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SITOMEGALOVIRUS (CMV) HASTALIGININ TANISINDA ANTIJENEMi VE CMV-DNA HIBRIT
YAKALAMA TESTLERININ KARSILASTIRILMASI
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OZET

Transplant alicilarinda gériilen infeksiyonlarin en énemli etkeni olan sitomegalovirus (CMV), konjenital infeksiyonlara da neden
olmaktadir. Sitomegalovirus hastaliginin tanisinda kanda pp65 antijeninin veya viral genomun gésteriimesi énemlidir. Bu
calismada, CMV infeksiyonunun tanisinda CMV antijenemi ve CMV-DNA testlerinin karsilastinlmasi amaglandi. Sitomegalovirus
hastaligi éntanisi ile gbnderilen 24 hastaya ait 49 kan drnegi ¢alismaya alindi. Hastalarin 12'si yenidogan, diger 12’si ise
kemik iligi ve renal transplantasyon hastasi idi. Transplantasyon Uinitelerinden gelen 6rnekler transplantasyon sonrasi bir-(ig
ay dénemine aitti. Sitomegalovirus antijenemi testinde I6kositlerde pp65 varligi indirekt floresans ydntemi ile (CINAkit, Argene-
Biosoft, Fransa), CMV-DNA ise hibrid yakalama yéntemi (Digene, ABD) ile arastiriloh. Orneklerin 30 (% 61)'unda CMV antiien:
ve CMV-DNA negatif; bes érnekte ise her ikisi pozitif bulundu. Antijenemisi pozitif olan dokuz érnekte ise CMV-DNA test
negatifti. Bes 6rnekte CMV antijeni saptanamazken CMV-DNA pozitif bulundu. Her iki test ile elde edilen bulgularinin
istatistiksel analizinde (x2testi), her iki test arasinda fark bulunmadi. Sonug olarak, CMV hastaliginin laboratuvar tanisinda ve
takibinde CMV antijenemi ve CMV-DNA testlerinin birlikte uygulanmasinin 6nemi belirlendi.

SUMMARY

Cytomegalovirus (CMV) is a major cause of severe infection in transplant recipients and also causes congenita
infection in newborns. Detection of CMV pp65 antigen and CMV-DNA is important for the diagnosis of CMV disease.
The aim of this study was to compare CMV antigenemia and CMV-DNA assays used in the diagnosis of CMV
infection. Totally of 49 blood samples from 24 patients suspected of CMV disease were included in the study. Twelve o
the patients were newborns and 12 were bone marrow and renal transplant recipients. The blood samples of transplani
recipients were collected in months 1-3 following transplantation. Cytomegalovirus pp65 antigen was detected by
indirect immunofluorescence technique (CINAKit, Argene-Biosoft, France), and CMV-DNA by hybrid capture assay
(Digene, USA). Cytomegalovirus antigen and CMV-DNA were negative in 30 (61%) of the samples. Both assays
were found positive in five. Nine samples were antigenemia positive, but CMV-DNA negative. Five samples were
CMV-DNA positive, but antigenemia negative. No significant difference was found between the two methods by %
test. It is concluded that CMV antigenemia and CMV-DNA assays should be performed together for the diagnosis oi
CMYV infection.
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GIRIS

Sitomegalovirus tim dinyada yaygin olarak gorulen,
Herpesviridae ailesinden bir DNA virusudur. immuno-
supresif hastalar ve yenidoganlarda, ézellikle solit organ
ve kemik iligi transplantasyon hastalarinda ciddi infeksi-
yonlara neden olmaktadir (1).

Sitomegalovirus infeksiyonu tanisinda serolojik testler,
kiltar yéntemleri, CMV antijenemi testi ve nlkleik asit
saptama yéntemleri kullaniimaktadir. immun sistemi baski-
lanmis hastalarda serolojik yanitin eksik, virusun gdste-
rildigi kdltar yoéntemlerinin zaman alici ve duyarlihginin
distk olmasi nedeniyle CMV infeksiyonu tanisi esas
olarak CMV viremisinin gdsteriimesine dayanmaktadir.
Sitomegalovirus pp65 antijenemi testi ve kanda CMV
genomunun saptanmasi viremiyi géstermektedir ve son
yillarda yapilan ¢alismalarda en givenilir yéntemler ola-
rak bildiriimektedir (2).

Bu ¢alismada CMV infeksiyonun tanisinda CMV antijene-
mi ve CMV-DNA testlerinin karsilastirimasi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Tip Fakilltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvarrna CMV
hastaligi éntanisiyla génderilen 24 hastaya ait 49 kan
Ornegi calismaya alindi. Hastalarin 12’si yenidogan, altisi
kemik iligi transplant alicisi, altisi da renal transplant ali-
cisi idi. Transplantasyon hastalarindan alinan érnekler trans-
plantasyon sonrasi bir-t¢ ay dénemine aitti.

Sitomegalovirus infeksiyonu; herhangi bir semptom olmak-
sizin hasta 6rneklerinden virusun izole edilmesi, viral anti-
jenlerin veya anlamh antikor yanitinin saptanmasidir.
Sitomegalovirus hastaligi ise; CMV infeksiyonu ile bir-
likte semptomlarin da bulunmasi durumudur (2). Yasamin
ilk i¢ haftasinda alinan idrar ve solunum 6rneklerinde
CMV ekskresyonunun veya viral niikleik asitlerin gosteril-
mesi konjenital infeksiyon tanisinda degerlidir. Transplant
alicilarinda klinik érneklerde (idrar, solunum 6rnegi) viru-
sun ortaya cikarilimasi aktif infeksiyonu gdstermektedir
ve hastaligin gelisebilme riski nedeniyle hastanin takibe
alinmasi énerilmektedir (3).

Sitomegalovirus antijenemi ve CMV-DNA testleri igin
EDTAll tiplere kan drnekleri alindi. Sitomegalovirus anti-
jenemi testinde l6kositlerde pp65 (matriks proteini) varligi
indirekt floresans yodntemiyle (CiNAkit, Argene-Biosoft,
Fransa), CMV-DNA ise hibrid yakalama yéntemi (Digene,
ABD) ile aragtirildi.

Sitomegalovirus antijenemi testinde gelen kan érnekleri
eritrosit liziz ile isleme alindi. Elde edilen I6kositler yaklasik
olarak 2x10% hiicre/spot olacak gekilde lama yapigtiriidi.
Formaldehit fiksasyonu ve membran permeabilizasyonu

386

uygulandiktan sonra hicreler antiCMV pp65 monoklonal
antikoru ile 30 dakika 37° C’de inkiibe edildi. Fosfat tampon
ile yikama isleminden sonra floresein izotiyosiyonat isa-
retli antifare IgM + GF (ab’), ile 30 dakika 37° C’de inkiibe
edildi. Preparatlar x400 buyitme ile floresans mikrosko-
bunda incelendi. Floresein iztiyosiyonat ile elma yesili
renginde nikleer boyanmis polimorf ¢ekirdekli I6kositler
sayildi. Tum alanda iki ve Uizeri sayida yesil floresan hiicre
saptanan lamlar pozitif olarak degerlendirildi.

Sitomegalovirus-DNA testinde kan 6rnegi liziz sollisyo-
nuyla isleme alindi ve polimorf ¢cekirdekli l6kositlerden
elde edilen DNA denatire edildikten sonra CMV probu
(RNA) ile DNA: RNA hibritleri olustu ve bu hibritler 6ze
hazirlanmis tuplere alinarak yakalama islemi yapildi. Sonug-
lar kemiluminometre yardimiyla okundu.

istatiksel analiz igin c? testi kullanildi.

BULGULAR

Galismaya alinan 49 kan 6rneginin 30 (%61)’'unda CMV
antijeni ve CMV-DNA negatif; bes 6rnekte ise her ikisi
pozitif bulundu. Antijenemisi pozitif olan dokuz &rnekte
ise CMV-DNA testi negatifti. Bes érnekte CMV antijeni
saptanamazken CMV-DNA pozitif bulundu. Tablo 1’de
24 hastaya ait 49 kan &érneginde, CMV antijenemi ve
CMV-DNA sonuglari gésterilmistir.

Sitomegalovirus antijenemi ve CMV-DNA bulgularinin
istatiksel analizinde her iki test arasinda anlamli bir fark
bulunamadi.

Her iki testle negatif sonu¢ alinan olgularin hicbirinde
takip déneminde CMV hastaligi gelismedi. Antijenemisi
pozitif, CMV-DNA negatif olan dokuz 6rnegin alindigi bes
hastadan sadece kemik iligi transplant alicisi olan bir
hastada CMV hastaligi gelisti. Her iki test pozitif olan
kisitl sayida hastada (ikisi yenidogan, biri renal transplant
alicist) CMV hastaligi géruldi. Antijenemisi negatif, CMV-
DNA pozitif olan toplam bes érnegin alindig1 hastalardan
sadece birinde CMV hastaligi gelisti.

Tablo 1. Orneklerin CMV antjenemi ve CMV-DNA sonuglari

CMV-DNA pozitif CMV-DNA negatif

CMV antijenemi pozitif 5 9
CMV antijenemi negatif 5 30

CMV: Sitomegalovirus

TARTISMA

Sitomegalovirus bagisiklik sistemi normal olan bireyler-
de nadiren semptomatik hastalik olusturmasina karsilik,
immunsupresif bireylerde &zellikle transplant alicilarinda
ve intrauterin infeksiyon sonrasi yenidoganda, énemli
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morbitide ve mortalite nedenleri arasindadir. Sitomegalo-
virus hastaligi tanisinda CMV antijeni ve CMV-DNA’nIn
gbsterilmesi énemlidir (3, 4).

Yapilan ¢alismalarda hasta gansiklovir ile tedavi edildigi
sirada htcre kdltirinde CMV gésterilememesine karsin
CMV antijenemi testinin pozitif oldugu bildiriimektedir (5).
Disilk viremi durumlarinda CMV antijeni saptanamaya-
bilirken, CMV-DNA’nin gdsterildigi ¢alismalar vardir (6).
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) bazli kantitatif teknik-
ler ve DNA bazli yéntemler virus yiki ve CMV hastalig
arasindaki iliskiyi géstermektedir. Molekiler tekniklerde
CMV-DNA’nin antijenemi testinden daha 6nce saptandigi
ve antiviral tedavi géren hastalarda CMV-DNA pozitifligi-
nin antijenemi testinden daha sonra negatiflestigi géste-
rilmigtir (7, 8). Konjenital CMV infeksiyonu olan veya
transplantasyondan sonra lIékopenik olan olgularda CMV
antijenemi testi negatif sonug verebilir. Bu durumda, CMV-
DNA’nin PZR ile arastiriimasi énerilmektedir (9). Nelson
ve ark. (10) semptomatik konjenital CMV infeksiyonlu 18
hastanin hepsinde CMV-DNA’y1 PZR ile géstermislerdir.

immiinsuprese hastalarda CMV antijenemi ve CMV-
DNA testlerinin birlikte yapildigi bircok calisma vardir.
Mazzulli ve ark. (11) cesitli hasta gruplarinda yaptiklar
¢alismada, CMV'yi hibrit yakalama, antijenemi, shell vial
ve tup kiltird yéntemleri ile aragtirmiglar ve yéntemlerin
duyarliliklarini, sirasiyla, %95, 94, 43 ve 46 olarak bulmus-
lardir. Yirmidért renal transplant alicisindan elde edilen
123 kan 6rnegi ile yapilan bir galismada (4) CMV antijeni
35 dérnekte, CMV-DNA (hibrid yakalama teknigi ile) 39’'unda
gbsterilmistir. Ayni ¢calismada sekiz 6rnekte CMV-DNA
pozitif antijenemi negatif; dért 6rnekte antijenemi pozitif,
CMV-DNA negatif bulunmustur (4). Colak ve ark. (12)
yaptiklar ¢alismada, immin yetmezlIikli hastalarda CMV
antijenemi ve CMV-DNA hibrid yakalama testleri ile CMV
infeksiyonlarini arastirmiglar ve 56 kan érneginin 11’inde
her iki testle pozitif sonu¢ bulmuglar, antijenemisi pozitif
olan dokuz kan 6rneginde CMV-DNA saptamamiglardir.
Turkiye’'de yapilan bagka bir ¢alismada (13); toplam 13
6rnekten dokuzunda CMV antijenemi ve DNA sonuglari
uyumlu; dért érnekte ise antijenemi negatif, CMV-DNA
pozitif bulunmustur.

Bu calismada 49 kan &rneginden 30’'unda (% 61) CMV
antijeni ve CMV-DNA negatifti ve bu hastalarin higbirin-
de CMV hastaligi gelismedi. Her iki testin pozitif oldugu,
bes 6rnegin alindigi U¢ hastada CMV hastaligr gorildu.

KAYNAKLAR

Ug hastanin biri renal transplant alicisi, diger ikisi yeni-
dogan idi. Yenidoganlardan birinde gelisen pnémoni anti-
biyotik tedavisine karsin diizelmemistir. Bu hastada CMV
inkltzyon cisimcigi, CMV antijenemi ve CMV-DNA aras-
tinlmigtir.  Hiperbilluribinemi, hidrosefali ve pndémonis
olan diger bebekte konjenital CMV infeksiyonu kuskusu
Uzerine CMV antijen ve CMV-DNA aranmistir. Renal
transplant alicisi olan hastanin transplantasyon sonrasi
antibiyotik tedavisine yanit vermeyen pnémonisi gelis-
mesi Uzerine CMV antijenemi ve CMV-DNA bakilmig
testlerin pozitif cikmasi Uzerine hastaya gansiklovir teda-
visi baslanmig ve hastanin klinigi duizelmistir.

Antijenemisi pozitif, CMV-DNA negatif olan dokuz érnegin
alindigi bes hastadan sadece birinde CMV hastaligi gelisti.
Bu hasta kemik iligi transplant alicisi idi. Allogenik kemik
iligi transplantasyonu yapilan hastada akut “graft-versus-
host” hastaligi gelismesi Uzerine etiyolojide CMV olabile-
cegi dusinilip CMV antijenemi ve CMV-DNA testleri
yapilmig, sitomegalovirus antijeni pozitif, CMV-DNA nega-
tif bulunmustur. Hastaya gansiklovir tedavisi baglanmig
ve hasta tedavi sonrasi iyilesmistir.

Antijenemisi negatif, CMV-DNA pozitif olan toplam beg
6rnegin alindigi hastalardan sadece birinde CMV hasta-
hgr goraldi. Renal transplant alicisi olan bu hastanin
transplantasyon sonrasi pnémonisi gelismesi Uzerine CMV
antijenemi ve CMV-DNA testleri yapilmis CMV antijenemi
negatif ve CMV-DNA pozitif bulunmustur. Hastaya gansi-
klovir baglanmis ve hasta tedavi alirken mantar infeksi-
yonu nedeniyle kaybedilmistir. Antijenemisi negatif, CMV-
DNA pozitif olan, CMV hastaligi gelismeyen olgularda
latent infeksiyon olabilecegi gibi, hibrit yakalama tekni-
ginde yalanci pozitiflik de olabilir. Hibrit yakalama tekni-
ginde yalanci pozitifligin RNA problarinin nonspesifik
baglanmasina veya anti RNA:DNA antikorlarina veya
laboratuvardaki hataya bagl olmasi olasidir. Ayrica bu
hasta grubunda antijenemi testinin saptayamadigi bir diisik
viremi olabilecegi gibi antijenemiye bagli yalanci negatif-
lik de olabilir (11). Antijenemisi pozitif, CMV-DNA negati
olgulardan sadece birinde CMV hastaliginin goérilmesi
ise yalanci pozitiflikle veya asemptomatik viremi ile agik-
lanabilir (5,14).

Sonug olarak, CMV hastaliginin tanisinda CMV antije-
nemi ve CMV-DNA testleri birlikte uygulanmaldir. Kisitl
sayida hastada yapilan bu galismanin sonuglari diger
calismalarla desteklenmelidir.
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