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GIRIS VE AMAG

Enfeksiyon hastaliklarinan tip dinyasinda O6nemli bir yeri ol-
dugu aciktir. Teknolojinin geligmesi ile paralel olarak, tip ve
biyoloji bilimleri alaninda hemen hergiin yeni gelismeler ortaya
¢ikmakta, onemli ilerlemeler kaydedilmektedir. Dolayisiyla, gi-
niimizde enfeksiyona baglia o6liimler geg¢mis yillara oranla, daha az
goriilmekte ve bilinen enfeksiyon hastaliklarinin tirgogu kolay-

l1kla tedavi edilebidmektedir.

Viruslar onemli bircok enfeksiyonun etiyolojik ajanlaradar.
Olusturduklari enfeksiyonlarin tanisi ve tedavisi, enfeksiyon
yapabilen diger ajanlara gore daha giictiir., Diger taraftan viral
kaynakli bircok enfeksiyonda Herpes grubu viruslar onemli etken-
1erdirl. Bu grubun tiim iiyeleri, diger insan patojenik virusla-
rinda ender bir durum olan latent kalma dzelligine sahiptirler.
Latent virus bazi bireylerde tekrar aktive olarak ikincil (se-

konder) veya tekrarlayan enfeksiyonlara sebep olabilir.

Herpes grubunun bir iiyesi olan Sitomegalovirus (CMV) birin-
cil (primer) bir enfeksiyondan sonra insan ve memeli tiirlerinin
birgogunda, grubun diger iiyeleri gibi latent olarak kalir. Nor-
mal bireylerde CMV'e bagli bir enfeksiyon ender goriilmesine rag-
men, gecikmis bir primer enfeksiyon durumunda hastalik hali ken-
dini, ates, anormal karaciger fonksiyon testleri ve lenfositoz
ile bir glandular ates sendromu olarak gosterir. Diger taraftan,
periferik nevrit, miyokardit, korioretinit ve vaskulit gibi ciddi
komplikasyonlar da olusabilirl. Ayrica, seronegatif bireylere
kan transfiizyonu, ac¢ik kalp ameliyati ve transplantasyon ile ge-
¢en virus bu bireylerde veya alicilarda aktif bir enfeksiyon
baslatabilir. Sitomegalovirus'un onkojenik potansiyeli oldugu da

bilinen bir durumdur.



Bilindigi gibi, enfeksiyon hastaliklarinin her tiirinde labo-
ratuvar verileri, hastaligin epidemiyoloji, etiyolojisi, hikaye-
si ve patojenitesinin anlasilmasinda dnemli rol oynar, Diger ta-
raftan dzellikle bakteriyel veya viral oldugu diisiiniilen enfek-
siyonlarda laboratuvar verilerinin ¢abuk ve kesin olarak alinma-
s1, hekim tarafindan hastanin tedavi yoniinin belirlenmesinde de

onemli etken olacaktar.

Muhtemel bir viral enfeksiyonda virus izolasyonu ve/veya ta-
nisi i¢in genellikle hiicre kiiltiriine ekim yontemi kullanilmak-
tadir. Bu yontem 6nemli miktarda madde ve arag gereksiniminin
yani sira, sonu¢ alinmasi i¢in de virus tipine bagli olarak en
az 24 saat kadar zaman gerektirir. Diger taraftan, virus antikor
veya antijeninin belirlenmesi i¢in kompleman fiksasyon, agliti-
nasyon ve imminflorasan gibi diger birka¢ yontem bulunmasina
ragmen, bunlarin da kendilerine ve birbirlerine gdre avantajlara
ve dezavantajlari vardir. Ayrica, ¢abuk ve 6zgiil bir viral tana
birc¢ok bakimdan ©nemlidir; Oornegin daha Oonce de belirtildigi
gibi, boyle bir taninin erken ve 6zgiil olmasi, hastanin terapi
yoniinii belirlemede etken oldugu kadar, hekime de yardimci olarak
diger testlerin maliyet yiikiini ve hasta iizerindeki toksik etki-

lerini de ortadan kaldlracaktlrz.

Sitomegalovirus idrar, nazofaringial salgilar, tiikriik, anne
siiti ve servikal salgilardan hiicre kiiltiiriine ekim yontemi ile
izole edilebilir. Ayni zamanda, beyin omurilik sivisi ve serum
gibi drneklerde de antijen ve antikor belirlenmesinde sitolojik
mikroskop teknikleri, nétralizasyon, kompleman fiksasyon, hemag-
litinasyon testleri ve presipitasyon gibi tekniklerden faydala-
n11abilir3. Bu tekniklerin ¢ofu antijen-antikor bir1e$hesi esa-

sina dayanairlar ve genellikle zaman gerektirirler.

Calismamizda, birgok alanda kullanilmis ve kullanilmakta olan



Counterimmunoelectrophoresis yéntemi ile, 6zellikle dializ grubu
bobrek transplant hastalari olmak ilizere ¢esitli grup hastalarda
CMV antikorunu ve/veya antijenini belirlemek ve bir tani kriteri
olarak bu yontemi Oncelikle laboratuvarimizda daha sonra da has-
tanemizde siirekli ve genis kapsamli olarak uygulanabilir kilmak

ama¢ edinilmistir.




GENEL BILGILER

Sitomegalovirus ve Biyolojisi

Sitomegalovirus morfolojisi yodniinden Herpes grubunun diger vi-
ruslarina cok benzemesine ragmen onu digerlerinden ayiran Onemiti
bir 0zelligi oldukga biiyik (yaklasik 150x106
durA. Cift iplikli dogrusal bir DNA olan niikleik asidi yaklasik

dalton) olan genomu-

230 kb'laik niikleotid ¢iftlerinden olusmustur ve g¢ok sayida pro-
teini kodlayabilir. Bunlara ek olarak, kisitlayici (restriction)
enzimler ve elektroforetik teknikler ile yapilan g¢aligsmalar Guanir
ve Sitozin icerifinin %56 civarinda oldugunu gbstermi§tir5. Biitiin
bu O6zellikleri ile CMV genomu bilinen biiyiik virus genomlarindan

biridir.

Bu genom biiyiikliiglinin bir neticesi olarak, insan sitomegalo-
virus (HCMV) niilkleik asidinin yapisal organizasyonu oldukg¢a kari-
si1ktir. Self-annealing metodu ile denature DNA iplikg¢iklerinde
yapilan bir ¢alisma sonucu olarak, DNA molekiiliiniin ters tekrar-
layan dizilere sahip oldugu bildirilmektedirs. Devam eden galis-
malar ile bu bulgular desteklenmekle kalmamis, ayni zamanda DNA
molekiiliinin esit miktarlarda dort izomerik yapidan olustugu da

kaydedilmi§t1r6’7.

HCMV transkripsiyonu ii¢ evrede incelenebilira;

1- Acil Erken RNA Transkripsiyonu : RNA'nin cycloheximide gibi
protein sentezini engelleyici ajanlarin varliginda yapilan
transkripsiyonudur. Viral genomun yaklasik 7%20'si bu evreyle
ilgilidir.

2- Erken RNA Transkripsiyonu : RNA'nin viral DNA sentezi




baslangicindan 6nceki transkripsiyonudur. Transkripsiyon,
phosphonoacetic-asit gibi viral DNA sentezini engelleyici
ajanlar varliginda olusur.

3- Ge¢ RNA Transkripsiyonu : Bu evre viral DNA sentezinin bas-

lamasindan sonraki RNA transkripsiyonunu i¢erir.

Bu ii¢c evre sonucu olusan transkriptlerin ¢ogu polizomlara ula-
sirken, bazilarinin ise mRNA'ya doniismeyerek, erken evre siire-
since ¢ekirdekte kaldigi hakkinda kayitlar bulunmaktadlrs. Ay-
ni1 durum, gec RNA transkripsiyonu sonucu olusan transkriptler

icin de gegerlidir. Dolayisiyla transkriptlerin olusmalari, si-
toplazmaya gecisleri ve polizomlara ulasmalari gibi cesitli se-

viyelerde kontrolun oldugu gdriilmektedir.

Sitomegalovirus'un siklikla bahsedilen diger bir bzelligi,
insan ve hayvanlardaki onkojenik potansiyelidir. Sitomegalovi-
rus ile enfekte edilen insan hiicreleri kiiltiirde geg¢ici de olsa,

uzun siire "contact inhibition" olmaksizin iireyebilirler.

Albrect ve Rapp9 calismalarinda, ultraviyole ile inaktive
edilmis bir CMV tiiriiniin hamster embryo fibroblastlarinda trans-
formasyon olusturdugunu ve transforme olan bu hiicrelerin tekrar
hamsterlere enjekte edildiklerinde onkojenik olduklarini gézle-
mislerdir. Buna ek olarak, Kaposi sarkomu, kolon, prostat ve
servikal kanserler gibi malign hastaliklarda CMV'un etiyolojik
durumunu gosteren galismalar bulunmaktadlrlo’ll’lz. Ozellikle
Kaposi sarkomunda ve prostat kanserli hastalarda CMV'a karsa
antikor olusmakta, dolayisiyla hiicresel immiin cevap uyarilmak-

tadair.

2 1insan Sitomegalovirus tiirijye diger Herpesviruslar ve hayvan
CMV'u arasinda cok az veya hemen hemen hi¢ homoloji bulunmamak-
tad1r5. Diger taraftan, HCMV tiirleri (Towne, Ken, Davis ve AD 169)
arasinda %80 homoloji gériilmesine karsin hig¢biri birbirinin ben-

zeri degildirl3.




Viruslar sentetik veya hiicre olmayan ortamlarda iliretilemeye-
ceginden hﬁcre-virds iligskilerini inceleme, virus izolasyonu
ve virus antijeni hazirlanmasi gibi ¢esitli amaclar i¢in en
uygun teknik hiicre kiiltiiriine ekim yontemidir. Sitomegalovirus
iiremesi i¢in en uygun hiicre tipleri fibroblastlardir. Embryonik
deri, kas ve akciger gibi g¢esitli dokulardan elde edilebilen
fibroblastlar ¢ogu diagnostik islemler i¢in yeterli Gzelliklere
sahiptirler. Ayrica, embryonik fibroblastlaran diploid tiirleri-

ni de ticari olarak temin etmek miimkiindiir.

Sitomegalovirus ile enfekte edilmis hiicrelerde tiire bagla
nlarak, enfeksiyondan yaklasik alti saat sonra hiicre genislemesi
ve/veya yuvarlaklasmasi gozlenebilir. Bunu takiben 24 saat son-
ra bir inkliizyon cisimcigi gelisir ve hiicre genislemesi daha be-
lirgin hale gelir3. Daha sonra enfeksiyonu izleyen 48-72 saat
icinde, sitoplazmada zaman zaman yogun inkliizyonlar ve yine ink-
liizyon iceren gcekirdekg¢ik ile beraber ¢ok g¢ekirdekli hiicreler
gézlenebilir. Davis ve AD 169 tiirlerinin olusturduklari sitopa-
tik etki (CPE) rahatlaikla gozlenebilir sekilde fark11d1r3. Davis
tiirii, hiicre yuvarlaklasmasina sebep olarak ¢ekirdek seklinin bo-
zulmasiyla, bir tek belirgin paraniikleer inkliizyon cisimcigi olus-
turur. Ote yandan AD 169 ile enfekte edilmis hiicreler fibroblas-
tik sekillerini korurlar. Nikleer morfoloji ise, az belirgin
olan paraniikleer inkliizyonlarin olusmasi disinda biiyliik olciide

ayni kalzar.

Sitomegalovirus insanda ve in vitro olarak hiicre kiiltirle-
rinde genellikle yavas ﬁrerlA. Insan fibroblast hiicrelerinde,
enfeksiyon potansiyeline sahip viruslarin maksimum sayiya ulas-

malari 15-20 giinliik bir zaman gerektirebilir.

Coklu tasinim (transmisyon), doku pleotropizmi ayrica birgok

insan ve memeli tiirlerindeki enfeksiyon potansiyeli ile beraber



diinya ¢apindaki dagilimi CMV'un diger onemli biyolojik 6zellik-

leri olarak belirtilebilirla.

Sitomegalovirus Proteinleri (Antijenleri) ve Antikor

Belirleme Yontemleri

Sitomegalovirus proteinleri, virusun replikasyonunda veya
olgunlasmasinda gerekli oldugu kadar viral enfeksiyonun kontro-

li ve tanisinda da Onemli rol oynarlar1

Sitomegalovirus iiremesi i¢in uygun olan veya olmayan hiicre-
lere girebilir, Virus iliremesi i¢in elverisli olmayan bir hiicre-
ye girdiginde, hiicre enfeksiyondan etkilenmez. Buna karsin vi-
rus bu tiir bir hiicre i¢inde enfeksiyon potansiyeline sahip bir
ajn olarak kalir. Diger taraftan, uygun hiicrelerde, erken ve
gec genler kolaylikla eksprese edileceginden, enfeksiyon hiicre-

nin o6limi ile sonlanar

Viral genlerin ekspresyonu d6nceden bahsedildigi gibi acil
erken, erken ve ge¢'dir. Dolayisiyla, CMV proteinleri de bu iig

grup adi altinda incelenebilir,

Acil erken proteinleri, enfeksiyondan yaklasaik 60 dakika
sonra olusan ve muhtemelen sonraki viral genlerin ekspresyonunu
kontrol eden diizenleyici viral proteinlerdir16. Molekiil agirlik-
lara 68x103 - 75x103 dalton arasinda degisen bu donem protein-
lerinin en az ii¢ veya ddrt ayri polipeptid olduklara diisiinilir-
ken, bunlarain aynia proteinin translasyon sonrasi modifikasyonla-
ri olabilecekleri de belirtilmektedirlS. Bu proteinler g¢esitli
tekniklerin yani sira, hiicre ekstrelerinden immiinpresipitasyon
veya radyoaktif isaretleme (pulse-labelling) yontemleriyle de

belirlenebilirlerls.



Viral DNA sentezinden o6nce ve acil erken proteinlerinin sen-
tezinden sonraki evrede olusan polipeptidler erken proteinler
seklinde tanimlanabilir. Enfeksiyondan 8-48 saat sonraki bu ev-
reye ait 6zgil mRNA'larain translasyon iiriinleri olan erken pro-
teinlerin daha sonraki polipeptidlerin sentezinde Onemli olduk-
lara dﬁ@ﬁnﬁlmektedir17. En az 16 proteinin bu evredeki polipep-
tidleri olusturdugu ve bunlarin imminpresipitasyon yontemi ile

belirlenebildikleri kaydedilmi$tir15.

Geg¢ proteinler, viral DNA sentezinden sonra olusan ve o6zel-
likle yapisal polipeptidlerdirlS. Yapilan calismalarda bu pro-
teinlerin sayxrsinin en az 35 oldugu ve bunlardan yaklasik 10
kadarinin uvgun immiinpresipitasyon yontemleri ile kolaylikla
belirlenebilecekleri gésterilmistirls’lg. Virus tirine bagla
olarak ge¢ viral proteinler maksimum sentez diizeylerine yakla-

si1k 48 saat sonra ulasirlar.

Virus partikiillerinin zarlarinda sekiz ayri glikoprotein
bulunurzo. Molekiil agirliklara 12x103 - 145x103 dalton arasinda
degisen bu glikoproteinler, jel filtrasyonu veya elektroforezi

ile belirlenebilirler.

Enfeksiyondan birka¢ giin sonra protein sentezi hemen hemen
sabit bir hiza ulasir. Sonugta, sentezlenen proteinlerin

Z50-60 kadari virusa geri kalan kismi ise konakgiya aittirls.

Sitomegalovirus, idrar, tiikriik, anne siitii, servikal salgi-
lardan, otopsi veya biyopsi materyalleri gibi Orneklerden uy-
gun hiicre kiiltiiriine ekim yontemi ile izole edilebilir3. Ayni
zamanda virusa karsi olusan antikorlari belirlemek amaciyla
cegitli serolojik tani ydntemleri kullanilabilir., Bu yodntemler
iginde kompleman fiksasyon, notralizasyon, indirekt hemagliiti-

nasyon ve imminflorasan gibi metodlar oldukg¢a yaygin olarak



kullan11maktad1r3. Ayrica, imminpresipitasyon ve immiinelektro-

forez gibi diger immunolojik yéntemler de bulunmaktad1r21’22.

Sitomegalovirus Enfeksiyonlara

Herpesvirus ailesi i¢inde bir grup olusturan Sitomegalovi-
ruslar insan ve ¢esitli diger memelilerdeki yaygin dagilimlara
ile bilinirler., Bu viruslarin in vitro/in vivo enfeksiyonlara
tiire 6zgiildir ve inkliizyonlar igeren, fazlaca genislemis hiicre-

lerin (sitomegalik) olusmasi ile sonuglan1r3.

Hasta ¢ocuklarin tiikriik bezlerinden sik sik sitomegalik hiic-
relerin belirlenmesinden dolayi, CMV igin onceleri,"Tiikriik bezi
virusu" terimi kullan11m1$t1r23. Ayrica bebeklerdeki HCMV enfek-
siyonu da zaman zaman "Sitomegalik Inkliizyon Hastaligi" olarak

isimlendirilmektedir.

Insan populasyonunun 6nemli bir kisminda CMV enfeksiyonu
olagan olmasina karsin hastalik goriilme sikliga diisiktiir. Top-
lumda antikor yayginligi 7Z40-100 arasindadir ve genellikle

en yiksek diizeye az gelismis bdlgelerde ulaglrza.

Sitotoksik ila¢ uygulamasi, organ transplantasyonu, hemodi-
yaliz, neoplasm ve hamilelik gibi durumlarda reaktivasyonun
olusabilecegi belirtilmektedirzs. Sitomegalovirus'a karsi sero-
pozitiflik, genel anlamda bagisiklaigi belirlemez, ¢ilinkii seropo-
zitif bireyler sadece virusu bulastirmakla kalmayip kendileri de

bir reaktivasyon sonucu klinik ag¢idan hasta olabilirler.

Intrauterin yasam CMV enfeksiyonunun olustugu en erken yas-
tir. Ayrica anne siitii, kan, servikal salgilar ve semen gibi
vicut sivilari da virusu bulastairabilir. Sitomegalovirus men-

tal retardasyon, korliik ve sagirlik gibi konjenital anomalile-
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rin en onemli viral etkenidir26.

Perfiizyon sonrasi sendromunun a¢aiklanmasi ile baslayarak,
g¢esitli durumlarda CMV'un kan ve kan iiriinleri yolu ile tasinimi

27’28. Premature yeni doganlar arasinda transfiiz-

gosterilmistir
yon ile edinilmis CMV enfeksiyonu, seropozitif vericilerden kan
alan ve CMV'a karsi antikoru bulunmayan (seronegatif) gocukla-
rin enfeksiyonu ile hemen hemen aynidir. Dolayisiyla, seronega-
tif alicilar i¢in seronegatif bireylerin kaninin kullanilmasa
transfiizyon ile edinilen enfeksiyonu engellemede etkili olaca-

g1 belirtilmi§tir29.

Konjenital olarak etkilenen ¢ocuklarin veya bebeklerin %25'in-
den daha azinda semptomlar 01U§ur23. Bu semptomlar, sarilaik, ka-
raciger~-dalak biiyiimesi, mikrosefali, korioretinit, serebral

kalsifikasyon ve petesi olarak belirtilmistir.

Seronegatif renal transplant hastalarda CMV enfeksiyon ola-
s1l1finin seropozitif alicilardan saglanan bobrek araciligi
ile artacagi, hatta biiyiik oranda buna bagli oldugu belirtilmis-
tir30. Benzer sekilde diger transplant ve kanser hastalari gibi
immin baski (immiinsupresyon) altindaki hastalarda CMV ciddi so-
runlar ¢ikarabilir. Ornegin, antitimosit globulin ve ek olarak
siklosporin igceren sitotoksik ilaglar alan transplant hastalar-

da olimcil CMV enfeksiyonlari olusabilir.

Primer bir CMV enfeksiyonu, sekonder olandan daha semptoma-
tikdir23. Ates haricinde bu semptomlar; loékopeni, atipik lenfo-
sitler, lenfositoz, karaciger-dalak biyiimesi, miyalji ve pnomo-
ni olarak belirtilebilir., Bunlara ilaveten, yine bu grup hasta-
larin gastrointestinal sistemlerinde sik sik iilserasyonlar ve

hepatit gorilebilmektedir.
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Yetiskinlerde CMV'un olusturdugu mononiikleoz, Epstein-barr
virusunun olusturdugundan pek ayairt edilemez31. Bu hastalaik
kendini, ates, lenfositoz, lenfoadenopati, splenomegali ve ka-
raciger fonksiyonlarinin bozulmasi seklinde gosterir. Sitomega-
lovirusun olusturdugu muhtemel diger komplikasyonlar intersti-~
tial pnomonit, hepatit, Guillan-Barre sendromu, meningoensefa-
1it, trombositopeni ve hemolitik anemi seklinde meydana gele-

bilir23.

Counterimmunoelectrophoresis ve Uygulama Alanlara

Bircok elektroforetik sistemier, yontemler ve cihazlar yik-
lii bir molekiil veya parcacigin elektriksel bir alanda hareketi-
ni esas allr32. Niikleik asitler, niikleotidler, peptidler, amino-
asitler ve proteinler gibi 6nemli biyolojik molekiiller iyonize
gruplar igcerdiklerinden, bir saivi ic¢inde anyon veya katyon sgek-

linde davranirlar.

Counterimmunoelectrophoresis (CIEP), Ouchterlony33 tarafin-
dan a¢iklanan jel immiindifiizyon metodunun elektrik akimi ile
modifiye edilmis sekli olan bir elektroforez yontemidir.
Ouchterlony, 6zgiil antijen ve antikorlarain jel icinde karsgilas-
tiklari yerde veya alanda bir ¢okelti (presipitasyon) olustura-
caklari gerceginden hareket ederek kendi adi ile bilinen yonte-

mini gelistirmistir,.

Agar ve agaroz gibi jellerde, G6zellikle siilfat ve piriivat
gibi anyonik molekiiller jel matriksine kovalan olarak baglidair-
lar ve dolayisiyla, elektriksel bir alanda hareket edemezler.
Diger taraftan, sistemde elektriksel denge saglanmasi gerekti-
ginden, tampon igindeki katyonlar bagli bulunduklari su mole-
killeri ile beraber jel i¢indeki anyonik molekiillere y&énlenerek

34,35 °

lokalize iyon artisina sebep olurlar Sonu¢ta, tampon ig¢in-
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deki suyun elektroforez boyunca, jel ic¢inden katoda dogru hare-
keti meydana gelir. Suyun bu hareketine "Electroendosmatic

Flow" (EF) ada verilir35. Bu olay CIEP'in prensibini olusturur.,

Bircok antijenin negatif yiiklii olmasina karsin, antikorlar
genellikle yiiksek molekiil agairlikli ve amfoterik odzelliklere
sahip proteinler oldugundan kullanilan tamponun pH degerine
bagli olarak anyon veya katyon seklinde davran1r1ar35’36. Iimmun-
globulinler, ozellikle IgG, pH degeri 8.2-8.6 arasindaki tampon-
larda yiiksiizdiirler. Dolayisiyla, jel i¢inde ag¢ilmis kuyucuklara
karsilikli olarak konulduklarinda, antijen net elektroforetik
hareketliliginden, antikor ise EF'un etkisiyle birbirlerine
dogru hareket edeceklerdir. Antijen ve antikor birbirleri ic¢in
0zgiil iseler, karsilastiklari bolgede goriinebilir, opak presi-
pitasyon bandlara olugturacaklard1r34’35’36’37. Bu olay sekil 1'de

sematik olarak gosterilmistir,

Counterimmunoelectrophoresis'de, elektriksel akim ve EF, an-
tijen ve antikorun difiizyon ile her yone dagilmasini engelledi-
ginden presipitasyon bandlari jel immundifiizyon yontemine oranla

cok daha kisa siirede (30-90 dakika) olu@urSA.

antijen

- —»
Tampon lyonlarinin Akis Yonu

Sekil 1, CIEP'in sematik olarak godsterimi.
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Jel ¢esidi, tampon konsantrasyonu, sicaklaik, pH, akim gibi
fiziksel ve kimyasal faktorler iyonlarin veya molekiillerin

34,36

CIEP esnasindaki hareketini etkilerler Dolayisiyla bu fak-

torlerin kontroli veya optimizasyonu CIEP'nin kritik noktasidir.

Jel kaynagi olarak yiksek EF 6zelliklerine sahip, agar ve
agaroz gibi maddeler kullanilabilecegi gibi, konsantrasyonlara
%#0.8-1 arasinda degisen daha diigiik EF'a sahip agaroz kullanil-
masinin sonu¢ izerinde olumlu etkisi oldugu belirtilmektedir35.
Bunlara ilaveten, selluloz asetat ve noble agar gibi maddeler

ile CIEP uygulanmasi ile ilgili ¢alismalar bulunmaktad1r38’39.

Amaca gore degismesine ragmen, CIEP'de genellikle barbital
tamponlar (pH:8.2-8.6) kullanilmaktadir. Ayrica, elektroforez
boyunca olusan 1si1yi azalttigi ve hareketliligi artairdigindan
diigiik iyonik kuvvetli (ionic strenght) tamponlar tercih edil-
mektedir. Jel ve elektroforez tanklarindaki tampon iyonik kuv-
vetinin ayni veya farkli olmasina gére sistem "kesintisiz'" yada
"kesintili" adina a11r40. Tampon, her iki elektroforez tanka
arasinda akim gegisini ve elektroforez islemi boyunca pH'nan

sabit tutulmasini saglar.

Counterimmunoelectrophoresis uygulamalari genellikle sabit
akim ile yap111r35. Jel elektroforezi ig¢in kullanilan herhangi
bir elektroforez cihazi modifiye edilerek kullanilabilecegi gi-
bi 6zellikle CIEP ig¢in gelistirilmis olan basit ve ucuz cihaz-

lar da ticari olarak temin edilebilir.

Giniimiizde CIEP olarak bilinen ydntem, orijinal olarak ilk
defa I'electrosyneresis adi altinda Bussard41 tarafindan uygu-
lanmistar., Uzun siire kullanilma firsati bulamayan yontem daha
sonra 1970 yilainda, ilk olarak klinikte Gocke ve Howe42 tara-

findan hepatit B antijenini belirlemek icin kullanilmistar. Bu



14

calismadan sonra, yontem 6zellikle bakteriyoloji, viroloji ve
parazitoloji olmak iizere ¢ok ¢esitli alanlarda uygulanma firsata
bulmustur. Bu bakimdan ¢ok genis bir literatiire sahip olan

CIEP'in bazi uygulama alanlarina &rnekler tablo 1'de gosteril-

mistir.

Genel olarak CIEP seklinde isimlendirilen yontem, electropre-
cipitation, Immunoelectrophoresis, Counterelectrophoresis ve

Countercurrentelectrophoresis olarak da anilir.
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UYGULAMA ALANI TAMPON/JEL/pH KAYNAK
Viroloji

Avustralya antijeni

belirlenmesi Veronal/Agaroz/8.2 42
CMV antikoru blr. Barbital/Agaroz/7.9 43
Varicella-Zoster

enfeksiyonu tanisinda Barbital/Agaroz/8.6 A
Bakteriyoloji ve Para-

zitoloji

Pnémoni tanisinda Veronal/Agaroz/8.6 45
Bogmaca tanisinda Barbital-Asetat/Agaroz/8.6 46
Stafilokok antikoru

belirlenmesinde Barbital/Noble Agar/8.6 47
Coccidioidomycosis sero-

lojik testinde Barbiton/Agaroz/8.6 48
Cesitli

Akut miyokard enfarksi-

yonunda, serum myoglobin

belirlenmesinde Veronal/Agaroz-Dextran/8.6 49
Serum. prostatikasitfos-

fataz 6lciimiinde Fosfat/Agaroz/6.5 50

Tablo 1. Counterimmunoelectrophoresis uygulama alanlarina

bazi o6rnekler.
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MATERYAL VE METOD

Hasta Serumlara

Dializ ddnemindeki bébrek hastalarinda CMV enfeksiyonlarinin
yaygin ve dolayisiyla antikor titrelerinin yiiksek oldugu belir-
tilmektedir51’52. Bu nedenle, c¢alismamizda dializ grubu bobrek

hastalarinin serumlari kullanilmistar.

Serum Ornekleri H.U. Hastanesi dializ linitesinden ve ayraica,
Tirkiye Organ Nekli ve Yanik Tedavi Vakfi'ndan temin edilmistir.
Orneklerin bes ay siiresince ve periyodik aral:klarla tcplanil-
masina ¢alisilmistir. Kan alinan ginlerde her hastadan, dializ
aygitina baglanti &ncesi (giris) ve baglanti sonrasi (cikis)
olmak lizere iki Ornek alinmasi i¢in Ozen godsterilmis ve alinan

kan Ornekleri 1500 rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek serumla-

rinin ayrilmasi yapilmistair. Serumlar kullanilincaya kadar -50°C"'de

saklanmistir. Ayrica, H.U. Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarin-

dan saglanan serumlar ise kontrol grubu olarak degerlendirilmis-

tir.

Tampon ve Solusyonlar

Barbital Tampon pH:8.6 (jel tamponu)

C8H12N203 (Barbital) 3.20 gm
C8H11N2Na03 (Sodyum barbital) 7.30 gm
NaC1l 2.50 gnm

Distile su 1.000 ml
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Barbital-Asetat Tampon pH:8.0 (elektroforez tanklar: igin)

CH COONa.3H20 (Sodyum asetat)

3

C,H,.N NaO3 (Sodyum barbital)

87112

C8H12N203 (Barbital)
NaC1l

Distile su

Fosfat Tamponlu Tuz Solusyonu (PBS) pH:7.4

NaCl ; 8.00
KC1 0.20
KHZPO4 0.12
NaZHPO4 0.91
Distile su 1.000

Veronal Tampon-Tuz Stok Solusyonu (VBS) pH:7.4

NaCl 41.50
C8H11N2NaO3 5.10
MgC12.6H20 0.51
CaCl2 0.11
IN HC1 17.3

Distile su 1.000

Fizyolojik Tuz Solusyonu (%20.9)

gm

gm

gm

gm
ml

gm

gm

gm

gm

ml

ml

NaCl 9.0 gm

Distile su 1.000 ml

1.44

1.000

gm

gm

gm

gm
ml
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Hiicre Kiiltiri ve Virus Ekimi

Laboratuvarimizda CMV antijeni hazirlamak amaciyla hiicre

kiiltiiriine virus ekim yo6ntemi uygulanmistir.

Primer embryonik akciger fibroblast hiicre kiltiird, H.U Ka-
din Dogum Unitesi'nden saglanan diisiik materyalinden (f&tus)

olusturuldu.

Hiicreler,once 25 cm2'lik polystrene kiiltiir kaplarinda (Corning
New York, USA), sonra da 75 cmz'lik kaplarda (Falcon, California
USA) iiretildiler. Hiicreler i¢in besi ortami olarak, pH:7.4 olan
7210 fotal dana serumlu (ilk pasajlarda %20) ve 100 ii/ml penisi-
lin, 100 mcg/ml streptomisin i¢eren MEM (Minimum Essential Me-
dium Eagle, Flow Labs. England) kullanilda. Ureme yogunluklarina
gdre hiicrelerin pasajlari yapildi ve besi ortami asitlestikce
tazelendi. Bu sartlar korunarak hiicrelerin 7. pasaja kadar ire-

meleri saglanda.

Fibroblastlarin 7. pasajindan sonra, 75 cm2'1ik kap i¢inde
virus ekimi yapildi. Steril sartlarda, pastor pipeti ile hiicre-
lerin iizerindeki besi ortami atildiktan sonra laboratuvarimiz-
daki stok CMV solusyonundan 0.2 ml alinarak hiicre kabinin ig¢ine
aktarildi. Hiicreler, 1/2 saat 37°C'de bekletildikten sonra kap
icine %2 serumlu besi ortami: (MEM) eklendi ve tekrar 37OC'ye
konuldu. Hiicreler, 37°C'de CPE gozleninceye kadar ve gerektigin-

de besi ortamlari tazelenerek bekletildi.

Antijen Hazirlanmasa

Virus ekiminden sonra hiicreler,CPE'i gdzlemek ig¢in hergin
muntazam olarak, inverted mikroskop altinda incelendiler. Daha

sonra, fibroblastlarda yaklasik 7Z80 CPE gozlendiginde, antijen
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hazirlamak ic¢in kullanilda.

Hiicreler, ilzerlerindeki besi ortami atildiktan sonra, iki
kez steril PBS solusyonu ile yikandi. Daha sonra, rubber-poli-
ceman ile hiicrelerin kiiltiir kabia yiizeyinden kaldirilmalara
saglandi. Hicre kiiltiir kabina (75 cm2) 10 ml steril VBS konul-
du ve meydana gelen bu hiicre silispansiiyonu santrifij tipiine
(steril) aktaralarak, 1500 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra olusan supernatan, pastor pipeti
yardimiyla atilda ve tip i¢ine 2 ml VBS konuldu. Bu sekilde
meydana gelen hiicre siispansiiyonu ii¢ kez -50°C ve 37°C'de dondu-
rulup tekrar ¢ozildi. Uciincii ve son ¢6ziim isleminden sonra, tiip
icindeki siispanstiyon 800 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi.

Bu sefer, supernatan, antijen olarak kullanilmak ilizere, pipet
ile alinarak 5 ml'lik steril bir siseye konuldu. Sise kullani-
lincaya kadar saklanmak iizere —SOOC'ye birakilda. Hazirlanan bu
antijenin ikili dilusyonlara (1/2, 1/4, ..1/16) yapilarak, CMV
antikoru pozitif oldugu bilinen bir serum yardaimiyla, checker-
board sistemi kullanilarak titrasyonu yapildi. Ayrica, antijenin
TCID (tissue culture infectious dose) titrasyonunu belirlemek

amaciyla, antijenin 10—1, 10_2, ... 10_8

seklinde yapilan her
dilusyonu ig¢in ii¢ adet olmak iizere 30 tiip i¢inde (ili¢ tip kontrol
olarak) fibroblast hiicre kiiltiiri hazirlandi. Antijenin yukaraidaki
dilusyonlara ile tiiplere ekim yapildi. Daha sonra, bu tiipler
CPE godzleninceye kadar ve gerektiginde besi ortamlari degistiri-

lerek 37°C'de bekletildiler.

Antijenin negatif kontroli olarak kullanilmasi amaciyla, bir
baska hiicre kiiltiir kabindaki akciger fibroblast hiicreleri de,
antijen hazirlama yontemi ig¢in uygulanan islemlerden, virus ekimi

yapilmadan, gegirildiler.

Caligmamizda ayrica, Oslo Halk Sagligi Enstitiisii'nden

Dr. Svein Nordbo tarafindan bu arastirma i¢in gdnderilen CMV
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kompleman fiksasyon antijeni de kullanilmistir. Bu antijenin

titrasyonu yine checkerboard sistemi uygulanarak yapildi.

Counterimmunoelectrophoresis Ydntemi

Calismamizda, orijinal olarak hepatit B antijeni belirlenmesi
i¢cin gelistirilmis bir CIEP cihazi (Hyland, Travenol Labs. Inc.
USA) kullanilmigtir. Cihazin, tampon tanklari, orijinal jel kap-
lari, siingerleri (sponge) ve kapiller tiip gibi yan aksesuarlara

bulunmaktadair.

Jel hazirlama amaciyla, Agar (Agar purum, Behringwerke A.G
W. Germany) ve iki ayri Agaroz (Sigma, USA., Gibco, USA) cesidi

kullanilmistar.

Arastirilan kriterlerden birisi de tampon pH's1 oldugundan
baslangigta, i¢ ayri pH'da (8.2, 8.4, 8.6) barbital tampon ha-
zirlandi. Tamponlarin pH'sini ayarlamak ig¢in 710 NaOH (w/v)
veya 0.1N HC1 (v/v) kullanilmistir. Her ayra pH derecesinde
hazirlanan tamponlar ile ii¢ ayri madde (Agar + 2Agaroz) kulla-
nilarak, cesitli konsantrasyonlarda (71 - %20.75) jeller hazair-

lanmistar.

Calismamizain ilk dénemindeki arastirmalar ozellikle, jel
cesidi, tampon cinsi, tampon sulandirma orani, tampon pH'sa,
jel konsantrasyonu ve elektroforez boyunca kullanilacak olan
elektrik akimi gibi kriterler ilizerinde olmustur. Bir baska
ifadeyle, bu kriterlerin optimizasyonu ve laboratuvaraimiz sart-
larina uygulanmasi arastirilmistar. Bunlara ek olarak, elektro-
forez siiresi, jel lizerinde karsilikli olarak acilan kuyucukla-
rin birbirlerine olan uzakliklari ve jel derinligi de iizerinde
ayrica ¢alisilan kriterler olmustur. Dolayisiyla, deneyler

her seferinde bu kriterlerden birisinin degisen degerleri ile
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yapilmistir. Bu nedenle burada CIEP yontemi genel olarak ele

alinacaktair.

Jel hazirlamak iizere, cesitli oranlarda (1:1 - 1:3) distile
su ile sulandirailan tampon, agar veya agaroz (Z1 - 20.75) ile
kaynayincaya kadar 1sitildiktan sonra dokiilecek duruma gelin-
ceye kadar (ASOC) bekletildi. Daha sonra, bu solusyon &nceden
temizlenmis, kuru plAstik kaplara veya cam bir satih (13X8 cm)
iizerine diiz bir yiizeyde, yayilmak suretiyle dokuldi. Solusyon
donduktan veya jel olustuktan sonra bu kaplar nemli ortamda
ve 4°C'de kullanilincaya kadar saklandi. Bu sekilde hazirlanan
jel pidkalari en az 24 saat pekletildikten sonra kullanildz.
Saklanma siiresi 72 saati asan jel pl&kalari ile deney yapilma-

mistir.

Deney asamasina gelindiginde, jel plakasa 4°C'den ¢ikarilarak
laboratuvarimizda hazirlanan plastik bir kalip ile iizerinde
karsiliklil olarak ve istenilen uzaklikta kuyucuklar ag¢ildi. Daha
sonra, her iki elektroforez tankina da esit hacimde (35 ml)
tampon solusyonu konuldu. Sonradan, mikropipet veya kapiller tiip
yardimiyla, anod (+) tarafindaki kuyucuklara antikor kaynagi ola-
rak kullanilan hasta serumu ve katod (-) tarafindaki kuyucukla-
ra da antijen, tasirmadan (yaklasik 10 mcl), konuldu. Jel pla-
kasi CIEP cihazina yerlestirildikten sonra, istenilen akaim
siddeti (mA) ve siire tespit edilerek elektroforez islemine
gecildi. Kuyucuklar arasinda presipitasyon bandlari gozleninceye

kadar isleme devam edildi.

Optimal degerleri saptamak amaciyla, deneylerde 30, 40 ve 50mA
siddetinde elektrik akimi ve 90 dakikaya kadar olan elektroforez
siireleri kullanilmistir. Daha sonra, lizerinde calisilan biitin kri-
terlerin optimal degerleri belirlenerek, hasta sérumlarxinda-CMV

antikor taramas1i yapilmistar.
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BULGULAR

Arastirma amacina uygun olarak iki asamada yapilan deneyler
ile gerceklestirildi. Counterimmunoelectrophoresis ydntemine
ait kriterlerin optimizasyonu ve laboratuvarimiza adaptasyonu
ile ilgili deneyler ilk asamadaki c¢aligmalara olusturmustur.
Daha sonra, ilk donemdeki verilere gdére ¢alismanin ikinci kis-
mina gecilmis ve dializ grubu bobrek hastalarindan alinan serum-
larda CMV antikor arastirmasil yapilmigtir. Ayraica, H.U. Hasta-
nesi Mikrobiyoloji Laboratuvari'na ASO ve CRP gibi tetkikler
icin basvuran kisilerden alinan serumlar da kontrol grubu ola-
rak degerlendirilmis ve bu serumlarda da, ayni yontemle, CMV

antikoru arastirailmistar.

Calismamizin ilk deneyleri CIEP'in onemli kriterlerinden
olan tampon pH'si, tampon sulandirami, jel ¢esidi, jel konsantras-
yonu, jel derinligi, kuyucuklarin birbirlerine olan uzakligi,
elektroforez siiresince kullanilacak olan akim degeri ve elek-
troforez siiresi gibi degiskenlerin optimizasyonunu gercekles-
tirmek amaciyla yapilmistir. Bu asamadaki ilk c¢alismalarda,
antikor kaynagi olarak polyvalan anti-insan serumu (Behring-
werke A.G. Marburg, W.Germany) dolayisiyla, antijen olarak

insan serumu kullanilmistar.

Cesitli pH derecelerinde (8.2, 8.4, 8.6) hazirlanan barbital
tamponlar ile agar ve agaroz kullanilarak jel plakalari (her
pH derecesi ig¢in ayri ayri olarak) hazirlandi. Dolayisiyla, bu
deneylerde tampon pH'si, jel cesidi, akim siddeti ve elekrofo-
rez siiresi gibi kriterlerin band olusumu iizerindeki etkileri
denendi. Bu asamadaki deneylerde, elektroforez tanklarinda jel
hazirlamak ic¢in kullanilan tampon,ayni oranda sulandirilarak (1:1)

kullanilmastar.
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Tablo 2'de jel ve tampon pH'sinin degisik degerleri kulla-

nilarak elde edilen sonuglar goriilmektedir. Bu donemde optimal

sonuglar pH:8.6'daki barbital tampon ile hazirlanmis agaroz
(%Z1 w/v) jelleri ile alinmistir ( Tablo 3, Sekil 2).

Band Olusumu Bandain
Barbital Tampon (1:1) (dakika) Yeri Yogunlugu
Agaroz 1 pH:8.2 35 Anodal Az
(%1 w/v) pH:8.4 30 " Orta
pH:8.6 25 " Orta
pH:8.2 20 Anodal Orta
Agaroz 2
pH:8.4 20 L Cok
(%21 w/v)
pH:8.6 15 " Cok
pH:8.2 - = -
Agar pH:8.4 70 Anodal Orta
(%21 w/v)
pH:8.6 60 " Orta
Tablo 2. Jel hazirlamada kullanilan ortam cesitlerinin de-

pisik pH derecelerinde band olusumu ilizerindeki et-
kisi. I:30 mA, t:90 dakika. (Agaroz 1:Gibco, USA,
Agaroz 2:Sigma, USA)
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( Band olusumu Bandin
(dakika)
15| 25| 35| 60 |Yeri Yogunlugu
Agar (71 w/v - - - + Anodal| Orta

pH:8.6 e ( :
Barbital Agarozl( v - - + + 1 Orta
Tampon pgaroz2( "y + + + + " Cok

(1:1)

Tablo 3. Ayn: pH ve konsantrasyondaki barbital tampon ile

hazirlanan gesitli jellerin band olusumu ilizerinde-

ki etkisi. I:30 mA, t:60 dakika.

Sekil 2. Barbital tampon (pH:8.6) ve agaroz (%1 w/v) kulla-
narak elde edilen bandlar. 1:30 mA, t:60 dakika.
(Fotograf,elektroforez isleminden dort saat sonra

gekilebilmistir)
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Bir diger onemli kriter olan kuyucuklar arasindaki uzakligain
optimal degerini belirlemek amaciyla ayni jel plédkasi lizerin-
de, birbirine farkla uzakliklarda kuyucuklar agilarak deney-
ler yapildi. Bu deneylerde uygun uzakligin 4 mm oldugu gdzlen-
di (Tablo 4). Ayrica, kuyucuklar arasindaki uzaklik sabit ol-
dugunda, 60 dakikadan fazla olan elektroforez siirelerinde

band yogunlugunda herhangi bir degisikligin olmadigl gbzlendi.

ak 10 [20 |30 |40 |50 |60 10
mnim
2 | -1-1-1-1-|-1 =8r
E
£
4 | -1+ +| +| +] +]| <eF
i
6 | - | -+ +| +] +| 3
24t
]
g8 | -] = -1+ +| +] «
S
0 | =1-1-1=1=0-1 = I
2 [ 1 i { =

1
10 20 30 40 50
Zaman(dakika)

Tablo 4. Kuyucuklar arasindaki uzakligain farkla degerlerine

gore band olusumu siirelerinin degisimi.
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Ozgiil olmayan (non-specific) reaksiyonlar ic¢in, jeller elek-
troforez isleminden sonra 30 dakika fizyolojik tuz solusyonu
(20.9) iginde bekletilerek tekrar gozlendiler. Bu cesit reak-
siyonlarin belirlenmesinde tuz solusyonunun olumlu etkisi go-
rildi (Sekil 3).

a) b)

Sekil 3. Jel plékalarinda olusabilecek olan 6zgiil olmayan
reaksiyonlarin belirlenmesinde fizyolojik tuz solus-
yonunun etkisi, a) elektroforez isleminden sonra,
tuz solusyonunda bekletilmeden Once gozlenen jel plé-
kasi, b) fizyolojik tuz solusyonunda 30 dakika bek-

letilen jel plédkasinin goriiniimi.
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Arastirmanin ikinci agamasina pH:8.6 barbital tampon (1:1),
agaroz (%1 w/v) ve 30 mA'lik akim siddeti gibi CIEP degerleri
alinarak gecildi ve CMV antijenleri kullanilarak deneylere de-
vam edildi. Laboratuvaraimizda hazirlanan CMV antijeninin ikili
dilusyonlar ile yapilan titresi 1:4 olarak bulundu. Ayni sekil-
de, Dr. Svein Nordbo tarafindan gdnderilen CMV antijenin titre-
si ise 1:16 olarak bulundu. Ayrica, antijenin hiicre kiiltidr tip-
leri ile son dilusyon ydntemi kullanilarak yapilan titrasyonun-
da 1074+27CID /0.1 degeri belirlendi. Bu donemdeki ilk deney-
lerden sonra 1:2 oranindaki tampon sulandiriminin ve ayrica
20.75'1ik agaroz konsantrasyonunun, CMV antijenleri ile opti-
mal sonuclar verdigi gdzlenerek deneylere tampon ve agaroz'un
bu konsantrasyonlari ile devam edildi. Sekil 4'de bu durumda

elde edilen bandlar goriilmektedir.

Sekil 4. Sitomegalovirus antijeni (1:16) ile barbital tampon(1l
pH:8.6 ve agaroz (%20.75 w/v) kullanilarak hazirlanmis
jellerde elde edilen bandlar. I:30 mA, t:30 dakika.

12)
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Daha sonra yapilan deneylerde ise elektroforez tanklarinda
farkli pH'da tampon kullaniimasinin duyarlilik acisindan olum-
lu sonuglari gézlenmis ve sonraki calismalar da elektroforez
tanklarinda pH:8.0 barbital-asetat tamponu ( 1:2 ) kullanilmis-
tir (Sekil 5). Daha sonra yapilan antikor taramalarinda kulla-
nilan CIEP degerleri Tablo 5'de gériilmektedir. Bu degerler kul-
lanilarak taranan 69 adet hasta serumunun 29'u pozitif olarak

degerlendirilmistir (Tablo 6).

Sekil 5. Kesintisiz (discontinuous) sistem ile CMV antijeni

kullanilarak elde edilen bandlar. I:30 mA, t:30 dak.
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Jel Tamponu Barbital, pH:8.6, 1:2

Elektroforez Tamponu |Barbital-asetat, pH:8.0, 1:2

Jel Cesidi Agaroz, %0.75
Akim Siddeti 30 mA
Siire 30 dakikeae

Tablo 5. Calismalar sonundaki gdzlemlere dayanarak elde edi-
len ve CMV antikoru belirlenmesinde uygulanan CIEP

degerleri.

Antijen Serum Pozitif Negatif

dilusyonu| dilusyonu serum serum
Dializ 1:16 1:1 29 19
grubu hasta

1:4 1:1 8 13

serumlara
Toplam 37 32
Yiizde 253.6 246
Kontrol
S 1:16 1:1 12 13
Yizde 248 %52

Tablo 6. Dializ grubu renal transplant hasta serumlari ve kont-

rol grubu serumlarda taranan CMV antikor sonug¢lara.
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TARTISMA

Viral enfeksiyonlarin etiyolojisi, patojenitesi ve hikaye-
sinin anlasilmasa biiyik oranda, viral izolasyon ve serolojik
teknikler ile saglanan laboratuvar verilerine dayaladir. Bu
teknikler yoluyla alainan veriler, etiyolojik ajanlarain belir-
lenmesinden hasta tedavisine kadar genis bir alanda yarar

saglarlar.

Genellikle hiicre kiltiiriine ekim metodu ile yapilan virus
izolasyonu halen gegerliligini siirdiren 6zgiil bir tani yon-
temidir. Bu yontem ile pozi#if bir sonu¢ tek bir virion ile
elde edilebilir. Bunun yanisira, islemin yalnizca virus lire-
mesine yonelik olmasi nedeniyle yontem oldukga ozgiildiir.
Bununla beraber, virus izolasyonunun g¢esitli dezavantajlara
da bulunmaktadlrz. Ornegin, izolasyon yontemi genellikle ya-
vastir ve ekonomik degildir. Ayraica, teknik deneyim ve alis-
kanlik gerektirmesinin yanisira virus tiiriine uygun hiicre ve
kiiltir sistemlerine ihtiya¢ gosterir. Biitin bunlara ek olarak
bazi1 virus tiirlerinin (gastroenterit ve rotaviruslar gibi)
izole edilememesi hiicre kiiltiirine ekim yontemi ile virus izo-

lasyonu tekniginin ayrai bir dezavantajidar.

Bir viral enfeksiyonun laboratuvar tanisi virusa veya virus
proteinlerine karsi olusan immiin cevabin belirlenmesiyle de
yapilabilir. Bir baska ifadeyle, etiyolojik viral ajana karsi
hastalik o6ncesi ve sonrasi (akut ve konvelasan) donemlerde
alinan serum orneklerinde antikor varliga ve titresinin belir-
lenmesi s6z konusudur, Birgcok virus tiirii,primer bir enfeksiyon-

dan sonra belirlenebilir seviyede 0zgil antikor iretimini



31

uyarabilir. Ayrica, herhangi bir reaktivasyon durumunda yiik-
sek antikor titreleri olusturabilir., Dolayisiyla, hastalak
siiresince veya hastalik oncesi ve sonrasil olusan antikorlarin

belirlenmesi diagnostik agidan dnemlidir53.

Sitomegalovirus enfeksiyonlari ¢ok ¢esitli klinik semptom-
lar gosterebilecegi gibi belirtisiz de olabilir23. Birgcok kon-
jenital enfeksiyonun en 6nemli sebebi CMV oldugu gibi ayni za-
manda da kan transfiizyonu, bobrek ve kemik iligi nakilleri son-
rasi olusabilen enfeksiyonlarin da onemli etkenidir52’54’55.
Transfiizyon veya transplant grubu verici ve alicilaraindaki CMV
antikor diizeyi, riskli hasta gruplarinin (transplant alicilars

gibi) tedavisinde Onemli bir faktbrdﬁr56.

Sitomegalovirus antikorunun varlagi hastalik halini goster-
mese de, dnceden edinilmis bir enfeksiyonu belirleyen isaret-
tir., Klinik teshisin konulmasinda CMV antikorlarinain belirlen-
mesi ve sayisal dokiimi i¢in kullanilan serolojik yontemler
onemli yard1mc11ard1r57. Sitomegalovirus antikorlarinin belir-
mesi icin ¢cesitli serolojik yontemler kullanilabilmektedir.
Kompleman fiksasyon metodu oldukg¢a yaygin kullanilan serolojik
tekniklerden biridir. Bununla beraber, metodun kendine o6zgi
cesitli dezavantajlarz vard1r58. Bunlarin arasinda, bazi anti-
korlarin komplemana baglanamamasi ve bazi serumlarin antikomp-
lemanter aktivite gdstermesi onemli olanlaraidair. Ayrica, zaman
alici olmasi da yontemin diger bir olumsuz yonidir. Ote yandan,
sitomegalovirus antikorlarinin belirlenmesinde indirekt immin-
florasan ve indirekt peroksidaz antikor metodlari da kullanil-
masina ragmen bunlarinda 6zgiil olmayan (non-specific) sitoplaz-
mik boyanma gibi sorunlara vard1r58. Buna bagli olarak sonugla-
rin okunmasi sirasinda giigliikler ortaya ¢ikmaktadir. Diger ta-
raftan, CMV antikoru belirlenmesinde kullanilan radioimmunassay

indirekt hemagliitinasyon ve immin-enzimatik metodlarin maliyet-
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leri genellikle yiksektir ve teknik deneyim gerektirirler. Bii-
tin bunlardan anlasilabilecegi gibi, 6zellikle yaygin olarak
kullanilabilirliligi a¢isindan, herhangi bir serolojik teknikte
aranilan 6zellikler ekonomik, ©zgiil, duyarli, c¢abuk ve kolay

uygulanabilir olmasidair.

Yukaridaki tekniklere oranla, counterimmuncelectrophoresis
yontemi de kolayca uygulanabilir, c¢abuk, 0zgiil ve ekonomik bir
elektroimmiindifizyon teknigidirsg. Yontem 6zellikle antikor be-
lirlenmesi ahac1yla ¢ok cesitli alanlarda (Tablo 1) uygulanmis-
tir. Bu 6zelliklerinden dolayi, c¢alismamizda CIEP y&ntemi segil-

mis ve amacimiza uygun olarak modifiye edilmeye c¢alisilmistar.

Literatiiriin CIEP'in ¢esitli uygulamalari yoniinden ¢ok zengin
olmasina karsin CMV antikoru belirlenmesine iliskin az miktarda
yayin bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin hemen hemen tilimiinde, yon-
temin degiskenleri (pH, jel, akim vb.) ve teknik detaylar iize-
rinde durulmamis, 6zellikle gesitli grup hastalarda bu ydntem

kullanilarak CMV antikor diizeyi ara$t1r11m1§t1r21’43’60’61’62.

Arastirmamizda, olusan bandlarin sekli, yogunlugu, yeri veya
kisaca,yiiksek duyarlilik lizerinde ©6zellikle durulmus ve CMV an-
tikorlarinin ¢abuk belirlenebilmesi amaciyla yontemin labora-

tuvarimiz sartlarina uyarlanmasina ¢alisilmistar.

Bulgulardan da anlasilacagi (Tablo 2, Tablo 3) gibi, CIEP
sirasinda band olusumunu etkileyen Onemli faktdrler asagidaki
sekilde belirtilebilir; a) jel ortaminin cesidi, konsantrasyo-

nu ve jel derinligi,
b) jel hazarlanmasinda ve elektroforez
tanklarinda kullanilan tampon pH's1

ve sulandiraimi,
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c¢) elektroforez siiresi ve bu sire bo-
yunca kullanilan akim siddeti.

Bu faktdrlerden herhangi birinin degiskenligi presipitasyon
bandlarinin olusumunu etkileyebilmektedir. Dolayisiyla, &n ca-
lismalar ve ve arastirmanin ilk donemindeki deneyler coptimal
¢alisma kosullarini belirlemek amaciyla yapildi. Bu donemde
optimal sonug¢lar, barbital tampon (pH:8.6) ile hazirlanmis agaroz
(%Z1) kullanilarak elde edildi (Sekil 2). Calismamizda, agaroz
kullanarak aldigimiz sonuglar, agar'a oranla daha tatmink&ardair.
Ayrica, pH:8.6'da barbital tampon ile hazirlanan jellerde, hasta
serumu hareketinin daha hizli oldugu gdozlenmesine ragmen bandla-
rin anod {(+) tarafinda olusmalara: (Tablo 3) dikkati ¢eken bir
nokta olmustur. Daha sonradan, hasta serumlarinin antijen konul-
madan once 10 dakika elektroforez edilmesiyle bandlarin iki ku-
yucugun ortasindaki bdlgede olusmasi saglanmistir. Bu durum so-
nuclarin dogru olarak okunabilmesi a¢isindan Onemlidir. Ote yan-
dan, 2 mm'den daha ince jellerde band olusumu, zorlukla gdzlene-
bilen bir iki Ornek disinda, olmamis ve dolayisiyla hazirlanan
jellerin en az 2mm derinlikte olmasina dikkat edilmistir. Ben-
zer sekilde, literatiirde ince ve Zl1'den yiiksek konsantrasyonda
hazirlanan jellerde band elde etmenin giicliigi belirtilmektedir34’36.
Daha sonra,CMV antijenleri kullanilarak yapilan deneylerde, jel
konsantrasyonu Z1l'den 7Z0.75'e diisiiriilmiis dolayisiyla jelin pore
genisligi artarilarak daha keskin bandlar elde edilebilmistir
(Sekil 4).

Diger taraftan, Onceleri 1:1 oraninda sulandirilarak jel ha-
zirlamada ve elektroforez tanklarinda kullanilan tamponun (bar-
bital, pH:8.6) konsantrasyonu azaltilarak 1:2 oraninda kullanil-
mistir. Cok konsantre tamponlaran, elektroforez sirasinda, anti-
kor ve antijen hareketliligini negatif yonde etkiledigi belir-

tilmis ve az konsantre tamponlarda EF'un yiiksek olmasi nedeniy-
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le sonu¢ idzerinde olumlu etki yapabilecegi sbylenmistir34’35.

Calismamizin son asamasinda kesintili (discontinuous) sistem
denenmistir. Bu amag¢la, elektroforez tanklarainda barbital-
asetat pH:8.0 tampon kullanilmistir. Bu sistem ile yapilan

deneylerde daha duyarli sonucglar elde edilebilmistir (Sekil 5).

Counterimmunoelectrophoresis'de yiiksek akim gsiddeti iyonize
molekillerin hareketliligini artirdigi halde i1sinmayi ve dola-

visiyla buharlasmayil da artirdigindan tercih edilmemektedir34’

35’37. Calismalarimizda, 40 ve 50 mA'lik akim siddetlerinde

1siya bagli olarak buharlasma ve jel burusmalari godzlenmistir.
Dolayisiyla, ilk deneylerden sonra 40 ve 50 mA'lik degerler
kullanilmamis, c¢alismalara 30 mA'lik akim siddeti ile devam
edilmistir, Diger taraftan, 45-60 dakikadan fazla elektroforez
sirelerinin, kuyucuklar arasindaki uzaklaik sabit oldugu takdirde,

olusan bandlar lizerinde herhangi bir etkisi goriilmediginden 30

dakikalik siire optimal kabul edilmistir (Tablo 4).

Bu gozlemler esas alinarak, CIEP isleminde etkileyici fak-
torlerin laboratuvarimizdaki degerlendirilmesi yapilmis ve bu
faktorlerin antikor taramasi sirasinda kullanilan sabit deer-
leri belirlenmistir (Tablo 5). Laboratuvarimizda CIEP yontemi-
nin rabhatlikla uygulanmasini saglayan bu optimal degerler kul-
lanilarak, 69 adet dializ grubu hasta serumunda CMV antikoru
taramasi yapilmistir. Bu serumlardan 37'si (%53.6) pozitif ola-
rak degerlendirilmistir. Buna karsin, ayni ydntem uygulanilarak
taranan toplam 25 adet kontrol serumunun 12'si (748) CMV anti-
koru a¢isindan pozitif olarak bulunmustur (Tablo 6). Ozgiil ol-
mayan (non-specific) veya yanlis pozitif olabilecek siipheli
ornekler, fizyolojik tuz solusyonu (%0.9) i¢inde 30 dakika bek-
letilerek tekrar gozlenmistir. Bu durumdaki Ornekler iizerinde
fizyolojik tuz solusyonunun etkisi olduk¢a o6nemlidir (Sekil 3).
Bunun yanisira bitin antikor taramalarinda negatif kontroller

kvullanilmistar.
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Literatiirde, renal transplant veya dializ hasta gruplarinda
CMV antikor titresinin hayli yaygin ve yiiksek (%Z60-90) oldugu
belirtilmektedir30’5l’52’55’56’63’64. Calaismamizda, elde edilen
7253.6 degerindeki pozitif oran, literatir ile karsilastairildi-
pinda, dilisiik gorilebilir. Calismaya dahil edilen o6rneklerin az
olusu ve laboratuvarimizda hazirlanan antijenin yeteri kadar
konsantre olmayisi bu diisiik orana sebep olabilir. Ayrica, ayni
hasta serumlari ile degisik yontemler kullanilarak yapilacak
daha ileri bir calisma, sonug iizerinde tam degerlendirme yapil-
masina yardimci olacaktir. Counterimmunoelectrophoresis yonte-
minde, antikora oranla daha fazla ve konsantre antijen kullanil-~
masinin sonug¢ Uzerinde olumlu etki yaptigi belirtilmektedir34’35’
u3365. Dolayisiyla, ileride farkli yontemler ile hazirlanmisg
konsantre ve fazla miktarda antijen kullanilarak yapilacak ¢a-
lismalarda daha kesin degerlendirmeler yapilabilir. Bununla be-
raber, diisiik konsantrasyonda antijen kullanilmasi, ylksek anti-
kor titresine sahip bireylerin ¢abuk olarak belirlenmesinde bir
avantaj saglayabilir. Diger taraftan, kontrol serumlarinda be-
lirlenen %48'lik pozitif oran normal kabul edilebilecegi gibi,
bu serumlarda bulunabilecek romatoid faktdriin oran ilizerinde ya-
pabilecegi etkiyi de gdéz oniinde bulundurmak gerekmektedir,
Kontrol serumlarinin, Hacettepe Universitesi Hastanesi Bakteri-
yoloji Laboratuvari'na ASO ve CRP gibi tetkikler i¢in basvuran
bireylerden alinmasi bu olasiliga diisiindiirmektedir. Nitekim,
baz1 insan serumlarinda bulunabilecek romatoid faktdriin cesitli
testlerde yanlis pozitif sonuglar olusturabilicegi belirtilmek-

tedir58’60’66.

Literatiirdeki CMV serolojisi ile ilgili daha yeni yontemler
CIEP ile karsilastirildiginda, disik duyarlalik (sensitivity)

CIEP'in en onemli dezavantaji olarak gdrﬁlmektedir67_7l. Buna
karsin, diger yontemlere oranla kolay uygulanabilir, ¢abuk ve

ekonomik olusu en o6nemli avantajlaridir. Ayrica yoéntem, antijen
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ve antikor taramalarinda, 6zellikle ¢ok sayida O6rnegin cali-
si1lmas1 gerektiginde, yararlidir. Bunlara ek olarak, jel pla-
kasi,lizerinde onceden kuyucuklar acilmis olarak saklandiginda
yontem 6n ¢alismasiz olarak hemen ve kolayca uygulanabilmekte-
dir. Viral enfeksiyon hastaliklarinda antikorlarin ve viral
antijenlerin belirlenmesi Onemlidir. Ayrica, hastaligin teda-
visi agisindan hayatsal Onem tasir. Dolayisiyla, enfeksiyonun
baslangicindan itibaren etiyolojik ajanin hemen belirlenerek
tedavi yolunun olusturulmasi i¢in ¢abuk ve 6zgiil tani yOntem-

lerinin kullanilmasindaki gereklilik ac¢aktar.,

Calismamizdaki degerlendirmelere gore, onemli 6lgiide enfek-
siyon potansiyeline sahip CMV'un olusturdugu hastaliklarda bir
tani kriteri olarak CIEP yénteminden yararlanilmasinip olumlu

sonuglari olacagi inancindayiz.
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OZET

Herpesvirus grubunun ©nemli bir iliyesi olan sitomegalovirus,
insan ve diger memelilerin birg¢ogunda olusturdugu yaygin enfek-
yonlarai ile bilinir. Ozellikle renal transplant hastalarainda
nakil sonrasi enfeksiyonlarin onemli etkenidir. Verici bireyler-
deki sitomegalovirus antikor varligi ve titresinin, nakil sonra-
s1 seronegatif bireylerde olusan enfeksiyonlar ile orantili ol-
dugu bilinmektedi:. Dolayisiyla, transplantasyon vakalarinda na-
kil 6ncesi, seropozitif vericilerin ¢abuk ve 0Ozgiil olarak belir-
lenebilmesi icin gerekli yontemlere olan ihtiya¢ her giin artmak-

tadar.

Calismamizda da, olduk¢a yaygin uygulama alani olan counter-
immunoelectrophoresis yo¢nteminin bir tani kriteri olarak kulla-
nilmasini saglamak amaciyla dializ grubu renal transplant hasta
serumlarinda sitomegalovirus antikor arastirmasi yapilmistir,
Toplam 69 hasta serumunun 37'sinde (%53.6) sitomegalovirus anti-

koru pozitif olarak degerlendirilmistir.

Yapilan ¢alismalar sonunda yontemin, ¢abuk, o&zgil, ekonomik
ve kolay uygulanabilir olmasinin yanisira tampon, pH, jel cesi-
di ve akim siddeti gibi degiskenlere Onemli Slgiide bagimli oldu-
gu gézlenmistir. Amaca uygun olarak, bu degiskenlerin optimal

degerleri belirlendiginde, yontem kolaylikla uygulanabilmektedir.

Bizim ¢alismamizdaki degerlendirmelere gore, bir tani kriteri
olarak antikor belirlenmesinde ve teknik olarak diger bilimsel
calismalarda, counterimmunoelectrophoresis yonteminden yararlanil-

masinin uygun olacagr goriigsline varilmistir.
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