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TRANSPLANTASYON YAPILAN HASTALARDA GERGEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU
YONTEMIYLE SITOMEGALOVIRUS DNA VARLIGININ ARASTIRILMASI

OZET
Bu c¢alismada transplantasyon yapilan hastalarda sitomegaloviriis (CMV)
DNA wvarlidinin arastirilmasi amac¢landi. Calismaya boébrek ve kemik 11igi
transplantasyonu (KIT) yapilan 30 hasta déhil edildi. Hastalardan
transplantasyon sonrasi 100. gline kadar 15’er gin araliklarla toplam 115 kan
6rnedi alindi ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile
CMV DNA arastiraildi. Hastalarin 5’inde (%16.7) CMV DNA pozitif olarak
saptandi. Takipler sirasinda bunlarin 2’sinde (%6.7) CMV’ye bagli hastalik
gelistigi ve gansiklovir tedavisi ile iyilestikleri saptandi. Dier 3 hastada
($10) CMV DNA pozitif olarak bulunmasina radmen CMV ile iliskili hastalik
bulgulari belirlenemedi. Hastalarin 25’inde (%83.3) takipler sirasinda CMV-DNA
pozitifligine rastlanmadi ve CMV ile iliskili hastalik bulgulara
belirlenemedi. Bu c¢alismada CMV hastalidi insidansi diisiik olarak bulunmasina
ragmen, meydana getirecedi sonuc¢clar gbz ontine alindiginda transplant
alicilarinda transplantasyon sonrasi o6zellikle 1-4 aylik doénemde PCR ile CMV
DNA arastirilarak CMV enfeksiyonu yoninden takip edilmesinin faydali olacadi
kanaatine varildi.
Anahtar Kelimeler: Sitomegaloviriis, DNA,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu,
Bobrek Transplantasyonu,
Kemik I1i§i Transplantasyonu

INVESTIGATION OF PRESENCE OF CYTOMEGALOVIRUS DNA BY REAL-TIME POLYMERASE CHAIN
REACTION IN PATIENTS UNDERWENT TRANSPLANTATION

ABSTRACT

In this study, it was aimed to evaluate presence of Cytomegalovirus
(CMV) DNA in patients who underwent transplantation. Thirty patients,
underwent renal and bone marrow transplantation were included to this study.
Totally 115 blood samples were taken from patients by 15-day interval after
transplantation wuntil day 100 and CMV DNA was evaluated by real-time
polymerase chain reaction (PCR). Five patients (16.7%) were detected as
positive for CMV DNA. It was found that CMV-related disease was developed in 2
patients (6.7%) during follow-up and both were recovered with ganciclovir
therapy. No CMV-related disease was detected in remaining 3 patients (10.0%),
although they were found as positive for CMV DNA. CMV DNA positivity wasn’t
detected in 25 patients (83.3%) and no CMV-related disease was found.
Considering the consequences of CMV disease, although incidence was found low
in the present study, it was concluded that it would be beneficial to follow
transplant recipients, particularly within the 1-4 month interval after
transplantation, with CMV DNA evaluation by PCR.

Keywords: Cytomegalovirus, DNA, Polymerase Chain Reaction,
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1. GIRiS (INTRODUCTION)

Iinsan sitomegaloviriisii (CMV) Herpesviridae ailesinin alt grubu
olan Betaherpesvirinae icerisinde siniflandirilmaktadir. Diger Herpes
virlislere benzer olarak primer enfeksiyondan sonra, konakta persistant
veya latent olarak kalmakta wve farkli wuyaranlarla Ozellikle de
immiinstpresyonla reaktive olabilmektedir. CMV enfeksiyonlari
konjenital, perinatal ve postnatal olarak siniflandirilir.
Yenidoganlarin %0.5-2.5’inde CMV’'ye bagdli enfeksiyon saptanmaktadir.
Bebek dodum kanalindan gegerken viris 1ile temas yoluyla enfeksiyonu
perinatal olarak kazanabilmektedir. Postnatal enfeksiyon ise viris
yayan bireylerle vyakin temasla, kan transfliizyonu vyada organ nakli
vasitasiyla gerceklesebilmektedir [1]. CMV enfeksiyonu herhangi Dbir
viicut sivisinda veya doku ©6rnedinde viral proteinlerin yada niikleik
asitlerin saptanmasi veya CMV virislinin izolasyonu olarak tanimlanir.
CMV hastaligi ise CMV’nin saptanmasi ile birlikte klinik semptomlarin
varligidir [2].

CMV enfeksiyonlari kemik i1igi ve solid organ
transplantasyonlarindan sonra yasami tehdit eden CMV ile iligkili
hastaliklara ve graft rejeksiyonlarina yol acabilmektedir [1 ve 3]. Bu

hastalarda enfeksiyon; primer, latent viriisiin reaktivasyonu vyada
reenfeksiyon seklinde olabilmektedir. Aktif enfeksiyon genellikle
transplantasyon sonrasi 1-4 ayda meydana gelmektedir [1].

Guntmtizde 0zellikle risk grubundaki hastalarda Onemli sorunlar
olusturan CMV enfeksiyonlarini Onlemek ve gelisen hastaliklari tedavi
etmek ic¢in etkili antiviral ajanlar bulunmaktadir. Bu durumda cabuk
sonu¢ veren, 6zgtlligi ve duyarliligir yiuksek vyOntemlerle tani
konulmasi onem kazanmaktadir [4, 5 ve 6].

2. CALISMANIN ONEMI (RESEARCH SIGNIFICANCE)

CMV enfeksiyonunun tanisinda serolojik testler, kiltir
yontemleri, CMV antijenemi testi ve molekiiler yontemler
uygulanmaktadir. Immiin sistemi baskilanmis bireylerde serolojik yanit
yetersizdir. Virtisin gbsterildigi ktiltir yontemleri dustuk

duyarliliktadir ve zaman alicidir. CMV antijenemi testi glinlik islem
gerektirir, zaman alicidir ve preparatlarin yorumu subjektif olabilir.
Ayrica dolasimdaki kan ldékositlerinin wvarlidina bagli bir testtir [1,
3 ve 6]. Polimeraz =zincir reaksiyonu (PCR); CMV reaktivasyonunun
saptanmasi i¢in artmis sensitivite, erken posttransplant donemde ciddi
notropeni sirasinda CMV reaktivasyonunun glivenli sekilde saptanmasi,
prosediirler ic¢in daha kisa zaman gerektirmesi ve ¢ok sayida Ornedin
ayni anda uygun bigimde isleme alinabilmesi bakimindan antijenemi
testinden daha Ustindtr [7]. Bu sebeplerden dolayi transplant
alicilarinda CMV enfeksiyonunun tanisi ic¢in CMV genomunun saptanmasi
glivenilir bir yoéntemdir [1 ve 6].

Bu calismada bobrek ve kemik 11igi nakli vyapilan hastalarda
transplantasyon sonrasi donemde gercek zamanli PCR yodntemiyle CMV DNA
varliginin arastirilmasi amac¢landi.

3. GEREC VE YONTEM (MATERIAL AND METHOD)

e Hastalar ve Ornekler: Bu calismaya Subat-Ekim 2002 tarihleri
arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiltesi (EUTF) Semiha Kibar
Organ nakli ve Diyaliz Hastanesi ve Mehmet Kemal Dedeman
Onkoloji Hastanesi’nde boébrek ve kemik 11idi transplantasyonu
(KIT) nakli yapilan hastalar dahil edildi. Boébrek nakli ve
allojenik kemik il1igi nakli (AKIT) yapilan hastalardan
transplantasyon sonrasi 15. glinden, otolog kemik 1l1igi nakli
(OKIT) vyapilanlardan ise 30. giinden baslayarak 100. giine kadar
15"er gun araliklarla 4’er ml kan alinip, serumlari ayrilarak
CMV DNA calisilincaya kadar -70°C’de saklandi. Ayrica
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transplantasyon alici ve vericilerin transplantasyon &ncesi EUTF
Gevher Nesibe Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (Euroimmun, Almanya) ydntemi ile
dretici firmanin Onerileri dodrultusunda c¢alisilan CMV serolojik
gbstergeleri ve transplant alicilarina ait bilgiler Thasta
dosyalarindan temin edildi

e CMV DNA PCR Testi: CMV DNA gercek zamanli PCR yontemiyle
arastirildi. DNA izolasyonu Nucleospin DNA virids kiti (Macherely
Nagel, Almanvya) kullanilarak dretici firmanin Onerileri
dogrultusunda yapildi. CMV DNA, gercek zamanli PCR yodntemi ile
Qantification of CMV genomes (Robogene, Almanya) kiti
kullanilarak arastirildzl. Tiplere 20 nl amplifikasyon
karisimindan ve 5 nl izole edilmis DNA’ dan konuldu.
Amplifikasyon karisimi 5 upl 10xTagman Buffer, 11 ul MgCl, (25
mM), 1 pl dATP (10mM), 1 pl dCTP (10mM), 1 pl 4dGTP (10mM), 1 pl
dUTP (10mM), 0,5 pl Amp Erase Urasil N-Glycosylase (1U/ul), 0.25
pl Tag gold polymeraz (5U/pl),0.5 pl primer 1 (10 pmol/pl), 0.5
pl primer 2 (10 pmol/ul) ve 0.5 pl TagMan prob’dan (5 pmol/ul)
olustu. Amplifikasyon islemi 7700 Sequence Detection System
(Perkin Elmer, ABD) cihazinda gercgeklestirildi. Amplifikasyon
islemi 50°C’de 2 dakikadan olusan birinci faz, 95C°’de 15
dakikadan olusan ikinci faz, 94°C’de 15 saniye, 60°C’de 20
saniye, 70°C’de 1 dakikadan olusan ve 40 kez tekrarlanan iiciinci
fazla gerceklesti. Istatistiksel deJerlendirmede ki-kare testi
kullanilda.

4. BULGULAR (FINDINGS)

Bu calismada 13’{# bdbrek transplantasyonu, 9’u AKIT ve 8’i OKIT
olmak lzere toplam 30 hasta yer aldi. Yas ortalamasi 34.6 (yas araligi
12-57) olarak belirlenen hastalarin 20’sinin erkek, 10’unun ise kadin
oldugu saptandi. OKIT yapilan hastalar haricg¢, 12 transplant alicisina
yasayan bireyden, 10’una ise kadavradan nakil vyapildigi belirlendi.

CMV serolojik gOstergeleri dondrlerin tamaminda IgG (+) IgM (-)
olarak, alicilarin ise 22’sinde (%73.3) IgG (+) IgM (-), 1'inde (%3.3)
IgG (=) IgM (+), 1’'inde (%3.3) ise IgG (-) IgM (-) olarak saptandi.
Alti (%20) transplant alicisinin CMV serolojik gdsterge sonug¢larina
ulasilamadi. Hastalarain demografik 6zellikleri Tablo 1’de
gOsterilmistir.

Toplam 115 Ornekte CMV DNA calisildi ve 5 hastadan (%16.7) elde
edilen 10 ornekte (%8.7) pozitif olarak bulundu. Bu hastalarin 2’sinde
($6.7) CMV’ye bagli hastalik gelistigi saptandi. CMV DNA pozitif
olarak bulunan hastalardan birincisine AKIT vyapildidi ve alici ve
vericinin CMV IgG (+) IgM (-) oldugdu Dbelirlendi. Bu hastada
transplantasyon sonrasi graft versus host hastaligi (GVHD) gelisti.
Hasta verilen imminsiipresif tedaviye cevap vermedi ve CMV DNA’nin
pozitif olarak bulunmasi iizerine hastaya gansiklovir tedavisi
baslandi. Tedavi sonrasi hasta iyilesti ve ¢alisilan CMV DNA testi
negatif olarak bulundu.

Ikinci hastaya kadavradan bébrek nakli yapilmista.
Transplantasyon Oncesi CMV  IgG (=) IgM (=) olarak saptandi.
Transplantasyon sonrasi ates, akcider enfeksiyonu ve dizde artrit
gelisti. Hasta verilen antibakteriyel ve antimikobakteriyel tedavilere
yanit vermedi. Bu sirada c¢alisilan CMV DNA testi pozitif olarak
bulundu. Hastadaki semptomlarin CMV’ye bagli olabilecegi diusunilip
gansiklovir tedavisi baslandi. Tedavi sonrasi semptomlar geriledi ve
tekrar calisilan CMV DNA testi negatif olarak bulundu.

Bir baska hastaya kadavradan bébrek nakli yapilmista.
Transplantasyon Oncesi CMV IgG (+) IgM (=) olarak Dbelirlendi.
Transplantasyon sonrasi donemde hastanin c¢esitli kiiltiirlerinde farkli
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bakteriyel etkenler 1Uredi. Hasta, verilen antibakteriyellere cevap
vermedi. CMV-DNA pozitif olarak bulunmasi lzerine gansiklovir tedavisi
baslandi. Tedavi sirasinda hasta eks oldu.

CMV DNA pozitif olarak bulunan 5 hastanin 2’sine ise kadavradan
boébrek nakli vyapilmisti. Her ikisinin de transplantasyon ©Oncesi
donemde CMV serolojileri 1IgG (+) IgM (-) olarak bulundu. CMV DNA
saptanmasina radmen CMV ile iliskili hastalik bulgularinin olmadigdi
goriildii. Transplantasyon tipine gbre hastalarda saptanan CMV DNA
pozitiflikleri Tablo 2'de gdsterilmistir.

Yirmi bes hastadan (%83.3) elde edilen 105 (%91.3) Ornekte ise
CMV DNA negatif olarak bulundu ve takipler sirasinda CMV’'ye bagli
herhangi bir klinik bulguya rastlanmadi.

Tablo 1. Hastalarin karakteristik oOzellikleri
(Table 1. The demographic features of patients)

Karakteristik ozellikler n %
Yas Ortalamasi (Yas Araligi) 34.6 (minl2-max57)
Hasta Sayisi 30 100
Cins
Kadin 20 66.7
Erkek 10 33.3
Transplantasyon Tipi
Bobrek Transplantasyonu 13 43.3
AKIT* 9 30
OKIT** 8 26.7
Altta Yatan Hastaliklar
Kronik Bobrek Yetmezligi 13 43.3
Kronik Myeloid L&semi 3 10
Akut Myeloid Losemi 3 10
Multipl Myeloma 3 10
Ewing Sarkom 2 6.7
Hodgkin Lenfoma 2 6.7
Akut Lenfoblastik Losemi 1 3.3
Burkitt Lenfoma 1 3.3
Plazma Hicreli LOsemi 1 3.3
Noroblastoma 1 3.3
Transplantasyon Oncesi Alicilarin CMV
Serolojik Gostergeleri
IgG (+) IgM (-) 22 73.3
IgG (=) IgM (+) 1 3.3
IgG (=) IgM (=) 1 3.3
Bilinmeyen 6 20
Transplantasyon Oncesi Dondrlerin
CMV Serolojik GOstergeleri Gostergeleri
IgG (+) IgM (-) 12 54.5
Bilinmeyen 10 45.5

*AKIT: Allojenik Kemik I1igi Transplantasyonu
**0KIT: Otolog Kemik 11i§i Transplantasyonu
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Tablo 2. Hastalarin transplantasyon tipleri ve CMV DNA sonuc¢lari
(Table 2. Transplantation types and CMV DNA rresults of patients)

Hastalar CMV_DNA
Pozitif (n) | Negatif (n)
Bobrek Transplantasyonu (n:13) 4 9
AKIT* (n: 9) 1 8
OKIT** (n: 8) - 8
Toplam (n: 30) 5 25

*AKIT: Allojenik Kemik I1i§i Transplantasyonu
**OKIT: Otolog Kemik 11i§i Transplantasyonu

5. TARTISMA (DISCUSSION)

CMV diinya ¢apinda genis bir vyayilim gostermekte ve tUm vyas
grubunu etkileyebilmektedir [1]. Kemik 1iligi transplant alicilarinda
transplantasyon sonrasi ddénemde alici ve vericinin durumu ile iliskili
olarak yaklasik %50-90 arasinda CMV enfeksiyonu ile karsilasilmakta ve
bunlarin %30’unda semptomatik seyir izlenmektedir [4 wve 8]. CMV
enfeksiyonu, bobrek transplant alicilarinda erken godrulen doku
reddinde o6nemli bir etkendir. Genellikle transplant alicilarinin $%$30-
70"inde CMV enfeksiyonunun meydana geldidi ve Dbunlarda mortalite
oraninin %5 kadar oldugu gdsterilmistir [9]. BoObrek ve kemik 1ligi
transplant alicilari gibi ciddi imminsupresyonu olan bireylerde
CMV’nin erken saptanmasi morbidite ve mortalitenin Onlenmesi ve etkili
antiviral tedaviye baslanmasi i¢in gereklidir [4 ve 5]. Son zamanlarda
CMV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda ve tedavinin takibinde
gergek zamanli PCR yontemi uygulanmaktadir [10, 11, 12 ve 13].

Gékahmetoglu ve ark. [10] 54 KIT alicisindan elde ettikleri 450
O0rnekte CMV antijenemi testi ve gercgek zamanli PCR yontemleri ile CMV
varligini arastirmislardir. Arastirmacilar Orneklerin %5.2’sinde her
iki testi birlikte pozitif, %6’sinda vyalnizca antijenemi testini,
%9.3’tinde ise sadece CMV DNA testini pozitif olarak bulmuslardir. Kirk
iic AKIT yapilan hastadan transplantasyon sonrasi 100. giine kadar
haftalik elde edilen 415 periferal kan Ornedinde gergek =zamanli PCR
yontemi ile CMV DNA varliginin arastirildidi Dbaska bir c¢alismada,
hastalarin %51’inde viral reaktivasyon meydana geldigi belirtilmistir.
Ayrica kantitatif CMV PCR testinin KIT alicilarinda CcMV
reaktivasyonunun ve antiviral tedaviye cevabin izlenmesinde faydali
olabilecedi bildirilmistir [11]. Griscelli ve ark. nin [12] 16 KIT
alicisindan elde edilen 197 6rnedin dahil edildidi c¢alismasinda ise
PCR 1ile pozitif olarak Dbulunan 128 0rnedin 66’sinda (%51.5) CMV
antijenemi testi negatif olarak bulunmustur. Bizim c¢alismamizda ise 17
KIT alicisinin yalnizca 1’inde (%5.9) CMV DNA pozitif olarak saptanmis
ve CMV’ye Dbagli hastalik gelistidi Dbelirlenmistir. Bu hastanin
transplantasyon Oncesi CMV serolojik gdstergeleri pozitif oldudu icgin
reaktivasyon gelismis olabilecedini disiinmekteyiz.

Aitken ve ark. [13] 52 renal transplant alicisinda hibrid
yvakalama testi, PCR bazli amplicor CMV monitor testi wve shell-vial
yontemi ile CMV’yi arastirmislardir. CMV hastalidi gelisen 14 hastanin
hepsinde hibrid vyakalama ve amplicor CMV monitor testini pozitif
olarak bulurken, shell-vial yoéntemi ile sadece 10 hastada pozitiflik
bulmuslardir. Arastirmacilar CMV hastalidinin saptanmasi ig¢in hibrid
yakalama testi ve amplicor CMV monitor testinin shell-vial yoOntemine
isttiin oldugunu gostermislerdir. Piiparinen ve ark. [14] 27 eriskin
karaciger ve bobrek transplant alicisindan elde ettikleri 270 kan
O0rnedinde CMV’yi CMV antijenemi testi, Cobas Amplicor CMV Monitor
testi wve kendi gelistirdikleri kantitatif Tagman gergek =zamanli PCR
testi ile arastirmislardir. Hastalarin 19’unda CMV antijeni ve DNA’s1
gdsterildigini, bunlarin 13’ idnde semptomatik CMV enfeksiyonu
gelistigini wve gansiklovir ile tedavi edildigini Dbelirtmislerdir.
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Arastirmacilar ¢ test arasinda istatistiksel olarak onemli korelasyon
bulduklarini, Tagman gercek zamanli CMV PCR testinin kolay wve hizli
uygulanabilir oldugunu, ayrica karaciger ve bobrek transplant
hastalarinda CMV enfeksiyonunun tanisi ve takibi igin en iyi
alternatif olabilecedini bildirmislerdir. Madi wve ark. [15] bdbrek
transplantasyonu yapilan 255 hastada CMV DNA arastirmislar ve $%24'inde
pozitif bulmuslardir. Bunlarin %68.5’inin semptomatik, %31.5’inin ise
asemptomatik oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda ise 13 bobrek
transplantasyonu vyapilan hastanin 4’iinde (%30.8) CMV DNA pozitif
olarak Dbulunmus ve bunlarin vyalnizca 1’inde (%7.7) CMV’'ye Dbagli
hastalik gelistigi Dbelirlenmistir. Seronegatif olan bu hastaya
kadavradan nakil vyapildidi ic¢in dondr serolojisi Dbilinmemektedir.
Diger 3 hastada (%23.1) CMV DNA pozitif olarak bulunmasina radmen,
CMV’'ye Dbagli hastalik gelismedigi kaydedilmistir. Bu durum latent
enfeksiyon, asemptomatik viremi, diisik viremi vyada testin vyanlis
pozitifligine bagli olabilir. Bizim calismamiza benzer olarak Boland
ve ark. da [16] CMV hastalidi gelismeyen transplant alicilarinda PCR
ile CMV DNA’y1 pozitif olarak bulduklarini bildirmislerdir.

Calismamizda hastalarin 25’inde (%83.3) takip sliresince CMV DNA
negatif olarak  bulunmus ve CMV’'ye baglzi hastalik gelismedigi
gorilmistir.

6. SONUGC VE ONERILER (CONCLUSION AND RECOMMENDATION)

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada CMV hastaligi insidansi distk
bulunmasina radmen, meydana getirecedi sonuc¢lar gdz Online alindidinda
transplant alicilarinin transplantasyon sonrasi 0Ozellikle 1-4 aylik
dénemde PCR ile CMV DNA arastirilarak CMV enfeksiyonu yoniinden takip
edilmesinin faydali olacadi kanaatine varildi.
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