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Cytomegalovirus (CMV) is a ubiquitous pathogen that establishes a lifelong
asymptomatic infection in healthy individuals. Infection of immunosuppressed
individuals causes serious illness. Patients with solid organ transplantation,
hematopoietic stem cell transplantation and AIDS are highly susceptible to
CMYV infection leading to life threating end organ disease. In addition, in
these groups, CMV causes acute and latent infection and also reactivation
may occur in immunosuppressed conditions. Another vulnerable population
is the developing fetus in utero, where congenital infection can result in
surviving newborns with long-term developmental problems. Therefore an
accurate and reliable diagnosis of a CMV infection will provide the best and
appropriate management of the infection and will decrease the morbidity and
mortality of the disease. The most frequently used method for diagnosis of
the virus in clinical practice is the serological and molecular exposure of the
viral antigens and DNA in the blood, plasma or the affected tissues. The
latent and reactivating nature of the infection causes a main problem in the
diagnosis of CVM; the evaluation of the laboratory tests is a problem since
CMV DNA and CMV antigens might be detected in some patient with no
active diseases. Therefore, diagnostic investigations are only of limited use
regarding the distinction of CMV infection and disease especially in patients
with immune deficiency. For these reasons, the purpose of this study is to
develop a test capable of rapidly and correctly diagnosing CMV infections,
which are able to detect the active infection and are also able to provide a
completely virus focused, correct result as well.
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OZET: Sitomegalovirus (CMV), diinyada yaygin olarak goriilen ve saglikli
bireylerde yasam boyu asemptomatik enfeksiyon olusturan bir patojendir.
Bagisiklig1 baskilanmis kisilerde ise CMV enfeksiyonu ciddi hastaliklara
neden olmaktadir. Solid organ transplantasyonu, hematopoetik kok hiicre
transplantasyonu yapilan hastalarda ve edinsel immiin yetmezlik sendromlu
(AIDS) hastalarda yasami tehdit eden organ tutulumlarina neden olmaktadir.
Bu hastalar gibi immiin yetmezlikle giden hastaliklarda CMV akut ve latent
enfeksiyona ayrica reaktivasyonlara neden olabilmektedir. Diger bir savunmasiz
popiilasyon olan anne karninda gelismekte olan fetusda ise enfeksiyon
gelistiginde uzun donemde gelisimsel sorunlara neden olan konjenital
anomalilerin olusmasina neden olmaktadir. Bu nedenle CMV enfeksiyonunun
tanisinin dogru ve giivenilir bir sekilde konulmasi enfeksiyonun yonetiminin
en hizli ve en uygun sekilde yapilmasini saglayacak ve hastaligin morbidite
ve mortalitesini azaltacaktir. Tam1 i¢in bugiine kadar klinik pratikte en sik
kullanilan y6ntemler virusun, viral antijenlerinin veya deoksiriboniikleik
asitin (DNA), kanda, plazma veya etkilenen dokularda serolojik ve molekiiler
olarak gosterilmesidir. Enfeksiyonun latent kalma veya reaktive olma dogasi
nedeniyle CMV hastaliginin tanisindaki en temel sorun virusun, CMV DNA
ve CMV antijenlerinin aktif hastalig1 olmayan bazi hastalarda da tespit
edilebilmesi nedeniyle mevcut laboratuvar testlerinin yorumlanmasidir. Bu
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nedenle bu tanisal incelemelerin 6zellikle immun yetmezlikli hastalarda
CMV enfeksiyonu ve hastaligimi ayirmadaki yarari sinirlidir. Bu ¢alismanin
amaci CMV enfeksiyonlarinin hizli ve dogru tamisinda kullanilacak, aktif
enfeksiyonu taniyabilen ve kisa bir siirede tamamen virus odakli en dogru
sonucu verebilecek bir testin gelistirilmesidir.

Anahtar kelimeler: CMV enfeksiyon, tamsal zorluklar.

Sitomegalovirus (CMV) Herpesviridae virus
ailesinin en genis iiyesi olup hemen tiim insanlari
hayatlarinin bir doneminde enfekte etmektedir.!
Bagisiklik sistemi normal olan kisilerde nadiren
ciddi hastaliga neden olmakta, ancak solid organ
transplant alicilar;, hematopoetik kok hiicre
alicilari, insan immiin yetmezlik virusu (HIV)
ile enfekte kisiler veya immiinomodiilator ilag
alan kisiler gibi bagisiklik sistemi baskilanmis
kisilerde ¢cok 6nemli hastaliklara yol acar.
Bu kisilerde CMV’ye bagli klinik hastaliklar
febril sendrom, hepatit, pnémoni, retinit,
ensefalit, Osefajit ve kolit gibi olduk¢a genis
bir hastalik spektrumuna neden olarak 6nemli
bir morbidite ve mortalite nedeni olmaya
devam etmektedir. Ayrica primer enfeksiyondan
sonra CMV latent kalip yillar sonra, 6zellikle
immin sistem baskilandiginda yeniden aktive
olup yine yukarida belirtilen organlarin
tutulumlarina neden olabilmektedir.23 Ayrica
insanlar1 etkileyen en 6nemli konjenital viral
enfeksiyonlardan biri olup, cocuklarda genetik
olmayan sensdrindral isitme kayiplarinin en
stk nedeni konjenital CMV enfeksiyonudur.*

CMV enfeksiyonu ve hastaligr es anlamli
kelimeler olmayip CMV ile enfekte bir kisi hayat1
boyunca klinik hastalig1 hi¢ gelistirmeyebilir.
CMV enfeksiyonunda hig¢bir belirti ve bulgu
olmaksizin CMV replikasyonu vardir. CMV
ile latent olarak enfekte olan hiicreler virus-
spesifik antijenini yayarlar ve tipik sitomegali
veya sitopatik etki gostermeden viral niikleik
asitleri tasirlar.> CMV hastaliginda ise ates,
halsizlik, 16kopeni ve trombositopeni gibi
CMV enfeksiyonunu diisiindiiren belirti ve
bulgular veya invazif doku hastalig1 kaniti
vardir.67 Farkli hastalik gruplarinda goriilen
CMV hastalik tipleri de farklidir, ancak tanisal
yaklasimlar aynidir. CMV hastaliginin tanisi,
ozellikle immiinsiiprese hastalarda ¢ok 6nemli
olup, 6ykii ve laboratuvar incelemeleriyle
birlikte klinik bulgularina dayanmaktadir.
Tanida seroloji, kalitatif ve kantitatif polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR), pp65 antijenemi,

kiiltlir ve histopatoloji gibi tanisal yaklasimlar
kullanilmaktadir.1.8-10 Ancak buradaki en
temel sorun virusun, CMV DNA ve CMV
antijenlerinin aktif hastalig1 olmayan bazi
hastalarda da tespit edilebilmesi nedeniyle
laboratuvar bulgularinin yorumlanmasidir.
Cilinkii CMV’nin her yerde yaygin bulunmasi,
asemptomatik viral atilim oranin yiiksek
olmasi, enfeksiyonlarin reaktivasyon sikligi,
bazen reaktivasyon ataklari sirasinda IgM
tipi CMV spesifik antikorlarin gelismesi ve
ayni anda diger patojenlerle enfeksiyonun sik
olmasi gibi 6zellikler, CMV hastaliginin tanisini
zorlastirmaktadir.

Serolojik testler

Serolojik testlerin kullaniminin klinikte iki
ana nedeni olup, bunlardan biri primer
enfeksiyona egilimin degerlendirilmesi, digeri
ise kanin test edilmesidir. Serokonversiyon
(seronegatiften seropozitife dénme) primer
CMV enfeksiyonunun tanisinda giivenilir bir
yontem olmaya devam etmekte, ancak genellikle
sadece transplant hastalari gibi transplant 6ncesi
ve sonras1 enfeksiyon durumlarina ulasilabilen
ve yakin izlenen hastalarda uygulanabilmektedir.
CMYV antikor 6l¢lim yontemlerinin dogru, hizli
ve etkin olmasi ¢ok 6nemlidir. Geleneksel
yontemler bu gereksinimlerin timiini
karsilamamasina ragmen seropozitiviteyi tespit
edebilme 6zellikleri nedeniyle olduk¢a kiymetli
incelemelerdir.!!

Serolojik testler hastalik sirasinda farkli
zaman dilimlerindeki antikor titrelerindeki
degisikliklere bagli olarak su anki veya daha
onceki CMV enfeksiyonunu dolayli olarak
gostermektedir. Bu testler anti-CMV IgM ve
IgG varligini 6lgme mantigtyla calismaktadirlar.
Serolojik testler ge¢cmiste CMV enfeksiyonu
gecirmis bir hasta varliginda CMV IgG
antikorlarinin varlig1 veya yoklugunu tespit
etmede oldukc¢a kullanislidirlar. Klinik
laboratuvarlarda kompleman fiksasyon,
enzim-iliskili immiinosorbent assay
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(ELISA), antikompleman immiinofloresans,
radyoimmiinassay ve indirekt hemagliitinin gibi
bir ¢ok yéntem bu amagla kullanilmaktadir.10
Ancak bu testlerin klinikte kullanimini ve
yorumunu oldukg¢a zorlastiran bazi durumlar
vardir. CMV IgG antikorlar1 semptomlarin
baslangicindan sonra iki {i¢ haftaya kadar
tespit edilemeyebilir. CMV IgM antikorlar1
ise semptomlarin gelismesinden sonra iki
hafta icinde tespit edilebilmekte ve aylarca
serumda pozitif kalabilmektedir. Yine reaktif
CMV enfeksiyonlarinda da IgM pozitifligi
olabilmektedir. Bu durum yalanci pozitifliklere
neden olabilecegi i¢in testin spesifitesini
distirmektedir.12.13

Molekiiler yontemler

Molekiiler yontemlerden biri olan polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR), niikleik asit
amplifikasyonuna dayali bir yéntem olup
olduk¢a genis kullanim alanina sahip, hizli ve
duyarli bir yontemdir. PZR kalitatif (tanisal
PZR) ve virus yiikiinii 6lgmek amagh kantitatif
olarak kullanilabilir. Teknik genellikle CMV
DNA’nin kendi iyi korunmus bolgeleri igindeki
erken ve ge¢ antijen genlerini hedeflemektedir.
DNA tam kan, lokosit, plazma veya doku
biyopsisi ornekleri gibi diger dokular veya
idrar, beyin-omurilik sivist (BOS) ve
bronkoalveolar lavaj sivis1 (BAL) gibi diger
sivilardan izole edilebilmektedir.®14.15 Bu
yontem kalitatif veya kantitatif olabilmekte,
ancak kalitatif yontemlerde esik degerin ¢ok
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iyl ayarlanmasi gerekmektedir. Kantitatif PZR
(real-time PZR) ozellikle immiin yetmezlikli
hastalarin devamli monitérizasyonu ve tedavi
cevabinin takibinde oldukg¢a kullaniglidir
(Sekil 1).16.17 Ters transkriptaz (RT-PZR)
DNA'nin varligindan bagimsiz olarak periferal
kan l6kositlerindeki viral mRNA kopyalarini
tespit etmek i¢in kullanilabilmekte, ancak
diger molekiiler yontemlere gore duyarlili1
daha diisiik gortinmektedir.’® Ancak bu
yontemlerin de ¢ok ¢esitli kisitliliklart vardir.
Oncelikle oldukga pahali yéntemlerdir. Testlerin
standardizasyonunda ciddi sorunlar olup ayni
ornek icin farkli laboratuvarlardan farkl:
sonuglar gelebilmekte ve bu uygun bir viral
yiik esik deger belirlenememesine neden olarak
testlerin yorumunun giiglesmesine neden
olmaktadir.!® Doku 6rnekleri, BOS ve BAL gibi
invazif 6rneklerden taniya gidilen hastalarda
ornek tekrarindaki sikintilar nedeniyle
hastaligin durumunun veya tedaviye cevabin
degerlendirilmesindeki giigliikler bu testlerin
en 6nemli kisitliliklarindan bazilaridir.

Antijenemi testleri

Antijenemi testleri kan drneklerinde CMV virus
o6l¢timiinde uzunca yillardir kullanilmaktadir. Bu
yontemin temeli CMV virus replikasyonunun
erken fazinda kan l6kositlerinde eksprese olan
ve gec bir yapisal protein olan viral pp65
antijeninin floresan-isaretli monoklonal antikor
kullanilarak tespit edilmesine dayanmaktadir.
Antijenemi bir immiinfloresans ¢alismada

Sekil 1. Real-time polimeraz zincir reaksiyonu sonucunun degerlendirilmesi. Soldaki kontrollerin, sagda hastalarin

sonuglariin esik degere gore yorumlanmasi goriilmektedir.
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pozitif 16kosit niikleuslarinin sayilmas: ile
ol¢iilmektedir.20-22 Testin klinik perspektif
acisindan ve laboratuvar pratikleri baglaminda
énemli avantajlar1 vardir. Orneklemeden sonra
4-5 saat icinde virus tespitine imkan veren
¢ok hizli bir yontemdir. CMV antijen pozitif
kan hiicreleri aktif enfeksiyonun serolojik
bulgular: olusmadan 6nce 1-3 hafta icinde
ortalama olarak dokuz giinde goriilmektedir.
Bu nedenle CMV pp65 antijen tespiti CMV
IgM’den daha erken bir aktif enfeksiyon
indikatort gibi gértinmektedir. Bu klinik
pratikte erken tani ve antiviral tedavinin
erken baslanmasinda 6nemlidir.23 Bu testlerin
kantitatif dogas1 viral yiik ile ilgili de bir
tahmin yapmay1 saglayabilmekte ve hastanin
tedavi dncesinde, tedavi srasinda ve tedavi
sonrasinda degerlendirilmesini olanakli hale
getirmektedir. CMV antikor negatifligi olan
hastalarda ardisik olan viral pp65 antijeninin
Ol¢limili primer CMV enfeksiyonunun ve CMV
Ig G antikor pozitifligi olan hastalarda da CMV
reaktivasyonunun erken tespitini saglayacaktir.
Erken pozitiflik veya yilikselen antijenemi
degerleri aktif CMV hastaliginin erken
baglangici icin bir ipucu olabilir ve &zellikle
transplant alicilar1 gibi hasta gruplarinda
erken preemptif tedavi baslanabilmesi i¢in
yol gosterici olabilmektedir. Gansiklovir ile
tedavi edilen klinik CMV enfeksiyonu olan
transplant alicilarinda klinik diizelmeye parallel
olarak antijenemi diizeylerinde hizli bir diisiis
goriilmiistiir. Uygun tedaviye ragmen 1srarli bir
sekilde yiiksek kalan veya yiikselen antijenemi
seviyeleri ilerleyici CMV hastaliginin veya viral
diren¢ gelisiminin bir belirtisi olabilir.24

Ancak bu test sadece 16kositler icindeki virusu
Olemek ile sinirlidir.? Halbuki CMV viicudun
pek cok bolgesini tutabilen bir virus olup
bu bolgelerdeki enfeksiyonlar: kanitlamak
¢ogu zaman miimkiin olmamaktadir. Bu
testler ¢ok diisiik bir ¢ikt1 ile yogun is giicii
gerektirmekte ve otomasyona uygun sistemler
gibi goriinmemektedir. Bu nedenle dogru test
performansi ve sonuglarin yorumu subjektif
olup yetismis kisilerin donanimi sonuglari
etkileyebilmektedir.! Orneklerin alt1 saat iginde
calisilmas: gerekliligi ve gecikmelerin testin
sensitivitesini diislirecegi bildirilmistir. Testin
temel mantig1 yeterli polimorfoniikleer 16kosit
sayisina (>1000 hiicre/uL) dayandig1 icin
notropenik hastalarda yalanci negatif sonuglara
neden olabilmektedir.2
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Hiicre kiiltiirii

Hiicre kiiltiirinde insan fibroblast kiiltiiri
kullanilarak CMV kan, BOS, BAL, idrar ve
biyopsi materyalleri gibi bir¢ok 6rnekten
izole edilebilmektedir. Enfekte insanlarin
¢ogunda idrar iimlidan biiyiik miktarlara kadar
enfeksiyoz virus partikiilleri icermekte olup
idrarin kiiltiir i¢in ¢alisilmasi hem kolay hem de
glivenlidir. Ancak viriiri siklikla asemptomatik
enfeksiyonu gostermekte ve aylardan yillara
kadar uzayabilmektedir. Lokositlerin kiiltiire
edilmesi ile kanitlanmis viremi, pek ¢ok viremik
kisinin asemptomatik olmasina ragmen aktif
hastalik ile daha iyi iliski gostermektedir.26-28

Konvansiyonel kiiltiir CMV tespitinde en
geleneksel yontem olmakla birlikte yine bir
cok kisitliliklar1 vardir. CMV sadece insan
diploid fibroblast hiicre kiiltiirlerinde tiredigi
icin spesmen WI-38, MA-184 veya Flow 2000
gibi hiicre dizilerine inokiile edilmelidir. Ancak
bu geleneksel virus izolasyonunun en temel
kisitliligr hiicre kiiltiiriinde goriiniir sitopatolojik
etki gelismesi icin gerek siirenin uzun olmasidir.
Yontem oldukga yavastir; sonucun negatif olarak
rapor edilmesine kadar gecen siire 1-6 hafta
arasinda degismekte olup kan 6rneklerinden
kiiltiirtin duyarliligt CMV hastali§1 tanisi igin
yetersizdir. Pozitif bir kan kiiltiiri CMV igin
Ozglin ve prediktif olmakla beraber diger
alanlardan alinan 6rneklerde virusun tespiti
sadece virusun varligina isaret etmekte ve aktif
CMV enfeksiyonunu gostermemektedir.27-28

Bu yontemlerde de yeni gelismeler olup
bunlardan biri CMV’nin 72-KDa erken
proteinine karsi monoklonal antikorlarin
gelisimidir. Bu antikorlar Shell vial tiip
kiltiirleri sentrifiigasyon ve amplifikasyon
teknikleri ile modifiye edilmis ve virus tespit
siiresinin 2-3 giline kadar indirildigi testlerdir.
Fakat konvansiyonel kiiltiirlerde oldugu gibi
testin kan Ornekleri i¢cin duyarliligr diistiktiir.??
Immiinhistokimyasal yéntemler primer olarak
dokularda veya viicut sivilarinda uygulanir.
Erken CMV antikorlarina kars1 monoklonal veya
poliklonal antikorlar uygulanarak substrattaki
degisimin floresans isaretli veya enzim isaretli
sekonder antikorlarla gdsterilmesi temeline
dayanmaktadir. Ancak deneyimli personel
gerekliligi ve sistemin otomatizasyonunun
glicligli ve virusun fokal dagilimi nedeniyle
yalanci negatifliklerinin olabilmesi en 6nemli
kisitliliklaridir.30:31
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Sitoloji ve Histoloji

Sitolojik teknik ornekteki karakteristik
intraniikleer inkliizyonlar: bulmak igin
kullanilmaktadir. Inkliizyon iceren hiicreler
tikirik, siit, trakeal sekresyonlar ve
biyopsi ve nekropsi doku preparatlarinda
bulunabilmektedir. CMV enfeksiyonu i¢in en
ayirict mikroskopik ozellik genis, merkezi ve
bazofilik intrantikleer inkliizyon igeren “baykus
g6zii” olarak tanimlanan genis hiicrelerdir. Bu
inkliizyonlar Papanicolaou veya hemotoksilen-
eozin boyalariyla birlikte en iyi gériinmektedir.
CMYV enfekte hiicrelerde kiiciik intrasitoplazmik
inkliizyonlarda goriilebilmekte ve bunlar en iyi
Wright-Giemsa boyalariyla goériinmektedir.32
Ancak bu standart sitolojik tekniklerin duyarliligt
Ornegin tiirtine bakilmaksizin oldukga diisiiktiir.
Ayrica bu hiicrelerin idrar sedimentinde
bulunmas1 CMV i¢in patognomonik degildir.26

Niikleik asit hibridizasyonu

Direkt veya indirekt olarak CMV DNA tespitini
kullanan yontemler CMV enfeksiyonun tanisinda
kullanilabilmektedir. In situ sitohibridizasyon on
yildan daha uzun siiredir yapilmakta olup enfekte
olan tek hiicreyi bile tespit edebilmektedir.
Klinik 6rneklerde CMV tespiti icin DNA-DNA
hibridizasyonunun kullanilmas: 1983 tarihine
kadar dayanmaktadir. Chou ve arkadaslari33
idrar 6rneklerini kullanarak P-isaretli klonlanmis
probla birlikte hibridizasyon yapmislardir.
Bu klonlanan prob CMV AD-169 susunun
EcoRI restriksiyon enzimi ile sindirilmesiyle
hazirlanmistir.34 Ancak testin hem duyarlili§inin
cok diisiik olmasi, hem de ¢ok fazla is giicii
gerektirmesi arastirma alani disinda klinik
kullanimini oldukg¢a kisitlamaktadir.

Elektron mikroskopisi

Idrarda CMV’yi tanimlamak igin kullanilmakta
olup konjenital olarak enfekte siit cocuklarinda
%25-95 viral kiltiir kadar duyarlidir. Viral
infektivite titresi onemli olup titre 10* /ml
altina inince teknigin duyarliligt %95’e kadar
inmektedir ve bu teknigin kullanimini kisitlayan
en 6nemli unsur olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu nedenle klinik viroloji laboratuvarlarinda
sik kullanilmamaktadir.26
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Sonug

CMV hastaligr daha siklikla fetusta, prematiir
yenidoganda, transplant alicilarinda ve AIDS
hastalar1 gibi T hiicre cevabinda yetersizlik
olan hastalar ciddi CMV hastalig1 gelistirmesi
acisindan risklidir.3> Agir ve yaygin CMV
hastalig1 tim organlarin tutulumu ile gidebilir.
Immiin sistemi baskilanmis hastalarda her
zaman enfeksiyon ve hastalik ayrimi kesin
yapilamamakta ve bu tedaviler 6liimciil
CMV enfeksiyonu riski nedeniyle gansiklovir,
foskarnet ve sidofovir gibi oldukca toksik
tedaviler ampirik olarak baslanabilmektedir;
bu da hem gereksiz toksisiteye hem de artan
hastane maliyetlerine neden olabilmektedir.36:37

Tiim bu bilgilerin 151§1nda CMV enfeksiyonlarinin
hizli ve dogru tanisinda yeni testlerin gerekliligi
cok aciktir. Ozellikle de enfeksiyonun latent
kalma dogasi goz oniinde bulunduruldugunda
hem hastalarin klinik degerlendirilmesinde hem
de bu testlerin yorumlanmasinda bu latent
olarak enfekte hiicrelerin etkisinin de goz
oniinde bulunduruldugu testlere ihtiyag vardir.
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