Ozgiin Calisma/Original Article Mikrobiyol Bul 2011, 45(2): 288-295

Riskli Hastalarin Periferal Kan Orneklerinde
Sitomegalovirus Varliginin “Shell Vial” Hiicre
Kultiiri, Antijenemi Testi ve Ger¢cek Zamanlh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Arastiriimasi

Investigation of Cytomegalovirus Positivity in the Peripheral
Blood Samples of Risky Patients by Shell-Vial Cell Culture,
Antigenemia Test and Real-Time Polymerase Chain Reaction

Selma GOKAHMETOGLU', Gilhan YAGMUR?, Fatma MUTLU SARIGUZEL?, Esma DENizZ*

" Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri.
" Erciyes University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Kayseri, Turkey.

2 Kayseri Kadin Dogum ve Cocuk Hastaliklari Hastanesi, Kayseri.

2 Kayseri Gynecology, Obstetric and Pediatric Diseases Hospital, Kayseri, Turkey
3 Kayseri E§itim ve Arastirma Hastanesi, Kayseri.

3 Kayseri Training and Research Hospital, Kayseri, Turkey.

#Nuh Naci Yazgan Gégiis Hastaliklari Hastanesi, Kayseri.
#Nuh Naci Yazgan Chest Diseases Hospital, Kayseri, Turkey.

Gelis Tarihi (Received): 07.09.2010 e Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 10.01.2011

OZET

Sitomegalovirus (CMV), immiin sistemi normal kisilerde genellikle belirtisiz enfeksiyonlara yol acar-
ken, konjenital enfeksiyonu olan yenidoganlarda ve immiin sistemi baskilanmis hastalarda ciddi morbi-
dite ve mortalite nedeni olmaktadir. CMV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda, hicre kiiltiriinde izo-
lasyon, pp65 antijenemi testi, serolojik ve molekiler yontemler uygulanmaktadir. Bu calismada, CMV
hastaligi icin risk grubunda olan hastalardan alinan kan 6rneklerinde antijenemi testi, “shell vial” hicre
kulturd ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemleriyle CMV varliginin arastirilma-
si amaclanmistir. Calismaya, CMV hastaligi 6n tanisiyla viroloji laboratuvarimiza génderilen 91 hastaya
(33 kadin, 58 erkek) ait 141 periferal kan 6rnegdi dahil edilmistir. Hastalarin besi yenidogan olup, eriskin
hastalarin (yas araligi 17-79 yil) 81'i kemik iligi, dordii bébrek, biri karaciger transplant alicisidir. Ornek-
lerden CMV izolasyonu icin “shell vial” hiicre kiltirii yéntemi (Vircell, ispanya); kan l6kositlerinde pp65
antijen varliginin tespiti icin indirekt immdnfloresans yontemi (CINAkit Argene, Biosoft, Fransa) ve plaz-
ma 6rneklerinde CMV DNA saptanmasi i¢in RT-PCR (CMV QNP 2.0; Fluorion, iontek, Tirkiye) yontemi
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kullanilmistir. Calismaya dahil edilen 141 6rnegin 72 (%51)’sinde “shell vial” hiicre kiiltiiri yontemiyle,
82 (%58.2)'sinde antijenemi testiyle, 49 (%34.8)'unda ise RT-PCR ile pozitif sonug alinmistir. Hiicre kiil-
turd yontemi altin standart kabul edildiginde, antijenemi testinin duyarlilk ve 6zgulligu sirasiyla %81.9
ve %66.6; RT-PCR yonteminin duyarlilik ve 6zgiilligu ise sirasiyla %43 ve %73.9 olarak bulunmustur.
Huicre kiltiri ve antijenemi yontemleriyle pozitif bulundugu halde RT-PCR ile CMV DNA'si saptanama-
yan 15 olgudan rastgele secilen Ggline ait 6rneklere DNA dizi analizi (ABI Prism 310 Genetic Analyzer;
Perkin Elmer, ABD) uygulanmistir. Dizi analizi sonuglarina gore, bu li¢ 6rnekte CMV DNA'nin pozitif ol-
dugu, ancak CMV QNP 2.0 kitinde hedef alinan prob (gB) bolgesinde mutasyonlarin bulundugu saptan-
mistir. Sonug olarak, CMV hastaliginin hayati onem tasidig hastalarda, viremi ve viral yikin tespit edil-
mesi amaciyla antijenemi ve PCR yontemlerinin kullanilabilecedi; ancak CMV gB genini hedef alan PCR
calismalarinda beklenmeyen negatif sonuclar elde edildiginde mutasyon varliginin akilda tutulmasi ve
gereginde dizi analizi yapilmasinin yararl olacagi kanisina variimistir.

Anahtar sozciikler: Sitomegalovirus; CMV; shell vial yéntemi; antijenemi testi; PCR; DNA dizi analizi.

ABSTRACT

Cytomegalovirus (CMV) infections in immunocompromised patients and congenital infections in
infants have high morbidity and mortality while it may lead to asymptomatic infections in immuno-
competent subjects. Serological tests, culture methods, antigenemia tests and molecular methods are
applied in the diagnosis of CMV infection. The aim of this study was to investigate the presence of
CMV in peripheral blood samples of patients who were at risk for CMV disease by shell vial cell cultu-
re, antigenemia test and real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) methods. A total of 141 blood
specimens obtained from 91 patients (33 female, 58 male) with suspected CMV disease were included
to the study. Five of the patients were newborns and the others aged between 17-79 years old were
bone morrow (n= 81), kidney (n= 4) and liver (n= 1) transplantation patients. Shell vial (Vircell, Spa-
in) cell culture method was applied for CMV isolation from the samples, while the detection of pp65
antigen in blood leukocytes was investigated by indirect immunofluorescence method (CINAKkit Arge-
ne, Biosoft, France). The presence of CMV DNA in plasma samples was detected by RT-PCR (CMV QNP
2.0 kit; Fluorion, lontek, Turkey) method. CMV was found positive in 72 (51%) of 141 samples by shell
vial, 82 (58.2%) by antigenemia test and 49 (34.8%) by RT-PCR. Considering cell culture as the gold
standard, the sensitivity and specificity of antigenemia test were calculated as 81.9% and 66.6%, res-
pectively; and for PCR those rates were 43% and 73.9%, respectively. In addition DNA sequencing
(ABI Prism 310 Genetic Analyzer; Perkin Elmer, USA) was performed for the samples of randomly se-
lected three patients out of 15, who were yielded positive results with cell culture and antigenemia
tests but negative CMV DNA by RT-PCR. In this analysis CMV DNA was found positive in three of the
samples that were found negative by RT-PCR in spite of CMV isolation and positive antigenemia. DNA
sequencing of those samples revealed multiple mutations in the probe binding region (gB) of CMV
QNP 2.0 kit. It was concluded that for the detection of CMV viremia and viral load in patients under
risk for CMV disease, antigenemia and PCR based methods could be applied, however, negative re-
sults obtained by PCR targeting CMV gB gene, should remind the possible presence of mutations in
the related site and the results should be confirmed by sequence analysis.

Key words: Cytomegalovirus; CMV; shell vial method; antigenemia test; PCR; DNA sequencing.

GiRis
Herpesviridae ailesinde siniflandinlan sitomegalovirus (CMV), tim diinyada yaygin olarak
gorilen ve genellikle asemptomatik enfeksiyonlara neden olan bir DNA virusudur. Buna kar-
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sin CMV enfeksiyonlari, gebe kadinlarda, intrauterin enfeksiyon sonrasi yenidoganlarda ve
immuin sistemi baskilanmis hastalarda (bobrek ve kemik iligi transplantasyonu yapilan, kan-
serli ve AIDS'li hastalar) yiiksek morbidite ve mortalite nedenidir’.

CMV enfeksiyonlarinin tanisinda; serolojik testler, kultiir yontemleri, antijenemi testi
ve nukleik asit saptama yontemleri kullanilmaktadir. Ancak immun sistemi baskilanmig
hastalarda antikor yanitinin eksik ya da bozuk olmasi, serolojik yontemlerin gecerliligini
sinirlandirmaktadir. Konvansiyonel hiicre kdltiiri ile CMV’nin izolasyonu ise zahmetli ve
zaman alicidir. Buna karsin “shell vial” sistemi, kisa zamanda sonug veren hizli bir hiicre
kiltird yontemidir. Vireminin ve viral yikiin tespitinde en guvenilir ydntemlerin, kanda
CMV pp65 antijenemi testi ve molekiiler yontemlerle CMV DNA saptanmasi oldugu bil-
dirilmektedir?. Son yillarda yaygin uygulama alani bulan gercek zamanli (real-time) po-
limeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yonteminin, CMV DNA'nin arastiriimasinda diger mo-
lekiiler yéntemlere kiyasla daha duyarli oldugu da rapor edilmektedir“.

Bu calismada, CMV hastalidi icin risk grubunda olan hastalardan alinan kan 6rnekle-
rinde antijenemi testi, “shell vial” htcre kiltlri ve RT-PCR yontemleriyle CMV varliginin
arastirlmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Hastalar ve Ornekler

Calismaya, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Virolo-
ji Laboratuvarina CMV hastaligi on tanisiyla gonderilen 91 hastaya (33 kadin, 58 erkek)
ait 141 kan ornegi dahil edildi. Hastalarin besi yenidogan olup, eriskin hastalarin (yas
arahgr 17-79 yil) 81'i kemik iligi, dordu bobrek, biri karaciger transplant ahcisi idi.
Transplantasyon yapilan hastalardan alinan érnekler transplantasyon sonrasi 1-3 ay do-
nemine aitti. Antijenemi ve “shell vial” yontemleri, kan 6rneklerinden elde edilen I6ko-
sitlerde gerceklestirilirken, CMV DNA plazma orneklerinde aragtirildi.

CMV Antijenemi Testi

Lokositlerde CMV'ye 6zgll pp65 (matriks proteini) antijen varligi, indirekt imminflore-
san yontemiyle (CiNAkit, Argene-Biosoft, Fransa) kit prosediirine uygun olarak arastirildi.
Bu amagla kan 6rnekleri eritrosit lizis ile isleme alindi ve elde edilen I6kositler yaklagik 2 x 10°
hticre/spot olacak sekilde sitosantriftij kullanilarak lama yapistirildi. Formaldehid fiksasyonu
ve membran permeabilizasyonu uygulandiktan sonra hiicreler anti-CMV pp65 monoklonal
antikoru ile 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Fosfat tamponu ile yikama isleminden sonra
floresan izotiyosiyonat ile isaretli anti-fare IgM + 1gG F(ab’), ile 30 dakika 37°C’de inkiibe
edildi. Preparatlar x400 buyltme ile floresan mikroskobunda incelenerek parlak yesil renkte
nikleer olarak boyanmig polimorf cekirdekli I6kositler sayildi. Tim alanda > 1 yesil floresan
veren hcrelerin goruldugu ornekler pozitif olarak degerlendirildi (Resim T1).

CMV RT-PCR

Bu amacgla, CMV glikoprotein B (gB)'yi hedef alan CMV QNP 2.0 kiti (Fluorion, ion-
tek, Turkiye) kullanildi. Plazma orneklerinden DNA izolasyonu, QIAmp MinElute (Qi-
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Resim 1. (A) “Shell vial” hiicre kiiltiirii ve (B) CMV antijenemi testi ile alinan pozitif sonuglar.

agen, Almanya) kiti ile treticinin onerilerine uygun olarak yapildi. 15.25 pl amplifikas-
yon karigimina 0.25 pl internal kontrol eklendi ve karisim tzerine 10 ul DNA konuldu.
Amplifikasyon islemi Icycler (BIO-RAD, ABD) cihazinda gergeklestirildi. RT-PCR yontemi-
nin dinamik araligi 5 x 103-10° kopya/ml idi.

Shell Vial Hiicre Kiiltiiriinde izolasyon

CMV izolasyonu icin kan drneklerindeki I6kositler dekstranla ayristirildi®. Virus izolas-
yonu icin lamellerde MRC-5 hiicre kltiiri tretilmis olan “shell vial” tipleri (Vircell, is-
panya) kullanildi. En fazla 15 giin saklanabilen “shell vial”ler, caliima guliniine kadar
37°C’de muhafaza edildi. Ekim yapilacagi zaman “shell vial”deki idame besiyeri dokiile-
rek onceden hazirlanmis hasta 6rneklerinden 200 pl eklendi ve 700 g’de 45 dakika sant-
rifij edildi. 37°C’de bir saat inklibasyondan sonra inokilum dokiilerek, tiiplere T ml %2
fetal sigir serumu iceren RPMI 1640 besiyerinden eklendi ve 24 saat siireyle 37°C’de in-
kiibe edildi. inkiibasyon sonunda tiiplerdeki besiyeri dokiildii ve metanol eklenerek 10
dakika tesbit islemi yapildi. Daha sonra tiplerin icindeki lameller cikarilarak lama yapis-
tirlldi ve hiicreler CMV'ye 6zgiil floresanla isaretli antikorlar kullanilarak immunfloresan
yontemle (Vircell, Ispanya) test prosediiriine uygun olarak boyandi (Resim 1).

DNA Dizi Analizi

III

Antijenemi ve “shell vial” hiicre kiltiri yontemleriyle pozitif sonu¢ alindigi halde
CMV DNA'si negatif bulunan 6rneklerden (giine, istanbul’da bulunan lontek Laboratu-
varinda ABI Prism 310 Genetic Analyzer cihazinda (Perkin EImer, ABD) DNA dizi analizi
(hedef bolge: gB) yapild.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 141 6rnegin 72 (%51)'sinde “shell vial” hicre kiltiri yonte-
miyle, 82 (%58.2)'sinde antijenemi testiyle, 49 (%34.8)’'unda ise RT-PCR ile pozitif so-
nug¢ alinmistir (Tablo ).
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Tablo 1. “Shell Vial” Hiicre Kiiltiirii, CMV Antijenemi Testi ve RT-PCR Yontemleri ile Elde Edilen Sonuglarin
Karsilastiriimasi

Hiicre kiltiiri Hiicre kiltiirt
Pozitif Negatif Toplam Pozitif Negatif Toplam
Antijenemi  Pozitif 59 23 82 RT-PCR  Pozitif 31 18 49
Negatif 13 46 59 Negatif 41 51 92
Toplam 72 69 141 Toplam 72 69 141

CMV: Sitomegalovirus, RT-PCR: Gergcek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.

“Shell vial” hiicre kiltiri yontemi altin standart kabul edilerek, antijenemi ve PCR
yontemlerinin duyarlilik ve 6zgilligi hesaplanmig; buna gore antijenemi testinin duyar-
hhgr %81.9, 6zgulligu %66.6; RT-PCR yonteminin duyarlihgi %43, 6zgullugiu %73.9
olarak bulunmustur.

Calismada, her (g testin es zamanli pozitifligi, 27 hastadan elde edilen 28 6rnekte;
her ¢ testin ayni anda negatifligi ise 31 hastadan elde edilen 35 6rnekte saptanmistir.
Tam testler ile pozitif bulunan hastalardan birinin yenidogan, digerlerinin ise kemik iligi
transplant alicisi oldugu belirlenmistir.

Takipler esnasinda test pozitifliklerinde degismelerin oldugu gozlenmistir. Hiicre kil-
trd ve antijenemi testleri ile pozitif bulunan ancak CMV DNA’si negatif olan 20 hasta-
dan begsinin test takipleri sirasinda bir veya birkagc kez CMV DNA pozitifliginin mevcut ol-
dugu izlenmistir. Buna karsin hiicre kiiltird ve antijenemi testi pozitif oldugu halde ta-
kipler esnasinda RT-PCR ile hicbir zaman pozitif sonu¢ vermeyen 15 hastanin rastgele se-
cilen Ugtine ait orneklere CMV DNA dizi analizi uygulanmistir. Dizi analizi sonuclarina
gore, bu ug¢ 6rnekte CMV DNA'nin pozitif oldugu, ancak CMV QNP 2.0 kitinde kullani-
lan prob (gB) bdlgesinde mutasyonlarin bulundugu saptanmistir (Sekil 1).

TARTISMA

CMV hastaligi acisindan risk altinda olan hastalarda virusun erken dénemde saptan-
masi, 6lim ve ciddi komplikasyonlarin 6nlenmesi ve etkili antiviral tedaviye basglanmasi
icin gereklidir®®. Bu amacla en yaygin olarak kullanilan yéntemler CMV antijenemi tes-
ti, CMV PCR ve hizh kiltiur yontemleridir. Yapilan calismalarda, hastanin gansiklovir te-
davisi aldigi durumlarda CMV’nin kiltiirde Uretilememesine ragmen antijenemi testi ile

X17403 (81283) CCTCCTATGTGGGAGATTCATCACATC- AACAAGTTTGCTCAATGCTA- CAGTTCCTACAGCCGC

B e GCCACAG....G....... T
wlCACAG....Gui
CCACAG....Gurorreieeieeeccee

Sekil 1. CMV DNA dizi analizi uygulanan hasta orneklerinde (No: 313, 340, 350) gB bdlgesinde saptanan
mutasyonlar (Gen Bankasi dizileri ile karsilastirma sonunda elde edilmistir).
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pozitif sonucun alinabildigi bildiriimektedir’. Buna kargin vireminin disiik oldugu du-
rumlarda da CMV antijenemi testi ile negatif sonug alinirken, CMV DNA'nin gosterildigi
calismalar mevcuttur'®. Konjenital CMV enfeksiyonu olan yenidoganlarda veya transp-
lantasyondan sonra |I6kopenik olan olgularda CMV antijenemi testi negatif sonug vere-
bilir. Bu durumda CMV DNA'nin PCR ile calisiimasi onerilmektedir'".

Transplantasyon yapilan hastalarda CMV antijenemi ve CMV DNA testlerinin birlikte
calisildigi bircok calisma mevcuttur*'2-16, Aitken ve arkadaslari'?, 52 renal transplant ali-
aisinda hibrid yakalama (HC) testi, “shell vial” yontemi ve PCR bazli amplicor CMV mo-
nitor testi ile CMV'yi arastirmislardir. Ayni cahismada, CMV hastaligi gelisen 14 hastanin
hepsinde HC ve amplicor CMV monitor testi pozitif olarak bulunurken, “shell vial” yon-
temiyle sadece 10 hastada pozitiflik bulunmustur. Buna gore arastirmacilar, CMV hasta-
hgmnin tespiti icin amplicor CMV ve HC testlerinin, “shell vial” yontemine ustiin oldugu-
nu ifade etmislerdir'?. Transplantasyon yapilmis ve insan immiinyetmezlik viriisii (HIV)
ile enfekte kisilerin dahil edildigi bagka bir calismada, CMV tespitinde HC yontemi, anti-
jenemi testi, “shell vial” ve konvansiyonel tiip kiltiri yontemi kullaniimis ve yontemle-
rin duyarliliklar sirasiyla %95, %94, %43 ve %46 olarak bulunmustur'3. Alice ve arka-
daslari* solid organ transplantasyonu yapilan hastalar iceren calismalarinda, CMV'nin
saptanmasinda antijenemi ve PCR yontemleri arasinda iyi bir korelasyon bulmuglardir. Pi-
iparinen ve arkadaslar' da, renal transplant alicilarina ait 342 kan érneginde CMV po-
zitiflik oranlarini, PCR ile %35, antijenemi testiyle %40 ve “shell vial” yontemiyle %17
olarak belirlemislerdir. Bu oranlar, kemik iligi transplant alicilarina ait 415 kan ornegi ile
yapilan diger bir calismada, RT-PCR icin %22, antijenemi testiyle ise %9 olarak bildiril-
mektedir'®. Griscelli ve arkadaslari', 16 kemik iligi transplant alicisindan elde ettikleri
197 ornekte RT-PCR ve CMV antijenemi testi ile yaptiklari calismada, PCR pozitif bulduk-
lari 6rneklerin %51.5 (66/128)'inde antijenemi testini negatif bulmuglardir.

Ulkemizde yapilan bir calismada, immiinyetmezIigi olan hastalarda antijenemi ve HC
yontemleriyle CMV arastiriimisg ve 56 kan 6rneginin 11 (%19.6)'inde her iki testle pozi-
tif sonuc bulunmustur'”. Ayni calismada antijenemi testi pozitif olan dokuz kan érnegin-
de CMV DNA saptanamamistir'”. Ozkan ve arkadaslarinin'® calismasinda, toplam 13 ér-
nekten dokuzunda antijenemi ve CMV DNA testleri uyumlu bulunmus; dort 6rnekte ise
antijenemi testinin negatif, CMV DNA testinin pozitif oldugu bildirilmistir. Bagka bir ¢a-
hsmada ise, CMV hastahgi tanisi alan hastalarda antijenemi, I6kosit DNA ve plazma DNA
testi sonuclar arasinda orta derecede korelasyon saptanmigtir'®.

Sunulan bu calismada, 86’si transplant alicisi, besi yenidogan olmak tzere 91 hasta-
ya ait toplam 141 6rnedin %58.2'sinde CMV pp65 antijenemi testi, %51’inde “shell vi-
al” hiicre kultirt ve %34.8'inde CMV RT-PCR yontemi ile pozitif sonug alinmistir (Tab-
lo ). Hiicre kultird yontemi referans olarak alindiginda; antijenemi testinin duyarlilk ve
0zgulligu sirasiyla %81.9 ve %66.6, RT-PCR yonteminin duyarlilik ve 6zgilligu ise sira-
siyla %43 ve %73.9 olarak saptanmistir. Bu sonuglar irdelendiginde, antijenemi ve hiic-
re kdlturd yontemlerinin sonuglar diger calismalarla uyumlu bulunmus; ancak hedef
bolgesi gB olan RT-PCR yonteminin duyarliiginin oldukga disiik oldugu gozlenmistir. Bu
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durumun, klinik CMV suslarinin gB bolgesindeki olasi mutasyonlardan kaynaklanabilece-
gi distinulmdis ve bunu arastirmak amaciyla, antijenemi ve kiiltir yontemleriyle pozitif
bulunan ancak CMV DNA’si negatif olan 15 6rnegin -ekonomik olanaksizliklar nedeniy-
le- Gictine DNA dizi analizi uygulanmustir. Dizi analizi sonucunda 6rneklerin hepsinde, RT-
PCR kitinde kullanilan prob baglanma boélgesinde mutasyon oldugu belirlenmistir (Sekil
1). Nitekim bazi calismalarda, gB bolgesini hedef alan PCR kitleri ile CMV DNA saptan-
masinda, prob baglanma bolgesindeki mutasyonlara bagh olarak yalanci negatif sonug-
lar alinabilecedi vurgulanmaktadir?®2?!. Nye ve arkadaslari?!, CMV gB geninin hedef bol-
ge oldugu RT-PCR kiti ile yaptiklari calismada, viral genomun prob baglanma bdolgesin-
de mutasyon varligini saptamiglar ve bu durumun yontem icin bir komplikasyon yarata-
cagini belirtmislerdir.

Sonug olarak calismamizda, CMV hastaliginin biyiik 6neme sahip oldugu hasta grup-
larinda, viremi ve viral yukiin tespit edilmesi amaciyla antijenemi ve PCR yontemlerinin
kullanilabilecegdi; ancak CMV gB genini hedef alan PCR calismalarinda beklenmeyen ne-
gatif sonuclar elde edildiginde mutasyon varliginin akilda tutulmasi ve gereginde dizi
analizi yapilmasinin yararl olacagi kanisina variimustir.
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