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Cytomegalovirus (CMV) International
Committee for Taxonomy of Viruses

tarafindan insan Herpesvirus 5 olarak
tanimlanan Herpesviridae ailesi Uyesi

Cytomegalovirus

Herpesvir idae

Belaherpesvirinae

[Alphaherpesyiringe

Lymohocryptovirus

Gamsaherpesvirinae
Rhadinovirus

Varicellovirus

Cytomegalovirus

Human herpesvirus 4 (Epstein-Barr virus)

Human herpesvirus 8 (Kaposi s sarcoma-
associated herpesvirus)

Human herpesvirus 3 (varicella-zoster virus

Human herpesvirus 5 (cytomegalovirus)

Roseolovirus

Mol luscipoxvirus

Yalapoxvirus

Simplexvirus

Human herpesvirus 6 (human B |ysphotropic
virus)

Mol luscum contagiosum virus

f— Y 313 BONKEY Lumor virus, tanapox virus

Human herpesvirus 1 (herpes simplex virus
type 1)




Cytomegalovirus

Takuruk bezlerine olan
tropizmi, hucre kulturinde
gec uremesi ve sinirli tar
spesifitesinden dolayi
Betaherpesvirinae alt
ailesinde yer alir.

Virus ismini enfekte
hiicrelerin buyimesinden
dolayi (cyto=hucre,
mega=buyuk) almaktadir.
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Cytomegalovirus

120-200 nm
Genom 235 kb lineer cift iplikli DNA ve spesifik mRNA’lar

162 kapsomerden olusan ikozahedral kapsidi, amorf teglimenti
ve en dista fosfolipidten zengin zarf

Sadece insan htcreleri:
— Fibroblast

— Epitelyal hicreler

— Grandlositler

— Makrofajlar

Viral capsid

Glycoprotein
Tegument

ds DNA

Membrane

Latent enfeksiyon:
— Miyeloid kok hicreler
— Monositler
— Lenfositler
— Kl stromal hicreleri

HCMV Human Cytomegalovirus



Patogenez ve immunite

Persistan ve latent enfeksiyonlar
Lenfosit ve lokositler gibi enfekte hicrelerle yayilim
Imminsupresyon ve allojenik stimulasyonla reaktivasyon

Hlcresel immuniteye karsi CMV:

— MHC | molekil ekspresyonunu onleyerek ve sitokinle indiiklenen
MHC Il molekul ekspresyonunu engelleyerek CD8 ve CD4
hicrelerin antijen sunumunu bozar.

— Viral bir protein ile NK hucrelerini bloke eder.
— IL-10 analogu ile TH1 koruyucu immunitesini bozar.



Cytomegalovirus

e CMV’nin elektron mikroskopisinde defektif
partikdller

e CMV
— 56°C’de 30 dakikada
— dustk pH'da
— lipid ¢cozicllerde

— UV 15181 altinda ve dondurup-¢cozdirme
islemlerinden sonra inaktive olur.



Cytomegalovirus

Insan cytomegalovirus enfeksiyonlari, bitiin diinyada

yaygindir ve gelismekte olan Ulkelerde cocuklari, gelismis

Ulkelerde eriskinleri enfekte etmektedir.

Immunsuprese bireylerde ise 6limcul olabilmekte

ve hem gelismis, hem de gelismekte olan Ulkelerde

oldukca onemli bir yer tutmaktadir.

Intrauterin enfeksiyonlari gelismis tlkelerde
ciddi 6Gnem tasimaktadir..



* Cytomegalovirusun tani guvenilirligi
tekrarlayan ve latent kalabilen bir enfeksiyon

etkeni olmasindan dolayi azdir.

* Bu nedenle virusun varligini arastiran testlerin
pozitif olmasi her zaman aktif hastaligi

gostermemektedir.



CMV tani yontemleri



Cytomegalovirus Tani Yontemleri

* Direktinceleme

— Histopatoloji

— Antijenemi

— Molekuler yontemler
* Virusun izolasyonu

— Hucre kaltara

— Hizli hticre kiltarleri (Shell vial yontemi)
* Seroloji

— EIA
— IFA

— Avidite



Cytomegalovirus Tani Yontemleri

1. Molekiiler olmayan testler

e Histopatoloji

* Hucre kultarleri

e Hizh hicre kultara (Shell vial yontemi)
e Antijenemi testi (pp65)

e Seroloji

2. Molekiiler testler

* Niukleik asit amplifikasyon temelli testler
Kalitatif polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Kantitatif PZR
- Gercek zamanli PZR
- Cobas Amplicor CMV Monitor

Nuclisens pp67 (NASBA)
* Niukleik asit hibridizasyon testleri
Hibrid yakalama DNA testi



Ornekler

Idrar

Kan

Takuruk

GOzyasl

Bronkoalveolar lavaj sivisi

Semen

Anne sutu

Amniyotik sivi

Vajinal ve servikal sekresyonlar
Transplantasyon sirasinda elde edilen dokular



1. Molekliler oimayan testler



Histopatoloji

* Biyopsi veya otopsi materyallerinin incelenmesinde

gecerli bir yontemdir.

* Viral yuk saptanamaz.

« Ozgullugl yuksek duyarliligr distik



Bobrek ve akciger biyopsilerinde 8
— Wright-Giemza

— Hematoksilen eozin

— Papanicolaou boyalil preperatlarda

* bazofilik intranukleer inklGzyonlari olan
karakteristik buyuk hucreler (sitomegalik
hucreler) gorulebilir.



Nukleer inklGzyon; siniri belirgin kromatin icerdigi ve bunun
etrafindaki acik alan nikleer membrana kadar uzandigi icin
“baykus gozi” gébrunimune sahiptir ve cogunlukla aktif
enfeksiyon ile birliktedir.




Hiicre kulturo

Insan fibroblast hiicreleri
CMV tanisinda altin standart

Molekiler yéntemlerin kullanima girmesi ile kullanimi
sinirli

Ozel ekip ve alt yapi

gerektiren bu yontemin  [TATIESETGT i
duyarliligi da gorecel; IAVREAN A G
olarak daha dusuktdar.
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)
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Hizli hiicre kultiira (Shell vial yontemi)

* Dusuk hizda santrifuj sonrasi virusun hicre
ktltirinde cogalmasi temeline
dayanmakta

e Sitopatik etki olusmadan once , CMV
replikasyonunun erken doneminde olusan
viral antijenler saptanir. '

tespit edilebilmektedir.




Antijenemi Testi

Viral proteinlerin saptanmasi amaciyla kullanilan
bir yontemdir.

Semikantitatif floresan esasli bir testtir.

Akut enfeksiyonda tegiiment proteini pp65’i
periferal Iokositlerde saptayarak sonuc alinir.

Aktif replikasyon gostergesidir.

Kantitatif sonucg

Duyarlihgl hicre kultirunden yiksek Periferik kan polimorfoniikleer I6kosit
niikleuslarinda CMV pp65 antijenlerinin

A Ornek alindiktan sonra 4 saat i¢inde galigilmali gosterilmesi


http://info.med.yale.edu/labmed/virology/index.html

Tanli yanisira,
— tedavi izlemi
— antivirallere direnc gelisimi

— preemptif izlem



Seroloji

1. EIA (Enzyme Immune Assay)
2. IFA (Immune Floresence Antigen/Antibody)
3. Avidite testleri



Serolojik Yontemler

1. EIA

Hizli olmasi nedeniyle avantajli

— duyarh ve 6zgul
Akut CMV tanisinda CMV IgM pozitifligi veya iki farkli serum
orneginde CMV IgG titresinin dort kat artisi kullanilir.

— Gebelerde primer CMV enfeksiyonunu tespit etmede ve
konjenital CMV enfeksiyonunun tanisinda IgM pozitifligi
kiymetlidir.

— P150, p52, p38, p130 rekombinant antijenleri



Serolojik Yontemler

1. EIA

Ancak IgM pozitifligi;
— 3-4 ay surmesi
— iki yila kadar uzayabilmesi

— reenfeksiyon ve reaktivasyon sirasinda da pozitif
olmasi nedeni ile her zaman primer enfeksiyon lehine
degildir.

— Otoantikor olan hastalarda yalanci pozitif sonuclar
— Immiin yetmezlikli konakta akut enfeksiyon tanisinda

(primer enf sirasinda saptanamayabilir, uzun sire
pozitif kalabilir)




Serolojik Yontemler

2. IFA

 Indirekt IFA’da mikroskop
lamina fikse edilmis virus ile
enfekte hicreler test serumu
dilisyonlari ile inklbe edilir.

e Spesifik antijen-antikor
kompleksleri fluoressein
izotiyosiyanat ile konjuge
antikor ve floresan mikroskop
kullanilarak saptanir.




Serolojik Yontemler

3. Avidite testi

Gebelik basta olmak Uzere, solid organ
transplantasyonunda CMV enfeksiyonunun primer olup
olmadiginin ayirimini yapmada oldukca onemli bir testtir.

Amti-CMY 1gM
Primary infection

Amount of 1gG [ IgM
Antibody or Avidity

Time of First CMV-M and -G CMV-M positive
infoction positive blaads [socondary infection)



Serolojik Yontemler

3. Avidite testi

CMV IgM pozitif kadinlarda duistik aviditeli CMV
spesifik 1gG antikorlarinin bulunmasinin mevcut
primer CMV enfeksiyonu tanisini destekledigi ve
fetal enfeksiyonla iliskisi konusunda prognostik
degeri (enfeksiyonun ilk tc ayi)




Serolojik Yontemler

3. Avidite testi

Dusuk aviditeli CMV spesifik IgG’ler primer enfeksiyonu
takiben ilk haftalar boyunca uretilir, primer olmayan
enfeksiyonlarda ise ylksek aviditeli IgG antikorlari
(altinci aydan sonra) olusur.

Low-avidity IgG antibodies IFA

low-avidity IgG

e | | destroyed
v

virus antigen ﬁ

without urea with urea




2. Molekuler testler



CMV DNA ve mRNA

a. Nukleik asit amplifikasyon testleri

b. Nukleik asit hibridizasyon testleri



Nukleik asit amplifikasyon testler
e Kalitatif polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

e Kantitatif PZR
- Gercek zamanl PZR
- Cobas Amplicor CMV Monitor

* Nuclisens pp67 (NASBA)

Nukleik asit hibridizasyon testleri
* Hibrid yakalama DNA testi



Kalitatif polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Virusun glikoprotein B (gB)

UL54 gen bolgelerine ya da erken/cok erken
viral proteinleri kodlayan genlere spesifik
primer dizileri

Seronegatif bireylerde
Standardizasyon sorunu



Kantitatif PZR

* Gercek zamanl PZR

* Tam kan ornegi onerilmekte

(Tam kandaki viral yiik plazmadan 0.67 log10 daha fazla)

* Elde edilmesi de daha kolay
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Cobas Amplicor CMV Monitor (Roche Diagnostic
Systems Branchburg, NJ) testi

Kompetitif PZR yontemi

test farkli probla saptanan homojen internal kontrol
icermekte

duyarliligi 400 kopya/ml

plazma ornekleri icin optimize



Spesifik CMV mRNA dizilerinin saptanmasi aktif
enfeksiyon gostergesidir.

RT-PZR (reverse- transcription PZR) ve NASBA
(nucleic acid sequence—based amplification)
yontemleri

Nukleik asit hibridizasyon testleri

— Hibrid yakalama DNA testi

Bu yontemlerin duyarliliklari hiicre kilttrlerinden
fazla, ancak antijenemi testi ve PZR’den daha az
dusuktdr.



Tani, preemptif ve tedavi izlem icin...

1. Kantitasyon yapabilmeli (uluslararasi
kantitasyon standardi kullanilmal)

. Sonuclar kopya/ml olmali
Internal kontrol icermel
Kisa suiirede (ayni giin) sonuc¢ vermeli

KR W

Kontaminasyon riski en aza indirilmis olmali
(Otomasyon, amplikon kontroli)

6. Ornekler bozulmadan saklanabilmeli



Bunlara dikkat!!!

* Seropozitif bireylerde aktif enfeksiyon olmasa bile PZR
pozitifligi olabilmekte bu nedenle seropozitif bireylerde
kalitatif yerine kantitatif PZR testlerinin kullaniimasi
onerilmektedir.

* Viral yuk miktari;
— transplant alicilarinda

— HIV pozitif olgularda gelisebilecek olan ya da var olan CMV
hastaliginin belirlenmesi

— preemptif tedavi uygulanacak hastalarin secilmesi (esik
degerlerin belirlenmesi)

— tedavi monitorizasyonu



CMV degisik klinik gruplarda tani



Cytomegalovirus

* Immunkompetan konak

* Immun baskilanmis konak

— Transplant alicilari

— HIV+ hastalar

e Konjenital CMV enfeksiyonu



Immiinkompetan konak

ELISA 1IgM ve I1gG

< 4

akut enfeksiyon gecirilmis enfeksiyon

IgG 4 kat artis IgM+, IgG+

akut enfeksiyon avidite




Immiin baskilanmis konak
(AIDS, organ transplantasyonu vs)

e ELISA
* Molekuler yontemler

* Antijenemi



Immiin baskilanmis konak
(AIDS, organ transplantasyonu vs)

ELISA 1IgM ve I1gG

< 4

akut enfeksiyon gecirilmis enfeksiyon

IgG 4 kat artis IgM+, IgG+

akut enfeksiyon avidite




ELISA

Molekuler ydontemler

Antijenemi _ Kantitatif

Ik 3-4 ay dnemli
1-2/hafta kantitatif PZR, antijenemi



* Gercek zamanli PZR
— Akut enfeksiyon,

— Rekirren enfeksiyon,

— Tedavi takibi
 Viremi en erken PZR ile

e Antijenemi pozitifligi



Transplant Alicilarinda CMV Viral Yuku
Kac Olursa Tehlikeli?

e Kullanilan teste gore her merkez kendi hasta grubunda
kendi kritik diizeyini ve antiviral tedavi icin esik degerini
belirlemeli

e Viral yukteki artis izlenmeli
<1000 kopya/mL ) >5 kat artis
>1000 kopya/mL — >3 kat artis onemli

* Tedavi baslanilan gline ait viral yuk duzeyi bilinmeli,
saptama siniri ustindeyse dilusyonla gercek deger
belirlenmeli (Virusun plazmada yarilanma émru 3-8 giin)

Kraft CS, et al. Clin Infect Dis 2012



Viral replikasyonda anlamli fark var diyebilmek icin
disik duzeylerde en az >5, orta diizeylerde en az >3
kat artis olmalidir.

Viral yik cok yiksek (>10000 kopya/mL) olmadikca
ardisik degerler daha yol gostericidir.

Antiviral tedavi baslandigi gun bazal viral ylik mutlaka
bilinmelidir .
Tedavi baslandiktan sonra en sik 5-7 giinltk aralarla

viral yuk bakilmalidir, erken donemde artis olmasi
direnc gdstergesi degildir .

Tedavi ile viral yuk negatiflesmelidir.
Surekli artis olmasi antiviral direnci akla getirmelidir.



Konjenital CMV enfeksiyonu

SSS anomalileri, mental retardasyon,

koryoretinit, sagirlik, beyinde kalsifikasyonlar,
hepatomegali, norolojik sekel gelisimi

= }- - W
pr:
e " "Sankara Nethralaya
-~

Eye Institute , 2005




Maternal CMV enfeksiyonu

1. Primer

. Rekurren
Reaktivasyon

Reinfeksiyon

Decidua basalis Chonon

(matemal porhion {letal portion
of placenta) of placenta)
|

1
| | |

Chonome
villi

Maternal
endomelrial
venule

Intervilious
space

containing A’
matemal blood
Matemal

endometrial
arteriole

(a) Details of placenta and umbifical cord

Plasenta Koruma / Bulastirma




Maternal CMV Enfeksiyonu

1. Primer &P viremi +

2. Rekirren
Reinfeksiyon @ viremi +

Reaktivasyon @& viremi -
uterus makrofajlarinda
CMV reaktivasyonu
servikal sekresyonlarda virus

varligi



Maternal CManfeksiyonu

%1-4

primer,

v

%40
fetal bulas

%10-15
enfekte infant
emptomatik

%10 normal %90 sekelli %5-15 sekeII| %85-95 normal
gelisimt: gelisim+ gelisim+ gelisimt

Stagno and Whitley. N Eng J Med 1985

%385-90
enfekte infant

asemptomatik




Maternal CMV Enfeksiyonu

Primer > Rekiirren
maternal CMV enf maternal CMV enf

Fetusa bulas Fetusa bulas
%20-40 %0.2-2.2




Gebede Primer CMV Enfeksiyonu Tanisi

* Seroloji

* Virusun, viral antijen/ntkleik asitlerin
kanda saptanmasi (kalitatif PZR)



Gebede Primer CMV Enfeksiyonu Tanisi

Seroloji:
e CMV IgM +

* Serokonversiyon: CMV IgG’nin
pozitiflesmesi



Gebede Primer CMV Enfeksiyonu
Tanisi

Seroloji:

[ CMV IgG aviditesinin ol¢ulmesi ]

¢

[ Primer enfeksiyonun dogrulanmasi/ekarte edilmesi ]




Gebede Primer CMV Enfeksiyonu
Tanisi

Seroloji:

[ CMV IgG aviditesinin olculmesi ]

$

[ Yuksek aviditeli antikorlar ]

\ 4

[ Primer infeksiyonun ekarte edilmesi ]




Gebede Reklirren CMV Enfeksiyonu

Reaktivasyon/Reinfeksiyon

Humoral+hicresel immun yanit varliginda virus
replikasyonu

Reaktivasyon s viremi (-)
genital sekresyonda CMV (+)
Reinfeksiyon e viremi (+)



Gebede Primer CMV Enfeksiyonu

* Fertilizasyondan hemen dnce gecirilirse
fetusu etkileme riski J

* Fertilizasyondan sonraki ilk haftalarda
gecirilirse fetusu etkileme riski

* Prenatal tani zamanlamasi cok 6nemli



Gebede CMYV Enfeksiyonu

1. Fetus enfekte mi?

2. Fetus enfekte ise semptom var mi?



Maternal CMV enf ﬁ
CMV seroneg gebe CMV seropoz gebe

rekurren enf

%32 fetal enf %1.4 fetal enf

|

%10-15 sempt
%10-20 letalite
%40-50 gec¢
sekel

%90 asempt Cogu asempt
%10-15 ge¢ %8-10 geg¢
sekel sekel

Geg sekel: Geg sekel:
Mental retard Sensorinoral

Motor bzk isitme kaybi
Gorme bzk
Sensorinoral

Isitme kaybi Ludwig and Hengel. Eurosurveillance 2009



Maternal CMV Enfeksiyonu

Temas/US anormal/siiphe

Maternal CMV Enfeksiyonu?
CMV IgG - CMV IgG +

¢

¢

CMVIgM- CMVIgM + CMVIgM-  CMV IgM+

cCMV de;”gil @ Primer enf @ Gegirilmis enf @ Primer enf

@ Serokonvers. @ Primer enf, IgM @ Rekiirren enf
takibi kisa sureli - ® Diger

@ Ge¢c donem



Maternal CMV Enfeksiyonu

Maternal CMV enfeksiyonu

" Waternal OV enfeksiyonu 3
$
$
O g avidite testi S

CMV IgG avidite testi

¢

¢

¢

Dusuk Orta Yuksek

® Maternal €™ @ primer enf @ Rekiirren enf
kanda virus/

DNA/Ag/RNA @ prenatal tani



Prenatal Tani: CMV

 Hamilede primer CMV enfeksiyonu

Prenatal
* Fetusta anormal ultrasonografik <@ RelIF:LIEN

bulgular

— gelisme geriligi Siklikla
— hidrosefali/mikrosefali kordosentez + amniyosentez

— asit

— SSS anomalisi



Prenatal Tani: CMV

Ne zaman yapilmali?

 Maternal enfeksiyondan 6-8 hafta sonra
 Kordosentez 17. gebelik haftasindan sonra

 Amniyosentez 21. gebelik haftasindan sonra



Intrauterin CMV Enfeksiyonu

Tani:
Kordosentez
— 17. gebelik hft. sonra
— Komplikasyon gecici kanama
fetal bradikardi %7-9
prematir eylem <%2-5
fetal kayip %1.7-1.9
* CMV IgM

— Hb, trombosit, KCFT

— Virus/viral nikleik asitler/viral Ag kalitatif/kantitatif (Hlcre
kiltard, antijenemi, PZR)



Intrauterin CMV Enfeksiyonu

Tani:

Amniyosentez
— 21. gebelik hft. sonra

— Komplikasyon vajinal kanama
amniyon sivisinin azalmasi
fetal kayip <%1

Virus/viral niikleik asitler/viral Ag kalitatif/kantitatif



Yenidoganda Konjenital CMV Enfeksiyonu
Tanisi

Hayatin ilk 3 haftasi icinde tani konmal

Test Duyarhlik Ozgiilluk
(%) (%)
DNA PZR 100 100
Antijenemi 42.5 100
Viremi 28.2 100

IgM 70.7 100




SONUC

— Hasta grubu
— Calisilacak materyal
— Calisilacak test yontemi

* Dogru tanida oldukca buytuk 6nem



