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KISALTMALAR

CMV : Sitomegaloviriis

DNA : Deoksiriboniikleik asit

AIDS : Acquired Immune Deficiency Syndrome: Kazanilmis immiin
yetmezlik sendromu

ORF : Open Reading Frame: A¢ik okuma alam
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VzZV : Varicella zoster virus
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TMB : Tetrametilbenzidin
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GIRIS VE AMAC

Sitomegaloviriis (CMV), herpes viriis ailesinden Betaherpesvirinae alt ailesinin
bir iiyesi olup ¢ift iplikli bir deoksiriboniikleik asit (DNA) viriisiidiir. Immiin sistemi normal
olan konaklarda hi¢ belirti vermeyen CMV infeksiyonu, acquired immune deficiency
syndrome: kazanilmig immun yetmezlik sendromu (AIDS) ve transplant hastalar1 gibi immun
sistemi bozulmus olan bireylerde ve intrauterin donemde ciddi sorunlara neden olmaktadir.
Primer CMV infeksiyonu immun sistemi saglam kisilerde genellikle hafif ve semptomsuz
seyretmektedir. Ancak, viriis immun sistem tarafindan tam olarak uzaklastirilamamakta ve
infekte hiicrelerin bir boliimiinde latent infeksiyon olusturmaktadir (1). Diger insan herpes
viriislerinde oldugu gibi, serumda antikorlarin varligina ragmen, periyodik viral yayilim ve
reaktivasyon donemleri goriilmektedir (2).

Tiim diinyada yaygin olarak goriilen CMV, her yastan, irktan ve sosyoekonomik
durumdaki insanlar1 infekte edebilen bir viriistiir (1). Seroprevalans oranlari gelismis
tilkelerde %40-60 iken gelismekte olan iilkelerde %90-100 dolaylarindadir (3).

Insan sitomegalovirusu (HCMV), Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve bazi
Avrupa ilkelerinde viral intrauterin infeksiyonlarmm en sik nedenidir (4,5). Canli dogan
infantlarin %0.3-2’sini etkilemektedir (6,7). Anneden bebege infeksiyonun gegis orani,
gebeligin biitiin trimesterlerinde benzer oranlara sahiptir. Ancak primer maternal infeksiyonun
gecirildigi gebelik yasi ile fetal infeksiyonun sonuglart arasindaki iliski hakkinda bilinenler
kisithdir (8). Bazi yayinlarda gebeligin ilk 16 haftasinda olusan infeksiyonun fetiiste
olusturabilecegi hasarin daha fazla oldugu bildirilmektedir (6,9).

Sitomegalovirus ile infekte kisilerin %90’1 asemptomatik iken, ancak %10’u
Klinik belirti vermektedir (7,10-12). Semptomatik yenidoganda 6lim oran1 %20-30 iken,
hayatta kalanlarin ¢ogunda mental retardasyon, intrauterin gelisme geriligi, koryoretinit,
mikrosefali, norosensoriyal isitme kaybi, mikroftalmi, intrakranial kalsifikasyon,
hepatomegali, sarilik, trombositopeni, karaciger fonksiyon bozuklugu gibi bir¢ok anomalilere
rastlanmaktadir (7,11-13). Asemptomatik bebeklerin  %7-15’de yasamlarinin ileriki
donemlerinde, genellikle ¢ocukluk ¢aginda isitme kaybi, goérme bozukluklari, 6grenme
giicliikleri ve mental retardasyon gibi sekeller gelisebilmektedir (14,15).

Gebeligin o6zellikle ilk trimesterinde gegirilen primer CMV infeksiyonu bebekte
agir konjenital infeksiyon bulgular1 ve anomalilerine neden olmaktadir. Gebelik Oncesi

gecirilen primer CMV infeksiyonu gebelik doneminde reaktivasyon seklinde goriilebilmekte



veya seropozitif anneler gebelik doneminde yeni bir CMV kokeni ile ekzojen yoldan infekte
(reinfeksiyon) olabilmektedir (1,14,16). Gebeligi sirasinda rekiirren CMV infeksiyonu olan
anneden bebege vertikal gegis oran1 %0.2-2.2 iken, primer CMV infeksiyonu olan annede bu
oran %20-50’ye ¢ikmaktadir (6). Diger bir deyisle annenin konsepsiyon Oncesi viriise karsi
immunitesi, infeksiyon riskini %90 oraninda azaltmaktadir (9). Sitomegaloviriis
infeksiyonunun goriilme sikligin1 azaltmak i¢in tek secenek, hijyen i¢in alinan 6nlemler ve as1
uygulamasi ile infeksiyondan korunma gibi gériinmektedir (1).

Konjenital CMV infeksiyonunun prenatal tanisi, gebe kontrolii ve riskli yenidogan
takibi icin stratejilerin planlanmasi agisindan 6nemlidir. Gebelikte CMV infeksiyonlarinin
tanis1 genellikle serolojik yontemlerle yapilmaktadir. Giiniimiizde CMV infeksiyon tanisinda
viriisiin varliginin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve hiicre kiiltiir yontemleri ile
gosterilmesi onerilmektedir.

Gebelerdeki primer ve rekiirren CMV infeksiyonlari, anne ve bebeginde ciddi
sonuglara neden olabileceginden iyi tanimlanmasi ve buna gore korunma ve tedavi
sekillerinin belirlenmesi Oonem tasimaktadir. Bu calismada, riskli gebeliklerinden dolay1
amniyosentez yapilan gebelerin, kan ve amniyon sivi orneklerini, serolojik ve molekiiler
yontemlerle inceleyerek, sitomegaloviriis IgG ve IgM antikorlarinin seropozitiflik oranlarini

belirlemek ve konjenital CMV infeksiyonu varligini tespit etmek amaglanmstir.



GENEL BILGILER
Sitomegaloviriis
Tarihge
Sitomegalovirus, ilk kez Ribbert tarafindan 19. yy. son yarisinda bir bebegin
bobreklerinde inkliizyon tagiyan genis, “protozoon benzeri” hiicreler olarak tanimlanmistir
(17,18). Aym yillarda Jesionek ve Kiolemenoglou tarafindan biiyiimiis, baykus gozi
goriinlimiinde, intraniikleer inkliizyon cisimcigi igeren sitomegalik hiicrenin tanimi
yaptlmistir (2). O tarihlerde bu infeksiyonlarin bir protozoon nedeniyle olustugu ya da
sifilizin bir formu oldugu, tiikriik bezlerinin basglica patolojik bolge oldugu diistiniilmekte idi
(17,18). Goodpasture ve Talbot 1921 yilinda patoloji 6rneklerinde sitomegalik inkliizyon
hiicre benzerligine, 1925’te von Glahn ve Pappenheimer herpetik infeksiyonlarin goriildigi
bireylerdeki lezyonlarda intraniikleer inkliizyon cisimciklerin varligina dikkat ¢ekmislerdir.
1950’11 yillarda virus hiicre kiiltiirlinde izole edilerek *

Smith, 1956; Weller ve ark. 1957 ) olarak adlandirilmistir (17,18).

cytomegalovirus” ( Rowe, 1956;

Viriis ile iliskili klinik belirti ve bulgular; hepatosplenomegali, trombositopeni,
sarilik, intraserebral kalsifikasyon, koryoretinit ve gelisme geriligi olmakla birlikte yaptigi
infeksiyon, 1962°de Weller ve Hanshaw tarafindan “sitomegalik inkliizyon hastaligi” olarak
adlandinilmistir.  Infeksiyon o©nceden nadir olarak saptanmaktayken, giiniimiizde tani
yontemlerinin geligmesi ile birlikte daha yaygin olarak belirlenebilmektedir (18,19).

Sitomegalovirusun “posttransfiizyon sendromu”na neden oldugu 1966’da
gosterilmis, ayn1 zamanda l6kosit transfiizyonu ile bulasip hastalik yapabilecegi ise 1980
yilinda bildirilmistir (3). Sitomegaloviriisiin immun yetmezlikli hastalarda en 6nemli patojen
oldugu 1970 ve 1980’li yillarda ortaya ¢ikmistir. Canli CMV agisinin ilk klinik denemesinin
sonuglart 1976’da yayimlanmistir. Gansiklovir (GCV) CMV infeksiyon tedavisi igin ilk

antiviral ilag olarak 1989°da lisans almistir (17).

10



Viriisiin Yapisi
Sitomegalovirus, herpes viriis ailesi iginde yer alan ¢ift sarmalli bir DNA
virtistidiir (17,20,21). Herpes viriis ailesi Tablo. I’de gosterilmistir.

Tablo I. Herpes virtis ailesi (22).

Alfa-herpesvirinae Beta-herpesvirinae Gama-herpesvirinae
Herpes simpleks viriis tip 1 (HSV-1) Insan cytomegaloviriisii (HCMV) Ebstein-Barr viriis
Human herpes virus 1: HHV-1 Human herpes virus 5: HHV-5 Human herpes virus 4: HHV-4
Herpes simpleks viriis tip 2 (HSV-2) Human herpes virus 6: HHV-6 Human herpesvirus 8: HHV-8

Human herpes virus 2: HHV-2

Varicella-zoster viriis (VZV-HSV-3) Human herpes virus 7: HHV-7

Human herpes virus 3: HHV-3

Herpes B viriis

Sitomegaloviriis, betaherpesviriis grubundan olup insan herpes viriis tip 5 olarak
da isimlendirilmekte, herpesviriis ailesi i¢inde en biiyiik genoma sahip olmakla birlikte
elektron mikroskopisi ile diger herpesviriislerden morfolojik olarak ayirt edilememektedir
(23). Diger tiim herpesviriisler gibi latent kalma ve reaktive olma 6zelligine sahiptir. Birgok
hiicreyi in vivo olarak infekte etmekle birlikte, in vitro olarak en iyi ¢ogalabildigi hiicre insan
fibroblastlardir. Diger herpesviriislerinden farkli olarak bu hiicrelerde, hem intrasitoplazmik
ve hem de intraniikleer inkliizyon cisimcikleri olusturmaktadir (20,24-26).

Sitomegaloviriisiin boyutlari, 120-200 nm olup herpesviruslar i¢indeki en biiyiik
virtstiir (2,3,25). Cift sarmalli, lineer DNA igeren genomu, bu genomu cevreleyen 162
kapsomerden olusan ikozahedral simetride bir kapsidi, en dig tabakada da lipid ve
glikoproteinden olusmus bir zarf yapisina sahiptir. Kapsid ile zarf tabakasi arasinda tegiiment
ya da matriks denilen, c¢ogunlukla fosfoproteinlerden olusmus bir yap1 bulunmaktadir
(2,10,17,26,27).

Sitomegaloviriisiin kapsid igeriginde yedi protein bulunmakta bunlar, major
kapsid proteini (MCP; UL86), minér kapsid proteini (mCP; UL8S5), mindr kapsid binding
protein (MC-BP; UL46) ve smallest kapsid protein (SCP; UL48/49) olarak adlandirilmakta,
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ayrica li¢ adet “asemblin” protein i¢ermektedirler (28-30). “Asemblin” proteinler viriisiin
konak hiicreden olgunlagsmasinda rol almaktadirlar (26).

Sitomegaloviriis yapisinda bulunan tegiiment en az 25 protein igermekte, birgogu
fosforile  edilmektedir. Bu proteinler, viryon formasyonu, viriis transportu,
iImmunomodiilasyon ve transaktivasyon ile ilgilidir (31-34). Bu proteinlerden “upper matrix
protein” denen pp71 (ppUL82), diger bir protein olan pULG9 ile birlikte CMV’nin “major
immediate-early enhancer-prometer” (MIEP)’inin aktivasyonunda gorevlidir. Hiicre
kiiltiirtinde ppUL32 ve ppULY, viriisiin tiremesi i¢in 6nemlidir (32). Temel fosfoprotein olan
pp150, UL32 geni, alt matriks proteini pp65 ise UL83 geni tarafindan kodlanmaktadir. Bunlar
viral replikasyon sirasinda bol miktarda ekprese edilmekte, pp65 immunomodiilasyonda
onemli rol almaktadir (28,32). Diger 6nemli tegiiment proteinleri, pp28 (ppUL99), pp212 (dev
tegliment proteini, ppUL48) ve ppULG65 tarafindan kodlanan pp67 proteinidir (28).

Virilisiin zarf yapist iki 6nemli glikoprotein icermekte, biri UL55 tarafindan
kodlanan gB (glikoprotein B) kompleksi, digerleri sirasiyla UL75, UL115 ve UL74 tarafindan
kodlanan gH (glikoprotein H) , gL (glikoprotein L), gO (glikoprotein O)’nun olusturdugu
kompeks olup, bu proteinlerin viriisiin hiicreye girisinde 6nemli etkileri oldugu sanilmaktadir
(28,29). Notralizan antikorlarin en 6nemli hedefi durumunda olan gB proteini CMV asis1 igin
aday bir antijen 6zelligi tasimaktadir (35).

Insan sitomegaloviriis DNA yapis1 daha ¢ok AD 169 susunda calistlmistir (27).
Virilisiin antijenik 0Ozellikleri birbirine ¢ok benzeyen C87, Colburn, T27 suslari da
bulunmaktadir (20).

Sitomegaloviriis genomunun biiylkligi 230 kilobaz olup (23), 230 protein
kodlayacak agik okuma alanina (ORF) sahip oldugu gosterilmistir. Bu proteinlerin birgogu
tanimlanamamis ve fonksiyonlari halen bilinmemektedir. (3,36). Viral DNA, 25-35 tanesi
yapisal olmak {izere 75 proteini kodlayabilmektedir. Diger herpesviriislerden daha fazla
sayida ve ters dizilimli (inverted), uzun-tekrarlayan diziler (yaklasik 700-900 bp’lik)
icermektedir. A¢ik okuma alanlarindan bazilar1 tiim herpesviriislerde benzer iken, bazilari
Herpes Simpleks viriis tip-1 (HSV-1), Varicella Zoster viriis (VZV) ve Epstein Barr viriis
(EBV) ile benzer bulunmus olup, 46 ORF ise CMV igin korunmus bolgelerdir (2). Viriis,
kokenleri genomik heterojenite gosteren tek bir genotipten olusmaktadir. Buna gore, bireyler
birden fazla kdkenle infekte olabilmektedir (1). Immiin yetmezlikli hastalardan elde edilen gB

izolatlarindaki genetik farklilik patojeniteyi etkileyebilmektedir (36). Aksine konjenital
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infeksiyonlu bebeklerden elde edilen gB genotipleri ile hastaligin ortaya ¢ikabilecegi ya da
ciddiyeti arasinda herhangi bir iliski bulunamamuistir (36-38).

Sitomegaloviriis genomu, diger insan herpes viriisleri gibi DNA polimerazi ve
kendi replikasyonu igin ihtiya¢ duydugu tiim gen paketini kodlamaktadir. Viral DNA
polimeraz, antiviral ilaglar i¢in hedeftir. Sitomegaloviriis DNA polimeraz, UL54 olarak
adlandirilan bir ORF tarafindan kodlanir (3). UL44, DNA polimerazin olusumunu arttiran
Oonemli ve yardimci bir proteindir. UL54 ve UL44 proteinleri infekte hiicrelerde komplet DNA
polimerazin fonksiyonel kompleksini olustururlar (3,39). UL97’nin {iriinii olan fosfotransferaz
enzimi, GCV’yi fosforile ederek gansiklovir monofosfata ¢evirmekte ve DNA replikasyon
tirtinii olarak aktif hale getirmektedir (3,40). UL97 proteini DNA replikasyonu ile ilgili diger
proteinleri fosforile etmektedir (3).

Sitomegaloviriis infekte ettigi hiicrelerde ti¢ ayr1 viral partikiil olusturur. Bunlar;

1-Tipik viryonlar

2-Infeksiydz olmayan “dense partikiiller”; Kapsid ya da DNA icerigi olmayan,
bol miktarda tegiiment proteini pp65 ve viral glikoproteinleri iceren zarf yapilarindan
olusmustur. Hiicre sitoplazmasinda bol miktarda bulunmaktadir.

3-DNA yapist icermeyen, kapsid ve zarf tasiyan infeksiydz olmayan partikiiller
(2,10,29,41). Bu partikiiller i¢erdikleri kapsid yapisi nedeniyle elektron mikroskobunda, orta
kissmda dens bir bolge goriilmekte ve morfolojik olarak infeksiydz viryonlarla
karistirilabilmektedir (2). Bu li¢ formun miktar1 hiicre kiiltiiriindeki pasaj sayisina ve viral

susa baglidir (10,29).

Fiziksel ve kimyasal etkenlere duyarhhk

Sitomegaloviriis fiziksel ve kimyasal kosullara olduk¢a duyarlt bir viriistiir. Is1 ile
56°C’de 30 dakikada, 37°C’de bir saatte, %20’lik eter solusyonunda ve pH 5’in altindaki asit
ortamlarda 2 saatte, ultraviyole ismnlar1 ile bes dakikada kolaylikla inaktive olmaktadir
(2,27,42). Viris, %10’luk sodyum hipoklorid solusyonuna duyarlilik gostermektedir (42).
Sitomegaloviriis ile infekte hiicrelerin etkilenmeden saklanabilmeleri i¢in genellikle %20
serum ve %10 dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenmis “Eagle” besiyeri kullanilmaktadir. Distile
su siispansiyonlarinda saklandiginda ise infektivitesini korumaktadir (27).

Virus donma ve ¢dziilmeye duyarlidir. Infektivite +4°C’de 48 saat korunmaktadir.

Ornegin dondurularak saklanmasi gerekli ise esit hacimde 0.4 molar siikroz-fosfat eklenmesi
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viral infektivitenin korunmasinda yardimci olabilmektedir. Tiim dondurulmus 6rnekler -60 ya
da -80°C’de ya da siv1 nitrojende saklanabilmektedir. Viriisiin infektivitesinin -20°C’de tam
olarak kaybolabilecegi bildirilmektedir (24).

Viriisiin Uremesi (Replikasyon)

Insan sitomegaloviriisiiniin hiicre kiiltiirinde ¢ogalabildigi hiicreler smirlidir, bu
hiicreler arasinda en sik kullanilan insan deri ya da akciger fibroblast hiicreleridir ayrica
endotelial, epitelial, diiz kas hiicreleri ve Iokositler gibi diger hiicre tiplerinde de
¢ogalabilmektedir (2,27,29,43,44). Viriis, immunitesi saglam kisilerde primer infeksiyonun
viremik fazinda, immun yetmezlikli kisilerde ise primer ve rekiirren infeksiyonda, periferik
kan polimorfoniikleer 16kositlerinde (PNL) ve monositlerinde bulunmaktadir (21,45).

Viral replikasyon, 16kositlerde, en erken gen iiriinlerinin ekspresyonundan ileriye
gidememektedirler (22,46). Agir CMV infeksiyonu olan immun yetmezlikli kisilerde, viriis
dolasgimdaki serbest endotelyal hiicrelerde goriilebilmektedir (22,47).

Herpes simpleks viriisiin aksine, CMV konak hiicre igleyisini durdurmamakta ya
da hizli hiicre 6limiine neden olmamaktadir, bunun yerine konak hiicre riboniikleik asit
(RNA), DNA ve protein sentezini stimiile etmektedir (36).

Sitomegaloviriisin  DNA replikasyonu, kapsid formasyonu ve viral DNA
paketlenmesi hiicre ¢ekirdeginde meydana gelmektedir. Replikasyonda ilk asama, viriisiin
zarf glikoproteinleri ile konak hiicre yiizeyine reseptor araciligi ile tutunup, hiicre igine
girmesi ile baslamaktadir. Sitomegalovirus icin hiicresel reseptorler kesin olarak
bilinmemektedir (29). Diger herpes viriislerde oldugu gibi heparan siilfat, virus-konak hiicre
iligkisinin ilk agsamasinda rol almaktadir. Virlisiin hiicre yiizeyine tutunmasinda beta-2
mikroglobulin molekiilii, hiicre yiizeyi reseptorleri ile viral glikoproteinler arasinda koprii
olusturmakta rol almaktadir (2). Bununla birlikte son yillarda “epidermal growth” faktoriin
CMV i¢in bir reseptor gorevi gordiigii diisiiniilmektedir (48). Hiicreye tutunmayi, virus zarfi
ve hiicre zarinin fiizyonu ile gergeklesen penetrasyon takip etmektedir (2,29). Kapsidin agiga
¢ikmasini takiben DNA ¢ekirdek zari porlarindan ¢ekirdege ulasmaktadir (36). Cekirdekte,
konak hiicre RNA polimeraz II enzimi kullanilarak DNA’nin transkripsiyonu
gerceklesmektedir (2).

Sitomegaloviriis genomunun, ORF’lerinin ardi1 sira ekspresyonu ile ¢ok erken,

erken ve ge¢ proteinlerin sentezi meydana gelmektedir. Viriisiin replikasyonu nispeten yavas
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olup yaklasik 48-72 saat siirmekte, ilk asamada en erken (IE) gen {iriinleri sentezlenmektedir.
Bu gen iiriinleri infeksiyonun ge¢ donemine kadar eksprese olmaktadirlar ve ayni zamanda
gen ekspresyonunun transaktivatoriidiirler. Bunlarin viral ve hiicresel gen ekspresyonunu
kontrol etmede Onemli rolleri bulunmaktadir (2, 28). En erken donem proteinleri
sentezlendikten hemen sonra sitoplazmada kiimelenmektedirler. Bu donemde erken ve geg
doneme ait mRNA’lar gézlenebilmesine karsin translasyonlart hemen olmamaktadir (2). En
erken gen driinlerinin transkripsiyonu ile erken gen iiriinleri, yani DNA replikasyon
proteinleri ve yapisal proteinler sentezlenmektedir. Ge¢ donem gen iiriinleri ise Oncelikle
yapisal proteinlerdir ve viryonun olusmasinda gorev almaktadir (49). Bunlardan niikleokapsid
proteinleri ¢ekirdekte toplanmakta ve viral DNA kapsid igine yerlesmektedir. Viral DNA’y1
icine alan niikleokapsidler ¢ekirdek zarindan zarflarin1 alarak periniikleer sisternalara
tomurcuklanmakta ve sitoplazmik vezikiiller i¢inde hiicre zarina tasinip, ekzositoz ile

salinmaktadir (2,29,50).

Patogenez

Sitomegalovirus tiikriik, idrar, kan, anne siitii ve genital sekresyonlar gibi infekte
viicut sivilarinin mukozal temasi yoluyla viicuda girmektedir. Viriis ayrica kan {irlinleri ya da
solid organ transplantasyonu ile de bulasabilmektedir (36,42).

Sitomegaloviriis infeksiyonun dogal seyri karmasiktir. Infeksiyon primer ya da
rekiirren infeksiyon seklinde seyretmektedir (17). Normal konaklarda ilk infeksiyondan sonra
immunite gelismesine ragmen, CMV latent duruma gegmektedir (1,29). Viris ile ilk
karsilagsma sonucu gelisen primer infeksiyonun yani sira latent infeksiyonun reaktivasyonu ya
da yeni bir CMV kokeni ile reinfeksiyon ortaya ¢ikabilmektedir. Sitomegaloviriis ile
infeksiyonlar, latent ve bulastirici olmayan (konagm immun sisteminin normal oldugu ve
viriisii cevreye bulagtirmamasi ile karakterize), bulastirict ve asemptomatik (konagin normal
oldugu ancak aktif bir sekilde virlis bulastirmasi ile karakterize) ya da semptomatik (konagin
hasta oldugu ve viriis replikasyonunun devam etmesi nedeniyle ¢evreye virlis bulastirdigi)
infeksiyon sekillerinde olabilmektedir (17).

Saglikli bireylerde sitomegaloviriise bagli primer infeksiyon genellikle klinik
olarak sessiz seyretmekte (19), sadece %1’inde hastalik olugmaktadir. Primer CMV
infeksiyonunun klinik ve laboratuvar bulgulari, temastan 3-8 hafta sonra ortaya ¢ikmaktadir

(36). Primer infeksiyonun yaklasik %10’u kiriklik, inat¢1 ates, kas agrilar1 ve servikal
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lenfadenopati daha az siklikla pndmoni ve hepatit belirtileri gosteren “mononiikleoz benzeri
sendrom” seklinde semptomlar vermektedir. Sitomegalovirus infeksiyonu konak immun
sistemi tarafindan siirlamakta ancak viriis atilimi uzun yillar devam etmekte ve viriis yasam
boyu viicutta kalmaktadir (1,29).

Sitomegaloviriise bagl rekiirren infeksiyon. ya endojen viriisiin reaktive olmast
ile ya da eksojen yoldan kazanilan yeni bir viriis kokeni ile olusabilmektedir. Bu tiir
infeksiyonda konak immunitesi varliginda tek ya da birgok bolgeden viriisiin aralikli atilimi
olmaktadir. Endojen ya da eksojen viriis kaynaginin ayrimi, viriis izolatlarinin molekiiler
analizi ile yapilabilmektedir (1,29). Molekiiler ¢alismalar reaktivasyonun reinfeksiyondan
daha sik gelistigini gostermektedir (1).

Infeksiyon baslangicindan sonra viremi birkag hafta veya ay siirmekte, bu siire
icinde diisiik diizey viral gen ekspresyonu ile karakterize, viriislin baglica graniilositlerde izole
edilebildigi sessiz infeksiyon olusmaktadir (36). Sitomegaloviriisiin antijen sunan hiicrelerde
yerlestigi ve buradan reaktive olup infeksiyon yaptigi gosterilmistir (36,52-54). Bu hiicreler,
virlisiin, endotelyal hiicreler, tiikriik bezleri, solid organ dokulari, idrar yolu epiteli ve
ozellikle uterin endotel doku hiicrelerine gecisinde rol oynamaktadir (36).

Sitomegaloviriis infeksiyonuna karst konagm immun yaniti infeksiyonun
siirlandirilmasinda olduk¢a onemlidir (17). Birgok bireyde immun yanitin semptomatik
hastaliktan korunmada 6nemli rolii oldugu, ancak normal konakta yeni CMV kdkenlerinden
koruyamadig1 diisiiniilmektedir. Ozgiil immun yamtm sivisal ve hiicresel komponentleri ve
dogal immun yanit bu korumada ¢ok dnemlidir (29,36). Immiin yetmezlikli hastalarda yapilan
calismalarda fonksiyonel sitotoksik efektorlerin (MHC-I, CD8+ T hiicreleri ve nonspesifik
dogal oldiriicii hiicreler) semptomatik CMV infeksiyonundan korumada o6nemli rolleri
olduklar1 anlagilmis fakat bu efektor hiicrelerin goreceli katilimi ve viral proteinlerin hedefleri
hala tamamen aydinlatilamamaistir (36,55).

Primer CMV infeksiyonundan sonra uzun siireli olarak hiicresel ve hiimoral
immun yanit gelismekte, hiicresel immun yanit CMV infeksiyonunu kontrol etmede daha
onemli bir rol oynamaktadir (17,29,49). Hiicresel immun yanit viriisiin zarf ve i¢c kapsid
proteinlerine kars1 gelisebilmektedir. Sitomegaloviriise 6zgiil sitotoksik T lenfositleri
(CTL)’nin ¢ogu viriisiin pp65 denilen fosfoproteinlerine karsi olugsmaktadir (49). Saglikh

tagtyicilarda yapilan calismalarda, pp65’e 6zgiil CTL’ler belirli bir seviyenin {iizerinde
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bulunmustur. Saglikli kislilerde de CMV reaktivasyonu olabilmekte ancak hizla gelisen
immun yanitla kontrol altina alinabilmektedir (49,56).

Sitomegaloviriisiin infekte ettigi konak hiicrede olusan hiicresel immun yanitta ilk
olarak, 6zgiil olmayan dogal 6ldiiriicii hiicreler (natural killer hiicreleri; NK) ve interferon (IF)
tiretimi goriiliirken daha ge¢ donemde CMV spesifik CTL goriilmektedir (17,29). Spesifik
sitotoksik T hiicre yaniti, CMV infeksiyonunun diizelmesinde gerekli olmakla birlikte, bu
hiicrelerin supresyonu, infeksiyonun reaktivasyonuna ve yayilmasina neden olmaktadir.
Infeksiyon rekiirrensinden korunmada NK ve CTL hiicrelerinin aldigi rol énemlidir (10,57).
Ayrica gB’ye karsi olusan lenfosit cevabi ve CD8+, CD4+ sitolitik yaniti, infeksiyonun
smirlandirilmasinda rol almaktadir. immatiir ya da yetersiz hiicresel immun yanit1 olan kisiler,
immun yaniti normal olan kisilere gore CMV infeksiyonuna daha yatkindir (17). Hiimoral
immunite, CMV infeksiyonundan korunmada yeterli olmayip infeksiyonla iliskili ciddi
semptomlarin azaltilmasinda etkilidir (17,44).

Himoral immunitenin, CMV infeksiyonundan korunmadaki o6nemi ile ilgili
calismalar devam etmektedir. Ornegin; gB, gM:gN ve gH:gL zarf glikoproteinlerine karsi
olusan nétralizan antikorlar CMYV ile infekte kisilerin serumlarinda saptanmaktadir (29). In
vitro olarak gB’nin antijenik ve islevsel yapisiyla ilgili yapilan caligmalar, antikorlarin,
virusun hiicreye girisini ve hiicreden hiicreye gecisini engelledigini gostermistir (17).
Notralizan antikorlarin iyilesmekte olan normal konak serumlarinda fazla bulunmasi, virusun
yayiliminit engellemekte oldugunu akla getirmektedir (17,49). Transplant hastalar1 ve
gebelerde, zarf glikoproteini gH bolgesine karsi olusan nétralizan antikorlar viral yayilimin
hafif olmasini saglamaktadir (17). Yeni ¢alismalar, gebelere CMV spesifik hiperimmun
globulin uygulamasinin konjenital CMV infeksiyonu ve hastalig1 riskini anlamli oranda
azalttigim1 gostermistir (44,58). Ayrica CMV’ye kars1 annenin antikor yanmit1 diisiik aviditeli
ve zayif notralizan aktiviteye sahip oldugunda anneden bebege viral gegis riski artmaktadir
(44,59).

Sitomegaloviriis proteinleri ile konak doku uygunluk antijenleri arasindaki
molekiiler benzerlik bazi organlarda doku hasarma neden olmaktadir. Viriisiin bizzat
kendisinin bir immunsupresif ajan gibi rol oynayacagi ve ayrica, immun yetmezlikli
hastalarda ve mononiikleozlu kisilerde proliferatif T hiicre cevabim1 baskilayabilecegi

bildirilmektedir (17).
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Sitomegaloviriis, T lenfositlerin hipoaktivasyonuna yol agmasi ile diger firsatgi
patojenlerin siiper infeksiyonlarina neden olmaktadir. Sitomegaloviriis ve Pneumocystis
jirovecii, agir interstisyel pnomonili immun yetmezlikli hastalarda genellikle birlikte
bulunmaktadir. Viriis ayn1 zamanda insan immun yetmezlik viriisii (Human Immundeficiency
Virus: HIV) infeksiyonunu aktive etmekte ve bir kofaktor gibi rol oynamaktadir (25).

Intrauterin CMV gecis mekanizmasi: Viriis uterin dokulara kan ya da genital
yoldan, asendan infeksiyon yolu ile ulasmaktadir (36). Konjenital CMV infeksiyonu annenin
primer infeksiyonundan sonra gelisen viremiyi takiben, plasental infeksiyon ve hematojen
yayilim sonucunda goriilmektedir (21,45). Viriisiin viremik fazda yayilimi lokositlerle
olmaktadir. Viremi (DNA ya da IEmRNA belirlenmesiyle), gebelerde ya da gebe olmayan
immunitesi saglam bireylerde primer infeksiyonu takiben birkag ay saptanabilmektedir
(21,45,60).

Sitomegaloviriisle infekte makrofajlar ve endotelyal hiicreler viriisii fetiise
plasental dolasim ile gegirmektedir (19,21,36,54). Primer infeksiyonu takiben viriisiin fetiise
muhtemel gecis mekanizmalari: (i) infeksiydz viriisii tasiyan maternal l0kositler uterin
endotelyal hiicreleri infekte etmekte, infeksiyonu bitisik sitotrofoblast hiicrelerine, daha sonra
hematojen yayilim ile villoz kor fibroblastlarina ve fetal kapiller hiicrelerine yayilmaktadir,
(1) infekte lokositler sinsityotrofoblast tabakasindaki yariklar sayesinde dogrudan fetal
endotel hiicrelerine ulasmaktadir, (iii) spesifik antikorlarla kaplanan viriis transsitozis ile
sinsityotrofoblast tabakasini gecebilmektedir (21,61).

Gebelikte gecirilen CMV infeksiyonunun 6nemi, gebeligin hangi doneminde
gecirildigi ile iliskilidir. Ozellikle primer CMV infeksiyonu konsepsiyondan oénce ya da
konsepsiyona yakin zamanda edinilmis ise fetiise gecis riski oldukea diisiiktiir (19,21). Viral
atilm erken gebelikte baskilanmakta iken gebeligin ilerlemesiyle artmaktadir (62,63).
Gebeligin ilk iki trimesterinde edinilen infeksiyon benzer oranlara sahip olmakla birlikte
ticlincti trimesterde alinan infeksiyonun fetiise gegis riski en yiiksek seviyeye ¢ikmaktadir.
Gebeligin ilk iki trimesterinde korunma mekanizmalar1 gebeligin ge¢ donemlerine oranla
daha etkindir. Plasenta infeksiyonu, fetal infeksiyon olsa da olmasa da gelismektedir. Plasenta
fetiislin infeksiyondan korunmasinda hem bir bariyer gorevi gormekte hem de infeksiyonun
fetiise gegisinde en 6nemli bolge olmaktadir (19,21).

Sitomegaloviriis infeksiyonunda konjenital ya da perinatal donemde infekte olan

cocuklarda ozgiil lenfo-proliferatif cevap bozuklugu diger hastalara gore daha sik
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goriilmektedir (64,65). Cesitli arastirmalarda, asemptomatik konjenital CMV infeksiyonu olan
bebeklerde, semptomatik infeksiyonu olan bebeklere oranla aktive dogal oldiiriici (NK) ve
sitotoksik T lenfosit (CD8+) hiicrelerinin sayisinin ve etkinliginin artmis oldugu gosterilmistir
(55,65). Baz1 calismalarda, konjenital CMV infeksiyonlu bebeklerde, CMV’ye karsi T
hiicrelerinde  sitokin iiretiminde bozukluk oldugu gosterilirken (65,66), bu goriisii
desteklemeyen ¢aligmalar da mevcuttur (65,67). Bunun sonucu olarak, konjenital infeksiyonlu
bebeklerde, CMV ile infekte eriskinlere ya da daha biiyiik ¢ocuklara oranla, CMV’ye 6zgiil T
hiicre yanitinin daha fazla baskilandigi bildirilmektedir (65).

Konjenital CMV infeksiyonu, annenin primer infeksiyonu ya da rekiirren
infeksiyon sirasinda gelismektedir (25,54). Gebelikte olusan primer infeksiyonun fetal
infeksiyon ile sonuglanma olasiligi %30-50 iken, rekiirren infeksiyonda bu oran %2’ye
diismektedir (54). Gebelik oncesi donemde CMV yoniinden bagisikligi olan ve konjenital
CMV infeksiyonlu bebek doguran annelerin, bu infeksiyonu yeni CMV kokenleri ile
edindikleri, virusun zarf glikoproteinlerine kars1 gelistirdigi 6zgiil antikorlarin gosterilmesiyle
kanitlanmistir (65). Annedeki primer infeksiyonda antiviral immun yanit viriisiin fetiise gegis
aninda baglarken, rekiirren infeksiyonda gecis, hem hiicresel hem hiimoral immun yanit
varhiginda gergeklesmektedir (19,45). Viremi, sadece primer infeksiyonda kuraldir. Immiin
yetmezligi olan hastalarda viremi mevcut iken, immunitesi saglam konaklarin rekiirren

infeksiyonunda saptanamamaktadir(19,68).

Klinik Bulgular

Immun sistemi saglam konaklarda primer CMV infeksiyonunun biiyiik cogunlugu
belirtisiz seyretmektedir. Primer infeksiyonlu gebe kadinlarin %5’inden daha az bir oraninda
semptomlar goriilmekte iken, daha az oranda da mononiikleoz sendromu gelismektedir. Bu
yizden primer CMV infeksiyonu, genellikle sadece klinige dayandirilarak
tanimlanamamaktadir. Gebelerdeki CMV mononiikleozunda ates, servikal adenopati, bogaz
iltihab1, hepatosplenomegali, ve ciltte dokiintiiler gibi major klinik bulgularin yaninda
yorgunluk, basagrisi, miyalji gibi mindr klinik bulgularin da infeksiyon baslangicinin kesin
olarak belirlenmesi agisindan dikkatlice sorgulanmasi gerekmektedir (20).

Gebelerde primer CMV infeksiyonun zamanini bilmek ii¢ nedenden dolayi
onemlidir. Birincisi, prognozla ilgili olup, infeksiyonun konsepsiyondan once alinmasi,

gebelik sirasinda alimmasindan daha diisiik fetal hasar riskine sahiptir. ikincisi, prenatal
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taniyla ilgili olup yanlis negatif sonuglar1 azaltmak i¢in infeksiyonun baslangicini saptamak
onemlidir. Giinlimiizde en duyarli tekniklerin kullanilmasimna karsin halen yanlis negatif
sonuglar rapor edilebilmektedir. Ugiinciisii ise, gebeligin erken doneminde gegirilen primer

infeksiyon konjenital hastalik olusturma olasiligini arttirmakta olmasidir (19,69).

Konjenital CMV infeksiyonu

Semptomatik konjenital CMV infeksiyonu: Intrauterin dénemde CMV ile infekte
olan bebeklerin yaklasik %10’u dogumda bulgu vermekte iken dogumda asemptomatik olan
bebeklerin yaklasik %10-15’1 dogumdan sonraki ileri donemlerde semptomatik hale
gelmektedirler (8,51,65,70).

Semptomatik konjenital CMV infeksiyonuna “sitomegalik inkliizyon hastaligi”
(ctyomegalic inclusion disease, CID) denmektedir. Intrauterin biiyiime geriligi, sarilik,
hepatosplenomegali, hematolojik bozukluklar (trombositopeni) ve petesi, purpura gibi bazi
kiitanoz belirtilerle seyretmektedir (51,65). Gebeligin ilk iki trimesterinde etkilenen
bebeklerde sik olarak ortaya ¢ikabilen merkezi sinir sistemi tutulumu belirtileri; mikrosefali,
isitme kaybi, ensefalit, inme, apne ya da fokal ndrolojik semptomlardir. Bebeklerin yarisinda
isitme kaybi, %10-20’sinde koryoretinit izlenmektedir (17,41). ilk trimesterde primer
maternal infeksiyon nedeniyle konjenital CMV infeksiyonlu bebeklerin yaklasik %20-
30’unda santral sinir sistemi tutulumu gozlenmektedir. Sonraki trimesterlerde bu oran
diismektedir (71). Isitme kayb1 ve koryoretinit diger organ tutulumu olmadan da tek bagmna
goriilebilmekte ve yasamin ilk yillarinda ilerleyici seyretmektedir (16).

Bazen ciddi trombositopenik purpura, hepatit, pndomoni ve myokardit
kroniklesmekte ve hayati tehdit etmektedir. Konjenital malformasyonlar; erkeklerde inguinal
herni, brakiyal ark anomalileri, anoftalmi, dis minesi defektleri, diafragmatik evantrasyon,
serebellar hipoplazi seklinde gelismektedir. Bununla birlikte bu semptomlar sporadik olup
rastgele olugmaktadir. Bu yiizden CMV’nin normal organogeneze zarar verme gibi
teratojenitesi olduguna dair bir kanit bulunmamaktadir (17,41,70). Konjenital CMV
infeksiyonu ayni zamanda prematurite (% 6 ile % 35 aras1) gibi gelisimsel anomalilere de
neden olabilmektedir (65).

Sitomegaloviriis infeksiyonunun olusturdugu hasar, vakalarin %?20’sinde (tim
konjenital infeksiyonlarin %1°i) ¢ok ciddi seyretmekte ve 6liime neden olmaktadir (17,41).

Semptomatik konjenital CMV infeksiyonu olan bebeklerde 6liim orani, dogumu izleyen ilk
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hafta icerisinde %6-12 arasinda degismekle birlikte yasamin ilk bir yil1 igerisinde %30’lara
kadar yiikselmektedir (65). Merkezi sinir sistemi tutulumunun duyu bozuklugu, 6grenme
giicliigili, mindr motor inkoordinasyon ve emosyonel bozukluk gibi 1liml1 formlar1 daha biiyiik
cocuklarda gortilmektedir (17,41).

Asemptomatik konjenital CMV infeksiyonu: Konjenital CMV infeksiyonlu
bebeklerin %85-90’1 dogumda belirti gostermemektedir Asemptomatik konjenital infeksiyon,
gebelik sirasinda primer ya da sekonder infeksiyon geciren annelerden dogan bebeklerde
goriilmektedir. Yasamin ilk iki-li¢ haftasinda idrar ya da tiikriikten viriis saptanmakta olup,
viriisiin idrarla atilimi yillar boyu devam etmektedir. Asemptomatik konjenital infeksiyonla
dogan cocuklarin %10-15’inden fazlasinda ilerleyici, tek veya cift tarafli isitme kaybi
gelismektedir. Isitme kaybi yasamin ilk ii¢ ayindan sonra saptanmaktadir (17,41). Bu
cocuklarin  %5’inde mikrosefali ve noromiiskiiler defektler, %2’sinde Kkoryoretinit
gelisebilmektedir. Asemptomatik konjenital CMV infeksiyonlu c¢ocuklarda viral yiikiin
belirlenmesinin, isitme kaybinin olup olmayacagini tahmin etmede yararli olabilecegi
bildirilmistir (70). Alt1 ile dokuz yaslarinda siklikla isitme kaybi, minimal beyin harabiyeti,
koryoretinit ve okul adaptasyon giicliigii gibi bulgular goriilebileceginden asemptomatik

bebeklerin ileri yas grubuna kadar izlenmesi gerekmektedir (16).

Perinatal infeksiyon: Sitomegalovirlis, genital sekresyon, anne kanimin
aspirasyonu, anne siitii ile bulasabilmektedir. Perinatal infeksiyon genellikle asemptomatik
olarak seyretmektedir (16,23,51). Bu donemde bulasan infeksiyonun klinik bulgulari arasinda,
hepatosplenomegali, lenfadenopati, hepatit, hemolitik anemi, pndmoni bulunmakta, nérolojik
sekel ya da isitme kayb1 goriilmemektedir (16,23).

Perinatal donemde infekte olmus bebeklerin biiyiik bir kisminda, viriisiin viicuttan
atilim1 aylarca siirmesine karsin akut semptom gelismemektedir. Bu bebeklerde idrar ile
CMV’nin atilimi konjenital infeksiyonlu yenidoganlara gore anlamli olarak daha diistiktiir
(41). Maternal antikorlarin varligina ragmen normal zamaninda dogan bebekler CMV ile
infekte dogabilmektedir. Infeksiyon serviks yoluyla gecmektedir. Yasamin ilk iki ayinda
CMV ile infekte olmus bebeklerde gelisimsel bozukluk olusabilmektedir (24). preterm
bebeklerde yasamin ilk {i¢ aymda gelisen pnémoninin nedeni olarak CMV, sik olarak

saptanmaktadir (41).

21



Postnatal infeksiyon

Normal konak: Cocuk ve yetiskinlerde postnatal CMV infeksiyonu genellikle
belirtisiz seyretmektedir. Bununla birlikte hastalarin %10’da klinik bulgular olusabilmektedir
(16). Yiiksek ates, halsizlik, servikal adenopati ile seyreden, heterofil antikor negatif
mononiikleoz benzeri tablo gelisebilmektedir. Epstein-Barr virlis mononiikleozundan farkli
olarak tonsillofarinjit ve splenomegali goriilmemektedir (16,51). Konjenital infeksiyona zit
olarak igitme kaybi nadirdir. Postnatal infeksiyon gocuklarda otoimmun bozukluk ve Tip-1
Diabetes Mellitus ile de iligkili bulunmustur. Gastrointestinal sistem tutulumu, pndmoni,
myokardit, perikardit, hemolitik anemi, trombositopeni, artrit, “Guillan-Barre Sendromu” ve
meningoensefalit gibi diger komplikasyonlar nadir olarak goriilmektedir (17,41). Son yillarda
CMV’nin, ateroskleroz (16,51), posttransplantal vaskiiler skleroz ve malignensilerin
patogenezinde bir kofaktor gibi rol aldig: diisiiniilmektedir (51).

Immiin yetmezlikli hastalar: Immiin yetmezlikli hastalarda, normal konaklara
gore sistemik hastalik, organ hasari ve mortalite daha sik goriilmektedir (17). Solid organ
transplantasyonu yapilan hastalarda CMV infeksiyonu; seronegatif alictya CMV pozitif kan
ya da organ nakli yapildiginda (primer infeksiyon) ya da CMV pozitif alictda immunsupresif
tedavi nedeniyle latent infeksiyonun aktivasyonu (reaktivasyon) seklinde gelismektedir (16).
Transplantasyondan sonra en Onemli risk faktorli, viral replikasyonun sinirlanamamasi
nedeniyle gelisen primer CMV infeksiyonudur. Seropozitif alicilarda gelisen sekonder CMV
infeksiyonu asemptomatik ya da hafif seyretmektedir. Seronegatif alicilar, seropozitif organ
nakli yapildiginda en biiyiik risk grubunu olusturmaktadir (16,72). Viriis reaktivasyonuna
neden olan etkenler, kullanilan immunsupresif ajanlar (16) ve alicida gelisen doku reddi (graft
versus host) reaksiyonudur (16,73). Hastalik baslangigta transplante edilen organda lokalize
kalirken daha sonra sistemik olarak yayilarak pndmoni, enterit, hepatit, retinit ve santral sinir
sistemi tutulumuna neden olmaktadir (16).

Sitomegaloviriis infeksiyon insidansi, akciger ve kalp-akciger alicilarinda %50-
80, pankreas ve bobrek-pankreas alicilarinda %50, bobrek, karaciger ve kalp alicilarinda %8-
35°dir (28).

Sitomegaloviriis infeksiyonu AIDS hastalarinda kolit, ensefalit, pndmoni veya
dort-alt1 ay i¢inde korliikkle sonuglanan ilerleyici retinite neden olabilmektedir. Kanser
kemoterapisi ve immunsupresif tedavi alan immun yetmezlikli hastalar da CMV infeksiyonu

agisindan ciddi risk altindadirlar (17).
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Epidemiyoloji

Sitomegalovirus tiim diinyada yaygin olarak bulunabilen ve her yastan insanlari
infekte edebilen bir viristiir (28). Genel populasyonda seroprevalans, sosyoekonomik
duruma, hastanin yasma ve tlkelere gore farklilik gostermekte ve %40-100 arasinda
degismektedir (3,74). Gelismekte olan iilkelerde viriisle karsilagsma, genellikle yasamin erken
donemlerinde olmakta ve seroprevalans %100’e yaklagsmaktadir. Gelismis tlkelerde ise orta
tist sosyoekonomik seviyedeki geng¢ yetigskinlerde %50’nin altindadir. Bu durum, gebelik
oncesi seronegatif olan kadinlarin gebeliklerinde primer CMV infeksiyonu gegirmesi ve
konjenital infeksiyonlu bebek dogurma risklerinin yiiksek olmasi agisindan Onemli
goriinmektedir (51).

Seroprevalans ¢aligmalarinda; infeksiyonun erken ¢ocukluk doneminde ve cinsel
aktivitenin artmasina paralel olarak reprodiiktif donemde pik yaptig1 bildirilmektedir Ancak
tilkemizde yapilan bir ¢calismada; yurtdisi verilerinden farkli olarak infeksiyonun yedi yasinda
pik yaptigi, infeksiyonun sikliginda cinsel aktivite artigina paralel bir degisiklik olmadigi
saptanmistir. Ayn1 ¢alismada toplumda ve fertil donemdeki kadinlarda seroprevalans oranlari
strast ile; %93.6 ve %97.4 olarak bildirilmistir (42).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde her yil, tim yenidoganlarin %1’i CMV
ile infekte dogmaktadir (17,25,70). ABD ve Ingiltere’de seropozitiflik oran1 %20’nin altinda
iken Afrika ve Asya’da okul 6ncesi ¢ocuk yas grubundakilerin g¢ogu seropozitiftir (75,76).
Konjenital infeksiyonlu bebek dogurma orani, geng yasta bebek doguranlarda, ¢ok esli
olanlarda ve siyah irkta artmaktadir (75,77). Israil’de dogurgan yas grubundaki kadinlarda
CMV seroprevalansi yaklasik %85°tir (75). Ulkemizde de seroprevalans oranlari yiiksek
bulunmaktadir (78-80). Tablo II’de bazi iilkelerdeki dogurganlik yasindaki kadinlarda CMV

IgG antikor prevalans oranlari gosterilmistir (29).
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Tablo II. Dogurganlik yasindaki kadinlarda CMV antikor prevalansi

Ulkeler CMV-IgG (+)
(%)
Kore 96
Tiirkiye 99
ABD 94-77
Japonya 95
Brezilya 67
Finlandiya 71
Italya 77
Fransa 52
Benin (Afrika) 97

Viriisiin bulagma sekilleri; plasenta yolu, cinsel iligki, kan transfiizyonu, solid
organ ve kemik iligi transplantasyonu ve viriisii yayan kisi ile yakin temastir. Asemptomatik
hastalar viriisiin ana kaynagini olusturmaktadir. Semptomatik ve asemptomatik bireylerde
viriisiin idrar, oral ve genital salgilar ile salinmasi, CMV’nin toplumda yaygin olarak
goriilmesine neden olmaktadir. Bu yolla CMV salinimi siirekli veya tekrarlayan sekillerde
goriilmektedir (25,70,75).

Epidemiyolojik agidan CMV infeksiyonlarinin bulagsmasinin iki énemli donemi
vardir. Birincisi prenatal donemde annenin viremisi varsa transplasental olarak, perinatal
donemde bebegin serviksten gecisi esnasinda, postnatal; emzirme doneminde siit ile ve
bebegin, diger bebekler ve kisilerle yakin temasta olmasi sonucu gergeklesmektedir. Ikinci
donem ise daha ileri yaslarda ozellikle puberte sonrasi dénemdir (25). ik sekilde gegen
infeksiyon tipi, normal term bebeklerde genellikle iyi seyirli iken diisik dogum agirlikli
preterm bebeklerde ciddi seyredebilmektedir (17,51,70,81).

Yenidogan doneminde infekte olmayan bebekler okul dncesi donemde aile i¢i ve
kreslerde viriisii yayan diger ¢ocuklardan temas yoluyla infekte olabilmekte, bu horizontal

gecisle viris diger temas halindeki kisilere de yayilabilmektedir (17,51,70,81). Amerika
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Birlesik Devletleri’nde krese giden ¢ocuklarda CMV infeksiyonunun yillik goriilme orani
%10-20 iken, bu oran gitmeyenlerde %2-5’tir (15).

Adoélesan ve yetiskin donemindeki seksiiel aktivite CMV gegisi igin bir risk
faktorii gibi goriinmektedir (51,70). Tiikriik, servikal sekresyon ve semen yoluyla viriis
bulagsmakta, primer ya da rekiirren infeksiyon meydana gelmektedir (51,75,76).

Virlis hastanelerde kan iriinleri transfiizyonu, kemik iligi ve solid organ
transplantasyonlar1 ile de bulagabilmektedir. Bu nedenle vericilerin CMV agisindan taranmasi
hastalik riskini azaltabilmektedir (17). Kan transfiizyonlarinda graniilositten fakir ya da
sogutularak korunmus kan kullanilmasi, seronegatif vericiden transfiizyon yapilmasi ile kan
yoluyla bulas riski azaltilabilmektedir. Ancak seroprevalansin yiiksek oldugu toplumlarda,
CMYV i¢ermeyen kan iirlinlerinin verilmesi gibi bir ayirima gidilmesine gerek olmadigi da
bildirilmektedir (42). Saglik g¢alisanlarinda, ¢ok sayida tibbi girisim yapmalarina ragmen,

hastalardan gecis konusunda bir kanit bulunmamaktadir (17).

Tam
Sitomegaloviriis infeksiyonunun tanisi klinik ve laboratuar bulgularla birlikte
konulmaktadir. Laboratuvar tanida kullanilan CMV spesifik testler sOyle siralanmaktadir
(3,16,27);
1) Orneklerin direkt incelenmesi
a. Histoloji ve eksfolyatif sitoloji
b. Immiinfloresan testi
c. Antijenemi testi
d. Elektron mikroskobisi incelemesi
e. Molekiiler amplifikasyon
2) Kiiltiir yontemleri
a. Klasik hiicre kiiltiirti
b. Hizl1 hiicre kiiltiirti
3) Serolojik yontemler
a. Enzim isaretli immunosorban (ELISA) testi
b. Lateks agliitinasyon (LA)
c¢. Kompleman fiksasyon (KF)
d. Antikomplementer immunfloresan (AKIF)
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e. immiinofloresan assay (IFA)
f. Radyoimmunoassay (RIA)

Sitomegaloviriis ¢esitli viicut sivilarindan izole edilebilmektedir. Bunlar arasinda
tam kan, idrar, solunum sistemi sekresyonlar1 (tiikriik, bogaz yikama suyu, bronkoalveoler
lavaj (BAL) sivisi), anne siitii, beyin omurilik sivisi (BOS), amniyon sivisi bulunmaktadir
(24). Immiin yetmezligi olan kisilerde, Idkosit kiiltiirlerinin kullanilmasi, 6zellikle
semptomatik CMV infeksiyonunun tanimlanmasinda yararli olmaktadir (20,24). Doku biyopsi
ornekleri ve otopsi doku Ornekleri virus izolasyonu i¢in kullanilabilmektedir. Cocuklarda
CMV  spesifik antikorlarinin  belirlenmesinde, tiikriik Ornegi invaziv bir girisim
gerektirmemesi nedeniyle tercih edilmektedir (24).

Tiim doku ornekleri toplandiktan hemen sonra uygun viral tasima besiyerine
konularak en kisa siirede laboratuvara ulastirilmasi gerekmektedir (2,24). Transport zamani
uzayacak olursa drnek en fazla 48 saat +4°C’de bekletilebilir. Ornegi dondurmak gerekiyorsa
esit hacimde 0.4M sukroz-fosfat soliisyonu eklenmesi viral aktiviteyi korumaya yardimci
olmaktadir. Tiim donmus 6rnekler -60 ya da -80°C’de ya da sivi1 nitrojende saklanabilir. Viriis
infektivitesini -20 °C’de tamamen kaybedebilmektedir (24).

Orneklerin direkt incelenmesi

Histopatolojik inceleme: Akciger ya da diger biopsi 6rneklerinin Wright, Giemsa,
Hemotoksilen-eozin, Papanicolaou boyalar ile histolojik olarak incelemesi infeksiyonunun
organ tutulumunu gostermek icin kullanilmaktadir (24). Diger herpes viriisler de oldugu gibi
boyanmis Orneklerde tipik inkliizyon cisimcikleri goriilebilmektedir. Sitomegaloviriis ile
infekte herhangi bir dokuda bulundugu hiicreyi genisleten bazofilik intraniikleer
inkliizyonlarla karakterize, sitomegalik hiicreler (baykus gozii=owl’s eye) dokularda
goriilebilmektedir (24,82). Bu tipik patolojik bulgu beyin, karaciger, plasenta gibi infekte
olmus bir¢ok dokuda da saptanabilmektedir (62,75).

Sitomegaloviriis  infeksiyonunda histopatolojik  taninin  duyarliligi  viriis
izolasyonundan daha az olmasma karsin duyarlilik, viriis antijenlerini saptamak igin
kullanilan immunohistokimyasal boyalar ve viral niikleik asitleri saptamak i¢in kullanilan in-
situ hibridizasyon ile bir miktar arttirilabilmektedir. Viriis morfolojik degisiklik yapmadan da
dokular1 infekte edebilecegi icin boyle bir durumda CMV infeksiyonu olasiligi

dislanmamalidir. Sitomegaloviriis infeksiyonu tanisinda histopatolojinin 6zgiilliigl yiiksektir.
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Bu yontem ile alinan sonuglar daha ¢ok yenidogan infeksiyonlarinda degerli olmakla birlikte,
virolojik ve serolojik yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir (24,27).

Idrar, tiikriik, anne siitii, servikal sekresyonlar ve CMV ile infekte dokulardan
hazirlanan siirme (degdirme) preparatlarda eksfoliyatif sitolojik testler (EST) kullanilarak
inkliizyon igeren infekte hiicreler gosterilebilmektedir. Bu yontemin 06zgilliigli yiiksek,
duyarliligr disiiktiir. Yalanci negatif sonuglarla siklikla karsilasilmaktadir (24,27). Viris
izolasyon yontemlerinin uygulanamadigi durumlarda EST tanida en yararli yontemdir (24).

Immiinfloresan testi (IFA): Indirekt IFA CMV antikorlarmin kalitatif ve
kantitatif olarak saptanmasinda hizli ve basit olma avantajlart bulunmakla birlikte, floresan
mikroskop ile degerlendirildiginden deneyimli personel gerektirmektedir. Spesifik antikor-
antijen kompleksleri, fluorescein isothicyanate ile konjuge antikor ve floresan mikroskobu
kullanilarak saptanmaktadir (24).

Antijenemi testi: Antijenemi testi, 6zellikle solid organ ve kemik iligi transplant
alicilarinin yanisira AIDS’li hastalarda CMV viremisini belirlemek amaciyla giiniimiizde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu test ciddi CMV infeksiyonlarinin erken tanisinda
kullanilan duyarl, ozgiil ve hizli bir testtir. Test, 1okosit c¢ekirdegindeki matriks
fosfoproteininin (pp65), monoklonal antikorlar kullanilarak immunositokimyasal yontemle
gosterilmesi temeline dayanmaktadir (2,20,24,83). Viriisle infekte hiicrelerin sitoplazmasinda
biriken, bulasicilik 6zelligi olmayan cisimciklerin 6nemli bir bolimii pp65 proteininden
olusmaktadir. Viriis konagi infekte ettiginde olgun CMV pp65 proteini viryon ile taginmakta,
viral proteinler sentez edilmeden once konagin bagisiklik sistemince taninmaktadir (49). Bu
testin kullanimi ile semptomlarin baslamasindan 7-14 giin once viriisiin kendisi ve viral yiik
belirlenebilmekte, asemptomatik infeksiyon ile CMV hastaligi ayirt edilebilmektedir. Ayrica
antiviral tedavinin etkisi izlenebilmektedir. Merkezi sinir sistemi tutulumu olan AIDS
hastalarmin BOS 16kositlerinde CMV saptanabilmektedir. Immiin yetmezlikli hastalarin
endotel hiicrelerinde pp65 proteininin bulunabilmesi nedeniyle, baz1 arastirmacilar tarafindan
bu proteinin organ tutulumu ve ilerlemis hastalikla iligkili oldugu o©ne siiriilmektedir.
Antijenemi testi sonuglart viral DNA miktar1 veya molekiiler amplifikasyon test sonuglari ile
olduk¢a uyumludur (24,26,83).

Antijenemi testinde, kanin dekstranla ¢oktiiriilmesi yontemi (24,84) ile 16kositler
ayrilabilmektedir. Son zamanlarda direkt eritrosit lizis yontemi ile tam kandan 16kositlerin

ayrilmas1 yontemi tanimlanmistir (24,85). Bu yontem testin daha kisa slirmesine ve daha fazla
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ornekle caligilmasina izin vermektedir. Direkt eritrosit lizis yontemi i¢in heparin, etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA), sitratli kan &rnekleri kullanilmaktadir (24,84). Ornekler, +4°C’de
saklanmali, testin duyarlihigi igin 6-8 saat icinde calisilmalidir (24,83,84,86). Pozitif
orneklerde antijen dilizeylerinde 24 saatten sonra diisme saptanmaktadir (24,26).
Sedimentasyonu takiben eritrositler amonyum kloridle hidrolize edilmekte, graniilositler
hemositometre ile sayildiktan sonra bilinen sayidaki hiicreler sitosantrifiije tabi tutulmaktadir.
Bu hiicreler, formaldehit veya paraformaldehitle tespit edildikten sonra, iyonik olmayan
deterjan Nonidet P-40 ile permeabilizasyon yapilip CMV pp65°e karsi uygun monoklonal
antikorlarla boyanmaktadir. Bu islemi, zit boya ile sulandirilan floresan izosiyanat ile
isaretlenmis sekonder antikor ile inkiibasyon izlemektedir (24).

Immiinofloresan boyama, immunperoksidazla isaretleme yonteminden daha
duyarli oldugu i¢in tercih edilebilmektedir. Secilen immun boyama yontemine gore floresan
ya da 1sik mikroskobunda 200-400 biiyiitme ile preparatlar incelenmekte ve pp65 pozitif
hiicreler sayilmaktadir. infekte hiicre cekirdeklerinde homojen elma yesili floresans goriilmesi
ile Pozitif sonu¢ degerlendirmesi yapilmaktadir (24). Sonuglar, genellikle antijen pozitif
hiicrelerin, degerlendirilen tiim 16kositlerin toplam sayisina orani seklinde ifade edilmektedir.
Sitomegaloviriis infeksiyonu ya da hastaliginin izleminde, antiviral tedavinin siiresi ve ilag
direncini belirlemede antijeneminin kantitatif diizeyinin bilinmesi 6nemli olmaktadir (24,83).

Antijenemi testi, CMV hastaliginin asemptomatik infeksiyondan ayrilmasinda
yardimc1 bir testtir. Antijen pozitif hiiceler, semptomatik infeksiyonda, asemptomatik
infeksiyondan daha fazla sayida goriilmektedir (24,87). Yiiksek diizeyde antijenemi saptanan
solid organ alicilarinda semptomatik CMV infeksiyonu gelisme riski fazladir. Viral yiik
ozellikle kalp ve karaciger alicilarinda, bobrek alicilarindan daha yiiksektir (83,84). Agir
immun yetmezligi olan hastalarda antijen pozitif hiicrelerin az sayida olmasi bile anlamlidir
(24).

Antijenemi testi klasik ve hizli hiicre kiiltiirleri ile karsilastirildiginda, daha
duyarli ve daha 6zgiil olup, erken tanida daha kisa siirede sonug¢ vermektedir (16,20,24,26).
Ayrica ciddi CMV hastaligr i¢in riskli hastalarin izleminde de kullanilabilmektedir. Bu testin
dezavantajlari; zaman alic1 olusu, islemi baslatmak i¢in ¢ok sayida 6rnek ve deneyimli
personel gerektirmesidir (20,24,26).

Cok sayida 6rnek gelen laboratuvarlarda antijenemi testinde otomasyon saglamak

ve testin subjektivitesini ortadan kaldirmak i¢in flow-sitometri uygulanmaktadir. Solid organ,
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kok hiicre ve kemik iligi 6rneklerinden elde edilen lokositlerde flow-sitometri ile pp65
antijenine karsi olusan antikorlar, diger CMV antijenleri ile karsilastirildiginda daha fazla
sayida infekte 16kositleri belirleyebilmektedir (83). Flow-sitometri ile yapilan pp65 antijenemi
testi ile elde edilen sonuglar, shell-vial yontemine gore kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ve mikroskobi ile daha uyumlu bulunmustur (83,88). Bu nedenle flow-sitometri ile
yapilan pp65 antijenemi testinin CMV hastaligimin belirlenmesinde ve izlenmesinde
kullanilabilecegi 6nerilmektedir (83).

Elektron mikroskobik (EM) inceleme: Elektron mikroskobisi ile incelemede,
infekte bebeklerden alinan idrar, tiikriik gibi viicut sekresyonlart ve doku Ornekleri
kullanilmaktadir. Viriisin titresi 10 PFU/ml’den az oldugunda yontemin duyarhihig:
azalmaktadir. Kisa siirede sonug¢ alinmasi, uzun siire saklanmis 6rneklerde de ¢alisilabilmesi
gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Duyarlilig1 %95 bulunmakla birlikte, diger herpes viriislerle
karistirilabilmektedir (24,89).

Molekiiler Yontemler: Molekiiler yontemlerden polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR), CMV infeksiyonlarinin tanisinda yaygin olarak kullanilmaktadir (24,90). Bu yontem
ile hastalardan alinan c¢esitli Orneklerde virusa ait DNA ve mRNA c¢ogaltilmaktadir
(24,91,92). Klinik tanida en yaygin olarak kullanilan PZR temelli yaklagimlardan biri iki
amplifikasyon asamasindan olusan nested yoOntemi, digeri prob hibridizasyon temelli
yontemdir. Ikinci ydntem standardize olmasi, daha kolay uygulanmasi ve daha az oranda
kontaminasyon riski tagimasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir (93).

Polimeraz zincir reaksiyonu yonteminde, hedef bolge olarak CMV’nin IE antijen
geni, major IE antijen geni, gB ve gH, Eco RI D fragmani, Hind III X fragmani, pp65, pp67
ve major kapsid protein gen fragmanlar1 kullanilmaktadir (24,91,92). Polimeraz zincir
reaksiyonu yonteminin duyarliligi, en erken ve ge¢ CMV genlerinin her ikisinin
amplifikasyonu ile ya da tek gen fragmanma nested PZR uygulanarak arttirtlmistir (24).
Polimeraz zincir reaksiyonu yoOnteminde, yalanci pozitif sonuglarin yanisira, Orneklerin
yetersiz niikleik asit igermesi ya da bazi1 6rneklerde inhibitorlerin bulunmasindan kaynaklanan
yalanci negatif sonuglarla da karsilagilabilmektedir (17).

Polimeraz zincir reaksiyonu, organ transplant alicilarinin, AIDS’li hastalarin ve
konjenital infeksiyonlu infantlarin ¢esitli klinik 6rneklerine uygulanabilmektedir. Bu yontem,
aktif hastaligi tamimlamada ya da latent infeksiyondan ayirt etmede kullanilmaktadir (24).

Ayrica immun yetmezlikli hastalarin izlenmesinde ve antiviral tedavi etkinligini
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degerlendirmede de kullanilmaktadir (68,94). Sitomegaloviriis infeksiyonunda vireminin
gosterilmesi onemlidir, viriisin DNA’s1, periferik kan l6kositlerinde, plazma ve serumda
kolayca tespit edilebilmektedir (84,94). Sitomegaloviriis infeksiyon bulgusu olmayan
vakalarda CMV DNA kanda saptanabilmesinin yanisira ve tedavi goren hastalarin kaninda
haftalar hatta aylar boyunca belirlenebilmektedir (24).

Sitomegaloviriis infeksiyonu tanisinda ve tedavinin izlenmesinde kalitatif yerine
kantitatif PZR yapilmas1 gerekliligi nedeniyle kanda CMV DNA seviyelerini izlemek igin,
kantitatif ve semikantitatif molekiiler yontemler gelistirilmistir. Bunlar arasinda hedef ve
dallanmis zincir DNA ve “hibrid capture” yontemleri gibi sinyal amplifikasyon yontemlerini
kapsayan konvansiyonel ve “real time“(RT) kantitatif PZR yontemleri bulunmaktadir. “Hibrid
capture” yonteminde periferik kandaki PMNL’den elde edilen DNA denatiire edildikten
sonra, CMV RNA probu ile DNA-RNA hibridleri olusturulmakta ve bu hibridlere karsi
antikorla kapl tiiplere aktarilarak yakalama igslemi yapilmaktadir. Kemiliiminator kullanilarak
okutma sonrasinda Sonuglar pg/mL olarak verilmektedir (20,24). Hizli hiicre kiiltiirleri,
konvansiyonel hiicre kiiltiirleri ve antijenemi testi ile Karsilastirma calismalarinda “hibrid
capture” yonteminin uyum oranlart %83-%86 olarak bildirilmektedir (24,83,95,96).
Dallanmig DNA (branched DNA, bDNA) yonteminde; BOS, serum, periferik kandaki
PMNL’lerde bulunan CMV’a ait DNA kantitatif olarak 6l¢iilebilmektedir. Bu yontem, bDNA
molekiilleri 6rnekteki DNA molekiilleri ile birlesip, multimerlerinin sinyal iiretmesi ve bu
sinyallerin dl¢lilmesi temeline dayanmaktadir. Kemiliiminator kullanilarak okutma sonrasinda
sonuglar mEq/mL olarak verilmektedir. Bu yontemin duyarlilig1 %95, 6zgilligi %94 olarak
bildirilmistir (20).

Kantitatif testlerin kullanimina alternatif olarak; yalnizca aktif infeksiyon
sirasinda eksprese edilen spesifik CMV mRNA transkriptlerinin revers transkriptaz PZR
yontemleri kullanilarak Kalitatif amplifikasyonunu ile, semptomatik infeksiyon gelisebilecek
yiiksek riskli hastalarin belirlenmesi miimkiin olabilmektedir. Ayrica ticari olarak niikleik asit
sekans bazli amplifikasyon testleri gelistirilmistir. Bu yontem mRNA’y1 hedefledigi i¢in diger
molekiiler yontemlerden farkhidir, tek zincirli RNA spesifik diziliminin direkt izotermal
amplifikasyonuna olanak tanimaktadir. Bu yontem sadece viral replikasyon sirasinda pozitif
sonug vermektedir (83). Bu testle 16kositlerde ve BOS 6rneklerinde ge¢ pp67 mRNA ve CMV

en erken antijeni degerlendirilebilmektedir. Sitomegaloviriis mRNA’y1 saptamak igin
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kullanilan testler diger yontemlere gore daha az duyarli olmasia karsin CMV infeksiyonu

tanisi i¢in yliksek 6zgiilliige sahiptir (24).

Hiicre kiiltiir yontemleri

Klasik hiicre kiiltiirti, onceki yillarda CMV infeksiyonlarinin tanisinda altin
standart kabul edilmesine karsin, viriisiin tiredigi hiicrelerin kisitli olmasi ve replikasyonunun
yavas olmasi, erken tanida bu yontemi yetersiz kilmaktadir. Ayrica 6zel ekipman ve altyapi
gerektiren bu yontemin duyarliligi da goreceli olarak daha diisiiktiir. Viral kiiltiirlerin pozitif
olmasi, CMV hastalig1 gelisme riski ile daima iligkili olmadigi bildirilmektedir (97,98).
Gliniimiizde molekiiler virolojik teknikler, hizla gelismeleri ve tani1 alaninda olduk¢a yaygin
kullanimlari nedenleri ile kiiltiir yontemlerinin yerini almistir(98).

Kiiltiir yontemleri, immunitesi baskilanmis kisilerde CMV hastaligi tanisinda tek
basina kullanigli olmamaktadir. Ancak yenidoganlarin tiikkriik ya da idrarindan CMV
izolasyonu konjenital CMV infeksiyonu tanisinda halen kullanilmaktadir. (83).

Konvansiyonel hiicre kiiltiirii: Insan fibroblastlart CMV’yi {iretmek igin en iyi
ortamlardir. Fibroblast kiiltiirleri, insan embriyonik akciger dokusundan veya siinnet
derisinden hazirlanarak elde edilmektedir. Insan fetal akciger hiicrelerinin seri pasajlarindan
hazirlanmig WI-38, MRC-5, IMR-90 gibi diploid hiicre kiiltiirleri de kullanilabilmektedir
(24,29,83). Diploid fibroblast hiicre kiiltiirleri, hiicre jenerasyonlar1 arttikca CMV
infeksiyonuna daha az duyarli hale gelebileceginden az sayida pasajlanarak kullanilmalidir.
Ticari olarak hazir hiicre kiiltiirleri mevcuttur (24). Sitomegaloviriis bazi insan epitel
hiicrelerinde de ¢ogalabilmektedir ancak bu hiicrelerde iiremesi sinirhidir (24,41). Viriis insan
dis1 hiicrelerde de infeksiyon yapabilmekte ancak sadece erken gen iiriinlerinin ekpresyonu ile
karakterize verimsiz bir replikasyon gergeklesmektedir. (24).

Kiiltiir yontemleri ile viriis, idrar, kan, bogaz ¢alkant1 suyu ve tiikriik gibi bircok
ornekten izole edilebilmektedir (24,83). Sitomegaloviriis infeksiyonu tanisinda sik olarak
kullanilan 6rneklerden biri idrar 6rnekleridir. Hiicre kiiltiirlerinde toksisiteyi azaltmak igin
idrar orneklerinin pH 7°de 0.1 N NaOH veya 0.1 N HCI ile muamelesi tavsiye edilmektedir.
Periferik kan Iokositlerini toplamak i¢in “Ficoll-Hypaque” ya da “sodium metrizoate” ile
dekstran 500 (PMN; Robbins Scientific, Sunnyvale, Calif.) karisimi1 kullanilmaktadir (24).

Hasta ornekleri, igerisinde %2 fetal sigir serumu i¢eren“Eagle minimal essential

medium (EMEM)” besiyeri olan fibroblast hiicrelerinin bulundugu iki tipe 0.2 ml
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eklenmektedir (24,99). Ornek bulunan tiiplerdeki besiyeri 24 saat sonra degistirilir, daha sonra
haftada bir ve kiiltliriin pH’1 farklilagtiginda degistirilir. Hiicreler %0.25 tripsin-%0.1 EDTA
eklenerek bir dakika 37°C’de inkiibe edilip, hiicreler kaldirilip %2 fetal sigir serumlu EMEM
eklenen yeni tiiplere inokule edilir (24).

Kiiltiirde tani, virlisiin tiremesi sirasinda meydana getirdigi sitopatik etkinin (CPE)
goriilmesi ile konmaktadir (100,101). Sitopatik etki olusup olugmadigint kontrol etmek i¢in
tipler ilk bes giinde her giin, sonra en az dort hafta boyunca haftada iki kez incelenir.
Sitopatik etkinin goriilme zaman1 klinik 6rneklerdeki viriis miktar ile iliskilidir. Kiltiirdeki
sitopatik degisiklikler, genellikle ilk haftada gelismekte ve hiicreler genis, yuvarlak, refraktil
seklinde goriilmektedir (24).

Adenovirus, Varicella Zoster viriisii de hiicre kiiltiirinde CMV gibi CPE
olusturabilmektedir(24).

Hizli hiicre kiiltiirii: Konvansiyonel hiicre kiiltiirii zaman alic1 oldugundan son
yillarda daha kisa siirede sonu¢ veren yontemlerden “shell-vial” hizli hiicre kiltiiri yontemi
gelistirilmistir. Bu yontem diisiik hizda santrifiijden sonra, hiicre kiiltlirlinde viriisiin
cogaltilmasi ve CPE gelismeden dnce CMV replikasyonunun erken déneminde olusan viral
antijenlerin saptanmasi temeline dayanmaktadir (2,19,24,102). Bu yontemle 6rneklerde viriis
titresi diisiik olsa bile kolayca ¢ogaltilabilmekte ve 24 saat icinde saptanabilmektedir (19,24).
Yapilan bir ¢alismada “shell-vial” yonteminin CMV belirlemede duyarliliginin %84,6, klasik
hiicre kiiltiiriiniin ise %69,2 oraninda oldugu bulunmustur (83,103).

“Shell-vial” yonteminde MRC-5 (insan fetal akciger fibroblast) hiicreleri, 12 mm
capl lamel igeren 6zel siselerde tek tabaka halinde iretilerek, lizerine 0.2 ml 6rnek inokule
edilir (24). Tek tabaka hiicrelerin 6nceden dexamethasone, dimethyl sulfoxide ya da bunlarla
birlikte Ca™ ile muamele edilmesi hiicrelerin CMV’ye karsi duyarliligmi arttirabilmektedir
(24,104). Kanda “shell-vial” yontemi kullanilmadan Once sonikasyonla 16kositlerin
parcalanmast CMV saptamanin duyarlilig1 arttirmaktadir (24). Inokulasyondan sonra siseler
25°C’de 700 g’de 40 dakika santrifiij edilir ve %2 fetal sigir serumu ve antibiyotik igeren
EMEM’den 2 ml eklenir. Kiiltiirler 37°C’de 16-24 saat inkiibe edilir, asetonla tespit edilir ve
boyanir (24,99). Inkiibasyon zamam her laboratuvara gore degisiklik gdstermektedir.
Boyamada Evans mavisi zit boya olarak kullanilmaktadir. Sitomegaloviriis pozitif hiicreler

kirmiz1 sitoplazma icinde elma yesili floresan gostermektedir (24).
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Shell-vial yonteminde MRC-5 hiicrelerinin yani sira mink akciger (ML) hiicreleri
de kullanilabilmektedir. Bu hiicrelerin avantaji; duyarliligin  azalmadan uzun siire
pasajlanabilmesi, CMV pozitif hiicre sayisinin artmasma ve toksisitede azalmaya neden
olmasidir (24).

Shell-vial yontemi konvansiyonel viriis izolasyonunun giiglii bir tamamlayicisidir.

Hizli, duyarli ve spesifik bir yontemdir (101).

Serolojik yontemler

Anti CMV antikorlarin1 saptamak i¢in IFA, ACIF, CF, LA, RIA ve ELISA gibi
birgok serolojik yontem bulunmaktadir. Enzim isaretli immunsorbant yontemi hizli, duyarl
ve 0Ozgiil olmasiyla IgM ve IgG’yi tek basina saptamada diger testlerin yerini fazlasiyla
almistir. (83).

Immiinitesi saglam kisilerde eski ve yeni CMV infeksiyonunun serolojik olarak
tespiti, viruse spesifik IgM ve IgG antikorlarinin saptanmasina dayanmaktadir (10,102). 19G
antikorlarinin saptanmast CMV ile oOnceden karsilagildigini ve latent virus varligini
gostermekte iken farkli bir susla siiperinfeksiyon veya latent virus reaktivasyonundan
korunuldugunu gostermemektedir. Bu ylizden CMV IgG testinin klinik kullanimdaki yarari
tamamen smirhdir. Ozellikle gebe kadinlarda primer infeksiyonda gelisen serokonversiyonu
gostermede yararhidir (10,26,41). Primer infeksiyon, ardi ardina yapilan iki serolojik test
arasindaki siirede IgG antikorlarinin negatif iken pozitiflesmesiyle (serokonversiyon)
anlasilmaktadir. Spesifik IgM cevabi, yeni bir primer infeksiyonun gostermekle birlikte
giivenilir olmayip ek testlerle dogrulanmalidir. Sitomegaloviriis IgM testinde yalanci negatif
ve yalanci pozitif sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir (19).

“Enzyme-linked Immunosorbent Assay” (ELISA): Bu yontem duyarli, 6zgiil ve
hizli bir test olmast yani sira bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Ticari ELISA Kitlerinde
kullanilan antijenler, hiicre kiiltiiriinden (embriyonik insan fibroblast kiiltiirlerinden ekstrakte
edilen kompleks CMV viryonu kullanilarak) elde edilen viral lizatlardan hazirlanmaktadir. Bu
antijenler hiicresel proteinlerle kontamine olmasi nedeniyle testin duyarliligini ve 6zgiilliigiinii
etkilemektedir. Son zamanlarda viryon ekstraktlar1 yerine sentetik peptidler ve rekombinan
proteinlerin kullanilmasi testin standardizasyonu saglamakta, duyarlilik ve ozgilligi de
artirmaktadir (83,102).
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Sitomegaloviriis IgM antikoru ile etkilesen antijenler, yapisal olan pp150, pp65 ve
pp38 (pUL32, pUL83 ve pUL80a) ve yapisal olmayan pp52 ve pp130 (pUL44 ve pUL57)
proteinleridir. Primer CMV infeksiyonunda 6zellikle pp130 proteininin dominant IgM antijeni
olmasi nedeniyle tanida diger proteinlerden duyarlilik ve 6zgiilliik acisindan daha degerli
oldugu belirtilmektedir. Rekombinan proteinlerin kullanildigi ELISA yonteminin duyarlilig
%100, 6zgiilliigii %98.6 olarak bildirilmektedir (19).

IgM indirekt ELISA’nin yerini, solid fazda IgM antikorlarin selektif baglanmasini
temel alan IgM capture ELISA almistir. Bu yontemde serum 6rneklerindeki IgM’1 baglamak
icin anti-human IgM antikoru ile kapl solid faz kullanilmakta, baglanmayan IgG antikorlar1
ve immunkompleksler yikama ile uzaklagtirilmaktadir (24). Capture ELISA’da IgM-RF’nin
solid fazda anti-IgM baglayic1 bolgeler igin viral IgM ile yarismaya girmesi hatali sonuglara
neden olmaktadir. Yanls pozitif sonuclara sadece RF’nin varligi degil ayni zamanda
beraberinde 1gG-antiniikleer antikorlarin bulunmasi da neden olmaktadir. Capture ELISA’da
yanlig pozitif sonuc¢larin engellenmesi i¢in, IgG fraksiyonu yerine spesifik antikorun isaretli
F(ab’), fragmani kullanilmaktadir (19). Yanlhs pozitif sonuclar, hasta serumunda
otoantikorlarin varligi ya da diger herpesviriislerle ortak proteinlerin ¢apraz reaksiyonu
nedeniyle olusabilmektedir (83,102).

Pozitif IgM sonuclarimin degerlendirilmesi: Immiinglobulin M antikor cevabi
immunitesi normal ya da baskilanmis bireylerde primer infeksiyonu gostermektedir. Immiin
yetmezlikli bireylerde rekiirren infeksiyonu da gosterebilmektedir. Gebelerde IgM pozitifligi,
primer infeksiyonun akut ve konvelesan donemi yani sira IgM persistansi gibi farkli klinik
durumlar da gosterebilmektedir. Immiinglobulin M seviyeleri infeksiyon baslangicindan
sonraki ilk bir-ii¢ ayda en yiiksek degere ulasmakta (akut ya da erken donem) daha sonra
giderek azalmaktadir (konvelesan ya da ge¢ donem). Baz1 ¢aligsmalarda bir yildan uzun siirede
pozitif kaldig1 gosterilmistir (19,105,106).

Yenidoganda serumda IgM’in saptanmasi, IgM plasentayr gecemediginden,
konjenital CMV infeksiyonu ag¢isindan tanisal deger tasimaktadir. Ancak bazi yenidoganlarda
immun sistemin immatiir olabilecegi de g6z Oniinde bulundurulmalidir. Daha biiyiik
cocuklarda ve yetiskinlerde IgM antikorlar1 primer infeksiyonu takiben iki yila kadar kanda
saptanabilmekte veya reaktive CMV infeksiyonunda belirlenebilmektedir. Epstein-Barr virus
ve Parvoviriis B19 ile infeksiyonlarina bagli heterotipik IgM yanit1 sirasinda IgM’in yanlig

pozitif sonuglanmasina neden olabilmektedir (83,106).
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Immiinoglobulin G avidite testi: Immiinglobulin G avidite testi, CMV
infeksiyonunun primer olup olmadigini ayirt etmek i¢in yapilan serolojik bir testtir (106).

Avidite indeksi, iire gibi denatiire edici ajanlarla isleme giren antijenin IgG’ye
baglanma oranin1 gostermektedir. Yiiksek IgM seviyesi ve diisiik avidite indeksi primer CMV
infeksiyonun yeni (li¢ aydan daha kisa silirede) gecirilen bir infeksiyon oldugunu
gostermektedir (19). Gebeligin ilk trimestrinda %65 iizerinde bulunan avidite indeksi, son {i¢
aydan daha once gecirilmis infeksiyonun gostergesi olarak diisiiniilmelidir. Disiik avidite
indeksine (<%50) sahip gebelerde konjenital CMV infeksiyon riski bulunmaktadir (19).
Avidite testinin duyarlilig1 infekte fetiis/yenidoganda %100 olup, gebeligin 16-18. haftasindan
once yapildiginda infekte fetlise sahip tim gebeler belirlenebilmektedir. Gebeligin 20.
haftasindan sonra yapilan testte, duyarlilik oldukga (%62.5) diismektedir (19,106). Kuskulu
avidite sonuglarinda testin iki hafta sonra CMV IgG testi ile birlikte tekrarlanmasi sonuglarin
daha dogru yorumlanmasini saglamaktadir. (14,107).

Ayrica maternal CMV infeksiyonu siiphesinde izlenebilecek tani yontemleri Sekil

1’de gosterilmektedir.
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Sekil I. Gebelerin CMV infeksiyonlari agisindan taranmalari ve izlemleri (80).

Lazeks agliitinasyon testi: Lateks agliitinasyon testi, basit ve hizli bir test olup,
ozellikle kan dondrlerinin immun durumlarmin belirlenmesinde yardimcidir. Viral antijenlerle
kapl bir lateks partikiil slispansiyonu test serumu ile karistirilir ve gevrilerek kisa siire inkiibe
edilir. Spesifik antikor varliginda olusan agliitinasyon gozle goriilebilmektedir. Ancak 1gG ve
IgM antikorlar1 arasinda ayrim yapilamamasi ve sonuglarin subjektif olmasi gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir (24,83). Son zamanlarda gelistirilen, eritrositlerin kullanildigi

lateks agliitinasyon testi yanlis pozitif sonuclarin azaltilmasi yoniinden @imit vermektedir

(108).
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Kompleman fiksasyon (KF) testi: Kompleman fiksasyon testi, antikor
titrelerindeki artisin saptanmasi i¢in uygun bir yontem olmakla birlikte yalanci sonuglar ile
nadiren karsilasilmaktadir (24,100). Bu test i¢in antijen sec¢imi, onemli olup glisin ile kaplh
antijenlerle yapilan CF testi en duyarl testtir. Bu yontemin, 6rneklerin %10’unda goriilen
antikomplementer aktivite gibi dezavantajinin varligi nedeniyle rutin tanisal amagl testlerde
yerine, ELISA ve LA testi 6nerilmektedir (3,24).

Immiinfloresan antikor (IFA) testi: Bu testte lama tespit edilen viriisle infekte
hiicreler test serumu diliisyonlar: ile inkiibe edilir. Spesifik antijen antikor kompleksleri
florescein izotiyosiyanat ile konjuge antikor ve floresan mikroskobu kullanilarak
saptanmaktadir. Antikompleman immunfloresan testine gére daha hizli sonug veren bir test
olmakla birlikte, uygulamasi: daha zordur. Fibroblastlarin CMV infeksiyonu, virilis ve viriis
dist IgG antikorlarin1 baglayan sitoplazmik Fc reseptorlerinin sayisini arttirmasi nedeniyle
0zgll olmayan sitoplazmik floresan olusturmaktadir (3,24).

Antikompleman immunfloresan (AKIF) testi: Bu yontem indirekt IFA yontemi
ile benzerdir, farkli olarak, serum 6nce endojen kompleman aktivitesini uzaklastirmak igin 1s1
ile inaktive edildikten sonra lamlardaki viriisle infekte hiicrelerle inkiibe edilmektedir. CF
yontemine gore daha kisa siirede sonu¢ vermektedir. Glinliikk calisilan 6rnek sayisinin az
olmasi, zaman alic1 olmasi, floresan mikroskoba ihtiyag duyulmas: ve deneyimli personel
gerektirmesi gibi baz1 dezavantajlari bulunmaktadir (24).

Radyoimmun assay (RIA) testi: Bu yontem, konjenital CMV infeksiyonunu
belirlemede, viral izolasyonla karsilastirildiginda %90 oraninda uyum gostermektedir. Pahali
bir yontem olmasi, radyoaktif maddelerin kullanilmasi, kullanilan problarin raf émiirlerinin

kisa olmasi ve hazir ticari kitlerin mevcut olmamasi kullanimini sinirlamaktadir (109).

Genotiplendirme: Sitomegaloviriis genomunda ¢esitli degisken bdlgeler
kodlanmaktadir (109,110). Insanlarda CMV’nin genetik olarak farkli birgok kokeni
dolasmaktadir. Immiin yetmezlikli bireylerde infeksiyonun virulansi, patojenitesi, Seyri ve
siddeti CMV kokenleri arasindaki gesitlilige baglanmaktadir. Son ¢alismalarda, birden ¢cok gB
genotipini barindiran CMV infeksiyonunun, hastaligin ciddiyeti ile iliskili olabilecegi
gosterilmistir(110). Sitomegaloviriis gen iiriinlerinin polimorfizmini saptamak i¢in ¢aligmalar,
zarf glikoproteinleri gibi, ndtralizan antikorlarin ana hedefi olan yiizey proteinlerine

odaklanmuistir (111).
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Sitomegaloviriis genomu c¢ogunlugu gB, gH, gN (111) ’den olusan sayisiz
glikoprotein kodlamasi nedeniyle bu genler CMV genotiplendirilmesinde kullanilmaktadir.
En sik kullanilan gB glikoproteinidir. Dort adet major gB (gB1-gB4) genotipi bulunmaktadir
(110).

Tedavi

Antiviral ilaglar: Antiviral ilaglar, CMV infeksiyonunun proflaktik ve pre-emptif
tedavisinde kullanilmaktadir (112,113).

Sitomegaloviriis infeksiyonlarinin tedavisinde mevcut tedavi segenekleri sinirhidir.
Etkili antiviral ajanlar ganciclovir (GCV), valganciclovir, cidofovir, foskarnet ve fomivirsen
olarak bilinmektedir (10,36). Bu ilaglar bir¢ok hastada klinik diizelme saglamakla birlikte oral
yoldan kotli emilimleri, diisiik etki giiclinde olmalari, zamanla olusan diren¢ gelisimi, doza
bagimli yan etkileri bulunmasi ve hospitalizasyona ihtiya¢ duyulmasi gibi bazi1 dezavantajlar
mevcuttur (10,112). Gansiklovir, viral DNA polimeraz (UL54)’in kompetatif inhibitoriidiir.
Damar i¢i yolla uygulanmaktadir. Oral formlarinin immun yetmezlikli hastalarda proflaksi
icin etkili oldugu goriilmiistiir (10,26). Doz kisitlayict yan etkisi olan ndtropenidir ve UL97,
UL54 gen mutasyonlarindan dolayt GCV’ye direngli kdkenler mevcuttur (10,19,42,114).
Semptomatik konjenital CMV hastaligi tedavisinde GCV hakkinda az sayida olguda
denenmesine karsin klinik olarak yarali oldugu ileri siiriilmektedir. Oral ve intravenéz GCV
proflaksi rejiminin kemik iligi ve solid organ transplant alicilarinda ve AIDS hastalarinda
CMV infeksiyonunun olusumunu azalttigi bircok calismada gosterilmistir. Kemik iligi ve
solid organ transplant alicilarinda veya gereksiz yere proflaktik tedaviden kaginmak i¢in
intraven6z GCV ile preemptif tedavi, CMV infeksiyonunun siddetini ve insidansin1 azaltmada
basarili bulunmustur. Gansiklovirin oral emiliminin diisik olmasi, ilaca direngli virusun
ortaya ¢ikma potansiyelini arttirabileceginden, oral emilimi daha iyi olan valgansiklovir
alternatif secenek olarak umut verici goriinmektedir (26). Gansiklovirin L-valil esteri olan
valgansiklovir, hizla GCV’ye donlismektedir. Valgansiklovirin emilimi fazladir ve bunun
sonucunda oral biyoararlanimi artmistir (24,112). Diger bir niikleozid analogu Cidofovir,
CMV DNA polimerazin kompetitif inhibitoriidiir. Gansiklovir ve cidofovir, ayni hedefi
(UL54) kullandiklar i¢in aralarinda g¢apraz direng gelisebilmektedir. Cidofovir, gansiklovir
direngli kokenlerin ¢oguna karsi etkili bulunmustur (10,42). Yar1 omriiniin uzun olmasi

nedeniyle haftalik injeksiyonlar seklinde uygulanmaktadir. Nefrotoksik yan etkileri, doz
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ayarlamasi ve rehidratasyon ile en aza indirilebilmektedir. Cidofovir CMV retiniti tedavisinde
kullanilmaktadir (26).

Foskarnet pirofosfat analogudur ve CMV DNA polimerazin aktivitesini reversibl
ve nonkompetitif olarak engellemektedir. Gansiklovire direng ve ciddi yan etkiler durumunda
gansiklovire alternatif olarak intravendz yoldan uygulanmaktadir. Uzun siire uygulandiginda
CMV DNA polimeraz geninde (UL54) mutasyon sonucu direng gelisebilmektedir
(10,26,42,112). Tedavide kullanilan foskarnetin nefrotoksik yan etkileri nedeniyle klinik
kulanimda uygulamas1 sinirhdir (10,19,26).

Benzimidazol analogu olan 1263W94, invitro sartlarda yiiksek etki giiciine sahip
olmasi, oral biyoyararlaniminin iyi olmasi, yan etkilere nadiren neden olmasi gibi birgok
avantaja sahiptir (10,26).

Formivirsen CMV replikasyonunu inhibe eden bir “antisense” oligoniikleotiddir.
Sitomegalovirus retinitinde vitreus i¢ine lokal olarak uygulanmaktadir (26).

Sitomegaloviriis immunoglobulin (CMVIG): Sitomegaloviriis hastaligindan
korunmada ve tedavisinde kullanilmaktadir. Profilaktik CMVIG uygulamasinin kemik iligi ve
solid organ transplant alicilarinda 6liimleri ve hastalik insidansini azalttigi bildirilmektedir
(26). Yenidoganlarda, immunoglobulin tedavisi, tam olarak degerlendirilmemistir fakat
posttransfiizyonal kazanilmis infeksiyonlu yenidoganlarda etkili olabildigi gosterilmistir
(114,115).

Antiviral tedavinin ana hedefi viriisiin fetusa gegisini 6nlemek amaciyla primer
CMV infeksiyonlu gebeleri tedavi etmektir. Bu konuda gelecekte en iyi yaklasimin antiviral
ilaglar ile hiperimmun globulin kombinasyonu oldugu ifade edilmektedir. Ancak, konjenital
CMV hastalig1 genis bir spektruma sahip olmasi, hastalifin dogal kaynaginin degiskenligi
nedeniyle bu hedefi gergeklestirmek bir hayli zor gériinmektedir (19).

Prenatal tedavi: Fetiisiin ultrasonografi ya da amniyon sivisinda yapilan testlerde
etkilendigi belirlenirse gebeligin sonlandirilmas: 6nerilebilmektedir. Son zamanlardaki
caligmalarda CMYV ile infekte fetiise sahip gebelere oral GCV uygulanmasi 6nerilmektedir
(114). Gebeligin erken doneminde verilen gansiklovirin teratojenik etkisinin oldugunu
bildiren ¢aligmalar oldugu gibi (13), teratojenik etkisinin olmadigini gosteren caligmalar da
bulunmaktadir (114,116,117). Gebelikte immunoglobulin tedavisinin immunomodiilatér etki
ile viral yiikii ve plasental inflamasyonu azaltma gibi bir¢gok mekanizmalarla etkili oldugu

diistintilmektedir (114).
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Postnatal tedavi: Semptomatik konjenital CMV infeksiyonlu yenidoganlarda
GCV tedavisinin yararinin smirli oldugu bildirilmekle birlikte yeni ¢aligmalarda konjenital

CMYV infeksiyonlu yenidoganda kullanilabilecegi gosterilmistir (75, 114,118).

Korunma

Konjenital CMV infeksiyonu igin yiiksek riskli olan kadinlarin belirlenmesi ve
egitilmesi, infeksiyonun 6nlenmesinde en 6nemli adimlardan biri gibi goriilmektedir. Giindiiz
bakim evlerinde ¢alisan, immun yetmezlikli hastalarin tedavisiyle gérevli ve hemsireler gibi
yiiksek riskli ortamlarda calisan kadinlarin gebeligin erken doneminde veya konsepsiyondan
once antikor pozitifligi ya da negatifliginin bilinmesi 6nemlidir. Primer infeksiyon agisindan
risk tasiyan seronegatif kadinlarin hijyen kurallarina uymasi riski azaltabilmektedir. El
yikama, ¢cocuk oyuncaklarinin, mutfak malzemelerinin ve ¢evre ylizeylerinin 1yi temizlenmesi
ve cocuklarin tiikrik ve idrartyla temastan kaginmak korunma Onlemlerinin basinda
gelmektedir (119). Hijyen kurallarinin uygulanmasi gibi temel 6nlemleri dikkate almadan kres
gibi CMV agisindan riskli yerlerde CMV infeksiyonunun yiiksek insidansini azaltmak
miimkiin gériinmemektedir. Ayrica giivenilir cinsel korunma yontemlerini uygulamak, ¢ok
esli cinsel olarak aktif insanlar arasinda infeksiyon insidansini azaltmada yararli olabilecektir
(26). Kan transfiizyonu yolu ile CMV gegisini azaltmak i¢in seronegatif vericiler se¢ilmelidir.
Seronegatif vericilerin latent virlis tasiyabilmeleri nedeniyle, transfiizyondan énce CMV’yi
uzaklastiran 16kosit filtrelerinin kullanilmasi yararli olabilmektedir (10,26,51).

Gebelik planlayan, immunoglobulin M antikoru pozitif ve/veya idrarla virus
attlmi1  olan primer infeksiyonlu kadinlarin gebelik ic¢in alti ay beklemeleri uygun
goriinmektedir. Sitomegaloviriis antikor durumu bilinmeyen tiim kadinlara serolojik tarama,
hamilelik planlamadan Once veya hamilelik baglangicinda gergeklestirilmelidir. Kadin
seronegatif ise hamilelik sirasinda testler tekrarlanmalidir (75). Diger bir korunma yontemi,
kuskulu seronegatif kadinlarin hamilelikten 6nce asilanmasidir (10,26,119).

Konjenital CMV infeksiyonunu 6nlemek icin gelistirilen aginin hedefi, cocuklarda
santral sinir sistemi hasarin1 en aza indirmektir. Asinin indiikledigi immunitenin intrauterin
infeksiyonu 40 kat, infeksiyonun neden oldugu SSS hasarini ise 25-30 kat azalttigi
bildirilmektedir. Bununla birlikte canli viriis asilar1 klinik kullanim i¢in onay almamustir.

Etkili ve glivenilir bir as1 elde etmek i¢in canli virus asisi, rekombinan canli as1, canarypox-
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CMV rekombinantlari, subunit gB asist ile gB ve pp65 proteinlerini kodlayan DNA asilari

tizerinde ¢alisilmalar devam etmektedir (10).
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GEREC-YONTEM

Calisma Grubu

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali’na Mart 2006 ve Aralik 2008 tarihleri arasinda rutin gebelik kontrolii
nedeniyle bagvurmus, riskli gebelik tanisiyla izlenen 17-21 gebelik haftalarinda olan 100 gebe
calismaya alinmustir.

Bu gebelere, riskli gebelik ve amniyosentez konusunda bilgilendirilip onaylari
alindiktan sonra, genetik tarama i¢in amniyosentez uygulanmis ve alinan amniyon sivisindan
en az 2 ml ve gebelerden es zamanli alinan en az 5 ml kan 6rnekleri miimkiin olan en kisa
siirede Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 laboratuvari’na ulastirilmistir.
Amniyon siv1 drnekleri ¢alisilincaya kadar -80°C’de, kan 6rneklerinin santrifiij sonrasi ayrilan
serumlar: ise -20°C’de bekletilmistir.

CMV infeksiyonunun prenatal tanisi i¢in c¢aligmaya katilan gebelerin kan
orneklerinde CMV IgM ve CMV IgG antikorlari, CMV IgM p-capture ve 1gG ELISA
(Meddens Diagnostics BV, Netherland) testi ile “Triturus® Multi-format Carrousel
(Ispanya)” mikroELISA cihaz1 kullanilarak, CMV IgG avidite testi ise, CMV IgG avidite
ELISA testi (Radim SpA, Pomezia-Roma-italya) ile Adnan Menderes Universitesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Seroloji Laboratuvari’nda c¢aligilmistir.
Kan ve amniyon sivi drneklerinde CMV-DNA, Real-Time PZR yontemi ise Izmir Tepecik
Goglis Hastaliklart  Egitim  ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda
“RoboGene Human Cytomegalovirus (HCMV) Quantification Kit” (RoboGene®AJ
Roboscreen GmbH, Germany) ile “ABI PRISM 7000”(Applied Biosystems, USA) cihazinda

arastirilmastir.

Sitomegaloviriis IgG ve IgM antikorlarinin ELISA yontemiyle arastirilmasi

Sitomegaloviriis IgM ELISA testinin yapihisi:

Serum Ornekleri ve tiim reaktifler testten once oda sicakliginda 30 dakika
bekletilerek, oda 1sisina getirilmistir.

1. Plaklardaki kuyucuklar A1-B1: pozitif kontrol, C1-D1: negatif kontrol, E1-F1-
G1-H1: cut-off kontrol olarak secilmistir.

2. Hasta serumlari, 10 pl hasta serumu ve 1.0 ml diliisyon buffer olacak sekilde

karistirilip, sulandirilmigtir.
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3. Pozitif kontrol, negatif kontrol, cut-off kontrol ve sulandirilmis hasta serumlari
anti-human IgM kapli kuyucuklara 100’er ul dagitilmistir.

4. Mikroplaklara nemli ortamda 37°C’de 60 dakika inkiibasyon uygulanmustir.

5. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar yikama solusyonu ile bes kez yikanmistr.

6. Biitiin kuyucuklara 100 ul CMV-PO konjugat konmus ve mikroplaklara nemli
ortamda 37°C’de 60 dakika inkiibasyon uygulanmaistir.

7. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar yikama solusyonu ile bes kez yikanmistir.

8. Biitlin kuyucuklara 100 pl tetrametilbenzidin (TMB) substrat solusyonundan
dagitilip karanlikta ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyon uygulanmistir.

9. Inkiibasyon siiresi bitince biitiin kuyucuklara 100 pl “stop solusyon”
eklenmistir.

10. Orneklerin optik dansite degerleri spektrofotometre ile 450 nm dalga boyunda
okunmustur.

Serum Ornekleri veya kontrollerden birinin absorbans degerinin cut-oft kontroliin
absorbans degerine boliinmesi ile elde edilen Capture Index (CI) degerine gore sonuglar
yorumlanmig, CI >1.10 ise ornekler pozitif, 0.90-1.10 ise silipheli, <0.90 ise negatif kabul

edilmistir.

Sitomegaloviriis IgG ELISA testinin yapilisi:

Serum oOrnekleri ve tiim reaktifler testten Once oda sicakliginda 30 dakika
bekletilerek oda 1sisina gelmeleri saglanmistir.

1. ELISA plaklarindaki kuyucuklar A1-B1: kalibratér 300 Arbitrary Unite
(AU)/ml, C1-D1: kalibrator 100 AU/ml, E1-F1: kalibratér 10 AU/ml, G1-H1: kalibrator 0
AU/ml olarak secilmistir.

2. Hasta serumlari, 10 pl hasta serumu ve 1.0 ml diliisyon buffer olacak sekilde
karistirilip, sulandirilmastir.

3. Kalibratorler ve hasta serumlart kuyucuklara 100 pl olarak dagitilmistir.

4. Mikroplaklara nemli ortamda 37°C’de 60 dakika inkiibasyon uygulanmustir.

5. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar yikama solusyonu ile bes kez yrkanmustir.

6. Biitiin kuyucuklara 100 ul anti-lgG-PO konjugat konmus ve mikroplaklara
nemli ortamda 37°C’de 60 dakika inkiibasyon uygulanmistir.

7. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar yikama solusyonu ile bes kez yrkanmustir.
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8. Biitiin kuyucuklara 100 pl tetrametilbenzidin (TMB) substrat solusyonundan
dagitilip direkt 1s1kta ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyon uygulanmaistir.

9. Inkiibasyon siiresi biitiin kuyucuklara 100 pl “stop soliisyon” eklenmistir.

10. Orneklerin optik dansite degerleri spektrofotometre ile 450 nm dalga boyunda
okunmustur. Testin dogru ¢alisip ¢calismadigini belirlemek icin asagidaki kriterler gbz oniine
alimustir.

Kalibrator 0 AU/ml: OD<kalibrator 19 aum degerinin 0.7 kati

Kalibratér 10 AU/ml: 0.150<OD<0.550

Kalibrator 100 AU/ml: OD1goaumi/ OD1g aumi = 2.5-5.0

Kalibrator 300 AU/ml: OD3goaumi/ OD1g aumi = 4.5-7.0

Konsantrasyon > 15 AU/ml ise ornekler pozitif, 10-15 AU/ml ise siipheli, <10
AU/ml ise negatif kabul edilmistir.

Sitomegaloviriis 1gG Avidite testi

Bu calismada ticari CMV IgG avidite ELISA testi (Radim SpA, Pomezia-Roma-
Italya) kullamlmustir. Ornekler, iiretici firmanin &nerileri dogrultusunda ¢alisilmistir.
Sitomegalovirus antijeni kapli kat1 fazin yer aldig1 kuyucuklara serumlar dagitilmistir. ilk
inkiibasyondan sonra yikama sonrasinda iire iceren tampon solusyonu eklenmistir. Ure iceren
reaktif daha onceden olusan antijen-antikor baglanmasinin ayrilmasina neden olmaktadir. Bu
ayrilmanin derecesi, antikorun avidite giiciine baghdir. Ayrilmadan sonra zemindeki antijene
bagli antikorlarin aviditesi, “horseradish peroksidaz” (HRPO) isaretli anti insan IgG
konjugati, daha sonra TMB kromojen substrat1 eklenerek olusan renk degisikliginin, 450 nm
dalga boyunda spektrofotometre ile 6lgiilmesiyle belirlenmistir.

Sitomegaloviriis 1gG avidite testinin yapilisi

1. Test kitinin igerisinde bulunan tiim reaktifler oda sicakligina getirildikten sonra
“blank”, diisiik avidite kontrolii, yiiksek avidite kontrolii ve ornekler ¢ift olarak 100’er ul
pipetlenmistir.

2. Mikroplaklara 37°C’de 60 dakika inkiibasyon uygulanmigtir

3. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar yikama solusyonu ile dért kez
yikanmuistir.

4. Cift calisilan kuyucuklardan birincilerine 6rnek sulandiricisi, ikincilere ise iire

iceren tampondan eklenmis ve 37°C’de 30 dakika inkiibasyon uygulanmuistir.
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5. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar yikama solusyonu ile dort kez
yikanmistir.

6. Mikroplaklara enzim konjugatindan 100’er ul pipetlenmis ve 37°C’de 30
dakika inkiibasyon uygulanmistir

7. Kuyucuklarin yikanmasindan sonra TMB’den 100’er pl dagitilmis ve 37°C’de
10 dakika inkiibasyon uygulanmustir.

8. Reaksiyon “stop soliisyon” ile durdurulmus, olusan renk degisikligi 450 nm
boyunda spektrofotometre ile dlglilmiistiir.

Avidite indeksi (Al), ftreli solusyonun optik dansitesinin, Ornegin optik
dansitesine oranlanmasi ile elde edilmistir. Bu test prosediiriine gore %45 avidite iizeri
“yiiksek”, %35-45 arasi “kuskulu avidite” ve %35’in alti “disik” avidite olarak

degerlendirilmistir.

Sitomegaloviriis DNA tespiti icin kullanilan “real-time” PZR yontemi

Bu calismada, orneklerden elde edilen DNA orneklerinde CMV genomunun
immediate early (IE) antijeni geninin in vitro olarak kantitasyonu i¢in tasarlanmis “RoboGene
Human Cytomegalovirus (HCMV) Quantification Kit” (RoboGene®AJ Roboscreen GmbH.,
Germany)’i kullanilmigtir. “immediate early (IE)” antijeni geninin ¢ogaltilmasi igin Spesifik
primer c¢ifti kullanilmistir. Kullanilan PZR testinin lineer aralizi 10% ile 10° kopya/ml
arasindadir.

CMV-DNA tespiti i¢in kullanilan PZR yontemi ekstraksiyon, amplifikasyon ve
verilerin yorumlanmasi olmak {izere ii¢ asamada ¢aligilmstir.

Ekstraksiyon asamasi

1. Ekstraksiyon tiipiine 200 pl lizis solusyonu konmus iizerine 200 ul 6rnek ve 25
ul Proteinaz K eklenmistir. Karigim 10 saniye vortekslenip 50°C’de 15 dakika siirekli
calkalanarak inkiibasyon uygulanmistir.

2. Uzerine 400 ul “binding solusyon” eklenerek 10 saniye calkalanmustir.

3. Hazirlanan karisim, igerisinde spin filtre bulunan 2 ml’lik “receiver” tiipe
aktarilarak, 12.000 rpm’de bir dakika santrifiijlenmistir.

4. “Receiver” tiip atilip “spin” filtre yeni bir 2 ml’lik “receiver” tiipe aktarilmistir.
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5. “Spin” filtre i¢ine 500 pl yikama solusyonu eklenmis, 10.000 X g (12.000
rpm)’de bir dakika santrifiijlenmistir. “Receiver” tiip atilip, “spin” filtre yeni bir 2 ml’lik
receiver tiipe yerlestirilmistir.

6. Yikama solusyonundan 650 pul eklenerek 12.000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenmistir, “spin” filtre yeni bir 2 ml’lik “receiver” tiipe alinmstir.

7. 12.000 rpm hizda 2 dakika santrifiijlendikten sonra “receiver” tiip atilmistir.

8. Eliisyon tiipiine aktarilan spin filtre i¢ine 30 pl onceden 50°C’de 1sitilmis
eliisyon tamponu eklenmis, oda 1sisinda 2 dakika inkiibe edilmistir. 8.000 rpm’de bir dakika
santrifiijlenmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmigtir. “Spin” filtre atilip, eliisyon tiipii
calkalanmistir. Viral DNA {irlinii ¢alisilincaya kadar +4°C’de, hemen calisilmayacaksa -
20°C’de ya da —80°C’de bekletilmistir.

Amplifikasyon asamasti

Ektraksiyon asamasi sonrasi elde edilen CMV-DNA’sinin ¢ogaltilmasinda
“RoboGene Human Cytomegalovirus (HCMV) Quantification” Kiti “ABI PRISM® 7000
cihazi ile ¢alisilmistir. Bu cihazda yapilan ¢ogaltma isleminin basamaklar1 asagidaki sekilde
gerceklestirilmistir.

1) Liyofilize HCMV/IC reaktif karisimma 200 pl steril distile su eklenerek
37°C’de 20 dakika inkiibe edilerek kisa siire ¢alkalanmistir.

2) Standartlara iceren kuyucuklar ile 6rnek kuyucuklart cihazdaki ayrilan yerlere
yerlestirilmistir.

3) Kontrol ve 6rnek sayist kadar drnek bagina 6.7 pl steril distile su, 2.5 pl 10x
PZR tampon, 2.5 pl 10x pasif referans boya solusyonu, 3 pul MgCl2, 0.3 ul Tag DNA
polimeraz ve 5 pul 5x reaksiyon karistmi (ANTP, primer ve probdan olusan) iceren HCMV/IC
karigimi hazirlanip 200’er pl kontrol ve 6rnekleri iceren kuyucuklara 20°ser pl dagitilmistir.

4) Steril distile su istenilen kontrol ve negatif kontrol tiiplerine ve DNA 6rnek
tiiplerine 5’er ul dagitilmistir. Tiipler optik bant ile kapatilarak 1000 rpm.’de bir dakika
siireyle santrifiijlenmistir. Standartlar tiip basina 106, 105, 104, 2.5X103, 103, 2.5X102, 5X10l,
10 DNA bulunacak sekilde dagitilmistir.

5) Kuyucuklar PZR cihazindaki bloga yerlestirildikten sonra, standartlar, negatif
kontrol ve Ornekler cihazin ekraninda isaretlenip, detektér boyalar ve pasif boya

isaretlenmistir.
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“RoboGene Human Cytomegalovirus (HCMV) Quantification Kit”i 1s1-dongii protokolii
95°C de 10 dakika ilk denatiirasyondan sonra 95°C de 30 sn, 59°C de 1.5 dakika olacak
sekilde 40 dongiliden olusmustur. “ABI PRISM 7000 cihazinda 1s1-dongii programi secilmis
ve girilmistir. Ornekler standartlar ve negatif kontroller tanimlandiktan sonra kullanilacak
filtre giftleri secilerek dogru protokol ve plak eslesmesi yapilarak kaydedilmis ve cihaz
calistirlmistir. Ornekler, standartlar ve kontroller ile birlikte internal kontroller ayni1 anda
calisiimustir.

Verilerin yorumlanmast

Is1 dongii programi sona erdikten sonra cihaz, “baseline” dongiileri ve esik degeri
otomatik olarak hesaplamaktadir. “Baseline” dongiiler her bir 6rnek, standartlar, negatif
kontrol ve internal kontrol i¢in ayr1 ayr1 belirlenmistir. Esik deger, tiim 6rneklerin “baseline”
dongiilerinin iizerindeki standart sapmasinin 10 kati olarak hesaplanmis ve standart egri
miimkiin olan en yiiksek korelasyon katsayisina sahip olacak sekilde ayarlanmistir. Standart
egri, tamimlanmig standartlardan elde edilen verilerle olusturulmustur. Firma tarafindan
verilen kabul kriterlerine uyup uymadigina bakilarak test sonuglar1 degerlendirilmistir. CMV

viral yiik degerleri kopya/ml olarak belirlenmistir.

Istatistiksel Analiz
Yas ortalamalarinin ve seroprevalans oraninin belirlenmesinde SPSS 14.0 paket
programi kullanilmigtir. Sitomegaloviriis IgM pozitif saptanan hastada, amniyon sivisinda

CMV-DNA belirlenemediginden duyarlilik ve 6zgiilliikk oranlar1 degerlendirilememistir.
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BULGULAR

Calisma grubu

Yaglar1 20-42 arasinda degisen (yas ortalamasi 33.45+6.11) 100 gebe ¢alismaya
dahil edilmistir. Gebelerin hemen hepsi ikinci trimesterde olup bu ¢alismada genetik tarama
icin alinan amniyon sivilar kullanilmistir.

Gebelerin %27’s1 nullipar %73l multipar olup, %5’inde dnceki gebeliklerinde
anomalili bebek dogurma, %17’sinde diisiik ve %2’sinde inutero 6liim dykiisii belirlenmistir.

Gebelerin, serumlarina uygulanan ELISA yoOnteminin absorbans degerlerini
gosteren sekiller asagida Sekil 2 ve 3’te gosterilmektedir. Sitomegalovirlis IgM sonuglari
serum Ornekleri veya kontrollerden birinin absorbans degerinin “cut-off” kontroliin absorbans
degerine boliinmesi ile elde edilen “Capture Index (Cl)” degerine gére yorumlanmis ve gebe
serumlarinda herhangi bir ara degere rastlanmamistir. Sitomegaloviriis IgG sonuglar1 da
yorumlanmig ve herhangi bir ara degere rastlanmamistir. Calismada CMV IgG ve CMV IgM
tespiti icin kullanilan ELISA testinin absorbans deger tablolar1 Tablo Il ve 1V’de
sunulmaktadir.

Tablo III: CMV IgG absorbans deger tablosu

ABSORBANS DEGER TABLOSU
Seri #1687, Plate #2

CMVIgG
Filtre 1 : 450 (nm) , Filtre 2 : 620 (nm)

1 B TR 0 o e TR O S R
3 4 5 6 7 8
[£] 5% 513 S21 529 537 545 553
A 5 13 2 2 37 45 53
2.342 2.415 2.129 2.689 2.486 1.452 1.701 1,929
cz 57 §15 25 537 538 LT S55
B 7 15 2 £y 38 47 55
1.489 2.055 2.167 2.587 2.370 | 2694 1.432 1.710
[} 56 S14 522 EE3 538 546 554
C 6 1 22 30 38 45 54
1.055 2.693 1.757 2.525 2582 1.722 | 1.817 2128
[ S8 5§18 524 532 S40 548 53
D 8 16 24 3z 40 48 £
0.142 1.781 2.256 2.744 2457 2.388 | 3.031*] 2389
57 59 57 525 533 541 5§49 557
E 1 9 17 25 s # 49 s7
1.7561 2.325 2.442 0.128 2.326 2413 2.565 1.085
53 S71 519 527 S35 543 §51 559
F 3 1 18 27 s 43 51 59
2227 1.881 2.387 2.283 1.335 2.754 2100 | 2362
52 570 578 526 534 542 550 $58
G 2 10 18 26 34 42 50 58
2.534 2.599 1.732 2.411 3.041%] 2.291 2476 1.810
54 §12 520 528 536 S44 562 SE0
H 4 12 20 28 36 a4 52 60
2.749 2.030 2.342 1.937 1722 | 2437 2.864 | 3549

{*) Okuyucunun galigma aralig: digmda { > 30D ).
{#) Deger kullanici tarafindan degistiniimis.
[x)= Kuyucuk iptal edildi.
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Tablo IV: CMV IgM absorbans deger tablosu

ABSORBANS DEGER TABLOSU
Seri #1687, Plate #1

CMWigh
Fittre 4 - 450 {nm} , Filtre 2: 520 {nm}

ERE - M T g g
1 2 3 4 5 6 T 8 ] 10 1 12
[5+2] L EE] -5 528 S5 540 EES] B G
B 1 & m = 45 az L1
A 0160 0193 0.284 0.137 0193 0109 0188 0.118 0.164 | b, o
7] R L ] EED TH 54 L] 56T
B 7 i F1] M EL 4 | Lk
0448 0.204 0126 0.218 0.247 0.130 0.20% 0113 0.247 |....
<373 50 T 50 ] E40 El TR e
C L3 14 22 E EL] - B “ focides
0162 0187 0104 0.235 0,135 D158 -
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Sitomegaloviriis antikorlar1 degerlendirilerek {ic gruba ayrilan gebelerde
gruplardaki oranlar; CMV IgM-, 1gG- olan birinci grupta bes (%5), CMV IgM-, IgG+ olan
ikinci grupta 94 (%94) ve CMV IgM+, IgG+ olan igiincii grupta bir (%1) gebe olarak
bulunmustur. Sitomegaloviriis IgM antikoru pozitif bulunan gebenin ELISA testinde optik
dansite degeri (O.D) 1.33 index, CMV IgG O.D degeri ise 218 AU/ml olarak bulunmustur.

Sitomegaloviriis 1gG seropozitif gebelerin yaslara gore dagilimi tablo V’de

sunulmaktadir.
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Tablo V. Sitomegaloviriis 1gG seropozitif gebelerin yaslara gére dagilimi

Yas araligi CMV IgG (+)
sayl %
20-25 (n=12) 11 91.6
26-30 (n=19) 19 100
31-35(n=26) 26 100
36-40 (n= 34) 31 91.1
41-45 (n=9) 8 88.8
Toplam (n=100) 95 95

Bu ¢alismada konjenital CMV infeksiyonunun prenatal tanisi i¢cin gebelerden 20.
gebelik haftasinda alinan amniyon sivi Orneklerinden bir tanesinde Real-Time PZR
yontemiyle CMV DNA’s1 (216 kopya/mL) belirlenmistir. Cobas Amplicor CMV Monitor
Sistem (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) ile de sonu¢ dogrulanmis ve sonug 192
kopya/ml olarak bulunmustur. Bu gebede CMV IgM negatif, CMV IgG antikoru ise pozitif
bulunmustur. Bu gebenin bebeginden alinan kan 6rneginde ise CMV IgM negatif, CMV IgG
pozitif olarak belirlenmistir. Annenin ve bebegin serumlarina IgG avidite testi uygulanarak Al
sirastyla %57, %61 bulunmustur. Sitomegaloviriis IgM ve 1gG pozitifligi saptanan diger bir
hastada Al %69 bulunmustur.

Amniyon sivilarinin alindigi gebelik haftalarinin, gebe sayisina gore dagilimi

Tablo VI’da sunulmaktadir.
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Tablo VI: Gebe sayisinin gebelik haftalarina gére dagilimi

Gebelik Haftas1 say1 %
17 35 35

18 22 22

19 15 15

20 20 20

21 8 8
Toplam 100 100

Gebe Orneklerindeki serolojik ve PZR yoOntemlerinin sonuglar1 tablo VII’de

sunulmaktadir.

Tablo VII. Gebe 6rneklerindeki serolojik ve PZR yontemlerinin sonuglari

Negatif Pozitif
Ornek Test
Say1 % Say1 %
Anti CMV-1gG* 5 5 95 95
Anti CMV-IgM* 100 100 - -
Anne Kant Anti CMV-IgG* - - 1 1
Anti CMV-IgM*
PZR 100 100 - -
Amniyon 99 99 1 1
PZR
Stvisi

*ELISA yontemi ile

Amniyon sivi Orneklerinde Real Time PZR g¢alisma verileri Tablo VIII’de

gosterilmektedir.
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Tablo VIII. Amniyon sivi érneklerinde Real Time PZR ¢alisma verileri.

Ornek Test Standartlar ve Ct* Miktar
Numarasi Ornekler Kopya/ml

CMV Standart 1 17.07 200.000.000
CMV Standart 2 20.35 20.000.000
CMV Standart 3 23.46 2.000.000
CMV Standart 4 25.89 500.000
CMV Standart 5 26.84 200.000
CMV Standart 6 28.64 50.000
CMvV Standart 7 31.56 10.000
CMV Standart 8 33.36 2000

1 CMV A.F** Undet.*** Undet.
IPC-DNA 37.17 Undet.

2 CMV A.F Undet. Undet.
IPC-DNA 35.37 Undet.

3 CMV AF Undet. Undet.
IPC-DNA 37.57 Undet.

4 CMV A.F Undet. Undet.
IPC-DNA 37.73 Undet.

5 CMV A.F Undet. Undet.
IPC-DNA 37.27 Undet.

6 CMVv AF Undet. Undet.
IPC-DNA 37.26 Undet.

7 Cmv A.F Undet. Undet.
IPC-DNA 36.98 Undet.

8 CMvVv AF Undet. Undet.
IPC-DNA 38.29 Undet.

9 CMvV AF Undet. Undet.
IPC-DNA 38.09 Undet.

10 Cmv AF Undet. Undet.
IPC-DNA 37.22 Undet.

11 Cmv A.F Undet. Undet.
IPC-DNA 37.88 Undet.

12 Cmv A.F Undet. Undet.
IPC-DNA 38.13 Undet.

13 CMV A.F 35.86 216
IPC-DNA 37.05 Undet.

14 Cmv A.F Undet. Undet.
IPC-DNA 36.42 Undet.

15 Cmv A.F Undet. Undet.
IPC-DNA 37.17 Undet.

IPC-DNA: internal kontrol

*  siklus zamant
** amniyon s1vist
*** Saptanamayan
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TARTISMA

Sitomegaloviriis infeksiyonlari, en sik goriilen konjenital infeksiyonlardan olup
tiim diinyada ozellikle gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak goriilmektedir (21,93,119-
122). Sitomegalovirus, bagisiklik sistemi normal olan bireylerde nadiren semptomatik
infeksiyon olusturmasina karsilik, immunsupresif bireylerde, 6zellikle transplant alicilarinda
ve intrauterin infeksiyon sonrasi yenidoganda, onemli mortalite ve morbiditeye neden
olmaktadir (29,123,124).

Gebelikte CMV  infeksiyonu primer ve rekiirren infeksiyon olarak
goriilebilmektedir. Calismalarla seropozitif kadinlarin  %10-30’unda gebelik sirasinda
reaktivasyon gelisebilecegi, reaktivasyon gelisenlerin %10’unda da fetal infeksiyon
olusabilecegi bildirilmistir. Ancak bu olgularda fetal hasarin nadir oldugu bildirilmistir.
Seronegatif kadinlarda ise gebelik sirasinda primer infeksiyon riskinin daha diisik (%]1-2)
olmasina karsin, bu vakalarda fetal infeksiyon riskinin daha yiiksek (%20-50) oldugu
gosterilmistir (125).

Sitomegalovirus infeksiyonunun goriilme siklig1 sosyoekonomik durumlara gore
degismektedir. Degisik iilkelerde yapilan calismalarla dogurgan yas grubundaki kadinlar
arasinda CMV antikor prevalansinin sosyoekonomik diizeyi diisiik iilkelerde, gelismis
tilkelere oranla daha fazla oldugu gosterilmistir (11,80,126). Amerika Birlesik Devletleri’nde
orta sinif toplumlarda seropozitivite oran1 %50-60 iken, sosyoekonomik diizeyi daha diigiik
toplumlarda %70-80 oranindadir. Avrupa’da gebelerin yaklagik %45°i gebelik baglangicinda
seropozitiftirler (127).

Ulkemizde ise seropozitiflik oranlar1 %80 ile %100 arasinda degismekte olup bu
oranlar diger gelismekte olan iilkelerin sonuglari ile uyumluluk gostermektedir
(79,80,128,129-132). Ankara’da yapilan iki ayr1 calismada, CMV IgG pozitifligi %95.4 (133)
ve %99 (132) olarak bulunmustur. Malatya ilinde Bulut ve ark.(130)’lar1 1995-1999 yillari
arasinda 828’1 gebe ve 4042 dogurgan yastaki kadimnlari inceledikleri ¢alismalarinda,
gebelerin %0.6’sinda CMV IgM, %78’inde CMV IgG, %10’da CMV IgM+IgG pozitifligi
saptamiglardir. Dogurganlik ¢agindaki kadinlarda bu oranlar sirasiyla %1.7, %80.6 ve %1.8
olarak bulunmustur. Yine Tekerekoglu ve ark. (120), 2003’de yaptiklar1 ¢alismalarinda
dogurganlik cagindaki 593 kadinda CMV IgM ve CMV IgG i¢cin sirasiyla %0.4 ve %94
oraninda pozitiflik saptamislardir. Afyon’da Altindis ve ark. (79), 2002 yilinda inceledikleri
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540 gebenin 455 (%84.3)’inde CMV-IgG, 28 (%5.2)’inde CMV IgG ve beraberinde IgM
pozitifligi bulmuslardir. Yine Afyon’da Yilmazer ve ark. (78)’nin 2004 yilinda yaptiklari
calismada 244 gebede CMV seropozitifligini %92.6 olarak bulmuslardir. Samsun’daki
gebelerde CMV IgG pozitifligi %98.8 (129), Antalya’da %98.5 (80), Izmir’de %98.2 (134)
olarak bildirilmistir.

Bu calismada, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarina génderilen 100 gebenin serumlarinda CMV IgG ve CMV
IgM antikorlar1 belirlenerek bu antikor sonuglarina gore {li¢ gruba ayrilmistir. Buna gére CMV
IgM-, 1gG- olan birinci grupta bes (%5), ikinci grupta CMV IgM-, 1gG+ olan 94 (%94),
ticiinci grupta CMV IgM+, IgG+ olan bir gebe saptanmistir. Ayrica 2008 yilinda yapilan
2005-2007 yillarin1 kapsayan 15-49 yas kadin grubundaki 1269 kadinda seropozitiflik orani
%92.8 (yaymlanmamus bilgi) bulunmustur. Bu bulgular dogurganlik yaslarindaki kadinlardan
biliyiikk bir boliimiiniin, hayatlarinin herhangi bir doéneminde CMYV ile Kkarsilastiklarin
gostermekte olup, iilkemizde yapilan diger ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. Yiiksek
CMV IgG varligi, gebelerde CMV taramasimin yararl olacagim diisiindiirmektedir. Ozkan ve
ark. (131)’nin ¢alismalarinda, seropozitivite oraninin yasla birlikte arttigi bildirilmis olmasina
karsin, ¢alismamizda bu oranin yasla birlikte artmadigi belirlenmistir. Buna ragmen CMV
IgG pozitiflik oranmin dogurganligin etkin oldugu 20-35 yaslarda en yiiksek seviyelerde
oldugu (Tablo I11) goriilmistiir. En diisiikk seropozitiflik orani, 41-45 yas arasindaki gebelerde
saptanmasi, ¢alismada, bu gruptaki gebelerin az sayida olmasina baglanmistir.

Sitomegalovirus primer infeksiyonunun tanisinda en sik kullanilan yontemler
arasinda, serolojik testlerden CMV IgM ve CMV IgG antikor testleri bulunmaktadir (19).
Gebelik oOncesi seronegatif kadinlarda, gebelik sirasinda CMV-IgG serokonversiyonu
gelismesi primer infeksiyonun gostergesidir (29,106). Cogu zaman ilk olarak CMV IgM ve
IgG pozitifligi ile karsilagilmakta ve annenin Onceki CMV immunite durumu
bilinmemektedir. Bununla birlikte CMV IgM’in pozitif bulunmasi da her zaman primer
infeksiyonu gostermemekte, yalanci pozitif sonuglar da goriilebilmektedir (6,106,135). Primer
infeksiyonda CMV IgM, infeksiyonun baslangicindan itibaren yiikselmekte, bir ile ii¢ ay
yiiksek ya da orta diizeylerde saptanabilmekte, daha sonra azalarak kaybolmaktadir. Ancak
bazi olgularda sekiz ay bazen bir yildan daha uzun siirelerde pozitiflik devam edebilmektedir
(105,122). Ayrica CMV IgM pozitifligi, rekiirren CMV infeksiyonunda ya da CMV

infeksiyonu disindaki bazi infeksiyonlarin seyrinde de goriilebilmektedir (106). Kullanilan
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farkli test teknikleri ya da farkli firma kitleri ile de farkli CMV IgM sonuglar
alinabilmektedir (106,122,128). Bu gibi nedenlerden dolayt CMV-IgM test pozitifliginin
saptanmasi halinde dogrulayici testler uygulanmalidir (11,29,106). Immunoblot testi
serumdaki IgM antikorlarin1 dogrulama amaciyla kullanilabilen testlerden biri olup,
duyarliligi ve 6zgiilligi %100°diir (106).

Son zamanlarda indirekt ELISA ve capture ELISA yontemleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Indirekt ELISA tam kandan calisildiginda CMV IgM antikor tespitinde
yanlis negatif ve yanlis pozitif sonuglar alinabilmektedir. Bu yanlis pozitif reaksiyonlar,
serumun spesifik CMV 1gG varliginda olagandisi yiiksek diizeyde romatoid faktor (RF)
icermesi nedeniyle meydana gelmektedir. Romatoid faktor, genellikle IgM smifinda bir
immunglobulindir ve IgG ile reaksiyona girmekte ve bazi romatizmal hastaliklar, vaskiilit ve
CMYV gibi bazi viral infeksiyonlarda iiretilmektedir. IgM yapisindaki RF, CMV spesifik 1gG
icerebilen IgG ile kompleks olusturmaktadir. Bu nedenle IgM Olglimiinde RF
uzaklagtirllmalidir. Diger taraftan IgM’in yanlis negatif olarak sonug¢lanmasi ise yiiksek
diizeydeki IgG antikorlarmmin yarigmali inhibisyon yaparak, CMV antijenine IgM
baglanmasin1 engellemesiyle meydana gelmektedir. IgG ve IgM antikorlarimin test
yapilmadan Once ayrilmasi yanlis negatif ve pozitif sonuglarin ortaya ¢ikma sikligini
azaltabilmektedir (19,24). Bu engelleyici faktorlerin ortadan kaldirilmasi i¢in bazi yontemler
gelistirilmigtir. Bunlar arasinda jel filtrasyon, affinite kromatografisi, selektif olarak IgM’in
solid faza absorbsiyonu, hiperimmun IgG kullanilarak IgG’yi ayirma yontemi, stafilokokal
protein A veya Grup G streptokoklardan hazirlanan rekombinan protein G kullanilarak IgG’yi
uzaklastirma yontemleri yer almaktadir (24). Bu calismada hatali sonuglarin ¢ikmasini
onlemek amaciyla “capture ELISA” yontemi kullanilmistir.

Primer CMV infeksiyonunu, rekiirren infeksiyondan ayirt etmede, CMV 1gG
avidite testi uygulanmaktadir (29,136). Sitomegaloviriis IgG avidite testi, gebelerde primer
infeksiyonu dogrulamada giivenilir bir yontemdir (106,136,137). Revello ve ark. ii¢ aydan
onceki donemde primer infeksiyon durumunda avidite indeksini %21, eski veya gecirilmis
infeksiyonda ise %78 bulmuslardir (138). Gebelerde ve transplant alicilarinda yapilan bir
caligmada (139), primer CMV infeksiyonu gegirenlerin %88.6’1nda diisiik avidite saptanirken,
rekiirren olgularin higbirinde diisiik avidite bulunmamistir. Bodeus ve ark. (126), gebeligin ilk

trimesterinde diisiik aviditeli gebelerin %16.7’sinde fetlise gegis oldugunu, oysa ikinci ve
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ticiincli trimesterde diisiik aviditeye sahip kadinlarin %40’nin infeksiyonu bebege gecirdigi
saptamislardir.

Altuglu ve ark. (140) CMV IgG ve IgM birlikte olumlu bulunan olgularda avidite
testi uygulamisglar, 39 6rnegin yedisinde (%23,3) avidite indeksini %40°1n altinda ve en az iki
ELISA sistemi ile CMV IgM olumlu olan 22 6rnekten altisinda (%27,2) avidite indeksini
diisiik belirlemislerdir. Sitomegaloviriis IgM’in tek ELISA yontemi ile olumlu oldugu ya da
sinirda  olumlu bulunan 17 olgunun birinde (%35,9) avidite indeksini diisiikk olarak
saptamuglardir. Yiicel ve ark. (122) 68 gebenin kan orneklerinde CMV spesifik antikor ve
avidite testlerini uyguladiklar1 ¢alismalarinda, CMV IgM pozitifligini, uyguladiklart iki farkli
(MEIA ve ELISA) yontemle %33.3 bulmuslar, bunlarin %8.8’inde Al oranini diisiik olarak
belirlemislerdir. Bu ¢alismalarda yazarlar, CMV IgG ve IgM ELISA testleri ile birlikte,
avidite testlerinin yapilmasmin, primer CMV infeksiyonu tanisinda yararli olabilecegini
bildirmislerdir.

Calismamizda, CMV IgM+, IgG+ olan grupta bir (%1) gebe belirlenmistir. Bu
gebenin primer ya da rekiirren CMV infeksiyonu ayrimi i¢in avidite testi yapilmis ve Al %69
olarak bulunmus, infeksiyonun rekiirren infeksiyon oldugu diisiiniilmiistiir. Diger gebelerde
ise tek basina IgM pozitifligine rastlanmamistir. Amniyon sivisinda CMV DNA tespit edilen,
ancak CMV IgG antikoru pozitif, CMV IgM antikoru ise negatif olan bir gebeye de avidite
testi uygulanmistir ve Al %57 olarak belirlenmistir. Avidite indeksi i¢in kullanilan test, iiretici
firmanin  onerilerine gore degerlendirildiginde, sonuglar yiiksek aviditeli olarak
yorumlanmigtir. Bu gebenin bebegine dogar dogmaz ulagilamadigi i¢in kan 6rnegi ancak alti
ay sonra almabilmis ve avidite testi uygulanmistir. Bebegin Al %61 olarak bulunmustur. Her
iki gebenin CMV infeksiyonlarii daha once gecirdikleri ve bebege ise antikorlarin
annesinden gectigine karar verilmistir.

Avidite testlerinde degerlendirme “ diisiik”, “kuskulu” ve “yiliksek” avidite indeksi
seklinde yapilmaktadir. Diisiik avidite, akut ya da yeni bir infeksiyonu gosterirken, yiiksek
avidite saptanmasi, gegcirilmis infeksiyon i¢in iyi bir gosterge olmaktadir. Bir¢ok ¢alismada
diisiik ve yiiksek avidite sonuglarinin yani sira kuskulu sonuglarda bildirilmektedir. (80,141)
Kuskulu sonuglarda, avidite testinin iki hafta sonra CMV IgG testi ile birlikte tekrarlanmasi
sonuglarin daha dogru yorumlanmasini saglayabilmektedir (14,122). Kuskulu avidite indeks
sonuglarin, avidite maturasyonunun gecikmesine bagli olabilecegi diistiniilmektedir. Diistik

avidite durumunda, bazi arastirmacilar tarafindan, onerilen tani algoritmalarinda oldugu gibi,
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amniyon sivisinda PZR ile CMV DNA’nin arastirilmaktadir. (80). Kuskulu avidite
sonuglarinda tekrara ragmen ayni sonuglar alintyorsa bu bireylere amniyon sivisinda CMV
DNA’nin PZR ile belirlenmesi onerilebilir.

Prenatal tani i¢in diger bir yontem amniyon sivisinda kiiltiir ve/veya PZR testi ile
CMV-DNA’nin gosterilmesidir (106,142). Her iki yontem fetiisiin infekte olup olmadigini
tespit edebilmekte iken, infeksiyonun fetal sonuglari i¢in viral yiikiin kantitatif tayini
gerekmektedir (142). Konjenital CMV infeksiyonununda viriis, infekte 16kositlerle plasental
bariyeri gegerek fetal dolasima ulasmakta ve fetal dokularda 6zellikle bobreklerde ¢ogalarak
idrar yolu ile amniyon sivisina atilmaktadir. Bu nedenle prenatal tanida amniyon sivisi ve
fetal kan en uygun 6rneklerdir (142,143). Amniyon sivisinda viriis izolasyonu igin kullanilan
klasik ya da hizli hiicre kiiltiir yontemleri fetal infeksiyonu tanimlamada %100 ozgiilliikte
iken (7,93,144-146), diisiik duyarlilik gostermektedir (93,147,152). Kiiltiir negatif 6rneklerde
PZR ile CMV DNA’s1 %7-50 arasinda belirlenebilmektedir (93,145,147).

Birgok ¢alismada CMV’nin prenatal tanisinda, amniyon sivisinda PZR ve hiicre
kiiltiir yontemleri tek baslarmma ya da birlikte uygulanabilmektedir. Grangeot-Keros ve
ark.(11)’ larinin ¢alismasinda gebeligi sirasinda serokonversiyon gdsteren onyedi gebeye
amniyosentez yapilmis ve dordiinde (%23.5)’tinde hem kiiltiir hem de PZR ile CMV tespit
etmiglerdir. Ziyaeyan ve ark. (121)’nin ¢alismalarinda, 92 gebenin ve bebeklerinin %98’de
CMV-IgG ve bu gebelerin %5.4’tinde CMV IgM pozitifligi tespit edilmistir. Bu Ig M
pozitifligi saptanan annelerin bebeklerinde CMV IgM pozitifligi saptanmazken CMV-IgG
pozitifligi olan annelerin bebeklerinde %3.3 oraninda IgM pozitifligi belirlenmistir. Pozitif
IgM tespit edilen anne ve bebeklerin serumlarinda CMV-DNA saptanmis, serumlarinda DNA
tespit edilen fetiislerin annelerinin amniyon sivilarinda da CMV-DNA tespit edilmistir.

Sitomegaloviriisiin prenatal tanisinda amniyon sivisinda PZR ile hiicre kiltiir
yontemlerinin  karsilagtirildigi caligmalarda duyarlililk PZR yonteminde daha yiiksek
bulunmaktadir. Lazzarotto ve ark. (147), 82 gebede amniyon sivilarinda uyguladiklart PZR
yonteminde duyarliligt %100, kiltir yonteminin duyarliigii %50, her iki yontemin
ozgiilliiklerini %100 oraninda bildirmislerdir. Revello ve ark. (148).da benzer sekilde
amniyon sivisinda CMV-DNA belirlenmesinde PZR yonteminin duyarlilifint (%76.9)
kiiltirden (%69.2) daha yiiksek, o6zgiilliiklerini ise ayni (%100) bulmuslardir. Gouarin ve
arkadaslar1 (149)’nin ¢alismalarinda, serokonversiyon gosteren 152 gebenin 95’inin amniyon

stvisina prenatal tani igin kiiltiir ve PZR uygulanmis, 94’linde kiiltiir ve PZR ile CMV tespit
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edilirken bir vakada PZR pozitif iken kiiltiir negatif sonu¢ vermistir. Prenatal tani igin
amniyon sivisinda her iki yontemin duyarliligi %72.4 olarak bulunurken, 6zgilliikleri kiltiir
icin %98.4, PZR i¢in %96.9, yontemlerin PPD’leri sirasiyla, %95.6 ve %91.3 olarak
bulunmustur.

Hiicre kiiltiir yontemi ile PZR yontemlerinin birlikte kullanildigr caligmalarda
duyarlilik oraninin, tek basina kullanilmalarina oranla daha da yiikseldigi bildirilmektedir.
Antsaklis ve ark. (150) hiicre kiiltir ve PZR yoOntemlerinin birlikte kullandiklar
caligmalarinda duyarliligt %85,7 olarak bulmuslardir. Lipitz ve ark. (151)’lari, primer
infeksiyonlu 50 gebenin amniyon sivilarinda, viral izolasyon ve PZR yontemini uyguladiklar
calismalarinda, her iki yontemin birlikte intrauterin CMV infeksiyonu tanisinda yaklasik %94
kesinlik sagladigi tespit edilmistir. Nigro ve ark. (152) ise, 117 gebeden alinan amniyon
stvilarinda  kiiltir ve PZR yontemleri ile CMV arastirdiklart calismalarinda, primer
infeksiyonlu gebelerde %52’sinde PZR ile, %36’sinda kiiltiir ile CMV izolasyonu tespit
edilmistir. Rekiirren infeksiyonlu gebelerin %22’sinde PZR ile, %4’iinde kiiltiir ile pozitiflik
saptanmuistir.

Amniyosentez  sirasindaki  gebelik  yasi  prenatal taninin  duyarlhiligini
etkilemektedir (153). Amniyon sivist Orneklemesi igin amniosentez, gebeligin 21-22.
haftalarinda yapilmasi 6nerilmektedir (106). Gebeligin 21. haftasindan 6nce alinan amniyon
stvisindan yapilan prenatal tanida duyarlilik %30 iken, 21. haftadan sonra duyarlilik %71-
100’e ulagmaktadir (150). Gebelik yasinin 21 haftadan kiigiik olmas1 ve maternal infeksiyon
ile 6rnekleme zamani arasinda alti-dokuz haftadan daha az siire gegmesi gibi nedenlerle PZR
duyarliligr diismektedir. Ayrica kullanilan PZR protokolii de duyarliligi etkilemektedir (154).
Sitomegalovirus DNA’sinin kalitatif PZR yerine kantitatif olarak saptanmasi, fetiisdeki CMV
riskini belirlemede yararli olmaktadir. Kalitatif PZR yontemlerinde duyarlilik %71-%100
arasinda degismekte ve yalanci negatif sonuglar alinabilmektedir (146,154).

Bu ¢alismada seropozitif gebelerden birinde amniyon sivisi 6rneginde CMV DNA
(216 kopya/mL) belirlenmistir. Bu pozitif ornek, (disik seviyede viral yiikiin bulunmasi
nedeniyle), en diisiik saptama limiti 400 kopya/ml olan farkli bir PZR testi Cobas Amplicor
CMV test sistemi (Roche Diagnostic Systems, Mannheim, Germany) ile tekrar ¢alisilmis ve
ornekteki viral yiikk benzer miktarlarda (192 kopya/ml) bulunmustur. Bu gebedeki viral yiikiin

diisik bulunma nedeni olarak, CMV infeksiyonunu gebeliginden 6nce ya da gebelik
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baslangicinda gegirmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Calisma grubumuzda bu hasta disinda
amniyon sivilarinda ve serum 6rneklerinin higbirinde CMV DNA pozitifligi bulunmamustir.

Yalanci negatif sonuglar1 6nlemek i¢in amniyosentezin gebeligin 21. haftasindan
sonra yapilmasinin daha uygun oldugu belirtilmektedir (155). Calisma grubundaki gebelerin
biiyiikk bir kisminda amniyosentez uygulama zamani, gebeligin 21.haftadan 6nce olmasi
nedeniyle, infeksiyon, ger¢ekten daha diisiik oranda tespit edilmis olabilir.

Kalitatif PZR, viriisiin varhiginm1 ya da yoklugunu gosterirken, Kantitatif PZR,
ornekteki viral yiikiin 6lglimiine olanak saglamaktadir (155). Kantitatif PZR ile amniyon
stvisinda mililitrede en az 10° viriis genomunun bulunmasi fetiisiin %100 infekte oldugunu,
en az 10° viral genomun varhg ise fetiiste semptomatik infeksiyonun varhigim
diistindiirmektedir (156,157).

Gouarin ve ark. (155)’lart kiiltiir ve kalitatif PZR ile pozitif bulunan primer
infeksiyonlu 30 gebenin amniyon sivisinda CMV viral yiikiini real-time PZR yontemi ile
belirleledikleri. ¢alismalarinda, kalitatif PZR’nin iyi bir yontem oldugunu, ancak infekte
fetiislerin semptomatik ya da asemptomatik ayrimi i¢in kantitatif PZR’in kullanilmasinin
uygun olacagini bildirmislerdir. Revello ve ark. (158)’lar1 konjenital infeksiyonlu fetiislerin
annelerinden alinan amniyon sivi Orneklerinde kantitatif PZR yontemi ile semptomatik
fetislerde CMV DNA diizeyinin asemptomatik fetiislere oranla daha yiiksek oldugunu
belirlemislerdir. Iki arastirmaci grubu benzer sekilde kantitatif PZR testiyle saptanan viral
yiikiin, semptomlu ve semptomsuz fetiislerin ayrimindaki énemini vurgulamislardir.

Bu ¢alismada fetal anomaliye neden olabilecek CMV infeksiyonunu belirlemede,
viral yiikii saptamak amaciyla real-time PZR yontemi kullanilmig ve CMV DNA viral yiikii
diisiik bulunmustur. Bu gebenin takiplerinde USG ile herhangi bir anomaliye rastlanmamis
olmasi, postnatal donemde bebekte klinik bulgu olmayis1 ve viral yiikiin infeksiyon i¢in diisiik
bulunmasi nedenleri ile bebegin biiyilik olasilikla infekte olamayacagii diistindiirmektedir.
Ancak ileri yaslarda CMV infeksiyonuna bagli sekel goriilebilme olasiligi agisindan aile
bilgilendirilmis ve takip i¢in Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Poliklinigi’ne yonlendirilmislerdir.

Amniyon sivisinda ve fetal kanda CMV’nin varliginin PZR ve kiiltlir yontemleri
ile gosterilmesinin yani sira fetiis kaninda CMV IgM antikorlarinin serolojik olarak
saptanmas1 da tan1 da deger tasimaktadir. Konjenital CMV infeksiyonunda yenidoganlarda
IgM oran1 %50-90 arasinda degismektedir. Ancak negatif sonuglar yiiksek oranda

belirlenmektedir. Bunun olast nedenlerinden biri fetlisin immun sisteminin immatir olmasi
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nedeniyle IgM diizeyi tespit edilemeyecek kadar diisiik olabilmektedir (89,143). Bu
nedenlerle fetal kan 6rnegi, prenatal tanida tek basina degersiz olabilmektedir (7,89).

Sitomegalovirus prenatal tanisinda amniyon sivisi ile koryonik villus, kord kani,
ve servikovajinal smear 6rneklerinin birlikte degerlendirildigi bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir
(159). Biri ve ark. (93)’lar1 servikovajinal smear ve amniyon sivist drneklerinde real-time
PZR yontemi kullanarak CMV prenatal tanisina yonelik ¢alismalarinda, 135 servikovajinal
smear 6rneginin ikisinde (%1.5), 71 amniyon sivisi 6rneginin birinde (%1.4) CMV-DNA
belirlemislerdir. Enders ve ark. (154) fetal kandan CMV-DNA ve CMV-IgM antikorlar1 ya da
amniyon sivist ve fetal kan 6rneklerinin her ikisinde CMV-DNA ya da CMV-IgM antikorlari
testlerinin duyarlilig1 %100 olarak bulunmustur.

Yakin zamana kadar yapilan calismalar 6zellikle seronegatif gebelerde goriilen
primer CMV infeksiyonunu tespit etmeye yoneliktir (135,160). Son c¢alismalarda ise
gebelerdeki rekiirren CMV infeksiyonlarinin da primer CMV infeksiyonu kadar ciddi
sonuglar dogurabilecegine dikkat c¢ekilmektedir (160,161). Konjenital CMV infeksiyonlu
bebeklerin %60’1, gebelik dncesi seropozitifligi olan annedeki rekiirren maternal infeksiyona
bagli olarak, viriisiin transplasental gecisiyle infekte olabilecegi bildirilmektedir (75,160). Bu
sebeple iilkemiz gibi rekiirren infeksiyon gecirme riskinin daha sik oldugu gelismekte olan
iilkelerde, rekiirren CMV infeksiyonlarmin primer infeksiyona gore daha fazla riskli
olabilecegi sdylenebilir (160).

Konjenital CMV infeksiyonun riskleri ile ilgili dogru veriler, seroprevalansin
yiiksek oldugu iilkemiz gibi toplumlarda, gelecekte yapilacak prospektif, ¢ok iyi planlanmus,
genis kapsamli epidemiyolojik ¢alismalarla saglanabilir. Ayrica toplumun ve saglik
calisanlarinin, rekiirren maternal CMV infeksiyonlarinin da primer kadar risk tasidiklar1 ve
gebeliklerin planli ve takip altinda gercgeklestirilmesi konularinda bilinglendirilmesi
gerekmektedir. Toplum ve saglik ¢alisanlari, CMV infeksiyonu bulas yollart ve hijyenik
tedbirler yoniinden bilgilendirilmelidir (160).

Sitomegalovirus gebelikte gecirildiginde fetal hasar olusturabilmektedir. Calisma
grubumuzdaki gebelerin  %5’inde  CMV’ye karst koruyucu antikorun olmadigi
gozlenmektedir. Sitomegaloviriis agisindan  gebelik  oncesi  infeksiyon —durumunun
belirlenmesinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Sonug olarak gergeklestirilecek planli gebelikler ve alinacak koruyucu 6nlemlerle

birlikte uygulanacak diizenli antenatal, intrapartum, postpartum tarama ve takip programlari

60



ile saptanacak konjenital CMV infeksiyonu vakalarinin erken tedavileri, uzun siireli takip ve
izolasyonlar1 ile bu hastaliga bagh gelisen ve giderek artan mortalite ve morbidite oranlari
azaltilabilir. Asemptomatik konjenital CMV enfeksiyonu vakalarini saptamak, bunlarda
ortaya ¢ikabilecek ilerleyici norodejeneratif bozukluklar1 onlemek amaciyla gebelere Ig
tedavisi vermek ve riskli gebelerin izole edilip alinacak hijyenik tedbirlerle gebelere ve
cocuklara bulas1 6nlemek amaciyla neonatal tarama programlart uygulanabilir. Ayrica, riskli
gebelerde molekiiler testler i¢in amniyosentez, 21. haftadan 6nce uygulandiginda da negatif

sonu¢ alinabilecegi akilda tutulmalidir.
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SONUC

Bu c¢aligmada, sitomegaloviriis 19G ve IgM antikorlarinin  gebelerdeki
seropozitiflik oranlari, yas gruplarina gére dagilimi, annedeki CMV infeksiyonunun varligi ve
amniyon sivisina gecip ge¢medigi arastirilmistir. Calismamizda Mart 2006 ve Aralik 2008
tarihleri arasinda riskli gebelik nedeniyle amniyosentez yapilan ve kan orneklerinin Adnan
Menderes Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda incelendigi
100 gebe kadinin kan ve amniyon sivi 6rneklerinde, CMV infeksiyonunun varligini tespit
etmek amaciyla kullanilan CMV-IgM ve IgG antikor ELISA testleri, 1gG avidite testi ve
CMYV DNA real time PZR yontemi sonucunda;

1. Sitomegaloviriis IgG antikorlar1 100 gebenin 95’inde (%95) tespit edilmistir.
Bu sonucun, iilkemiz gibi gelismekte olan iilkelerde yapilan calismalarla uyumluluk
gosterdigi, seropozitiflik oraninin yiiksek oldugu belirlenmistir. Diger bir deyisle primer
CMYV infeksiyon riski diisiik bulunmustur.

2. Anti CMV IgM antikor cevabi ise bir (%1) gebede pozitif olarak bulunurken,
ayni gebenin CMV IgG antikoru da pozitif olarak belirlenmistir. Bu gebenin serum 6rnegine
avidite testi yapilmis ve AI’i %69 olarak belirlenmis ve infeksiyonun rekiirren infeksiyon
oldugu kanisina varilmistir. Sadece CMV IgM ya da IgG ile birlikte CMV IgM pozitifligi
belirlenen gebelerde avidite testi yapilmasi gerektigi, boylece primer ve rekiirren infeksiyon
ayrimi yapilabilecegi diisiintilmiistiir.

3. Kan 0Orneklerinin higbirinde real-time PZR yontemi ile CMV DNA
saptanmazken, CMV IgG seropozitifigi belirlenen bir gebenin amniyon sivi érneginde CMV
DNA tespit edilmis fetal infeksiyon oran1 %1 olarak bulunmustur.

4. Amniyon sivisinda CMV DNA saptanan gebe ile bu gebenin bebeginin kan
orneklerinde IgG avidite testi ¢alisilmis ve hepsinde Al %57 ve %61 olarak bulunmustur. Bu
sonuglarin da rekiirren CMV infeksiyonunu gosterdigi kanaatine varilmistir.

Sonugta tiim gebelerin, gebelikleri saptandiginda CMV infeksiyonu yoniinden
serolojik olarak taranmasi, ayrica IgM pozitiflesmesi ya da serokonversiyon durumunu
belirlemek i¢in taramanin  tekrarlanmasi  gerektigi  diisiiniilmektedir.  Infeksiyonu
diisiindiirecek sonuglarla karsilagildiginda primer ve rekiirren infeksiyon ayrimi igin avidite
testi gibi kolay uygulanabilen bir dogrulama testinin yapilabilecegi, avidite indeksinin diisiik
¢iktig1 durumlarda primer infeksiyon olarak degerlendirilip, amniyon sivi érneginin CMV

DNA ve viral yiik agisindan PZR yontemi ile incelenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
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OZET

Amac¢ ve Hipotez: Sitomegaloviriis viral intrauterin infeksiyonlarim en sik
sebebidir. Gebelerdeki primer ve rekiirren CMV infeksiyonlari, anne ve bebeginde ciddi
sonuglara neden olabileceginden iyi tanimlanmasi ve buna goére korunma ve tedavi
sekillerinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Bu calismada riskli gebelerde sitomegaloviriis
IgG ve IgM antikorlarinin seropozitiflik oranlarin1 belirlemek ve amniyon sivisinda CMV-
DNA varligini tespit etmek amaglanmustir.

Yontem: Bu ¢alisma Mart 2006-Aralik 2008 tarihleri arasinda Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda yapilmistir. Cesitli obstetrik nedenlerden dolay1r amniyosentez yapilan 100
gebenin kan ve amniyon sivi Ornekleri incelenmistir. Kan 6rneklerinde CMV IgG ve 1gM
antikorlarinin varligt CMV IgM p-capture ve 1gG ELISA (Meddens Diagnostics BV) testi ile,
avidite indeksi, CMV IgG avidite ELISA (Radim SpA, Pomezia-Roma-italya) testi ile
aragtirtlmistir. Gebeler CMV IgM antikor varligina gore seropozitif ya da seronegatif ve
avidite indeksine gore primer ya da rekiirren infeksiyon olarak gruplandirilmistir. Kan ve
amniyon sivi orneklerinde CMV DNA varligi “RoboGene Human Cytomegalovirus (HCMV)
Quantification Kit” (RoboGene®AJ Roboscreen GmbH, Germany) ile “ABI PRISM
7000”(Applied Biosystems, USA) cihazinda real-time PZR yontemi ile aragtirilmistir.

Bulgular: Gebelerde seropozitiflik orant %95, seronegatiflik oran1 ise %5 olarak
bulunmustur. Fetal infeksiyon oran1 %1 oraninda saptanmistir. Bir gebenin amniyon sivi
orneginde PZR yontemi ile CMV DNA tespit edilmis, bu gebenin ve bebeginin ve ayrica
CMV IgM pozitifligi olan diger gebenin kan 6rneklerine yapilan CMV IgG avidite testinde,
avidite indeksleri yiiksek bulunmustur. Kan O6rneklerinin higbirinde CMV DNA tespit
edilememistir.

Sonu¢: Bolgemizde seropozitiflik oranmmin yliksek olmasi nedeniyle fetal
infeksiyon orani diisitk bulunmustur. Gebelikte serokonversiyon gelistiginde ya da CMV IgM
antikor pozitifligi saptandiginda, gebelerin CMV agisindan serolojik yonden taranmali ve
sonuglar avidite testi ile desteklenmelidir. Akut infeksiyon durumunda, 21-22 gebelik
haftasinda amniyon sivisindan yapilacak CMV PZR testi ve/veya kiiltiir uygulanabilir. Sonug

olarak riskli gebeler CMV infeksiyonu yoniinden taranmalidir. Riskli gebeliklerde 21-22.
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haftadan Once alinan amniyon sivisinda CMV DNA’nin negatif saptanabilecegi akilda
tutulmalidir.

Yazisma Adresi: Dr. Gonca EVCIL

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi

Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tel: (+90) (256) 444 12 56 / 517
E-posta: goncaevcil@mynet.com
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INVESTIGATING WITH SEROLOGICAL AND MOLECULAR METHODS OF
CYTOMEGALOVIRUS INFECTION IN RISKY PREGNANT WOMEN

SUMMARY

Aim and Hypothesis: Cytomegalovirus (CMV) is the most commonly
encountered cause of viral intrauterine infections. As primary and recurrent CMV infections
in pregnancy can lead to severe conditions in both the mother and the fetus it should be
described properly in order to take precautions and treat these infections. In this study, we
aimed to determine the ratio of CMV seroconversion and the presence of CMV DNA in
amniotic fluids from risky pregnant women in Aydin region.

Method: During the period between March 2006 to December 2008 in
Laboratory of Department of Microbiology and Clinical Microbiology, Adnan Menderes
University Faculty of Medicine, CMV-spesific 1gG and IgM were determined by ELISA
(Meddens Diagnostics BV) in 100 pregnant women who were performed amniocenthesis for a
variety of obstetric indications at 17 to 21 weeks of gestation. Avidity index was studied by
ELISA (Radim SpA, Pomezia-Roma-italya). The pregnant women were classified as
seropositive or not according to the presence of CMV-spesific IgG and IgM and a primary or
a reccurent CMV infection according to avidity index of anti-CMV IgG. CMV DNA was
investigated in the amniotic fluid and blood samples by real-time (RT) polymerase chain
reaction (PCR) assay.

Results: The rate of seropositivity was found as 95 % and seronegativity as 5 %
in pregnant women and the fetal infection rate was found 1 %. The only a pregnant women
was positive for CMV DNA by RT PCR and high avidity index. The infant whom mother
determined CMV DNA in her amniotic fluid showed high avidity index. The another pregnant
woman was found CMV IgM positive and also high avidity index but not detected CMV
DNA in her amniotic fluid. CMV DNA was not found in any of the blood samples.

Conclusion: We concluded that the fetal CMV infection rate is very low due to

high maternal seropositivity in our region. During the pregnancy, serological screening of
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CMV in mother should be supported with avidity test whwn seroconversion occured or CMV
IgM antibody positivity determined. In acute infections cases, CMV quantitative PCR and/or
cell culture assays can be applied to amniotic fluid in the 21-22th weeks of pregnancy. As a
result, the pregnant women had risk factors should be screened in terms of CMV infection.

Key words: CMV, seropositivity, amniotic fluid, real-time polymerase chain reaction
(RT-PCR)
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