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oz

Bu ¢ok merkezli, prospektif kohort calismasinda, toplum kokenli santral sinir sistemi (SSS)
enfeksiyonlarindaki bakteriyel ve viral etkenlerin bakteriyel kiiltiir ydntemi ve multipleks polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemiyle arastirlmasi planlanmistir. Nisan 2012-Subat 2014 tarihleri arasinda SSS
enfeksiyonu bulgulari ile hastaneye yatirilarak izlenen hastalar calismaya alinmistir. Olgularin demografik
ve klinik bilgilerini iceren olgu bildirim formlari prospektif olarak kayit edilmistir. Olgularin beyin omurilik
sivist (BOS) ornekleri, bakteriyolojik kultlir yontemleri, bakteriyel multipleks PCR y&ntemi (Seeplex
meningitis-B ACE Detection: Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae,
Listeria monocytogenes ve grup B streptokok) ve viral multipleks PCR yontemi [Seeplex meningitis-V1 ACE
Detection kiti herpes simplex virlis-1 (HSV1), herpes simplex viriis-2 (HSV2), varicella zoster virus (VZV),
sitomegaloviris (CMV), Epstein Barr viriis (EBV) ve human herpes viriis 6 (HHV6)] [Seeplex meningitis-V2
ACE Detection kiti (enterovirisler)] ile calisiimistir. Hastalar klinik bulgularina, BOS degerlendirmesindeki;
beyaz kiire sayisina, hakim olan hiicre tipine, protein, glukoz degerlerine, BOS/kan glukoz oranina
ve kraniyal goriintiileme bulgularina gore purilan menenjit, aseptik menenjit ve ansefalit tanilari ile
gruplandinlmistir. izlem siiresince calisma kitinde bulunmayan bir etken ile enfekte olan, kronik menenjit
tanisi alan veya farkli bir tani alan hastalar calisma digi birakilmistir. Calisma kriterlerini karsilayan 79 hasta
(28 kadin, 51 erkek, yas 42.1 + 18.5) calismaya alinmistir. Kirk alti hasta puriilan menenjit grubunda,
33 hasta ise aseptik menenijit/ensefalit grubunda yer almistir. Olgularin 41‘inde multipleks PCR ile etken
gosterilmistir. Bakteriyel menenjit grubundaki olgularda konvansiyonel kiiltir yontemiyle 10 (%21.7)
olguda (9 S.pneumoniae, 1 H.influenzae), PCR yontemiyle ise 27 (%58.6) olguda etken gosterilmistir. Bu
olgularin 18’inde tek bakteri (14 S.pneumoniae, 2 N.meningitidis, 1 H.influenzae, 1 L.monocytogenes), 8
hastada bakteri-virls, bir hastada ise iki bakteri birlikte saptanmistir. Viral menenijit/ensefalit distinilen
33 olgunun 14’inde etken izole edilmis, 11 olguda tek virus (Yedi enteroviris, iki HSV1, bir HSV2 ve bir
VZV), li¢ olguda ise iki virls birlikteligi tespit edilmistir. Verilerimiz PCR yonteminin, SSS enfeksiyonlarinda
etkenin gosterilme oranini artirabildigini gostermektedir. Calismamizdaki coklu etken tremeleri dikkat
cekicidir. Coklu etken birlikteliginin klinik olarak anlamlihgini degerlendirmek icin daha fazla calismaya
ihtiyag vardr.

Anahtar sozciikler: Akut bakteriyel menenijit; PCR; viral menenjit; ensefalit; mikst enfeksiyon.
ABSTRACT

In this multicenter prospective cohort study, it was aimed to evaluate the bacterial and viral etiology in
community-acquired central nervous system infections by standart bacteriological culture and multiplex
polymerase chain reaction (PCR) methods. Patients hospitalized with central nervous system infections
between April 2012 and February 2014 were enrolled in the study. Demographic and clinical information
of the patients were collected prospectively. Cerebrospinal fluid (CSF) samples of the patients were
examined by standart bacteriological culture methods, bacterial multiplex PCR (Seeplex meningitis-B
ACE Detection (Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, Listeria
monocytogenes, Group B streptococci) and viral multiplex PCR (Seeplex meningitis-V1 ACE Detection kits
herpes simplex virus-1 (HSV1), herpes simplex virus-2 (HSV2), varicella zoster virus (VZV), cytomegalovirus
(CMV), Epstein Barr virus (EBV) and human herpes virus 6 (HHV6)) (Seeplex meningitis-V2 ACE Detection
kit (enteroviruses)). Patients were classified as purulent meningitis, aseptic meningitis and encephalitis
according to their clinical, CSF (leukocyte level, predominant cell type, protein and glucose (blood/CSF)
levels) and cranial imaging results. Patients who were infected with a pathogen other than the detection
of the kit or diagnosed as chronic meningitis and other diseases during the follow up, were excluded
from the study. A total of 79 patients (28 female, 51 male, aged 42.1 £ 18.5) fulfilled the study inclusion
criteria. A total of 46 patients were classified in purulent meningitis group whereas 33 were in aseptic
meningitis/encephalitis group. Pathogens were detected by multiplex PCR in 41 patients. CSF cultures
were positive in 10 (21.7%) patients (nine S.pneumoniae, one H.influenzae) and PCR were positive for
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27 (58.6%) patients in purulent meningitis group. In this group one type of bacteria were detected in
18 patients (14 S.pneumoniae, two N.meningitidis, one H.influenzae, one L.monocytogenes). Besides, it is
noteworthy that multiple pathogens were detected such as bacteria-virus combination in eight patients
and two different bacteria in one patient. In the aseptic meningitis/encephalitis group, pathogens were
detected in 14 out of 33 patients; single type of viruses in 11 patients (seven enterovirus, two HSV1,
one HSV2, one VZV) and two different viruses were determined in three patients. These data suggest
that multiplex PCR methods may increase the isolation rate of pathogens in central nervous system
infections. Existence of mixed pathogen growth is remarkable in our study. Further studies are needed
for the clinical relevance of this result.

Keywords: Acute bacterial meningitis; polymerase chain reaction; viral menengitis; encephalitis; mixed infection.

GiRis

Tiptaki gelismelere ragmen, akut purilan menenijitler ciddi mortalite ve morbiditeye
neden olmaya devam etmektedir. Akut menenijitlerin etiyolojisinde en sik bakteriler ve
viriisler yer almaktadir'2. Toplum kékenli akut bakteriyel menenjitlerin biiyiik cogunlu-
gunu Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, Listeria
monocytogenes ve grup B streptokoklar olusturmaktadir>*. Akut viral menenijitlerin ve
meningoensefalitlerin etiyolojisinde ise enterovirisler, herpesvirisler, adenovirls, rinovi-

rus, insan immun yetmezlik virtsi, influenza, kabakulak, lenfositik koriyomenenijit virtisi
ve arbovirlisler en sik karsilasilan etkenlerdir>.

Akut menenijitlerde, hastalarin acil olarak degerlendirilmesi, etkenin tespiti ve etkene
gore tedavinin diizenlenmesi hayat kurtaricidir. Olgularin %32-75’inde ileri tan1 yontem-
leri (serolojik testler, doku biyopsisi, hiicre kiltird, molekiiler yéntem vb.) kullaniimasina
ragmen etiyolojik etken belirlenememektedir®. Konvansiyonel yontemlerle uzun siiren
izolasyon ve kiiltir testlerinin aksine, duyarlligi ve 6zgilligu yiiksek olan polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PCR) yontemiyle etken hizla saptanabilmekte, bu sayede etkene yonelik
uygun tedavi diizenlenebilmektedir’-8,

Bu calismanin birinci amaci, toplum kaynakli santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlarin-
da etken olan bakteriyel ve viral mikroorganizmalarin multipleks PCR ile arastiriimasidir.
Bir diger amac ise, standart bakteriyel kiltir yontemi ile multipleks PCR sonuclarinin
karsilastirnimasi ve bu sonuglarin klinik ve laboratuvar bulgular esliginde degerlendirilerek
hizl molekdiler testlerin rutinde kullanilmasinin gézden gecirilmesidir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ege Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Komitesi (12-2.1/68) tarafindan
onaylanmis ve Helsinki bildirgesine uygun olarak gerceklestirilmistir.

Nisan 2012-Subat 2014 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi (EUTF) Hasta-
nesi, Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi (EAH), Tepecik EAH, Celal Bayar Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine SSS enfek-
siyonu bulgular ile bagvuran 92 hasta calismaya alindi. Hastalar klinik bulgulari, beyin
omurilik sivisi (BOS) degerlendirmesindeki bulgular (beyaz kiire sayisi, hakim olan hiicre
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tipi, protein, glukoz degerleri, BOS/kan glukoz orani) ve kraniyal gériintiileme bulgulari-
na gore pirulan menenijit, aseptik menenijit ve ensefalit tanilari ile gruplandirildi.

Hastalarin ilk vizitlerinde demografik bilgileri, klinik-laboratuvar bulgulari ve uygula-
nan tedavileri iceren olgu bildirim formlari kayit edildi. Tedavinin 3-5. gliniinde ve tedavi
sonunda hastalar tedavi etkinligi ve komplikasyonlar acisindan tekrar degerlendirildi ve
sonuglar olgu rapor formuna kaydedildi.

BOS ornekleri tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kanl agar, cikolata agar ve Eosin
Methylene Blue (EMB) agara ekilerek 37°C’'de 24-48 saat inkilibe edildi. Kan kilttr or-
nekleri icin BACT/ALERT 3D (Biomerieux, Fransa) otomatize sistemi kullanildi. Pozitif
sinyal alinan ornekler kanli agar, cikolata agar ve EMB agara ekilerek 37°C’de 24-48 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda iireyen bakterilerin tanimlanmasinda konvansiyonel
ve otomatik (VITEK 2, bioMérieux, Fransa) degerlendirme yontemleri kullanild.

Ornekler, PCR calisma giiniine kadar -80°C’de sakland\. Niikleik asitlerin ekstraksiyonu,
“viral DNA/RNA Extraction Kit (iINtRON, Glney Kore)” ile uretici firmanin Onerileri
dogrultusunda yapildi. Ekstraksiyon isleminden itibaren reaksiyona internal kontroller
ilave edildi. Ektraksiyon isleminden sonra, RNA virlsleri icin revers transkripsiyon ile
cDNA'lar Uretici firmanin (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kits, Fermentas, ABD)
onerileri dogrultusunda elde edildi. Viriislerin saptanmasi icin Seeplex meningitis-V1 ACE
Detection (Seegene, Giiney Kore) ve Seeplex meningitis-V2 ACE Detection (Seegene,
Giiney Kore), bakterilerin saptanmasi icin ise Seeplex meningitis-B ACE Detection
(Seegene, Giiney Kore) kitleri Ureticilerin onerileri dogrultusunda kullanildi. Seeplex
meningitis-V1 ACE Detection kiti herpes simplex virtis 1T (HSV-1), herpes simplex viris 2
(HSV-2), varicella zoster virts (VZV), sitomegaloviriis (CMV), Epstein Barr viris (EBV) ve
human herpes virlis 6 (HHV6)y1, Seeplex meningitis-V2 ACE Detection kiti enterovirusleri,
Seeplex meningitis-B ACE Detection kiti ise S.pneumoniae, N.meningitidis, H.influenzae,
L.monocytogenes ve grup B streptokoklari icermektedir. Sonuclarin degerlendirilmesinde
sisteme ait Meningitis-B ve Meningitis-V1, V2 ACE Screening yazihmi kullanildi.

Calismanin istatistiksel analizlerinde, kategorik degiskenler icin ki-kare veya Fisher
Exact testi, parametrik Olclimler icin Student’s t-test ve nonparametrik olctimler icin
Mann-Whitney U testi kullanildi. istatistiksel anlamlilik icin p degerinin < 0.05 olmasi
kabul edildi. Analizler icin SPSS versiyon 20 kullanildi.

BULGULAR

Calismaya 92 hasta alinmistir. izlem siiresince calisma kitinde bulunmayan bir etken
ile enfekte oldugu saptanan (bir influenza viriisiine bagli ensefalit, bir Lyme hastaligr),
kronik menenijit tanisi alan (bes tiiberkiiloz menenijiti) veya farkli bir tani alan hastalar
(bir kronik otitise sekonder kraniyal apse, bes nonenfeksiy6z norolojik hastalik) calisma
disi birakilmgtir.

Kirk alti hasta piriilan menenijit grubunda, 33 hasta ise aseptik menenjit/ensefalit
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grubunda yer almistir. Calismaya alinan 79 hastanin (28 kadin, 51 erkek) yas ortalamasi
42.1 £ 18.5 (16-87 yas) yas olarak bulunmustur.

Hastalarin en sik basvuru yakinmalari sirasiyla bas agrisi (%686), ates yuksekligi (%83),
bulanti-kusma (%60), biling degisikligi (%57) ve uykuya meyil (%45) olmustur.

Hastaneye basvuru aninda olgularin %64.6'sinda I6kositoz oldugu gorilmusttr. Bu
durum pdrilan menenjit grubunda %76, aseptik menenijit/ensefalit grubunda ise %48.4
oranindadir. C-reaktif protein yuksekligi tim olgularda %71, alt gruplarda ise sirasiyla
%82, %55 oraninda tespit edilmistir.

Calismaya alinan 79 hastanin BOS ornekleri hem standart bakteriyel kiltir hem de
bakteriyel ve viral etkenler icin PCR yontemi ile degerlendirilmistir. On hastanin BOS
kdlturinde Greme olmustur (dokuz pnomokok, bir H.influenzae). Bes hastanin kan kul-
tiriinde tdreme olmustur (bes pnémokok). Bu olgularin BOS kiltiirinde de ayni etken
saptanmistir.

Olgularin 41 (%51.9)'inde PCR yontemi ile etken gosterilmistir. Olgularin 18
(%22.7)'inde tek bakteri (14 pnomokok, iki meningokok, bir H.influenzae, bir
L.monocytogenes), 11 (%13.9)'inde tek virus (yedi enterovirus, iki HSV-1, bir HSV-2, bir
VZV) saptanirken, 8 (%10.1)'inde bakteri ve viris birlikte, Ggtinde iki virls, birinde iki
bakteri birlikte saptanmistir. Bakteriyel kiltir altin standart kabul edidiginde PCR'nin du-
yarlhgi ve 6zglllugl %100 olarak saptanmistir.

Klinik ve laboratuvar bulgular sonucunda bakteriyel menenijit 6n tanisi diistiniilen 46
olguda konvansiyonel kiltir yontemiyle 10 (%21.7) hastada Greme saptanirken, PCR
yontemi ile 27 (%58.6) hastada bakteriyel etken tanimlanmistir. BOS ve kan kdilturiinde
saptanan etkenlerin hepsi PCR yonteminde de pozitif olarak saptanmustir.

Viral menenijit/ensefalit dustinllen 33 olgunun 14’linde etken gosterilmis, 11 olguda
tek virUs, U¢ olguda ise iki virus birlikteligi tespit edilmistir. Tablo I'de viral menenijit ense-
falit grubunda saptanan etkenler 6zetlenmistir.

Olgularin 37’sinde (%46.8) LP 6ncesinde antimikrobiyal ila¢ kullanim 6ykisi mevcut
iken, bu olgularin 25’ pirilan menenijit grubunda yer almistir. Konvansiyonel kiiltir
yontemleriyle bu olgularin dérdiinde,PCR yonteminde ise 15 olguda etken gosterilmistir.

Calismaya alinan 79 hastanin 8 (%10.1)'i 6lmustir. Mortalite ile seyreden olgularin
timunun bakteriyel menenjit grubunda oldugu tespit edilmistir. Bakteriyel menenijit gru-
bunda PCR pozitif ve negatif hastalar arasinda 6lim acisindan fark saptanmamustir (4/27
karsi 4/19, p= 0.70). Hem kiiltir hem de PCR pozitif olgularda mortalite orani yalnizca
PCR pozitiflere gore nispeten daha yiiksek bulunsa da, aradaki fark istatistiksel olarak
(3/10 karst 1/17, p= 012) anlamh bulunmamistir. Tablo II'de mortalite ile seyreden
olgularin verileri 6zetlenmistir.

MiKROBiYOLOJi BULTENi 281




Toplum Kékenli Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlarinda Bakteriyel ve Viral
Etiyolojinin Molekiler Yontemlerle Degerlendirilmesi

Tablo I. PCR Yéntemiyle lzole Edilen Etkenlerin Dagilimi

Bakteriyel menenijit olgulan

izole edilen etkenler Sayi
Streptococcus pneumoniae 14

Neisseria meningitidis 2
Haemophilus influenzae 1

Listeria monocytogenes 1
S.pneumoniae + N.meningitidis 1
S.pneumoniae + enterovirtis 2
S.pneumoniae + EBV 2
N.meningitidis + enterovirls 2
S.pneumoniae + HHV-6 1

Grup B streptokok + enteroviriis 1
Toplam 27

Viral menenijit/ensefalit olgular

izole edilen etkenler Sayi
Enteroviris 7

HSV-1 2

HSV-2 1

vzv 1
Enteroviriis + HSV-1 1
Enterovirlis + EBV 1

HSV-1 + EBV 1

Toplam 14

HSV: Herpes simpleks virlis; EBV: Ebstein Barr virs.

Tablo IlI. Mortalite ile Seyreden Olgularin Degerlendirilmesi

Basvuru
aninda LP 6ncesinde
Glasgow antibiyotik Menenjit Kiltur
Olgu Yas koma skoru kullanimi tipi sonucu PCR

1 56 5 Var Bakteriyel ~ Ureme yok Negatif

2 33 12 Var Bakteriyel ~ Ureme yok Negatif

3 34 6 Yok Bakteriyel ~ Ureme yok EQ&TO?/I??UI(:
4 62 10 Var Bakteriyel ~ Pnomokok Pnémokok
5 75 8 Yok Bakteriyel ~ Pnomokok Pnémokok
6 20 7 Var Bakteriyel ~ Ureme yok Negatif

7 57 3 Yok Bakteriyel ~ Pnomokok Pnémokok
8 76 9 Yok Bakteriyel ~ Ureme yok Negatif
PRC: Polimeraz zincir reaksiyonu.
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TARTISMA

Meneniitli olgularin SSS enfeksiyonuna neden olan etkenlerinin tayininde, konvansiyel
kdlttr yontemleri altin standart yontem olmasina ragmen, niikleik asit testleri bu olgular-
da gittikce daha sik olarak kullanilmaya baslanmistir’. Niikleik asit testlerinin avantajlari
arasinda patojenin saatler icinde saptanmasi, etkenin tayini icin canli mikroorganizmaya
ihtiyac duyulmamasi ve kiltiir yontemine oranla dnceki antibiyotik tedavisinden daha az
etkilenmesi sayilabilir’. Calismamizda literatiirle uyumlu olarak en sik gériilen etkenler
pnémokok ve meningokok olarak saptanmustir’-24,

Bakteriyel menenijitli olgularda nikleik asit testlerinin duyarlihk ve 6zgulligi standart
kiiltiir yontemi ile karsilastirildiginda %91-100 arasinda degismektedir'®. Chiba ve arka-
daslarinin' 150 cocuk ve 18 eriskin hastanin dahil edildigi calismasinda BOS kiiltiiriin-
de %48.2, multipleks PCR’de ise %72 oraninda etken varligi gosterilmistir. Brezilya'da,
Sacchi ve arkadaslari'? tarafindan yapilan ve hastalarin cogunlugunun cocuk yas grubun-
da oldugu bir calismada, 460 olgunun %27’sinde BOS kuiltiriinde etken Gretilmistir. Ayni
calismada etkeni PCR ile saptama orani %57 olarak bulunmustur. Ulkemizde yapilan ve
akut bakteriyel menenijit tanisi alan 57 eriskin olgunun degerlendirildigi bir calismada,
standart kiltir yontemiyle 10 (%17.5), multipleks PCR yontemiyle ise 34 (%59.6) has-
tada etken gosterilmistir'. Calismamizda akut bakteriyel menenijit tanili 46 olguda kon-
vansiyonel kiiltir yontemiyle 10 (%21.7) hastada Greme saptanirken, PCR yontemi ile
27 (%58.6) hastada bakteriyel etken tanimlanmustir. Verilerimiz bu ¢alismalarla uyumlu
gOzikmektedir.

Viral menenjit veya ensefalit tanili immunyetmezligi olmayan 156 olgunun
degerlendirildigi bir calismada herpes virisler ve enteroviriisler PCR yontemi ile arastirilmig
ve olgularin 55 (%36)inde etken gdsterilmistir (49 enteroviriis, 6 herpes viriisler)'.
Akhvlediani ve arkadaglarinin'® yaptigi bir aragtirmada ise viral menenijit veya ensefalit
tanili 51 olgunun 21 (%41)’inde etken (16 enterovirls, 4 VZV, 1 HSV-1) saptanmistir.
Calismamizda bu iki calismaya benzer sekilde bu grup taki 33 olgunun 14 (%42.4)'iinde
etken varligi gosterilmistir.

Calismamizda ¢oklu patojen etken birlikteligi dikkat cekicidir. Sekiz olguda bakteri
ve virUs birlikteligi, U¢ olguda virts-viris birlikteligi, bir olguda ise iki bakteri saptan-
mustir. Literatlirde coklu bakteriyel menenijitler acisindan pnémokok, meningokok ve
H.influenzae'nin birlikte sunuldugu olgu sunumlari mevcuttur. Bu olgularda genellikle
travma, kraniyal kitle vb. gibi altta yatan bir risk faktérii oldugu belirtiimektedir'®. Bizim
olgumuzda herhangi bir risk faktoérii bulunmamaktadir. Dupuis ve arkadaslarinin'’ 2357
viral menenjit-ensefalit tanili olgunun, BOS o6rneklerinin degerlendirildigi calismasinda
340 ornekte etken gosterilmis ve bu 6rneklerin 22'sinde viris-viris birlikteligi saptanmis-
tir. Labska ve arkadaglarinin'® calismasinda 96 kene kaynakli ensefalit ve 77 enteroviriis
meningoensefaliti olgusunun BOS ornekleri HHV DNA acisindan arastirilmis ve 12 (%6.9)
olguda pozitiflik saptanmistir. Calismamizda kullanilan molekdler kitlerle yapilmis olan
bakteriyel-viral etkenlerin birlikte arastirildigi ve 78 akut menenijit olgusunun yer aldigi bir
baska calismada, hastalarin %56'sinda BOS’ta patojen etken varligi saptanmistir. Bizim
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calismamiza benzer sekilde bu calismada da ¢oklu patojen etken birlikteligi mevcut olup,
olgularin dérdiinde bakteri-viriis, birinde viriis-viriis birlikteligi oldugu belirtilmistir'®.

Calismamizin kisithiliklari degerlendirildiginde; hasta sayisinin nispeten az olmasi, BOS
orneklerinin biriktirilerek calisilmasi nedeniyle, multipleks PCR sonuclari tedavilerin yon-
lendirilmesine aktif katki saglayamamis, ancak geriye donik cikarimlar yapilmistir.

Sonug olarak, rutin BOS incelemesine PCR testlerinin eklenmesi etken saptanma ora-
nini artirmaktadir. Calismamiz PCR ile bakteriyel-viral ya da viral-viral etkenlerin bir arada
gorulme olasihginin beklenenden daha yiiksek oldugunu gostermektedir. PCR’nin rutin
uygulamada kullanilmasi antibiyoterapinin dogru yonlendirimi ve gereksiz tedavi degi-
siklerini azaltabilir. Bu testlerin liclincli basamak hastanelerde veya referans laboratuvar-
larda daha sik kullanima sunulmasi bu hasta grubunun yonetimine katki saglayacaktir.
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