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ÖZET 
Sitomegalovirüs (CMV) immunsuprese kişilerde ciddi hastalık yapabilen Herpes grubuna ait bir virüstür. Bu çalışmada, çeşitli klinik 
örneklerde CMV-DNA saptanmasında in-house PCR ve gerçek zamanlı PCR yöntemlerinin karşılaştırılması amaçlandı. Çalışmaya; 
22 serum, bir idrar, bir bronko-alveoler lavaj ve bir balgam örneği olmak üzere toplam 25 klinik örnek alınmıştır. Klinik örneklerde in-
house PCR yöntemiyle (Maksim Biotech, Inc., ABD) ve gerçek zamanlı PCR yöntemiyle (Fluorion, Iontek, Türkiye) CMV-DNA 
araştırılmıştır. İstatistiksel analiz için McNemar ki kare testi kullanılmıştır. Dört örnekte in-house PCR ve gerçek zamanlı PCR ile, iki 
örnekte sadece gerçek zamanlı PCR ile, bir örnekte sadece in-house PCR ile CMV-DNA pozitifliği saptanmıştır. Onsekiz örnekte ise 
hem in-house PCR hem de gerçek zamanlı PCR ile CMV-DNA negatif bulunmuştur. Toplam 22 (%88) örnekte in-house PCR ve 
gerçek zamanlı PCR arasında uyum saptanmıştır. İstatistiksel analizde her iki testin sonuçları arasında anlamlı fark bulunmamıştır 
(p>0,05). Sonuç olarak, gerçek zamanlı PCR ve in-house PCR yöntemlerinin CMV-DNA saptanmasında uyumlu olduğu görül-
müştür. 

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, Iontek, 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. 

    

GİRİŞ 

Sitomegalovirüs (CMV), immunsuprese kişilerde ciddi 
hastalık yapabilen Herpes grubuna ait bir virüstür (1). 
Dünya üzerindeki bireylerin %40-100’ü CMV ile hayatla-

rının bir döneminde karşılaşmıştır. Sitomegalovirüs in-
feksiyonu genellikle çocukluk döneminde subklinik olarak 
geçirilmektedir (2, 3). Sitomegalovirüs transplant alıcıla-
rında, AIDS hastalarında ve yenidoğanlarda ciddi infek-
siyonlara neden olmaktadır (4-7). 

109 



Deniz ve ark.         

Sitomegalovirüs infeksiyonunun tanısında serolojik test-
ler, kültür yöntemleri, CMV antijenemi testi ve moleküler 
yöntemler uygulanmaktadır. Sitomegalovirüs-DNA sap-
taması yapan moleküler yöntemlerden Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu (PCR)’nun en duyarlı yöntem olduğu pek 
çok araştırmacı tarafından belirtilmektedir. Gerçek 
zamanlı (real-time) PCR teknolojisi temel olarak nükleik 
asit dizisinin eş zamanlı olarak çoğaltılması ve kantitas-
yonuna dayanır. Bu amaçla, floresans veren bazı boya 
ya da problar ile oluşan floresansı saptayabilen ısı-
döngü aygıtları (thermal cycler) kullanılır. Gerçek-za-
manlı PCR teknolojisi kullanılan sistemlerde çoğaltma 
ürünlerinin belirlenmesinde elektroforez gibi ayrı bir 
basamak kullanılmadığından hem zamandan kazanç 
sağlanılmakta hem de kontaminasyon riskini azalmak-
tadır (8, 9).  

Bu çalışmada; çeşitli klinik örneklerde CMV-DNA sapta-
masında in-house PCR (Maksim Biotech, Inc., ABD) ve 
gerçek zamanlı PCR (Fluorion, Iontek, Türkiye) yöntem-
lerinin karşılaştırılması amaçlandı.  

GEREÇ VE YÖNTEMLER 

Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Mikrobiyoloji ve Klinik 
Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Viroloji Laboratuvarı’na CMV-
DNA saptaması için gönderilen 25 klinik örnek çalışmaya 
alındı. Bu örnekler; 22 serum, bir idrar, bir bronko-
alveoler lavaj ve bir balgam örneğinden oluşmaktaydı. 
Örneklerin altısı Pediatri, beşi Hematoloji, 11’i Kemik İliği 
Transplantasyon Merkezi, biri Yoğun Bakım Ünitesi, biri 
Beyin Cerrahisi, biri Kadın-Doğum Ünitesi’nden gelmişti. 
Klinik örnekler çalışma gününe kadar -20o C’de saklandı. 

DNA izolasyonu: Serum örneklerinden DNA izolasyonu 
QIAamp® MiniElute® VirusSpin (QIAGEN, Almanya), 
serum dışı örneklerden DNA izolasyonu ise QIAamp® 
Mini Kit® VirusSpin (QIAGEN, Almanya) ile üretici 
firmanın önerileri doğrultusunda yapıldı. Her iki DNA 
amplifikasyon işlemlerinde de aynı izolatlar kullanıldı. 

Gerçek zamanlı PCR yöntemiyle DNA amplifikas-
yonu: PCR karışımı flurion CMV QNP 2.0 amplifikasyon 
kiti (İontek, Türkiye) kullanılarak hazırlandı. Her bir örnek 
için PCR karışımdan 15’er μL optik tüplere eklendi. 
Üzerlerine izole edilen DNA’dan 10’ar μl eklendi. PCR 
amplifikasyonunun gerçekleşebilmesi için iCycler 
(BioRad, ABD) aygıtına yerleştirildi. Örneklerin 95o C’de 
13.30 dakika başlangıç denatürasyon basamağından 
sonra 95o C’de 0.30 dakika, 54o C’de 1.30 dakika süre-
lerinde 50 döngüde amplifikasyonu gerçekleştirildi. 

BioRad iCycler aygıtına bağlı bilgisayarda teste uygun 
program oluşturularak amplifikasyon verileri toplandı. 
Gerçek zamanlı PCR yönteminin dinamik aralığı 
1.2x103-1.2x106 kopya/mL olarak, testin analitik saptama 
sınırı 100 kopya/mL olarak kabul edildi. Gerçek zamanlı 
PCR yönteminde hiç amplifikasyon görülmeyen örnek-
lerin sonucu <100 kopya/mL; CMV-DNA 100-1200 kop-
ya/mL arasında olanların sonucu ise <1200 kopya/mL 
olarak rapor edildi.  

In-house PCR: PCR karışımı Maxim Biotech CMV-DNA 
kiti kullanılarak hazırlandı. Her bir örnek için PCR 
karışımdan 15’er μL optik tüplere eklendi. Üzerlerine izo-
le edilen DNA’dan 10’ar μL eklendi. PCR amplifikasyo-
nunun gerçekleşebilmesi için in-house PCR cihazına 
(GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems, 
ABD) yerleştirildi. Örneklerin 96o C’de 1 dakika denatü-
rasyon basamağından sonra 94o C’de 1 dakika, 58o C’de 
1 dakika 72o C’de 1 dakika sürelerinde 45 döngüde 
amplifikasyonu gerçekleştirildi ve 72o C’de 10 dakika son 
uzama basamağı ile sonlandırıldı. Oluşan amplifikasyon 
ürününden 12 μL ve yükleme boyasından 3 μL karıştırı-
larak etidyum bromüdle boyanmış %1’lik agara yüklendi. 
150 voltta 30 dakika yürütüldükten sonra translumina-
törde incelendi. Sonuçlar CMV pozitif kontrolü ve negatif 
kontrolü ile karşılaştırılarak verildi.  

İstatistiksel analiz: İstatistiksel analiz için SPSS 13.0 
programı kullanıldı. Her iki yüntem arasında fark anlam-
lılığı için McNemar ki kare testi kullanıldı. p<0.05 anlamlı 
olarak kabul edildi.  

BULGULAR 

Çalışmada, 25 klinik örneğin altısında (%24) CMV-DNA 
gerçek zamanlı PCR yöntemi ile pozitif, 19 (%76)’unda 
negatif bulundu. In-house-PCR yöntemi ile beşinde 
(%20)’inde pozitif ve 20 (%80)’sinde negatif bulundu.  

Her iki yöntemle CMV-DNA dört örnekte pozitif ve 18 
örnekte negatif bulundu. Bir örnekte sadece CMV-DNA 
in-house PCR yöntemi ile pozitif bulundu. İki örnekte ise 
sadece gerçek zamanlı PCR yöntemi ile CMV-DNA 
pozitif bulundu.  

McNemar ki kare testi ile yapılan analizde in-house PCR 
ve gerçek zamanlı PCR testlerinin pozitif ve negatif 
sonuçları saptamada istatistiksel olarak anlamlı fark 
göstermediği saptandı (p=1, p>0.05). Gerçek zamanlı 
PCR yöntemi ve in-house PCR yöntemi ile elde edilen 
sonuçlar Tablo 1’de gösterildi.  
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Tablo 1. Gerçek zamanlı PCR ve in house-PCR ile elde edilen 
CMV-DNA sonuçları  

Testler Real-time PCR 
Pozitif 

Real-timePCR 
Negatif Toplam 

In house-PCR 
pozitif  4 1 5  

In-house PCR 
negatif  2 18 20  

Toplam 6 19 25  

 

TARTIŞMA  

Sitomegalovirüs bağışıklık sistemi normal olan bireylerde 
nadiren semptomatik hastalık oluşturmasına karşın 
immunsuprese bireylerde özellikle transplant alıcılarında 
ve intra-uterin infeksiyon sonrası yenidoğanda önemli 
morbilite ve mortalite nedenleri arasındadır. 

Transplant alıcılarında semptomlar oluşmadan önce 
CMV infeksiyonunu belirlemek ve pre-emptif tedaviye 
başlamak mortalite açısından çok önemlidir (6, 10). Kla-
sik olarak antijenemi belirlenmesi aktif hastalığın önemli 
bir göstergesi olsa da özellikle kemik iliği transplant 
alıcılarında moleküler yöntemlerle CMV-DNA belirlenme-
si daha duyarlı ve özgül bulunmuştur (8, 11). Konjenital 
CMV infeksiyonu geçiren yenidoğanlar da moleküler 
yöntemlerle CMV-DNA saptanmasının önemi çalışmalar-
da gösterilmiştir (4, 5). 

Sitomegalovirüs infeksiyonlarının tanısında konvansiyo-
nel yöntemlere göre PCR daha pratik ve duyarlıdır. 
Kalitatif ve kantitatif yöntemlerin viral DNA belirlenme-
sinde birlikte kullanımının, CMV infeksiyonunun tanım-
lanmasında daha etkili olduğu düşünülmektedir (12). 
Gabriele ve ark. (11) çalışmalarında, kalitatif ve kantitatif 
in-house PCR ile CMV-DNA araştırmışlardır. Bu çalışma 
her iki yöntemin birlikte kullanımı asemptomatik hasta-
lığın belirlenmesinde daha iyi sonuçlar verebileceği 
göstermiştir (11). 

Bizim çalışmamızda CMV infeksiyonu şüpheli çeşitli has-
ta gruplarından CMV-DNA in-house PCR ve gerçek 
zamanlı PCR yöntemleriyle araştırılmıştır. Her iki yön-
temle CMV-DNA dört (%16) örnekte pozitif bulunurken 
18 (%72) örnekte negatif bulunmuştur. Çalışmada 
toplam 22 (%88) örnekte uyumlu sonuçlar elde edilmiştir.  

Ülkemizde Çırak ve ark. (13)’nın çalışmalarında da yine 
kalitatif ve kantitatif moleküler yöntemler karşılaştırılmış 
ve yöntemlerin uyumluluğu %76.2 olarak bulunmuştur. 

Sonuç olarak, gerçek zamanlı PCR ve in-house PCR 
yöntemlerinin CMV-DNA saptamasında pozitif ve negatif 
sonuçlarının uyumlu olduğu görüldü. Bununla birlikte, iki 
farklı PCR yönteminin eş zamanlı kullanımı CMV-DNA 
belirlenmesinde pozitiflik oranını arttıracağından, daha 
doğru sonuç verilmesine olanak sağlamaktadır.     
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