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Ozet

Amac: Aseptikmenenjitve ensefalitolarak iki genel kategoride
incelenen santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlarinin
etiyolojisinde insan herpes viriislerinin énemli rolii vardir.
Bu c¢alismada, bolgemizde viral SSS enfeksiyonlari
diistintilen olgulardan génderilen beyin omurilik sivisi (BOS)
orneklerinde Herpes Simplex viriisii (HSV-1/2) siklig1 ve
incelenen BOS 6rneklerinin biyokimyasal 6zelliklerini ve ayni
zamanda bakteriyolojik kiiltlir Giremelerinin de irdelenmesi
amaclanmistir.

Materyal-Metot: Ocak 2016-Aralik 2017 tarihleri arasinda
laboratuvarimiza gonderilen 110 adet BOS 6rnegi ¢aligma
kapsaminda retrospektif olarak degerlendirildi. Artus® HSV
2 QS-RGQ kiti ve Rotor-Gene Q 5Plex HRM (Qiagen,
Hamburg, Almanya) real-time PZR sistemi kullanilarak
BOS ornekleri HSV yoniinden kalitatif olarak incelendi.
BOS orneklerinde protein ve glukoz Olcim degerleri de
kaydedilmigtir. Ayrica gonderilen BOS o6rneklerinin  es
zamanli olarak bakteriyolojik kiiltiirleri de yapildi.

Bulgular: Laboratuvarimiza gonderilen &rneklerin 5’inde
(%4,5) HSV-1 pozitif saptanirken, higbir 6rnekte HSV-
2 tespit edilmedi. BOS’un biyokimyasal parametreleri
degerlendirildiginde; 6rneklerin 42’sinde (%38) BOS glukoz
diizeyleri, 27’sinde ise (%25) ise BOS protein degerleri
normal diizeylerde saptandi. HSV-1 pozitif hastalarin BOS
glukoz diizeyi dordiinde yiiksek, protein diizeyi ise ti¢ hastada
yiiksek bulundu. HSV % negatif oldugu tespit edilen 8 farkli
ornekte kiiltiirde tireme saptandi.

Sonug: SSS enfeksiyonlarinda mortalite ve morbidite orani
yiiksek oldugundan etkenin ¢ok hizli tanimlanmasi sonrasinda
spesifik antiviral tedaviye baslanilmasi hayati 6neme sahiptir.
Herpes virlislerinin neden oldugu ensefalit vakalar1 ile
daha sik karsilasilsa da diger viral ve bakteriyel etkenler de
akilda tutulmalidir. Bu nedenle bir drnekte ¢ok sayida viral
ve bakteriyel ajanin ayni anda ve kisa siirede saptanabildigi
multipleks PZR paneli gibi molekiiler testlerin gerekliligi 6n
plana ¢ikmaktadir.

Anahtar  kelimeler:
Enfeksiyonlar1, PZR

Herpes  Simplex Viriis, SSS

Abstract

Objective: Human herpes viruses have an important role
in the pathogenesis of the central nervous system (CNS)
infections seperating two general category as aseptic
meningitis and encephalitis. In this study we aimed to
investigate the frequency of Herpes Simplex Virus (HSV-
1/2) in cerebrospinal fluid (CSF), biochemical specifications
and also bacteriological culture of CSF samples in suspected
cases of viral infections of CNS in our region.

Material-Method: In this study, 110 CSF samples sent to
our laboratory from patients with suspected CNS infection
between January 2016- December 2017 were evaluated
retrospectively. HSV-1/2 DNA presence was evaluated
qualitatively with Real-time PCR technique by using Artus®
HSV 2 QS-RGQ (Qiagen, Hamburg, Germany) kits on
Rotor-Gene system (Qiagen, Hamburg, Germany). Also,
protein and glucose levels in CSF samples were recorded.
Furthermore bacteriological culture of CSF samples were
evaluated simultaneously.

Results: While, HSV-1 DNA was detected by nucleic acid
testing in 5 of the 110 patients (4.5%), HSV-2 DNA was not
detected. The CSF glucose and protein levels were found
normal in 42 (38%) and 27 (25%) patients, respectively.
The CSF glucose levels of the patients, who were found to
be positive for HSV-1 were high in four patients. Also CSF
protein levels in HSV-1 positive group were detected high in
3 patients. HSV % negative 8 different samples were detected
positive in bacteriological culture.

Conclusions: Because of the high mortality and morbidity
rates in CNS infections, initiating of specific antiviral
treatment after the rapid identification of the agent is crucial.
Even though encephalitis caused by herpes viruses were seen
more frequent, other viral and bacterial agents must be kept
in mind. Therefore necessity of moleculer methods are taking
over like multiplex PCR which detects multiplexed viral and
bacterial agents at the same time and in a short time.
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BOS’ta HSV arastirilmasi

Giris

Viral santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlar1; menenjit,
ensefalit, postenfeksiyoz ensefalomiyelit ve yavas ilerleyen
norolojik hastaliklar gibi pek ¢ok farkli klinik tablo ile
kargimiza ¢ikabilir. Buklinik tablolar her yasta goriilebilmekte
ve aseptik menenjit ve ensefalit olarak iki genel kategoride
incelenmektedir. Enfeksiyonun tipine gore akut, subakut ya
da kronik olabilen durumlara yol agabilmektedir (1).

Akut menenjit ve ensefalit enfeksiyonlarmim etkenleri
arasinda Herpes Simplex Viriis (HSV) onemli bir yere
sahiptir. Hizli ilerleyen, 6liime veya kalic1 sekellere neden
olabilecek sekilde ciddi seyir gosterebilen bu enfeksiyonlarin
mutlaka erken tan1 ve tedavisi gerekmektedir (2,3). Polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR), bu enfeksiyonlarin tanisinda yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliige sahip hizli bir yontem olarak tercih
edilmektedir (4). Beyin omurilik sivisinda (BOS) PZR ile
HSV DNA’nin saptanmasi, HSV ensefaliti tanisinda altin
standart yontem olarak kabul edilmektedir (5).

Literatiire bakildiginda, iilkemizde bu konuda ¢ok sayida yayin
olmadig1 goriilmektedir. Bélgemizde SSS enfeksiyonlarinda
HSV sikligr ile ilgili veri bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada,
bdlgemizde viral SSS enfeksiyonlar: disiiniilen olgulardan
gonderilen BOS o6rneklerinde HSV-1/2 siklig1 ve incelenen
BOS orneklerinin - biyokimyasal &zelliklerini ve ayni
zamanda bakteriyolojik kiltiir iiremelerinin de irdelenmesi
amagclanmistir.

Materyal-Metot

Ocak 2016 ile Aralik 2017 tarihleri arasinda laboratuvarimiza
gonderilen viral ensefalit/menenjit siipheli 110 hastanin BOS
ornegi calisma kapsaminda incelendi. BOS o6rneklerinden
niikleik asit izolasyonu spin kolon ydntemi ile QIAmp®
DNA Mini Kit (Qiagen, Hamburg, Almanya) kullanilarak
yapildi. Artus® HSV % QS-RGQ kiti (Qiagen, Hamburg,
Almanya) ve Rotor-Gene Q 5Plex HRM (Corbett Research
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ve antibiyotik duyarlilik testi VITEK 2 (BioMerieux, Fransa)
ile yapildi.

Bulgular

Laboratuvarimiza gonderilen toplam 110 &rnegin 5’inde
(% 4,5) HSV-1 pozitif saptanirken, HSV-2 higbir 6rnekte
tespit edilmedi. HSV-1 pozitif hastalarin BOS glukoz diizeyi
dordiinde yiiksek, protein diizeyi ise ii¢ hastada yiiksek, iki
hastada normal bulundu. (Tablo 1). Ayrica HSV-1 pozitif
tespit edilen 5 hastanin 4’{iniin erigkin yas grubunda oldugu
goriildii.

BOS’un biyokimyasal parametreleri degerlendirildiginde;
orneklerin 42’sinde (%38) BOS Glukoz diizeyleri, 27’sinde
ise (%25) ise BOS protein degerleri normal diizeylerde
saptandi. Glukoz ve protein diizeyleri, genellikle ytliksek
diizeyde saptandi [glukoz; 51 6rnek (%46), protein; 83 6rnek
(%75)]. Orneklerin BOS Biyokimyasal parametrelerine gére
dagilim1 Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 1. BOS’ta HSV-1 DNA pozitif saptanan hastalarin
biyokimyasal verileri

o x| BOS Glukoz 112: fé‘;:lal?;; BOS Protein
(mg/dD (mg/dl) (mg/dl)
1 71 93 .
2 78 122 56
3 203 354 51
4 89 224 29
5 47 91 51

Tablo 2. BOS orneklerinin glukoz ve protein diizeylerine gore
dagilim1

6000, Avusturalya) real-time PZR sistemi kullanilarak BOS Normal Normal Diisiik Yiiksek
ornekleri HSV-1/2 yoniinden kalitatif olarak incelendi. Parametre  degerler . . .
Ayrica HSV-1/2 istemiyle gonderilen BOS orneklerinin eg (mg/dl) n O n ) n O
zamanli olarak bakteriyolojik kiiltiirleri de koyun kanl agar, Glukoz 40-70 42 38 17 15 51 46
eozir.l rr.leti}en blue agar, (;ikol.:atamm agara ekilerel.(., 24-.48. Protein 1545 7 25 - . & 75
saatlik inkiibasyona birakildi. Ureyen kolonilerden tiir tayini
Tablo 3. Bakteri tireyen BOS kiiltiirleri ve biyokimyasal 6zellikleri
Hasta BOS Glukoz BOS Protein
N Etken Lokosit-PNL Hiicre sayimi
o (mg/dI) (mg/dl)
1 Listeria monocytogenes - - - -
2 Escherichia coli 139 532 az sayida 40
3 Streptococcus pneumoniae 1 578 ¢ok sayida 1000 <
Streptococcus pneumoniae 1 648 ¢ok sayida 1000 <
5 Streptococcus pneumoniae 134 222 ¢ok sayida 1000 <
6 Streptococcus pneumoniae 1 618 ¢ok sayida 1000 <
7 Streptococcus pneumoniae 12 744 goriilmedi goriilmedi
8 Staphylococcus epidermidis 91 35 - -
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HSV-1/2 negatif oldugu tespit edilen 8 farkli 6rnegin 5’inde
Streptococcus pneumoniae, birer Ornekte Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, ve Listeria monocytogenes
iremesi saptandi. Kiiltiirde iiremesi olan orneklerin BOS
protein diizeyleri ¢ok yiiksek saptanirken, glukoz degerleri
cogunlukla diisiik diizeyde saptand1 (Tablo 3).

Tartisma

HSV; primer herpetik gingivostomatit, tekrarlayan
orofasiyal herpes, genital herpes, egzema herpetikum, herpes
gladyatorum, herpetik dolama, okiiler herpes, neonatal herpes
ve SSS’de ensefalit ve menenjit gibi hastaliklara sebep
olabilen yaygin bir enfeksiyon etkenidir (6). Yetiskinlerde
HSV ensefaliti, nadiren HSV tip 1 ile iligkili olan bir
durumdur ve akut fokal nekrotizan ensefalit ile sonuglanir ve
tedavi edilmezse %70 gibi yiiksek mortalite oranina sahiptir.
Bunun aksine HSV menenyjiti genellikle HSV-2 ile iliskilidir
ve sinirlayict Ozellikte olup, tedaviye gerek kalmadan
kendiliginden diizelerek, nadiren hafif norolojik sekellerle
sonuglanir (5,7).

Akut HSV ensefaliti, dnceleri morbiditesi ¢ok yiiksek bir
hastalik iken, Asiklovir’in kullanimiyla tedavi edilebilir bir
hastalik haline gelmis ve HSV ensefaliti ile iligkili morbidite
orani son yillarda % 5-15’e kadar diismistiir (8). Antiviral
ilag kullanimi, HSV’ye bagli mortaliteyi erken tani ve
tedavide daha etkin olarak azaltmaktadir. Kotii prognozlu
HSV ensefalitine ise hastaligin teshisinde ve tedavisinde
gecikme oldugu zaman rastlanilmaktadir (9). Bu nedenle
SSS enfeksiyonunun en kisa siirede tanimlanmasi, etkenin
belirlenip tedavinin baslanilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir.
PZR, bu enfeksiyonlarin laboratuvar tanisinda kullanilan altin
standart yontemdir (5). HSV’nin ensefalit/menenjit siipheli
vakalardaki etyolojik rollerini arastirdigimiz bu calismada,
HSV DNA’sinin gosterilmesini saglayan real-time PZR
yontemi kullanilmistir.

Aseptik menenjit ve ensefalit olmak {izere iki grupta
incelenen bu enfeksiyonlarin 6nemli bir kisminda etken
tanimlanamamaktadir. Viral etkenlerin tanimlanmasindaki
bu eksiklik, baz1 vakalarda morbidite ve mortalite yoniinden
onemli bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir (5,6). Viral
menenjit vakalari i¢in bugiine kadar tanimlanan en yaygin
etkenler olarak Enteroviruslar ilk sirada yer alirken, geri
kalan vakalarin 6nemli bir kismindaki etkenler; sirasiyla
HSV-2, VZV ve HSV-1 olusturmaktadir (10). HSV-2’nin
sorumlu tutuldugu menenjit tablolar1, daha ¢ok genital herpes
enfeksiyonlar1 sonrasi reaktivasyonla olusan sinirli bulgulara
sahip ve kendiliginden diizelebilen 6zellikte olmaktadir (11).
Viral ensefalitler i¢in bu giine kadar elde edilen bulgulara
gore en sik karsilagilan etyolojik ajanin HSV-1 oldugu
gosterilmigtir.  Yillik insidansi 1-4/1 milyon olan HSV-
1; ensefalit vakalarmin  %0,8-30’unda, nekrotizan
ensefalitlerin %20-75’inde etken olarak rapor edilmistir (12-
13). Ulkemizde, Giiltepe ve ark. (14) ensefalit diisiiniilen
olgularm %5’inde HSV DNA varligin1 gostermislerdir. Son
yillardaki bazi arastirma sonuglart ise; HSV-1 ile beraber,
VZV, Enteroviruslar ve Influenza virus A gibi ajanlarin
baslica viral etkenler oldugunu gostermektedir (15). HSV-
2’ye bagl gelisen ensefalit ise 6zellikle infantlar olmak tizere
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her yas grubunda nadiren ciddi ensefalit tablolarina neden
olabilmektedir (11).

HSV’ye bagli SSS enfeksiyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda,
Bhaskaran ve ark. (16) 1663 BOS 6rneginde %0,9 oraninda
HSV DNA pozitif bulmuslardir. Bir baska calismada viral
SSS enfeksiyonu diisiiniilen 662 hastanin BOS 6rneginde
%2,87 oraninda HSV-1 DNA, %]I1,5 oraninda HSV-2
DNA pozitif saptamistir (17). Garcia-Bardeci ve ark. (18)
330 BOS orneginde %1,2 oraninda HSV-1 DNA, %0,3
oraninda HSV-2 DNA pozitif bulmuslardir. Ulkemizde
yapilan ¢aligmalarda ise elde edilen verilere gore HSV DNA
pozitiflik oraninin %1-19 arasinda saptandig1 gézlenmektedir
(15,19-22) . Calismamizda ise, literatiirle uyumlu olarak 110
BOS o6rneginin besinde (%4,5) HSV-1-DNA pozitif olarak
saptanmigtir. Ancak HSV DNA’nin enfeksiyonun ilerleyen
giinlerinde saptanmasindaki zorluk veya hastalara asiklovir
tedavisi baglandiktan sonra 6rnek gonderilmesi gibi sebepler,
calismamizdaki HSV-DNA saptanma oranlarint diigiirmiis
olabilir.

HSV-1 ensefalitlerinin literatiire gére daha ¢ok erigkinlerde
olustugu bildirilmistir (23). Piskin ve ark.’min (24) bir
calismasinda ise incelenen olgularda belirgin bir cinsiyet
hakimiyeti (%54,3 erkek, %46,9 kadin) tespit etmediklerini
bildirmislerdir. Caligmamizda ise BOS 0&rneginde HSV-
1 DNA varliginin belirlendigi 5 hastadan 2’si 40-60 yas
arasinda, 2 hasta 60 yasin ilizerinde, 1 hasta ise 20 yas alt1
bulundu. Pozitiflik saptanan olgularin yas ortalamasi ise 53,2
olarak belirlenmistir, bes hastanin dordiinii kadin hastalar
olusturmustur. Elde ettigimiz verilere gore bu viriisiin yol
actig1 ensefalitler, ¢ogunlukla erigkin enfeksiyonu olarak
geemektedir.

BOS’un incelenmesinde glukoz normal, protein normal/
artmis saptanmasi olast viral ensefalit diisiindiirmektedir
(25). Calismamizda BOS’un biyokimyasal parametreleri
degerlendirildiginde; 6rneklerin 42’sinde (%38) BOS glukoz
diizeyleri, 27’sinde (%25) ise BOS protein degerleri normal
diizeylerde saptandi. Glukoz ve protein diizeyleri klavuzlardan
farkl1 olarak ¢ogunlukla ytiksek diizeyde saptandi (sirasiyla
51 (%A46) ve 83 (%75) hastada). HSV-1 pozitif olan 4 hastanin
BOS glukoz diizeyi yiiksek bulundu. Protein diizeyi ise 2
hastada normal, 3 hastada yiiksek bulundu.

Sonu¢

Insan Herpes viriislerinin neden oldugu ensefalit vakalari
ile daha sik karsilasilsa da diger viral ve bakteriyel etkenler
de akilda tutulmalidir. SSS enfeksiyonlarinda mortalite
ve morbidite orani yiliksek oldugundan etkenin ¢ok hizli
tanimlanmas1 hayati 6neme sahiptir. Maliyetin yiiksek
olmas1 ve gerektirdigi laboratuvar donanimi nedeni ile
heniiz tim mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bu testler rutin
olarak caligilamamaktadir. Ancak, bu testlerin maliyeti
yiiksek olsa da hayati tehdit eden bir durum séz konusu
oldugundan, ilgili donanima sahip laboratuvarlar veya belirli
merkezler tarafindan bu testlerin hizli bir sekilde ¢alisilmast
saglanmalidir.
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