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OZET

Bu ¢alismada, atipik menenjit/ensefalitli hastalarda, PZR yontemi ile herpesvirisler
(tip 1,2,6,7), enterovirtsler (EV), flavivirlisler ve flebovirGslerin arastiriimasi ve
epidemiyolojik veri elde edilmesi amaglanmistir. Ankara’da iki farkh hastanenin
Cocuk Enfeksiyon Bolumi’'ne Ekim 2011-Aralik 2015 tarihleri arasinda nérolojik
sikayetlerle bagvuran, 0-18 yas arasindaki 100 hastadan beyin omurilik sivisi
(BOS) ornekleri toplanmistir. Nukleik asit ekstraksiyonu ve cDNA sentezi igin ticari
kitler kullaniimistir. HSV1/2 gergek zamanh PZR (LightCycler® HSV1/2 QualKit,
Roche, Almanya); enterovirUsler, flavi- ve flebovirlsler geleneksel PZR yontemi ile
arastirilmis ve ayrica gesitli menenjit etkenlerini saptayabilen gergcek zamanlh
multipleks PZR yoéntemi (MeningoFinder® 2SMART, Hollanda) kullaniimistir.
Calisilan 100 6rnegin 7’si (%7) viral etkenler (2 HSV1, 4 HHV6, 1 EV) acisindan
pozitif; diger etkenler negatif bulunmustur. HHV6 pozitif saptanan 4 hastanin 2’si
1-6 aylik, 1’i 13-36 aylik ve digeri ise 4-6 yas grubundadir. HHV6 pozitif hastalarin
3’G0 menenijit, 1’i viral ensefalit; HSV1 pozitif hastalar viral ensefalit; EV pozitif hasta
ise menenijit 6n tanisi almistir. Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinda ¢ok sayida
viris etken olabilmektedir ve etkeni saptanabilen olgu sayisi dusuktir. HSV1 viral
ensefalit etkenleri arasinda baglarda yer alsa da, HHV6 ile nadir
karsilasiimaktadir. Ayrica HHV6'nin etken olma durumu, latent bir virls olmasi
nedeniyle her olguda kesin degildir. Yine de bu etkenlerin, MSS enfeksiyonlarinda
rolu olabilecedi icin, tani algoritmalarinda degerlendiriimesi gerekmektedir.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the impact of enteroviruses (EV),
herpesviruses (types 1,2,6,7), flaviviruses and phleboviruses in patients with
atypical meningitis/encephalitis and to obtain epidemiological data. One hundred
cerebrospinal fluid (CSF) specimens were collected from 100 patients (age:0-18)
that presented with neurological complaints at Paediatric Infections Clinics of two
hospitals in Ankara from October 2011 to December 2015. Commercial kits were
used for nucleic acid extraction and cDNA synthesis. A commercial real time PCR
assay (LightCycler® HSV1/2 QualKit, Roche, Germany) was employed for HSV1/2
detection; enteroviruses, flaviviruses, phleboviruses were investigated by in house
PCR methods. Also a commercial real time multiplex PCR method
(MeningoFinder® 2SMART, The Netherlands), which can detect various
meningitis agents, was used. A total of 7 specimens (7%) were positive for viral
agents (2 HSV1, 4 HHV6, 1 EV) and other agents tested were negative. Two of
HHV6 positive patients were 1-6 months old, 1 was 13-36 months old and the
other was 4-6 years old. HHV6 was detected in 3 patients with meningitis, in 1
patient with viral encephalitis, HSV1 was detected in 2 patients with viral
encephalitis and EV positive patient had meningitis. Many viral agents can cause
central nervous infections and detectable number of cases is low. Although HSV1
is the most common agent in viral encephalitis cases, HHV6 is a rare agent. Thus,
these viral agents that might have a role in CNS infections, should be considered
in diagnostic algorithms.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

xiii

Bu calismada kullaniimis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

dk
dl
ml
mm?
rpm
sn

MY
1]

Kisaltmalar

AME
BNV
BOS
CMV
DENV
DNA
EBV
EV
HHV
HSV
JEV
KKEV

Aciklamalar

Dakika
Desilitre
Mililitre

Milimetrekup

Rounds per minute

Saniye
Mikrogram

Mikrolitre

Aciklamalar

Akut menenjit ve ensefalit
Bati Nil virusu

Beyin omuirilik sivisi
Sitomegalovirls

Dengue virtsu
Deoksiribonukleik asit

Epstein Barr virls

Enterovirlus

Human herpes virls
Herpes simpleks virus
Japon ensefalit virlsu

Kene kaynakli ensefalit virisu
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Kisaltmalar Aciklamalar

MSS Merkezi sinir sistemi

ORF Acik okuma bolgesi

PZR Polimeraz zincir reaksiyonu

RNA Ribonukleik asit

RNP Ribonukleoprotein

SHV Sarihumma virusu

TOSV Toscana virus

UTR Translasyonu yapilamayan bolge
VzZVv Varicella zoster virus

ZIKV Zika viriis



1. GIRIS

Akut menenjit ve ensefalit (AME); bakteriler, virlsler, mantarlar veya parazitlerin
neden oldugu; norolojik hasara ve 6lume yol agabilen, siddetli bir merkezi sinir
sistemi (MSS) enfeksiyonudur (Xie ve digerleri, 2015). Viral ensefalit, beyin
parankimasinin viral enfeksiyonunun sonucu olarak, genellikle menenijit esliginde,

dolayisiyla meningoensefalit olusturarak meydana gelmektedir (Kennedy, 2005).

Farkli patojenik mekanizmalar araciligiyla gesitli norolojik hastaliklara yol agan
genis bir yelpazedeki viral ajanlarin neden oldugu klinik tablo, her zaman belirgin
ve kesin  degildir; ancak  meningoensefalit, meningomiyelit  veya
meningoensefalomiyelitin 6zelliklerini olduk¢a yansitmaktadir (Studahl ve digerleri,
2013). Dunya genelinde bildirilen viral ensefalit olgusu miktari, yilda yaklasik
200 000 civarindadir. Akut menenjit ve ensefalit etiyolojisinde 100’den fazla virls
tanimlanmistir (Xie ve digerleri, 2015). Ancak, 6nemli derecede morbidite ve
mortalite ile iligkili kompleks ve siddetli bir ndrolojik sendrom olan viral ensefalitin
etiyolojisi gogunlukla tanimlanamamaktadir (Glaser ve digerleri, 2006). Ensefalit ile
iliskili en yaygin virisler; human herpesvirusler, flavivirisler, enterovirlsler ve

alfaviruslerdir (Yavarian ve digerleri, 2014).

Akut menenjit ise, acil servislerde sik karsilasilan bir sendromdur. Hizli bir
etiyolojik taniya ulasmak, bakteriyel ve viral menenjiti birbirinden ayirarak
antibiyotik tedavisinin erken bagslanmasi veya viral enfeksiyonlar igin gereksiz
kullanimindan kaginmak igin cok dnemlidir (Casaroto ve digerleri, 2013). Aseptik
menenijite, ¢codunlukla Herpesviridae ailesindeki viral ajanlar sebep olmaktadir.
Merkezi sinir sistemini en ¢ok enfekte eden herpesvirisler, 6 ayliktan buyuk
cocuklar ve eriskinlerdeki akut sporadik ensefalitin yaygin nedeni olan Herpes
simpleks viris (HSV) tip 1 ve 2’dir (Akya ve digerleri, 2015). Herpesvirusler
arasinda human herpes viris 6 (HHV6) ise, supheli viral MSS enfeksiyonlu
hastalarin %10’unda bulunmaktadir (Yavarian ve digerleri, 2014). ki varyant
(HHV6A, HHVGEB) ile birlikte ndrotropizm gdsterir ve Ozellikle solid organ veya
kemik iligi transplantasyonu yapilmig hastalarda, norolojik hastaliklarin 6nemli bir
nedeni olarak goOsteriimektedir (Gaeta, Verzaro, Cristina, Mancini ve Nazzari,

2009). Enterovirusler ise, tum menenijit olgularinin %80-85’inden sorumludur ve bu
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hastalikla iligkili bakteriyel ajanlarla birlikte en yaygin gorulen patojenlerdendir

(Casaroto ve digerleri, 2013).

Menenijit, ensefalit, miyelit, ensefalomiyelit, noérit ve miyozit gibi norolojik
hastaliklara sik olmamakla birlikte yol agan diger etkenler ise, arbovirtslerdir. Virts
ve immun aracili hasar, siddetli ve kalici norolojik hasara veya Olume
ilerleyebilmektedir. Arbovirtsler; cesitli cografik bolgelerde, norolojik ve sistemik
enfeksiyonlarla dunya capinda dagilim gosteren, artropod kaynakli viruslerdir.
Omurgall konaklara, sivrisinek, kene ve kum sinegi gibi artropodlarin kan emmesi
sirasinda bulasirlar (Salimi ve digerleri, 2016). FlavivirUslerin yol actigi hastaliklara
genel olarak; Bati Nil virasi (BNV), sarthumma virisu (SHV), Japon ensefalit
virusu (JEV), kene-kaynakh ensefalit virusu (KKEV), Dengue virusi (DENV) ve
Zika viriis (ZIKV) neden olmaktadir (Oliveira ve digerleri, 2017). Flaviviriis cinsi,
baslica BNV, KKEV ve JEV’nin dahil oldugu; enfekte konaklarda ¢ogunun MSS
enfeksiyonunu indlkleme kapasitesi olan, oldukga onemli insan patojenlerinden
olusmaktadir. Bunyaviridae ailesindeki Fleboviriis cinsi ise, ¢ogunlukla
‘Phlebotomus’ cinsi tatarcik sinekleriyle omurgalilara tasinan, cografik olarak
Avrupa, Orta Asya, Afrika ve Amerika’da dagilim gdsteren virtsleri icermektedir.
Fleboviruslerin arasinda Toscana viris (TOSV), Akdeniz ulkelerinde yaz mevsimi
boyunca meydana gelen aseptik menenijitlerde en sik goérilen viral patojendir

(Ergtinay ve digerleri, 2012).

Ulkemiz, cesitli arbovirtsler icin endemik olan Akdeniz ¢evresinde bulunmaktadir
ve sivrisinek ile tatarcik kaynakli viral enfeksiyonlarin, Tlrkiye’de dolasimda
oldugu bilinmektedir (Ergunay ve Kogak Tufan, 2014). Ancak Ulkemizin endemik
bir bolgede yer almasina ragmen, Flavi- ve Flebovirtsler ile iligkili MSS

enfeksiyonlari nispeten sinirlidir (Ergunay ve digerleri, 2012).

Etkenin tanimlanmasi i¢in beyin omurilik sivisinin (BOS) cesitli ydntemlerle analizi
oldukga 6nem tasimaktadir ve enfeksiyonun viral kaynakli oldugunun belirlenmesi
antiviral tedaviye karar verilmesi agisindan gereklidir. Merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlarindaki etken virUsleri tanimlamak i¢in en sik kullanilan yéntemlerden

biri polimeraz zincir reaksiyonudur (Jarrin ve digerleri, 2016).

Ulkemizde atipik menenijit ve viral ensefalitlerin etiyolojisi; rutin tani ile gogunlukla

belirlenememektedir ve etkenin tanimlanmasi, tedavinin belirlenmesi ve
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epidemiyolojik veri elde edilmesi i¢in 6nemlidir. Bu dogrultuda, c¢alismamizda,
atipik menenijit/ensefaliti 0-18 yas arasindaki hastalardan BOS o&rnekleri
toplanarak, PZR yontemi ile HSV tip 1 ve 2, HHV tip 6 ve 7, enterovirlsler,

flavivirsler ve flebovirUslerin arastirilmasi amaglanmigtir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge
2.1.1. Herpesviriisler

Milattan 6nce 3. ylizyillda SiUmerlerin tabletlerinde ve M.O 1500'li yillarda
Eber’lerin papirtslerinde, HSV’nin neden oldudu genital lezyonlari andiran bazi
tanimlamalar gegcmektedir. Herpes simpleks virls enfeksiyonlari, tarihte ilk kez
Antik Yunan Donemi’nde Hipokrat'in ‘sirinme-yavas ve derinden hareket etme’
anlamina gelen ‘herpes (Yunanca —herpein)’ kelimesini kullanmasi ile kayitlara

gecmistir (Durmaz Cetin ve Hasman, 2004; Rechenchoski ve digerleri, 2017).

Goodpasture ve digerleri, herpetik dudak ve genital lezyonlarin tavsanlarda kornea
veya derideki bir ¢catlaga yerlestirildigi zaman ensefalite yol agtigini géstermislerdir
(Goodpasture, 1993). Mathewson komisyonu, 1920’lerde HSV’nin insanlarda
ensefalite neden oldugunu bildiren ilk raporlarin arasindadir. Herpes simpleks
virlis ensefalitinin ilk pediatrik olgusu 1941'de yayimlanmistir. ilk erigkin olgu ise,
1944’te yayimlanan, bas agdrisi, ates, afazi ve sol pupiller dilatasyon sikayetleri

olan 25 yasinda bir erkek hastadir (Bradshaw ve Venkatesan, 2016).

Human herpes viris 6A (HHV6A), 1986 yilinda yeni retrovirtslerin arastirilmasi
icin yapilan T hdcre kan kultarlerinden tesadufen izole edilmistir. Human herpes
virls 6B de, 1988’de benzer kosullarda tanimlanmistir. Human herpes viris 7
(HHV7) ise, genetik olarak HHVG ile iliskilidir ve 1990’da tanimlanmistir (Agut,
Bonnafous ve Gautheret-Dejean, 2016). Son yillarda birgok arastirma, gelisen
febril  konvulsiyonlardaki viral enfeksiyonlarin rolinl degerlendirmek igin
yuruttlmektedir. Viral enfeksiyonlarin arasinda HHV6, febril konvilsiyonun olasi
bir nedeni olarak dusunulmekte ve prevalansi dunyanin cesitli bdlgelerinde
degerlendiriimektedir (Mamishi ve digerleri, 2014).

2.1.2. Enteroviriisler

Enteroviris ensefalit ve meningoensefalit olgulari, ilk kez 1950’lerin sonlarinda
bildirilmistir ve bu olgulardaki EV’ler non-polio ve —ekovirislerden olusmaktaydi.
Enteroviris-A71 ise, ilk kez 1969'da Kaliforniya’daki ndrolojik hastaligi olan

vakalardan izole edilmis ve tanimlanmistir ve izole edildiginden beri, dinya
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genelinde Ozellikle Bati Pasifik bdlgesinde el-ayak-agiz hastaligi salginlari
meydana getirmektedir (Jain, Patel ve Bhatt, 2014; Mao, Wang, Bian, Xu ve Liang,
2016). ‘Coxsackie’ viris-A16 ile iligkili ilk el-ayak-agiz hastaligi salgini ise, 1957’de
Toronto, Kanada’da bildirilmistir. Onceleri, enfeksiyonun sadece hafif semptomlara
neden oldugu dusunulse de, bazi hastalarda aseptik menenjit ve ensefalit

gelismesine yol actigi gériimustir (Mao ve digerleri, 2016).

Enteroviris-D68 ilk kez 1962 yilinda Kaliforniya’da pnomoni ve bronsiyolitli 4
cocukta tanimlanmistir (Huang ve digerleri, 2015). Son zamanlarda, EV-D68
yeniden ortaya ¢ikmis ve dunya genelinde ¢ocuklarda énemli derecede morbidite
ve mortaliteye neden olmustur (Vollbach ve digerleri, 2015). ‘Coxsackie’ viris-B
altgrubunun, miyokardit ve ensefalit gibi siddetli hastaliklardan da sorumlu oldugu
bilinmektedir. ‘Coxsackie’ viris-B5, 50 yildan uzun bir slredir taninmaktadir ve en
sik bildirilen EV serotiplerinden biridir. Dinya genelinde ve ABD, Gliney Kore ve
Cin gibi Ulkelerde ensefalit salginlarina yol acmigtir. (Liu ve digerleri, 2014; Mao
ve digerleri, 2016).

2.1.3. Flavivirlisler

ilk flavivirislerin  orijininin, son buzul g¢agindan sonraya dayandig
dusunulmekteydi. Ancak bu iddia, kene kaynakli flaviviruslerin en az 16 000 vyil
once ortaya c¢iktigini tahmin eden son analizlerle g¢elismektedir. Yani, flavivirislerin
orijininin, 10 000 yilldan daha az bir slire 6nce olan son buzul ¢agina degil;
yaklasik 85 000-120 000 yil dnce ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir. Flavivirislerin
atasinin, Afrika’da vektortu olmayan bir memeli virisu oldugu 6ne surulmektedir.
Cogdu uyesi, ilk atadan ayrildiktan sonra, yaklasik 50 000 yil 6nce, ginumuzdeki
flavivirislerde gorilen konak-vektor iligkilerine dogru farklilagsmaya baslamislardir
(Petersson, 2013: 60).

2.1.4. Fleboviriisler

Tatarcik kaynakh fleboviral enfeksiyonlar, askeri birliklerdeki atesli hastaliklarin
onemli bir nedeni olmustur ve Napolyon savaslari, Balkan savaslari ve Hindistan
ile Pakistan’daki ingiliz kolonilerinde 6rnekleri gorilmustiir (Alkan ve digerleri,
2013). Tatarcik atesi, klinik olarak ilk kez 1886 yilinda hastaligin endemik
formunun sik goruldigu Balkanlarda Alois Pick tarafindan tanimlanmistir (Pick ve
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digerleri, 1886). Toskana viriis ise ilk kez 1971'de italya’da P. perniciosus’tan izole
edilmistir. insan patojenitesi ve noérotropizm yapabildigi 1983’ten  beri
bildiriimektedir (Magurano ve digerleri, 2014). insan patojenitesi ile ilgili ilk kanitlar,
Portekiz ve Italya ziyaretleri sonrasi Ulkelerine dénen isve¢ ve Amerikalilardaki
MSS enfeksiyonlarini takiben gorulmustiur. Daha sonralari, Toskana virusun Orta
italya’da aseptik menenijitli bir kadindan izolasyonu, MSS enfeksiyonlarinin baslica

nedeni olarak dogrulanmigstir (Alkan ve digerleri, 2013).
2.2. Siniflandirma
2.2.1. Herpesviriisler

Herpesviridae ailesi, farkli turleri enfekte edebilen 200°den fazla tye icermektedir
ve gunumuizde bunlarin arasinda 8’inin insanlarda hastalik yapti§i bilinmektedir.
‘Human’ herpesvirtsler; genom yapisi, doku tropizmi, sitopatolojik etkisi, latent
enfeksiyonun yeri, patogenezi ve hastaligin 06zelliklerine dayanarak
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae ve Gammaherpesvirinae olmak Uzere 3 alt
ailede gruplanmaktadir. Alphaherpesvirinae alt ailesi Herpes simpleks viris Tip 1
ve 2 ile Varicella zoster virisu igermektedir. Betaherpesvirinae alt ailesinin Uyeleri
Cytomegalovirus (CMV) ve Roseolovirus (HHV Tip 6A, 6B ve 7) cinslerinden
olusmaktadir. Gammaherpesvirinae alt ailesi ise, Epstein Barr viris (EBV) ve
HHV8’i icermektedir (Rechenchoski ve digerleri, 2017).

2.2.2. Enteroviriisler

Enterovirls cinsi; ‘Rhinovirus’, ‘Hepatovirus’, ‘Parechovirus’, ‘Aphthovirus’ ve
‘Cardiovirus’ cinsleri ile birlikte Picornaviridae ailesinde yer almaktadir. Enterovirus
cinsi, A'dan D’ye 4’Unln insanlarda enfeksiyon yaptigi toplam 12 tir igermektedir
(Sekil 2.1) (van der Linden, Wolthers ve Kuppeveld, 2015). Enterovirusler; eski
taksonomisine gore Poliovirtsler, ‘Coxsackie’ viris grup A, ‘Coxsackie’ viris grup
B, Ekovirusler, EV tip 68-78 (72 harig) gruplarina ayrilmaktadir. Sonradan eklenen
EV tipleri (79-101) gegici olarak tanimlanmistir. 1969°’dan beri de yeni EV tipleri
‘Coxsackie’ virls veya EkovirUs olarak siniflandirilmak yerine EV tip no’lan ile
adlandiriimaktadir. Onceden EV olarak siniflandirilan Ekovirlis 22 ve 23 olarak

adlandirilan virusler, son vyillarda insan ‘parecho’ virUsler olarak yeniden



siniflandiriimistir (Brooks, Carroll, Butel, Morse ve Mietzner, 2010, 492-493; Jain
ve digerleri, 2014).

Family Genus Species Genotype
—— Enterovirus A —— Enterovirus A71
—— Enterovirus B —— Coxsackievirus B3
—— Enterovirus C — Polioviruses
—— Enterovirus D —— Enterovirus D68

—— Enterovirus ———

—— Rhinovirus A —— Rhinovirus A2
—— Rhinavirus B —— Rhinovirus B14
—— Rhinovirus C — Rhinovirus C15

—— 5 amimal enterovirus species

—— Parechovirus A —— Human parechovirus 1-16
—— Parechovirus ——— )
Ficornaviridae —— Parechovirus B
—— Hepatovirus ——— Hepatitis A virus
—— Foot-and-mouth disease virus
—— Aphthovirus ——
—— Equine rhinitis A virus
—— Encephalomyocarditis virus
—— Cardiovirus ——
—— Theilovirus — Saffold virus

—— 24 other genera

Sekil 2.1. Enterovirislerin siniflandiriimasi  (van der Linden, Wolthers ve
Kuppeveld, 2015)

2.2.3. Flavivirusler

Flaviviridae ailesi Flavivirus, Pestivirus ve Hepacivirus cinslerinden olugmaktadir.
Flaviviris cinsinde ¢ogunlugunun artropodlar (sivrisinek ve keneler) tarafindan
tasindidi ve yarisindan ¢ogunun insan hastaliklariyla iligkili oldugu, 70’in tGzerinde
farkli etken bulunmaktadir (Cizelge 2.1). Tanimlanan 70 ayr virdsin
siniflandinimasi, antijenik farkliliklara baghdir. Nétralizasyon testleri kullanilarak,
6’sinin insan patojeni oldugu, en az 8 antijenik komplekste siniflandiriimaktadirlar
(Richman, Whitley ve Hayden, 2002: 1097; Murray, Rosenthal ve Pfaller, 2013:
549).



Cizelge 2.1. Ensefalite yol acan flaviviris turleri (Richman, Whitley ve Hayden,
2002: 1097; Murray, Rosenthal ve Pfaller, 2013: 549)

Viris Tiirleri Vektor Konak Yayilim Hastalik

Japon ensefalit  Culex Domuzlar, Asya Ensefalit

virasi kuslar

Bati Nil virisu Culex Kuslar Afrika,Avrupa,Orta  Ates, ensefalit,
Asya,Kuzey hepatit
Amerika

Kene-kaynakh Ixodes Omurgalilar Orta Avrupa, Uzak  Menenijit,Ensefalit

ensefalit virisu Dogu Asya

St. Louis Culex Kuslar Kuzey Amerika Ensefalit

ensefalit virisu

Rus ilkbahar- Ixodes ve Kuslar Rusya Ensefalit

yaz ensefaliti Dermacentor

virisi

Powassan Ixodes Kiguk Kuzey Amerika Ensefalit

ensefaliti virisi memeliler

2.2.4. Fleboviriisler

Fleboviris cinsi ise serolojik, morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore;
Bunyavirus, Nairovirus ve Hantavirus cinsleriyle birlikte Bunyaviridae ailesinde
bulunmaktadir. Uluslararasi Virus Taksonomisi Komitesi’nin (ICTV) en son
raporuna gore, Flebovirus cinsi 70 virus turu icermektedir (Cizelge 2.2). Flebovirls
cinsindeki ‘tatarcik atesi’ grubunda baslica, Toskana virUs, Rift Vadisi Atesi ve
tatarcik atesi virGsleri yer almaktadir (Elliot ve Brennan, 2014; Richman, Whitley

ve Hayden, 2002: 921, 922).
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Cizelge 2.2. Flebovirls cinsindeki baslica turler (Richman, Whitley ve Hayden,
2002: 921, 922)

Hastalik
Tiirler Onemli Viriisler Cografik Dagiimi  Baslica Vektor  yaptigi canli
Tatarcik atesi Tatarcik atesi Avrupa, Afrika, Phlebotomus insan
Napoli virist.  Napoli virisu Asya
Tatarcik atesi Avrupa Phlebotomus insan
Sicilya virisi
Toscana viriis  Avrupa Phlebotomus insan
Rift Vadisi Rift Vadisi Atesi
Atesi virsu virtisu Afrika Sivrisinekler insan, sigir
Punta Toro Punta Toro virlis Guney Amerika, Phlebotomus insan
virls Kuzey Amerika
Salehabad Salehabad viris  Asya Phlebotomus
virts
Uukuniemi Uukuniemi viris ~ Avrupa Keneler
virts
Bujaru virus Bujaru virus Giney Amerika Bilinmiyor
Candiru viris  Alenquer viris Giney Amerika Bilinmiyor

Candiru virts

2.3. Virion ve Genom Yapisi

2.3.1. Herpesviriisler

Herpesviridae ailesi ortak bir virion yapisini paylasan virtsleri icermektedir. Viral
partikul, cift zincirli bir DNA'y1 saran 162 kapsomerden olusan ikozahedral bir
kapsidden olusmaktadir. Kapsidin disinda ise; glikoprotein igeren cift tabakali lipid
bir zarf tarafindan ¢evrelenen, tegument adi verilen yapisal olmayan protein bir
matriks bulunmaktadir (Sekil 2.2) (Kukhanova ve digerleri, 2014). Zarfl virus 150-
200 nm, ¢iplak virion 125 nm gapindadir (Brooks ve digerleri, 2010, 433).
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Zarf proteinleri

Zarf proteinleri
Dis Tegliment
i¢ Tegiiment

a 150-200 nm

Sekil 2.2. Herpesvirtslerin  Yapisi a. Herpes simpleks virlsun yapisi.
b. Roseolovirtisiin yapisi

Herpesvirlslerin genom vyapilari A’dan F'ye 6 sinifa ayriimaktadir. Herpes
simpleks viris 1 ve 2, sinif E'dedir. Sinif E en kompleks genom yapisina sahip ve
ilk tanimlanan sinifir. HHV6 ve HHV7 ise sinif A’da bulunmaktadir (Sekil 2.3)
(Arvin ve digerleri, 2007).

Herpesvirusler, buyukligu 120-260 nm arasinda degisen buyuk DNA virUsleridir.
Herpes simpleks virusun genomu 90 6zgun transkripsiyonel birimi kodlayan 150
kb uzunlugundadir (Zarroouk, Piret ve Boivin, 2017). Genom en az 100 farkl
proteini kodlamaktadir. Bu polipeptidlerin 35’i virus partiklinin yapisindadir ve en
az 10’u viral zarfin bir parcasidir (Brooks ve digerleri, 2010, 433). Nukleotid
kompozisyonu, virus tirine bagh olarak %32-75 G+C arasinda degismektedir.
Herpesviruslerin genomu, basit bir DNA yapisinda degildir, karakteristik olarak
direkt veya ters cevrilmis tekrarlar icermektedir (Arvin ve digerleri, 2007).
Herpesvirls genomlari arasinda, HSV1 ve 2 harig, yaklasik %50 oraninda DNA
dizi homolojisi bulunmaktadir. Human herpes virls 6 ve 7 ile diger herpesvirtslerin
arasinda ise bu oran (%30-50) daha sinirlidir (Brooks ve digerleri, 2010, 433).
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Sekil 2.3. Herpesviris genom yapilarinin siniflari. Ozgiin ve tekrarl bdlgeler,
sirasiyla yatay cizgi ve dikdortgen olarak gosterilmistir. Tekrarli
bdlgelerin yonleri oklarla gosterilmigtir. a: Terminal fazlalik, o’: a’nin i¢
kisimdaki ters kopyasi, U, ve Us: Ozgiin bélgeler, TR//IR. ve TRs/IRs:
Ters tekrarli bolgeler (Arvin ve digerleri, 2007)

Herpes simpleks virts tip 1 genomunun, uzun (U,) ve kisa (Us) olmak Uzere ters
bir tekrar dizisi tarafindan ayrilan, iki ayri birimden olustugu distntlmektedir (Sekil
2.4) (Kukhanova ve digerleri, 2014).

S

L
- - -
aab U b’a, ¢’ Uy ca

1 | b il —

Sekil 2.4. HSV1 genom yapisi. Genomun uzun komponentinin iki ucunda ab ve ab’
tekrarli dizileri, kisa komponentinin iki ucunda ac ve ac’ dizileri
bulunmaktadir. Terminal a, ve as dizileri 6zgun ve asimetriktir ve a, ile
am terminal a dizisinin tekrarlaridir (Kukhanova ve digerleri, 2014)
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‘Human’ herpesviris 6'nin, 6A ve 6B olmak Uzere iki farkh varyanti vardir. Bu
varyantlarin prototiplerinin karsilagtirmali genomik analizlerine gore ¢ok sayida
homolog genleri (%90 nukleotid benzerligi) bulunur, ancak viral proteinlerinde de
onemli farklari mevcuttur. ‘Human’ herpesviris 6A, 6B ve 7 genomlari da birbirine
oldukga homologtur ve farkli boyutlari olmasina ragmen benzer bir organizasyona
sahiplerdir (Sekil 2.5) (Arvin ve digerleri, 2007; Agut ve digerleri, 2016).

W” [hepesvicus HHVAE 7 |

{"&w'«f’d”»{fm@!""v?’m- 9(191"?999“?‘)“"«0’ L’J«zp s Pyl
e

‘_, _ €1 HHV-6

'54(;”@'( *vmr-.r«-:a«*rw}fﬁw e o o
T —0

- . - " - - -

HHV-7

Sekil 2.5. HHV6 ve HHV7 genom yapilari arasinda 46.6% - 84.9% homoloji vardir.
Kirmizi bloklar: Kor genleri (I-VIl). Sari bloklar: Beta herpesvirlslere
06zgu genler (U2-U14). Yesil bloklar: Sadece Roseolovirus cinsine ait
genler. HHV-6’da 3 ORF bulunur (U22, U83, U94) HHV-7'de yoktur
(Campadelli-Fiume, Mirandola ve Menotti, 1999)

2.3.2. Enteroviriisler

Enterovirtsler, 100’den fazla serotipten olusan, pozitif polariteli tek zincirli RNA
virasleridir. Virion, yaklasik 27 nm capinda kuresel simetrili, zarfsiz bir partiktldar.
Ikozahedral simetrili kapsidi, 4 viral proteinden (VP1-4) olusan 60 kapsomerden
meydana gelmektedir (Sekil 2.6) (Zuckerman ve digerleri, 2009, 602).
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Sekil 2.6. Enteroviris virion yapisi. Zarfsiz, kuresel, 30 nm c¢apinda, RNA'yi
cevreleyen ikozahedral kapsidli. Her birinin 4 polipeptidden (VP1, VP2,
VP3, VP4) olustugu 60 protomerin karigsimi ikozahedral kapsidi
meydana getirir. VP4 kapsidin i¢ kisminda yer almaktadir. Genomun 5’
ucunda viral protein (VPg) bulunmaktadir.

Enteroviris genomu tipik olarak, yaklagik 7500 bazdan olugan tek bir agik okuma
bolgesinden (ORF) olusmaktadir. ORF, & wucundaki uzun translasyonu
yapillamayan bdlge (5 UTR) ile 3’ ucundaki kisa translasyonu yapilamayan
bdlgenin (3° UTR) yaninda yer almaktadir ve P1 bdlgesindeki yapisal proteinler
(VP1-4) ile P2 ve P3 bdlgelerindeki yapisal olmayan proteinleri (2A-2C ve 3A-3D)
iceren bir poliproteini kodlamaktadir. 5 UTR, yuksek olarak korunmus internal
ribozom girisi bolgesi ve ORF arasinda degisken bir ara parga icermektedir (Sekil

2.7) (Huang ve digerleri, 2015; van der Linden ve digerleri, 2015).

A
autocatalytic
maturation?

Sekil 2.7. Enterovirisin genom yapisi 7.2-8.5 kb’lik lineer ssRNA(+)ten
olusmaktadir. 5’ ucundaki uzun UTR tip | internal ribozom girig yeri
icermektedir. P1 bdlgesi yapisal polipeptidleri, P2 ve P3 bdlgeleri
replikasyon ile iligkili yapisal olmayan proteinleri kodlamaktadir
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2.3.3. Flaviviriisler

Flavivirsler zarfl, yaklasik 50 nm ¢apinda kuresel bir partikile sahip virtslerdir.
Pozitif polariteli, tek zincirli, ~11 kb’lk RNA genomundan olusan ko- ve post-
translasyonel olarak olgun proteinlere modifiye olan tek bir poliprotein kodlayan
basit virUslerdir. Genomun iki ucunda kodlama yapmayan 5’ ve 3’ bolgeler igceren
uzun bir ORF, enfekte konak hucresinin sitoplazmasinda uzun bir polipeptid
translasyonu yapmaktadir. Polipeptid daha sonra konak proteazlari ve viral
proteazlar tarafindan, 3 yapisal ve 7 yapisal olmayan proteine ayrilmaktadir.
Yapisal proteinler; zarf proteini (E), kapsid proteini (C), ve dncti membran proteini
(prM), yapisal olmayan proteinler ise; NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ve
NSS’tir (Sekil 2.8). Yapisal ve yapisal olmayan viral proteinler multifonksiyoneldir
ve viral replikasyon ile konak immun sistemindeki bozukluklardan sorumludurlar
(Rastogi, Sharma ve Singh, 2016; Lopez-Denman ve Mackenzie, 2017; Simmonds
ve digerleri, 2017).

€

proteini

Zarf Y ¥ o

Membran

e Kapsid
proteini

proteini

Genomik

/-/TEK zincirli RNA

. Yapisal Olmayan Proteinler l 3'UTR

RNA

€—— Oncii Poliprotein ——>

Hlicresel ve viral proteaziar

Sekil 2.8. Flavivirtslerin virion ve genom yapisi: Yapisal proteinler zarf proteini (E),
kapsid proteini (C), ve 6nci membran proteini (prM); yapisal olmayan
proteinler NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ve NS5 (Ashraf ve
digerleri, 2015)
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2.3.4. Fleboviriisler

FlebovirUs virionlari ikozahedral simetrili, zarfli, yaklagik 100 nm ¢apinda kuresel
yapidadirlar. Virionlar, cift tabakali lipid zarfa sapl olan Gn ve Gc glikoproteinleri
ile 3 genomik ribonltkleoproteinden (RNP) olusmaktadir (Sekil 2.9) (Hornak,
Lanchy ve Lodmell, 2016). Genomlari, 3 segmentli, negatif polariteli, tek zincirli
RNA yapisindadir (Sekil 2.10). Genomun L segmenti viral polimerazi, M segmenti
Gn ve Gc viral glikoproteinlerini ve S segmenti nukleokapsid proteinini
kodlamaktadir. Ayrica, yapisal olmayan proteinler, S ve M segmenti tarafindan da

kodlanabilmektedir (Spiegel, Plegge ve Péhimann, 2016).

Glikoprotein (Gn ve Gc)

Polimeraz (L)

”_ Genomik RNA

Sekil 2.9. Fleboviruslerin virion yapisi
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Sekil 2.10. Flebovirtslerin 3 segmentli genom yapisi. Translasyon yapmayan
bolgeler siyah renkle gdsterilmisti. S segmentinin ‘ambisense’i
yapisal olmayan NSs proteininin ters yazilmigi olarak gdsterilmistir
(Hornak ve digerleri, 2016)
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2.4. Replikasyon
2.4.1. Herpesviriisler

Herpes simpleks virisin yasam dongusu kisaca; konak hucreye girig, viral
genlerin ekspresyonu, replikasyon, virionun biraraya gelmesi ve yeni viral
partikullerin hicreden ¢ikisi adimlarindan olugsmaktadir (Sekil 2.11) (Kukhanova ve
digerleri, 2014).

Sekil  211. HSV yasam  dongusu
1) Virionun hicreye tutunmasi
ve hicreye girisi 2) NUkleusa transport 3)
Viral gen ekspresyonu: ¢ok erken (a), erken
(b), gec (c) 4) Viral DNA replikasyonu 5)
Nukleokapsidin toplanmasi 6) Kapsidin
olgunlasmasi 7) Primer zarfin gekillenmesi
; % 8) Hicreden c¢ikis (Kukhanova ve digerleri,
{/ a-proteins 5, - -~ 11\ 2014)

&6 9

s
1 B- pwﬁab :
e g

Herpes simpleks virlis enfeksiyonu, hlicre ylzeyinde bulunan glikozaminoglikan
zincirlerine baglanan viral glikoproteinlerin aracilik ettigi adsorbsiyon ile baglatilir.
Bunlarin arasinda hedef hucre yuzeyindeki glikoprotein C ve B’nin adherensinde
anahtar rolli olan ve daha sonra glikoprotein D spesifik reseptdriine baglanan
heparan siilfat reseptérti, HSV’nin baglandigi ana reseptor olarak disunulmektedir
(Di Giovine ve digerleri, 2011).

Sitoplazmaya penetrasyondan sonra, viral nlkleokapsid hlcre iskeletinin
mikrotubulleri araciligiyla, viral DNA'nin hiucre nukleusuna salindigi nukleer
membran poruna tasinir. Viral genomun transkripsiyon ve replikasyon sureci ile

oncu kapsidlerin toplanmasi, niukleusun iginde gergeklesir. Herpes simpleks
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virasun litik déngusdu, 3 viral genin ardigik ekspresyonundan meydana gelmektedir.
Bu genler; sirasiyla a, B, y olarak adlandirilan ‘cok erken (IE), ‘erken’ ve ‘ge¢’
genlerdir (Rechenchoski ve digerleri, 2017). a geni tarafindan kodlanan
proteinlerin ana fonksiyonu, B geninin ekspresyonunun aktivasyonudur. 3 geni
tarafindan kodlanan protein ve enzimler (HSV DNA polimeraz, UL30) viral genom
replikasyonunda, nukleotid metabolizmasinin regllasyonunda, a geninin
baskilanmasinda ve y geninin aktivasyonunda rol almaktadir (Kukhanova ve
digerleri, 2014).

2.4.2. Enteroviriisler

EnterovirUsler, virisin kan dolasimi araciliiyla hedef organlara yayilabildigi;
gastrointestinal sistem ve solunum yolu olmak Uzere iki replikasyon bdlgesine
sahiptir. Replikasyon dongusu, virlisun reseptore baglanip hicre igerisine
girmesiyle baslamakta ve serotipe bagl olarak 5-10 saat surmektedir. Hucre igine
giren viriondan, endozomdaki disuk pH ve virislin ko-reseptérlerle etkilesimi
sonucunda viral RNA salinir ve tek bir poliprotein translasyonu ile viral proteinlerin
sentezi gerceklesir. Genetik materyal, DNA virUslerinin aksine (+)RNA viruslerinde
nukleusun igine tagsinmaz ve viral proteinlerin Uretimi amaciyla translasyon igin
direkt kalip olarak kullanilir. Sentezlenen viral proteinler yeterince yliksek seviyeye
ulastigi zaman, genomik RNA replikasyon igin kalip olarak kullanilir. Yapisal
olmayan proteinler, negatif zincir araciligiyla RNA genomunun replikasyonuna
aracilik eder. Yeni sentezlenen pozitif zincirli RNA molekdlleri ya yeni bir
translasyon ve replikasyon dongusline girer ya da yeni enfeksiydz virls
partikullerini olusturmak icin viral kapsid proteinlerinin igerisine paketlenir. Olusan
viral partiklller de hacre lizisi ile hicre disina salinir (Sekil 2.12) (van der Linden

ve digerleri, 2015; Dutkiewicz, Stachowiak, Swiatkowska ve Ciesiolka, 2016).
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Sekil 2.12. EnterovirUs replikasyon dongusu: Virisun reseptore baglanip hicre
icerisine girmesiyle baslatilmaktadir. Daha sonra viral RNA genomu
viriondan salinir ve translasyon ile tek bir poliprotein sentezlenir ve
viral proteazlar tarafindan viral proteinler serbest birakilir. Yapisal
olmayan proteinler RNA genomunun negatif zinciri araciligiyla
replikasyona aracilik eder. Bu, hucresel membranlarin yeniden
dizenlenmesi sonucu sekillenen replikasyon organellerinde meydana
gelir. Yeni sentezlenmis pozitif zincirli RNA molekilleri ya yeni bir
translasyon ve replikasyon dongusune girer ya da yeni enfeksiyoz
viris partikullerini olusturmak igin viral kapsid proteinlerinin igerisine
paketlenir. Olusan viral partikuller de hicre lizisi ve gesitli litik olmayan
mekanizmalar ile hiicre disina salinir (van der Linden ve digerleri,
2015)

2.4.3. Flavivirusler

Flaviviraslerin replikasyonu, genomik RNA dretimi igin kalip olarak antigenom
sentezi ile meydana gelmektedir. Reseptor aracili endositoz yolu ile hucre igine
girdikten sonra endozomun asidik ortami nukleokapsidin agilip pozitif zincirli
RNA’nin sitoplazma iginde serbest kalmasini saglar. Replikasyonun iki fazi
bulunmaktadir; erken fazda pozitif zincirli RNA, mRNA gdrevi gorerek polipeptid
translasyonunu ve viral proteinlerin sentezini gergeklestirir. Ge¢ fazda ise, viral
proteinler konak htcre proteinleri ile etkilesir ve 5 ile 3’ uglardaki kodlama
yapmayan bdlgelerdeki sekonder yapilar, negatif zincirin sentezine yardimci olur.
Negatif zincir de yeni pozitif zincirli RNA kopyalarinin sentezi i¢in kalip olarak
kullanilir. NUkleokapsid kompleksi icerisine paketlenen yeni RNA kopyalari
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membrandaki viral glikoproteinleri yapisina almak igin, endoplazmik retikulumun
(ER) limeninden tomurcuklanir ve viral partiklller olgunlasir (Sekil 2.13)

(Simmonds ve digerleri, 2017; Rastogi ve digerleri, 2016).

® © Girig ©
9
_~
©) \ 7 ems Sekil 2.13. FlavivirGslerin
/ ) A o Replikasyonu: Viris hicre igine
N girdikten  sonra  translasyon ve
s s i | poliprotein sentezi meydana gelir.
ol oo oo o Genom replikasyonu olduktan sonra
© virion pargalari bir araya gelerek
v : nukleoprotein kompleksi olugturulur ve
l T N Y olgunlasan viral partikdller hicreden
Replikasyon 7 ' N\ tomurcuklanir.
AVAVAVAVAVAV AR
v
ATATATAT AT A Vi
AVAVAVAVAVAVAV AN
ped i s i dn

NN B Virionun

¢ - toplanmasi
. | Nikleoprotein
) & ! kompleksi
= \ '/ =
TN

e

2.4.4. Fleboviriisler

Virus reseptor aracili endositoz yoluyla konak hucreye girer. Viral RNA’nin
mRNA’ya transkripsiyonu igin, genomik RNA nukleokapsid icerisinden
sitoplazmaya ¢ikarak kalip olarak kullanilir ve protein sentezi baslar. Endoplazmik
retikulumda sentezlenen glikoproteinler golgi aparatina transfer edilir ve virionlar
golgi aparatindan tomurcuklanarak hicre lizisi veya ekzositoz ile hiucre disina
salinir (Sekil 2.14) (Hornak ve digerleri, 2016; Spiegel ve digerleri, 2016).
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Sekil 2.14. Flebovirlslerin Replikasyonu: 1) Tutunma 2) Reseptoér-aracili endositoz
3) Soyunma 4) Primer transkripsiyon 5) Translasyon 6) Genom
replikasyonu 7) Golgi kompleksine transport, virislin parcalarinin
toplanmasi ve glikoproteinlerin olgunlasmasi 8) Golgi vezikullerinin
membrana migrasyonu 9) Vezikil membraninin plazma membrani ile
birlikte flizyonu (Elliot, 2014)

2.5. Viral Ensefalit ve Menenijitlerin Patogenezi

Virasler, MSS’ni ve beyin hucrelerini enfekte etme egilimlerinde farkliliklar
gOstermektedir. . Viral ensefalitlerdeki genel disunce, bazen geri dénlugsiz olarak
beyin fonksiyonlarini ciddi sekilde etkileyen diffuz bir inflamatuvar sireg ile birlikte
gelisen akut bir hastaliktir (Kennedy, 2005). Virls, enfeksiyonu baslatmak igin
oncelikle konak epitel hucrelerine tutunup hicre igine girer. Daha sonra da replike
olacagi doku veya organlara yayilir. Primer viremi, virisun konagin uzak
bdlgelerine yerlesmesini ve klinik hastaligin baslamasini saglar. Nadiren, MSS
primer viremi sirasinda enfekte olur, ancak viral enfeksiyonlarin gogunda MSS’ne
ulasmadan 6nce ara bir organdan gecerler. Sekonder viremi ise; yuksek titreli
virdsin MSS vyayllimina olanak saglayarak, kan dolasiminda uzun sdureli
periyotlarda kalmasi ile sonuglanir. Ancak kandan beyne viral transportun
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patofizyolojisi ve viral endotelyal hicre tropizmi tam olarak bilinmemektedir. Virus
hasarli endotelden sizarak endotelyal hicreleri enfekte eder. Bu transendotelyal
gecis, koroid pleksusun damarlarinda, meninkslerde veya serebrumda meydana
gelmektedir (Richman, Whitley ve Hayden, 2002: 29).

Virtslerin MSS’ne erigsimi hematojen veya ndronal yollarla olmaktadir. Hematojen
yaylllm en yaygin yoldur ve kan-beyin bariyerinin  bozulmasiyla
sonuglanabilmektedir (Whitley ve Gnann, 2002). Bazi virUsler vaskuler endotelden
direkt olarak (pasif transport) klclk serebral endotellere gecebilirken, bazilari
enfekte monosit ve I0kositlerle tasinmaktadir. Bazi virUsler ise koroid pleksusdan
BOS’a geg¢mektedir. Noronal yayillimda ise virionlar, duyu veya motor sinir
uclarindan alinarak endondéral araliklardan gecerek veya Schwann hucrelerinin
enfeksiyonu ile akson boyunca ilerlemektedirler. Virisler MSS’ne girdikten sonra
BOS’daki subaraknoid bdlgeden yayilarak inflamatuvar yanit olusturarak menenijite
yol agcmaktadirlar. Noral doku iginde de direkt olarak veya inflamatuvar Iokositler
yoluyla yayilabilir ve néron ve glial hicreleri enfekte edebilirler (Us ve Erglnay,
2012: 273).

Herpes simpleks virtsler, sinir sistemine intranoronal yollarla erigebilmektedir. En
olasi rotalar, olfaktér veya trigeminal sinirler araciigi ile retrograd transporttur.
Deney modelleri (tavsan ve fare) ve insan olgularinin verileri, MSS’ne gegisin
trigeminal veya olfaktor yollarla oldugunu desteklemektedir ve virionlarin anteriyor
komisur araciligiyla kontralateral temporal loba yayildigini 6ne surmektedir.
Herpes simpleks ensefalitine latent virlislin reaktivasyonunun veya primer
enfeksiyonun yol agtigi da ayri bir tartisma konusudur, iki durum da olabilmektedir.
Beyin ekstraktlarinin nukleik asit analizlerinden elde edilen veriler, HSV’nin MSS
icinde latent durumda bulunabildigini gdstermektedir. Onerilen patojenik
mekanizmalar, enfeksiyonun temporal ve frontal loblara daha sonraki yayilimi,
primer MSS enfeksiyonu veya beyin parankimasindaki latent virisun
reaktivasyonu ile trigeminal gangliondaki latent HSV’nin reaktivasyonunu
icermektedir. (Whitley ve Gnann, 2002; Bradshaw ve Venkatesan, 2016).

Primer HHV6 enfeksiyonunda nadiren gelisen komplikasyonlar, MSS invazyonuna
yol acarak virusin latensi ve reaktivasyon yaptigi organlara yayilabildigini
gostermektedir. Virus ilk olarak tukruk bezleri ve tukrikte replike olmaktadir.
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Lenfosit ve monositlerde latent olarak bulunur ve periferal mononukleer
hicrelerden reaktive olur. Farkh dokularda da virisin kendisi veya DNA’si
saptanmistir, bu da virisin farkh dokularda da latent olarak kalabildigini
gostermektedir. Immiin sistemi baskilanmig hastalarda ise, primer enfeksiyon veya
reaktivasyonla bir¢ok ciddi klinik duruma neden olan HHV6, ensefalit ve

ensefalopatiye de yol agmaktadir (Campedelli-Fiume ve digerleri, 1999).

Arbovirtslerin insanlardaki patogenezinin tam olarak kesfedilmemesine ragmen,
hayvan modellerinin kullanimi bilinmeyen mekanizmalari ve arbovirts enfeksiyonu
ile konak savunmasi stratejilerini aydinlatmaktadir. Enfeksiyonun erken fazi
sirasinda deride replike olmaya baslamakta ve daha sonra dendritik hicrelere
gecmektedirler. Dendritik hicreler de lenf nodlarina gdgerler ve virus oradan lenf
sistemine giris yapar. Kan dolasimina ulasan virls visseral organlara (dalak,
bdbrek) yayilir. Viremiden hemen sonra, konak faktérlerine ve viral faktoérlere bagh
olarak cesitli mekanizmalar araciligiyla MSS’ye girerler (Sekil 2.15). Merkezi sinir
sisteminin iginde ensefalitik flavivirisler ve Bunyaviridae ailesinin Gyeleri i¢cin ana
hedef hticreler néronlardir. Arboviral néropatogenez iki farkli 6zellik icermektedir:
ndroinvazyon ve noérovirulans. Noronal hasar ise, ya direkt arboviral enfeksiyon ile
ya da indirekt olarak, replike olan virise kargl kontrol edilemeyen immun yanit ile

meydana gelmektedir (Salimi ve digerleri, 2016).
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Sekil 2.15. Arboviriislerin MSS’ye giris yollari. a) intranazal inokiilasyonu takiben
olfaktor noroepitelyumunda (ONE) olfaktor duyu noronlarinin (OSN) enfeksiyonu.
FV: Delikli damarlar, CP: Kalbur plak, MC: Mitral hucreler, G: Glomerul, OB:
Olfaktor bulbus b) VirGsun, periferol noronlarin akson mikrotibulleri boyunca
retrograd transportun yardimi ile omurilikten MSS’ye girisi ¢) Kan-beyin bariyeri
(KBB) yoluyla virus girisi, virionlarin beyin mikrovaskuler endotel hucreleri (BMEC)
tarafindan hucreler arasi transportuna veya siki baglantilarin (TJ) bozulmasini
takiben virionlarin paraseltler goctine baghdir (Salimi ve digerleri, 2016)

2.6. Viral Ensefalit ve Menenijitlerin Klinigi

Ensefalit, davranis anormallikleri veya konflizyon gibi biling veya mental durum
degisikligi olan her hastada dusunulmelidir. Ates beklenen bir belirtidir, ancak sabit
bir klinik 6zellik degildir. Atesin yoklugu ensefalit olasiligini diglamamaktadir. Bas
agrisi genel bir sikayettir ve bircok hastada miyalji, bulanti, kusma, diyare veya
solunum yolu semptomlari gibi grip benzeri belirtileri olan prodromal hastalik
gorulmektedir (Biller ve Ferro, 2014: 1378). Viral ensefalit medikal olarak acil bir
durumdur. Beyin tutulumunun o6zellikleri ve hastaligin prognozu patojene (Sekil

2.16) ve konagin fiziksel durumuna baghdir. Viral ensefalit sikca meninksleri
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tutarak meningoensefalite, veya omuriligi tutarak ensefalomiyelite yol agmaktadir
(Ongradi, Ablashi, Yoshikawa, Sterez ve Ogata, 2017).

Ensefalit, beynin inflamasyonu olarak tanimlanirken; menenjit, meninkslerin
inflamasyonu olarak tanimlanmaktadir. Eger her ikisi de iltihaplanirsa, hastanin
meningoensefaliti oldugu anlamina gelmektedir. Menenjit, hastanin mental
durumunu baskilamaktansa; ates, meningismus, bas ve boyun agrisina neden
olmaktadir ancak kortikal beyin fonksiyonlari etkilenmemektedir. Merkezi sinir
sistemi enfeksiyonlarinda ilk saatte tanimlanmasi gereken en 6énemli iki durum,
bakteriyel menenijit ve herpes ensefalitidir; ¢clinkl bu hastaliklar 6nemli morbidite
ve mortalite olusturmaktadir ve tedavi hizli bir sekilde verilirse, hastanin durumunu
iyilestirebilen spesifik tedavileri mevcuttur. Bu hastaliklarda ates baslica belirti
olmasina ragmen; ense sertligi, dokuntu, fokal norolojik bulgular veya ndbetler gibi
ilave semptomlar da MSS enfeksiyonu suphesini arttirmaktadir (Gaieski, Nathan,
O’Brien, 2015).

Herpes ensefaliti, primer enfeksiyonu takiben ortaya ¢ikan, yuksek mortalite ve
norolojik sekellerle iligkili komplikasyonlardan biridir (Rechenchoski ve digerleri,
2017). Tedavi edilmezse, mortalite orani %70’lere kadar gikabilmekte ve bu oran
yeterli tedaviyle %30’lara diusmektedir; ancak tedavi verilen vakalarda bile
norolojik sekellerle sik karsilagilmaktadir. Geleneksel olarak, HSV1’in ensefalit ile,
HSV2'nin ise aseptik menenijit ile iligkili oldugu bilinmektedir. Ancak, bu durumun
tersi de 6nemli derecede mevcuttur ve HSV2'ye bagli MSS enfeksiyonu olan
hastalarin %15’'inden gogunda menenijit yerine ensefalit gérilmektedir (Jaques ve
digerleri, 2016). Herpes simpleks virls 2 ensefaliti olgularinin ¢goguna, dogum
sirasinda genital yolda virUs ile temas sonrasi yenidoganlarda rastlanmaktadir. Bu
enfeksiyon, yenidoganlarda sistemik hastaliklara, deri, g6z ve agiz sendromuna
veya %50 fatalite ile birlikte ensefalite neden olmaktadir (Stahl, Mailles, Dacheux
ve Morand, 2011).

‘Human’ herpes virls 6, ¢ocukluk cagi hastaligi olan ekzantem subitum’a ek
olarak, febril ndbet ile iligkili immunkompetan ¢ocuk ve erigkinlerde ensefalite
neden olabilmektedir (Tyler, 2009). Hayatin ilk iki yiinda meydana gelen primer
HHV6 enfeksiyonundan sonra, periferal monontkleer kan hucreleri, tikrik bezleri
ve MSS’de hayat boyu kalmaktadir. Primer enfeksiyonun komplikasyonlari yaygin
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degildir ve nadiren 6limculdir. Cogunlukla olgu bildirimleri olarak raporlanmakta
ve meningoensefalit, ndbet, kusma, diyare, hiperpireksi, dissemine enfeksiyon ve
hepatosplenomegali ile birlikte MSS’de invazyon yapmaktadir (Campedelli-Fiume
ve digerleri, 1999).

Enterovirls menenijiti, aniden ve ates ile birlikte baslamaktadir. Blyuk ¢ocuklar ve
erigkinlerde ates, Dbifazik olabilmektedir. Bagslangigta spesifik olmayan
semptomlari, kisa periyotlu ates takip etmekte ve ardindan nérolojik semptomlarin
baslangicina geri doénulmektedir. Yenidoganlar ve bebekler, genellikle zayif
beslenme, kusma, ekzantem ve solunum yolu bulgulari gibi spesifik olmayan
bulgular sergilemektedirler. Daha blyuk ¢ocuklarda, ergenlerde ve erigkinlerde ise
spesifik olmayan semptomlar (anoreksiya, kusma, bas agrisi, ekzantem, miyalji,
alt ve Ust solunum yolu semptomlari ve karin agrisi) daha degiskendir (Romero ve
Newland, 2003).

Menenijit ve ensefalit, arbovirtislerle olan néroinvazif hastaliklarin en yaygin klinik
durumlaridir. Arboviruslerin yol actigi MSS enfeksiyonlarinin klinik goruntusd,
asemptomatikten nobetlerin eglik ettigi ensefalite, komaya ve 06lime kadar
degisebilmektedir. Genelde, semptomatik hastalar baslangigta bas agrisi, ates,
farenijit ve miyalji ile birlikte grip-benzeri bir hastalik geligtirirler. Etken olan virlise
bagh olarak bu semptomlar bulanti, kusma ve meningismusa ilerleyebilmektedir
veya basagrisi ve norolojik semptomlara ilerleyen ates tekrar tekrar ortaya
cikmaktadir (Salimi, Gain ve Klein, 2016). Arbovirls ensefaliti olan hastalarda ise,
biling bulanikhdi goérilebilmektedir. Ayrica BNV hastalarinin fokal eksiklik, tremor
veya noromuskular zayiflik gibi genellikle mekanik ventilasyon gerektiren énemli

norolojik belirtileri bulunmaktadir (Gaieski ve digerleri, 2015).
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Sekil 2.16. VirUs tipine gore klinik durumlar

2.7. Viral Ensefalit ve Menenjitlerin Bulas Yollari

Ensefalit ve menenjite yol agan bazi virisler insandan-insana bulagirken, bazi
virisler hayvanlardan insanlara bulagsmaktadir. Bazilari vektor kaynakli ve bu
nedenle cografik olarak sinirli olup, hava yoluyla bulasan virlsler ise dinya

geneline yayilabilmektedir (Stahl ve digerleri, 2011).

Herpes simpleks virls tip 1 ve 2, insandan-insana yakin temas ile tukrtk ve vajinal
sekresyonlar ile bulagsmaktadir. Zarfli bir viris olan HSV, oldukg¢a labildir ve
kuruluga, deterjanlara ve gastrointestinal sistemin kosullarina karsi dayaniksizdir.
Herpes simpleks virls tip 1 genellikle oral yolla bulasirken, HSV2 genital yolla
bulagmaktadir. Yenidogana ise, dodum sirasinda genital yolla temas ile
bulasmaktadir. Tukrik bezlerinde replike olan HHV6 ve HHV7 de tukrik
aracihgiyla bulagsmaktadir (Murray ve digerleri, 2010: 465, 466).

EnterovirUsler fekal-oral ve oral-oral yollarla veya direkt temas, su, gida veya
digkiyla kontamine toprak ile yayilmaktadir. Bulagma kapasitesi viral susa, iklime,
mevsime, cografyaya, kalabalikiga ve sosyo-ekonomik duruma goére
degisebilmektedir (Joshi, Kim E-H, Kim J-H, Kim H ve Cheong, 2016). insanlar,
insan enterovirus grubu Uyelerinin bilinen tek rezervuaridir. Viris genellikle
digskidan, Ust sindirim kanalinin sekresyonlarinda oldugundan daha uzun

periyotlarla yayilmaktadir. Genel uygulamalardaki klorlamaya ve kanalizasyon
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sagaltimina dayaniklidirlar. Virisun uzun mesafeler boyunca ekfeksiyoz kaldigi

gOsterilmistir (Brooks ve digerleri, 2010: 501).

Arbovirusler, artropodlar ve omurgali konaklar arasindaki bir transmisyon déngisu
icindedirler (Sekil 2.17). insanlar primer olarak enfekte kene veya sivrisinek
tarafindan 1sirildiklarinda enfekte olmaktadir. Domestik arbovirtslerin insandan-
insana kan transfuzyonu ve organ transplantasyonu araciliiyla da bulasabildigi
bildirilmistir  (Krow-Lucal, Lindsey, Lehman, Fischer ve Staples, 2017).
Flavivirusler, sivrisinek cinslerinin omurgali konaklardan kan emmesiyle;
flebovirlsler ise tatarcik sineklerinin Isirmasiyla bulagsmaktadir (Erginay ve
digerleri, 2013; Erglnay, Ayhan ve Charrel, 2016).

Rezervuarlar
veya
amplifikasyon
konaklan
virus Lo
Vektorler
Arthropodlann
Vertikal bulag iremesiyle bulag
Tesadufiveya

son konak

Sekil 2.17. Arboviruslerin yasam dongusu. ArbovirUslerinin gogunun bulasinda
baglica iki dongu vardir. Biri insandan insana bulasi, digeri genellikle diger
memeliler ve kuslari igerir (Perng ve Chen, 2013: 75)



29

2.8. Viral Ensefalit ve Menenijitlerin Epidemiyolojisi

Ensefalitin epidemiyolojisi surekli olarak degigsmektedir. Yeni ajanlarin yayilimi
ve/veya ortaya cikigi ensefalit epidemiyolojisini etkileyebilmektedir. Bu yayilim;
cevresel, sosyal ve ekonomik degisiklikler (iklim degisikligi, nufus hareketliligi,
ormanlarin pargalanmasi, sehirlesme) tarafindan tesvik edilmektedir (Boucher ve
digerleri, 2017). Viral ensefalitlerin epidemiyolojisi; bulas yollari, viral taksonomi,
epidemik potansiyeli, immunkompetan veya immunsuprese hastalardaki meydana
gelis sikhgi, 6zgun tedavinin varhigi ve asilar gibi gesitli bakis agilarina gore ortaya
citkmaktadir (Stahl ve digerleri, 2011). Viral menenjit, dinya geneline yayiimig
olarak gorilmektedir. Menenjite neden olan viral ajanlarin prevalansi ve dagilimi

dinyanin farkli bélgeleri arasinda degismektedir (Oliveira ve digerleri, 2017).

Aseptik menenjit ve ensefalit ile ilgili yayimlanan birgok c¢alismaya goére
herpesvirtsler ve enterovirlisler her zaman en yaygin saptanan sebepler olmustur
(Calleri, Libanore, Corclone, De Rosa ve Caramello, 2017). Amerika’da yapilan
‘Kaliforniya Ensefalit Projesi’, ensefalitlerin etiyolojik tanisini  geligtirmeyi
amagclamis ve calismaya 1998'den 2005’e kadar 1448 hasta dahil etmistir. En sik
tanimlanan viral ajanlar; etiyolojik tanisi konan hastalarin %30’unun arasinda EV
(%16), HSV (%13), VZV (%6), BNV ve EBV (%4) olmustur (Stahl ve digerleri,
2011). Yayimlanmig c¢alismalarda, muhtemel enfeksiyoz ensefalitlerinin yillk
insidansi, epidemiler haricinde 1,5-7 o0lgu/100 000 birey olarak tahmin
edilmektedir. En sik saptanan viral ensefalit etkenleri ise, HSV ve EV’lerdir (Sekil
2.18) (Boucher ve digerleri, 2017).
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Mevsimsel bir 6zelligi olmayan herpesviruslerden HSV1, erigkin ve adodlesan
herpes simpleks ensefalitlerinde HSV2'den ¢ok daha sik gorulmektedir. Herpes
simpleks ensefalitlerinde fatalite orani, spesifik tedavi verilmeyen hastalar
arasinda %70 civarlarindadir (Stahl ve digerleri, 2011). Herpes simpleks virls
tipleri, hem erigkinlerde hem de 6 aydan buyuk ¢ocuklarda sporadik ensefalitin en
sik rastlanilan etkenleridir. Herpes simpleks ensefaliti, hayatin iki farkli doneminde
daha sik ortaya cikmaktadir. Bunlardan birisi primer enfeksiyonun kazanildigi
doneme denk gelen 20 yas altinda bireyler, digeri ise reaktivasyonun ortaya ¢iktigi
doénemi yansitan 50 yas Uzerindeki bireylerdir. Amerika Birlesik Devletleri’nde viral
ensefalitli olgu sayisinin yilda 2000 civarinda oldugu bildiriimektedir. Bunlarin
yaklasik 700’ ise HSV ensefaliti olgusudur. HSV ensefalitleri mevsimsel dagilim

gOstermeksizin sporadik olarak ortaya ¢cikmaktadir (Us ve Erglnay, 2012: 277).

Seroepidemiyolojik ve viral DNA’yl saptayan PZR temelli ¢alismalar, HHV6’nin
insan populasyonunda olduk¢ca yaygin oldugunu gdstermektedir. Bir yas Ustl
cocuklarin ve erigkinlerin %90’inin HHV6 pozitif oldugu tahmin edilmektedir
(Brooks ve digerleri, 2010: 453). Primer HHV6B enfeksiyonlarinin ¢odu hayatin
ikinci 6 aylik déneminde meydana gelirken, HHV7 enfeksiyonlari 2. veya 3. yilinda
meydana gelmektedir. HHV7 de dinya genelinde heryerde ve her zaman
bulunabilmektedir. Primer enfeksiyonu 4 yasindaki g¢ocuklarin yaklasik %70’
gecirmistir. Ancak HHV6 ve HHV7’nin primer enfeksiyonuna bagh ensefalit
olgulariyla ¢ok nadir karsilasiimaktadir. Bunun yaninda, kok hucre, kemik iligi ve
solid organ transplantasyonu gegcirmis bazi immiun sistemi baskilanmis hastalarda
ise HHV6 ve HHV7’nin reaktivasyonu sonucu ensefalit gelisebilmektedir. Birgok
calismada HHV6 ve HHV7 ensefaliti gegiren ¢ocuk ve eriskinlerin gogunun erkek
oldugu goérulmis ve en yuksek ensefalit insidansi kis mevsimlerinde géralmustur
(Ongradi ve digerleri, 2017).

Enteroviris enfeksiyonu olan hastalarin gogunda hafif/agir menenijit gérilmektedir.
Norolojik EV enfeksiyonlarinin sadece %3’unde ensefalit meydana gelmektedir.
Ozellikle EV77in epidemik potansiyeli 1969'dan beri diinya genelinde
bilinmektedir. Asya’da EV71, pediatrik epidemilerde gobzlenen beyin sapi
(rhombencephalitis) veya beyin koku ensefalitinden sorumludur. Ancak gelismis
ulkelerde EV71 epidemileri nadiren gozlenmektedir (Stahl ve digerleri, 2011).
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Enteroviruslere bagli ensefalit ve menenijit salginlarinin baslica nedenleri CV-B5
ve E30’dur (Mao ve digerleri, 2016).

Enteroviral hastaliklar, tropikal ve yari-tropikal iklimlerde yil boyunca ve iliman
bolgelerde Oncelikle yaz ve sonbahar aylarinda gorulmektedir. Aseptik menenjite
neden olan baslica enteroviral ajanlar; ‘Coxsackie’ A virus (serotip 2, 4, 10, 24),
‘Coxsackie’ B virus (serotip 5) ve ekovirus (serotip 4, 6, 9, 12, 13, 25, 30, 33)’tur.
Aseptik menenjit salginlari Kore, Tayvan ve Cin’de agirlikh olarak yaz aylari
boyunca c¢ocuklar arasinda meydana gelmektedir. Aseptik menenijitlerin
mevsimselligi, meteorolojik  faktorlerin  EV’lerin  yayilim ve dagilimini
etkileyebilecegini gostermektedir; ¢linkd EV’lerin canh ve stabil kalma durumlari
genellikle cevresel ve iklimsel degiskenlerden etkilenmektedir. Ornegin Kore'de
ciddi bir halk saghgi problemi olan enteroviral aseptik menenijit salginlari, 1990°’dan

beri ortalama her Ug¢ yilda bir meydana gelmektedir (Joshi ve digerleri, 2016).

Arboviral enfeksiyonlar, yaz aylari boyunca meydana gelmektedir ve artropod
vektorlerinin aktivitelerinin arttigi dénemlerle kesismektedir (Romero ve Newland,
2003). Flavivirus ornekleri, devam eden evrimleriyle birlikte tum kitalarda
bulunmaktadir ve ekolojik niglerin saglamlastirimasiyla yayilmaktadir. Bu
virUslerin; c¢evresel kontrol yontemlerine, insanoglunun asiri seyahat etmesi ve
diger hayvanlarin gé¢ vb. yer degisimi durumlarina ve muhtemelen kuresel iklim
degisikliklerine dikkat c¢eken uyumlulugu, bu virislerin ortaya koydugu tehdidi
arttirmigtir (Rust, 2012). Tatarcik sinegi kaynakli flebovirtsler ise Akdeniz
cevresinde, Afrika’da, Hindistan’da, Orta Dogu’da ve Asya’nin merkezinde dagilim
gostermektedir (Alkan ve digerleri, 2013). Flebovirls cinsinde yer alan ensefalit
etkenlerinden biri olan TOSV, Avrupa’da yaz boyunca goérilen MSS
enfeksiyonlarinin en sik nedenlerinden biridir. Avrupa’daki endemik alanlar italya,
ispanya, Portekiz, Fransa, Yunanistan ve Kibristir. Son vyillarda Avrupa’daki
endemik bdlgelere seyahat edenlerde TOSV enfeksiyonu bildirimleri artmigtir.
Ayrica, Akdeniz bolgesinden donen ABD’li turistierden de TOSV meningoensefaliti

olgulari bildirilmistir (Jaijakul ve digerleri, 2012).



33
2.9. Viral Ensefalit ve Menenijitlerin Laboratuvar Tanisi

Ensefalitli hastalardaki beklenen BOS anormallikleri lenfositik pleositoz, hafif-orta
dereceli protein konsantrasyonu artisi ve normal glukoz seviyeleridir. Biling
bozuklugu ve ylksek acilis basinci gézlenmektedir. Herpes simpleks ensefalitinin
tanisi hemen konulmalidir. BOS’ta PZR ile viral DNA'nin saptanmasi, zamanla
beyin biyopsisi ve BOS’ta antikor saptanmasinin yerini alarak, tanida altin standart
olmustur. BOS’'ta HSV1 PZR, ylksek oranda duyarlilik ve 6zgullige sahiptir.
Hastaligin erken doneminde ve Ozellikle gocuklarda semptomlar bagsladiktan
sonraki ilk 24-72 saatte ve 10. ginden sonra PZR’de vyalanci negatiflikler
olabilmektedir. Eger siphe varsa, 3-7 gin sonra PZR tekrarlanmalidir. Serum ve
BOS o&rneklerinde antikor bakiimasi da taniya yardimcidir. intratekal antikor
uretimi  semptomlarin baslangicindan sonraki 8 gunden 3 aya kadar
saptanabilmektedir (Biller ve Ferro, 2014: 1378, 1379; Whitley, 2015; Bradshaw ve
Venkatesan, 2016).

Supheli roseolovirusler ile iligkili ensefalitlerde, BOS’ta uygulanan standart testlerin
taniya katkisi sinirlidir. Hematopoietik kok hicre naklini takip eden HHV6
ensefalitlerindeki BOS biyokimyasi, bazi olgulardaki artmis protein seviyesi
haricinde genellikle normaldir. Pleositoz ise nadiren goérilmektedir. HHV7
ensefalitlerinde laboratuvar sonuclari tamamen farkhdir. BOS incelenmesinde
normal veya artmis protein ve glukoz seviyeleri, pleositoz ve lenfositoz
saptanmaktadir. Klinik ile iligkii HHV6 veya HHV7 MSS enfeksiyonunu
tanimlamak, bu virUslerin her zaman bulunmalari ve latent dogalari nedeniyle
zordur. PZR temelli ydntemlerle BOS’ta spesifik nukleik asit testleri
kullanilmaktadir. Kan, doku ve BOS’ta en yuksek viral yuk, genellikle
semptomlarin bagslangicini izleyen ilk haftada virislin gegici olarak ortaya ¢iktigi

zaman elde edilmektedir (Ongradi ve digerleri, 2017).

Enteroviris tanisinda ise, Onceleri hicre kdlturd kullanilirken; ydntemin
duyarhliginin %65-75 oraninda olmasi, ancak 4-8 gunde sonu¢ vermesi ve
Coxsackie viris A serotiplerinin kultirde Uretilememesi gibi gesitli sinirlamalari
nedeniyle yerini en duyarli, 6zgul ve hizli olan ters transkriptaz PZR (RT-PZR)
yontemiyle yapilan nulkleik asit amplifikasyonuna birakmistir. RT-PZR’nun

duyarlihk ve 6zgulligu sirasiyla %86-100 ve % 92-100'dur. RT-PZR sayesinde
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hdcre kilturinde negatif olan BOS’larda EV yakalanabilmekte ve gunler yerine
saatler igcinde sonug¢ verilebilmektedir. Bu da hastanede yatig suresini ve

antibiyotik kullanimini azaltmaktadir (Romero ve Newland, 2003).

Arbovirlslerin tanisinda da, spesifik IgM antikorlarini saptayan ELISA testleri
kullanilmaktadir. ideal olani hem serum hem de BOS &rneklerinde virlise 6zgi
IgM’in saptanmasidir. BOS’ta tek basina IgM pozitifligi tani i¢in yeterlidir, ancak
serumda tek bagina saptanan IgM enfeksiyonu konfirme etmemektedir. Cunkl IgM
pozitifligi, 1 yila kadar devam edebilmektedir (Romero ve Newland, 2003). Bazi
durumlarda 6limcul arboviral ensefalitler, hastanin zayif antikor yaniti olmasi
nedeniyle meydana gelmektedir. Bu nedenle serum veya BOS’taki dusik antikor
titreleri arboviral ensefalit tanisini diglamamaktadir. Karakteristik arboviral BOS
bulgulari ise, hafif protein artisiyla lenfositik pleositozdur, glukoz oranlari genellikle
normaldir ve 250 mm’ye kadar ylikselen BOS acilis basinci goriimektedir (Rust,
2012). Klinik orneklerde (kan, doku, BOS) virusiin goésteriimesi icin antijen
yakalayan ELISA ve RT-PZR yontemleri gelistiriimistir. Molekller tanida, flaviviris
enfeksiyonlarinda kullanilan ve NS5 geninin hedeflendigi gruba 6zgu RT-PZR
uygulanabilmektedir. Bu yontem, virlise 6zgu primerlerle uygulanan semi-nested
PZR ile kombine edilerek tur duzeyinde tanimlama da yapilabilmektedir. Tibbi
onemi bulunan fleboviruslerin erken tanisinda viral RNA’nin RT-PZR ya da diger
nukleik asit testleri ile saptanmasi siklikla uygulanan yaklagimdir. Erken donemde
klinik 6rneklerden Vero hucreleri kullanilarak viris izolasyonu mumkundur, ancak
duyarlih@r dusuktir (Us ve Erguinay, 2012: 400, 404).

2.10. Viral Ensefalit ve Menenjitlerde Tedavi ve Korunma

Herpes simpleks virlis enfeksiyonlarina karsi, ilag tedavisi etkilidir. intravendz
asiklovirin HSV ensefaliti ve yenidogan HSV enfeksiyonundaki faydasi iyi
yerlesmigtir. Ancak HSV menenijiti icin olan antiviral ilaglarin degerlendiriimesiyle
ilgili veriler daginik ve yetersizdir (Kaewpoowat, Salazar, Agullere, Wootton ve
Hasbun, 2016). Asiklovir, Herpes simpleks ensefalitinin tedavisi icin FDA onayli
tek ilagtir. Onerilen doz, 14-21 giin boyunca, her 8 saatte bir intravendz olarak 10
mg/kg’dir. Bazi klinisyenlerin kisa bir 3 gunluk kortikosteroid tedavisi vermesine
ragmen, ek bir tedavinin kullanigh oldugu kanitlanmamigtir. Asiklovirin diger

antiherpetik ilaclarla kombinasyonunun sinerjistik veya aditif olduguna dair bir veri
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yoktur. Sonug olarak, herpes simpleks ensefaliti stiphesi varsa, tedaviye mumkun

olan en kisa surede baglanmalidir (Whitley, 2015).

‘Human’ herpesviris 6 ve 7’'nin replikasyonunun ise, in vitro olarak foskarnet,
gansiklovir ve sidofovir tarafindan inhibe edilebildigi yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir. Bu ilaglar, U38 geni tarafindan kodlanan viral DNA polimerazin
inhibitorleridir ve CMV’ye karsi etkili olan konsantrasyonlarda aktiflerdir. Bunun
tersine, asiklovir ve valasiklovirin 6nemli bir aktivitesi yoktur (Agut ve digerleri,
2016).

EnterovirUslerin yol agtigi el-ayak-agiz hastalgr ve diger hastaliklar igin etkili bir
tedavi olmamasi nedeniyle EV ile iligkili hastaliklardan korunmanin en etkili ve
ekonomik ¢o6zim vyolu asilar olmustur. Cin’de Arallk 2015te ilk el-ayak-agiz
hastaligi asilari olan iki inaktive EV-A71 asisi FDA tarafindan onaylanmistir. Buna
ek olarak, CV-A16 monovalan asisi ve EV-A71/CV-A16 bivalan asilari da on-klinik
calismalarda iyi etkinlik gdstermistir. ‘Coxsackie’ virlis-B3 viral miyokardit ve
ensefalitin ana etkenlerinden biri oldugu icin, EV-B grubuna karsi geligtirilen asi
calismalari da mevcuttur. ‘Coxsackie’ viris-B1, CV-B6 ve CV-B3 asilariyla ilgili
c¢alismalar bildirilmistir. Epidemiyolojik stirveyans ¢alismalarinin gosterdigine gore,
EV’lerin epidemik ozellikleri surekli olarak degismektedir. Bu nedenle, yenidogan
ve cocuklari agir EV hastaliklari ile enfekte olmaktan korumak i¢in, multivalan EV
asilari arastirimali ve gelistiriimelidir. Asilarin yaninda, Asya-Pasifik Bolgesi’nde
sik¢a salginlara yol agan EV-A71 enfeksiyonunu inhibe etmek igin; virisin konak
hucreye girigini, viral proteaz enzimini, viral replikasyon ve translasyon
mekanizmalarini hedefleyen cesitli ilag calismalari da yapilmaktadir (Mao ve
digerleri, 2016; Yi, Shin, J-H Kim, T-G Kim ve Chang, 2017).

Arboviris kaynakl ndérolojik enfeksiyonlarin tedavisi igin onaylanmis bir antiviral
ilac bulunmamaktadir. Bu nedenle, enfekte hastalarda antipiretikler, siddetli kusma
durumunda sivi rekonstruksiyonu gibi semptomatik rahatlatma ydntemleri ile
solunum ve dolagsim sistemleri ve organ yetmezligi icin yasam destek Unitesi
kullanilarak destek tedavileri yapilmaktadir. Bunun yaninda, flavivirislerden
ensefalite neden olan BNV’ye karsi interferon-a (IFN-a) kullaniminin MSS’de
olumlu etkilerinin oldugu gdsterilmistir, ancak etkisinin olmadidi olgular da

bulunmaktadir. Bu nedenle BNV ensefalitli hastalarda IFN-a’nin etkinliginin
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degderlendirildigi klinik galismalara ihtiya¢c duyulmaktadir (Salimi ve digerleri, 2016).
insanlar icin, BNV'ye karsi gelistiriimis lisansli bir asi heniiz yoktur. Ancak, canli
atenue ve hidrojen peroksit temelli inaktive BNV ile yapilan cgesitli klinik agi
calismalari devam etmektedir (Amanna, Raué ve Slifka, 2012; Pierce ve digerleri,
2017; Yamshchikov, Manuvakhova, Rodriguez ve Hébert, 2017). Bunlarin diginda
arboviral ensefalit etkenlerine karsi gelistiriimis lisansli bir agi henuz yoktur.
Arboviral ensefalitlerden korunmak igin; evlere ve gevreye insektisid uygulamasi
ve vektorlerin Ureme bolgelerinin  kontrol edilmesiyle vektor prevalansinin
azaltilmasi, vektorlerden korunarak vektdor-konak temasinin  azaltilmasi,
immunizasyon veya vektor kovucu ilaglarin kullanimiyla insan duyarlihiginin
azaltilmasi gibi onlemler alinmalidir. Ancak, insektisidlere olan direncin artmasi ve
enfeksiydz artropodlarin yeni alanlara yayilmasi yeni kontrol stratejileri
gerektirmektedir. Bu nedenle, geleneksel asilardan farkh olarak bulagi engelleyen
asllar Gzerine galismalar yapilmaktadir (Rust, 2012; Londono-Renteria, Troupin ve
Colpitts, 2016).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Beyin-Omurilik Sivisi (BOS) Orneklerinin Toplanmasi

Calismaya, Saglk Bakanhgi Yildinm Beyazit Diskapr Egitim ve Aragtirma
Hastanesi, Cocuk Saghigi ve Hastaliklari Bolimi ve Gazi Universitesi Tip
Fakiltesi Hastanesi Cocuk Hastaliklari, Enfeksiyon Bolimi’ne Ekim 2011 ile
Aralik 2015 tarihleri arasinda noérolojik sikayetlerle bagvuran ve aseptik
menenjit/ensefalit 6n tanisi verilen 0-18 yas araliginda 100 hasta dahil edilmistir.
Bu hastalarin BOS o6rnekleri toplanarak calisma zamanina kadar -86°C derin
dondurucuda (Sanyo, Japonya) saklanmistir. Her hastanin demografik ve klinik

bilgilerini iceren hasta formlari hazirlanmistir.
3.2. BOS Orneklerinden Niikleik Asit Ekstraksiyonu

BOS orneklerinden nukleik asit ekstraksiyonu QIAamp® Viral RNA Mini Kit
(Qiagen, Almanya) kullanilarak spin-kolon ydntemi ile dreticinin talimatlar

dogrultusunda yapilmistir.

QlAamp® Viral RNA Kit (250) (QIAGEN, Almanya) icerigi:

- QIAamp Mini Spin Kolonlar, 250 adet
- Tapler (2 ml'lik), 1000 adet

- Buffer AVL, 5 x 31 ml

- Buffer AW1 (konsantre), 98 ml

- Buffer AW2 (konsantre), 66 ml

- Buffer AVE, 10 x 2 ml

- Carrier RNA (poly A), 5 x 310 ug

QlAamp® Viral RNA Kit (250) (QIAGEN, Almanya) Calisma Protokoli:

1. Liyofilize Carrier RNA (310 pg) iceren tupe 310 ul Buffer AVE eklenir.
2. Buffer AW1’in igerisine 130 ml %96-100 etanol eklenir.

3. Buffer AW2’in igerisine 160 ml %96-100 etanol eklenir.
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4. nx0.56 ml=yml
y ml x 10 yl/ml =z ml
n= Ornek sayisi  y= Hesaplanan Buffer AVL miktari
z= Carrier RNA-Buffer AVE karisimi miktari

Yukaridaki formdullere gore; gerekli miktardaki Buffer AVL icerisine, gerekili

miktarda Carrier RNA-Buffer AVE karigimi eklenir ve ters-diz edilerek karigtirilir.

5. Hazirlanan Carrier RNA iceren Buffer AVL karisimi 1,5 ml’lik tlplerin her
birine 560 pl olacak sekilde dagitilir.

6. Hasta ornekleri tiplere 140 pl hacimde eklenir ve 15 saniye vortekslenir.
7. Oda sicakhginda (15-25°C) 10 dakika inkilibe edilir ve spin santriflij yapilir.

8. Her bir tipe 560 ul etanol (%96-100) eklenir ve 15 saniye vortekslendikten

sonra, spin santrifuj yapilir.

9. Spin-kolon filtreli tipler hazirlanir ve 8. adimda hazirlanan solisyondan her
bir spin-kolon tupune 630 ul olacak sekilde aktarilir. 8000 rpm’de 1 dakika

santrifijlenir ve filtreli tipler temiz tlplere aktarilir. Kirli tGpler atilir.
10. 9. adim tekrarlanir.

11. Uzerine 500 pl Buffer AW1 eklenir ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifajlenir,

filtreli tipler temiz tlplere aktarilir. Kirli tpler atilr.

12. Uzerine 500 pl Buffer AW2 eklenir ve 14000 rpm’de 3 dakika santrifiijlenir,

filtreli tUpler temiz tlplere aktarilir. Kirli tapler atilir.

13. Filtrede Buffer AW2 kalintisi kalmamasi igin, maksimum hizda 1 dakika
santriftjlenir ve filtreli tipler temiz 1,5 ml'lik tiplere aktarilir, Kirli tGpler atilir.

14. Filtreli tuplere 60 ul Buffer AVE eklenir ve 1 dakika inkibasyondan sonra
8000 rpm’de 1 dakika santrifUjlenir. Filtreli tipler atilir, alta gegen sivi ekstrakte
edilen niikleik asidi igermektedir. Bir sonraki ¢calisma asamasina kadar -86°C derin

dondurucuda saklanir.
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3.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Ekstrakte edilen RNA’nin cDNA'’ya ¢evrilmesi igin, random hekzamer primerleri ile
ticari bir sistem olan ‘RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher
SCIENTIFIC, ABD) kullaniimistir.

1 Ornek icin cDNA Sentezi Protokolii:

Distile SU.......cooiiii 6 Ml
Random primer............ccooiiiiiiiiiiiiinnns 1 ul
RNA. 6 ul

- Yukaridaki icerikler, ‘verilen miktarlar X o6rnek sayisi’ kadar karistirilarak

hazirlanir ve 0.2 ml'lik tiplere 7’ser pl dagitilir.
- Uzerine 6 pl hedef RNA eklenir ve karigsim 70°C’de 5 dakika inkiibe edilir.

- Ayri bir tupte asagidaki karisim hazirlanir ve inklibe edilen karigimin

uzerine 7°ser ul dagitilir.

Reaksiyon Tamponu (5X).......... 4 ul
10OMMANTP.......cooi 2 ul
Ters transkriptaz enzimi............. 1l

- Hazirlanan karigimlar termal dongl cihazina yerlestirilir ve 42°C’de 1 saat,
70°C’de 5 dakika inkiibe edilir.

- Reaksiyon sonunda cDNA'lar elde edilmis olur. Bir sonraki ¢alisma

asamasina kadar -86°C derin dondurucuda saklanir.

3.4. Gergek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Gergcek Zamanh PZR)

Yontemi ile HSV1/2’nin Saptanmasi

Herpes simpleks viris 1 ve 2’nin saptanmasi i¢in gergek zamanh PZR yontemi ile
galisan ticari bir kit (LightCycler® HSV1/2 Qual Kit, Roche, Almanya) kullanilarak
LightCycler 2.0 (Roche, Almanya) cihazinda caligiimistir.
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12 ornek icin HSV1/2 Gercek Zamanl PZR Protokoll (LightCycler® HSV1/2 Qual
Kit, Roche, Almanya):

Cizelge 3.1. HSV1/2 Gergcek Zamanli PZR programi

Program Derece (°C) Siire Dongii

ubDG* 37°C 5 dk 1

Zi?ivasyonu 95°C 10 dk 1
95°C 10 dk

Amplifikasyon 60°C 30 sn 45
72°C 5sn

Sogutma 40°C 40 sn 1

*Urasil-DNA-glikozilaz (Hedef nukleik asidin selektif amplifikasyonu amaciyla
dUTP iceren DNA zincirlerini tanir ve tahrip eder.)

- Hazirlanan reaksiyon karigimi kapiller taplere 10’ar pl dagitiir ve Gzerine

izole edilen DNA’lardan 10’ar pl eklenir.
- Pozitif ve negatif kontroller kullanilir.

- Light Cycler 2.0 (Roche, Almanya) cihazina kapiller tupler yerlegtirilir ve

PZR programi galistirilir. Sonuglar kalitatif olarak degerlendirilir.

- Cihazin 530 kanalinda HSV1 pozitifligi, 560 kanalinda HSV2 pozitifligi ve

610 kanalinda internal kontroller degerlendirilir.

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemi ile Enteroviriis, Flaviviriis ve

Fleboviriislerin Saptanmasi
3.5.1. Enteroviriis PZR

Orneklerde enteroviriis RNA'sinin arastirilmasi amaciyla, hastalik etkeni olan

enterovirUs dizileri hizalanarak yeni bir pan-enteroviris primer seti tasarlanmigtir.
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Bu amacla ‘CLC Main Workbench v7.7’ (CLCBio, Aarhus, Danimarka) yazilimi
kullaniimigtir. Tasarlanan primerler enteroviruslerin 5’-kodlamayan bdlgesinde (5'-
UTR) 193 baz ciftlik bir boliml ¢ogdaltmaktadir. Testin optimizasyonu amaciyla

hlcre kultirinden izole edilmis ‘Coxsackie’ viris B6 (Schmitt izolati) kullaniimistir.

Cizelge 3.2. Enteroviris PZR primerleri

PENV.F 5-CCGGCCCCTGAATGC-3’ (452-466)*

PENV.R 5-CACCGGATGGCCAATCCA-3’ (628-645)*

*Primer yerlesimleri Coxsackievirus B5 genomuna goére (GenBank erigim
numarasi X67706) verilmektedir

1 Ornek icin PZR Protokolii:

Distile SU......ooveeiieiieeeeeeeeee 18,7 pl
10x Buffer..........ccooeevveeeeenn .3 M
MgCl, (25mM).......iiieeeeeeeeee 2,4 ul
dNTP (10 mM)....ooiiiiiin. 1l
Primer (PENV-F) (10pm)............ 0,8 ul
Primer (PENV-R) (10pm)........... 0,8 pl
Taq Polimeraz.......................... 0,3 ul
MIKS. .o 27 pl
CDNA. . 3ul
Toplam.....coooiii 30 pl

Amplifikasyon Uriin(i: 193 baz cifti

Yukaridaki protokol dogrultusunda reaksiyon karisimi (10X Buffer, 25mM Mg*?,
Taq polimeraz 5U/ul, Biomatik, Wilmington, Delaware, ABD) (10 mM dNTP,
Fermentas, ABD) hazirlanir ve tipler termal dongu cihazina yerlestirilerek ‘Cizelge
3.3’teki program c¢aligtirilir.
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Cizelge 3.3. Enteroviris PZR donguleri

Derece (°C) Siire Dongii
95°C 5 dk 1
95°C 30 sn

44°C 1dk 40
72°C 1dk

72°C 10 dk 1

3.5.3. Flaviviris PZR

Flaviviris NS5 gen bodlgesini hedefleyen genel flaviviris primerleri kullaniimistir.
Pozitif kontrol olarak ‘African green monkey (Vero) cells (ATCC-CCL81)’de Uretilen
‘WNV NY99-4132’ izolati kullaniimigtir.

Cizelge 3.4. Pan-Flavivirls primer dizileri ve viral genomdaki yerlesimleri

1.Tur |5 - GCATCTAYAWCAYNATGGG - 3’ (9035-9053 nt)
5’ - CCANACNYNRTTCCANAC - 3’ (10146-10129 nt)

2.Tur |5 - GCNATNTGGTWYATGTGG - 3’ (9103-9120 nt)
5 - CATRTCTTCNGTNGTCATCC - 3’ (10122-10103 nt)

1 Ornek icin 1. Tur PZR Protokolii:

Distile sU.......ccccvvviiviiinnn... 19,5 ul
10x Buffer.......cooeveviiiiini. 3 ul
MgCl, (25mM).......coeoeinane. 2,4l
dNTP (10mM)..........coeennen. 0,6 pl
NST. 0,6 pl
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TagPol.......ccoovviiiii, 0,3 ul
MiKS. ..o 27 i
CDNA. .. 3ul

Toplam.......ccoooveiiiiii, 30 pl

2. Tur: NS3 ve NS4 primerleri ile 1. tur protokold kullanilir.
Amplifikasyon Urlini: 960 baz cifti

- Yukaridaki protokol dogrultusunda reaksiyon karisimi (10X Buffer, 25mM
Mg*?, Taq polimeraz 5U/pl, Biomatik, Wilmington, Delaware, ABD)(10 mM dNTP,
Fermentas, hazirlanir ve tupler termal dongu cihazina yerlestirilerek ‘Cizelge

3.5'teki program c¢aligtirilir.

Cizelge 3.5. Flaviviris PZR donguleri

Derece (°C) Siire Dongii
94°C 5 dk 1
94°C 1dk

50°C 3 dk 40
72°C 1dk

72°C 10 dk 1

3.5.4. Fleboviriis PZR

Fleboviruslerin L genomik segmentinde yer alan RNA polimeraz gen bolgesini
hedefleyen genel flebovirls primerleri kullaniimistir (Sanchez-Seco 2003). Pozitif
kontrol olarak ‘standart toscana viris (TOSV) izolati 1ISS.Phl.3 susu ile inokule

edilmis Vero hlcre kiltirt supernatantlarr’ kullaniimistir.
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Cizelge 3.6. Pan-Flebovirts primer dizileri ve viral genomdaki yerlesimleri

1.Tur | 5 - ATGGARGGITTTGTIWSICIICC - 3’ (2047-2069 nt)
5 - AARTTRCTIGWIGCYTTIARIGTIGC - 3’ (2600-2575 nt)
2.Tur | 5’ - WTICCIAAICCIYMSAARATG - 3’ (2074-2094 nt)
5 -TCYTCYTTRTTYTTRARRTARCC - 3’ (2318-2296 nt)

I: inozin, Y: C/T, R: AIG, W: G/C, M: A/C

1 Ornek icin 1. Tur PZR Protokolii:

Distile sU........cccceevennnn. 18,3 ul
10x Buffer............ccoeeeiiiiiis 3 ul
MgCl, (256mM).................. 2,4 ul
ANTP.. 1 pl
N1 (10pmM)...cooviiiiiiiinne. 1l
N2 (10pm).....ccveiiiiienne. 1l
TaqPol........cooiiiii 0,3 pl
MiKS....oeiiii 27 pl
CDNA.......o, 3 ul
Toplam.......cooiviii 30 pl

2.Tur: 2. tur primerleri ile 1. tur protokoll kullanilir.
ik turdan 1-3 pl amplifikasyon Griind 2. tura alinir.
Amplifikasyon Uriinii: ~ 250 baz ifti

- Yukaridaki protokol dogrultusunda reaksiyon karigimi (10X Buffer, 25mM
Mg*?, Taq polimeraz 5U/ul, Biomatik, Wilmington, Delaware, ABD)(10 mM dNTP,
Fermentas, Waltham, Massachusetts, ABD) hazirlanir ve tipler termal déngu

cihazina yerlestirilerek ‘Cizelge 3.7’deki program ¢aligtirilir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Waltham,_Massachusetts
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Cizelge 3.7. Flebovirus PZR donguleri

Derece (°C) Siire Dongii
95°C 5 dk 1
95°C 30 sn

44°C 1dk 40
72°C 1dk

72°C 3 dk 1

3.5.5. Amplifikasyon truinlerinin agaroz jel elektroforezinde goruntiilenmesi

Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Stok 5X TBE (Tris-Borat-EDTA) soliisyonunun hazirlanmasi:

- Tris -Base 54 g (Amresco, ABD)
- Borik Asit 27,5 g (Merck, Almanya)
- EDTA 20 ml 0,5 M (pH 8.0) (Sigma, Almanya)

Tris ve borik asit 500 ml distile suda ¢ozllerek Uzerine 20 ml 0,5 M EDTA
eklenmis ve toplam hacim distile su ile 1 litreye tamamlanmig ve hazirlanan 5X
TBE otoklavlanmigtir. Agaroz jelin hazirlanmasinda ve yurutme tamponu olarak

kullaniimasi sirasinda 5X TBE stok soltUsyonu, 1X’e c¢evrilerek kullaniimigtir.

1. Stok solisyonu, 1X TBE'’ye gevirilirken; 200 ml 5X TBE, 800 ml distile su i¢inde
dilie edilmistir.

2. Jel igin 2 gr agaroz (AppliChem, Almanya) tartilarak tGzerine 100 ml 1X TBE
eklenmis, mikrodalga firinda agaroz ¢ézinlinceye kadar isitilmigtir.

3. Agaroz ¢6zunurken kaynamamasina dikkat edilmis, 1sindiktan sonra 55°C’ye
kadar sogutulmus ve igerisine 0,2 pl etidyum bromur (5ul/10ml AppliChem,

Almanya) eklenmisgtir.

4. Hazirlanan jel, elektroforez tankinin icindeki kaliba doékulmis ve oda

sicaklhiginda jelin donmasi igin 20 dk bekletilmigtir.
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5. Jel donduktan sonra kalip igindeki taraklar ¢ikartiimis ve elektroforez tankina
(CSCleaver Scientific Inc. Warwickshire, Ingiltere) yerlestirilerek jel yizeyi

kaplanana kadar 1X TBE tamponu ile doldurulmustur.

6. Orneklerden 9 pl alinarak 3 pl yikleme tamponu (Orange G, DNA loading dye,
Promega, Medison, ABD) ile pipetaj yapilarak karistiriimis ve ilk kuyucuk bos

birakilarak kuyucuklara 9ar yl dagitiimistir.

7. Ilk kuyucuga oélcek olarak kullanmak amaciyla 100-1500 baz cifti araligina sahip
‘DNA ladder’ (HyperLadderlV 100 bp, BIOLINE, Birlesik Krallik) yuklenmistir.

8. Gug kaynagi calistirilarak (LABNET International Power Station 300, Edison,
ingiltere) 90 Voltta 30-40 dakika yuritilmastir.

9. Yurutme iglemi bittikten sonra jel UV 1siginda goéruntilenmis ve sonuglar

degerlendirilmigtir.

3.6. Multipleks PZR Yontemi ile MSS Enfeksiyonu Etkenlerinin Belirlenmesi

Merkezi sinir sistemi enfeksiyonuna yol agan 12 viral, 8 bakteriyel ve 2 fungal
(Cizelge 3.8) etkeni saptayabilen, gercek zamanl PZR yontemi ile calisilan ticari
bir kit (MeningoFinder® 2SMART, PathoFinder®, Hollanda) kullanilarak, Ureticinin
talimatlari  dogrultusunda LightCycler®480 (Roche, Almanya) cihazinda
cahsiimigtir.



Cizelge 3.8. MeningoFinder® 2SMART kapsamindaki etkenler

Virusler

Herpes simpleks virus tip 1
Herpes simpleks virus tip 2
Varicella zoster virus (VZV)
Epstein-Barr virus (EBV)
Sitomegalovirus (CMV)
Human herpesvirus 6

Human herpesvirus 7
Human herpesvirls 8
Human enterovirts
Parechovirls
Kabakulak virusu
Kizamik virusu

Bakteriler

Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus agalactiae

Neisseria meningitidis
Borrelia burgdorferi
Borrelia miyamatoi
Escherichia coli K1

Mantarlar

Cryptococcus gattii

Cryptococcus neoformans

1 Ornek icin Multipleks On-Amplifikasyon Protokolii:

On-amplifikasyon Karisimi................cc.coeeeen... 6,25 pl
MF on-amplifikasyon primer karisimi................. 8,75 ul
DNA/RNA. ...ttt 10 pl
Toplam.....o e 25 ul

- Buz Uzerinde caligilarak hazirlanan reaksiyon karigimi 0,2 ml'lik kuyucuklari

olan mikroplaga 15’er pl dagitihr ve Uzerine izole edilen DNA/RNA’lardan

10’ar pl eklenir.

- Pozitif ve negatif kontroller kullanilir.

- Cizelge 3.9'daki gergek zamanli PZR programi galistirilir ve 50 °C sicakhga

ulasilana kadar mikroplak buz Uzerinde tutulur,

yerlestirilir.

a7

daha sonra cihaza
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Cizelge 3.9. Multipleks PZR 6n amplifikasyon donguleri

Derece (°C) Siire Dongii Program
50°C 10 dk 1 Ters Transkripsiyon
95°C 2 dk 1 Enzim Aktivasyonu
94°C 20 sn

55°C 20 sn e Amplifikasyon
72°C 35sn

20°C Bekleme -

1 Ornek icin 1 No’lu Multipleks Gercek Zamanli PZR Protokolii:

MF 2SMART Buffer 1 ..o, 19 ul
ENZim. 1yl
On amplifikasyon GrinG. ...........coeeeveeeiceeeiiiiiiiiirann, 5yl
TOPIaM. . 25 ul

MF 2SMART Buffer2 ..., 19 ul
ENzZim. ., 1l
On amplifikasyon GriinG..........coooeeeeeeeeceeeeeiiieeeenn, 5 yl
Toplam. .. 25 pl

- Hazirlanan reaksiyon karisimlari her ornek igin iki karisim seklinde 0,2 ml’lik
kuyucuklari olan mikroplaga 20’ser ul dagitilir ve tGzerine 6n amplifikasyon

artnlerinden S’er pl eklenir.
- Pozitif ve negatif kontroller kullanilir.

- Light Cycler 480 (Roche, Almanya) cihazina mikroplak vyerlestirilir ve
Cizelge 3.10°daki PZR programi galistirilir.
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Cizelge 3.10. Multipleks Gergek Zamanl PZR programi

Derece (°C) Siire Dongii Program
95°C 2 dk 1 Denatiirasyon
94°C 15sn
55°C 15 sn 10 Amplifikasyon 1
72°C 15 sn
94°C 15 sn
50°C 15 sn 23 Amplifikasyon 2
72°C 15 sn
95°C 2 dk 1 Denatiirasyon
40°C 90 sn 1 inkiibasyon

40-90°C - Erime, Belirleme
37°C 1sn Sogutma

- Calismanin sonuglari kalitatif olarak erime egrisi analizi ile degerlendirilir.

HHV6’nin erime derecesi 78,5°C (77-80°C), HHV7’nin erime derecesi 52,5°C (51-
54°C), EV’Un erime derecesi 55°C (53,5-56,5°C), S. pneumoniae’nin erime
derecesi 69°C (67,5-70,5°C), S. aureus’un erime derecesi 63,5°C (62-65°C), L.
monocytogenes’in erime derecesi 58,5°C (51-54°C) ve internal kontroliin erime

derecesiise 73°C (71,5-74,5°C)’dir.
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4. BULGULAR

Calismamiza alinan toplam 100 hastanin, %61’i (61/100) erkek, %39’u (39/100)

kiz hastalardan olusmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Hastalarin cinsiyetlerine gére dagilhimi (n=100)

Cinsiyet  Sayi Yuzde (%)

Kiz 39 39
Erkek 61 61
Toplam 100 100

Calismaya alinan hastalar, yas dagilimlarina gore 7 farkli gruba ayrilmistir. Buna
gore; hastalarin %18’i (18/100) 1-6 aylik yas grubunda, %9’u (9/100) 7-12 aylk
yas grubunda, %27’si (27/100) 13-36 aylik yas grubunda, %9’u (9/100) 4-6 yas
grubunda, %10’u (10/100) 7-9 yas grubunda, %11’i (11/100) 10-13 yas grubunda
ve %16’s1 (16/100) 14-18 yas grubunda bulunmustur (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Hastalarin yas gruplarina gore dagilimi (n=100)
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Hastalarin %63’G (63/100) menenijit 6ntanisi almis, %28’i (28/100) viral ensefalit
ontanisi almig, kalan %9’u ise meningoensefalit, sant enfeksiyonu, sugigegi, akut
flask paralizi gibi ©n tanilar almistir. iki hasta hari¢ tim hastalar tam iyilesme

gOstermis, ancak menenijit 6n tanisi almis ve etiyolojisi belirlenememis bir hasta ex
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olmus ve viral ensefalit on tanisi almig ve etiyolojisi belirlenememis bir hastada ise

ensefalit sekeli kalmigtir. Hastalarin BOS biyokimyalari Cizelge 4.2°deki gibidir.

Cizelge 4.2. Hastalarin BOS biyokimyalarina gore dagilimi

BOS Biyokimyasi Hasta Sayisi (%)
Protein

Normal (15-45 mg/dl) 12/100 (%12)
Artmis (>45 mg/dl) 80/100 (%80)
Bilinmeyen 8/100 (%8)
Glukoz

Azalmis (<45 mg/dl ya da es zamanli kan 35/100 (%35)
sekerinin 1/2’sinden dusuk)

Normal (45-80 mg/dl) 53/100 (%53)
Artmis (>80 mg/dl ya da es zamanli kan 3/100 (%3)
sekerinin 2/3’GUnden ylksek )

Bilinmeyen 9/100 (%9)
Hucre

Normal (0-5/mm3) 3/100 (%3)
Artmis (>5/mm3) 82/100 (%82)
Bilinmeyen 15/100 (%15)

Calisilan 100 6rnegin 7’si (%7) viral etkenler agisindan pozitif bulunmustur. Pozitif
orneklerin 2’sinde (%2) HSV1/2’ye 6zglu gergcek zamanli PZR yontemi ile HSV1,
4’Uinde (%4) multipleks gergcek zamanlh PZR ydntemi ile HHV6 ve 1'inde (%1)
multipleks gercek zamanh PZR yontemi ile EV saptanmistir (Cizelge 4.3).
Enterovirls, multipleks PZR yodntemi ile pozitif bulunurken, geleneksel PZR
yontemi ile ayni érnek negatif bulunmustur. HSV1/2’ye 6zgu gercek zamanh PZR
yontemi ile HSV1 pozitif bulunan érneklerde ise, multipleks PZR yéntemi ile HSV1
pozitifligi saptanamamistir. Calisilan diger viral etkenlerde (HSV2, HHV7,
flavivirUsler, flebovirUsler) herhangi bir pozitifik saptanamamistir. Bakteriyel
etkenler acisindan ise, 3 (%3) 6rnek multipleks PZR yodntemi ile pozitif

bulunmustur, bunlar Streptococcus pneumoniae, Listeria monocytogenes ve
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Staphylococcus aureus’tur. Hastalarin geriye donik olarak rutin BOS kultaru
sonuglarina bakildiginda ise, multipleks PZR yéntemi ile pozitif bulunan bakteriyel
etkenlerin kiltirde de Uredigi gorulmastir. Diger hastalarin BOS kdilttrlerinde
bakteri Uremesi olmamistir. Multipleks PZR yontemi kapsamindaki diger

etkenlerde ise, herhangi bir pozitiflik saptanamamistir.

Cizelge 4.3. Pozitif bulunan viral etkenler

Pozitif Viral Etkenler Yoéntem Pozitif Hasta Sayisi (%)
HSV1 Gergcek Zamanli PZR 2 (%2)
HHV6 Multipleks Gergek Zamanli 4 (%4)
PZR
EV Multipleks Gergek Zamanl 1 (%1)
PZR
Toplam 7 (%7)

Resim 4.1. HSV1 Gergek Zamanl PZR sonug analizi
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Resim 4.2. HHV6 Gergek Zamanli Multipleks PZR sonug analizi
(6868 zoom)
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Resim 4.5. Flaviviris PZR agaroz jel goruntusu
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Resim 4.6. Fleboviris PZR agaroz jel goruntisu
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Herpes simpleks viris tip 1 pozitif bulunan iki hastanin da ates ve nobet
semptomlari mevcuttu ve ensefalit 6én tanisi almislardi. iki yasinda olan kiz
hastanin BOS biyokimyasinda protein degeri artmis (46 mg/dl), glukoz degeri
normal (56 mg/dl) araliktaydi. Diger HSV1 pozitif 6rnek ise 4 yasinda, kiz hastaya
aitti ve protein degeri (34 mg/dl) ile glukoz degeri normal (50 mg/dl) araliktaydi
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(Cizelge 4.4). Human herpes virus tip 6 pozitif bulunan hastalarin klinik bulgulari
Cizelge 4.5’te verilmigtir. Enteroviris pozitif hasta ise, aseptik menenijit 6n tanisi
almig, 1 aylik kiz hastaydi. Ates, bulanti-kusma ve biling bulanikligi semptomlari
bulunan hastanin BOS proteini artmis (57 mg/dl), glukozu normal aralikta (60
mg/dl) idi.

Cizelge 4.4. HSV1 pozitif hastalarin demografik ve klinik bulgular

Klinik Bulgular BOS Biyokimyasi
Cinsiyet Yas On Tani Semptomlar Protein/Glukoz (mg/dl)
Kiz 2 Ensefalit  Ates, ndbet 461/56
Kiz 4 Ensefalit Ates, nobet 34/50

Cizelge 4.5. HHVG6 pozitif hastalarin demografik ve klinik bulgulari

Klinik Bulgular BOS Biyokimyasi
Cinsiyet Yas On Tani Semptomlar Protein/Glukoz (mg/dl)
Kiz 6 Menenjit  Ates, bulanti-kusma, 761/61
ayhk biling bulanikhgi
Kiz 3 Ensefalit ~ Ates, bulanti-kusma, 1821/75
USYE, biling
bulanikligi, ndbet
Erkek 4 Menenjit  Ates, diyare, USYE, 40]/65
aylik fontanel bombeligi

Erkek 4 Menenjit  Ates, nobet 22071/30




57
5. TARTISMA

Menenjit ve ensefalit, klinisyenlere tanisal ve tedavisel zorluklar yaratarak, genis
cesitlilikteki enfeksiydz etiyolojiler nedeniyle meydana gelmektedir. Bunun
yaninda, hastalarin buyuk ¢ogunlugunun, hayatta kalmak ve iyilesmek igin acil
antimikrobiyal tedavi gerektiren bazi patojenlerle birlikte bilinmeyen etiyolojileri de

bulunmaktadir (Hasbun ve digerleri, 2017).

Bakteriyel BOS kulturleri negatif olan akut noérolojik sendromlar, genellikle
meningeal belirtilerin ve bozulmus beyin fonksiyonlarinin varligi veya yokluguna
gore; aseptik menenijit, ensefalit veya meningoensefalit olarak adlandiriimaktadir.
Aseptik MSS enfeksiyonlarinin en yaygin sebepleri viruslerdir (EV’ler, herpes
virusler, vb.). Aseptik menenijit ve ensefalitlerin epidemiyolojisi; bazi viruslerin
(Japon ensefalit virist, KKEV, vb.) tipik cografik dagilimlarinin olmasi, bazi
virislerin (Parechovirls, BNV) yeni alanlarda veya yeni konaklarda (insanlarda
BNV) veya imminkompromize hastalarda ortaya ¢ikmasi nedeniyle surekli olarak
degdismektedir. Ancak, aseptik menenjit veya meningoensefalitlerin 6nemli bir

kisminda, etiyoloji bilinmezligini korumaktadir (Calleri ve digerleri, 2017).

Calismamizda MSS enfeksiyonu olup etiyolojisi belilenemeyen ¢ocuk hastalarin
BOS o6rneklerinde, diinyada ve ulkemizde en sik karsilasilan aseptik menenijit ve
ensefalit etkenlerinden herpesvirtsler (tip 1, 2, 6, 7) ile enterovirisler ve son
yillarda 6nemi artan, yeni ve yeniden ortaya ¢ikan viral etkenlerin oldugu flavivirus
ve flebovirls gruplarinin arastirilmasi amaglanmis ve ayrica birgok menenjit
etkenini saptayan multipleks PZR ydntemi kullaniimistir. Calismaya alinan toplam
100 hastanin 7’sinde (%7); 2’'si (%2) HSV1, 4’0 (%4) HHV6, 1'i (%1) EV olmak
Uzere, viral etkenler pozitif bulunmustur. Enteroviris, multipleks PZR ydntemi ile
pozitif bulunurken, geleneksel PZR yontemi ile ayni 6rnek negatif bulunmustur.
Bunun nedeni, multipleks PZR ybénteminde gogaltilan hedef bdlgenin geleneksel
PZR’de gogaltilan hedef bdlgeden ¢ok daha kisa olmasi olabilir. Hastanin klinik
durumu EV menenijitiyle uyumlu olsa da, geleneksel PZR ile konfirme edilemedigi
icin EV pozitifligi suphelidir. Diger 90 hastanin (%90) etiyolojisi belirlenememistir.
Pozitif bulunan hastalarin klinik ve laboratuvar bulgulari, elde edilen sonuclarla

uyumlu bulunmustur.
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Herpes simpleks viris ensefalitinin tipik BOS profilinde, orta miktarda artmis
protein (50-100 mg/dl) ve normal glukoz duzeyleri Olgliimektedir (Bradshaw ve
Venkatesan, 2016). Calismamizda HSV1 DNA saptanan olgularda klinik durum, 2
ve 4 yaslarindaki kiz hastalarda ensefalit seklindedir ve HSV1 ensefaliti igin tipik
klinik (ates, ndbet) ve laboratuvar (artmig/normal BOS proteini ve normal glukoz)
bulgulari ile seyretmigtir. Ancak HSV1 pozitifliginin, ayni orneklerde calisilan

multipleks PZR yontemi ile yakalanamamig olmasi dusunduracuddar.

Human herpes virls 6 ise, ¢ogunlukla immun yetmezIikli transplant hastalarinda,
latent durumdan reaktive olarak ensefalite yol acgabilmektedir. Primer
enfeksiyonlarda ensefalit ile daha nadir karsilasiimaktadir (Agut ve digerleri,
2016). Bizim HHV6 pozitif saptanan olgularimiz, 4 ve 6 aylik ile 3 ve 4 yaslarinda,
ensefalit/menenjit ontanisi almig; ates, biling bulanikligi, ndbet gibi norolojik
semptomlari olan immunkompetan hastalardir ve klinik durumlari ile uyumlu
olarak, BOS o6rneklerinde multipleks gergcek zamanh PZR ile HHV6 DNA tespit
edilmistir. Ancak, BOS’ta HHV6 DNA saptanmasinin, her zaman etiyolojiyi veya
patolojik reaktivasyonu gosterip gostermedigi konusu tartismahdir. HHV6, MSS’de
latent olarak bulunabildigi ve konak hucre genomuna entegre olabildigi igin;
sadece BOS’ta HHV6 DNA'nin saptanmasi, enfeksiyon etkeninin HHV6 olduguna
ait yeterli bir kanit olmayabilmektedir ve latent virisin DNA’sinin saptanmis olma
ihtimali de g6z 6nudnde bulundurulmalidir. Clnkd saglikh beyin dokusunda da
HHVG6'nin tespit edilebildigi daha once bildiriimistir. Kesin taninin konabilmesinde,
kromozomal entegrasyon ile akut néroinvazif enfeksiyonu birbirinden ayirmak igin,
serum ve BOS o6rneklerinde kantitatif PZR ve/veya litik mRNA’ylI saptamak i¢in ters
transkriptaz PZR ydntemlerinin kullaniimasi oOnerilmektedir (Fotheringham ve
digerleri, 2007; Ongradi ve digerleri, 2017; Stahl ve digerleri, 2011).

Dunya genelinde, viral ensefalit ve menenijitler ile ilgili ginimuize kadar birgok

calisma ve etiyoloji taramalari yapiimig ve gesitli sonuglar elde edilmistir.

Erdem ve digerlerinin (2017), toplumdan kazaniimis MSS enfeksiyonlu hastalarda
yaptiklari, Glkemizin de dahil oldugu genis ve ¢ok uluslu ¢alismada 20 Ulkeden 37
farkli merkez calismaya katilmis ve 2012-2014 vyillari arasindaki toplam 2583
hasta calismaya dahil edilmigtir. En sik saptanan patojenler bakteriyel (S.

pneumoniae, M. tuberculosis) olsa da, HSV1 en yuksek oranda norolojik sekel
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birakan etken olmus ve HSV1'i EV’ler ile KKEV'U takip etmistir. HSV1 ¢alisilan 811
ornedin %5,6’sinda, HSV2 calisilan 791 6rnegin %4,3’unde ve HHV-6 calisilan 92
ornegin %3,3’Unde pozitiflikler saptanmigtir. BNV calisilan 78 6rnegin %10y,
KKEV caligilan 508 o6rnegin %18’i, EV calisilan 347 o6rnegin %25’i ve TOSV
calisilan 4 ornedin %25'’i pozitif bulunmustur. Cag ve digerlerinin (2016), herpetik
meningoensefalitli hastalardaki ¢ok uluslu ¢alismasinda ise, 10 Ulkeden 35 farkli
merkez katilmis ve retrospektif olarak 496 hasta calismaya alinmistir. Hastalarin
%70,8'i HSV1 DNA, %16,2’si HSV2 DNA ve %12,5’i tiplendirilemeyen HSV DNA

pozitif bulunmustur.

Amerika Birlesik Devletleri’nde 2011-2014 yillari arasinda Hasbun ve digerlerinin
(2017), 50 eyaleti kapsayan hastane veri tabanini kullanarak yaptiklari
calismalarinda toplam 26 429 menenjit veya ensefalitli eriskin hasta, MSS
enfeksiyonu etkenleri agisindan taranmistir. En yaygin olarak EV’ler (%50,9)
saptanmis ve onu, etiyolojisi belirlenemeyenler (%18,7), bakteriyel menenijitler
(%13,9), HSV (%8,3) ve arbovirtsler (%1,1) takip etmistir. En yuksek mortalite

orani ise %8,9 ile arbovirls enfeksiyonu olan hastalarda gérulmustur.

Boucher ve digerleri (2017), PubMed’'de Ocak 2000-Temmuz 2015 tarihleri
arasindaki 19 yas Ustu erigkin enfeksiydz ensefalit literatlrlerini taramislar ve
tahmini enfeksiyoz ensefalit insidansini, epidemiler hari¢ yilda 1,5-7 olgu/100 000
olarak saptamiglardir. Taranan literatlrlerin %65’inde, en sik saptanan patojen
HSV olmustur. Enterovirusler ise, 2 g¢alismada en sik saptanan; 5 ¢alismada da
ikinci ve uguncu sirada saptanan etkenler olmustur. Vektor kaynakli bulagsan

ensefalitlerde ise dnemli bolgesel farkliliklar oldugu goézlenmistir.

Calleri ve digerleri (2017), Turin, Kuzey italya’da retrospektif olarak viral menenjit
ve meningoensefalitli 138 olguda viral MSS enfeksiyonlarini ve klinik 6zelliklerini
incelemiglerdir. Enterovirusler, ¢cogunlugunun menenijit belirtileri gosterdidi genc¢
hastalarda daha kisa hastane yatigi ve komplikasyon yoklugu ile en yaygin
saptanan etkenler olmustur. Herpesvirlsler ise daha cok ensefalit belirtileri
gosteren yasl hastalarda, daha uzun hastane yatisi ile komplikasyonlar ve
sekellerle saptanmistir. Hastalarin %25,3’'inde Herpesviridae ailesine ait virtsler
(16 HSV1, 3 HSV2, 12 VzZV, 4 HHV6), %18,8'inde EV’ler ve %5,7’sinde ise
TOSV/Dengue virusu/HIV saptanmistir.
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Cin'de Zhang ve digerleri (2013), 2002-2012 vyillari arasindaki EV ile iligkili
ensefalit olgularini taramislar; hepsinin EV-B grubuna ait oldugunu ve 2002-2004
ile 2010-2012 yillar arasinda E30’un en sik saptandigini gérmuslerdir. Bagka bir
calismada Zheng ve digerleri (2016) ise, Cin’de E30 ile iligkili 2014 yazinda bir
ailede meydana gelen aseptik menenjit salginini bildirmiglerdir. BOS bulgulari
menenijit ile uyumlu bulunan ve ates, bas agrisi, kusma sikayetleri olan 6 kisilik

ailenin tim ayelerinden alinan digki orneklerinden E30 izole edilmistir.

Cordey ve digerleri (2017), isvigre’de 2013-2015 vyillari arasinda gocuk ve
erigkinlerdeki MSS-iligkili EV enfeksiyonlarini incelemiglerdir. Ates ve bas adrisi,
en ¢ok gorllen sikayetler olmustur. Toplam 32 pediatrik hastanin 20’sinin (%62,5)
hem kan hem de digki érnekleri EV pozitifken, 9Q’'unun BOS ve digki ornekleri
pozitif, 2’sinin BOS ve kan ornekleri pozitiftir. Sadece BOS’ta EV pozitifligi yalnizca
1 olguda saptanmistir. Toplam 12 erigkin hastanin ise, 3'Unin digkisi, 6’sinin kani
pozitif bulunmustur. Enterovirts pozitifligi 6zellikle yenidoganlar ve bebekler olmak
Uzere, 3 yas alti gocuklar ve 40 yas alti erigkinlerde daha sik saptanmistir. En sik

saptanan genotip ise, yine E30 olmustur.

EnterovirUslerin BOS’ta gbdzlenen viral yukleri gorece olarak dusuktur ve cesitli
calismalarin gosterdigine goére; bazi EV-iligkili menenijit olgulari, sadece BOS
arastiriirsa kagirilabilmektedir ve es zamanl olarak kanda da EV’Un aragtiriimasi
onerilmektedir (Cordey ve digerleri, 2017; Harvala, Griffiths, Solomon ve
Simmonds, 2014). Bizim c¢alismamizda da, sadece BOS o&rnekleri toplanabildigi
icin, hastalarin diger klinik 6érneklerinde EV arastirilamamistir. Dolayisiyla bazi EV

pozitiflikleri kacirilmis olabilir diye diisinmekteyiz.

Ulkemizde de viral merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari ile ilgili birgok caligma
yapiimistir. Polat Semerci (2008)'nin Adana’daki ¢alismasinda HSV1 ve HSV2,
PZR yoéntemi ile arastiriimis ve 108 aseptik meneniitli, 80 ensefalitli hastadan BOS
ornekleri toplanmigtir. Tum hastalarin icinde HSV1 DNA %2,1 (4/188) oraninda
bulunmus, HSV2 pozitifligi saptanamamistir. Sili ve digerleri (2014), istanbul’daki
calismalarinda son 10 yildaki HSV ensefaliti tanisi almis 106 hastayi retrospektif
olarak incelemigler ve en yaygin semptomlarin mental durum degisikligi, ates, bas

agrisi ve nobet oldugunu belirtmislerdir. Hastalarin %69’u gibi yliksek bir oranda
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PZR yontemi ile HSV pozitifligi gozlenmig; mortalite orani %8, sekelle iyilesme

orani ise %69 oraninda saptanmistir.

Guney ve digerleri (2003)'nin enteroviral MSS enfeksiyonlu hastalarda yaptiklari
calismalarinda, RT-PZR ve hicre kultlra yontemleri karsilastirimistir. Calismada,
1999-2002 yillari arasinda aseptik meneniitli 68 pediatrik hastadan BOS 6rnekleri
toplanmig ve 36’sI hucre kaltaru ile, 43’4 RT-PZR yontemi ile EV pozitif bulunmus
ve E30 olarak tiplendirilmigtir. Hicre kultirinde negatif bulunan 11 6rnek ise RT-
PZR ile pozitif bulunmustur. Kilig ve digerleri (2011) ise, 2007-2008 yillarinda MSS
enfeksiyonu slphesi olan ve rutin olarak bakteriyel, fungal ve viral etkenlerden
HSV ile CMV’nin dislandigi 66 hastanin BOS o6rneklerinde RT-PZR ve hiicre
kultara yontemleri ile EV’leri aragtirmiglardir. Toplam 3 BOS o6rneginde hicre

kultart ile pozitiflik goralurken, bunlarin 1’inde RT-PZR ile pozitiflik saptanmistir.

Soylar ve digerlerinin (2014), Ege Universitesine bagvuran MSS enfeksiyonlu
hastalarda viral etkenleri arastirdiklari ¢galismalarinda 289 BOS 6rnegi retrospektif
olarak degerlendirilmistir. HSV DNA 2/198 (%1) olguda, EV RNA ise 1/25 (%4)
olguda saptanmigstir. Bu etkenlerin disinda %2 (1/46) oraninda CMV DNA ve %15
(3/20) oraninda ise EBV DNA pozitifligi tespit edilmigtir.

Feyzioglu (2015)'nun Konya’'daki ¢alismasinda, aseptik menenjit ve ensefalitli 200
hastanin BOS orneklerinde multipleks PZR ydntemi ile herpesvirusler (HSV1,
HSV2, vzVv, CMV, EBV, HHV-6) arastiriimis ve aseptik menenijitli hastalarin
%4,4’'0 ve %2,2'sinde, ensefalitli hastalarin ise %4,6’si ve %3,1’'inde sirasiyla
HSV1 ve VZV etken olarak tanimlanmistir. Diger herpesvirusler etiyolojik etken

olarak tespit edilememistir.

Can Sarinoglu ve digerlerinin (2016), Antalya Akdeniz Universitesi Hastanesi’ne
basvuran MSS enfeksiyonlu hastalarin 2849 BOS o6rneginde viral etkenler
degerlendiriimis ve toplam 38 &rnekte pozitif saptanmistir. Bunlarin iginde EV,

HSV1 ve HSV2 sirasiyla %1,8, %1,7 ve %1 oranlarinda bulunmustur.

Zeytinoglu ve digerlerinin (2017), izmirdeki bir tniversitesi hastanesinde yapilan
calismalarinda ise, MSS enfeksiyonlarinda viral etiyolojilerin 7 vyillik verileri
retrospektif olarak degerlendirilmistir. Gergcek zamanli PZR ydntemi ile toplam
3291 BOS o0rneginde gahlgilan HSV1, HSV2, CMV, EBV, VZV, HHV6 ve EV
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sirasiyla %1,80 (24/1333), %0,08 (1/1333), %3,28 (19/580), %4,35 (22/506),
%0,46 (1/216), %1,05 (5/478) ve %3,37 (6/178) oranlarinda pozitif saptanmigtir.

Gulseren ve Karakog¢ (2016), Ankara’da bir hastanedeki menenijit 6n tanisi almig
hastalarin BOS PZR sonuglarini degerlendirmis ve multipleks PZR yontemi ile
EV’lerin %4, HSVTin %0,8 oraninda oldugunu gérmuslerdir. Akkaya ve
digerlerinin (2016) Konya’daki ¢alismalarinda ise, MSS enfeksiyonu 6n tanisi olan
470 hastanin BOS drneklerinde multipleks PZR yontemi ile %25 oraniyla EV en

sik saptanan etken olmustur.

Turhan, Sertdz, Zeytinoglu, Altuglu ve Erensoy (2016)’un bir galismasinda, viral
menenijit 6n tanisi almis hastalarin 13 BOS ve 1 kan 6rneginde gergek zamanl
multipleks PZR yoéntemi ile g¢alisilan bir kitin etkinligi degerlendirilmistir. Caligilan
14 ornegin 7’sinde (2 HHV6, 1 EBV+HHV6, 1 EBV+VZV, 1 VZV) sonuglarin
uyumlu oldugu gorulmustir. Ancak, farkh bir multipleks PZR kiti ile HSV ve EBV
pozitif bulunan 2 érnek, yeni kit ile negatif bulunmustur. Gergek zamanli PZR Kkiti

ile EV pozitif bulunan bir érnek ise, yeni kit ile parvoviris B19 pozitif bulunmustur.

Sirin ve Goktas (2016)'in bildirisinde ise, 66 menenijitli hastanin BOS 6rnekleri,
bizim c¢alismamizda kullandigimiz ayni multipleks PZR kiti (MeningoFinder
2SMART, Hollanda) ile ¢alisiimistir. Buna gore, toplam 19/66 (%28,8) oraninda
pozitiflik bulunurken, bunlarin 13’Una viral etkenler (1 HSV1, 2 parechovirls, 3
EBV, 4 HHV6, 3 CMV) olusturmustur.

Ulkemizde yapilan galismalara genel olarak bakildiginda, bizim calismamiz ile
uyumlu olarak disuk miktarda pozitiflik oranlarn oldugu goériimektedir. Dinya
genelinde yapilan c¢alismalarda oldugu gibi Ulkemizde de en sik saptanan
etkenlerin HSV1 ve EV’ler oldugu goézlenmigtir. Calismamizda, viral menenijit ve
ensefalit etkenlerinin bdlgemizdeki durumu degerlendiriimis ve Ankara’daki iki

hastaneden viral menenjit ve ensefalitler ile ilgili veriler elde edilmistir.



63
6. SONUG

Sonu¢ olarak, calismamizda viral merkezi sinir sistemi enfeksiyonu oldugu
dislnulen hastalarin toplam %7’sinde gercek zamanh PZR yontemi ile HSV1
(%2), HHV6 (%4) ve EV (%1) etkenleri saptanmisg, arastirilan diger viral ensefalit
ve menenjit etkenlerinde (HSV2, HHV7, flavivirisler, flebovirUsler) pozitiflige
rastlanmamigtir. Bolgemizdeki viral menenjit ve ensefalit etkenlerini saptamak
amaciyla yapilan bu ¢alismada, pozitiflik orani disik de olsa epidemiyolojik veriler

elde edilmistir.

Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinda ¢ok sayida viris etken olabilmektedir;
ancak menenijit ve ensefalite yol acan viral ajanlar, hem dinya genelinde hem de
Ulkemizde cogunlukla tespit edilememektedir. Bu durumda, viral etken
yelpazesinin ¢ok genis olmasi ve nadir karsilasilan etkenlerin rutin tani
laboratuvarlarinin ¢ogunda arastiriimamasinin da etkisi bulunmaktadir. Herpes
simpleks virUs tip 1, baslica viral ensefalit etkenleri arasinda yer alsa da; HHVG ile,
primer enfeksiyon kaynakl menenjit ve ensefalitlerde daha az karsilasiimaktadir.
Bunun yaninda, HHV6'nin latent bir virGs olmasi ve konak hicre genomuna
entegre olabilmesi nedeniyle, merkezi sinir sistemi enfeksiyonu olan her olguda
etken olarak kabul edilmesi konusu tartismalidir. EnterovirUslerin etken olma
durumlari ise, hastanin digki veya kan gibi diger Kklinik o6rneklerinde de
dogrulanarak degerlendirilmelidir. Bizim ¢alismamizda sadece BOS 6rneginde ve
multipleks PZR ydntemi ile pozitiflik saptandidi igcin enterovirisiun pozitifligi
dogrulanamamistir. Yine de, bu etkenlerin MSS enfeksiyonlarinda roli olma

ihntimali olmasi sebebiyle, tani algoritmalarinda degerlendiriimesi gerekmektedir.

Viral menenijit ve ensefalit enfeksiyonlarinin etiyolojilerinin belirlenerek hizh bir
sekilde tani konmasi, enfeksiyonun hizli ilerlemesi ve acil tedavi verilmesi
acisindan oldukga 6nemlidir. Bu nedenle, bu tip enfeksiyonlarin etiyolojilerinin
arastirilmasi gereklidir, ancak konuyla ilgili birgok virusu igeren genis kapsamli

¢alisma sayisi halen sinirhidir.
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