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OZET

Aseptik menenjit/ensefalitlerin en 6nemli etkenleri viruslar olup, etiyolojinin belirlendigi aseptik
menenijit olgularinin %80’inden fazlasindan polio disi enteroviruslar sorumludur. Bu ¢alismada, viral
santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonu stpheli hastalarin beyin omurilik sivisi (BOS) 6rneklerinde, viral
kaltlr ve ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemleri ile enterovirus varhiginin
arastirilarak epidemiyolojiye katkida bulunulmasi ve ticari bir RT-PCR kitinin rutin laboratuvarimiz icin
uygunlugunun arastinlmasi amaclanmistir. Calismaya, Ocak 2007-Aralik 2008 tarihleri arasinda Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlari’na klinik ve BOS bulgulari
acisindan viral SSS enfeksiyonu siiphesi olan hastalardan gonderilen ve rutin laboratuvar degerlendir-
mesinde mikrobiyolojik yontemler ile bakteriyel, mikobakteriyel, fungal ve viral (HSV, sitomegalovirus)
etkenlerin saptanmadigi 66 BOS 6rnegdi dahil edilmistir. Orneklerin 34 (%51.5)"i kadin, 32 (%48.5)’si
erkek hastalara ait olup, hastalarin 23 (%34.8)"l cocuk (5 ay-18 yas), 43 (%65.2)"U yetiskin (19-86 yas)
yas grubunda yer almaktadir. Orneklerden virus izolasyonu icin Vero, Hep-2 ve RD hiicre serilerini ice-
ren “shell vial” hiicre kiltiri yontemi kullaniimis, 48 saatlik inklibasyon sonunda hiicreler floresanla
isaretli poliklonal antikorlar (Pan-Enterovirus Blend, Light Diagnostics, ABD) ile boyanarak degerlendi-
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rilmistir. Enterovirus RNA’sini saptamak amaciyla ticari bir RT-PCR yontemi (Enterovirus Consensus Kit,
Argene, Fransa) kullaniimistir. Viral SSS enfeksiyonu slipheli 66 BOS 6rneginin 61 (%92.4)i, RT-PCR ve
hiicre kultiirii yontemleri ile enterovirus negatif olarak bulunmus; 3 (%4.5) BOS 6rneginde hiicre kiil-
tird ile pozitiflik saptanmustir. Bu 6rneklerden biri RT-PCR yontemi ile de pozitif olarak bulunurken, ka-
lan iki 6rnek negatif olarak tespit edilmistir. Hiicre kiltur ile negatif olarak saptanan iki érnekte (%3)
RT-PCR ile ara deger elde edilmistir. Hiicre kiltirtinde pozitiflik saptanan t¢ ornekten ikisi tiplendirme
sonucu echovirus olarak tanimlanmis; diger 6érnegin miktar yeterli olmadigindan tiplendirme yapila-
mamistir. Sonug olarak, RT-PCR ile ara deger olarak saptanan sonuglar yorum ve degerlendirmeyi en-
gellemis ve ayrica hiicre kiltiru ile pozitif bulunan iki 6rnegi saptayamadigi icin Enterovirus Consen-
sus Kit'in laboratuvarimizda rutin kullanim icin pratik olmadigi ve hiicre kiiltiiriine Ustiinliik gosterme-
digi kanisina varilmistir. Diger taraftan nikleik asit amplifikasyon testlerinin (NAT) yiiksek duyarliliklari
nedeniyle enteroviral SSS enfeksiyonu tanisindaki yarari bilindiginden, alternatif bir NAT yénteminin
ozellikle cocuk yas grubu hastalarin BOS 6rneklerinde hiicre kiiltird ile paralel degerlendirilmesinin ya-
rarli olacagr distnGlmdastar.

Anahtar sozciikler: Aseptik menenijit; ensefalit; enterovirus, hiicre kiiltiirti, polimeraz zincir reaksiyonu;
RT-PCR.

ABSTRACT

Viruses are the major causes of aseptic meningitis and encephalitis. Enteroviruses account for mo-
re than 80% of the aseptic meningitis cases for which an etiologic agent is identified. The aims of the
present study were to identify agents of enteroviral meningitis by viral culture and reverse transcripta-
se polymerase chain reaction (RT-PCR) methods, to evaluate the appropriateness of a commercial RT-
PCR kit for its use in routine laboratory, and to obtain epidemiological data about enteroviral menin-
gitis. Sixty six cerebrospinal fluid (CSF) samples from patients with suspected viral central nervous sys-
tem (CNS) infection by clinical and CSF biochemical findings, sent to Ege University Faculty of Medi-
cine, Department of Medical Microbiology were included in the study. The CSF samples were all ne-
gative for tested bacteria, mycobacteria, fungi, herpes simplex virus and cytomegalovirus. Thirty-four
(51.5%) of the samples were from female and 32 (48.5%) were from male patients. Twenty-three
(34.8%) patients were children (5 months-18 years) and 43 (65.2%) were adults (19-86 years). Shell
vial rapid cell culture method by using Vero, HEp-2 and RD cell lines was performed for virus isolation
and the results were evaluated on 48" hours after staining the cells with fluorescein labeled polyclo-
nal antibodies (Pan-Enterovirus Blend, Light Diagnostics, USA). Enteroviral RNA in the samples was de-
tected by a commercial RT-PCR kit (Enterovirus Consensus Kit, Argene, France). Sixty-one (92.4%) of
66 samples from patients with suspected viral CNS infection were found to be negative for enterovi-
rus both with RT-PCR and shell vial cell culture methods. Three samples (4.5%) were positive by shell
vial culture method. In one CSF sample that was culture positive, RT-PCR was also positive. However,
the remaining two culture positive samples yielded negative result by RT-PCR. Intermediate results
with RT-PCR were obtained in two samples (3%) that were identified as negative by cell culture. Two
of the three positive samples in cell culture were identified as echovirus, however, the remaining samp-
le could not be identified due to small sample amount. As a result, the commercial assay was found
non-practical and labor intensive, giving indeterminant results in some cases and missing two culture
positive samples. Since it didn’t have an advantage over the cell culture method used, it was found
inappropriate for routine diagnosis in our laboratory. On the other hand, it has been known that nuc-
leic acid amplification tests (NAT) have markedly improved the diagnosis of enterovirus infections by
increasing the sensitivity compared with cell culture methods. An alternative NAT method should be
evaluated in parallel with cell culture method especially in CSF samples of children with suspected vi-
ral central nervous system infections.

Key words: Aseptic meningitis; encephalitis; enterovirus; cell culture; polymerase chain reaction; RT-PCR.
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Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonu Etkeni Enteroviruslarin

RT-PCR ve Hicre Kiltur Yontemleri ile Saptanmasi
GIRis

Santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlarinin klinigi akut seyirli ve hizli ilerleyen tipte
olup, yiiksek oranda 6liim ve ciddi kalici sekeller ile sonugclanabilir'. Dolayisiyla dogru ve
hizli tani buyiik 6nem tagimaktadir. Aseptik menenijitlerin en 6nemli etkenleri ise virus-
lardir ve etyolojinin belirlendigi aseptik menenijit olgularinin %80-95’inden polio disi en-
teroviruslar sorumludur'2, Bunlar arasinda en sik rastlanilan tiplerin de coxsackievirus
(CxV) B2, B5; echovirus (EcV) tip 4, 6, 9, 11, 16, 30 ve enterovirus (EV) tip 70, 71 oldu-
gu ifade edilmektedir'. Enterovirus enfeksiyonlarinin gériilme sikhdi, sicak iklimlerde

yaz/sonbahar donemlerinde artig gosterir; tropikal ve yari tropikal bolgelerde ise insidans
yil boyunca yiiksektir'-2.

immun yetmezlik (6zellikle konjenital veya edinilmis hiimoral imminite) ve yas ente-
roviral menenijit icin risk faktoradur. Yeni dogan ve kicuk cocuklar toplumdaki en duyar-
Il grup olmalari nedeniyle enteroviral menenjitten cogunlukla etkilenmektedir. Enterovi-
ruslar erigkinlerde de en yaygin aseptik menenijit nedenidir. Artan yasla birlikte goriilme
orani azalmaktadir'-2,

Enteroviral SSS enfeksiyonunun, benzer klinik 6zelliklere sahip olan farkh viral etken-
lerle ve ayrica diger tedavi edilebilir veya 6limcul menenijit etkeni olabilen bakteriyel ve
herpes simpleks virus (HSV) enfeksiyonlariyla ayirici laboratuvar tanisi yapilmaldir®-. En-
terovirus enfeksiyonlarinin tanisinda hucre kiltiri standart yontemdir, ancak ornekte
yuksek miktarda canli virus olmasi gereklidir ve bazi serotipler hiicre kiltiriinde sapta-
namayabilir®. Enteroviruslar farkli serotipler arasinda ortak antijen icermediginden IgM
diizeyleri degiskenlik gostermekte ve bu nedenle antikor testleri SSS enfeksiyonu tanisin-
da yaygin olarak uygulanamamaktadir®. Enteroviruslarin korunmus dizileri olan 5'NTR
(non-translated region; kodlama yapmayan boélge) bolgesinin hedef alindigi, klinik 6r-
neklerden viral RNA'nin arastirilmasina yonelik ters transkripsiyon polimeraz zincir reak-
siyonu (RT-PCR) teknigi ile taninin daha hizli bir sekilde koyuldugu bildirilmektedir®®. En-
teroviral menenjitlerin hizli tanisi, gereksiz antibiyotik veya antiviral kullanimini ve inva-
zif tani testlerinin yapilmasini 6nlemede, hastanede yatis siiresini kisaltmada, kalici sekel
ve 6lim oranlarini azaltmada yararlidir”.

Bu calismada; hicre kltiirti ve RT-PCR yontemleriyle viral SSS enfeksiyonu etkeni olan
enteroviruslarin arastirilmasi ve gorilme sikhginin saptanmasi amaclanmis; enterovirus-
larin hizli tanisinda kullanilan RT-PCR ydnteminin laboratuvarimizin rutin calisma prog-
ramina konulmasi i¢in performansinin degerlendirilmesi planlanmistir.

GEREC ve YONTEM
Calisma Grubu

Calismaya, Ocak 2007-Aralik 2008 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
(EUTF), Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarina klinik ve BOS bulgular agi-
sindan viral SSS enfeksiyonu stiphesi olan hastalardan gonderilen ve rutin laboratuvar
degerlendirmesinde mikrobiyolojik yontemler ile bakteriyel, mikobakteriyel, fungal ve vi-
ral (HSV, sitomegalovirus) etkenlerin saptanmadigi 66 BOS 6rnegi dahil edildi. Viroloji ve
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Hicre Kultlr Laboratuvarlari'nda rutin incelemeler sonrasinda kalan 6rnekler calisma icin
-80°C’de sakland.

Hastalar, acil tip, enfeksiyon hastaliklari, cocuk saghgi ve hastaliklari ve néroloji anabi-
lim dallarinda yatarak veya ayaktan tedavi goren hastalardan olusmaktaydi. Calismalar,
EUTF Arastirma Etik Kurulundan alinan onay ile ve hastalardan bilgilendirilmis onam ali-
narak, EUTF Tibbi Mikrobiyoloji AD, seroloji, hiicre kiiltliri ve molekiiler tani laboratu-
varlarinda gerceklestirildi.

Nikleik Asit Amplifikasyon Testi

Enterovirus RNA’sinI saptamak amaciyla RT-PCR yontemi (Enterovirus Consensus Kit,
Argene, Varilhes, Fransa) kullanildi. Enterovirus Consensus Kit, poliovirus 1-3; CxV Al-
22, A24; CxV B1-6, EcV 1-9, 11-21, 24-27, 29-33 ve EV 68-71'in dahil oldugu toplam
64 serotipi saptamaktadir. Bu calismada kullanilan kit, bircok serotipte ortak olan 5'NTR
bolgesinin bir bolimini hedeflemektedir. Amplifikasyon basamaginin ardindan ampli-
fiye Grtinler, mikrotitrasyon plaklarinda enterovirus grubuna 6zgul biotinli prob ile hibri-
dizasyonun ardindan streptavidin peroksidaz konjugati ile tetrametilbenzidin (TMB)
substrati kullanilarak saptandi. 450 nm’de optik dansite degeri okunarak sonuglar kalita-
tif olarak degerlendirildi. Pozitif kontroller ve inhibisyon kontrolleri es zamanl olarak ca-
hsildi. Esik deger (cut-off; CO), iki negatif kontrol (saptama) ¢cukurunun optik dansite
(ODY’lerinin ortalamasi ile 0.2 toplanarak bulundu. Orneklerin OD degeri ile CO degeri
karsilastinlarak hesaplama yapildi. Sonuclarin degerlendirilmesinde; 6rnek OD > CO +
%10 ise pozitif; rnek OD < CO-%10 ise negatif; ornek OD= CO % %10 ise sinirda (stip-
heli) sonug olarak kabul edildi. inhibisyon kontrolii < 0.8 OD veya negatif ve 6rnek OD’si
negatif olan 6rnekler inhibitor olasiigi nedeniyle degerlendirilmedi.

RT-PCR yonteminin performansinin degerlendirilmesi icin, kit icerigi disinda, kantitas-
yonlari (103 kopya/ml) bilinen QCMD Enterovirus/Parechovirus (QCMD 2007, iskogya)
kalite kontrol 6rnekleri kullanildi. Bu ornekler, her calismada ekstraksiyon basamaklari
oncesinde isleme alindi.

Hiicre Kiltiiri

|Il

Hucre kultird, “shell vial” yontemi ile Vero, HEp-2 ve RD (Rabdomiyosarkoma) hiic-
re dizileri (DSMZ, Almanya) kullanilarak hucre kiltirt laboratuvarinda sinif 1l kabinlerde
gerceklestirildi. Kirksekiz saatlik inklibasyon sonunda hticreler poliklonal antikorlar (Pan-
Enterovirus Blend, Light Diagnostics, Chemicon International, Temecula, ABD) ile bo-
yandi ve floresan mikroskopta elma yesili rengi floresan 1sima gorilen hiicreler pozitif
olarak degerlendirildi.

“Pan-Enterovirus Blend”, hiicre kiltiriinde Uretilmis patojenin tanimlanmasinda kul-
lanilan ve indirekt immunofloresan antikor test yontemi ile calisan bir tarama kitidir. En-
teroviruslarin kapsid antijenine karsi olusturulmus floresan izotiyosiyanat (FITC) ile isaret-
li anti-fare antikorlar kullanilarak iki asamada yapilir. Bu boyama kiti ile EcV 4, 6, 9, 11,
30, 34; CxV B1-B6; poliovirus 1-3 ve EV 70-71 saptanir.
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BULGULAR

Calismaya alinan BOS orneklerinin 34 (%51.5)'U kadin, 32 (%48.5)’si erkek hastalara
ait olup, hastalarin yas araligi 5 ay-86 yil arasinda degismektedir (yas ortalamasi: 33.3
yil, ortanca: 31 yil). Yirmi G¢ (%34.8)"U cocuk (5 ay-18 yas) ve 43 (%65.2)'0 yetiskin (19-
86 yas) yas grubunda yer alan hastalarin hastaneye basvuru zamani tim yil icine dagil-
mistir (Sekil 1).

Hastalarin timd imminkompetan olup, en sik saptanan klinik sikayet ve bulgular;
ates (n= 39, %59), bas agnsi (n= 25, %38), bilin¢ degisikligi (n= 25, %38), kusma (n=
21, %32), nobet (n=15, %23), bulanti (n=10, %15), konugsma bozuklugu (n=9, %14)
ve bas donmesi (n= 7, %11) olmustur. Bunlarin disinda, 3 (%4.5) hastada ishal, birer
hastada (%1.5) dokinti, goérme ve isitme bozuklugu saptanmis; ayrica 14 (%21.2) has-
tada belirtilerin baglamasindan 6nce ust solunum yolu enfeksiyonu sikayetlerinin oldugu
ogrenilmistir.

Hastalarin fizik muayenesinde, olgularin 24 (%36.4)'liinde ense sertligi saptanmistir.
BOS &rneklerinin rutin biyokimyasal bulgulari; hiicre artisi (50-1000/mm?), ihmli diizey-
de protein artisi (< 200 mg/dl) ve normal glukoz (> 45 mg/dl) diizeyleri seklinde, viral
SSS enfeksiyonu ile uyumlu olarak bulunmustur. BOS 6rneklerinin degerlendirilmesinde;
Iokosit sayisi 0-760 (ortalama: 51) hiicre/mm?, protein diizeyi 0.43 - 262 (ortalama:
51.32) mg/dl ve glukoz diizeyi 14 - 173 (ortalama: 66.2) mg/dl olarak belirlenmistir.

Viral SSS enfeksiyonu stipheli olgulara ait 66 BOS 6rneginin 61°i, RT-PCR ve “shell vi-
al” hicre kiltlrd sonuglarina gore enterovirus yoniinden negatif bulunmus; pozitifligin
saptandi§i 5 ornegin test sonuclari, hastalarin 6zellikleri ve klinik bulgularn Tablo I'de
gOsterilmistir.

TARTISMA

Enteroviral menenijitin 6zgiil virolojik tanisi, virusun BOS 6rneginden izole edilmesine
bagh olmakla birlikte, hlcre kiltirinin enterovirus serotipleri icin duyarlili§i %65-75
arasinda degismektedir'. Bu calisma, laboratuvarda rutin tani testi olarak kullanilan
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Sekil 1. Hastalarin, hastaneye basvuru zamanlarina gére dagihmlari.
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Tablo I. Enterovirus Pozitifligi Saptanan Hastalarin Ozellikleri, Klinik Bulgulari ve BOS Sonuclari

RT-PCR Huicre kiiltiirii
Hasta Yas/ Klinik BOS Ornek OD
no cinsiyet bulgular bulgulari  Sonu¢ (CO + %10) Sonu¢  Tanimlama
1 22/E Bas agrisi, ates P: 52 mg/dl + 1.083 + Echovirus
G: 52 mg/dl (0.298-0.362) (Vero, RD) tip 30
L: 150/mm?3
2 11/E  Bas agrisi, ates, P: 18 mg/dl - inhibisyon + NT
kusma, ishal G: 84 mg/dl kontrolii < 0.8 (Vero)
L: 10/mm?3
3 11/E Ates, halsizlik P: 20 mg/dI - 0.058 + Echovirus
G: 69 mg/dl (0.224-0.272) (Hep-2, RD)
L: 0/mm?
4 66/K Bas agrisi, P: 43 mg/dl +/- 0.311 -
kusma G: 51 mg/dl (0.298-0.360)
L: 110/mm?
5 4/E Bas agris, P: 40 mg/dI +/- 0.253 -
ates, kusma G: 58 mg/dl (0.231-0.281)
L: 760/mm?3

E: Erkek, K: Kadin, P: Protein diizeyi, G: Glukoz diizeyi, L: Lokosit sayisi, +: Pozitif, -: Negatif, +/-: Sinirda, NT: Miktar
yetersiz oldugundan tiplendirme yapilamadi.

Il/

“shell vial” hiicre kultur teknigi ile tasarlanmig ve iki insan (RD, HEp-2) ve bir maymun
(Vero) hiicre dizisinden olusan tg¢ ayri hicre dizisi kullanilmistir. Bu hicre dizileri, farkli
treme Ozellikleri olan cok sayida serotipe sahip enteroviruslarin Greme sansini artirmak
amaciyla secilmistir®. “Shell vial” yénteminin geleneksel yénteme gére basit laboratuvar
islemlerine sahip olmasi, saptama basamaginda floresan mikroskopla degerlendirme ko-
layliginin olmasi ve 48-72 saat icerisinde sonug¢ alinmasi gibi avantajlari bulunmaktadir.
Bu calisma ile yontemin avantajlarina ragmen, az miktarda olan BOS 6rneginin toplam-
da 600 pl kullaniliyor olmasinin test tekrarlarini ve farkl yontemlerle calisma imkanini ki-
sitladigi gorilmdustir. Dondurulup ¢ozdirilen 6rneklerde viral yiikiin diisme olasiligi ol-
dugdu icin bu ¢alismada kullanilan iki ayri yontem, érneklerin cogunluguna ayni giin igin-
de uygulanmustir. Ancak li¢ ayr hiicre dizisinin kontaminasyon veya hiicrelerin saglikli ol-
mamasi nedeniyle siselerden (flask) ayni glin “shell vial”lere pasajlanamamasi, 6rnek
ekim giinu “shell vial”lerdeki hiicrelerin tek tabaka seklinde cogalamamasi nedeniyle ba-
z1 orneklere yontemler farkl glinlerde uygulanmistir. Calismaya alinan 66 BOS 6rneginin
3 (%4.5)"U hiicre kultirt ile enterovirus pozitif bulunmus; bu hastalarin sikayetleri, fizik
muayene ve BOS bulgularinin da viral SSS enfeksiyonu ile uyumlu oldugu izlenmistir

(Tablo I).

Son yillarda hizla gelisen molekdler teknikler, enterovirus enfeksiyonlarinin tanisinda
da genis kullanim alani bulmustur®. BOS 6rneklerinde enterovirus yiikii diisiik oldugun-
dan nikleik asit amplifikasyon testlerinin (NAT) enteroviral menenijit tanisinda virus izo-
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lasyonundan daha duyarli oldugu bildirilmektedir® %13, NAT ile 5 ile 24 saat gibi kisa bir
siirede sonug alinmasi testin 6nemli bir Gstiinligadiir’'#13, Testin bu avantaji ile hasta-
larin tedavisinde zaman gecirmeden degisiklige gidilebilir. Kisith miktarda alinabilen BOS
érneginin az miktarda kullaniimasi da molekiiler yéntemlerin bir diger avantaijidir’-'°. Bu
calismada NAT olarak, ticari RT-PCR temelli Enterovirus Consensus Kit (ECK; Argene,
Fransa) kullanilmistir. Bu kitin, farkli NAT veya hiicre kiltirt yontemleri ile karsilastirnildi-
g1 cesitli calismalar mevcuttur. Jacques ve arkadaslarinin' calismasinda, 54 BOS 6rnegi-
nin 28 (%52)'i hiicre kiltird; 41 (%76)'i “in house” RT-PCR ve 43 (%80)’l ticari RT-PCR
(ECK) ile enterovirus pozitif bulunmustur. Landry ve arkadaslarinin'® 58’i BOS olmak
Uzere 82 farkll 6rnekte NASBA, RT-PCR (ECK) ve tup kultir yontemini kullanarak yaptik-
lari calismada, 42 enterovirus pozitif ornek saptanmis; bunlarin %92.9'u NASBA,
%88.1'i RT-PCR ve %60.5'i hiicre kiiltirii yéntemiyle tespit edilmistir'®. Gartzonika ve
arkadaslarinin® ECK ile shell vial hiicre kiiltiiriini karsilastirdiklari calismalarinda, 99 BOS
orneginin 34’tinde enterovirus pozitifligi bulunmus; bunlarin 33 (%97)'G RT-PCR ile, 19
(%54)'u hicre kiltdra ile saptanmustir.

Bizim calismamizda, hiicre kiltiirt ile pozitif saptanan t¢ 6rnegin biri RT-PCR ile po-
zitif, ikisi ise negatif olarak tespit edilmistir (Tablo I). Hiicre kiltird ile pozitif bulunan
ikinci hastanin, RT-PCR testinde inhibisyon kontrol OD’sinin 0.8’in altinda olmasi ve or-
negin OD’sinin negatif olarak saptanmasi, hiicre kiltiri ile saptanan pozitifligin, inhibi-
tor nedeniyle saptanamadigini dustindiirmektedir. Bu hastanin érnek miktar yetersiz ol-
dugundan RT-PCR tekrari yapilamamistir. Hiicre kiltiirinde echovirus pozitif oldugu hal-
de RT-PCR ile negatif saptanan lglincl hastada ise bu sonucun, 6rnegin hiicre kalturi-
ne ekiminden sonra PCR ile hemen calisilamamasi ve bu nedenle dondurulup ¢6zdurl-
mesi sirasinda RNA'nin degrade olmasina bagli olabilecedi dustinilmstir. Bu 6rnegin,
farkli bir merkezde 5’NTR bdlgesini hedefleyen “in house” PCR ile yapilan tekrarinda da
enterovirus saptanmamis ve bu sonug viral degredasyon olasihigini kuvvetlendirmistir.
RT-PCR ile ara deger olarak saptanan dordiinci ve besinci hastalara ait iki ornek, hiicre
kdlturd ile negatif olarak saptanmistir. Dordiincti hastanin ikinci kez yapilan RT-PCR tes-
tinde de sonug ara deger olarak bulunmustur. Bu 6rneklerin miktarlari yetersiz oldugun-
dan hicre kultir tekrarlan ve besinci hastanin ikinci RT-PCR tekrari yapilamamustir.

Bazi calismalarda viral SSS enfeksiyonu etkeni olarak enteroviruslarin %80-95 oranin-
da saptanmasina ragmen, bazi arastiricilar farkli NAT yontemleri ile bu orani %3-28 ara-
sinda bildirmektedir'>1¢29, Enteroviral etkenli SSS enfeksiyonu ile iliskili yapilmis calis-
malar Glkemizde cok sinirli sayidadir. Bu konuda 6zellikle Ulusal Polio Referans Laboratu-
vari'nin [Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bagkanligi (RSHMB), Viroloji Laboratuvarlari]
yapmis oldugu calismalar dikkati cekmektedir. Uysal ve arkadaslarinin?! 1999 yaz ayla-
rinda 35 cocuk olgunun diski érneklerinde yaptigi calismada, geleneksel hiicre kiltira
ile EcV 30'un daha baskin (15 ornek) oldugu enteroviral menenijit olgulari saptanmugtir.
Giiney ve arkadaslarinin 68 aseptik menenijitli yeni dogan hastanin BOS érneklerinde
yaptigi calismada ise, 36 (%53) ornek geleneksel hicre kiltiri ile (EcV 30, CxV B), 43
(%63) érnek “in house” RT-PCR ile enterovirus pozitif bulunmustur. Ozkaya ve arkadas-
lari?? da, 2001-2004 yillari arasinda 246 aseptik menenjit 6n tanili hastanin diski, BOS
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ve bogaz surliintlist 6rnegini geleneksel hiicre kiltiirt ile calismiglar; 85 (%34.5) olguya
ait toplam 95 6rnekte (78 diski, 9 BOS, 8 bogaz suriintusii) enterovirus saptamislar ve
en sik gorilen etkenlerin EcV 30 ve CxV B oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismalar refe-
rans laboratuvarinda yapildigindan, gelen 6rnek sayisinin fazla olmasi ve/veya menenijit
salgini olan dénemleri kapsamasi, enterovirus saptanma oraninin ytksek olmasini acik-
layabilir. Ulkemizden bildirilen diger calismalarda BOS &rneklerinde enterovirus pozitiflik
orani Karakadioglu?® tarafindan DNA chip yéntemi ile %5 (2/40), Sayiner ve arkadasla-
n?* tarafindan “in house” RT-PCR ile %38.7 (12/31) olarak verilirken, Deniz'in® calisma-
sinda aseptik menenijitli 30 hastanin hicbirinde hiicre kiiltliri ve gercek zamanh PCR ile
enterovirus varhgr saptanmamistir. Bizim ¢alismamizda, 66 BOS 6rneginin 3 (%4.5)'l
hicre kiltird ile pozitif, biri RT-PCR ile pozitif, 2 (%3)'si ara deger olarak saptanmis; bu
hastalarin norolojik ve diger sistemlere ait sikayet ve belirtileri ile fizik muayene ve BOS
biyokimyasal bulgulari viral SSS enfeksiyonu ile uyumlu bulunmustur'~>2¢, Buna karsin
pozitif olgu sayimizin beklenilenden daha az oldugu dikkati cekmis ve bunun nedenleri-
nin su sekilde siralanabilecegdi dustiniimustir: (1) Pediatrik yas grubu, enteroviral SSS
enfeksiyonlari icin daha ytiksek risk tasimakta olup, yapilan ¢alismalarin cogu bu grubu
icermektedir. Oysa bizim ¢alismamizda olgularin sadece %34.8 (23/66)'i cocuk yas gru-
bundadir ve alinan BOS 6rneginin sinirh miktarda olmasi rutin tani testleri sonrasinda ye-
tersiz kaldigindan bircok cocuk hasta calisma kriterlerine uydugu halde calismaya alina-
mamistir. (2) Enteroviral menenijitlerin hafif semptomlu bir klinige sahip olmasi nedeniy-
le, enteroviral etkenli SSS enfeksiyonu olan tim hastalar calismamiz icinde degerlendiri-
lememis olabilir. (3) Viral SSS enfeksiyonlarinda saptanan etkenlerin bolgelere gore de-
gismekte oldugu bilindiginden, pozitif olgu sayisinda bolgesel farklihgin da etkili olmasi
muimkandr.

Calismaya alinan hastalarin hastaneye bagvuru zamani tim yil icinde benzer dagilim
gostermektedir (Sekil 1). Viral SSS enfeksiyonlarinda klinik 6zellikler birbirine benzese de,
yil icinde bulundugu dénem &zgiil etiyolojik etkenin belirlenmesinde ipucu olabilir?’. Ul-
kemizde de bildirildigi gibi enteroviral enfeksiyonlar siklikla yaz ve sonbahar aylarinda
goriilmektedir'2'. Bizim hastalarimizin sayisi az olmakla birlikte, hiicre kiiltiirii ile pozitif
bulunan hastalarin sonbahar (eylll, ekim) ve ilkbahar (mayis) aylarinda; RT-PCR ile ara
deger olarak bulunan hastalarin ise Subat ve Temmuz ayinda basvurdugu belirlenmistir.

Farkl cografyalarda ve farkli donemlerde SSS enfeksiyonu etkeni olan enteroviruslarin
serotip dagiliminin literattirdeki farkh cahsmalarda degisiklik gosterdigi izlenmekte-
dir?®2% Yunanistan ve Giiney Kibris gibi (ilkemize yakin cografyada yer alan iilkelerde en
sik EcV tip 11, 9, 30, 13, 6 ile CxV B5 ve A9 etken olarak bildirilmistir®3!. Bizim calis-
mamizda, hiicre kultiriinde enterovirus pozitifligi saptanan ¢ ornekten ikisinde tiplen-
dirme yapiimis (1 ve 3 no’lu 6rnek), diger 6rnegin (2 no’lu érnek) miktar yeterli olma-
digindan tiplendirme yapilamamustir. Birinci 6rnek, RSHMB Ulusal Polio Referans Labo-
ratuvarinda tip kiltir ve notralizasyon yontemi ile EcV 30 olarak tiplendirilmis; Ggtinci
ornek ise laboratuvarimizda FITC isaretli monoklonal antikorlar ile echovirus olarak ta-
nimlanmigstir. Sonuglarimiz, Glkemizde yapilan diger calismalarin verileri ile uyumlu bu-
lunmustur?'22,

MiKROBiYOLOJi BULTENI 475




Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonu Etkeni Enteroviruslarin

RT-PCR ve Hicre Kiltur Yontemleri ile Saptanmasi

Viral SSS enfeksiyonlarinin tanisinda yuiksek duyarlilik ve 6zgulliginin yani sira
NAT, hastaneye gereksiz yatislarin azaltiimasini, daha az beyin BT, MR, rontgen ve EEG
kullanilmasini ve hastalarin daha kisa stre antibiyotik almasini saglayarak ciddi ekono-
mik kazang saglamaktadir. Enterovirus Consensus Kit'in ornek icerisinde amplifikasyon
inhibitorlerini saptayan plazmid kontrollerini icermesi ile PCR inhibisyonun olup olma-
diginin gorilebilmesi, testin pozitif kontroliiniin olmasi ve enterovirus serotipleri ara-
sinda korunmus bolge olan 5’NTR’yi hedefleyerek 64 enterovirus serotipini saptayabil-
mesi testin GstlinlGgldur. Ayrica shell vial yontemine (72 saat) gore daha kisa zaman-
da (8 hasta icin toplam 9-10 saat) sonuc alinabilmektedir. Buna karsin, her ornek icin
inhibisyon kontroliinl iceren ikinci bir tliplin olmasi, islem sayisinin ve siresinin art-
masina neden olmakta; ters transkriptaz enziminin amplifikasyon basamaklari arasin-
da 1s1 dongu cihazinda pipetlenmesi, hibridizasyon ve ekstraksiyon basamaginda uzun
ve tekrarlayan pipetleme islemlerinin olmasi testi zorlastirmakta ve hata olasiligini ar-
tirmaktadir. Ayrica ELISA yontemi ile yapilan saptama basamaginda ara degerlerin el-
de edilmesi, hastaya kesin sonug verilmesini 6nlemekte ve yorumu gucglestirmektedir.
Sonug olarak, calismalarda belirtilen avantajlarina ragmen Enterovirus Consensus Kit,
laboratuvarimizda rutin kullanim icin pratik bulunmamis ve hicre kultiriine bir Gstin-
lUk saglamamistir. Dolayisiyla, enteroviral SSS enfeksiyonlarinin tanisinda, daha pratik
farkli bir niikleik asit amplifikasyon yonteminin, hiicre kilttri yontemi ile paralel ola-
rak, ozellikle cocuk yas grubunu iceren daha genis calisma gruplarinda degerlendiril-
mesinin yararli olacagi kanisina variimustir.
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