmaktadir. Nitekim bunlar arasinda hamilelik sirasinda % 1-3
oraninda serokonversiyon goriilmektedir (34). Hamileliginde primer CMV enfeksivonu
gegiren kadinlarin % 42'si, rekiirrent enfeksiyon gegiren kadinlarin da % 0.5'den azi
CMV'yi fetusa gegirirler (34, 35). Gebelik yasinn kiigiik olmasi ve diisiik sosyoekonomik
durum ile konjenital CMV enfeksiyon olasilig1 artar (36). Oteyandan gelismekte olan
tilkelerde dogurganlik ¢agindaki kadinlarin ¢ogu bagisikurlar; bu nedenle konjenital CMV
enfeksiyon insidansi digiiktiir (15). Hamilelerde serviksden CMV atilimi primer
enfeksiyondan ziyade latent virusun reaktivasyonu sonucudur. Asemptomatik atilim
gosteren bu hamileler incelendiginde ¢ogu CMV antikorlan yoniinden pozitif bulunmugtur
(34). Hamilelerde asemptomatik servikal virus atthmi Tablo 5 (34)' de goriilmektedir.

Tablo 5. Hamilelerde Asemptomatik Servikal CMV Atilim: (Trimesterlere gore)

Kaynak [.trimestr IL.trimestr (%) [II.trimestr Tim gebelik
%) (%) bovunca (%)
Numazaki ve ark
030 (0) 6/62 (9.7) 17/61 (27.9) 23/153 (15)
Montgomery ve
ark 1/43 (2) 6/83 (7.2) 6/49 (12.2) 13/175 (7.4)
Stagno ve ark.
3/183 (1.6) 22/359 (6.1) 42/371 (11.3) 63/659 (9.6}
Toplam _
enfeksiyon/ 41256 (1.6) 34/504 (6.7) 65/481 (13.5) 99/987 (10)
Toplam test

Seronegatif kadinlarm hamile kalmalar durumunda spesifik olarak CMV enfeksiyonuna
kargt profilaktik tedavi yontemlerinin bulunmamasi nedeniyle korunma yéntemi genelde
kigisel hijyen esaslarindan ibarettir. Buniar sirastyla:
* Hamilelik boyunca iyi el yikamaya dikkat etmeli; tiikriik, idrar gibi sekresyonlaria
temastan kacinmalidir. |



®* Hamilelik sirasinda gecirilen heterofil negatif mononiikieozis CMV olarak kabul
edilmeli ve gebe enfeksiyonun gegisi konusunda bilgilendirilmelidir.

* [Intrauterin enfekte semptomlu infantlar i¢in dofum oncesi veya aninda sezeryan
endikasyonu yoktur.

® Rutin serolojik test konjenital CMV enfeksiyon niskini azaltmayacagindan dnerilmiyor
(34).

®* Primer enfeksiyonda < % 5 agir konjenital enfeksiyon goriilecedi anlatilmal1 ve karar
aileye brrakilmalidir (15},

* Kondom, CMV'nin seksiiel gegigini dnlemek icin onerilmektedir (16).

® Hamile olmamakla birlikte hamilelig diistinenler 1okosit transfiizyonu almiglarsa en

az 2 ay hamile kalmamalidirlar (37).

b) Yenidogan ve Cocuklar: Intrauterin enfeksiyon insidans: tiim canli dogumlar 1¢in

% 0.4-2.5'dir. Enfekte infanttarin % 5-10'n dogumda semptomatiktir. Semptomatik
- olanlarin % 20’si dogumda dlmekte, yagayanlarin % 90'inda major sekeller gelismektedir.

Enfekte infantlann % 901 dogumda asemptomatiktir. Primer maternal enfeksiyon
sonucu konjenital enfeksiyonu olanlarin semptomatik olma olasilif: daha yiiksektir. Bu grup
neonatlar i¢inde hastalifm sikl1f1 % 19'dur. Seropozitif annelerin bebekleri vertikal olarak
enfekte oldugu zaman enfeksiyon genellikle semptomatik konjenital hastalikla sonuglanmaz
(34). Mamaf ih, annenin yeterli notralizan antikor bulundurmasina ragmen intrauterin
enfeksiyon timtiyle onlenememekte; fakat anneden fetusa humoral immunitenin pasif
gecisine bagl olarak hastalik nski oldukca azalmaktadir (14, 18, 34).

Annede latent virusun reaktivasyonu veya IIl.trimesterde giderek artan servikal virus
atilimi sonucu infantlann ¢ogu yagamun ilk yilinda enfekte olmaktadir. Eger anne serviksten
CMYV ekstrete ediyorsa infantlarin enfekte olma riskinin % 40- 57 oldugu bildiriimektedir;
termde infantlar genellikle asemptomatiktir (34). Postnatal olarak enfekte prematiire infantlar
ise genellikle semptomatiktir, ki bu CMV'ye karg1 matemal antikorlann transpiasental olarak
kazamlmasinin daha erken kaybindan olabilir. Perinatal periyodda CMV'nin kazanilmasinda
en sik yol anne siitiidiir. Seropozitif annelerin % 14 - 44'liniin stitiinden virus attlmaktadir.

Siitiinde virus bulunduran annelerin bebeklerini enfekte etme oranlann % 58 olarak

bulunmugtur, ki bu oran servikslerinden virus atan annelerin bebeklerini enfekte etme -

oranlari ile aymdir.

Nasokomiyal, nonparenteral yolla da virus gegisi olabilmektedir. Semptomatik
konjenital enfeksiyonlu infantlar hayatlarimn ilk birkag ayinda virus atarlar (34). Biitiin bu
nedenlerden dolay: perinatal veya erken postnatal kazamilan CMV enfeksiyonu prenatal
kazanilan enfeksiyondan 10 kat daha fazladir (32). Postnatal enfeksiyonlu gocuklar
konjenital enfeksiyonlu cocuklardan daha az virus atarlar.
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Bir yagindan sonra semptomatik konjenital, asemptomatik konjenital enfeksiyon ve
perinatal enfeksiyonlarda ¢ocukiar idrarlan ile esit diizeyde virus atarlar.
Perinatal bulas riskine kars1 korunmada oneriler:
® Saglikli, term infantlarda nadiren hastali3a yol agtif1 i¢in anne siitii kisitlanmalidir.
® Potansiyel olarak banka siitleri ile CMV gegisi fazla oldugu igin bu gibi durumlarda
yarar-zarar her bir birey i¢in ayn ayr1 gozden geciriimelidir.
¢ CMV ekskrete eden ¢ocuklarin okuldan uzaklagtinimas: gerekmez.
* Asemptomatik olarak CMV ekskrete edenleri saptamak icin tarama programlan
gereksiz ve pratik bulunmamaktadir.
*  CMV ekskrete etti gine inanilan veya bilinen ¢ocuk ve infantlar spesifik korumak

gereksizdir. Korunmak i¢in 6zel oda, eldiven, maske gerekmez.

¢ ) Yenidogan ve ¢ocuklarla ¢aligan kigiler: Cocuk odalarinda ¢aligan hemgirelerin
CMV'ye yakalanma oram % 3.3 iken, bu oran ¢aligmayan hemsireler i¢in % 2.3'tr.
Korunmak i¢in dneriler:
® Hastanelerde ve difer yerlerde ¢aligan hamile olan veya olmayan kadinlar CMV'den
korunmak i¢in hijyen pratii ve epidemiyoloji hakkinda bilgilendirilmelidir.
* Rutin serolojik taramalara gerek yoktur.
® Infant ve gocuklarla caligan hamile olmayan hassas kadinlar rutin olarak CMV'ye
maruz Kalma riskinden dolay diger alanlara gonderilmemelidir (34).

d) Irmmun sistemi baskilanmg hastalar: Organ transplantasyonu yapilmig hastalar,
immunosupresif alanlar, maligniteli olanlar ve kemoterapi alanlar bu gruba dahildir.
Transplant aliclar: % 62 - 100 oraninda primer veya sekonder CMV enfeksiyonuna
sahiptirler. Farkli transplant gruplarinda CMV enfeksiyon ve hastalik oranlan Tablo - 6
(30)'da gosterilmisgtir.

Tablo 6. Transplantasyon Tipi ile CMV Enfeksiyonu ve Hastalig1 Arasindaki {ligki

Transplant Enfeksiyonlu Semptomatik hastalif CMV-pnomeonili hastalar
tipl olanlar
hasta/ Enfekte Totalin Enfekte Totalin
total hasta (%) olanlarin (%) olaniarin (%)
(%) (%)
Bobrek 79/131 (60} 13 8 4 2
Karaciger 55/93 (59) 49 29 5 3
Kalp 44/48 (92) 27 25 9 8

Kalp-Akciger 22/31 (71) 55 39 45

W
S




Transplantasyondan sonra latent CMV reaktive olabilir veya yeni bir CMV susu ile
reenfeksiyon olabilir. Seronegatif alicilarin CMV enfeksiyonu seropozitif donirden aktarilan
organ aracilig1 ile kazamlmaktadir.

Transplant alicilarinda primer enfeksiyon, sekonder ve reaktivasyondan daha ciddi
seyreder. Yalniz ciddi sekonder enfeksiyonlar bobrek alicilan ve antilenfosit immunglobulin
verilen kemik iligi alicilarinda goriiliir (30). Transplantasyonlu hastalar arasinda CMV
antikor titresi yiiksek olaniarda mortalite daha diigiik bulunmustur. Bu da ivilesmede
immiinolojik fonksiyonun onemini gosterir. Renal transplantasyon alicilarinda CMV
enfeksiyonu genellikle asemptomatiktir. Kalp-transplant alicilannda % 73 - 100 oraninda
posttransplantasyon CMV enfeksiyonu gelisir (34). Fakat primer CMV enfeksiyonu kalp
rejeksiyonu ile iligkili bulunmamistir (38).

Malignensili hastalik grubunda, ozellikle hematolojik malignensisi olanlarda,
enfeksiyon insidansi daha yiiksek bulunmugtur (34). AIDS' hastalarda Kaposi sarcoma ve
ciddi firsat¢renfeksiyonlar gelisir. CMV insidansi bu grupta % 89 bulunmustur (30).

Korunmak i¢in dneriler:

¢ CMV'nin olas1 ekzojen kaynaklarindan hastalar uzak tutulmalidir.

* Miimkiinse seronegatif alicilara seronegatif donorlerden kan veya organ transplant:
yapilmalidir.

® Bu grup hastalar ile ¢aliganlara hijyen onerilmelidir. Hizmet, rutin devam etmelidir.
Maske, eldiven, 6zel oda gerekmez (34).
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e) Kan transfiizyon alicilart:  Prematiire yeni doganlar CMV ile enfekte olmayan -

erigkinlerden 10 kat daha fazla hassastir. Enfeksiyon siklifindan daha énemlisi % 40 fatalite
hastaligin en 6nemli yanidir. Kan transfiizyonu i¢in diger riskii gruplar (seronegatif gebeler,
seronegatif prematiireler, seronegatif organ alicilari, seronegatif onkoloji hastalar1 ve immun
yetmezlikli kisiler) korunmalidir (39).

Transftizyonda iinite bagina risk % 11 iken, bugiin bu oran % 0.4'iin altindadir (30).
CMV yoniinden taranmamig kan alan yenidoganlarda % 3.2 iken, taranmig kan alanlarda
enfeksiyon oram1 % 0.79'dur (2).



Korunmak i¢in Sneriler:

® Hiicresel kan iiriinlerine ihtiyag duyan bir aliciya serolojik durumu belirleninceye
kadar seronegatif kan lirtinleri verilmelidir. Bu sekilde transfiizyonla gecen CMV
enfeksiyonu % 96, hastalik ise % 99 tnlenebilmektedr .
* Serum fizyolojik ile yikanmis eritrosit, dondurulmug degliserolize eritrosit
kullanilarak posttransfiizyon CMV enfeksiyonu onlenebilir. Bu sekildeki uygulama
renal dializ hastalarinda giivenli bulunmustur (34, 40).
® Lokosit filtrelerinden gegirilmig kan kullammi, enfeksiyon riskini azaltmaktadir.
Lokosit sayisinin 10"nin altinda olan kan ile CMV'nin bulagmadi @ kabul edilir

(34, 41).
® Kan donorlerinde CMV-Ig M bakilmas: ozellikle prematiire ve yenidogan donemi
CMYV enfeksivonunu onlemede veya riski azaltmada etkili gortilmiigtiir (41).
* Lokositler ile minitmal kontamine veya hi¢ lokosit bulundurmayan kan
komponentleri, taze donmus plazma, cryopresipitat, faktor konsantreleri ile CMV
gecisi dikkate alinmamaktadir (42).

2.3. Klinik
Inkubasyon stiresi 4-12 hafta olan CMV enfeksiyonunun klinigi 4 ayrn grupta
incelenebilir:

a) Yenidogan ve cocuklarda klinik

b) Erigkinlerde kiinik ve CMV mononiikleozisi

¢) Immun sistemi baskilanmislarda ve AIDS'li hastalarda klinik
d) Gebelik ve CMV

2.3.1. Yenidogan ve Cocuklarda Klinik

Intrauterin yolla enfekte olan bebeklerin yaklagik % 5-10'u dogumda semptomatiktir;
sitomegalik inkluzyon hastalif1 (CID) olarak adlandirilir ve sarlik, hepatosplenomegali,
petesi tarzinda dokiintii ve multiple organ tutulumu ile karakterizedir (32, 34). Sekil 2' de
dzetlendigi gibi ayrica mikroftalmi, motor bozukluklar, korioretinitis ve serebral
kalsifikasyonlar gortlebilir. Sinir sistemi, i¢ kulak (sensorinoral isitme kaybi) ve goziin
koroid tabakasinin tutulumu konjenital enfeksiyon igin karakteristiktir (4, 5, 32, 43). Klinik
olarak dogumda veya dofumdan hemen sonra letarji, solunum sikintis1 ve konviilzyonlar
goriiliir. Bebek birkag giin icerisinde olebilir.
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Virusun vertikal yolla fetusa gecisi
(nadiren embriyoya)

v

Konjenital CMV enfeksiyonlu yenidogan

VN

Gegici trombositopenik purpura

Ciddi hasarlar

arpici bir hastalik yok

Coklu organ-sistemik hastaliklar Garp d

Diigiik dogum agirl 1}21 Kalic1 hasar / Sagliklz

Hepatosplenomegali (Virus salgilayabilir)

Hepatit Sagiriik

Sarilik . Mental retardasyon

Trombositopeni Paralizi

Motor bozukluk Konviilzyon

Ansefalit : Oliim

Serebral kalsifikasyon

Mikrosefali

Hidrosefali

Sekil 2. Intrauterin CMV Enfeksiyonunun Muhtemel Sonuglart

Postnatal CMV enfeksiyonunda nadiren diffiiz visseral ve santral sinir sistemi
tutulumu saptamir. Semptomatik olgular mononiikleozisi animsatir. Eger postnatal
enfeksiyon, transfiizyon yolu ile alinmigsa agir bir hastalik tablosu gelisebilir (11). Ozellikle
prematiire ve 1500 gramin altindaki bebeklerde; hepatosplenomegali, sanlik, petesi,
trombositopeni, lenfositoz, hemolitik anemi goriilme sikligi % 40 olup perinatal
enfeksiyonda patolojik géz tutulumu tanimlanmamistir.(43),

Intrauterin veya perinatal enfeksiyonlar tamamen asemptomatik de seyredebilir; fakat
sonraki donemlerde % 13 - 15 oraminda igitme kaybi ve 6Zrenme bozukluklar ortaya
¢ikabilmektedir (11, 35). Isitme kaybimin erken dénemde saptanmasi zeka geriligine
katkisindan dolay1 nemlidir ve odyolojik takip gerekir (15, 44). Intrauterin HCMV
enfeksiyonunun patogenezine bakildiginda, fetusta geligen hasarlar geri doniistimsiizdiir;
postnatal terapiden fayda gormesi olasi degiidir.

2.3.2. CMV Mononiikleozisi ve Erigkinlerdeki Klinik
Heterofil negatif mononiikleozis vakalarinin % 20 - 50'sinden sorumiudur; EBV
mononitkleozisinden heterofil antikor testinin negatif olugu ile ayrilir (10). Yiiksek ates, LAP
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ve lenfositoz durumu vardir. Heterofil agliitinin testinin negatif oldugu tiim mononiikieozis
olgularinda ve agiklanamayan ateg olgularinda CMV enfeksiyonundan giiphelenilmelidir.
CMV mononiikleozisinde en sik kargilagilan enfeksiyon kaynag: kandir. Agik kalp ameliyan
gecirenlerde ve fazla miktarda transfiizyon yapilan kisilerde 3 - 6 hafta icinde mononiikleozis
benzeri bir tablo geligebilir (11). Saglikl: kisilerde genel olarak CMV enfeksiyonuna bagl
komplikasyonlar nadirdir (45) (Sekil 3).

Klinik
Inkiibasyon
siiresi
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Sekil 3. CMV'nin Klinik Goriiniimii .

2.3.3. immun Sistemi Baskilanmislarda ve AIDS'li Kigilerde Klinik

Enfeksiyonlar bu grupta da ¢ogunlukla asemptomatik seyreder. En sik karsilagilan
durum saglikl kigilerdekinden ayirdedilemeyen atesli bir mononuklezis tablosudur. Ancak
ozellikle hiicresel immun sistemin baskilandifi durumlarda latent virusun reaktivasyonu
sonucu ciddi organ tutulumlari (korioretinit, ansefalit, colitis, dsofajit, adrenalit,
miyeloradikiilopati) goriilebilir (11, 46, 47).

Renal transplant alicilarinin % 38 - 96's1 aktif CMV hastalig1 gecirmektedir.
Transplantasyondan sonraki 7 ay iginde herhangi bir bolgede virusun gosterilmesi veya



CMV'ye karst olugan KF-antikor titresindeki 4 kat veya daha fazla artig taniyr koydurur.
Renal transplant alicilarinda agiklanamayan ategin en sik nedeni olarak CMV bulunmustur
(34). Bu hastalarin % 42'sinde pnémoni saptanmigtir (30). Semptomatik olanlarin %
30'unda ciddi hastalik veya ¢liim meydana gelmektedir. Kemik iligi ve bobrek nakii yapilan
seronegatif kigilere CMV spesifik immunglobiilin verilmesi enfeksiyonu onlemez; fakat
hastalik gelisimini azaltabilir (40). |

Kemik ili§1 alicilarinda da morbidite ve mortalitenin en sik nedenidir. Alicilann %
45't transplantasyondan sonra CMV ekskrete eder. Bunlarin % 77'si reaktif, % 23'i primer
enfekstyondur. Bu grupta en sik komplikasyon % 10 - 50 oraninda gorillen CMV
pnomonisidir. Bunlarin da % 50 - 80' fatal sonuglanmaktadir. CMV pnomonisinde mortalite
bazi serilerde % 100'diir (30).

AIDS'li homosekstiel erkeklerin hemen hemen % 100' seropozitiftir. Bunlarda en
sik goriilen klinik manifestasyon korioretinittir. Sistemik olmasa da okiiler manifestasyonlar
viremi ile ilgilidir. Okiiler agrimin yoklugu karakteristiktir. Ayrica bu grup hastalarda kolit
(% 10), gastrit, dsofajit, hepatit, merkezi sinir sistemi tutulumu (diger gruplara gore en sik)
goriilebilir. AIDS'de pulmoner patojen olarak CMV'nin rolii a¢ik degildir. Pnomonide
bronkoalveolar lavajda sikhikla virus bulunabilir. Respiratuvar sekresyonlarda CMV hala
bulunmasina ra§men, Preumocystis carinii tedavisi ile tyi bir klinik cevap alinabilir (2).

HIV ile enfekte hastalarda immunsupresyonun daha hizl ilertemesinde CMV ile
HIV'n koenfeksiyonu soz konusudur. Immunosupresyon iizerine sinerjik etkilidirler. Yine
bazi ¢aligmalarda erken CMV proteininin (IE-pfotein) HIV transkripsiyonunu aktive ettigi
gosterilmigtir (48).

2.3.4. CMV ve Gebelik

CMV, en sik konjenital ve perinatal edinilmig enfeksiyon nedenidir. Gebelikteki
enfeksiyonlarin ¢ofu reaktivasyon sonucu geligen tekrartayan enfeksiyonlardir ve gebelik
latent CMV enfeksiyonunun reaktivasyonunu kolaylastirmaktadir. Ozellikle gebeligin son
trimestrinde servikal CMV atihmt artmaktadir (15). CMV'nin perinatal ve intrauterin gegigine
kargi maternal immunite tam koruma saglamasa da yenidogan ve fetusta virusun virulansim
azaltmada bityiik bir rol oynar (49). Immunite latent CMV'ye kars: etkisizdir. Fakat virusun
hiicre digina ¢ikigina da engel olur (15). Geg¢ hamilelik doneminde latent CMV'nin
reaktivasyonu maternal hiicresel immunitenin gecici depresyonuna baglanmaktadir (34).
Konjenital CMV enfeksiyonu primer (% 30-40) veya tekrarlayan enfeksiyon (%3-6)
sirasinda virusun transplasental yolla alinmasiyla olmaktadir (15). Hamileler i¢in intrauterin
enfeksiyon seyri, prognoz ve sonuglarn sirastyla Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6'daki gibi
ozetlenebilir (8, 14, 32).
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Maternal Enfeksiyon Maternal Enfeksiyon
Infantlarin Infantlann
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gec sekeller % 10y
normal
Yasayanlarin
% 10°u
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$ekil 6. Maternal-Konjenital Enfeksiyonlar Arasindaki ligki ve Sonuglar

CMV enfeksiyonu yavag gelistigi i¢in teratojen etki fazladir. Ancak bunun direkt
etkiyle mi yoksa endotelial ve vaskiiler hasar sonucu dolayl olarak mi1 geligtigi tartismalidir,
CMV'ye bagh konjenital anomali ve geg sekellerle etkilenen organlarda hiicre azalmasina
bagli rofatif hipoplazi ve normal yapinin bozulmas goriilmektedir (15). Hamilelikte fetusa
CMV gegisinin patogenezi bilinmese de konjenital enfeksiyonlar siktikla plasental enfeksiyon
ve korionik villitis ile birliktedir (35).

Hamuleligin ilk trimestrinde olusafl diigiiklerde siklikla CMV izole edildi ginden, CMV
reklirrent spontan abortus etkenleri arasinda sayilabilmektedir (37).
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Fital Enfeksiyonlanin Saptanmast:

Gebelikte primer enfeksiyon saptamrsa veya ultrasonografi (USG) ile gelisme
gerilifi, hidrops ve beraberinde serebral anormallik saptanirsa fotal enfeksiyon
aragtirilmalidir. USG'de periventrikiiler ekojenik odaklar (15), ventrikiilomegali (50), bazal
ganglionda ekojenik damarlar (15) goriilebilir. USG'de ilk bulgular IL.trimestr sonlarindan
itibaren saptanabilir. USG yaninda kordosentezle alinan fotal kanda izolasyon ve serolojik
analizyapilabilir. Fotal kanda CMV spesifik Ig M antikorlar: saptanamayabilir (51, 52, 53).

Amniyosentezle alinan amnivon mayiinde virus varli§ aranabilir. CMV DNA's:
amniyotik mayii, fotal kan, plasental doku veya korion villus émeklerinde gisterilebilmesi
nedeniyle ilk trimestrden itibaren fotal enfeksiyonlar taninabilir (52).

Hamilelikte HCMV Patogenez ve Immunolojisi:

CMV ile ilk kez kargilagan kistlerde viremi ile karakterize primer enfeksiyon meydana
gelir; genellikle asemptomatik seyreder. Bir siire sonra virus gesitli hiicrelerde (1okosit, sinir
hiicreler, etkilenen organlarda vaskiiler endotel hiicreleri) latent hale gecer (54). Bu devrede
hastanin kaninda CMV'ye kargt olugturulan antikorlar vardir. Ancak bunlar hiicre i¢indeki
viruslar iizerinde etkili olmaz; sadece virusun hiicre digina ¢ikip, yayimasini onlerler. CMV
ile kargilagan hemen herkeste bu sekilde latent virus enfeksiyonu gelisir. Immun sistemin
cesitli nedenlerle zay:fladig durumlarda latent virus reaktive olabilir. Reaktivasyonla ortaya
¢ikan bu enfeksiyonlarin da gogu asemptomatiktir. Ancak immun sistermi belirgin derecede
baskilanmg kigilerde gerek primer gerekse reaktive enfeksiyonlar agir seyreder.

Genel olarak gebeliklerinde primer enfeksiyon gegiren annelerin bebeklerinin
semptomatik konjenital enfeksiyon riski gok fazladir. Oysa reaktivasyona bagli konjenital
enfeksiyonlar genellikle asemptomatik seyreder (36). Rubella enfeksiyonlarinda maternal
antikorlar prenatal enfeksiyondan korunmay saglarken CMV enf eksiyonunda saglamaz (55).
Gegirilmig CMV enfeksiyonlu kadinlanin kanindaki CMV antikorlari fetusa enfeksiyonun
bulagmasina engel oimasa da enféksiyonun genellikle asemptomatik seyretmesine neden
olmaktadir. Latent CMV enfeksiyonu ile nonspesifik ve spesifik (hiicresel-humoral) immun
sistem uyarilmaktadir. Enfeksiyonun kazanilma donemine gore tam veya gecikmig ve
azalmig bir immun cevap gelismektedir (14). Virusa ait patogenez ve immun cevap
arasindaki iligki su sekilde 6zetlenebilir (Tablo 7).
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Aralikli virus atthmi

“Postnatal Prenatal Perinatal Erken Iatroje
postnatal i
Salya, genital Semen, maternal Servikal  Anne siitii, Kan
Kaynak sekresyon, viremi, asendan  sekresyon titkritk firiinleri
gozyagl, idrar genital enf.
Enfeksiyon VIREMI
- Immun cevap
Nonspesifik Interferon + (+) +) + (+)
Hiicresel T-B hiicre (+) (+) + +)
etkilesimi  +
Humoral Ig M (Ig E) ++ +)/+ (+) + +
IgG ++ i+ + + +
Klinik durum
Ateglt hastallk  Konjenital CMV
(% 25) (% 5) - - .
EMN'ye benzer  Hafif semptom % 10 % 5 % 15
(% 10) % 5-10
Semptomatik
Hastalikh
Ansefalit, %90
hepatit, ve enfekte - - -
myokardit % 3-15
(% 5) gebelerde
gec sekeller
Asemptomatik % 60 % 85 - 90 % 90 > %95 85
Virusun I8kositlerde kalicilig
Bagigikhik

Uzun siire virus atilim
Antikorlannin kalicihi g

(+) : Gecikmig ve azalmig

Tablo 7. Primer CMV Enfeksiyonunun Patogenezi ve Immun Cevap

2.4. CMYV Enfeksiyonlarinin Tamsi

CMV enfeksiyonlartnin hizli ve 6zgiil tanis: agagidaki durumlar dolayist ile nemlidir:
a) Konvansiyonel hiicre kiiltiir ydntemlerinin zaman almas:
b) AIDS hastalarimin recurrent hatta primer enfeksiyonlarinda, bagisiklik
sistemi baskilanmus hastalarda ve konjenital enf. eksiyonlarinda serolojik
cevabin eksikligi,

¢) Giniimiizde etkin antiviral ajanlarin varligi,



d) CMYV enfeksiyonlaninin goriintimiinin transplant reddinin klinik goriiniimiine
benzemesi (56, 57)

Biitiin bu faktorler CMV'ye spesifik monoklonal antikorlarr ve DNA sekanslarnm
kuilanan etkin ve hizli tan1 yontemlerinin geligtirilmesini tegvik etmistir (58).

Kigiler virusu idrar, semen veya servikal sekresyon ile yillarca ekskrete
edebildiginden CMV hastalifinin tanisini kanitlamak zordur. Bu boigelerde saptanan pozitif
kiiltiir sonucu, hastanin o andaki semptomlarinin CMV'ye bagli oldugunu gostermez. Ancak
kandan virus izolasyonu aktif hastalif1 gosterir. Fakat hastalar viremik donemde bile
asemptomatik olabilirler.

Tani Yéntemleri:

a) Tipik CMV virionlarintn elektron mikroskop (EM) ile aranmas,

b) Tipik CMV sitopatolojisinin sitolojik ve histolojik aranmasi

¢) Dokuda CMYV antijeninin aranmasl,

d) Dokuda CMV genomunun aranmast,

e) Seroloji,

f) Virus izolasyonu,

a- Elektron Mikroskobu : 1drarda CMV'yi bulmak i¢in kullanilm:g ve viral kiiltiir

kadar sensitif olmadig1 anlagiimistir. Giintimiizde tan1 amaciyla nadiren kullaniimaktadir.

b- Sitoloji / Histoloji : Mikroskobik tamda 25 - 35 mm biiytikliigiinde genis, santral
ve bazofilik intranukleer inkliizyon iceren hiicreler goriiliir. Bu inkliizyonlar niikleer
membrandan bir halo ile ayrildigindan baykug gozii (owl's eye) diyé adlandirilirlar. En iyi
Papanicolau veya hematoxylen eosin boyama ile goriiliirler. Enfekte hiicrelerdeki
intrasitoplazmik inkliizyonlar en iyi giemsa ile goriiliirler. Erken goriilen bu inkliizyonlar
CMYV enfeksiyonunun Sl¢iimiinde sensitif degildir (6rmegin idrar icin). Kiiltiire gorel/3 - 1/4
oraninda sensitiftir. Dugtik sensitivitesinden dolay1 tam yontemi kiiltiir olanag: yoksa
kullaniimalidir (59).

¢- Dokuda CMV antijeninin aranmas: : Son zamanlarda kandan CMV'nin
izolasyonuna alternatif olarak lokositlerde viral antijenin gosterilmesi Gnem kazanmigtir (60).
Ozellikle transplant hastalar1 ve AIDS hastatarinda hizli tan: yontemi olarak dnerilen deneyin
duyarlilik ve ozgiilligii % 90'in tizerindedir (61, 62, 63, 64). Viremi i¢in duyarliligin % 50
- 78 oldugu bildiriimektedir (63).

Deneyin temeli bagta PNL olmak iizere lokositlerde alt matriks fosfoproteininin

(pp65) monoklonal antikorlarla tesbitine dayanir (65, 66) ve antijenemi assay olarak
adlandinlir (67, 68).
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Sonuglari deerlendirirken diigiik seviyedeki antijeneminin asemptomatik
enfeksiyonla, siddetli antijeneminin semptomatik enfeksiyonla iliskili olduguna karar verilir
(63, 69, 70). Antijeneminin kantitatif takibi, hastaliin gidisini degerlendirmede, antiviral
tedavinin siiresini ve ilag direncini belirlemede kullanilabilmektedir (62, 63). Antijeniemi
testi genellikle hastalifin baglangicindan 6nce pozitiflesir. Bunun igin yiiksek risk grubu
hastalarin korunmasi veya 6n tedavi aluna alinmas; tedaviye cevap ve relapslan izleyebilmek
i¢in kullanilan virus izolasyon yontemlerine gore sensitivitesi % 100 olan bir test oldugu
bildinlmektedir (37).

Bu yontemin CMV enfeksiyonu yoniinden risk altinda olan transplantasyon
hastalarinin prospektif olarak izlenmelerinde shell vial kiiltiir yonteminden (SVKY) daha
duyarli olduu ve bu amagla kullaniminin yayginlastigi bildirilmektedir (60).

Viral antijenler bronkoalveolar lavaj (BAL), idrar, biopsi gibi difer orneklerde de
gosterilebilmektedir (72). Fakat BAL'da virus varliginin gosterilmesi hastalifin kesin
gostergesi defildir. Viremi ve hastalarin diger verilen ile birlikte degerlendiriimelidir (60).

d- Dokuda CMV Genomunun Aranmast (Niikleik Asit Hibridizasyonu ve PCR): In
situ hibridizasyon; doku - invaziv hastaligin tanisinda dnemli bir tekniktir ve duyarlil1g
histolojik yontemlerden fazladir. Ancak pozitif sonuglarm dikkatli yorumlanmasi gerekir.
Lokosttlerden hazirlanan sitospin preparatlarinda kullanilan in situ hibridizasyon yonteminin
duyarlihigimin PCR ile karsilagtirilabilir oldugu bildirilmektedir. Sonuglarin kantitatif olarak
degerlendirilebilmesi, hastaligin giddeti ve antiviral tedavinin etkinligini takip etmekte
kullanilabilmektedir. Deneyin immunositokimyasal boyama ile birarada yapilabilmesi, aynt
hiicrede viral antijenleri ve nitkleik asitlerin tesbit edilmesi avantajim saglamaktadir.

PCR ile viral genomun saptanmasi: CMV PCR'mda ¢ok cesitli drnekler

yaninda, konjenital enfeksiyonun prenatal tanisi igin amniyotik stvi Ornegi de
kullanilabilmektedir (60). Duyarliligt ve ozgilligi ¢ok yiksektir (73). Dissemine
enfeksiyon gostergesi viremi oldugu icin ézellikie PCR ile kanda viral genomu saptamanin,
CMV hastaliini teghis etmede duyarlilik ve 6zgiilliigi dnem kazanmaktadir. Yanlis negatif
sonuglar genomun oldukea korunmus bolgesinden segilen tek primer ¢iftinin kullanilmasiyla
Onlenebilecegi gibi, tek PCR'da ¢ok sayida primer ¢iftlerinin kullanilmasiyla da
Onlenebilmektedir (68). Caligmalarda genellikle en erken olugan antijen ve bazen de buna
ilaveten geg antijeni kodlayan gen bolgesinden secilen primer ¢iftleri kullanilmaktadir (74,
75).

PCR'da lokositlerin kullamlmasinin latent enfeksiyonu da tesbit edebilecegi
digliniilmesine karsilik, seropozitif saglikls kigilerde yapilan ¢ahismalar bu gortisii
dogrulamamaktadir (62). Muhtemelen dissemine enfeksiyon hiicre lizisi ile viral DNA 'min
veya tlim virusun plazmaya salinmasina yol agmaktadir (60). Bu durumda PCR ile serum



veya plazmadaki viral DNA'y1 saptamak, hem dissemine enfeksiyonu géstermek, hem de
latent enfeksiyona bagli yanhs pozitif sonuglari sniemek agisindan nemli olabilir (62).

Dissemine hastali1 teshisdeki 6zguillugii arttirmak igin revers transkriptaz-PCR (RT-
PCR) teknigi ile viral replikasyonun gostergesi olan mRNA'nin ozellikle ge¢ antijen
kinetiginden dolay tesbit edilmesinin uygun olabilecegi bildirilmektedir (73, 76, 77).

Prodiiktif enfeksiyona 6zgii olmayan PCR ozellikle bagigiklik sistemi baskilanmig
hastalarda aktif enfeksiyon riskini belirleyip, erken antiviral tedaviyi saglamada, hastaligin
gidigini, ilag etkinliZini ve direncini izlemede onemli bir tani yontemi olarak dnerilmektedir
(73, 74).

PCR, klinik olarak dnemli hastalik igin prediktif degeri muhtemelen en diistik olan
yontemdir (60). Pozitif PCR sonucunun klinik 6neminin degerlendirilmesi oldukca zordur
ve bir ¢ok verinin goz Oniine alinmasim gerektirmektedir (76). Ayrica CMV PCR"tmn rutin
kullanima dahil edilebilmesi icin en bagta latent virus DNA'sinin amplifikasyonunun ekarte
edilmesi gerekmektedir (62, 78). Latent enfeksiyondan aktifini ayirdedebilmek igin akut
enfeksiyon sirasinda cksprese edilen CMV'ye spesifik RNA transkriptlerinin amplifikasyon
yontemleri kullanilabilir(78).

e- Seroloji : Bu tami yontemi virus varligmin yalnizea indirekt kanitidir ve CMV
enfeksiyonu gelismesi agisindan risk altindaki ¢ogu hastada immunolojik bozukiuklar
gelistiginden problemler yaratir. Gergi diger tani testlerinden daha ucuzdur. Daha az zaman,
ekipman gerektirir ve tamamen otomatize olmugtur (79). Enfeksivonun basinda veya
oncesinde serum antikorlant negatif olan kiside serum antikorlarinin gelismesine
serokonversiyon denir. Serolojik testlerin kullanimindaki amaglar, kisinin primer
enfeksiyona kars: duyarliligini saptamak ve kan organ alici-vericileri taramaktir (58).

Teortk olarak CMYV spesifik Ig M antikorlar yalnizca primer enfeksiyon sirasinda
gelisir. Fakat CMV enfeksiyonunun reaktivasyonunda yeniden goriilebilir. I gM antikorlar
6-9 aylik dénemden sonra kaybolur. Pek sik olmasa da immun sistemi saglam kigilerde akut
primer enfeksiyondan stiphelenilirse 6zellikle hastalifin bir hafta veya daha uzun siire
sonrasinda sik olmasa da bu antikorlar bulunmayabilir. immun sistemi bozuk olanlarda bu
hastalik sirasinda veya tedavi aldif: sirada IgM cevabr bozulabilir ve Ig M titresi aktif
enfeksiyon sirasinda yanlis negatif goriilebilir. Teorik olarak CMV spesifik Ig M konjenital
CMYV enfeksiyonlu infantlar identifiye etmek i¢in kullanilir. Ne yazik ki bu test ne sensitif
ne de spesifiktir (59). Bu nedenle bu test virolojik agidan yagamin ilk 2-3 haftasinda veya
dogumda idrar kuiltiirii yapilmasi kadar kullanilmaz.

Primer, gecirilmis ve sekonder CMV enfeksiyonu 1yi dokiimente edilmis hamile
kadinlarda CMV-Avidite Index(Al) ¢aligilmig; gegirilmig ve sekonder enfeksiyonda IgG-
Al'nin % 60'm iizerinde, primer enfeksiyonlu hamilelerde % 50'in altinda bulunmugtur.
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Al'nin % 65'in tzerinde olmas: primer olmayan bir CMV enfeksiyonuna igaret ettigi
bildiniimektedir (80).

Serumda CMV antikorlannin varhigi kompleman fiksasyon (KF), lateks agliitinasyon
(LA), radioimmunassay (RIA) ve immun floresan antikor (IFA) gibi cesitli metodlarla
gosterilebilir(81). Bu testlerin cogunun pratik olmamasi, duyarli, ozgiil ve kolay olan enzim
linked immunosorbent assay (ELISA) yontemini cazip hale getirmistir (60).

K¥ Deneyi: Saglikl: kigilerde antikor titrelerinin dalgalanmalar gostermesi, boylece
serokonversiyonun gergek primer enfeksiyonu gostermemesi ve % 25 gibi yanlis negatif
sonuglar vermesi nedeniyle kullanilmamaktadir (58). Western blot teknigi ile matriks
fosfoproteininin (pp65/66 kDa) kompleman fikse eden antijenin en onemli kismim
olusturdugu gosterilmistir (82).

IFA: CMV enfekte ettigi hiicrelerin yiizeyinde 1gG'nin nonspesifik baglanmasina
neden olan Fc reseptoriinii indiikledigi i¢in % 32 oraminda yanlig pozitif sonuglar vermektedir
(15). Cinki antiserumlar nonspesifik olarak bu reseptorlere baglanabilir, stoplazmik ve
periniikieer floresans yaratir. Bu durum testin yorumlanmasinda problem yaratir(8).
Geligtirilmig gekli olan antikompleman immunfloresans (ACIF) testinde deneye floresan
igaretli antikompleman antikorlarinmn eklenmesi ile yanlis pozitiflik oranmi % 1.7'ye
indinlmigtir.

LA: Aynt anda birgok serum antikorlarim test edebilen bir yontemdir.

RIA: Yiuksek duyarlilik ve ozgiillige sahiptir. Fakat kullanilan malzemelerin
pahalihi: ve deneyin radyoaktif problar gerektirmesi nedeniyle rutin kuflamlmamaktadir.

ELISA: Duyarlili1 en yitksek olan testtir. Bu teste hiicre kiiltiiriinden elde edilen 1yi
tanimlanmamig antikorlar kullanilmamaktadir. Bu antijenler hiicresel proteinler icermektedir.
Ayrica belli sartlar altinda hiicre kiiltiiriinde biriken dense-body proteini pp65 gibi baz1 virus
bilegenlerinin fazla miktada temsil edilmesi ELISA'min duyvarlilik ve ozgulluging
etkileyebilmektedir. Ustelik major kapsid proteini gibi diger herpesviruslarin proteinleri ile
onemli benzerlik gosteren proteinlerin varhg ELISA'da ¢apraz reaksiyonlara neden
olmaktadir. Ayrica hepatit-B virusu ( HBV ) ile de capraz reaksiyon sik gortilmektedir.

Son yillarda rekombinant ELISA teknigi iizerinde yogun ¢aligmalar yapilmakita,
biyoteknoloji ve peptid kimyast yolu ile elde edilebilen, tan i¢in en uygun olabilecek
rekombinant antijenler ve bunlarin uygun kombinasyonlari belirlenmeye ¢alisiimaktadir (60).

Enfeksiyon sirasinda humoral immun cevap analizi sonuglari, UL 32'nin kodladig
pp150'nin (fosforik tegiiment proteini, oldukca immunojenik) seropozitif serumlarin
yaklagik % 100" tarafindan tanindifini ve ozellikle IgG ile yiiksek seviyede reaktif
oldugunu ortaya koymustur (83).
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ppl130, pp65 ve yapisal olmayan p52 (DNA'ya baglanan protein) en iyi IgM
baglayan antijenlerdir ve IgM serolojisinde timit vadetmektedirler. Ozellikle pp52'nin akut
CMYV enfeksiyonunun monitonze etmek icin ¢ok tyi bir marker oldugu bildirilmektedir ( 84).

Primer enfeksiyonun, sekonder enfeksiyondan ayrnilmasi simdiye kadar anlatilan
serolojik yontermnlerle mimkiin degildir. Bu ayirim en iyi sekilde seronegatif kiside IgM
cevabinin gosterilmesiyle yapilabilmektedir. Iki tip enfeksiyonun aynminda kullamilabilecek
diger testler, primer enfeksiyonda agin miktarda iretilen sitolitik IgM salimmntn >'Cr ile
tayini ve primér enfeksiyonun igareti olarak diigiiniilen membran proteini (MP) 60'a kargi
1gM reaktivitesinin saptanmasi testleridir. Sekonder enfeksiyonda serum pek ¢ok viral
polipeptid ile reaksiyona girerken, primer enfeksiyonda baglica pp65 ile reaksiyona
girmektedir. Boylece yapisal proteinlere karsi antikor profillerini ¢ikarmak ayirimda diger bir
yaklagimdir (60).

Cogu durumda aktif CMV enfeksiyonu, inaktif enfeksiyondan protein spesifik
immun reaksiyonlarin yogunlugu ile ayrilabilmektedir. Inaktif CMV enfeksiyonlu kigilerin
serumlarinin ¢ogunlugu 66, 59, 56, 50 veya 26 KDa'lik proteinierle reaksiyona girerken,
aktif enfeksiyonlu hastalarin serumlari bunlara ek olarak 79, 70, 43, 38, 30 veya 23 KDa'lik
proteinlerle reaksivona girmektedir (83).

f- Virus Izolasyonu : Produktif enfeksiyonun en Ozgiil tanis1 virusun hiicre kititiir
yontemi ile izolasyonudur (61). Cesitli klinik orneklerin (idrar, kan, titkriik, servikal
sekresyon, anne siitii vs.) kiiltiiri yapilabilmektedir. CMV oldukga labil bir virus oldugu
i¢in drnekler en kisa zamanda laboratuvara ulastimimali ve hiicre kiiltiiriine ekilmelidir (60).
CMV yalmizea insan fibroblast diploid hiicre kiiltiirlerinde tireyebilir. Bunun igin degigik
laboratuvarlarin tirettigi hiicreler (MRC-5, WI-38, MA-184, FLOW-2000 vs.) ticari olarak
piyasada satilmaktadir (59). Bunlar arasinda en sik kullanilan hiicreler MRC-5 hiicrelenidir
(60). Inokitlasyondan sonra tani, virusun bilyiimesi sirasinda meydana getirdigi CPE'nin
gortilmesi ile konmaktadir. Bu etki inokiile edilen virus miktarina gére 1 - 6 hafta (ortalama
10 giin) sonra meydana gelmektedir.

Son yrllarda hiicre kiiltiir yontemine dayali, hizli bir tan: yontemi geligtirilmigtir. Bu
yontem shell vial kiiltiir yontemi (SVKY) olarak adlandirilmaktadir. Konvansiyonel kiiltiir
yontemine gore tercih edilen bu yontemde hiicreler kiiciik sigeler igine yerlegtirilen yuvarlak,
12-13 mm ¢apinda, lameller tizerinde hazirlanmakta ve drnekler bu sistemde santrifij
edilmektedir. Santrifiijden 24 - 48 saat sonra yapilan monoklonal antikorlarm kullamldigi
immun floresan boyama ile virusun en erken antijen (IE) ve erken antijen (E)'leri tesbit
edilerek tan1 konmaktadr.

Yontemin duyarliligini etkileyen faktorler; 6rnek tipi, ornekteki virus

konsantrasyonu; kullanilan shell vial sayisi, Ornefin hiicre tabakasina toksik etkisi,
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kullanilan monoklonal antikorlar, inkiibasyon siiresi, kulanilan hiicrelerin yast ve tipidir
(74). SVKY konvansiyonel hiicre kiiltiirlinden hizli oldugu kadar, aym1 zamanda daha da
sensitiftir (kan hari¢) (59). Ozellikle idrar igin seckin bir yontem olarak kullamlabilecegi
bildirilmektedir (60). Lokositlerin hiicre tabakasina toksik etkisi daha fazla oldugu igin
vireminin tamsinda SVKY 'nin duyarlilif1 konvansiyonel yonteme gore ¢cok azdir. Ozellikle
bu orek i¢in SVKY ve konvansiyonel yontemin birarada kullanilmasi uygundur (69). BAL
i¢in de SVKY 'nin duyarlilig: oldukea yiiksektir.

Son yillarda SVKY ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda vireminin hizi:
tanist ve kantitatif takibinde ve konjenital enfeksiyonun standart tanisi olan kiiltiir yontemi ile
viriiriyi saptamada tercih edilen yontemlerden birisidir (62, 85).

Tam - Ozet
Bu testler spesifik CMV Kklinik tanisi i¢in su sekilde kullanilirlar:

1- Konjenital Enfeksiyon :

a) Dogumda 1 - 2 hafta i¢inde virus kiiltiir pozitifligi postnatal ve perinatal
enfekstyonlu infantlardan ayirdetmede onemlidir.

b) Idrarin sitolojik incelemesi : Kiiltiirden daha az sensitif, fakat karakteristik inkliizyon
goriildiigiinde diagnostiktir.

c) Antikor negatif anneler bebege enfeksiyonu gecirmediginden, 1gG antikorlarinin
yoklugu esas olarak konjenital enfeksiyon tanisint elimine eder.

d) CMV-spesifik IgM antikorlan taniy1 destekleyebilir, fakat yanlig pozitif ve negatif

sonuglar ¢ikabilir.

2- Perinatal Enfeksiyon: Dogumda Kiiltiir negatif, 4 haftanin tzerinde pozitiflegenierde
dugtniilir. Konjenital enfeksiyondaki b ve d maddeleri hakkindaki yorum, perinatal
enfeksiyonlar i¢in de gegerlidir. Seronegatif infantlar ekzojen CMV almig olabilirler (kan
transfiizyonu vs ile)

3- Irmnun sistemi saglam olanlarda:

a) Serokonversiyon ve CMV spesifik IgM antikorlarinin varlift, primer enfeksiyonun

en iyi gostergesidir.

b) Idrar kiittiir pozitifligi CMV enfeksiyonu tanisint destekler. Fakat aylar, yillarca
idrarla atilabildiginden enfeksiyon varligin uzaktan vansitabiiir. Pozitif kan kiiltiirii
bu hastalarda yine de tan1 koydurucudur.

¢) Idrarin sitolojik ¢aligmas primer enfeksiyona ragmen negatif olabilir.
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4 - Immun sistemi bozuk olanlarda :

a) Doku hastaligmda DNA / RNA veya viral antijenlerin gosterilmesi (akciger, kolon
vs.), CMV enfeksiyonunun varlini kanitlar ( diger patojenlerin yoklugunda ).

b) Serokonversiyon diagnostiktir. Fakat nadiren meydana gelir. Ozellikle AIDS"i
hastalarda % 95'in tizerinde HI'V enfeksiyonundan nce CMV seroporzitifligi
vardir.

¢) CMV sp [g M antikorlan 6zellikle virus reaktivasyonu sirasmda bu grup hastalarda
bulunmayabilir veya tnemli klinik enfeksiyon olmasa bile Ig M siklikla bulunabilir
(59).

Genel olarak aktif CMV enfeksiyon tanist agagidaki kriterlerden bir veya daha fazlasi
varsa koyulabilir:

a)- Bir veya daha fazla kultiir pozitifligi

b)- Seronegatif oldugu bilinen kiside serokonversiyon

¢)- CMV IgM pozitifligi, [gG antikorlarinda 4 kat veya daha fazla artist, CMV
enfeksiyonu ile uyumlu klinik hastalik (ates, lokopeni, organomegali, vs) tablosundan
ikisinin birlikte pozitifligi (57).

2.5. Profilaksi

2.5.1. Pasif immunizasyon

Kemik iligi ve bobrek nakli yapilan CMV seronegatif kigilere immunglobulin
verilerek yapilan galigma, bu tiir pasif immunizasyonun CMV enfeksiyonunu 6nlemede
yetersiz kaldifim, ancak CMV'ye bagh hastalik gelisimini azaltabildi gini gostermistir (11).
CMV'nin ytizey glikoproteinlerinin major epitoplarina karsi monoklonal antikor havuzu
kiinik olarak yarar saglayabilir ve hastaligin ¢nlenmesinde etkili olabilir (86).

2.5.2. Aktifimmunizasyon

Sitomegalovirus enfeksiyonu sonrasinda geligen aktif immunite, reaktivasyon veya
reenfeksiyon durumlarinda CMV'ye bagli ciddi komplikasyon gelisimini onler, CMV'ye
bagh en agir klinik tablolar immunitenin olmadig durumlarda (hamile kadinlar, transplant
alicilan, primer enfeksiyon vs.) ortaya ¢ikar. Bu durumda aktif immunizasyon durumunda
CMV seronegatif hamile kadinlar ve transplant alicilari hedef alinmalidir. Canli CMV agilar
izeninde ¢aligmalar devam etmektedir. Ancak heniiz CMV enfeksiyonunu ve buna bagl
hastalik gelisimini etkin bir sekilde onleyecek ag1 bulunamamgtir (11), Hayvanlar iizerinde
ag1 caligmalar devam etmektedir (87).

Molekiiler DNA klonlama ve monoklonal antikor tretilmesiyle spesifik olarak
virusun glikoproteinleri yapilabilir ve subiinitlerle immunizasyon miimkiin olabilir (86).

28



Yine insan fibroblast hiicre kiiltiirleri de seri pasajlar yapilarak canli, viriilansi
azaltilmg agt suglarina alternatif olarak zarf glikoprotein B'den olugan, genetik olarak
klonlanmug agilar murine -CMYV ile muamele edilmis farelerde en azindan kismi koruyuculuk
saBlamigtir (88).

2.6. Tedavi

Tedavide kullamlan 2 6nemli antiviral ajan Ganciclovir ve Foscarnet'tir.

Ganciclovir : HSV iizerine etkili asiklovir'in bir niikleotid analogudur. CMV
DNA polimeraz: inhibe ederek viral replikasyonu durdurmaktadir (16). In vitro HSV ve
CMYV lizerine aciclovir'den 10-100 kat daha etkilidir. AIDS'i hastalarda CMV retinitinin
tedavisinde, transplant alicilarinda CMV proflaksisinde kullanilir. Tedavinin baglangicindan
1 - 4 hafta sonra cevap goriiltir. Tedavi kesildikten 2-5 hafta sonra tiim hastalarda klinik ve
virolojik relaps gortiliir. Bunun i¢in yagam boyu idame tedavisi verilmesi gerekir; fakat yan
etkisi olan lokopeni nedeniyle tedavi kesilir. Ayrica ganciclovire direngli suglar da ayr bir
problemdir (48). Ganciclovir tedavisinin K transplantiilarda CMV pnomonisine bagl
mortaliteyi azaltmadi, fakat hiperimmunglobulin ile birlikte verildiginde CMV pnomonisine
bagli mortaliteyi olduk¢a azalttid: gortilmiistiir (16). Transplant alicilarinda proflaktik
ganciclovir kullantmi mortalite oranim1 % 75'den % 25' indirmistir. Ganciclovir
proflaksisinin en énemli yan etkisi 1okopenidir ve ozellikle primer CMV enfeksiyonunun
proflaksisinde etkinligi tam degildir.

Foscarnet : Herpes viruslarin viral-DNA polimerazlarini ve Human
immundeficiency virus'un (HIV) reverse transcriptasim inhibe eden bir pirofosfattir. CMV
retinitinde etkinligi gansikiovir ile aymdir (11, 48). Nefrotoksisite, elektrolit dengesinde
bozulma, konviilzyon, bulanti gibi yan etkiler dolayisiyla tolerans, gansiklovire gore daha
giictiir (11).

Ganciclovir ve foscarnet'in hayvan ¢aligmalarinda embriyotoksik ve teratojenik
oldugn gosterilmig; gebelikte kuflanim hakkinda bilgi yoktur (15).
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3-MATERYAL VE METOD

3.1. Laboratuvar Calismasinda Kullanilan Malzeme ve
Kimyasallar.

Calisma Ornekleri :

Caligmanin planlanmasi agamasinda K.T.U Tip Fakiiltesi Tipta Uzmanlik Tez
Bildirim Formu hazirlanmasi gartlarinin 6ngordiigi; ¢alismanin tanimlanmasi, klinik
orneklerin nereden ve nasi temin edilecegi, ¢aligmanin hangi sartlarda ve nerede
gerceklegtirilecegi belgelenerek Tip Fakiiltesi Etik Kuruluna bagvuru yapildi. Yapilan
incelemeden sonra ¢aligmanin etik kurallara uygun oldugu onay: ahindi. Buna gore; hiicre
kulriiri ¢aligmalarinda kullanilan servikal sekresyon dmekleri Aralik 1997-Mayis 1998
tarihleri arasinda Trabzon Dogumevi Gebe Poliklinigi'ne bagvuran yasiari 18 ile 39 arasinda
degigen, gebeliginin [1l. Trimesterinde olan 158 kadindan Uzman Doktor gizetiminde alindh.

Cihaz ve geregler:
- CO9 Etitv (Nuare, TM})
- Sogutmali santrifiij (Heracus Sepatech/Megafuge),
- Termocycler (Techne/Progene),
Inverted Microscope (SOIF),
Mikrosantrifiij (Biofuge13/Heraeus Sepatech ),
Laminar flow cabinet (Powtect/class II),

Flurescence Microscobe (Olympus),
Elektroforez tank (Fisher Biotech),
UV-Tluminator (UVP),

Fotograf Makinesi (Fisher Biotech),
Otoklav,

T25 Hiicre Kiiltiir Flasklari (Greiner)
Coverslips (BDH)

- Bijoux (Sterilin)(shell vial sigesi)

- Swablar (Rayon)
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Vortex (IKA-Labortechnic),
- -20°Cve -70 C derin dondurucu,
Sivi azot tanky,

disposibie filtreler

]

plastik pastor pipeti,

5, 20, 50 ve 500 ml'lik vidal: kapakli cam sigeler,
T-25 doku kitltiir flask: (Greiner/ Labortechnic),

Cultiplast swab, ince uglu penset, bistiiri,

i

15 ml'lik santrifiij tiipleri,
Kimyasallar
- Trpsin (Sigma T4799)
- NaHCO3 (%7.5 soliisyon, Biological Industries, 03.040.1B)
- L-glutamin
- NaOH (Merck)
- Dimetilsiilfoksid (Sigma D8779)
- EDTA (Sigma E5134)
PBS (Dulbecco's A, Oxoid)
Aseton, Phenol (Sigma), Chloroform (Sigma), Isoamiloalcohol - (Sigma), K-
Acetate (Sigma),

Agaroz (Sigma), Proteinaz K (Sigma), SDS (Sigma),

- dNTP, Primerler, MgCl,, Taq Polimerase, 10X buffer (Promega),
Soliisyonlar:

- M199 (Seromed)

- NEAA (X100)

- Na-Bikarbonat (% 7.5)

- Fetal Calf Serumu (Sigma ve Biological Industries)

- Deiyonize-distile su (Easypure UV/UF)

- Siikroz fosfat soliisyonu

3.2. Sollsyonlarin Hazirlanmasi

Tripsin:

Steril PBS (Kalsiyum ve Magnezyum icermeyen fosfat tampon tuz)( 100 ml.) i¢inde
250 mg tripsin ¢oziildii. 0.1 g EDTA (Ethylene-Diamine-tetra-acetic acid/Sigma) 10 ml
deiyonize suda ¢ozilldi. 0.45 ym. lik filtreden gecirildi. Hazirlanan 100 m!lik tripsine 9.6
mi EDTA ilave edildi ve karigtirildi. Daha sonra 1 ml'lik steril eppendortflara taksim edllerek

-20 °C'de saklandi. Kullanilacad: zaman 1 m! tripsin 15 ml PBS ile kangtirilip 37 *C'de
1sitilarak kullanidi.
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PBS (fosfat tampon soliisyonu) Hazirlamsi:

Phosphate buffered saline (Dulbeco’A’) tabletlerinden 100 ml deiyonize su igin 1 adet
olmak tizere sigelere kondu. Calkalanarak ¢ozdiiriildii. Istenilen hacimlerde siselere boliindii.
1 atmosfer basingta, 121 "C'de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. Sogutuldu. Oda

1s1sinda sakland.

Trypan Blue Hazirlanisi:
Elli mg trypan blue (tripan mavisi) tartildi. Elli ml PBS i¢erisine konarak coziildii.
Oda 1s1s1nda saklandi.

Antibiotik Kokteyli (Antibiotik karisimi) Hazirlanmasi:

Vancomycin 500 mg
Gentamycin 1440 mg
Nystatin (10 000 U/ml} 250 ml
Deiyonize su 64 mi

100 ml hazirlandi. Eppendorflara birer mililitre taksim edildi ve -20 ~C'de saklandi. Son
konsantrasyonlar1; vancomycin 50pg/ml, gentamyecin 144 pg/mi, nystatin 25 U/ml, olacak
sekilde hiicre Kiiltiirii i¢in kullanulan biiyiime vasati (GM) ve idame vasat (MM)'lart igine
kanigtinldi.

Viral Transport Medium (VTM):

Detyonize su 100 mi
TC199(X1) 10 ml
NaHCO; ( % 4.4) 2.5ml
Antibiotik kokteyli 1ml
Isiileinaktive

Fotal caif serum (FCS) 2ml

Hazirlanan soliisyon 0.45 pm'lik filtrede steril sise icine siiziildii. Ikiger ml olarak
vidal1 kapakli 5 ml'lik gigelere boliindii. 4 "C'de sakland.

Hiicre Kiiltiir Vasatinin Hazirlanis::

Stenil deiyonize su 430 m]
TC 199 (X10) (L-glutaminli) 10 ml
NaHCO; (% 7.5 14 ml

NEAA (x100) Smi



Idame vasati olarak kullanilacag: zaman % 2, biiyiime vasat1 olarak kullanilacagi
zaman % 5 oranmnda FCS eklendi. Ayrica vancomycin S0ug/ml, gentamycin 144 pg/ml ve
nystatin 25 U/ml olacak gekilde antimikrobial maddeler vasatlara karistirildi (89).

Yikleme Tamponu(loading buffer)

%20 Ficoll 400

0.1 M Na2EDTA, pH 8.0

% 1.0 SDS

% 0.25 (w/v) bromphenol blue

% 0.25 (w/v) Xylene cyanole

3.3. Fibroblast Hicre Kiiltiriiniin Hazirlamasi

KTU Tip Fakiiltesi ameliyathanesinde Haziran-1996'da istege bagl: olarak yapilan bir
siinnetten elde edilen siinnet derisi (preputium) , i¢inde 20 ml PBS bulunan sigseye alindi ve
hemen vircloji laboratuvarina getirildi. Doku siseden ¢ikarilarak steril bir petri i¢ine alindl.
Makroskobik kan giderilinceye kadar 5-10 kez yikand1. Petriye dokuyu islatacak kadar PBS

kondu. Doku; steril sivri uglu doku makasryla 1-2 mm® bilyilkliikte olacak gekilde kesildi.

Petr1 hafif yan yatinlarak doku parcaciklari iiste ¢ekildi; altinda biriken kanli PBS pastor
pipeti ile ¢ekildi ve atildl. Kalan hiicreler 15 ml PBS ile sulandirilarak santrifiij tiipline
toplandi ve 500 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi. Bu devirde ¢Okmeyen eritrositleri igeren
ustteki siv1 atildi. Sediment, beher igine alindi. Igine kiigiik bir bar (karistirici miknatis)
atildi. Uzerine 15 ml FCS i¢ermeyen TC199 ve 4 ml % 0.25'ik Tripsin soliisyonundan
kondu. Alttan 1sitmadan 37 OC'lik etiivde 30 dakika (kapag: hafif agilarak) kanstiricr
lizerinde birakildl. Stire sonunda gise digari alindi ve 2-3 dakika oda isisida bliyiik
parcalann dibe ¢okmesi igin beklendi. Uzerindeki siv1 santrifij tiipiine alindiktan sonra 2
kez 1500 rpm/5 dakika/oda 1sisinda FCSi kiiltiir vasats ile yikandi. Siipernatant atildr.
Sediment 10 ml % 20 FCS igeren growth media iginde siispanse edildi.

Pipetleme hareketi ile flaska aktarilmaya hazir hale gelen hiicre siispansiyonundan 0. 1
ml alindi, 0.9 ml trypan blue ile karigtirild: ve hiicre saymmi yapildi. Canli hiicreler (agik
renkli, i¢i bog, parlak rofle verenler ) sayildi. Toplam hiicre (3.10%ml) miktar1 TC25 doku
kultur flaskina bogaltildr. 37 "C lik CO,'li etiive agzr hafif aralanarak, iireyen hiicrelerin
pasajinin yapilabilecegi siire kadar (7-8 giin) beklendi. ilk iiremeleri saglanan bu siinnet
derisi fibroblast hiicreleri HFC diye adlandinldi.

Hiicre Kiiltiir Pasajimin Yapilisi:

Pasaj hazirlig1 olarak tripsin, PBS ve Biiyiime Vasati 37 ~C'de isinldr.  Hiicrelert
igeren flaskin igindeki vasat dokiildii; hiicrelerl0 ml PBS ile 2 kez yikand:. PBS
uzaklagtirdi. Tripsinden 2 ml flask igine kondu. Flaskin agz1 kapaularak invert mikroskopta
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incelendi. Hiicrelerin birbirinden ve flask ylizeyinden ayrilmaya basladigi anda flasktaki
tripsin soliisyonunun yaklagik yans: dokiildii. Yiizeyi islatacak kadar tripsin kalan flask
tripsin aktivitesini arttirmak amaciyla 37 °C' etiive kondu; 2 - 3 dakika sonra ¢tkarildi.
Flaskin kenar sert zemine vurularak tek tabaka (monolayer) halindeki hiicreler tamamen
zeminden kaldinldi.

Flask i¢ine 4 ml GM konarak plastik pastor pipeti ile pipetaj yapildi. Ikiser ml olarak
flasklara hiicreler boliistiiriildii. Uzerlerine 8 ml BV eklendi. 37 C/ CQO,'li etiive kaldinldi.
Ilerleyen pasajlarda BV igine konan FCS giderek azaitild1 ve hiicrelerin tam uyum sagladigi
8.pasajdan sonra normal diizeyine indirildi. Pasaj numaras: 8'den itibaren itibaren hiicreler

her pasajda yeterli stogun tutulmasi i¢in dondurulmaya baslandi.

Hiicrelerin Dondurulmasi:

Flasktan tripsinizasyon sonucu ¢lde edilen hiicreler 10 ml PBS iginde ¢ozdiiriildii.
Santriflyj tiipiine aktarildi. Oda 1sisinda 1400 rpm'de 5 dak santrifiij edildi. Santrifiij
aletinden yavagea ¢ikarilan tilp izerindeki stipernatant atildi. Tiipe yavagea elle vurularak
sediment ¢ozdiiriilmeye ¢aligildl. Dimetil siilfoksit (%10 FCS'1i) BM 1/10 oraninda ve
toplam hacim 1 ml olacak gekilde sediment tizerine kondu. Pipete edilerek dondurucu
mediumda suspansiyon haline getirilen hiicreler kiiciik vida kapak!: hiicre dondurma titpleri
(cryo vial) igine alindi. Agz1 sikica kapatildl. Kapak kenarlan parafilm ile sarildi. Uzerine
hiicrenin adi, pasaj numaras: ve tarih yazilarak -70 *C kondu ve 24 saat sonunda siv1 azot
tankina kaldirilda.

Donmus Hiicrelerin Cézdiiriilmesi:

Stv1 azot tankindan ¢ikarilan vial hizla avug icinde ¢ozdiirildii. Cryo vialdeki hiicre
slispansiyonu pastor pipeti ile alinarak yeni bir flaska yavasca bosaltildi. Uzerine % 8-9 ml
GM eklendi ve CO,'li etiive kondu.

3.4. Klinik Orneklerinin Alinisi, Laboratuvara iletiimesi
ve Hicre Ekimi

Uzman doktor tarafindan hastalara yapilacak islem hakinda bir bilgi verildi ve
Jjinekolojik masaya alind1. Sekil 7 de gosterildigi gibi daha nceden planlanan yonteme gore
servikal Srnek alinip igleme tabi tutuldu. Bunun igin; once perine temizligi yapildiktan sonra
antiseptik soliisyon iginde bekleyen spekulum kagit havlu ile kuruland: ve hastaya uygulandi.
Pamuk uglu ekiivyon ¢ubugu (Cultiplast swab) serviks agzmdan 1-2 em igeriye sokuldu, 5-
10 santye serviks 1g:mde gevrilerek swab ucunun islanmasi sagland:. Cikarilan swab 19mde 2
m! VTM bulunan ve 4 C'den heniiz ¢ikarilan sige igine ucu kirtlarak kondu. Tekrar 4 Cye
kaldirildi. Biitiin &rnekler toplanincaya kadar gecen 6-7 saat boyunca drnekler 4 C'de
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bekletildi. Toplanan drnekler buzlukta bekletilen buz kaliplan tizerine alinarak laboratuvarina
getirildi ve ekim yapilana kadar +4 " C de bekletildi.

PBS ve idame vasat1 37 <’C‘ye isinmak iizere kondu. Kiiltiir flaski1 ve bijoux (kiiltiir
sigeleri)lardaki hiicreler incelendi. Saglikhi (canli, konfluent, kontamine olmayan)
goriinenler belirlendi. Ornekler buzdolabindan ¢ikarildi. Vortekslendi. 2'ser eppendorfa
boliindii. 2500 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant, birinde 500 pl olmak lizere
(PCR igin) steril iki eppendorfa aktarildl. Etiivde ekim igin ayrilan plate ve bijouxlar
gikarildi. Uzerindeki vasatlar atldi. Kuyucuklar ve bijouxlar PBS ile yikandi. PBS
uzaklagtirildi. Omeklerden 300%r ul pleyt ve bijouxlara ekildi (90).

Artan hasta drnekleri -70 °C'ye kaldinldi. Bijouxlar 1400 rpm/45 dak. oda tsisinda
santriftij edildi. Plate adsorbsiyon igin 1 saat CO,'li etiivde bekletildi. Santrifij ve
adsorbsiyon sonunda kuyucuklarda drnekler topland: ve atildi. Uzerlerine 1birer ml idame
vasati eklendi. 37 "C de CO,'li etlive agizlan aralanarak kaldinildi. Bijouxlar ig¢indeki cover
slipler 48 saat sonra immunfloresan yontemi ile boyandi (91). Degerlendirmesi ayni giin
veya ertesi giin yapilan Srneklerden pozitif olanlarin platedeki kuyucuklan tripsinize edildi ve
0.5 ml'si viral izolat olarak, 0.5 ml'si hiicre kiiltiir destekli PCR i¢in -70 oC‘ye kaldirildi.
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| Pamuk uclu swap ile ek alind:

! v

2ml VTM i¢ine kondu

vortekslendi, iki ependorfa boliindii

v

2000 rpm’de 5 dak. santrifiijiendi

i

Siipernatant

500 ul direkt PCR

Artan
icin -70°Cye | & N4

-70°C’ye
| " kaldinildi ‘ I kaldirildi
| 300 300 jdsitopatik etki

sntemi ici yontem icinhiicre
DEI}FF YORIeIml 1¢1n kiiltiiriinekuyucuklarda
hticre kiiltiiriine ekim vapilds
bijouxlarda ekildi yap
45 dak. 60 dak.

1400 rpm’de santrifiij CQ,etiivde inkiibasyon
siipernatant atild: siipernatant atild:
1ml I mi
1dame vasat1 eklendi idame vasati eklendi

ve CO, etiive konuldu ve COZetiive konuldu

l

48 saat sonra 72-96 saat sonra
coverslip DEAFF i¢in replikasi DEAFF (+)
IF yontemi ile boyandi olanlar tripsinize edildi

0.5 mi’si virus

1zolati olarak
-70°C’de sakland:
0.5 ml HK destekli
PCR i¢in -70°C’de
saklandi

Sekil 7. Servikal Sekresyon Ornefinin Alinigt ve Iglenisi



Standart ve Shell Vial Kiiltiir Yéntemi (SVKY) Icin Hiicre Kiiltiir

Ortamlarmmn Hazirlanmasi

Fibroblast hiicresi olarak daha once hazirlanan ve 25. pasaja getirilen hiicreler
Kullamldr (92). Siv1 nitrojende saklanan 9. pasajdaki HFC ¢ozdiiriilerek flaska aktanlarak
canlandinldi. Flaskin tim yiizeyini doldurdugunda 24 kuyucuklu hiicre kiiltir pleyti ve
dibinde 12 mm ¢apinda yuvarlak lamel (coverslip) bulunan shell vial kiiltiir siselerine
(bijoux) pasaji1 yapildi. Daha sonra 24 kuyucukiu plate ve bijouxlardan hazir olan hiicreler
1-2 giin icerisinde kullamilmayacaksa i¢indeki biiylime vasati idame vasati (% 2 FCS iceren)
ile degigtirildi. Bunun igin ortamlardaki vasat alindi. Pleyt ve bijouxlar PBS ile yikandi.
Uzerlerine 1 mt MM kondu. Bijoux ve platelerin kapaklar hafif aralik olarak CO,'Ii etiive
kondu (93). Sekil 8'de galigma i¢in gerekli kiiltiir ortamlannin idamesi gosterilmektedir.

Flaskta konfluent hiicreler (HFC)

v

| Tripsinizeedildi |

'

1/3" 1/3% 1/3"i
yeni flaska alindi (Kiiltiir 12-14 adet bijouxa pleyt kuyucuklarina
devamu icin) boliindii béliindii
Yaklagik 72 saat sonra Y aklagik 72 saat sonra ornek
hazir hale geldi ekimine hazir hale geldi
Ayniiglemler tekrarland:.

Sekil 8. Caligma I¢in Gerekli Kiiltiir Ortamlanimin Idamesi
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3.5. Ornek Ekimi Yapilan Hiicre Kiiltiirlerinin
Immun Floresan Yéntemle Boyanmasi

DEAFF (Detection of Early Antigen by Fluorescence Foci) Testi CMV'nin enfekte
ettifi hiicrelerde ik saatle itibariyle sentezlemeye bagladig: en erken (IE) antijenlerden birinin
buna spesifik (IE 72) monoklonal antikorla reaksiyonu; bu baglanmanin gergeklestigini
gostermek i¢in de floresansla igaretli fare antikorunun kullanilarak aatijenin in situ
saptanmasi esasina dayanir (7).

Bu amagla "CMV immunofluorecence Assay, Pre-cpe culture-identification" kiti
kullaniidi. Kitigerigi:

a) CMV [E protein spesifik monoklonal antikor

b) Floresans izotiyosiyanat ( FITC ) ile isaretli anti fare IgG

¢) Normal fare antikoru

d) PBS

e} Tween 20/ sodium azid

f) Mounting sivisi (Tris-tamponlu gliserin, floresan arttirict madde ve % 0.1 sodium

azid).

IF Boyamaswun yapiligi:

Bijoux icindeki idame vasati uzaklagtinldiktan sonra PBS ile yikandi. Ince uglu
penset ile coverslipler dikkatlice (ters donmeyecek, hiicreler tistte kalacak sekilde) ¢ikarild ve
lam iizerine kondu, numaralandirildi. Etiivde kurutuldu; sonra iizerine -20 oC'de bekleyen
soguk asetondan 3-4 damla kondu; 4 C'de 10 dakika bekletildi. Oda 1s1sina getirilen CMV
spesifik monoklonal antikordan 1 damla cover slip iizerine damlatild: (7). Hafif nemli
ortamda 37 C'de 30 dakika bekletildi. Cikarildiktan sonra 3 kere PBS/tween 20 soliisyonu
ile yrtkandi. Etrafi kurulandi. Uzerine oda isisina getirilen FITC ile igaretli anti-fare IgG'den
1 damla kondu. Aym gekilde 37 " C'de 30 dakika bekletildi. Tekrar 3 kere PBS/tween 20 ile
yikandi. Etrafi kurulandi. Uzerine 1 damla kaplama sivisindan (mounting siv1) damiatildi ve
[F mikroskopta incelendi.

3.6. CMV DNA Ekstraksiyonu ve PCR

Hasta drmeklerinin kiigiik bir boliimii (15 hasta) laboratuvara getirildigi giin caligiidi.
Kalan rnekler daha sonra -70 °C'den ¢tkanilarak calistidi. CMV DNA ekstraksiyonu i¢in,
daha once DEAFF testi ile tanisi konan bir CMV izolatimizin DNA'sint agaroz jel
elektroforezi ile goriintiileyebildigimiz PCR protokolii kullanildi (94). Bu prosediire gore;
PCR igin -70 °C'de saklanan 6rnekler cikarildi ve ¢ozdiirildu. Uzerlerine 25 ul SDS (% 10),

10 pl proteinase K (1 mg/ml) ve 5 yl EDTA (0.5 M) kondu. 65 °C'de 1 gece inkiibasyona
birakilda.
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Ertesi giin egit hacimde phenol-chloroform kondu, 3-5 dakika yavasca alt iist
edildikten sonra 10000 rpm'de 5 dakika santriftij edildi. Ust faz protein tabakasina
dokunulmadan dikkatlice toplandi, yeni eppendorfiara kondu. Ugzerine esit hacimde
chloroform-isoamilalkol ilave edildi ve 10000 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatant
iki hacim %96 lik soguk etanol ile kanistinilarak DNA'min presipitasyonu saglandi. Santrifiij
edilerek ¢oktiirilen DNA 65 °C de kurutuldu. Eppendorflar tizerine 20 ul distile su konarak
DNA'lar ¢oziildi. Amplifikasyon i¢in hazirlanan bu kalip DNA (template)'dan 10 ul
alinarak 40 pl master mix igeren PCR eppendorfuna katildi. Thermocycler'de amplifiye
edilerek CMV iriin elde edildi (94). PCR programi; 94 °C de 3 dak.baslangig
denatiiragyonunu takiben 60°C de 1 dak. baglanma(annealing), 94°C de 30 sn. denatiirasyon

olmak iizere toplam 60 siktus'dan olugturulmustur.

Master Mix Hazirlams1 (20 drnek icin)

10 X buffer 100 ut

25 mM MgCl, 60 pl

dNTP 40 pl

Primer I 10ul  5'CCT AGT GTG GAT GAC CTA CGG GCC A3!
Primer I 10ul  5'CAG ACA CAG TGT CCT CCC GCT CCT C3'
Distile su 576 pl

Taq polimeraz 4 ul

PCR eppendorflarina 40 ul olarak boliindii ve-20 OC'de sakland.

Amplifikasyon sonucu elde edilen iriinler 13000 rpm de 5-6 saniye santrifiij edildi.
Cikarildiktan sonra herbir tirtinden 20 y} alindi. Bir kiigiik damla yiikleme tamponu (loadinf
buffer) ile kangtirilarak % 2'lik agaroz jelde hazirlanan kuyucuklara kondu. Ormekler 65 volt
akimda 30 dakika yiirtitilerek elektroforez uygulandi. Kontrol olarak daha énce CMV
izolatinin PCR'indan elde edilen CMV tiriin kullamiidi. Elektroforez tankmdan ¢ikarilan jel
UV-iluminatorde goriintiilenerek fotografi gekildi
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4-BULGULAR

4.1. insan Fibroblast Hiicre Kiltiirii (HFC) Hazirlanmasi ve
CMV ile Enfekte Edilmesi

Saglikl bir ocugun stinnet derisi kullamlarak diploid karakterde primer fibroblast
huicre kiiltiirtintin hazirlanmas materyal ve metod 3.3. de belirtildigi gibi yapidi. T25 flask
icerisine aktarilan tripsinle aynigtinimig derinin dermis ve epidermis tabakasi kokenli tiim
huicrelerin M199 igeren ortamda in vitro kiiltiirii baglangicta fibroblast, epitelyal hiicreler
bagta olmak iizere keratinosit benzeri hiicreler, melanosit ve azimsanmayacak diizeyde
dendrnitik hiicrelerce zengindi. Zaman igerisinde daha ¢ok bir birine paralel olarak lireyen, ig
tarzinda ince uzun hiicreler goriiniimiindeki fibroblastlarin sahaya hakim oldugu; 25 ecm2'ik
ytizeyin ilerleyen giinlerde % 70-80 oraninda bu hiicrelerce dolduruldugu gorildi. Yedi-10
gun igerisinde daha ¢ok fibroblastlarin hakim oldugu monolayer tabaka tripsinize edilip
toplam hiicre sayisi biiyiime vasati igerisinde iki T25 flaska bolindiigiinde (pasaj:
yapildiginda) fibroblastlarin yeniden boliinerek ¢ogaldiklari, 3-4 giin igerisinde sahayi
tamamen kapladtklari (% 100 confluency) goriildii (Sekil 9).

Human foreskin cells (HFC ) olarak adlandirilan bu hiicreler CMYV ile enfekte edildi.
Besinci giinden sonra i tarzinda paralel olarak seyreden fibroblastlar arasinda
yuvarlaklagmig ve kiime olugturmug (sitopatik etki) enfekte fibroblastlar goriitmeye bagland:.
Dokuzuncu giinden sonra sitopatik etki artmig olarak izlendi (Sekil 10). CMV ile enfekte
edilmesi halinde karakteristik sitopatik etki olugumunu destekleyen bu fibroblast hiicreler
daha sonra shell viallerde hazirlanarak DEAFF testi igin kullanilabilecegine karar verildi.
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Sekal. 9. Normal insan fibroblast hiicreleri

Sekil 10. CMV ile enfekte edilmig ve CPE geligmis fibroblast fiicreler



4.2. DEAFF Testi ve Degerlendiriimesi

Klinik érnekler shell vial veya plastik kuyucuklara yetlegtirilen yuvarlak lameller
uizerindeki fibroblast hticrelere ekildikten sonra materyal ve metod 3.5 de belirtildi 8§iCMVIE
antijeninin varligini ortaya koymak igin indirekt immunfloresann yontemle boyandi.
Mikroskobik incelemede (10x20) tamamen intraniikleer yerlegimli canli, yesil floresan
gortinti pozitiflik olarak degerlendirildi (Sekil 11).

Sekil 11. DEAFF testi ile CMV IE protein pozitif hiicre goriintimii

Bir cover slip tizerindeki bu yesillikler her pozitif hasta i¢in sayildi. Enfekte hiicre
skoru, dolayisiyla her servikal 6rnegin mililitresinde kag virtis partikiilii igerdigi belirlendi.
Bunun igin; bir coverslip lizerinde 19 anlaml, yesillik sayilmigsa, ekim igin ornegin 300
ml'sinin kullanmldig1 gézoniine alinarak servikal siirtintiiniin yaklagik 19 x 3.3 = 65/m] virus
igerdigi hesapland,
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4.3. Servikal Suriintli Orneklerinden CMV DNA
Ekstraksiyonu ve PCR

Daha 6nce laboratuvarimizda klinik bir érnekten izole edilen ve hiicre kiiltiiriinde
gogaltilip saklanan CMV izolatinin (irl) titresinin plak yontemiyle 1.5 X103/ml oldugu
bulundu. Igerisinde 750, 375, 150 ve 75 virus bulunduran diliisyonlar: yapildiktan sonra
viral DNA ekstraksiyonu yapildi. Virus icermeyen preparatin kontrol olarak kullanild: &1 bu
iglemlerde CMV IE gen bolgesine spesifik primerler kullanilarak amplifikasyon (bkz. 3.5)
gerceklegtirildi. Test kontrolii olarak Hepatitis B virus DNA iiriiniiniin birlikte kullanildig
alismada 259 bp'lik beklenen amplifikasyon tiriinii agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 10).
Buna gore PCR yonteminin hassasiyetinin 75 virus partikiiliiniin altinda oldugu goriildii.

1234567

Sekil 10. CMV PCR iiriinlerinin agaroz jelde goriintilenmesi. Kuyucuklar
soldan saga dogru: 1-CMV izolat-stok (750 virus): 2- Stok CMV'nin 1/2 diliisyonu (375
virus); 3- Stok CMV'nin 1/5 dilisyonu (150 virus); 4- Stok CMV'nin 1/10 diltisyonu (75
virus); 5- Negatif Kontrol; 6- HBV Uriin (259 bp); 7- Molekiiler agirlik standard;



4.4. Servikal Sekresyon Orneklerinde CMV

Yaglar 18 ile 39 arasinda degisen III. trimester 158 hamile kadinin servikal
sekresyon ornekleri insan fibroblast hiicre kiilttirlerine ekilerek DEAFF yontemi ile CMV
yoniinden incelendi. 158 servikal siiriintii 6rneginin 17 sinde (%10.75) CMV bulundu.
Biitiin pozitif hastalar dahil olmak iizere ¢atisilan 100 servikal ornegin hepsi PCR ile negatif
olarak bulundu (Tablo 8).

Tablo 8. III.Trimester Hamilelerde DEAFF Yontemi ve PCR ile Bulunan Servikal

CMV Atlim Sikliklan
Test ybntemi Pozitif Negatif
n %o n P
DEAFF (n=158) 17 10.75 141 89.25
PCR (n=100) 0 0 100 100

Immunfloresan degerlendirme sirasinda pozitif bulunan biitiin Srneklerde enfekte
hiicre skoru sayild: ve drneklerdeki virus yogunlugu hesaplandi. Alinan servikal Ornegin
CMV titresinin 4-2500/ml arasinda degistigi belirlendi.

Tablo 8 de ozetlendigi gibi DEAFF testi sonucuna gore CMV pozitif ve negatif
bulunan hastalar yas gruplar1 , meslek ve egitim diizeyleri gibi demografik tzellikleri
yoniinden kargilagiurmalr olarak incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig
goriildi.

Tablo 9. Servikal CMV Varliginm Yaslara Gire Dagilim

Pozitif (n=17) Negatif (n=141)
Y ag aralig1 1 ' % n K
<19 - - 4 2.83
20-29 15 88.23 94 66.66
30-39 2 11.17 43 30.49
Toplam 17 100 141 100

(P=0.1850)
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Ayrica CMV porzitif ve negatif bulunan hastalar gebelik haftas1 ve gebelik sayis1

yonunden kargilagtinldiginda gruplar arasinda CMV pozitifligi yoniinden istatistiksel yonden
anlamli bir farkin olmadig goriildii (Tabio10, 11).

Tablo - 10: Servikal CMV Varligmin Gebelik Haftas: ile [liskisi

Gebelik haftas: Pozitif (n=17) Negatif (n=141)
n Yo n %
<37 4 23.52 24 17.03
40 =2 13 76.48 117 82.97
Toplam 17 100 141 100
(P= 0.5063)

Tablo 11. Servikal CMV Varliginin Gebelik Sayisi ile [ligkisi

Gebelik Sayist Pozitif (n=17) Negatif (n=141)
n % n o
<3 14 82.35 115 81.56
>3 3 17.65 25 18.44
Toplam 17 100 141 100
(P=1.0000)

Servikal CMV pozitif ve negatif bulunan hastalar arasinda spontan abortus oykiisi
yontinden anlamii bir fark (P=0.00027) oldugu goriildii (Tablo 12).

Tablo 12. Servikal CMV Varfig1 veya Yoklugu ile Spontan A bortus Iigkisi

Spontan abortus
Oykiisi Pozitif (n=17) Negatif (n=141)
n % n %
Hig olmayan 12 70.1 126 89.4
1kez 1 5.9 12 8.5
2kez 4 23.5 3 2.1
Toplam 17 100 141 100

(P=0.0027)



Hastalar arasinda 36 haftalik iken kontrole gelen bir hamilenin servikal CMV
yoniinden pozitif oldugu bulundu. Bu hasta miadinda tekrar kontrole geldiginde son 24 saat
i¢inde bebegin hareketlerini hissetmedigini soyledi. Yapilan USG'ik muayenesinde bebegin
intrauterin 6lii oldugu anlagildi.

Pozitif bulunan gebelerden biri ikiz gebelige sahipti: 7 aylik muayeneye geldiginde
CMV pozitif bulunan bir hasta miadinda geldiginde (6rnek tekrari) negatif olarak bulundu.
Bu hamile klinikte izlenebildi; alinan siit, bebeginden alinan tiikriik ve idrar ornekleri CMV
yoniinden aragtirild1 ve negatif olarak bulundu.



5-TARTISMA

CMV'nin Klinik érneklerde varli§min gosterilmesi yontemi olarak omeklerin insan
kokenli diploid fibroblast hticrelerine ekimi ve uzun siireli takibi klasik bir virus izolasyon
yontemi olarak kullamlagelmigtir. Virusun diger sitopatik etki olugturan viruslara gore
mikroskopik olarak hiicrelerde olusturdugu hiicresel hasar ozellikle diigiik titrede
inokiilasyon durumunda- bir hafta icerisinde ortaya ¢ikmaktadir. Negatif sonucun elde
edilmesi igin en az 30 giin siire ile hiicrelerin mikroskopik takibi; hatta kesin negatifligin
rapor edilmest igin bu siire sonunda kor pasajlarla kiiltiiriin bir hafta daha devam ettirilmesi
gerekir.

198011 yillarda Mayo Klinigi (USA) ¢alisanlar konvansiyonel kiiltiir yontemi ile
kiiltiirlerin, ekimi takip eden 24-48 saat igerisinde floresan isaretli virus proteinlerine spesifik
antikorlar kullanilarak incelenmesi yontemini kargilagtirmislar; floresanla isaretli antikor
yardimiyla sitopatik etki gorilmezden ¢ok 6nce kiiltiirlerin CMV igerip icermediklerinin hizli
bir gekilde anlagilabilecegini ve sonuglann konvansiyonel kiiltiirle mitkemmel bir uyum
gosterdigini bildirdiler (59 ).

Gleaves ve arkadaglan 1985'te yaptiklan calismalarda bunun yalmzca hizli bir metod
olmadigmi, aynt zamanda konvansiyonel kiittiirden daha da sensitif oldugunu bildirdiler (59,
91). Ayrca, Paya ve arkadaglan degigik klinik 6rneklerde konvansiyonel killtiir ve SVKY
ile CMV aramuglar ve tip kiiltirde daha fazla hiicre bulunmasina ragmen SVKY 'ini
konvansiyonel kiiltiirden daha sensitif ve hizli oldugunu gostermiglirdir (95).

Gleaves ve arkadaglar1 1985'te yaptiklan bir ¢aligmada santrifiijie hizlandirilmg
inokiilasyon yontemini kullanarak hiicre Kiiltir sensitivitesinin % 35'den % 100'e
¢ikarilabilecegini; ayrica tani igin gereken ortalama 9 giinliik siirenin 16 saate kadar
indirilebilecegini gostermiglerdir (91). Konvansiyonel kiiltirde CPE oluguncaya kadar
toksik etki gosterebilen idrarin SVKY yonteminde kullamilmas: halinde pek toksik
olmadifimin da gosterilmesi ayn bir avantaj olarak ileri suriilmiigtiir (91).

Miller ve arkadaglarinin 1994'de SVKY sensitivitesi ile ilgili ¢aligmalar sonucunda
ornek tiirti, ornek bagina ¢alisilan vial sayisi, kullanilan monoklonal antikor tiirti, boyama
zamani, hiicre tipi, yas1 ve benzeri gibi faktorlere dikkat edildiginde, kan Srnegi igin
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sensitivitenin % 50'den %75'e, diger ornekler icin %75'den %100% ¢iktigim gostermiglerdir
(74).

Mac Arens ve arkadaglarinin SVKY'nin optimizasyonu ile ilgili yaptiklari bir
¢aligmada cesitli ornekleri kullanmislar; konvansiyonel kiiltir ile kargilagtirdiklari SVKYY
%100 sensitif ve spesifik bulmuslardir (53). Benzer caligmalar Ashley ve arkadaglan , Paya
ve arkadaglan , Thiele ve arkadaglar: tarafindan yapilmug, ¢zellikle sensitiviteyi etkileyen
faktorier aragtinlmigtir(93).

Mac Arens ve arkadaglari IE antijenine spesifik monoklonal antikoriar kullanarak 2
farkli saatte elde ettikleri sonuglan kargilagtirmiglardir ($3). Buna gore [E proteinlerinin
varlifinin gosterilmesi esasina gore 16. saatte % 7.5 pozitiflik bulurken, 40. saatte % 9.6 (%
28'lik artig} pozitiflik bulunmugtur. Calismamizda IF destekli SVKY yontemini uygularken
killtirler 48. saatte boyama iglemine tabi tutuldu. Hernekadar 6rnek bagina ikili shell vial
uygulamasinin CMV saptanmasinda % 107uk artig sagladigi bildirilmigse de (93) bu diisitk
artig oranminin getirecegi maliyet artigt (monoklonal antikor boyama kiti) nedeniyle
¢aligmamizda 6rnek bagina bir SVK kuilanildi.

Primer diploid hiicre kultirlerinin in vitro gartlarda siirekli cogaltilabilmesi 30-40
pasaja kadar miimkiindiir. Pasaj sayist ilerledikge hiicrelerin genel olarak virusla enfekte
edilebilme yetenegi azalir. Ozellikle CMV igin pasaj sayisi diigiik olan fibroblastlarin tercih
edilmesi gerektigi bildirilmigtir. Ayrica, cover slip lizerindeki hiicrelere yiizeyi %80-90
oraninda kapladiktan 1 giin sonra ekim yapildiginda maksimum etkinin elde edilecedi
bildirilmigtir (93).

SVKY ile ilgili ¢aligmalarda siklikla kullanilan hiicreler MRC5 (human fetal lung
fibroblast) hiicreleri (91, 93, 96, 97) ile human foreskin (insan sinnet derisi f ibroblast) (37,
92,98, 99, 100) hiicreleridir. Ticari olarak temin edilmesi miimkiin bu hiicre tiirleri bir ¢ok
laboratuvar tarafindan kullaniimaktadir. Ancak temin edilen hiicrelerin iler pasajlarda
kullaniimasina imkan tanumayacak bir pasaj sayis1 ile sunulmasi ve bunun getirdigi maliyet
¢ok fazla olmaktadir. Bu nedenle ¢ogu laboratuvarlarin kutland:g insan embriyonu deri
orneklerinden veya ¢ocuk siinnet derilerinden laboratuvarda hazirlanan primer fibroblast
hiicre kiiltiirlerini hazirlayarak galismamizda kullandik. Boylece CMV iiretilmesinde
genellikle kullanilan, son pasajlaninda gonderildigi icin siirh sayida pasaji vapilabilen ve
ancak ticari olarak yurtdigindan saglanabilen hiicre zorunlulugunu ortadan kaldirmis olduk.
S1vi nitrojen sartlarinda hiicre dondurma teknigininde uygulanmast ile primer eksplant veya
monolayer kiiltiirlerden elde edilen erken pasajdaki hiicreleri saklama miimkiin olmusg;
istendigine diisiik pasaj nolu hiicre ihtiyacinda stok hiicreler canlandirtlarak kullanilmgtir.
Bu gekilde bir hiicre bankasi olusturmakla arzu eden diger laboratuvarlara her an hiicre
transferi yapabilmenin imkani da yaratilmus oldu.



Balcarek ve arkadaglannin konjenital CMV tanisina yonelik yaptiklar bir galismada
konvansiyonel kiiltiir ve SVKY kullanilmig; yeni doganlarmn tiikrilk drneklerinde CMYV
izolasyonu igin DEAFF ytnteminin sensitivitesi % 96.8, konvansiyonel kiltiir sensitivitesini
% 87.1 olarak bulunmusgtur (100). Konvansiyonel kiiltiir yonteminin sonug verme agisindan
uzun siire gerektirmesi ve pahal olmasi nedeniyle SVKY 'inin konjenital CMV enfeksiyonun
tanisinda virus izolasyonu igin kullanilabilecek daha uygun bir ysntem olduguna karar
vermiglerdir (100). Mac Arens ve arkadaslan da (93) CMV aranmasinda konvansiyonel
kiiltir ile caligmanin daha kapsamli bir i olduguna karar vermigler ve rutin klinik viroloji
laboratuvarinda SVKY'ini kullanmiglardar.

SVKY'inin hassasiyeti santrifije de baghdir. Omneklerin monolayer hiicre tabakas:
uzerinde santrifiijii sirasinda igerigin hiicrelerle temasinin 4 Kat artti bildirilmisgtir(99).
Ancak toksisiteyi de arttiran bu uygulama bazi laboratuvarlar tarafindan presantrifiij
uygulamasiyla ortadan kaldirlmigtir (59).

Konvansiyonel kultiir yontemi ile pozitif sitopatik etki bazen ¢ok uzun siirede ortaya
¢ikmaktadir. Bu siire igerisinde hiicrelerin idame vasatinin 3-4 glinde bir degistirilmesi
zorunlulugu ve buna ragmen hiicrelerde yaglanma belirtilerinin gortilmesi gibi dezavantajlart
bagta olmak tizere birgok ¢aligmada tercih edildigi gibi konvansiyonel kiiltiirden daha sensitif
ve hizli oldugu kamitlanan SVKY ¢aligmamizin yontemi olarak secildi. Caligmamizda da
servikal orekler 2500 rpm/5 dakika santrifiij edilerek isleme tabi tutuldular,

Klinik drneklerde CMV aranmasi ve bagka yontemlerle kargilagtirma amaciyla PCR
yontemi 19901 yillardan sonra birgok ¢aligmada kullanilmigtir.

Warren ve arkadaglarinm 1992'de konjenital ve perinatal CMV enfeksiyoniu yeni
dogantanin tikrik dreklerinde yaptiklar kargilagtirmali ¢aligmada; konvansiyonel kiiltiir
referans alindiginda PCR'1n sensitivitesi %89, spesifitesi %95.8; DEAFF'in sensitivitesi
%90.6, spesifitesi %97.7 olarak bulunmustur (92). Konjenital CMV enfeksiyonlarmin
erken séptanmam, arkadan gelmesi beklenen isitme kaybi, gelisme gerili gi, motor
apnormalikler gibi durumlarda tedavi yontemierinin erkenden uygulanabilmesi agisindan ¢ok
onemlidir. CMV enfeksiyonuna bagit olarak tutulan santral sinir sistemini diizeltmek veya
hasar1 Snlemek igin antiviral terapideki yeni gelismeleri kullanabilmesi, veni doganlarin
taranmasindan sonra dncelik alacaktir. Bunun igin yeni dogan taramasinda kullanilacak
yontem hizli, dogru ve otomatize olmalidir. Fakat Warren ve arkadaslan tarafindan
uygulanan konvansiyonel kiiltiir, SVKY ve PCR yontemlerinin higbirisi yeni doganlarin
taranmast i¢in uygun bulunmamistir (92).

Smith ve arkadaglarinin (99) kan donorierinde yaptiklan bir caligmada SVKY ile
PCR yontemleri karsilagtinimis; kan vericilerinin higbirinde hiicre kiiltiir pozitifligine
rastlanilmadig, PCR ile % 8 oraninda pozitiflik bulundugu bildirilmistir. Kan donorleri i¢in
PCR efektif ve giivenilir bir yontem olarak gorulmigtiir; fakat rutin taramalarda tan amaciyla
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kullamlabilmesi igin daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi vurgulanmugtir, Eger tek bir
monoklonal antikor kuilaniliyorsa suslarin kiigiik bir kismi yakalanabilmis, monoklonal
antikor karigimi kullanihyorsa daha yiiksek sensitivite gosterdigi saptanmigtir. Ayrica uzun
siireli kiiltiirden de yiiksek sensitiviteye sahip oldugunu gostermiglerdir (99).

Demmiler ve arkadaglart PCR ile yeni doganlanin idrarinda CMV atiliminin sikligim
belirlemek i¢in 44 enfekte yeni‘dogam taramiglar ve 41'inde PCR ile (IE protein ve late
protein antijen genlerini birlikte kullanarak) pozitif bulmuglardir. 32P ile igaretli
oligontikieotid problarin kullanildig1 dot-blot hibridizasyon yontemi ile de 44"iinii pozitif
bulmuglar. Hiicre kiiltiirii ile negatif bulduklari drneklerin hicbirinin PCR ile pozitif oldugu
gosterilmemistir (101).

Wunderli ve arkadaglan transplantl hastalarin lokositleri ile yaptiklar bir ¢alismada
enfeksiyon giipheli 17 olgunun 10'unda SVKY ile CMV pozitifligi saptamuglardir (96). Bu
17 olgunun 11'inde IE antijenlerinin direkt aranmasiyla pozitiflik [gM yanit: veya klinik
semptomlardan 11 giin dnce saptanmistir. Bu caligma ile ayrica lokositlerde CMV
aranmasinin, geligecek viremi hakkinda en erken siirede bilgi verebilecegine ve Iskositlerde
CMYV taranmasinda bagar: ile kullamlabilecegi gosterilmistir (96).

Nelson ve arkadaglarinin yaptiklar: bir diger caligmada (98) konjenital CMV
enfeksiyonlu infantlarin hepsinin kaninda PCR (% 5 PAGE ve likid hibridizasyon) yéntemi
ile CMV DNA's1 saptanmugtir. Asemptomatik konjenital CMV enfeksiyonlu infantlarin %
50'sinde, 32 kontrol vakasimin higbirinde virus DNA'sinin belirlenemedii bildirilmis:
konjenital CMV enfeksiyonunun taranmasinda PCR'in hizly, sensitif ve spesifik oldugu ileri
stiriilmugttir (98).

Atabey ve arkadaglarmn kisith sayida donérde yaptikiari bir ¢alismada hic CMV
pozitifligi bulunmamus; sonuglarinin Steiner'in verilerine uyguniuk gostermedigini, Gerna ve
Zipetto'nun kan donérlerinde yaptiklan - aktif enfeksiyon yoksa amplifikasyonun olmadigin
gosteren- ¢aligma ile uyumlu oldugunu bildirmiglerdir (102).

Smith ve arkadaglarinin kan donérlerinde CMV aranmast ile ilgili yaptikiari caligmada
SVKY ve PCR yontemleri kargilagtiriimis; asemptomatik bireylerde CMV atiliminn SVKY
ile gosterilemedi3i bildirilmistir. CMV taramasinda, CMV enfeksiyonunu monitorize etmede
PCR't daha sensitif ve hizl1 bir teknik olarak gostermislerdir (99).

Klinik 8rnekierde meveut mikroorganizma genlerinin amplifikasyonunda kargilagilan
6nemli sorunlardan biri drneklerde bulunabilecek PCR inhibitsrleridir. Demmler ve
arkadaglarinin yeni dogan idrarinda CMV aranmas: ile ilgili ¢aligmalarinda, SVKY icin
kullanilan biitiin drneklerin PCR'da da kullanilabilecegi ileri stirtilmiig; konvansiyonel
kiiltiire gre sensitivite % 97.6, spesifite % 100 bulunmugtur (74). Ayni calismada idrarda
bulunabilecek iire, hemoglobin, heparin, mukus ve fosfatlartn PCRY inhibe edebildigi;
ornegin, PCR testi dncesinde ortama 50 mM iire ilave edildiginde amplifikasyonun
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gerceklesmedigi-inhibe edebildigi- gosterilmigtir. Bu nedenle normal sartlarda 300 mM
civarinda tire igeren idrar émeklerinde CMV DNA amplifikasyonu yapmadan once idrarin
filtre edilerek iireden anndirtlmas: gerektigi dnerilmistir (74).

Warren ve arkadaglarmin konjenital ve perinatal CMV enfeksiyonlu ¢ocuklarin
titkriiklerinde PCR yontemini kullanarak CMV DNA's1 taramast yaptiklar: bir caligmada
tukriikte bulunan mycoplasma ve diger mikroorganizmalarm doku kiiltiirinde CMV'in izole
edilmesini etkiledigini bildirmiglerdir (92). Yine tikriikte bulunan enzimierin PCR'da
kullanilan polimerazin fonksiyonunu engelleyebilecegi veya mikroorganizmalar tarafindan
tretilen niikleazlarin hedef DNA sekansini degigtirip, amplifikasyonu degistirebilecegi
vurgulanmigtir (92).

Toye ve arkadaglaninin 1998'de C. trachomatis testi igin toplanmig genital ve idrar
omeklerinin iglenmesi, saklamasi ve dilusyonlarinin PCR iizerine etkisi iizerine yaptiklar bir
caligmada Ornek igerisindeki bazi maddelerin amplifikasyonu inhibe edebildikleri
bildirilmigtir (103). Buna gore, idrar érneklerinin -70 "C 'de bekletmenin PCR iizerine pek
etkili olmadigs; phenol -chloroform ekstraksiyonu, 4 "C'de bekletme ve dilusyonsuz yapilan
test tekrar, 4 "Cide dilisyonlu bekletme gibi uygulamalarin PCR inhibitorlerinin etkisini
azalttifini gozlemlemiglerdir ( 103 ). ‘

Galigmamizda I1L.trimestr hamilelerde servikal CMV atilim sikligmy IF destekli
SVKY yontemini (DEAFF) kullanarak % 10.75 olarak bulduk. PCR ile caligilan DEAFF
pozitif drneklerin hepsi dahil olmak iizere toplam 100 Srnekte amplifikasyon iiriinferinin %
2'lik agaroz jel elektroforezle belirlenmesi yontemiyle ise hi¢ pozitiflik saptanamadi. SVKY
sonuglarina gore hasta populasyonumuzda pozitif ve negatif bulunanlar arasinda yag, meslek
ve egitim gibi demografik ozellikler, gebelik haftasi, gebelik sayisi gibt durumlar yoniinden
istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmadi. Vajinal akintt bulgusunun varlidy istatistiksel
yonden anlamli bulunmasa da servikal CMV porzitif hastalarda vajinal akintinin daha az
oldugu gortildii. Spontan abortus Sykiisii yoniinden ise pozitif ve negatif gruplar arasinda
anlamh bir fark oldugu gozlendi. Servikal CMV pozitif grupta spontan abortus oykii siklig
daha fazla idi.

Caligmamizin sonuglarini kargilagtirabilecegimiz hasta grubu, ve caligma yontemine
(IF destekli SVKY ve PCR) benzer bagka bir ¢alismaya literatiirde rastlanmada. Calisma
grubumuza benzer ancak konvansiyonel kiiltiir ile yapilan ¢aligmalar arasinda Stagno ve
arkadaslarinin I11. timestr hamilelerde yaptig1 calismada servikal CMV atilim sikhigr % 11.3
oldugu, Montgomery ve arkadaslarimin ise atilim sikhifint % 12 olarak bildirdikleri
goriilmektedir. Bu sonuglar bizim ¢alismamizin sonuglari ile ok yakindir (3). Diger taraftan
Numazaki ve arkadaglarinin konvansiyonel kiiltiir yontemi ile yaptiklar bir diger calismada
IILtrimestrde servikal CMV atilim siklig % 27.8 bulunmugtur. Bu bizim sonuclarimiza gore
¢ok yiiksektir (3).
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Stagno ve arkadaglan yaptiklar galismada ilerleyen yasin ve multiparitenin virus
ekspresyonunu belirgin olarak azalttiint bulmuglar. Bizim caligmamizda bu ozellik
yoniinden fark yoktu (3).

Raynolds ve arkadaglarinin yaptiklar: benzer bir ¢alismada II1. trimestr hamilelerde
servikal CMV oran1 konvansiyonel kiiltiir yéntemi ile % 13.4 olarak bulunmugtur (104). Bu
¢aligmada enfeksiyonun yag ve hamilelik sayis1 ile ih'§kjsi. bulunmamuigtir.

Caligma Orneklerinde 17 pozitif dmek dahil olmak iizere toplam 100 6mek PCR
yontemi ile CMV varli1 yoniinden aragtirildi. Amplifikasyon sonucu elde edilen iriinler
Etidyum Bromiir ile boyand1. % 2'lik agaroz jel elektroforeze tabi tutularak UV iluminatorde
incelendi. Sonugta DEAFF testi pozitif ¢ikan trnekler dahil higbirinin PCR'nda pozitif bant
izlenmedi. Oysa bu protokolii kullanarak ¢alisma oncesi hazirlik safhasinda bir servikal
CMV klinik izolatin1 PCR ile kolayca saptayabilmis; titresi 1500 virus pfu/m! olan bu izolat
ve diliisyonlarinin aym PCR protokolii ile incelenmesinde PCR'1n hassasiyetini-kiiltiir vasati
ile yapilan diliisyonlarda- 3-4 virus, ayn: virusun DEAFF testi negatif ¢ikan servikal
sekresyon drneklerl ile yapilan sulandirmalarinda ise hassasiyet biraz diismekle birlikte 7 - 8
virus iceren diliisyonlarda PCR pozitifligi gosterilebilmisti (105).

Hamilelerde servikal sekresyon orneklerinin veya herhangi bir grubun servikal
sekresyon orneklerinin PCR ile CMV yéniinden aragtirilmas ile ilgili olarak literatiir de
yalnizca bir ¢aligmaya rastlandi. Bu galimada; hibridizasyona esasl1 bir yontemle (Southern
Blot Hibridizasyon) Shen ve arkadaglari III.trimestr hamilelerde servikal CMV atilim
siklifin1 % 35.2 olarak bildirmektedirler (78).

Caligmamizda kullandigimiz PCR protokoliiniin hassasiyeti hiicre kiiltiiriinde
cogaltilarak sitopatik etki ve DEAFF yontemi ile karakterize edilmig CMV izolatimiz (CMV-
trl) ile degerlendirildiginde, yukarida deginildigi gibi, ornek icerisinde 3-4 adet virusu
saptayabilecek kadar yiiksektir. DEAFF testi pozitif drneklerin PCR'Inda ise hig pozitifligin
saptanamamasi ilk olarak servikal siv1 igerisinde PCR reaksiyonunu inhibe eden faktorierin
bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Bunu dogrulamak icin CMV-tr diliisyonlari DEAFF
testi negatif olan servikal siiriintii soliisyonu ile yapilmis; bu dreklere PCR uygulandiginda
agaroz jelde gortintitlenebilen tiriin miktarinin minimum 7-8 adet virusia saglanabilecegi
belirlenmistir. Bu sonuglara gore her ne kadar servikal sivi bilegkenlerinin kismi bir PCR
reaksiyon inhibisyon zelliinden soz edilebilirsede, DEAFF testi ilc igerisinde 2500 adet
virus bulundugu belirlenen 6rneklerin PCR'1nda negatiflifin elde edilmemesi beklenirdi.
Diger taraftan servikal stiriintii Sreklerinde PCR negatifliginin nedeni olarak drnek
igerisinde bulunan bakterilerden ag1fa ¢ikan niikleazlarn DNA'ya zarar vermis olabilecegi
distiiniilebilir.

Agaroz jel (%2) yontemi amplifikasyon iiriinlerini gostermede yetersiz kalmig
olabilir. Bunun igin elde edilen amplifikasyon iiriinlerine literatiirde tarif edildigi gibi (94)
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nonradioaktif dot blot hibridizasyon uyguladik (sonuglar gosterilmemistir). DEAFF testi
sonucuna gore pozitif bulunan 16 dmegi igeren toplam 56 drnek bu yontemle ¢aligildiginda
Orneklerin 7'sinde pozitiflik belirlendi. Bunlardan 4'i DEAFF pozitif, 3'4 DEAFF negatif
idi. Bu sonuglara gore PCR amplifikasyon iiriinlerini kullanarak hibridizasyonla
gosterilebilen en azindan 4 pozitif Srnegin gel yontemi ile belirlenememesi gel sisteminin
yetersizliginin bir kamti olabilir. Bu nedenle hizli bir tan: yontemi olarak kan, tiikriik, idrar
gibi materyallerde kullanilabilen PCR'in servikal sekresyonlarda CMV identifikasyonu icin
kullanilmas: halinde daha dikkatli olunmast, en azindan negatif sonuglara daha iyi ve
glivenilir kalitatif veya kantitatif 6l¢tim sistemi geligtirilenceye kadar kusgku ile bakilmasi
gerekmektedir.
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6- SONUCLAR ve ONERILER

SONUCLAR

1- TI1. trimestr hamilelerde servikal CMV aulim siklig1 SVKY -DEAFF yontemi ile %
10.75 olarak bulunmugtur. Boyle bir grupta CMV varliginin SVKY-DEAFF yontemi ile
aragtirimas: Tirkiye'de ve diinyada (Tiirk ve yabanci literatiirden arastirabildigimiz
kadariyla) ilk kez yapiimig olmaktadir. Bu nedenle Trabzon ili itibariyla ortaya c¢ikan
sonuglarin Turk ve uluslararasi tip literatiirii igin yararh olacag: diisiiniilmektedir.

2- Laboratuvarmizda insan siinnet derisinden elde edilen fibroblast hiicreleri
caligmada kullanilmig; boylece yurt digindan ve istelik ileri (son kullanimina yakin)
pasajlarda ytiksek maliyetle temin edilen hiicre kullanimi zorunlulugu ortadan kaldirilmigtir.

3- Uygulanan SVKY-DEAFF yontemine gore pozitif ve negatif bulunan hastalar
arasinda yas gruplari, meslek ve egitim gibi demografik ézellikler yontinden istatistiki olarak
bir fark bulunmamugtir.

4- Pozitif ve negatif bulunan hastalar arasinda gebelik sayis: ve gebelik haftasi
yontinden istatistiki olarak anlaml1 bir fark bulunmamustir.

5- Servikal CMV pozitif ve negatif bulunan hastalar arasinda spontan abortus SyKkiisii
yoniinden anlaml: bir fark oldugu goriilmiistiir. Pozitif bulunan hastalarda spontan abortus
oOykiisiiniin daha sik bulunmustur.

6- Servikal sekresyon orneklerine uygulanan PCR yontemi sonucu elde edilen
trtinler agaroz jel sisteminde goriintiilenememigtir.

ONERILER

1- Normal gartlarda CMV serviksten ve semenle (8zellikle homosekstiellerde)
asemptomatik olarak atilabilir; bogaz, idrar ve kanda bulunmas: ise genellikle anormal bir
bulgudur. Akut enfeksiyon gecirip iyilesenler de bir siire daha virusu bu boigelerde
tagiyabilir. Konjenital ve perinatal enfeksiyonlu ¢ocuklar, transplantasyonlu immunsupressif
tedavisi altinda olan hastalar, HIV ile enfekte veya AIDS!i kigiler yillarca virusu tagtyabilir.
Bunun i¢in hangi hastada virus izole edilmesi gerektigi dikkatli klinik yorumu gerektirir;
hastalifin tamsi igin diger klinik parametreler g6z 6niinde bulundurulmalidir.



2- Hamilelikte gegirilen primer CMV enfeksiyonu fetusa % 50 oraninda geemekte ve
bunlann % 10-20'si agir klinikle dogmaktadir. Dogumda normal goriinenlerde ileriki
yilarda norolojik sekeller gelismektedir. Hamileliginde primer CMV enfeksiyonu
gegtrenlerde 22-23. haftalarda kordosentez-amniosentez yapilmalidir. Serolojik olarak veya
viral kiiltlir sonuglar: agisindan pozitiflik saptanirsa gebelik sonlandirlmalidir. Diger
taraftan, rekiirrent enfeksiyonlarda gebelik sonlandirilmaz; uitrasonografik olarak hasta sik1
takibe alinir, gerekirse amniosentez-kordosentez yapiimalidir. Viral kiiltiir veya PCR ile
pozitiflik saptanirsa gebelik sonlandiriimalidir.

3- Alman servikal drnekiere uygulanan PCR ve goruntlileme yontemleri standardize
edilememigtir. PCR ve hibridizasyona dayal1 yontemler i¢in ileri ¢aligmalar gerektigine karar
verilmigtir.
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7- OZET

Bu ¢aligmanin temel amaci hamilelerde shell vial kiiltir ve PCR yontemlerini
kullanarak servikal CMV atilim sikligin belirlemekti. Insan siinnet derisi kullanilarak
hazirlanan shell vial kiiltir, enfekte hiicrelerin floresan isaretli en erken olugan antijene karst
gelistiriimig monoklonal antikorlar ile boyanmas: diye bilinen DEAFF (detection of early
antijen by florescent foci assay) testi ile desteklenmistir.

IIL. trimester hamilelerde servikal CMV atilim sikligi DEAFF testi ile % 10.75 olarak
bulundu. PCR ile aym dmeklerde hig pozitiflik saptanmad.

Virus ekskrete eden ve etmeyen hamilelerde yag, egitim, meslek, hamilelik haftasi,
hamilelik sayis1 yoniinden istatistiki olarak bir fark yoktu. Bununla birlikte spontan abortus
oykusti, virus ekskrete edenlerde etmeyenlere gore belirgin olarak yiiksekti.

Bu ¢aligmada kuilamlan virus arama sistemi ile ifgili olarak en iyi ve giivenilir sonug
shell vial kiiltir ve DEAFF yontemi ile alinmigtir.  Servikal Smeklerde PCR'in etkinligi

strpriz olarak negatif bulunmusg olup yéntemin bu drneklerde kullanilabilmesi i¢in gozden
gecinlmesine ihtiyag vardir.



8- SUMMARY

SCREENING OF CERVICAL CYTOMEGALOVIRUS SHEDDING
RATE IN HLPREGNANT WOMEN USING
IMMUN FLUORESCENCE SUPPORTED CELL CULTURE AND
POLIMERASE CHAIN REACTION TECHNIQUES

The main aim of this study was to identify the rate of cervical cytomegalovirus
shedding in pregnant women using two sensitive techniques namely the shell vial assay and
the polymerase chain reaction. The shell vial assay carried out using human fore skin cell
culture system was supported further with special staining of infected cells specifically with
a fluorescent labelled monoclonal antibody directed against an immediate early antigen,
known as DEAFF (detection of early antigen by florescent foci assay). The cervical samples
were obtained appropriately from pregnant women attending to Maternity Hospital in
Trabzon.

Overall results using DEAFF showed that the rate of cervical CMV shedding among
pregnant women at their third trimester was 10.75 %, while DNA amplification test, the
PCR, somehow identified no positive result in the same samples.

No statistically significant differences were observed when the total number of virus
excretors and non-excretor negative individuals were compared for age, education,
profession, week of pregnancy and number of pregnancy. However, the rate of
spontaneous miscarriage was significantly higher among virus excretors as compared to
non-excretors.

With respect to the virus detection system used in this study, while an excellent
response and confidence was experienced in conducting shell vial culture and DEAFF, the
performance of PCR in cervical samples was surprisingly negative suggesting that further
refinement in the test system should be considered for future experiments.
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