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OZET

Sitomegaloviris  (Cytomegalovirus: CMV) primer enfeksiyon
sonrasinda latent kalarak kok hicre ve solid organ alicilari, Human
immunodeficiency virus (HIV)’'le enfekte kisiler, hematolojik malignitesi olanlar
ve inflamatuvar bagirsak hastaligi olanlarda sekonder enfeksiyonlara sebep
olmaktadir. Hastallk pndmoni, retinit, kolit seklinde gorulebilir. CMV Koliti
tanisinda dokuda CMV’nin goésterilmesi dnerilmektedir. Calismamizin amaci,
CMV koliti stpheli hastalarin bagirsak biyopsilerinde CMV DNA tespitinin
tanisal degerini incelemektir.

Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina Ocak 2019 — Mart 2022 tarihleri arasinda
CMV koliti suphesiyle goénderilmis biyopsi o6rnekleri retrospektif olarak
incelendi. Es zamanli olarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yéntemiyle
bagirsak dokusunda CMV DNA arastirilan ve Tibbi Patoloji Laboratuvar’nda
immiinohistokimya (IHK) ydntemiyle CMV aranan 96 drnek calismaya dabhil
edildi. IHK incelemesi altin standart kabul edilerek dokuda ve kanda tespit
edilen CMV DNA’nin tanidaki yeri arastirldi.

Orneklerin 81’i Uilseratif kolit (UK), altisi kdk hiicre ve solid organ nakli,
dordu hematolojik malignite, ikisi Crohn, biri kronik bdbrek yetmezligi, biri
Behcet, biri diyabetes mellitus tanili hastalara ait idi. IHK yéntemiyle 10, PZR
yontemiyle ise 61 dokuda, ayrica CMV DNA arastirilan 43 plazmanin 25’'inde
pozitiflik saptandi. En biylk grubu olusturan UK hastalarina istatistiksel
analizler uygulandi. IHK incelemesine gdre plazma CMV DNA’nin duyarlilidi
%100, 6zgulluglu %48,64, pozitif prediktif degeri (PPD) %24, negatif prediktif
degeri (NPD) %100 olarak bulunurken; doku CMV DNA’nin duyarlligi %100,
Ozgullugu %41,9, PPD’si %15,68, NPD’si %90,12 olarak saptandi. ROC
analiziyle dokuda 392 kopya/mg, plazmada 578 kopya/ml GUzeri degerlerin tani
icin yol gosterici oldugu belirlendi.



Doku ve kan érneklerinde CMV DNA PZR testinin ylksek duyarhlik ve
dusuk ozgullikte oldugu gorulmustar. Dokuda CMV DNA kantitasyonu igin

standardize yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: CMV enfeksiyonlari, CMV koliti, PZR,

inflamatuvar bagirsak hastaligi



SUMMARY

Cytomegalovirus remains latent after primary infection, causing
secondary infections in stem cell and solid organ recipients, Human
immunodeficiency viris (HIV) infected individuals, those with hematological
malignancies, and those with inflammatory bowel disease. The disease can be
seen in pneumonia, retinitis, and colitis. Pathological detection of CMV in
tissue is recommended for diagnosing CMV colitis. Our study aims to examine
the diagnostic value of CMV DNA detection in intestinal biopsies of patients
with suspected CMV colitis.

Biopsy samples sent to Bursa Uludag University Health Center
Medical Microbiology Laboratory between January 2019 and March 2022 with
the suspicion of CMV colitis were analyzed retrospectively in this study.
Simultaneously, 96 samples which CMV DNA was investigated in intestinal
tissue by polimerase chain reaction (PCR) method, and CMV was searched
by immunohistochemistry (IHC) method in the Medical Pathology Laboratory
were included in the study. IHC examination was accepted as the gold
standard, and the place of CMV DNA detected in tissue and blood in the
diagnosis was investigated.

Of the samples, 81 belonged to patients with ulcerative colitis (UC), six
with stem cell and solid organ transplants, four with hematological
malignancies, two with Crohn's, one with chronic renal failure, one with
Behget's, and one with diabetes mellitus. Statistical analyses were performed
for the UC patients’ data, which constitute the largest group. Positivity was
detected in 10 tissues by IHC method, in 61 tissues by PCR method, and in
25 of 43 plasmas for which CMV DNA was investigated. Based on the IHC
examination, the sensitivity of plasma CMV DNA was 100%, the specificity was
48.64%, the positive predictive value (PPD) was 24%, and the negative
predictive value (NPD) was 100%. The sensitivity of tissue CMV DNA method
was 100%, specificity was 41.9%, PPD was 15.68%, and NPV was 90.12%.



With ROC analysis, values above 392 copies/mg in tissue and 578 copies/ml
in plasma were found as important clues for diagnosis.

It was observed that the CMV DNA PCR test in tissue and blood
samples has high sensitivity and low specificity. Standardized methods are
needed for the quantification of CMV DNA in tissue.

Keywords: CMV infections, CMV colitis, PCR, inflammatory bowel
disease
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GIRiS VE AMAG

Sitomegalovirus (Cytomegalovirus: CMV), Herpesvirales takiminda
yer alan Herpesviridae ailesinin bir Gyesidir (1). CMV enfeksiyonu insanlarda
yaygindir ve gcogunlukla asemptomatik olarak gecirilir. Seroprevalans, yasa ve
cografik dagilima gore %40-100 arasinda degisebilir (2). Primer enfeksiyon
genellikle erken gocuklukta gegirilir ve sonra virus, vlcutta yasam boyu latent
olarak kalir (3). Bagisikhigin baskilandigi veya yetersiz oldugu durumlarda bu
latent virls reaktive olarak lokal veya sistemik seyreden sekonder
enfeksiyonlara neden olabilir. Sekonder enfeksiyonlarda Ozellikle organ nakli
yapilan, malignitesi olan, immunsupresif ila¢ kullanan, inflamatuvar bagirsak
hastaligi (IBH) olan ve Human immunodeficiency virus (HIV) ile enfekte kisiler
etkilenmektedir (4).

Gastrointestinal sistem tutulumu CMV enfeksiyonlarinda sik gorulur.
Buradaki enfeksiyon genellikle sekonder yani reaktivasyon kaynaklidir (5).
Gastrointestinal sistemde en ¢ok tutulan bdlgeler kolon ve Ust gastrointestinal
kanaldir (6). Hastalarda ishal, kilo kaybi, karin agrisi, disfaji ve kanl digkilama
gibi ayirt edici olmayan bulgular ortaya cikar. Jae-Hoon Ko ve arkadaslari
hematokezya ve diyarenin bu hastalarda en sik gorulen iki semptom oldugunu
bildirmistir (7). Bu semptomlar IBH olan kisilerde de sik gorilir. Dolayisiyla,
ortaya ¢ikan tablonun iBH alevlenmesinden mi, yoksa CMV enfeksiyonundan
mi kaynaklandigi klinik bulgularla ayirt edilemez.

Sitomegaloviriis reaktivasyonu IBH olan kisilerde 6zellikle de Ulseratif
kolit (UK) hastalarinda siktir. Aktif Glseratif koliti olan hastalara verilen
immuansupresif tedavilerin CMV ile iligkili kolit igin bir risk faktérl oldugu
galismalarda ortaya konmustur (8). Bunun yaninda CMV'nin UK igin tetikleyici
oldugunu 6ne slren galismalar da mevcuttur ancak halen virtisin tesadufi bir
eslikgi mi yoksa tetikleyici mi oldugu anlasilamamistir (9). Hastalarda ayirici
taniy1 saglamak ve etiyolojiyi tespit etmek zordur ve genellikle birden fazla tani

yontemi birlikte kullaniimaktadir. Ulseratif kolit semptomlari ile CMV



enfeksiyonu bulgulari benzer olmakla birlikte tedavi oldukg¢a farkhdir. Bu
nedenle, tedavinin uygun sekilde ydnetilebilmesi igin kesin tani gerekmektedir.
Sitomegalovirus koliti tanisinda histolojik ve serolojik yontemlerden
yararlanilmaktadir. Bunlarin yaninda hastalarin plazma veya bagirsak biyopsi
orneklerinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile CMV DNA’nin gésterilmesi
yol gostericidir (10). Doku ©6rneginde CMV’ye 06zgln antijenlerin
imminohistokimya (IHK) boyama yontemiyle gosteriimesi 6zglnligl yiksek
bir tani testidir ve altin standart kabul edilir (2). Supheli klinik bulgulari olan
hastalarin bagirsak biyopsi 6rneklerinde hematoksilen-eozin (HE) boyasi ile
CMV le iligkili tipik viral inklGzyonlarin gosteriimesi klasik bir yéntem olup,
O0zgunligu yuksek olmakla birlikte duyarhligi oldukga dusuktar (11).
Duyarliliklarinin dugtuk olmasi ve degerlendirmenin subjektif olmasi bu
histopatolojik yontemlerin kisitliliklaridir. Son yillarda molekuler testlerdeki
gelismeler sayesinde PZR yontemiyle CMV DNA’nin goésteriimesi, teknik
acidan nispeten kolaylasmigtir ve bu yontem oldukca duyarhdir (12). CMV
DNA kan (plazma, serum) veya doku oOrneklerinde saptanabilir. Bununla
birlikte kolonda lokalize bir enfeksiyonda dokudaki CMV kana yayilmayabilir,
dolayisiyla virus kan érneklerinde gosterilemeyebilir. Doku 6rnegi, kolonoskopi
gibi zahmetli bir islemle elde edilse de CMV kolitinde dokuda CMV’nin
gOsterilmesi daha dogru ve 6zgun tani saglamaktadir. Ancak kanda ve dokuda
CMV DNA saptanmasinin veya Olculen CMV DNA miktarinin nasil
yorumlanacagi konusunda net bilgiler bulunmamaktadir. Daha énce yapilan
calismalar olmakla birlikte CMV kolit tanisi igin guvenilir bir kanit
olusturabilecek 6rnek tlri ve CMV DNA miktari henliz belirlenememistir.
Calismamizin amaci gastrointestinal sistem bulgulari nedeniyle
kolonoskopi yapilan hastalarin bagirsak doku biyopsi 6rneklerinde CMV

varhginin tanisal degerinin aragtiriimasidir.



GENEL BILGILER

Sitomegalovirus’un Tarihgesi

Sitomegaloviris ilk olarak 1881 yilinda Alman bilim adamlar
tarafindan otopsi yapilan bebeklerin bobrek hucrelerinde meydana getirdigi
intraniikleer inkliizyonlarla kesfedilmistir. inkliizyonlara sahip olan bu
hicrelerin normal hicrelerden buyluk oldugu gozlenmis ve bu hicreler
‘protozoa’ benzeri hicre olarak kabul edilmistir (13). Daha sonra Lipschuetz
tarafindan, Herpes zoster ve Herpes genitalis ile enfekte olmus insanlarda da
protozoa benzeri hicre yapilan fark edilmis ve bu tir anormal hicrelerin
virUslerle iligkili olabilecegi fikri ortaya atilmistir. Bu, intrandkleer inklizyonlara
sahip hulcrelerin  Herpesviridae olarak adlandirilan virtslerle iligkili
olabileceginin ilk gostergesi olmustur. Smith tarafindan 1956’da bir fare
hicresinden ve daha sonra Smith, Rowe ve Weller'in dnculuk ettigi u¢ farkli
arastirma grubu tarafindan insan tiikiriik bezi hiicresinden izole edilmistir. ilk
izole edildigi doku nedeniyle once ‘salivary gland virus’ olarak adlandiriimig
daha sonra Weller tarafindan virtisiin hicrelerde sebep oldugu inflamasyona
bagli olarak hicrelerin buyimesinden dolayr Cytomegalovirus (cyto: hlcre,

mega: buyuk) adi kullaniimistir (14).

Siniflandirma

Herpesvirales takimindaki Herpesviridae ailesinde yer alan CMV,
Virls Taksonomi Komitesi tarafindan insan herpes virisu 5 (HHV-5) olarak
adlandirilmistir. Herpesviridae ailesinin iginde herpes simpleks virts tip 1
(HSV-1) ve 2 (HSV-2), Varicella-Zoster virus (HHV-3), Epstein-Barr virus
(HHV-4), HHV-6, HHV-7 ve HHV-8 bulunmaktadir. insan Sitomegaloviriisi
tukUruk bezlerine tropizm gostermesi, hucre kultirinde yavas buyumesi ve
ture 0zgul olmasiyla diger hayvan tarlerinin  Sitomegalovirisleri ile

Betaherpesvirinae alt familyasina aittir (15).



Viriisiin Genel Ozellikleri

Sitomegaloviris, 120-200 nm c¢apinda lineer cift iplikli bir DNA
virasudur. 230 Kbp uzunlugundaki genomuyla insan herpesvirusleri arasinda
en bllyiik genoma sahiptir. i¢ kisminda viral genomu cevreleyen ikozahedral
kapsid, ortada tegiment veya matriks ve en dista fosfolipidden zengin zarf

bolimlerinden olusur. CMV'nin morfolojik yapisi Sekil 1’de gosterilmigtir.

Nucleocapsid

Tegument
Genome

Membrane

Sekil 1. CMV yapisi (16)

Nukleik asidi paketleyen kapsid, major ve mindr olmak Uzere iki ana
protein icerir. Major kapsid proteini (pUL86) yapisal olup, mindr kapsid proteini
(pUL46) DNA ile birlesmektedir. Ek olarak assemblin proteini (pUL80) olarak
adlandirilan, virisin konak hiicrede olgunlasmasinda rol oynayan bir protein
de bulunur. Matriks proteinleri 20 adet olup %95'ini ppUL83 diger adiyla pp65
olusturur. Kan orneklerinde virusun gosterilmesinde kullanilan bir yontem olan
antijenemi testinde I0kositlerde bulunan pp65 antijeni arastiriimaktadir. Bu
protein ayni zamanda MHC-| sitotoksik T lenfositlerin hedefidir. Kapsidi
cevreleyen lipit komlpeks glikoprotein igerir. Bunlarin en énemlileri virlsun
hicreden hicreye gegisine ve flzyonuna yardimci olan Glikoprotein B

(gpUL55) ve virusun konak hucreye adezyonunda rol oynayan Glikoprotein



H'dir. Diger bir fosfoprotein ise ‘upper matriks protein’ olarak adlandirilan
tegiment proteini ppUL82 (pp71) olup kuvvetli bir transaktivatérdir.

Viral replikasyon diger DNA virGslerinde oldugu gibi konak hucre
cekirdeginde gergeklesir. Replikasyonda ilk agsama virtsun zarf glikoproteinleri
ile hicre yuzeyine tutunmasi ve penetrasyonudur. Viral zarf ile konak hicre
membrani arasinda gergeklesen direkt flizyon olayi, bitlin Herpesviridae ailesi
Uyelerinde korunmus olan bazi glikoproteinler tarafindan yoénetilir. Ozellikle
heparan sulfat ve glikoprotein H ile hlicre yuzey reseptorleri arasindaki iligki
onemli rol oynar. Tutunmada beta-2 mikroglobulin moleklli de hlcre yluzey
reseptorleri ile viral glikoproteinler arasinda kopru olusturarak rol alir. Flzyon
surecini penetrasyon izler ve sitoplazmada serbest kalan nukleokapsid, tubulin
mikrotubul agi ile nikleer pora tasinir. Viral DNA ¢ekirdege ulastiktan sonra
lineer yapidan sirkller yapiya gecer. Boylece U¢ asamada gergeklesen
transkripsiyon baslar. ilk olarak yeni protein sentezine gereksinim duymadan
eksprese edilen dizenleyici tegiment proteinleri tarafindan ‘en erken’ veya ‘o’
genlerinin transkripsiyonu baglatilir. Bu gen Urdnlerinin viral genom Uzerinde
diizenleyici etkileri vardir. ikinci asamada ‘erken’ veya ‘B’ genlerin
transkripsiyonu gergeklesir. Bu genlerin birgogu viral DNA replikasyonunda ve
protein fosforilasyonunda énemli olan enzimleri (DNA polimeraz gibi) kodlar.
En son asamada da c¢ogunlugu virisin vyapisal proteinlerini (zarf
glikoproteinleri ve nukleokapsid proteinleri) kodlayan ‘ge¢’ veya ‘y’ genler
transkripsiyona ugrar. Gec¢ genlerin ekspresyonu viral DNA sentezi
bagladiktan sonra maksimum duzeye ulasir. Viral DNA replikasyonu kritik bir
asama olup erken fazda sentezlenen DNA polimeraz ile kontrol edilir.
Sentezlenen viral genomlarin kapsidle c¢evrelenmesi icin, sitoplazmada
sentezlenen kapsid proteinleri nukleusa tasinir. DNA'yr igine alan
nukleokapsidler ¢ekirdek zarindan zarflarini alarak perintkleer sisternalardan
tomurcuklanir ve sitoplazmik vezikuller icinde hicre zarina tasinip ekzositozla
salinirlar. Replikasyon yaklagik 48-72 saat suUrer. En erken gen UrUnleri
replikasyonda duzenleyici olan proteinlerin sentezinden sorumlu oldugundan
ekspresyonu hizlidir, erken ve geg¢ gen urunlerinin ekspresyonu ise daha

yavastir ve 72-96 saat sonra en yuksek dizeye ulasir.



Fibroblastlar, epitel hicreleri, endotel hlcreleri ve diz kas hicreleri
akcigerde ve gastrointestinal sistemde CMV replikasyonunun gerceklestigi
ana hacrelerdir. Enfekte ettigi hlcrelerde hem nukleer hem intrasitoplazmik
inklizyonlar olusturur. Enfekte hicre buyur, cekirdekteki inkluzyonlar ¢ekirdek
membranindan ayrilir, bu gérinim baykus gézi (owl’'s eye) olarak adlandirilir
(14,17,18).

Epidemiyoloji ve Bulas

Sitomegaloviris, mevsimsel ve cografik 6zelliklerden bagimsiz tim
dinyada yaygin olarak gorulen bir enfeksiyon etkenidir. Viris primer
enfeksiyonla birlikte vlicutta hayat boyu latent olarak kalir ve reaktivasyonla
sekonder enfeksiyonlara yol agabilir. Bilinen tek kaynak insandir. Virlsle ilk
kargilagsma hayatin erken dénemlerinde olup seroprelavans yasla birlikte artar.
Prevalans sosyoekonomik duzeyi dusik toplumlarda daha yuksektir. Avrupa,
Avustralya, Kuzey Amerika Ulkelerinde seroprevalans %50-60 iken; Afrika,
Guneydogu Asya, Glney Amerika ve Hindistan’da genel olarak daha ylksek
olup okul éncesi ddénemde gocuklarin %90’dan fazlasi seropozitiftir (4).

Ulkemizde CMV seroprevalansi gesitli hasta gruplarinda ve 6zellikle
gebelerde arastiriimis ve %85-100 arasinda seropozitiflik bildirilmistir (19,20).
Yapilan galismalarda 0-6 yas grubunda %68-82, 6-14 yas grubunda %79,5-92
ve 15 yas Ustliinde %90,2-97,8 olarak rapor edilmistir (20).

Sitomegaloviris tikurik, semen, idrar, gbzyasi, digki, vajinal
sekresyonlar, anne sitl, kan gibi pek ¢ok vucut sivisinda bulundugu igin;
cinsel iligki, kan transfuzyonu, solid organ veya kemik iligi nakli, emzirme ve
virusu sagan Kkigilerle yakin temas gibi ¢esitli yollarla bulas olabilmektedir.
Enfeksiyon gebelik doneminde gecirildiginde ise transplasental gegisle fetls

enfekte olabilir ve bu enfeksiyon hayat boyu kalici etkiler birakabilir (21).



Patogenez ve immiinite

Sitomegalovirus litik bir virustur. Enfekte hucrelerde patolojik olarak
karakteristik bulgusu virisin adini aldigi baykus go6zine benzetilen
sitomegalik hicrelerdir. Bu hlcreler camsi gérinimde bazofilik iri nikleer
inklizyonlara (15-25 pm c¢apta) sahiptir. Nukleer inklizyonlarin g¢evresinde
halo izlenir. Hicrelerin sitoplazmasinda da kimeler halinde kiguk granuler
bazofilik veya eozinofilik viral inklizyonlar bulunur (10). inkliizyonlar kigiik
damar endotelleri, fibrositler, makrofajlar ve epitel hicrelerinde goéraltr. Akut
enfeksiyondaki viremi sirasinda virs monositler, makrofajlar ve T
lenfositlerinden izole edilebilir.

Hucresel immunite CMV enfeksiyonlarinda en onemli konak
savunmasidir. Normal konakta primer CMV enfeksiyonunu takiben olusan
antikorlar viral persistansi kontrol eder. CMV hastaliginin en sik sebebi latent
virls reaktivasyonudur. Immin yetmezlik durumlarinda viral partikiller
¢ogalmaya baslar ve I6kositlerle vicudun gesitli bolgelerine taginir. CMV, bazi
hlcresel proteinlerin ekspresyonunu arttirarak veya azaltarak hucre ¢ogalmasi
gibi bazi konak fonksiyonlari bozabilmektedir. Ornegin lenfosit ve monositlerin
sitokin Uretimini ve sitokinlere yanitini azaltir. Bu da immun yaniti baskilayarak
enfeksiyonun ilerlemesine katki saglar.

immiin sistemi saglam kisilerde CMV’nin gastrointestinal hastalig
nadirdir. immiin yaniti yetersiz hastalarda ise kolon tutulumu sik géralir (2).
CMV koliti immUnsuprese hastalarda hemen daima reaktivasyon sonucu
meydana gelirken, immun sistemi saglam kisilerde genellikle primer CMV
enfeksiyonuna eslik eder. CMV, enflamasyonlu dokuda ¢ogalan endoteliyal
hicrelerde reenfeksiyon igin egilim olusturur. Kolondaki mukozal hasar ve
enflamasyon, CMV ile enfekte makrofajlarin hasarli dokuya goégunud uyarir.
CMV kolitinde baslangigta enfeksiyon bolgesinde meydana gelen
enflamasyon sulu ishale neden olur. Mukozadaki erozyon ve Ulserin derinligi
arttikca kan damarlarina hasar verir, bu da kanl ishallere yol agar. Zaman

icinde ilerleyen enflamasyon ve vaskulit, siddetli iskemiye ve bagirsagin



transmural nekrozuna neden olabilir. Bu durum perforasyon ve peritonit ile

sonugclanabilir.

Klinik Bulgular

Sitomegalovirisin neden oldugu klinik tablolar konagin immin
durumuna goére degismektedir. Bagisiklik sistemi saglam c¢ocuklar ve
yetigkinlerin buyuk cogunlugu primer enfeksiyonu asemptomatik olarak gegirir.
Bazen de enfeksiydz mononikleoz sendromuna benzer bir klinik tabloya
sebep olabilir. Ates, halsizlik, atipik lenfositoz ve hepatit (karaciger
enzimlerinde yukselme) meydana gelebilir. Hafif seyirlidir ve kendiliginden
geriler. Lenfadenopati ve splenomegali nadir de olsa gorulebilir (22). Anne
primer CMV enfeksiyonunu ilk trimesterda gecirirse intrauterin gegigle fetal
enfeksiyon riski ylksektir. CMV enfeksiyonu olan yenidoganlarda intrauterin
bayume geriligi, sarilik, hepatosplenomegali, petesi, trombositopenik purpura,
miyokardit, pndmoni, merkezi sinir sistemi anormallikleri, sagirhik ve
koryoretinit gibi bulgular gérilebilir (23). Olgularin %10’una tek bulgu sagirlk
olabilmektedir (24). Yenidogan doéneminde enfeksiyonun Klinik bulgusu
olmasa bile, yani asemptomatik gecirilse bile, ilerleyen zamanlarda isitme
kaybi, gorme bozuklugu veya psikomotor ve/veya santral sinir sistemi tutulumu
gelisebilecegini bildiren ¢alismalar mevcuttur (25). intrauterin bulag disinda;
dogum sirasinda vajinal sekresyonlara maruziyet veya doumdan sonra anne
sutu yoluyla perinatal ve postnatal bulas da s6z konusu olabilir. Bu durumda
genellikle kalici hasar olugsmasi beklenmez. Ancak preterm yenidoganlarda
klinik tablo adir seyredebilir; hepatosplenomegali, nétropeni, trombositopeni,
atipik lenfositoz, hemolitik anemi, pndmoni ve nekrotizan enterokolit nedeniyle
morbidite ve mortalite artisina neden olabilir.

Sitomegaloviris immuin yetmezligi olanlarda sekonder enfeksiyon
seklinde sik gorilmekte ve daha agir seyretmektedir. Bu hasta grubunu AIDS
hastalari, immun sistemi baskilayici ilag kullananlar, kemoterapi alan kanser
hastalari, solid organ ve hematopoetik kok hiucre nakil alicilari olugturur. Organ

nakli alicilarinda nakledilen organin konakta saglikh bir sekilde caligabilmesi



ve reddinin onlenmesi i¢in hayat boyu uygun sekilde immun baskilanmanin
saglanmasi gerekir. Bu sebeple CMV gibi latent virsler bu hastalar icin ayrica
onem tagimaktadir (26). Ayrica bu hastalarda serogenatif aliciya CMV igeren
kan veya organ nakli yapiimasiyla da primer enfeksiyon gelisebilir. Nakledilen
organ CMV igin ilk tutulum alanini olusturur ve bazen spesifik organ hasari
gorulebilir. Karaciger naklinde hepatit, pankreas naklinde pankreatit, akciger
naklinde pndmoni, kalp naklinde myokardit gorulmektedir. Kok hicre naklinden
sonra pnomoni ile iligkili CMV enfeksiyonu 6énemli bir mortalite nedenidir.
Hematopoetik kdk hicre nakillerinde seropozitif vericiden, seronegatif aliciya
CMV bulasini 6nlemek icin I6kosit icermeyen kan Urlnleri kullaniimalidir. CMV
bu hastalarda gastrointestinal kanali da etkileyebilir. Kolonoskopide
submukozaya uzanan derin Ulserler gorulir ve bazen CMV enfeksiyonu ile
Greft Versus Host hastaligi ayrimi zor olmaktadir (27).

immiin sistemi baskilanmig hastalarda klinik bulgu olmadan PZR testi
ile CMV DNA pozitifligi gorulebilir (latent viral DNA veya dusuk duzey
replikasyon) veya bu pozitiflige farkli duzeylerde klinik bulgular eslik edebilir.
Bu hastalarda klinik bulgulara goére bir tanimlama yapilmaktadir. CMV
enfeksiyonu; CMV’ye bagli semptom veya bulgular olmaksizin; herhangi bir
vicut sivisinda [plazma, serum, tam kan, periferik kan l|okositleri, beyin
omurilik sivisi (BOS), bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisi, idrar] veya doku
orneginde virus izolasyonu veya viral proteinlerin (antijenler) veya nukleik
asidin tespitiyle CMV replikasyonunun kanitinin olmasi olarak tanimlanir. CMV
sendromu ise; halsizlik, ates, atipik lenfositoz, I6kopeni veya ndtropeni,
trombositopeni ve karaciger fonksiyon testlerinin yukselmesi bulgulan ile
beraber kanda CMV’nin saptanmasidir. CMV hastaligi tanimi ise CMV’ye
atfedilebilir semptom ve bulgularin varligiyla beraber CMV enfeksiyonunun
kanitinin olmasi seklinde yapilmaktadir. Viral sendrom (CMV sendromu) ve
hedef organ hastaligi seklinde tanimlanabilir. Hastalarda genellikle ates,
istahsizlik ve halsizlik gorullirken bazen miyalji, artralji ve artrit de meydana
gelebilir. Bazi hastalarda 3 - 4 hafta sliren ates tek bulgu olabilir.

HIV ile enfekte kisilerde CMV enfeksiyonlari daha agir, uzun seyirli ve

komplikasyonlarla  birlikte  seyredebilmektedir.  Enfeksiyonlarin  ¢ogu



reaktivasyon seklinde olup tipik olarak CD4 sayisi <50 hiicre/mm? oldugunda
ortaya ¢ikmaktadir. Antiretroviral tedavi sayesinde HIV ile enfekte kisilerde
CMV hastaligi %70-80 oraninda daha az gorulse de hedef organ hastaligi ve
AIDS ile iligkili mortalite icin dnemli bir risk faktori olmaya devam etmektedir.
Diger hasta gruplarina gore retinit ve kolit daha sik gorulir. Kolit perforasyona
ve akut batina neden olabilmekle birlikte genellikle istahsizlik, kilo kaybi, karin
agrisi, diyare ve halsizlik seklinde belirti verir. CMV retiniti, nekrotizan bir
retinittir. Atilmis pamuk lekelerine benzeyen telanjiektazi, mikroanevrizmalar
ve retina kanamasi seklinde gorilen bir mikroanjiyopatidir. Atilmis pamuk
lekeleri gorintisu, hem HIV retinopatisinde hem de CMV retinitinde en yaygin
bulgudur. Hastalar tedavi edilmediginde retinal htcrelerde kalinlasma,
ilerleyici harabiyet ve optik sinire dogrudan hasar sonucu korluk gelisebilir (28).

inflamatuvar  bagirsak hastalarinda malniitrisyon, uygulanan
immunsupresif tedaviler, konak savunma faktérlerinde fonksiyon bozuklugu
sonucu latent CMV reaktive olabilir. IBH'de uygulanan tedavilere yanit
vermeyen hastalarda klinik tablonun koétlilesmesine sebep olan firsatgl
enfeksiyonlarin, 6zellikle de CMV’nin dislanmasi énem tasimaktadir (29,30).
IBH semptomlari ile CMV kolit semptomlari benzer oldugundan bu hastalarda
CMV ligkili kolit tanisinin konmasi uygun tedavinin saglanmasinda ¢ok
onemlidir. Genel olarak hastalarda karin agrisi, ishal, hematokezya gibi
bulgular vardir. ilerleyen olgularda kanama, fulminan kolit, toksik megakolon
ve perforasyon gibi komplikasyonlara yol acabilir (31). Bazi calismalara goére
CMV reaktivasyonu IBH seyrini olumsuz etkilerken, bazi galismalarda ise
CMV’nin gastrointestinal kanaldaki enflamasyondan sorumlu olmadigi 6ne
surtlmastir (32). Bu hasta grubunda CMV prevalansi, yapilan ¢alismalarda
secilen hasta grubu ve CMV enfeksiyon tanisi igin farkli ydntemlerin
kullanilmasi nedeniyle belirsizdir. Ancak Crohn ile kargilagtirildiginda UK
hastalarinda daha sik oldugu gérilmastir (1,33). Endoskopik olarak UK
alevlenmesiyle CMV kolitini ayirt etmek zor olsa da CMV ile enfekte UK'li
hastalarda irregiiler Ulserlere ve genis mukozal defektlere sadece UK olan
hastalara gore daha sik rastlandigi bildirilmigtir (34).
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Tani

Tani Oyku ve fizik muayene bulgulariyla beraber laboratuvar,

endoskopik ve histopatolojik bulgularin birlikte degerlendiriimesiyle konur.

Histopatolojik inceleme

Doku invazyonuyla giden CMV enfeksiyonlarinda histopatolojik olarak
enflamasyon ve Ulserasyon gorulir. Dokuda yapilan hematoksilen-eozin
boyasi ile virls tasiyan htcrelerin histopatolojik olarak tanimlanmasi ve/veya
immuanohistokimya yontemi ile CMV antijenlerinin saptanmasi CMV
enfeksiyonu tanisi icin altin standart kabul edilmektedir (10). Enfekte
hicrelerdeki viral sitopatik etki, baykus gozu gorunUmlu intranukleer
inklizyonlar ile karakterizedir (Sekil 2). NUkleer inklizyon, siniri belirgin bir
kromatin ve bu kromatinin etrafini gevreleyen agik alan gdézlenir, bu nikleer

membrana kadar uzanir.
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Sekil 2: Mikroskopik olarak iri bazofilik nukleuslu, genis sitoplazmal
morfolojide hicreler belirgin nikleer genigleme ve bindkleasyon iceren CMV
sitopatik etkisiyle uyumlu olabilecek kolona ait yuzey epitel hucreleri
(Hematoksilen-Eozin x200) (Bursa Uludag Universitesi Tip Fakdltesi, Tibbi
Patoloji Anabilimdali)

Hematoksilen-Eozin boyasi ile inceleme ydonteminin 6zgulligu ylksek
ancak duyarhligi disuktir ve degerlendirmesi subjektif oldugundan deneyimli
bir patolog gerektirir. IHK, CMV tespitinde HE boyamadan daha duyarhdir ve
yaygin olarak kullaniimaktadir (Sekil 3 ve 4). Histopatolojik incelemelerde
CMV’ye oOzgu sitolojik degisikliklerin CMV tanisini kesin sagladigi kabul
edilmekle birlikte PZR gibi molekuler yontemlere gore duyarlihgi duguktir (35).
Histopatolojik taninin en dnemli avantaji aktif hastalik ile iligkili olmasidir.
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Sekil 3: immunohistokimyasal yéntemde CMV igin pozitiflik gésteren CMV ile
enfekte hiicreler (x200) (Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji

Anabilimdal)
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Sek|l 4: Kolona ait mukozal dokuda |mmunoh|stok|myasal yontemde Cmv
negatifligi (x200) (Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji
Anabilimdal)

Serolojik Testler
Hasta serumunda CMV’ye 6zgu IgM ve IgG antikorlarinin saptanmasi

icin kullanilan testlerdir. CMV IgG pozitifli§i herhangi bir zamanda gegirilmig
olan enfeksiyona isaret eder. CMV IgM pozitifligi ise gegiriimekte olan ya da
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yeni gecirilmis enfeksiyonu goésterir. Ancak sekonder CMV enfeksiyonu
sirasinda da IgM saptanabilir veya primer enfeksiyondan sonra pozitiflik uzun
sure devam edebilir. Ayrica CMV antikorlarinin, EBV gibi virlslerin neden
oldugu enfeksiyonlar sirasinda poliklonal aktivasyona bagl saptanabilecegi
akilda tutulmalidir.

Primer enfeksiyon sirasinda immin kompetan kisilerde CMV IgM
pozitifligine ek olarak 2-4 hafta ara ile alinan serum orneklerinde CMV IgG
titresinde en az 4 kat artis saptanmasi akut enfeksiyonda taniya yardimcidir.

Serolojik testlerde avidite yontemi de kullanilabilir. Avidite testi IgG
antikorlarinin antijene baglanma glcunua olgen bir testtir. Primer enfeksiyon
sirasinda antikorlarin spesifik antijene baglanma gucu azdir ve dusuk aviditeli
antikorlar bulunmaktadir. Enfeksiyonun ilerleyen zamanlarinda, primer
enfeksiyondan genellikle 3-6 ay sonra IgG antikorlarinin baglanma gucu artar.
Dolayisiyla yluksek avidite saptanmasi enfeksiyonun 3-6 ay énce gegirildiginin
gOstergesidir.

Serolojik testlerin en 6nemli kullanim alani gebelerde, solid organ veya
kok hicre naklinden énce alicinin immun durumunu belirlemektir. Seronegatif
kisiler CMV enfeksiyonuna duyarhdir, seropozitif kisiler de reaktivasyon

acisindan risk altindadir.

Antijenemi Testi

Periferik kandaki polimorfontkleer I6kositler icerisinde, floresanla
isaretli monoklonal antikorlar kullanarak CMV’nin matriks proteini olan pp65
antijenini saptamaya yonelik immunfloresan bir yontemdir. Hastanin periferik
kanindaki I6kositler sitosantrifij yardimiyla lam Uzerinde tek tabaka halinde
yayilir ve immun boyama yapilir. Preparatlar floresan mikroskopta incelenir.
Enfekte Idkositlerin gekirdeklerinde yesil renkte floresans goértlmesi pozitif
sonuca isaret eder. Pozitif hucrelerin sayisinin toplam I6kosit sayisina
oranlanmasiyla semikantitatif sonug verilir. Bu yontemle ¢alisildiginda alinan
pozitif sonuglar aktif CMV enfeksiyonu ile uyumludur (36). Duyarlihdr ve

Ozgullugu yuksek hizli sonug veren bir testtir. Bu yontemde hasta 6rnekleri
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alindiktan sonra en ge¢ 6 saat icinde calisiimasi gerekir. Ornek sayisi gok
oldugunda zaman alici ve zahmetlidir. Ayrica, |6kopenisi olan hastalarda

yanlis negatif sonug alinabilir.

Viral Kultir

Geleneksel bir yontem olan hdcre kdlturd CMV tanisinda altin
standarttir (37). Bu yontemde klinik 6rnekler, insan fibroblast hicrelerine
inokule edildikten sonra yaklasik dort hafta inklbe edilerek sitopatik etki
saptanmak Uzere izlenir. CMV hicre kiltirinde yavas bir gelisim paterni
gosterdigi icin bu yontem tanida kullanish degildir (38). Yapilan ¢aligmalarda
CMV Kkoliti tanisinda duyarlilik %45 - %78 iken 6zgullik %89 - %100 olarak
bildirilmistir (1).

Hicre kualtar yéntemlerinden biri olan Shell vial yéntemi, klinik
orneklerde CMV'nin saptanmasi igin 48-72 saat gibi bir sirede hizli sonug
almak amaciyla kullanilir. Bu teknik ile viral sitopatik etkiden énce CMV
replikasyonunun erken asamasinda sentezlenen antijenler saptanir. 1-2
gunluk kisa bir inklibasyonun ardindan uretilmis olan antijenler floresan isaretli
monoklonal antikorlar ile tespit edilmektedir (39). CMV tanisinda hicre
kalturlerinin kullanimi, kaltir bazh olmayan saptama yontemlerinin kullanim

kolayligi nedeniyle azalmistir.

Molekiiler Yontemler

Son yillarda molekuler testlerdeki gelismelerle birlikte PZR yontemi
enfeksiyonlarin tani ve takibinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. PZR
testleri kalitatif veya kantitatif sonug verebilir. CMV tespitinde de PZR ydntemi
zamanla diger tani yontemlerinin yerini almistir. PZR ile klinik érneklerde
CMV’ye ait DNA'nin veya mRNA dizilerinin (ters transkriptaz-RT PZR)
cogaltilarak saptanmasi amaglanir. Bu yontemde genellikle iyi korunmus olan
gen bolgeleri hedef alinir. CMV’de bu bolgeler erken ve geg antijen genleridir.

PZR plazma, serum, biyopsi materyali, idrar, beyin omurilik sivisi,
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bronkoalveoler lavaj sivisi, amniyon sivisi ve okuler sivilar gibi érneklerde
calisilabilmektedir. CMV DNA PZR yonteminin duyarlihgi diger yontemlerden
daha yuksektir ve hastaligin erken donemlerinde virus saptanabilir (11).

Sitomegalovirts enfeksiyonu tanisinda PZR ydnteminin dezavantaji
aktif hastalik ile latent enfeksiyon ayriminin net olmamasidir. Ancak CMV
viremisi, CMV hastaligini erken dénemde gdsteren bir laboratuvar bulgusu
olarak kabul edilmektedir. Klinik semptomlar baglamadan 6nce CMV kanda
tespit edilebilir. CMV hastaligini 6ngérmede ve tani koymada viral yuk miktari
onem tasimaktadir. Birgok ¢calisma CMV viral yuku ile CMV hastaliyi arasinda
korelasyon saptamistir. Bu sebeple immuin sistemi baskilanmis hastalarin
izlemi ve antiviral tedavi etkinliginin degerlendiriimesinde yaygin olarak
kullanilir. Enfeksiyonun erken dénemde saptanarak preemptif tedavi ile viral
yukln azaltimasi CMV hastali§i gelisme riskini dnlemektedir. Bu sebeple
immun dugkin hastalarda ve transplantasyon alicilarinda kanda CMV viral ylk
miktari takip edilmelidir. Hastalarin takibi sirasinda viral yukteki artis hastaligin
aktivitesi ve tedavi basarisizligiyla iligkilidir (40).

Sitomegalovirls koliti tanisinda gergcek zamanl PZR yéntemi kanda,
bagdirsak dokusunda (biyopsi 6rneginde) ya da gaitada CMV DNA tespiti

amaciyla kullanilabilir.

Sitomegalovirus Koliti Tanisi

Sitomegalovirls koliti olan hastalar diyare, karin agrisi, ates, rektal
kanama ve kilo kaybi gibi spesifik olmayan semptomlarla basvururlar. Bu
nedenle, kesin tani igin klinik stipheyle birlikte laboratuvar incelemeleri esastir.
Tanida mumkunse kolonoskopi yapilmasi ve biyopsiyle alinan doku 6rneginin
HE velveya IHK yéntemiyle incelenmesi, ayrica doku ve/veya kanda CMV
DNA arastirilmasi énerilmektedir.

inflamatuvar bagirsak hastalarinda hastalgin aktif oldugu zamanlarda
CMV kolitinin tanisi gugtir. CMV koliti olgularinda kolonoskopi ile incelemede;
yama tarzinda eritem, eksuda, mikroerozyonlar, diffuz 6demat6z mukoza,

multipl mukozal erozyonlar, derin Ulserler ve psddopolipler izlenebilir. Bir
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calismada zimba deligi Ulserasyon ile longitudinal (uzunlamasina)
ulserasyonun duyarliligi ve 6zgulligd % 70'in Gzerinde bulunmustur (34).
Lezyonlarin altta yatan hastallk ya da CMV kaynakli olup olmadiginin
belirlenmesi igin biyopsi alinarak PZR ya da IHK ile tani dogrulanmalidir.
Tanida altin standart yéntem histopatolojidir (37). HK yontemiyle
CMV antijenleri doku érneklerinde tespit edilir. Bu ayni zamanda aktif hastaliga
isaret eder. IHK yonteminin 6zgulligu ylksek fakat duyarliigr diistiktir. Testin
sonuglanmasi zaman alicidir ve degerlendirmesi zahmetli bir yontemdir.
Doku biyopsi 6rnekleri ve kanda CMV DNA tespiti invaziv hastalik
tanisinda kullaniimaktadir. Yontemin HE ve IHK yéntemine gore 6zgilligi
dusuk olsa da duyarlihgr yuksektir (11). CMV koliti siphesinde kolonoskopiyle
yapilan makroskobik incelemede 6zellikle Ulser kenari ve tabanindan alinan
orneklerde calisilan PZR testinin duyarlihk ve 6zgulligunin daha yulksek
oldugunu bildiren calismalar mevcuttur (41). Kan érneklerinde CMV DNA
saptanmasi ise tanida yararl olmakla birlikte gastrointestinal sistem tutulumu
oldugunu kanitlamaz. Bir ¢alismada CMV koliti tanisinda kanda PZR
duyarliigi %65-100, 6zgullugu %40-92; kolondan alinan doku o6rneginde
duyarhligi %92-96, 6zgulliglu %93-98,7 olarak bildirilmistir (42). Birgok
calismada CMV viral yuki ile enfeksiyonun siddeti arasinda korelasyon
saptanmigtir. Ancak CMV kolit tanisinda PZR’in standardizasyonu ve esik

degerinin (cut-off degerinin) olmamasi bu yontemin kisithligidir.

18



GEREG VE YONTEM

Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi

Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar’nda Ocak 2019 - Mart 2022 tarihleri arasinda
PZR ybdntemiyle CMV DNA varligi arastirilan gastrointestinal sistem doku

biyopsi drnekleri retrospektif olarak degerlendirildi. Erigkin (18 yas ve Uzeri)

hastalardan alinan ve eg zamanli olarak Tibbi Patoloji Laboratuvar’'nda CMV

varliginin saptanmasi icin IHK yontemiyle degerlendirilen 96 bagirsak doku

ornegi galismaya dahil edildi.

Dokuda saptanan CMV DNA’nin tanisal degerini belirlemek amaciyla,

asagida belirtilen veriler hastane bilgi yonetim sisteminden (HBYS) (MiA-MED

otomasyon bilgi sistemi) ve hasta dosyalarindan elde edildi.

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7)
8)
9)

Hastalarin cinsiyet ve yasi

Hastalarin tanisi ve komorbiditeleri

Kolonoskopi nedeni (klinik basvuru sikayeti: karin agrisi, ishal, kanl
ishal, kontrol vb.)

Kolonoskopik degerlendirme sonucu

Ulseratif kolit hastalarinda kolonoskopi skoruna gére hastalik aktivitesi
Daha 6nce CMV reaktivasyon oykusu

Uygulanan tedavi 6ykusu (antiviral, immunsupresif vb.)

Hastalarin CMV serolojisi

Immiinohistokimya ve hematoksilen-eozin boyasi sonucu

10) Diski orneklerinin direkt mikroskobik incelemesi
11) Bagirsak doku biyopsi érneklerinde CMV DNA viral yuk
12) Kanda CMV DNA viral yuku

Kolonoskopi

Kolonoskopik islemler sedasyon analjezisi altinda endoskopi

Unitesinde uygulanir. Her hastanin kolon mukozasi ve gerekirse ileal mukoza
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ayrintili olarak degerlendirilir. Hiperemi, 6dem gibi inflamasyon

bulgulari gorulen mukozadan ve ulserli alanlardan biyopsiler alinir.

Sitomegaloviriis DNA’nin Saptanmasi

Doku Orneklerinde CMV DNA’nin Saptanmasi:

Kolonoskopi sirasinda biyopsiile alinan bagirsak doku ornekleri serum
fizyolojik iceren steril kap iginde laboratuvara gelir. Hemen calisiimayan
ornekler 48-72 saate kadar +4°C’de, daha uzun sureler icin ise -20°C’de
bekletilir. Doku Orneklerinin agirligini hesaplamak icin 6ncelikle bir adet bos
1,5 ml hacimli mikrosantrifij tipa tartilir ve agirhdr mg cinsinden kaydedilir.
Otomatik pipetle steril bir pipet ucu yardimiyla negatif basing saglanarak doku
yakalanir. Pipetin pistonu birakiimadan basili halde tutulmaya devam edilerek
doku tasinip bos olarak agirhgi belirlenen mikrosantriflj tipU igine sterilitesi
bozulmadan birakilir. Bu sirada tasima sivisinin aktariimamasina 6zen
gOsterilir ve tlpte sivi varsa steril bir pipet ucu ile mimkin oldugunca cekilir.
Doku iginde iken mikrosantrifiij tipa tekrar tartilir. Bos tupin darasi ¢ikarilarak
dokunun agirligi hesaplanir ve kaydedilir. Literatirdeki ¢alismalar referans
alinarak dokunun uzerine lizis buffer eklenir ve 1000 mikrolitreye tamamlanir
(43,44). Bir gece hafif calkalama ayariyla 45°C is1 ayarli su banyosunda veya
kuru 1si blogunda bekletilir. Ektraksiyon ve amplifikasyon islemlerinden 6nce
tup icindeki dokunun tamamen erimis oldugu kontrol edilir. Sayet erimedi ise
aralikl vorteks yapilarak sekiz saate kadar bekleme suresi uzatilir. Daha
sonraki basamaklar plazma Ornekleriyle benzer sekilde yuratalur.
Amplifikasyon iglemi sonunda elde edilen viral kopya miktari, dokunun
agirligina bolunerek mg basina denk disen kopya sayisi belirlenir. Hasta

sonuglari kalitatif olarak raporlanir.
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Kan Orneklerinde CMV DNA’nin Saptanmasi:

Sitomegaloviris DNA PZR testi i¢in nukleik asit ekstraksiyonu Abbott
m2000sp cihazinda, amplifikasyon islemi ise Abbott m2000rt cihazinda
(Abbott, ABD) tam otomatize olarak Uretici firma dnerileri dogrultusunda
gercgeklestiriimektedir. Kisaca; laboratuvara gelen kan orneklerinden elde
edilen plazmadan 800 mikrolitre reaksiyon tuplerine aktarilir. Abbott m2000sp
cihazinda nukleik asitlerin ekstraksiyonu ve saflastirma islemi meydana gelir
ve elde edilen nikleik asitler 96 kuyulu bir pleyte aktarilir. Amplifikasyona hazir
nikleik asitler reaksiyon igin gerekli sollisyonlarla birlikte Abbott m2000rt
cihazina yerlestirilir. Amplifikasyon reaksiyonu sirasinda CMV genomunun
UL34 ve UL80.5 genlerinin iginde yer alan DNA bodlgesi hedeflenir ve DNA
polimeraz enzimiyle ¢gogaltilir. Her bir PZR amplifikasyon dénglsu sirasinda,
floresan problar, varsa amplifiye edilmis hedef DNA'ya baglanir. Hedefteki
tamamlayici diziye baglanan prob, floresan sinyali yayllmasina neden olur.
Floresan sinyali gercek zamanl olarak her PZR déngusitnde olgulerek CMV
DNA'nin kantitasyonuna olanak saglar. Testte bulunan standartlar yardimiyla

Olctlen DNA miktari kopya/ml ve IU/mL olarak raporlanir.

immiinohistokimya Boyama

Sitomegaloviris tutulumu agisindan supheli mukozal ylzeylerden
alinan doku orneklerinden yapilan kesitler Tibbi Patoloji Laboratuvari’'nda
incelenmektedir. Doku oOrnekleri HE boyasi incelemesiyle enflamasyonun
niteligi (kronik, aktif) ve viral inklizyon cisimciklerinin varligi agisindan
degerlendirilir. IHK yontemiyle yapilan incelemede anti-CMV monoklonal
antikorlari kullanilarak enfekte hicrelerde CMV antijenik proteinlerinin varligi
arastirilir. Endotel hucrelerinin, epitel hicrelerinin ve stromal hucrelerin
nikleer veya sitoplazmik boyanmasi pozitif olarak yorumlanir. Tek bir

cekirdekte tipik boyanma gorulmesi pozitif olarak kabul edilir.
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onaylanmistir.

istatistiksel Analiz

Verilerin  normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile
incelenmigtir. Verilerin normal dagilim géstermemesinden dolayi gruplar arasi
karsilastirmalar Kruskal Wallis testi ve Mann Whitney U testi ile yapilmig ve
betimleyici istatistikler medyan (min-max) olarak verilmistir. Kategorik verilerin
istatistiksel karsilastirmalari Pearson ki-kare, Fisher's exact test ve Fisher-
Freeman-Halton testi ile yapilmigtir. Kategorik verilerin betimleyici istatistikleri
frekans ve yuzde olarak verilmigtir. Degiskenler arasindaki iligskiler Spearman
sira korelasyon katsayisi ile incelenmistir. ROC analizi ile uygun olan cut off
degerleri arastiriimis ve kesim (cut off) degerinin belirlenmesinde Youden J
indeksi kullaniimistir. Verilerin analizi SPSS v25 ve MEDCALC 19.5.6 paket

programi ile yapilmistir.
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BULGULAR

Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar’'na Ocak 2019-Mart 2022 tarihleri arasinda
CMV Kkoliti siphesi olan hastalardan goénderilen ve kriterleri karsilayan 96
gastrointestinal mukoza biyopsi 6rnegi calismaya dahil edildi. Orneklerin 81’i
ulseratif kolit, ikisi Crohn, altisi kdk hucre veya solid organ nakli, dordu
hematolojik malignite, biri kronik bdbrek yetmezligi, biri Behget, biri diyabetes
mellitus tanili hastalara aitti. Hastalarin doku érneklerinin 61’inde CMV DNA
saptanmisti, 10'unda CMV IHK incelemesi pozitif idi. Sekil 5'te hastalar
tanilarina gére gruplanarak doku érneklerinde CMV DNA PZR ve CMV iHK
pozitifligi dagilimi sunulmustur.

96 doku ornegi
CMV DNA (+) n=61
IHK (+) n= 10
Crohn Ulseratif kolit = |Kok hiicre/solid H oloiik
Hastaligi n=2 n: 81 i ematolojl
9 org?]zgakll malignite n=4 KBY}E?! BH
CMV DNA (+) | | CMV DNA (+) ' | CMV DNA (+) CMV DNA (+)
n=1 n=51 n=4 CMV DNA (+) n=2
. K ipneo || EO
IHK (+)n=0 | | IHK(#)n:8 | IHK(+)n=1 (*+)n=

Sekil 5: Hastalarin tanilari ile CMV DNA ve IHK pozitifliginin dagilimi. (KBY:
Kronik bébrek yetmezligi, DM: Diyabetes mellitus, BH: Behget Hastaligi, iHK:
immiinohistokimya)

Ulseratif kolit tanili hastalar disindaki hastalarin sayisi kisith

oldugundan istatistiksel analizler yalnizca bu grup Uzerinden
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gerceklestirilmistir. Laboratuvar analizleri incelendiginde tim hastalar CMV
agisindan seropozitif idi. Digki érneklerinin direkt mikroskobik incelemesinde
parazit enfeksiyonunu digundurecek kistik lezyonlara rastlanmamisti.

Sitomegaloviris koliti suphesiyle kolonoskopi yapilan 81 yetigkin
Ulseratif kolit hastasinin timutnde biyopsi kolondan 6zellikle inflamasyon ve
Ulser gorilen mukoza alanlarindan alinmistir. Kolon biyopsi érneklerinde CMV
viral yukd medyan degeri 20 kopya/mg (aralik: 0 - 160.159) olup, 51’inde (%63)
CMV DNA pozitifligi tespit edilmistir. Es zamanli olarak 43 hastanin plazma
orneginde CMV DNA arastiriimis olup 25’'inde (%58,5) CMV DNA saptanmis
ve medyan degeri 20 kopya/ml (arahk: O - 1.937) olarak bulunmustur.
Orneklerin HE boyama ve IHK ydntemleriyle histopatolojik inceleme sonuglari
degerlendirildiginde, HE boyama ile yalnizca bir hastada CMV varligini
gésteren intraniikleer yerlesimli inkliizyon cisimleri gériilmistir. HK
incelemesinde ise 81 hastanin 8’inde (%9,8) pozitiflik saptanmigtir.

Hastalarin cinsiyet dagilimina bakildiginda 32’sinin kadin (%39,5),
49’unun erkek (%60,5) oldugu gorulmastur. Dokuda saptanan CMV DNA viral
yuk medyan degderi kadinlarda 20 kopya/mg (aralik: 0 - 27.000), erkeklerde 20
kopya/mg (aralik: 0 - 160.159) olarak saptanmistir.  Yas dagilimlari
incelendiginde medyan 45 (aralik: 20 - 79) olarak saptanmis olup; kadinlar
(medyan 39, aralik: 22 - 68) ve erkekler (medyan 45, aralik: 20 - 79) arasinda
fark bulunmamistir.

Dokuda CMV DNA varlidi ile hastalarin klinik ve laboratuvar bulgulari
arasindaki iliski degerlendirilmistir (Tablo 1). Cinsiyet, UK aktivitesi, basvuru
yakinmasi, immuansupresif ajanla tedavi alma durumu, histopatolojik tani,
endoskopide Ulser varhgi ozellikleri ile dokuda CMV DNA pozitifligi arasinda
anlamli bir iliski bulunmamistir. Plazma CMV DNA pozitifligi (p<0,001) ve iHK
pozitifligi (p=0,023) ile dokuda CMV DNA pozitifligi arasinda ise anlamli bir

iligki oldugu saptanmigtir.
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Tablo 1. Doku CMV DNA pozitifligi ile klinik ve diger laboratuvar bulgularinin

karsilastiriimasi.

Dokuda CMV DNA

Negatif Pozitif p
n (%) n (%)
Erkek 15 30,6 34 69,4
Cinsiyet 0,138
Kadin 15 46,9 17 53,1
. Negatif 30 41,1 43 58,9
IHK 0,023
Pozitif 0 0,0 8 100,0
Kronik
. 4 80,0 1 20,0
_ _ Inflamasyon
Histopatoloji . _ 0,060
Kronik Aktif
. 26 34,2 50 68,5
Inflamasyon
Plazma CMV  Negatif 12 66,7 6 33,3
. <0,001
DNA Pozitif 3 12,0 22 88,0
Sulu Diyare 20 44.4 25 55,6
Yakinma Kanli Diyare 9 27,3 24 72,7 0,254
Karin Agrisi 1 33,3 2 66,7
Hafif 3 60,0 2 40,0
UK aktivitesi Orta 7 35,0 13 65,0 0,532
Siddetli 20 35,7 36 64,3
immiinsiipre  Almiyor 10 50,0 10 50,0 0167
sif tedavi Aliyor 20 32,8 41 67,2 ’
Yok 24 43,6 31 56,4
CMV oykiisu 0,074
Var 23,0 20 77,0
. Yok 4 33,3 8 66,7
Ulser 1,00
Var 26 37,7 43 62,3

(IHK: immiinohistokimya, UK: Ulseratif kolit)
Hastalarin domografik 6zellikleri ile dokuda bulunan viral yuk miktari

arasindaki iligkiler de incelenmistir. Cinsiyet ile doku CMV DNA kopya sayisi
arasinda anlamli bir iliski bulunmamigtir (p=0,533) (Tablo 2). Yas acgisindan
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bakildiginda doku CMV DNA kopya sayisinin yasla arttigi, ayni yonde anlamli
bir iligki oldugu goértlmustir (r=0,401; p<0,001).

Tablo 2: Cinsiyet ile doku CMV DNA kopya sayisi arasindaki iligki
Doku CMV DNA (kopya/mg)

Cinsiyet Hasta sayisi Medyan Minimum  Maksimum p
Kadin 32 20 0 27.000

0,533
Erkek 49 20 0 160.159

Doku orneklerine benzer sekilde, plazma CMV DNA kopya sayisi ile
cinsiyet arasindaki iligki anlamli bulunmamigtir (p=0,567) (Tablo 3). Bununla
birlikte plazma viral yUku ile yas arasinda ayni yonde istatistiksel olarak anlamli
bir iligski saptanmistir (r=0,591; p<0,001)

Tablo 3: Cinsiyet ile plazma CMV DNA kopya sayisi arasindaki iligki
Plazma CMV DNA (kopya/mL)

Cinsiyet Hasta sayisi Medyan Minimum  Maksimum p
Kadin 19 20 0 1.937

0,567
Erkek 24 49 0 1.578

Dokuda CMV DNA pozitifligi ile plazmada bulunan CMV DNA viral
kopya sayisi arasinda da anlamli bir iliski saptanmistir (r=0,741; p<0,001)
(Tablo 4). Biyopsilerinde CMV DNA saptanan hastalarin plazma CMV DNA

viral yuku daha fazladir.

Tablo 4: Doku CMV DNA pozitifligiyle plazma CMV DNA kopya sayisi
arasindaki iligki
Plazma CMV DNA (kopya/mL)

Hasta . )
Doku CMV DNA Medyan Minimum Maksimum P
sayisl
Pozitif 28 86,5 0 1.937
. <0,001
Negatif 15 0 0 105
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immiinohistokimya incelenmesinde pozitiflik saptanan hastalarda
doku CMV DNA kopya sayisi daha ylksek olup istatistiksel agidan ayni yonde
anlamli iligki saptanmigtir (p<0,001) (Tablo 5). Plazma CMV DNA PZR testi
yapilan 43 hastanin altisinda IHK pozitiftir ve bu hastalarda da plazma CMV
viral yuk miktari daha yuksektir (p=0,006) (Tablo 6).

Tablo 5: immuinohistokimya incelemesi ile doku CMV DNA kopya sayisi
arasindaki iligki
Doku CMV DNA (kopya/mg)

IHK Hasta sayisi Medyan Minimum Maksimum p
Pozitif 8 20 0 160.159

<0,001
Negatif 73 20 0 16.182

(IHK: immunonhistokimya)

Tablo 6: immunohistokimya incelemesi ile plazma CMV DNA kopya sayisi
arasindaki iligki
Plazma CMV DNA (kopya/mL)

IHK Hasta sayisi  Medyan Minimum Maksimum p
Pozitif 6 922 0 1.937

. 0,006
Negatif 37 20 0 578

(IHK: immuUnonhistokimya)

Doku orneklerinin histopatolojik incelemesinde kronik ve kronik aktif
inflamasyon gorulen iki grup arasinda kronik aktif inflamasyon gorulenlerde
doku CMV DNA kopya sayisi daha yuksek olup istatistiksel agidan anlaml
bulunmustur (p=0,040) (Tablo 7).
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Tablo 7: Histopatolojik incelede inflamasyon goértlmesi ile doku CMV DNA
kopya sayisi arasindaki iligki
Doku CMV DNA (kopya/mg)

: _ Hasta . :
Histopatoloji Medyan  Minimum Maksimum p
sayisl

Kronik
_ 5 0 0 20
inflamasyon

. . 0,040
Kronik aktif
. 20 0 160.159
inflamasyon

Hastalarin kolonoskopi yapilma nedenleri incelendiginde, 45’'inde
(%55,6) diyare ve karin agrisi, 33’Unde (%40,7) kanh diyare ve karin agrisi,
3’lUinde ise yalnizca karin agrisi (%3,7) sikayeti oldugu gorialmustar. Diyare ve
kanl diyare sikayeti olanlar karsilastiriidiginda doku CMV DNA kopya sayisi
farkh bulunamamigtir (p=0,336). (Sadece karin agrisi yakinmasi u¢ hastada
oldugundan analize dahil edilmemistir.)

Hastalar, kolonoskopik inceleme skoruna goére hafif siddetli (%6,2;
n=5), orta siddetli (%24,7; n=20) ve siddetli (%69,1; n=56) Ulseratif kolit
aktivitesi olanlar seklinde siniflandiriimistir. Hastalarin gogunda siddetli UK
aktivitesi oldugu gérilmus ancak doku CMV DNA kopya sayisiyla UK aktivitesi
arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir (p=0,261) (Tablo 8).

Tablo 8: Ulseratif kolit aktivitesi ile doku CMV DNA kopya sayisi arasindaki
iligki
Doku CMV DNA (kopya/mg)

UK aktivitesi Hasta sayisi Medyan Minimum Maksimum p
Hafif 5 0 0 20

Orta 20 45 0 145.291 0,261
Siddetli 56 20 0 160.159

(UK: Ulseratif kolit)
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Ulseratif kolit aktivitesi ile plazma CMV DNA kopya sayisi
degerlendirilirken hafif ve orta siddette hastalik aktivitesi olanlar tek grup olarak
ele alinmigtir. Tablo 9'da sunuldugu gibi UK aktivitesi ile plazma CMV DNA

viral kopya sayisi arasinda anlamli bir iligki saptanmamistir (p=0,738).

Tablo 9: Ulseratif kolit aktivitesi ile plazma CMV DNA kopya sayisi arasindaki
iliski
Plazma CMV DNA (kopya/mL)

UK aktivitesi Hasta sayisi Medyan Minimum Maksimum p
Hafif veya orta 9 20 0 136

0,738
Siddetli 34 20 0 1.937

(UK: Ulseratif kolit)

Endoskopik incelemede, tim hastalarda hiperemi ve 6dem gibi
inflamasyon bulgulari tespit edilmistir. Buna ek olarak hastalarin 69’unda
(%85,2) mukozada ulser varligi raporlanmigtir. Bu 69 hastanin 36’sinda
Ulserler vyapisina gore; aftéz, eksudali ve derin karakterli seklinde
siniflandiriimistir. Olser varligi ve Ulser karakteri ile dokudaki viral ylik arasinda

anlamh bir iliski bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 10 ve 11).

Tablo 10: Kolonoskopide ulser varligi ile doku CMV DNA kopya sayisi

arasindaki iligki

Doku CMV DNA (kopya/mg)

Ulser Hasta sayisi Medyan Minimum Maksimum p
Var 69 20 0 160.159

0,810
Yok 12 20 0 27.000
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Tablo 11: Ulser karakteri ile doku CMV DNA kopya sayisi arasindaki iligki
Doku CMV DNA (kopya/mg)

Ulser - .

_ Hasta sayisi Medyan Minimum Maksimum p
karakteri
Aftoz 7 0 0 111
Eksudali 18 35,5 0 1.347 0,192
Derin 11 20 0 24.226

Calismaya dahil edilen tum hastalarda biyopsi ornekleri mukozada
gorilen inflamasyon alanlarindan alinmistir. Hastalarin 64 tanesinin tek
biyopsi 6rnegine, 17’sinin iki biyopsi 6rnegine CMV DNA PZR testi
uygulanmigtir. Bu 17 hastadan 3’Unun biyopsi 6érneklerinde farkli sonuglar elde

edilmis ve Tablo 12'de sunulmustur.

Tablo 12: Birden fazla doku érnegi calisilan ve CMV DNA sonucu farkh
bulunan hastalarin sonuclari
Doku CMV DNA (kopya/mg)

Ornek 1 Ornek 2
Hasta 1 477 20
Hasta 2 16.182 Saptanmadi
Hasta 3 358 2.825

Hastalar daha once gecirilen CMV reaktivasyon oykusu acgisindan
degerlendirilmigtir; 26’'sinda CMV 6ykusu varken, 55’inde CMV reaktivasyonu
olmamistir. CMV reaktivasyon 6ykusu ile doku CMV DNA pozitifligi arasinda
bir iliski bulunmazken; CMV DNA kopya sayisi CMV reaktivasyonu gegirmis
olanlarda istatistiksel agidan anlamli olarak daha yuksek bulunmustur
(p=0,014) (Tablo 13).
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Tablo 13: Sitomegalovirls reaktivasyon dykusu ile doku CMV DNA viral kopya

sayis| arasindaki iligki
Doku CMV DNA (kopya/mg)
CMV oykusu Hasta sayisi Medyan Minimum Maksimum p
Var 26 77,5 0 160.159
Yok 55 20 0 27.000

0,014

Ulseratif kolit i¢in verilen tedavilere bakildiginda hastalarin 43U
mesalazin, 29'u azatioprin ve mesalazin, 3’0 azatioprin, mesalazin ve
infliksimab, 1’i azatioprin, mesalazin ve adalimumab, 2’si mesalazin ve
adalimumab ve 2’si infliksimab tedavisi aldi§1 saptanmistir. immunsupresif ilag
kullanimi ile doku CMV DNA pozitifligi ve viral yuklu arasindaki iligki
degerlendirildiginde steroid tedavisi alanlarda (n=34) anlamh farkhlik
saptanmamigtir. Azatioprin kullaniminin da CMV pozitifligi ve viral yuke
etkisinin olmadig1 saptanmistir. Hem steroid hem azatioprin verilen 17
hastanin da CMV pozitifligi ve viral yuku ile tedavi arasinda anlamh iligki
bulunmamisgtir.

Roblin ve arkadaslari UK hastalarinda CMV koliti tanisinda dokuda
CMV DNA’nin 250 kopya/mg olmasini 6ngoérucu olarak bildirmistir (29). Bu
calisma referans alinarak dokudaki CMV viral yiku 250 kopya/mg’in altinda
olanlar ile 250 kopya/mg ve Ustinde olan hastalarin klinik ve laboratuvar
bulgulari karsilagtiriimigtir (Tablo 14). Dokuda bulunan CMV viral yuk miktari
250 kopya/mg altinda olan hastalar ile 250 kopya/mg ve Ustinde olan
hastalarda plazma CMV DNA pozitifliginin dagiligi bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,001). iHK pozitif tim hastalarin
dokusunda bulunan CMV DNA viral yiki 2250 kopya/mg’dir ve IHK pozitifligi
bu hastalarda anlamli olarak daha yuksektir (p<0,001).
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Tablo 14: Dokuda saptanan 250 kopya/mg degerinin degiskenlerle iligkisi

CMV DNA CMV DNA
<250 kopya/mg =250 kopya/mg p
n (%) n (%)
. Negatif 59 80,8 14 19,2
IHK <0,001
Pozitif 0 0,0 8 100,0
_ ) Kronik 5 100,0 O 0,0
Histopatoloji 0,316
Kronik Aktif 54 71,1 22 28,9
Negatif 17 1
Plazma CMV 0.001
DNA Pozitif 11 14
Sulu Diyare = 33 73,3 12 26,7
Yakinma Kanli Diyare 25 75,8 8 24,2 0,341
Sadece 1 333 2 66,7
karin Agrisi
- Erkek 37 75,5 12 24,5
Cinsiyet 0,504
Kadin 22 68,8 10 31,3
Hafif 5 100,0 0. 0,0
UK Aktivitesi Orta 14 70,0 6 30,0 0,523
Siddetli 40 71,4 16 28,6
i i Almiyor 16 80,0 4 20,0
ImmunsupreS|f 0.407
Tedavi Aliyor 43 70,5 18 29,5
. Yok 44 80,0 11 20,0
CMV Oykusu 0,035
Var 15 57,7 11 42,3
. Yok 8 66,7 4 33,3
Ulser 0,726
Var 51 73,9 18 26,1

(IHK: Immiinohistokimya. UK: Ulseratif kolit)
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SitomegalovirUs koliti tanisinda altin standart kabul edilen yéntem olan
IHK incelemesine gdre plazmada CMV DNA tespitinin duyarlihg %100,
Ozgullugu %48,64, pozitif prediktif degeri (PPD) %24, negatif prediktif degeri
(NPD) %100 olarak bulunmustur. Dokuda CMV DNA tespitinin duyarliligi ise
%100, 6zgullugu %41,9, PPD’si %15,68, NPD’si %90,12 olarak bulunmustur
(Tablo 15)

Tablo 15: Doku ve plazma CMV DNA PZR’nin duyarlilik ve ézgulltkleri

Doku CMV DNA (+) Plazma CMV DNA (+)

Duyarhhk %100 %100
Ozgiilliik %41,9 %48,64
PPD %15,68 %24
NPD %90,12 %100

(PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger)

Plazma ve dokuda maksimum duyarlilik ve 6zgullikle tani koydurucu
esik deger kabul edilebilecek CMV DNA viral yiki ROC analizi ile
belirlenmistir. IHK altin standart kabul edildiginde doku ve plazma igin sirasliyla
>392 kopya/mg ve >578 kopya/ml olarak saptanmistir. Doku icin 392
kopya/mg kriter alindiginda CMV DNA PZR yoénteminin duyarliligi %100,
O0zgullugu %83,56 ve ROC analizi igin egri altinda kalan alan (AUC) 0,943
(%95 GA 0,87 — 0,98) ve p<0,001 olarak belirlenmigtir (Sekil 6). Plazma igin
578 kopya/ml kriter alindiginda plazma CMV DNA PZR yénteminin duyarliligi
%66,67, 6zgulligl %100 seklinde ve ROC analizi icin egri altinda kalan alan
(AUC) 0,842 (%95 GA 0,70 — 0,93) ve p=0,001 olarak bulunmustur (Sekil 7).
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Sekil 6: Doku CMV DNA PZR’nin iHK‘ye gére ROC analizi
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Sekil 7: Plazma CMV DNA PZR’nin iHK'ye gére ROC analizi
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Doku CMV DNA ve plazma CMV DNA ROC egrileri karsilastirildiginda
ise istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,458) (Tablo 16).

Tablo 16: Doku ve plazma ROC analiz sonuglarinin kargilastiriimasi

AUC Youden Esik ROC
n (Std p J d§l" Duyarliik  Ozgiillik karsilastirma
Hata) indeks eger p
0,943
Doku 81 (0,03) <0,001 0,84 >392 100 83,56
0,458
0,842
Kan 43 (0,10) 0,001 0,67 >578 66,67 100
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TARTISMA VE SONUG

Son yillarda gelisen tedavi stratejileriyle kok hicre ve solid organ
alicilari, malignitesi olanlar, iBH ve HIV enfeksiyonu olanlar gerek primer
hastaliklari gerekse uygulanan tedaviler nedeniyle immin sistemleri yetersiz
olarak hayatlarina devam etmektedirler. Primer enfeksiyon sonrasinda latent
kalan CMV, immun yetmezligi olan bu hastalarda reaktive olarak farkli organ
ve dokulari (pnémoni, miyokardit, kolit, hepatit, ensefalit ve retinit gibi)
etkileyebilir (14,17,26,40).

Bagisikligi saglam kisilerde CMV koliti nadirdir (5). Bagisikligin
baskilanmasi CMV koliti i¢in baslica risk faktoradur ve hastalarin klinik seyrini
olumsuz etkiler (10). Bu ¢alismaya dahil edilen 96 6rnegin neredeyse timu
immUnsUpresif hastalara aitti. Hastalarin tanilarina gére en buyik grubu UK
hastalari (n=81) olustururken, sonrasinda nakil hastalari (n=6) ve hematolojik
maligniteli (n=4) hastalar siralanmaktaydi. Tum hasta gruplarinin biyopsi
orneklerinde CMV DNA pozitifliginin %50’nin Gzerinde olmasi, immunsupresif
hastalarda CMV reaktivasyonunun sikligina ve dnemine dikkat cekmektedir.
Bu calismada bazi tani gruplari icin 6érneklem sayisi az olmakla birlikte bu
durum literatirle uyumlu bulunmustur (45—-48). Hastada mevcut durumda CMV
pozitifliginin klinik kargiligi olmasa da hastanin yakin takibi, daha sonraki
donemde olasi end-organ tutulum ve hasarlarinin erken tespiti agisindan
onemli olacaktir.

Sitomegaloviriis koliti, IBH olanlarda klinik tabloyu agirlastirarak
hastaligin seyrini etkileyebilir ve tedavi dogru yonetilemezse hastalarda
kolektomiye sebep olabilir (29). Dolayisiyla ataklarla seyreden bir hastalik olan
UK'de, hastalik atagi ile CMV kolitinin ayrimini yapmak tedavinin planlanmasi
agisindan 6nemlidir (46). Calismamizda biyopsi 6rneginde CMV DNA PZR
testi calisilan hastalarin yiiksek oranda UK tanili olmasi, bu hasta grubunda
endoskopi/kolonoskopi yapilarak mukoza biyopsi 6rneklerinin incelenmesinin

tanisal onemi nedeniyle beklenen bir durumdur.
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Crohn ile kiyaslandiginda UK hastalarinda CMV koliti daha sik gorlir
(1,3,6,8-10). Bu ¢calismada CMV koliti stphesiyle laboratuvarimiza CMV DNA
arastiriimak tizere gelen biyopsi 6neklerinin ikisi Crohn, 51’i ise UK hastalarina
aitti. IBH'de CMV hastahi@inin prevalansi %1,5 ile %4,5 arasinda degismekle
birlikte, UK hastalarinda siddetli kolit ataklari sirasinda %40’a varan bir siklikla
gérillebilir (10). Prevalans oranlarinin genis aralikta degisiyor olmasindan
calismalarda farkli Ozelliklerde hasta gruplarinin secilmis olmasi sorumlu
tutulmustur (43,52). Bununla birlikte, 6zgulliigl yiksek bir ydntem olan IHK'ye
gére ise, CMV sikhg %10 olarak bildirilmistir (43). Calismamizda [HK
incelemesi temel alindiginda bu oran %9,8 olarak saptanmistir ve 6nceki
¢alismalarla uyumlu gérinmektedir.

Bazi ¢alismalar kadin cinsiyette CMV kolitinin daha fazla géraldigunu
bildirmekle birlikte, genel olarak cinsiyetler arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (49,50). Bu calismada da cinsiyet ile CMV koliti arasinda
anlaml bir iligki saptanmamisgtir.

Sitomegaloviris koliti i¢in ileri yas risk faktdorl olarak bildirilmistir
(8,59). Maconi G. ve ark. IBH atagi nedeniyle hastanede yatarak tedavi géren
hastalarda 30 yasindan buylk olmanin CMV enfeksiyonu acgisindan risk
faktori oldugu bildirmistir (52). Calismamizda onceki calismalara benzer
sekilde hastalarin yasi arttikca doku CMV DNA pozitifliginin ve viral kopya
sayisinin arttigi gérulmastur.

Gergcek zamanl PZR ydnteminin gesitli klinik drneklerde (kan, doku,
bronkoalveolar lavaj, beyin omurilik sivisi ve digski)) CMV DNA'y1 yiksek
duyarlilikta ve hizla tespit edebildigi kanitlanmistir (39). CMV koliti tanisi tek
basina endoskopik muayene ile mimkun olmamakta ve farkli tani yontemleri
bir arada kullaniimaktadir (10). Kan ve doku ornekleri viral belirteglerin
arastiriimasi igin kullanilir. Kolon dokusundaki CMV replikasyonundan birkag
gln veya hafta sonra kanda viral nukleik asitler saptanabilir. Dolayisiyla CMV
kolitinde erken doénemde enfeksiyon kolonda sinirli kalabilir ve kanda tespit
edilemeyebilir. Yapilan g¢aligmalarda CMV kolit tanisinda kanda CMV DNA
tespitinin duyarlihgr dokuda CMV DNA tespitine gore daha dusuk bulunmustur
(29,53). PZR yontemiyle dokuda CMV DNA’'nin gdsterilmesi 6nerilmekle
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birlikte, kanda CMV DNA tespiti de CMV Kkolitinde taniya yardimcidir.
Calismamizda doku CMV DNA pozitif olan hastalarin plazma CMV DNA viral
yuku daha yuksek bulundu. Ek olarak doku ve plazma CMV viral yuku arasinda
ayni yonde anlamli bir iligki saptandi (r=0,741; p<0,001). Ancak primer
enfeksiyon disinda, vireminin CMV kolitinde yaygin olmadigi unutulmamalidir
(53). Bizim sonuglarimiza gére plazma CMV DNA tespiti, 6zellikle viral yukin
yuksek olmasi kolonda CMV replikasyonu agisindan yol gosterici olabilir.

Sitomegalovirus koliti tanisinda Avrupa Crohn ve Kolit Organizasyonu
kilavuzlari dokuda PZR ile CMV DNA tespiti veya IHK yéntemini énermektedir
(54). Yapilan bir calismada IHK ve kantitatif PZR yéntemi karsilastiriimis ve
aralarinda yuksek korelasyon saptanmistir (55). Calismamizda da literatlrle
uyumlu olarak IHK pozitifligi ile doku CMV DNA pozitifligi sonuglari istatistiksel
olarak uyumlu bulundu. IHK pozitif olan hastalarin dokudaki CMV viral yiiki,
negatif olanlara gére daha yuksekti. Histopatolojik inceleme ile mukozal
inflamasyon da belirlenmektedir. Histopatoloji sonuclarina baktigimizda kronik
aktif inflamasyon gorilen hastalarda kronik inflamasyon goérulenlere gére hem
doku CMV DNA pozitifligi hem de dokudaki kopya sayisi yuksek saptanmistir.

CMV kolit semptom ve bulgulari genellikle iBH hastaligi ile benzerdir.
Ko J.H. ve ark.’larinin ¢alismasinda CMV kolitine 6zgu tani koydurucu bulgu
olmadigdi goérulmastur. Calismaya gore en sik saptanan bulgular; hematokezya
(%51,0), diyare (%45,1), ates yuksekligi (%15,7), karin agrisi (%15,7), bulanti-
kusma (%5,9), melena (%7,8) seklindedir (7). Bu bulgularin timu herhangi bir
bagirsak hastaligina isaret edebilir. Dolayisiyla herhangi bir gastrointestinal
sistem yakinmasi olan hastalarda ayirici tani arasinda CMV olmalidir.
Calismamizda da en ¢ok basvuru nedeni karin agrisi, diyare ve kanh diyare
olup; onceki ¢galismalara benzer sekilde dokudaki viral kopya sayisi ile klinik
sikayetler arasinda bir iligki saptanmamistir.

Hastalik aktivitesi orta siddetli ve siddetli olan UK hastalarinin %25-
30'unda CMV koliti gelistigini bildiren c¢alismalar mevcuttur (56,57).
Calismamizda doku CMV DNA pozitiflik orani hafif aktiviteli UK olanlarda %40
(2/5), orta aktiviteli UK olanlarda %65 (13/20), siddetli aktiviteli UK olanlarda
%64,3 (36/56) saptandi. IHK pozitifligi ise hafif aktiviteli UK olanlarda
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saptanmazken; orta aktiviteli olanlarin %10 (2/20), siddetli UK olanlarda %10,8
(6/56) olarak bulundu. Kolonda meydana gelen CMV reaktivasyonunun, orta
siddette ve siddetli UK alevlenmelerinde k6t prognoza yol actigi bilinmektedir
(46). Calismamizda UK hastalik aktivitesi ile doku CMV DNA pozitifliginin
degistigi gozlense de, istatistiksel analizde anlamli bir iligki saptanmadi. Bu
sonuca ¢alismamizda hafif aktiviteli Glseratif koliti olan hasta sayisinin az (n=5)
olmasinin neden oldugunu dusunmekteyiz. Daha genis hasta grubuyla
yapilacak galismalarda farkli sonugclar elde edilebilir.

Suzuki ve ark.’nin calismasinda doku CMV DNA negatif ve pozitif olan
UK hastalarinin kolonoskopik bulgulari karsilastiriimis ve frajil mukoza, genis
mukozal defekt, zimba deligi Glser ve longitudinal Glser CMV pozitif olan grupta
anlamli olarak daha yuksek bulunmustur (34). Calismamizda kolonoskopik
degerlendirmede ulser gorulen 69 hastanin 43’Unde (%62,3) doku CMV DNA
pozitif, 21’inde (%30,4) plazma CMV DNA pozitif, 7’sinde (%10,1) IHK pozitifti.
Ulser ile doku CMV DNA pozitifligi arasinda anlamli bir iliski bulunmadi.
Calismamizda 36 hastanin Ulseri aftdz, eksudali ve derin olarak belirtiimisti.
Ulser dzelligi ile dokuda CMV DNA miktari da iligkili bulunmadi. istatiksel
analize dahil edilen hastalarin %851’inde llser mevcut olup, hepsi aktif UK
hastasiydi. Remisyondaki hastalarin da dahil edildigi caligmalarda ulser
anlamli bir bulgu olabilir. Caligmamizda tum o6rnekler inflamasyonlu mukoza
alanlarindan alinmistir. Yapilan c¢alismalarda ulser tabani ve kenarindan
alinan biyopsilerin PZR ve iHK analizi i¢in daha duyarl oldugu bulunmustur
(58).

immiinsiipresyonun CMV reaktivasyonu igin kolaylastirici bir faktor
oldugu bilinmektedir (14). Orta ve siddetli UK olan erigkin hastalarda, CMV
koliti 6zellikle steroide yanit vermeyen hastalarda gozlenir. Ancak bu kigilerde
CMV’'nin  mi hastah@ siddetlendirdigi yoksa UK kaynakh siddetli
enflamasyonun mu CMV reaktivasyonuna neden oldugu net olarak
bilinmemektedir (30,46). UK'de kortikosteroid tedavisi, azatiopirin ve
siklosporin A ‘nin CMV kolit ile iligkili oldugu gdsterilmistir. Aksine, infliksimab
veya adalimumab gibi TNF-a'ya karsi monoklonal antikorlar, CMV

reaktivasyonu riskini artirmamaktadir. Mesalazin ise CMV reaktivasyonu igin
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dUsuk riskli olarak tanimlanmistir (57,59). Calismamizda ise hastalarin 34’Une
(%42) steroid tedavisi uygulanmistir. Ancak uygulanan tedavi ajanlari ile doku
CMV DNA pozitifligi arasinda anlamli iligki bulunamamistir. Calismaya alinan
hastalarin gogunlukla aktif UK sikayetleri olan ve tedavi alan hastalar olmasi
ve bu duruma neden olmus olabilir.

Calismamizda daha 6ncesinde CMV reaktivasyonu olan hastalarin
doku orneklerinde daha yuUksek viral yuk tespit edilmigtir. CMV enfeksiyonunun
kendisinin de immin sistemi baskiladigi bilinmektedir (57). Immin sistemi
baskilanmis hastalarda artan CMV enfeksiyonu riskinin olmasi ve CMV’nin
immun sistemi baskilayici etkisinin viral replikasyonu arttirmasi olasidir.

Sitomegalovirisin gastrointestinal hastaliginin  tanisi  CMV'’ye
atfedilebilir semptom ve bulgularin varhdiyla birlikte dokuda CMV
enfeksiyonun gosterilmis olmasidir (45). CMV koliti tanisinda kullanilacak
yontem ve esik degerlere dair henlz bir konsensis olusmamistir. Serumda
CMV IgG varligi CMV’ye maruziyet acisindan yol gosterir; IgM ise primer
enfeksiyonlar disinda tani igin dnerilmez. Periferik kanda pp65 antijenemi testi
aktif hastalia isaret etmesi ve semi kantitatif olmasi bakimindan yararhdir.
Ancak l6kopenik hastalarda yanlis negatif sonuglar olabilir. Histopatolojik
yontemlerden doku Orneklerinde HE boyasi ile CMV’ye ait viral inklizyon
cisimlerinin gosterilmesi tani koydurucudur ve siklikla kullanilir. (10). Fakat bu
inklizyonlar her zaman tipik veya belirgin olmayabilir ve duyarhligi olduk¢a
dusuktlr. Tam tani yéntemleri icinde dnceden beri en gecerli kabul edilen
yontem dokuda iHK inceleme ile CMV varliginin gdsteriimesidir. iHK
yonteminin HE boyasina gore duyarlihdl daha yuksektir. (55). Ancak her iki
yontem de subijektiftir ve degerlendirmek igin tecribe gerektirir. Tanida
teknolojik gelismelerle birlikte baglayan PZR yéntemi uzun yillardan beri CMV
enfeksiyonu tanisinda kullaniimaktadir. Kanda ve/veya dokuda CMV DNA
tespiti CMV kolit tanisinda onerilir (37). Fakat hastalik kolonda sinirli kalabilir
veya virusin kana gegcisi hastaligin ilerleyen donemlerinde gergeklesebilir
(62).

Polimeraz zincir reaksiyonu yontemlerinin duyarlihgi ve 6zgulligune

yonelik calismalar yapilmistir. PZR yontemi IHK'den daha duyarlidir,
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degerlendiren kisiden bagimsiz olmasiyla da 6ne ¢ikmaktadir (3,11,60). Ancak
kolit tanisinda belli bir esik degerin olmamasi ve dokuda latent halde bulunan
CMV DNA'yi tespit etmesiyle yanls pozitif sonuclara neden olabilmesi
yontemin kisithh@idir (53). Roblin ve ark.’larinin UK hastalarinda yaptigi bir
calismada ise U¢ farkli UK ilacina ve steroide direncli hastalarin doku CMV
DNA miktari 250 kopya/mg olarak belirlenmis ve CMV DNA miktari 250
kopya/mg ve Uzerinde olan hastalara gansiklovir tedavisi verilmistir. Tedavi
alan 12 hastadan 4’0 kolektomiye giderken 8’inde iyilesme gdézlenmistir.
Bdylece CMV kolit tanisi igin 250 kopya/mg deg@erinin duyarlihgi %100,
0zgulligl %66 olarak saptanmistir (29). Tezimizde bu c¢alisma referans
alinarak doku CMV DNA miktari 250 kopya/mg alti ve Uzeri olan hastalar
karsilagtirildi. IHK pozitifligi, plazma CMV DNA pozitifligi ve CMV reaktivasyon
OykUsu olan hasta orani 250 kopya/mg ve Uzeri olan hastalarda anlamli olarak
yuksek bulundu.

Literatirde 2016’da yayinlanan bir meta-analizde doku CMV DNA
PZR ydnteminin duyarlilik ve 6zgulligundn sirasiyla %65 — 100 ve %40 — 100
arasinda, plazma CMV DNA PZR yénteminin duyarlihk ve 6zgulliginin ise
sirasiyla %65 — 100 ve %40 — 94 arasinda oldugu bildirilmistir (1). Turkiye’'de
yapilan bir calismada doku CMV DNA PZR yonteminin duyarlihdi ve 6zgulligu
sirasiyla %33 ve %89,7 olarak bulunmustur (44). Yine ulkemizden bir
calismada IHK ile karsilastirildiginda plazma CMV DNA PZR ydnteminin
duyarliigi ve 6zgulligu ise sirasiyla %66,7 ve %93,5 olarak bildirilmistir (64).
Bagka bir calismada ise doku CMV DNA PZR ydnteminin duyarhligi ve
O0zgullugu %78,9 ve %74,3 olarak saptanmistir (43). Calismamizda doku ve
plazma CMV DNA PZR ydnteminin duyarliigi ve 6zgullugu literatire benzer
olarak sirasiyla %100 ve %41,9; %100 ve %48,6 olarak bulundu.

Calismamizda IHK altin standart yéntem kabul edilerek ROC analizi
yapildi. Doku ve plazma PZR testinde duyarhlik ve 6zgullugun sirasiyla 578
kopya/ml ve 392 kopya/mg ve Uzeri degerlerde ylksek oldugu bulunmustur.
Doku i¢in 392 kopya/mg sinir deger alindiginda duyarlihk ve 6zgullik sirasiyla
%100 ve %83,56 olarak hesaplanmigtir. Plazma igin ise 578 kopya/ml sinir

deger olarak alindiginda duyarhlik ve 6zgullik sirasiyla %66,67 ve %100
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olarak saptamistir. Doku ve kan ROC analizleri arasinda ise anlamli bir farkhlik
bulunmamistir. Bu sonuca goére kolonoskopi yapilamayan hastalarda kan CMV
DNA sonucu tanida doku CMV DNA sonucu kadar faydalidir.

CMV kolitinde bagirsak mukozasinda yama tarzinda tutulum alanlari
go6rilmektedir. McCurdy ve ark.’lari birden fazla biyopsi 6rneginde CMV DNA
arastinimasinin duyarhligi arttirdigini bildirmistir (41). Bu calismada diger
hastalardan farkl olarak 17 hastada iki ayri doku 6rnegi degerlendirildi. Bu ¢
hastada caligilan iki 6rnegin PZR sonucu farkli bulundu (bir hastada
orneklerden biri CMV DNA negatif digeri pozitifken, iki hastada érneklerdeki
viral kopya sayilari birbirinden farkh bulundu). Bu sonug¢ birden fazla doku
ornegdi ¢alisiimasinin duyarhligi arttirabilecegine isaret etmektedir.

CMV DNA testlerinde henuz bir uluslararasi standardizasyon
bulunmamaktadir. Dolayisiyla kullanilan tani kitlerinin kantitasyon degerleri bu
durum dikkate alinarak degerlendiriimelidir. Ozellikle doku érneklerinde CMV
DNA kantitasyonu igin standart bir algoritma bulunmamaktadir. Ayrica CMV
koilitinde yama tarzinda mukozal tutulum oldugu unutulmamali, dolayisiyla
dokuda CMV DNA PZR sonucuna goére kesin bir tanisal esik deger almak
yerine, klinik ve laboratuvar bulgularinin birlikte degerlendirildigi bir yaklasim
daha uygun olacaktir.

Bu calismada doku ve kan orneklerinde CMV DNA PZR testinin
yuksek duyarhlik ve dusik 6zgullukte oldugu gorulmustur. Dokuda CMV DNA

kantitasyonu i¢in standardize yontemlere ihtiya¢ duyuldugu unutulmamalidir.
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\NIN ACIK ADI [Bagirsik Biyopsi Orneklerinde CMV DNA Pozitifliginin Tamisal Degerinin

"A o

| yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelendi.

| gerektiginin sorumlu aragtiricilara iletilmesine toplantiya katilan etik kurul liye tam sayisinin salt gogunlugu ile karar

ITESI TIP FAKULTES] KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

Retrospektif Olarak Arastirilmasi

Yukarida basvuru bilgileri verilen aragtirma bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler arastirmanin gerekge, amag,

1-Aragtirmanin bagvurusu dosyasinda belirtilen merkezde gergeklestirilmesinin uygun olduguna,
2-Aragtirmanin baslama tarihinin bildirilmesi ve arastirma tamamlandiginda zet bir sonug raporunun hazirlanarak
kurulumuza iletilmesine,

3-Arastirmaprotokoliinde ve bagvuru formunda yapilacak tiim degisiklikler igin Etik Kuruldan izin alinmasi

‘verilmistir.

B ilag ve Biyolojik Urtinlerin Klinik Arastirmalart Yénetmelik, lyi Klinik Uygulamalar Kilavuzu
ANUADI SOYADI | Prof.Dr,Mustafa HACIMUSTAFAOGLL
7GRN =

tmza
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