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OZET

SANTRAL SiNiR SISTEMi INFEKSiYONU ETKENIi OLAN
ENTEROVIRUSLERIN SAPTANMASINDA HUCRE KULTURU YONTEMI
VE RT-PCR YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

Ozcolpan G. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Viroloji Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Santral sinir sistemi (SSS) infeksiyonlari; menenjit, ensefalit ve ensefalomiyelitten beyin
apselerine kadar genis bir klinik dagilim gosterir. Hizli ilerleme potansiyeli, kalici
norolojik hasar olasilig1 ve 6liime yol acabilmesi nedeniyle ¢ogu infeksiyonda acil tan1 ve
tedavi yaklagimi gerekmektedir.

Aseptik menenjit, inflamatuvar bir beyin =zar1 hastalifi olup, bir¢ok etkenle
geligebilmektedir. Aseptik menenjitin en sik saptanan etkeni viruslardir ve %80-95’inden
enteroviriislar (EV) sorumludur. Viral ensefalitlerin yaklasik %10-20’si de enteroviriis
kaynaklidir.

Enterovirlis infeksiyonlarini saptamada hiicre kiiltiirli, serolojik testler ve niikleik asit
amplifikasyon testleri (NAT) kullanilmaktadir. Enteroviriis infeksiyonu tanisinda hiicre
kiiltiirii standart yontemdir ancak NAT tanida daha yaygin olarak kullanilmaktadir.
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi (ADUTF) Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarinda santral sinir sistemi infeksiyonu etkeni viruslarin
saptanmasinda miiltipleks Real-Time PCR yontemi kullanilmaktadir. ilgili 6rneklerin
laboratuarimizda rutinde Real-Time PCR yontemi yanisira hiicre kiiltiirii yontemi ile de
calisilmasinin enteroviriis yakalama oranini arttirabilecegi ve olasi yanlis pozitif ve yanlig
negatif sonucglarin yorumlanmasina katki saglayabilecegi diigiiniilmektedir.

Bu calismaya, ADUTF hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarlarina viral SSS
enfeksiyonu siiphesi olan hastalardan, Real-Time PCR testi istemiyle, 01.11.2018 ile
01.11.2019 tarihleri arasinda, klinik agisindan viral SSS infeksiyonu siiphesi olan
hastalardan, niikleik asit testi ile viral menenjit paneli ¢alisilmasi i¢in gonderilen, 20 adet
BOS 06rnegi ¢calismaya dahil edilmistir. Ayrica Enteroviriis liremesi olan hiicre kiiltiir hatt
siipernatantindan 20 adet, 2 katli, seri diliisyon hazirlanmistir. Farkli miktarlarda
enteroviriis iceren dillisyonlarin herbiri iki alikota ayrilmigtir ve hem hiicre kiiltiirii
yontemiyle hem de Real-Time PCR yontemiyle, es zamanli ¢alisitlmistir. Hiicre kiiltiirii

calismasi, "shell vial" yontemi ile Vero (African green monkey kidney-fibroblastbenzeri
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hiicre; Refik Saydam Hifzissihha, Ankara), HEp-2 (Human laringeal carsinoma-epitelyal
hiicre; Japonya Hiicre Bankasi) ve RD (Human rabdomyosarkoma-kas hiicresi;DSMZ,
Almanya) hiicre hatlar1 kullanilarak yapilmstir.

Bu ¢alismada menenjit slipheli hastalara ait 20 adet BOS 6rnegi arasindan, alt1 6rnekte
(%30) real-time PZR ile EV RNA saptanmistir ve bir drnekte (%5) hiicre kiiltiirii ile
enterovirlis liremesi saptanmistir. Hiicre kiiltiirii yonteminde dogru sonug i¢in drnekte
bulunan viriisiin canli olmas1 gerekmektedir. Bu calismada yontemler arasi saptama
orani farkliliginin hiicre kiiltiirii calismasinin saklanmis 6rneklerde yapilmasi ve saklama
sirasinda da viriisiin canliligim kaybetmesine bagl olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ornek
miktarinin az olmasi nedeniyle test tekrarina gidilememistir.

Hiicre kiiltiirinde EV iireyen BOS oOrnegininin siipernatantindan MEM sivisinda
hazirlanan 2 kath diliisyon 6rneklerinde (20 adet diliisyon 1/2 - 1/4 - 1/8...) 1ise 20
dilisyon Orneginin 17(%85)’sinde, hiicre kiiltiirinde EV {iremesi saptanmistir ve
15(%75)’inde ise real-time PZR testi ile EV RNA saptanmistir. Bu ¢alismada hiicre
kiiltiirtinde lireme olan vialin silipernatantindan diliisyonla hazirlanan, EV iceren 6rnekler
islemlendiginde hiicre kiiltiirinde NAT’a gore daha yiliksek oranda (%85/%75) EV
pozitiflgi sapanmistir.  Diliisyonlu 6rneklerin, bekletilmeden ekilmesi nedeniyle virtis
canliligini yitirmeden viallere inokiile edilebilmistir. Bu durum hiicre kiiltiirii yonteminde
Ornegin transferi ve saklama kosullarinin  etken izolasyon oranini biiylik oranda
etkiledigini gostermistir.

Rutin tamida kullanilan NAT’larin validasyon kriterleri ve saptayabildikleri EV tipleri
yoniinden 6zenle se¢ilmesinin 6nemi vurgulanmalidir. Hiicre kiiltliri yontemi zaman
alic1 ve fazla miktarda 6rnek inokiilasyonu gerektirmesi gibi nedenlerle rutin uygulama
acisindan pratik degildir ancak rutin tani laboratuvarlarinda NAT negatif ¢ikan BOS
orneklerinde, shell vial yontemiyle hiicre kiiltiirii yapilarak taninin desteklenmesinin, tani

duyarhiligini arttirmada 6nemli oldugu diistiniilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Enteroviriis, Hiicre kiiltiirii, Real-Time PCR



ABSTRACT

COMPARISON OF CELL CULTURAL METHOD AND RT-PCR METHODS IN
DETERMINATION OF ENTEROVIRUSES THAT CAUSE ACTIVE INFECTION

Ozcolpan G. Aydin Adnan Menderes University Institute of Medical Sciences
Department of Virology Master Thesis, Aydin, 2019.

Central nervous system (CNS) infections includes many clinical forms ; meningitis,
encephalitis and encephalomyelitis to brain abscesses. Most of the enteroviral infections
require immediate diagnosis and treatment because of the potential for rapid progression, the
possibility of permanent neurological damage and death.

Aseptic meningitis is an inflammatory brain disease and can be caused by many factors.
Viruses are the most common causative agent of aseptic meningitis and enteroviruses (EV)
are responsible for 80-95%. Approximately 10-20% of viral encephalitis is caused by
enterovirus.

Cell culture, serological tests and nucleic acid amplification tests (NAT) are used to detect
enterovirus infections. Cell culture is the standard method for the diagnosis of enterovirus
infection, but NAT is more widely used in the diagnosis.

Adnan Menderes University Medical Faculty (ADUTF) Hospital Department of Medical
Microbiology Laboratory uses Real-Time PCR method for detection of central nervous
system infections. It is considered that studying the related samples with routine cell culture
method as well as Real-Time PCR method in our laboratory may increase the rate of
enterovirus capture and contribute to the interpretation of possible false positive and false
negative results

20 CSF samples; from the patients suspected of viral CNS infection sent to investigate the
viral meningitis panel by the Real-Time PCR test in ADUTF Hospital Medical Microbiology
Laboratories between 01.11.2018 and 01.11.2019; were included in the study.

In addition, supernatant obtained from enterovirus positive cell cultures, 2 folds serially
diluted with sterile SF. 20 dilution samples, each dilution containing different amounts of
enterovirus, were prepared. Each dilution specimen was divided into two aliquots and
studied by both cell culture method and real-time PCR method at the same time. All samples
were cultured using "shell vial" method using Vero, HEp-2 and RD cell lines.

In this study, a higher rate of enterovirus positivity was detected in CSF specimens (20 CSF

specimen) with NAT compared with cell culture (%30/%5 respectively). This difference

xi



between the methods was thought to be due to the loss of viability of the virus during
storage. Due to the small sample amount, the test could not be repeated. Cell culture
enterovirus positivity rate is higher than NAT (%85/75 respectively) in the dilution samples
prepared from the enterovirus positive cell culture. These dilution samples were not stored
and were tested quickly. This showed that transfer and storage of factors greatly affect the
isolation rate of the cell culture method.

It should be emphasized that NATSs used in routine diagnosis should be carefully selected in
terms of validation criteria and EV types they can detect. Cell culture method; is time
consuming and it requires excess sample inoculation; is not practical for routine applications
because. In routine laboratory diagnosis especially for NAT-negative CSF samples,
supporting the diagnosis performed in cell culture with the shell vial method together with

NAT is thought to be important in increasing diagnostic sensitivity.

Key words: Enterovirus, Cell culture, Real-Time PCR

xii



1. GIRIS

Santral sinir sistemi (SSS) Enfeksiyonlari; menenjit, ensefalit ve ensefalomiyelit ve
beyin apselerini de iceren klinik gidisler gostermektedir. SSS enfeksiyonlari, hizli ilerleme
gostererek kalict norolojik hasar ve oOliimlere yol agabildiginden tani ve tedavileri en kisa
zamanda yapilmalidir (Topgu , 2008; Smalling, 2002).

Aseptik menenjit, beyin zarinin yangisal bir hastaligidir. Aseptik menenjitlerde en sik
saptanan etken %80-95 oraninda enteroviriislerdir (EV). Akut ensefalit beyin parankimi
inflamasyonudur ve etken %10-20 oraninda enteroviriislerdir (Arisoy, 2008; Romero ve
Rotbart, 2003; Romero ve Newland, 2006). Enteroviriislerin etken oldugu SSS
enfeksiyonlarinin ayirici tanisinda, diger viral ve bakteriyel etkenler de arastirilmalidir.

SSS enfeksiyonlarinin ayirici tanisinda enteroviral enfeksiyonlari dislamak i¢in hizli ve
Ozgil tan1 yontemlerinin kullanilmasi gerekmektedir. (Smalling, Sefers, 2002; Chadwick,
2006; Guney, 2003).

Hiicre kiiltiirii, enteroviriis enfeksiyonu tanisinda standart yontemdir. Hiicre kiiltiirii ile
tan1 koyulabilmesi i¢cin 6rnekte yiiksek miktarda canli virlis olmasi gereklidir. Hiicre kiiltiirii
yontemiyle bazi enteroviriis serotipleri saptanamamaktadir.

Enteroviriislerin farkli serotipleri arasinda ortak antijenik yapr bulunmadigindan
immiinglobulin diizeyleri degiskenlik gosterebilmektedir, bu nedenle SSS enfeksiyonu
tanisinda antikor testleri yetersiz kalmaktadir.

Klinik 6rneklerden enteroviriis RNA arastirilmasi ile (polimeraz zincir reaksiyonu)
enteroviral menenyjit tanis1 hizli bir sekilde koyulabilmektedir. Enteroviral menenjitlerin hizli
tanisi, gereksiz antibiyotik veya antiviral kullanimini ve invaziv tani testlerin yapilmasini
onlemede, hastanede yatis siiresini kisaltmada, kalic1 sekel ve o6liim oranlarini azaltmada

yararlidir (Smalling ve Sefers, 2002; Romero ve Rotbart, 2003; Sawyer, 2002).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Santral Sinir Sisteminin Viral Enfeksiyonlari

SSS’de bakteri, virlis, mantar ve parazit gibi etkenler enfeksiyona yol agabilirler.
Enfeksiyonun yeri ve etkenin virulansi SSS enfeksiyonlariin klinik gidisini etkilemektedir:
akut veya kronik enfeksiyonlar. SSS enfeksiyonlarinda 6lim ve kalict sekel oranlari
yiiksektir ve acil miidahale gerekir (Tunkell, 2005).

SSS enfeksiyonlarmin 6zgiil belirtileri; enfeksiyonun yayilim patogenezine, etiyolojik
mikroorganizmanin viriilansina ve SSS’de etkilenen bolgeye gore degisir. SSS enfeksiyonu
olan hastalarda c¢ogunlukla biling degisikligi, bas agrisi, ates gibi 6zgiil olmayan semptom
ve bulgular bulunur (Tunkell, 2005).

Akut menenjit genellikle ates, ense sertligi, basagris1 ve biling degisikligi ile
karakterizedir . Viriisler ve bakteriler, akut menenjitin etiyolojisindeki en yaygin etkenlerdir
(Tunkell, 2005).

BOS’ta lenfosit hakimiyeti saptanan, kiiltiirde lireme saptanmayan, Gram boyamada
etken gosterilemeyen klinik durumlar aseptik menenjit olarak tanimlanir (Tunkell ve Scheld,
2005; Rotbart, 2000). Aseptik menenjitin %80-95 oraninda en sik saptanan etkeni
enteroviriislerdir. immiin suprese bireylerde ve ¢ocuklarda enteroviral menenjit daha sik
saptanir. Artan yagsla birlikte enteroviral menenjit goriilme orani azalmaktadir. Eriskinlerde
de en yaygin aseptik menenjit etkeni enterovirlislerdir. Sicak iklimlerde yaz/sonbahar
donemlerinde daha ¢ok goriilmektedir, bununla beraber tropikal ve yar1 tropikal bolgelerde
y1l boyunca yiiksek insidanslarda goriilmektedir.

Akut ensefalit tablosunda, biling degisikligi, ates ve bas agrist gibi akut menenjit
benzeri semptom ve bulgular gortiilebilmektedir. Ayrica dikkat azalmasi, koma, hareket ve
konusma bozukluklar1 ve fokal veya hemiparezi gibi diffiiz noérolojik bozukluklar da
goriilebilmektedir ~ (Tunkell, 2005). Ensefalit olgularinin  ¢ogunun etiyolojisi
saptanamamaktadir ancak enteroviriisler viral ensefalitlerin en yaygin nedenidir. Yaz sonu,
sonbahar aylarinda siklikla goriiliir. Viral ensefalitlerde klinik 6zellikler birbirine benzer.
Etkenin saptanmasinda enfeksiyonun yil i¢inde goriildiigli donem ipucu olabilir (Griffin,

2005). immiinkompetan bir kiside aymi enteroviral serotipin, tekrar enfeksiyona neden



olmadig1 bildirilmektedir (Tunkell ve Scheld, 2005; Rotbart, 2000). Viral ensefalit ve viral
menenjitlerde; BOS biyokimyasal ve sitolojik bulgular1 benzemektedir.

Myelit, spinal kordun enfeksiyonudur, ensefalitle birlikte goriilebilir ve bu birliktelige
ensefalomyelit denilmektedir. Enteroviriislerin etken oldugu poliomyelit; 6n boynuz
hiicrelerini tutan asimetrik flask paralizidir. Diger SSS Enfeksiyonlarinda (subdural
ampiyem, beyin absesi, epidural abse, siipiiratif intrakraniyal tromboflebit, norit gibi),
siklikla etken bakteri veya funguslardir (Griffin, 2005).

Viral Enfeksiyonda BOS l16kosit sayis1 genellikle 100-1000/mm3 arasindadir.
Enfeksiyonun erken donemlerinde nétrofil hakimiyeti varken ilerleyen donemlerde lenfosit
hakimiyeti vardir. Viral menenjitlerde genellikle BOS proteininde ilimli artis ve glukoz
konsantrasyonunda 1limli azalma saptanir. BOS glukozu 6l¢iimii ve serum glukozu 6lglimil
es zamanl yapilarak, karsilastirilmalidir. BOS/serum glukoz oraninin 0.5’den daha diisiik
olmasi anormal olarak degerlendirilmelidir. Ozgiil mikrobiyolojik tani testleri arasinda; viral
niikleik asitlerin saptanmasi, hiicre kiiltiirli, antikor ve antijen tayini bulunmaktadir.
Bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans gibi c¢esitli gorlintileme yontemlerinden de

faydalanilmaktadir (Tunkell, 2005; Tunkell ve Scheld, 2005; Sayiner, 2005).

2.2. Enteroviriisler

2.2.1. Tarihge

Enterovirlis ailesi tiyelerinden polioviriislerin etken oldugu poliomyelitin eski
caglardan beri goriildiigii disiiniilmektedir. Poliomyelit, 1800’1l yillarda, ates ve paralizi
bulgular1 saptanan bir olguda, ilk kez klinik olarak tanimlanmistir. Heine (1840) ve
Medin’in (1891) yaptig1 ¢aligmalar nedeniyle, paralitik poliomyelit, Heine-Medin hastaligi
olarak isimlendirilmistir. Wickman, 1900'lii y1llarin basinda, poliomyelitin bulas yollarini ve
enfeksiyonun patogenezini tanimlamistir. Bodian, notralizasyon testleri 1le1949°da
Poliovirusun ii¢ serotipe sahip oldugunu gostermistir. Poliovirusun noral doku disinda, insan
embriyonik doku kiiltiirlerinde tiretilebilecegi Enders ve arkadaslar: tarafindan gosterilmistir.
1955’de, Bodian, viriisiin oral yol ile viicuda girdigini ve vireminin ardindan SSS
enfeksiyonunun gelistigini belirtmistir. Tiim bu arastirmalar as1 ¢alismalar i¢in dayanak

olusturmustur. Salk, 1955 yilinda inaktif polio asisini; Sabin ise 1961-1962 yillar1 arasinda



canli atteniie asiy1 lireterek ABD’de lisans almistir (Pallansch ve Roos, 2007; Zeichhardt ve
Grunert, 2000; Jubelt, 2014).

1948 yilinda, New York’taki poliomyelit epidemisinde paralizili ¢ocuklarin
diskisindan ilk kez Coxsackievirus A izole edilmistir. Coxsackievirus B ise, ilk kez 1949°da
aseptik menenjitli bir olguda izole edilmistir. 1951 yilinda ilk defa asemptomatik bireylerin
diskilarindan echoviruslar izole edilmistir. Ilk zamanlarda echoviriislerin insanda hastalik
yapmadiklar1 diisiiniildiigiinden “orphan” (dksiiz) viriis olarak tammmlanmustir. lerleyen
zamanlarda echoviriislerin insanda hastalik etkeni oldugu gosterilmistir ve enterik sitopatik
etki gosterdiklerinden bu virilislere  “echo” (Enteric Cytopathic Human Orphan) adi
verilmistir (Pallansch ve Roos, 2007; Karahasan, 2008).

2.2.2. Smmiflandirma

Enterovirtisler Picornaviridae ailesi i¢inde yer alirlar ve 180 civarinda serotipleri
bulunmaktadir. Picornaviridae ailesi toplam 47 cinsten olusmaktadir. Enteroviriis cinsi
icinde 15 tiir bulunur (Viriis Taksonomi komitesi, 2018). Onceden enteroviriis cinsinin
iiyesi olan enteroviriis 72’nin adi, hepatitovirus A olarak degistirilip yeni bir cins olan
hepatovirus i¢ine alinmistir.

Enteroviriislerin  geleneksel taksonomik gruplamasi, hayvanlarda olusturduklar
hastaliklar ve hiicre kiiltiirlerinde her serotipin olusturdugu replikasyon paterni temel
almarak yapilir. Polioviruslar, insan ve maymun kaynakli hiicrelerde ¢ok iyi tiremektedir.
Coxsackievirus A, siit emen farelerde iireyebilirken insan dokularindan veya maymundan
elde edilmis hiicre kiiltiirlerinde kolayca iiremez. Coxsackievirus B, hem siit emen farelerde
hemde insan ve maymun kaynakli hiicre kiiltiiriinde kolayca iirer. Echovirus, insan kaynakli
hiicrelerde degisken, maymun kaynakli hiicre kiiltiirlerinde ise ¢ok iyi tiremektedir. Yeni
hiicre dizilerinin ve yeni kokenlerin tanimlanmasi enteroviriislerin iireme Ozelliklerinin
cakismasina neden oldugundan yeni serotipler numaralandirilmistir (EV68 - EV71) (Romero
ve Rotbart, 2003). Modern molekiiler virolojinin gelisimiyle enteroviriislerin siniflamasi
yeniden degerlendirilmistir. Major kapsit proteini olan VP1’i kodlayan genin dizi analizi ile
yapilan filogenetik analizler enteroviriis siniflamasinda yararli olmustur. Uluslararast Viriis
Taksonomi Komitesi’nin 2018 yil1 raporunda enteroviriisler; Enteroviriis A, B, C, D, E, F, G,

H, I, J, K, L ve Rhinoviriis A, B, C olmak {izere 15 tiir icinde simiflandirilmistir.



2.2.3. Genel Ozellikleri

2.2.3.1. Yapisi

Enteroviriisler, tek sarmalli pozitif polariteli RNA genomuna sahip zarfsiz, yaklagik
30nm boyutunda kiiciik kiiresel yapida viriislerdir. Enteroviriis kapsiti 60 protomerden
olusmaktadir ve ikozahedral simetrilidir.

Kapsid, dort viral proteinden (VP) olusur. VP’ler SDS poliakrilamid jelde
hareketlilikleri esas alindiginda, molekiil agirliklarin azalan siralamasina goére VPI (1D), VP2
(1B), VP3 (1C) ve VP4 (1A) olarak adlandirilir. Parantez i¢indeki VP siralamasi genomdaki
konumlari esas alinarak hazirlanmig standart bir isimlendirmedir. Picornaviriisler tipik olarak
VPO (1AB) adinda besinci bir protein igeririler. VPO kesilerek VP2 (1B) ve VP4 (1A)’y1
olusturur. Dort ana viryon proteini, protomerler olarak adlandirilan 60 kapsid alt biriminden
olusur. Her bir protomer dort viriis yapisal proteininden; VP1 (34 kDa), VP2 (30kDa), VP3
(27 kDa) ve VP4’den (7.5 kDa) olusur. Bu proteinlerden VP1, VP2, VP3 kapsit yiizeyinde
bulunurken ; VP4, RNA ile yakin iliski i¢inde olup miristoille baglanarak kapsitin i¢
yiizeyinde yer alir (Rueckert RR, 1984; Baggen J, 2018). VP1,VP2 ve VP3 kapsit proteinleri
sekiz sarmalli ‘beta-barrel’ (fi¢1) kor yapisina sahiptir. VP1’de noétralizasyon bolgeleri
kiimelenmistir. Virionun dis ylizeyinde bulunan kapsit proteinlerinin C terminal (karboksi
ucu) bolgeleri ve birlestirici ilmikleri ile viral serotip belirlenir. Bu bdlgeler viriisiin temel
ndtralizan antijenik bolgelerini igerir. Bu bolgelerdeki mutasyonlar viral kapsite yonelik
monoklonal antikorlar ile nétralizasyona direng saglar (Romero ve Rotbart, 2003; Zeichhardt

ve Grunert, 2000; Racaniello, 2007).

Sekil 1. Picornavirus Sematik Yapist (Rossmann ve Arnold, 1985)



Kapsidin bir kism1 ¢ok degisken bolgelere sahiptir; bu durum enteroviriislerin yiliksek
antijenik cesitliligini agiklar. Cogu enteroviriis, her bes katli simetri eksenini g¢evreleyen
derin, dairesel bir ylizey ¢okiintiisii veya kanyona sahiptir. Bu c¢ukur bolgeler genellikle
reseptOr baglanma bolgesi olarak gorev yapar (Rossmann, 2002).

Picornaviridae ailesinin insanda hastalik yapan {iyelerinin bircogunun, yapisi
cozlimlenmis ve enteroviriisler ile rhinoviruslarin korunmus yapisal motifleri paylastig
gosterilmistir. Kapsit ylizeyinde her pentamerik birimin besli ekseninde korunmus ¢ikintiy1
dar ve derin bir yarik veya kanyon ¢evreler. Viriisiin bu bdlgeleri, duyarli konak hiicrenin
enteroviriis i¢in 6zgiil olan reseptorlerine baglanir. Kapsitte hemen her bir protomerin
kanyon pargas1 altinda, VP1’in ‘beta-barrel’ yapisi ile hidrofobik cep yap: bicimlenir.
Hidrofobik cepte bulunan lipitler, reseptor bagimli yapisal degisikliklerde ve kapsitten
RNA’nin ¢ikmasinda kritik rol oynar. Bazi antipicornaviral maddelerin hidrofobik cepteki
lipiti ¢ikarip, buraya sikica baglanarak ve infektiviteyi engelledigi bildirilmistir (Romero ve

Rotbart, 2003; Zeichhardt ve Racaniello, 2007).
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Sekil 2. Picornavirus Yapisal Proteinleri (Yuan, 2018)
2.2.3.2. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Tiim enteroviriisler ¢esitli proteolitik enzimlere ve diisik pH’ya (pH:3) direncli

olmalar1 nedeniyle mide ve duedonumdan gegebilir. Buna karsin rinoviris tiirlerinin pH'1 5-

6'nin altinda dayaniksizdir. Bazen enteroviriislerde kiigiik bir oranda (popiilasyonun



yaklasik% 1'1) agir partikiiller (yogunluk: 1.43 g cm-3) gozlenebilir. Bos kapsidler, virlis

preparatlarinda siklikla gézlenir (International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV).

Enterovirlisler zarfsiz olmalar1 nedeniyle lipid ¢oziicli deterjanlara, eter,
deoksikolat, kloroforma direnclidir. Ayrica %70 alkol, %35 lizol ve % 1kuarterner amonyum
bilesikleri ile inaktivasyona direncglidir (Zeichhardt ve Grunert, 2000). Enteroviriisler
formaldehit (%0.3), klor (0.3-0.5 ppm), diger halojenler (brom veya iyot 0.5 ppm 10
dakika), kuruluk, sicaklik (magnezyum klorid yoklugunda 1 saat 50°C’de), pastérizasyon ve
ultraviyole 1smn1 ile inaktive olurlar. Titrede azalma olmakla birlikte 4°C’de genellikle
haftalarca, -20°C’de aylarca, -70°C’de saklandiginda yillarca stabil kalabilirler (Romero ve
Rotbart, 2003; Pallansch ve Roos, 2007; Zeichhardt ve Grunert, 2000).

Picornaviriislerin konake1 araligt ve doku tropizmi oldukca ¢esitlidir ancak gen
ekspresyonunun stratejisi ve virus yapilar1 benzerdir. Picornaviriisler , 22-30 nm ¢apinda,
kiiresel yapida, zarfsiz viriislerdir. Virion bir protein kilif/ kapsid ile ¢evrili RNA igerir. X-
ray kristalografik ¢oziiniirligiine bakildiginda viryonlarin ikosahedral simetriye sahip oldugu
anlasilmistir. Protein kapsid 60 alt iiniteden (protomer) olusur. EV genomu, tek zincirli
yaklagik 7400 niikleotitten (nt) olugsan bir RNA molekiiliidiir. Genomun gercek boyutu farkly
poliovirlis ve coxsackieviriisler incelendiginde 7389 ile 7441 nt arasinda degismektedir.
Genomik RNA’nin molekiiler agirligi 2.58 106 Da’dur. Tiim picornaviruslarin genomunda
5’ ucuna kovalent olarak baglanmis kiigiik bir bazik protein (VPg) bulunur. Genomun
3’ucunda ise degisken uzunlukta poliadenilatlanmis kuyruk (poli A kuyrugu) bulunur.
Virion agirhiginin % 30’unu RNA, ve % 70'ini protein kilif olusturur. RNA hibridizasyon
caligmalar1 ve dizi analizi ¢aligmalarina gore enterovirus turlaeri arasinda ortalama % 50
0zdeslik saptanmistir (Jubelt, 2014).

Kapsid, dort viral proteinden (VP) olusur, VP’ler SDS poliakrilamid jelde
hareketlilikleri esas alindiginda, molekiil agirliklarin azalan siralamasina gore VP1 (1D), VP2
(1B), VP3 (1C) ve VP4 (1A) olarak adlandirilir.. Parantez i¢indeki VP siralamas1 genomdaki
konumlar1 esas alinarak hazirlanmis standart bir isimlendirmedir (Rueckert ve Wimmer,
1984). Picornaviriisler tipik olarak VPO (1AB) adinda besinci bir protein igeririler. VPO
kesilerek VP2 (1B) ve VP4 (1A)’y1 olusturur. DG&rt ana viryon proteini, protomerler olarak
adlandirilan 60 kapsid alt biriminden olusur (Rueckert, 1976). Her protomerin bdliimleri
VP1, 2 ve 3, viryon yiizeyindedirler. VP4 ise (1A), RNA ile yakin iligki i¢inde olup viriyon

yiizeyinin altina gomilidiir.
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2.2.3.3. Genomik Yapisi

Enteroviriis genomu 7,100-7,450 nt’den (5'-NTR* nontranslated region”;: 610-822 nt;
ORF: 6,417-6,645 nt; 3'-NTR: 37-99 nt) olusur. Genom, tip I IRES igerir ve poli (C) kanal
icermez. 2C (EV-A viriisleri, EV-B, EV-C ve EV-D viriisleri), 2A (RV-A virtsleri), 1D
(RV-B virtisleri), 1B (EV-C viriisleri) viriisleri; CRE (cis-acting replication element) igerir.
Enterovirlisler ve rinoviriisler arasindaki nt dizilerinde ortalama % 50 oraninda benzerlik
vardir. Insan rinoviriislerinin 5'-NTR'si, IRES ve ceviri baslangi¢ bolgesi arasinda yaklasik
100 nt'lik bir eksiklik nedeniyle enteroviriislerden yaklasik 650 nt daha kisadir (International

Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV).

Enteroviriis RNA genomu viral protein translasyonu ve RNA replikasyonun her ikisi
icin kalip gorevini yerine getirir. Yaklasik 740 niikleotit uzunlugunda kodlama yapmayan ve
korunmus bolgenin (5° NTR) hemen devaminda tek bir protein kodlayan bdlge olan agik
okuma cergevesi (“Openreading frame”; ORF) yer alir. ORF, 5 ucunda yaklasik 740.
niikleotitten baslayip yaklasik 7370. niikleotitte bitmektedir. ORF, P1, P2 ve P3 olmak iizere
iic bolgeye ayrilir. P1 bolgesi, dort yapisal viral kapsit proteinini kodlar (VP1- VP4). Bu
bolgeler 5° ucundan 3’ ucuna sirasityla VP4 (1A), VP2 (1B), VP3 (1C), VP1 (1D) olarak
yerlesmistir. P2 ve P3 bolgeleri ise yapisal olmayan viral yasam dongiisii i¢in gerekli olan
yedi proteini kodlar. Bu bolgeler 5’ ucundan 3’ ucuna sirasiyla 2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C ve
3D olarak yerlesmistir. ORF translasyonu ile olusan tek bir poliprotein viriisiin sentezledigi
proteazlar tarafindan 11 proteine parcalanir. ORF devaminda, yaklasik 70-100 bazlik
kodlama yapmayan bdlge (3° NTR) ve terminal poliadenilat kuyrugu bulunur. Poliadenilat
kuyrugu olmayan viral RNA infeksiy6z degildir (Romero ve Rotbart, 2003; Racaniello,
2007).

Enterovirilis yasam dongiisii icin 5 NTR ve 3’ NTR bdélgeleri 6nemli rol oynarlar. 5°
NTR’nin 5’ u¢ bolgesi viral RNA replikasyonu i¢in zorunludur. Bu bdlge genom
replikasyonunu ve translasyonunu kontrol eder. Viral RNA, replikasyon i¢in gereken tiim
viral proteinleri hiicre i¢ine girdiginde sentezleyebildigi i¢in infeksiydzdiir. 5° ucuna
kovalant olarak baglanmis olan VPg (viral protein iliskili genom) bolgesi, viral RNA
sentezini baglatir. 5> NTR’deki i¢ ribozom giris bolgesi (“internalribosome entry site”;
IRES), enterovirlis genomunun translasyonunu diizenler. IRES, 5 NTR’de 743. pozisyonda
AUG translasyon kodonun basinda yonca yapragina benzer ikincil yapidir. Enteroviriislerin

5> NTR bolgesi, 6zgiil hiicre tipi, konak dagilimi ve fenotipik virulans belirleyicisidir. Bu
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cok oOnemli fonksiyonlarin kontrol edildigi 5° NTR bolgesinin niikleotit dizileri
enterovirlisler arasinda tam veya tama yakin korunmustur. Bu nedenle 5° NTR bolgesi,
enteroviriis saptanmasinda kullanilan RT-PZR yontemlerinde primer ve problarin
tasarlanmasinda kullanilir. Ayn1 zamanda 3° NTR bolgesinin de viral replikasyonda rol
oynadig1 gosterilmistir. Bu bdlgede yalanci diigiim (pseudoknot) denilen ikincil bir yapi
bulundurur ve RNA sentezinin kontroliinde yer alir. Picornaviruslar arasinda korunmus olan
bu bolge (pseudoknot), 3D gen bolgesi ile birlikte kopyalamanin 6zgiilliigiinde 6nemli rol
oynamaktadir. “pseudoknot” yapisindaki mutasyonlar RNA sentezinin bozulmasina neden

olur (Romero ve Rotbart, 2003;Zeichhardt ve Grunert, 2000; Racaniello, 2007).
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Sekil 3. Picornavirus Genomu Semasi Enterovirus (Jubelt, 2014)

2.2.3.4. Replikasyon

Picornavirus replikasyonu, reseptore baglanma, konak¢1 hiicre i¢ine giris, translasyon,
transkripsiyon/genom replikasyonu, virlisiin olugmasi ve hiicreden ¢ikis basamaklarindan
olusur. Picornaviruslarin replikasyonu hiicre sitoplazmasinda gergeklesir.

Viriis hiicre reseptorlerine baglanmasinin ardindan hiicre igine girer. Picornaviruslarin
hiicre i¢ine girisi ile ilgili li¢ farkli teorik model vardir. 1) Viriisiin hiicre reseptoriine
baglanmas1 sonucunda reseptor aracili yapisal degisimler meydana gelir ve virlis partikiili
degisime ugrar; normalde kapsitin i¢ tarafinda yer alan VP1’in N ucu, kapsitin i¢inden dis

ylizeye dogru hareket eder, VP4’ler kapsitten ayrilir. Viral RNA plazma membranindan



hiicre i¢ine salinir. 2) Viriis partikiilii reseptor aracili endositozis ile endozom ig¢inde hiicreye
alinir. pH bagiml asidifikasyon yolu ile kapsitten viral RNA ¢ikip endozom porlarindan
hiicre igine salinir. 3) Poliovirus reseptorii (PVR) hidrofobik cebin iist kismindan kapsit
kanyonuna baglanir. Viral RNA hidrofobik cepten ¢ikar. Daha sonra VP1 proteininin N ucu
(amino ucu), tarafindan hiicre zarinda por acilarak viral RNA’nin hiicre igine gegisi
gerceklesir (Racaniello, 2007).

Viral RNA’nin sitoplazma i¢ine girmesiyle genom replikasyonu i¢in gerekli olan viral
proteinler ve viriyonun yapisal proteinlerinin sentezi ve pozitif sarmal RNA olusmaya baslar.
Viral genom sitoplazmaya girdiginde VPg, bir hiicre enzimi ile 5’ ucundan ¢ikarilir ve IRES
ile 40S ribozomal altbirime baglanmasiyla protein sentezi baglar. Olusan poliprotein viral
proteinazlar tarafindan P1, P2 ve P3 proteinlerine kesilir. Kapsit proteinlerinin onciilii olan
P1 proteini parcalanip; VPO (VP4 ve VP2 6nciilii), VP3 ve VP1 olusur. P2 ve P3 proteinleri
de farkl islevdeki protein parcaciklarina parcalanir (Racaniello, 2007; Carter ve Saunders,
2007; Stanway, 2000) .

Genom replikasyonu sirasinda oncelikle, endoplazmik retikulumdan olugmus kiigiik
membran vezikiillerinde viral RNA polimeraz ile pozitif sarmalli RNA’dan negatif sarmalli
RNA olusur. Bu negatif sarmallit RNA’lardan yeni pozitif sarmalli RNA’lar olusur. VPg
proteini negatif ve pozitif sarmalli RNA sentezi i¢in primer gorevi istlenir. Pozitif sarmalli
RNA’larin bir kismu translasyona girip viral proteinleri sentezler. Kapsit proteinleri,
yeterince ¢ogaldigr andan itibaren, pozitif sarmal RNA’lar kapsitlenmeye (kapsitle
paketlenmeye) baslar. Yeni sentezlenen viriis partikiilleri yaklasik 105 virion oldugunda

hiicrenin lizisi ile serbest kalir (Racaniello, 2007; Carter ve Saunders, 2007) .
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Sekil 4. Enteroviriislerde Replikasyon (Linden, 2015)

2.2.3.5. Patogenez

Enteroviriislerin ortalama inkiibasyon siiresi 7-14 giindiir. Poliovirusun patogenezi
enteroviriisler i¢in bir 6rnek teskil edebilir. Poliovirilisler motor néronlara tropizm gdsterirler
ayrica CDI155 reseptorii olan hiicreleri de enfekte edebilirler. Poliovirus bagirsak epitel
hiicrelerini, medulla spinalisin 6n boynuz hiicrelerini, arka kok ganglionlarini, motor
noronlari, iskelet kas hiicrelerini enfekte edebilen, bir virlistiir. NPEV’ler icin bagirsaklar
disinda SSS’de, meninkslerde, ¢izgili kaslarda, gbézde, kalpte, pankreasta, solunum
yollarinda ve deride reseptdrler bulunur. Bu nedenle farkli hedef organlar1 etkileyip
hastaliklar olusturabilirler. Enteroviriislerin ¢ogu sitoliz yapar, hizla replike olur ve hedef
hiicrede hasar olustururlar (Pallansch ve Roos, 2007; Zeichhardt ve Grunert, 2000;
Karahasan, 2008).

Enteroviriisler mide asiditesine direnglidirler. Viriis replikasyonu i¢in ince bagirsaklar
icin uygun bir ortamdir. Enteroviriisler, derin servikal ve mezenterik dokularda ¢ogalirlar.
Solunum sekresyonlari ve digki ile viicuttan atilirlar. Enterovirlisler uzun siire digki ile
viicuttan disar atilabilir. Bu siire bireyin bagisiklik durumundan etkilenebilir ve alt1 haftadan

daha uzun olabilir. Viriis, ilk olarak ¢ogaldig1 Peyer plaklar1 ve tonsiller gibi mukozal lenfoid

11



dokularda genellikle 1-3 giin i¢inde saptanabilir. Sonrasinda mindr viremiyle dalak,
karaciger, kemik iligi, lenf nodlar1 gibi retikiiloendotelyal sistemin (RES) invazyonuna yol
acar. Viremik faz tiim enfeksiyonlarin %25’inde gergeklesir fakat viriis ylikii ¢cok diisiik ve
gecicidir. Santral sinir sistemi bu evrede infekte olabilir fakat santral sinir sistemi
enfeksiyonunun major viremiyle yani viriisin RES dokularinda ¢ogalmasi sonrasi ortaya
cikmasi daha olasidir. Bircok bireyde enfeksiyon major viremiden oOnce genellikle
asemptomatik olarak sonlanir. Poliovirusun SSS’ne girisi hakkinda uzun siiredir devam eden
tartismalar bulunmaktadir. Paralitik poliomyelitin viremiyi takiben ortaya ¢iktigi ve
notralizan antikorlarin poliomyelit gelisimini onledigi bilgisii SSS yayiliminda vireminin
Oonemini gostermektedir. CD155 transgenik farelerden (insan CD155 reseptdr geni tasiyan
fareler) elde edilen veriler, poliovirusun, kan beyin bariyerinden gecebildigini
gostermektedir. Viriisiin SSS'ne girisi i¢in viremi kritik goziikmesine ragmen epidemiyolojik
bulgular ve deneysel calismalarla poliovirusun, periferik veya kranial sinirlerden
muhtemelen retrograd aksonal yol ile SSS'me yayilabildigi de diisliniilir. SSS’de virlis
replikasyonu ile motor néron hasari ve bunu takip eden paralizi gelisir (Pallansch ve Roos,

2007; Karahasan, 2008).

2.2.3.6. Reseptorler

Cogu hayvan ve bakteri virlisleri, enfeksiyonu baslatmak i¢in spesifik hiicre ylizeyi
molekiilleri kullanir. Hiicre tipleri belirli reseptor molekiilleri tagir. Bu nedenle virusiin hiicre
tropizmini sinirlanir ayrica hiicre yiizey reseptorlerinin farkli tiirler arasinda degismesi,
viriisiin konak araligini sinirlar. Virtsler, proteinler, karbonhidratlar ve glikolipidler iceren

reseptorler olmak {izere ¢ok ¢esitli molekiilleri kullanacak sekilde gelismistir (Evans, 1998).

Rinoviriis ve enteroviriislerin ~ kapsidini olusturan pentamerik yapinin etrafini
cevreleyen biiyiik (~ 12 A derin ve ~ 15 A genisliginde) girinti veya “kanyon” yapilari
bulunur. Kanyonda bulunan reseptor yapisma bdolgesinin daha fazla korunmus amino asit
kalintis1 icerdigi, notralize edici antikorlarin daha biiyiik kesitleri olmasi nedeniyle kanyonun
icine niifuz edememesiyle konak¢i bagisiklik yanitindan korunmada onemli oldugu ileri

stiriilmiistiir (Rossman ve Arnold, 1985)

EV’lerin reseptorleri, immiinglobulin siiper ailesi veya integrinler gibi reseptor

ailelerinin iiyesidir. Insan hiicrelerinde, farkli enteroviriisler igin yedi farkli reseptdr
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tanimlanmistir. Bu reseptorler; poliovirus reseptér (PVR; CD155), ii¢ ayr1 integrin (a2p1,
avB3 ve avpo6), ayrilmayr kolaylastirici faktdr (“decay accelerating factor”; DAF; CDS55),
coxsackievirus adenovirus reseptor (CAR) ve interseliler adezyon molekiiliil’dir
(“intercellular adhesion moleculel”;ICAM-1). Bazi enteroviriisler birden fazla reseptor
kullanabilirler ve heniiz tanimlanmamis reseptorler de olabilir (Zeichhardt ve Grunert, 2000;
Palacios ve Oberste , 2005).

Rhinoviriislerin ¢ogu Tlicreler arasi adezyon molekiil-1 (ICAM-1 veya CD54)
reseptorlerine, coxsackievirus A21 (CAV21) ICAM-1 reseptoriine; coxsackievirus B3
(CVB3) coxsackievirus-adenoviriis reseptoriine (CAR) ve polioviriis (PV) topolioviriis
(PVR veya CDI155) reseptoriine baglanirlar. Bu reseptorlerin  timi, bir dizi
immiinogloubulin siiper aile biriminden (IgSF) olusan, benzer bir yapiya sahiptirler. Bu
reseptorler kanyon i¢ine uzanarak baglanan amino-terminal ucu ile hiicre plasma

membranina baglanan stoplazmik ucu igerirler (Rossmann ve Yongning, 2002).
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Sekil 5. Hiicre Yiizeyindeki Baz1 Enteroviriis Reseptor Yapilart (Rossmann ve Yongning,

2002)
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Tablo 1: Enteroviriislerin konak hiicre yiizeyindeki reseptorleri (Rossmann ve Yongning, 2002)

Major-grup HRV (90 serotip) ICAM-1

Minor-grup HRV (10 serotip) LDL-R

PV (3 serotip) PVR

CVB (6 serotip) CAR, DAF

CAV21 ICAM-1

CAVO avf3 integrin

ECHO (10+ serotip) DAF

ECHO (serotip 1 and 8) VLA-2 (021 integrin)

HAV HAVcer-1

FMDYV (7 serotypes) avB3 and avp6 integrin, heparan
stilfat

Theiler Sialik asid

2.2.3.7. immiin Cevap

Enterovirlis enfeksiyonlarinda sivisal ve salgisal antikorlar 6nemli rol oynamaktadir.
EV enfeksiyonlar1 konakgidan, esas olarak sivisal immiinite yolu ile temizlenir. Hiicresel
immiinite ise iyi tanimlanamamistir. Konjenital veya edinilmis immiin yetmezlik nedeni ile
antikor eksikligi olan kisiler EV Enfeksiyonlarina kars1 duyarhidirlar. Benzer sekilde sagliklt
yenidoganlar da antikor eksikliginden dolayi, EV enfeksiyonlarma kars1 duyarlidir
(Zeichhardt ve Grunert, 2000; Rotbart, 2002).

Tip ozgiil IgG, IgM, IgA antikorlar ile sivisal immiinite hedef organlara viriisiin kan
yoluyla yayilimini onler. Ilk olarak IgM ortaya cikar (7-10. giinler). Viriise 6zgiil 1gG ve
IgA, IgM’den birkag giin sonra goriiliir. IgM’ler yaklasik 60 giin i¢inde kaybolur. IgG’ler ise
yasam boyu tipe 0zgiil bagisiklik saglar. Yasamin ilk donemlerinde, enteroviriis immiin
anneden dogan bebegi, transplasental yolla gecen virlis 6zgil IgG antikorlar1 korur

(Zeichhardt ve Grunert, 2000; Karahasan, 2008).
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2.2.4. Epidemiyoloji

2.2.4.1. Bulasma Yollar

Insan enteroviriisleri ¢evresel kaynaklardan izole edilebilmektedirler ancak insanlar
bilinen tek rezervuaridir (Pallansch, Roos, 2007; Zeichhardt, Grunert, 2000). Fekal oral ve
solunum yolu ile bulas enteroviriisler i¢in en 6dnemli bulas yollaridir. Gelismis bolgelerde
solunum yolu ile bulas daha etkin iken saglik kosullar1 kétii olan bolgelerde fekal-oral yol ile
bulas 6ne ¢ikmaktadir. Solunum ve okiiler sekresyonlar (enteroviriis 70 ve coxsackievirus
24), damlacik, vezikiiler stvi ve objelerle temas, kontamine su, ylizme havuzu, kontamine
gida ayrica transplasental, perinatal yol ile bulag olabilmektedir. Aile i¢i gecis; aile
fertlerinin ve kardeslerin sayisi, aile fertlerinin immiin durumu, sosyo- ekonomik durum,
viriis saliniminin siiresi ve diger faktorlere bagl olarak degisebilir (Pallansch, Roos, 2007;
Zeichhardt, Grunert, 2000; Romero, 2008). Kontamine ellerle, agiz, burun ve goze
otoinokiile olabilir (enteroviriis 70 vecoxsackievirus 24). Kan transfiizyonu, bocek ve
sivrisinek 1siriklar1 ile virus gecisi olmaz. Laboratuvar kazalari ile direkt kana inokiile
olabilir. Ayrica yenidogan odalarinda c¢esitli coxsackievirus A, B ve echoviruslarla
nozokomiyal enfeksiyonlar gosterilmistir. Bu bulaglarin hastane gorevlilerinin araciligi ile
olabildigi gosterilmistir (Pallansch ve Roos, 2007; Zeichhardt ve Grunert, 2000). CNS
enfeksiyonu, Poliovirilisiin ve diger EV’lerin neden oldugu enterik enfeksiyonlarin bir
komplikasyonudur. Fekal-el-oral veya daha az yaygin olarak, orofarengeal —oral yoldan
bulas meydana gelir, orofarinks ve bagirsak hiicrelerde ¢ogalir. Ayrica bazi1 coxsackievirus
ve echovirusler solunum yoluyla (aerosoller) bulasabilir. Solunum yolu yoluyla bulasta
genellikle iist solunum yolu enfeksiyonu gelisir , ancak bronsit ve / veya pnomoni gelisebilir.
EV-70 genellikle kirlenmis ellerle goze dokunulmasiyla konjonktivite neden olur. Kulugka
stiresi tablolara gore degisir, konjonktivit i¢cin en kisa 12-24 saat, {list solunum yolu
enfeksiyonlar1 ve gastroenterit 2-3 giin, sistemik minor enfeksiyonlarda i¢in kulucka donemi
genellikle 1 ila 3 giindiir ve nadiren 4 ila 5 giinden fazladir. CNS’nin katilim1 ¢ocuk felci
veya diger EV enfeksiyonlarinda genellikle 7 ila 21 giin i¢inde goriiliir (5 - 35 giin
maksimum) (Jubelt, 2014).
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2.2.4.2. Enteroviriis Enfeksiyonlar1 Epidemiyolojisi

Enteroviriisler tiim Diinya’da yaygin olarak bulunan 6nemli insan viriisleri arasindadir.
Enteroviriislerin ¢ogu 1948 ile 1963 yillar1 arasinda yapilan calismalarla belirlenmislerdir.
1960’larin basinda poliovirus asilarinin onay almasiyla Diinya’nin pek cok yerinde
poliovirus enfeksiyonlar1 eradike edilmistir. Poliovirus enfeksiyonlarinin kontrol altina
alinmasiyla NPEV enfeksiyonlarina odaklanilmistir. Enteroviriislerin ABD’de yilda 50
milyon ve diinya ¢apinda ise yillik yaklasik bir milyar veya daha fazla sayida insani1 infekte
ettigi tahmin edilmektedir (Romero ve Rotbart, 2003; Zeichhardt ve Grunert, 2000;
Palacios, Oberste , 2005).

Enterovirlis enfeksiyonlarinin 6zellikle yaz ve sonbahar aylarinda mevsimsel artisi
goriilmekle birlikte serotipler arasinda mevsimsel farkliliklar bulunabilir. Tropik ve yari
tropik bolgelerde ise tiim yi1l boyunca goriilebilir (Romero ve Rotbart, 2003; Zeichhardt ve
Grunert, 2000; Romero, 2008; Koskiniemi , 1991).

Diistik sosyo ekonomik diizeye sahip kisiler yiiksek sosyo ekonomik diizeye sahip olan
kisilere gore enteroviriis enfeksiyonlarina daha sik ve daha yliksek insidansta maruz kalirlar.
Ayrica erkeklerde kadinlardan daha sik (1.5-2.5:1) goriildiigii bildirilmistir (Zeichhardt ve
Grunert, 2000).

Enteroviriis enfeksiyonlar1 genellikle kiigiik cocuklarda goriiliir. {1k hastalik yasi, kotii
saglik kosullar1 ve diisiik sosyo ekonomik diizeye bagl olarak diiser. Hastaligin siddeti ise
yasla birlikte artar. Yetiskinlerde poliomyelite gidis cocuklardan daha muhtemeldir
(Zeichhardt ve Grunert, 2000).

Enteroviriisler endemik veya epidemik salginlar seklinde goriilebilir. Tek bir serotipin
neden oldugu salgimlar siklikla bildirilmistir ve 6nemli bir halk sagligi sorunudur. (Guney,
2003; Zeichhardt ve Grunert, 2000).

Toplumda baskin olarak saptanan enteroviriis serotipleri yildan yila farklilik
gostermektedir. ABD’de 1997-2001 yillar1 arasinda en sik rastlanan NPEV serotipleri
sirastyla echovirus 30, 18, 13, 11, 6, coxsackievirus BS, echovirus 9, coxsackievirus B2, A9,
B3, B4, B1’dir (Romero, 2008).

Poliovirus asisinin basarili sekilde uygulanmasi ile vahsi (yaban) tip polioviruslarin
yaptig1 poliomyelit hastaligi eradike edilmek iizeredir. Tiim Diinya’da yiiriitiilmekte olan
polio eradikasyon programinin (PEP) sonuglarindan biri olarak 2002 yil1 itibari ile yaban

Poliovirus tip 2 tiim Diinya’dan yok edilmis durumdadir (Ozkaya, 2007).
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Ulkemizde enteroviral Enfeksiyonlar siklikla yaz ve sonbahar aylarinda goriiliir.
Ulkemizde PEP uygulamasi 1989 yilinda baslatilmistir. En son 1998 yilinda ¢cogunlugunda
yaban tip 1 poliovirusun izole edildigi 24 poliomyelit olgusu goriilmiistiir. Yaban tip 1
poliovirus enfeksiyonunun en son olgusu Kasim 1998 yilinda Agri’da saptanmistir. Tiirkiye,
Avrupa bolgesindeki 51 iilke ile birlikte Haziran 2002 tarihinde polio olgusu bulunmayan
bolge olarak WHO tarafindan belgelendirilmistir (Ozkaya, 2007).

NPEV enfeksiyonlarindan ise 1999 yilinda Ankara ve Antalya’da 86 hastanin
BOSve/veya digski orneklerinden viral kiltiir ile echovirus 30’un neden oldugu aseptik

menenjit salgin1 bildirilmistir (Ozkaya, 2003).

2.2.5. Enteroviriis Enfeksiyonlari

Enteroviriisler farkli organlar etkileyerek farkli hastaliklara neden olur ve bu
enfeksiyonlarin cogu asemptomatik olarak gegirilir. Bu hastaliklar arasinda iist solunum yolu
hastaliklar1 (soguk alginligi), atesli dokiintii (el ayak agiz hastaligi ve herpanjina), aseptik
menenjit, plorodini, ensefalit, akut flask paralizi (paralitik polimyelit) ve neonatal sepsis
bulunur.

Aseptik menenjit, enteroviriislerin neden oldugu medikal bakim gerektiren en yaygin
klinik durumdur. Bir serotip tek bir hastalikla iligkili olmadig1 gibi bir hastaliga birden gok
enteroviriis serotipi neden olabilmektedir. Bu nedenle genellikle enteroviriisiin hangi
serotipinin etken oldugunu belirlemek gereksizdir. Bu akut hastaliklara ek olarak
enterovirlisler agir kronik hastaliklarla da iliskilidir ki bunlar arasinda myokardit, dilate
kardiyomyopati, tip 1 diabetes mellitus ve ndromiiskiiler hastaliklar bulunmaktadir (Romero

ve Rotbart, 2003; Pallansch ve Roos, 2007; Palacios ve Oberste, 2005).

2.2.5.1. Asemptomatik Enfeksiyon

Enteroviriis enfeksiyonlar1 yaygin enfeksiyonlardir ve en sik ilimli veya subklinik
formda goriiliirler. Poliovirus enfeksiyonlarinin %90-95’1 asemptomatik gecirilirken sadece
%0.1-1"1 paralitik poliomylelit ile sonuclanmaktadir. Echovirus ve coxsackieviruslar ile de
asemptomatik enfeksiyonlar goriilebilmektedir. Bagirsak epitel hiicrelerinin  hizli

yenilenmesinden dolay1 enfeksiyon sirasinda hiicrelerin lizisi, klinik tablo olugturmayabilir.
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Klinik semptomlar intestinal sistem epitelinin biiyiikk oranda etkilenmesi sonucu ortaya

¢ikmaktadir (Zeichhardt ve Grunert, 2000).

2.2.5.2. Menenjit ve Ensefalit

Gelismis olan {ilkelerde enteroviriis hem c¢ocuklarda hem de yetigkinlerde aseptik
menenjitin en bilinen nedenidir. Aseptik menenjitli olgularm %80 ile %95’inde
enteroviriisler tanimlanmistir. Sicak bolgelerde yaz ve sonbahar aylarinda goriilen aseptik
menenjitte etken olarak enteroviriislerdan siliphelenilmelidir. Echovirus 4, 6, 7, 13, 18, 30,
coxsackievirus B2, B3, B5, B6 ve enterovirlis 71 gibi viral menenjit etkeni enteroviriis
serotiplerinin diinyanin farkli bolgelerindeki sporadik olgular ve salginlarda devamli
dolastig1 gbzlenmektedir (Pallansch ve Roos, 2007; Santos, 2006).

Baslangicta atesin de i¢cinde bulundugu genel semptomlarin ardindan bas agrist Kernig
ve Brudzinski gibi meninks irritasyon bulgular1 ortaya c¢ikar. Ayrica iist solunum yolu
enfeksiyonu ve dokiintii gibi belirtiler de goriilebilir, bunlar taninin konmasinda ve 6zellikle
enteroviriis serotiplerinin taninmasinda yardimeidir. Dokiintiiler, SSS hastalig1 nedenleri olan
coxsackievirus A5, A9, A16, echovirus 4, 6, 9 ve 16 enfeksiyonlarinda goriilebilir. Echovirus
9 ile iliskili menenjitte meningokoksemide goriilene benzeyen petesi goriilebilir (Pallansch
ve Roos, 2007).

Menenjit genellikle kendi kendini smirlayan niteliktedir ve iyi seyirlidir. Ancak
coxsackievirus B1, echovirus 9, 17 ve 21 ile olan enfeksiyonlarda 6liimler bildirilmistir.
Enteroviral menenjitin klinigi yas ile degismektedir. Yenidoganlarda sekel ve o6liim daha
fazladir. Hastalik 6zellikle dogumdan hemen sonra ortaya ¢ikmis ise daha siddetli olma
egilimindedir. Tipik BOS goriiniimii; mononiikleer pleositoz, genellikle 100-300/mm3 beyaz
hiicre, normal veya hafif artmis protein igerik ve normal glukoz konsantrasyonu seklindedir.
Hastaligin erken doneminde BOS I6kosit sayist 1000/mm3 iistiinde olabilir ve noétrofil
hakimiyeti goriilebilir. Hastalik siiresi genellikle yedi giinden daha azdir fakat addlesanlarda
ve yetiskinlerde birkag haftaya uzayabilir (Sawyer, 2002; Pallansch, Roos, 2007). Immiin
yetmezligin olmasi1 enteroviriis kaynakli aseptik menenjit veya meningoensefalit, bazen de
persistan SSS enfeksiyonuna neden olur. Immiin yetmezligi olan bazi olgularda aniden
baslasa da birgogunda yavas ilerleme gosterir ve ilerleyen yillarda 6liim ile sonuglanir

(Pallansch ve Roos, 2007).

18



Genellikle ensefalit olgularinin ¢ogunda spesifik bir viriis tanimlanamamakla birlikte
ABD’de etkeni tanimlanmis ensefalitlerde enteroviriisler, arbovirus ve herpes
simpleksviriisden sonra ikinci sirada gelmektedir. Tanimlanmig viral ensefalitlerin % 10—
20’sinden enteroviriisler sorumludur ve ¢ogunda coxsackievirus A izole edilmistir. Akut
serebellar ataksisi olan ¢ocuklarda poliovirus, echovirus 6, 9, coxsackievirus A2 ve A9
saptanmistir. Enteroviriis ensefalitleri ates, dezoryantasyon, fokal nobet ve nadiren koma
iceren mental durum degisikligi semptomlarini igerir. Diger nadir klinik goriiniimler; akut
hemipleji, opsoklonus-myoklonus, hareket bozukluklari ve Guillain-Barre sendromudur.
Enteroviriis 71 enfeksiyonu ile siddetli rhombensefalit bildirilmistir. Cocuklarda 6zellikle bir
yas alt 1olanlarda ensefalit siklig1 artmaktadir (Romero ve Newland , 2006; Pallansch ve

Roos, 2007; Koskiniemi , 1991).

2.2.5.3. Poliomyelit:

Polioviriis tip 1 en fazla, tip 2 daha az, tip 3 ise seyrek olarak paralizi yapar.
Enfeksiyonlarinin  %90-95°1 asemptomatik iken %4-8 hastada mindr hastalik (abortif
poliomyelit), %0.1-1 hastada paralitik poliomyelit (major hastalik), %1-2 hastada non
paralitik poliomyelit (aseptik menenjit) seklinde goriliir. Cesitli coxsackievirus ve echovirus
serotiplerine bagli olarak sporadik flask motor paraliziler bildirilmistir. Enteroviriis 71°de
polio benzeri epidemik paralitik hastalik olusturabilmektedir (Saymer, 2005; Zeichhardt ve
Grunert, 2000).

2.2.6. EV’lerin Mikrobiyolojik Laboratuvar Tamsi

Enterovirlis enfeksiyonun tanisi i¢in hasta drneklerinden viriisiin saptanmasi gerekir.
Enterovirlis enfeksiyonlarinda degisken klinik tablolar goriilebilir. EV enfeksiyonunun
laboratuvar tanist ile dogrulanmasi gereksiz antibiyotik kullaniminin azaltilmasi, hastaneye
yatig siiresini kisaltilmasi, komplikasyon riskinin en aza indirilmesi, maliyetli tani
arastirmalarinin  sinirlandirilmast ve yeni antiviral ila¢ {iretimi ve as1 caligmalarina
yapilabilmesi konularinda fayda saglar. EV laboratuvar tanisi ayrica daha ciddi hastaliklarla
iliskili EV tiplerinin tanimlanmasi ve iligkili hastaliklarin izlenmesi; salginla iligkili spesifik

EV tipinin tanimlanmast; polioviriisiin dolasimda olmadigin teyit edilmesi; EV-A71 ve EV-
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D68 gibi ciddi hastalikla iliskili oldugu bilinen EV tiplerinin veya suslariin molekiiler
epidemiyoloji ve cografi dagiliminin izlenmesi ve yeni eni EV tiplerinin veya EV tiplerinin
yeni rekombinantlarinin saptanmasi ve izlenmesi agisindan da énemlidir (Havala H, 2018).
Enterovirlis enfeksiyonlarmi saptamada viral kiiltiir, serolojik testler ve niikleik asit

amplifikasyon testleri (NAT) kullanilmaktadir (Sawyer, 2002).

Tablo 2: EV Tanisinda Alinmasi Onerilen Ornekler EV (Havala, 2018)

Akut flasid paralizi, myelit Solunum yolu o6rnegi, BOS,
diska ve kan
Ddokiintiiler Vezikiil sivisi, solunum yolu

Ornegi ve/veya diski

Solunum yolu hastaligi Solunum yolu o6rnegi, diski
ornegi
Miyokardit Diski ve solunum yolu 6rnegi,

kan ev/veya kardiak biopsi

Konjunktivit Goz siiriintisii

(Koyu karakterli yazilar baslica 6rnegi belirtir)

2.2.6.1. Hiicre Kiiltiirii

EV hiicre kiiltiirti artik rutin tanisi i¢in kullanilmasa da referans laboratuvarlarinda EV
kiiltiirliniin yapilmasi onerilmektedir. EV suslarini toplanmasi, tani testi gelistirilmesi , PZR
negatif sonuclarin dogrulanmasi i¢in, yeni bir susla enfeksiyon siiphesinde, bir O6rnekte
birden fazla viral sus varliginda, nétralizan antikorlarin 6lgiilmesi amaciyla, antivirallerin
etkilerinin belirlenmesi  ve kalite kontrol testlerinde kullaniom amacli hiicre kiiltiirii
kullanilabilir. EV hiicre kiiltlirii i¢in 6rnek toplama, hazirlik ve viriis izolasyonundaki
metodoloji konularinda kilavuzlardan faydalanilabilinir (Havala, 2018).

Memeli hiicre hatt1 kullanilan hiicre kiiltiirlerinde birgok EV izole edilebilir.
Genellikle, en az {i¢ farkli hiicre hatti, maymun bdbrek hiicreleri ve insan fibroblastlarini

iceren hiicre hatlar1 kullanilir. Ancak EV-A71 de dahil olmak iizere grup A EV'ler hiicre
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kiiltiirlerinde zayif sekilde {tireyebilirler ve EV-D68 normalden daha diisiik inkiibasyon
sicakliklart gerektirir (Havala, 2018).

Viriis izolasyonu i¢in 6rnekler duyarli ve uygun hiicre dizilerine inokiile edilmelidir.
Izolasyonda tiim insan enteroviriis tiirlerini saptayabilmek i¢in farkl1 insan ve maymun hiicre
dizileri ayn1 anda kullanilmaktadir. Poliovirus, coxsackievirus B ve echovirus i¢in maymun
bobrek hiicre dizileri (Afrika yesil maymun bobrek epitel hiicresi olan Vero hiicresi dahil),
coxsackievirus A icin WI-38 (insan embriyonu akciger hiicre dizisi) ve HELF (human
embryonic lung fibroblast) gibi insan diploid fibroblast hiicreleri kullanilabilir. Insan
rabdomyosarkom hiicrelerinden elde edilen RD hiicreleri, coxsackievirus A’larin saptanmasi
icin uygunken pek cok coxsackievirus B i¢in basarisizdir ve siklikla kor pasajlama
gerekmektedir. Istisna olarak coxsackievirus Al, A19, A22 hiicre kiiltiiriinde iiremedikleri
i¢cin ancak siit emen farelerde izole edilebilmektedirler (Romero ve Rotbart, 2003; Zeichhardt
ve Grunert, 2000).

Geleneksel yontemlerle BOS’dan enteroviriis saptanmast 3.7-8.2 giin arasindadir.
Duyarli hiicre dizilerinin enteroviriis ile enfeksiyonu sonucunda, hiicrelerin biiziisiip,
yuvarlaklasip cekirdeklerinin piknotik hale doniismesi ile karakteristik gozyasi seklinde
sitopatik etki (CPE) ortaya cikar ve enfeksiyonun ilerlemesi ile hiicreler yapistiklari
yiizeyden ayrilarak serbestlesir. Hastalik nedeni olan enteroviriis serotipleri hiicre kiiltiiriinde
ireyip CPE saptandiktan sonra, tip Ozgil antiserumla noétralizasyon yapilarak serotip
belirlenebilmektedir. Bu ylizden hiicre kiiltiirii 5nemli bir epidemiyolojik aragtir. Geleneksel
tip kiltiriiniin smirhiliklari, menenjit tanisinda olduk¢a diigiik duyarliliga sahip olmasi
(%75’1n altinda), baz1 serotiplerin hiicre kiiltiiriinde iiretilememesi ve sonuclarin genellikle
hastalarin etkili tedavisinde yeterli siirede elde edilememesi olarak sayilabilir (Romero ve
Rotbart, 2003; Sawyer, 2002; Pallansch ve Roos, 2007; Romero, 2008; Rotbart , Hayden,
2000).

Hizli ‘shell vial’ hiicre kiiltiir yontemi ile isaretli antikorlarin kullanilarak saptama
stresi 2-3 giine kadar kisalmistir. Hiicreler diiz tabanli tiiplerin dibindeki 12 mm c¢apl
yuvarlak lamellerde iiretilip 6rnek ekildikten sonra yavas hizla santrifiij edilerek inkiibe
edilir. Inkiibasyon sonrasinda floresein izotiyosiyanat (FITC) isaretli 6zgiil antikorlarla
enteroviriisler gosterilir.

BOS, diski, rektal siiriintii, bogaz siiriintiisii, bogaz calkant1 suyu, kan, idrar ve doku
ornekleri EV izolasyonu i¢in kullanilabilir. Klinik 6rneklerden viriisiin basarili izolasyonu
enteroviriis enfeksiyon patogenezine bagli olarak degisir. Bogaz siirlintiisiinden,

enfeksiyonun baglangicindan sonraki ilk 15 giinde; diski ve rektal siiriintiiden, enfeksiyondan
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sonraki dort haftaya kadar ve BOS 6rneklerinden, SSS semptomlar1 bagladiktan sonraki 2-3
haftaya kadar izole edilebilir. Digkida viriis konsantrasyonu daha fazladir bu nedenle
diskidan izolasyon sansi diger oOrneklere gore daha yiiksektir. Enteroviriisler akut
enfeksiyondan haftalar sonra da diskida bulunabildiginden ve hastaligin klinigi diizeldikten
sonra da saptanabildiginden diskidan viriis izolasyonu bu durum g6z 6niinde bulundurularak
degerlendirilmelidir. Ayrica oral polio as1 viriisii uygulandiktan haftalar sonra da viriis
diskida bulunabilir ve viral kiiltlirlerde saptanabilir. EV 70’in neden oldugu akut hemorajik
konjunktivit tanis1 i¢in konjunktival siirlintiiden; coxsackievirus A4, AS, A9, A10, A16, B2,
B5 ve enteroviriis 71’in neden oldugu vezikiiler lezyonlarin tanisi i¢in vezikiil sivisindan
viriis izole edilebilir. Kandan virlis izolasyonu, viremi (enfeksiyondan sonraki 6-9 giin)
sirasinda basarilidir ancak bu siirenin kisa olmasi nedeni ile kan 6rneginde ¢alismak tercih

edilmez (Sawyer, 2002; Pallansch ve Roos, 2007; Zeichhardt ve Grunert, 2000).

2.2.6.2. Serolojik Tam

Enterovirlis enfeksiyonlar1 sirasinda olusan nétralizan antikorlar tipe 6zgildiir ve
enfeksiyondan yillar sonra veya Omiir boyu saptanabilir. Siiphelenilen viriis ile akut ve
iyilesme fazindaki sulandirimi yapilmis hastaya ait serum Ornekleri karsilagtirilarak
enteroviriislerin serolojik tanisina gidilebilir. Notralizan antikor titresinin dort kat veya
istlinde artmis olmast enfeksiyon tanisini koydurur. Saglikli kisilerde enteroviriis
antikorlarinin yiiksek titrelerde bulunmasindan dolay:1 tek 6rnek sonucuyla tani1 koyulamaz
(Romero ve Rotbart, 2003; Pallansch ve Roos, 2007; Ladwig , 2000).

Poliovirus enfeksiyonlar1 6rnek verilirse; primer enfeksiyondan 7-10 giin sonra IgM
antikorlari, 14 giin sonra IgG antikorlar1 saptanabilir Ancak olusan antikorlar serotipe
ozgiidiir, hayat boyu serotipe 6zgii bagisiklik olusur (Karahasan, 2008).

ELISA “enzyme linked immunosorbent assay” temelli monotipik antikor testleri,
ozellikle bir serotipten klinik olarak siliphelenilmedikce tani testi olarak uygun degilidir.
Heterotipik antikor testleri pek ¢ok enteroviriis serotipini, tipe 6zgiil olmadan, saptayabilir.
Heterotipik ELISA testleri enteroviriis serotiplerinin benzer epitoplarint saptamaya yonelik
iiretilmistir. Bu testlerin serotip 0zgiilliiglinii gelistirmek amaciyla yapilan ¢alismalar testin
duyarliligimi azaltabilir. ELISA kolay uygulanabilen bir yontemdir. Kompleman fiksasyon

testine gore daha duyarlidir ve ndtralizasyon testinden c¢ok daha az emek yogundur.
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Notralizasyon testi veya ELISA IgM testi ile saptanan pozitif sonu¢ yakin donemde
gecirilmis enfeksiyonun gostergesidir (Pallansch ve Roos, 2007; Ladwig, 2000; Craig, 2003).

Enterovirlis serolojik olarak tanimlanmasi, enteroviriis serotip sayisinin fazla olmasi
nedeniyle daha ¢ok epidemiyolojik calismalar ve arastirma uygulamalar1 i¢in uygundur.
Enteroviral enfeksiyonlarin tanisinda serolojik testler kullanilmamaktadir (Smalling, Sefers ,

2002; Romero ve Rotbart, 2003; Sawyer, 2002; Pallansch ve Roos, 2007).

2.2.6.3. Niikleik Asit Testleri

PZR yontemi ile enteroviriislerin hizli, duyarli ve 06zgiil olarak saptanmasi
miimkiindiir. Ticari kitlerin yanisira laboratuvar tasarimi olan (in house) PZR yontemleri de
kullanilmaktadir. Enteroviral enfeksiyonlarin tanisinda PZR yontemiyle tiim serotipleri
saptayabilmek ya da sinirli sayida serotipleri ‘tiire 6zgiil’ olarak saptayabilmek ya da ‘serotip
Ozgll’ olarak tek serotipi saptayabilmek miimkiindiir. Tire 06zgiil enteroviris PZR
uygulamalar1 klinik 6rneklerdeki polio ve NPEV ayrimini yapmak i¢in kullanilmaktadir.
Serotip veya sus 6zgiil PZR ise genellikle molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar, filogenetik
analiz ve molekiiler viriilans belirleme ¢aligmalarinda uygulanmaktadir (Romero ve Rotbart,
2003).

PZR yontemiyle enteroviriis RNA’s1; BOS, serum, idrar, gibi viicut sivilari; dokular;
diski; rektal ve faringeal siiriintii 6rneklerinde saptanabilir (Romero ve Rotbart, 2003). 5’
NTR ve VP2 gibi korunmus bélgeler kullanilarak hemen tiim enteroviriis tipleri i¢in ortak
amplifikasyon saglayan primer ve problar gelistirilmistir.

En sik kullanilan hedef 5’NTR bolgesi olup bu bolgeye 6zgili primer ve problarla tiim
enteroviriis tipleri saptanabilmektedir. 5° NTR’deki ¢ok iyi korunmus niikleotit bolgelerini
hedefleyen primer ve problarla klinik 6rneklerde enteroviriis varlig1 saptanabilmekte ve tani
testi olarak bu bolge Onerilmektedir (Havala, 2018). Bu primerler rhinoviruslarin
genomlarin1  saptayamayabilir. Bu durum solunum yolu Orneklerinde Onemlidir.
Rhinoviruslar SSS’de veya sistemik hastalik yapmadiklarindan bu Orneklerde dikkate
alinmamaktadir (Romero ve Rotbart, 2003; Romero, 2008;Chapman, 1990;Rotbart, 1990).
VP1 bolgesi ¢ogaltilarak tiire spesifik tan1 koyulabilmektedir (Havala, 2018).

PZR yontemi, hiicre kiiltiirii ile karsilastirildiginda duyarlilik %86-100, 6zgiilliik %92-
100 arasindadir. BOS o6rneklerinden enterovirlis genomunu saptamada PZR yontemi ¢ok

duyarhidir. PZR’nin, diisiik miktar enterovirlis genom molekiiliinii saptayabilecek kadar
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duyarl olmas1 ve niikleik asitlerin genelikle viral partikiillerden daha stabil olmas1 nedeniyle
(6rneklerin tagimast sirasinda viriislerin canliligl kaybolabilecegi igin) kiiltiir negatif, PZR
pozitif, sonuclar elde edilebilir. Buna ek olarak replikasyon siiresince bir¢ok viriis, defektif
virlis partikiilleri iiretir. Bunlar hiicreleri infekte edemez fakat niikleik asit igerirler. Bu
partikiiller de PZR yontemi ile saptanabilirler. Ayrica PZR ile hiicre kiiltiiriinden daha kisa
stirede sonug alinmakta ve kiiltiirde iireyemeyen serotipler de gosterilebilmektedir (Romero
ve Rotbart, 2003; Sawyer, 2002). PZR testlerinin duyarliliklar1 yiiksek oldugundan,
laboratuvar i¢i kontaminasyonlardan kaynakli yanlis pozitif sonuglar elde edilebilmektedir.
Enterovirlis PZR test sonuglari, klinik ile uyumlu olmadigi durumlarda test tekrarlanmalidir.
Bu nedenle kalite kontrolii PZR temelli testlerde 6nemlidir (Sawyer, 2002).

Geleneksel PZR disinda kullanilan diger molekiiler tan1 yontemleri ger¢ek zamanl
PZR (Real time-RT-PZR) ve niikleik asit dizilimi temelli amplifikasyondur (NASBA).

RT-PZR’m en belirgin avantaji is ylikiiniin az olmasi ve hizli sonug alinabilmesidir. Bu
avantaji kismen hedef amlifikasyonunun ve amplikon tayininin es zamanli olarak
gerceklesmesine baghdir. Ayrica kullanilan malzemeler nedeniyle 1s1 iletimi hizlidir bu da
dongii siirelerini oldukga kisaltmistir (Romero, 2008).

NASBA ile reaksiyon basina 10-100 RNA kopyast saptanabilmektedir ve RT-PZR gibi
enterovirlis saptanmasinda hiicre kiiltiirinden daha duyarlidir. Bu yonteminde avantaji is
yilikiiniin az olmasi, hizli sonug¢ alinabilmesi ve ticari kitler i¢cinde internal kontrollerin
bulunmasidir. BOS disindaki digki, bogaz siiriintiisii, nazofarengeal siiriintii, rektal siirlintii
gibi Orneklerde inhibitdrler nedeni ile gecersiz sonuglarin sik ortaya ¢ikmasi 6nemli bir
dezavantajdir (Romero, 2008).

Polioviruslar ile NPEV’leri ve as1 suslari ile yaban tip polioviruslart ayirmada cesitli
molekiiler yontemler tamimlanmistir. Bu amagla PZR-restriksiyon fragmani uzunluk
polimorfizm (PZR-RFLP) analizi ve prob hibridizasyon testleri, multipleks PZR testi
kullanilabilmektedir. Poliovirus serotipleri ve NPEV’ler, VPI dizilerini hedefleyen dejenere
primerler kullanilarak yapilan PZR testleriyle ayirt edilebilir (Romero ve Rotbart, 2003;
Romero, 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1 Cahisma Yeri

Calismalar Ege Universitesi Tip Fakiiltesi (EUTF) Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, hiicre Kkiiltiirii laboratuvarlari ve  ADUTF Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Calisma i¢in ADUTF
Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay alindi. Calismanin yapilabilmesi

icin ilgili laboratuvarlardan resmi izinler alindu.

3.1.2 Cahisma Grubu ve Ornekleri

1) Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi (ADUTF) Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Laboratuvarlari’na, tan1 testleri i¢in 01.11.2018 ile 01.11.2019 tarihleri arasinda,
viral SSS infeksiyonu siiphesi olan hastalardan niikleik asit testi ile viral menenyjit
paneli calisilmasi amaciyla gonderilen, 20 adet BOS 6rnegi calismaya dahil edildi.
Rutinde niikleik asit testi yapilmis olan BOS 6rnekleri hiicre kiiltiirii islemine alinana
kadar -80 °C’da saklandi.

2) Enteroviriis liremesi olan hiicre kiiltlir hatt1 slipernatantindan 20 adet, 2 katli, seri
diliisyon hazirlandi. Farkli miktarlarda enteroviriis igeren diliisyonlarin herbiri iki
alikota ayrildi ve hem hiicre kiiltiirii yontemiyle hem de Real-Time PCR yontemiyle,

es zamanli ¢alisildi.

3.1.3  BOS Orneklerinin Saklanmasi
Calismaya alinan BOS 6rnekleri calisma anina kadar burgulu kapakli RNaz ve DNaz
icermeyen steril tiiplerde -80°C’de saklandi.
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3.2 Yontemler

3.2.1 Niikleik Asit Testi

Calismaya alman BOS ve EV diremis hiicre kiiltlirli supernatantinin diliisyon
orneklerinden Enterovirus RNA’sin1 saptamak amaciyla,
1) BOS ornekleri ticari ekstraksiyon kiti (Magnesia® Viral DNA/RNA Extraction Kit
EP, Tirkiye) ile kitin 6nerileri dogrultusunda ekstrakte edildi.
2) Elde edilen ekstraktlar ticari Real-Time PCR kiti (Bosphore® Viral Menenjit Panel
Kiti v1, Tiirkiye) ile kitin onerileri dogrultusunda amplifiye edildi.
Bosphore® Viral Menenjit Panel Kiti vl; HSV-1, HSV-2, Enterovirus (Coxsackie A
ve B, Ekoviriis, Polioviriis, Enteroviriis 68-71), Parechoviriis, VZV genomunu

saptayabilmektedir.

3.2.1.1 Niikleik Asit Testi Miks Icerigi ve Is1 Dongiisii
PCR master miks 15 pl
Internal kontrol 0.2 pl

DNA 10 pl
TOPLAM 25l
/ Thermal Program ', 3=
C:\Program Files (x86)\Montamia Real-Time PCR System &.3. 1\Project\Viral Meningitis
mixl.prj
gE, D°C a7, D°C
14:30

B0, 0 ol 30
30:00 Fluorescence
3z, 07
0z:00
Segment 1 * 1 | Segment 2 x 1 Segsment 3 ¥ B0 Segment 4 X 1
Resim 1. NAT Is1 Dongiisii
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3.2.2 Hiicre Kiiltiiri

1) Shell vial yontemi ile,

Vero (African green monkey kidney-fibroblastbenzeri hiicre) (Refik Saydam Hifzissihha,
Ankara)

HEp-2 (Human laringeal carsinoma-epitelyal hiicre)(Japonya Hiicre Bankasi) ve

RD hiicre dizileri (Human rabdomyosarkoma-kas hiicresi) (DSMZ, Almanya) kullanilarak
hiicre kiiltiirii laboratuvarinda siif II kabinlerde gerceklestirildi.

2) Inkiibasyon periyodu sonunda hiicreler poliklonal antikorlar ile (Enterovirus

Screening Set, Light Diagnostic, Chemicon International, Temecula, ABD) boyanip
floresan mikroskopta elma yesili rengi floresan 151ma goriilen hiicreler arastirildi.

Pan-Enterovirus Blend poliklonal antikoru, hiicre Kkiiltiiriinde {retilmis patojenin
tanimlanmasinda kullanilan ve indirekt immiinfloresan antikor test yontemi ile ¢alisan
bir tarama kitidir. Enteroviruslarin viral kapsit antijenine karsi olusturulmus FITC
isaretli anti- mouse antikorlarla iki asamada yapilir. Bu boyama kiti ile echovirus 4, 6,

9, 11, 30, 34, coxsackievirus B1-B6, poliovirus 1-3ve enterovirus70-71saptanabilir.

3.2.2.1 Hiicre Cozdiirme

1) Iginde hiicre dizisi bulunan kriyotiip -196°C’deki sivi azot tankindan gikarildi
ve 37°C’deki su banyosunda ¢ozdiiriildii.

2) Hiicreler yavasca pipetlenerek homojen hale getirildi.

3) 5 ml biiyiime besiyeri igeren tiiplere alinarak 200 g’de, 24 °C’da, 5 dakika santrifijj
edildi.

4) Siipernatan atildi. Altta kalan hiicre cokeltisi ilistine 2 ml biiyiime besiyeri
koyularak pastor pipeti ile yavas¢a homojenize edildi.

5) Flaska 3 ml biiylime besiyeri koyulup hiicre siispansiyonu yavasga ilave edildi.

6) Flask 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi.
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D

2)

3)

4)
5)

6)
7

8)

9)

3.2.2.2 Hiicre Dizilerinin Shell Viallere Pasajlanmasi

Her 6rnek icin bir HEp-2, bir Vero ve bir de RD hiicre dizisini i¢eren toplam ti¢

shell vial hazirlandi.

Flasklarda (25 cm2’lik) tam tabaka halinde bulunan RD, HEp-2 ve Vero hiicrelerinin
iizerindeki besiyeri alindi.

Flask tizerine 5 ml antibiyotikli yikama sivis1 eklenerek hiicreler yikandi. Sivi sise
icinden alinip atildi.

Tripsin (Trypsin-Versene Mixture,Lonza,USA) soliisyonu flask i¢ine 1.5 ml olacak
sekilde eklendi.

Flasklar 37°C’de 10 dakika bekletildi. Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi saglandi.
Inverted mikroskopta hiicreler kontrol edilerek ayrilma gdzlenince igine 5 ml
biliylime besiyeri koyulup tripsinin etkisi notralize edildi.

Stispansiyon halindeki hiicreler steril tliplere aktarildi.

Tiipler 200 g’de, 24°C’de, 6 dakika santrifiij edildi.

Santriflij sonunda tiiplerin icindeki sivi dibindeki hiicre ¢okeltinin dokiilmemesine
dikkat edilerek atild1.

100.000 hiicre/ml olacak sekilde viral biliylime besiyeri ilave edilidi. Hiicrelerin pasteur

pipetiyle nazik¢e homojenizasyonu saglandi.

10) shel wviallere 1,5 ml biiylime besiyeri koyulduktan sonra iizerine 0.5 ml hiicre

stispansiyonu eklendi.

11) Vialler 37°C’de %5 CO2’li etiivde 48 saat inkiibe edildi.
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Resim 2. Tripsin ile Muamele Sonrasi, Flasktan Kalkmis Hiicrelerin, Inverted Mikroskopta

40X Objektifle goriiniimi

3.2.2.3 Orneklerin Shell Viallere Inokiilasyonu

1) Inkiibasyon sonunda shell viallerin inverted mikroskopta tek tabaka olup
olmadig1 kontrol edildikten sonra i¢cindeki siv1 besiyerleri atildi.

2) Bir ml antibiyotikli yikama sivist ile iki kez yikandi.

3) 200 pl BOS 6rnegi her ii¢ viale inokiile edildi.

4) Vialler 700 g’de 30 dakika 24°C’de santrifiij edildi.

5) Bir saat 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi.

6) 2 ml enterovirus izolasyon s1v1 besiyeri ilave edildi.

7) Vialler 37°C’de %5 CO2’li etiivde 48 saat inkiibe edildi.

3.2.2.4 Shell Vial Hiicre Kiiltiiriinden Subpasajlama islemleri

1) 48 saat sonunda shell viallerin siipernatantindan,

a. 500’er pl alarak yeni hazirlanmis shell viallere (Vero, RD, Hep2 hiicrelerine)

inokiile edildi (subpasaj) ve

b. Vialler 37°C’de %5 CO2’li etiivde 48 saat inkiibe edildi. Boylece BOS 6rneklerinde

shell viall yonteminin duyarlilig1 arttirilmaya calisildi.
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3.2.4.5 Ureme Olan BOS érneginin shell vial Kiiltiir siipernatantindan Diliisyon

1y

2)
3)

4)

Orneklerinin Hazirlanmasi

Ureme saptanan BOS &rnegi shell vialinin siipernatantindan steril SF kullanlarak 1/2,
1/4, 1/8....1/1048576 diliisyonlar yapildi ( Toplam 20 diliisyon 6rnegi).

Her diliisyondan iki alikot hazirlandi.

Bir kismi1 ile hiicre ile kaplanmis shell vial hiicre hatlarina (Vero, RD, Hep2) ekim
yapildi.

Diger kismu ile real-time PZR testi ayni giin ¢aligildu.

3.2.2.6 Hiicrelerin Boyanmasi

Inkiibasyon siiresi sonunda lameller (3 lamel) enteroviruslere karsi hazirlanmis

Pan- Enterovirus Blend poliklonal antikorlarla (Enterovirus Screening Set, Light

Diagnostic, Chemicon International, Temecula, ABD) iiretici firmanin Onerileri

dogrultusunda boyandi. Floresan mikroskobunda bir ve daha fazla elma yesili rengi

floresan 151ma gorilen hiicrelerin bulundugu 6rnekler pozitif olarak kabul edildi.

1)

2)
3)
4)

5)
6)
7

8)
9)

Shell viallerden Kkiiltiir sivist ¢ekildi ve her lamel iki kez 1 ml fosfat tampon ¢ozeltisi
(PBS) (Biochrom AG, Almanya) ile yikand1 ve bes dakika PBS i¢inde birakildi.

PBS viallerden ¢ekildi, her bir viale 1 ml aseton kondu ve -20°C’de 10 dakika bekletildi.
Aseton viallerden atild1 ve PBS ile yikama tekrarlanda.

Bir lam iizerine 25 pl poliklonal antikor damlatildi ve lamellerin hiicreli yiizeyi damla
izerine kapatildu.

30 dakika ,37°C’de kapal1 ve nemli ortamda inkiibe edildi.

Lameller, iki kez PBS ile yikandi.

Bir lam tizerine 25 pl FITC ile isaretli ‘anti-mouse’ Ig damlatildi ve lamellerin hiicreli
yiizeyi damla iizerine kapatildi.

30 dakika 37°C’de kapal1 ve nemli ortamda inkiibe edildi.

Lameller, iki kez PBS ile yikandi.

10) Kuruduktan sonra lam iizerine bir damla mounting medium damlatildi lamelin hiicreli

yiizeyi mediuma degecek sekilde kapatildi.
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3.2.2.77 Shell Vial Hiicre Kiiltiirii Yonteminde Kullanilan Sivi Besiyerleri ve

Soliisyonlar

3.2.2.7.1 Vero, RD ve HEp-2 Hiicrelerinin Biiyiime Besiyeri

100 ml Eagle’s MEM (1X) (MEM-Earle) (Biochrom AG, Almanya)

10 ml FCS (Biochrom AG, Almanya)

2 ml L-glutamin (200 mM) (Biochrom AG, Almanya)

1 ml HEPES (1 M) (Biochrom AG, Almanya)

1 ml penisilin-streptomisin soliisyonu (10.000 pg/ml) (Biochrom AG, Almanya)
0.1 ml gentamisin soliisyonu (10 mg/ml) (Biochrom AG, Almanya)

0.4 ml amfoterisin-B soliisyonu (250 pg) (Biochrom AG, Almanya)

3.2.2.7.2 Enterovirus Izolasyon Besiyeri

100 ml Eagle’s MEM (1X) (MEM-Earle) 2 ml FCS

1 ml L-glutamin (200 mM) (Biochrom AG, Almanya)

1 ml HEPES (1 M) (Biochrom AG, Almanya)

0.2 ml penisilin-streptomisin soliisyonu (10.000 pg/ml) (Biochrom AG, Almanya)
0.1 ml gentamisin soliisyonu (10 mg/ml) (Biochrom AG, Almanya)

1.6 ml amfoterisin-B soliisyonu (250 p g) (Biochrom AG, Almanya)

3.2.2.7.3 Antibiyotikli Yikama Sivisi

100 ml Hanks’ Salt Solution (Biochrom AG, Almanya)

1 ml HEPES

1 ml penisilin-streptomisin soliisyonu (10.000 pg/ml) (Biochrom AG, Almanya)
0.1 ml gentamisin soliisyonu (10 mg/ml) (Biochrom AG, Almanya)

0,4ml amfoterisin-B sollisyonu (250 p g) (Biochrom AG, Almanya)
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4. BULGULAR

BOS o6rneklerinden ve diliie edilmis EV iireyen kiiltiir siipernatantindan, santral

sinir sistemi infeksiyonu etkeni olan enteroviruslarin arastirildigi bu ¢alismada;

y

a.

20 BOS 6rnegi arasindan,

sadece Hep2 ve RD hiicrelerinde iiredi, Vero hiicrelerinde tiremedi.

b.

Bir 6rnekte (%5) hiicre kiiltiirii ile EV {iremesi saptandi. Ornekteki sus

Alt1 6rnekte (%30) real-time PZR ile EV RNA pozitifligi saptandi.

Tablo 3. Real-Time PZR Yoéntemiyle EV RNA pozitif BOS Orneklerinin Hiicre Kiiltiirii

Sonuglari
HASTA CiNS YAS ORNEK PZR CT HUCRE
ALINMA KULTURU
ZAMANI UREME
A0, E 4 06.09.19 33.58 YOK
M.A. E YENIDOGAN 12.07.19 34.34 YOK
M.AC. E 7 05.08.19 28.12 YOK
M.O. E YENIDOGAN 04.07.19 27.21 YOK
Z.T. K 7 09.10.19 31 YOK
B.C. K 6 04.10.19 25.5 VAR
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2) Hiicre kiiltiirinde EV iireyen BOS 0Ornegininin siipernatantindan yapilan 2 katl

diliisyonlarda ise,

a. 1/131072 diliisyon da dahil olmak iizere hiicre kiiltiiriinde EV iiremesi

saptandi.
b. 1/262144 diliisyonda EV RNA pozitif saptandi.

Tablo 4. Hiicre Kiiltiirinde EV Ureyen BOS Ornegininin Siipernatantindan Yapilan 2 Kath

Diliisyon Orneklerinin PZR ve Hiicre Kiiltiirii Sonuglari

EV POZITIF ORNEK REAL TiME PZR CT REAL-TIME HUCRE KULTURU
12 20.05 POZITIF VAR
1/4 20.85 POZITIF VAR
1/8 21.90 POZITIF VAR
1/16 23.08 POZITIF VAR
1/32 23.85 POZITIF VAR
1/64 25.29 POZITIF VAR

1/128 26.01 POZITIF VAR
1/256 27.12 POZITIF VAR
/512 28.06 POZITIF VAR
1/1024 28.59 POZITIF VAR
1/2048 29.85 POZITIF VAR
1/4096 30.44 POZITIF VAR
1/8192 31.41 POZITIF VAR
1/16384 33.02 POZITIF VAR
1/32768 - NEGATIF VAR
1/65536 - NEGATIF VAR
1/131072 - NEGATIF VAR
1/262144 35.36 POZITIF YOK
1/524288 = NEGATIF YOK
1/1048576 - NEGATIF YOK
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Resim 4. Diliie Edilmis EV Igeren Orneklerin Internal Kontrol Amplifikasyon Egrileri
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Resim 5. A. HEp-2 hiicrelerinin 40 x biiyiitmede floresan mikroskopta goriiniimleri, B. RD
hiicrelerinin 40 x biiylitmede floresan mikroskopta goriiniimleri, C. Vero hiicrelerinin 40 x

biiyiitmede floresan mikroskopta goriintimleri
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Resim 6. A. Hep2 hiicre hattinda 40X objektifle floresan mikroskopta EV iiremesi goriiniim,
B. RD hiicre hattinda 40X objektifle floresan mikroskopta EV iiremesi goriiniimii
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5. TARTISMA

Santral sinir sistemi infeksiyonlarin klinigi akut seyirlidir ve hizli ilerler. Yiiksek
oranda 6lim ve ciddi kalic1 sekel sebebidirler. Bu nedenle, tanilar1 dogru ve hizli bir
sekilde konulmalidir. Menenjit ve ensefalit, santral sinir sisteminin en sik goriilen
infeksiyonlaridir. Viriisler aseptik menenjitin 6nemli etkenlerindendir. Etiyolojinin
belirlendigi aseptik menenjit olgularmin %80-95’inden polio dis1 enteroviriisler
sorumludur. Siklikla menenjit yapan polio disi1 enterovirlisler coxsackievirus B2, BS,
echovirus 4, 6,9, 11, 16, 30, enterovirus 70, 71°dir (Tunkell, 2005; Rotbart, 2000).

Bu c¢aligmada enterovirus varligi, ¢alismaya alinan hastalarin BOS o6rneklerinde
arastirllmistir. Enterovirus saptama olasiligini arttirmak icin BOS’a ek olarak bogaz ve
rektal siirlintii 6rneklerinin de hiicre kiiltiirli yapilmas1 6nerilmektedir. Klinik 6rneklerden
viriistin  basarili  izolasyonu enterovirus infeksiyon patogenezine bagli olarak
degismektedir. Bogaz siiriintiisii veya digki kiiltiirii ile pozitiflik enterovirus varligini
gostermesi nedeni ile 6nemlidir ve SSS infeksiyonu etkeni olabilecegi stiphesini destekler
ancak kesin tani i¢in SSS infeksiyonunun etkenini BOS’da saptamak gereklidir. Bu
yilizden bu ¢alismada BOS 6rnegi kullanilmistir (Havala, 2018).

Enteroviral menenjitin 6zgiil virolojik tanisi, BOS’daki viriisiin doku kiiltiiriinde
izole edilmesine baglidir. Ancak hiicre kiiltiirlinlin enterovirus serotipleri i¢in duyarliligt
%65-75 arasinda degismektedir. BOS drneklerinde enterovirus izolasyonun zor olmasinin
nedenleri; enterovirus titresinin diisiik olmas1 ve belli serotiplerin hiicre kiiltiiriinde
ireyememesi ile iligkilendirilmistir. Geleneksel hiicre kiiltiir yontemleri ile enterovirus
izolasyonu 3.7-8.2 giin arasinda sonuc¢lanmaktadir. Bu siire, akut SSS infeksiyonunun
hizli tanis1 ve uygun tedavisi i¢in olduk¢a uzun bir siiredir (Romero, 2003; Tunkell,
2005).

Bu ¢alisma, shell vial hiicre kiiltiir teknigi ile tasarlanmistir. Iki insan (RD, HEp-2)
ve bir maymun (Vero) hiicre dizisinden olusan ii¢ ayr1 hiicre dizisi kullanilmistir. Bu
hiicre dizileri, giiniimiizde tiim enteroviruslarin {ireyebildigi tek bir hiicre dizisi heniiz
mevcut olmadigt i¢in farklh hiicre tiplerine ekimler yapilarak ¢ok sayida serotipe sahip
enteroviruslarin iireme sansini arttirmak amaciyla se¢ilmistir (Chonmaitree, 1988). Shell
vial yonteminin geleneksel yonteme gore basit laboratuvar islemlerine sahip olmasi,

saptama basamaginda floresan mikroskopla degerlendirme kolayliginin olmasi ve 48 - 72
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saat icerisinde sonu¢ alinmasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Ancak BOS 6rneginin
toplamda 600 pl kullaniliyor olmast miktar1 yetersiz 6rneklerle ¢alisiimasini imkansiz
kilmaktadir. Inokiilasyon miktarinin fazla olusu test tekrarlarim1 ve farkli yontemlerle
calisma imkanini da kisitlamaktadir.

Dondurulup c¢ozdiiriilen Orneklerde viral yiikiin diisme olasiligi oldugu icin bu
calismada PZR testi ¢alisildiktan sonra dondurulmus BOS 6rnekleri tek kerede ¢oziiliip
hiicre kiiltiirii yontemiyle calisilmistir. Ancak dondurulmus BOS 6rneklerinde canli viriis
miktarinda azalmaya bagli olarak hiicre kiiltiiriinde iireme oranlarinin PZR pozitiflik
oranlarina gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Bu c¢aligmada hiicre kiiltiirinde EV ireyen kiiltiir siipernatantinin diliisyon
ornekleri, dondurulup ¢ozdiiriilen 6rneklerde viral yiikiin diisme olasiliginin ortadan
kaldirilmast i¢in diliisyon yapildigi giin her iki yontemle de calisilmistir. Diliisyon
calismasinda, EV iceren Orneklerde hiicre kiiltliriinde iireme oranlarinin daha yiiksek

(%85) oldugu goriilmiistiir. Bu durumun oOrneklerin bekletilmeden islemlenmesi

nedeniyle oOrneklerdeki EV’lerin canliligini  kaybetmemesine bagli olabilecegi
diistinilmiistiir.

Tablo 5: BOS orneklerinde PZR ve Hiicre Kiiltiirii Sonuglari

EV iceren Hiicre Hiicre PZR ile EV NAT

ornek sayisi kiilttirtinde kiiltiiriinde RNA pozitif | pozitiflik

ireme olan |{lireme olan saptanan saptanan son
ornek sayist / son dillisyon ornek sayist / diliisyon
% %

20 17/%85 1/131072 15/%75 1/262144

NAT’lerinin daha duyarli ve viral kiiltirden daha kisa siirede tani1 koyabiliyor
olmasi hastaneye gereksiz yatiglarin azaltilmasini, daha az beyin BT, MR vb. tetkik
istenmesini, hastalarin daha kisa siire antibiyotik almasini saglayarak ciddi oranda maddi
kazang sagladig gosterilmistir. NAT, erken tan1 ve erken tedavide o6zellikle enterovirus
etkenli SSS infeksiyonlu olgular i¢in Onemli bir potansiyele sahiptir. Molekiiler
tekniklerin gelismesi ile bu teknikler, EV enfeksiyonlarinin tanisinda da genis kullanim
alan1 bulmustur. NAT lerinin enteroviral menenjit tanisinda viriis izolasyonundan daha

duyarlh oldugu gosterilmistir. NAT ile 5 ile 24 saat gibi kisa bir siirede sonug ahnmgﬁl




testin onemli bir Ustiinliigiidiir. Testin bu avantaji ile hastalarin tedavisinde zaman
gecirmeden degisiklige gidilebilir. Kisith miktarda alinabilen klinik 6rnegi az miktarda
kullantyor olmasi da molekiiler yontemlerin bir diger avantajidir (Sawyer, 2002; Leland,
2007).

Aseptik menenjit etkeni olarak enteroviruslarin %80-95 oraninda saptandigi
caligmalarin yanisira BOS 6rneklerinde farkli NAT yontemleri ile yapilmis ¢aligmalarda
enterovirus saptanma oraninin %3-%28 arasinda degismekte oldugu goriilmiistiir. Giiney ve
arkadaslarinin 68 aseptik menenjitli yenidogan hastanin BOS 6rneklerinde yaptiklar
caligmalarinda 36 (%53) 6rnek geleneksel hiicre kiiltiirii ile 43 (%63) 6rnek ‘in house” PZR
ile enterovirus pozitif olarak saptanmustir. Ozkaya ve arkadaslar1 2001-2004 yillar1 arasinda
246 aseptik menenjit 6n tanili hastanin 180 digki, 54 BOS, 15 bogaz siiriintiisii 6rnegini
geleneksel hiicre kiiltiirli ile calismislardir. Seksenbes Ornekte enterovirus saptanmustir,
bunlarin 78’1 (%43.3) digki, 9’u (%16.6) BOS, 8’1 (%53.3) bogaz siiriintiisii 6rneginden
saptanmistir. Colak ve arkadaslar1 real-time PCR yontemiyle yaptiklar1 calismada 447 BOS
orneginde %1.8 (8/447) oraninda EV RNA pozitif olarak saptamislardir (Romero, 2003;
Guney, 2003; Tunkell, 2005; Beld, 2004; Colak, 2016).

Molekiiler tekniklerin gelismesi ile bu teknikler, EV infeksiyonlarinin tanisinda da
genis kullanim alan1 bulmustur. Menenyjitli hastalardaki BOS EV titreleri diisiik oldugundan,
molekiiler tekniklerin duyarliklar1 %33’li asmamaktadir ancak, EV PZR bir¢ok klinik
caligmada kullanilmis, NAT 1n enteroviral menenjit tanisinda virilis izolasyonundan daha
duyarli ve EV menenjiti tanisinda %94-%100 6zgiil oldugu gosterilmistir (Gomara, 2006;
Arisoy, 2004). NAT ile 3-5 saat i¢inde kisa siirede sonu¢ alinmasi testin onemli bir
ustiinliigiidiir. Testin bu avantaji ile hastalarin tedavisinde zaman gec¢irmeden degisiklige
gidilebilir. Kisithh miktarda alabilen klinik 6rnegi az miktarda kullaniyor olmasi da
molekiiler yontemlerin bir diger avantajidir. Bu c¢alismada ticari NAT testinin analitik
duyarliligt 39 kopya/reaksiyon olarak belirtilmistir. Diliisyon o6rneklerininin %75’inde
pozitiflik saptanmustir. Ozellikle az sayida viriis igeren BOS &6rneklerinde EV tanis1 igin
daha duyarli yontem veya kitlerle calismak gerektigi anlagilmaktadir. Ticari testlerin rutinde
kullanima alinmadan verifiye edilmesinin 6nemi ve analitik duyarlilig1 ytliksek testlerle rutin

tanilama yapilmasinin gerektigi diistintilmustiir
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6. SONUC

Bu c¢alismada NAT testi sonrasi saklanmis BOS oOrnekleri shell vial hiicre
kiiltirline yontemiyle calisildiginda, 1 Ornekte iireme saptanmistir. Real-time PZR
yontemiyle calisildiginda 6 6rnekte EV RNA pozitif saptanmistir. ' Yontemler arasinda
saptanan bu uyumsuzlugun hiicre kiiltiirii icin BOS 6rneklerinin saklanmasi sirasinda
viriisiin canliligin1 yitirmesine bagl olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ornek miktarlarmin az
olmasi nedeniyle test tekrarina gidilememistir.

Bu calismada hiicre kiiltiirlinde iireme olan vialin siipernatantindan diliisyonla
hazirlanan, EV iceren ornekler hiicre kiiltlirii yontemiyle islemlendiginde real-time PZR
yontemine gore daha yliksek oranda (%85/%75) EV pozitiflgi sapanmistir. Diliisyonlu
orneklerin, bekletilmeden islemlenmesi nedeniyle virlis canliligini yitirmeden viallere
inokiile edilebilmistir. Bu durum hiicre kiiltiirii yonteminde 6rnegin transferi ve saklama
kosullarinin etken izolasyon oranini biiyiik oranda etkiledigini gostermistir.

Ticari real-time PZR kitinin analitik duyarliligi 39 kopya/reaksiyon olarak
belirtilmis. Analitik duyarlilign yetersiz NAT kitleriyle calismak 6zellikle BOS
orneklerinde yanlis negatif sonuclara neden olabileceginden rutin tanida kullanilan
NAT’larin validasyon kriterleri ve saptayabildikleri EV tipleri yoniinden 6zenle secilmesi
cok onemlidir. Hiicre kiiltiirii yontemi zaman alic1 ve fazla miktarda 6rnek inokiilasyonu
gerektirmesi gibi nedenlerle rutin uygulama acisindan pratik degildir. Ancak rutin tani
laboratuvarlarinda NAT negatif ¢ikan BOS orneklerinde, shell vial yontemiyle hiicre

kiiltiirii yapilarak taninin desteklenmesinin bir segcenek olabilecegi diisiiniilmektedir.
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