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OZET

Aseptik menenijitte, klinik ve laboratuvar bulgulari meningeal
inflamasyonu gbstermesine ragmen rutin inceleme ve kdltlrlerle etken
saptanamamaktadir ve en sik gérilen etken enterovirus (EV)lardir. Son yillarda
aseptik menenijit etkenleri arasinda, yaygin olarak tim dinyada ¢ocuklarda
tanimlanmaya bagslanan Picornaviridae ailesinden bir virus olan human
parechovirus (HPeV) da bulunmaktadir. Mersin ilinde, su ana kadar HPeV ve
EV enfeksiyonunun varhidi yéninden herhangi bir calisma yapilmamigtir.
Galismamizda, aseptik menejit sUphesiyle laboratuvarimiza génderilen beyin
omurilik sivisi (BOS) o6rneklerinde HPeV ve EV varliginin arastiriimasi
amagclanmistir. Gram boyama ile incelenmesi sonucunda mikroorganizma
gbérulmeyen ve bakteriyolojik kiltiriinde Greme olmayan, I6kosit sayisi ortalama
90/mm? olan toplam 50 BOS érnegi calismaya dahil edildi. HPeV ve EV varlig
“real time” revers transkriptaz (RT)-PCR yéntemi ile arastinildi. Orneklerin
hicbirinde RT-PCR sonrasi HPeV pozitifligine rastlanmazken &érneklerin doért
tanesinde (%8, 4/50) EV saptandi. EV saptanan hastalarin yas araligi 6-16
oldugu, orneklerden birinin Eylal 2013’te Ugunin ise 2014 Agustos-Eylll
aylarinda alindigi belirlendi. Sonug¢ olarak, EV enfeksiyonunun ilimizde
cocuklarda oldukga yaygin bulundugu saptandi. Enteroviral
meningoensefalitlerin erken tanisi, ampirik antimikrobiyal tedavi periyodunu
azaltarak hasta yoénetimini degistirecek ve hastanede uzun yatis sdresinin
azaltiimasina olanak saglayacaktir. Daha ileri ¢calismalarda etyolojide rol alan
EV alt tiplerinin belirlenebilmesine ve daha iyi izlenmesine ydnelik molekller
epidemiyolojik ydontemlerin kullaniimasi faydali olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Aseptik menenijit, Enterovirus, Human Parechovirus,

Merkezi sinir sistemi enfeksiyonu, RT-PCR



INVESTIGATION OF HUMAN PARECHOVIRUS AND ENTEROVIRUSES IN
CSF EXAMPLE OF THE PATIENT WITH ASEPTIC MENINGITIS

ABSTRACT

Despite the clinical and laboratory semptoms show the meningeal
inflammation at aseptic meningitis, causative agent can not be detected by
routine examination and culture and the most common agent is enteroviruses.
In recent years, human parechovirus, that has began to identify commonly in
children all over the world, is also cause of aseptic meningitis. In Mersin, there
is not any work up to now respect to the presence of HPeV and EV infections.
In our study, we aimed to investigate the presence of HPeV and EV in
cerebrospinal fluid (CSF) samples sent to our laboratory with suspected aseptic
meningitis, Total 50 of CSF samples were included in the study which’s
examination with Gram stain and reproduction in bacteriological cultures were
negatif and the average number of leukocytes 90/mm?®. HPeV and EV presence
was investigated by "real time" reverse transcriptase (RT) -PCR method. In any
of the samples, HPeV was not observed, but four (8%, 4/50) of the examples
were detected as EV positive by RT-PCR. EV is determined by the 6-16 age
range of patients, whereas one of samples was determined to be in September
2013 and three of were in August-September. Consequently, EV infection is
highly prevalent among young children in our region. Early diagnosis of
enteroviral meningoencephalitis could alter management, potentially reducing
the period of treatment with empirical antimicrobials and permitting earlier
discharge. Further studies, using molecular epidemiological methods would be
beneficial to subtype all EVs involved in the etiology and warranted to better

monitor these infections.

Keywords: Aseptic meningitis, Enterovirus, Human Parechovirus, Central

nervous system infections, RT-PCR



GiRiS VE AMAC

Aseptik menenijit, klinik ve laboratuvar bulgulari meningeal inflamasyonu
gbstermesine ragmen rutin inceleme ve Kkdiltirlerle etkenin saptanamadigi
durum olarak bildirilmektedir'. Viruslar, aseptik menenjitin en sik rastlanilan
nedenidir. Etken olarak en sik enterovirus (EV)lar bildiriimekle birlikte, herpes
grubu viruslar, respiratuar viruslar, arboviruslar, kabakulak virusu, HIV ve yeni
tanimlanan bir virus olan insan Parechovirus (HPeV)un da etyolojide rol
alabilecegi belirtiimektedir® 2.

Saghkli, asemptomatik bebeklerin gaita érneklerinde HPeV saptanmasi
ve toplumdaki bebek ve ¢ocuklarda ylksek seroprevalans oranlari enfeksiyonun
cogunun subklinik gecirildigini desteklemektedir. HPeV enfeksiyonlarinda klinik,
hafif solunum ve gastrointestinal sistem hastaligindan menenijit ve sepsis gibi
daha ciddi hastaliklara kadar olduk¢a genis bir spekirumda goérilmektedir.
Onceki yillarda, sadece HPeV tip 1 ve 2 tanimlanmisken bu virusun Klinik
6neminin az oldugu dustunulmustir. Ancak HPeV tip 3'Un kesfiyle bu bakis
degismistir. HPeV1 ve HPeV3 ile enfekte c¢ocuklarin klinik verileri
kiyaslandiginda, tip 3’0n artan klinik 6nemi goésterilmistir. HPeV1 enfeksiyonlar
hafif semptomlara neden olurken HPeV3 agirlikli olarak neonatal sepis ve MSS
hastaliklarnyla iligkili bulunmustur®.

Mersin ilinde, su ana kadar aseptik menenijit olgularinda HPeV ve EV
enfeksiyonlarinin varhdr yéninden herhangi bir galisma yapiimamistir. Bu
calismada, aseptik menejit siphesiyle hastalardan alinan BOS 6&rneklerinde

HPeV ve EV varliginin RT-PCR ydntemiyle arastiriimasi amaglanmigtir.



GENEL BILGILER

Menenjit Tanimi

Menenijit, beyin ve spinal kordu saran meninkslerin inflamasyonu ile
karakterize bir durumdur. Malignite metastazi, bazi belli ilaglar ya da sarkoidoz
gibi nedenlerle meydana gelebilmekle birlikte menenijitte genellikle enfeksiy6z
etkenler neden olmaktadir. En sik viruslar olmak Uzere bakteri, mantar ve

parazitler etken olarak kargimiza glkmaktad|r5.

Aseptik Menenjit Tanimi

Aseptik menenijit, klinik ve laboratuvar bulgular meningeal inflamasyonu
gOstermesine ragmen rutin inceleme ve Kkdaltirlerle etkenin saptanamadigi
durum olarak bildiriimektedir’. Beyin parankim tutulumu (ensefalit) ya da spinal
kord tutulumu (myelit) g6rilmez. Meningoensefalit, ensefalomyelit gibi
sendromlar ve bakteriyel menenijite gére daha benign bir klinige sahiptir®. Beyin
omurilik sivisinda (BOS) lenfosit hakimiyeti vardir. BOS proteini hafif ylksek,

BOS glukozu normal ya da hafif azalmistir’.

Aseptik Menenijit Etyoloji ve Epidemiyolojisi

Viruslar aseptik menenjitin  en sik nedenidir. Rutin  ydntemlerle
belirlenemeyen tlberkiloz, mikoplazma, leptospira ve Lyme hastalgi aseptik
menenjit tablosu olusturabilir®. Altta yatan konnektif doku hastaliklari veya
malign hastaliklar ve ilag reaksiyonlari da aseptik menenijite yol acar’. iiging
olarak Uriner sistem enfeksiyonuna bagl sepsisi olan yenidodanlarda sepsis
nedeni arastirilirken yapilan lumbar ponksiyon sonucu hastalarin %11,9’'unda
pleositoz ve aseptik menenijit saptandigi beilrtiimistir®. Enfeksiyéz olmayan
nedenlere bagll aseptik menejit nedenlerinden ila¢ nedenli aseptik menenijit
cocuklardan ziyade erigskinlerde daha sik gOrldlmektedir. Amoksisilin,
trimethoprim—sulfamethoxazole ve ibuprofen gibi cocuklarda da sik kullanilan
ilaclarin bu potansiyel komplikasyonu her zaman akilda bulundurulmahdir™® ™"
12 Aseptik menenijitli hastalarda ayrintili bir arastirma yapildiginda %70’e varan
oranda viral etkenler saptanmaktadir’. Aseptik menenijit, meningoensefalit ve
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ensefalomyelitte benzer klinik tablolar olusmaktadir ve her hastada her etken

mutlaka distnilmelidir®. Tablo 1'de aseptik menenijit etyolojisinde rol alan

etkenler ayrintili bir sekilde gdsterilmistir.

Tablo 1. Aseptik menenijitin etyolojisi.

ENFEKSiIYOZ NEDENLER ENFEKSIYON DISI NEDENLER
1.VIRUSLAR 1.AS| VE ENFEKSIYON SONRASI
Enteroviruslar Rubella
Poliovirus Rubeola
Koksakivirus Varisella
Ekovirus Kuduz asisi

Herpes grubu viruslar

Bogmaca asisi

Herpes simpleks virus tip1-2

influenza asisi

Varisella zoster virus

2iLACLAR

Sitomegalovirus

Non steroid anti inflamatuar ilaglar

Ebstein-Barr virus

Trimetoprim-sulfametoksazol, amoksisilin

Human herpesvirus 6 Azathioprin
Respiratuar viruslar IV immunglobdilin
Adenovirus izoniazid

influenza tip A-B intratekal metotreksat
Arboviruslar Allopurinol

Kabakulak virusi Karbamazepin

HIV Silfasalazin

2.BAKTERILER

3.SISTEMIK HASTALIKLAR

Yetersiz tedavi edilmis bakteriyel enf.

Kollajen vaskiler hastaliklar

Endokardit

e Sistemik lupus eritematozis

Mycoplasma pneumoniae

e Wegener granulomatozis

M. tuberculosis

MSS vaskadiliti

Brucella

Romatoid artrit

T. pallidum

e Kawazaki hastaligi

3.MANTARLAR

Sarkoidoz

C. neoformans

Behcet hastaligi

H. capsulatum

Transplantasyon sonrasi lenfoproliferatif hastalik

Coccidiodes immitis

4.NEOPLASTIK HASTALIKLAR

Blastomyces dermatitides

Losemi

Candida

Beyin timorine sekonder karsinomatdéz menenijit

4.PARAZITLER

5.KOMSU YAPILARDA ENFLAMASYON

Toksoplazma gondii Beyin absesi

Trichinosis Epidural abse

Naeglaria 6.DIGERLERI

Bartonella henselae Migren

5.RIKETSIA Uriner sistem enfeksiyonu
Kayalik daglar benekli atesi Araknoidit

Tifus




Aseptik menenjitin en sik viral nedeni EV’lardir ve %80-95 oraninda

" EVlarin 50'den fazla serotipi meneniit ile baglantil

gbrillmektedir'™
bulunmustur. lliman iklimlerde en ylksek insidans yaz sonu ve sonbahar
aylarinda gorulur. Tropikal ve subtropikal iklimlerde ise tim yil ylksek insidansa
sahiptir15. Kabakulak, bir diger énemli menenjit nedenidir. Herpes virus tip 1
(herpes labialis) ve tip 2 (genital herpes) c¢ocuklar, 6zellikle bebeklerde
menenijite neden olabilir. Varisella zoster virusu (VZV) da 6zellikle bagigikhgi
baskilanmis olanlarda menenjite neden olabilir. HIV de aseptik menenjite yol
acabilir. Picornaviridae ailesinin bir {yesi olan Insan Parechovirus (HPeV)'lar,
Ozellikle tip 3 son yillarda yenidoganlarda en sik karsilagilan aseptik menenijit
etkenleri arasindadir®.

Hastalik her yasta ortaya ¢ikar ancak en sik kiguk gocuklarda gorulir.
Higbir irksal farklilik bilinmemektedir. Erkeklerde 3 kat daha sik gériilmektedir®.
Finlandiya 'da yapilan genis kapsamli bir kohort ¢calismada vyillik insidansin bir
yas alti cocuklarda 100.000'de 219, 14 yas alti ¢ocuklardaki insidansin da
100.000'de 27,8 bulunmustur'®. Daha dar kapsamli bir retrospektif calismada
16 yas ve Uzerinde, aseptik menenijit insidansi 100.000'de 7,6 olarak bulundugu

belirtilmistir'’.

Viral Aseptik Menenjit Fizyopatolojisi ve Patogenezi

Viruslar merkezi sinir sistemine ¢ok cesitli mekanizmalarla girebilirler.
EV’lar gibi bircok virus, merkezi sinir sistemi diginda replike olup, hematojen yol
ile yayilir. Bazi viruslar; enfekte I6kositlerin icinde taginarak (kabakulak, kizamik
ve herpesvirus gibi) ya da direkt kan-beyin bariyerini gecerek vaskuler endotel
hicrelerini enfekte etmektedir. Poliovirus ve HSV, sirasiyla periferik ve kraniyal
sinirler yoluyla yayilmaktadir. Viruslar, néral dokulardan néron ve glial hiicrelere
dogrudan ya da enfekte I6kositler yoluyla yayilabilir. Merkezi sinir sisteminde
BOS ile subaraknoid boglukta yayilan viruslar, menenjitle sonuglanan
enflamatuvar yanita neden olur'®.

Enfeksiyon gelistigi zaman, Ozellikle virusu hedef alan lenfositlerin
cogunlukta oldugu enflamatuvar hlcreler MSS'de birikir. Plazma hticrelerinden
lokal immunglobulinlerin Gretimine interlékin (IL)-18, IL-6, tGmo&r nekroz faktor-a
(TNF-a) gibi inflamatuvar sitokinlerin salinimi eglik eder. Enflamatuvar yanit,
kan-beyin bariyerinde gecirgenlik artisina neden olur, bdylece dolagimdaki
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immunglobulinlerin girisi kolaylasir. Viruslar, immun tolerans yoluyla ya da
immun yanittan kagarak kurtulabilir. T lenfosit cevabi, sitomegalovirus (CMV) ve
VZV gibi bazi viruslara kargi immun yanitta énemli bir rol oynar. Hucresel
immdanitesi bozulmus hastalarda bu viruslara bagli kronik menenijit sikligr ve

morbiditesinde artis gdsterilmistir'®.

Picornaviridae Ailesi icerisindeki Aseptik Menenijit Etkenleri

Picornaviridae ailesi gunimuzde, tanimlanmig 12 genus igermektedir:
Enterovirus, Parechovirus, Hepatovirus, Kobuvirus, Aphthovirus, Erbovirus,
Teschovirus, Cardiovirus, Tremovirus, Sapelovirus, Avihepatovirus ve

Senecavirus® 1°,

Enteroviruslar

EV’lar, Picornaviridae ailesinin Uyesidir ve diger picornaviruslardan
(rhinovirus gibi) disik pH’da stabil kalmalariyla ayrilirlar. Tom EV’lar, yaklasik
olarak 27 nm buyukligunde, zarfsiz ikosahedral yapidadir. Kapsid yapisi, her
biri dort proteinden olusan (V1-V4) 60 sublniteden meydana gelir. Yaklasik 7,5
kb blyUkliginde lineer, tek iplikli RNA genomu kapsid tarafindan sariimistir.
Tek bir poliprotein olan translasyon Grina, viral proteazlar tarafindan yapisal
proteinler (V1-V4), RNA polimeraz, proteazlar ve diger yapisal olmayan
proteinlere bdlintr®. Eter ve alkole direncli olmakla birlikte pH 3’'ten 10’a kadar
genis bir aralikta enfeksiyon olusturabilir. 50°C’nin (zerinde inaktive olur iken
molar magnezyum Kklorid, daha yiksek sicakliklarda labiliteyi azaltir. EV’lar
konak dagilimina ve patojenik potansiyeline gbére 5 altgruba aynilir: polioviruslar,
grup A koksakiviruslar, grup B koksakiviruslar, ekoviruslar ve daha yeni EV’lar.
Her bir alt genus, spesifik antiserumlarla nétralize edilerek ayirt edilen 6zgin
serotipler icerir. Geleneksel yéntemlerle baslangicta 72 serotip tanimlanmistir:
Poliovirus serotip 1-3, grup A koksakivirus serotip 1-22, 24, grup B koksakivirus
serotip 1-6, ekovirus serotip1-9, 11-21, 24-27, 29-33 ve EV serotip 68-71 (Tablo
2). Bunlardan 65 serotipin insanlarda hastalik yaptigi bilinmektedir. Molekdler
ybntemlerle yeni birgok EV serotipi tanimlanmig olup bu sayr 100°G asmistir.
Yeni bir siniflamada VP1 kapsid proteininin kodlandigi bdlge icinde yer alan
RNA homolojisine gére polio disi EV’lar A’dan D’ye kadar ddérde ayriimigtir
(Tablo 3)2'.
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Tablo 2. EV’larin geleneksel siniflandiriimasi.

Serotip numarasi

Poliovirus 1-3
Grup A koksakiviruslar 1-24
Grup B koksakiviruslar 1-6
Ekoviruslar 1-34
Yeni EV'’lar 68-72

Tablo 3. EV’larin RNA homolojisine gére siniflandiriimasi.

EV sinifi Serotipler
A KAV2-KAVS8, KAV10, KAV12, KAV14, KAV16, EV71, EV76, EV89, EVI1
B KAV9, KBV1-KBVS6, E1-E7, E9, E11- E21, E24- E27, E29-E33, EV69, EV73-EV75,
EV77-EV88, EV100, EV101
C KAV1, KAV11, KAV13, KAV15, KAV17, KAV18-KAV22, KAV24, PV1-PV3
EV68, EV70

KAV: Grup A koksakivirus, KBV: Grup B koksakivirus, EV: Enterovirus, E: Ekovirus,
PV:Poliovirus

EV enfeksiyonlari iliman iklimlerde yil boyunca goértlmekle birlikte yaz ve
sonbaharda daha siklikla olusmaktadir?®. Etyolojinin belirlendigi aseptik
menenjit olgularinin %80-95'inden polio disi EV’lar sorumlu tutulmaktadir® 3.
Bunlar arasinda en sik rastlanilan tiplerin de KBV2, B5; ekovirus tip 4, 6, 9, 11,
16, 30 ve EV tip 70, 71 oldugu ifade edilmektedir®. immiin yetmezlik (6zellikle
konjenital veya kazanilmig humoral immunite) ve yas enteroviral menenijit igin
risk faktéridir. Yeni dogan ve kiglk cocuklar toplumdaki en duyarli grup
olmalari nedeniyle enteroviral menenijitten ¢ogunlukla etkilenmektedir. Glney
Gallerin  kuzeyinde yenidogan ve  kuguk cocuklarda enteroviral
meningoensefalit epidemiyolojisinin aragstirildigi retrospektif bir c¢alismada
olgularin %42’sini yenidogan ve 3 aylktan kigUk c¢ocuklarin olusturdugu
saptanmistir®. EV’lar eriskinlerde de en yaygin aseptik menenjit nedenidir.
Artan yasla birlikte gériilme orani azalmaktadir® %,

EV’lar fekal oral yol ile bulasir ve gaita ile direkt temas genellikle bez
degistirme ile meydana gelmektedir. indirekt gecis ise kot sanitasyon kosullari
nedeniyle kontamine su, yiyecek ve fomitlerle meydana gelmektedir?>.

ABD’de 2002-2011 yillari arasinda yapilan genis ¢aph bir caligmada viral

menenjitl hastalarda EV’larin orani %75,1 bulunmustur®®. Giiney Kore'de

12



yapilan 13 yillik bir calismada (1999-2011) 14657 &rnek calisiimis olup bu
orneklerin %32,5'u EV olarak saptanmigtir. Salginlarin mevsimsel oldugu tespit
edilmis ve EV 71, ekovirus 30, koksakivirus B5, EV 6 ve koksakivirus B2 en sik
karsilasilan serotipler olarak raporlanmistir. Aseptik menejitli hastalarda en sik
ekovirus 30, EV 6 ve koksakivirus B5 ile karsilagilirken el-ayak-agiz
hastaliginda en sik koksaki A16, norolojik komplikasyonlarin eslik ettigi el-ayak-
agiz hastaliginda ise en sik EV 71 tespit edildigi bildiriimistir?’. Kuzey Tayvan'da
2011’de gordlen koksakivirus A9 salgininda aseptik menenjit vakalar
saptanmistir®®. 2014’'de Los Angelesta®, Cin'de 2009°'da koksakivirus B5%,
2012'de Guangdong'da (Cin)®', italya’da® ekovirus 30’a bagl aseptik menenijit
salginlarl bildirilmistir. ispanya’da en sik izole edilen sus ekovirus 4, ikinci
siklikta ekovirus 30 ve sirasiyla ekovirus 9 ve 6 olarak raporlanmistir®.
Yunanistan’dan 2011’de yenidoganlarda ekovirus 6 salgini®* saptanmis olup
bunun gibi diinya Gzerinde ¢ok cesitli Ulke ve bdélgelerden EV’lara bagl aseptik
menenjit salginlar bildirilmektedir.

Ulkemizde de diinya genelinde oldugu gibi EV’lara bagli aseptik menenijit
vaka ve salginlari diger viruslara kiyasla en sik gérillen etkendir. Ozkaya ve
ark.®® 1999 Haziran - Eylil aylarinda Ankara ve Antalya’da bir aseptik menenijit
salgini bildirmiglerdir. 86 hastanin BOS ve/veya gaita kaltGri yapilmis ve 30
hastada (%44) ekovirus 30 saptanmistir. Giiney ve ark.*® 'nin 1999-2002'de
yaptiklari calismada 68 aseptik menenijit sipheli hastanin BOS’'u; Hela, Hep-2
ve RD hicre kultiri ve RT-PCR yoéntemi ile EV agisindan arastiriimistir.
Kaltorde Ureyenlerden 30 tanesi ekovirus 30 ve 5 tanesi koksakivirus B olarak
tanimlanirken RT-PCR ile 43 &rnekte pozitiflik saptanmistir. Sensoy ve ark.*’
tarafindan yapilan calismada Mayis 1999 - Aralik 2004 tarihleri arasinda
kliniklerinde takip ettikleri 612 aseptik menenjitli hastanin %17’sinde EV
saptanmigtir. En sik izole edilen tip ekovirus 30 (%36,5) iken sirasiyla
koksakivirus B (%16,3), ekovirus 6 (%10,6), ekovirus 11 (%5.8) ve ekovirus 13
(%3,8) tespit edilmistir. Akdeniz Universitesi Tip Fakdiltesi'den 2002 yilinda 23
vakanin oldugu bir aseptik menenijit salgini bildirilmistir®®. Bu hastalarin 19’'unun
BOS ve/veya gaita o6rneklerinden ekovirus 30 izole edilirken 4 hastanin
kiiltirinde Greme olmamistir. Onlen ve ark.*® 2005 yazinda (lkemizin
guneyinde 688 hastanin dahil oldugu bir aseptik menenijit salgini bildirmiglerdir.
Klinik olarak stphelenilen hastalarin, nonviral nedenlerin ekarte edildigi, I6kosit
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sayisi artmig ve bakteriyel kuilttrlerinde Gdreme olmayan BOS 6rnekleri
toplanmistir. Hatay ilindeki uzman ve pratisyen hekimler tarafindan bu érnekler,
referans hastane olan Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi'ne génderilmis
ve burada uygun kosullarda biriktirilerek Turkiye Halk Saglhgi Kurumu Viroloji
Bolumi’'ne  transfer  edilmistir.  Konvansiyonel  hicre  kdltird  ve
mikronétralizasyon ydntemleriyle calisilabilen BOS &rneklerinin - %9’unda

ekovirus tip 4 saptanmisgtir.

Human Parechoviruslar

Picornaviridae ailesi icindeki Parechovirus genusu, 2 tir icermektedir:
bunlar; HPeV ve Ljungan virus (LV)'tur. LV ilk defa isvicre’de tarla farelerinden
izole edilmistir. LV’nin fiziksel ve molekller 6zellikleri yeni bir parechovirus
oldugunu ancak HPeV’dan farkli oldugunu goéstermistir. LV ayrica kuzey
Amerika’'da rodent tiirlerinden de izole edilmistir*® *'. HPeV’lar kiiglik (28 nm
capinda), diger picornaviruslar gibi kiresel sekilli, zarfsiz RNA viruslaridir*® 3.
Lipit bir zarfa sahip olmadiklarindan organik ¢dziculere direncli olup 3 ve daha
disik pH degerlerinde enfektivitelerini korumaktadir**. Genomu, yaklasik 7.35
kb uzunlugunda, tek iplikgikli, pozitif polariteli RNA'dir** *> % Genom,
tekrarlayan VPO, VP1, VP3’ten olusan ikosahedral kapsid ile gevrelenmistir“.
Bu yuzden HPeV’lar, genom yapisi ve replikasyon 6zellikleri agisindan diger
picornavirus cinslerine gore farkliik go&stermektedir. Yaklasik 7300 baz
uzunlugundaki genomun hemen hemen timu dogrudan protein kodlama
islevine sahiptir. Virusun htcre igine girisinde salinan RNA, dogrudan uzun bir
poliproteine cevrilir ve bu daha sonra viral proteazlar (3C) tarafindan
replikasyon déngusinl baslatan bir dizi yapisal olmayan proteine bolinUr (44).
Picornaviruslarin kapsid yapisi, HPeV’lar haricinde, viral protein (VP) 1, VP2,
VP3, VP4 olmak iizere dért yapisal proteinden olusmaktadir**. HPeV genomu
diger picornaviruslara benzemektedir ancak VPO kapsid proteini maturasyon
sirasinda VP2 ve VP4’e pargalanmam|§t|r47. Poliprotein translasyon sonrasi,
viral proteazlar tarafindan t¢ yapisal protein (VPO, VP1 ve VP3) ve 7 yapisal
olmayan proteine (2A-2C ve 3A-3D) ayrilir (Sekil 1)%. Diger pikornaviruslarin
tersine, VPO; VP2 ve VP4’e ayrismaz. Ayrica VPO, diger genuslarin hi¢birinde
antijenik degil iken HPeV’un 6nemli antijenik alani VPO proteininin N-terminal
bdlgesinde bulunmaktadir. HPeV1 icin ndétralizan antikor UGretimine sebep olan
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baska antijenite alani, VP1 kapsid proteinin C-terminal ucunda bulunmaktadir.
Burada reseptdér baglayan motif arjinin-glisin-aspartik asit (RGD)
bulunmaktadir'®. Replikasyon RNA bagimli RNA polimeraza baglimlidir. 5’
ucuna VPg proteini baglaninca pozitif RNA zinciri negatif RNA zincirini
olusturmak Uzere kopyalanir. Bu da, translasyon ve viral partikillerin Gretimi igin
gerekli pozitif RNA zincirine tekrar geri replike edilebilmektedir.

RGD motif
5UTR VPO | VP3 | VP1 “ 2A | ZBl 2C 3A 3B 3C 3D FUTR
- Capsid-encoding + Non-structural genes —»
| T T T T [ T T T T ] T T T T | T T T T | T T T T [ T T T T .| T T T T ] T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Genome position

Sekil 1. Human parechovirus genom organizasyonu.

GUnumUzde tanimlanan 16 tipi bulunmaktadir. HPeV tip 1 ve 2, yaklasik
50 yil dnce siraslyla echovirus tip 22 ve 23 olarak tanimlanmis*® olup 1990’larda
bu viruslarin genomunun dizi analizinin yapilmasiyla diger EV’lardan genetik ve
biyolojik olarak 6nemli farkliliklarinin  oldugu tespit edilmistir. Bdylece
Picornaviridae ailesi igerisinde yeni bir genus tanimlanmis ve echovirus tip 22
ve 23'0in ismi degistirilerek HPeV tip 1 ve 2 olarak yeniden adlandiriimistir®®,
HPeV3, Japonya'da 1999 yilinda transient paralizi, ates ve diaresi olan bir
yasindaki bir cocuktan izole edilmis*® ve neredeyse es zamanl olarak
Kanada'da sepsis suphesi olan bir yenidoganin nazofaringeal aspiratinda tespit
edilmistir®®. Diger bir HPeV tipi, HPeV4; 2002 yilinda Hollanda’da atesli hastali§i
olan bir yenidoganin gaita 6rneginde saptanmis*’ ancak 1970lerden beri
dolasimda oldugu gésterilmistir’® >'. HPeV5 ilk kez 1986 yilinda ABD’de yilksek
atesi olan 2 yasindaki bir cocuktan izole edilmis* fakat bu virus hatall
nétralizasyon verilerine dayanarak HPeV2 olarak tanimlanmis ve yakin bir
zamanda genetik analizi yapilarak besinci tip olarak siniflandiriimistir®’. HPeVs,
Japonya’da Reye Sendromu olan bir yasindaki bir cocugun BOS 6rneginden
izole edilmistir’®. HPeV7, cok yakin bir zamanda, akut flask paralizi olan bir
hastayla temas 6ykisu olan saglikh Pakistanli bir cocugun gaita érneginden

izole edilmistir®®. Akut diaresi olan Brezilyali cocuklardan toplanan fekal
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érneklerin taranmasiyla dayeni bir tip, HPeV8 tanimlanmistir®®. insanlarda

hastalik olusturdugu gdésterilen diger tipler, (HPeV 9-16) Hollanda, Sri Lanka ve

Tayland’da gok yakin zamanda tanimlanmistir*! > %

Tablo 4. HPeV tipleri.

Tip Sus orjini Kaynak
HPeV1* Harris (Ohio/56) Hyypia et al., 1992
HPeV1B BNI-788 St Bonn, Germany Baumgarte et al., 2008
HPeV2** Williamson (Ohio/56) Stanway et al., 1994

Ghazi et al., 1998

HPeV3 A308/99 Aichi, Japan Ito et al., 2004

Can82853-01 Abed and Boivin, 2005
HPeV4 K251176-02 Amsterdam, the Benschop et al., 2006

Netherlands

T75-4077 Al-Sunaidi et al., 2006
HPeV5*** CT86-6760 Connecticut, USA Oberste et al., 1998

T92-15 Al-Sunaidi et al., 2006
HPeV6 NII561-2000 Niigata, Japan Watanabe et al., 2007
HPeV 7 PAK5045 Badin, Pakistan Li et al., 2009
HPeV 8 BR/217/2006 Salvador, Brazil Drexler et al., 2009
HPeV 9 BAN2004-10902 Bangkok, Thailand | Oberste et al., unpub.
HPeV 10 BAN2004-10903 Bangkok, Thailand | Oberste et al., unpub.
HPeV 11 BAN2004-10905 Bangkok, Thailand | Oberste et al., unpub.
HPeV 12 BAN2004-10904 Bangkok, Thailand | Oberste et al., unpub.
HPeV 13 BAN2004-10901 Bangkok, Thailand | Oberste et al., unpub.
HPeV 14 451564 Amsterdam, the Netherlands | Benschop et al., 2008c
HPeV 15 BAN-11614 Bangkok, Thailand Oberste et al., unpub.
HPeV 16 BAN-11615 Bangkok, Thailand Oberste et al., unpub.
* -HPeV1, daha 6nceleri Echovirus 22 olarak bilinmekte
> -HPeV2, daha dnceleri Echovirus 23 olarak bilinmekte
e -HPeV5 Connecticut, daha dnceleri HPeV2b olarak bilinmekte

HPeV Reseptorleri
HPeV1,
kullanmaktadir ancak her iki integrinin de eksprese edildigi hiicrelerde HPEV-1,

alfavbeta3 ve alfavbetal integrinlerini reseptér olarak
olasilikla alfavbeta3 integrinine baglanmaktadir®’. Integrinler, I16kositlerin de
dahil oldugu adezyon molekullerinin 6nemli bir grubunu olugturmakta ve arg-
(RGD)

ekstraselller matrisdeki hicre baglanmasinda rol alirken, B3 integrinler ise

glisin-asp asid motifine bagdlandi§i  gésterilmistir. integrin  B1,

inflamasyon yerinde trombosit ve nétrofillerin etkilesimlerinde ya da vaskuler
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hasar bdlgelerinde yer alir®®. Toll-Like-Reseptér 8 (TLR) ve TLR7'nin, HPeV1
icin konak immidn algaci olarak goérev yaptidi gosterilmigtir. Viral ssRNA
genomu, TLR ile endozomal bdélimlerde tespit edilmistir. Bu, konak immun
yanitini baslatacak proinflamatuar molekdllerin sentezini saglayan sinyalleri
etkinlegtirmektedir59. Ayrica HPeV2, HPeV4 ve HPeV5 de VP1’in C terminal
ucunda RGD motifine sahiptir. RGD motifi, HPeV1 enfeksiyonlari i¢in gerekli
olmasina ragmen*® *¢ HPeV3 icin gerekli degildir. Bu nedenle RGD bagimsiz bir

yol ve hiicre girisinin muhtemel oldugu diistintimektedir®.

Huicre Tropizmi ve Reseptor Etkilesimleri

BOS'ta HPeV3’lin, belirgin olarak sik saptanmasi, HPeV tipleri arasinda
hicre tropizmleri acisindan farkliik oldugunu digstindidrmektedir. HPeV3'an
sinirh sayida hicre kltiriinde Uremesi ve zayif sitopatik etkiye neden olmasi
da bunu kanitlamaktadir. HPeV3, farkli bir tiple enfekte hlcreyle nadiren
etkilesime gec¢mektedir. Hulcre tropizmlerindeki farklilik, degisik reseptér
kullanimlariyla agiklanabilir. HPeV1,2 ve 4-6; VP1'in C terminal ucunda, el-
ayak-agiz hastaligi virusu, koksaki A9, ekovirus 9 gibi diger viruslarin hicre
ylzey integrinlerine baglanmak icin kullandiklari RGD motifini icermektedir.
RGD motifi HPeV1 enfeksiyonlari icin gerekli olmasina ragmen HPeV3, bunu
icermemektedir. Dolayisiyla HPeV3’'in RGD’den bagimsiz farkli bir reseptér
yoluyla enfeksiyona neden oldugu varsayilmakta ancak henlz net
bilinmemektedir. Tropizmin belirlenmesinde, organ gelisimi sirasinda eksprese
edilen reseptdrlerin énemli bir roli oldugu bilinmektedir. Gelisim sirasinda
eksprese edilen spesifik reseptorlerlerin farkli olmasi; HPeV3'lin, biydk gocuk
ve yetiskinlerde nadiren gérilmesini ya da hi¢ gérilmemesini desteklemekte ve
yenidoganlarin neden enfeksiyona daha egilimli oldugunu kismen

aciklamaktadir™.
HPeV Replikasyon Siklusu

HPeV replikasyonu hiicre sitoplazmasi i¢cinde gergeklesir. Virus reseptor-

aracili endositoz yolu ile hiicre igine girer®.
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Replikasyon agsamalar (Sekil 2);

1. Virus hucresel reseptérlere baglanir.
Genom kapsidden ayrilir.
Translayon geceklesir.

Bireysel viral proteinler olusur.

ok 0D

uzunluktaki (-) zincir RNA’lari olugturur.

6. (-) zincir RNA baska (+) zincir RNA’lari olusturur.

Viral RNA polimeraz tarafindan (+) zincir RNA kopyalanir, bu da tam

7. Infeksiyonun erken safhasinda, yeni sentezlenen (+) zincir RNA’lar

bagka viral proteinleri transle eder.

8. Infeksiyonun geg safhalarinda (+) zincirler morfogenetik yola girerler

9. Yeni sentezlenen virus partikllleri hiicre lizisi ile disari salinirlar.

Vo,

Uncoating
T~ N\ANAANA

3
Translation

4
Protein
processing
[m— ]
Pi P2 P3

9 Provirion
Release from

cells
%A
£
=

Sekil 2. HPeV replikasyon siklusu.
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HPeV Enfeksiyonlari

EV’larin genellikle tim yas gruplarini etkilemesine ragmen, HPeV
enfeksiyonlarinin %90’indan fazlasi 5 yastan daha kigik ¢ocuklari etkiledigi
belirtimektedir'®. Japonya ve Irlanda’da yapilan seroepidemiyolojik galismalar
cocuklari erken ¢ocukluk doneminde enfekte oldugu ve okul ¢agina ulasincaya
kadar yiiksek seroprevalans oranina ulastigi belirtiimektedir*.

Bulasin fekal-oral ve respiratuar yolla oldugu tahmin edilmektedir®'.
Yenidoganlarda yasamin ilk 2 gin icinde meydana gelen HPeV enfeksiyonlari
intrauterin bulas olasiligini da destekleyebilir®®. Enfeksiyondan sonra, virus
gastrointestinal sistem ve st solunum yollarindan yayilir. Yayiima siresi hentz
net olarak aydinlatilamamigsa da gaitada iki haftadan az streden bes aya kadar
ve solunum yollarinda 1-3 hafta kadar saptanabilmektedir®®. Gaitadan ortalama
yayllma siresi 51 giin olarak gésterilmistir* ancak cocuklarin yaklasik %10’unda
3 aydan fazla devam etmektedir.

Saghkli, asemptomatik bebeklerin gaita érneklerinde HPeV saptanmasi
ve toplumdaki bebek ve ¢ocuklarda ylksek seroprevalans oranlari enfeksiyonun
cogunun subklinik gecirildigini desteklemektedir®.

HPeV enfeksiyonlarinda klinik, genellikle EV klinigine benzerdir. Hafif
solunum ve gastrointestinal sistem hastaligindan menenijit ve sepsis gibi daha
ciddi hastaliklara kadar genis bir spektrumda gériilir. Onceki yillarda, sadece
HPeV tip 1 ve 2 tanimlanmigsken bu virusun Kklinik éneminin az oldugu
disundlmuastar. Ancak HPeV3'Un kesfiyle bu bakis degismistir. HPeV1 ve
HPeV3 ile enfekte gocuklarin klinik verileri kiyaslandiginda, tip 3'Gn artan klinik
Onemi gosterilmistir. HPeV1 enfeksiyonlari hafif semptomlara neden olurken
HPeV3 agirlikli olarak neonatal sepis ve MSS hastaliklariyla iligkili bulunmustur.

iskogya’da yapilan bir ¢alismada 2006-2008 yillari arasinda 1480 BOS
Ornegi incelenmis ve 14 tanesinde HPeV saptanmistir. Bunlarin tima tip 3'tar
ve hastalarin hepsi 3 aydan kiiclik bebeklerdir®*. ABD’de yapilan retrospektif bir
calismada, cocuklardan alinan ve EV negatif oldugu gbésterilen 780 BOS
érneginin %7,4'inde (n:58) HPeV saptanmistir®®. Genotipleme ile bunlarin 52
tanesinin HPeV3 ve bir tanesinin HPeV1 oldugu gdsterilmistir. Hastalarin %871’i
2 ayhk ya da daha klguk, %26’s1 1 aylik ya da daha kig¢ik bulunmustur. HPeV
nedenli MSS enfeksiyonu olan ¢ocuklarda en yaygin tip, HPeV3’tir ve olgularin
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cogunu 3 aydan kigUk bebekler olusturmaktadir. BUtin bildirilerde erkek
olgular, kizlardan daha fazladir (%55-71).

HPeV3'in neden oldugu MSS enfeksiyonlarinda bebeklerin %95’inden
fazlasinda ates ve huzursuzluk rapor edilmistir®®. Gocuklarin %54-80’ninde; ates
veya hipotermi, dolasim ve/veya solunum fonksiyon bozuklugunun (tasikardi ya
da bradikardi, dusik kan basinci ve/veya digslk saturasyon) oldugu sepsis
benzeri hastalik goérulir. HPeV3 enfeksiyonlarinda siklikla gorilen diger
semptomlar, makuUlopapuler dékuntl, gastrointestinal ve solunum sistemi
semptomlaridir. Dikkat ¢ekici bir sekilde olgularin higbirinde kafa igi basing artisi
bulgusu (siskin fontanel) ya da meninks irritasyon bulgusu (ense sertligi, Kernig
ve Brudzinski bulgusu) gdzlemlenmemistir.

BOS’un sitokimyasal degerlendirmesinde hastalarin ¢ogunda herhangi
bir degisiklik yoktur ya da cok azdir®® ® . 67 bebegin sadece %12’sinde
I6kosit sayisi ve %7,5’inde BOS’ta protein miktar yasa gére normal degerin
(izerinde bulunmustur®’.

HPeV, akut flask paralizi etyolojisinde rol almaktadir®® °2. HPeV3 ilk
olarak ates, diare ve transient paralizisi olan bir yasindaki bir kiz gocugunda
tanimlanmistir®. Akut flask paralizi ile iliskili diger tipler HPeV1 ve 6'dir® ©,
Jamaika’da 26 ve 27 yasinda iki erigkin ve 21 aylik, 4, 7 ve 13 yasinda dort
cocugun etkilendigi HPeV1 ile iliskili akut flask pralizi salgini bilidirilmistir®.

HPeV ile iligkili ensefalit 6zellikle yenidogan ve kigUk bebeklerde
g6rulmektedir. HPeV3 daha baskin olmak tzere HPeV 1 ve 3 neden olmaktadir.
Cogu vaka term yenidoganlarda meydana gelmekte ve semptomlar hayatin ilk
iki haftasinda baglamaktadir. Prematir olgularda hastaligin baslangici 50-90.
gun gibi daha gec¢ gérUlmektedir. N6bet gecirme, en sik karsilasilan klinik
bulgudur (%82). Ates ve huzursuzluk bebeklerin %73’Unde, olgularin yaklasik
Ucte ikisinde ras ve %55’inde apne goérulmustir. Bebeklerin hepsinde kranial
USG ve MR goérintilemede anormallikler saptanmigtir. Bazi hastalar epilepsi,
serebral palsi, gérme bozuklugu, 6grenme glcligld ve hipotoni gibi sekellerle
iyilesmistir®®.

HPeV, nedeni bilinmeyen atesgli hastaligi olan yenidoganlarin gaita
érneklerinde siklikla saptanmistir™.

Hepatit, trombositopeni ve kanamayla giden kanamali hepatit sendromu
yine yenidoganlarda rapor edilmistir®®.
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Yenidoganlarda HPeV1 enfeksiyonu nekrotizan enterokolit ile iligkili
bulunmustur’’.  Yenidogan yogun bakim (initesindeki 19 bebegin yakalandig
bir gastroenterit salgininda 7 kanl diare ve abdominal radyografide erken
nekrotizan enterokolit bulgusuyla karsilasiimistir. Bunlara ek olarak HPeV ile
enfekte yenidoganlarda tek ya da kombine olarak ates, apne, takipne,
respiratuar distres, rinore, konjonktivit ve dékiinti gérilmustir’?.

Diare, HPeV ile iligkili hemen hemen her sendromda hastaligin bir
parcas! olarak ortaya cikmaktadir. 499 tane toplum kdkenli enteriti olan ayaktan
hastanin ve 39 tane enterit olmayan kontrolin dahil edildigi kohort bir
calismada®' ilk grupta 8, kontrol grubunda ise bir tane HPeV bulunmustur. iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir ancak olgularin
neredeyse hepsinin iki yasindan kigik cocuklar olmasi dikkat c¢ekicidir. Akut
gastroenteriti olan, RT-PCR ile rotavirus, adenovirus, saporovirus, norovirus ve
astrovirusun tespit edilemedigi Tayland’li ¢ocuklardan alinan 82 tane fekal
érnegin 12 tanesinde (%14,6) HPeV genomu saptanmistir*'. Cocuklarin yast, 6-
24 ay arasinda degigsmektedir. 9 tanesinde tiplendirme yapilmis ve bunlar tip 1
(n:5), 2 (n:1), 3 (n:2), 4 (n:1) olarak bulunmustur. Benzer sekilde Sri Lanka’'da
akut gastroenterit nedeniyle hastaneye yatan cocuklardan 362 gaita 6rnegi
toplanmis ve rota-, adeno-, saporo-, noro-, astrovirus, RT-PCR ile HPeV
arastinimistir. HPeV, %8,3 (n:30) oraninda bulunmustur. 27 érnek tiplendirilmis
ve sonug; HPeV tip 1 (n:11), 3 (n:1), 4 (n:5), 5 (n:3), 10 (n:5), 11 (n:2)
seklinde bulunmustur. Diger enterik patojenlerle koenfeksiyon orani %67 iken
sadece HPeV ile enfekte 10 gocuk bulunmus olup, yaglarinin 2-26 ay arasinda
degistigi bildirilmistir”®.

HPeV’an kudltdr, seroloji ya da NAAT gibi herhangi bir ydntemle
tanimlandigi bircok hastada solunum semptomlari, tek basina ya da diger
bulgularla beraber tespit edilmistir. Diinya Saglk Orgitii (DSO) Viroloji Birimi,
HPeV1 olgularinin yaklasik olarak dértte birinin solunum sistemi hastaligi
bulgusu ile gérindiigiini bildirmistir’®. Japonya’da bir (iniversitede 15 yillik bir
dénemde HPeV’la iliskili olgular degerlendirildiginde 41 hastanin %14,6’sinin
solunum yolu enfeksiyonunun oldugu gérilmis ve saptanan tiplerin ise 1, 3 ve
6 oldugu belirtilmigtir®.

DSO’niin 581 olgunun dahil oldugu bir calismasinda; HPeV1 ile enfekte
hastalarin  %29unda gastrointestinal semptomlar, %26’sinda solunum
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semptomlari, %12’sinde MSS semptomlari, %6’sinda kardiak, deri/mukoza
veya muskuler semptomlar ve kalan %27’sinde diger semptomlarin oldugu
gosterimistir’®. HPeV4 ve 6'nin gastroenterit ile iliskili oldugu cesitli

6. 75 ancak enterik hastaliklardaki roliiniin net olarak

calismalarda gdésterilmis
kurulmasi gerekmektedir. Clnkl bazi durumlarda asemptomatik tasiyicilik
olmasina ragmen rastlantisal olarak farkli bir etkenle hastallk meydana
gelebilmektedir. HPeV4, kuglik ¢aph ¢alismalarda ve bazi olgu sunumlarinda
lenfadenit®® ve TORCH sendromu®® ile iligkili bulunmustur. Hepatik disfonksiyon
ve yagdl infiltrasyon ile birlikte akut, noninflamatuar ensefalopati ile karakterize

Reye sendromu, HPeV5°®' ve HPeV6™ ile iliskilendirilmistir.

HPeV Epidemiyolojisi

HPeV, diinya ¢capinda bildirilen bir virustur # #1- 3" 4. 64. 68,70, 71,72, 77, 78,79,
80 2004 yihna kadar HPeV’lin sadece 2 tipi bilinmekteyken 2004’ten itibaren 14
yeni tip daha tanimlanmistir. HPeV epidemiyolojisi hakkinda bilinen geylerin
¢ogu bu ajanlarin hicre kultdriyle tespiti yani HPeV icin disidk duyarlliga sahip
bir metodolojiye dayanmaktaydi. Bu nedenle HPeV epidemiyolojisinin daha iyi
anlasilabilmesi, yeni tiplerin tanimlanmasi ve tanimlama igcin NAAT gibi
molekller yontemlerin geligtiriimesine baghdir. HPeV ile ilgili hastaliklarda,
bilinen 16 tipin her birinin etkisi hentz belirsizdir. Benzer sekilde tiplerin her
birinin diinya ¢apindaki dagilimi da tanimlanmamistir'®.

Hastaliklari Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) verilerine gére, 39 yillik
veriler de@erlendirildiginde ABD’de HPeV1'in tanimlanan tim EV izolatlarina
orani %1,8 (880/49.637)'dir’® 8'. Buna karsilik HPeV2 sadece %0,1 oraninda
izole edilmistir. isve¢’te 33 yillik bir dénemde yapilan calismada 1000 EV
arasinda sadece 5 tane HPeV2 saptanmistir’®. Japonya Niigata’dan bildirilen 15
yillik bir raporda; gaita, bogaz svabi ve BOS &érneklerinden yapilan hiicre kaltari
ile 41 HPeV izolati tanimlanirken buna karsilik ayni dénemde 1437 EV izolati
tanimlanmigtir. HPeV, tim EV’larin yaklasik olarak %2,8'ini olusturmaktadir®.
Tiplendirmenin yapiimasiyla HPeV 1, 3, 4 ve 6'nin tim izolatlarin sirasiyla
yaklasik olarak %34, %39, %2 ve % 24’Un0 olusturdugu goésterilmigtir.
Japonya’dan yapilan bagka bir bildiride, dokuz yillik bir dénemde viral
enfeksiyon slUphesi olan c¢ocuklardan toplanan 4976 gaita &rnegdinin 110
tanesinde (%2,2) HPeV tespit edilmistir. Bunlarin %57 (n:63)’si HPeV1 iken
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%40 (n:44)1 HPeV3'tir. Kalan (¢ izolatin ikisi HPeV4 ve biri HPeVe'dire.
Kanada’dan bildirilen bir raporda 20 yillik bir dénemde tanimlanan 28 HPeV
izolatinin sirasiyla %71,4 (n:20), %10,7 (n:3) ve %17,9 (n:5)’u tip 1, 2 ve 3'tir"".

Mevcut veriler, HPeV’in geleneksel ydntemlerle Klinik laboratuvarlar
tarafindan izole edilen tim EVlann yaklasik 9%2'sini olugsturdugunu
gbstermektedir. HPeV1 ve ardindan HPeV3, cinsinin en sik tanimlanan
dyeleridir. Simdilik HPeV iligkili hastaliklarda diger Uyelerin kiguk bir katkisi var
gibi gorinmektedir. Ancak NAAT’larin daha sik kullaniimasiyla bu sonug¢
degisebilir®.

HPeV enfeksiyonlari 6zellikle hayatin erken dénemlerinde gegiriimektedir
ve ilk kargilasilan tip cografik farkhliklara gére etkilenebilmektedir. Finlandiya'da
yapilan calismalarda 2 yasa kadar ¢cocuklarin %72-89’'unun HPeV1 antikorlarina
sahip oldugu saptanmistir®®. Japonya'da yapilan iki calismada HPeV1 ve
HPeV3 seroprevalans oranlarinin ¢ocuklarda yasa gb6re dedisken oldugu
bildirilmektedir*®. Japonya ve Finlandiya’da yapilan diger iki seroepidemiyolojik
calismada, ¢ocuklarin hayatin erken dénemlerinde HPeV ile enfekte olduklar
ve okul yasina ulasincaya kadar ylksek bir seroprevalansa ulastig
saptanmistir® . Kanada'da 28 cocugun dahil oldugu bir calismada HPeV3
enfeksiyonunun ortalama 0,7 aylikken, buna karsilik HPeV1 ve 2’nin sirasiyla
14,6 ve 6,3 aylikken gegirildigi saptanmistir’’.

HPeV enfeksiyonlari yil boyunca olusabilmesine ragmen &nemli bir
mevsimsel epidemiyoloji sergilemektedir. Tim didnyada, en sik sonbahar ve kis
aylarinda pik g('jr[JImektedir77. Cesitli bildirilerde HPeV3'lin sirkllasyon paterni,

iki yilda bir olarak belirtilmigtir®? &4 €8,

MSS Enfeksiyonlari ile iligkili HPeV Epidemiyolojisi

HPeV’larin fekal-oral yolla bulastigi bildirildigi igin epidemiyolojik
calismalarin ¢cogu gaita 6érnekleriyle yapiimig ve farkli tiplerin prevalansi igin
dogru tahminler yapilmasini saglamistir. Son 30 yilik dénemde yapilan
epidemiyolojik calismalar, HPeV1'in, &zellikle kiglik cocuklari etkileyen en
yaygin tip oldugunu gdstermistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda yeni tiplerin
de belirlenmesiyle tip3’Gn ikinci en sik gorilen tip oldugu bulunmustur.
Amsterdam’da toplanan HPeV pozitif gaita érneklerinin %22-26’s1 HPeV3 iken
blylk ¢ogunlugu (%65-71) HPeV1 olusturmaktadir. Diger Avrupa ulkeleri ve
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Asya’da gaita ile yapilan ¢alismalarda benzer sonuglar bulunmustur. HPeV3, en
yaygin tip olan HPeV1 ardindan ikinci siklikta saptanmigtir. HPeV6, sekonder
solunum patojeni iken; HPeV4 siklikla gaita 6rneklerinde bulunmaktadir. HPeV2
ve 5 enfeksiyonlar sporadik olarak bildiriimektedir. Yeni tanimlanan HPeV 7-16
tiplerinin  sirkllasyon paterni henlz tespit edilmemistir. Sadece MSS
enfeksiyonlari dikkate alindiginda HPeV tipleri dénemli &lgide degiskenlik
gOstermektedir. HPeV3, c¢ocuklarda 06zellikle de yenidodanlarda en sik
karsilasilan tipti. Bu enfeksiyonlarin, menenjit ve ensefalit gibi MSS
enfeksiyonlarinin yaklasik %3-17’sini olusturdugu ve HSV enfeksiyonlarinin
oraninin Uzerine ¢iktigi belirtiimektedir. Ancak EV’lar, her yaz %14-19 oraniyla
en sik karsilagilan tip olarak tespit edilmeye devam etmektedir. Bu sebeple
HPeV, viral menenjit ve ensefalit olgularinda en yaygin géralen ikinci patojen
oldugu belirtiimektedir. HPeV1 enfeksiyonlari BOS’da nadiren belirlenmislerdir
ve diger HPeV tipleri ise BOS’da hi¢ belirlenmemisdir. MSS enfeksiyonlari ilgi
cekici olarak her 2-3 yilda bir aralikli olarak sirkllle olmakta ve her zaman yaz
aylarinda géralmektedir. Ancak dolasim paternleri cografi olarak farklihk
gbstermektedir. Kuzey Avrupa’da hem BOS hem de gaitada saptanan HPeV3,
iki yilda bir yaz ddéneminde goérulirken ABD’de iki yillik periyotlarda yilin
herhangi bir ddneminde goérilebilmektedir. Pineiro ve arkadaslari ispanya’da
2006 ve 2009°'da HPeV3 piki tespit etmis ve U¢ yil gibi daha uzun bir déngu
suresinin olabilecegini digiinmektedirler. DongU paterninin belirlenebilmesi igin
daha fazla veriye ihtiya¢ vardir. HPeV3'ln ilk tanimlandigi Asya’da epidemiler,
yil boyunca dagiimistir. Bu aralikh dongu, ekovirus 9 ve 30 gibi EV’lar igin de
tanimlanmis ve bu antijenik cesitliligin ve yeni rekombinantlarin ortaya
citkmasiyla iligkilendirilmistir. Sonu¢ olarak HPeV3'(n sirkilasyonu heniz
belirsizdir. HPeV3'lin aksine HPeV1, 4, 6; Asya ve Avrupa’da her yil sonbahar
ve kis aylarinda gérilmektedir. Sonug olarak, HPeV3 sadece klinik olarak degil

epidemiyolojik olarak da diger tiplerden farkli davranmaktadir'®.
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Viral Aseptik Menenjitin Laboratuvar Bulgulari

Viral menenijitlerin tanisi tipik olarak BOS analizi ve etiyolojik ajanin
gbsterilmesini icermektedir. HPeV ile enfekte ¢ocuklarin BOS analizinde, I6kosit
miktarinin  biraz yUkseldigi ancak c¢odunda (6zellikle yenidoganlarda)
pleositozun gbézlenmedigi bildirilmistir. Lékosit hiicre miktarinin normal degeri
yasla birlikte degismektedir ve genelde ylksek degerler kiglk cocuklarda
normal olarak kabul edilmektedir. Son calismalarda I6kosit miktarinin normal
degderleri; 0-28 gunlik yenidoganlarda <19/ul ve 29-56 gunlUk yenidoganlarda
<9/ul olarak belirtilmigtir. Ayrica, HPeV ile enfekte ¢ocuklarda BOS glikoz
seviyeleri genelde normaldir, BOS protein seviyeleri ise normal veya yikselmis
olabilmektedir. Bu sebeple normal BOS bulgularinda HPeV menenijit veya
ensefaliti g6z ardi edilmemelidir'®.

HPeV ile enfekte ¢ocuklarin kan laboratuvar degerlendirmesinde, kanda
normal l6kosit miktari gdésteriimesine karsin, l6kopeni ¢ocuklarin %33’Unde
bildirilmistir. C-rekatif protein dusik veya ¢ok az yukselmistir. Bazi durumlarda
karaciger enzim seviyeleri yUkselebilmekte, bazen hepatit ve karaciger

nekrozuna neden olabilmektedir'®.

EV Enfeksiyonunun Laboratuvar Tanisi

EV’a bagh menenijitli hastalarda pleositoz hemen her zaman olmasina
ragmen menenijitle uyumlu klinik bulgulari olan ve BOS’ta EV izole edilen ancak
hiicre saptanmayan olgular vardir. BOS'taki hicre sayisi genellikle 100-
1000/mm®dir. BOS'ta I6kosit sayisi arttikca EV izolasyon olasili§i artar.
Enfeksiyonun erken déneminde, BOS’ta siklikla nétrofiller baskindir®®. BOS
glukozundaki diisme ve proteinindeki yilkselme genellikle hafiftir®®. EV'lar farkli
serotipler arasinda ortak antijen icermediginden IgM duzeyleri degiskenlik
gbstermekte ve bu nedenle antikor testleri MSS enfeksiyonu tanisinda yaygin

olarak uygulanamamaktadir®’.

Hucre Kaltara

EV enfeksiyonlarinin tanisinda hicre kiltird standart yontem olmakla
birlikte drnekte yiksek miktarda canli virus olmasi gereklidir ve bazi serotipler
hicre kdltirinde saptanamayabilir. Bu sekilde virus izolasyonu orani %65-75

civarindadir. Ayrica hastanin orofarenks ve diskisindan enterovirus izolasyonu
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da etiyolojik tani igin degerlidir®®.Virus izolasyonu icin 3 ya da 4 farkl hiicre
hattina ihtiyac duyulur. Gériinir sitopatik etkinin gelisimi 2-6 giin sirer®.
Sitopatik etkinin dogrulanmasinda VP1 epitopuna 6zgu bir monoklonal antikor
kullanilabilir®®. EV hiicre kiltirleri genellikle yodun caba ister, pahalidir ve
PCR’den daha dlsUk duyarliliga sahiptir.

PCR Yontemi

Bir baslangi¢ reverz transkriptaz adim ve genomun iyi korunmus 5'
kodlanmamig bdlgesinden (“5’ nontranslated region”, 5 NTR) elde edilen
primerlerin kullanildigi PCR ydntemi, EV saptanmasinda hicre kilttrinden
daha Ustindlir. PCR ydntemi, akut enteroviral menenijitli olgularin %66-86’
sinda EV RNA’sini saptayabilirken hiicre kdltiirilyle izolasyon ise %30’ dur®.
RT-PCR ydnteminin, EV menenijit tanisi igin duyarlihdi %86-100, 6zgulligu ise
%92-100 olarak saptanmistir. PCR ydntemiyle; enteroviral RNA bogaz kiltlrd,
serum, idrar ve gaita Orneginden saptanabilir. Ancak idrar 6rneklerinde
duyarhhgi diger érneklerden daha distkttr. RT-PCR yéntemi ile EV saptanma
zamani (saatler-1 gun) kdltrle karsilastirildiginda énemli élgtide kisadir. Bu
nedenle PCR ydnteminin kullaniimasi hastanede yatis sdresini kisaltabilir, olasi
bakteriyel menenijit igin antimikrobiyal kullanimini ve yardimci tanisal testlere
ihtiyaci da azaltir®®.

HPeV Enfeksiyonunun Laboratuvar Tanisi
HPeV’in hlcre kultiri ve molekuler tekniklerin kullanimi ile tanisi

konulabilmektedir.

Hicre Kiltara

HPeV’larin, EV’lar gibi rutin tanisal proseddrler ile belirlenebilmektedirler.
Enfeksiyonun tanisindaki klasik metot, digki érnekleri, bogaz svaplari, BOS ve
kandan hiicre kiiltiirii ile virus izolasyonudur®'.

HPeV, genellikle tersiyer maymun bdbrek hicreleri ve insan embriyonik
akciger hucre dizileri ve Afrika yesil maymun bdbrek Vero hicrelerinde
(ireyebilmektedir*”. HT29 (human colon adenocarcinoma cells), A549 (human
lung carcinoma cell line), RD (Rhabdomyosarcoma cells) hlicre dizisi gibi diger
hiicreler de HPeV izolatlarinin kiltiri icin kullanilabilmektedir®'. Ancak hiicre
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kaltarandn bazi sinirlamalan vardir. Hicre kaltirinde, CPE 6zelligi ile HPeV
belirlenmesi gigctir ¢iinki HPeV ve EV hicre kiltirinde ayni karakterde CPE
olustururlar. Hicreler ayrilir ve koyu renk gériiniirler, dékilirler (Sekil 3)*.
Ayrica EV’larda oldugu gibi farkli HPeV tipleri farkli hicre dizilerinde
ureyebilmektedirler. Bu sebeple klinik materyalden etkili bir izolasyon igin, her
izolasyonda 3 ayri hdcre dizisininin kullaniimasi gerekebilmektedir. HT29,
HPeV1, 2 ve 4-6'nin Uremesini destekledigi bulunmustur. Ancak HPeV3'in
izolasyonu birkag sepsifik hlcre dizisinde (6rn. Vero ve LLCMK, monkey kidney
cells) olmaktadir®'.

a) . ) b)

L

Sekil 3. a) LLCMK: hiicre dizisi, b) HPeV ile enfekte LLCMK:; hiicre dizisi

Serotiplendirme

Genelde HPeV’larin olusturdugu CPE, EV’larin olusturdugu CPE’den
belirgin bir farkliigi olmadigi i¢in, cogu zaman HPeV’lar yanlishkla EV'lar ile
karigtinimaktadir. Bu durum serotip spesifik nétralizasyon testleri ile
asllabilmektedir. Serotiplendirme virusa yoénelik serotip spesifik antiserumlar
kullanilarak viruslarin tiplendirildigi bir metottur. EV nétralizasyon panelinin
spesifik antikorlari HPeV1 ve 2’yi icermektedir. Diger HPeV tiplerinin (HPeV3-6)
spesifik antikorlari bulunmadigi veya hepsinin kultira yapilamadigi i¢in (HPeV7-
14) icin serotiplendirimeleri yapilamamaktadir'®.

Molekiiler Teknikler

Hicre kaltarleri zaman alici ve ¢ok duyarh olmadiklari igin, HPeV
identifikasyonu ic¢in real time (rt)-RT-PCR gibi molekuller tekniklerin kullanimi
tercih edilmektedir.
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MSS’den virus izolasyonu igin htcre kualtarinin duyarlihdi oldukca
disUktur ¢iinki menenjit veya ensefalitli hastalarin viral yiki BOS ml’sinde 10-
1000 TCIDsy arasinda degismektedir. Bu sebeple bu materyallerde virusun
belirlenmesi icin RT-PCR gibi molekiler ydntemler kullaniimaktadir. Hicre
kaltar yéntemleri ile EV ve HPeV’larin her ikisinin tanisi konulabilirken, EV
spesifik PCR HPeV’lari belirleyememektedir ¢lnkd hedeflenen 5’UTR bdlgesi
HPeV ve EV’lar arasinda oldukg¢a degiskenlik gdstermektedir. Bu sebeple
HPeV’larin 5’UTR bélgesini hedefleyen RT-PCR protokolleri uygulanmalidir®®
92

Real-time PCR sistemi floresan ile isaretli problar ile amplifiye Grenlerin
belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Problarin 5’ ucu floresan donér boya ve
3’ ucu “quencer” boya ile isaretlidir. Hedef koplementer dizi olmadiginda dondr
florensi bastirilir. PCR sirasinda isaretli oligontkleotidler hedef dizi ile hibridize
olur ve 5 boya Tag DNA polimerazin 5-3° endontkleaz aktivitesi ile
uzaklastirilir. Dondr floresan artik bastiriimaz ve élgulebilir hale gelir (Sekil 4).

HPeV genomunun 5 UTR bdlgesine gbre primer ve problar
tasarlanmaktadir. Bu bélge farkh HPeV tipleri arasinda oldukga korunmustur ve
tek bir primer cifti-prob  kombinasyonu ile bdtin HPeV tipleri
belirlenebilmektedir.

g Probe
Prienes Fluoraphore Quenchier Polymerase F
£ Q

Q
TT T IIIII? TR T
a3 ettt 13 4 Rl s B R R e

a) Hedef denatlrasyonu b) Problarin baglanmasi, hibridizasyon
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c) Taq polimeraz ile uzama (5’eksonikleaz) d) Isik emilmesi ve dlgllmesi

Sekil 4. rt-RT-PCR
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rt RT-PCR metotlar, daha hizli, daha az zahmetli ve konvansiyonel
PCR’dan daha disik kontaminasyon riski ile HPeV belirlenmesi igin gelistirilmis
ve onaylanmistir. Degisken VP1 kapsit bdlgesini hedefleyen genotiplendirme
metotlari ile MSS ile iligkili hastalidl olan yenidoganlarin BOS gibi klinik
materyalden direkt belirlenebilmektedir'® ®*. VP1 bdlgesi de yilksek degiskenlik
gbsterdigi  icin  dejenere primerler kullanilarak bdtin  HPeV tipleri
gosterilebilmektedir. Bu yUksek degiskenlik, érneklerin zayif pozitiflik vermesine
sebep olmakta ve tiplendirilmesini zorlastirmaktadir. 5’UTR bdlgesi daha
korunmus bir bélgedir ve bu bdlgenin tiplendiriimesi daha duyarli sonuclar
vermektedir. Ancak bu bdlge tiplendirme igin uygun degildir, tip tahmini
yapilabilmektedir®.

Sonug olarak; HPeV3 en patojenik HPeV tipidir ve MSS hastaliginda en
yaygin belirlenen tiptir. Hlcre kultariinde Uretilmesi zordur ve mevcut antikor
havuzlar ile rutin olarak serotiplendirmesi yapilamamaktadir. HPeV tiplerinin
prevalans verileri sadece hcre Kkultart ile virus izolasyonuna bagli olmasi,
kiltirde kullanilan hdcre panelleri tarafindan etkilenmesine sebep olmaktadir
cunkii HPeV tipleri arasinda Ureme Ozellikleri yéninden farkliliklar
bulunmaktadir. Bu sebeple klinik veya epidemiyolojik amach HPeV belirlenmesi
icin rt RT-PCR metotlari kullanimali ve genotiplendirme igin VP1 veya VP1/VP3
gen bdlgeleri hedeflenmelidir'™.

Viral Aseptik Menenjitte Tedavi

Enteroviral menenjit / meningoensefalit tedavisinde etkili, lisans almis bir
ilac henliz yoktur. Temel olarak destekteyici tedavi uygulanmaktadir®®. Klinik
kullanim ve arastirmalarda yer alan baglica tedavi segenekleri; immunglobulin
ve bir anti-pikornaviral ilag olan plekonarildir. Plekonaril; hicreye tutunma ve
viral RNA’'nin  soyunmasini inhibe ederek replikasyonla yeni virionlarin
olusumunu engellemektedir. Oral biyoyararlanimi iyi bir ilagtir®. Yetiskin ve
cocuklarda plekonaril ile EV menenjit tedavisinin semptomlarin siddetini ve
siiresini kisalttigini rapor eden calismalar bulunmaktadir®®. EV’lara karsi immiin
yanitta antikorlarin énemli roli oldudu icin ciddi hastaliklarda intravendz
immunglobulinler  kullaniimaktadir®™.  Agir EV  sepsis veya menenijitli
yenidoganlarda intravendz immdinglobulin, maternal serum veya plazma

uygulamalariyla da seyrek olarak basari saglandigi bildirilmistir’. Yasamin ilk iki
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haftasinda, EV enfeksiyonu olan yenidoganlarda, intravenéz immunglobulin
kullaniminin ~ yararini  arastiran tek kontrolli  c¢alismada, intravendz
immadnglobulin verilen bebeklerde viral titre azalimi gérilmis ancak klinik yarar
gdsterilememistir®®.

HPeV’e karsi gelistirilmis bir antiviral tedavi hentz bulunmamaktadir. Bu
nedenle mevcut secenekler, destek tedavisi ve intravendz immunglobulin
kullanimidir®”. HPeV3 ile enfekte neonatal sepsis ve hepatiti olan bir olgunun
intravendz imminglobulin aldiktan sonra iyilestigi bildirilmigtir (98). invitro
yapilan calismalarda HPeV1 ve HPeV3'Uin plekonarile direncli oldugu
saptanmistir®. Plekonaril, viral kapsidin hidrofobik bélgesine integrasyonla viral
replikasyonu inhibe etmektedir. BOylece soyunma ve virusun konak htcreye
baglanmasi engellenmektedir. HPeV ile iligkili enteropatisi olan bir olguda
plekonarilin kullanildigi bildiriimis ancak bu hastada hem plekonaril hem de
ribavirinin virus replikasyonunda herhangi bir etkisinin olmadigi gdsterilmistir®.
Simdilik, intraven6z immunglobulin tek seg¢enek olarak goérilmektedir ve yeni

tedavi segenekleri icin daha fazla arastirmaya gerek vardir.

Viral Aseptik Menenjitte Prognoz

Viral aseptik menenijitli cocuklarin ¢ogu tamamiyle iyilesmektedir. Bazi
hastalarda akut hastalik sonrasi, haftalar stiren yorgunluk, huzursuzluk, azalmis
konsantrasyon, kas gug¢suzligl, spazmi ve koordinasyon bozuklugu
gorulebilmektedir. Enteroviral aseptik menenijit tipik olarak benign Klinik seyir
gOsterir, ensefalit ya da miyeliti gésteren nérolojik anormallikler yoktur. EV
menenjitinin  dinya c¢apinda yaygin olarak goérGlmesi ve raporlanmamasi
nedeniyle morbidite ve mortalitesi kesin olarak bilinmemektedir. Yenidodan ya
da immun vyetersizligi olan bireylerde sekel ve mortalite orani ylksek
olabilmektedir. Cocuklarda semptomlarin slresi genellikle 1 haftadan daha
azdir. Cok sayida yaygin lomber ponksiyondan sonra klinik iyilesmeyi
bildirmektedir. Adolesanlar ve erigkinler uzamis konvalesan faza sahip olabilir
ve semptomlar birkag hafta devam edebilmektedir.

HPeV enfeksiyonlari, 6zellikle yenidogan dénemi ve kigUk c¢ocuklarda
sepsis, sepsis benzeri hastalik, menenijit gibi agir seyirli hastaliklara neden
olabilmektedir. Verboon-Maciolek ve arkadaslari, yenidoganlarda EV ve HPeV
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enfeksiyonlarini karsilastirdiklarinda mortalite ve sekel oraninda anlamli bir fark

bulamamuslardir'®.

Viral Aseptik Menenjitten Korunma

Viral menenijitin 6nde gelen etkeni olan EV ve HPeV igin asi ya da 6zgul
bir koruyucu 6nlem yoktur. HPeV, primer olarak el hijyeninin eksikligine bagh
yayllmaktadir. El yikama ile yayllma 6nlenebilmektedir ¢ciink( majér bulas yolu
fekal- oral yoldur. HPeV nedeniyle hastanede yatan hastalar igin ise standart

enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinmasi yeterlidir'®".
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GEREC VE YONTEM

BOS o6rneklerinin alinmasi ve saklanmasi

BOS &rnekleri, Mersin Universitesi Tip Fakiltesi kliniklerine bagvuran
aseptik menenjit tanisi konan ¢ocuk veya erigskin hastalardan elde edilmigtir.
Ornekler, sizdirmaz kapakli steril tiplere alinmistir. Tim &rnekler alindiktan
hemen sonra, gecikmeden Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'na gonderilmigtir ve
-80°C’de saklanmisgtir.

Calisma Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanligr’nin
20/06/2013 tarihli ve 2013/206 sayih karari ile “Etik Kurul Onayi”ni almistir.

Klinik verilerin toplanmasinda, hastlarin BOS biyokimyasi (glukoz,
protein), hlicre sayisl, ates, meningeal irritasyon bulgulari (ense sertligi, Kernig,
Brudzinski), fokal nérolojik bulgu, deri lezyonlari, gastrointestinal ve solunum
sistem bulgulari ile altta yatan hastaliklari degerlendirilmigtir.

Kullanilan Arac ve Gerecler

Kullanilan Cihazlar

o Isi blogu

o Guvenlik Kabini (Heraeus, HERA safe)

o Derin Dondurucu (Ugur, R134a)

o Hassas Terazi (Scaltec)

o Vortex (Heidolph, REAX top)

o Mikrosantriftj (Sigma, 1-15)

o Otoklav (Hirayama, HVE-50)

o +4°C’lik sogutucu (Indesit)

o -20°C’lik Derin Dondurucu (Indesit)

o Su Banyosu (Memmert)

o Distile su cihazi (Thermo Scientific, micropure)
o Mikropipet Seti (Thermo Scientific, GJ16637-GJ16827-GJ17112)
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Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

o Etanol (%96’l1k)

o QlAamp®MinElute®Virus Spin Kit(QIAGEN, Hamburg, Almanya)

o Parechovirus R-gene™ assay (Kat no: 71-020, bioMerieux/Argene,
Fransa)

o Enterovirus R-gene gene™ assay (Kat no: 69-005B,

bioMerieux/Argene, Fransa)

BOS o6rneklerinden viral RNA izolasyonu
RNA ekstraksiyonu icin  “QlAamp®MinElute®Virus  Spin”(QIAGEN,
Hamburg, Almanya) Kkiti kullanildi. Ekstraksiyon asamalari ve kullanilan

¢Ozeltilerin hazirlanmasi Uretici firmanin talimatlarn dogrultusunda yapildi.

Kit icerigi

QlAamp MinElute Kolonlar
Toplama tipleri

AL Tampon

AW1 Tampon (konsantre)

AW2 Tampon (konsantre)

AVE Tampon

Proteaz ReslUspansiyon Tampon
Tasiyict RNA

QIAGEN® Proteaz

Cozeltilerin Hazirlanmasi

QIAGEN® proteaz: Liyofilize halde bulunan QIAGEN Proteaz, 1.4 ml Tampon
AWE ile ¢ozllerek proteaz calisma solUsyonu hazirlandi. Galisma sirasinda
QIAGEN Proteaz direkt olarak AL tampona eklenmemektedir. SollUsyon
c6zdirlldikten sonra 1-8°C’de saklanmaktadir.

Tastyict RNA: 310 uyl AVE tampon 310 pg liyofilize tasiyici RNA iceren tip
lizerine eklenir ve 1 pg/ml konsantrasyonunda taglyici RNA elde edilir. lyice
cuzindukten sonra 50 pl'lik porsiyonlara ayrilarak -20°C’de saklandi.
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AL tampon-tasiyici RNA karisiminin hazirlanmasi: Her bir érnek icin 0.22 ml
AL tamponu, 6.2 pl AVE tamponu iginde ¢6zdirilmis tasiyict RNA ile
karistirilarak kullanildi. Miktarlar 6rnek sayisi kadar artinlidi.

AW1 tampon: 19 ml konsantre AW1 tampon sisesine 25 ml %96’lik etil alkol
eklendi. Oda isisinda (15-25°C) saklandi.

AW2 tampon: 13 ml konsatre AW2 tampon sisesine 30 ml %96’lik etil alkol
eklendi. Oda isisinda (15-25°C) saklandi.

internal kontrollerin eklenmesi: QlAamp MinElute Virus Spin kit protokoli,
ticari amplifikasyon sistemleri ile kullanildidinda, saflastirma prosediriine
internal kontrollerin eklenmesi gerekmektedir. Bu calismada, kullandigimiz
amplifikasyon Kkiti ile temin edilen RNA internal kontroli (IC1) lizis tampona
tasiyict RNA ile birlikte tim ekstrakte edilen érneklere eklendi. Negatif kontrol
olarak su (Wo) ve IC1 birlikte eklendi.

BOS’dan Viral Niikleik Asit izolasyonu Protokoli

Calismada 6nemli noktalar
Biitln santrif(j basamaklar oda isisinda (15—25°C) gerceklestirildi.
Bittin BOS 6rnekleri buz Uzerinde tutularak ¢ézdurdildu.

Isi blogu énceden 56°C’ye ayarlandi.

Protokol

1. 25 ul QIAGEN proteaz calisma sollsyonu, 1.5 ml'lik mikrosantrif(ij tlplerine
pipet edildi.

2. Uzerine 200 pl BOS 6rnegi eklendi.

3. Uzerine 200 pl AL tampon (28 pg/ml tasiyici RNA iceren) eklendi ve kapagi
kapatilarak 15 saniye vortekslenerek karistirildi. Lizisin meydana geldigi,
homojen sollsyon meydana geldiginde anlasildi.

NOT: QIAGEN proteaz direkt olarak AL tampona eklenmedi.

4. 56°C’ye ayarlanan 1sI blogunda 15 dakika inkibe edildi.

5. inkiibasyon sonunda, tiip kapagindaki sivi damlalarinin ortadan kaldiriimasi
icin tOpler kisa santrifij yapildi.
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6. Orneklerin (izerine 250 pl soguk %96'lik etil alkol eklendi ve kapag
kapatilarak 15 saniye vortekslenerek karistinldi. Etil alkolli lizat oda 1sisinda
(15-25°C) 5 dakika inkube edildi.

7. Inkiibasyon sonunda, tiip kapagindaki sivi damlalarinin ortadan kaldiriimasi
icin tUpler kisa santrifdj yapildi.

8. Lizatin hepsi QlAamp MinElute kolonlarina dikkatlice aktarildi. Kapaklar
kapatilarak 6000xg (veya 8000 rpm)de 1 dakika santrifij edildi. QlAamp
MinElute kolonlan temiz 2 mllik toplama tlplerine aktarildi ve filtrati igeren
toplama tpleri atildi.

9. QlAamp MinElute kolonlarinin kapaklarn dikkatlice agilarak 500 pyl AW1
tampon eklendi ve 6000xg’de 1 dakika santriflij edildi. QlAamp MinElute
kolonlar temiz 2 mllik toplama tuplerine aktarildi ve filtrati igeren toplama
tapleri atildi.

10. QlAamp MinElute kolonlarinin kapaklari dikkatlice acgilarak 500 pl AW2
tampon eklendi ve 6000xg’de 1 dakika santrifij edildi. QlAamp MinElute
kolonlari temiz 2 mllik toplama tUplerine aktarildi ve filtrati iceren toplama
tapleri atildi.

11. QlAamp MinElute kolonlarinin kapaklari dikkatlice agilarak 500 pl %96’lik
etil alkol eklendi ve 6000xg’de 1 dakika santrif(j edildi. QlAamp MinElute
kolonlari temiz 2 mllik toplama tUplerine aktarildi ve filtrati iceren toplama
tpleri atild1.

12. QlAamp MinElute kolonlari maksimum hizda (20,000 x g veya 14,000 rpm)
3 dakika membran tamamen kuruyuncaya kadar santrifdj edildi.

13. QIAamp MinElute kolonlari temiz 1.5 mllik mikrosantrifiij tiplerine aktarild
ve ve filtrati iceren toplama tlpleri atildi. QIAamp MinElute kolonlarinin
kapaklari dikkatlice acgilarak, membranin tam Gzerine 40 yl AVE tampon eklendi.
Kapaklari kapatilarak oda isisinda 1 dakika bekletildi ve sonrasinda maksimum
hizda (20,000 x g veya 14,000 rpm) 1 dakika santrif(ij edildi.

14. Elde edilen nlkleik asit PCR amplifikasyonunda kalip olarak kullaniimak

Uzere, -20°C’de saklandi.

35



HPeV’larin belirlenmesi
Real time Parechovirus R-gene™ assay (bioMerieux/Argene,France)
Parechovirus R-gene™ real time testi solunum ve BOS &rneklerinden 14

Parechovirus tipini, 5 nukleaz teknolojisi prensibine dayanan real time PCR

tek

nigi ile belirlemektedir. Bu teknikte parechovirus genomunun SUTR

bélgesinde lokalize 265 bp’lik bir bdge amplifiye edilmektedir.

Testin prensibinde, real-time dubleks PCR teknigi uygulanmaktadir.

BOS’dan RNA izolasyonundan sonra, kit icerisindeki amplifikasyon premiksi

insan parechovirus (530 nm’de okuyarak) ve internal kontrol (IC1) (560 nm’de

okuyarak)’in amplifikasyonu ve tespiti icin optimize edilmigtir.

Kit icerigi
R20 Amplifikasyon premiks Parechovirus ve IC1 2x450 pl
dNTP’ler, MgCl., amplifikasyon tamponu, Parechovirus ve IC1 igin
prob, Taq Polymerase, ROX™ pasif referans boyasi icermektedir.
wo Ekstraksiyon i¢in su (molekdiler grade) 1x1.8 ml
PC20 Pozitif kontrol 1x300 pl
IC1  internal control 1 1x0.7 ml
RT Reverse Transkriptaz (Konsantre) 1x15 pl
Kontroller
o Negqatif ekstraksiyon ve amplifikasyon kontrolt (IC1W0, 530 nm): Bu kontrol

suya (WO0) eklenen internal kontroli icermektedir. Bu karisim ekstrakte
edildikten sonra her bir hasta 6rnegi gibi amplifikasyona tabi tutulur. Bu
kontrol ekstraksiyon ve amplifikasyon kontaminasyonunu izlemek igin
kullanilir. Sinyaller 530 nm’de okunur.

internal _kontrol 1 (ICWO0, 560 nm): internal kontrol; IC1, ®&rneklerin

ekstransiyon+inhibisyon kontrolli olarak lizis basamaginda tim ekstrakte
edilen Orneklere eklenir (IC1+6rnek). Sinyaller 560 nm’de okunur. Ayrica
referans ekstraksiyonu+inhibisyonunun kontrolu icin ekstrakte edilen suya
da konur (IC1WO0).

36



o Degerlendirme, 560 nm’de IC1+6rnek ve IC1WO kontrollerinin CT dederinin
karsilastiriimasi ile yapilir ve ekstraksiyonun etkinligi ve herhangi bir inhibitér
varligi yéninden degerlendirilir.

o Pozitif kontrol (PC20): PC20 pozitif kontroli, R20 karisiminda bulunan

parechovirus primer ve problari tarafindan taninan spesifik plasmid igerir.

Sinyaller 530 nm’de okunur.

Amplifikasyon

Amplifikasyonlar “Applied Biosystems ViiA™ 7 Real-Time PCR System”
(Life Technologies, Kaliforniya, ABD) cihazinda yapildi.

Reverse transkriptaz (RT) enzimi kullaniimadan 6nce 1:10 oraninda dilGe
edildi. Amplifikasyon son hacmi 25 pl olup, 15 pl amplifikasyon premiks, 0.15 pl
dilie RT enzimi ve 10 ul ekstrakte edilen RNA’dan olugsmaktadir. Her ¢alismaya
pozitif kontrol ve negatif kontrol eklenmigtir.

Mikopleytlerde hazirlanan karisim 15 sn vortex ve santrifijden sonra
real-time PCR cihazinin gbziine yerlestirilmistir.

Amplifikasyon kosullari asagida verilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. HPeV RT-PCR amplifikasyon kosullari.

Basamak Siire Sicakhk Siklus Floresan yakalama
Revers transkripsiyon 5 dk. 50°C 1
Taq polimeraz aktivasyonu 15 dk. 95°C 1
Denatiirasyon 10 sn. 95°C
Amplifikasyon Baglanma 40 sn. 60°C 45 530 + 560 nm
Uzama 25 sn. 72°C

Sonuglarin degerlendirilmesi
Pozitif 6rneklerde, 530 nm’de CT bulunmaktadir.
Negatif érneklerde, 530 nm’'de CT bulunmamaktadir. Inhibisyonlu veya kétl

ekstrakte edilen érneklerde de CT bulunmamaktadir.
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1. Basamak 2. Basamak

530 nm’de okuma 560 nm’de okuma Degerlendirme
Parechovirus IC1+06rnek, IC1W0
CT hesaplandiginda Degerlendiriimesine gerek yok | Parechovirus pozitif 6rnek
CT [IC1+06rnek]<CT [IC1WO0] + ]
) Parechovirus negatif érnek
3 siklus

Sonug gegersizdir

CT hesaplanmadiginda (Inhibisyonlu veya kétii
CT [IC1+6rnek]>CT [IC1WO0] +

] ekstrakte edilmis érnek olup,
3 siklus

tekrar test edilmesi

gerekmektedir)

EV’larin belirlenmesi

Real time Enterovirus R-gene™ assay (bioMerieux/Argene, France)

Enterovirus R-gene™ kiti, enteroviral genomun oldukca korunmus 5
kodlanmayan bdlgesini hedefleyen real-time PCR amplifikasyonu ile EV’lan
tespit edebilmektedir. Kit serotipleri enteroviruslarin, Enterovirus A:
Coxsackievirus A4, A6 to A8, A10, A14, A16, A16V, Enterovirus 71, 76;
Enterovirus B: Coxsackievirus A9, B1 to B6, Echovirus 1t0 7, 9, 11 to 21, 24 to
27, 29 to 33, Enterovirus 69, 74, 75, 77, 78, 93; Enterovirus C: Coxsackievirus
A11, A13, A17, A20, A21, A24, A24V, Poliovirus 1, 2, 3; Enterovirus D:
Enterovirus 68, 70, 94 serotiplerini belirleyebilmektedir.

Test prensibinde ekstrakte edilen 6rnek transkripsiyon sonrasi viral
genomun 5 kodlanmayan bdlgesindeki 146 bp uzunlugundaki bdlgeyi
hedefleyen spesifik primerler ile ayni anda amplifiye edilmekte ve tespit
edilmektedir. Bu primerler bircok EV serotipini belirleyebilmektedir. Ayrica testte
testin dogru gerceklestigini gdsteren pozitif kontrol (PC) ve ekstraksiyon ve
inhibisyon varligini test eden internal kontrol (IC) kullaniimaktadir
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Kit icerigi

R9 Amplifikasyon premiks Enterovirus ve IC1 3x450 pl
W0  Ekstraksiyon i¢in su (molekiler grade) 2x1.8 ml
PC9 Pozitif Enterovirus kontrol 1x300 pl
IC1  internal control 1 1x1 ml
RT  Superscript® Il Reverse Transkriptaz (Konsantre) 1x20 pl
Kontroller

o Ekstraksiyon ve inhibisyon kontroll (IC1, 560 nm): Bu kontrol hasta érnegine

eklenen internal kontroll (IC1) igermektedir. Bu karisim ekstrakte edildikten
sonra amplifikasyona tabi tutulur ve ekstraksiyonun etkinligini ve olasi
inhibitér varhgini test etmek icin kullanilir. Sinyaller 560 nm’de okunur.

o Referans ekiraksiyon ve inhibisyon kontroli (IC1W0, 560 nm): Bu kontrol

negatif ekstraksiyon kontroliine (WO0) eklenen internal kontroldiir (IC1) ve
negatif referans olarak hasta 6rnekleri ile ayni anda ekstakte ve amplifiye
edilmektedir. internal kontrol; Sinyaller 560 nm’de okunur.

o Degerlendirme, 560 nm’de IC1+6rnek ve IC1WO kontrollerinin CT (Crossing
Threshold) degerinin kargilastinimasi ile yapilir ve ekstraksiyonun etkinligi
ve herhangi bir inhibitér varligi yoninden degerlendirilir.

o Pozitif kontrol (PC9): PC9 pozitif kontroli, R9 karisiminda bulunan EV

primer ve problari tarafindan taninan spesifik plasmid igerir. Sinyaller 530

nm’de okunur.
o 530 nm=FAM okuma kanall

o 560 nm=VIC okuma kanali

Amplifikasyon

Amplifikasyonlar “Applied Biosystems ViiA™ 7 Real-Time PCR System”
(Life Technologies, Kaliforniya, ABD) cihazinda yapildi.

Reverse transkriptaz (RT) enzimi kullaniimadan dnce 1:10 oraninda dile
edildi. Amplifikasyon son hacmi 25 pl olup, 15 ul amplifikasyon premiks, 0.15 pl
dilde RT enzimi ve 10 ul ekstrakte edilen RNA’dan olugsmaktadir. Her ¢alismaya
pozitif kontrol ve negatif kontrol eklenmistir.
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Mikopleytlerde hazirlanan karisim 15 sn vortex ve santrifijden sonra
real-time PCR cihazinin g6zine yerlestiriimistir. Amplifikasyon kosullari Tablo

6’da verilmigtir.

Tablo 6. EV RT-PCR amplifikasyon kosullari.

Basamak Siire Sicakhik Siklus Floresan yakalama

Revers transkripsiyon 5 dk. 50°C -
Taq polimeraz aktivasyonu 15 dk. 95°C -

Denatirasyon 10 sn. 95°C -

. 530 (FAM) + 560
Amplifikasyon Baglanma 40 sn. 60°C 45
(VIC) nm
Uzama 25 sn. 72°C -

Sonuclarin degerlendirilmesi
Pozitif 6rneklerde, 530 nm’de CT bulunmaktadir.
Negatif érneklerde, 530 nm’de CT bulunmamaktadir. Inhibisyonlu veya kétl

ekstrakte edilen 6rneklerde de CT bulunmamaktadir.

1. Basamak
530 nm’de okuma

Enterovirus

2. Basamak
560 nm’de okuma
IC1+6rnek, IC1W0

Degerlendirme

CT hesaplandiginda

Degerlendiriimesine gerek yok

Enterovirus pozitif drnek

CT hesaplanmadiginda

CT [IC1+06rnek]<CT [IC1WO0] +
3 siklus

Enterovirus negatif 6rnek

CT [IC1+06rnek]>CT [IC1WO0] +
3 siklus

Sonug gegersizdir
(inhibisyonlu veya kétii
ekstrakte edilmis érnek olup,
tekrar test edilmesi
gerekmektedir)
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BULGULAR

Calismamiza cesitli kliniklerden Mersin Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’'na Agustos 2011- Subat 2015 tarihleri
arasinda génderilen aseptik menenijit stipheli hastalardan alinan toplam 50 BOS
6rnegdi dahil edilmis olup, hastalarin 29 (%58)’'unun erkek ve 21 (%42)’inin kadin
hastadan olustugu belirlendi.

Aseptik menenijit stpheli 50 hastanin yaslari yedi ay-76 yas araliginda ve
yas ortalamalari 27,1 olarak bulundu. Hastalarin 23 (%46)'0 ¢ocuk yas
grubunda (7 ay-18 yas) iken, 27 (%54)’si erigkin yas grubunda (19-76) idi.
Galismaya dahil edilen 50 hastanin kliniklere gbére dagihmi Tablo 7°de
verilmektedir.

Tablo 7. Calismaya dahil edilen hastalarin kliniklere gére dagilimi.

Klinik Sayli
Gocuk Acil Klinigi 11
Eriskin Acil Klinigi 10
Erigkin Néroloji Klinigi 10
Cocuk Enfeksiyon Hastaliklar Klinigi 6
Eriskin Enfeksiyon Hastaliklari Klinigi 6
Genel Pediatri Klinigi 3
Gocuk Noroloji Klinigi 2
Kulak Burun Bogaz Klinigi 1
Cocuk Yogun Bakim Kilinigi 1

Toplam 50

Hastalarin klinik bulgulari degerlendirildiginde; 29 (%58) hastada ates, 28
(%56) hastada fokal ndérolojik bulgu, 12 (%24) hastada meningeal irritasyon
bulgulari (ense sertligi, Kernig, Brudzinski), 3 (%6) hastada gastrointestinal
sistem bulgulari, 2 (%4) hastada deri lezyonlari ve 2 (%4) hastada solunum
sistemi bulgulari oldugu saptandi. Altta yatan hastalik olarak, 6 hastada (%12)
Guillain-Barré sendromu, 4 hastada (%8) akut dissemine ensefalomiyelit
(ADEM), 4 hastada (%8) transvers miyelit oldugu tespit edildi.
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Galismaya dahil edilen 50 hastanin BOS &rneginin, Gram boyama ile
incelenmesi sonucunda higbirinde mikroorganizma goérulmedi ve bakteriyolojik
kaltirande Ureme olmad..

BOS I6kosit sayisi, calismaya dahil edilen 50 hasta icin ortalama 90/mm?
(0-960/mm®) olarak bulunurken giemsa boyamada biitiin érneklerde lenfosit
hakimiyeti mevcuttu. 20 (%40) 6rnekte I6kosit gérilmezken, 7 (%14) hastada 10
I6kosit, 12 (%24) hastada 10-100/mm?® I6kosit, 7 (%14) hastada 100-500/mm?
I6kosit ve 4 (%8) hastada 500-1000/mm? I8kosit gériildii. BOS protein degeri
ortalamasi 560 mg/dl, BOS glukoz degeri ortalamasi 63 mg/dl olarak saptandi.

Toplam 50 BOS d&rneginin higcbirinde RT-PCR ile HPeV pozitligine
rastlanmadi (Sekil 5) ancak 6rneklerin 4’Gnde (%8) EV pozitif olarak saptandi
(Sekil 6 ve 7). EV PCR pozitif olan hastalarin yasi 6-16 arasindaydi. Bu
hastalarin 3’0 erkek 1'i kiz idi. Hepsinde ates, bas agrisi, kusma (%100)
gb6zlenirken 3’Unde (%75) meninks irritasyon bulgular saptandi. BOS I6kosit
sayisi, ortalama 182/mm? (40-330/mm?) olarak bulunurken giemsa boyamada
bittun drneklerde lenfosit hakimiyeti mevcuttu (Tablo 8).

Amplifikasyon Grafidji
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Siklus
Sekil 5. HPeV RT-PCR grafigi érnegi.
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Amplifikasyon Grahi
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Siklus

Sekil 7. RT-PCR drUnlerinin agaroz jel elektroforez gérintistu. M; Molekuler
agirlik standarti (GeneRuler 100 b¢ DNA ladder, #SM0241, Fermentas), 1-4

nolu kolonlar; EV pozitif olarak belirlenen klinik 6rneklerin RT-PCR drlnleri (146

bp hizasinda belirlenen bantlar), PK; Pozitif kontrol, NK; Negatif kontrol, 5-7

nolu kolonlar; EV negatif olarak belirlenen klinik érneklerin RT-PCR Grlnleri
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Tablo 8. EV saptanan hastalarin BOS bulgulari.

BOS lékosit sayisi Lenfosit orani BOS proteini BOS glukozu / Kan
(mm3 basina) (%) (mg/dl) glukozu (mg/dl)
Ornek 1 330 60 184 97 /136
Ornek 2 40 70 333 66 /101
Ornek 3 230 75 346 55/99
Ornek 4 130 80 320 84 /98

Orneklerden bir tanesi Eylil 2013'te saptanirken ¢ tanesi 2014'te
Agustos-Eylll aylarinda tespit edilmistir.

Olgu sayisi

3

2
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0 T T T T T T T T T 1
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B olgu sayisi

Sekil 8. EV saptanan olgularin aylara gore dagilimi
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TARTISMA

EV, HPeV gibi Picornavirdae ailesi Uyesi viruslar, ciddi MSS
enfeksiyonlarinin énemli nedenlerindendir. Aseptik menenijitin en sik viral
nedeni EV’lardir ve %80-95 oraninda gérillmektedir'® '*. Molekiler teknikler,
HPeV’larin  identifikasyonunda yayginlikla kullaniimakta olup, artan
epidemiyolojik ve Klinik veriler ile HPeV, EV’lari takiben viral menenijit olgularinin
ikinci nedeni olarak kabul edilmektedirler'®.

HPeV enfeksiyonlari, yaygin olarak tim dinyada c¢ocuklarda
tanimlanmaya baslanmistir. En iyi bilinen genotipler, orta sidette solunum yolu
enfeksiyonu ve gastroenterit ile iliskilendirilen HPeV1 ve 2 dir®> . Yenidogan
ve kugUk bebeklerde merkezi sinir sistemi enfeksiyonu ve sepsis benzeri
hastalik ile HPeV3 iliskisi net olarak tanimlanmisgtir.

Bu calismada, aseptik menejit stphesiyle hastalardan alinan BOS
orneklerinde HPeV ve EV varhdinin RT-PCR ydntemiyle arastiriimasi
amagclanmistir. Calismaya dahil edilen toplam 50 BOS 6rneginin hicbirinde
HPeV pozitifligine rastlanmazken, &6rneklerin 4’Gnde (%8) EV pozitif olarak
saptandi.

EV’lar, dinya capinda dagilm ve sonbahar - yaz aylarinda mevsimsellik
gbstermektedir’®. Mladenova ve ark.'® 2012 yilinin sonbahar yaz aylarinda
Bulgaristan’da meydana gelen bir menenjit salgini bildirmislerdir. 157 aseptik
menenjit tanisi alan hastanin 117 tanesinde ekovirus 30 saptanmigtir. Bizim
olgularimiz da literatlr ile uyumlu olarak yaz ve sonbahar aylarinda tespit
edilmistir.

Kansas'ta Sharp ve ark.’nin'® yaptigi bir calismada Haziran-Ocak aylari
arasinda 18 yasindan kiglUk ¢ocuklardan alinan BOS &érneklerinin %17’sinde
HPeV saptandigi, bunlarinin da %77’sinin tip 3 oldugu bildirilmigtir. Yapmis
oldugumuz bu tez c¢alismasinda, tim vyas gruplarindan yil boyunca
laboratuvarimiza génderilen BOS &rnekleri degerlendirildi. Orneklerin higbirinde
HPeV saptanmadi. Sharp ve ark.’nin yaptigi bu calsmada ise HPeV
enfeksiyonu olan bebeklerin hepsi 5 ayliktan kiigik bulunmustur ve HPeV sikhgi
ayni doénemdeki EV enfeksiyonlarindan (%14) daha fazla saptanmistir.
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Hollanda Arnhem’de 2004 yazinda bir hastaneye basvuran ve HPeV3 saptanan
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14 bebegin de iki ayliktan kig¢ik oldugu bildirilmigtir Baska bir ¢alismada

BOS’'ta HPeV saptanan bebeklerin median yasinin 41 gin oldugu ve &zellikle

65, 107, 108

erkek cocuklarin etkilendigi bildirilmistir'®. Bazi calismalarda erkek

cocuklarin daha sik etkilendigi bildirilirken bazilarinda ise'®® '°

anlaml cinsiyet
farkinin olmadigi bildirilmigstir.

Sensoy ve ark.’nin®” 1999-2004 yillari arasinda yaptiklari calismada 612
aseptik menenijitli olgunun 104 (%17) tanesinde EV saptanmistir ve olgularin
cogunun (%34,6) Agustos ayinda oldugu belirtilmistir. En yaygin semptomlar
ates (%81,7), kusma (%77,9), bas agrisi (%57,7) olarak bildiriimis ve olgularin
%46,2’sinde fizik muayenede ense sertligi géraimustir. Bizim olgularimizda
literatUr ile benzer olarak en sik saptanan bulgular ates, kusma ve bas agrisidir.

" ve Birlesik Krallik'ta''?

Hollanda yapilan caligmalarda cift sayih
yillarda HPeV’in daha yiiksek prevalansinin oldugu bildiriimis ancak Ispanya”
ve ABD’deki® galismalarda bu gérilmemistir. Yine ABD’de yapilan baska bir
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calismada HPeV’in tekli yillarda pik yapan farkh bir siklusu bildirilmigtir .

Kaliforniya’dan bildirilen bir calismada''®

, saptadiklari HPeV’lerin neredeyse
tamaminin ¢ift sayili yillarda oldugu ancak bu sonucun, érneklerin gogunun gift
sayili yillarda toplanmasindan kaynaklaniyor olabileceginden bahsedilmigtir.
2008-2012 yillari arasinda toplanan BOS’larin incelendigi bu c¢alismada, tek
saylll yillarda sadece bir hastanin saptandigi, onun da 5 yasinda oldugu
bildirilmistir. Bu hasta, ates ve BOS’ta pleositozu olmayan, serebellar ataksi
klinigi ile diger hastalara benzememektedir ve gruptaki en blylk hastadir.
Gruptaki diger hastalar, genellikle 3 aydan kiiclik bulunmustur.

Yenidogan ve kic¢lUk ¢cocuklarda sepsis ve menenijite neden olan genotip,
sikhkla HPeV3 olup BOS’ta saptanan diger genotipler sporadik olarak ortaya
ctkmaktadir ve daha biyik cocuklardan izole edilmektedir®. iskogya’nin
dogusunda yapilan 8 yillik uzun sulreli bir sirveyans calismasinda, BOS’ta
tespit edilen 68 susun ikisi hari¢ hepsinin HPeV3 oldugu bildirilmistir'**. Cesitli
calismalarda, HPeV3 ile enfekte yenidodan ve cocuklarin, diger genotiplerle
enfekte olanlara gbére daha kiguk oldugu ve daha ciddi semptomlarinin oldugu
bildirilmigtir*’ &4,

Fransa'da Jeziorsky ve ark.’nin yapti§i bir galismada'® 2012 yilinda
yenidogan ve 1 yasindan klUgUk bebeklerden toplanan 120 BOS 6&rneginin
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%7,5inde HPeV buldundudu, bunlarin ¢odunun yaz aylarinda saptandigini
bildirilmistir. Ancak bir grup olgu da Kasim ayinda gértimustir. Bu da HPeV
sirktlasyon periyodunun dusdnildiginden daha genis, yil boyu strdiguni
distindUrmusttr. Calismamizda bes yillik bir dénemde topladigimiz érneklerin
hicbirinde HPeV saptanmadi.

Piralla ve ark. Ocak 2010- Ekim 2013 tarihleri arasinda 60 yenidogandan
54 BOS ve 10 plazma 6rnegi toplamislardir. Real time PCR ile ¢alistiklarinda,
Orneklerin %11,6’sinda EV, %5’'inde HPeV saptamiglardir. 2007-2009 yillari
arasinda Israil'de, bes yasindan kiiciik cocuklardan toplanan EV PCR negatif
BOS 6rneklerinin dahil edildigi cok merkezli bir calismada, érneklerin %3,5’inde
HPeV3 tespit edilmistir'®. Yenidoganlar ve kiiclik bebekler, bliyiik cocuklar ve
eriskinlere gdre enfeksiydz ajanlara daha savunmasizdir'™. Ayrica
yetiskinlerdeki anti-HPeV3 antikor seroprevalansi, anti-HPeV1 seroprevalansi
ile kargilastirildiginda daha dusdktir ve sonu¢ olarak anneden yenidogana
aktarilan koruyucu anti-HPeV3 antikoru da géreceli olarak azdir®.

iran’da Rahimi ve ark.’nin''® yaptigi calismada aseptik menenijit ve sepsis
benzeri hastalik 6n tanisiyla sekiz yasindan kiglk ¢ocuklardan toplanan 148
BOS 6rnegi, real time PCR ile ¢alisiimis ve drneklerin 64 (%43,24) tanesinde
HPeV, 31 (%20,94) tanesinde EV, 10 (%6,75) tanesinde koenfeksiyon
saptanmistir. HPeV, hem aseptik menenjit hem de sepsis benzeri hastaligin
ikisinde de EV’e gére daha sik gdzlenmistir. Wolthers ve ark.’nin®® yaptig
calismada, bes yasindan kliclk cocuklardan toplanan 716 BOS’un %14,2’sinde
EV, %4,6'sinda HPeV saptanmistir. Ulkemizde Kuzdan'in'® yaptigi cocuklarda
EV ve HPeV slrveyansinin degerlendirildigi ilk ve tek calismada, Mayis 2006 -
Ocak 2009 tarihleri arasinda, yedi cografik bdlgede, toplam 37 merkezden 657
BOS 6rnegi toplanmis ve calisilmistir. Orneklerin  hicbirinde HPeV
bulunamazken Ulke ve dinya verilerine gére daha az bir oranda olmak tzere 13
(%2) Ornekte EV saptanmistir. Bazi calismalarda HPeV sikligi daha fazla
bulunurken bazilarinda EV daha sik saptanmistir. Muhtemel viral etyolojinin
disinuldugl hastaliklarda,  klinik bulgularin ve HPeV payinin daha iyi
anlasilabilmesi igin daha ileri galismalara ihtiyag vardir''®.

Sharp ve ark’nin'® vyaptigi calismada ana semptomlar ates ve
huzursuzluk olup EV enfeksiyonlari ile karsilastirildiginda ates daha yiksek ve
uzun sdreli (ortalama 2,7 gin), pleositoz saptanmayan BOS sayisi daha fazla
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ve ldkosit sayisi daha az bulunmustur. Skram ve ark.'® da diger bazi
calismalarda oldugu gibi, hastalik ciddi seyirli olsa bile kandaki inflamasyon
belirteclerinin (C-reaktif protein ve I6kositoz) ve BOS’ta I6kosit ve protein
degerlerinin farkedilir bir dizeyde ylUkselmedigini bildirmistir. Vergnano ve

ark.’nin'"’

calismasinda da, BOS PCR'’i pozitif olan bebeklerin %95’'inde normal
BOS mikroskopisi gdzlenmistir. Jeziorsky ve ark.’nin'® yaptigi calismada tiim
hastalarin BOS’undaki viral yik disidk bulunmustur. Bunun da BOS'taki aktif
replikasyondan ziyade kan-beyin bariyerinden pasif gegisi yansittigi
disUnulmektedir. Bu da ¢ogu BOS'’ta gérllen pleositoz, alfa interferon yoklugu
ve normal protein seviyelerini dogrular niteliktedir. Ancak bu belirteclerin, iki
aydan kiclk bebeklerde MSS enfeksiyonunda az gdvenilir oldugunun
belirtiimesi gerekmektedir' 8.

Jeziorsky ve ark'nin'® calismasinda dokuz hastanin basvuru sirasinda
en sik klinik prezentasyonunun ydkselmis vicut 1sisi ve cilt lezyonlari oldugu
bildirilmistir. Sharp ve ark.’nin'® yaptigi calismada tanimlanan vakalarin %50-
100’Gnde 6zellikle avug ici ve ayak tabanlarinda olmak Gzere ekstremitelerinde
eritematdéz ekzantem goOrdlmustir. Bu ekzantemler, baslangigta genellikle
gérilmezken hastaligin ilerlemesiyle gelismekte ve atesi olan yenidogan ve ¢ok
kiiciik bebeklerde HPeV enfeksiyonu icin iyi bir gdsterge olabilmektedir'™®. 2-3
glin icinde de kaybolmaktadir. Skram ve ark.'® da atesle birlikte ciltte gériilen
lekelenme tarzindaki lezyonlarin en yaygin gérilen bulgular arasinda oldugunu
bildirmislerdir. Shoji ve ark.''™ tim aile bireylerinde st solunum yolu
enfeksiyonu bulgulari ve ates olan 19 gunlik bir erkek bebekte, atesle birlikte alt
ekstremite distalinde, avug i¢i ve ayak tabanlarinda makulopapuller dékinti
oldugunu bildirmiglerdir. Bizim hastalarimizin sadece birinde cilt lezyonlari
g6zlenmistir. Ancak bu hastada da virus saptanamamistir.

Semptomatik MSS enfeksiyonu olan hastalardan izole edilen HPeV3'lin
invitro néral hicre dizilerinde, MSS semptomu olmayan hastalardaki HPeV1 ve
HPeV3'e gbre daha ylksek replikasyon Kkinetigi gosterdigi ve HPeV1'in
nétralizasyonu ile karsilastirildiginda 6zgul anti-HPeV3 antikorlariyla daha az
nétralize oldugu bildirimistir'2°.

Bazi calismalarda HPeV enfeksiyonlarinda, EV enfeksiyonu olan
cocuklara gbre daha sik ndbet gecirme ve noérolojik semptomlar oldugu

bildiriimistir'®'.  Verboon-Maciolek ve ark.’® erken dénemde HPeV3
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meningoensefaliti olan 10 ¢ocuk takip etmis ve bunlarin dérdinde serebral
palsi, epilepsi, serebral gérme bozuklugu ve 6drenme bozuklugu gibi MSS
bozukluklari oldugunu bildirmislerdir. Grupta ve ark.'?® yenidogan déneminde
HPeV enfeksiyonu geciren bir hastada ciddi bir nérogelisimsel gecikme
bildirmistir. Bircok bebekte HPeV’e bagh MSS enfeksiyonunda ndbet gecirme
ve radyolojik gdriintilemede beyaz cevherde degisiklikler gdsterilmistir®.

Vergnano ve ark’nin'"’

calismasinda, MR cekilen 12 bebegdin 10’unda beyaz
cevherde degisiklik saptamistir. Bizim o&rneklerimizin 27 tanesinde nérolojik
bulgu mevcuttu ancak bu drneklerin higbirinde HPeV ve EV saptanamadi.

Linden ve ark.'?® HPeV enfeksiyonu sonrasi gelisen bir Guillain—-Barré
Sendromu  olgusu bildirmiglerdir.  Guillain—Barré  Sendromu  siklikla
Campylobacter jejuni, CMV, EBV enfeksiyonlari sonrasinda goérllse de etyolojisi
¢ok net olmayan bu hastaligin nedenlerinden biri de HPeV gibi gériinmektedir.
Biz Guillain-Barré Sendromu olan alti hastamizin higbirinde HPeV
saptayamadik.

Ozellikle hayatin ilk ayinda gecirilen enfeksiyonun, yodun bakim

gerektiren ciddi hastaliklarin habercisi oldugu gdsterilmistir'’

. Galismamiza
dahil edilen 6rneklerden sadece bir tanesi ¢ocuk yogun bakim 0nitesinden
gbnderilmigtir. Bazi calismalarda ise HPeV-3 enfeksiyonu ile iligkili bebek
dlumleri bildirilmistir'®® 124125

EV enfeksiyonlar cogunlukla kendi kendini sinirlayan enfeksiyonlar
olmasina ragmen o6zellikle yenidodanlarda; meningoensefalit, hepatit ve
126 Erkeklerin
hastalik riski kadinlardan %50 daha fazladir'?’. Oades ve ark.'® 37 haftalik

dogan saglkli bir erkek bebegdin EV enfeksiyonuna bagh ex oldugunu

myokardit ile birlikte fulminan hastaliga neden olabilmektedir

bildirmiglerdir. Almanya’da 2011 yilinda erkek bir yenidodanin koksaki B3’e
bagh ciddi sistemik enfeksiyon ve ensefalit sonrasi sekelle iyilestigi
bildirilmistir'®®. Bizim olgularimizin 3 tanesi (%75) erkekti ve yas araliyi 6-16
arasinda degismekteydi. Hepsi sekelsiz sagaltim ile taburcu edilmistir.
Ulkemizde yapilan calismalarda, EV’lara bagli aseptik menenijit olgulari
oldukca sik gériilmektedir. Ozkaya ve ark.*® 1999 Haziran - Eylil aylarinda
Ankara ve Antalya’da bir aseptik menenjit salgini bildirmiglerdir. 86 hastanin
BOS ve/veya gaita kilttrd yapilmis ve 30 hastada (%44) ekovirus 30 saptandigi

belirtiimistir. Gliney ve ark.’nin*® 1999-2002'de yaptiklari calismada 68 aseptik
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menenijit stpheli hastanin BOS’u; hicre kiltirid ve RT-PCR ybéntemi ile EV
acisindan arastirilmistir. Kaltirde Greyenlerden 30 tanesi ekovirus 30 ve 5
tanesi koksakivirus B olarak tanimlanirken RT-PCR ile 43 o6rnekte pouzitiflik
saptandidi belirtilmistir. Antalya’da 2002 yilinda 23 vakanin oldugu bir aseptik
menenijit salgini bildiriimistir ve hastalarin 19'unun BOS ve/veya gaita
drneklerinden ekovirus 30 izole edildigi belirtimistir®®. Sensoy ve ark.*’
tarafindan yapilan calismada Mayis 1999 - Aralik 2004 tarihleri arasinda
kliniklerinde takip ettikleri 612 aseptik menenjitli hastanin %17’sinde EV
saptanmigtir. En sik izole edilen tip ekovirus 30 (%36,5) iken sirasiyla
koksakivirus B (%16,3), ekovirus 6 (%10,6), ekovirus 11 (%5.8) ve ekovirus 13
(%3,8) tespit edilmistir. Onlen ve ark.*® 2005 yazinda ilkemizin glineyinde
(Hatay ilinde) 688 hastanin dahil oldugu bir aseptik menenjit salgini
bildirmislerdir. Konvansiyonel hiicre kiltir( ve mikronétralizasyon yéntemleriyle
BOS 6rneklerinin %9'unda ekovirus tip 4 saptandigini bildirmistir. Yaptigimiz bu
tez calismasinda da dort yillik periyotta toplanan érneklerden secilen 50 aseptik
menenjit olgusunun 4’Gnde (%8) EV pozitifligi saptanmigtir.

EV ve HPeV’in tespit edilmesinde hizli tani yéntemlerinin oldukga faydasi
olmakla birlikte negatif bir sonucun hizli bir sekilde tespitinin de hasta
ybnetiminin en iyi sekilde yapilmasi ve uygun tedavinin verilmesinde 6nemi
blyuktdr. Klinik taninin, real time PCR gibi duyarl bir yéntemle, viral RNA'nin
Orneklerde gosterilerek dogrulanmasi gerekmektedir. Bu ydntem, hicre
kaltarayle karsilastinldiginda daha duyarlidir ve daha kisa sirede sonug¢

alinabilmektedir'®®

. Cocuk hastalarin cesitli 6rneklerinde (BOS, gaita, kan,
idrar) PCR ve hilcre kultir yontemiyle EV ve HPeV saptama oranlarinin
karsilastinldigr birgok merkezli prospektif caligsmada, her iki virusun da real time
PCR ile daha ylksek 06zgullik ve negatif prediktif degere sahip oldugu
bildirilmistir'®’. Shaker ve ark.'®' yaslari 1,5 ay ve 6 yas arasinda degisen ve
aseptik menenijit tanisi alan 100 hastanin BOS’unun PCR ile cahsildiginda
%56’sinda buna kargilik viral kaltar yapildiginda %20’sinde EV saptadiklarini
bildirmislerdir.

Sonug olarak, EV ve HPeV yenidodanlarda hastaneye yatisi gerektiren
atesli hastaliklarin dnde gelen nedenlerindendir. Ozellikle yenidogan
enfeksiyonlarinda, klinik komplikasyonlari azaltmak igin, EV ve HPeV’e spesifik

antiviral tedavilerin uygulanmasi gerekmektedir. Enfeksiyon sUphesi olan
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hastalarda laboratuvar ile igbirligi yapmak, etkenin tespiti ve muhtemel bulasi
dnlemek acisindan ¢ok énemlidir'?®. Etyolojinin bilinmedigi klinik durumlarda EV
veya HPeV’larin tanimlanmasi hastanede kalis siresini kisaltmada, gereksiz
antibiyotik kullanimini énlemede ve genel bakim giderlerinin azaltilmasinda
dnemlidir'®. EV ve HPeV’e spesifik PCR’in klinik viroloji laboratuvarinin rutinine
"7 Normal BOS bulgular olan hastalarda MSS
enfeksiyonu, klinisyenler tarafindan diglanmamalidir ve EV ve HPeV tanisinda

molekiler temelli tani testlerinin énemi vurgulanmalhdir'™,

konulmasi o6nerilmektedir

51



SONUC ve ONERILER

Aseptik menenijitin en sik viral nedeni EV’lardir ve molekuler tekniklerin
yaygin kullaniimasi ile HPeV’lar, EV’lari takiben viral menenijit olgularinin ikinci
nedeni olarak kabul edilmektedir.

HPeV, yaygin olarak tim dinyada cocuklarda tanimlanmaya baglanan
Picornavirdae ailesinden bir virustur. Orta sidette solunum yolu enfeksiyonu ve
gastroenterit ile iligskilendirlen HPeV1 ve 2 disinda HPeV3, siklikla
yenidoganlarda olmak lzere klclk ¢ocuklarda MSS enfeksiyonlarina neden
olmaktadir. Hayatin ilk aylarinda gecirilen HPeV3 enfeksiyonlarinda nérolojik
komplikasyon gelisme orani, EV’lara oranla daha sik bulunmustur. Aseptik
menenijitlerde BOS’ta goérilen pleositoz ve protein artisi gibi beklenen bulgularin
aksine MSS’nin HPeV ile enfeksiyonlarinda c¢ogdunlukla normal BOS
mikroskopisi ve protein degerleri gérulmektedir. Normal BOS bulgular olan
hastalarda MSS enfeksiyonu, klinisyenler tarafindan dislanmamali ve etiyolojide
HPeV akilda tutulmahdir.

Yaptigimiz bu calismada, EV enfeksiyonun ilimizde aseptik menenjit
tanili olgularda %8 orani ile olduk¢a yaygin bulundugu saptandi. EV saptanan
hastalarin yas araligi 6-16 oldugu, érneklerden birinin Eylll 2013’te G¢lnin ise
2014 Agdustos-Eylul aylarinda alindigi belirlendi. Diger yandan HPeV
pozitifligine rastlanmadi. Laboratuvarimiza goénderilen BOS d&rneklerinin
hicbirinin, HPeV’e bagli menenjitlerin sik goruldigu yenidogan dénemindeki
bebeklerden alinmamis olmasi ve materyal sayisinin kisith olmasi sebebiyle
pozitif sonucun elde edilemedigi distntlmektedir.

Etiyolojinin bilinmedigi klinik durumlarda EV veya HPeV’un tanimlanmasi
hastanede kalis siresini kisaltmada, gereksiz antibiyotik kullanimini énlemede
ve genel bakim giderlerinin azaltilmasinda 6nemlidir. Virusun tespitinde
kullanilabilecek en uygun yoéntem real time PCR’dir. Bu ydntem, hicre
kdltarbyle karsilastinldiginda daha duyarlidir ve daha kisa sirede sonug
alinabilmektedir.

Ozellikle yenidogan enfeksiyonlarinda, klinik komplikasyonlari azaltmak
icin erken tani ve HPeV’e spesifik tedavilerin uygulanmasi gerekmektedir.
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Enfeksiyon slphesi olan hastalarda laboratuvar ile igbirligi yapmak, etkenin
tespiti ve muhtemel bulagl 6nlemek agisindan ¢ok énemlidir.

Sonug¢ olarak, enteroviral meningoensefalitlerin erken tanisi, ampirik
antimikrobiyal tedavi periyodunu azaltarak hasta y®netimini degistirecek ve
hastanede uzun yatis sUresinin azaltilmasina olanak saglayacaktir. Daha ileri
calismalarda etiyolojide rol alan EV alt tiplerinin belirlenebilmesine ve daha iyi
izlenmesine yonelik molekller epidemiyolojik yontemlerin kullanilmasi faydali

olacaktir.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiziNi

BOS Beyin Omurilik Sivisi
CMv Sitomegalovirus

DSO Diinya Saglik Orgiiti

EV Enterovirus

E Ekovirus

HPeV Human Parechovirus
HSV Herpes Simpleks Virus

IL interlkin

KAV Grup A Koksakivirus
KBV Grup B Koksakivirus
MSS Merkezi Sinir Sistemi
PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PV Poliovirus

RT-PCR Revers Transkriptaz-PCR
TLR Toll-Like-Reseptor

vZV Varisella Zoster Virusu
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SEKILLER ve RESIMLER DiziNi

Human parechovirus genom organizasyonu.

HPeV replikasyon siklusu.

a) LLCMK:; hicre dizisi, b) HPeV ile enfekte LLCMK: hiicre dizisi
rt-RT-PCR.

HPeV RT-PCR grafigi 6rnegi.

EV RT-PCR grafigi 6rnegi.

RT-PCR drlnlerinin agaroz jel elektroforez goérintisu.

EV saptanan olgularin aylara gére dagilimi.

15
18
27
28
42
43
43
44



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.

TABLOLAR DiziNi

Aseptik Menenijitin Etyolojisi.

EV’larin geleneksel siniflandiriimasi.

EV’larin RNA homolojisine gére siniflandiriimasi.
HPeV tipleri.

HPeV RT-PCR amplifikasyon kosullar.

EV RT-PCR amplifikasyon kosullari.

CGalismaya dahil edilen hastalarin kliniklere gére dagilimi.

EV saptanan hastalarin BOS bulgulari.
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