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Sitomegalovirus (CHV) genellikle asemptomatik enfeksiyonla konada
girip latent enfeksiyon olugturan en dnemli etkenlerden birisidir. Doda-
daki en yaygin viruslardan birisi olan CMV, erigkin yagdaki toplum ilyele-
rinin biyik bir kisminin seropozitiflidini saflar. Ancak bireylerde sito-
megalovirusuna karsi humoral cevap varlidina ragmen, virusun reaktivasyo-

nu ve hatta viremi yapmasa séz konusudur (1).

Latent virus enfeksiyonlari bazi fizyolojik ve kimyasal etkenlerle
aktivasyon kazanmaktadirlar. Hamilelik dbneminde dedigen fizyolojik gart-
lar CMV aktivasyonuna neden olabilirler. Ayrica bazi antimetabolit ilagla-
rin kullaniimas: ve immunosiipresif tedavi CMV'yi aktive eden en &nemli et-
kenler arasinda yer alirlar. Ozellikle reaktive olan CMV primer enfeksiyon-
daki gibi klinik bir semptoma neden olmadan antikor titresinde belirgin

bir artiga neden olabilir (2).

BObrek transplantasyonu giniimizde ¢egitli ilkelerde yaygin olarak
yapilan bir uygulamadir. llkemizde de son yillarda bdbrek transplantasyonu
yapilan kigi adedi artmaktadir. Uzellikle genetik yapi benzerliginin Gnem-~
le goze alindidi transplantasyonlarda dahi, atilim reaksiyonunu onlemek
iizere operasyon sonrasi immunosipresif tedavinin kullanilmas:i kaginilmaz-
dir. Bu iglem ise transplantasyona alinan hastalarda CMV aktivasyonuna ne-
den olmakta ve bu aktivasyon atilim reaksiyonlarinda rol oynayabilecek de-

recede komplikasyonlar yaratmaktadir (3,4).

CMV enfeksiyonlarinda laboratuvar tanisimin teghisde tartigilmaz



derecede dnemi biyiliktir. Virus izolasyonu ve serum antikorlaranin gdste-
rilmesinin aktif enfeksiyon sirasinda virusun idrardan atilmasi nedeniyle
idrarda sitomegalik inkliizyon hlicrelerinin gdsterilmesi siklikla taniya

yardimcr olabilir (1,2).

Sunulan ¢aligmada bdbrek transplantasyonundan Gnce ve sonra alinan
serum &rneklerinde CMV antikorlarinin varlidi ve immunosupresyona bagli
olarak antikor cevabinin artiginin saptanmasi planlanmigtir. Bu gayeye yd-
nelik olarak Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi ve Organ Nakli ve Yanik
Tedavi Vakfi hastanesinde b&brek transplantasyonu yapilmakta olan kigiler-
de operasyon dncesi ve operasyon sonrasi saglanan serum Orneklerinde Komp-
leman Birlegmesi Deneyi (K.B.D.,) ve Enzyme Linked Immuno Sorbant Assay

{ELISA) ydntemeri ile antikor diizeyleri saptanmistar.

Ayrica bu hastalarda antikor saptanmasi yéninden K.B.D. ve ELISA
ybntemlerinin duyarlilik ve S8zgilliikleri kiyaslanmistir. Bunlara ilaveten
yine ayni hastalardan operasyon éncesi ve sonrasi alinan idrar drneklerin-
de sitomegalik inklizyon hicreleri aragtirilmig ve antikor dizeyleriyle

uyumluluklar: gdzlenmigtir.



II. G E N E L B t r ¢ I » E R

CMV enfeksiyonlari toplumlarda en sik gdrilen viral enfeksiyonlar
arasinda yer alir. Herpes virus ailesinin B-alt grubunda yer alan CMV ler
genellikle asemptomatik enfeksiyonla konaga girerler. Latent enfeksiyon
geklinde konakta hayat boyu kalabilen CMV, reaktivasyon ile tekrar asemp-

tomatik veya adir patoloji ile seyreden klinik hastalida neden olabilir.

CMV in vitro ve in vivo clarak tiire ozgiillilkk gosteren bir virustur,
Szellikle salgi bezlerine olan afinitesi nedeniyle bu virusa "tlkrik bezi
virusu" ad: da verilir. CHV'nin hiicre enfeksiyonu gekirdek ig¢i inklidzyon-
lar ve biiylimiig hiicre goriiniimii ile karakterizedir ki virus ismini bu Ozel-

1lidinden almaktadir (1).

Virusun genel oSzellikleri :

Morfolojik olarak insan CMV'’si diﬁef Herpes viruslardan ayirdedile-~
mez. CMV genopu 56-76 nm arasinda dedigen uzunlukta linear yapida bir DNA
dir (5,6). DNA'nin iki tiirii vardir; biytik olanin molekiil agirlidi 150x106
dalton, kiigik olanin ise 100x106 daltondur (5). Viral kapsid ikozahedral
yapidadir ve 162 kapsomere sahiptir. Kapsidin gevresinde bir veya daha
fazla sayida lipid igeren oval membranlar vardir. Zarfll virionlarin bo-

yutlar: 180-250 nm arasinda dedigmektedir (7,8).

Viral DNA'nin yodjunludu 1.716 g/ml dir ve Guanin, Sitozin % 57 ora-
nindadir (9). Genetik bilgiler yaklagik 150x106 molekiil agarligi olan DNA

tarafindan kodlanmaktadir (10).



Bir didger viral yapi yodun cisimciktir ve olgun viriondekine ben-
zer. Cift zar ile gevrilmig, homojen, elektron dens, sferik yapi igerir.
Bu cisimcik sitoplazmik vakuollerde bulunur ve membrani buradan alir, gap:i

250~500 nm arasinda dedigir.

PAGE (Poly Acrylamide Gel Electrophoresis) ile yapilan analizler,
molekiil afirliklar: 11.000 ile 290,000 arasinda dedigen 33 CMV polipepti-
di oldugunu gdstermigtir. Bu yapisal proteinlerin 237i sapianngtzr (1i-14).
Ayrica bu polipeptidlerin en az 8 tanesi glikoproteindir ve zarf iginde yer

almigtir (14-16).

CMV, % 20 1lik eterde 2 saatte, 5 den diigiik pH larda56°C de 30 da-

kikada veya U.V. 1gidinda 5 dakikada (17) tamamen inaktive olur.

Sollisyona % 5-10 oraninda serum ilavesi virusu 370C de stabilize

o ,
eder. +4 C de etmez (18). Enfektivite en iyi distile su veya sodyum bikar-
bonatsiz ortam iginde virus siispansiyonu yapildifinda her derecede sakla-

nabiliz, +°¢c de inaktivasyon sug dedigkenlidine baglidar.

CMV, dondurma ve ¢bzmeye veya MQOOC, -50°¢ lerde stabilize edilme-
den saklanmaya dayaniksizdir. Hiicre igermeyen virusun enfektivitesi en iyi
sodyum bikarbonatsiz solisyonda, % 35 scrbitel varlidinda -90°c de saklan-

didinda korunabilir (19).

Virus ile enfekte hiicre sispansiyonu % 10-20 serum igeren MEM vasa~
tinda ve % 10 DMSO (Dimethylsulfoxide) varlidinda sivi nitrojen iginde
(—190°C) saklanabilir ve enfektivite kayba ¢ok azdir. CMV'nin permisif
hiicrelerde iliremesi biitiin DNA inhibitérleriyle, Rifampisin (20), fosfono-

asetik asit (21) ve interferon (22) ile inhibe edilir.



CMV tarafindan olusturulan prenatal ve postnatal enfeksiyonlar ve

bulasma yollari :

Insan CMV‘lari kiginin immun durumuna oldukga badli bir enfeksiyo-
na neden olur, ve immun sistem igin biyiik bir énem tasir. Diger Herpes
viruslar gibi akut enfeksiyondan sonra CMV latent déneme girer ve bu dGnem

hiicresel immun mekanizmalar tarafindan kontrol edilir (Z2).

CMV'nin dodal yollarla bulasmasi tam olarak bilinmemektedir. Genel-
likle CMV enfeksiyonlari virurianin saptanmasi ile gbsterilir, dzellikle

gocuklarda asemptomatiktir (23).

lyatrojenik CMV enfeksiyonunda kan en Snemli bulagma yoludur. Ancak
CHV enfeksiyonunun kan ile bulagtigina dair birgok kanit olmasina ragmen
virusun normal kan vericilerinde saptanmasi tesadifi olmaktadir (24,25).
Bunun aksine immun sistemi baskilanmig kigsilerde, konjenital enfeksiyon-

larda, ve aktif enfeksiyon sirasinda viremi oldukga siktir.

CMV'nin cinsel yolla bulagmas: ile ilgili birgok kanit vardir (26,
27). Rahibeler ve hayat kadinlar:i arasinda yapilan kargilagtirmali galig-
mada CMV antikorlari hayat kadinlarinda daha yliksek oranda bulunmugtur (28).
Ancak hayat kadinlari ile normal kadinlar arasinda seropozitiflik ydniinden
6nemli bir fark bulunamamigstir. Bu sonuglar yetiskinlerdeki enfeksiyonda

oral yolun cinsel yoldan daha &nemli oldudunu diglindlirmektedir.

Ralp ameliyati geciren ve fazla miktarda kan transfizyonu alan has-
talarda postperfiizyon sendromu ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan bir g¢aligmada
(29), transfiizyon yapilan hastalarin % 35 inde CMV antikorlari olugmug,
CMV seronegatif olanlarin % 59'unda seropozitiflige dbnig saptanmig ve

seronegatiflerin % 25 inde postperfiizyon sendromu ortaya gikmigtir.



Prince ve ark. (30)'nin yaptig: bir calismada transfizyon yapalan
hastalarin % 20 sinde CMV'ye kargi antikor cevabi saptanmigtir. Serokon-

versiyon riski verilen kan miktarinin hacmine bad¢li cldudu ortaya konmugtur.

CMV'nin transplasental gecigi hamilelidin her trimestrinde dider
bir bulas yoludur. Konjenital olarak enfekte olan gocuklarin g¢odu klinik
veya serolojik anomaliler gdstermez ve asemptomatik olarak virusu salgilar-

lar (31,32).

Pediyatri hemgireleri ve dider hastane personeli CHV enfeksiyonuna
yakalanma riski altindadirlar. Bununla ilgili bir galismada pediyatri hem-
gireleriin bir yil igerisinde % 4.1-~7.7 oranlarinda serokonversiyon gés

terdikierini bulmuglardir (33).

Konjenital enfeksiyon :

Konjenital CMV enfeksiyonlari, ozellikle mental retardasyon ve sa-
Jarlik nedeni oldusiu igin ayri bir Oneme sahiptir. Elimizdeki galigmalar
A.B.D. ve Ingiltere'deki yenidodanlarin % 0.5-~1 oraninda uterus iginde en-
fekte olduklarini gdstermektedir (34). Bu gocuklarin % 10-15'inde mikro-
sefaliden sonraki, hayatta olugan spazmlar kadar dedigik derecelerde men-
tal retardasyon ortaya gikmaktadir (35). Bazi gocuklarda olugan zararlar
ise okul déneminde saptanmaktadir (36), ayrica enfekte ¢ocuklarin 1/3-1/2

ginde duyma sinirlerinin kaybi gériilmektedir (37).

Intrauterin gegis ile ilgili olaylar dizisi agik degildir, plasen-
taya ve dolayisiyla fetiise yayilimin kan yolu ile oldudu kabul edilmektedir.
Annenin genital yollarindaki lokal reaktivasyon veya re-enfeksiyonda gegisg

igin diginiilen mubhtemel bir yoldur.

Dodum aninda enfekte maternal genital salgilar ile temas sonucu



anneden gocuda gegis gu an igin tamamen ortaya konmugtur (38). Enfeksiyon
ayrica virus igeren sitiin alinmpasi ile yenidodanlarda veya kigiik gocuklar-
da sekonder olarak kazanilabilir (38). Ancak anne sitd ile (39) veya te-

rapétik amacli kan transfizyonlar:i (40) ile ge¢ig daha azdir.

Deforest'in galigmalarina gbre gocuklukta gdriilen interstisiel pné-
moninin % 40'indan CMV sorumludur (41). Neonatal olarak CMV ile enfekte
olmug gocuklarda yapilan ¢aligmada hastalidain olugma riski % 33, pndmoni-

nin olusma riski % 14 bulunmugtur (42).

A.B.D.'de 1 yilda dodan gocuklarin 30-35 bin kadari (canli dodum-
larin % 1°i) konjenital enfeksiyoné sahiptir (42,43). Bunlarin % 5 inde
tipik yaygin sitomegalik inklizyon hastalidz, % 5 inde atipik tutulum ve
% 90'inda subklinik Ffakat kronik enfeksiyon saptanmaktadir. Coklu organ
tutulumu olabilmesine kargin sitomegalik inklizyon hastaliginda retikiilo-
endotelial ve merkezi sinir sistemi tutulma olasilida biyliktir (44).

Belirtilerin sikligr ise glyledir :

Petegi (% 80), hepatosplenomegali (% 75), sarailik (% 65), mikrose-
fali (% 50) ve korioretinit (% 12) (45). Ayrica intrauterin bliylime gerili-
gi (% 40), prematiirite (% 35) ve inguinal hernia (% 25) dénemli prenatal

bozukluklardir.
Laboratuvar sonuglar:i ise énem derecesine gére gdyle siralanabilir :

Kord serumunda CHMV'ye &zgiil Igid de artig (> 20 mg/dl), atipik len-
fositoz (> % 5), yitksek SGOT (> 80 W/ml), trombositopeni (£ 100.000 trom-
bosit/mm3), konjuge hiperbilirubinemi (indirekt serum bilirubin > 2 mg/dl)

(45).

Bu laboratuvar anomalileri vakalarin % 50-90 inda saptanir. Mortalite



orani % 30 dan fazladir. Letal hastalidr olanlarda, pndémoni ile birlikte
solunum yetmezligi vanisira, ciddi karacider hastalidi, kanama ekstraute-
rin biylime geriligi ve sekonder bakteriyel infeksiyonlar ortaya ¢ikar.
Enfeksiyon in-utero hayatta bagladidinda bebedin santral sinir sisteminde

atipik bulgular saptanir.

Bazen de yenidoganlarin erken dénemlerinde tanimlanamayacak kadar
minimal belirtilerle seyreder. Fakat hayatin ileri dénemlerinde énemli

merkezi sinir sistemi harabiyeti belirlenir (44).

Perinatal enfeksiyonlar :

Perinatal enfeksiyonlar, dodum sirasinda maternal genital yollarda
bulunan virus ile kargilagma sonunda, enfekte sit emilmesi ile, goklu kan
transfiizyonlar: ile ve bakicilardan bulagma ile kazanilir (46). Enfeksi-
yonun perinatal olarak kazanildiginin belirlenmesi igin dncelikle konje~
nital enfeksiyonun olasilidi ortadan kaldirilmalidir. Bu da dodumdan son-
raki ilk birkag¢ haftada virus salgilanmasinin olmadidinin gdsterilmesi ile
saglanzr. Inkiibasyon periodunun uzun olmasindan dolay:r (4-12 hafta) hami-
leligin gok geg dénemlerinde kazanilan enfeksiyonun perinatal, natal ve

transfiizyonla kazanilan enfeksiyonlardan ayirdedilmesi ¢ok zordur,

siit ile bulagma en ¢ok dodumdan sonraki 2-4 aylar arasinda olur.
Bu dinemde siitte virus reaktivasyonu artmigtrr (46). Sonugta natal enfek-
siyonlari ve sit ile kazanilan enfeksiyonlari kapsayan perinatal enfeksi-

yonlar genellikle subkliniktir.

Bu enfeksiyonlarin ¢ogu maternal virusun reaktivasyonu sonucunda
olugur ve bebeklerde dedigik diizeylerde maternal antikorlar vardir (42,47).

Bu enfeksiyonlar nadiren pnémoniye de yol agarlar.



Transfiizyonla kazanilan CMV enfeksiyonu, nakledilen kan miktari
ve dondrin serolojik durumu ile iligkilidir (48). Ancak bebeklerin az mik-
tar kan transfiizyonu ile enfeksiyonu almalari daha kolaydir. Seronegatif
bebekler CMV enfeksiyonunu kan transfiizyonu ile daha gabuk kazanirlar ve

seropozitif bebeklerden daha siklikla hagtalik olugur.

Transfiizyonla kazanilan enfeksiyonun spektrumu olduk¢a de§igiktir
ve Ozellikleri sitomegalik inkliizyon hastalidina benzer; ateg, sarilik,
hepatosplenomegali, anemi, trombositopeni, atipik lenfositlerde artig ile
lenfositoz gdrillebilir. DidJer bir belirti de gok benzeri septik gérinlmin

ortaya ¢ikmasaidir (49).

Solunum bozukludu ile beraber pnémoni de siklikla gériiliir, Dolayz-
siyla CMV enfeksiyonunun klinik tanisi ancak hastalidin geg safhalarinda
miimkiin olabilmektedir. Bakteriel sepsis, pnémoni, altta yatan hastalik ve
difer hastaliklar klinik tanaiyi zorlagtirdidindan laboratuvar testlerine

gerek duyulmaktadar.

CMv, 1-6 aylik ve genellikle 3 aydan kiigik bebeklerde pnémoniden
sorumlu tutulmaktadir (50,51). Pnémonili 104 bebek lizerinde yapilan galig~
mada % 20 sinden CMV izole edilmigtir. Bunlarin 12 sinde tek patcjen ola-
rak ve 8 inde dider organizmalarla birlikte oldudu saptapmigtir. 97 kont~
roliin yalniz % 3'd enfekte bulunmustur. Bu enfeksiyonlarin godunun dogum
sirasinda kazanildig: diginiilmis fakat konjenital wveya postnatal enfek-
giyonla tam olarak elimine edilememigtir. CMV'ye badli pnémoni biitin yil
boyunca olabilir, fakat, kigin gdériilen digJer solunum virusiarinin aksine,

ilkbaharda daha sik gorilir.

CMV'ye bagli pnémoninin seyri 1 hafta, 3 ay (ortalama 25 giin) ara-

sinda dedigmektedir. Solunum gliclidi, réntgende alt solunum yollaranda



- 10 -

yaygin obstritksiyon, bronsiyal duvarda kalinlagma, diizensiz pulmoner be-

lirtiler ve atelektazi saptanir.

Klinik bulgular arasinda takipnea, apnea, Oksiriik, interkostal ret-
raksiyonlar, koriza ve nazal konjesyon yer alir. Hastalarin godu ategsiz-

dir. Bazi hastalar icin oksijen ve ventilasyon tedavisi gerekebilir.

Laboratuvar bulgulari arasinda hiperkapnia, yiksek immunoglobulin
diizeyleri (Szellikle IgM), lékositoz ve eozinofili sayilabilir. Bazi has-
talarda da iyilegmeyi takiben 1 yil sonra alt solunum hastaligil tekrarlana-

bilir.

CMV pnémonisinin didJer ategsiz obstriktif pnémonilerden ayirdedil-
mesi mimkiin dedildir (50). Benzer hastalifa neden olan etkenler ise
C. trachomatis, P. carinii, RSV, P. influenza, Influenza, Adenc ve entero-

viruslardir.

CMV ile birlikte didJer ajanlarin da neden oldufu kxombine bir enfek-
siyon olabilecedi akilda tutulmal: ve &Szgill etioloji laboratuvar tanisia

ile belirlenmelidir.

Pogtnatal enfeksiyonlar :

Klemola ve arkadaglari, 15-66 yaglari arasinda gegirilen primer
CMV enfeksiyonunun spontan enfeksiyéz mononukleozis sendromu ile sonugla-
nabilece§ini bildirmiglerdir. Ancak tipik vakalar bebek ve Kigik gocuklar—
da bildirilmektedir. CMV'nun reaktivasyonu veya reenfeksiyonu, primer en-
feksiyondan daha az, nadiren mononiikleozis ile sonug¢lanir (52). Klasik ola-
rak hastalik yorgunluk, miyalji, diizensiz ateg, karacider fonksiyonlarinda
bozukluk ve lenfadenopati olmaksizin atipik lenfositlerde artig ile karak-

terizedir.
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CMV'ye badli mononiikleozis (post-perfiizyon mononiikleozis) son zaman-
larda kan transfizyonu alan kigilerde gériilebilir. Hastalik primer enfek-
giyon sonucu olabildidi gibi latent enfeksiyonunun reaktivasyonu sonucu da
olugabilir. Hastaligin ategli semptomlari immun sistemi baskilanmig hasta-
larda Ornedin; lésemili ¢ocuklarda, fazla miktarlarda kan veya plazma alan-
larda ortaya gikar. Giinilmizde E.B.V. gibi CMV de transfizyon sonrasi ateg-

1i sendromlardan sorumlu clan etken olarak gézéniine alimmalidir.

EBV mononlkleczisindeki gibi heterofil antikor veya dider nonspe-
sifik serolojik testlerde reaktivite saptanmaz. CMV vakalarinin % 8 inde
enfeksiydz mononitkleozise neden oclur wve % 25-50 sinde hetercfil antikor ne-

gatiftir.

CMV monontikleozisinde semptomlar genellikle hafiftir ve hastalaran
gériniimii iyidir (52). ok az sayida vakada hastalik ciddi seyreder ve be-
lirtiler adirlasir. Ateg diizensizdir ve 37.7~40.5°C arasinda degigir ve

birkag giin ile 6 hafta (ortalama 3 hafta) arasinda devam eder.

Monontikleozisteki tipik kan dedismeleri; lenfositoz > 5600 hﬁcre/mm3,
atipik lenfositlerde artig (% 10-15 oraninda) ategten 1-2 hafta sonra bile
gériilmeyebilir. fékositoz hastalidin geg déneminde en yiksek diizeye ulagir.
Beyaz kiire sayisi 10.000-20.000 hﬁcre/mm3 arasindadir. fyilesme olduktan
sonra lenfositoz aylarca ve yillarca devam edebilir. Fakat klasik atipik
lenfositler (Downey hiicreleri) hasta iyilegtikten hemen sonra kaybolur,

ancak anormal, bliyiik lenfositler uzun siire kalabilirler.

CMV mononiikleozisinde karacifder enzimlerinde bozukluk ile seyreden

subklinik hepatit de cok ¢gdriiliir (% 20 dan fazla} (52).

Karacider enzimlerinde genellikle az miktarda ylikselme vardir (SGOT

<100 IU) ve biliribin 2.0 mg/dl'nin altindadir. Dolayisiyla sarilik pek sik
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goriilmez, Karacider enzimlerindeki bozukluk 4-6 hafta devam eder, fakat

daha uzun da siirebilir.

Karaciger biyopsilerinden CMV iliretilmigtir ve mikroskopik olarak

tipik hiicre inkliizyonlari gdriilmiigtir.

CMy Epidemiyolojisi :

Sitomegalovirus genig bir codrafik dadilima sahip olup, diinyanin
degigik llkelerinden izole edilmigtir. Ayrica yapilan sercepidemiyolojik
galigmalar ise bu viruslarin gegitli bélgelerde de yaygin olarak dagriimi-

ni gbstermektedir.

CMV enfeksiyonlarinin insidansi sosyoekonomik diizeyle yakindan ilig~
kilidir ¢53). Geligmig iilkelerde kigilerin hemen hepsi genclik ddnemine
kadar enfeksiyonu kazanarlar, ancak sosyal diizeyi diigik gruplarda enfeksi-
yon oranl daha yiksektir (54). Amerika Birlegik Devletleri'nde digik eko-
nomik durumu olan annelerin gocuklarinin % 2 sinde fetal enfeksiyon olmak-
tadir (55). Gelir diizeyi orta ya da yliksek gruplarda, ¢ocuklardaki bu oran

belirgin olarak diismektedir (56).

Ortalama olarak gelismig ililkelerde yenidodan populasyonunun % 1 inde
konjenital ¢MvV enfeksiyonu clmaktadir, By lilkelerde diigiik sosyo-ekonomik
diizeydekilerde yenidodan ddénemde enfeksiyonun alinmasi % 10'a kadar yiikse-

lir (38).

Yapilan ¢aligmalar orta dizeydeki ailelerin 6 aylik gocuklarinda ak-
tif enfeksiyonun Japonya'da % 60 ve Finlandiya'da % 34 oraninda oldudunu

gdstermistir (57).

Erken gocukluk déneminden sonra enfeksiyon oranlari gittikge artmak-
tadir. A.B.D. de yagam standartlarina badli olarak yetigkin populasyonun

% 50-90'inda CMV'ye karsi antikorlar vardir (53).
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Caligan kadin populasyonlarinda idrarda ve genital salgilarda, vi-
rus salgilanmasi ile saptanan aktif enfeksiyonun % 2-20 arasinda bir slk—
likta gérildigi gdsterilmigtir (38). Yetigkin erkekler arasinda ise bu
oran tam olarak belirlenememistir. Erkeklerde yapilan ¢aligmalar ilriner

salgilanma oranlarinin % 3 den daha az oldugu séylenmektedir (54,58).

Yetigkin kadinlar arasinda virusun salgilanmasi primer enfeksiyon-

dan ziyade, tekrarlayan enfeksiyona badlidir (38).

Dinya Sadlik Tegkilat: tarafindan yapilan bir galigmada (59) yetig-—

kin kan vericilerinde yaygin olarak CMV'ye kargi antikorlar saptanmigtir.

Bati Avrupa ve Amerika'da yetigkinlerin % 40-50 sinde, Afrika,
Greenland ve Asya'da % 100 iinde CMV antikorlarinin varligi bildirilmigtir.
tzole edilmig populasyonlarda CHMV ile yiiksek oranda karsilasma oldudu gos-

terilmigtir.

Zmerikan toplumunda geng¢ erigkinlerde antikorlarin olmayigi oldukga
ilgi ¢ekmektedir (60). Yapilan birgok g¢aligma Amerikan toplumunda 60 yagin
tizerindeki bireylerin % 70 inde seropozitifligin oldudunu gostermigtir.
Bati toplumlarda ise enfeksiyon hayat boyu kazantlmakta ve yagli bireyle-
rin hemen hepsi seropozitif bulunmaktadir. Aksine Asya ve Afrika toplum-
larainda génglik déneminde, enfeksiyon siklikla gdrilmektedir.Fatida yaga-
yan zenci populasyonu ig¢in de ayni kural gegerlidir (61). Yetigkin kadin-

lar, yetigkin erkeklerden daha yiiksck siklikta seropozitiftirler.

vurdumuzda daha dnce CMV, antikorlarinin gebelik dénemindeki durumm
aragtirilmig ve 46 hamile kadinda yapilan caligmada % 91 oraninda seropozi-

tiflik bulunmugtur (62).

Ayrica toplumumuzun g¢egitli yag gruplarindan saglanan 692 serum
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Srnefinde K.B.D. ydntemiyle aragtirilan CMV antikorlari 0-5 yag grubunda
% 68 ve artan yag gruplarinda ise % 80-96 arasinda farkli seropozitiflik-

ler bulunmugtur (63).

Danimarka Aarhus Universitesi Mikrobiyoloji Bdéliminde toplanan 12
bébrek transplantli hastanin immunosupresif tedavi sirasindaki antikor
titreleri saptamnmig ve 6 hastada (% 50} 4 ay igerisinde CMV aktif enfek-

siyonu, Nt, K.B.D. ve IHA testleriyle gdsterilmigtir (64).

Ayrica son zamanlarda pratide yansiyan ELISA yéntemi hamile kadain-
lardaki CMV antikorlarinin insidansini géstermek icin kullanilmig ve ga-—
ligalan 123 serum Grnedinde seropozitiflidin % 87.5 oldudu gisterilmig-

tir (65}.

Yurdumuzda yapirlan galigmalar hernekadar sinair bélgeleri ve az sa-
yida serum Srnedini i¢ine almaktaysa da erigkin yagta toplumun % 90 civa-
rinda CHMV antikorlari igerdikleri agiktir. Bu sonuglar ise sosyo—-ekonomik
durumu benzer lilkelerde elde edilen sonuglara sercepidemiyolojik ybniinden

benzerlik gdstermektedir.

Patoaenez_:

CMV'nin neden oldudu enfeksiyonlarin patogenezi tam olarak acikian-
mamigtir. Genellikle enfeksiyon iki farkli mekanizma ile olugur. Enfeksiyon
virusun primer eksojen olarak kazanilmasi sonucu olabildigi gibi konak do-
kularinda latent olarak bulunan virusun reaktivasyonu sonucu da ortaya

¢ikabilir.

Annenin primer enfeksiyonu (genellikle asemptomatiktir) sirasinda
birinei veya ikinci trimesterde virusun transplasental olarak gegigi ile

ciddi intrauterin enfeksiyonlar olugabilir.
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Primer enfeksiyonun didJer gekilleri ise CMV monontikleozisi (spontan
olarak veya kan transfiizyonunu takiben), cocuklarda CMV hepatiti, Guillan-

Barre sendromu, nadiren meningioensefditdir,

Immun yetmezlidi olan ve organ aktarimi yapilmig immunosilpresif
ila¢ alan kigilerde gériilen giddetli, yaygan CMV enfeksiyonlari, hem pri-
mer olarak kazanilmig virusa, pem de latent CMV enfeksiyonunun reaktivas-
yonuna badli olabilir. Genellikle virusla daha dnce kargilagmamls (sero-

negatif) kigilerde geligen enfeksiyonlar daha giddetli ve tehlikeli olabilir.

CMV enfeksiyonlarinin histopatolojisinde, genig inkliizyon igeren
hicreler konagin immun sisteminin durumuna gdére dedisen miktarlarda mono-
niiklear hiicre infiltrasyonu ile cevrelemmigtir. Ozellikle yenidodanin sant-
ral sinir sistemindeki lezyonlarda kalsifikasyon clabilir. Her organda lez-
yon olabilirse de daha ¢ok tutulan ajanlar akciger, karaciger, beyin, géz,

bébrekler ve G.I.S. kanalidir.

Enfeksiyonun diizelmesinde rol alan konak savunma faktdrleri bilin-
memektedir. Yiiksek titrede antikorlarin varlidina ragmen virusun tikrikten
ve idrardan uzun sire sallnma51 en Snemli savunma mekanizmasinin, hiicresel
imminite oldudunu dilgiindiirmektedir. Viral latensinin yeri insanda deneysel
olarak gdsterilmemigtir. Latent virusun normal kan vericilerinin Idkosit-
lerinde aragtirilmasi bagarisiz olmugtur. Benzer gekilde transplantasyon

6ncesi renal allograftlarda virus gisterilememigtir (1).

CMV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi

Genellikle CMV enfeksiyonlarinin laboratuvar teghisi, dider virus en-
feksiyonlarinda oldudu gibi iki temele dayanmaktadir, bunlar etkenin duyar-
11 hiicre sistemine ekimiyle izolasyonu ve bu etkene karg:i olugan antikorla-

rin serclojik testlerle dlcillmesidir.
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Virus izolasyonu :

liremesi
CMV'nin homolog epitelyal hitcrelerde/sinirlidir, ancak virus homo-

log fibroblast hiicre kiltiirlerinde izole edilebilir (66-68). Tanisal galig-
malar igin fibroblast dokunun orijini, embriyonik deri, kas, akciger,

testis ve miyometriyum gibi ¢egitli dokular olabilir.

Ticari olarak da seriler halinde diploid embriyonik fibroblast
hﬁcreleri(WI38 gibi) sadlanabilir. Ancak sinirli pasaj stiresi olan bu hiie-

relerin 8mrii kisa oldugu ig¢in ideal degildir.

Sajlanabilen en uygun doku kaynadi yenidoganin derisidir. Tani ama-
ciyla bu hiicreler 10-15 inci pasaja kadar kullanil:ir, ancak duyarlailik ve

hiicre Smrd bu pasajlardan sonra azalir.

Serolcjik testler :

cMV enfeksiyonlarlnin laboratuvar teshisinde degigik serolojik ydn-
temler kullanilir. Bunlardan Kompleman Birlegmesi Deneyi (69-71), Nétrali-
zasyon (72), Indirekt Floresan Antikor Teknigi (73), Membran IFA (}4),
Erken Floresan antijeni (75,76}, Indirekt Hemagliitinasyon (77), Immun
Adherens Hemagliitinasyon (78), RIA (79), CIEF (80), Lateks agliitinasyon

(90), ELISA (90) ve presipitasyon teknikleri (81) sayilabilir.

Tanisal ve epidemiyolojik galismalarda K.B.D.'nin yaygin olarak kul-
lanilmasina radmen yeterli duyarlilikta olduguna dair fikir birlidi yoktur:
nemli olan partikiiler kompleman birlegmesi antijeninin kullaniimasidir.
Yapilan ilk galigmalarda konvelesan serumlarda, kompleman birlegmesi anti-
korlarinin saptanamamas:,yeterli bir kompleman birlegmesi aktivitesi gds-
termeyen suslardan antijen hazirlanmasina veya hiicrelerin dondurulup ¢&-

zilmesi ile antijen hazirlanmasina bagli olabilir.
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Rowe tarafindan izole edilen AD169 susu kompleman birlegmesi anti--
jeni igin standard sus olarak tanimlanmistir. En duyarli CMV antijeni gli-
sin ile ekstrakte edilen antijendir (G.E apntijeni). Yapilan bir galigmada
insan serumlarinda, dodal ve G.E antijenleri kullanilarak kargilagtirmali

bir caligma yapilmig ve G.E antijeninin ¢ok daha duyarli oldudu bulunmugtur.

Ndtralizasyon :

Nt testleri, virus preparasyonundaki enfeksiydz olmayan/enfeksiydz
virion oraninin ylksek olmasi ve virusun 1siya duyarlilid:r nedeniyle
kolayca uygulanamamaktadir. Ayrica inokulumdaki enfeksiydz virus miktari
ve suglarin antijenik heterojenitesi de bazi zorluklara neden olmaktadir.
Dolayisiyla Nt antikor titreleri digik bulunmakta ve diger testlerde pozi-

tif sonug alinirken bu testte antikor saptanamamaktadir.

Plummer ve arkadaslari (69) yaygin olarak kullanmak dzere plak re-
daksiyon Nt testi geligtirmislerdir. Bu testin dezavantaji uzun silreye
gerek duyulmasidir, daha kisa sirede uygulanabilen teknikler ise Floresan

Fokus inhibisyon (69)ve kirmizi plak olusumu (82) testleridir.

Indirekt Floresan Antikor teknidgi :

Hanshaw (73), Igl igin IFA testini tanmimlamiglardar ve konjenital
ve kazanilmis enfeksiyon tanisinda uygulanabilirligini gistermiglerdir.
Ancak daha sonra ayni arastiraicilar pozitif IFA-IgM'in Varicella-Zoster

veya E.B.V. enfeksiyonlari sonucu da saptanabilecegini belirtmiglerdir.

IFA-IgG testi de uygulanmasi kolay bir testtir, fakat yalnizca ce-
kirdek i¢i inklilzygonlaran floresansinin dederlendirilmesi gerekir. CMV ile
enfekte hiicrelerde IgG molekiillerine kargi Fc reseptdrii tagiyan sitoplaz-

mik inkliizyonlarin oldudu ig¢in bu &nlemin alinmasi gereklidir. Bu reseptdrie,



IgG ye non-spesifik olarak baglanirlar ve CMV antikoru igermeyen Serum ile

yalanci pozitif floresans verirler (83).

Membran IFA :

The ve arkadaslari (74) membran floresan testini geligtirmek lizere
fikse edilmemis CMV ile enfekte hiicreleri kullanmiglardir. Bu aragtirici-
lar anti membran antikorlaranin fikse edilmig enfekte hiicrelere kargi olu-
san IFA-IgM antikorlari ile iligkisi oldudunu saptamiglardir, hatta fikse
edilmemig hiicre membranlarinda boyanan antikorlarin IgM sinifindan oldugu-
nu géstermiglerdir. Ozgil olmayan boyanmanin énlenmesi igin serumlar enfek-

te olmayan fibroblastlar ile absorbe edilmelidir.

Exken Floresan Antijeni :

Diéer viruslar gibi CMV de viral N.A sentezinden Once bazi antijen-
ler (erken antijenler) olusturur. Bu antijenler N.A sentezi olmadidl zaman~
larda da olusurlar. Bu antijenlere kargi olugan antikorlar, CMV DNA sente-
zini inhibe eden sitozin arabinosid varlidinda enfekte hiicreler dzerinde

floresan ile boyanarak gésterilebilirler (76).

The ve arkadaslari (75), sadece son zamanlarda enfeksiyonu olan ki-
gilerde erken antijenlere kargi antikor saptadiklarini bildirmiglerdir.

Eskiden gegirmig enfeksiyonlarda ise seronegatif sonu¢ alinmigtir.

Indirekt Hemagliitinasyon :

Bircok farkli virusun antijenleri tannik asitle muamele edilmig
eritrositlere bajlanmakta ve antikor igeren serum ile agliitine olmaktadir.
THA antikor titreleri, genellikle IFA titrelerine paraleldir, ¢inkd her

iki testte de virusun yilzey komponentleri belirlenmektedir.
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Fucillo ve arkadaglari (77), IHA ile hem IgM ve hem IgG antikorla-
rinin saptanabildi§ini bildirmiglerdir. IHA-IgG antikorlarinin belirlen-

memesi veya eksiklidgi duyarlilidan Slgilmesinde kullanilir.

Presipitasyon :

Furukawa ve Junk (81), 5 sug kullanarak CMV den presipitin antijen-
leri hazirlamiglardir. Ayrica bu aragtiricilar ¢dziinir antijenleri parti-
kiil halindeki presipitin antijenlerini ayirmig ve her iki tip antijenin

de pozitif serumlarla benzer olarak reaksiyon verdifini bulmuglardir.

Presipitin testleri kompleman birlesmesi testinden biraz daha az

duyarlidir, fakat son zamanlarda gegirilmig enfeksiyon ile iligkilidir.

Fortunato (80) tarafindan tanimlanan CIEF teknigi, IFA-IgM antikor-
lar: ile % 95 uyumluluk gdstermigtir, fakat akut olarak enfekte olmayan ki-
silerde genellikle negatiftir. Ayrica RF (Romatoid Faktor) da yalanci po-

zitifligde neden clur.

Immun Adherens Hemaglutinasyon :

Komplemana badli IA yéntemi Dienstag (78) tarafindan CHV antikorla-
ranin saptanmasinda kullanilmigtir, Uygulanmasi kolay bir testtir ve IFA
ile uyumlu sonu¢ vermektedir, fakat saptanan titreler diger testlere kiyas-

la 2~8 kere daha yliksektir.

RIA -

knes (79), CHV've kargi hem IgM hem de IgG antikorlarinin saptanma-
sinda RIA tekni&ini tanimlamiglardir. Mikrotitre pleyt gukurlarinin ylizey-
, - - , , I125 . , , .
lerine antijen baglanir, viral antikorlar ile igaretli anti insan IgG

veya anti insan IgM'in Szgiil baglanmasinin Sl¢iilmesiyle saptanar. Romatoid
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faktdr glitteraldehid ig¢inde c¢oziilmilg IgG eklenerek uzaklagtirilmalidar.

ELISA :

ELISA testi son yillarda CMV serolojisinde birgok teghis laboratuvari
tarafindan kullanilan serclojik ydntemdir. Testin esasi CMV antijeni ile
kapli kati ylizeye mevcut antikorlarin tutunmas:i ve bu antikorlarin varli-
Jinan enzim ile igaretli anti--globulin kullanilarak belirlenmesidir. Bu
yéntemle hem IgG hem de Igl antikorlari saptamak miimkiindir. Ydntem RIA dan
daha hassas olmasina radmen ayni Szgiilliife sahiptir ve uygulamada ¢ok daha

pratik bir yéntem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (90).
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Hilcre Kililtilirleri

Sitomegalovirus (CMV AD, ., sugu), orijinal olarak Glasgow lniversi-
tesi Viroloji Enstitiisiinden saflandi ve Held veya WIBB {insan embriyonik

akcider fibroblast) hiicre kiiltirlerinde dretildi.

WI38 hiicre kiiltiirleri orijinal olarak Flow lab Irvine, Scotland’dan
sadlandi. Ayrica deneylerde kullanilan insan akciger fibroblast hicrelerin
bir kismi ise Hacettepe lniversitesi Hastaneleri, Kadin Dogum Servisi,

Ameliyathane Béliiminde, steril gsartlarda, alinan "2-3" aylik enfekte olma-~

yan fetiislerden, kendi laboratuvarimizda standard yéntemlere gére hazirlan-

dr (84).

Elde edilen hiicrelerin tliretilmesi ig¢in % 10 Fetal dana serumu (FCS),
‘mililitrede 100 iinite penisilin, 100 pgr Streptomisin igeren” Eagle Mini-
mal Essential vasati (MEM) kullanilda. Hiicreler 200 cc lik Ozel hicre kiil-
tiirti gigelerinde (Jena-Glass) tiretildi. Hicreler 4-3 giinde tek tabaka ol-
duktan sonra, 1'den 2'ye pasaj edilerek g¢ogaltildi. Hicreler hergiin mikros-
kopik olarak gbzlendi ve gerektidinde vasat dedigtirildi veya % 8.4 lik

NaHCO3 ile nétral pH'ya ayarlandi.

Hicre kiiltiirlerinde Kullanilan Vasatlar ve Soldsyonlar :

{lretme vasati : Hicre kiiltirlerinde kullanilan, MEM vasati, Bati
Almanya'daki (Flow) Laboratuvarlarindan safjlandi. 9.526 gr toz halindeki
vasat tartilip iyonsuz suda ¢éziildiikten sonra % 1 oraninda glutamin g¢dzel-
tisi eklendi ve 1 litreye tamamland:r. Seits filtrelerinden stiziilerek steril

edildi.
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Hiicrelerin iretilmesi igin % 10 oraninda FCS ve mililitrede 100 dnite

penisilin, 100 mikrogram streptomisin olacak gekilde SP eklenerek kullanildz.

Fétal Dana Serumu (FCS) :

Difco Laboratuvarlari, Detroit, Michigan'dan ticari olarak saglanan
Liyofilize FCS, 100 ml steril iyonsuz suda ¢ézililerek kullanildi. (¢Ozildik-

ten sonra kullanilincaya kadar +4%c de saklandi.

Streptomisin-Penisilin Soliisyonu (SP) :

1 milyon inite Kristalize penisilin ve 1 gr. streptomisin'in 100 ml
steril iyonsuz su igirisinde ¢dziilerek hazirlandi ve kullanilancaya kadar

-25%¢ de kiictik hacimlerde ayrilarak saklandi.

Sodyum Bikarbonat (NBHCO3} Cézeltisi :

Hiicre kiiltirlerinde kullanilan bu soliisyon, 100 ml iyonsuz suda
8.4 gr NaHCO3 iin ¢éziilmesiyle hazirlandi ve 15 dak. otoklavda steril edi-

lerek +4°c de saklandi.

Tripsin Cozeltisi :

Hiicre kiiltirlerinin pasaji sirasinda kullanilan bu soliisyon agafida-

ki formiile gbre hazarlandi.

Nacl e e e e e e e e e s 4.00 gr
KCl e e e e e e e e e e 0.10 gr
NaHPO4 v e e s e e e e e w e 0.575 gr
{veya N32HPO4.2HéO) e e e 0.720 gr
KH2P04 e e e e e e e e s 0.10 gr

Tripsin .« « + - « « o = o+ o 2.50 gr
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Bu maddeler 500 ml iyonsuz suda eritildi ve 0.5 ml fenol red eklene-
rek % 7.8 1ik NaHC03 ile pH ayarlandi. Bir gece +4°¢ de bekletildikten sonra
5 ml SP eklendi ve Seitz filtrelerinden siiziilerek steril edildi. 100'er ml

olmak lizere giselere bSliindi ve kullanilincaya kadar ~25°C de saklandz.
Versene :

Hilcre kiilttirlerinin pasaji sairasinda kullanilan bu soliisyon agagida--

ki formiile g8re hazirlandi :

NaCl e e e e e e e e e . . 4.00gr
EKcl e e e e e e e a e 0.10 gr
NazHPO4 e e e e e e e e 0.575 gr
KHéPO4 e e e e e e s e . 0.10 gr

Versene (EDTA) . . . -« + « = 0.10 gr

(EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid disodyum tuzu)

Bu maddeler 500 ml iyonsuz suda eritilerek, otoklavda 15 dak. steril

edildi ve +40C de sakland:.

virusun Uretilmesi ve Antijenin Hazirlanmasi :

CMV'nin iiretilmesi igin kullanilan HeLw hiicreleri, gigelerde tek
tabaka (Monolayer) haline geldikten sonra vasatlari bogaltild:r ve stok
virustan 0.1 ml kondu (Kontroller harig). Adsorbsiyon igin 1.5 saat 37%¢
1ik etiivde inkiibe edildi. Daha sonra % 2 lik f&tal dana serumu (FCS) ve SP
igeren vasatlar:i konrrollerde dahil olmak iizere gigelere kondu. Sigeler
tekrar 37OC 1ik etiive kaldirildi ve sitopatik etki (CPE) gézlenene kadar

(9-12) giin etlivde bekletildi.

Gercktidinde pH lari sodyum bikarbonat ile ndtral pH'ya ayarlandi.
Hiicre kiiltirlerinde % 90-100 CPE (11-13 giinde) g6riildiifli zaman enfekte hiic~
reler vasat iginde dokiilerek 600 xg de 15 dakika santrifiij edildi ve iist

siv: atildi (85,86).
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Enfekte hiicre paketi orijinal kdltiir hacminin % 5 inde 0.1 M Glysine

Buffered Saline (pH 9.5) icinde yeniden siispanse edildi (85,87,88).

Bu karisim 37°c de 6 saat karistirilarak bekletildi ve daha sonra
bu silispansiyon 600 xg de 20 dakika santrifiij edilerek saflagtirildi. Komp-
leman birlesmesi antijeni iceren siipernatan sivi 0.5 ml 1lik hacimlere bélii-

nerek -700C de saklandi.

Bu sekilde hazirlanan CMV, kompleman birlegmesi antijeni kullanilma-

dan Snce "CHESS BOARD" ydntemi ile titresi saptandi.

Ayrica CMV ile enfekte olmayan fibroblast hiicrelerinden de benzer

gsekilde kontrol antijeni hazirland:.

Deneylerde Kullanilan Soliisyonlar :

Veronal Buffer (VB) : Bu soliisyon igerdigi ca++ ve Mg*¢ iyonlari ne-
deniyle kompleman birlegmesi deneyinde, komplemanin yliksek serum sulandirim:-
larinda bile tam olarak fikse edilmesini sadlamak amaciyla dililent olarak

kullanild: ve agadidaki formiile gére hazairiandi ;

VB (Veronal Buffer pH: 7.2) :

Nac1l e st e e s e e e .. 8.590r
5.5 diethylbarbituric Acid . 0.575 gr
Na 5.5 diethylbarbiturate . . 0.2 gr
MgC12.6H20 e e+ e - & s+ . 1.854gr
CaC12 e e e 4 e e e e e e . 0.28 gr

Hazairlanigl :

50 ml sicak iyonsuz suda barbitiric asid eritildi.

|
4

2- Dider maddeler eklendi ve iyonsuz su ile 200 ml ye tamamlanda.

otoklavda 20 dakika 120°C de steril edildi, sonra +4°C de saklanda.

L1
!

kullanzldidr zaman iyonsuz su ile 1/5 lik sulandiram yapaldil ve

=N
¢

pH's1 7.2'ye ayarlandi (84).
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Hemolitik serum :

Koyun eritrositlerine kargi tavgsandan elde edilen anti koyun erit-
rositleri antikorlarini iceren hemolitik serum, Refik Saydam Merkez H1f-

zissihha Enstitilgiinden sagland:.

Eritrositler :

Kompleman Birlesmesi Deneyinde (K.B.D.) kullanilan koyun eritrosit~
leri, Hacettepe {niversitesi Deney Hayvanlari Bdlimiinden safdlandi. Alsever
soliisyonunda saklanan koyun kani, kullanilacad:r zaman VB ile 2000 rpm‘'de
10 dakika santrifiij edilerek 3 kez yikandi ve iist sivi tamamen berrak ol-

dudunda paket eritrositler deneyde kullanildzi.

Hemolitik sistem :

Paket koyun eritrositlerinin VB igerisinde hazirlanan % 4 lik siis- -
pansiyonu ile yine VB ile 1/100 oraninda sulandirilmig hemolitik serumun
esit hacimlerde karigtiriimasiyla hazirlandi. 15 dakika 37% de ya da 20

dakika oda 1sisinda bekletilerek duyarlilastirildiktan sonra deneyde kulla-

nildz.
Kompleman :

Kompleman igin erkek kobayin kalp kani alinarak serumu ayrildi. Ki-
¢iik miktarlarda (0.2 ml) tiplere béliinerek —2500 de sakland: ve Eitre edil-

dikten sonra uygun sulandirimda kullanildi.



Mikroteknik Gerecleri :

Kompleman titrasyonunda, kompleman birlegmesi deneyinde ve "CHESS

BOARD" yénteminde kullanilan mikroteknik geregleri gunlardir :

1.

Mikrodiliiter (Loop) : 0.025 ml sivi tutma yetenedinde olan bir

alettir.

Damlalik pipeti : Mikroteknikte kullanilan ve 0.025 ml damla verme

yetenedinde olan Szel pipetlerdir.

Test kaditlari (go-no-go) : Looplari kontrol etmede kullanilan ve
dzerinde bulunan daireler tam 0.025 ml sivi emme yetene§inde olan,

Szel emici kagitlardir.

U tabanli pleytler : Tabanlari U geklindeki (6x12) adet gukur
igeren bu sistemde kullanilan polisteren yapisindaki Ozel pleyt-

lerdir.

Test okuma aynasi : Deneylerin dederlendirilmesinde kullanilan ig

biikey (Konkav)} aynadir.

Kompleman titrasyonu :

Hemolitik aktivitenin &lgiilmesine dayanan kompleman titrasyonu

agagrda anlatilan gekilde yapaldz.

1.

U tabanli mikropleytin ¢aligilacak biitiin ¢ukurlarina 0.025 ml VB
damlatildz.

Test edilecek komplemandan loop ile 0.025 ml alinarak ilk cukura

kondu ve seri diliisyonu yapildir (Kontrol harig).
Biitiin gukurlara tekrar 0.50 ml VB damlatildi.
paha sonra biitiin cukurlara 0.025 ml hemolitik sistem damlatildi.

Hemolitik sistemin kontrol gcukuruna ise 0.075 VB ve 0.025 ml he-

molitik sistem damlatildi.

Mikropleyt 37°%¢ de, 30 dakika karaigtirmak suretiyle 1 saat bekle-
tildi. Daha sonra +4°C ye kaldirilarak tam ¢Skme saglandiktan

sonra sonuglar degerlendirildi.
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Degerlendirme :

% 50 hemoliz ve % 50 ¢dkmenin saptandid: kompleman sulandirimi 1

kompleman linitesi olarak kabul edildi (Hemolitik Doz = Hvso)b

50

Esas kompleman birlegmesi deneyinde ise 4 iinit kompleman sulandirimi

kullanild:z.

Hasta serumlari :

Hasta serumlari, Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi ve Organ
Nakli Yanik ve Tedavi Vakfi Hastanelerinde b&brek transplantasyonu yapil-
madan Snce ve yapirldiktan sonra dedigik zamanlarda hastalardan elde edildi.

Serumlar kullanilincaya kadar -25%¢ de saklandi.

Pozitif ve negatif kontrol serumlari :

Deneylerde kullanilan bitiin anti serumlar, whittaker M.A. Bioproduct

Lab. Maryland A.B.D. ‘den sadlandzi.

CMV antijeninin titrasyonu (CHESS BOARD) ydntemi -

Insan embriyonik akcider (HeLu) hiicre kiiltiirlerinde hazirlanan CMV
antijenlerinin standard antiserum kullanarak titreleri saptandi. Bu iglem

agagida verilen sekilde uygulandi (84) :

- 7 adet serclojik tiip alinarak her birine 0.50 ml VB kondu, ilk tipe
0.50 ml antijen konularak her diliisyonda pipet defigtirmek suretiy-
le dider tiiplere ayri ayri sulandirimlari yapildi. Béylece sulan-

dirimlar 1/2, 1/4 ... 1/64 gekilde hazarlammig oldu.

- Ayni iglemler 7 adet serolojik tiipte standard antiserum igin de
uygulandi. Béylece antigerumun da 1/2, 1/4 ... 1/64 sulandirimlari

VB igerisinde hazirlanmig oldu.

- U tabanli pleytin ¢aligilacak gukurlarina, antijenin en yiksek
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sulandirimindan baglayarak, yukaridan agadiya dodru kargilik gelen
cukurlara 0.025 ml antijen sulandirimlari damlataldi. Bu gsekide

en diiglik sulandirima kadar devam edildi. Antiserum sulandirimlara
da ayni ydntemle fakat horizontal olarak (soldan sada dodru)
kargilik gelen gukurlara her sulandirimdan 0.025 ml olarak damla-
t11ds. |

- Antijen kontrol gukuruna 0.025 ml VB ve 0.025 ml antijen sulandi-
rimi; antiserum kontrol cukurlarina ise 0.025 ml VB ve 0.025 ml

antiserum sulandirimi damlatildi.

- Daha sonra kontroller dahil g¢aligilan biitiin cukurlara 0.025 ml
kompleman sulandirimi (4 HD50) damlatildi. Kompleman igin 4, 2

ve 1 idnite olmak ilizere 3 ayri kontrol gukuru hazirland: :

- 4 {inite kompleman ¢ukuru 0.050 ml VB ve 0.025 ml 4 iinite komple-
man igermekteydi. 2 lnite kompleman kontrol gukuruna 0.025 ml VB
ve 0.025 ml 4 Ginite kompleman sulandirimi konulduktan sonra loop‘
ile karigtirilarak 1 ﬁnite igin ayrilan ve 0.025 ml VB igeren kontrol
gukuruna diliisyon yapildi. Sonra 2 ve 1 ilinite kompleman kontrol

gukurlarina 0.050 ml VB damlatildai.

Bu iglemlerin sonunda pleyt iyice karigtirilip +4°¢ de bir gece bek~
letildi, Ertesi giin % 4 1liik koyun eritrositleri siispansiyonu ile 1/100
oraninda sulandirilmig hemolitik serumdan egit miktarlarda karaigtirilip,
10-15 dakika 37°C 1ik su banyosunda bekletildikten sonra biitiin ¢ukurlara

0.025 ml damlataldz.

Hemolitik sistem kontrol ¢ukuru ise 0.075 ml VB ve 0.025 ml hemoli-

tik sistem konularak hazirland:.

Mikropleyt iyice karigtirildiktan sonra 3706 de 30 dakika, 1l0'ar
dakikada bir karigtiralarak, 30 dakika ise karigtirilmadan olmak lzere 1
saat bekletildi. Daha sonra pleyt +4%¢ ye kaldirilarak eritrositlerin tam

¢Okmesi sadlandiktan sonra sonuglar dederlendirildi.
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Degerlendirme :

Optimal antijen ile antiserum konsantrasyonunun kargllagtlglfﬁe
komplemani badladidi titreler dederlendirmede dikkate alindi. % 50 ¢Okme
ve % 50 hemolizin oldudu en yiiksek antijen ve antiserum sulandirimi sap+

tanarak, esas kompleman birlegsmesi deneyinde 2 iinite antijen kullan:ldi.

Kompleman Birlegmesi Deneyi (ESAS DENEY) :

Bu deneyde, hastalardan bébrek transplantasyonu yapilmadan dnce ve
yaklagik olarak transplantasyon yapildiktan sonraki 3 ay igerisinde alinan

gift serum &rneklerinde K.B.D. standard ydntemlere gbére yapildi (84,89).

Eullanilan materyaller ;

1

Veronal Buffer (pH: 7.2)

4 iinite kompleman sulandirimi

2 linite antijen

Inaktive hasta ve kontrol serumlar

i

Hemolitik sistem.

Deneyin Yapaligi -

- Test edilecek her serum icin ayrilan bir sira mikropleyt gukuruna

0.025 ml VB damlatiidzy.

- Her hasta serumu drnedinden Loop ile 0.025 ml alinarak ilk g¢ukur-
lara kondu ve karistirilarak dider gukurlara seri diliisyonlari

yapilda.

- Serumlarin 1/2 sulandirimlarini igeren ilk ¢ukurlara 0.025 ml VB,

difer sulandirim gukurlarina ise 0.025 ml antijen damlatildi.

Boéylece antijen igermeyen ilk cukurilar, hasta serumu kontrolu ola-
rak dederlendirildi. Ryrica antijen kontrol gukuruna 0.025 ml VB ve

0.025 ml antijen konuldu.

- Kentroller dahil tiim gukurlara 4 inite kompleman sulandirimindan
0.025 ml damlatzldi. 4, 2 ve 1 inite kompleman iginde 3 kontrol

gukuru hazirlandi :
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- 4 {inite kompleman kentrolu 0.025 ml 4 U kompleman + 0.050 ml VB

2

- 2 {nite ” " : 0,025 m1 vB + 0.025 ml 4 U} kompleman
+ 0,050 m@ VB

L

- 1 lnite " " 0.025 ml VB + 2 i{inite kompleman
sulandirimi + 0,050 mi VB

- Mikropleyt karigtiraldiktan sonra +4°C de 1 gece bekletildi. Ertesi
giin kontroller dahil tim gukurlara 0.025 ml hemolitik sistem damla
t1ldi. Hemolitik sistem kontrol gukuru ise 0.075 ml VB ve 0.025 ml

hemolitik sistem igermekteydi.

Mikropleyt 37%¢ de 30 dakika karigtirilarak, 30 dakika karigtiril-
madan toplam 1 saat inkiibe edildikten sonra +4°¢ ye kaldirilarak

eritrositlerin ¢ékmesi saflandi ve sonuglar dederlendirildi.

Dederlendirme :

Antijen, antikor (hasta serumu) ve komplemanin 4 ve 2 lnite kontrol-
lerinde tam hemoliz, hemolitik sistem kontroliinde tam ¢bkme ve 1 inite komp
leman kontroliinde % 50 g¢ékme, % 50 hemoliz saflandidinda deferlendirme dog-

ru olarak gergeklegtirildi.

Ozgiil antikor igermesi dolayisiyla antijeni ve komplemani tam clarak
badlayan ve hemoliz vermeven test serumu sulandirimlari pozitif olarak kabul

edildi.

Hemoliz vermeyen en yiiksek serum sulandirimi, o serumun kompleman

birlesmesi antikor titresi olarak dederlendirildi.

Enzim immunoassay ydéntemiyle CMV antikorlarin saptanmasi :

ELISA ydntemi bdbrek transplantasyonlu hastalarda, CMV enfeksiyon-
larina karsi olugan antikorlarin saptanmasi igin dider bir yéntem olarak uy -

gulandi. ELISA ydnteminde kullanilan solusyonlar (ABBOTT) A.B.D. 'den sadlandi.



a)
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Bu sistem agafidaki gere¢ ve soliisyonlari igermektedir :

]~ CcMV antijeni ile kaplanmig bonucuklar

2~ pozitif serum kontrolu

3~ Negatif " r

4- Hasta serumlari ig¢in dzel sulandirma sivisi

5- Enzimle (peroxidase) igaretli anti insan globulini

6~ OPD (o~phenylenediamine-2HCl) tabletleri

7- OPD tabletleri ig¢in sitrat fosfat tamponu (% 0.02 hidrojen
peroksit) igermektedir

8-~ HéSO solusyonu (1 N HéSO4).

4

CMV~ELISA testinin uyqulanmasi :

Birineci inkiibasyon :
1. Uzel reaksiyon pleytlerinin ilk 3 gukuruna 200 Ul negatif kontrol
ve iki gukuruna da 200 ul pozitif kontrol serum konuldu.

2. Her hasta serumu érnedi igin birer gukur kullanilarak 10 ul ha-

cimde ilave edildi.

3. Eontroller harig¢ biitiin hasta serumlarinin dzerine 200 11 Ozel

sulandirim tamponu kondu.

4. Calisilan biitiin gukurlarin igine birer CMV antijeni kaplanmig

boneuk konularak 20°C de bir saat inkiibe edildi.

5, Siirenin sonunda biitiin gukurlar distile su ile 3 kez yakandi.
Ikinci inkibasyon :
6. Calisilan biitiin ¢ukurlara 200 Ul Enzim konjugat llave ediidi ve

tekrar 40°¢ de 30 dakika inkiibe edildi.

7. Stirenin sonunda biitiin ¢ukurlar 3 kez distile su ile yikandi ve

boncuklar &zel tiiplere gegirildi.

8. Caligilan serum sayisina gére OFD tabletleri OPD sulandiraim $ivi

igerisinde eritilerek hazirlandi :
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Test sayiszi Tablet Sulandirim sivisi
13 1 adet 5 ml
28 2 " 10 m?
43 3 " 15 mi
58 4 " 20 ml
73 5 " 25 ml
88 6 30 ml
103 7 " 35 ml

9. Bu gekilde hazirlanan OPD sollisyonu 300 ul clarak her tiipe ek-
lendi ve 30 dakika oda derecesinde bekletildi. Bu kademede 2 adet
bog tiipe de 300 ul bu sividan kondu ve blank tiipld olarak kulla-

nildz.

10. Siirenin sonunda biitiin tiiplere 1 ml1 1 N HéSO4 konularak 492.600

dalga boyunda ézel spektrofotometrede (Spectrophotometer) okundu.

Idrar Orneklerinde inkliizyon igeren sitomegalik hiicrelerin aragti-

rrlmasi :

Hastalardan transplantasyondan dnce wve sonra alinan idrar drnekleri
2000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. tlst kisim atilarak ¢dkelek temiz

lam lizerine yayildi ve kurutuldu.

Preparatin iizerine metil alkeol konularak teshit edildi. Daha sonra
preparat 15-20 dakika Giemsa ile boyanarak gegme suyu ile yikandi. Prepa-

ratlar kuruduktan sonra mikroskopta immersiyon objektifi ile incelendi.



Sitomegalovirus antikor titresi, pozitif serum sulandirimlarinin

ELISA optik dansite dederlerinin saptanmasi :

ELISA yénteminde pozitif serum dederinin farkli sulandirimlarla ver-
digi deferleri ve testin kontrolunu yapmak gayesiyle, kompleman birlegmesi
titresi 1/32 olarak saptanan CMV immun serumun seri sulandirimlar: yapila-
rak ELISA yéntemi uygulandi. Bunun igin ELISA sulandiram savisini 200 wl
serum ilave edilerek 1/2, 1/4, 1/16 ve 1/32 seri sulandirimlar hazirlandi
ve bu sulandirimlarla ELISA ylontemi galigildi. Seri sulandirimlarda elde
edilen optik dansite dederleri Sekil I de kargsilagtirilmagtir. Goruldiigi
sekilde artan sulandirimlar ile birlikte optik dansite dederlerinde uyum-

1u bir azalma saptanmaktadir.

Saf serum 0.663 optik dansite dederi ile pozitif reaksiyon verirken
1/8 sulandirim 0.097 olarak saptanan optik dansite ile 0.102 olan “"cut off”
deferinin altina diigmektedir, bu da serum antikor titresi ile uyumlu olarak

ELISA'nin pezitiflik verdidini vurgulamaktadir.



$EKiL | : Sitomegalovirus antikor titresi pozitif serum sulandirim-
larinin ELISA optik dansite degerleri ile kiyaslanmasi :
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Kompleman Birlegmesi testi ile CMV antikorlari pozitif saptanan se-

rum 6rneklerinin ELISA dederleri ile Ekilyaslanmas: :

CMV antikorlarinin saptanmasinda ELISA ve kKompleman birlegmesi
testlerinin uyumluluk gOsterip gdstermedigini saptamak amaciyla farkli
ELISA optik dansite deferleri gdsteren 24 serum Srnefinin kompleman bir-
lesmesi testi ile antikor titreleri tayin edilmistir. "cut off" in altin-
da, cut off ile 0.200 optik dansite, 0.200~0.400, 0.400--0.600, 0.600--0.800,
0.800-1.000 arasinda optik dansiteler veren 4'er serum drneklerinin komp-
leman birlegmesi titreleri tayin edilmig ve sonuglar Sekil II de verilmig-

tir.

Sekil II de de gdriildiigd gibi ELISA deneyinde negatif olarak kayde-
dilen ve "cut-off% dedjerinin altinda bulunan 4 serum érnedinden 2'si 1/8,
2'si ise 1/16 titrelerde kompleman birlegmesi antikorlar yéniinden pozi-
tif reaksiyon vermiglerdir. Dijer serumlar her iki testte de pozitif sonug
lar vermistir. Ayrica kompleman birlegmesi testinde negatif sonug veren
4 serum Ornedi ELISA testinde de "cut-off'un altinda defer vermistir.
Bu sonuglara gdre ELISA deneyi ile kompleman birlesmesi arasindaki uyum

Iuluk % 84.4 oranindadir.



SEK]L Il : ELISA Silomegalovirus total antikorlari pozilif serumlarin
optik dansitelerinin Kompleman birksmesi titreleri e kiyaslanmast :
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BSbrek transplantasyonu yapilan bireylerde transplantasyon dnecesi,
transplantasyondan sonraki 2. ve 3. aylarda alinan serum drneklerinde CMV

antikorlarinin kompleman birlegmesi ve ELISA testleri ile aragtariimasr ;

Bobrek transplantasyonlu hastalarda CMV aktivasyonunu ve buna badla
olarak CMV'a Szgiil antikorlarin artigini saptamak amaciyla bu bireylerden
transplantasyon dncesi serum drnekleri toplandi. Ayrica yag ve cinsiyetle-
ri bu galigma grubuna uyan kontrollerden, bobrek tagli ve hemodiyalizli

hastalardan serum ornekleri toplanarak kontrol grubuna dahil edildiler.

Transplantasyon éncesi bireylerden toplanan serumlardan ve difer
kontrol gruplarinin CEV antikor diizeyleri ELISA yéntemi ile saptanmig ve
sonuclar Tablo I de verilmigtir. Tablo I de de goriildigli gibi serum adedi
kisitli olmasina radmen 23 sadlikli kontrol grubu serumunun ELISA optik
tanaite defer ortalamalar:, 35 transplantasyon dncesi bireylerden topla-

nan serum Grneklerinin ortalamalarina yakinlik gistermektedir.

Seropozitiflik orani saglikli kontrol grubunda % 82.7 ve transplan-
tasyon yapzlan bireylerde ise % 94.3 diir. Hemodiyalizli hastalarda 37 se-
rum Srnedinin CMV ELISA optik dansite deder ortalamalari 0.563 olarak kay
dedilmis ve optik dansiteleri 0.495 olan bébrek tagli hastalar gibi sero-

pozitiflik orani % 100 bulunmugtur.



TABLO 1: Kontrol qurubu olarak alinan saglkli, bobrek tasli, hemo-
divalizli bireylerin ve transplantasyon oncesi hasia serumlarinin sito-
megalovirus antikor dlzeylerinin ELISA yontemi ile elde edilen sonuclari:

Calisiian [ELISA optik dansite _ .
Hasta ve Kontrol! serum |deGerleri ortalmasi | Seronegatif Seropozitit

gurUpla” sayisl (492!‘!”‘1 ) 0/0 OIO
Saghklh Kontrol gurubu | 23 0,261 17,3 82,7
30brek tasli hastalar 13 0,495 - 100
{emodiyalize giren :

hastalar 37 0,563 - 100
[ransplantasyon oncesi | 35 0300 57 94,3

bireyler
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Bébrek transplantasyonu yapilan hastalarin 20'sinden transplantas-
yon sonrasi 2. ve 3. aylarda serum Srnekleri alinmigtir. Bu serumlarin
CHV antikor diizeyleri kompleman Birlegmesi ve ELISA testleri ile saptanarak

serokonversiyon gdsteren Srneklerin sonuglari Tablo II de verilmigtir.

Transplantasyon sonrasi 2. ve 3. aylarda ¢ift serum érnegi topla~
nan 20 hastanin 13°iinde serokonversiyon kompleman Birlegmesi testi ile sap -
tanmistir. Boylece trandplantasyon Sncesi ve transplantasyon sonrasi top
lanan 3 serum 8rnedi ile alinan sonuglarda elde edilen serokonversiyon ora:-
ni % 65 dir. Tablo II de de goriildidi gibi transplantasyon dncesi ve
transplantasyondan sonraki serumlar arasindaki titre artigl fark: 4 misli
olarak esas alinmigtir. Serokcnversiyon gosteren serumlardaki ELISA tes
tinde elde edilen optik dansite deferlerine dikkat edildidinde transplan-
tasyon éncesi ve sonrasi serumlar arasinda optik dansite farki saptanmak-
la beraber artig oraninin optik dansite ydniinden kompleman birlesmesi tes-

ti kadar uyumluluk géstermedi§i dikkati cekmektedir.

Serokonversiyon gdstermeyen 3'li serumlarinin Kompleman Birlesmesi
ve ELTSA testleri sonuglari Tablo IIT de verilmigtir. GOrildugi gibi bazz
serumlarda transplantasyon sonrasi 2 misli artiglar elde edilmesine ragmen

serokonversiyon kriteri diginda kalmaktadir.



TABLO 11 :Sitomegalovirus antikoru yoniinden serokonversiyon
saptanan transplantasyon hastalarinin transplantasyon oncesi

transplantasyondan sonraki 2.ve 3.ay alinan serum or neklerindeki

Kompleman birlesmesi ve ELISA testleri antikor dizeyleri :
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TABLO I11: Serokonversiyon gostermeyen bobrek transplantli hastala-
rin transplantasyon odncesi transplantasyondan sonra 2.ve 3.aylarda alinan
serum orneklerinde saptanan sitomegalovirus kompleman birlesmesi ve
ELISA antikor dizeyleri:

Transplantasyon dncesi Transplantasyon sonrast | Transplantasyon sonrasi
Hasta (2ay) (2ay) (3ay)

KB titresi | ELISAQOD | KB titresi | ELISA OD (KB tit_‘res{ ELISA 0D
AB 1732 0.485 1/16 0.293 1/32 - 0299
AD 174 0.122 1/8 0109 . 1/8 0283
IK 1/16 0.279 1/16 0161 1/32 0376
CB 1/8 0.146 1/16 0.365 1716 0459
AK 17186 0.208 1/ 32 0371 1732 0.495
RS 1/8 0.152 1716 | 0.180 1/16 0.240
AP 1716 0.407 1/16 0.556 1716 0.454
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Bdbrek transplantasyonu yapilan bireylerde transplantasyon éncesi
ve transplantasyondan sonraki 2. ayda alinan serum drneklerinde CMV anti-

korlarini Kompleman Birlegmesi ve ELISA testleri ile aragtirilmasi :

Transplantasyona alinan ve takip edilen 35 hastadan 15'i sadece
2. ayda kontrole geldigi igin serum drnekleri alinabilmig ancak daha son-
raki 6rnekler temin edilememigtir. Bu nedenle caligmanin bu kisminda 15
hasta ayri olarak siniflandirilmigtir. CMV antikoru yoéninden incelenen bu
15 hastanin transplantasyon dncesi ve transplantasyondan sonraki 2. ayda
alinan serum Srnekleri yalniz 4 hastada serokonversiyonun saptanmaszna‘
olanak vermigtir. Tablo IV de de gorildiigi gibi transplantasyon once ve
sonrasi kompleman birlegmesi antikorlarinda 4 kat ve daha fazla artig sap-
tanan bu 4 serumda ayni zamanda ELISA optik dansite artiglara da saptan-
migtir. Ancak bu grup serumlarain l1'inde Kompleman Birlegmesi testi ile
serokonversiyon saptanmamigtir. Serokonversiyon saptanmayan 1l serumun
Kompleman Birlesmesi titreleri ve ELISA optik dansiteleri Tablo V de gGs-

terilmigtir.

Bu gruptaki hastalarda 2 ay igerisinde 15 hastanin 4 tinde serokon-
versiyon saptanmasi transplantasyondan sonraki ikinci ayda % 26 oraninda
CMV aktivasyonu ifade etmektedir. Ancak genelde caligilan 35 serum géz-
Sniine alindidinda aktive olan ve serokonversiyon olarak saptanan olgu ade
di 17 dir. Bu sonugta galigzlan 35 serumun % 48.57 sinde CHMV aktivasyonu-

nu ifade etmektedir.



TABLO 1V : Sitomegalovirus antikoru yoninden serokonversiyon
saptanan transplantasyon hastalarinin transplantasyon oncesl  ve
transplantasyondan sonraki 2.ayda alinan serum orneklerindeki
Kompleman birlesmesi, ELISA testleri antikor diizeyleri :
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TABLOX : Serokonversiyon gostermeyen bobrek transplantasyon has-
talarin transplantasyon oncesi ve transplantasyondan sonraki 2.aylarda
alinan serum orneklerinde saptanan CMV Kompleman birlesmesi, ELISA

antikor duzeyleri :

Transplantasyon dncesi | Transplantasyon sonrast
Hasta (2ay)
KB titresi | ELISAOD | K B titresi| ELISAOD
H.K 1716 | 0.693 1/32 0723
c.v 178 0.058 1/8 0.223
K.A 174 0.167 174 0,077
H.B 1732 0.384 1/32 0.949
K.M 1/4 0.020 114 0070
E.A 1/16 0.239 1716 0.292
B.K 1/4 0143 174 0.211
M.G 1/8 0.402 1/8 0.394
A.K 1/4 0.347 1/8 0.480
M.Y 1716 0.460 1/16 0634
M.Y 1/8 0.429 1/16 0.589
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BSbrek transplantasyonuna alinan hastalardan toplanan transplantas-
yon dncesi ve transplantasyon sonrasi idrar drneklerinde CMV inkliizyon

cisimecidinin aragtirilmasi :

Primer CMV enfeksiyonunda veya CMV'un latent durumdan belirli neden-
lerle aktive oldudu olgularda idrardan virusun salgilandigz, buna bagla
olarak idrarda CMV ile enfekte hiicrelerin virusa &zgiill intrantklear genel
likle bazofilik, tipik inkliizyonlarin, olgularin belirli bir ylizdesinde
saptanmas: yanlizca teghise yardimci bir kriter olarak kabul edilmektedir.
Bu noktadan harcket ederek transplantasyon hastalaranda transplantasyondan
dnce ve transplantasyondan sonraki ikinci ve lgiincid aylarda idrar Sknekle

ri toplanmig ve inkliizyon cisimcidi yoniinden incelenmigtir.

Transplantasyon éncesi toplanan 35 idrarin yanlizca 4 'ipde inkliiz-
yon cisimcigi toplanmigtir ki bu da tim olgularin % 11.42'sini olugturmak-

tadir.

Ancak transplantasyondan sonra ozellikle immunosupresyona bagli ola-
bilecek aktivasyon sonucunda 35 hastanin 12'sinde inkliizyon cisimcidi po--
zitiflesmigtir. Bu sonugta 2 ay igerisinde % 34.28'e ulagan bir seropozi-
tifligi ifade etmektedir. Inkliizyon cisimcidi pozitiflegen hastalarin he-
men hepsinde serokonversiyon saptanmigtir. Transplantasyondan sonraki 3.
ayda kontrole gelen 20 hastadan idrar Srne§i toplanabilmig ve bunlarin
8'inde inkliizyon cisimcidi pozitif olarak bulunmugtur. Bu sonucta takip
edilen hastalarin 3. ayda % 40 oraninda sitomegalik inklizyon cisimcigi

pozitifligini ifade etmektedir.



Herpes grubu viruslar son yillarda iki &nemli ana Gzellikleri yb-
niinden genis aragtirma konularina model sistem olarak alinmaktadirlar. Bu
iki Szellik, grup Uyelerinin latent enfeksiyon yapma yetenekleri ve onko-
jenik potansiyelleridir. Herpes grubu liyelerinden dzellikle HSV-1, CMV ve
EBV konada asemptomatik primer enfeksiyon ile girmekte ve latent kalabil-
mektedir. Pratikte aktivasyonu gesitli etkenlerle uyarilabilen en énemli

Herpes grubu viruslar HSV-1 ve CMV’'dir (1).

Caligma konumuzu olugturan CMV genellikle asemptomatik olarak kona--
ga girdikten sonra ézellikle salg: bezlerine olan affinitesi nedeniyle bu
hiicrelerde codalmakta ve biiyik bir olasilikla yine ayni hiicrelerde latent
halde kalabilmektedir. Latent enfeksiyonlari aktive eden, en Onemli faktdr—
ler arasinda yer alan konadin immun baskilanmasidir. Bu nedenle CMV'un
aktivasyonu ggnellikle immun sistem baskilanmasinin meydana geldigi dogal
veya gerekli oldudu durumlarda ortaya g¢ikmaktadir. Bu durumlardan dogal
baskilanmaya HTLV-III enfeksiyonu verilebilir. HTLV-IIT enfekte hastalarda
7 hiicre depresyonuna bagli olarak yaygin CMV enfeksiyonu konakta pndmoni
olugturmakta ve bu firsat¢i enfeksiyon $liim insidansinda rol oynamaktadir.
Immun baskilanmanin gerekli oldudu en énemli durum doku atilim reaksiyonu-
nu Snlemek amaciyla transplantasyon yapilan hastalarda uygulanan Immun
supresyondur. Gzellikle bu uygulamanin bébrek transplantasyonu yapilan
hastalarda Onemi biiyiiktiir. Genellikle CMV latent enfeksiyonunun bébrek
transplantasyonlu hastalarda aktivasyonu bobrek atilimi ile son bulmakta-
dir. Bu nedenle transplantasyondan sonra hastalarin, transplantasyon sen—

rasi CMV aktivasyonu klinik wve laboratuvar bulgular: ile takip edilmesi
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gerekmektedir. Bu konuda en fazla pratikte uygulanan hastada serokonversi-
yonun gdsterilmesi ve CMV'un ekskresyonu viicut sivilarinda saptanmasidir.
CcMv antikorlarinin gdsterilmesi igin gecmigte ve giintimizde klasik ve yeni
geligtirilmig duyarliliklari farkli ybéntemler kullanilmaktadir. Bu ydntem-
ler arasinda pasif hemagliitinasyon, kompleman birlegmesi testi, lateks aglii-
tinasyon, neutralizasyon ve ELISA gibi testler sayilabilir. Duyarlilaklara
farkli olmasina radmen bitiin ydntemlerin antikor dizeylerini bagariyla gds-

terdikleri literatiirde yer almaktadir.

ELISA giiniimiizde spesifik antikorlarin saptanmasi igin birgok gelig~
mig laboratuvar tarafindan en sik kullanilan yéntemdir. Ancak bugiine kadar
yapilan ¢alismalar, ELISA ve difer testlerin duyarliligl ve Gzglil 1igt yé-

niinden tartigilmig ancak serokonversiyonun dederi ydninde kiyaslanmamigtir.

¢aligmamizin ana temasini olugturan konu, CMV enféksigonunun Immun
baskilanma ile beraber aktive olma olasiligdanin yliksek oldudu bdbrek trans
plantasyonlu hastalardir. Bu nedenle hastalarin transplantasyonu yapilma-
dan, énceden saptanmas: ve takibe alinmasi gerekmektedir. Yurdumuzda ancak
doku uygunluk antijenlerinin belirlenmesiyle ve mevcut olanaklarla kisatlz
sayida da olsa bébrek transplantasyonlari bagari ile uygulanmaktadir. Has-
talarin takip gqicliigd ve yapilan transplantasyon sayisinin belirli olmasi
calismamiza alinan hasta adedini kisitlayan en Onemli faktdriler arasinda
dir. Buna radmen yapilan c¢aligmanin Tirkiye’'de ilk defa uygulanmasi bize
dis filkelerde yapilan ¢aligmalarla sonuglarimizi 1lk defa kiyaslama ola-

nadiny tanimaktadir.

Caligmada yer alan hastalarda transplantasyon 6ncesi ve transplantas-
yondan sonraki 2. ve 3. ayda toplanan Serum Srneklerinde antikor diizeyleri-
nin &lgiilmesi CMV enfeksiyonu aktivasyonunun saptanmasi igin en dnemli

‘kriter olarak ele alinmig ancak 20 hastada transplantasyon dncesi ve trans-

plantasyon sonrasi 2. ve 3. aylarda serum drnekleri toplanabilmigtir.
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Calismaya alinmas: planlanan diger 15 hastadan ise ancak transplantasyon
Sncesi ve transplantasyon sonrasi ikinci ayda 2 serum Ornedi toplanabil-
migtir. Ayrica 11 hasta transplantasyon éncesi takip edilmig Fakat degisik

nedenlerle transplantasyon yapilamadidi ig¢in galigmaya dahil edilememistir.

ELISA testi total antikor diizeyini &l¢mek igin gegitli laboratuvar-
lar tarafindan uygulanmaktadir. Total antikor zaptamasi EL15A deneyinde op~
tik dansite ile ifade edilmektedir ki "cut-off" dederi olarak belirlenen
sinir optik dansitenin altinda kalan serumlar, seronegatif, tizerindeki ise
seropozitif veya reaktif olarak deferlendirilmektedir. Cut-off dederinin
izerinde olan aptik dansite dederleri antikor konsantrasyonu ile yitkselme-
si beklenir, bu nedenle testin uygulanmasindaki Ozgilligi ve duyarizliga
saptamak gayesiyle pozitif dederi yiiksek olan standart serum drneginin su--
landirimlarinin O0.D. dederlerinin saptanmasi bu beklentinin dogrulanmasi
yoninden énem taglmaktadir. Gergekten gekil I de ifade edildidi gibi yliksek
pozitif serum sulandirimlari ve bunlarin optik dansiteleri arasinda dogru

orantili bir iligki mevcuttur.

FLISA testi dederlerinin gercekli§ini dodrulamak tzere CHV seroloji~
sinde kullanilan dider bir testle kiyaslanmasi gerckmektedir. Bunun igin
klasik serolojide sik kullanilap ve duyariilig: dider klasik tastlerden

{istiin olan kompleman birlesmesi testi galigmamizda kiyaslamaya alinmigtir.

Caligmamiza farkli optik dansite dederleri elde edilen serumlarin
Kompleman Birlegmesi titrelerinin saptanmasi dahil edilmigtir. $ekil II de
gorildigli gibi optik dansite deferinin altindaki seronegatif serum Ornekle~
ri ve "cut-off" dederinin ilizerindeki farkli optik dansite dederi igeren se-
rumlar Kompleman Birlesmesi testi ile titre tayinine alinmigtir. Elde edi-
len sonuglar ELISA testindeki optik dansite artigi ile Kompleman Birlegmesi

testindeki titre artigi arasindaki uyumlulugu pratik uygulama ydninden bir



defa daha kanitlamistir. Ancak Sekil II de de ¢oriildiigii gibi ELISA testin-
_de negatif olarak kaydedilen ve "cut-off" dedgerinin altinda bulunan 4. se-
rum Srnedi kompleman birlegmesi antikorlari ydniinden pozitif reaksiyon ver-

miglerdir.

Bu deneye alinan serum adedi sinarli olmasina radmen ELISA ile Komp -

leman Birlegmesi arasindaki uyumluludu %84.4 oldudu éaptanmaktadlr.

Bizim elde ettigimiz sonug¢lar ayrica McHugh ve ark. tarafindan elde
edilen sonuglara uymaktaalr (90). Aragtiricilar Kompleman Birlegmegi ve
ELISA ydntemlerini kivyasladiklarinda test edilen 32 serumdan 5 tanesinde
Kompleman Birlesmesi testi sonuglarini pozitif bulmalarina ragmen ABBOTT
ELISA testinde sonuglar negatif olarak kaydedilmektedir. Bu sonugta Komp-
leman Birlesmesi ve ELISA testleri arasinda % 85.4 oraninda bir uyum oldu~
Junu gostermektedir ki bizim bulgularimizla bu ¢aligma arasinda da uyumlu-
luk meveuttur. Elde ettidimiz bu sonuglardan sonra transplantasyon Oncesi
ve transplantasyon sonrasi serumlarimiz énce ELISA testi ile daha sonra
Kompleman Birlesmesi testi ile CMV'ye kargi olugan antikorlar yénlinden in-

celenmis ve serokonversiyonu olan hastalar saptanmigtir.

Wiellard ve ark. tarafindan yapilan dider bir galigmada kompleman
birlesmesi ve ELISA IgG testleri CMV antikorlarini saptamak gayesiyle ki
yaslanmis ve galigsilan 23 serumdan 4°l Kompleman Birlegmesi testinde pozi-
tif sonug verdigi halde ELISA testinde negatif sonug vermigtir. Bu galigma-

daki uyumluluk orani da % 82.7 dir (91).

Mevcut ¢aligmada transplantasyona giren bireylere yag ortalamalara
ve seks ybniinden uyumlu 3 kontrol grubu alinmigtir. 35 transplantasyon dn--
cesi hasta serumunun CMV-ELISA titreleri 23 saglikli kontrol grubu serum
larz, 13 bébrek tasli hasta serumlari ve 37 Hemodiyalize girmekte olan

hasta serumlar:i ile kiyaslammigtir (Tablo I}.
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Transplantasyon &ncesi bireylerden toplanan serumlarda seropozitif-
1ik ylizdesi (% 94.3), sagdlaiklzr kontrol grubunda ige (% 82.7) dir. Bu grup-
larda testlerde serum adedi az olmasina ragmen ylzdeler toplumumuzdaki se-

ropozitiflide yakin dederler vermigtir (62).

Ancak bébrek tagli hasta kontrolunde ve Hemodiyalize girem hastalar-
da seropozitiflik orani % 100 olarak bulunmugtur. Bobrek tagli hastalarda
serum adedinin 13 olmasi gercek seropozitiflik oranini vermemig olabilir,
ancak hemodiyalize giren hastalarda CMV enfeksiyonu sik gorildiginden
% 100 seropozitiflik normal kargilanabilir. Nitekim ELISA'ya alinan serum-
larin optik dansite ortalamalari alindidinda en yiksek ELISA optik dansite
deder ortalamasi 0.563 olarak hemodiyalize giren hastalarda bulunmugtur
(Tablo I). Buna kargin transplantasyon éncesi hasta serumlarinin EL1SA op-
tik dansite deder ortalamasi (0.300) saglikli kontrol grubunun ortalamasi-

na (0.261) yakin bir uyumluluk gdstermektedir (Tablo I).

Caligsmamiza 46 hastanin alinmasi planlanmig olmakla beraber 11 has-
taya ¢esitli nedenlerle transplantasyon yaprlamamis ve caligmaya alinan
hasta adedi 35 olarak belirlemmigtir. Bu hastalarin hepsinden transplantas-
yon &ncesi serum numunesi toplanmig ve ancak 20 tanesinden trensplantasyon-
dan sonraki 2. ve 3. aylarda ¢ift serum &rnedi, 15'inden ise 2. ayda tek
serum érnedi toplanmigtir. Transplantasyondan sonra g¢ift serum Srnedi top-
lanan 20 hastanin 13'iinde serokonversiyon kriterine uyan 4 misli antikor
artigi kompleman birlesmesi testi ile saptanmig (Tablo II), ancak 7'sinde
saptanamamigtir (Tablo III). Serckonversiyonunun saptanmasinda Kompleman
Birlegmesi deneyine ilaveten ELISA testi de uygulanmigtir. CMV-ELISA testi
total antikorlari saptamakta ve Kompleman Birlegmesi testinde de total

antikorlar reaksiyona girmektedir.

Pablo IT de serokonversiyon gésteren serumlarin verdikleri ELISA



optik dansiteleri bloklar iizerine kaydedilmigtir. GOrtldidgli gibi kompleman
Birlegmesi titresine tam uyumlu artig gdstermemeckle beraber optik dansite
dedJerlerinde de transplantasyon dncesi ve trapsplantasyon SORIasl serumlar
arasinda ylikselen optik dansiteler saptanmigtir. Ancak ylikselme oranlari
optik dansite ydninden serumlar arasinda uyumluluk géstermedigi igin CMV
antikoru serokonversiyonunun gdsterilmesi igin Kompleman Birlegmesi testi-
nin yorum uéntinden ELISA testinden daha gegerli oldufu sonucuna varilmak-
tadir. Serokonwersiyon géstermeyen bébrek transplantli hastalarin transplan-
tasyon &ncesi, transplantasyondan sonra 2. ve 3. aylarda alinan serum Sr~
neklerinde saptanan CMV~ELISA ve Kompleman Birlegmesi antikor dlzeyleri
Tablo III de gdsterilmigtir., Bu sonuglar transplantasyon sonrasi ¢ift serum
Srnedi toplanan 20 hastada CMV serokonversiyon orani % 64.7 oldudunu gds-

termektedir.

Daha énce yapilan transplantli hastalardaki CHV enfeksiyonuna ilig-
kin sonuglar ile, bizim sonuglarimiz uygunluk géstermektedir. Ho ve ark.
32 hastada yaptiklar:i c¢aligsmada transplantasyondan 6 aylik sire igerisin-
de 32 hastanin 21'inde (% 66) CMV enfeksiyonu serokonversiyonu saptamiglar-
dir (92). Ayrica Alagam ve Anderson pasif H.A ydntemi ile 12 hastanin
6'sin1 (% 50) transplantasyondan sonra ilk 4 ay igerisinde CMV serokonver-
siyonunu gosterdidini saptamiglardir (64). Genellikle seronegatif olan
hastalarda primer CMV insidansi transplantasyondan sonra daha dligiik oranda
gériilmektedir (93). Ancak bizim galigma grubumuz gibi latent CMV enfeksiyo -
nu olan, yani daha ¢nceden seropozitif olan hastalarda CHV serokonversiyo-

nunun goérilme siklid:r literatiirde de ayni oranda rapor edilmektedir (93,94).

Pransplantasyondan sonra tek serumu alinan 15 hastanin 4*inde serc~
konversiyon saptanmig olmakla beraber bu hastalarin takibe gelmesi halinde

oranin artmasi beklenirdi. Béylece transplantasyondan sonra tek serum



alinan bu hastalarda serokonversiyon orani 2 ay igerisinde % 26.6 olarak
saptammigtir. Ancak deneye alinan 35 serumun ilk 2 ay igerisindeki sero-

konversiyon orani % 37.14 olarak saptanmigtir.

Transplantasyondan sonra 2. ayda tek serum Srnegi alinan hagtalarda
Kompleman Birlegmesi ve ELISA sonuglari Tablo V de gbsterilmistir. Burada
da g&riildidi gibi Kompleman Birlegsmesi titreleri yaninda ErLisa optik dan--
site dederlerinde de belirgin bir artig kaydedilmektedir. Tablo V de gd-
riildigii gibi 11 hasta ilk 2 ay igerisinde herhangi bir serokonversiyon gos-

termemistir.

CMV aktivasyonunun Szellikle bébrek transplantasyon hastalarinda
uygulanan immun supresyona bagli olarak aktive olmasinin saptanmasinda
serokonversiyon gésterilmesinin diginda virusun Gzellikle idrardan izolas-
yonu veya idrarda sitomegalik inklizyon cisimciginin gésterilmesi de yar-
dimec1r olmaktadir (92,95). Ancak CMV'un izolasyon zorlugu ve bazi hastalarin
enfeksiyonuna radmen salgilanmanin az olmasi, izolasyon caligmalarinin ak-
tif enfeksiyonun saptanmasinda serckonversiyon kadar yardimci olmadidzr bi-
linmektedir (92). Ayni zamanda idrar sedimentindeki hilcrelerde inklizyon
cisimecidinin bulunmasi her olguda saptanmamasina radmen, saptandiginda

ancak taniy: destekleyici bir dnem tagimaktadir.

Caligmamrzda baglangigta virus izolasyonu galismasi planlamasina
radmen a2ktif enfeksiyon kriteri alamayacagimizdan galigmamiza dahil edil-
memigtir. Bunun yanisira her hastadan idrar Srnedi toplanmig ve idrarlar
inkliizyon cisimcidi ydniinden incelenmiglerdir. 35 transplantasyon Oncesi
hastanin yanliz 4‘iinde (% 11.4) inklizyon cisimcidi saptanirken, trans-
plantasyondan sonraki 2. ay idrar Srneklekinin 12 sinde (% 34.3) inkliz-
yon gesimeidi pozitif bulunmugtur. Transplantasyondan sonra ancak 3 dnct

idrari toplanabilen 20 hastanin 8'inde (% 40.0) inkliizyon cisimcigi sap-
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lanmigtir. Inklizyon cisimciklerinin saptanmasi serckonversiyon oranlari

ile tam bir uyumluluk gdstermigtir.

¢aligmanin hedef aldigr transplantasyonlu hastalarda immun baska
lanmanin CMV aktivasyonuna neden olmasi deneysel olarak bir defa daha ka
mtlanmigtir. Elde edilen sonuglarimiz literatiirde mevcut dier bilgiler-
le tam bir uyumluluk gdstermektedir. Transplantasyon hastalarinin daha
uzun sire ile takip edilmesi ve daha fazla hastanin ¢aligmaya alinmasi ger-

cek dederi ortaya koymakta yardimci olacaktir.

caligmanin 6zellikle ortaya koydugu en Snemli bulgulardan birisi de
kompleman birlegmesi deneyinin bu hastalarda serokonversiyonu géstermek
yoniinden ELISA ya kargi lstinlik tagimasidir. Bugtine kadar yapilan galig-
malarda da genellikle Kompleman Birlegmesi testi tercih edilen test olarak

serokonversiyonu gostermekte kullanilmigtir (64,92,95).

ELIs2 testi duyarli bir test olmakla beraber diger testler ile ayni

Gzglil 1iidii gostermektedir (91).

Umidimiz Tirkiye'de yapilan bSbrek transplantasyonlarindan sonra
crv aktivasyonunu géstermek iizere sunulan galigmamiz hastalarin prognozu-
nun takibinde ve tedavisinde yardimci olacak yeni rutin testlerin gerekli-

1idini Snemle vurgulayacaktir.



Bobrek transplantasyonu sirasinda alici hastalara uygulanan immuno-
supresif tedaviye badli olarak geligebilen sitomegalovirus enfeksiyonlari-
nin tanisi, serolojik testlerle konulabilmektedir. Hacettepe Universitesi
ve Organ Nakli ve Yanik Tedavi Vakfi Hastanesinden transplantasyon yaptlan
35 hastadan transplantasyon éncesi ve transplantasyon sonras:i 2. ve 3.
aylarda serum érnekleri toplanarak sitomegalovirus aktivasyon oranini sap-—

tamak iizere CMV-ELISA ve Rompleman Birlegmesi testleri uygulanmigtir.

20 hastadan alinan transplantasyon &éncesi ve transplantasyon sonra:-
s1 2. ve 3. ay Srneklerinin test sonuglari bu hastalarda % 65 oraninda sero-
konversiyon olugtudunu gbstermigtir. Diger 15 hastada transplantasyon én-
cesi ve transplantasyondan yanliz 2 ay sonra alinan tek serum Srnedinin
verdidi sonuglar serokonversiyonun % 26 oldudunu géstermigtir. Béylece
35 hastanin transplantasyondan sonra gegitli zamanlarda caligilan serum
Srneklerinde ortalama % 48.7 oraninda CMV aktivasyonu meydana geldidini

gistermektedir.

Caligmada kullanilan CMV-ELISA ve CMV-Kompleman Birlegmesi testleri-
nin duyarliliklari ve serokonversiyonu gbstermekteki &Szgillikleri ydniinden
kiyaslanmiglardir. Caligmada Kompleman Birlesmesi testinin transplantasyon-
Ju hastalardaki serokonversiyonu géstermek ydniinden daha 6zgiil bir ydéntem

oldudu sonucuna varxlmigtar.
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