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2.3. KISALTMALAR

: Base pair

: Beyin omurilik sivisi

: Coxsackie A

: coxsackie B

: Sitopatik etki

: Sitomegaloviriis

: Deoksiriboniikleik asit

: Enzyme Linke ImmunoSorbent Assay

: Enzim bagl viriis indiiksiyon sistemi

: Enterovirtis

: Glikoprotein

: Larinks epitelyal karsinoma hiicre kiiltiiri
: Serviks epiteli karsinomasi hiicre kiiltiirii
: Human Immunodeficiency Virus

: Herpes Simplex Viriis

: International Committee on Taxonomy of Viruses
: Kilobase pair

: Lim ve Benyesh-Melnick

: Medical Research Council 5 (Insan embriyonu akciger

fibroblast hiicre kiiltiirii)

: Messenger RNA

: Mililitre

: Merkezi sinir sistemi
: Mikrolitre

: Nanometre

: Non polio enteroviriisler
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ORF : Open reading frame

PP : Fosfoprotein

PCR : Polymerase Chain Reaction

RNA : Riboniikleik Asit

RT-PCR : revers transcription- PCR

rpm : Rotation per minute

SSS : Santral sinir sistemi

Tm : Melting temperature

TBE : Tris-Borate-EDTA

uv : Ultraviyole

Vero : Afrika yesil maymun bobrek hiicre kiiltiirii
VZV : Varicella Zoster Virus

WI-38 : Wistar Institute-38 (Insan embriyonu akciger fibroblast

hiicre kiiltiirti)
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2.6.0ZET

Amag: Aseptik menenjit bircok nedene bagli olarak gelisebilen,
inflamatuar bir meninks hastaligidir. Viriisler akut aseptik menenjitin 6nde
gelen etkenidir. Enteroviriisler viral menenjitlerin %80-95’inden sorumludur.
HSV tiim aseptik menenjit vakalarinin %0.5-3’{inii olusturur. Bu caligsmada,
aseptik menenjitli hastalarin BOS o6rneklerinde hiicre kiiltiiri ve PCR

yontemleri ile enteroviriis, HSV, VZV ve CMV arastirilmas1 amaglandi.

Gere¢ ve yontem: Mart 2004-Haziran 2005 donemleri arasinda
Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Hastaneleri Kliniklerinde takip edilen
aseptik menenjit 6n tanili 30 hastadan alinan BOS 06rnekleri ¢alismaya dahil
edildi. BOS 6rneklerinde HSV-DNA HSV QL 1.0 (Fluorion, Iontek, Tiirkiye);
CMV DNA CMV QL 1.0 (Fluorion, Iontek, Tiirkiye); VZV-DNA VZV DNA
RealArt (Artus, Almanya) ve Enterovirus-RNA ise RealArt enteroviriis LC
kitleri (Roche Diagnostics, ABD) ile arastirildu.

Enteroviriis, HSV, VZV ve CMV izolasyonu i¢in Hep-2 ve MRC-5
hiicre kiiltlirleri kullanildi. Otuz 6rnegin 23’iinden Hep-2 ve MRC-5 hiicre

kiltiirlerine ekim yapildi.
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Bulgular: Calismaya alinan 30 6rnegin 15’inde  HSV-DNA pozitif
bulundu. Orneklerin higbirinde CMV-DNA, VZV-DNA ve enteroviriis-RNA
gosterilemedi. Hep-2 hiicre kiiltiirline ekimi yapilan 23 6rnegin 7’sinde 2.
giinde HSV ile uyumlu sitopatik etki goriildii. Bu 6rneklerin hepsinde HSV-
DNA pozitif idi. HSV-DNA pozitif bulunan 1 6rnekte ise HSV ile uyumlu
sitopatik etki izlenmedi. MRC-5 hiicre kiiltiiriine ekimi yapilan 23 Ornegin
sadece birinde HSV ile uyumlu sitopatik etki izlendi, bu Ornekte Hep-2
hiicresinde HSV ile uyumlu sitopatik etki gozlendi ve HSV-DNA pozitif

bulundu.

Sonu¢: Sonug olarak; aseptik menenjit 6n tanili hastalarin  BOS
orneklerinde enteroviriis, HSV, CMV ve VZV’yi hiicre kiiltiiri ve PCR
yontemi ile arasgtirilmasi uygundur. Aseptik menenjit etkenlerinin hizli ve
dogru olarak belirlenmesinde her iki yontemin birlikte kullanimi

Onerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Aseptik menenjit, CMV, Enteroviriis, HSV,
Hiicre kiiltiirti, PCR, VZV
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DETECTION OF ENTEROVIRUSES AND HERPESVIRUSES IN CSF OF THE
PATIENTS WiTH ASEPTIC MENINGITIS BY CELL CULTURE AND PCR
METHODS

2.7. ABSTRACT

Aim: Aseptic meningitis is an inflammatory disease of the meninges
that caused by variety of agents. Viruses are the major cause of the acute
aseptic meningitis. Enteroviruses are responsible for the 80-95% of viral
meningitis. Herpes simplex meningitis consists of 0.5-3% of the all aseptic
meningitis cases. In this study the aim was to investigate enterovirus, HSV,
VZV and CMYV in cerebrospinal fluid of the aseptic meningitis patients by cell
culture and PCR methods.

Materials and methods:

Cerebrospinal fluid specimens of the 30 patients with suspicious
aseptic meningitis treated in Erciyes University Gevher Nesibe Hospitals
Clinics between march 2004 and june 2005 were included in this study. HSV-
DNA was investigated in cerebrospinal fluid with HSV QL 1.0 (Fluorion,
Iontek, Turkey); CMV DNA was investigated in cerebrospinal fluid with CMV
QL 1.0 (Fluorion, Iontek, Turkey); VZV-DNA was investigated in
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cerebrospinal fluid with VZV DNA RealArt (Artus, Germany) and
Enterovirus-RNA was investigated in cerebrospinal fluid with RealArt
enterovirus LC (Roche Diagnostics, USA) kits.

Hep-2 and MRC-5 cell cultures were used for isolation of enterovirus,
HSV, VZV and CMV. Twentythree of the 30 specimens were inoculated to
Hep-2 and MRC-5 cell cultures.

Results:

HSV-DNA was found positive in 15 of the 30 specimens. CMV-DNA,
VZV-DNA and enterovirus-RNA was not found in any of the specimens.
Seven of the HSV-DNA positive specimens could not be inoculated to cell
culture because of the inadequate specimen. Cytopathic effect consistent with
HSV was observed on the second day of inoculation in 7 of the 23 specimens
which were inoculated to Hep-2 cell culture. HSV-DNA was found positive in
all of these 7 specimens. Cytopathic effect consistent with HSV was not
observed in one of the HSV-DNA positive specimens. Cytopathic effect
consistent with HSV was observed in one of the 23 specimens which
inoculated to MRC-5 cell culture, cytopathic effect consistent with HSV in
Hep-2 cell culture was shown in this specimen and HSV-DNA was found

positive.

Conclusion:

As a result; it is appropriate to investigate the cerebrospinal fluid
specimens of the patients with suspicious aseptic meningitis for enterovirus,
HSV, VZV and CMV by cell culture and PCR methods. It is suggested that
these two methods be applied together for a rapid and correct detection of the

aseptic meningitis agents is.

Key words: Aseptic meningitis, CMV, Enterovirus, HSV, Cell
culture, PCR, VZV



3.1.GIRIS VE AMAC

Merkezi sinir sistemi (MSS) infeksiyonlari, ciddi kalici sekellere veya
6liime yol agabilmesi nedeniyle, hizli tan1 gerektiren hastaliklarin baginda gelir.
Aseptik menenjit bircok nedene bagli olarak gelisebilen, inflamatuar bir
meninks hastaligidir. Beyin omurilik sivis1 (BOS)’nda pleositoz (lenfositer
hakimiyette) ve protein artimmin goriildiigli; rutin inceleme, boyama ve
kiiltiirlerde bir nedenin gosterilemedigi durumlar aseptik menenjit olarak
tanimlanir (1).

Viriisler akut aseptik menenjitin 6nde gelen etkenlerindendir.
Ayrimtili epidemiyolojik ve mikrobiyolojik arastirmalarda hastalarda %55-70’e
varan oranlarda viral etken belirlenebilmektedir (2). Cesitli ¢alismalarda, viral
menenjit ve ensefalit insidans1 yilda 10-20/ 100.000 kisi olarak saptanmustir.
Cocuklarda 6zellikle bir yas altinda, olgu sayisinin arttig1 goriilmektedir (3).

Viral menenjitlerin %80-95’inin etkeni enteroviriis (EV)’lerdir (1).
Herpes Simplex Viriisleri (HSV) tiim aseptik menenjit vakalarmin %0.5-3
“niin etkenidir (1). HSV tip 1 merkezi sinir sistemi infeksiyonlari, tedavisiz
kaldiklarinda genellikle 6liimle sonuglanan ensefalit olarak seyrederken; HSV
tip 2 menenjiti saglikli bireylerde kendiliginden iyilesebilmektedir. Primer
Varicella Zoster Viriis (VZV) infeksiyonunda nérolojik tutulum genellikle
ensefalit olarak goriilir. Herpes zosterli hastalarda da menenjit
gelisebilmektedir. Sitomegaloviriis (CMV) ozellikle immun yetmezligi

olanlarda bir mononiikleoz sendromu esliginde aseptik menenjite yol agabilir.



Viral menenjitlerin erken tanist ve tedavisi morbidite ve mortalite
oranlarinda diismeye neden olmaktadir. Viral etkenlerin tanisi, gereksiz
antibiyotik veya antiviral kullanimini, invaziv ve pahali ek testlerin yapilmasini
Onleyerek ve hastanede kalis siiresini azaltarak ek yarar saglamakta;
epidemiyolojik bilgiler toplanabilmekte; koruyucu tedavi edici g¢alismalar
yapilabilmektedir.

Viral menenjitlerin laboratuvar tanisinda antijen saptayan yontemler,
molekiiler yontemler, izolasyon ve serolojik yontemler uygulanmaktadir.
Santral sinir sistemi (SSS) infeksiyonu tanisinda virlis antijenleri saptayan
yontemlerinin heterojenite gostermeleri ve capraz reaksiyona agik olmalari bu
yontemlerin olumsuz yonleridir. BOS‘da antikor diizeyleri arastirilirken;
enteroviriislerin yaygin serotiplerinin olmasi IgM diizeylerinin giivenilirligini
kisitlamaktadir. HSV’e bagh aseptik menenjitlerde ise Ig diizeylerinin dlgiimii
primer-sekonder infeksiyon ve santral-periferal sinir sistemi infeksiyonlarinin
ayrimin1 yapamamaktadir (4,5). Molekiiler yontemlerin gelismesinden sonra
viral etkenlerin belirlenmesinde duyarlilik ve ozgillik artmistir. BOS’ta
Herpesviriis-DNA ve Enteroviriis-RNA saptanmasinda standart laboratuvar
testi olarak uygulanmaktadir (6,7). Enteroviriisler ve herpesviriis hiicre
kiiltiirlerinde izole edilebilen viriislerdir.

Bu calismada aseptik menenjitli hastalarin BOS 6rneklerinde; HSV,
CMV, VZV ve enterovirislerin hiicre kiiltiiri ve PCR (Polymerase Chain

Reaction) yontemi ile arastirilmasi amaglandi.



3.2.GENEL BILGILER

3.2.1.ENTEROVIRUSLER

Picornaviridae ailesinin tiyeleri, RNA iceren viriislerin en kiigiikleri
arasinda yer alir. Insan ve bitki patojenlerini igeren genis ve dnemli ailelerden
biridir. Picornaviridae ailesinde Enteroviriis, Hepatoviriis, Rhinoviriisler,
Apthoviriis ve Cardioviriis yer almaktadir (8).

3.2.1.1.Tarihce

Polioviriis tanimlandiktan ancak 50 yil sonra EV cinsi iginde
siniflandirilmistir. Poliomyelitin klinik ve epidemiyolojik yonlerine iliskin ilk
bulgular 19. yiizy1l sonlarinda belirlense de, polioviriis ile ilgili temel
calismalar 1908 yilinda Landsteiner’in hastaligi maymunlara gecirip
incelemesiyle baslamistir. Paul ve Trask, 1930’larda hastalarin ve saglikli
tastyicilarin  digkisinda polioviriisii izole etmis ve poliomyeliti bir enterik
infeksiyon olarak tanimlamislardir (9).

Polioviriisler 1949 yilinda Enders ve arkadaslari tarafindan in vitro
hiicre kiiltiiriinde tiretilen ilk viriislerdir. Bu ¢aligmalarla ayn1 zamanda modern
anlamda ilk hiicre kiiltiiri dogmustur. Bu calismalarin 1s18inda polio asilari
gelistirilmistir (10).

3.2.1.2.Simflandirma

Picornaviridae ailesinde Rhinoviriisler, Enteroviriisler, Apthoviriisler
(veya foot mouth disease virus), Cardioviriisler ve Hepatoviriisler

bulunmaktadir. Apthoviriisler ve Cardioviriisler genellikle hayvanlarda hastalik



yapmaktadir. Enteroviriis cinsinde polioviriisiin 3 serotipi, coxsackie viriislerin
23 serotipi, echoviriislerin 31 serotipi, insan enteroviriis 68-71, hepatit viriis A
ve insanda hastalik yapmayan enterik virlisler bulunmaktadir (11). Hepatit A
viriis Onceleri enteroviriis 72 olarak isimlendirilse de “International Committee
on Taxonomy of Viruses” tarafindan Hepatoviriis ismiyle yeni bir cins olarak
degerlendirilmistir (12,13).

Enteroviriislerin ~ geleneksel  taksonomik  smiflamasi  hiicre
kiiltiirlerindeki her serotipin ilireme Ozelliklerine ve hayvan sistemlerindeki
hastalik olusturmalarina gore yapilmaktadir (11).

3.2.1.3.Genel Ozellikler

Picornaviriislerin diger tiyeleri gibi EV’ler kiiciik, zarfsiz, tek sarmalli
pozitif polariteli RNA’ya sahiptir. Asit, eter, kloroform ve noniyonik
deterjanlara karsi duyarsizdirlar. Formaldehit, 56°C iistiindeki 1silarda, UV
1s1g¢1nda ve klorlama ile inaktive olurlar (11).

Enteroviriislerin RNA genomu yaklasik 7.4 kb uzunlugundadir. Bu
genomun 5’ ucunda bulunan ORF (“open reading frame”) ii¢ bolgeye ayrilir
(P1- P3). P1 viral kapsidi de igeren dort yapisal protein (VP1-VP4); P2 ve P3
ise yedi yapisal olmayan proteini kodlamaktadir (9,11).

Genomun 3’ ucuna yapisik olarak bulunan poly A proteini RNA’nin
infektivitesini arttirirken 5 ucunda bulunan VPg viral RNA sentezini baglatir.
Bu bolgeler reverse transkriptaz-PCR ’da primer ve prob dizayni igin
kullanilabilmektedir (11).

3.2.1.4.Replikasyon

Picornaviriislerin  replikasyonu sitoplazmada gerceklesir. VP1
hiicrenin membranindaki 6zgiil reseptore baglanir ve baglanma yeri antikor
noétralizasyonundan korunur. Reseptdre baglaninca VP4 salinir ve virion
giigsiizlesir. Genom membranda agilan bir kanaldan igeri enjekte edilir ya da
endositozla iceri almir. Baglanmanin sonrasinda RNA genomu hiicre
sitozoliine iletilir ve translasyon baslar. Yeni viral RNA’nin sentezlenmesinde

ilk asama gelen genomik RNA’nin tamamlayici negatif sarmalli RNA



olusturmak iizere kopyalanmasidir. Negatif sarmalli RNA, yeni pozitif
sarmallarin sentezlenmesi i¢in kalip olusturur. Viral genom replikasyonu ve
translasyonu sonucunda viral proteaz, poliproteinden yapisal proteinler
olusmasini saglar. Viriis partikiilii olusmadan 6nce immatiir VPO, VP1 ve VP3
protomerleri ayrilmalidir. Bu asamada olusan provirion infeksiydz degildir.
Infektif partikiilin olusumu igin VPO’ dért yapisal proteine (VP1-VP4)
ayrilmasi gerekir. Virion genellikle hiicreyi eriterek disar1 ¢gikar (9,14).
3.2.1.5.Patogenez ve Patoloji

Enterovirtislerin viicuda girisinin agizdan sindirim yoluyla olduguna
inanilmaktadir. inkiibasyon periyodu, genellikle 7-14 giin olmakla birlikte 2-35
giin arasinda degisebilir. Viriisiin ilk ¢ogalmasi farinks ve sindirim sistemi
lenfoid dokularinda olur. Viremi gelistikten sonra viriis yeniden
retikiiloendotelyal sisteme doner ve g¢ogalmaya devam eder. Sonug¢ olarak
spinal kord, beyin, meninks, myokardium, cilt gibi hedef organlara giderek
tutulurlar (9).

Genellikle viriis digk: ile haftalarca atilir ve klinik ya da subklinik
infeksiyon gecirenlerde infeksiyondan sonra 1-2 hafta farinkste bulunur.
Enteroviriisler; diski, faringeal siiriintii, BOS, kan, konjuktival sivi, cilt ya da
miikdz membrandaki lezyonlarda ya da hedef organda gosterilebilir (9).

Gastrointestinal sistemde iki ya da daha fazla EV es zamanl olarak
cogalabilir. Ancak bir¢ok durumda bir viriisiin ¢ogalmasi heterolog tipin
cogalmasiyla etkilesir. Bu nedenden dolay1 aktif bir EV infeksiyonu agiz
yoluyla alinan polio asisin1 bloke edebilir. Immunizasyonun saglanmasi igin
astlamanin tekrarlanmasi gerekir (9).

Enteroviriislerle olusan en ciddi hastalik poliomyelittir. Polioviriis
once tonsillerde, boyun lenf diiglimiinde, Peyer plaklarinda ve ince
bagirsaklarda ¢cogalir. Ardindan da kan yoluyla MSS tutulur. Polioviriis, abortif
form (minor hastalik) gelisen hastalarin kaninda, paralitik olmayan veya
paralitik poliomyelit gelisen hastalarin kaninda klinik tablo gelismeden

gosterilmistir (9).



Poliovirlis dis1 enteroviriislere (non polio enteroviriisler = NPEV)
bagh olarak olusan tablo, polio infeksiyonunun baslangi¢c asamalarina benzer
ancak hedef organlar cesitlidir. Bazilar1 (echovirlis 4, enteroviriis 71) MSS
etkileyerek menenjit, paralizi, bazilar1 da (Coxsackievirus B) infantlarda kardit
ve pankreatit olusturabilir. Diger enteroviriislerden farkli olarak EV 70 parmak
kontaminasyonuyla korneaya bulasir ve 12-72 saat inkiibasyon periyodu ile
hizla infeksiyon olusturur (9).

3.2.1.6.Klinik Ozellikler

Enteroviriisler; insan viral patojenlerinin en Onemlileri ve en
yayginlar1 arasindadir. NPEV’ler her y1l Amerika birlesik Devletleri’nde 30-50
milyon kisiyi infekte etmektedir. Bu infeksiyonlar nedeni ile is giicii kayb1 ve
okul devamsizliklar1 olmaktadir. Enteroviriis infeksiyonlar1t yaz ve bahar
aylarinda sik goriiliir ve en ¢ok c¢ocuklar1 etkiler. Enteroviriisler diger
patojenleri taklit edebilecegi i¢in sadece klinik olarak tan1 konulmas1 giigtiir.
Enteroviriislerin neden oldugu higbir hastalik herhangi bir EV serotipine 6zgiil
olmadig1 gibi higbir serotipte tek bir hastaliga spesifik degildir. Bu nedenle
genellikle bir hastaliga enteroviriisiin neden oldugunu belirlemek yeterlidir
(11).

Asemptomatik infeksiyonlar

Enteroviriis infeksiyonlarinin biiyiik kismi asemptomatiktir ya da
mindr hastalikla karakterizedir.

Poliomyelit

Infeksiyona duyarli birey polioviriise maruz kalirsa; semptomlar
olmaksizin hafif infeksiyon, mindr hastalik, aseptik menenjit, paralitik
poliomiyelit, polio asisina bagli poliomyelit ya da postpolio sendromu
gelisebilir. Hastalik ilerlerken, genellikle bifazik bir giris gozlenir. Minor
hastalig1 takiben semptomsuz birka¢ giinden sonra major hastalik gelisebilir.

Infeksiyonlarm yalmzca %1°i klinik hastaliga yol agar (9)



Paralitik olmayan poliomiyelit poliovirlisiin olusturdugu aseptik
menenjit tablosudur. Genel hafif hastalik bulgularina ek olarak, sirt ve boyunda
agr1 ve sertlikle seyreder (9).

Menenjit

Viral menenjitlerin en sik nedeni enteroviriislerdir. Enteroviriise bagl
viral menenjitlerde klinik bulgular konagin yasi ve bagisiklik durumuna
baglhdir. Yenidogan doneminde gelisen MSS infeksiyonunda ates her zaman
vardir. Kusma, emme giicliigli, dokiintii, tist solunum yolu hastalig1 bulgular
da eslik edebilir. Enteroviriis meningoensefaliti bu donemde yiiksek morbidite
ve mortalite riski tasir. Yenidogan doneminde enteroviral MSS hastaligina
siklikla diger organ sistemlerinin tutulumu eslik eder (14, 15).

Yenidogan doneminden sonra karsilasilan enteroviral menenjitte agir
klinik tablo nadiren goriilmektedir. Hastaligin baslangici genellikle anidir. Bazi
hastalarda ise birkac giin siireli atesli hastalik durumu goriilebilir. Meningeal
irritasyon bulgulari, bas agrisi, bulanti, kusma, istahsizlik, dokiintii, karin
agrisi, ishal, okstiriik, kas agrist eslik eden belirtilerdendir. Meningeal bulgular
bir yas altindaki ¢ocuklarda belirlenemeyebilir. Mental durum bozulabilir ama
fokal norolojik bulgular beklenmez. Yiiksek atesle es zamanli ¢ocuklarda
konviilzyonlar goriilebilir. Farenjit tim norotropik enteroviriis infeksiyonlari
seyrinde siklikla gelisir (14).

Polioviriislerin tig tipi; coxsackie A (CA) tip 2, 4, 7, 9, 10; coxsackie
B (CB) tip 1-6; echoviriis 1-11, 13-23, 25, 27, 28, 30, 31 enteroviriislerin
aseptik menenjit yapan serotipleridir. Echoviriisiin baz1 tipleri de ensefalite
neden olabilir. Enteroviriis tip 70, 71 de meningoensefalit etkenleri arasindadir
).

Enteroviriislerin olusturdugu diger hastaliklar

Enteroviriisler bu hastaliklarin disinda; CB viriisii plorodinya, CA 1,
6, 8, 10, 22 herpanjina; CA 16 el, ayak, agiz hastaligi, CA 2, 10, 21, CB 2, 5
ise solunum yolu hastaliklarindan sorumludur. Akut hemorajik konjuktivitten

ise CA 24 ve enteroviriis tip 70 sorumludur. Coxsackie viriislerin alt gruplari



akut myiokardiyopati ve perikardiyopati, kronik kardiyovaskiiler hastaliklar,
pankreatit, ekzantemli yaz hastalig1, postviral yorgunluk sendromu ve neonatal
hastaliklara neden olabilir. Pek ¢ok enteroviriis susu da diareye neden olabilir.
Enteroviriisler igerisinde hepatit A ilk olarak enteroviriis tip 72 adiyla
siniflandirilirken daha sonra Hepatoviriis cinsi olarak siniflandirilmistir (9).
Bunlarin disinda insiiline bagimli diyabet hastalarinda coxsackie viriislerin
etken olabilecegi diisliniilmektedir (9,11).

3.2.1.7.Laboratuvar Tam

Enteroviriislerin laboratuvar tanis1 6rneklerin direkt incelenmesi, viriis
izolasyonu, virlis identifikasyonu. serolojik testler bagliklar1 altinda
toplanmaktadir.

Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi

Enterovirtisler haftalarca su, viicut sivilarinda ve lagim sularinda
yasayabilirler. Isiya dayaniklilik 6zellikleri; aside dayanikli olmalarindan ve
zarfinin olmamasindan kaynaklanmaktadir. BOS, serum, tam kan ve idrar
ornekleri steril tiiplerde; rektal veya bogaz siirlintii o6rnekleri viral transport
mediumunda laboratuvara gonderilmelidir. Biyopsi materyalleri ani dondurma
isleminden sonra veya az miktarda steril izotonik tuz soliisyonu igerisine
konularak laboratuvara ulastirilmalidir. Viral infektivitenin uzun siire
korunabilmesi i¢in 6rnekler —70°C’de saklanmalidir. Tekrarlanan dondurma
¢Ozdiirme islemleri sirasinda viral kapsid bozulacagi i¢in, 6rneklerin miktari
¢ok ise kiiclik miktarlara boliinerek saklanmalidir (9,11).

Orneklerin direkt incelenmesi

Elektromikroskobik inceleme enteroviriislerin laboratuvar tanisinda
nadiren uygulanmaktadir. Enteroviriislerin ortak antijenlerinin olmamasi
immunolojik metodlarin gelisimini engellemistir (9,11).

Enteroviriislerin tanisinda niikleik asit hibridizasyonuna dayanan
ELISA testleri de gelistirilmigtir (16). Ama enteroviriislerin  direkt
tanimlanmasinda en oOnemli gelisme PCR ydnteminin uygulanmasiyla

olmustur.



PCR yontemi
PCR Kary B. Mullis tarafindan 1983 yilinda tanimlanmis ¢ok giiclii

bir amplifikasyon teknigidir. Enteroviriis icin PCR uygulamalarinda 3 genel
yontem belirlenmigtir. Biitlin serotipleri belirleyen evrensel yontem, belirli
serotipleri belirleyen tiir spesifik yontem ve tek serotipi belirleyen serotip-sus
spesifik yontemlerdir. Grup spesifik enteroviriis PCR uygulamalar1 klinik
orneklerdeki polio ve NPEV ayrimini yapmak icin kullanilmaktadir. Serotip
spesifik PCR ise genellikle molekiiler epidemiyoloji veya enteroviriis
suslarinin tek olarak filogenetik analizi i¢cin uygulanmaktadir. PCR yontemi ile
enterovirlislerin hiicre kiiltiiriinde liremesi beklenmeden veya hiicre kiiltiirde
iireyemeyen serotipler arastirilmaktadir (11).

PCR yontemi drnekten niikleik asit izolasyonu, DNA’nin ¢ogaltilmasi
ve belirlenmesi basamaklarindan olusur. Teorik olarak ¢ogaltma asamasinda
her dongiide DNA iki katina cikar. Viriislin niikleik asidi RNA ise ¢ogaltma
islemi baslamadan reverse transkripsiyon basamagi ile RNA DNA doniisiimii
saglanmalidir (17).

Gergek zamanli (real time) PCR teknolojisi temel olarak niikleik asit
dizisinin es zamanli olarak ¢ogaltilmas1 ve kantitasyonuna dayanir. Bu amagla,
floresans veren bazi boya ya da problar ile olusan floresans1 saptayabilen 1s1-
dongii aygitlar1 (thermal cycler) kullanilir. Boyalar arasinda en sik kullanilani
cift iplikli DNA’ya baglanan SYBR Green I’dir. Tepkime sirasinda hedef
niikleik asit dizilerinin sayist arttik¢a, olusan ¢ift iplikli DNA molekiillerine
giderek daha fazla sayida SYBR Green I molekiilii baglanir ve daha fazla
floresans olusur. Olusan floresans es zamanli olarak okunur. Ger¢ek zamanli
PCR  uygulamalarinda  floresan  veren  oligoniikleotid  problarda
kullanilmaktadir. Tagman sisteminde problarin 5° ucunda bir florofor, 3’
ucunda ise bir sOniimleyici molekiil bulunur. Prob serbest halde iken
sontimleyicinin etkisi ile floresan sinyali olusmaz. Oysa prob hedef diziye
baglandiginda, polimerazin 5’ niikleaz etkinligi ile flor grubu serbest kalir ve

olusan sinyal aygit tarafindan saptanabilir. Gergek zamanli PCR teknolojisi



kullanilan sistemlerde ¢ogaltma iirlinlerinin belirlenmesinde elektroforez gibi
ayr1 bir basamak kullanilmadigindan hem zamandan kazang saglanilmakta hem
de kontaminasyon riski azalmaktadir (18).

Enteroviriis genomu BOS, serum, idrar, perikardial sivi gibi viicut
sivilarindan; kalp, karaciger, kas gibi dokulardan; gayta, rektal ve faringeal
siirlintiiden izole edilebilir (11).

Viriis izolasyonu

Enteroviriis izolasyonu icin genellikle diski, rektal siiriintii ve bogaz
stirtintiisii kullanilmakla birlikte aseptik menenjit olgularinda BOS 6rneginden
yararlanilmaktadir. Bu Orneklerin disinda viriis vezikiil sivisi, idrar, burun
salgilar1 ve konjuktivadan da izole edilebilir (11).

Enteroviriis infeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda viriis izolasyonu
onemli bir yer tutmaktadir (11). Hiicre Kkiiltiirlinde iireyebilen enteroviriis
serotipleri genellikle maymun bobrek hiicrelerinde iiretilmektedir. Ancak tiim
olasi tiplerin iiretilmesi isteniyorsa en azindan bir insan hiicre kiiltiiriine ( Hep-
2, MRC-5, WI-38) inokiilasyon yapilmaktadir (9). Ayrica yeni dogmus fareler,
hiicre kiiltlirlerinde iiremeyen grup A Coxsackieviriisiin bazi tiplerinin
tanimlanabilmesi i¢in kullanilmalidir (11).

Hiicre kiiltiiriinde enteroviriislerin gelisimi genellikle sitopatik etki

(CPE) ile belirlenir. Infekte hiicreler yuvarlaklasir, kiigiiliir, belirgin niikleer
piknoz gosterir, refraktil olur ve sonucta dejenere olarak besiyerine dokiiliirler
9).
Enteroviriislerin CPE’si ortalama 3,7-8,2 giin arasinda goriilmektedir.
Enteroviriislerin izolasyonunda shell vial hiicre kiiltiirii kullanilabilir. Bu
yontemle tani1 2-3 giin igerisinde konulabilir ama geleneksel hiicre kiiltiiri
yontemine gore daha az duyarlidir (19).

Viriis identifikasyonu

Enteroviriislerin  spesifik identifikasyonu genellikle notralizasyon
testleriyle yapilir. Baz1 6rneklerde, Hemagliitinasyon Inhibisyon, Kompleman

Birlesmesi, Immunfloresan Presipitin testleri uygulanmistir. Kalabalik
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enterovirlls ailesinin spesifik identifikasyonu i¢in, standardize edilmis iki set
liyofilize tipleme antiserumu vardir. Sekiz havuz (A-H), hiicre kiiltiirlerinde
kolayca iireyen 42 enteroviriise karsi antiserum; yedi havuz (J-P) ise hiicre
kiiltiiriinde tiremeyen, yalnizca yenidogan farelerde tiretilebilen 19 adet CA
serotipine karsi antikor igerir. Uluslararasi standardize edilebilen hiperimmun
antiserumlarin  gelistirilmesinden sonra islemler kolaylasmistir. Lim ve
Benyesh-Melnick (LBM)’in tanimladig1 kalipta kombine antiserum havuzlari
olusturulmustur. LBM havuzlan liyofilize formda Diinya Saglk Orgiitii
laboratuvarlarindan temin edilebilmektedir. (9).

Serolojik tam

Serolojik deneylerin EV serotipleri arasinda biiytik farkliliklar olmasi
ve tek bir ortak antijenin bulunmamasi nedeni ile enteroviriis tanisinda sinirli
yeri vardir. Enteroviriislere karsi tipe 0zgiil antikor varliginin arastirilmasi
asagida belirtilen durumlarda gereklidir. Hastadan alinan 6rnekte bilinen bir
enteroviriis izolatt varsa ve infeksiyon yapan serotipin dogrulanmasi
gerekiyorsa, plorodinya ve miyokardit gibi hastaliklarda az sayida antijenin
serumda test edilmesi gerekiyorsa, tek bir serotipe bagh salgin ilerliyorsa, bir
seroepidemiyolojik ¢alisma belli bir serotipe yonelik olarak baslatilmigsa, tipe
0zgil antikor arastirilmasi uygundur (9, 14, 20).

Notralizan antikorlar infeksiyonun erken doneminde yiikselir ve
yillarca yliksek kalirlar. Notralizasyon testleri; tip spesifik bir testtir. Akut ve
nekahat donem serumlari, belirli bir spesifik virlis miktarina kars1 es zamanh
olarak belirli diliisyonlarda test edilir. Antikor titresinin dort kat artmasi, aktif
infeksiyonun gostergesidir. Baglangi¢ ve nekahat donemlerindeki antikor
titreleri ayn1 ise daha once gecirilmis enteroviriis infeksiyonunu diisiindiirtir.
Olusan nétralizan antikorlar yillarca tespit edilebilir (9, 14, 20).

Kompleman birlesmesi antikorlari infeksiyon sirasinda belirir ancak,
antikorlar birka¢ ay i¢inde kaybolur ya da ¢ok diisiik diizeylere iner.
Infeksiyondan sonra gelisen tipler arasi c¢apraz reaksiyonlar sebebiyle

kompleman birlesmesi, bircok enterovirlisiin tip 0zgiilliigli belirlenmesi
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acisindan minimal 6nem tasir. Buna karsin bu test polioviriis infeksiyonun
tanisinda basarili olarak kullanilmalidir (9, 14, 20).

Hemagliitinasyon inhibisyon testi enteroviriislerin  tanisinda
uygulanmaktadir. Enteroviriislerle infekte olan hastalarda tipe ozgiil
antikorlarla agliitinasyon gelisir ve bunlar yillarca devam edebilir. Ayrica
enteroviriislerin serolojik tanisinda ELISA yontemi uygulanmaktadir (9, 14,
20).

3.2.1.8.Epidemiyoloji

Enterovirtisler diinyanin her yerinde yaygin olarak bulunur, oldukca
bulasicidir ve siklikla asemptomatik infeksiyon yapar. Fekal-oral ve solunum
yoluyla bulasir. Enteroviriis tastyiciligi genellikle birka¢ hafta ile sinirlidir.
Enteroviriislerin  bilinen dogal kaynagi insandir, fakat poliovirisler
maymunlarda, coxsackieviriisler oOzellikle yeni dogmus farelerde yiiksek
patojenite gosterir. Echoviriisler ise nadiren deney hayvanlarinda hastalik
olusturur. Enteroviriis infeksiyonlari, 1liman iklim kusaginda yaz ve sonbahar
doneminde, tropik ve subtropik bolgelerde ise yil boyu goriiliir (14, 20).

Cocuklar enteroviriis infeksiyonlar1 icin hedef kitledir. infeksiyon
direkt veya indirekt olarak fekal-oral ve solunum yoluyla bulastig1 icin,
hijyenin bozuk oldugu ve kalabalik yasam kosullarinda daha yaygindir.
Ozellikle 5 yas alti ¢ocuklarda insidans daha yiiksektir. Ekonomik seviyesi
yuksek toplumlarda infeksiyon daha ileri yaslarda goriilmekte ve ciddi
seyretmektedir. Viriisiin ¢evre sartlarina dayanikli olmasi, kisilerin dort aya
kadar viriisii diskilar1 ile ¢ikartabilmeleri ve mekanik olarak eklem bacaklilarla
taginabilmesi, infeksiyonun yayilmasinin nedenleri arasindadir. Enteroviriis
hastaliklarinin inkiibasyon periyodu genellikle 1-2 hafta olmakla birlikte bu
siire klinige bagli olarak 2-35 giin arasinda degisebilir (14, 20).

3.2.1.9.Tedavi

Yakin zamana kadar enteroviriis infeksiyonlariin spesifik bir tedavisi
yoktu. Ciddi enteroviral infeksiyonlarda immunglobulin tedavi amacgh

kullanilabilir. Immunglobulin tedavisinin agammaglobulinemi ve kronik
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enterovirlis infeksiyonlarinda sinirli bagaris1 vardir. Yenidogan bebeklerde ise
immunglobulin tedavisi kesin bir etki gostermemektedir (14).

Son zamanlarda ise pleconaril ile ilgili calismalar yapilmaktadir.
Pleconaril viral kapsid proteinine baglanarak viriisiin hiicreye girisini
engellemektedir. Pleconaril genel dolasimda bulunan enteroviriis suslariin
%90’nindan fazlasina etki etmektedir. Pleconaril’in enteroviral menenjit ve
immun  yetmezligi olan hastalardaki  enteroviral = solunum  yolu
infeksiyonlarinda etkisi arastirilmaktadir. Pleconaril tedavisi ile menenjit
semptomlarinin geriledigi ve hastalarin giinliik hayata doniisiiniin daha erken
oldugu gosterilmistir (15,21).

3.2.1.10.Korunma ve Kontrol

Poliovirtislerle olusan hastaligin ciddiyeti sebebiyle bu hastaliga
yogun ilgi gdsterilmistir. infeksiyon olusturan polioviriis tipine kars: immunite
kalicidir. Pasif immunite anneden bebege geger. Maternal antikor zamanla
azalip alti aydan sonra kaybolur. Pasif olarak uygulanan antikorlar {i¢- bes
hafta kadar koruyuculuk saglar (9,14,20).

Viriis ile karsilagilmasindan sonraki birka¢ giin icerisinde genellikle
hastalik baslamadan nétralizan antikorlar olusur ve hayat boyu kalir. Bu erken
olusan antikorlarin sebebi viriisiin intestinal sistem ve derin dokulardan sinir
sistemine invazyonundan dnce ¢ogalmasidir (9,14,20).

Polio asisi, Jonas Salk tarafindan gelistirilen inaktive as1 ve Albert
Sabin tarafindan gelistirilen zayiflatilmis canli oral a1 olarak iki tiptir. Her iki
tipte 3 polio susunu igerir. Canli as1 uygulandiktan sonra sekretuar antikor
cevabr olusur. Inaktif asi ile immunizasyon viriisiin bagirsakta iiremesini
engellemez. Inaktif polio asisinin yan etkisi yokken, canl oral asinin ¢ok diisiik
oranda paralitik hastalik yapma riski vardir.Coxsackie ve Echoviriisler icin as1

bulunmamaktadir (9,14,20).
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3.2.2.HERPES SIMPLEX VIiRUS

Herpesviridae ailesinin iiyesi olan herpes simplex viriisii tarihin en
eski donemlerinden beri bilinen bir viriistiir. Degisik nedenlere baglh olarak
deride sinsice gelisen ve yayilim gosteren yaralar tarif eden “Herpes” kelimesi
milat 6ncesinden beri kullanilmistir.

Herpesviridae ailesinin iiyeleri lineer ¢ift sarmalli DNA igeren,
ikosahedral kapsidi olan ve zarfl1 viriislerdir.

3.2.2.1.Tarihge

Antik Yunan doneminden beri bilinen viriisiin lezyonlar1 Romali
bilgin Herodotus atesle agizdaki lezyonlar ve dudak vezikiilleri arasindaki
iligkiyi “herpes febralis” olarak tanimlanmistir (22).

Herpes infeksiyonlarinin lezyonlar1 18. ve 19. ylizyillar arasinda tarif
edilmistir. Andrews ve Carmichael 1930°da HSV’ye kars1 noétralizan
antikorlarin varligin1 daha 6nce infekte olmus erigkinlerin kaninda gostermisler
ve sadece boyle kisilerde tekrarlayan herpetik hastaligin meydana geldigini
bulmuslardir. Birka¢ yil sonra, viriisiin izole edildigi anatomik bdlgenin
genellikle antijenik tipte uygunluk gosterebilecegini gozlemisler ve HSV-1’in
siklikla genital olmayan bolgelerde, HSV-2’nin genital infeksiyonla iliskili
oldugu bildirmislerdir (22,23).

3.2.2.2.Smiflandirma

Herpesviridae ailesinde 100°den fazla viriis yer almaktadir. Sicak ve
sogukkanli omurgali ve omurgasiz hayvanlar da viriisiin konak alanlar
arasindadir. Herpesviridae ailesinin tiyeleri lineer ¢ift sarmalli DNA igeren,
ikosahedral kapsidi olan ve zarfli viriisler ve ortak yapisal, kimyasal, biyolojik
ve antijenik Ozellikleri paylasirlar. Bu ailede yer alan insani etkileyen herpes
virlisler konak alani, replikasyon siiresi, sitotoksik ozellikleri ve latentligin
daha sik meydana geldigi hiicre tipi gibi fenotipik 6zelliklerine dayanarak ti¢
alt aileye (alfa, beta, gama herpesvirinae) ayrilmistir (23, 24).

Alfaherpesviriisler ¢esitli konaklarda bulunabilirler. Replikasyon

stireleri diger gruplara goére nispeten kisadir. Kiiltiirlerde infekte ettikleri
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hiicrelerin bozulmasiyla hizla yayilirlar. Primer olarak ganglionlarda latent
infeksiyon olusturabilirler. Bundan dolay1 norotropik viriislerdir. Bu grupta
HSV-1, HSV-2, VZV ve herpes B viriis bulunmaktadir (23,24).

Betaherpesviriislerin konak alanlar1 dardir. Replikasyon siireleri uzun
oldugu i¢in kiiltiirlerde yavas iirerler. Infekte ettikleri hiicreleri biiyiitme
(sitomegali) Ozellikleri vardir. Salg1 bezleri, lenforetikiiler hiicreler, bobrek ve
diger dokularda latent kalabilirler. Bu grupta CMV ve insan herpes viriis 6a, 6b
ve 7 bulunmaktadir (23,24).

Gamaherpesviriislerin konak alam1 ¢ogunlukla dogal olarak infekte
ettigi konagmn aile ve takimi ile sinirlidir. Gamaherpesviriisler in vitro olarak
lenfoblastoid hiicrelerde replike olurlar. Bazilar1 ayni zamanda bazi tip
epiteloid ve fibroblastoid hiicrelerde litik infeksiyonlara neden olurlar. Bu
virlisler B ve T lenfositlere 6zeldirler. Bu grupta Epstein-Barr viriis ve insan
herpes viriis 8 yer almaktadir (23,24).

3.2.2.3.Genel Ozellikler

HSV tip-1 ve tip-2 herpesviriis ailesinin alfaherpesviriis subailesinde
yer alir. HSV-1’in 152 kbp ve HSV-2’nin 155 kbp’lik lineer c¢ift sarmalli
genomlart vardir. HSV-1 ve HSV-2’nin protein kodlayan bdlgelerinde %83
oraninda niikleotid benzerligi vardir. Tam viriis partikiiliiniin cap1 yaklasik
120-300 nm dir. Dista konak hiicrenin niikleus membranindan
tomurcuklanarak alinan zarf bulunmaktadir. Zarfin yiizeyinde glikoprotein
yapisinda c¢ikintilar bulunur. Zarf ile kapsid arasinda tegument adi verilen
fibroz proteinler igeren bir yapr bulunmaktadir. Ikosahedral kapsidi 162
kapsomerden olusmaktadir (22,23).

HSV’nin genomu 11 glikoprotein (gB-gM), kapsid proteini, viral
protein kinaz, DNA polimeraz ve replikasyon i¢in gerekli olan proteinleri
kodlar. Glikoprotein C, E, G, I, J, M viriisiin hiicreye girisi ve infekte
hiicrelerden c¢ikista rol oynamamaktadir. Glikoproteinlerden gB, gD, gH
virlistin hiicreye baglanmas1 ve girisi i¢in Onemlidir. Ayrica ndétralizan

antikorlarin baglandig1 major epitoplar tasirlar. Glikoprotein D enfeksiyon i¢in
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esastir ve HSV-1 ve HSV-2 arasinda yap:1 ve antijenitesi ¢cok az degisir.
Glikoprotein B ve D nétralizan antikorlara karsi esas epitoplari tasirlar ve
viriisiin hedef hiicreye tutunmasini saglarlar. Glikoprotein C infekte hiicrelerin
yilizeyindeki kompleman sisteminin C3b kompenentine baglanir. Glikoprotein
E ise IgG’nin Fc pargasina baglanir. Glikoprotein G antijenik 6zgulligi
belirledigi i¢cin HSV-1 ve HSV-2 arasinda antijenik cevapla ayrimi saglar.
Glikoprotein I’da glikoprotein E gibi IgG’nin Fc parcasina baglanir.
Glikoprotein J, K, L ve M’nin gorevleri heniiz tam anlagilmamistir (22,23).

HSV 1s1ya oldukga duyarhdir. Viriisiin yarilanma 6émrii 37°C’de 1.5-3
saattir. Viriis infektivitesini —70°C’de uzun siire korur. Diger zarfli viriisler gibi
eter, kloroform ve alkolde kolayca inaktive olur. Tripsin, proteaz,
aminopeptidaz gibi proteolitik enzimlerin ¢oguna duyarlidir. Viriis pH 4’{in
altinda, pH 10.5’in iistiinde, 56°C ve istiindeki sicakliklarda inaktive olur.
Ultraviyole 1sinlarina maruz kaldiginda yarilanma omrii 5-7 saniye kadardir.
Formaldehitin %1°lik sollisyonu viriisii tahrip eder (22,23).

3.2.2.4.Replikasyon

HSV, bir¢ok insan hiicre tipini, hatta bazi hayvan hiicrelerini de
infekte eder. HSV genellikle fibroblast ve epitelyal hiicrelerin litik
infeksiyonuna sebep olurken ndronlarda latent infeksiyon olusturur. HSV’nin
her iki tipine ait reseptOrler benzer hiicrelerde bulunmasina ragmen farkli
yapilara baglanirlar. HSV’nin penetrasyonu viral zarf ve hiicre yiizey
membraninin fiizyonu ile gergeklesir. Niikleokapsid hiicre i¢ine girdikten sonra
kapsid genom ayrilir ve DNA sitoplazmada serbest kalir. Viral DNA niikleusa
girer ve burada genomun transkripsiyonu ve replikasyonu olur. Genomun
transkripsiyonu ¢ok erken (alfa), erken (beta) ve ge¢ (delta) olmak {izere ii¢
fazdan olusur. Viral proteinlerin sentezi sitoplazmada olur. Cok erken gen
iriinleri DNA sentezini stimiile eden ve erken viral genlerin transkripsiyonunu
baslatan DNA baglayan proteinlerdir. Latent infeksiyon sirasinda viriis
replikasyonu ¢ok erken fazdan sonra ilerlemez. ilk sentez edilen glikoproteinler

gB ve gD, sinsitya olusumu icin gereklidir ve viriisiin hiicre i¢cinde yayilimini
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uyarirlar. Kapsid proteinleri olustuktan sonra niikleusa go¢ eder ve DNA
molekiillerini cevreler. Ileri asamalarda kapsidler niikleus membranmin viral
glikoproteinlerle modifiye olmus bdlgelerinden tomurcuklanir. Viral partikiiller
daha sonra hiicreyi terk eder. HSV’nin sinsityal suslari infekte hiicrelerin
flizyonuna sebep olup hiicreden hiicreye yayilir. Viriis uzun siire hiicreye bagh
kalabilir. Viriisle infekte hiicrelerde niikleer inkliizyon cisimcikleri
goriilmektedir. Viral replikasyonun tam siklusu infeksiyonu takiben yaklagik
15 saat sitirer ve tretilen her 100-1000 viriis partikiilinden sadece 1’1
infeksiyozdir (22,23).

3.2.2.5.Patogenez ve Patoloji

HSV’nin primer infeksiyonu genellikle asemptomatiktir. Onemli
Ozelligi insanda latent duruma geg¢me egilimi ve diizensiz araliklarla aktive
olmasidir. HSV deri ve mukoza membranindan viicuda girer. Genellikle
lokalize infeksiyon yapar. Konagin immun durumu iyi degilse viremi
olusabilir. Akut herpes infeksiyonlarinin karakteristik patolojik degisiklikleri;
cok niikleuslu dev hiicreler, epitel hiicrelerinin balon dejenerasyonu, d6dem,
fokal nekroz ve eozinofilik Cowdry A tipi inkliizyon cisimcikleridir.
Infeksiyonda  &ncelikle polimorfoniikleer l6kositlerin  daha  sonrada
mononiikleer hiicrelerin infiltrasyonu goriilmektedir. Epitel hiicrelerinin lizisi
vezikiil olusumu ile sonuglanir. Lezyon daha sonra piistiiler hale gelir ve kabuk
olusur. Kabuklu lezyonlardan viriis ¢ok az veya hi¢ izole edilemez. Virls
lezyon tabanindaki hiicrelerden veya vezikiil sivisindan izole edilebilir.
Genellikle skar birakmadan lezyon iyilesir. Primer infeksiyon sirasinda bu
bolgedeki sinir uglarina gegen viriis retrograt aksonal akim ile arka kok
ganglionlarina ulasir. Arka kok ganglionlarinda ikinci bir iireme ve daha sonra
latent infeksiyon gergeklesir. Tekrarlayan HSV infeksiyonlar1 hemen daima
homolog viriise karsi notralizan antikorlar1 olan kisilerde meydana gelir. HSV
cesitli stimiiliislerle (stres, lokal travma, ates, giines 1s181, hormonlar ve
menstruasyon) ile aktive olur. HSV-1 ektoderm kokenli dokularin (deri,

mukoza, korneal epitel) genellikle trigeminal sinir ile innerve olan bolgelerin
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infeksiyon olusturur. HSV-2 ise daha ¢ok genital mukozada infeksiyona neden
olup sakral gangliyonda latent kalir. Hiimoral ve hiicresel bagisiklik
mekanizmalar1 viriis yayilmasini 6nlemeye yardimci olmakta ancak hiicresel
bagisiklik bozuklugu olan hastalarda agir dissemine HSV infeksiyonu daha sik
goriilmektedir (22,25).

3.2.2.6.Klinik Ozellikler

HSV-1 ve HSV-2’ ye bagh infeksiyonlar primer ve tekrarlayan
infeksiyonlar seklindedir.

Primer HSV infeksiyonlar:

Bu grup infeksiyonlar viriisle ilk kez karsilasan bireylerde goriiliir.
Infeksiyon  genellikle —semptomatik geger. Orofaringeal  hastaliklar,
keratokonjuktivit, genital herpes ve herpetik dolama en sik goriilen primer
infeksiyon formlaridir (22,25).

Sinir sistemi infeksiyonlari

Herpes ensefaliti biitiin yas gruplarinda ve yil boyunca goriilebilir ve
ensefalitler arasinda klinik tablonun agirligr ve %50-75’lik 6liim orani ile
birinci siray1 alirlar. Ensefalit, primer herpes infeksiyonu veya tekrarlayan
mukokutanéz HSV infeksiyonu olan hastalarda olusabilir. Beyin dokusu
degisiklikleri bagslamadan tedaviye baslanirsa mental ve noérolojik bozukluklar
gibi kalici sekeller olusumu engellenebilir. Yenidoganlar hari¢ olgularin
tiimiiniin etkeni HSV-1"dir. Klinik goriiniim viriisiin frontoorbital ve temporal
korteksi tutmasina bagl olarak gelisir. Hastalarin %75’inde kisilik degisikligi
goriiliir. Ates, bas agrisi, ataksi, hemiparazi, disfazi, gérme alani1 bozuklugu,
otonomik disfonksiyon, kusma, papil O6demi ve kasilmalar goriilebilir.
Olgularin yaklasik yarisinda BOS’ta 500/mm?® kadar eritrosit bulunur (22,25).

HSV-1 veya HSV-2 ile menenjit nadiren goriiliir. Ensefalite gore daha
hafif seyreder. Bagisiklik sistemi yeterli olanlarda kendiliginden ve sekel

birakmadan iyilesebilir (22,25).

18



Neonatal herpes

Genital herpesi olan annelerin bebeklerinde goriilmektedir. MSS
infeksiyonlar1, jeneralize infeksiyonlar, deri, goz ve agiz infeksiyonlarina
neden olabilir. Hafif olgular bile merkezi sinir sistemi infeksiyonlarina
dontisebilecegi icin mortalitesi yiiksektir (22,25).

Tekrarlayan HSV infeksiyonlari

Bu grup infeksiyonlardan en sik goriileni herpes labialistir. Yineleyen
herpes infeksiyonlar1 viicudun diger bolgelerinde de goriilebilir. Bagisiklik
sistem yetmezligi olan hastalarda sugigegini taklit eden yaygin deri dokiintiileri
olusabilir (22,25).

Bazi durumlarda da agiz salgilarinda bulunan HSV-1’in aspire
edilmesi ile solunum yollarinda infeksiyon yapabilir. Immunsiipresif hastalarda
Ozafajit goriilebilen diger hastaliklardandir (22,25).

Yenidogan bebeklerde, immunsiipresif ve beslenme yetersizligi olan
hastalarda dissemine HSV infeksiyonu olabilir (22,25).

3.2.2.7.Laboratuvar Tam

HSV laboratuvar tanis1 Orneklerin direkt incelenmesi, viriis
izolasyonu, serolojik testler basliklar1 altinda toplanmaktadir.

Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Herpes virtisler vezikiil sivisi, bogaz ¢alkanti suyu, bogaz siiriintiisii,
tiikkriik, vajinal sekresyon, BOS, idrar, konjuktival siiriintii, kan I6kositleri ve
organlardan alinan biyopsilerde bulunabilir (23).

Ornekler kiiltiir ekimi igin 1s1 kontrollii 6zel dengeli tuz
soliisyonlarinda (Hanks) gonderilmelidir. Ornekler 48 saat igerisinde ekimi
yapilacaksa 4°C’de, siire uzayacaksa —70°C’de muhafaza edilmelidir. Niikleik
asit arastirilan testlerde Ornekler 72 saate kadar c¢alisilacaksa 4°C’de, siire

uzarsa —20°C’de saklanilmalidir (23).
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Orneklerin direkt incelenmesi

Herpes viriisiiniin histolojik tanisinda mukokutenoz lezyonlarin taban
kazintisindan alman Ornekler Giemza ve Wright boyama ile boyanarak
incelenir. Tzanck testi denilen bu yontemle ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler goriiliir.

Klinik 6rneklerde HSV antijeni immunofloresan ve ELISA yontemleri
ile aragtirilabilir (23,26).

Viriis izolasyonu

Hiicre kiiltiirinde HSV’nin izolasyonu lezyonun safhasi ile iligkilidir.
Viriis lezyon tabanindaki hiicrelerden veya vezikiil sivisindan izole edilebilir.

Diger viriisler, baz1 toksik faktorler HSV nin sitopatik etkisini taklit
edebilecegi i¢cin olusan CPE genel veya tip spesifik monoklonal antikorlarla
dogrulanmalidir. Bunun i¢in en sik floresan konjugatl antikor kullanilir (23).

Herpes viriisler en iyi insan diploid fibroblast hiicrelerinde (WI-38,
MRC-5), Afrika yesil maymun bobrek (Vero), Hep-2 hiicrelerinde
tiremektedirler. HSV’nin sitopatik etkisi genellikle 48-72 saat i¢inde gozlenir.
Orneklerde yiiksek titrede viriis bulundugunda CPE siklikla 24 saat igerisinde
goriilir. HSV’nin CPE’si sitoplazmik graniilasyonla baslar, sonra hiicreler
biiyiir ve yuvarlaklasir. Intraniikleer inkliizyon cisimcikleri goriiliir. Ozellikle
yenidoganlardan ve beyin dokusundan izole edilen viriislerde HSV tip tayini
gerekmektedir (23).

Baska bir yontemde HSV-1°nin UL39 geni sayesinde hiicrede [3-
galaktosidazin varligim1 arastiran ELVIS ( enzim baglh viriis indiiksiyon
sistemi) yontemidir. HSV ile infekte olan hiicre tarafindan [-galaktosidaz
salinir ve olusan renk degisikligine gore ELVIS testi degerlendirilir (23,27,28)

PCR yontemi

HSV’nin laboratuvar tanisinda diger pek cok viriiste oldugu gibi hiicre
kiiltiiri altin standarttir. Ancak Orneklerde viriisiin saptanmasinda PCR
yontemi hiicre kiiltiiriine kiyasla daha hizli ve duyarlidir (29,30). HSV menenjit
ve ensefalit tanisinda BOS’ta 6ncelikle HSV-DNA arastirilmasi 6nerilmektedir

(31,32,33). in-house PCR ile HSV-DNA arastirilabilecegi gibi kontaminasyon
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riskinin daha az oldugu ve daha hizli sonug¢ veren gergek zamanli PCR
yontemiyle de arastirilabilir (23, 26).
Serolojik tam

HSV’ye karst olusan antikorlar kompleman birlesmesi, indirekt
immunofloresan, ELISA ve notralizasyon gibi serolojik yontemlerle
arastirtlabilir. Bu yoOntemlerle gecirilmis HSV infeksiyonu IgG titresine
bakilarak belirlenebilir. Ancak HSV-1 ve HSV-2 arasinda c¢apraz reaksiyon
olmasi tanida problem yaratmaktadir. Tekrarlayan HSV infeksiyonlarinda ise
antikor titresi her zaman ylikselmeyecegi i¢in anlamli degildir. Primer HSV
infeksiyonlarinda ise standart bir yontem ile birlikte serolojik yontemlerin
kullanilmas1 ~ yararlidir. HSV-IgM  antikorlart en ¢ok yenidogan
infeksiyonlarinda taniya yardimeidir ( 22,23,26).

3.2.1.8.Epidemiyoloji

HSV-1 ve HSV-2 diinyada yaygin olarak bulunan viriislerdir.
Mevsimsel dagilim gostermemektedir. Deney hayvanlarinda kolayca
infeksiyon yapabildikleri halde dogal rezervuarlari insandir. Viriis ile infekte
sekresyonlarla direkt temasla bulas goriiliir. HSV-1 daha ¢ok oral, HSV-2 ise
daha c¢ok genital sekresyonlardan bulasir. Bulas hem belirgin hastalig
olanlardan hem de asemptomatik tasiyicilardan kaynaklanabilir. Herpes
viriisler viicut disinda uzun siire canli kalamadiklar i¢in giinliik kullanilan
esyalar ile bulasma ¢ok nadirdir (22,23,25).

Primer HSV infeksiyonu ¢ogunlukla 6 ay ile 5 yas arasinda meydana
gelmektedir. Erigkinlerin %80’inden fazlasinin HSV ile infekte oldugu
gosterilmigtir. HSV-1 antikoru hayatin ilk on yilinda ve HSV-2 piiberteden
sonra erigkinligin erken yillarinda kazanilir. HSV-1 antikoru hayatin ilk dort
yilinda hizla yiikselmekte ve muhtemelen aile ici bulasi yansitmaktadir
(22,23,25).

3.2.2.9.Korunma ve Kontrol

HSV infeksiyonundan korunabilmek i¢in; saglik personeli ve dis

hekimlerinin infeksiydz lezyonlar ile direkt temastan kaginmasi, belirgin ve
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yaygin herpetik lezyonlar1 olan kisilerle saglikli kisilerin yakin iliskiden
kaginmasi, aktif lezyonu olan veya gecirilmis infeksiyon Oykiisii olan HSV-2
seropozitif kisilerin cinsel iliski sirasinda kondom kullanmalar1 ve bebeklerin
perinatal infeksiyondan korunmasi gerekmektedir. Annede tekrarlayan genital
herpes hikayesi varsa, ama semptomatik degilse vajinal dogum yapabilir (
22,25).

Yineleyen genital herpesli hastalar yilda 12 veya daha fazla atak
geciriyorsa ve uzun siirliyorsa proflaksi uygulanmalidir. Ancak hastanin
bagisiklik yetmezligi varsa tekrarlama sikligi ve siddetine bakilmaksizin
proflaksi yapilmalidir. HSV infeksiyonlarindan korunmak i¢in ¢ok sayida as1
calismasi yapilmistir (34). Son olarak calisilan vaksinya viriisii ile HSV’ nin
rekombinasyonu ile elde edilmis rekombinan asi, vaksinya viriisiine ait yan
etkilerden dolayr heniiz kullanimda degildir. Diger as1 ise HSV’nin
glikoproteinlerinden hazirlanan bir subiinit asidir. Ama bu asinin sagladigi
korumanin kisa siireli ve diisiik diizeyde olmasi1 yaygin kullanimini kisitlamigtir
(22,25).

3.2.2.10.Tedavi

HSV infeksiyonlarinin tedavisinde bir¢ok antiviral gelistirilmistir.
Ancak kullanilan ilaglardan higbiri latent herpes viriisiine etki edememektedir.
En ¢ok kullanilan ilag¢ asiklovirdir. Asiklovir bir niikleozid analogudur ve
HSV-1 ve HSV-2’ye etkilidir. Timidin kinaz ve hiicresel kinazlar ile etkileserek
DNA polimeraz enzimini inaktive eder. Asiklovirin serum diizeyinin %50’si
BOS’a gecer. Akut HSV gingivostomatitte oral kullanimi uygundur. Herpes
labialiste prodromal donemde oral kullanilir. Genital herpes infeksiyonunda
oral yolla tedavi uygulanir. Neonatal herpes infeksiyonunda, ensefalit gelisen
hastalarda, immunsupresif hastalarda, komplikasyon gelistiginde ve agir lokal
infeksiyonda asiklovirin parenteral formu kullanilir. Tekrarlayan herpes
ataklarinda asiklovir yillarca kullanilabilir. Asiklovire direng gelisen hastalarda

vidarabin ve foskarnet tedavisi uygulanilabilir. Asiklovir ile birlikte
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famsiklovir,  valasiklovir HSV infeksiyonlarinda  kullanilan  diger

antiviralllerdir (22,23,25).

3.2.3.SITOMEGALOVIRUS

CMV immun supresif kisilerde ciddi hastalik yapabilen herpes
grubuna ait bir virlistir. CMV diinya lizerinde her bdlgede goriilebilir.
Mevsimsel ya da epidemik degisiklik gostermemektedir (35). Diinya
tizerindeki bireylerin %40-100’t CMV ile hayatlarinin bir doéneminde
karsilasmistir. CMV infeksiyonu en fazla subklinik olarak ¢ocukluk doneminde
gecirilmektedir (36,37).

3.2.3.1.Tarihce

Insan sitomegaloviriisii ilk defa 1904 yilinda bebek otopsilerinde
“protozoa benzeri” hiicreler goriilmesi ile tanmmustir. Viriis 1956 yilinda
Weller, Smith ve Rowe tarafindan ayr1 ayri izole edilmistir. Sitomegaloviriis
adi Weller tarafindan infekte ettigi hiicrelerde yaptigi degisiklerden otiirii
kullanilmistir. Daha sonra ise viriis taksonomi komitesi tarafindan Herpesviriis
5 olarak adlandirilmistir (38).

3.2.3.2.Simiflandirma

Sitomegaloviriis Herpesviridae ailesinin betaherpesviriis alt ailesinin
tiyesidir. Betaherpesviriislerin konak alanlar1 dardir. Replikasyon siireleri uzun
oldugu i¢in kiiltiirlerde yavas iirerler. Infekte ettikleri hiicreleri biiyiitme
(sitomegali) ozellikleri vardir. Salg1 bezleri, lenforetikiiler hiicreler, bobrek ve
diger dokularda latent kalabilirler. Bu grupta CMV ve insan herpes viriis 6a, 6b
ve 7 bulunmaktadir (24,35).

3.2.3.3.Genel Ozellikler

Sitomegaloviriis herpesviriis ailesinin genel 6zelliklerini tagimaktadir.
CMV 120-200 nm capinda ¢ift iplikli lineer DNA genomu igerir. Ikosahedral
kapsidi 162 kapsomer olusturmaktadir. Kapsid disinda tegiiment veya matriks
olarak bilinen bir tabaka ve en dis kisimda da fosfolipidden zengin zarf vardir.

Matriks proteinlerinin gorevi heniliz tam olarak anlagilmamistir ama pp65
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(ppul83) protein kinazlarin yaptig1 fosforilasyonun ana hedefidir ve antijenemi

testinde arastirilan proteindir. Fosfoprotein UL32 (p150), ppUL44 (p52),

ppULS80Oa (p38) ve ppULS57 (p130) immunojenik olup, serolojik tanida yarar

saglar. CMV i1s1yla (56°C’de 30 dakika), diisiik pH, lipid ¢oziiciiler, ultraviyole

ve dondurma-¢dzdiirme islemleri ile inaktive olur (35, 38, 39).
3.2.3.4.Replikasyon

CMYV replikasyonu konak hiicre ¢ekirdeginde ger¢eklesir ve en erken,
erken ve gec olmak lizere 3 gen iirlinii eksprese eder. Viriisiin hiicre iginde
cogaldigr prodiiktif infeksiyonda hemen daima degisik derecelerde hiicre
harabiyeti olusur. Latent infeksiyonda ise hiicre harabiyeti yoktur (35,38,40).

CMV infeksiyonu ili¢ asamada goriiliir. Replikasyon yaklasik 48-72
saat stirmektedir. CMV replikasyonu farklilagmis insan hiicrelerinde, deri ve
akciger fibroblastlarinda, aktive olmus makrofajlarda ve farklilasmis
monositlerde ger¢eklesmektedir (35,38,40).

CMV replikasyonu viriisiin zarf glikoproteinlerinin hiicreye tutunmast
ile baglar. Tutunmay1 viral zarf ve hiicre zarinin fiizyonu ile gerceklesen
penetrasyon takip eder. Boylece kapsid agiga ¢ikar ve viral DNA ¢ekirdek zari
porlarindan cekirdege ulagir. Ik asamada yeni protein sentezine gereksinim
duymadan eksprese edilen en erken gen {iriinleri sentezlenir. Bu {iriinler
infeksiyonun ge¢ donemine kadar salgilanir ve muhtemelen diizenleyici rolii
vardir. Ge¢ donemde ise yapisal proteinler salgilanir. Bunlardan niikleokapsid
proteinleri ¢ekirdekte toplanir ve DNA’y1 sarar. Olusan yapi hiicre zarina
tasinir ve ekzositoz ile salinir (35,38,40).

3.2.3.5.Patogenez ve Patoloji

CMV baz1 hiicresel proteinlerin ekspresyonunu arttirarak veya
azaltarak hiicre cogalmasi gibi bazi hiicre fonksiyonlarini bozabilmektedir. Bu
sayede litik infeksiyon olmadan CMV sinirli olarak eksprese edilmekte ve
hiicrelerde minimal CPE olusturmaktadir. CMV aymi zamanda komsu

hiicrelerin fonksiyonlarin1 da engelleyebilir (35,38,40,41).
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Semptomatik veya asemptomatik seyreden bir infeksiyonu takiben
CMV konake¢1 dokularda devamli olarak bulunur. Bu kisilerden yapilan kan
transflizyonu ve organ transplantasyonu sonucu viriis nakledilebilir
(35,38,40,41).

CMV’ye karst normal konakta 6zgiil immun yanit koruyucu olarak
gorlilmektedir. Bu grupta klinik infeksiyon nadirdir. Eger konak¢inin T hiicre
cevabi bazi hastaliklar veya iatrojenik olarak baskilanirsa latent viriis reaktive
olabilir (35,38,40,41).

3.2.3.6.Klinik Ozellikler

CMV infeksiyonun kulucka siiresi 4-8 haftadir. CMV bagisiklik
sistemi normal olan bireylerde nadiren semptomatik hastalik olustururken,
immun yetmezlikli bireylerde 6zellikle transplant alicilarinda, HIV ile infekte
kisilerde ve intrauterin infeksiyon sonrasi yenidoganda ciddi klinik tablolara
neden olmaktadir (38,40).

Normal konaktaki infeksiyonlar

Bu grupta hastalik genellikle semptom vermez. CMV nadiren
mononiikleoz tablosuna neden olur. Olgularin ¢ok az bir kisminda hepatit,
Guillain-Barre sendromu, aseptik menenjit goriilebilir (39-41).

Solid organ transplant alicilar

CMYV transplant alicilarinda, CMV sendromuda denilen hafif derecede
semptomatik olan, genellikle ates, istahsizlik ve halsizlikle karakterize bir
infeksiyona neden olur. CMV sendromu genellikle kendiliginden iyilesebilir.
Bazi hastalarda da organ tutulumuna bagli lokalize infeksiyonlar ve klinik
bulgular olusabilir. Lokalize infeksiyonlar genellikle akciger, gastrointestinal
sistem, karaciger ve bobrekte olur (39-41).

Kemik iligi transplant alicilar

Kemik iligi transplantasyonu sonrasinda CMV’e bagli olarak ates,
halsizlik, 16kopeni, trombositopeni ve interstisyel pndmoni transplantasyon
sonrasinda genellikle ilk 120 giin i¢inde goriiliir. Pndmoni agir seyirli olup

mortalite hiz1 %84°tiir (39-41).
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AIDS’li olgular

En sik olarak CMV retiniti goriiliir. AIDS’li olgularda santral sinir
sistemi tutulumu siktir ve CMV infeksiyonuna bagli olarak genellikle
poliradikiilopati goriilir. BOS incelemesinde polimorfoniikleer 16kositler,
protein miktarinda hafif artis ve seker miktarinda orta derecede azalma
saptanir. Bakteriyel menenjitlerden bakteriyel kiiltiirlerde ireme olmamasi ile
ayrilir. SSS ile ilgili olarak ayrica meningoensefalit, periferal ndropati ve
monondrit gelisebilir (39-41).

Konjenital CMYV infeksiyonlar1

Annede CMV infeksiyonu sonucunda intrauterin donemde infekte
olan bebeklerin yaklasik %10-20’si dogumda semptomatiktir. Bu oranin ancak
yarisinda fulminan sitomegalik inkliizyon hastalig1 goriiliir. SSS ile ilgili olarak
mikrosefali, motor bozukluklar, korioretinit ve serebral kalsifikasyonlar
goriilebilir. CMV’e bagh sarilik ve hepatosplenomegali bir siire sonra azalir,
ancak norolojik sekeller, mikrosefali ve mental retardasyon kalicidir. Dogum
sonrasinda alman CMYV infeksiyonlarinda diffiiz visseral tutulum ve SSS
hastalig1 gelismez (39-41).

3.2.3.7.Laboratuvar Tam

Giliniimiizde sitomegaloviriis infeksiyonunun tanisinda o6rneklerin
direkt incelenmesi, viriis izolasyonu ve serolojik testler kullanilmaktadir.

Orneklerin direkt incelenmesi

Histolojik ve sitolojik teknikler, elektron mikroskobi, viral proteinleri
veya niikleik asitleri direkt tanimlayan yontemler uygulanmaktadir. CMV
varlig1 antijenemi veya niikleik asit tayini ile belirlenecekse doku, solunum
sekresyonlari, idrar sedimenti, BOS, amnion sivis1 ve periferal kan 16kositleri
kullanilabilir (35).

CMV antijenemi testi periferik kan polimorfoniikleer 16kositlerinde
CMYV alt matriks proteini olan pp65°’i saptamaya yonelik hizli ve kantitatif
sonug verebilen bir testtir. Antijenemi testinin duyarlili1 hiicre kiiltiirlerinden

yiiksektir ve infeksiyonu daha erken donemde saptayabilmektedir (35,39-41).
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PCR ydntemi

CMV hiicre Kkiiltiirlinde ge¢ iirer ve kullanilan klinik Ornekler
hiicrelere toksik etki yapabilirler. Konjenital infeksiyonlarin tanisinda ise viriis
izolasyonu yetersiz kalabilir. Bu nedenle niikleik asit dizilerinin tayinine
yonelik molekiiler testler son yillarda daha ¢ok kullanilmaya baslanmistir (37,
42) PCR yonteminin duyarlilig1 antijenemi testi ve hiicre kiiltlirtinden ytiksektir
ve bu testlerden daha erken donemde viriisii saptayabilmektedir (35,39-41).

Viriis izolasyonu

Viriis izolasyonu igin idrar, solunum sekresyonlari, BOS, tam kan
ornekleri toplanabilir. Immun yetmezlikli hastalarda 6zellikle kan Idkositleri
izolasyon igin daha uygun &rneklerdir. Izolasyon dokulardan yapilacaksa
uygun viral transport besiyerleri kullanilmalidir. Tiim 6rnekler en kisa siire
igerisinde laboratuvara ulastirilmalidir. CMV’de diger viriisler gibi dondurma
ve ¢Ozdiirme islemleri sirasinda canliligini yitirecegi i¢in drnekler ya hemen
calistlmali, 24-48 saat icerisinde c¢alisilacaksa 4°C’de saklanmalidir. Ornek
daha fazla bekleyecekse —70°C’de muhafaza edilmelidir (35,39-41).

Hiicre kiiltiirleri CMV infeksiyonu ve hastaliklarinin tanisinda altin
standart olarak kabul edilmektedir. CMV en iyi MRC-5 ve diger insan
embriyonu akciger fibroblast hiicrelerinde iiretilmektedir. CMV’nin hiicre
kiiltiirtinde replikasyonu olduk¢a yavastir. Konvansiyonel hiicre kiiltiirlerinde
1-4 hafta arasinda sitopatik etki izlenmektedir. Hizl1 hiicre kiiltiirlerinde (shell-
vial gibi) 24-48 saat arasinda sonug¢ verilebilmektedir. Bu yontemde CPE
beklenmeden viriisiin olusturdugu en erken ve erken proteinler monoklonal
antikorlarla arastirilmaktadir (35,39-41).

Serolojik tam

Serolojik olarak nétralizasyon testleri, hemagliitinasyon, enzim
immunassay gibi yontemlerle CMV’e karst olusan IgM ve IgG antikorlari
belirlenebilmektedir. Genel olarak CMV IgM antikorlarinin veya iki farkl
serum Orneginde CMV IgG antikorlarinin titresinde dort kat artisin

belirlenmesi akut CMV infeksiyonunu gosterir. Normal bireylerde CMV
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mononiikleozu ve konjenital CMV infeksiyonlarinin tanisinda CMV IgM
pozitifligi anlamlidir. Ancak immun yetmezlikli olgularda akut CMV
infeksiyonlarinin tanisinda CMV IgM tayini anlamli degildir. CMV IgM
primer infeksiyonlarda oldugu kadar reaktivasyonlarda da yilikselmektedir veya
IgM pozitifligi primer infeksiyondan wuzun siire sonra bile devam
edebilmektedir. Gebede saptanan CMV IgM  pozitifliginin  primer
infeksiyondan kaynaklandigini kanitlamak i¢in en stk CMV IgG avidite testi
kullanilmaktadir. Primer infeksiyonda IgG aviditesi diisiik iken, sekonder
infeksiyonda ise avidite yiiksektir (35,39-41).

3.2.3.8.Epidemiyoloji

CMV infeksiyonlar1 tiim diinyada ve yas gruplarinda yaygin olarak
gorlilmektedir. Seropozitivite oranlar1 gelismis lilkelerde %50-60, gelismekte
olan iilkelerde ise %90-100 civarindadir. CMV infeksiyonu erken ¢ocukluk
doneminde ve cinsel aktivitenin artmasina paralel olarak reprodiiktif donemde
pik yaptigi bilinmektedir. Ulkemizde de CMV seroprevalansi yiiksektir.
Viriislin bulagmasi plasenta yolu, cinsel iliski, kan transfiizyonu, solid organ ve
kemik iligi transplantasyonu ve viriis tasiyan kisilerle yakin temas sonucu
olabilir (39,41).

CMV diger herpes virtiisler ile benzer olarak; primer infeksiyon, latent
infeksiyon ve reaktivasyon ya da reinfeksiyon seklinde sekonder infeksiyona
yol agabilir (39,41). CMV solid organ transplantasyonu, kemik iligi
transplantasyonu ve HIV hastalarinda goriilen firsatci infeksiyonlarin basinda
yer almaktadir (43,44). Konjenital CMV infeksiyonu goriilme orani ise tiim
canli dogumlarda %0.2-2.2 arasindadir. Bu hastalarin ancak %10-20’si
semptomatiktir (42, 45).

3.2.3.9.Tedavi

Gansiklovir, foskarnet, sidofovir ve famivirsen viral DNA polimerazi
inhibe ederek CMV hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (39,41,46).

Gansiklovir CMV ile infekte hiicrelerde hiicresel enzimlerle aktif

formuna doniislir. Hiicre ici aktif gansiklovir asiklovire gore 10 kat yiiksek
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diizeyde bulunur. Gansiklovir BOS’ta %?24-70 diizeyine ulasir. Vitreus ici
uygulamalar i¢in goz implant1 gelistirilmistir. Gansiklovir CMV retinitinde ve
pnomonisinde Onerilmektedir. Gansiklovir, pnomoni, kolit, 6zofajit ve SSS
infeksiyonunda daha az etkilidir. Ilaca karsi hiicre i¢i fosforilasyonunu
saglayan UL97 protein kinaz geninde degisiklik ile ve viral DNA polimeraz
enziminde nokta mutasyon sonucu direng gelisebilmektedir. Gansiklovire
diren¢ durumunda foskarnet kullanilabilir. Foskarnet, immunsupresif
hastalarda CMV infeksiyonlarinda onerilir. Viral DNA polimeraz geninde
mutasyona bagli olarak foskarnete direng gelisebilir. Diren¢ durumunda
sidofovir kullanilabilir (39,41,46).

Gansiklovir veya foskarnete direngli CMV retinitinde sidofovir
kullanim1 6nerilmektedir. Sidofovir direnci gansiklovire benzer sekilde
gelisebilir. Iki ilag arasinda ¢apraz direng s6z konusudur (39,41,46).

Famivirsen basgka tedavilere cevap vermeyen veya kontraendike olan
CMV retinitinde intravitreal tedavi olarak 6nerilmektedir (39,41,46).

3.2.3.10.Korunma ve Kontrol

Yenidoganlarin ve CMV seronegatif transplant alicilarin CMV
acisindan korunmasi dnemlidir. Korunma i¢in genel olarak cevre hijyeni ve
hastanede ellerin sik yikanmasi Onerilmektedir. Toplumda seroprevalans
yiiksek oldugu i¢in kan ve kan iiriinlerinin CMV yoniinden degerlendirilmesi
ancak 6zel durumlarda yapilmaktadir (39,41,46).

Kemik iligi ve bobrek transplant alicilarinda proflaktik olarak antiviral
ilaglar kullanilmaktadir. Asiklovir in vitro c¢alismalarda etkili bulunmamustir.
Gansiklovir proflaksisi ise transplant alicilarinda infeksiyon insidansini
belirgin olarak diisiirmektedir. AIDS hastalarinin retinit tedavisinde intra venoz
gansiklovir uygulanmasi stabilizasyon ve gerileme saglar. Bu hastalarda
reaktivasyon daima goriiliir. Yasam boyu supresyon tedavisi Onerilir
(39,41,46).

CMV hastalig1 acisindan risk grubu olan hastalarin korunmasinda asi

uygulamasi heniiz tam bir agiklik kazanamamistir. CMV’den korunma igin
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canli atteniie viriis, glikoprotein ve DNA plazmid as1 ¢alismalar1 yapilmaktadir
(47).

CMV  infeksiyonundan korunmada diger bir yolda pasif
immunizasyondur. Ozellikle transplantasyonda risk grubunu olusturan
vericinin seropozitif, alicinin seronegatif oldugu grupta alicilarin korunmasi ile

ilgili calismalar yapilmistir (48,49).

3.2.4.VARICELLA-ZOSTER VIRUS

Herpesviridae ailesinin tiyesi olan VZV morfolojik olarak HSV’ye
benzer. Primer infeksiyon olarak varicella (sugicegi, Chickenpox), reaktive
oldugu zaman ise zona (Herpes zoster, Shingles) hastaligina neden olur.
VZV’nin tek dogal kaynagi insandir.

3.2.4.1.Tarihge

Sucicegi eski zamanlarda cicek hastaligi ile karistiriliyordu. Ilk kez
Heberden 1769 yilinda sugiceginin ayri bir hastalik oldugunu, Steiner ise
1875’de bunun bir infeksiyon hastaligr oldugunu bildirmistir. Weller 1958
yilinda varicella ve zona hastaligindan VZV’i izole etmistir. Varicella ve zona
vezikiillerinden izole edilen VZV’nin morfolojisi ve DNA molekiiler agirliklari
ile endoniikleaz kaliplarinin benzer olmasi, her iki hastalikta ayni tip
histopatolojik vezikiiller ve doku Kkiiltiirlerinde eozinofilik intraniikleer
inkliizyonlar ile ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler olusmasi nedeniyle, bu iki
hastaligin etkenlerinin VZV oldugu gosterilmistir (50-52).

3.2.4.2.Smiflandirma

VZV herpesviriis ailesinin alfaherpesviriis alt ailesinin iyesidir.
Alfaherpesviriisler cesitli konaklarda bulunabilirler. Replikasyon siireleri diger
gruplara gore nispeten kisadir. Kiiltiirlerde infekte ettikleri hiicrelerin
bozulmasiyla hizli yayilirlar. Primer olarak ganglionlarda latent infeksiyon
olusturabilirler. Bundan dolay1 ndrotropik viriislerdir. Bu grupta HSV-1, HSV-
2, VZV ve herpes B viriis vardir (24,53).
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3.2.4.3.Genel Ozellikler

VZV’nin genel 6zellikleri diger herpes virlislerine benzer. Lineer ¢ift
sarmalli DNA’s1 125 000 baz ¢ifti uzunlugundadir ve 75 protein
kodlamaktadir. Viriisiin lipid yapisinda zarfi ve glikoprotein ¢ikintilart vardir.
Sadece zarfli virionlar infeksiyozdiir. Zarf deterjanlara ve etere duyarhdir.
VZV hiicreden hiicreye direkt temas ile bulagsmaktadir. Infeksiydz viriis,
plazma membranina fiizyondan sonra hiicrelere yapisarak yayilmaktadir. VZV
herpes simpleks viriislerinin aksine deney hayvanlarinda hastalik olugturmaz
(50-52).

3.2.4.4.Replikasyon

VZV infekte ettigi hiicrenin ¢ekirdeginde ve uzun zamanda {irer.
Replikasyonu herpes simpleks virilisiine benzer. Hiicredeki infeksiyoz viriis
hiicreye bagli kalir ve hiicre harabiyeti sonucu infekte ettigi hiicrenin ¢ekirdek
zarindan kilif alarak saliir (52,53).

3.2.4.5.Patogenez ve Patoloji

Viriisiin viicuda girig yolu ya iist solunum yoludur ya da konjuktiva
mukozasidir. Burada viriis replike olduktan sonra kan dolagimina geg¢ip viremi
olusturur. Viremi genellikle diisiik diizeyde ve gecicidir. Ancak siddetli ve
progresif VZV varliginda viremi devam eder. Viremi doneminde viriis deriye
lokalize olur. Virlisiin infeksiyonu ile kiitandz ve mukozal lezyonlar ortaya
cikar. Epitel hiicrelerinde sisme ve balonlasma goriiliir, doku sivisinin birikimi
sonucu vezikiiller olusur. Viriisiin replikasyonu ve yayilimi konagin humoral
ve hiicresel immiin yanit1 ile sinirlandirilir. Viriis duyu ganglionlarinda latent
olarak kalir (50-52).

Reaktivasyonun en 6nemli nedeninin hiicresel immunitedeki zayiflik
oldugu ve bunun ganglionda viral replikasyonla sonug¢lanarak inflamasyon ve
agr1 olusturdugu diisiiniilmektedir (50-52).

VZV’nin gebelikte dnemli etkileri vardir. Hem gebede hem de fetiiste
hastalik yapabilir. Gebelerde primer infeksiyon normal popiilasyona gére daha

agir seyretmektedir (50-52).
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3.2.4.6.Klinik Ozellikler

VZV’nin olusturdugu primer infeksiyon olan sugigegi en sik 10 yas
alti gocuklarda goriiliir. Inkiibasyon dénemi 10-21 giindiir. Genellikle hafif
siddette, jeneralize vezikiiler lezyonlarla karakterize bir infeksiyon olusturur.
Lezyonlar ilk olarak bas ve gévde de ortaya c¢ikar ve ekstremitelere yayilim
gosterir. Ayni anda farkli evrelerde lezyonlar (papiil, vezikiil, krut) gdzlenmesi
tipiktir (50,51).

Primer VZV infeksiyonu c¢ocuklarda genellikle komplikasyonsuz
seyrederken, eriskinlerde oldukca ciddi klinik tablolara yol agabilir. Pnémoni
ve ensefalit gibi komplikasyonlara yol acabilecekleri gibi hastalik 6liimle de
sonuclanabilir. Zona latent VZV infeksiyonunun reaktivasyonu sonucu
meydana gelir ve daha sik olarak eriskinlerde goriiliir. Hem primer hem de
sekonder infeksiyonlar immiin yetmezligi olan hastalarda yaygin ve fatal
seyreden infeksiyonlar olusturabilirler (50,51).

3.2.4.7.Laboratuvar Tam

VZV infeksiyonlar1 ¢ogu zaman klinik olarak taninir. Laboratuvar
tanis1 nadiren gereklidir. Viriisii doku veya sivilarda gostermek ig¢in; 6rnegin
direkt incelemesi, viriis izolasyonu ve serolojik yontemler uygulanmaktadir
(53).

Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

VZV’i gostermek i¢in vezikiiler lezyonlardan siiriintii, cilt kazinti
ornegi, vezikiiler sivi, BOS ve otopsi doku Ornekleri kullanilabilir.
Immunfloresan boyama ydntemi icin uygun 6rnek lezyonun seliiler kismindan
stiriintli alinmasidir (51-53).

Orneklerin direkt incelenmesi

VZV ile infekte hiicrelerde indirekt immunfloresan ydntemiyle
membran antijenlerini belirleyen floresans antikor membran antijen testi
kullanilmaktadir (50). VZV infeksiyonu tanisinda PCR ve immunfloresan
boyama yontemleri virlis izolasyon yontemlerine goére daha duyarli

bulunmustur (54).
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PCR ydntemi

Immunsupresif hastalarin BOS ve kan &rneklerinde PCR ydntemi ile
viriis aragtirtlmaktadir. VZV infeksiyonu tanisinda in house, gercek zamanli
PCR ve“touchdown PCR” yontemleri uygulanmaktadir. (17).

“Touchdown PCR” optimal primer baglanma derecesini
belirlemektedir. Amplifikasyonun ilk siklusunda baglanma derecesi olarak,
hesaplanan Tm derecesinin yaklagik 15°C iizerinden baglanmakta, takip eden
sikluslar esnasinda 1-2 derece diisiiriilerek Tm derecesinin takriben 5°C tizerine
kadar gelinmektedir. Kalan sikluslar, belirlenen sicaklikta tamamlanmaktadir.
Boylece hedef bolgeye 6zgili amplikonlar elde edilmektedir (52,53)

Viriis izolasyonu

Ornekler uygun ve steril transport besiyerlerinde soguk zincirle bir an
once laboratuvara ulastirilmalidir. Ornekler hemen calisilamayacaksa —70°C’de
saklanmalidir (51-53).

VZV insan fotal diploid bobrek veya insan diploid akciger
hiicrelerinde iyi iretilmektedir. VZV doku kiiltlirlinde fokal sitopatik etki
yapmaktadir. VZV’nin sitopatik etkisi hiicrelerde kii¢lilme, birbirinden
ayrilma, refraktil hiicrelerin hilal seklinde dizilimi ile karakterizedir. CPE 2-14
giin arasinda izlenmektedir. Genelliklede 3-7 giin igerisinde sitopatik etkisi
goriilmeye baslanir (51-53).

Serolojik tam

Sugiceginin tamisinda serum Orneklerinde VZV IgM ve IgG
antikorlarinin gosterilmesine yonelik floresan antikor, ELISA, immunoblotting,
latex agliitinasyon ve antikomplementer immun floresan testleri
uygulanmaktadir. Varicella &ykiisii olmayan erigkinlerde ve toplumun
%75’inden fazlasinda VZV antikorlar1 bulundugu halde semptomsuz varicella
gecirenlerde serolojik tan1 onemlidir. (50-52).

3.2.4.8.Epidemiyoloji

VZV’nin tek dogal kaynagi insandir. Duyarh kisilerde virlisiin primer

infeksiyonu sucicegi seklinde seyreder. En sik 2-6 yas arasinda goriiliir. Yillik
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epidemileri daha c¢ok kis sonu ve bahar aylarindadir. insandan insana
vezikiillerin direkt temasi, damlacik infeksiyonu ve hava yolu ile bulasarak
epidemilere neden olur (50,51).

Herpes zoster sadece primer VZV infeksiyonu geciren kisilerde
goriiliir. VZV ile infekte kisilerin yaklasik %10-20’sinde zona gelisir. Zoster
lezyonlarinda canli virlis bulunur ve sugigegi gecirmemis bagisik olmayan
cocuklar icin infeksiyon kaynagi olabilir. Zona latent virlis reaktivasyonu
sonucu ortaya ¢ikan bir klinik durum oldugundan mevsimlerle iligkili degildir
(50,51).

3.2.4.9.Tedavi

Asiklovir, valasiklovir, famsiklovir ve vidarabin VZV infeksiyonunun
tedavisi i¢in kullanilan lisansli ilaglardir.

Asiklovir, hastaligin baslangicinda yayilmay1 énlemektedir. Immun
yetmezligi olan hastalarda ve varicellaya bagli komplikasyon gelistiginde
asiklovir uygulanmalidir. Zonali hastalarda viriisiin bulasma riskini, akut
agrinin siiresini  ve siddetini, okiiler, motor ve merkezi sinir sistemi
komlikasyonlarini azaltmak i¢in asiklovir 6nerilmektedir (39,46,50).

Valasiklovir asiklovirin L-valil esteri olan bir 6n ilagtir. Oral emilimi
asiklovirden %20-80 daha fazladir. Iyi emilimi ve kullanim kolaylig1 nedeni ile
herpes zoster hastaliginda onerilir. Famsiklovir normal immiiniteli hastalarda
akut, komplike olmayan herpes zoster infeksiyonlarinda kullanilir. Vidarabin
ise yeni lezyonlarin olusumunu baskilamaktadir (39,46,50).

3.2.4.10.Korunma ve Kontrol

Hastalar su ¢igeginin tipik belirtileri goriillmeden 24-48 saat dnce de
virlisli bulastirabildiginden duyarh kisiler bu donemde infekte olabilirler. Daha
cok okul ¢ag1 cocuklarda salginlar goriiliir. Hafif seyirli bir hastalik oldugu i¢in
korunmaya yonelik bir caligma yapilmamaktadir. Ancak immiin sistem
yetmezligi olan hastalarda agir ve 6liimciil seyredebileceginden bu hastalarin

VZV ile infekte hastalar ile temasi engellenmelidir. VZV Oka susundan
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hazirlanan canli attenlie as1 bir cok iilkede kullanilmaya baslanmistir.
Cocuklarda tek doz as1 klinik olarak etkili immunite saglar (39,50,51).
Varicella zoster immunglobulin proflaksisi, varicella veya herpes
zosterli hastalarla yakin temasta olan immun yetmezlikli ¢ocuklar, gebeler gibi
riskli ve daha once viriisle karsilasmamis duyarh kisilerde ilk 96 saat igerisinde

uygulanmalhidir (39,50,51).
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3.3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 Viroloji laboratuvarinda ve Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Arastirma Merkezi (DEKAM)’da yapildi.

3.3.1. HASTALAR VE ORNEKLER

Mart 2004-Haziran 2005 donemleri arasinda Erciyes Universitesi
Gevher Nesibe Hastaneleri Kliniklerinde takip edilen aseptik menenjit 6n tanili
30 hastadan alinan BOS 6rnekleri ¢caligsmaya dahil edildi.

Hastalarin 12’si pediatrik infeksiyon hastaliklari, 12’si infeksiyon
hastaliklar1 ve klinik mikrobiyoloji, 2’si ¢ocuk acil, 1’1 biiyiik acil, 1’1 dahiliye
yogun bakim, 1’1 pediatrik yogun bakim, 1’1 ndroloji servisinde takip edildi.
Hastalarin 15°1 pediatrik yas grubunda (6 ay-11 yas), 15’1 erigkin yas grubunda
(19-67 yas) idi. Hastalarin 20’si kadin 10’u erkekti. Hastalarin 5’1 klinik takip
altindayken ex oldu, 25 hasta taburcu edildi.

Hastalardan BOS ornekleri steril sartlarda lomber ponksiyon ile
klinisyen tarafindan alindi. BOS 6rnekleri ¢alisilincaya kadar ikiser tiip olarak
—70°C’de saklandi. Yedi hastadan alinan BOS 6rnegi azdi.

BOS o6rneklerinden HSV-DNA, VZV-DNA, CMV-DNA, enteroviriis-
RNA izolasyon ve amplifikasyonu Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Viroloji laboratuvarinda yapild.

Virlis izolasyonu Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Aragtirma

Merkezi (DEKAM)’da Hep-2 ve MRC-5 hiicreleri kullanilarak yapildi.
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3.3.2. HSV-DNA, VZV-DNA, CMV-DNA, ENTEROVIRUS- RNA
PCR TESTLERI
Orneklerden niikleik asit izolasyonu PureArt DNA Mini Kiti
(QIAGEN, Almanya) ile yapildi. Tim amplifikasyon islemlerinde ayni
izolatlar kullanildu.
HSV-DNA belirlenmesinde HSV QL 1.0 (Fluorion, lontek, Tiirkiye);
CMV DNA belirlenmesinde CMV QL 1.0 (Fluorion, Iontek, Tiirkiye); VZV-
DNA belirlenmesinde VZV DNA RealArt (Artus, Almanya) ve Enterovirus-
RNA belirlenmesinde RealArt enteroviriis LC (Roche Diagnostics, ABD)
kitleri kullanildi. Niikleik asit izolasyon ve amplifikasyon caligmalari {iretici
firmalarin 6nerileri dogrultusunda yapildi.
Orneklerden niikleik asit izolasyonu
Calisilacak BOS o6rnekleri ¢alismadan 6nce 15-25°C oda sicakligina
getirildi.
Kit icerigi:
- QIAamp Spin kolonu
- Toplama tiipleri (2 mL’lik)
- Bufffer AL
- Buffer ATL
- Buffer AWI (konsantre)
- Buffer AW2 (konsantre)
- Buffer AE
- Proteinaz K
Kit icerigi disinda kullanilan malzemeler:
- Vorteks
- 56°C’de etiiv
- Santriftyj
- %96’lik etil alkol
- 1,5 mL’lik steril ependorf tiipleri
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Testte kullanilan soliisyonlarin hazirlanis::

19 mL buffer AW1 tzerine 25 mL etil alkol ilave edildi.
13 mL buffer AW?2 tizerine 30 mL etil alkol ilave edildi.

10-

11-

12-

Niikleik asit izolasyon prosediirii
Steril ependorf tiipleri hazirland1 ve her tiipe 20 uL proteinaz K eklendi.
Tiiplere 200 pL 6rnek eklendi.
Tiiplere 200 pL buffer AL eklendi ve tiipler 5 saniye vortekslendi.
Tiipler 56°C etiivde 10 dakika inkiibe edildi.
Tipler kapakta biriken damlaciklarin tabana inmesi i¢in kisa siireli santrifiij
edildi.
Tiiplere 200 pL etil alkol ilave edilip 15 saniye vortekslendi. Tiipler
kapakta biriken damlaciklarin tabana inmesi i¢in kisa siireli santrifiij edildi.
Tiplerdeki karisimin tamami toplama tiiplerine konulan kolonlara alindi ve
6000 x g’de (8000rpm) 1 dakika santifiij edildi.
Kolonlar santrifiijden alinip temiz toplama tiiplerine alindi. Kolonlarin
kapaklar1 dikkatlice acilip ve tizerine 500 puL buffer AW1 eklendi ve 6000
x g’de (8000rpm) 1 dakika santifiij edildi.
Kolonlar santrifiijden alinip temiz toplama tiiplerine alindi. Kolonlarin
kapaklar dikkatlice agilip iizerine 500 pL buffer AW2 eklendi ve 20 000 x
g’de (14 000rpm) 3 dakika santifiij edildi.
Kolonlar santrifiijden alinip temiz toplama tiiplerine alind1 ve 20 000 x g’de
(14 000rpm) 1 dakika santifiij edildi.
Kolonlar santrifiijden alinip temiz 1,5 mL’lik ependorf tiiplerine alindi.
Kolonlarin kapaklar1 dikkatlice acildi ve lizerine 50 uL buffer AE eklendi.
Oda sicakliginda bir dakika bekletildi ve 6000 x g’de (8000rpm) 1 dakika
santifiij edildi.
Kolonlar atilip ependorf tiiplerindeki saf niikleik asit PCR caligsmasi i¢in

saklandi.
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HSV-DNA, VZV-DNA, CMV-DNA,
amplifikasyonu

1- HSV-DNA amplifikasyonu

HSV-DNA amplifikasyon karisimi:

enteroviriis-RNA

- PCR miks 12.50uL
( HotStarTaq polimeraz, QuantiTect Probe PCR
tamponu, dUTP igeren ANTP karigimi, 8mM MgCl,)

- Deteksiyon miks 0.70 uL
( HSV genomu i¢in 6zgiil forward ve

reverse primerler -0.8uM- )

- Distile su 1.80 uL

Toplam 15.0 uL

Testin uygulanmasi:

1- Amplifikasyon asamasi izolasyon odasindan farkli bir odada yapildi.

Onceden %10’lik hipokloridli su ile silinmis ve ultraviyole 15181 ile sterilize

edilmis laminer akim igerisinde calisildi. Amplifikasyon kiti ¢alisma anina

kadar buz kalib1 tizerinde bekletildi.

2- Ornek sayis1, pozitif ve negatif kontrol sayis1 kadar PCR tiipii hazirland.

3- Ornek sayisi, pozitif ve negatif kontrol sayis1 kadar PCR amplikasyon

karistmi tek ependorf tlipiine hazirlandi ve PCR tiiplerine 15’er uL

dagitild.

4- Kit icerisinden ¢ikan pozitif kontrol, HSV-DNA i¢ermeyen negatif kontrol

ve hasta drneklerinden 10’ar uLL PCR tiiplerine dagitildi.

5- Tiipler GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, ABD) PCR

cithazina yerlestirildi.
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6-

O-

10-

Orneklerdeki niikleik asit “thermocycler” cihazinda asagidaki sikluslar

kullanilarak ¢ogaltildu.

95°C’de 13.30 dakika

95°C’de 00.30 dakika (denatiirasyon)

55°C’de 00.45 dakika (baglanma) 50 dongii
72°C°de 00.45 dakika (uzama)

72°C’de 03.00 dakika

Reaksiyon sona erdikten sonra PCR {irlinleri 100 mL TBE 1X tamponu
icerisine lgr agaroz (%]1) 1sitilarak eritilip, el yakmayacak kadar
soguduktan sonra 6 pL “ethidium bromide” katilarak yatay jel elektroforez
tankina dokiildii.
Cogaltilan oOrneklerden 9’ar pL alip tlizerine 1’er pL yiikleme boyasi
kanistirilarak donmus olan jeldeki kuyucuklarin dibine diismesi saglandi.
Yatay jel elektroforez tankindaki jelin igindeki ornekler 150 voltta 20
dakika yiiriittldi.
Jel transliiminatorde ultraviyole 1sik altinda incelendi. Ornekler 188 bp
uzunlugunda olan pozitif kontrol ile ayni1 bdlgede bant verdiginde pozitif
kabul edildi.

2- CMYV-DNA amplifikasyonu

CMYV-DNA amplifikasyon karisimi:

- PCR miks 12.50 uLL
( HotStarTaq polimeraz, QuantiTect Probe PCR
tamponu, dUTP igeren ANTP karigimi, 8mM MgCl,)
- Deteksiyon miks 1 1.30 uL
( CMYV genomu i¢in 6zgiil forward ve
reverse primerler -0.7uM- )

- Distile su 1.20 uL

Toplam 15.0 uL
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Testin uygulanmasi:

1-

O-

10-

Amplifikasyon asamasi izolasyon odasindan farkli bir odada yapildi. Onceden
%10’lik hipokloridli su ile silinmis ve ultraviyole 15181 ile sterilize edilmis
laminer akim igerisinde ¢alisildi. Amplifikasyon kiti ¢aligma anina kadar buz
kalibr lizerinde bekletildi.

Ornek sayisi, pozitif ve negatif kontrol sayis1 kadar PCR tiipii hazirlandi.
Ornek sayisi, pozitif ve negatif kontrol sayis1 kadar PCR amplikasyon karisimi
tek ependorf tliptine hazirlandi1 ve PCR tiiplerine 15’er pL dagitildi.

Kit icerisinden ¢ikan pozitif kontrol, CMV-DNA i¢ermeyen negatif kontrol ve
hasta 6rneklerinden 10’ar uL PCR tiiplerine dagitildi.

Tiipler GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, ABD) PCR
cihazina yerlestirildi.

Orneklerdeki niikleik asit “thermocycler” cihazinda asagidaki sikluslar

kullanilarak ¢ogaltildu.

95°C’de 13.30 dakika

95°C’de 00.30 dakika (denatiirasyon)

54°C’de 01.00 dakika (baglanma) 50 dongii
72°C°de 01.00 dakika (uzama)

Reaksiyon sona erdikten sonra PCR iirlinleri 100mL TBE 1X tamponu
icerisine 1gr agaroz (%1) 1sitilarak eritilip, el yakmayacak kadar soguduktan
sonra 6 pL “ethidium bromide” katilarak yatay jel elektroforez tankina
dokiildii.

Cogaltilan Orneklerden 9’ar pL alip tizerine 1’er pL yilikleme boyasi
karistirilarak donmus olan jeldeki kuyucuklarin dibine diigmesi saglandi.
Yatay jel elektroforez tankindaki jelin i¢indeki 6rnekler 150 voltta 20 dakika
yuritiildi.

Jel transliiminatorde ultraviyole 1s1k altinda incelendi. Ornekler 224 bp
uzunlugunda olan pozitif kontrol ile ayni bdlgede bant verdiginde pozitif

kabul edildi.

41



3- VZV-DNA amplifikasyonu

VZV -DNA amplifikasyon karigimi:

- VZV GEL Master 45 uL

Toplam 45 uL

Testin uygulanmasi:

1-

Amplifikasyon asamasi izolasyon odasindan farkli bir odada yapildi. Onceden
%10’lik hipokloridli su ile silinmis ve ultraviyole 15181 ile sterilize edilmis
laminer akim igerisinde ¢aligildi. Amplifikasyon kiti ¢calisma anina kadar buz
kalib1 iizerinde bekletildi.

Ornek sayis1, pozitif ve negatif kontrol sayis1 kadar PCR tiipii hazirland.

PCR tiiplerine 45’er pnL. VZV GEL Master dagitildi.

Kit igerisinden ¢ikan pozitif kontrol, VZV-DNA icermeyen negatif kontrol ve
hasta 6rneklerinden 5’er pL PCR tiiplerine dagitildu.

Tiipler GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, ABD) PCR
cihazina yerlestirildi.

Orneklerdeki “thermocycler” cihazinda asagidaki sikluslar kullanilarak
cogaltild.

a) Hot start enziminin baslangi¢ aktivasyonu:

94°C’de 05.00 dakika
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b) DNA amplifikasyonu ( Touchdown PCR):

94°C’de 00.30 dakika

55°C’de 00.30 dakika 5 dongii
72°C°de 00.40 dakika

94°C’de 00.30 dakika

53°C’de 00.30 dakika 5 dongii
72°C’de 00.40 dakika

94°C’de 00.30 dakika

50°C’de 00.30 dakika 35 dongii
72°C’de 00.40 dakika

c¢) Son elangasyon:
72°C’de 10.00 dakika

7- Reaksiyon sona erdikten sonra PCR iiriinleri 100 mL TBE 1X tamponu
icerisine 2 gr agaroz (%?2) 1sitilarak eritilip, el yakmayacak kadar soguduktan
sonra 6 pL “ethidium bromide” katilarak yatay jel elektroforez tankina
dokiildii.

8- Cogaltilan Orneklerden 9’ar pL alip tizerine 1’er pL yilikleme boyasi
kanistirilarak donmus olan jeldeki kuyucuklarin dibine diismesi saglandi.

9- Yatay jel elektroforez tankindaki jelin i¢indeki drnekler 150 voltta 40 dakika
yuritiildii.

10- Jel transliiminatérde ultraviyole 1sik altinda incelendi. Ornekler 224 bp
uzunlugunda olan pozitif kontrol ile ayn1 bdlgede bant verdiginde pozitif

kabul edildi.
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4- Enteroviriis-RNA amplifikasyonu

Enteroviriis-RNA amplifikasyon karisimi:

- Enteroviriis LC Master 15.0 uL

Toplam 15.0 uL

Testin uygulanmasi:

1-

Amplifikasyon asamasi izolasyon odasindan farkli bir odada yapildi.
Onceden %10’lik hipokloridli su ile silinmis ve ultraviyole 15131 ile sterilize
edilmig laminer akim igerisinde c¢alisildi. Amplifikasyon kiti ¢aligma anina
kadar buz kalib1 iizerinde bekletildi.

Ornek sayisi, kantitatif standartlar ve negatif kontrol sayis1 kadar
LightCycler® Kkapiller tiipii 4°C 1sidaki LightCycler® soguk bloklara
konuldu.

Ornek sayisi, kantitatif standartlar ve negatif kontrol sayis1 kadar PCR
amplifikasyon karigimi tek ependorf tlipine hazirlandi ve LightCycler®
kapiller tiiplerine 15’er uL dagitildi.

Kit igerisinden ¢ikan enteroviriis (60 000 kopya/uL, 6000 kopya/uL, 600
kopya/uL. ve 60 kopya/uL) kantitatif standartlar, enteroviriis-RNA
icermeyen negatif kontrol ve hasta orneklerinden 5’er pL LightCycler®
kapiller tliplerine dagitildi. Kapiller tiiplerin agizlar1 kapatildi.

Kapiller tiipler 6zel santrifijj tliplerine konularak 400 x g’de ( 2000 rpm) 10
saniye santrifiij edildi.

Orneklerdeki niikleik asit LightCycler® termal cihazinda asagidaki
sikluslar kullanilarak c¢ogaltildi. LightCycler® termal cihazina bagh
bilgisayarda teste uygun program olusturularak amplifikasyon verileri

toplandi.
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a) RNA’nin reverse transkripsiyonu:
50°C’de 10.00 dakika

b) Hot start enziminin baslangi¢ aktivasyonu:

95°C’de 00.10 dakika
c) cDNA amplifikasyonu:
94°C’de 00.01 dakika
55°C’de 00.15 dakika 50 dongii
72°C°de 00.15 dakika
d) Sogutma:
40°C’de 00.30 dakika

7- LightCycler® termal cihazinda gercek zamanli PCR metodu ile yapilan
calismada kullanilan prob hedef diziye baglandiginda florimetrik renkler
olusur. Cihaz tarafindan algilanan renkler bilgisayar programi ile veri
haline getirildi.

8- Florimetrik kanallarda sinyal algilandiginda sonu¢ pozitif olarak
degerlendirildi.

3.3.3. HSV, VZV, CMV ve ENTEROVIRUS'UN KLASIK

HUCRE KULTUR YONTEMLERI

Viriis izolasyon asamalari ise DEKAM’da Hep-2 ve MRC-5 hiicreleri
kullanilarak yapildi. Bu ¢alismada kullanilan Hep-2 hiicre kiiltiirleri Istanbul

Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarindan, MRC-5 hiicreleri

ise Ankara Sap Enstitlisii’'nden temin edildi. Otuz 6rnegin 23’linden Hep-2 ve

MRC-5 hiicre kiiltiirlerine ekim yapildi. Hep-2 hiicreleri 14 giin, MRC-5

hiicreleri ise 28 giin siireyle CPE agisindan incelendi.
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Kullanilan besiyerleri ve malzemeler:

1- Hanks’ dengeli tuz soliisyonu;

- Hanks’ soliisyonu ( Sigma, 10X) 10 mL
- Steril deiyonize su 90 mL
- %4.4’likk NaHCO; I mL

2- Gelisme besiyeri;

- RPMI 1640 besiyeri (10X) 10 mL
- Steril deiyonize su 90 mL
- %4.4’likk NaHCO; 3.5mL
- 200 mM L-glutamin I mL
- Fetal bovine serumu (56°C’de 30 dakika inaktive edilmis) 10 mL
- 10 000 U/mL penisilin (final konsantrasyon 100 U/mL) I mL

- 10 000 U/mL streptomisin (final konsantrasyon 100 U/mL) I mL

3- Devam besiyeri;
Gelisme besiyeri hazirlanirken kullanilan soliisyonlar ve miktarlar

ayn1 sekilde kullanildi ancak fetal bovine serumu 2 mL olarak eklendi.

4- Tripsin;
- Tripsin ( Sigma) 2.5mg
- Hanks’ dengeli tuz soliisyonu 100 mL

Tripsin ve Hanks’ dengeli tuz soliisyonu karigimi 1 saat manyetik

karistiricida islem gordiikten sonra kullanima hazir hale geldi.
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Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda kullamlan cihazlar:
CO’li etiiv
Class 2A koruma kabini (hiicre kiiltiir ¢alismalarinin biitiin asamalari
onceden %70’lik alkol ile silinip ultraviyole 1sinlarla steril edilmis bu
kabinde yapild1.)
Santrifiij
Benmari
Invert mikroskop

Hep-2 ve MRC-5 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi:
Doku kiiltiirii siselerinde (75 cm?’lik) tam tabaka halinde bulunan Hep-2 ve
MRC-5 hiicrelerinin tizerindeki besiyeri alindi.
Doku kiiltiirii sigesi iizerine 10 mL Hanks’ dengeli tuz soliisyonu eklenerek
hiicreler yikandi. Hanks’ dengeli tuz soliisyonu dokiildii.
10 mL Hanks’ dengeli tuz soliisyonu igerisine 1 mL tripsin eklenerek elde
edilen soliisyon doku kiiltiiri sisesi tiizerine eklendi. Birka¢ dakika
bekletildikten sonra karisim dokiildii. Doku kiiltiirii siseleri 37 °C’de 5-10
dakika bekletilerek hiicrelerin sisenin yiizeyinden ayrilmasi saglandi.
Hiicreler doku kiiltlirii sisesinin ylizeyinden ayrilip hareket etmeye
baslayinca {lizerine 10 mL gelisme besiyeri konuldu. Hiicrelerin
kiimelesmesini dnlemek igin iyice pipetaj yapildiktan sonra 2 adet bos doku
kiltiirii sisesine esit bicimde dagitildi.
Yeni hazirlanan doku kiiltiirii siseleri iizerine sise hacminin % 10 unu
tamamlayacak kadar (yaklasik 20-25 mL) gelisme besiyeri konuldu ve
pipetaj yapildu.
Tripsin uygulanan doku kiiltiiri sisesi lizerine 25-30 mL kadar gelisme
besiyeri eklendi.
Doku kiiltiirti siseleri %5 CO;’li 37°C’de etiivde inkiibe edildi.
Hiicreler doku kiiltiirli sigelerinin yiizeyini tek tabaka halinde tamamen

kaplayana kadar besiyeri 24-48 saatte bir gelisme besiyeri ile degistirildi.
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Hiicrelerin daha sonra kullamlmak iizere dondurulmasi:
Hiicreler iizerlerindeki besiyeri alinarak yukarda anlatilan pasaj
islemlerindeki gibi tripsin ile muamele edilerek kaldirildu.
Hiicreler santrifiij tiipiine alinarak 750-1000 rpm devirde 5-10 dakika
santrifiij edildi.
Ustteki siipernatan atildi. Gelisme besiyeri ve fetal bovine serumu bire bir
oraninda karistirildig1 soliisyon hiicre pelleti {izerine konuldu ve siispanse
edilip mL’de 1x10° hiicre olacak sekilde ticari saklama tiipiine (kriyotiip)
dagitildi.
Hazirlanan hiicre karigimi tizerine %10 dimetilsiilfoksit konuldu ve pipetaj
yapildi.
Hiicreler +4°C’de 30 dakika bekletildikten sonra, -20°C’de 1 saat ve
takiben —70°C’de bir gece tutulduktan sonra kriyotiipler alinip sivi azot
tankina kaldirildi.

Donmus hiicrelerinin ¢ozdiiriiliip doku Kkiiltiirii siselerine alinmasi:
Kriyotiip -196°C’de sivi azot tankindan g¢ikarilir ve 37°C’deki su
banyosunda ani olarak ¢ozdiirtildii.

Kriyotiip igerisindeki hiicre siispansiyonu santrifiij tlipline alinarak 1000
rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan atild1 ve hiicre pelleti lizerine 5-10 mL % 20 fetal bovine
serumu igeren besiyeri konularak iyice pipetaj yapildi. Hiicre siispansiyonu
steril doku kiiltiirii sisesine transfer edildi. Uzerine doku kiiltiirii sisesinin
hacminin %10’u kadar olacak sekilde besiyeri ilave edildi ve pipetaj
yapildu.

Doku kiiltiirii siseleri %5 CO,’li ortamda 37°C’de etiivde inkiibe edildi.
Bir gece bekletildikten sonra besiyeri dimetilsiilfoksitin toksik etkisinden

korumak icin gelisme besiyeri ile degistirildi.
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10-

11-

12-

Orneklerin inokiilasyonu :
Hiicreler {izerlerindeki besiyeri alinarak yukarida anlatilan pasaj
islemlerindeki gibi tripsin ile muamele edilerek kaldirildi.
Siispansiyon halindeki hiicreler steril tiiplere 2 mL konuldu.
Tiipler CO,’li etiivde 37°C’de muhafaza edildi.
Hiicreler tek tabaka halinde tiipleri kaplayinca besiyeri devam besiyeri ile
degistirildi.
Hiicreler tek tabaka halinde tiipleri kaplayinca tstiindeki besiyeri dokiildii.
Oda sicakligima getirilen BOS o6rneklerinden 200 pL pastor pipeti ile
ekildi. 1 saat %5 CO>’li ortamda 37°C’de etiivde inkiibe edildi.
Siire sonunda BOS 6rnegi hiicrelerin iistiinden alindi ve iizerlerine 2mL
devam besiyeri konuldu.
Tiipler %5 CO,’li 37°C’de etiivde inkiibe edildi.
Sitopatik etkiyi degerlendirmek icin giin asir1 olarak hiicreler invert
mikroskopla incelendi.
Degerlendirme sirasinda besiyeri rengi sartya doniisiirse (hiicre
metobalizmasindan dolay1 asidik ortamin meydana gelmesi) besiyerleri
degistirildi.
Sitopatik etki degerlendirilirken hiicrelerde goriilen degisiklikler kayit
edildi.
Hiicrelerdeki sitopatik etkinin HSV, CMV, VZV ve enteroviriis i¢in 6zgi
olup olmadig1 degerlendirildi.
Sitopatik etki goriilmeyen kiiltiirler HSV, CMV, VZV ve enteroviriis
acisindan negatif kabul edildi.
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3.4. BULGULAR

Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Hastaneleri Kliniklerinde takip
edilen aseptik menenjit 6n tanili 30 hastadan alinan BOS 6rnekleri ¢alismaya
dahil edildi.

Biitiin  hastalarin  BOS ornekleri rutin  biyokimyasal, rutin
bakteriyolojik incelemeye alindi. BOS 6rneklerinin higbirinde gram boyama ve
kiiltiirde bakteri gosterilemedi. Orneklerin biyokimyasal bulgular ise aseptik
menenjit, ensefalit ile uyumlu (mononikleer hiicre hakimiyeti, protein
miktariin hafif artmis, glukoz miktarinin normal olmasi) idi.

Calismaya alinan 30 Ornegin 15’inde (%50) HSV-DNA pozitif
bulundu (Sekil 1). Orneklerin hicbirinde CMV-DNA, VZV-DNA ve
enterovirus-RNA gosterilemedi (Tablo-1).

Hep-2 hiicre kiiltiiriine ekimi yapilan 23 o6rnegin 7’sinde HSV ile
uyumlu sitopatik etki goriiliirken, 16 6rnekte CPE izlenmedi. CPE goriilen 7
ornekte HSV-DNA pozitif bulundu. HSV-DNA pozitif olan 1 6rnekte Hep-2
hiicre kiiltiirlinde CPE izlenmedi. HSV-DNA pozitif bulunan 7 6rnekte ise
ornek yetersizliginden dolay1 hiicre kiiltiirii ¢alismasi1 yapilamadi. Hep-2
hiicrelerinde HSV ile uyumlu CPE goériilen hiicrelerde 2. giinden itibaren
yuvarlaklagma goriildi. Gilin asir1  yapilan takiplerde hiicrelerdeki
yuvarlaklagma ve hiicreler arasindaki mesafede artis gézlendi (Tablo-2, Tablo-

3) (Sekil 2A, 2B).
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MRC-5 hiicre kiiltiiriine ekimi yapilan 23 6rnegin sadece birinde HSV
ile uyumlu sitopatik etki izlendi. Bu 6rnekte Hep-2 hiicresinde HSV ile uyumlu
sitopatik etki gozlendi ve HSV-DNA pozitif bulundu. MRC-5 hiicre temininde
sitkinti yasandigi i¢cin MRC-5 hiicrelerine inokiilasyon Hep-2 hiicrelerine

kiyasla daha ge¢ yapildi (Sekil 2C, 2D).
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Sekil 1: Jel elektroforez sisteminde HSV-DNA pozitifligi
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Tablo 1: BOS 6rneklerinden elde edilen PCR sonuglari

Testler Pozitif Negatif
HSV-DNA PCR 15 15
CMV-DNA PCR - 30
VZV-DNA PCR - 30
Enteroviriis-RNA PCR - 30

Tablo 2: BOS 6rneklerinden elde edilen hiicre kiiltiirti sitopatik etki sonuglari

Hep-2 MRC-5
Viriisler
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
HSV ile uyumlu 7 16 1 22
CMV ile uyumlu - - - 23
VZV ile uyumlu - - - 23
Enteroviriis ile uyumlu - 23 - 23
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Tablo 3: BOS 6rneklerinden elde edilen PCR ve Hep-2 hiicre kiiltiirii sonuglar1

Hiicre Kiiltiiri*

PCR CPE Pozitif CPE Negatif
HSV-DNA PCR Pozitif 7 1
HSV-DNA PCR Negatif - 15

Enteroviriis-RNA PCR Pozitif - -

Enteroviriis-RNA PCR Negatif - 23

* 7 6rnekte drnek yetersizliginden dolay1 ekim yapilamadi.
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Sekil 2: A. Hep-2 hiicre kiiltiirii. B. Hep-2 hiicrelerinde HSV ile uyumlu sitopatik etki
C. MRC-5 hiicre kiiltiirii D. MRC-5 hiicrelerinde HSV ile uyumlu sitopatik etki



3.5. TARTISMA

MSS infeksiyonlari, ciddi kalici sekellere veya 6liime yol acabilmesi
nedeniyle, hizli tan1 gerektiren hastaliklarin basinda gelir. Aseptik menenjit
bir¢ok nedene bagli olarak gelisebilen, inflamatuar bir meninks hastaligidir.
Virlisler akut aseptik menenjitin 6nde gelen etkenlerindendir. Ayrintili
epidemiyolojik ve mikrobiyolojik arastirmalarda hastalarda 9%355-70’e varan
oranlarda viral etken belirlenebilmektedir (1,2). Cesitli c¢alismalarda, viral
menenjit ve ensefalit insidans1 yilda 10-20/ 100.000 kisi olarak saptanmustir.
Cocuklarda o6zellikle bir yas altinda, olgu sayisinin arttigi goriilmektedir (3).

Viral menenjitlerin %80-95’inin etkeni EV’lerdir (1). HSV tiim
aseptik menenjit vakalarinin %0.5-3 ‘liniin etkenidir (1). Primer VZV
infeksiyonunda norolojik tutulum genellikle ensefalit olarak goriiliir. Herpes
zosterli hastalarda da menenjit gelisebilmektedir. CMV ozellikle immun
yetmezligi olanlarda bir mononiikleoz sendromu esliginde aseptik menenjite
yol agabilir.

Viral menenjitlerin laboratuvar tanisinda antijen tayini yapan
yontemler, molekiiler yoOntemler, izolasyon ve serolojik ydntemler
uygulanmaktadir. SSS infeksiyonu tanisinda virlis antijenleri belirleyen

yontemlerinin heterojenite gostermeleri ve ¢apraz reaksiyona acik olmalar1 bu
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yontemlerin olumsuz yonleridir. BOS‘da antikor diizeyleri arastirilirken;
enteroviriislerin yaygin serotiplerinin olmasi IgM diizeylerinin gilivenilirligini
kisitlamaktadir. HSV’e bagli aseptik menenjitlerde ise Ig diizeylerinin Sl¢iimii
primer-sekonder infeksiyon ve santral-periferal sinir sistemi infeksiyonlarmin
ayrimini yapamamaktadir (4,5).

Viral SSS infeksiyonlarinin baslangi¢ semptomlart ve klinik bulgulari
spesifik bir tan1 konulmasini zorlastirir. SSS hastaliklarinda BOS 6rneklerinde
virlisiin gosterilmesi viral infeksiyonun kesin delili olarak kabul edilmektedir.
SSS’nin viral etyolojisini belirlemek i¢in BOS’ta yapilan ¢alismalarda
gecmiste hiicre kiiltiirii altin standart olarak kabul edilmistir (55). Ancak hiicre
kiiltiirlerinin yavas sonug¢ vermesi ve duyarliliginin diisiik olmasi1 hizli ve dogru
tan1 koymada problem olusturmaktadir (31,32). Yapilan ¢aligmalarda aseptik
menenjit tanisinda BOS Orneklerinden virlisiin - gdsterilmesinde PCR
yonteminin hiicre kiiltlirline kiyasla daha hizlh ve duyarli oldugu
belirtilmektedir (29,30). Son yillarda 6zellikle HSV-1, HSV-2 ve CMV i¢in
molekiiler teknikler altin standart olarak kabul edilmektedir (56).

Viral menenjitlerin erken tanisi ve tedavisi morbidite ve mortalite
oranlarinda diismeye neden olurken, gereksiz antibiyotik veya antiviral
kullanimin1 ve hastanede kalis siiresini azaltarak ek yarar saglamaktadir (4,57).
Enteroviriis infeksiyonlart genellikle tedavi edilmese de pleconaril uygulamasi
ile hastanede yatis siiresi kisalmaktadir. Herpes simplex ensefaliti yiiksek
mortalite riski tasidigi icin tanis1 Onem tasimaktadir. HSV’de asiklovir
kullanilmadan mortalite oran1 %60-70 arasinda iken, tedavi ile oran %19-38’¢
diismektedir (4).

Aseptik menenjitlerin etkenlerini arastiran ¢alismalarda genellikle en
sik iki etken olan HSV ve enteroviriis ayr1 ayri arastirilmis; ¢ok az calismada
ise enteroviriis, HSV, CMV ve VZV birlikte arastirilmistir. Ingiltere’de 1683
hastalik bir ¢calismada BOS’ta PCR yoOntemi ile 58 hastada HSV, 51 hastada
enteroviriis ve 28 hastada VZV gosterilmistir (31).
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Ulkemizde yapilan bir ¢calismada ise aseptik menenjitli hastalarda viral
etyoloji serolojik yontemlerle arastirilmistir (58). Ayni calismada HSV %31.2,
coxsackie B %20.7, VZV ve CMV %4.2 oraninda bulunmustur.

Capaul ve ark. (59) yaptiklar1 calismada ise 126 BOS 0Orneginin
35’inde PCR yontemi ile enterovirlis pozitif bulmuslardir. Aynmi ¢alismada
HSV-1, HSV-2, CMV ve VZV arastirilmis ve negatif bulunmustur.

Ulkemizde yapilan, 21 aseptik menenjitli cocugun BOS 6rneginde
HSV’nin PCR yontemi ile arastirildigr bir ¢caligmada ise 3 6rnekte HSV-2 ve
bir 6rnekte HSV-1 gosterilmistir (60).

Markoulatos ve ark. (6) yaptiklar1 caligmada 86 SSS infeksiyonlu
hastada herpes ailesinin iiyeleri PCR yontemi ile arastirmiglar ve 4 hastada
VZV, 4 hastada HSV ve 1 hastada CMV pozitif bulmuslardir.

Herpes viriis ailesinin neden oldugu ensefalitlerde yetiskin hastalarda
BOS’ta hiicre kiiltiiri ile virlis nadiren (%4) pozitif bulunmustur (61,62).
Bununla birlikte HSV ensefalit slipheli yenidogan hastalarda ise %25-40
oraninda hiicre kiiltiirlinde pozitif bulunmustur (61,62). Yapilan calismalarda
BOS’ta HSV, VZV ve CMV infeksiyonlarin1 belirlemede PCR yOnteminin
uygulanmasi onerilmektedir (5,29,63).

Normal immuniteye sahip aseptik menenjit veya ensefalitli 156
hastanin BOS 6rneginde PCR yontemi ile yapilan bir ¢alismada 49 Ornekte
enteroviriis, 3’er ornekte ise HSV ve VZV belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada
CMV ise ancak 44 immunsuprese hastanin 5’inde gosterilebilmistir (64).

VZV ile infekte olan hastalarin ancak %0.1-0.2’sinde komplikasyon
olarak VZV ensefaliti goriilebilir ve BOS’ta viriisii belirlemek icin hiicre
kiltiiriinden cok PCR yontemi ile VZV-DNA saptanmasi onerilmektedir (65).

SSS infeksiyonlarinda enteroviriisleri belirlemek igin altin standart
olarak hiicre kiiltiirii yontemi gosterilmektedir. Enteroviriislerin hiicre
kiiltiirlinde tireme stireleri uzun oldugundan sonug verebilmek en az 10 giin

beklenmesi onerilmektedir (55,59,66,67).
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Enteroviriislerin  belirlenmesinde PCR yontemi ise altin standart
olarak kabul edilmemekte ancak hiicre kiiltiirii ile birlikte tanida 6nemli bir yeri
oldugunu belirtilmektedir (68). Biitlin enteroviriisleri belirleyen primerlerin
kullanim1 ile ¢ok sayida enteroviriis tipi PCR yontemiyle daha kisa siirede
belirlenebilmektedir (69).

Petitjean ve ark. (70) BOS’ta enteroviriisii Lightcycler cihazinda
gergek zamanli PCR yontemiyle aragtirmislar ve sonuglart Tagman gercek
zamanlt PCR yontemi ile karsilastirmiglardir. Ayni c¢alismada Lightcycler
cihazinda c¢alisilan gercek zamanli PCR yontemiyle elde edilen sonuglarin
ozgillik, duyarlilik, pozitif prediktif ve negatif prediktif degerlerini daha
yliksek olarak bildirmislerdir. Calismamizda da enteroviriis-RNA gercek
zamanli PCR yontemi ile Lightcycler cihazinda ¢aligildi.

Lina ve ark. (71) BOS’ta enteroviriis RNA’s1 gercek zamanli PCR
yontemiyle arastirmiglar ve in house PCR ile karsilastirildiginda duyarlilig
%98 olarak bulmuslardir ve PCR yonteminin hiicre kiiltiiriinden daha duyarl
oldugunu belirtmislerdir.

Viriis izolasyonu icin teorik olarak tek bir infeksiyoz partikiil yeterli
oldugu diisiiniilse de transport ve saklama kosullar1 yanlis negatiflik oranini
yiikseltmektedir. Ayn1 zamanda HSV BOS’ta hiicre kiiltliriinde nadiren izole
edilebilmektedir (33). Bunun nedeni ise BOS’ta HSV’ye karsi spesifik
antikorlarin viriise baglanmasi ve viriisiin hiicrede {iremesini 6nlemesidir (33).

Beyin biyopsisinden hiicre kiiltiirii ile HSV’nin izolasyonunun
ozgilligli %100 olarak kabul edilmektedir (30). Lakeman ve ark. beyin
biyopsisinde hiicre kiiltiirii ile HSV izole edilen 6rneklerin %98’inde PCR
yontemiyle HSV pozitif bulunmustur (72). Baska bir ¢alismada HSV’i
belirlemek i¢in PCR ve hiicre kiiltiirii yontemlerini karsilastirmislar ve PCR
yontemi ile 20 BOS 0Orneginin 7’sinde HSV pozitif bulunurken, hiicre
kiiltiirtinde 6rneklerin higbirinde HSV izole edilememistir (33).

Finlandiya’da Hukkanen ve ark. (5) 922 BOS 6rneginde SSS

infeksiyon etkenlerini PCR ydntemi ve hiicre kiiltiirii ile arastirmislardir. PCR
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yontemi ile Orneklerin %6.8’inde enteroviriis, %5.8’inde VZV, %4.6’sinda
HSV ve %3.8’inde CMV gostermislerdir. Ancak orneklerin 9%3.23’{inde hiicre
kiltiirii ile enteroviriisii izole edilirken VZV, HSV, CMV izole edilememistir.

SSS infeksiyonlarinda enteroviriislerin arastirildigr ¢aligmalarda
genellikle PCR ve hiicre kiiltiirii yontemleri birlikte uygulanmustir (7,63,73).
Yapilan bir ¢aligmada aseptik menenjit siipheli 34 hastanin 19’unda PCR ve
hiicre kiiltiirii yontemleri ile enteroviriis pozitif bulunmus, 10 hastada ise PCR
ile enteroviriis pozitif bulunurken hiicre kiiltiiriinde tireme goriilmemistir (63).

Avrupa’da 9 merkezde yapilan bir calismada 476 BOS o6rneginde
enteroviriis gercek zamanli PCR ve hiicre kiiltiirii yontemleriyle arastirilmis ve
gergek zamanli PCR yontemi ile %14.4, hiicre kiiltiiri ile %10.4 oraninda
pozitif bulunmustur (7). Baska bir calismada ise menenjitli hastalarda
enteroviriis BOS’ta, hiicre kiiltiirii ve PCR yontemleri ile arastirilmistir ve
PCR yonteminin duyarliliginin hiicre kiiltiirli yontemine kiyasla daha yiiksek
oldugu bulunmustur (73).

Ulkemizde yapilan ¢alismada ise 50 aseptik menenjitli hastanin BOS
orneklerinde enteroviriis PCR ve hiicre kiiltiirii yontemleriyle arastirilmis ve 15
(%30) hastada PCR yontemi ile enteroviriis pozitif bulunurken, bu hastalarin
9’unda hiicre kiiltiiriinde enteroviriis liretilmistir (74).

Bu calismada aseptik menenjit 6n tanili hastalardaki viral etyolojiyi
belirlemek i¢in hastalardan alinan BOS oOrneklerinde HSV, CMV, VZV ve
enteroviriis, PCR ve hiicre kiiltiirii yontemleriyle arastirildi. Caligmaya alinan
30 drnegin 15’inde HSV-DNA pozitif bulundu. Orneklerin higbirinde CMV-
DNA, VZV-DNA ve enterovirus-RNA gosterilemedi. Hep-2 ve MRC-5 hiicre
kiltliriine 23 6rnekten ekim yapildi. Hep-2 hiicre kiiltiirtinde 7 6rnekte, MRC-5
hiicre kiiltiirlinde bir 6rnekte HSV ile uyumlu sitopatik etki izlendi.

SSS infeksiyonlarinda enteroviriis ve herpes viriisleri bir arada
arastiran ¢aligmalarin ¢ogunda en sik etken olarak enteroviriis bulunmustur. Bu
calismada ise sadece HSV bulunmus, enteroviriise ise Orneklerde

rastlanmamistir. Bu ¢alismada BOS 06rnegi alinan hastalarin ¢ogu serviste
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yatarak takip edilen hastalardi. Calisma siiresince menenjit siiphesi olan ama
genel durumu iyi olan hastalarin acil serviste gozlem altinda tutulup serviste
takip edilmeden taburcu edildikleri anlasilmistir. Acil serviste gozlem altinda
olan pediatrik yas grubundaki hastalardan bazen BOS alinmamasindan, bazen
de aliman BOS 6rneginin miktarinin az olmasindan dolay1 hastalarin ¢ogundan
BOS o6rnegi elde edilemedi. Enteroviriislerin yaptigi menenjitler genellikle
hafif seyirli oldugundan, yukarda belirtilen hasta grubu igerisinde muhtemelen
enteroviral menenjitli hastalarin bulunabilecegi ve ¢alisma grubu igine
almamadiklar1 i¢in bu ¢alismada enteroviriis saptanamadig diisiiniilmektedir.

VZV ve CMV’e bagl aseptik menenjit ise nadiren goriilmektedir
(5,31,64,65). Calismaya alinan hasta sayisinin fazla olmamasindan dolay1
calismada VZV ve CMV’ye rastlanmamis olabilir.

HSV’e bagl SSS infeksiyonlar ise pek ¢ok calismada arastirilmis ve
arastirilan hasta gruplarinda yiiksek oranda pozitif bulunmustur (31,58). HSV
ensefaliti genellikle agir bir klinik tablo ile seyretmektedir ve bu hastalar
serviste takip edilmektedir. Bu ¢alismada HSV pozitif bulunan hastalar serviste
takip edilen hastalardi.

Bu calismada PCR yontemi ile HSV pozitif bulunan biitiin 6rneklerde
Hep-2 ve MRC-5 hiicre kiiltiirlerinde viriis liretilememistir. HSV-DNA pozitif
olan orneklerin 7’sinde Ornek yetersizliginden dolayr hiicre kiiltiiriine ekim
yapilamadi. HSV-DNA pozitif ve BOS miktar1 yeterli olan 8 6rnegin 7’sinde
Hep-2 hiicre kiiltiiriinde; birinde MRC-5 hiicre kiiltlirlinde HSV ile uyumlu
sitopatik etki goriildii. Calisma esnasinda Hep-2 hiicre kiiltiirlerinin temini
MRC-5 hiicre Kkiiltiirlerine kiyasla daha oOnce oldugundan Hep-2 hiicre
kiltiiriine orneklerin inokiilasyonu daha erken yapildi. MRC-5 hiicre
kiiltiirinde HSV ile uyumlu sitopatik etkinin az goriilmesi beklemeye bagl
olarak virtislin canliliin1 yitirmis olabilecegi ile aciklanabilir.

SSS infeksiyonlarinda PCR yontemi etkenin hizli belirlenmesinde iyi
bir yontemdir. Ancak her zaman i¢in tek yontemle etken arastirilmasi yanlis

pozitiflik ve yanlis negatiflik riskini tagimaktadir. Uzun yillar boyunca hiicre
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kiiltliri yontemi altin standart olarak kabul edilmektedir ve hiicre kiiltiirii
yontemiyle birlikte PCR yonteminin kullanilmasi verilen sonuglarin dogrulugu
acisindan dnemlidir (21).

Sonug olarak; aseptik menenjit 6n tanili hastalarin BOS 6rneklerinde
enteroviriis, HSV, CMV ve VZV’yi hiicre kiiltirii ve PCR yontemi ile
arastirilmasi uygundur. Aseptik menenjit etkenlerinin hizli ve dogru olarak

belirlenmesinde her iki yontemin birlikte kullanim1 6nerilmektedir.
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3.6. SONUC

Aseptik menenjitli hastalarin BOS 6rneklerinde hiicre kiiltiirii ve PCR
yontemleri ile enterovirlis, HSV, VZV ve CMV’nin arastirildigi bu calismada;
30 6rnegin 15’inde HSV-DNA pozitif bulundu. Orneklerin hi¢cbirinde CMV-
DNA, VZV-DNA ve enteroviriis-RNA gosterilemedi. Hep-2 hiicre kiiltiiriine
ekimi yapilan 23 Ornegin 7’sinde 2. giinde HSV ile uyumlu sitopatik etki
goriildii. MRC-5 hiicre kiiltiirtine ekimi yapilan 23 6rnegin sadece birinde HSV
ile uyumlu sitopatik etki izlendi.

Sonug olarak; aseptik menenjit 6n tanili hastalarin BOS 6rneklerinde
enteroviriis, HSV, CMV ve VZV’yi hiicre kiltirii ve PCR yontemi ile
arastirilmasi uygundur. Aseptik menenjit etkenlerinin hizli ve dogru olarak

belirlenmesinde her iki yontemin birlikte kullanim1 6nerilmektedir.
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