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Ozet

Ama¢  Menenjit, beyni saran meningeal zarlarin ve spinal kordun enflamasyonudur. Bakteri, viriis ve mantarlar gibi pek ok etken menenjite yol agabilir. Menenjit; antimikrobiyal ve
destek tedavi yontemlerinde elde edilen gelismelere ragmen hala ciddi mortalite ve morbidite nedeni olmaya devam etmektedir. Bu sebeple menenjitte tedaviye erken baglangi¢
mortalite ve morbiditenin diisiiriilmesi i¢in gok énemlidir. Bu ¢aligmada hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen beyin omurilik sivist 6rneklerinde (BOS) Real-
Time polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yéntemi ile tespit edilen menenjit etkenlerin degerlendirilmesi amaglanmugtir.

Materyal ve  Bu galiymada 01/08/2019-30/09/2020 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Molekiiler Mikrobiyoloji Tan1 Laboratuvarrna génderilen 169 hastanin BOS
Metod  5rnegi galismaya dahil edilmistir. Galismada Real-Time PZR yontemi ile galisan SmartCycler by Cepheid cihaziyla BOS 6rnekleri caligiimustir. Bu sistemde Streptococcus
pneumoniae, Neisseria menengitidis, Haemophilus influenza, Herpes simplex-1 (HSV-1), Herpes simplex-2 (HSV-2), Human herpes viriis type-6 (HHV-6), Epstein barr viriis

(EBV), Varicella zoster viriis (VZV) ve Sitomegalo viriis (CMV) etkenleri tespit edilebilmektedir.

Bulgular ~ Caliymaya 169 hastanin BOS ornegi dahil edilmistir. Caligmamiza dahil edilen hastalarin %50.88’i erkek, %49.12’si kadin hastalardan olugmaktadir. Hastalarimizin %63.90't
<18 yas grubu hastalardan, %36.10°u ise >18 yas grubu hastalardan olugmaktadir. PZR sonucuna gore pozitiflik saptanan hasta sayis1 20 olup pozitiflik orani %11.83tir.
Pozitiflik saptanan 6rneklerin %40’in1 S. pneumoniae, %20’sini HSV-1, %15’ini N. menengitidis, %5’ini EBV , %5’ini H. influenzae, %5’ini HHV-6, %5’ini, HSV-2 ve %5’ini
VZV olusturmaktadr.

Sonu¢  Menenjit hastalarinda uygun ve yeterli antimikrobiyal tedavi igin 6ncelikle etkenin belirlenmesi gerekmektedir. PZR gibi molekiiler yontemlerle etkenlerin erken saptanmasi
miimkiindiir ve bu alanda PZRnin sagladig: erken tan1 avantajindan yararlanilmalidir.

Anahtar  PZR, Menenyjit, Beyin omurilik sivist
Kelimeler

Ozet

Aim  Meningitis is an infl ion of the ingeal b and spinal cord that surround the brain. Meningitis; despite advances in antimicrobial and supportive treatment methods, it is still a

serious cause of mortality and morbidity. For this reason, emergency treatment in meningitis is very important in reducing mortality and morbidity. In this study, it was aimed to evaluate the factors
detected by Real-Time PCR method in cerebrospinal fluid(CSF) samples that are sent to our hospital’s microbiology laboratory.

Material and  In this study, CSF samples of 169 patients who were sent to Ondokuz Mayis University Microbiology Laboratory between 01/08/2019-30/09/2020 were included. In the study, CSF samples were
Method  studied with the SmartCycler by Cepheid working with Real-Time PCR method. In this system, Streptococcus p iae, Neisseria ingitidis, He philus infl Herpes simplex-1 (HSV-1),
Herpes simplex-2(HSV-2), Human herpes virus type-6(HHV-6), Epstein barr virus(EBV), Varicella zoster virus(VZV) and Sitomegalo virus(CMV) factors can be detected.

Results  CSF samples of 169 patients were included in the study. 63.90% of our patients are patients in the <18 age group, and 36.10% are patients in the >18 age group. The number of PCR positive patients
results were 20 and the positivity rate was 11.83%. Positive samples consist of 40% S. pneumoniae, 20% HSV-1, 15% N. meningitides, 5% EBV , 5% H. influenzae, 5% HHV-6, 5% HSV-2 and 5% VZV.

Conclusion  In meningitis patients, the agent must first be determined for appropriate and adequate antimicrobial treatment. It is possible to detect the factors early with molecular methods such as PCR, and the
early diagnosis advantage provided by PCR should be used in this field.

Keywords  PCR, Meningitis, Cerebrospinal fluid
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GIRiS
Santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlari; menenjit, ense-
falit, meningoensefalit, SSS absesi, subdural-epidural abse,
postenfeksiyoz ensefalomiyelit ve SSS’nin yavas ilerleyen
enfeksiyonlar1 gibi pek c¢ok farkli sekilde karsimiza cika-
bilir. Bu klinik tablolar her yasta goriilebilmekte ve en-
feksiyonun tipine gore akut, subakut veya kronik olarak
karsimiza ¢ikabilmektedir'2 Menenjit; beyin-omurilik
stvisinin inflamasyonu olarak tanimlanir. Akut piiriilan
menenjitlerde etken olarak genellikle bakteriler tespit edi-
lirken; akut aseptik menenjitlerde etken genellikle viriis-
lerdir. Akut bakteriyel menenjit olgularinin %80-85 ‘inden
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis ve
Haemophilus influenza sorumludur ancak yasa gore ve
altta yatan kosullara gore etkenlerin goriilme siklig: fark-
lilik gostermektedir’™. Aseptik menenjit olgularinin ise
%80-95’inden polio dis1 enteroviruslarin sorumlu oldugu
bildirilmistir®. SSS enfeksiyonlar1 antimikrobiyal ve des-
tek tedavi yontemlerinde elde edilen gelismelere ragmen
hala ciddi mortalite ve morbidite nedeni olmaya devam
etmektedir. Bu sebeple SSS enfeksiyonlarimin tanist hiz-
I1 bir sekilde konulmali ve dogru tedavi verebilmek aci-
sindan etken miimkiin oldugunca hizli bir sekilde tespit
edilmelidir. SSS enfeksiyonlarinin tanisinda hiicre sayimu,
Gram ve Aside rezistant boyama (ARB) boyama, bakteri-
yel kiiltiir ve niikleik asit tespitine yonelik PZR gibi bir¢ok
yontem kullanilmaktadir. PZR'nin diger yontemlere gore
bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Ornegin; PZR’ nin, bakte-
ri kiiltiirtine karsi en biiyiik avantaji hizli sonuglanmasi,
canli bakteriye ihtiya¢ duymamasi ve yiiksek duyarliliga
sahip olmasidir’. Bu nedenle son yillarda en sik kullanilan
yontem olmustur*®. PZR yiiksek duyarlilik ve 6zgullige
sahip bir yontem olmasindan dolay1 bir¢ok laboratuvarda
BOSda S. pneumoniae, N. menengitidis, H. influenza, Her-
pes simpleks tip-1 (HSV-1), Herpes simpleks tip-2 (HSV-
2), Human herpes viriis tip-6 (HHV-6), Epstein barr vi-
riis (EBV), Varicella zoster viriis (VZV), Sitomegaloviriis
(CMV), Cryptococcus neoformans, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes gibi gesitli bakteriyel, fungal ve viral etken-

ler tespit edilebilmektedir®. Bu ¢alismada Ondokuz Mayis

Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Labo-
ratuvarrna multipleks PZR yontemi ile bakteriyel ve viral
etkenlerin arastirilmasi icin gonderilen BOS 6rneklerinde
elde edilen sonuglarin retrospektif olarak degerlendirilme-

si amaglanmustir.

YONTEM
Bu ¢aliymada 01/08/2019 - 30/09/2020 tarihleri arasinda
Ondokuz Mays Universitesi Tip Fakiiltesi Molekiiler Mik-
robiyoloji Tan1 Laboratuvarrna gonderilen 169 hastanin
BOS ornegi retrospektif olarak degerlendirilmistir. Has-
talara ait klinik ve laboratuvar bulgular: otomasyon siste-
minden elde edilmistir. Caliymada Real-Time PZR yonte-
mi ile ¢alisan SmartCycler(Cepheid, ABD) cihazi ile BOS
ornekleri c¢alistlmistir. (hangi ekstraksiyon ve PCR kiti
kullanilmis belirtilmeli) Bu sistemde S. pneumoniae, N.
menengitidis, H. influenza, Herpes simpleks tip-1 (HSV-1),
Herpes simpleks tip-2 (HSV-2), Human herpes virts tip-6
(HHV-6), Epstein barr virtis (EBV) ,Varicella zoster viriis
(VZV) ve Sitomegaloviriis(CMV) etkenleri tespit edilebil-
mektedir. BOS 6rnekleri iiretici firma onerileri dogrultu-

sunda caligilmustir.

BOS ornekleri kan kiltiir sisesinde kiltiir i¢in Mikrobi-
yoloji laboratuarina gonderilmistir. Gonderilen 6rnek-
ler BacT/Alert (Biomeriux, Fransa) kan kiiltiir cihazinda
inkiibe edilmistir. Ureme saptanan ornekler koyun kanlt
agar, eozin metilen blue agar ve gikolata agara ekimleri ya-
pimistir ve 36°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Bakterilerin
tanimlanmas1 Vitek MS (Biomeriux, Fransa) ve antimik-
robiyal duyarliliklar1 Vitek2 Compakt (Biomeriux, Fransa)

otomatize sistemlerinde ¢alisilmistir.

Santrifiij edilmemis 6rneklerden hiicre sayimi ve gram bo-

yama yapilmuistir.

Calisma icin Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiil-
tesi Klinik Arastirmalar etik kurul onayr alinmigtir
(B.30.2.0DM.0.20.08/318).
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BULGULAR
Caligmaya 169 hastanin BOS 6rnegi dahil edilmistir. Ca-
lismamiza dahil edilen hastalarin %50.88’1 erkek, %49.12’si
kadin hastalardan olugmaktadir. Hastalarimizin %63.901
<18 yas grubu hastalardan, %36.10'u ise >18 yas grubu
hastalardan olugmaktadir (Tablo 1). PZR sonucuna gore
pozitiflik saptanan hasta sayis1 20dir (%11.83). Pozitif-
lik saptanan Orneklerin %40’1n1 S. pneumoniae, %20’sini
HSV-1, %15’ini N. menengitidis, %5’ini EBV, %5’ini H.
influenza, %5ini HHV-6, %5’ini HSV-2 ve %5’ini VZV
olusturmaktadir. S. pneumoniae pozitif saptanan etkenler
icerisinde %40 oranla ilk sirada yer alirken HSV-1 %20 ile
ikinci sirada, N. menengitidis %15 ile ii¢lincii sirada yer al-
mustir (Sekil 1). Pozitiflik saptanan BOS érneklerinden 12
ornek icin bakteriyel kiiltiir istemi de yapilmis ve sadece
bir 6rnekte iireme tespit edilmistir. Bu tireme de PZR so-
nucu ile ortiisecek sekilde S. pneumoniae olmustur. Gram
boyali mikroskobik incelemelerde 10 6rnekte (%62,5)
16kosit varligr saptanmistir. Gram boyama incelemesi ya-
pilan Orneklerin higbirinde mikroorganizma goriileme-
mistir. Boyasiz hiicre sayma lamu ile yapilan mikroskobik
incelemede ise BOS orneklerinin dokuz tanesinde (%75)
lokosit tespit edilmis olup polimorfo ntikleer l6kosit(PM-
NL) orani bu dokuz 6rnegin tamaminda %70 ve iizeri bu-
lunmustur, bu 6rnekler PZR ile bakteriyel etken pozitifligi

saptanan Orneklerdir.

40

= Oran [ %)

- Say

Sekil 1. BOS orneklerinde saptanan etkenlerin dagilimi

Caligmamizda pozitif etken saptanan 20 hastadan bir tane-
si vefat ederken; diger 19 hasta uygun tedaviler ile saglik-
larina kavusup taburcu edilmislerdir. Vefat eden hastada

saptanan etken S. pneumoniaedir.

Laboratuvarimiza gonderilen orneklerin geldikleri ser-
vislerin dagilimina bakildiginda en ¢ok 6rneginin ¢ocuk
acil servisinden (n=39, %23.07) gonderildigi onu ¢ocuk
genel servisi (n=35, %20.71) ve noroloji servisinin (n=25,
%14.80) takip ettigi goriilmiistiir (Tablo 2). Orneklerden
izole edilen etkenlerin klinige gore dagilimina baktigi-
mizda S. pneumoniae’nin en sik izole edilen etken oldugu
(n=8, %40) ve en sik ¢cocuk acil servisinden (n=4, %20)

gonderildigi saptanmustir (Tablo 3).

Tablo 1. Saptanan etkenlerin yasa gore dagilim.

ETKEN YAS DAGILIMI
0-5 5-18 | 18-25 | 25-45 | 45-65 | >65 | TOPLAM

S. pneumoniae 2 2 - 1 3 - 8
N. menengitidis - 2 - - 1 - 3
H. influenza - - - 1 - - 1
HSV1-Tip 1 1 1 2 - 4
HSV2-Tip 2 1 - - - - - 1
HHVe6 1 - - - 1
EBV - 1 - - 1
VZV - - - - 1 1
CMV - - - - -
TOPLAM 5 5 - 3 6 1 20
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Tablo 2. Orneklerin gonderildigi kliniklerin dagilim1
SERVIS HASTA SAYISI ORAN(%)
Cocuk Acil servisi 39 23,08
Cocuk Genel Servisi 35 20.72
Noroloji servisi 25 14,80
Enfeksiyon Hastaliklar1 servisi 20 11.83
Cocuk Enfeksiyon servisi 13 7,69
Cocuk Yogun Bakim servisi 11 6,50
Acil ve Ilkyardim servisi 8 4,73
Cocuk Noéroloji servisi 7 4,15
Noroloji Yogun Bakim servisi 4 2,36
Yenidogan Yogun Bakim servisi 3 1,78
Beyin Cerrahisi servisi 1 0,59
Genel Cerrahi servisi 1 0,59
Nefroloji servisi 1 0,59
Hematoloji servisi 1 0,59
TOPLAM 169 100
Tablo 3. Saptanan etkenlerin kliniklere gére dagilimu.
Klinik

Daiiye | [Ron | Mool | Goeukaat | GO || e | P
S. pneumoniae 1 1 1 4 - 1 - 8
N. menengitidis - 1 - 1 1 - - 3
H. influenza - - 1 - - - - 1
HSVI1-Tip 1 - 2 - 1 - - 1 4
HSV2-Tip 2 - - - 1 - - - 1
HHVe6 - - - 1 - - - 1
EBV 1 - - - - - 1
VZv - 1 - - - - - 1
CMV - - - - - - - -
TOPLAM 2 5 2 8 1 1 1 20

TARTISMA tedavi alan hastalarda etkenlerin iiretiminde zorluk, has-

Tiptaki gelismelere ragmen menenjit/meningoensefalit-
ler uzun siire hastanede yatisa neden olan, yiiksek fatalite
oranina sahip, ciddi sekeller birakabilen, tedavisi zaman
alabilen bir enfeksiyon hastaligidir’®. Bakteri, viriis ve
mantarlar gibi pek ¢ok etken menenjite yol agabilir. Akut
bakteriyel menenjit tanisinda BOS Kkiiltiirii altin standart
olmakla birlikte beraberinde getirdigi baz1 dezavantajlar

da vardir. Bu duruma; tan: koymada gecikme, ampirik

tanin ampirik olarak gereginden fazla tedavi almasi gibi
durumlar 6rnek olarak gosterilebilir**!'. Viriislerle bir-
likte bakterilerin de hizlica tanimlanabilmesi icin son za-
manlarda PZR yontemine agirlik verilmeye baglanmustir'2.
PZR gibi amplifikasyon yontemleri ile bakteri ve viriislerin
niikleik asitlerin BOSta saptanma oranlar1 yiikselmistir'’.
Calismamizdaki 169 hastanin BOS 6rneginin 19 tanesinde

toplam 20 pozitif (%11.83) bakteriyel ya da viral bir etken
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tespit edilmistir. Bir hastamizda 2 etken ayni anda tespit
edilmis olup bu etkenler S. pneumonia ve H. influenzaedr.
Ulkemizde konu ile ilgili yapilan calismalarda agirliklt
olarak ¢ocuk ya da eriskin yas gruplarinda goriilen viral
ya da bakteriyel etkenler olarak ayr1 ayr1 ele alinmustir. Ul-
kemizde menenjitlerin etiyolojisine yonelik arastirmalar
¢ogunlukla ¢ocuk hasta grubunu kapsamaktadir ve bizim
calismamizda da tilke genelindeki ¢aligmalarla 6rtiigecek
sekilde ¢ocuk hasta popiilasyonu daha biiyiik kismi olus-
turmaktadir. Ancak ¢alismamizda Akkaya ve arknin® yap-
t1g1 alisma gibi hem erigkin hem de ¢ocuk hastalar: kapsa-
y1p; bakteriyel ve viral etkenler ayn1 anda tespit edilmistir.
Yeni dogan donemi hari¢ bakteriyel menenjit vakalarinin
%80’inden fazlasina S. pneumoniae, H. influenzae tip b ve
N. meningitidis neden olmaktadir''>. S. pneumoniae top-
lum kaynakli bakteriyel menenjitlerin en sik etkenidir10.
Akkaya ve arknin® yaptig1 ¢alismada 7 (%3.5) hastada S.
pneumoniae etken olarak bulunmus ve bakteriyel menenjit
etkenleri arasinda ilk sirada yer almistir. Yine ayni ¢alis-
mada viral etkenler arasinda Enteroviriisler %25 oranla
menenjit etkenlerinin ilk sirasinda yer almistir. Sarinoglu
ve arknin'® 2016 yilinda yaptigi BOS 6rneklerinde sapta-
nan viral etkenler adli ¢caliymada 12 (%34.2) hastada HSV-
1 en fazla saptanan etken olurken; bunu sekiz (%22.8)
hastada saptanan Enterovirus takip etmistir. 2012 yilinda
Y.Duman ve arknin' yaptiklari retrospektif ¢aliymada
yirmi bes hastada Koagiilaz negatif stafilokok (KNS) en
fazla saptanan etken olurken; bunu 11 hastada saptanan S.
pneumoniae takip etmistir. Soylar ve arknin'” yaptig1 ¢a-
lismada EBV %15 oranla en yiiksek ylizdeye sahip etken
olmustur. Bizim ¢aligmamizda ise viriislerden en sik etken
(%20) HSV-1 iken; bakterilerde ise (%40) S. pneumoniae
bulunmustur. Wu ve arknin'® yaptig1 ¢alismada 451 BOS
ornegi incelenmis ve bu 6rneklerin 113 tanesinde real time
PZR ile porzitiflik saptanmis olup etkenlerin dagilim: S.
pneumoniae(n=51), N. meningitidis (n=57) H. influenzae
(n=5) olacak sekilde tespit edilmistir. Bu ¢alismada kltiire
kiyasla; real time PZRnin duyarhilik ve 6zgtlligi sirasty-
la %95 ve %90 olarak bulunmustur. Yine ayni ¢aligmada

real time PZR ve Gram boyama yontemlerinin hastalarin

kullandig: antibiyotik tedavilerinden kiiltiire kiyasla ¢ok
daha az etkilendigi sonucuna varilmistir. Misirda yapilan
bagska bir ¢alismada siipheli bakteriyel menenyjit vakalarin-
dan alinan kiiltiir negatif 40 BOS 6rnegi real time PZR ile
sirastyla galisilmis S. pneumoniae, H. influenzae ve N. me-
ningitidis i¢in spesifik lytA, bexA ve ctrA genlerinin varli-
g1 incelenmistir. Kiiltiir negatif BOS 6rneklerinin 36’sinda
(%90) S. pneumoniae igin real time PZR sonuglar1 pozi-
tif tespit edilirken; H. influenzae ve N. meningitidis tespit
edilememigstir. Real time PZR ile d6rt(%10) 6rnek negatif
cikmustir®.

Bir yil i¢inde bakteriyel menenjit tanist alan olgularin
%71’inin hastane kaynakli oldugu ve bunlarin %28’inde
etkenin tretilebildigi, toplum kaynakli menenjit tanist alan
olgularin ise %1 oldugu belirlenmistir. Toplum kaynakli
menenjit olgusunda (%1) etkenin kiiltiirde dretilmeyip
PZR ile saptanmasi ve bunun Gram boyama sonucunu da
desteklemesi ile PZR'nin kiiltiirden daha fazla avantaj sag-
ladig1 belirtilmistgir®. Ozdemir ve ark’nin21 2010 yilinda
yaptiklar1 ¢caligmada menenjitli hastalarda etken dagilimi
incelendiginde S. pneumonia(%27), H. influenza(%11) ve
N. meningitidis(%11) oranlarinda bildirilmistir. Aseptik
menenjit olgularinda en sik tespit edilen etken grubu vi-
riislerdir’. Ingilterede yapilan ve BOS'ta viral etkenlerin
aragtirildig: bir calismada 1683 BOS 6rnegi incelenmis ve
33 hastada HSV-2, 25 hastada ise HSV-1 saptanmugtir. Ul-
kemizde yapilan ¢alismalarda da HSV 6nemli bir menen-
jit etkeni olarak bulunmustur’. Cicek ve ark’nin®? yaptig
baska bir ¢alismada akut menenjit tanist olan hastalarin
%33’tinde virislerin etken oldugu, bunlarin %22.5’nin En-
teroviriis, %9.9’unun Herpes viriisler ve %8.1’nin Bat1 nil
virtsii (BNV) oldugu goriilmiistiir. Eriskin ve ¢ocuk grubu
ile ve cinsiyete gore pozitiflik oranlar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Sonug olarak menenyjit giiniimiizde hala 6nemli bir saglik
sorunudur. Menenjite bagl mortalite ve morbiditeyi azalt-
mak i¢in erken tani ve tedavi ¢ok 6nemlidir. Bu sebeple

menenyjit siipheli hastalarda, PZR gibi molekiiler yontem-
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lerle etkenlerin erken saptanmasi miimkiin goriinmekte-

dir.
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