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OZET

KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN
CYTOMEGALOVIRUS (CMV) SUSLARINDA ANTIVIRAL iLAC
DIRENCI ARASTIRILMASI

Amacg: Cytomegalovirus (CMV) enfeksiyonu saglikli  kisilerde genellikle
asemptomatik seyrederken, immiin sistemi heniiz gelismemis ya da baskilanmis
kisilerde ciddi hastaliklara neden olabilir. Bu ¢alismada hematoloji ve kemik iligi
transplantasyon (KIT) servislerinde takip edilen hastalardan izole edilen CMV
suslarinda antiviral ila¢ direnciyle iliskilendirilen mutasyonlarin arastirilmasi
amaclanmugtir.

Gereg ve Yontem: Calismaya Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Eriskin Hematoloji ve
KIT servislerinde takip edilen, CMV viral yiikii 1000 IU/ml ve iizeri olan hastalardan
daha 6nce CMV tedavisi almis 34 kisi hasta grubu olarak, CMV tedavisi almamis 10
kisi de kontrol grubu olarak, toplam 44 hasta dahil edildi. Hastalardan real-time PCR
yontemiyle ilag direnci arasgtirmasi yapildi. Bunun i¢in CMV UL97-UL54 Genleri
Mutasyon Saptama Kiti (RUO) (Bioeksen, Tiirkiye) kullanildi. UL 97 bolgesinde dort
mutasyon (H520Q, A594V, C603W, L595S), UL54 bolgesinde dort mutasyon
(A987G, L802M, P5228S, T700A) olmak tizere toplam sekiz mutasyon degerlendirildi.
Calisma, Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda
gerceklestirildi.

Bulgular: Yapilan analiz sonunda ¢alismaya dahil edilen 44 hastada, C603W, L595S,
A987G, L802M, P522S, T700A vabhsi tip sus pozitif bulundu, hi¢bir hastada mutant
tip sus saptanmadi. H520Q ve A594V degerlendirmesinde; calismaya dahil edilen
hastalarin higbirinde mutant sus saptanmazken vahsi tip sus varligi da gosterilemedi.
Olas1 sorunlar1 dislamak icin test tekrar ¢alisildi. Ikinci ¢alismada da biitiin 6rnekler,
vahsi tip dahil, H520Q ve A594V mutasyonlari agisindan negatif olarak belirlenince,
H520Q ve A594V mutasyonlar1 degerlendirme dis1 birakildi.

Sonug¢: Sonug olarak ¢alismaya dahil edilen higbir hastada arastirilan mutasyonlar

saptanmadi. Antiviral ilag direncinin saptanmasi, tedavi yonetiminde klinisyene yol



gosterici olabilir. Bu c¢aligma hastanemizde CMV ilag¢ direncinin rutin olarak
calisilabilmesine yonelik bir 6n ¢alismadir. Calismamizin devaminda kullanilan kitin
eksikliginin giderilmesi ve dizi analizi ile dogrulamanin gerceklestirilmesi yoniinde
planlama yapilmistir.

Anahtar kelimeler: CMV, gansiklovir, PCR, antiviral direng



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIVIRAL DRUG RESISTANCE IN
CYTOMEGALOVIRUS (CMV) STRAINS ISOLATED FROM CLINICAL
SAMPLES

Objective: While Cytomegalovirus (CMV) infection usually progresses
asymptomatically in healthy individuals, it can cause serious diseases in people whose
immune system has not yet developed or is suppressed. In this study, it was aimed to
investigate the mutations associated with antiviral drug resistance in CMV strains
isolated from patients followed up in hematology and bone marrow transplantation
(KIT) services.

Materials and Methods: The study included 44 patients from the adult hematology
and BMT services at Ankara Bilkent City Hospital. Patients with CMV viral load of
1000 1U/ml or higher were divided into two groups: a group of 34 people who had
previously received CMV treatment (patient group) and a control group of 10 people
who had not received treatment. Drug resistance analysis was performed using real-
time PCR assay, using the CMV UL97-UL54 Gene Mutation Detection Kit (RUO)
(Bioeksen, Turkey). Eight mutations were evaluated, four in the UL97 region (H520Q),
A594V, C603W, L595S) and four in the UL54 region (A987G, L802M, P522S,
T700A). The study was conducted at Ankara Bilkent City Hospital Molecular
Microbiology Laboratory.

Results: Analysis revealed no mutant strains and all of the wild-type strains were
positive for C603W, L595S, A987G, L802M, P522S and T700A. In the assessment of
H520Q and A594V, neither mutant nor wild-type strains were found in any patients.
To eliminate potential issues, the test was rerun for confirmation. In the second run,
all samples, including wild-type, were negative for H520Q and A594V mutations,
leading to the exclusion of these mutations from the evaluation.

Conclusion: As a result, no mutations were detected in any of the patients included.
The identification of antiviral drug resistance can guide clinicians in the management

of treatment. This study serves as a preliminary investigation toward routine

Xi



assessment of CMV drug resistance at our hospital. Future plans include addressing
kit limitations and performing confirmation through sequence analysis.

Keywords: CMV, ganciclovir, PCR, antiviral resistance
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1.GIRIS VE AMAC

Cytomegalovirus (CMV), Herpesvirales takimi, Herpesviridae ailesinin
Betaherpesvirinae alt ailesinde yer almaktadir. CMV yaklagik 200 nm ¢apinda,
ikosahedral kapsidi olan, zarfli ve lineer ¢ift iplikli bir DNA virlisidir (1).
Enfeksiyonlar1 yaygin olarak tiim diinyada ve her yas grubunda goriiliir (2).

Bagisiklig1 yeterli saglikli konakg¢ida, primer CMV enfeksiyonu genellikle
asemptomatiktir; ancak spesifik olmayan atesli bir hastalik veya mononiikleoz benzeri
bir sendrom olarak da ortaya cikabilir. Bagisikligi baskilanmis bireylerde, CMV
enfeksiyonu ciddi hastaliga neden olabilir. Solid organ ve kok hiicre nakli alicilart ve
kemoterapi goren kanser hastalar1 gibi immiinsupresif tedaviler uygulanan hastalarda
ve Edinilmis Immiin Yetmezlik Sendromu (AIDS) olan hastalarda, CMV enfeksiyonu
onemli bir klinik endise kaynagidir. Bu nedenle, baskilanmis veya gelismemis immiin
sisteme sahip bireyler, primer CMV enfeksiyonu, reenfeksiyon veya latent viriisiin
reaktivasyonu yoluyla ciddi hastaliga yatkindir. Ozellikle transplant alicilarinda, CMV
pnomonisi yiiksek mortalite riski olusturmaktadir (2, 3).

CMV enfeksiyonlarinda profilaksi, preemptif tedavi ve transplant alicilarinda
gelisen CMV hastaliginin tedavisinde antiviral ilag olarak gansiklovir, valgansiklovir,
valasiklovir, foskarnet, sidofovir ve letermovir kullanilmaktadir. Gansiklovir siddetli
veya yasami tehdit eden CMV hastaligi igin 6nerilen baslangig tedavisi ajanidir (4).

CMV’nin antiviral ajanlara karst duyarliligini test etmek i¢in ¢esitli fenotipik
ve genotipik testler kullanilmaktadir. Antiviral ila¢ direncinin saptanmasi i¢in standart
fenotipik yontem, plak rediiksiyon testidir (PRA). DNA hibridizasyon testi ve flow
sitometri ile CMV erken antijeninin saptanmast da diger fenotipik yontemler
arasindadir. ilag duyarlilhigini tespit etmek icin siklikla genotipik testlere bagvurulur.
Dizi analizi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), pirosekanslama, in-vitro ters
hibridizasyon, line prob assay (LiPA) ve tek niikleotid polimorfizm (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) analizi genotipik direng¢ tespit yontemlerindendir. Fenotipik
testlerle karsilastirildiginda genotipik testler, klinik karar verme siirecine rehberlik
edebilecek hizli bir Olciim saglar; ancak secilen hedef disindaki mutasyonlar
saptayamaz. Gansiklovir direncinden ilacin hiicre i¢i fosforilasyonunu saglayan UL97

protein kinaz geni ve CMV DNA polimerazi kodlayan UL54 genindeki mutasyonlar



sorumludur. UL54 mutasyonu genellikle uzun siireli tedaviden sonra, 6nceden var olan
UL97 mutasyonlaria eklenir ve ilag direnci seviyesini birka¢ kat artirir. UL54
mutasyonlar1 gansiklovir, sidefovir, foskarnet direnci ile iliskili bulunmustur (4-7).
Bu calismada; kemik iligi transplantasyon (KIT) iinitesi ve hematoloji
Kliniklerinde takip edilen hastalardan izole edilen CMV suslarinda antiviral ilag
direnciyle iliskilendirilen UL97 ve ULS54 gen mutasyonlarinin gercek zamanli

polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle arastirilmasi amaglanmustir.



2.GENEL BILGILER

2.1. CYTOMEGALOVIRUS

2.1.1.Tarihge

Alman bilim adam1 Hugo Ribbert 1881 yilinda, 6lii dogmus bir fetiisiin bobrek
kesitlerinde ve c¢ocuklarin parotis bezinde, yorumlayamadigi biiyiik hiicreler
gordiiglinii yazmistir. Ardindan, Jesionek ve Kiolemenoglu da benzer hiicreleri sekiz
aylik bir fetiisiin akcigerlerinde, bobreklerinde ve karacigerinde gérmiis ve bu hiicreleri
"protozoon benzeri" hiicreler olarak raporlamistir. Bu biiyiikk hiicrelerin
¢ekirdeklerinde, seffaf halo ile gevrili "merkezi niikleer cisim" goriilmiistiir. Ribbert’in
laboratuvarinda calisan Lowenstein 1907 yilinda, inceledigi 30 infanttan dordiiniin
parotis bezinde bu tiir hiicreleri gostermistir. Bunlar, intraniikleer inkliizyonlara sahip
tipik sitomegalik hiicrelerin ilk tanimlaridir. Von Glahn ve Pappenheimer, 1925 yilinda
herpes genitalis ve herpes zoster ile enfekte olmus insanlarin lezyonlarinda,
intraniikleer inkliizyon iceren hiicrelerin varligina dikkat ¢ekmistir. Bu tiir anormal
hiicrelerin virtisler tarafindan iretildigini diisiinmiisler ve bunlarin protozoonlar ile
akraba olduklarindan stiphe duymuslardir. Bu durum, intraniikleer inkliizyonlara sahip
hiicrelerin, giiniimiizde Herpesviridae olarak bilinen viriislerle iligkili olabileceginin
ilk gostergesi olmustur. Farber ve Wolbach, cesitli nedenlerle 6ldiikten sonra incelenen
183 ¢ocuktan 26’smin tiikiirik bezlerinde bu tiir inkliizyon tasiyan hiicreleri
gostermistir. Bu durum, CMV enfeksiyonunun oldukga sik oldugunun kaniti olmustur.
Arastirmacilar bobrek tiibiiler epitel hiicrelerini vakalardaki ortak etkilenen bdolge
olarak saptamistir. Bu durumda, idrar c¢okeltilerinde hiicrelerin gosterilmesiyle
hastaligin yasam sirasinda da teshis edilebilecegini One siirmiislerdir. Virtis,
birbirinden bagimsiz i¢ farkli grup tarafindan 1956 yilinda, ilk kez hiicre
kiiltiirlerinden izole edilmistir (Rowe ve ark., 1956; Smith, 1956; Craig ve ark., 1957)
ve ‘tikirik bezi virlisi’ veya ‘sitomegalik inkliizyon hastaligi virlisi’ olarak

adlandirmistir. Sonrasinda Weller ve arkadaslari tarafindan "Sitomegaloviriis" (CMV)


https://link.springer.com/article/10.1007/s00430-007-0066-x#ref-CR1

terimi dnerilmistir (Weller ve ark., 1960). Giiniimiizde viriis, insan Herpesvirus Tip 5

olarak adlandirilmistir (8-11).

2.1.2.Smiflandirma

Uluslararast Viriis Taksonomisi Komitesi tarafindan son literatiirde Insan
Herpes Viriisii 5 (HHV-5) olarak adlandirilan Insan Sitomegaloviriisii (HCMV),
Herpesviridae ailesi, Betaherpesvirinae alt ailesi, Cytomegalovirus cinsine aittir.
Viriisiin adi, enfekte hiicrenin biiylimesine (cyto:hiicre, megali:biliylime) neden olmasi
ve karakteristik inkliizyon cisimcikleri olusturmasi gergeginden tiiretilmistir (1, 12,

13). Herpesviriis ailesi tiyeleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1.Herpesviridae ailesi (13)

Alt aile Taksonomik ad Tiir ad1
HHV-1 Herpes Simplex Virus 1(HSV-1)
Alfa Herpesvirinae HHV-2 Herpes Simplex Virus 2 (HSV-2)
HHV-3 Varicella Zoster Virus (VZV)
HHV-5 Human Cytomegalovirus (HCMV)
Beta Herpesvirinae HHV-6 Human Herpes Virus 6 varyant A/B
HHV-7 Human Herpes Virus 7
HHV-4 Epstein Barr Virus (EBV)
Gama Herpesvirinae HHV-8 Kaposi’s Sarcoma Associated Herpesvirus
(KSHV)

2.1.3. Viriisiin Genel Ozellikleri

2.1.3.1. Viriisiin yapisi: CMV herpesviriis ailesinin tipik 6zelliklerini tasir.
Tam virion partikiilii 120-200 nm boyutlari ile aile igindeki en biiyiik viriistiir. Elektron
mikroskobik incelemede diger herpesviriislerden yapisal olarak ayirt edilemeyen
virionlar1, yiiksek oranda defektif viral partikiiller ve viral DNA ve kapsitten yoksun
enfektif olmayan "dense body" olarak adlandirilan kiiresel partikiiller igerir.
Karakteristik olarak dense body, virionlardan daha biiyiiktiir ve protein bilesimleri
bakimindan virionlardan daha heterojendir. CMV, 220-240 kb dogrusal ¢ift sarmalli
DNA, genomu cevreleyen ikozahedral simetrili kapsid (100110 nm ¢ap, 162



kapsomer), kapsid ile zarf arasinda amorf bir tegiiment veya matriks ve en dis tabakada
da lipid zardan olusmaktadir (Sekil 1). Tegiiment ¢ogunlukla fosfoproteinlerden
olusur. Viral =zarf, niikleer zarin i¢ ylizeyinden tomurcuklanan toplanmis
niikleokapsidler olarak olusturulur, lipoproteinler ve yapisal proteinler igerir ve
bunlardan bazilar1 glikozile edilmistir. Glikoprotein B (gB) ve glikoprotein H (gH)
gibi glikoproteinler, adlarini aldiklart Herpes Simplex Viriis (HSV) zar proteinleriyle
genetik homolojidedir (11-15).
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Sekil 1.CMV nin morfolojik yapisi (15 numarali kaynaktan alinmistir)

CMV genomu, konagin bagisiklik sistemini modiille etme islevi goren
proteinler ile yapisal ve diizenleyici proteinleri kodlayan 200'den fazla agik okuma
bolgesinden (Open Reading Frame: ORF) olusur. Bu proteinlerin ¢cogunun islevi heniiz
tam olarak belirlenememistir (13). Diger herpesviriislerle karsilastirildiginda en fazla
glikoproteini CMV genomu kodlar. Virionu olusturan viral proteinler; %50 tegiiment
proteinleri, %30 kapsid proteinleri, %13 zarf proteinleri ve %7 tanimlanmamis
proteinler olarak dagilim gosterir. Bu proteinler arasinda virionun en bol proteini 'lower
matriks proteini’ olarak da adlandirilan pp65 (UL83) tegiiment proteinidir. Pp65
sitotoksik T lenfositler (CTL) i¢in en énemli hedeftir. Viral genom, her ikisi de tekrar
dizileri (repeat long:RL ve repeat short:RS) ile sinirlanmis olan kisa (unique short:US)
ve uzun (unique long:UL) olarak iki bolgeye ayrilmistir. Her iki bolge de ters
gevrilebilir, bu sekilde CMV esit miktarda dort izomer olusturma yetenegi gosterir (11-
13). CMV DNA genomunun yapisal komponentleri Sekil 2’de gosterilmistir.
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Sekil 2.CMV DNA genomunun yapisal komponentlerinin haritasi (16 numarali
kaynaktan alinmigtir)

Enfeksiyoz virionun olgun kapsidi viriis tarafindan kodlanan bes protein igerir.
Bu proteinler viral kapsidin ikozahedral yapisindaki penton, hekson ve tripleksleri
olusturur. Bunlar; major kapsid proteini (MCP; ULS86 tarafindan kodlanir), minor
kapsid proteini (MnCP; ULS85 tarafindan kodlanir), minér kapsid binding proteini
(MnCBP; UL46 tarafindan kodlanir), smallest kapsid proteini (SCP; UL48.5 tarafindan
kodlanir) ve portal proteini (UL104 tarafindan kodlanir) olarak adlandirilmaktadir.
ULS8O0.5 tarafindan kodlanan bir protein olan assemblin, DNA paketlenmesi sirasinda
olgun kapsitten temizlenir (11, 15, 17).

Tegliment tabakasi, zarf ile kapsid arasinda bulunur ve virionun bilesimi ve
organizasyonu agisindan en az tamimlanan bolgedir. Tegiiment, replikasyon
dongiisiinde kritik islevleri yerine getiren bir¢ok protein icerir ve konagin enfeksiyona
yanitinin modifikasyonunda 6nemli rol oynar. Viriis tarafindan kodlanan toplam
protein sayisinin %50’sinden fazlasi tegiimentte bulunur; ancak sadece kiigiik bir kism1
virionun yapisal biitiinliigiine dogrudan katkida bulunur. Tegiiment proteinlerinin ¢ogu
CMV genom replikasyonuna, enfektif progenitorlerin sitoplazmada montajina ve
konak organizmanin bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesine katkida bulunur. Cogu
tegliment proteini fosforile edilmistir (15). Bazi tegliment proteinlerinden ppUL32,
pp150 ve pp28 sitoplazmada ifade edilirken, ppUL69 ¢ekirdekte ifade edilir. PpUL53
ve ppUL83 (pp65) ise erken enfeksiyon sirasinda ¢ekirdekte ifade edilir ve daha sonra
gec enfeksiyon sirasinda sitoplazmaya tasinir. Ppl150 niikleokapsidin stabilize
edilmesinde ve virion montaj bdlgelerine tasinmasinda islev goriir. Diger birkag
tegiiment proteini; viral gen ifadesinde (pp71), replikasyonda (pp28), dncii kapsidlerin
cekirdekten ¢ikmasinda (ppUL31) ve hiicresel yanitlarin modifikasyonunda (ppUL69)
rol oynar (11, 15).

CMV zarfi, temel herpesviriis glikoproteinlerinin ortak proteinlerini ve sirasiyla
ULS55, UL75, UL115, UL100, UL73 tarafindan kodlanan glikoprotein B (gB),
glikoprotein H (gH), glikoprotein L (gL), glikoprotein M (gM) ve glikoprotein N



(gN)’yi igerir. Bu glikoproteinlerin bir kismi kompleksler halinde bulunur.
Glikoproteinler virionun baglanmasi, fiizyonu ve hedef hiicreye penetrasyonuna
katkida bulunurlar. Glikoprotein M disinda ¢ogu temel zarf glikoproteini hedef hiicreye
baglanma, fiizyon ve penetrasyon ile ilgiliyken, gM’nin ise montaj ve virionlarin ve
bulasici olmayan viral parcaciklarin salinmasi ile iligkili oldugu iddia edilmistir.
Temelde gB ve gH glikoproteinlerinin sarmal bdlgeleri, viriisiin konak hiicreye
kaynagmasinda rol oynar; gM ve gN, biiyiik 6l¢iide heparin baglama faktorleridir ve
viriisiin baglanmasinda rol alirken, gH ve gL virionun sitoplazmaya taginmasinda

gorev alir (11, 15).

2.1.3.2.Replikasyon: CMV, herpesviriislerin tipik replikasyon dongiisiinii
sergiler. Uzun bir replikatif dongiliye sahiptir ve hiicre kiiltiiriinde yavas lireme
gosterir. Viral proteinlerin sentezine yol agan transkripsiyonel olaylar, fibroblastlar
gibi duyarli hiicrelerle sinirlidir, klinik suslar ayrica endotel hiicrelerinde de tiretilebilir
(18).
Viral replikasyon, konakgr hiicrenin ¢ekirdeginde meydana gelir ve en erken (o), erken
(B) ve gec (y) gen smiflarinin ekspresyonunu igerir. Viriisiin konak hiicrelere girisi,
gB’nin heparin stilfat ile etkilesimiyle baslar, ardindan viral zarin hiicre zariyla
flizyonu ve niikleokapsid ve tegiiment proteinlerinin sitoplazmaya girmesine izin
veren bir dizi etkilesim gerceklesir. Niikleokapsid, mikrotiibiiller boyunca ¢ekirdege
dogru hareket eder. Tegiiment fosfoproteinlerinin bazilar1 ¢ekirdege tasinirken bir
kism1 sitoplazmada kalir. Viriis partikiiliiniin tegliment proteinleri, a genleri i¢in
transaktivator olarak islev goriirler. Viral DNA, niikleokapsitten ¢ekirdege taginir,
cekirdege girer girmez lineer formdaki viral genom sirkiiler hale gelir ve
transkripsiyon baglar. Sirastyla a- B- v gen ifadesi gergeklesir. Enfekte hiicrede ilk en
erken (IE/ a) gen proteinleri ortaya ¢ikar. Bu proteinler ¢ogunlukla transaktivator
olarak islev goriirler ve CMV gen ifadesini baglatma, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve
apoptoz dahil olmak iizere bir dizi konak hiicre islevini etkilerler. IE proteinleri
(6zellikle fosfoprotein pp65), hiicre kiiltiirlerinde enfeksiyonun erken belirtegleri
olarak kullanilabilir. Bunlari erken (E/ ) gen proteinleri izler; bu proteinler viral DNA
replikasyon faktorleri ve onarici enzimlerin yani sira bagisikliktan kaginmada rol

oynayan proteinleri de igerir. Viral DNA replikasyonu, enfekte hiicrelerin



cekirdeginde enfeksiyondan yaklasik 16 saat sonra meydana gelir. Geg (L/y)
proteinlerin transkripsiyonu ise enfeksiyondan sonra, 24 saatten daha uzun siirede
meydana gelir. Geg proteinler, virionun morfogenezine katkida bulunurlar, viral
kapsid proteinleri ve glikoproteinleri iiretirler. Yeni sentezlenen genomlar viral
kapsidlere paketlenir. Cekirdek zarindan zarflarini alan niikleokapsidler, periniikleer
sisternalardan tomurcuklanir, Sitoplazmik vezikiiller i¢inde hiicre zarina tasinir,
vezikiil hiicre zariyla birlesir ve ardindan ekzositozla salinirlar. Tegliment proteini
pp150 (ppUL32), virlisiin hiicreden son ¢ikis1 i¢in gereklidir ve bu proteinin
yoklugunda viral DNA sitoplazmada birikir ve viriisiin hiicreden hiicreye yayilimi

engellenir (12, 13, 15, 18, 19).

2.1.3.3.Fiziksel ve kimyasal ajanlara direng: Tiim herpesviriisler gibi, CMV
de diistik pH’a, lipid ¢oziicii maddelere ve 1siya duyarlidir. CMV’nin yart 6mrii 37
°C’de 60 dakikadir, 56°C’de 30 dakikada, %20'lik ultraviyole 1sinlar1 ve eter
soliisyonunda 5 dakikada aktivitesini kaybeder. Enfektivitesi %10’luk sodyum
hipoklorid soliisyonunda belirgin sekilde diiser. Diger herpesviriislere kiyasla -20
°C’de nispeten daha dayaniksizdir. Enfektivitesini koruyabilmesi i¢in en az -70 °C’de

saklanmalidir (12, 14, 20).

2.1.4.Epidemiyoloji ve Bulas

CMYV, diinya ¢apinda yaygin bir dagilim gosterir ve mevsimsel 6zellik
tasimaz. Enfeksiyonlar1 her yas grubunda goriliir. Hastaliin seroprevalansi yasa,
cografi konuma, etnik ve sosyoekonomik yapiya gore %30-%100 arasinda
degismektedir. Gelismis iilkelerdeki erigkinlerin yaklasik %601, gelismekte olan
tilkelerde ise %100'e yakin1 seropozitiftir. Enfeksiyonlar, genellikle kaynak agisindan
fakir {ilkelerde, ¢ocukluk doneminde kazanilir. Gelismis tilkelerdeki popiilasyonlar
genellikle daha diisiik seroprevalans oranlar1 gosterir ve enfeksiyonlar genellikle
ergenlik ve erigkinlik donemlerinde edinilir. CMV seropozitifligi 3-6 yas arasindaki
cocuklarda yaklasik olarak %20-%30 arasindadir (11).

CMYV, vertikal ve horizontal olarak bulasabilir. Enfeksiyonlar dogum 6ncesi
(prenatal), dogum sirasinda (perinatal) veya hayatin ileri donemlerinde (postnatal)

edinilen enfeksiyonlar olarak siiflandirilir. Kan, tiikiiriik, idrar, gdzyasi, diski, semen,



servikovajinal sekresyonlar, anne siitii gibi pek ¢ok viicut sivisinda bulundugu igin kan
transflizyonu, solid organ veya kemik iligi transplantasyonu, cinsel yol, emzirme ve
viriisti yayan kisilerle yakin temas gibi ¢esitli yollarla bulasabilmektedir (13). Gebelik
doneminde gegirilen enfeksiyonlarda, fetus transplasental olarak enfekte olur. CMV
primer enfeksiyondan sonra hayat boyu viicutta latent kalir. Reaktivasyon veya
reenfeksiyonla viral sagilim yapabilir. Konjenital veya edinsel CMV enfeksiyonu
sonras1 virlisiin uzun siire atilmasi, viriisiin yayilmasina katki saglar. Viriis primer
enfeksiyondan sonra haftalar, aylar hatta yillar boyunca atilabilir. Bulagsma yollarinin
yayginligi sebebiyle CMV seropozitivite oranlar1 her toplumda yasla birlikte artis
gostermektedir (13, 21).

CMV enfeksiyonu solid organ transplantasyonu (SOT) yapilan kisilerde
hastalik ve mortalitenin en énemli nedenlerinden biridir (21). CMV, allogrefti istila
etme egilimindedir. Solid organ nakli sirasinda, genellikle seropozitif dondrlerden
(vaklasik %78) seronegatif alicilara (D+/R-) CMV bulast meydana gelir.
Immiinsupresif ilag tedavisi altindaki seropozitif alicilarin da yaklasik %40’ inda latent
CMV reaktivasyonu olur ve seropozitif donorlerden enfekte olabilirler. Herhangi bir
koruma tedavisi almayan hastalarda transplantasyon sonrasti ilk tic ayda CMV hastalig1
goriiliirken, profilaksi alan hastalarda ise profilaksi bitiminde hastalik goriilmektedir.
Kemik iligi transplantasyonu (KiT) alicilarinda ise CMV seropozitifligi risk
olusturmaktadir. Neredeyse tiim viremi vakalari seropozitif alicilar arasinda meydana
gelirken, CMV’nin dondrden aliciya bulasi nadir durumlarda goriiliir. Ayrica alicilar,
aktif olarak virlisi yayan bir kisi ile temas yoluyla da primer enfeksiyon
gelistirebilirler. CMV hastaligi, KIT alicilarinda transplantasyon sonrasi ilk 100 giin
iginde 6nemli hastalik ve mortalite nedenidir (21, 22).

Intrauterin enfeksiyon riski siklikla primer maternal enfeksiyon durumunda
yiiksek olsa da primer olmayan maternal enfeksiyon (reaktivasyon veya reenfeksiyon)
sirasinda da bulas olasiligi bulunmaktadir. Gebeligin baslangicinda seropozititf
olmayan kadinlarin %?2’sinde dogum anina kadar serokonversiyon goriiliir. Bu
kadinlarda CMV igin baslica bulas kaynagi, 6zellikle tiikiiriik ve idrarlarinda yiiksek
miktarda CMV sagan kii¢iik gocuklardir. Krese giden ¢ocuklar ya da bebeklerin %20-
%70’1 bir-iki yi1llik donemde CMV enfeksiyonu gecirir. Enfeksiyon genellikle

asemptomatik olsa da ¢ocuklar viriisii ebeveynlerine ve bakicilarina bulastirabilir. Bu



durum hamile kadinlarda intrauterin enfeksiyon icin risk olusturabilir. Gebelik
sirasinda primer enfeksiyon geciren kadinlarin %32’sinde intrauterin enfeksiyon
olusur. Intrauterin enfeksiyonun neden oldugu ciddi hastalik riski yaklasik %20°dir.
Yenidoganlara dogum sirasinda dogum kanalindan da viriis bulasi olabilir. Gebelerin
yaklagik %10’u dogum sirasinda genital kanaldan CMV sagar ve yenidoganlarin
yaklagik 9%50’si enfekte olur. Konjenital CMV enfeksiyonu sikligi toplumun
epidemiyolojik 6zellikleri ile baglantilidir. Seroprevalansi yiiksek toplumlarda,
konjenital CMV enfeksiyonu daha yiiksek orana sahiptir. CMV seropozitif gebelerde
de fetusa intrauterin CMV bulasi olabilir. Semptomatik konjenital CMV
enfeksiyonunun prognozu ve siddeti bakimindan, primer ve primer olmayan maternal
CMV enfeksiyonlar1 arasinda belirgin bir fark saptanmamistir. Konjenital CMV
enfeksiyonu prevalansi, maternal seroprevalansin yiiksek oldugu gelismekte olan
tilkelerde %1-%5 arasinda iken, maternal seroprevalansin daha diisik oldugu
endiistrilesmis tilkelerde %0.6-%0.7 arasindadir.

CMV’nin etkiledigi baska bir hasta grubu da ¢esitli nedenlerle yogun bakim
initelerinde yatan bireylerdir. Seropozitif hastalarin yaklagik tigte birt CMV
reaktivasyonu yasar. Bu tiir hastalarin ventilasyona ihtiya¢ duyma olasiliklar1 daha
yiiksektir, yogun bakimda daha uzun siire kalma egilimindedirler ve mortaliteye daha
yatkindirlar. Duyarl saglik ¢alisanlar1 ve kres ¢alisanlar1 da mesleki maruziyet riski
altindadir. CMV’nin ergenlerde ve eriskinlerde cinsel yolla bulasmasi da miimkiindiir
(13, 21, 22).

2.1.5.Patogenez ve Immiinite

CMYV enfeksiyonu insanlarda, viriisle enfekte olmus viicut sivilarina maruziyet
ile viriisiin dogal bagisiklik engellerini asip ¢ogalmay1 siirdiirdiigii noktada baslar.
Ayn1 zamanda plasenta aracilifiyla anneden fetusa vertikal yolla bulagarak konjenital
patolojilere de neden olabilir. Primer enfeksiyon genellikle viriisiin mukozal epiteli
enfekte etmesiyle baslar. Primer enfeksiyonu takiben viriis, bir¢ok viicut sivisinda
saptanir. Konak¢min yasma bagli olarak, 0Ozellikle konjenital enfeksiyonlar
durumunda, aylarca, hatta yillarca virlis atilimi olabilir. Glandiiller ve mukozal
dokularin epitelyal hiicreleri, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar, makrofajlar, hepatositler,
dendritik hiicreler ve vaskiiler endotel hiicreleri dahil olmak {izere genis bir hiicre

grubunu enfekte edebilir. Herpesviriis ailesinin diger iiyelerinde oldugu gibi
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enfeksiyon, primer enfeksiyondan sonra, etkili bir hiicresel bagisiklik yaniti ile ¢oziilse
de virilis kemik iligi monosit onciillerinde latent olarak kalabilir. Bu durum organ ve
doku nakli sirasinda viriisiin tasinmasi igin risk olusturur (11, 14).

CMV litik bir virtstiir ve hiicrelerde sitopatik etkiye neden olur. Enfekte
hiicrede hacimli bir intraniikleer inkliizyon cisimcigi ve bir veya daha fazla "baykus
g6zli" seklinde intrasitoplazmik inkliizyon cisimcigi olusturmasi viriisiin karakteristik
Ozelligidir. Bu inkliizyonlar, yeni olusan viriis ve lizozom kiimelerinden olusur. Bu tiir
cisimlerin olusmasi genellikle hiicresel hacmin artmasina yol acar, bu da sitomegali
olarak adlandirilan fenomeni ortaya ¢ikarir (14).

CMYV enfeksiyonunun patogenezine ve latentlik mekanizmasina iliskin oldukca
az bilgi bulunmaktadir. Humoral immiinite CMV’ye kars1 gecirilmis enfeksiyonun en
1yi gostergesidir; ancak konak savunmasindaki en 6nemli rol hiicresel immiinitededir.
Zarf glikoproteinleri gB ve gH’ye yonelik notralize edici antikorlarin korumaya katkis1
vardir. CMV seropozitif immiinsuprese organ nakli alicilarinda hastaligin siddetinin
CMV seronegatif alicilara gore daha diisiik seyretmesi humoral bagisikligin koruyucu
etkisini desteklemektedir. Ayrica, organ nakli sonrast CMV hastaliginin 6nlenmesi
veya tedavisi i¢in yaygin olarak pasif CMV immiinglobulini kullanilir. NK
hiicrelerinin, erken CMV replikasyonunu kontrol etmede 6nemli oldugu gdsterilmistir.
Hiicresel immiin yanitin ana bilesenini CD4" ve CD8" T hiicreleri olusturur. IFN-o/f
ve IFN-y IE gen ifadesini diizenleyerek CMV replikasyonunu sinerjik bir sekilde
azaltir. Bir¢ok viral protein bu hiicreler tarafindan taninmasina ragmen, IE1 ve pp65’°e
karsi olusan CD8" T lenfositlerinin esas korumayi sagladigi gosterilmistir (11, 23).

Enfeksiyonun bir dizi 6zelligi viicutta latent kalmasina neden olur. Viriis son
derece yavas c¢ogalir ve hiicreden hiicreye flizyonla yayilir ve antikor
notralizasyonundan kaginir. Bir dizi CMV proteini, konak immiin yanitint modiile
eder. Birka¢ viral protein, akut enfeksiyon sirasinda ¢oklu mekanizmalarla viral
antijenlerin MHC smif I hiicrelere sunumunu engeller, boylece enfekte olmus hiicreleri
bir dereceye kadar CTL’ler tarafindan taninmaktan ve pargalanmaktan korur. MHC
smif [ proteinlerinin agir zinciri ile homoloji sergileyen bir CMV proteini olan UL18,
B2-mikroglobulin ile etkilesime girebilir, bdylece sadece T hiicre tarafindan
taninmasma miidahale etmekle kalmaz, ayni zamanda serbest virionu kaplar ve

antikordan korur. Ayrica, CMV diger herpesviriislerde oldugu gibi, Fc reseptoriiniin
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fonksiyonel 6zelliklerine sahip bir protein kodlar ve bu protein, enfekte olmus hiicrenin
plazma zarini, immiin sistem hiicrelerinin saldirisina karst korur. Bu durum
enfeksiyonun immiin temizligini geciktirerek miyeloid onci hiicrelerin enfekte
olmasina ve virlistin bu hiicrelerde latent kalmasina neden olmaktadir. CMV
enfeksiyonu bagisikligi baskilayabilir ve bu durum bakteriyel veya fungal ajanlarla

sekonder enfeksiyona yatkinlik olusturabilir (23).

2.1.6.Klinik Bulgular

Bagisiklik sistemleri normal calisan bireylerde, primer CMV enfeksiyonu
genellikle asemptomatik olur, ancak Omiir boyu latent bir enfeksiyon olusturmadan
once kendini sinirlayan atesli bir hastalik veya mononiikleoz benzeri bir sendrom
olarak da ortaya cikabilir (24). Primer enfeksiyon, CMV spesifik IgM {iretimine yol
acar ve daha sonra IgG antikoru iretilir. CMV enfeksiyonunun klinik ilerleyisi,
konagin immiin sistemine gore sekillenir. immiinkompetan konaklarda yasam boyunca
aralikli olarak meydana gelen CMV reaktivasyonu, viral replikasyonun etkili
kontroliinii saglayan immiinolojik bellegi tetikler. Ote yandan, HIV enfeksiyonu, SOT
alicilar1 veya KIT alicilar1 gibi immiin sistemi zayif olan konaklarda CMV’ye spesifik
CD4" ve CD8" T hiicrelerinin kaybi, kontrolsiiz viral replikasyona neden olabilir ve
sonug olarak klinik hastaliga yol agabilir (2).

Transplant alicilart arasinda CMV ile iliskilendirilen sonuglarin raporlanmasini
standartlagtirmak amaciyla, CMV enfeksiyonu ve hastalik kategorilerini tanimlamak
icin glincellenmis tanimlar yaymlanmistir (24). Bu tanimlar:

CMV enfeksiyonu: CMV’ye 6zgii semptom veya bulgular olmaksizin viicut
stvist veya doku oOrneginde viriis izolasyonu, viral antijenlerin veya niikleik asidin
tespiti,

CMV hastaligi:. CMV’ye 0zgii semptom ve bulgularla birlikte CMV
enfeksiyonunun kanitinin olmasi durumudur. CMV hastaligi, CMV sendromu ve hedef
organ hastalig1 olmak tizere iki grupta siniflandirilabilir:

-CMV sendromu: Bagisiklik sistemi zayiflamis konakta ates, halsizlik,
l6kopeni/nétropeni  veya karaciger enzimlerinin yiikselmesini igeren belirtiler

kombinasyonu ile kanda CMV saptanmasidir.
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-CMV hedef organ hastaligi: CMV hastalig1 tutulumu olan organla uyumlu

semptomlarla birlikte tutulumu olan dokuda viriisiin gosterilmesidir (21, 24, 25).

2.1.6.1.Saghkh konakta CMV enfeksiyonu: CMV saglikli kisilerde
cogunlukla asemptomatik seyreder. Semptomatik oldugunda Epstein-Barr Viriis
(EBV)’lin neden oldugu mononiikleoz benzeri bir sendromla sonuglanir ve uzun siireli
ates (iki-ii¢ hafta boyunca), halsizlik, atipik lenfositoz ve hafif hepatit bulgulariyla
seyreder. CMV mononiikleozu vakalarinin sadece %30’unda dokiintii ortaya cikar.
EBV’ye kiyasla lenfadenopati ve splenomegali daha az goriiliir. Tonsillit, farenjit sik

degildir. Heterofil antikor testi negatiftir. (13, 14).

2.1.6.2.immiin yetmezligi olan konakta CMV enfeksiyonu: CMV, AIDS
hastalar1 ve nakil alicilar1 gibi immiinsuprese hastalarda onde gelen firsatci
patojenlerden biridir. HIV kaynakli CD4" T hiicre kayb1 ve islev bozuklugunun, CMV
replikasyonuna yol agtigi ve CD8" T hiicrelerinde artiga neden oldugu gosterilmistir.
Her iki viriisle enfekte olan bireylerde yiiksek diizeyde CD8* T hiicresi ve diisiik
CD4*/CD8" T hiicresi orami saptanirken, yalnizca HIV veya CMV ile enfekte olan
hastalarda bu tiir degisiklikler saptanmamustir. Aktif enfeksiyon CD4" T lenfosit
sayisinin 50-100 hiicre/pl’nin altina diistiigli zaman meydana gelir. AIDS hastalarinda
CMYV hastaliginin yaygin belirtileri, retinit (vakalarin %85’inde), 6zofajit ve kolittir.
Retinal hiicrelerin kalinlasmasi ve ilerleyici retinal harabiyet nedeniyle dort-alt1 ay
icinde korliik gelisir (14, 26).
Nakil hastalari, CMV profilaksisi olmadan, kisisel risk faktorlerine, nakil islemi
tiiriine, dondr ve alici arasindaki immiinolojik uyuma ve uygulanan immiinsupresif
ilaclara bagli olarak hastadan hastaya degisebilen siddette bir dizi klinik belirti
sergileyebilir. KIiT uygulanan hastalarda, non-otolog KiT hastalarinin yaklasik %30—
%70’ ve otolog kemik iligi transplantasyonu (OKIT) hastalarinin %5°i CMV hastalig
gelistirir. Viriis genellikle, nakilden yaklasik dort-sekiz hafta sonra kan veya viicut
salgilarinda tespit edilir. Bu nedenle CMV hastalig1 nakilden sonraki ilk ii¢ ay i¢inde
ortaya ¢ikar (erken baslangicli CMV hastalig1). Daha diisiik bir oranda hasta nakilden
sonraki ilk ti¢ aydan sonra CMV hastalig gelistirir (ge¢ baslangigli CMV hastalig) (3,
14).
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Allojenik kemik iligi transplantasyonu (AKIT) alicilarinda, CMV pndmonisi yiiksek
risk olusturmaktadir. Insidans1 yaklasik olarak %10-%30 arasindadir. Siklikla antiviral
ilaglar ve yardimci tedavilerle agresif tedaviye ragmen oliime yol agabilir (2, 14).

Viriisiin immiin sistemi modiile etme yeteneginden kaynaklanan bazi dolayl etkileri
vardir. Bu etkiler, bakteriyel ve fungal enfeksiyonlarmm sikliginda artis,
kardiyovaskiiler hastalik riskinin artmasi, SOT alicilarinda allogreft reddinin artmast,
KIT alicilarinda graft-versus-host hastaliginin (GVHD) artmas1 ve genel mortalitenin

artmasi olarak siralanabilir (14).

2.1.6.3. Konjenital CMV enfeksiyonu: CMV, dogumsal anomalilere en sik
sebep olan enfeksiy6z ajandir. Dogumda klinik olarak saptanan, CMV ile enfekte
bebeklerin yaris1 hayat boyu siirecek olan agir bozukluklara adaydir. Primer ve primer
olmayan maternal CMV enfeksiyonuna bagl insidans yaklasik %0.4-%0.8'dir (14,
21).
CMYV ile enfekte olan cogu bebek semptomsuz olsa da dogumda veya sonradan saglik
sorunlar1 gelistirebilir veya prenatal 6liimle sonuglanabilir. Dogumda klinik olarak en
onemli belirtiler; mikrosefali, hepatosplenomegali, retinit, intrauterin biiytime geriligi,
nobetler, dokiintii ve sariliktir. Konjenital enfeksiyonu olan asemptomatik bebeklerde
bile ilerleyen zamanlarda isitme kaybi, gorme kayb1 ve nobet, psikomotor ve / veya
santral sinir sistemi tutulumu geligebilecegi bilinmektedir. (14). Annede 6nceden var
olan enfeksiyon veya CMV antikorunun olmasi, bebekte dnemli enfeksiyon gelisimi

riskini ortadan kaldirmayabilir (13).

2.1.7.CMYV Enfeksiyonlarmmin Laboratuvar Tanis1

2.1.7.1.Histopatolojik inceleme: Histolojik degisiklikleri degerlendirmek ve
karakteristik hiicresel inkliizyonlar1 igeren sitomegalik hiicrelerin varligini géstermek
icin biyopsi ve otopsi materyali Orneklerinden histopatolojik incelemeler
yapilmaktadir. CMV enfeksiyonu i¢in en ayirict mikroskobik o6zellik “baykus gozii”
olarak tamimlanan genis, merkezi ve bazofilik intraniikleer inkliizyon igeren
hiicrelerdir (Sekil 3). Bu inkliizyonlar en iyi hematoksilen-eozin ve Papanicolaou

boyalari ile gériinmektedir. CMV ile enfekte olmus hiicrelerde kiigiik intrasitoplazmik
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inkliizyonlar da goriilebilir ve bunlar en iyt Wright-Giemsa boyalar1 ile
gosterilmektedir. Histopatolojik testlerde karakteristik sitomorfolojik degisikliklerin
varligit CMV enfeksiyonunu diisiindiiriir ve duyarlilig1 6rnegin tiiriine bakilmaksizin
ne kadar diisiik de olsa aktif hastalikla iliskilidir. CMV, morfolojik degisiklikler
olusturmadan da dokular1 enfekte edebilir, bu nedenle tipik sitomegalik hiicrelerin
goriilmemesi CMV enfeksiyonunu dislamaz, enfeksiyonun serolojik ve virolojik ek
testlerle  dogrulanmasi1  gerekmektedir. Histopatolojik  testlerin  duyarliligi,
immiinhistokimyasal boyama veya in-situ hibridizasyon kullanilarak artirilabilir (1, 2,

13)

Sekil 3.Hematoksilen-cozin boyamada tipik baykus gozii intraniikleer
inkliizyon (ok ile gosterilmistir) ve sitoplazmik inkliizyonlar (2 numarali

kaynaktan alinmistir)

2.1.7.2.Elektron mikroskobik inceleme: CMV’yi dokuda tespit etmek igin
elektron mikroskobik inceleme kullanilabilir, ancak diger herpesviriislerle Ortiisen
ozellikleri nedeniyle 6zgiilliigii yiiksek degildir. Elektron mikroskobunda "dens
body"ler ve olgun CMV pargaciklari tespit edilebilir. Idrarda CMV’yi tanimlamak igin
de kullanilmaktadir ve konjenital enfeksiyona sahip siit cocuklarinda duyarlilig1 %25-
%095 oranlarinda degismektedir. Viral enfektivite titresi 10* /ml altina inince duyarlilik
%095’e kadar inmektedir. Bu da teknigin kullanimini kisitlayan en 6nemli unsurdur. Bu

yiizden klinik viroloji laboratuvarlarinda yaygin kullanilmamaktadir (27, 28).

2.1.7.3.Viriis izolasyonu: CMV tespitinde altin standart yontem olarak da
kabul edilen hiicre kiiltiirii yonteminde siklikla CMV’nin biiyiimesini en iyi
destekleyen insan fibroblast hiicreleri kullanilir. Fibroblast kiiltlirleri, siinnet
derisinden veya insan embriyonik dokularindan hazirlanmaktadir. Klinik 6rneklerde

CMV’nin tespiti i¢in kullanilan kiiltiir sistemleri arasinda konvansiyonel hiicre

15



kiiltiirleri ve shell vial yontemi bulunur (13). Konvansiyonel yontemde klinik 6rnekler
insan fibroblast hiicrelerine inokiile edilir ve 2-21 giin kadar inkiibe edilir ve
gbzlemlenir. Inkiibasyonun ardindan sitopatik etki (CPE) varhigina bakilir; bu etkiler
bliyilk ve yuvarlak enfekte hiicreler ve sitoplazmik "buzlu cam" goriinimli
inkliizyonlar1 icerir. CPE gozlemlendikten sonra, viral izolatin kimligi, belirli
antiserumlarin kullanildigi immiinfloresan test ile dogrulanir. Hiicre kiiltiirii testleri,
CMYV hastaliginin yiiksek oranda tahmin edilmesini saglar. Ozellikle bir monoklonal
anti-CMV antikor reaktifi kullaniliyorsa o6zgiilligii yiiksektir. Viral kiiltiiriin
duyarliligiin diisitk olmasi baslica dezavantajidir. CMV’nin insan fibroblast
hiicrelerinde yavas biiyiimesi de kiiltiiriin baska bir kisitlamasidir. Geleneksel kiiltiir
tekniklerinde, CPE’nin g6zlenmesi en az bir hafta siirer, bu siire dort haftaya kadar
uzayabilir. Yavas sonuglanma siiresi ve diisiik duyarlilik (¢cok 6zgiil olsa bile) hizl
klinik ilerlemeye sahip olabilen bir viral hastalik i¢in, teshis ve terapotik karar verme
stireglerinde geleneksel kiiltiiriin klinik kullanimini sinirlar (2).

Shell vial hiicre kiiltiiri, CMV’nin klinik 6rneklerden tespiti i¢in hizli bir kiiltiir
yontemidir. Diisiik hizda santrifiijleme ve viriisiin hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilmas1 ve
CMV replikasyonunun erken doneminde, CPE gelismeden once olusan viral
antijenlerin monoklonal antikorlar kullanilarak immiinfloresan ile tespit edilmesi
prensibine dayanmaktadir. Shell vial testi geleneksel kiiltiirlerden daha duyarlidir,
ancak kiiltiir tabanli sistemler antijenemi ve molekiiler testlerle kiyaslandiginda, shell
vial da dahil, genellikle nispeten diisiik duyarliliga sahiptir. Siirecin yogun, sonug
verme siiresinin uzun ve duyarliligin diisiik olmasi viral kiiltiiriin modern klinik
uygulamada kullanimin1 smirlamaktadir. Bu nedenle, viral kiltir arttk CMV
enfeksiyonunun laboratuvar teshisi i¢in ilk tercih edilen yoOntem olarak
onerilmemektedir ve yerini, hizli, daha duyarl, nicel ve ger¢ek zamanli testlere

birakmaktadir (2, 29).

2.1.7.4.Antijenemi testi: Antijenemi testi CMV replikasyonunun erken
fazinda polimorfoniikleer 16kositlerde (PMNL) eksprese olan, geg bir yapisal protein
olan viriisiin alt matriks proteinini (pp65), floresanla isaretli monoklonal antikorlar
kullanilarak saptayan, direkt floresan antikor (DFA) prensibine dayanan bir testtir.

Sonuglar kantitatif olarak, pozitif hiicre sayisinin toplam 16kosit sayisina orani
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seklinde verilir. Dort bes saat icinde sonug alinabilmesi ile avantajli bir yontemdir.
Antijen pozitif kan hiicreleri, aktif enfeksiyonun serolojik bulgular1 olusmadan dnce,
1-3 hafta iginde, ortalama olarak dokuz giinde goriilmektedir. Bu nedenle CMV pp65
antijenemi testi aktif enfeksiyonu gostermede CMV IgM’den daha duyarlidir (1, 26).

Antijen pozitif hiicrelerin miktarinin belirlenmesi, CMV enfeksiyonunun siddetinin bir
gostergesidir. Bu nedenle klinisyenlere CMV risk siniflandirmasinda (yiiksek pozitif
hiicre sayis1 klinik hastaligin ilerleme riskini gdsterir) ve antiviral tedavi yanitinin
izleminde yardimci olur. Transplant hastalarinda hastalik riskini belirlemek, AIDS’li
hastalarda akut CMV enfeksiyonunu teshis etmek ve antiviral tedaviye yanit1 izlemek
igin pp65 antijenemi testi kullanilir. Calismalarda pp65 antijenemi testinin, shell vial
ve konvansiyonel hiicre kiiltiirii sistemlerinden ¢ok daha duyarli oldugu, molekiiler
yontemlerle ise benzer duyarliliga sahip oldugu gosterilmistir. Testin baslica
sinirlamalari, laboratuvarlar arasinda standardizasyon eksikligi, subjektif olmasi ve
testin yapilabilmesi igin yeterli sayidda PMNL hiicresine gereksinim olmasidir.
Ozellikle miyeloablatif ve sitotoksik kemoterapi uygulanan KIT alicilart gibi
l6kopenik hastalarda, PMNL sayis1 yeterli olmayabilir. Ayrica, test virlisle
iliskilendirilmis hiicreleri tespit ettigi i¢in biyolojik sivilardaki serbest viriisii tespit
edemez. Orneklerin toplandiktan sonra 6-8 saat gibi kisa bir siirede islenmesi

gerekliligi bir diger kisitlamadir (2).

2.1.7.5.Serolojik yontemler: CMV icin serolojik testlerin klinik kullaniminin
iki ana nedeni, birincil enfeksiyona kars1 duyarliligin belirlenmesi ve latent CMV nin
bulasma potansiyelinin saptanmasidir. Serokonversiyon birincil CMV enfeksiyonunu
teshis etmenin giivenilir bir yoludur ancak genellikle yakin izlem altinda olan nakil
alicilart gibi hastalar i¢in pratik bir secenektir. Geleneksel yontemler seropozitiviteyi
tespit edebilme 6zellikleri dolayisiyla oldukca degerli olsa da CMV antikor 6l¢timii
dogru, hizli ve etkin olma konusunda tiim gereksinimleri karsilamamaktadir.
Immiinfloresan assay (IFA), enzyme linked immonosorbent assay (ELISA),
radioimmiinoassay, indirekt hemagliitinasyon ve lateks agliitinasyon testleri serolojik
tanida kullanilabilir (28, 30).
Akut veya gecirilmis enfeksiyonu tespit etmek i¢in kullanilan serolojik testler, hastalik

sirasinda farkli zaman dilimlerindeki antikor titrelerindeki degisikliklere bagli olarak
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anti-CMV IgM ve anti-CMV IgG varligin1 6lgme mantigina dayanmaktadir (28).
Klinik olarak, CMV IgM’nin varlig1 veya iki farkli serumda CMV IgG titresinde dort
kat artisin saptanmasi, akut veya yeni CMV enfeksiyonunun belirtecidir. Umblikal
kordon kaninda CMV IgM tespiti, akut intrauterin CMV enfeksiyonunu diistindiiriir.
CMYV IgM’nin varlig1 her zaman akut primer enfeksiyonun belirtisi olmayabilir; ¢linkii
bazi durumlarda yanlis pozitif sonuglar olusabilir. CMV IgG avidite testi kullanilarak
bu durum ayirt edilebilir. Ayrica, [gM bazi bireylerde aylarca persiste olabilir ve CMV
reaktivasyonu sirasinda da tiretilebilir (2).

CMV IgM ve IgG testleri, immiin yetmezlikli bireylerde CMV enfeksiyonunun ger¢ek
zamanli teshisi i¢in Onerilmez. Bu hastalarda, CMV IgM bazen akut donem sonrasi
uzun siire pozitif kalip bazen de saptanamamaktadir. Bu durum yanlis pozitif veya
negatif sonuclara neden olmakta ve primer enfeksiyonun tanisinda ayirt edici
olamamaktadir. Ozellikle transplant alicilar1 olmak iizere immiin yetmezlikli
bireylerde, CMV serolojisi siklikla transplantasyon sonrasi gelisebilecek enfeksiyon
riskinin belirlenmesinde kullanilir. Bunun i¢in transplantasyon Oncesi alicilarin ve
donorlerin 6nceki CMV maruziyeti degerlendirilerek transplantasyon sonrasi primer
veya reaktive CMV enfeksiyon riski gosterilebilir (2). Dogurganlik c¢agindaki
kadinlarin primer enfeksiyona duyarli olup olmadiklarinin anlagilmasi i¢in de serum
antikor tespiti yapilmaktadir (13).

a. ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay): Yillar icinde CMV’ye
kars1 antikorlar1 tespit etmek icin diger geleneksel yontemlerin yerine ELISA
gegmistir. Antikor tayininde immiin yakalama prensibiyle ¢alisan ve rekombinant
antijenler igeren ELISA kitlerinin kullanilmasi duyarliligi artirmistir. Hizli, duyarls,
0zgiil olmasi1 ve nispeten diisiik maliyetle giinliik olarak birden fazla numune
calisilmasi temel avantajlaridir (13).

b. IFA (Immunofluorescence Assays): Antikompleman ve indirekt IFA’lar,
CMV antikorlarmi tespit etmek igin yaygin olarak kullanilan ydntemlerdir. Indirekt
IFA'da, hasta serumunun seyreltilmis hali, bir cam mikroskop slaytina sabitlenmis
viriisle enfekte hiicrelerle inkiibe edilir. Ozel antikor-antijen kompleksleri, floresan
izotiyosiyanat ile konjuge edilmis bir anti-insan antikor kullanilarak floresan
mikroskop araciligi ile tespit edilir. Antikompleman immiinfloresan yontemi, indirekt

IFA’ya benzer; ancak test serumu 6nce endojen kompleman aktivitesini uzaklastirmak
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icin 1s1 ile inaktive edilir, ardindan cam slaytlarda viriisle enfekte hiicrelerle inkiibe
edilir. Sonrasinda ekzojen kompleman kaynagi eklenir ve Ozel antijen-antikor
kompleksi tarafindan baglanir. Ardindan floresan isaretli antikompleman antikoru
eklenir; bu, komplemanin C3 bilesenine baglanir ve slaytlar floresan mikroskop
kullanilarak okunur. Antikompleman IFA, indirekt IFA’dan daha yiiksek floresan
sinyali amplifiye eder, bu da diisiik miktarlardaki antikorlar1 veya diisiik aviditeli
antikorlar1 tespit etmeye olanak tanir. IFA’lar, CMV antikorlarinin kalitatif ve
kantitatif olarak hizli ve basit bir sekilde tespitine olanak saglayan kullanish ve
ekonomik yontemlerdir. IFA sistemlerinin baslica dezavantajlari, floresans mikroskop
ve slaytlar1 incelemek icin bir karanlik odaya ihtiya¢ duyulmasi ve test sonuglarini
okuma ve yorumlamada kapsamli egitim gerektirmesidir (13).

c. Anti CMV IgM antikor olgiimleri: Yenidoganda CMV enfeksiyonlarinin
tanisinda en yararli test olan CMV IgM tayini igin ¢esitli ELISA ve IFA Kitleri
mevcuttur. Yalanci negatif ve yalanci pozitif reaksiyonlar olugmasi testin
dezavantajlarindandir. CMV enfeksiyonu dahil bazi viral hastaliklar, romatolojik
hastaliklar, vaskiilit varliginda iiretilen IgM sinifindan bir immiinglobulin olan
romatoid faktor ve spesifik anti-CMV IgG’nin birlikte bulunmasi durumunda yanlis
pozitif sonu¢lar meydana gelebilmektedir. Yanlis negatif reaksiyonlar, yiliksek diizeyde
olan spesifik IgG antikorlarinin, IgM’nin CMV antijenine baglanmasini rekabetci bir
sekilde engellemesi durumunda ortaya cikar. Bu nedenle, yanlis pozitif ve yanlis
negatif IgM test sonuglarinin insidansini azaltmak i¢in test yapmadan nce IgM ve IgG
fraksiyonlarinin ayrilmasi 6nerilir. Bunun i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bunlar,
IgM’nin bir kati1 faz iizerine segici olarak absorbe edilmesi ve IgG’nin antihuman
IgG’ye kars1 hiperimmiin antikor, stafilokok protein A veya grup G streptokoklardan
elde edilen rekombinant protein G’nin kullanilarak uzaklastirilmas: seklinde ¢alisir.
Serum 6n isleme yontemleri artik kolayca bulunabilir durumdadir ve ticari olarak
mevcut IFA ve EIA kitlerinin prosediirlerine dahil edilmistir, bu da IgM testlerini daha
giivenli hale getirmistir. Yanhis pozitif veya yanlis negatif sonuglar1 6nlemenin
alternatif bir yaklasimi olarak ters yakalama kati1 faz IgM testleri kullanilmistir. Bu
yontem, bir serum 6rneginden IgM’yi yakalamak i¢in insan IgM antikoru ile kaplanmis
bir kat1 faz kullanir, ardindan rekabet¢i IgG antikoru ve immiin kompleksler yikama

ile uzaklastirilir. Baglanmis IgM antikoru daha sonra spesifik CMV antijenine maruz
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birakilir ve bir enzime bagl ikinci antikor ve substrat eklenir. Antijenik substrat
kaynagi olarak rekombinant olarak elde edilen CMV proteinlerinin kullanilmas1 IgM
testlerinin performansini biiyiik dlgiide artirmistir. CMV 6zgiil IgM tespitinin, yakin
veya aktif enfeksiyonun belirlenmesinde faydali olabilecegi; ancak sonuglarin dikkatli
bir sekilde yorumlanmasi gerektigi unutulmamalidir. IgM plasentay1 gecmedigi icin,
enfekte bir bebekten alinan tek bir serum drneginden elde edilen pozitif sonug tanisal
niteliktedir. Bununla birlikte, bebekte IgM iiretiminin olmamasi veya gecikmesi soz
konusu olabilir. Yenidogan déneminden sonra CMV 6zgiil IgM antikorunun varligini
test etmek genellikle 6nerilmez, ¢iinkii [gM antikoru hem primer hem de reaktive CMV
enfeksiyonlarinda goriilebilir ve primer enfeksiyondan sonra uzun siire saptanabilir. Bu
durum, ozellikle gebeler veya immiin yetmezligi olan hastalarda test sonuc¢larinin
yorumunu zorlastirabilir ve aktif enfeksiyonun tanisina katki saglamayabilir.
Yenidoganlar gibi immiin sistemi heniiz gelismemis bireylerde de IgM iiretiminde
gecikme olabilir veya anlamli bir IgM antikor yanit1 olugmayabilir. EBV’ye bagh
enfeksiy6z mononiikleoz hastalarinda gelisen heterotipik IgM yanitlar1 da yanlis
pozitif CMV IgM test sonuglarina neden olabilmektedir (13).

d. CMV IgG avidite testi: CMV spesifik IgG avidite 6l¢iimii, gebelik sirasinda
CMYV siiphesi olan kadinlarda ve SOT alicilarinda gelisen primer enfeksiyonlar: diger
enfeksiyonlardan ayirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. CMV spesifik diisiik aviditeye
sahip 1gG, primer enfeksiyonu takip eden ilk haftalarda iretilirken, gegirilmis veya
primer olmayan enfeksiyonlarda, giderek daha yiiksek aviditeye sahip IgG antikorlari
tiretili. CMV IgM pozitif olan gebelerin sadece %10’undan az1 konjenital CMV
enfeksiyonu olan bebek dogurur. Anne serumunda CMV spesifik IgM tespiti fetiise
viriisiin gegisini 6ngoérmez. CMV IgM pozitif gebelerde diisiik aviditeye sahip CMV
spesifik IgG antikorlarinin saptanmasinin, fetal enfeksiyon agisindan prognostik deger
tastyabilecegi One siiriilmiistiir. SOT alicilarinda ise yiiksek aviditeye sahip CMV
spesifik IgG antikorlarinin gelisimindeki gecikmenin, uzamig antijenemi ve koti
prognozla korele oldugu gosterilmistir. Ticari ve ticari olmayan CMV spesifik I1gG

avidite testleri mevcuttur (13).

2.1.7.6. CMV hiicre aracili immiinite testleri: CMV hiicre aracili immiinite

testleri, CMV spesifik T hiicrelerinin degerlendirilmesine, CMV enfeksiyon riskinin
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onceden tespitine ve antiviral tedavi stratejilerinin belirlenmesine yardimci olabilir. Bu
testler gogunlukla, sitokinlerin (tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin (IL)-2,
interferon gama (IFN-y) vb.) dolayli olarak Ol¢iilmesi veya CMV spesifik T
hiicrelerinin sayisinin dogrudan Ol¢iilmesi prensibine dayanir (31). Henliz FDA
onaylar1 olmasa da bu amaglarla kullanilan ¢esitli ticari testler mevcuttur.

a. CMV IFN-y salmim testleri (IGRA): IFN-y salinim testleri CMV
antijenlerine kars1 hiicresel immiin yanit1 6l¢en in vitro testlerdir. Bu testlerde; daha
onceden CMV antijenleriyle uyarilmis bellek T hiicreleri bu antijenlere tekrar maruz
kaldiginda, antijeni taniyan hiicrelerden salinan IFN-y yaniti dl¢iliir. Giinlimiizde
ELISA temelli ve ELISPOT temelli kullanilan ticari testler mevcuttur. ELISA temelli
test (QuantiFERON-CMV (CMV-QF) vb.) genis bir CMV alt tip grubu hedefler; ¢esitli
CMV proteinlerinden elde edilmis 23 peptit igerir (31). Bu peptit epitoplari pp65, pp50,
IE-1, IE-2 ve glikoprotein B antijenlerini igerir. Tam kan, CMV peptitleri ile 18-24 saat
boyunca inkiibe edilir ve ardindan siipernatan toplanir ve IFN-y diizeyi ELISA temelli
test ile ol¢iiliir. IFN-y salimim testlerinin esas kisitlayiciligi, HLA smuf I CMV
epitoplarinin  bazi1  bireylerin  epitopu tamima ve yanitlama yetenegini
yansitmayabilecegidir. Test yalmzca CMV spesifik CD8" T hiicresi yanitin1 Slger;
ancak CMV spesifik CD4" T hiicreleri, CMV enfeksiyonunu kontrol edebilen hafiza
CDS8" T hiicreleri havuzunun olusturulmasinda énem tagir (26).

Cok sayida calismada, transplantasyon sonrasi CMV hastaligi riskini
belirlemek i¢in bagisiklik fonksiyon testleri degerlendirilmistir. Bir ¢alismada, CMV
spesifik hiicresel bagisiklik, Quantiferon-CMYV testi ile degerlendirildiginde, CD8" T
hiicreleri tarafindan IFN-y salgilayan transplant hastalar1 arasinda CMV hastaliginin
insidansinin daha diisiik oldugu bulunmustur. Baz1 vakalarda, bagisiklik yanitinin
baslangigta ve zaman icinde degerlendirilmesi, profilaksi sonrast CMV hastalig
gelistirme riskini tahmin etmek i¢in de kullanish olabilir. Benzer gozlemler KIT
alicilarinda da rapor edilmistir (2).

ELISpot temelli testte, CMV antijen uyarisina yanit olarak hem CD4"* hem de
CD8" T hiicreleri tarafindan iiretilen IFN-y tiretimi 6lgiiliir. Periferik kan mononiikleer
hiicreleri gibi hedef hiicre sayisina gore spot olusturan birimlerin sayimi ile
degerlendirilir. IE-1 ve pp65 antijenleri kullanilir. ELISpot testleri ELISA tabanh

testlere gore daha duyarlidir ve nicel spot sonuglar iiretir. ELISpot testinin bir
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siirlamasi CD4 ve CD8 T hiicreleri arasindaki farki ayirt edememesidir. Ayrica,
birgok laboratuvar kendi yontemlerini kullandigi igin standardizasyon eksikligi
bulunmaktadir (26).

b. Intraseliiler sitokin boyama (ICS) ve flow sitometri: Ayn1 anda birden fazla
hiicre yiizey molekiiliinii ve sitokinleri gercek zamanli olarak 6lgmesi ve CMV spesifik
CD4" ve CD8" T hiicrelerinin nicel olarak belirlenmesi ile iistiinliik tagiyan bir yontem
olabilir. Tam kan veya PMNL’ler CMV peptitleri ile uyarilir, ardindan hiicreler IFN-
v, TNF-0. ve IL-2 gibi sitokinler iiretirler. Intraseliiler sitokinler floresan kapl
antikorlar ile boyanir ve tespit edilir. ICS, CD4 ve CD8 T hiicre yanitlarin1 ayr1 ayri
analiz edebilen tek testtir. Testler arasinda standardizasyon eksikligi, kaynak
yogunlugu, maliyet fazlalig1 ve uzman yorumu gerekliligi testin dezavantajlarindandir.
Ayrica, ICS testini destekleyen yalnizca birka¢ calisma mevcuttur ve klinik

laboratuvarlarda genis 6l¢iide kullanilmamaktadir (26).

2.1.7.7.Molekiiler yontemler: Niikleik asit testleri (NAT), CMV hastalig1
gelisme riski olan hastalarin takibinde, aktif CMV hastaliginin tanisinda ve tedaviye
yanitin izlenmesinde kullanilmaktadir. En sik kullanilan molekiiler yontem polimeraz
zincir reaksiyonudur (21). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), CMV DNA’y1 veya
mRNA’y1 tespit etmek i¢in tercih edilen ve yaygin olarak kullanilan bir molekiiler
yontemdir. Amplifikasyon i¢in siklikla glikoprotein B (ULSS5), ¢ok erken antijen
(UL122-UL123), major ¢ok erken antijen (UL122-UL123) ve US17, pp65 (UL83) ve
DNA polimeraz (UL54) hedef bolgelerinden kullanilan primer ciftleri kullanilmakla
beraber, glikoprotein H (UL75), pp67 (UL65), HXFL4, EcoRI D fragmani, HindIIT X
fragmani, ppl150 tuzak protein (UL32), glikoprotein B ile major en erken antijen
arasindaki baglant1 ve biiyiik kapsid proteini (UL86) bdlgeleri de kullanilabilir. Tiim
primerlerin amplifikasyon verimliligi ayn1 degildir. Birkac calismada, tek bir gen
bolgesinden tasarlanmis primerler kullanilarak veya hem en erken hem de ge¢ gen
genomik bolgeleri cogaltilarak testin duyarliliginin artirildigi gosterilmistir (13).
Amplifikasyon testleri transplant alicilari, AIDS'li hastalar ve konjenital enfeksiyonlu
bebekler de dahil olmak tizere, klinik 6rneklerden CMV DNA’y1 tespit etmede
kullanilmaktadir. Ayrica immiinsuprese hastalarin izlenmesi ve antiviral ilaglarin

tedavi etkinliginin degerlendirilmesi i¢in de kullanilmaktadir (2, 13).
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CMYV DNA ol¢limii igin kalitatif ve kantitatif testler mevcuttur (29). Kalitatif CMV
DNA testleri, CMV enfeksiyonunun teshisi igin son derece duyarlidir, ancak 6zgiilligi
ve pozitif prediktif degeri kantitatif testlere gore diisiiktiir. Kalitatift CMV DNA
testleri, latent DNA’y1 aktif viral replikasyondan giivenilir bir sekilde ayirt edemez,
aktif enfeksiyonun siddetini siniflandiramaz ve antiviral tedavinin basarisini izlemede
siirl etkinlige sahiptir. CMV DNA testlerinin klinik faydasini ve 6zgiilliigiini
artirmak i¢in kantitatif niikleik asit testleri (QNAT) gelistirilmistir. QNAT’ 1n
duyarlilig: yiiksektir, hizli sonug verir, otomatize edilebilir ve antijenemi testine tercih
edilebilir. Hastalik ve enfeksiyonun siddetini (viral yiik) viral replikasyon derecesi ile
iligkilendirmeye olanak saglar. Yiiksek diizeyde viral yiik degerleri veya viral yiikte
yiikselen bir egilim aktif CMV enfeksiyonunu gosterirken; diisiik diizeydeki viral yilik
latent viral DNA veya subklinik enfeksiyonu gosterebilir (2, 21, 26).

CMV’nin birgok ¢ekirdekli hiicrede latent kalmasi nedeniyle, aktif hastalik ile
asemptomatik enfeksiyon veya latentligi ayirt edip edemeyecegi PCR ile ilgili temel
endise olmustur (2, 13). Latent CMV DNA’y1 tespit edememe endisesi, viral RNA
hedeflerini saptayan testlerin gelistirilmesine yol agmistir. RNA ara iiriinleri genellikle
CMV replikasyonu sirasinda iiretilir ve CMV genomu ile gen ekspresyonu arasindaki
biyolojik baglantiyr saglar, bu nedenle tespitleri daha spesifik ve aktif CMV
enfeksiyonunun bir gostergesi olarak kabul edilir. Ters-transkriptaz PCR (RT-PCR),
kanda ve diger klinik 6rneklerde viral mRNA transkriptlerini secici olarak tespit etmek
icin kullanilan bir yontemdir; ancak RNA molekiilleri kolayca parcalanir ve yanlis
negatif sonuglara yol acabilir. Bu nedenle, CMV RNA testinin duyarliligi, CMV DNA
niikleik asit testlerine gére daha diisiiktlir. Ayrica heniiz ticari olarak kullanilabilir
CMV RNA testi bulunmamaktadir (2, 3).

PCR tam kan, 16kosit, plazma, doku biyopsi drnekleri veya viicut stvilarindan [(idrar,
beyin omurilik sivis1 (BOS), bronkoalveolar lavaj (BAL)] calisilabilir. KiT ve SOT
alicilarinda CMV  pnomonisi tamisim1t koymak zordur. CMV QNAT, CMV
pnomonisini teshis etmede o6zellikle transbronsiyal biyopsi yapmak riskli olacaksa
daha az invazif bir arag olarak tercih edilebilir (26, 29).

CMV QNAT’1n en biiyiik sinirlamasi, ¢esitli klinik uygulamalara rehberlik edecek iyi
belirlenmis viral yiik esiklerinin bulunmamasidir. Bu durum, laboratuvarda gelistirilen

ve ticari olarak temin edilebilen ¢esitli CMV QNAT’lar1 arasindaki standardizasyon
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eksikliginden kaynaklanmaktadir (32). Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) Ekim 2010°da
CMV niikleik asit testleri i¢in uluslararasi bir standart gelistirmistir. Ticari testlerin
kalibrasyonu bu standarda gore yapilmaktadir. Kalibrasyon i¢in DSO uluslararasi
standardinin uygulanmasi, farkli testler arasindaki viral yiikk degerlerinin uyum
derecesini 6nemli dlgiide artirmis ve sonuglarin IU/mL birimi olarak raporlanmasina
olanak saglamis olsa da heniiz beklenen standardizasyon saglanamamistir. Bu yilizden
aymi Ornekten farkli QNAT kitleri ile saptanan CMV DNA miktar1 farkh
olabilmektedir (21, 26).

Yeni gelistirilen dijital polimeraz zincir reaksiyonu, CMV DNA o6l¢iimlerinin
degiskenligini azaltma potansiyeline sahiptir; ancak heniiz genis oOlgiide
kullanilmamaktadir. Hastalarin hastane ziyaretine veya standart vendz kan alma
islemine gerek kalmayacak yeni stratejiler denenmektedir. Kurutulmus kanda [dried
blood spot (DBS)] PCR ile CMV arastirilmasi, daha dnce konjenital CMV teshisi igin
incelenmis bir yontem olup parmaktan alinan kan 6rnegi kullanilarak CMV viral
yiikiinii degerlendirmektedir. DBS testi, su anda geg CMV hastalig1 riski tagtyan KIT
alicilarinda mobil cihaz destekli CMV izlemi i¢in ¢ok merkezli randomize kontrollii

bir ¢calismada degerlendirilmektedir (26).

2.1.8.Tedavi

Nakil hastalarinda CMV enfeksiyonu gelisimini onlemek igin profilaksi,
preemptif tedavi ve hibrid yaklasim segenekleri ile tedavi mevcuttur. Profilakside nakil
sonrasi tiim hastalara 3-6 ay siireyle antiviral ilag verilmekte, boylece CMV’nin her
tiirlii replikasyonu 6nlenmektedir. Preemptif tedavide ise, CMV hastalig1 gelisecek
hastalar 6nceden belirlenerek bu hastalara viral yiik negatiflesinceye kadar antiviral
tedavi uygulanmaktadir. Bu amagla kullanilan temel ilaglar; gansiklovir (GCV),
valgansiklovir (VGCV) ve valasiklovir (VASV) profilakside; GCV, VGCV, foskarnet
(FOS) ve sidofovir (CDV) gelisen CMV hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir (21).
Letermovir’in (LTV) CMV seropozitif AKIT alicilart igin profilaktik amach kullanimi
onaylanmustir. (33, 34)

2.1.8.1.Gansiklovir: CMV enfeksiyonunun ve hastaliginin birinci basamak

antiviral tedavisi olan gansiklovir, 1989'da intravendz (IV) kullanim i¢in FDA
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tarafindan onaylanmistir. Gansiklovir 2’deoksiguanozin niikleozid analogudur. Hem
viral hem de hiicresel enzimlere bagli ¢cok basamakli bir siirecle CMV sentezini inhibe
eder. CMV'nin UL97 geni, GCV'yi GCV-monofosfat'a fosforile eden bir viral
fosfotransferaz (pUL97) kodlar, ardindan konak hiicresel kinazlar iki ardisik
fosforilasyon gerceklestirir ve GCV trifosfat olusur. Bu bilesik UL54 tarafindan
kodlanan viral DNA polimerazin deoksiguanozin trifosfat igin rekabetgi bir
inhibitdriidiir. GCV’nin SOT, KIT ve AIDS hastalarinda CMV retiniti, gastrointestinal
hastalik ve daha az derecede pndmoniyi azalttig1 gosterilmistir. Terapotik etkinligine
ragmen, GCV kullanim1 hematolojik yan etkileri (ndtropeni ve trombositopeni) ve
intravendz tedavi gerekliligi nedeniyle sinirli olabilir. Gansiklovirin (GCV) diisiik oral
biyoyararlanimi (%10'dan az) valgansiklovir (VGCV) adi verilen ve oral uygulama
sonrast karacigerden ve bagirsak duvarindan hizla metabolize olan bir L-valil ester 6n
ilacinin gelistirilmesini saglamistir. VGCV'nin olumsuz etkileri GCV ile benzerdir,
ancak VGCV'nin biyoyararlanimi1 daha yiiksektir (%60). Bu nedenle, VGCV nakil
alicilar1 arasinda profilaksi ve preemptif tedavide yaygin olarak kullanilir (16, 35).

CMV tedavisinde kullanilan diger antiviral ilaglar Tablo 2°de gosterilmektedir.

Tablo 2. CMV enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan antiviral ajanlar (33,
34, 36-39)

ila¢ Mekanizma Uygulama | Terapétik Yan etki
yolu endikasyon
Gansiklovir/ Sentetik 2’deoksiguanozin niikleozid GCV- HSV, VzV, Sitopeni (16kopeni
Valgansiklovir | analogu, CMV (UL97) ve konak intravenoz CMV tedavisi | ve notropeni),
(GCVIVGCV) kinazlari tarafindan ti¢ fosforilasyon VGCV-oral diyare,
adimindan gecer, CMV DNA nefrotoksisite

polimeraz (UL54) inhibisyonu ile
viral genoma dGTP katilimini

yarigmali olarak inhibe eder.

Foskarnet Pirofosfat analogu, CMV DNA Intravensz CMV, HSV, Nefrotoksisite,
(FOS) polimerazin yarigmali olmayan VZV tedavisi | elektrolit
inhibisyonu (UL54) CMV DNA zincir bozuklugu,
uzamasinit durdurur. gastrointestinal
semptomlar,
santral sinir

sistemi etkileri
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(Tablo 2 devami)

ilac Mekanizma Uygulama | Terapéotik Yan etki
yolu endikasyon
Sidofovir CMYV DNA polimerazinda viral Intravendz CMV, HSV, Nefrotoksisite,
(CDhV) genoma dCTP'nin dahil edilmesini VZV tedavisi | notropeni, okiiler
yarigmali olarak inhibe eder toksisite
Brinsidofovir Sidofovirin lipid konjugati, viral Oral CMV, HSV, Gastrointestinal
DNA polimeraz inhibisyonu- VZV tedavisi | yan etkiler
gelistirme agamasinda
Maribavir Benzimidazol ribozid, CMV (UL97) Oral CMV tedavisi | Disguzi,
(MBV) protein kinazin inhibisyonu, protein gastrointestinal
fosforilasyonunun énlenmesi, viral yan etkiler
kapsidasyon ve viral partikiillerin
konake1 hiicreden niikleer ¢ikigmin
bozulmasi
Letermovir Viral terminaz kompleks inhibisyonu Intravenéz CMV Gastrointestinal
(LTV) (UL 56, UL 89 ve UL51), CMV ve oral profilaksisi- yan etkiler,
replikasyonunun DNA'nin AKIT alicilan | periferal 5dem
olgunlagma ve bir kapside paketlenme icin
asamasinda inhibisyonu
Valasiklovir Asiklovirin L-valin esteri olan 6n ilag | Oral CMV Noropsikiyatrik
(VASV) profilaksisi sorunlar
HSV, vzVv
tedavisi
Filosiklovir Asiklik niikleozid analogu- CMV Oral HHV6, Lokopenti,
UL54 DNA polimerazini ve CMV Adenovirdis notropeni
UL97 kinazin1 inhibe eden ¢ift etkili CMV tedavisi
bir mekanizma-gelistirme asamasinda
Fomiversen Antisens oligoniikleotit, CMV'ninen | Intravitreal CMV retiniti | Okiiler
erken proteinlerini kodlayan mRNA tedavisi inflamasyon, g6z
dizilerine komplementer olacak ici basicinda
sekilde tasarlanmig artma

2.1.8.2.Adaptif T hiicre terapisi: Hiicresel bagisiklik, CMV enfeksiyonunun
kontrolii i¢in esastir. Bu nedenle CMV spesifik CTL’lerin kullanim1 yeni tedavi
yontemi olarak gelistirilmektedir. CMV spesifik T hiicreleri olusturmanin ¢esitli
yollar1 vardir. Ornegin; CMV spesifik hiicrelerin, viral peptitler, protein, lizat veya
antijen sunan hiicrelerce uyarilmasi ile olusturulabilir. Daha sonra CMV spesifik T

hiicreleri in vitro veya dogrudan aliciya enjekte edilerek ¢ogaltilabilir, boylece viicut
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icinde fizyolojik bir ortamda ¢ogalmasi saglanir. Adaptif CMV spesifik T hiicre
terapisinin, direngli ve refrakter CM'V enfeksiyonunun kontroliinde faydali olabilecegi

one stiriilmektedir (31).

2.1.9.CMV’de Antiviral fla¢ Direnci

Tam doz standart antiviral tedavi sonrast CMV viral yiikiinde siirekli artis veya
hastalikta ilerleme gozlenen durumlarda CMV antiviral ila¢ direncinden
stiphelenilmelidir. Refrakter CMV enfeksiyonu, uygun dozla tedaviye ragmen iki hafta
boyunca yiikselen CMV viral yiikii; direngli CMV enfeksiyonu ise genotipik ilag
direnci mutasyonlarinin tanimlandig: refrakter viremi olarak tanimlanir. Transplant
alicilarinda CMYV ilag direnci igin en dnemli risk grubu, CMV seronegatif alicilara
CMV seropozitif dondrlerden nakil durumlardir. Yiiksek immiinsupresyon yapilan
hastalarda (6zellikle akciger nakillerinde), profilaksi dozunun diisiik olmasi1 (doz veya
kotii absorpsiyonla) ve ¢ok yiiksek viral yiiklerin tedavisi sirasinda direng gelisebilir.
Ayrica hem dondrlerde hem de alicilarda gesitli genetik ve immiin faktorlerin CMV’yi
kontrol edemedigi ve direng oranlarinin daha yiiksek olmasina katkida bulundugu
diisiiniilmektedir. Direng gelisme riski tastyan diger gruplar arasinda AKIT alicilar1 ve
konjenital CMV enfeksiyonu bulunmaktadir. CMV antiviral ilag direnci, 6zellikle
transplant alicilarinda, %S5 ila %12 insidansa sahip, goz ardi edilen bir sorundur (40-
43).

Antiviral ilag direnciyle iligkili mutasyonlar UL97, UL54 ve UL56 genlerinin
bazi bolgelerinde bulunur ve genellikle UL97 440-670, UL54 300-1000 ve UL56 229-
369 kodon araliklarinda meydana gelen aminoasit degisimlerini kapsar (7). Aminoasit
sembolleri ve niikleotid kodonlar1 Tablo 2’de gosterilmistir. Tedavide ilk sirada
kullanilan ilaglar olan VGCV/GCV’ye direng, GCV nin baslangi¢ fosforilasyonunda
rol alan UL97’deki mutasyonlardan kaynaklanir. Maribavir diren¢ mutasyonlari
oncelikle UL 97’de bulunur. UL27°de bazi kompansatuvar mutasyonlar goriilebilirken,
az sayida UL97 mutasyonu MBV-GCV c¢apraz direnci olusturmaktadir. UL54’teki
mutasyonlar FOS ve CDV’ye dirence neden olur ve uzun siireli GCV tedavisinden
sonra da ortaya ¢ikabilir, bu da GCV’ye yiiksek diizeyde direng ve FOS veya CDV’ye
capraz dirence neden olabilir. LTV diren¢ mutasyonlar1 ¢ogunlukla UL56 terminaz alt
biriminde ve nadiren UL89 ve ULS51 bolgelerinde tanimlanmistir (43). UL97 Kinaz,
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viral ve hiicresel proteinlerin serin ve treonin kalintilarim1 fosforile eder, replikasyon
icin gereklidir ve olgun virionun bir bilesenidir. UL97 ayn1 zamanda GCV ’nin antiviral
aktivitesi i¢in gerekli olan ii¢ fosforilasyon asamasindan ilkini gergeklestirir. Bu
gendeki mutasyonlar GCV direnci ile iligkilidir (44). Genotipik olarak teshis edilen
GCV direncli vakalarin  %80’den fazlasin1 UL97 genindeki mutasyonlar
olusturmaktadir. Gansiklovir’e direng olusturan en yaygm UL97 mutasyonlart kodon
460, 520 ve 590-607'de yogunlasmistir. Sik goriilen mutasyonlardan bazilar1t M460V/1,
H520Q, C592G, A594V, L595S ve C603W'dur. Bu mutasyonlar, genellikle GCV’nin
potensinde (EC50) 5-15 kat artis saglayarak orta dereceli GCV direncine neden olur.
C592G mutasyonunun direngte {i¢ kat artisa neden oldugu gosterilmistir. Bir calismada
591-603. pozisyonlardaki ii¢ veya daha fazla kodonun delesyonunun en az sekiz kat
GCV direnci artigina neden oldugu gosterilmistir. Bu mutasyonlar, GCV’nin antiviral
etkinligi i¢in gereken fosforilasyonu azaltirken, biyolojik olarak 6nemli olan UL97
kinaz iglevini korur (6, 7, 45).

Erken klinik denemelerden gecen alternatif bir guanozin niikleozit analogu olan
filosiklovire, GCV’ye maruziyetten sonra bazi UL97 mutantlarinin (6zellikle M4601
ve H520Q), in vitro ¢alismalarda ¢apraz direng olusturdugu gosterilmistir. L595S
mutasyonunda filosiklovire duyarlilik devam ederken, A594V’de diisiik dereceli
capraz direng gézlenmistir (7).

Maribavir, GCV’ye direngli CMV enfeksiyonlarin1 tedavi etmede faydali
olabilir. Ancak farkli etki mekanizmalari olsa da nadiren iki ilag arasinda gapraz direng
gelisebilir. UL27 genindeki mutasyonlar, maribavir’e etkinligin azalmasi ile
iliskilendirilmistir; ancak bu durum maribavir direncine neden olmak yerine viral
protein kinazin kaybina kars1 bir tepki sonucu olabilir (46).

GCV, CDV veya FOS, UL54 DNA polimerazi hedef alir. Son iki ilacin antiviral
aktivitesi UL97 kinaza bagh degildir. Viral DNA polimeraz (UL54) iizerindeki
mutasyonlar, klinik uygulamada ¢ok daha nadir goriiliir ve bu ilaglarin herhangi birine
veya tiimiine diren¢ kazandirabilir, ancak en yaygin c¢apraz diren¢ GCV-CDV,
ardindan GCV-FOS ve GCV-CDV-FOS ilag direncidir. GCV-CDV’ye direng
olusturan mutasyonlar ekzoniikleaz bolgelerinde (301, 408-413,501-545) ve bolge
V’de (978-988) bulunurken, FOS direnci ile iligkili olanlar genis bir yelpazede yer alir;
ancak genellikle bolge II (700 ve 715 kodonlar) ve III (802 ve 809 kodonlar) arasinda
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yogunlasir. Foskarnet direng mutasyonlarinin ¢ogu EC50’yi {i¢ bes kat artirir. Bolge
I1T i¢inde veya yakinindaki bazi mutasyonlar diisiik derecede GCV ¢apraz direnci ile
FOS’a direng gelistirirken, A834P ve 981-982 del gibi baz1 mutasyonlar GCV, FOS ve
CDV'ye orta derecede direng olusumundan sorumludur. UL97 mutasyonlarinin aksine,
direncli izolatlarin biiylik ¢ogunlugunu kapsayan kisa bir mutasyon listesi yoktur. Bu
nedenle polimeraz bdlgesindeki genotipik direng testleri, genellikle 300-1000 kodon
araligin1 kapsayan daha genis bir bolge dizilemesi gerektirir. Bu gen iginde tiirler arasi
dizi polimorfizmleri goreceli olarak yaygindir, bu da onlart ger¢ek direng
mutasyonlarindan ayirmayi daha karmasik hale getirir (7, 44-46).

Klinik olarak gozlemlenen ¢ogu UL54 mutasyonu UL97 mutasyonu ile bir
arada bulunur. Genellikle uzun siireli tedavinin ardindan mevcut UL97 mutasyonlarina
eklenir ve ilag direncini birkag kat artirir. UL97 mutasyonu olmayan nakil alicisinda
GCV’ye direng olusturdugu bildirilen 524. kodonda delesyon (del524) rapor edilmistir
(6, 7). UL97 ve UL54 bolgesinde goriilen ilag direncine neden oldugu bilinen
mutasyonlar ve tek niikleotid polimorfizmleri Tablo 4’te gosterilmistir.

Letermovir direnci genellikle LTV baglanmas: igin kritik olan terminaz
kompleksinin bir bileseni olan pUL56’yi kodlayan genlerdeki mutasyonlardan
kaynaklanir. PUL56 mutasyonlar1 genellikle 229-369’u kodlayan belirli bir ORF
icinde goriiliir ve degisken diizeylerde LTV direnci gelistirir. UL56 kodon 325°te
yapilan degisiklikler mutlak LTV direncine neden olur. in vitro verilerde, UL89 ve
ULS51’deki izole mutasyonlarin diisiik diizeyde direng sagladigi, ancak bir arada
bulundugunda genel LTV direnci iizerinde artan bir etkiye sahip olabilecegi
gosterilmistir. In vitro calismalarda, LTV nin FOS ve GCV gibi diger CMV ajanlari
ile karsilastirldiginda diisiik genetik direng bariyerine sahip oldugu gosterilmistir. in
vitro LTV’ye direngle iligkilendirilen mutasyonlar nispeten kolay ve hizli bir sekilde
ortaya ¢ikar. LTV’ye direng gelistirme 6zelligi, ilacin uzun stireli kullaniminin 6nemli

bir kisitlamasi olabilir, ancak GCV ile sinerjizm ilacin olumlu bir 6zelligidir (33, 36).

29



Tablo 3. Aminoasit sembolleri ve niikleotid kodonlari

Aminoasit Uc Harfli Sembol Tek Harfli Sembol Kodon

Alanin Ala A GCT, GCC, GCA, GCG

Avrjinin Arg R CGT, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
Asparajin Asn N AAT, AAC

Aspartik asit Asp D GAT, GAC

Sistein Cys C TGT, TGC

Glutamin Gin Q CAA, CAG

Glutamik asit | Glu E GAA, GAG

Glisin Gly G GGT, GGC, GGA, GGG

Histidin His H CAT, CAC

izolGsin lle | ATT, ATC, ATA

Losin Leu L CTT, CTC,CTA,CTG, TTA, TTG
Lizin Lys K AAA, AAG

Metiyonin Met M ATG

Fenilalanin Phe F TTT, TTC

Prolin Pro P CCT, CCC, CCA, CCG

Serin Ser S AGT, AGC, TCT, TCC, TCA, TCG
Treonin Thr T ACT, ACC, ACA, ACG

Triptofan Trp w TGG

Tirozin Tyr Y TAT, TAC

Valin Val \Y GTT, GTC, GTA, GTG

Stop TAA, TAG, TGA

Tablo 4. UL97 ve UL54 bolgesinde goriilen ilag direncine neden oldugu
bilinen mutasyonlar ve tek niikleotid polimorfizmleri (7, 44, 45, 47-60)

uL97 UL54
Mutasyon Ila¢ Mutasyon Ila¢ Mutasyon Ila¢ Mutasyon Ila¢ Mutasyon Ila¢
F342Y G 595 del G 524del G P488R G,C V781l G, F
K359E/Q/N G 591-607 del G P829s* G N408D/K/S G,C L802M G,F
E362D G 595-603 del G L957F G N410K G,C T821I G, F
L405P G 593 del G N495K F F412C/N/SIV* | G,C E951D* G, F
M460V/I/T/L G 597 del G T552N* F D413E/AIN/ | G,C Q578L G, F
V466G/M G 600 del G L565V F Y* L776M G,F
A505T G 601 del G S585A* F K488R* G,C V787A/L G, F
C518Y G 601-603 del G D588E F K500N G,C AB809V G,F
H520Q G L348V M F595I F L501I/F G, C M844V* G, F
pP521L G F342Y/S* G, M T700A F T503I G,C E989D G, F
A591D/V G V356G* G, M | V715A/M F A505V G,C K493N G,FC
C592G G D456N* G, M | E756D/Q/G F K513E/N/RIT | G,C D588N G,FC
A594V/T/EIGIP G V466G G, M Q783R* F D515Y G,C H600L G,FC
/S C480F/R* | G, M V798A* F L516P/W/R* G,C L773V G,F,C
L595S/F/WIT G V466G* G, M T813S F 1521T G,C V812l G,FC
E596G/Y G P521L G, M T838A F P522A/S G,C A834P G,FC
G598S/V G Y617del* | G,M M844T* F C524del G,C A928T G,FC
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(Tablo 4 devami)

uL97 UL54
Mutasyon Ila¢ Mutasyon Ila¢ Mutasyon Ila¢ Mutasyon Tlac Mutasyon Ila¢

K599E/M G \V9461* F V526L G,C L862F* G,FC
C603W/R/S G A987V F C539G/R* G,C Q578H G,FC
C607Y/F/S G S695T F Ab43P* G,C Q589H G,FC
1610T G P497S C L545S/W G,C E756K G,FC
C518Y G A543V C 1726 TIV G,C V787E G,FC
A613V G D542E* C V823A G,C T813S G,FC
590 del G K805Q C V781L G,C G841A/S | G,F,C
591-594 del G D301N G,C A987G G,C | 981-982del | G,F,C

E303D*/G* | G,C S290R* G,F

D588N G, F

*Stipheli mutasyon, G: Gansiklovir, F: Foskarnet, C: Sidefovir, M: Maribavir

2.1.10.Antiviral Duyarhhk Testleri

Antiviral ilaglara duyarliligin azalmasi olarak tanimlanan antiviral direnci, in
vitro testlerle dl¢iilmesi miimkiindiir. Uzun siireli tedavi sirasinda (ortalama 5 ay) viral
yikiin arttig1, yeniden yiikseldigi veya siirekli yiiksek oldugu durumlarda ilag
direncinin tespiti; antiviral diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi, klinik uygulamada
ilag direnciyle iliskilendirilen CMV mutantlarinin sikliginin tespiti, tedavi basarisini
ongorme, diger antiviral ajanlara karsi capraz direncin tanimlanmasi, en uygun
alternatif tedavinin uygulanmasi ve yeni antiviral ajanlarin degerlendirilmesinde fayda
saglar. CMV'nin antiviral ajanlara duyarliligini test etmek ig¢in ¢esitli fenotipik ve

genotipik testler tanimlanmustir (13, 61).

2.1.10.1.Fenotipik testler: Antiviral ilag direncinin tespiti igin standart
fenotipik yontem, PRA’dir. Bu yontem, yeterli enfektivite elde etmek i¢in uzun bir
viriis liretim siirecini gerektirir. Antiviral ilacin farkli konsantrasyonlari ile hazirlanmis
viral inokulum inkiibe edilerek plak olusumunu %50 azaltan ilag¢ konsantrasyonu, yani
%350 inhibitor konsantrasyonu (IC50) belirlenir. Fenotipik testler CMV nin herhangi
bir antiviral ilaca kars1 duyarliligini dogrudan 6lgme avantaji saglar, viral replikasyonu
inhibe etmek i¢in gereken ila¢ konsantrasyonu hakkinda bilgi verir. Bu yontem, klinik
izolatlarin yavas biiylimesi ve degerlendirmenin nesnel olmamasi gibi nedenlerle
gercek zamanh tedavi kararlar icin smirli degere sahiptir. Diger fenotipik testler
arasinda, flow sitometri, DNA hibridizasyonu, boya tutulum (DU) testi, “yield”

rediiksiyon testi bulunur. Bu testler i¢in de baslangigta CMV inokulumu iiretmek i¢in
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haftalarca hiicre kiiltiirii gerekir. Bu nedenle, fenotipik testler genellikle hastalarin

klinik yonetimi i¢in rehberlik sunabilecek kullaniglh testler degildir (2, 13, 61).

2.1.10.2.Genotipik testler: Viral niikleik asit testleri ile antiviral ilag direncine
neden olan spesifik mutasyonlar arastirilabilir. Fenotipik testlere gére daha ucuz, daha
kisa siirede sonug¢ veren testlerdir; ancak genotipik analizlerin temel sorunu, direng
mutasyonlarinin, fenotipik analizle dogrulama olmadan dizi polimorfizmlerinden ayirt
edilememesidir (44, 61). Viral yiikiin 1000-2000 kopya veya IU/mL'nin iizerinde
oldugu orneklerin ¢aligilmasi Onerilir; ¢iinkii mutant dizilerin tespit hassasiyeti viral
yik bu seviyelerin altina diistiikkce azalir. Genellikle plazma veya tam kan
orneklerinden calisilir. CMV’nin sistemik dolasimin disinda lokal viral replikasyonu
g6z Oniline alindiginda, zaman zaman diren¢ mutasyonlarinin evrimi baz1 dokularda
farklilik gosterebilir. Tedavi sirasinda ilerleyen CMV hastaligi varsa ve plazma veya
kan Orneklerinde mutasyon tespit edilmezse, doku biyopsi Ornekleri veya viicut
stvilarinda (goz, beyin omurilik sivisi vb.) test onerilmektedir (7).
Antiviral direncin genotipik yontemlerle tespitinde DNA dizi analizi, real-time PCR

ve restriksiyon endoniikleaz analizi yontemleri kullanilmaktadir (62).

a. Real-time PCR: Dogrulanmis ilag¢ direnci mutasyonlarini tanimlamak igin
erime egrisi analizini igeren real-time PCR yontemi kullanilabilir. Her mutasyona 6zgii
hibridizasyon probu, farkli floresan boyalarla etiketlenir. Mutasyonlarin erime
egrisinde yaptig1 degisiklikler PCR amplifikasyonunu takiben analiz edilir. Hiicre
kiiltiiri olmadan cok diisiik sayida DNA kopyalarinin amplifiye edilebilmesi, karisik
viriis poplilasyonlarinin yar1 kantitatif olarak analiz edilebilmesi, farkli isaretli boya
kullanilarak ayni anda c¢oklu mutasyonlarin tespit edilebilmesi testin Onemli
avantajlarindandir. Bilinen mutasyonlarin yakinindaki polimorfizmlerin erime egrisini
etkileyebilmesi ve mutasyona 6zel problarin gerekliligi, ayrica testin ATT/ATA gibi
ayni kodonda meydana gelen farkli nokta mutasyonlarimi ayirt edememesi ise

dezavantajlari olarak gosterilebilir (44).

b. DNA dizileme yontemleri: DNA dizileme yontemlerinden birinci nesil

dizileme olarak da adlandirilan geleneksel dizileme yontemleri, Maxam-Gilbert’in
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kesme-yoluyla dizileme yontemi ve Sanger sentez yoluyla dizileme yontemidir (62).
Dizileme yontemleri ucuz, hizli, hassas ve kolay uygulanabilir olmalidir. Birinci nesil
dizilemenin bu talepleri karsilayamamasi, yeni testlerin gelistirilmesine yol agmustir.
Sanger dizilemeden sonra, yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing: NGS)
teknolojileri gelistirilmistir. Bu sistemlerde DNA polimerizasyonu veya ligasyon
yoluyla baz eklenmesinden sonra, eklenen bu yeni bazin tespiti kemiliiminesans sinyal
olusturma, floresan sinyal olusturma ya da pH degisiminin algilanmasi ile
gerceklestirilmektedir. Bu cihazlarda olusturulan hedef niikleik asitten {iretilen
amplikonlardan, yeni bir havuz olusturularak tek tek dizileme islemi yapilmaktadir.
Bu tespit milyonlarca veri liretimi ile ayn1 anda gerceklestirildiginden, bu sistemler
‘masif paralel dizileme cihazlar1’ olarak adlandirilmaktadir. Bu cihazlar daha sonra tek
molekiilii saptayabilen ve bu nedenle 6n amplifikasyon veya kalip hazirlama isleminin
ardindan ikinci klonal amplifikasyona ihtiya¢ duymayan iigiincii kusak cihazlara
dontismislerdir. Hizli dizileme ve basit 6rnek hazirligi sayesinde sahada kullanimi
miimkiin hale gelmistir (63, 64).

Maxam-Gilbert metodu: Maxam ve Gilbert tarafindan bulunan kimyasal bozunmaya
dayal1 bir yontemdir. Dimetil siilfat, hidrazin, sodyum kloriir ve formik asit gibi
kimyasallar kullanilarak DNA’daki bazlarin metilasyonu ve yapisinin degismesi
saglanir. Daha sonra ortama eklenen sicak piperidin, metillenmis DNA zincirini kirar.
Elde edilen DNA parcalar1 jel elektroforezinde biiytikliiklerine gore ayrilir,
otoradyografi uygulanarak bantlar goriliir. Maxam-Gilbert yoOntemi, yiiksek
toksisiteye sahip fosfat izotopu ve kesme kimyasalinin kullanilmasi, 500 baz ciftinden
daha uzun dizilerin analizindeki zorluklar ve kesilme sirasindaki hatalar gibi cesitli
dezavantajlar nedeniyle laboratuvarda rutin olarak kullanilmamaktadir (63).
Sanger-Coulson’un zincir sonlandirma yontemi: Zincir sonlandirmaya dayali Sanger
yontemi genom sekansinin belirlenmesinde en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Bu
yontemde bir ucu hep ayni noktadan baslamak {izere degisik boylarda DNA parcalar1
elde edilir. Yontemin esasi ayri tiiplerde A, T, G, C niikleotidlerinden sadece birisi ile
sonlanan parcalar elde edilmesine dayanir. Bu amagla hazirlanan her tiipe PCR i¢in
gerekli primer, Taq polimeraz enzimi, deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP), kalip DNA
ve dideoksiniikleotid trifosfatlar (ddNTP) konur. Sonlandirict 6zellikteki bazlar

floresan boyalarla isaretlenir. Deoksiribozun 3’ucundan fosfodiester bag1 yapacak olan
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tictincii karbondaki oksijenin ¢gikarilmasiyla elde edilen ddNTP’lerin kullanimi, sentezi
farkli baz konumlarinda durdurur ve floresan 1s1ma yapan farkli uzunluktaki DNA
zincirlerinin olugmasin1 saglar. Elde edilen DNA dizilerine jel elektroforezi
uygulanabilir ya da otomatik dizi analizi cihazlarinda okuma yapilarak DNA dizisi
saptanabilir (65-67).

Shotgun yontemi: Uzun DNA pargalarini dizilemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Tek
seferde dizi analizi yapilamayacak uzunlukta olan DNA'lar 6nce kii¢iik parcalara
boliiniir, sonra elde edilen her parca ayri ayri dizilenir. Bu diziler biyoinformatik
analizlerle bir araya getirilerek uzun DNA pargasina ait dizi elde edilir (65).
Pirodizileme metodu: Pirodizileme, diisiik maliyeti ve yiiksek islem hacmi nedeniyle
geleneksel Sanger dizilemenin yerine geg¢mistir. Sentez yoluyla dizileme prensibine
dayali bir yontemdir. Pirodizilemenin temeli, DNA sentezi sirasinda olusan
pirifosfatlarin kemuliiminesan bir enzim araciligiyla tespit edilmesine dayanmaktadir
(65).

Ligasyon yoluyla dizileme: Floresan isaretli oligoniikleotid problart kullanilan bu
yontemde; problar kalip DNA’ya hibridize olur, primerle ligasyona girer. Floresan
tespitinden sonra oligoniikleotid problarin isaretleri, 5’fosfat ucu kesilerek yeni bir
ligasyon dongiisiine gegilir. Ligasyon, saptama ve ayrilma dongiileri tekrarlanarak
DNA dizisi belirlenir. Bu yontemin diger yontemlerden farki DNA ligaz enziminin
kullanilmasidir (65).

2.1.11.Korunma
Standart Onlemler ve hijyen prosediirlerine uymak bulasma olasiligini
azaltabilir. Giliniimiizde CMV enfeksiyonlarini 6nlemek i¢in gelistirilmis lisansli bir

as1 bulunmamaktadir; ancak bir¢ok as1 aday1 i¢in klinik denemeler yiiriitiilmektedir
(46).
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Molekiiler Mikrobiyoloji

Laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.1.HASTALAR VE ORNEKLER

Ankara Bilkent Sehir Hastanesi eriskin hematoloji ve kemik iligi
transplantasyon (KIiT) kliniklerinde 17.10.2022-15.11.2023 tarihleri arasinda takip
edilen, 18-80 yas araliginda, cinsiyet fark etmeksizin, hasta grubu olarak CMV viral
yiikii 1000 IU/ml ve iizeri olan hastalardan daha 6nce CMV tedavisi almig olan 34
hasta ve kontrol grubu olarak daha 6nce CMV tedavisi almamis 10 hasta olacak
sekilde, toplam 44 hasta caligmaya dahil edildi. Laboratuvara goénderilen hasta
orneklerinden oncelikle rutin tani i¢in kullanilan CMV DNA PCR testi calisilarak
CMYV DNA tayini yapildi. CMV DNA PCR calismasindan kalan DNA izolatlar1 ve
kan orneklerinin santrifiij sonrasi ayrilan plazma 6rnekleri mutasyon analizine kadar -

80°C’de saklandi.
3.1.1.Plazma Orneklerinde CMV DNA Tayini

3.1.1.1.DNA izolasyonu: Biitiin 6rnekler QIAsymphony SP otomatik niikleik
asit ekstraksiyon cihazi (Qiagen-Almanya) kullanilarak tretici firmanin Onerdigi
sekilde QIAsymphony® DSP Virus/Patojen Kiti (Qiagen-Almanya) prosediiriine
uygun olarak calisildi. Cihazin calisma prensibi manyetik partikiil teknolojisine
dayanir ve bu sekilde biyolojik numunelerden niikleik asitlerin otomatik izolasyonu ve
saflastirilmast gergeklestirilmis olur. Numune lizis, baglama, manyetik ayirma,
yikama, manyetik ayirma, eliisyon basamaklarindan gegerek islenir ve niikleik asit
izolat1 elde edilir.
Kit icerigi
1.Reaktif kartusu
2.Enzim askist
3.Delme kapagi
4.AVE tampon sollisyonu
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5.Tasiyict RNA

6.Reuse Seal Set

Sarf malzemeler

1.Filtreli ug, 200 pl ve 1500 pl

2.8’1i Rod Kiliflari

3.8 kuyulu 6rnek hazirlik kartusu

DNA izolasyon prosediirii

1.Reaktif kartusu reaktifler ve sarf malzemeleri ¢ekmecesine yiiklenmeden Once
manyetik partikiil teknesi tamamen tekrar slispansiyon haline getirilmek i¢in 3 dk
vorteks (Biosan, Letonya) cihazinda karistirildi, daha sonra tekrar kartus rafina
oturtuldu.

2. Reaktif kartusu ve enzim askis1 reaktif kartus tutucusuna yerlestirildi.

3.Delme kapagi reaktif kartusuna yerlestirildi.

4.Enzim tiiplerinin kapaklar1 ve manyetik partikiil kapagi acildi, reaktif kartus
tutucusu, cihazdaki reaktifler ve sarf malzemeleri boliimiinde ilgili boliime yiiklendi.
5. Ornek hazirlik kartuslari, 8’li rod kiliflar1 ve tek kullanimlik filtre uclar reaktifler
ve sarf malzemeleri cekmecesinde ilgili boliimlere yiiklendi.

6.Atik ¢gekmecesine bos atik kutusu yerlestirildi.

7.Eliisyon askisi eliiat cekmecesine yiiklendi.

9.Envanter taramasi yapildi.

10.0Ornek tiip barkotlar1 okutuldu ve 6rnek cekmecesine yiiklendi.

11.Her hasta i¢in 132,5 pl buffer AVE ve 6,25 ul carrier RNA karisimi hazirlandi.
12.Karisima her hasta i¢in 11,25 ul internal kontrol eklendi.

13.Karigimlart igeren tlipler bir tiip tasiyiciya yerlestirildi. Tiip tasiyict Ornek
cekmecesinde yuva A igine yerlestirildi.

13.Cihaz ¢alistirild1 ve izolasyon islemi baslatildi.

14.1zolasyon islemi sonucunda her hasta i¢in 200 ul EDTA’l1 plazma 6rneginden 60

ul eliisyon hacmi elde edildi.

3.1.1.2.CMV DNA tayini: QIAsymphony SP/AS (Qiagen-Almanya)
cihazinda, Artus CMV RG PCR Kit (Qiagen-Almanya) prosediirleri uygulanarak

otomatik test kurulumu gergeklestirdi. DNA izolati bir 1s1 dongii cihazina (Rotor-
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Gene Q MDx, Qiagen, Almanya) yiiklendi. Real-time PCR yontemi ile CMV DNA
tayini yapildu.

Kit icerigi

1.CMV RG Master

2.CMV Mg-Sol

3.CMV QS 1 (1 x 10* kopya/ul)

4.CMV QS 2 (1 x 10° kopya/ul)

5.CMV QS 3 (1 x 10? kopya/ul)

6.CMV QS 4 (1 x 10 kopya/pl)

7.CMV RG IC (internal kontrol)

8.Su (PCR sinif1)

Reaksiyon karisimi hazirlama asamasi: Calismaya baslamadan oOnce tiim test
bilesenlerinin oda sicakliginda (15-25°C) ¢oziinmesi saglandi, daha sonra
vortekslenerek karistirildi ve en az ii¢ saniye 6800 x g hizinda santrifiijlendi. Test i¢in
su adimlar izlendi:

1.Niikleik asit ekstraksiyon asamasini takiben dortlii serit PCR tiipleri (0.1 ml)
cthazdaki eliiat cekmecesinde ilgili boliimiine yiiklendi.

2.Tek kullanimlik filtreli pipet uglar1 cihazdaki ilgili boliime ytiklendi.

3.Hasta sayisina gdre uygun hacimde master karisimi hazirlandi ve cihazdaki ilgili
konumuna yiiklendi.

4. Envanter taramasi yapildi ve ¢alisma baslatildi.

Islem sonunda her bir PCR tiipii, PCR miksinden 30 pl, eliisyon yapilmis érnek
DNA'sindan 20 pl icermektedir. Ayrica 2 pl standart igeren dort ayr1 standart tiipii elde
edildi.

Termal dongii asamasi: Rotor-Gene Q MDx (Qiagen, Almanya) 1s1 dongii cithazi
kullanilarak gerceklestirildi. Her PCR reaksiyonunda dort kantitasyon standardi ve en
az bir negatif kontrol kullanildi. Test i¢in su adimlar izlendi:

1.Reaksiyon tiipleri kapatildi ve cihazdaki ylikleme bloguna yerlestirildi. Tipler
yerlestirilirken igerisinde presipitat olusumu olmamasina dikkat edildi.

2.Rotorun iistiine kilitleme halkasi yerlestirildi.
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3.CMV DNA’sm saptamak i¢in uygun 1s1 dongii profili olusturuldu ve g¢alisma
baslatildi. CMV DNA saptamak icin gerekli reaksiyon i¢erigi ve PCR protokolii Tablo

5’te gosterilmistir.

Tablo 5. CMV DNA saptamak i¢in gerekli reaksiyon icerigi ve PCR

protokolii
Reaksiyon Kurulumu Rotor-Gene Q MDx RT-PCR Program
Reaktif Miktar Basamak Dongii No. Sicaklik Siire
Enzim
CMV RG . 1 dongii 95°C 10 dk.
. 25 uL aktivasyonu
Master Mix
Denatiirasyon 45 dongii 95 °C 15 sn.
Baglanma ve | (10 dongi 1
MgCI2 5uL 65 °C 30 sn.
Uzama °C->touchdown)
Niikleik Saptama 20 sn.
] 20 uL 72 °C
Asit/NTC/PC (Okuma)
Toplam
Reaksiyon 50 uL
Hacmi

Sonuglarin yorumlanmasi: Sonuglar Rotor-Gene Q yazilim versiyon 2.3.4.
yazilmi ile degerlendirildi. Floresan boyalar (FAM-cycling green, HEX-cycling
yellow) amplikonlarin analizinde prob olarak kullanildi. FAM kanalindan CMV DNA
icin, HEX kanalindan ise internal kontrol i¢in spesifik sinyaller saptanmaktadir.
Standart egri, standartlarin igerdigi CMV DNA miktarina ve esik dongiisiine gore
olusturulmakta ve ornek kantitasyonu bu sekilde saglanmaktadir. Kullanilan kitte
HEX kanal1 esik dongiisii <45, FAM kanali esik dongiisii <45 olarak belirtilmistir.
Kitin lineer saptama araligi 79,4-1x100000000 kopya/ml baz alinarak DNA kopya
sayilar1 TU/ml 6l¢ii birimi olarak raporlandi (1 kopya/ml=1.64 1U/ml). Ilag direnci
arastirilmasi i¢in 1000 IU/ml ve {izeri olan ornekler tespit edilip ayrildi. Kantitatif

CMV-DNA sonuglarinin degerlendirilmesi Sekil 4’te gosterilmistir.
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floresans

Siklus

Sekil 4. Rotor-Gene cihazinda kantitatif CMV-DNA (real-time PCR)

sonuclarinin degerlendirilmesi

3.1.2.CMV Suslarinda fla¢ Direnci Arastirilmasi
CMV suslarinda mutasyon analizi yapilmadan once, toplanan plazma
orneklerinden Bio-Speedy Hizli Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti (Bioeksen, Tiirkiye)
kullanilarak Zybio EXM3000(Cin) cihazinda DNA izolasyonu gerceklestirildi.
Kit igerigi
1.Ekstraksiyon kartusu
2.Manyetik ¢ubuk kilifi
3.Proteinaz K
4.STL-B
DNA izolasyon prosediirii
1.Ekstraksiyon kartuslar kartus standina yerlestirildi.
2 Kartusglarin bir numarali kuyularma 15 pL Proteinaz K pipetlendi.
3.Daha sonra tizerine 200 pL plazma 6rnegi pipetlendi.
4 Kartus standi cihaza yerlestirildi.
5.Manyetik ¢ubuk kiliflar1 cihazda ilgili boliime yerlestirildi.
6.Cihaz ¢aligtirildi.
Islem sonucu kartusun alt: numarali kuyusunda 80-100 pL izolat elde edildi.
Mutasyon Analizi: Ilag direnci arastirilmasi Real-time PCR yontemiyle CMV UL97-
UL54 Genleri Mutasyon Saptama Kiti (RUO) (Bioeksen, Tiirkiye) kullanilarak
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CFX96 Touch Real-Time PCR (BIO-RAD-USA) cihazinda gergeklestirildi. Test

kitinin igerigi ve test edilen mutasyonlar Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6.CMV ilag direnci tayininde kullanilan PCR reaksiyon igerigi

Bilesen Kullamim Amaci

. gPCR testi i¢in optimize edilmig kullanima hazir
2X qPCR Mix
karigim

Spesifik niikleik asit amplifikasyonu ve tespiti
FAM: CMV UL54 Gene A987G Wild Type
HEX: Human (IC-Internal Control)
ROX: CMV UL54 Gene L802M Wild Type
FAM: CMV UL54 Gene A987G Mutant

A987G-L802M Mut HEX: Human (IC-Internal Control)
ROX: CMV UL54 Gene L802M Mutant
FAM: CMV UL54 Gene P522S Wild Type

ROX: CMV UL54 Gene T700A Wild Type

FAM: CMV UL54 Gene P522S Mutant
ROX: CMV UL54 Gene T700A Mutant
FAM: CMV H520Q Wild Type
ROX: CMV A594V Wild Type
FAM : CMV H520Q Mutant
ROX : CMV A594V Mutant
FAM: CMV C603W Wild Type
ROX: CMV L5955 Wild Type
FAM: CMV C603W Mutant
ROX: CMV L595S Mutant

A987G-L802M Wild

P522S-T700A Wild

P522S-T700A Mut

H520Q-A594V Wild

H520Q-A594V Mut

C603W-L595S Wild

C603W-L595S Mut

NTC Negatif Kontrol
PC-ALW / PC-ALM /PC-PTW
PC-PTM /PC-HAW / PC-HAM Pozitif Kontrol (PC)

PC-CLW /PC-CLM
QPCR: Real-time PCR

PCR test kurulumu

1.PCR kabini igerisinde reaksiyon karisimlari hazirlandi.

2.Her o6rnek i¢in 0,2 ml’lik sekizli serit beyaz PCR tiipleri kullanilarak her bir
kuyucuga 5 pLL qPCR mix ve 2.5 pL oligo mix karisimi pipetlendi.
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3.Daha sonra her kuyucuga 2.5 ulL. DNA 6rnegi eklendi.

4.Tupler serit kapak ile kapatilarak spin santrifiij cihazinda (Frontier, Ohaus, ABD) bir

dakika siireyle santrifiijlendi.

5.Kuyucuklar CFX96 Touch Real-Time PCR (BIO-RAD-Amerika Birlesik

Devletleri) cihazindaki bloga yerlestirildi.

6. Reaksiyon i¢in uygun 1s1 dongii profili olusturuldu ve ¢alisma baslatildi.
Amplifikasyon islemi Tablo 7’de belirtilen 1s1-dongii protokoliine uygun olarak

gerceklestirildi.

Tablo 7. CMV ilag direnci tayininde gerekli reaksiyon igerigi ve PCR

protokolii
gPCR Program
. CFX96 Touch™/CFX96™ Dx/CFX Opus 96™/CFX Opus 96™
Reaksiyon Kurulumu )
Dx (Bio-Rad) ve
Magnetic Induction Cycler (Mic) (Bio Molecular System- BMS)
Reaktif Miktar Basamak Dongii No. Sicaklhik Siire
Enzim
) ) 1 doéngii 52°C 3 dk.
2X gPCR Mix 5uL aktivasyonu
Pre-Inkiibasyon 1 déngii 95 °C 10 sn.
Oligo Mix 25ulL Denatiirasyon 95 °C 1sn.
Niikleik Baglanma ve
] 2.5 uL 60 °C 10 sn.
Asit/NTC/PC Uzama .
40 dongii
Toplam
. Saptama (FAM-Green)/(HEX-
Reaksiyon 10 pLL
) (Okuma) Yellow)/(ROX-Orange)
Hacmi

PCR testi ile; UL 97 bolgesinden dort mutasyon (H520Q, A594V, C603W,
L595S), UL54 bolgesinden dort mutasyon (A987G, L802M, P522S, T700A) olmak
lizere toplam sekiz adet mutasyon varligir degerlendirildi. Amplikonlarin analizinde
prob olarak floresan boyalar (FAM, HEX, ROX) kullanildi. FAM ve ROX kanalindan
vahsi tip ve/veya mutant tip CMV’ye ait spesifik sinyaller, HEX kanalindan ise
internal kontrol i¢in spesifik sinyaller saptanmaktadir. Kullanilan kitte HEX kanali
esik dongiisii <40, FAM ve ROX kanali esik dongiisii <40 olarak belirtilmistir (Sekil
5). Sonuglarin yorumlanmasi Tablo 8’de belirtildigi sekilde yapildi.
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RFU (10~3)

Sekil 5. CFX96 Touch Real-Time PCR cihazinda sonuglarin yorumlanmasi

[ Log Seae

Amplfication

RFU (10~3)

ROX

HEX

FAM

T waed il
T

Tablo 8. PCR reaksiyonunun yorumlanmasi

i)
Cycles

Internal Kontrol Sonu¢
Hedef Eylem
(1) Yorumlama
o Sonuglar
Sadece vahsi tip pozitif | Pozitif (+) veya ) o -
) gegerli, hedef | Vahsi tip pozitif olarak raporlanir.
(+) negatif (-) o
tespit edildi.
o o Sonuglar
Sadece mutasyon pozitif| Pozitif (+) veya
) gegerli, hedef | Mutant pozitif olarak raporlanir
(+) negatif (-) o
tespit edildi.
. Sonuglar Hedeflerin Cq degerleri kontrol
Hem vahsi tip hem Pozitif (+) veya
. . gecerli, hedef |edilir, daha diisiik olan deger pozitif
mutasyon pozitif (+) negatif (-) o
tespit edildi. olarak raporlanir
Sonuglar
Negatif (-) Pozitif (+) gegerli, hedef Negatif olarak raporlanir
tespit edilmedi.
3.2.CALISMA ONAYI

Calismamiz T.C. Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane T1p Fakiiltesi

Dekanlig1 Tez inceleme ve Degerlendirme Akademik Kurulu tarafindan 13.10.2022
tarih ve E-86241737-100-174782 sayili karart ile tez onay1 ve T.C. Saglik Bakanligi
11 Saglik Miidiirliigii Ankara Bilkent Sehir Hastanesi 2 Nolu Klinik Arastirmalar Etik

Kurul Baskanlig1 tarafindan E2-22-2576 protokol numarali etik kurul onay1 almistir.
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4. BULGULAR

(Calismaya, hasta grubu olarak CMV viral yiikii 1000 [U/ml ve {iizeri olan
hastalardan daha dnce CMV tedavisi almig olan 34 hasta ve kontrol grubu olarak daha
once CMV tedavisi almamig 10 hasta olacak sekilde, toplam 44 hasta ¢aligmaya dahil
edildi.

4.1 HASTALARIN OZELLIKLERI
Calismaya dahil edilen hastalarin 12’si (%27) kadin, 32’si (%73) erkek olup,
yaslar1 19-78 (yas ortalamas1 43,75) arasinda degismektedir (Sekil 6).

m Kadin = Erkek

Sekil 6. Calismaya alinan hastalarin cinsiyet dagilimi

Calismaya dahil edilen 44 hastanin 25’i KiT alicisi, 19’u ise hematoloji
poliklinik ve servislerinde takip edilen hastalardi. Hasta grubundaki (CMV tedavisi
almis) hastalarm 24°i KIT alicis1, 10’u ise hematoloji poliklinik ve servislerinde takip
edilmekte olan hastalardan olusmaktadir. KiT alicilarinin 22’sine AKIT, ikisine farkli
zamanlarda, OKIT ve AKIT yapildi. Kontrol grubu hastalarmin (CMV tedavisi
almamus) sekizi hematoloji poliklinik ve servislerinde takipli olup KiT yapilmayan
hastalardan olugmaktadir. Bir hastaya AKIT yapildi, bir hastanin da KiT plan1 mevcut
olup tedavisine dis merkezde devam edilmek tizere yonlendirildi. Hasta grubundaki
hastalarin alt hastaliklar1 akut lenfoblastik 16semi (ALL) (n=11); akut miyeloid 16semi
(AML) (n= 11); kronik miyeloid 16semi (KML) (n=1); kronik lenfositik 16semi (KLL)
(n=1); multiple myelom (MM) (n=1); hodgkin lenfoma (HL) (n=2); non hodgkin
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lenfoma (NHL) (n=5); miyelofibrozis (n=1); miyelodisplastik sendrom (MDS) (n=1)
idi. Kontrol grubundaki hastalarin alt hastaliklar1 ALL (n=5); AML (n=1); MM (n=1);
NHL (n=1); plazmositom (n=1); immiin trombositopenik purpura (n=1) idi (Sekil 7).

12
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M Hasta grubu Kontrol grubu

Sekil 7. Calismaya alinan hastalarin alt hastaliklari

Donorlerin ve hastalarin serumlarinda ELISA yontemi ile anti CMV IgG ve
anti CMV IgM varlig1 arastirildi. Sonuglar hastane laboratuvar sistemi iizerinden ve
hasta dosyalarindan elde edildi. Hasta ve dondrlerin hepsinin anti CMV IgM sonucu
negatifti. AKIT yapilan 22 hastadan 21’inde anti CMV IgG D+/R+, bir hastada ise D-
/R+ idi. OKIT yapilan hastalarin tamami ve hematoloji poliklinik ve servislerinde
takipli KIT yapilmamis hastalarin tamamimin anti CMV IgG’si pozitifti.

Hastalarin CMV DNA diizeyleri takibi transplantasyon dncesi ve sonrasinda
haftalik olarak yapildi. CMV hastaligina baglh risk faktorleri géz Onilinde
bulundurularak antiviral tedavi planlandi. Bu faktorler arasinda, yas, cinsiyet, ek
hastaliklar, transplantasyon tipi, hazirlik rejimi ve GVHD yer almaktadir. Hasta
grubundaki hastalarin altisi, yalnizca IV GCV tedavisi aldi, 28 hastada ise baslangigta
IV GCV tedavisinin ardindan oral VGCYV ile tedaviye gegildi. Hastalarin toplam tedavi
stireleri 30-60 giin arasinda degismektedir. Bir hastada GCV/VGCV kullanirken viral
yiik artmaya devam etti ve tedavisi FOS ile degistirildi. Bir hastanin tedavisine, BK

44



viriis pozitifligi nedeniyle CDV de eklendi. Kontrol grubundaki hastalarin higbiri
CMV tedavisi almamis hastalardir ve GCV kullanim Oykiileri mevcut degildir. Ancak
kontrol grubundan bir hasta hari¢ hastalarin tamami1 herpesvirus enfeksiyonlari igin
asiklovir (ACV) proflaksisi altindadir.

KIT hastalarnda GVHD profilaksisi icin siklosporin kullanildi. Hasta
ozelliklerine gore diger immiinsupresan ajanlar da tedaviye eklendi.

Bu c¢alismada iki hastada CMV koliti ve gastroenteriti olmak {izere CMV
hastalig1 gelisti. CMV hastalig1 gelisen hastalardan birinin tedavisi, GCV yanitsiz
olmasi nedeniyle FOS ile degistirildi ve 45 giin FOS kullanildi (Tablo 5-H22). Tedavi
yanitinin ardindan ilag kesildi. CMV enfeksiyonu veya hastaligi ile takip edilmis olan
hasta grubundaki 34 hastadan 5’1, kontrol grubundaki 10 hastadan ise ikisi 6ldii.

Antiviral direng testi ¢alisilan hastalarin 6zellikleri Tablo 9 ve Tablo 10‘da

gosterilmistir.
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Tablo 9. KIT yapilan hastalara ait veriler

Hasta No Transplantasyon Alt Hastalik CMV PCR ik cMV CMV Antiviral Klinik Bulgu/ Durum
Tipi (1U/ml) Enfeksiyonu Seroloji Tedavi Semptom/Hastalik
Yas, Cinsiyet (Transplantasyon (D/IR)
Sonrasi)
H1 AKIT, 42/E KLL 8660 55 giin D+/R+ GCV, VGCV Adenoviral keratit KCFT Exitus.
yiikseklik, GVHD
H2 AKIT, 58/K ALL 18572 20 giin D+/R+ GCV, VGCV Kateter iliskili kan dolagim1 Yastyor
enfeksiyonu
H3 AKIT, 23/E AML 21386 14 giin D+/R+ GCV, VGCV Notropenik ates, mukozit, Yastyor
ishal
H4 AKIT,36/E ALL 9295 32 giin D+/R+ GCV, VGCV Notropenik ates Yastyor
trombositopeni, Splenik
enfarkt
H5 AKIT, 54/K ALL 22374 37 glin D+/R+ GCV PCP pnémonisi GVHD Yastyor
H6 AKIT, 44/E AML 4143 56 giin D+/R+ GCV, VGCV Mukozit, kronik SAK, Yastyor
H7 AKIT,43/K AML 5818 35 giin D+/R+ GCV, VGCV Diziiri Yastyor
H8 AKIT, 39/E AML 234749 40 giin D+/R+ GCV, VGCV GIS+ cilt GVHD Yastyor
Ishal, dokiintii
H9 AKIT, 22/E ALL 1534 120 giin D-/R+ GCV, VGCV GIS ve cilt GVHD Yastyor
H10 AKIT, 47/E AML 10908 2,5 yil D+/R+ GCV, VGCV  Kronik cilt GVHD, pnémoni, Yasiyor
H11 AKIT, 52/K AML 6059 30 giin D+/R+ GCV, VGCV Hematiiri,eritemli cilt Yastyor
lezyonu
H12 AKIT, 27/K AML 1966 28 gilin D+/R+ GCV, VGCV Aktif sikayeti yok Yastyor
H13 AKIT, 50/E AML 107320 90 giin D+/R+ GCV, VGCV Cilt, goz GVHD, diyare Yastyor
H14 AKIT, 56/E AML 180653 36 giin D+/R+ GCV, VGCV Ates,ishal Yastyor
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(Tablo 9 devami)

Hasta No Transplantasyon Alt Hastahik CMV PCR ik cMvV CMV Seroloji Antiviral Klinik Bulgu/ Durum
Tipi (1U/ml) Enfeksiyonu (D/R) Tedavi Semptom/Hastalik
Yas, Cinsiyet (Transplantasyon
Sonrasi)
H15 AKIT, 52/K Myelofibrozis 14596 130 giin D+/R+ GCV, VGCV Ates, ishal, oksiiriik Yastyor
H16 AKIT, 35/E ALL 3463 12 giin D+/R+ GCV, VGCV Hematiiri Yastyor
Kan kiiltiiri +
H17 AKIT, 36/K ALL 20141 30 giin D+/R+ GCV, VGCV Aktif sikayeti yok Yastyor
H18 AKIT, OKIT, 33/E HL 20324 10 giin D+/R+ GCV, VGCV Ates, BFT yiiksekligi Yastyor
H19 AKIT, OKIT, 26/E HL 40241 45 giin D+/R+ GCV, VGCV Notropenik ates, cilt GVHD, Yastyor
H20 AKIT, 50/E KML 11444 60 giin D+/R+ GCV, VGCV  Hematiiri, subfebril ates, goz Yastyor
GVHD
H21 AKIT, 36/K MDS 6954 1 yil D+/R+ GCV, VGCV, Ishal, dokiintii, hematiiri, BK Yastyor
Cbv viriis +
H22 AKIT, 35/E ALL 361845 32 giin D+/R+ GCV, VGCV, Cilt ve GIS GVHD, CMV Yastyor
FOS koliti, gastroenteriti
H23 AKIT, 40/K AML 39654 30 giin D+/R+ GCV, VGCV Ates, kan kiiltiirii + Yastyor
H24 AKIT, 46/E AML 8147 29 giin D+/R+ GCV Aktif gikayeti yok Exitus.
H25 AKIT, 50/E AML 7265 14 giin D+/R+ ACV (P) Cilt GVHD Yastyor
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Tablo 10. KIT yapilmayan hastalara ait veriler

Hasta No Alt Hastahk CMV PCR (1U/ml) CMYV Seroloji (anti Antiviral Tedavi Klinik Durum
Yas/Cinsiyet CMV Ig G) Bulgu/Semptom/
Hastahk
H26 NHL, 78/E 4721 Pozitif GCV, VGCV Ates, diyare Exitus
H27 NHL, 34/E 12986 Pozitif GCV, VGCV Ates, perikardiyal, Yastyor
plevral efiizyon
H28 ALL, 34/E 20125 Pozitif GCV Papilodem, ates, cilt Yastyor
lezyonu
H29 NHL, 75/K 9134 Pozitif GCV Ates, disfaji Yastyor
H30 ALL, 54/E 8990 Pozitif GCV, VGCV Notropenik ates, Yastyor
miyokardit, mukozit
H31 NHL, 21/E 14662 Pozitif GCV Ates, pnémosepsis Yastyor
H32 MM, 75/K 180653 Pozitif GCV, VGCV Karmn agrisi, diyare Yastyor
H33 NHL, 34/E 12986 Pozitif GCV, VGCV Paroksismal AF Exitus.
Cilt lezyonu
H34 ALL, 35/E 218699 Pozitif GCV, VGCV Ates, kan kiiltiirii + Yastyor
H35 ALL, 35/E 64083 Pozitif GCV Ates, osteomyelit Exitus
H36 ALL, 34/K 2201 Pozitif ACV -Proflaksi(P) Nétropenik ates, Yastyor
diyare
H37 ALL, 30/E 3881 Pozitif ACV (P) Aktif sikayeti yok Yastyor
H38 ALL, 44/E 4467 Pozitif ACV (P) Ates, diyare, bogaz Yastyor
agrist, splenik enfarkt
H39 Plazmositom, 57/E 1279 Pozitif ACV (P) Intraventrikiiler Exitus
hidrosefali,

H40 ALL, 63/K 3479 Pozitif ACV (P) Mukozit, papilodem Yastyor
H41 NHL+AIDS, 50/E 1942 Pozitif ACV (P) Aktif sikayeti yok Yastyor
H42 ITP, 5852 Pozitif - Viicutta ekimoz Yastyor
H43 ALL, 19/K 2005 Pozitif ACV(P) Aktif sikayeti yok Yastyor
H44 MM, 67/E 1846 Pozitif ACV (P) Aktif gikayeti yok Yastyor
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Calisma icin oncelikle real-time PCR ile CMV DNA tayini yapildi. Daha sonra
viral yiikii 1000 IU/ml ve tizeri olan hastalarin CMV UL97 ve UL54 bolgelerinden
real-time PCR yo6ntemi ile mutasyon analizi yapildi. Real-time PCR reaksiyonuyla
CMYV DNA tayini Sekil 8’de gosterilmistir. Calisma, arastirma amacli tasarlanmis
olan ve ilk defa bizim galismamizda kullanilan CMV UL97-UL54 Genleri Mutasyon
Saptama Kiti (RUO) ile gergeklestirildi. PCR reaksiyonuyla UL97 ve UL54
bolgelerinde sik goriilen sekiz adet mutasyon varliginin arastirilmasi planlandi.
Bakilan bu mutasyonlar UL 97 bélgesinde, H520Q, A594V, C603W, L595S; UL54
bolgesinde, A987G, L802M, P522S, T700A’yi icermekteydi. Yapilan analiz sonunda
calismaya dahil edilen 44 hastada, C603W, L595S, A987G, L802M, P522S, T700A
vahsi tip sus pozitif bulundu, hastalarin higbirinde mutant tip sus saptanmadi. Real-
time PCR yontemiyle mutasyon analizi verileri, rnek hastalar lizerinden Sekil 9 ve
Sekil 10’da gosterilmistir. H520Q ve A594V degerlendirmesinde; calismaya dahil
edilen 44 hastada mutant sus saptanmazken, vahsi tip sus varligi da gosterilemedi.
Ornek ve calisma kaynakli sorunlar1 dislamak i¢in plazma 6rneklerinden tekrar DNA
izolasyonu yapild: ve test tekrar calisildi. Ikinci calismada da biitiin drnekler, vahsi tip
dahil, H520Q ve A594V mutasyonlar1 acisindan negatif olarak belirlendi (Sekil 11)

Sekil 8. Real-time PCR sonuglarinin degerlendirilmesi (Hasta no:22)
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Sekil 9. CMV UL97-UL54 genleri mutasyon analizi (Real-time PCR)
sonuglarinin degerlendirilmesi-A987G vahsi tip ve L802M vahsi tip pozitif hasta
(Hasta no:34)
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Sekil 10. CMV UL97-UL54 genleri mutasyon analizi (Real-time PCR)
sonuclarinin degerlendirilmesi, a) Hasta no:8- P522S, T700A vahsi tip pozitif hasta,
b) Hasta no:40- L595S, C603W vahsi tip pozitif hasta
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Amplification
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Sekil 11. CMV UL97 (H520Q ve A594V) genleri mutasyon analizi (Real-
time PCR) sonuglarinin degerlendirilmesi- H520Q ve A594V vahsi tip/mutant tip
negatif
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5. TARTISMA

CMYV, ozellikle KIT veya SOT alicilar gibi bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarda ciddi komplikasyonlara neden olan diinya ¢apinda yaygin bir firsatci
patojendir. Bu hastalarda, yiiksek morbidite ve mortalite oranlarinin yani sira uzun
vadede greft kaybi riskinin artmasindan da sorumludur (68). CMV enfeksiyonunda
GCV ilk tedavi secenegidir. FOS veya CDV daha ¢ok GCV yanitsiz olgularda
kullanilan ajanlardir (31).

Ilag direnci bir veya daha fazla antiviral ilaca duyarlilig1 azaltan viral genetik
degisiklik olarak tanimlanmaktadir ve iki haftalik uygun dozda antiviral tedavi
uygulanmasina ragmen viral yiikte artis devam ediyorsa siiphelenilmelidir (68). Uzun
stireli antiviral ilaca maruz kalma, yogun immiinsupresif tedavi ve optimalin altindaki
terapotik doz, ilag direnci i¢in bilinen risk faktorleridir (69). Antiviral tedavi goren
hastalarda ilag direnci goriilme sikliginin %?2-%8 civarinda oldugu tahmin
edilmektedir ve direng genellikle tedaviden iki {i¢ ay sonra ortaya ¢ikmaktadir (70).
Yang ve arkadaslar1 CMV viremisi olan 112 hastay1 inceledikleri ¢alismalarinda, ti¢
hastada tedaviden 83-150 giin sonra antiviral ilag¢ direnci saptamislardir (71). CMV
retiniti tanisi ile izlenen AIDS hastalarindan olusan bir kohort ¢alismasinda, {i¢ aydan
daha uzun siire devam eden GCV tedavisinin ardindan direngli viriis insidansinda
onemli bir artis gézlenmistir (72). Bizim ¢alismamizda, hasta grubundaki 34 hasta, en
az bir ay siireyle CMV tedavisi almistir.

GCV diren¢ mutasyonlar1 baglangigta cogunlukla UL97 geninin 460, 520 ve
590-607 kodonlarinda ortaya ¢ikmaktadir. Tim GCV direngli klinik izolatlarin
%90'indan fazlasinda UL97 genindeki mutasyonlar bulunmaktadir (73). GCV'yi
baslangi¢ tedavisi olarak alan hastalardan elde edilen direngli izolatlarin yaklasik
%80'inde, UL97 bolgesinde; M460V/I, H520Q, C592G, A594V, L595S ve C603W
nokta mutasyonlarindan biri goriilmektedir (44, 73). Bu mutasyonlar, biyolojik olarak
onemli UL97 kinaz fonksiyonunu korurken, antiviral aktivite i¢in gerekli olan GCV
fosforilasyonunu azaltirlar ve ilag duyarliliginda 5-15 kat azalmaya neden olurlar. Bu
bolgedeki diger iki mutasyon, A591V ve C592G, GCV duyarliliginda en az ii¢ kat
azalmaya yol acar (41). Ayrica, Chou ve arkadaslari g¢alismalarinda, 591-603

pozisyonlarindaki ii¢ veya daha fazla kodonun ¢er¢eve igi delesyonunun GCV
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direncinde en az sekiz kat artis sagladigini, bir veya iki kodon silinmesinin 4-10 kat
artis sagladigini gostermislerdir (49). Komatsu ve arkadaslarit yapmis olduklari
kapsamli bir incelemede, L405P, M4601/T, V466G, C518Y, AS94E/G/T/P, L595F/W,
E596G, K599T, C603R, C607Y amino asit degisimlerinin GCV duyarliliginda en az
iki kat azalma sagladigini bildirmislerdir (74).

UL54 genindeki mutasyonlar siklikla UL97 mutasyonlariyla birlikte goriiliir,
nadiren tek basina ilk genetik degisiklik olarak ortaya ¢ikarlar. CMV DNA polimeraz
ortak antiviral hedef oldugundan, ortiisen direng yollar1 GCV, CDV ve FOS arasinda
capraz direng saglayabilir (6). Nispeten kii¢iik bir genomik bolgede kiimelenen UL97
diren¢ mutasyonlarinin aksine, bilinen UL54 diren¢ mutasyonlarinin ¢ogunlugu, ¢ok
daha genis bir alana yayilmistir (75). UL54 del524 delesyonunun, es zamanli UL97
mutasyonu olmaksizin transplant alicisinda GCV direnci olusturdugu rapor edilmistir
(76). Recio ve arkadaslarinin transplant alicilarinda yaptigi bir ¢alismada, ii¢ hastada
UL97 bolgesinde mutasyon olmaksizin yalnizca UL54 bolgesinde antiviral direng
mutasyonu tespit edilmistir. Bu durumu, UL97'deki bazi antiviral direng
mutasyonlarmin, tedavi FOS veya CDV'ye degistirildikten sonra vahsi tipe donmiis
olabilecegi seklinde yorumlamiglardir (68). Iwasenko ve arkadaslar1 X'e bagl siddetli
kombine immiin yetmezligi olan bir KIT alicisinda, GCV direngli UL97
mutasyonunun (L595S) kaybolmasindan bir yil sonra FOS direnci gosteren, ancak
GCV’ye duyarli bir UL54 direng mutasyonu (T700A) saptamislardir (77).

Hantz ve arkadaglari yaptiklari, UL97 ve UL54 bolgelerinin dizi analizini
iceren iki yillik bir kohort g¢alismasinda; direngten siiphelendikleri 37 (%10,7)
hastadan 18’inde (%?5,2) virolojik diren¢ bulmuslardir. Vakalarin ¢ogunda tek basina
UL97 mutasyonu mevcut olup, dort hastada hem UL97 hem de UL54 bdlgesinde ¢oklu
ilag direnci ile iligkili mutasyonlar gosterilmistir (78).

Keyvani ve arkadaslarinin 48 KiT ve 39 bobrek nakli hastasinda Sanger dizi
analizi yontemi ile UL97 bolgesini inceledikleri ¢alismalarinda; A594V (%26,4),
H520Q (%18,39), M460V (%13,8) , E596G (%1,1), del 594 (%1,1), C592G (%10,3),
M4601 (%9,2) ve C603W (%6,9), L595S'de (%2,3) mutasyonlarini bulmuslardir (79).

Nogueira ve arkadaslar1 CMV viremisi tespit edilen 19 SOT alicisiyla
yaptiklar1 DNA dizi analizinde, dokuz (%47,4) hastada UL97 bdlgesinde; L595S
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(%55,6), A594V (%11,1), A595F/A594V (%11,1) ve L595S/A594V (%22,2)
mutasyonlart bulmuslardir. Higbir hastada M460V mutasyonu saptamamislardir (80).

SantAnna ve arkadaslarinin Sanger dizi analizi yontemi ile 66 bdbrek
transplant alicisi tizerinde yaptiklar1 antiviral direng analizinde, 15 hastada mutasyon
saptamiglardir. UL97 bolgesinde, 13 hastada; M460I1 (1), M460V (1), S472N+C495W
(1), C603W (1), L595S (2), H520Q (1), N461K (1), D465R (1), A594P (1), D605E
(1), del 598-601 (1), UL54 bolgesinde ise iKi hastada tek basina A614S mutasyonunu
gostermiglerdir. (81).

Choi ve arkadaslarinin 49 AKIT alicisini dahil ederek UL97 ve UL54
bolgelerini Sanger dizi analizi ile inceledikleri bir ¢alismada, iki hastada M460V ve
C592G mutasyonlarini saptamislar, ayrica hastalarin birinde FOS direnci olusturdugu
bilinen, UL54 bolgesinde T700A mutasyonu bulmuslardir (82).

Baldanti ve arkadaglar1 yaptiklart UL97 bolgesinin Sanger dizi analizinde, anti
CMV Ig G D+/R- olan akciger nakli yapilan bir hastada GCV tedavisi sonras1 A594V
mutasyonu saptamislar, tekrarlayan reaktivasyonlar nedeniyle GCV ve FOS kullanilan
hastada, bir yil sonunda tekrar dizileme yapilmis ve GCV ve CDV direncine neden
olan UL97 (H520Q) ve UL54’te (P522S) yeni mutasyonlar gostermislerdir (83).

Calismamizda incelenen mutasyonlar UL 97 bolgesinde, H520Q, A594V,
C603W, L595S; UL54 bolgesinde, A987G, L802M, P522S, T700A’yi icermekteydi.
Yapilan analiz sonunda c¢alismaya dahil edilen hastalarin tiimiinde, C603W, L595S,
A987G, L802M, P522S, T700A analizinde vahsi tip sus pozitif bulundu, hastalarin
higbirinde mutant tip sus saptanmadi. H520Q ve A594V degerlendirmesinde;
hastalarin hi¢birinde mutant sus saptanmazken, vahsi tip sus varlig1 da gosterilemedi.
Olas1 6rnek ve calisma kaynakli sorunlar1 diglamak i¢in plazma orneklerinden tekrar
DNA izolasyonu yapilarak test tekrarlandi. Ikinci calismada da vahsi tip dahil olmak
tizere, biitiin 6rneklerde H520Q ve A594V negatif olarak saptandi. Calismamizda
bakilmasi planlanan H520Q ve A594V mutasyonlari testte yasanan bu sorundan dolay1
degerlendirme dis1 birakildi. Bu mutasyonlarin degerlendirme disi birakilmasiyla
UL97 bolgesinde iki mutasyon, UL54 bolgesinde ise dort mutasyon degerlendirilmis
oldu. CMV’de antiviral ilag direncinin oncelikle UL97 bélgesinde ortaya g¢ikan
mutasyonlar nedeniyle gelistigi bilindiginden, UL97 bolgesinden daha fazla

mutasyonun analiz edilmesi daha yararli olacaktir.
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H520Q ve A594V mutasyonlar1 ilacin EC50'sinde ti¢-bes kat artis gosteren
yaygin goriilen mutasyonlardandir. Guiu ve arkadaslar1 14 AKIT alicisinda Sanger dizi
analizi yontemiyle GCV direnci arastirdiklar1 ¢alismalarinda, iki hastada A594V ve
bir hastada H520Q mutasyonu saptamislardir (84).

CMV reaktivasyonu i¢in en belirgin riskli grubu, seronegatif donorlerden greft
alan CMV seropozitif alicilardan olusmaktadir (85). Bu duruma muhtemelen, ablasyon
sonrasi iglevsel CMV spesifik T hiicre yanitinin gecikmis rekonstitiisyonu neden
olmaktadir (86). Bizim ¢alismamizdaki anti CMV IgG profilleri; bir hastanin D-/R+,
diger tim hastalarin D+/R+ seklindeydi ve hastalarin higbirinde direng iligkili
mutasyon saptanmadi.

Gansiklovir tedavisinden sonra SOT alicilarinin %5—%12'sinde direng ortaya
ciktigi rapor edilmistir. KIT' yapilan hastalarda direng prevalans: SOT alicilaria gore
daha diisiik olup %1—%S5 arasindadir (4). Shmueli ve arkadaslar1 561 KiT hastas1 ile
antiviral ilag direng oranlarini inceledikleri bes yillik bir ¢alismada, ilag direncinin,
proflaktik tedavi alan haploidentik alicilarda %14,5 oran ile en yiiksek prevalansa
sahip oldugunu gostermislerdir (87). Kim ve arkadaslar1 calismalarinda, alici
seropozitif CD34 + se¢ilmis KIT hastalarinin %9'unda nakil sonrast ilk yilda direngli
CMV enfeksiyonu gelistigini ve bu direng gelisen hastalarin %58'inde CMV hedef
organ hastaligt mevcut olup, %42'sinin CMV enfeksiyonundan o6ldiigiini
saptamiglardir (88). Onceden GCV tedavisi alan KIT hastalarinda %7,7'lik bir direng
oran1 gézlemlenmistir (89). Calismamiza dahil edilen hastalarm 25’1 KIT alicis1 olup,
23 hastaya AKIT, iki hastaya ise farkli zamanlarda AKIT ve OKIT yapilmist1. KIT
yapilan 25 hastann ikisi, KIT yapilmayan 19 hastanin dérdii kaybedilmistir. Hayatini
kaybeden hastalar, primer hastaliklarina bagli immiinsupresif tedavi gérmekteydi.
Hastalarda tedavi sirasinda coklu organ yetmezligi ve kan dolagimi enfeksiyonu
gelismis olup mortalitelerinin bu duruma bagli oldugu diistiniilmektedir.

Antiviral direng gelisiminin daha c¢ok yiiksek viral yiiklerde meydana geldigi
gdsterilmistir (89, 90). Guiu ve arkadaslari eriskin KiT alicilarinda antiviral direnci
arastirdiklar1 ¢calismalarinda, ¢ok diisiik viral ylike sahip bir hastada direng gelistigini
gormiislerdir. Hastanin viral ytikii higbir zaman 1000 kopya/mL'yi gegcmemistir. Bu
durum eriskin AKIT hastalarinda direng gelisiminin diisiik viral yiiklerde de (<1000
kopya/ml) meydana gelebilecegini gostermektedir (84). Sohrabi ve arkadaglari 58
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bobrek nakil alicisinda yaptiklart ¢alismalarinda, hastalart GCV tedavisinin dordiincii
ayinda viral yiik agisindan test etmislerdir. Calisma sonucunda, yiiksek viral yiik ve
semptomlarin devamina ragmen, direng mutasyonunun ortaya ¢ikmasi ve ytiksek viral
yiik arasinda dogrudan iliski bulamamuislardir. (91). Bizim ¢alismamizda segtigimiz
hastalarin viral yiikleri 1279 TU/mL-361845 IU/mL arasinda degismekteydi.

Tiirkiye’de GCV direncini arastirmaya yonelik literatiirde bildirilen bes
calisma mevcuttur (5, 92-95). Calismalarin hepsinde direng arastirilmasi DNA dizi
analizi yontemi ile yapilmistir. Calismalarin ticlinde sadece UL97 gen bolgesi, ikisinde
ise UL97 ve UL54 gen bolgesi birlikte incelenmistir. Arslan ve arkadaslar, CMV
ensefaliti gelisen KiT alicis1 olan bir hastada UL97 gen bdlgesinde M460V mutasyonu
bildirmislerdir (92). Delice ve arkadaslari, 25’i KIT alicis1 olan 30 hastayla
gerceklestirdikleri calismalarinda, bir hastada UL97 gen bdlgesinde M460V ve bir
hastada ise UL54 gen bolgesinde L802M mutasyonu saptamislardir (5). Zeytinoglu ve
arkadaslar1 ¢alismalarinda; bir bobrek nakil alicisinda A594V ve bir pediatrik KIT
alicisinda C603W mutasyonu saptamislardir (93). Bu iki vaka da Tiirkiye’de bobrek
ve pediatrik nakil alicilarinda bildirilen ilk GCV direngli izolatlar olma 6zelligi
tasimaktadir. Coskun ve arkadaslari immiin yetmezIligi olan 29 erigkin, 20 ¢ocuk hasta
ile yaptiklari ¢aligmalarinda, UL97 gen bdlgesinde; AKIT alicist bir cocuk hastada
C592G, AKIT yapilan bir eriskin hastada M460I, lenfoma tanistyla takip edilen bir
erigkin hastada ise C607S mutasyonu bildirmislerdir (94). Sarinoglu ve arkadaglar1 30
(24 pediatrik, alt1 eriskin) hastayla yaptiklar1 galismalarinda, KIT alicist olan bes
pediatrik hastada C603W, H520Q, M460V, A594T ve C592G direng mutasyonlarini
saptamiglardir ve bu mutasyonlari fenotipik yontemlerle dogrulamislardir (95).
Tiirkiye’de yapilan bu calismalar 1s181nda, bizim c¢alismamizda literatiirde sik¢a da
goriilen M460V/I, C592G, A594T mutasyonlarinin bakilamamis olmasimin, PCR
tabanli test sistemimizin daha ¢ok genin mutasyon analizine olanak saglayacak sekilde
gelistirilmesi gerektigi seklinde yorumlanabilir.

Keyvani ve arkadaslari KiT ve SOT hastalan iizerinde yaptiklar1 UL97
bolgesinin Sanger dizi analizinde; erken (GCV baslatilmadan once) ve geg (alt1 aylik
GCV tedavisinden sonra) evrede 87 hasta 6rnegini degerlendirmis, yalnizca bir
tanesinde (%]1,14) erken fazda A594V nokta mutasyonu meydana geldigi tespit
etmislerdir (79).
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Aslani ve arkadaglar1 144 seropozitif SOT hastas1 ile yaptiklar1 DNA dizi
analizinde, CMV viremisi olan, anti CMV tedavisi almamis ii¢ hastada D605SE
mutasyonu saptamislardir. Bu mutasyonun bir varyant sekans oldugu kabul edilse de
gelecekte GCV direnci olusturabilecegini belirten yayimlar da mevcuttur (96).

Biz de ¢alismamizda bir kontrol grubu (n=10) olusturarak CMV viremisi olan,
daha 6nce hi¢ CMV tedavisi almamis, GCV naif hastalarda GCV direncine neden
olabilecek mutasyon varligini arastirdik. Calismamizda kontrol grubunda direngle
iliskili herhangi bir mutasyon saptanmadi.

KIT siirecinde herpesviriis (HSV, VZV, CMV) enfeksiyonlar1 icin antiviral
profilaksi uygulanmasi belirli durumlarda Oliim riskini azaltabilir. Yapilan bir
calismada hastalara antiviral profilaksi uygulanmasinim, AKIT’in post-engrafman
asamasinda mortaliteyi azalttig1, pre-engrafman asamasinda ve kemoterapi sirasinda
sadece virilisle iliskili morbiditeyi azalttigi, genel sagkalima etkisinin olmadigi
gosterilmistir. HSV enfeksiyonlar i¢in pre-post engraftman doneminde siklikla
kullanilan ajan ACV’dir. CMV enfeksiyonlar1 proflaksisinde de yiiksek doz ACV,
VASV uygulanmasinin yeri vardir (97). Asiklovir, g¢esitli DNA viriislerine karsi
antiviral aktiviteye sahip bir guanozin analogudur. Antiviral etkinligini, bir dizi
fosforilasyon asamasindan sonra viral DNA'ya dahil olup zincir sonlanmasina neden
olarak gosterir. HSV ve VZV enfeksiyonlari tedavisinde onayli kullanilan bu ilag
CMV’de sinirli etkinlige sahiptir (74, 84). Zayif in vitro anti-CMV potansiyeli olmasi,
bir viral DNA polimeraz inhibitorii olarak aktivasyonu igin gereken, ilacin ilk
fosforilasyonu igin viral olarak kodlanmis timidin kinaz enziminin eksikligine
atfedilmis, ancak daha sonra ACV’nin bir dereceye kadar CMV UL97
fosfokinazlarinca fosforile edildigi gosterilmistir. ACV profilaksisinin, transplant
sonrasi ilk 100 giin icinde CMV enfeksiyonu ve hastalig1 gelistirme riskini azalttig1 ve
hayatta kalma sansii arttirdig1 gosterilmistir; ancak uzun siireli tedaviler ve bu ilaca
yuksek maruziyetin, tedavi bagladiktan birkac¢ hafta sonra GCV'ye direng gelisimi
tizerinde bazi diizenleyici etkilere sahip olabilecegi One siiriilmiistiir (98). Erice ve
arkadaslar1 1998 yilinda ACV profilaksisi sonrasinda aktif CMV enfeksiyonu gelisen
KIT alicilarinda, GCV direngli CMV'nin ilk raporunu sunmuslardir (99). Bununla
birlikte, Drew ve arkadaslar1 HIV ile enfekte hastalar tizerinde yaptiklari

caligmalarinda, uzun siireli ACV maruziyetinin GCV'ye direng gelisimine neden
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olmadigi sonucuna varmislardir (72). Bizim ¢alismamizda, kontrol grubu hastalarinda,
GCV kullanim 6ykiisii olmamasina ragmen bir hasta hari¢ hepsine herpesviriis
enfeksiyonlar1 i¢in ACV proflaksisi uygulanmaktaydi.

CMV’de antiviral ilag direnci arastirilmasinda ¢esitli fenotipik ve genotipik
yontemler mevcuttur. Ilag direnci tespitinde "altin standart" ydntem olan plak
rediiksiyon testi (PRA), klinik izolatin artan antiviral ila¢ konsantrasyonlariyla birlikte
hiicre kiiltiirinde ¢ogaltilmasi prensibine dayanir. ilgili gen bélgesinin PCR veya
dizileme yoluyla amplifikasyonu gibi genotipik yontemler, hizl1 ve gerceklestirilmesi
kolay oldugundan teshiste tercih edilen yontemlerdir, ancak bu yontemlerle, direngle
iligkili mutasyonlar ve polimorfizmler arasinda ayrim yapmak miimkiin degildir. Yeni
tespit edilen mutasyonlarin fenotipini tanimak icin fenotipik yontemler ile
karakterizasyon esastir. Fischer ve arkadaslari ii¢ KIT hastasinda ortaya ¢ikan daha
once bilinmeyen ti¢ UL97 mutasyonunu (E596D/Y ve 1610T) ve bir UL54
mutasyonunu (D515E) direng acisindan PRA ile fenotipik olarak karakterize
etmislerdir. UL97 1610T ve E596Y mutasyonlar1 ve UL54 D515E mutasyonu GCV
direngliyken, E596D mutasyonu ilaca duyarli bulunmustur (100). Antiviral direncin
genotipik yontemlerle tespitinde DNA dizi analizi, real-time PCR ve restriksiyon
endoniikleaz analizi yontemleri kullanilmaktadir. CMV ilag direnci taramasinda daha
once real-time PCR, hibridizasyon probu kullanarak tespit veya erime egrisi analizi
gibi gesitli PCR tasarim platformlar1 kullanilmistir (90, 101-103). Gohring ve
arkadaslart A594V, L5958 ve C603W, C607Y UL97 mutasyonlarinin es zamanli ve
yar1 kantitatif tespiti i¢in hibridizasyon probu kullanarak gergeklestirdikleri real-time
PCR analizini, Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ve dizi analizi ile
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, PCR’in GCV direnci ile iliskilendirilen belirli UL97
nokta mutasyonlarim1 ¢ok hizli ve duyarli bir sekilde tespit ettigi sonucuna
varmiglardir. Ek olarak, bu yontem, bir arada var olan vahsi tip ve mutant suslarin
farkli oranlarinin yari kantitatif tespitini miimkiin kilmistir (104). Liu ve arkadaslar
floresans boyalar kullanarak gerceklestirdikleri PCR metoduyla direng taramasinda,
M460V ve M460I mutasyonlarint RFLP ile kiyaslayan bir ¢aligma yapmislardir. Real-
time PCR yéntemi, 107 kopya/ml DNA icindeki %20'den az siklikta bulunan mutant
DNA'nin tespit edilebilmesine olanak tanimistir. Bu yaklasim, direng varligini tespit

etmek i¢in RFLP kadar duyarli olmayabilir, ancak yiiksek verimlilik ve otomasyon
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acisindan avantajlar sunmaktadir (105). Chen ve arkadaslari ise UL97 genindeki
H520Q ve C603W mutasyonlarini tanimlamak i¢in yiiksek ¢oziiniirliiklii erime analizi
(HRML) kullanarak prob temelli bir PCR testini deneysel ortamda ¢alismiglardir ve
testin mutant CMV DNA'sin1 tespit etmede hassas ve giivenilir oldugunu ve GCV
direncli CMV suslarmin tespiti i¢in klinik ortamlarda test edilebilecegini
gostermislerdir. (103). Bu yontemlerin ana avantaji, %10-%20'den fazla mutant aleli
tespit etme smirlamasi olan geleneksel Sanger dizilemesinin aksine, ¢ok kiigiik
miktarlardaki viriis varyantlarinin tespit edilebilmelerine olanak saglayan yiiksek
duyarliliga sahip olmalaridir (102). CMV antiviral ilag direnci i¢in in vitro tan1 amagl
kullanilan bir PCR kiti piyasada bulunmamaktadir. Biz de ¢alismamizda arastirma
amacl gelistirilmis olan real-time PCR tabanli bir kit ile CMV UL97 ve UL54
bolgelerinde segilmis belli mutasyonlari analiz ederek antiviral ilag direnci taramasi
yaptik. Calismada prob olarak floresan boyalar kullanildi. Calismada 6rneklerin isleme
alinmasindan sonug verilinceye kadar gegen siire birkag saati asmamuistir. Dolayisiyla
pratik bir sekilde calisarak ayni giin icinde sonug verebiliyor olmamiz, ¢alismamizin
diger antiviral direng tayini yontemlerine gére en biiyiikk avantajidir. Ayrica PCR
yontemi ile direng tayini diger yontemlere gore daha maliyet etkindir ve deneyimli
personel ihtiyaci da daha azdir. Direng mutasyonlarinin biiyiik bir kisminin segilmis
belli bolgelerde meydana geliyor olmasi, PCR tabanli yontemlerin diger yontemlere
thtiyag  duyulmadan diren¢ taramasinda kullaniminin  elverisli  oldugunu
gostermektedir.

Calismamizda bakilan C603W, L595S, A987G, L802M, P522S, T700A
mutasyonlarinda vahsi tip sus pozitif bulundu, hicbir hastada mutant tip sus
saptanmadi. Higbir hastada mutasyon saptamamis olmamiz PCR ile belli se¢ilmis
bolgelerden mutasyon analizi yapmamiz nedeniyle olabilir. Bu durumda, segili
bolgeler disinda bagka mutasyonlarin olma ihtimali vardir ancak CMV tedavisi verilen
bir hasta disinda hastalarimizda GCV ve VGCV’ ¢ kars1 tedavi cevabi da mevcuttur.
Dolayistyla bu durum, PCR reaksiyonuyla diren¢ saptanmamis olmasindan ziyade,
hastalarimizda ila¢ direncine neden olabilecek bir mutasyon gelismemis olma

thtimalini de diistindiirmektedir.
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6.SONUCLAR

Sonug olarak 34 kisilik hasta grubu, 10 kisilik kontrol grubunu igeren toplam
44 hasta ile yapilan bu calismada, CMV UL97 ve UL54 bolgelerinden spesifik
mutasyonlar real-time PCR yontemi ile ¢alisildi ve higbir hastada direng mutasyonu
saptanmadi. PCR testi ile ¢cok diisiik sayida DNA kopyalariin amplifiye edilebilmesi,
karisik viriis popiilasyonlarinin yari kantitatif olarak analiz edilebilmesi, farkli isaretli
boyalarla ayni anda ¢oklu mutasyonlarin tespit edilebilmesi, diger diren¢ analizi
yontemlerine gore hizli, pratik ve maliyet etkin olusu testin 6nemli avantajlarindandar.
Ulkemizde yapilmis diger CMV antiviral ilag direnci arastirmalar1 dizi analizi
yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismamiz real-time-PCR ydntemiyle
CMV antiviral ilag direnci arastirilan Tiirkiye’deki ilk calismadir, ayrica literatiirde de
bu konuyla ilgili yapilan ¢alismalar, deneysel ¢alismalarin Otesine gidememistir.
Calismamizda, hastalarda mutasyon saptamamis olmamiz sec¢ilmis belli nokta
mutasyonlarini analiz etmemiz nedeniyle olabilir; bu durumda segili bélgeler disinda
mutasyonlar olma ihtimali de mevcuttur. Bu nedenle PCR tabanli tani testinin daha
fazla mutasyon saptayacak sekilde gelistirilmesi gerektigi, klinik direng diisiiniilen,
inatg1 viremisi olan, tedavi yanitsiz hastalarda daha ileri incelemeler yapilmasinin
yararli olacagi sonucuna varildi. Antiviral ilag direcinin saptanmasi, hasta takibinde ve
tedavi planlamasinda klinisyene yol gosterici olacak, olas1t mortalite ve morbiditelerin
erken donemde Oniine gegilmesini saglayacaktir.

Bu ¢alisma, hastanemizde CMYV ila¢ direncinin rutin olarak ¢alisilabilmesine
yonelik bir 6n ¢alismadir. Calismamizin devaminda oOncelikle kullanilan kitin
eksikliginin giderilmesi ve dizi analizi ile dogrulamanin gerceklestirilmesi yoniinde

calisma planlanmustir.
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