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SITOMEGALOVIRUS-DNA SAPTANMASINDA IN-HOUSE PCR VE GERGEK ZAMANLI PCR
YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

COMPARISON OF IN-HOUSE PCR WITH REAL-TIME PCR FOR THE DETECTION OF
CYTOMEGALOVIRUS-DNA
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OzZET

Sitomegaloviris (CMV) immunsuprese kisilerde ciddi hastalik yapabilen Herpes grubuna ait bir viristlr. Bu ¢alismada, gesitli klinik
orneklerde CMV-DNA saptanmasinda in-house PCR ve gercek zamanh PCR yontemlerinin karsilastiriimasi amaglandi. Calismaya;
22 serum, bir idrar, bir bronko-alveoler lavaj ve bir balgam 6rnegi olmak tzere toplam 25 klinik 6rnek alinmistir. Klinik érneklerde in-
house PCR yodntemiyle (Maksim Biotech, Inc., ABD) ve gergek zamanli PCR yéntemiyle (Fluorion, lontek, Tirkiye) CMV-DNA
aragtinimistir. istatistiksel analiz icin McNemar ki kare testi kullanilmistir. Dért érnekte in-house PCR ve gercek zamanli PCR ile, iki
ornekte sadece gergek zamanlh PCR ile, bir drnekte sadece in-house PCR ile CMV-DNA pozitifligi saptanmistir. Onsekiz 6rnekte ise
hem in-house PCR hem de gergek zamanli PCR ile CMV-DNA negatif bulunmustur. Toplam 22 (%88) 6rnekte in-house PCR ve
gergek zamanh PCR arasinda uyum saptanmistir. istatistiksel analizde her iki testin sonuglari arasinda anlamli fark bulunmamistir
(p>0,05). Sonug olarak, gercek zamanh PCR ve in-house PCR ydntemlerinin CMV-DNA saptanmasinda uyumlu oldugu gérul-
mustar.

SUMMARY

Cytomegalovirus is a member of the Herpes family, causing severe disease in immunocompromised hosts. The aim of this study
was to compere in-house PCR with real-time PCR for the detection of CMV-DNA in clinical specimens.

Twentyfive clinical specimens were included in the study. These specimens were 22 sera, one urine, one bronchoalveolar lavage
and one sputum. Cytomegalovirus-DNA was detected in clinical specimens with in-house PCR (Maksim Biotech, Inc., USA) and
real- time PCR (Fluorion, lontek, Turkey). The results from two techniques were compared with McNemar chi square test for
statistical analysis. Cytomegalovirus-DNA was found positive in four specimens both by in-house PCR and real-time PCR, in two
specimens only by real-time PCR and in one specimen only by in-house PCR. Cytomegalovirus-DNA was found negative in 18
specimens both by in-house PCR and real-time PCR methods. The agreement between the methods were estimated as 22 (88%).
There was no statistically significant difference between in-house PCR and real-time PCR (p>0.05). It was concluded that real-time
PCR and in-house PCR methods are in aggrement for detection of CMV-DNA in clinical specimens.

rinin bir déneminde karsilagsmistir. Sitomegaloviriis in-
feksiyonu genellikle gocukluk déneminde subklinik olarak
Sitomegalovirlis (CMV), immunsuprese kisilerde ciddi  gegiriimektedir (2, 3). Sitomegaloviris transplant alicila-
hastalik yapabilen Herpes grubuna ait bir viriistiir (1).  rinda, AIDS hastalarinda ve yenidoganlarda ciddi infek-
Dinya (zerindeki bireylerin %40-100’ii CMV ile hayatla- ~ siyonlara neden olmaktadir (4-7).
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Deniz ve ark.

Sitomegalovirtis infeksiyonunun tanisinda serolojik test-
ler, kultir ydntemleri, CMV antijenemi testi ve molekiler
yontemler uygulanmaktadir. Sitomegaloviriis-DNA sap-
tamasi yapan molekiiler yontemlerden Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR)nun en duyarli yontem oldugu pek
¢ok arastirmaci tarafindan belirtiimektedir. Gergek
zamanl (real-time) PCR teknolojisi temel olarak nikleik
asit dizisinin es zamanl olarak ¢ogaltiimasi ve kantitas-
yonuna dayanir. Bu amagla, floresans veren bazi boya
ya da problar ile olusan floresansi saptayabilen isi-
dongu aygitlari (thermal cycler) kullanilir. Gergek-za-
manli PCR teknolojisi kullanilan sistemlerde g¢ogaltma
urdnlerinin  belirlenmesinde elektroforez gibi ayri bir
basamak kullaniimadigindan hem zamandan kazang
saglaniimakta hem de kontaminasyon riskini azalmak-
tadir (8, 9).

Bu caligmada; gesitli klinik érneklerde CMV-DNA sapta-
masinda in-house PCR (Maksim Biotech, Inc., ABD) ve
gercek zamanli PCR (Fluorion, lontek, Turkiye) yontem-
lerinin karsilastiriimasi amaglandi.

GEREG VE YONTEMLER

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvari'na CMV-
DNA saptamasi igin gonderilen 25 klinik érnek ¢alismaya
alindi. Bu ornekler; 22 serum, bir idrar, bir bronko-
alveoler lavaj ve bir balgam dérneginden olusmaktaydi.
Orneklerin altisi Pediatri, besi Hematoloji, 11'i Kemik iligi
Transplantasyon Merkezi, biri Yogun Bakim Unitesi, biri
Beyin Cerrahisi, biri Kadin-Dogum Unitesi’nden gelmisti.
Klinik érnekler calisma giiniine kadar -20° C’de saklandi.

DNA izolasyonu: Serum 6rneklerinden DNA izolasyonu
QIAamp® MiniElute® VirusSpin (QIAGEN, Almanya),
serum disi 6rneklerden DNA izolasyonu ise QlAamp®
Mini Kit® VirusSpin (QIAGEN, Almanya) ile Uretici
firmanin onerileri dogrultusunda yapildi. Her iki DNA
amplifikasyon islemlerinde de ayni izolatlar kullanildi.

Gergcek zamanhh PCR yontemiyle DNA amplifikas-
yonu: PCR karigsimi flurion CMV QNP 2.0 amplifikasyon
kiti (lontek, Turkiye) kullanilarak hazirlandi. Her bir érnek
icin PCR karisimdan 15'er ulL optik tiplere eklendi.
Uzerlerine izole edilen DNA’dan 10’ar pl eklendi. PCR
amplifikasyonunun  gergeklesebilmesi igin  iCycler
(BioRad, ABD) aygitina yerlestirildi. Orneklerin 95° C'de
13.30 dakika baslangi¢c denatiirasyon basamagindan
sonra 95° C'de 0.30 dakika, 54° C’de 1.30 dakika siire-
lerinde 50 doénglde amplifikasyonu gerceklestirildi.
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BioRad iCycler aygitina bagl bilgisayarda teste uygun
program olusturularak amplifikasyon verileri toplandi.
Gergek zamanli PCR yonteminin dinamik arahgi
1.2x10%1.2x10° kopya/mL olarak, testin analitik saptama
siniri 100 kopya/mL olarak kabul edildi. Gergek zamanl
PCR yonteminde hi¢c amplifikasyon goérilmeyen 6rnek-
lerin sonucu <100 kopya/mL; CMV-DNA 100-1200 kop-
ya/mL arasinda olanlarin sonucu ise <1200 kopya/mL
olarak rapor edildi.

In-house PCR: PCR karigimi Maxim Biotech CMV-DNA
kiti kullanilarak hazirlandi. Her bir 6érnek igcin PCR
karisimdan 15’er plL optik tiiplere eklendi. Uzerlerine izo-
le edilen DNA'dan 10’ar uL eklendi. PCR amplifikasyo-
nunun gercgeklesebilmesi igin in-house PCR cihazina
(GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems,
ABD) yerlestirildi. Orneklerin 96° C'de 1 dakika denatii-
rasyon basamagindan sonra 94° C’de 1 dakika, 58° C'de
1 dakika 72° C'de 1 dakika siirelerinde 45 dongiide
amplifikasyonu gergeklestirildi ve 72° C'de 10 dakika son
uzama basamagi ile sonlandirildi. Olusan amplifikasyon
drinunden 12 ul ve yikleme boyasindan 3 pL karistiri-
larak etidyum bromudle boyanmis %1’lik agara yuklendi.
150 voltta 30 dakika yurutuldikten sonra translumina-
térde incelendi. Sonuglar CMV pozitif kontroli ve negatif
kontrolu ile karsilastirilarak verildi.

istatistiksel analiz: istatistiksel analiz igin SPSS 13.0
programi kullanildi. Her iki yintem arasinda fark anlam-
liligr icin McNemar ki kare testi kullanildi. p<0.05 anlamli
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismada, 25 klinik 6érnegin altisinda (%24) CMV-DNA
gercek zamanlh PCR yoéntemi ile pozitif, 19 (%76)'unda
negatif bulundu. In-house-PCR yéntemi ile besinde
(%20)'inde pozitif ve 20 (%80) sinde negatif bulundu.

Her iki yontemle CMV-DNA doért 6rnekte pozitif ve 18
ornekte negatif bulundu. Bir 6érnekte sadece CMV-DNA
in-house PCR ydntemi ile pozitif bulundu. iki érnekte ise
sadece gergek zamanli PCR yontemi ile CMV-DNA
pozitif bulundu.

McNemar ki kare testi ile yapilan analizde in-house PCR
ve gergcek zamanh PCR testlerinin pozitif ve negatif
sonuglari saptamada istatistiksel olarak anlamli fark
goOstermedigi saptandi (p=1, p>0.05). Gergek zamanl
PCR ybntemi ve in-house PCR yo6ntemi ile elde edilen
sonuglar Tablo 1’de gdsterildi.
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CMV-DNA saptanmasinda PCR yontemleri

Tablo 1. Gergek zamanli PCR ve in house-PCR ile elde edilen
CMV-DNA sonuglari

Real-time PCR Real-timePCR

Testler Pozitif Negatif Toplam
In h_o_use-PCR 4 1 5
pozitif

In-hogse PCR 2 18 20
negatif

Toplam 6 19 25
TARTISMA

Sitomegaloviriis bagdisiklik sistemi normal olan bireylerde
nadiren semptomatik hastalik olusturmasina kargin
immunsuprese bireylerde 6zellikle transplant alicilarinda
ve intra-uterin infeksiyon sonrasi yenidoganda 6nemli
morbilite ve mortalite nedenleri arasindadir.

Transplant alicilarinda semptomlar olusmadan Once
CMV infeksiyonunu belirlemek ve pre-emptif tedaviye
baslamak mortalite agisindan ¢ok 6nemlidir (6, 10). Kla-
sik olarak antijenemi belirlenmesi aktif hastaligin dnemli
bir goOstergesi olsa da o6zellikle kemik iligi transplant
alicilarinda molekiler ydntemlerle CMV-DNA belirlenme-
si daha duyarli ve 6zgil bulunmustur (8, 11). Konjenital
CMV infeksiyonu gegciren yenidoganlar da molekiler
yontemlerle CMV-DNA saptanmasinin dnemi ¢alismalar-
da gosterilmigtir (4, 5).

KAYNAKLAR

Sitomegalovirlis infeksiyonlarinin tanisinda konvansiyo-
nel yontemlere gére PCR daha pratik ve duyarhdir.
Kalitatif ve kantitatif yontemlerin viral DNA belirlenme-
sinde birlikte kullaniminin, CMV infeksiyonunun tanim-
lanmasinda daha etkili oldugu dusindlmektedir (12).
Gabriele ve ark. (11) galismalarinda, kalitatif ve kantitatif
in-house PCR ile CMV-DNA arastirmiglardir. Bu ¢alisma
her iki yontemin birlikte kullanimi asemptomatik hasta-
hdin belirlenmesinde daha iyi sonuglar verebilecegi
gostermistir (11).

Bizim ¢calismamizda CMV infeksiyonu supheli gesitli has-
ta gruplarindan CMV-DNA in-house PCR ve gercek
zamanli PCR yoéntemleriyle arastirilmigtir. Her iki yon-
temle CMV-DNA dort (%16) drnekte pozitif bulunurken
18 (%72) oOrnekte negatif bulunmustur. Calismada
toplam 22 (%88) 6rnekte uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Ulkemizde Cirak ve ark. (13)'nin galigmalarinda da yine
kalitatif ve kantitatif molekuler yontemler karsilastinimis
ve yéntemlerin uyumlulugu %76.2 olarak bulunmustur.

Sonug olarak, gergek zamanh PCR ve in-house PCR
yéntemlerinin CMV-DNA saptamasinda pozitif ve negatif
sonuglarinin uyumlu oldugu goérulda. Bununla birlikte, iki
farkh PCR yonteminin es zamanh kullanimi CMV-DNA
belirlenmesinde pozitiflik oranini arttiracagindan, daha
dogru sonug verilmesine olanak saglamaktadir.
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