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ÖZET

Antiviral tedavinin başlanmadığı herpes simpleks virus (HSV) meningoensefalitlerinde mortalite oranı
yüksektir. Bu nedenle HSV meningoensefalitlerinde hızlı tanı önem kazanmaktadır. Bu çalışmada, viral me-
ningoensefalit ön tanılı hastalarda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve intratekal antikor sentezi ile HSV
saptanmasının değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Bakteriyolojik kültürlerde üreme tespit edilmemiş, beyin
omurilik sıvısı (BOS) mikroskobik ve biyokimyasal bulguları viral meningoensefalit ile uyumlu toplam 17
hasta çalışmaya dahil edilmiştir. Etken olarak BOS’da HSV’nin saptanabilmesi için Vero hücrelerinde kültür
ve HSV-1, HSV-2 için ayrı ayrı primerlerin kullanıldığı (sırasıyla; US7 ve US2 bölgelerine özgül) PCR yönte-
mi uygulanmıştır. Hastalardan BOS örneği ile eş zamanlı alınmış olan serum örneklerinde, intratekal HSV
antikor sentezinin araştırılması için “Reibergram” grafikleri ve antikor indeksi (Aİ) hesaplama yöntemi kul-
lanılmıştır. Reibergram grafiklerini elde etmek için nefelometrik olarak (Dade-Behring, Almanya) serum ve
BOS örneklerinde albumin ve total IgG değerleri belirlenmiş ve albumin ile IgG oranları hesaplanmıştır. Aİ
belirlenmesi amacıyla, ELISA (HSV-1/2 Pool; Antibody Determination in CSF, Euroimmun, Almanya) ile se-
rum ve BOS örneklerinde HSV 1+2 IgG düzeyleri kantitatif olarak araştırılmıştır. Semptomların başlangıcın-
dan bir hafta sonra BOS örneği alınmış olan bir hastada hem hücre kültüründen HSV-2 izole edilmiş, hem
de PCR ile HSV-2 DNA’sı saptanmıştır. Bu olguda intratekal antikor sentezi saptanmamıştır. Üç haftadan
uzun süredir semptomları olan iki hastanın BOS örneklerinde ise Reibergramlarda intratekal IgG sentezi sap-
tanmış ve patolojik intratekal HSV Aİ (sırasıyla; 27.9 ve 7.9) tespit edilmiştir; ancak bu hastalarda virus izo-
lasyonu ve PCR ile HSV-DNA saptanması mümkün olmamıştır. Diğer 14 hastada ise HSV varlığı (kültür ve-
ya PCR ile) ya da intratekal antikor sentezi tespit edilememiştir. HSV meningoensefalitinin tanısı, aynı gün-
de sonuç alınabilen ve son yıllarda altın standart olarak kabul edilen PCR ile konulabilmektedir. Ancak, kli-
niğin başlamasından bir haftadan sonra alınacak BOS örneklerinde PCR ile HSV tespit olasılığı azalmaktadır.
Sonuç olarak meningoensefalit hastalarının erken dönemlerinde BOS’da PCR ile HSV-DNA araştırılmasını,
ilerleyen dönemde ise tanıda intratekal antikor tespitinin de dikkate alınması gerektiğini önermekteyiz. 
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ABSTRACT

Herpes simplex virus (HSV) meningoencephalitis has a high mortality rate if proper antiviral therapy
is not applied. Thus rapid diagnosis is of peculiar importance in such cases. In this study we aimed to
evaluate the use of polymerase chain reaction (PCR) and detection of intrathecally synthesized antibo-
dies by serological methods in viral meningoencephalitis suspected cases to determine HSV as the ca-
usative agent. Seventeen cases with cerebrospinal fluid (CSF) samples with microscopical and biochemi-
cal findings compatible with viral encephalitis were included in this study. CSF samples yielded no bac-
terial growth. Cell cultures propagated in Vero cell line and PCR with different primer sets against HSV-
1 and HSV-2 (specific for US7 and US2 gene regions, respectively) were used to investigate the presen-
ce of HSV in CSF. Serum samples were taken simultaneously with the CSF sampling and “Reibergram”
graphics and antibody index (AI) calculations were used for the evaluation of intrathecal antibody
synthesis. Albumin and total IgG levels in serum and CSF samples measured with nephelometry (Dade-
Behring, Germany) for Reibergram graphics, albumin and IgG ratios were calculated. Quantitative levels
of HSV 1+2 IgG were measured in serum and CSF samples using ELISA (HSV-1/2 Pool; Antibody Deter-
mination in CSF, Euroimmun, Germany) for AI determination. One of the CSF samples obtained one we-
ek after the neurological symptoms had started, yielded HSV-2 in cell culture and also HSV-2 DNA was
detected by PCR. Intrathecal antibody synthesis was not detected in this case. In two cases with symp-
toms lasting for more than three weeks, intrathecal IgG synthesis in Reibergrams and pathological int-
rathecal HSV AI (27.9 and 7.9, respectively) were detected, however, virus isolation and PCR detection
were not successful. For the other 14 cases, HSV-DNA were found negative and no intrathecal antibody
synthesis were detected. HSV meningoencephalitis can be diagnosed via using PCR which has been ac-
cepted as gold standard in recent years, with 24 hours turn-around time. However, if CSF samples we-
re taken later than the first week following the beginning of symptoms, possibility of HSV detection by
PCR is lowered. According to the data obtained from this limited study, it may be suggested that PCR
may be used for the detection of HSV-DNA in CSF samples during the early phase of meningoencepha-
litis cases, however, consideration must be taken to detect the intrathecal antibodies during the later
phases of the infection where intrathecal antibody synthesis starts. 

Key words: Meningoencephalitis, herpes simplex virus, cerebrospinal fluid, polymerase chain reac-
tion, antibody index, Reibergram.

GİRİŞ

Herpesviridae ailesi, alfa-herpesvirus alt ailesi içinde yer alan zarflı, ikozahedral simet-
rili ve çift zincirli DNA içeren herpes simpleks viruslar (HSV), tip 1 (HSV-1) ve tip 2 (HSV-
2) nörotropik virusları içermektedir1,2. HSV primer veya tekrarlayan nörolojik enfeksiyon-
larının tanısı temel olarak laboratuvara dayalıdır3. Santral sinir sistemi HSV enfeksiyonu
tanısında, HSV DNA’sının beyin omurilik sıvısı (BOS)’nda polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile gösterilmesi altın standart olarak kabul edilmektedir2-4. PCR pozitif sonuçlar sık-
lıkla akut veya devam etmekte olan enfeksiyonla uyumludur. Ancak subakut (yedi gün-
den uzun süreli) veya kronik enfeksiyonlarda, PCR sonuçlarının çoğunlukla negatif oldu-
ğu hastalarda intratekal immün yanıt sonucunda gelişen intratekal antikor sentezinin
saptanması mümkün olmaktadır5-7. 

İntratekal immün yanıtın saptanmasında kalitatif yöntemlerin yanında kantitatif yön-
temlerin kullanılması objektif bir bilgi vermektedir. Kantitatif amaçlı birçok yöntem olma-
sına karşılık kan-BOS arasındaki akışta proteinlerin moleküler boyutlarının temel alındığı
Reiber’in önerdiği hiperbolik fonksiyonun kullanıldığı yöntemin duyarlılık ve özgüllüğü
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daha yüksektir8. Oluşturulan grafiklerin (Reibergram) kullanılması, görsel değerlendirme
ile kullanım kolaylığı sunmaktadır8,9. Bunun yanında etkene özgül antikorların ELISA ile
kantitasyonu sonucu hesaplanan antikor indeksi (Aİ), etkenin belirlenmesinde yardımcı
olmaktadır. Ancak BOS örneklerinde, serumdan geçen antikorların ayırt edilebilmesi
amacıyla serum ve BOS örneklerindeki albumin oranının da değerlendirilmesi gereklidir.
Bu nedenle, intratekal antikor sentezinin tespit edilmesinde hastadan eş zamanlı olarak
alınmış serum ve BOS örnek çiftlerinin birlikte analizi gereklidir10-12.

Santral sinir sisteminin viral ve kronik enfeksiyonlarının tanısında, PCR tekniği ile bir-
likte özgül intratekal immün yanıtın saptanması kombinasyonunun, en güvenilir uygu-
lama olduğu kabul edilmektedir6,7. Çalışmamızda viral meningoensefalit şüpheli hasta-
larda bu yaklaşımın HSV tiplerinin araştırılması amacıyla kullanımının değerlendirilmesi
amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmaya Refik Saydam Hıfzıssıhha Merkezi (RSHM) Viroloji Laboratuvarı’na gönderi-
len BOS örneklerinden bakteriyolojik kültürlerinde üreme tespit edilmemiş; baş ağrısı,
ateş, bilinç bulanıklığı, nöbetler ve motor defisit gibi semptom ve bulguları ile viral me-
ningoensefalit ön tanısı konulmuş 17 hastaya (10 erkek, 7 kız; yaş ortalaması 5.2 ± 4.1
yıl) ait eş zamanlı alınmış serum ve BOS örnekleri dahil edildi. 

Çalışmaya dahil edilen hastaların BOS örnekleri makroskobik olarak berraktı. BOS ör-
neklerinin mikroskobik incelemesinde lenfosit ağırlıklı minimal lökosit artışı (5-300/mm3)
ve biyokimyasal incelemesinde artmış protein düzeyi (> 50 mg/dL) ile normal glikoz dü-
zeyi bulundu. 

Hücre Kültüründe Virus İzolasyonu

Çalışma için Vero hücrelerinin EMEM vasatı kullanılarak iki-üç günlük ve tek tabaka
hücre kültür tüpleri hazırlandı. Her bir tüp için 200 µL örnek ekimi yapılarak, hücre kül-
türleri %5 CO2 içeren inkübatörde 36°C’de agregasyon, genişlemiş, refraktil hücre odak-
ları ile karakterize sitopatik etki (SPE) yönünden yedi gün boyunca izlendi2. Vero hücre-
leri dondurulup çözüldükten sonra 2000 devirde beş dakika santrifüj edildi ve üst sıvıla-
rında PCR yöntemi ile HSV-1 ve HSV-2 nükleik asitleri arandı. HSV nükleik asitleri sapta-
nanlar hücre kültürü için pozitif olarak kabul edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Üst sıvıları ayrılan BOS örneklerinden 100’er µL alınarak alkali-fenol-kloroform yönte-
mi ile DNA ekstraksiyon işlemi yapıldı13. Ekstraksiyon sonrası elde edilen ürün 50 µL ste-
ril distile su ile sulandırıldı. HSV-1 için US7 bölgesine özgül 5’-GCGACCGACAGCACT-
CAC-3’ ve 5’-ACGTACACCCCGGCATAG-3’ primer çifti; HSV-2 için US2 bölgesine özgül
5´-GTGGAATTCATGGGCGTTGTTGTTGTAAGT-3’ ve 5´-CGACACCGCTCGAGCGTGTA-
ATG-3’ primer çifti kullanıldı. Her örnek için 40 µL “master miks” solüsyonu (1.5 U Taq
DNA polimeraz, 200 µM deoksinükleozid trifosfat-dNTP - karışımı, 1.5 mM MgCl2 ve her
bir HSV primerinden 0.5 µM) hazırlandı. Ekstraksiyon ürününün 10 µL’si “master miks”
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solüsyonu ile karıştırıldı. PCR işlemi ısı döngü cihazında (Perkin Elmer 9700, ABD) 40
döngü (95°C - 40 saniye denatürasyon, 58°C- 40 saniye annealing, 72°C- 50 saniye uza-
ma) uygulanarak yapıldı. Pozitif kontrol olarak referans HSV-1 ve HSV-2 virusları (RIVM
Institute, Hollanda) kullanıldı. Elde edilen PCR ürünleri elektroforez ile etidyum bromür
(0.5 µg/mL) içeren %2’lik agaroz jelde görüntülendi. Elektroforezde elde edilen bant bü-
yüklükleri, HSV-1 için 110 bazçifti (bp), HSV-2 için 185 bp idi.

İntratekal Antikor Sentezinin Tespiti

Serum total IgG, serum albumin, BOS’da total IgG ve albumin değerleri nefelometre
(BN ProSpec, Dade-Behring, Almanya) ile ölçüldü. Q IgG (IgG BOS/IgG serum) ve Q Alb
(Albumin BOS/albumin serum) oranları hesaplandı, Reibergram Tutorial (versiyon 0.1)
programı (www.wormek.de) kullanılarak Reibergramları oluşturuldu. Reibergramda sınır
çizgisinin üstünde yer alan örneklerde intratekal IgG sentezlendiği kabul edildi11. Bu ör-
neklerde HSV tiplerine özgül antikorlar ELISA ile araştırıldı.

BOS ve serumdaki HSV 1+2 IgG düzeyleri, üretici firmanın BOS’da Aİ hesaplanması
amacıyla standardize ettiği ticari ELISA kiti (Herpes simplex virus, HSV-1/2 Pool; Anti-
body Determination in CSF, Euroimmun, Almanya) ile çalışıldı. ELISA okuyucusunda op-
tik dansite değerleri en yüksek kalibratörünkinden daha yüksek okunan örnekler, BOS
için 1:12, serum için 1:1000 olmak üzere ileri dilüsyonlarının kullanılmasıyla tekrar çalı-
şıldı ve kantitasyon bu dilüsyonlar göz önüne alınarak yapıldı. Elde edilen antikor değer-
leri kullanılarak Q IgG HSV (IgG BOS HSV/IgG serum HSV) oranı şu formüle göre hesap-
landı: Qlim IgG= 0.93 x [(QAlb)2 + 6 x 10-6]1/2–1.7 x 10-3 ; (Qlim: IgG için limit oran). 

Q IgG değeri Qlim IgG değerinden büyük olan örneklerde, HSV Aİ= Q IgG HSV/Qlim
IgG formülü kullanılarak; diğer örneklerde ise HSV Aİ= Q IgG HSV/Q IgG oranı kullanıla-
rak hesaplandı. HSV Aİ > 1.5 olanlar özgül intratekal antikor üretimi için anlamlı kabul
edildi10,11. 

BULGULAR

Çalışmaya alınan 17 hastaya ait BOS örneklerinden birisinde PCR yöntemi ile HSV-2
DNA’sı saptanmıştır (Resim 1). Aynı örnekten hücre kültüründe de HSV-2 izole edilmiş,
ancak bu hastada intratekal antikor sentezi saptanamamıştır. İki hastada ise Reibergram-
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Resim 1. HSV-2 PCR jel görüntüsü. M: Moleküler standart; Hat 1,3,4: Negatif örnek; Hat 2: Pozitif örnek.



larda intratekal IgG antikor sentezi saptanmıştır (Şekil 1). Bu hastalarda HSV-1/2 Aİ’leri
sırasıyla 27.9 (1 no’lu hasta) ve 7.9 (2 no’lu hasta) olarak hesaplanmıştır. Bu iki hastanın
BOS örneğinde PCR ve hücre kültürü ile HSV saptanamamıştır. 

Çalışmamızdaki diğer 14 hastanın BOS örneğinde ise PCR ve hücre kültürü ile HSV
saptanamamıştır. Ayrıca, bu olgularda HSV için intratekal antikor sentezi de tespit edil-
memiştir. 

TARTIŞMA

HSV özellikle yenidoğanlar, çocuklar ve erişkinlerde ensefalit ve viral menenjit etkeni-
dir. HSV’ye bağlı santral sinir sistemi enfeksiyonlarında antiviral tedavi uygulanmadığın-
da değişik yaş gruplarında farklı olmak üzere mortalite %50 ile %85 arasında değişmek-
tedir14. Mortalite oranı yüksek olduğundan laboratuvar tanısının hızlı bir şekilde konul-
ması ve acilen tedaviye başlanması gerekmektedir. Mikrobiyolojik tanıda invazif bir yön-
tem olan beyin biyopsisi örneklerinin incelenmesi, artık yerini BOS örneklerinde PCR ile
HSV-DNA araştırılmasına bırakmıştır. Bunun yanında intratekal antikor sentezinin araştı-
rılması da tanıyı destekleyici bir yöntemdir. Uzun süre gerektirdiğinden ve özellikle ço-
cuk yaş grubunda izolasyon şansı düşük olduğundan hücre kültüründe virus izolasyonu
yöntemi pek tercih edilmemektedir7,15. PCR metodu 24 saatten daha kısa sürede sonuç-
landırılabilecek kadar hızlı ve nispeten çok pahalı olmayan bir metoddur. Bunun yanın-
da kültür ile viral etkenin saptanması 28 güne kadar uzayabilmektedir. Klasik kültür yön-
temleri, hastanın çok düşük dozda dahi antiviral tedavi alması durumunda negatif sonuç
verebilir. Buna karşılık PCR ile kısa süreli antiviral tedavi sonrasında da etkenin nükleik
asitlerini saptamak olasıdır16. 
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Şekil 1. İntratekal antikor sentezi saptanan hastaların Reibergramları.



Günümüzde HSV ensefaliti tanısında, BOS örneklerinde PCR çalışılması altın standart
olarak kabul edilmekte ve duyarlılığın yaklaşık %96, özgüllüğün ise %99 olduğu bildiril-
mektedir7,15. Ancak PCR yönteminde, yanlış negatif sonuçlara veya düşük duyarlılığa yol
açan bazı faktörler (BOS örneğinin çok erken dönemde alınmış olması, düşük viral yük,
örnek kaynaklı PCR inhibitörleri, antiviral tedavinin başlanmış olması vb.) sonuçları etki-
leyebilir15,16. Çalışmamızdaki 16 hastada PCR ile HSV-DNA saptanamamasında bu fak-
törler rol oynamış olabilir. İntratekal antikor üretimi saptanan iki olgu, Ankara dışından
asiklovir başlanarak sevk edilmiş hastalardır ve çalışmamızda kullanılan örnekleri, klinik
bulguların üçüncü haftasında alınmıştır. Bu olgularda PCR ile HSV-DNA’sı saptanmama-
sının sebebi, büyük olasılıkla hastalığın ileri döneminde BOS örneğinin alınmış olmasıdır.
Bununla birlikte antiviral tedavi başlanmış olması da etkileyici faktörler arasında düşünü-
lebilir.

İnsanlarda HSV ile beraber 100’ün üzerinde virusun akut viral ensefalite yol açtığı bi-
linmektedir. Bunlar arasında enteroviruslar, diğer herpesviruslar (sitomegalovirus, Epste-
in-Barr virus, HHV-6, varisella zoster virus), JC virus, arboviruslar (başta Batı Nil virusu ol-
mak üzere), kızamık virusu, kabakulak virusu ve adenoviruslar en önemlileri olarak sayı-
labilir16. Bu etkenlerle oluşan klinik tablolar ajana özgü olarak pek farklılık göstermedi-
ğinden, hastanın kliniği ile etkeni belirlemek çoğunlukla mümkün değildir7,15,16. Bizim
çalışmamızda, HSV-DNA’sının gösterilemediği olgularda, diğer viral etkenlerin rolü ola-
bileceği olasıdır. Bu nedenle, viral meningoensefalit düşünülen hastalarda etyolojinin
açıklanabilmesi amacıyla, ülke epidemiyolojisi düşünülerek bir panelin oluşturulması ve
hasta örneklerinde bu etkenlerin araştırılması gerektiğini düşünmekteyiz. 

Santral sinir sisteminde HSV’nin araştırılması için yapılan çalışmalarda, olguların bü-
yük çoğunluğunda hastalığın erken döneminde BOS örneğinde HSV-DNA’sı saptanma-
sının mümkün olduğu, geç evrede intratekal antikor sentezinin saptandığı bildirilmiş-
tir5,17-19. Monteyne ve arkadaşlarının17 inceledikleri 13 hastanın 11’inde, semptomların
başlangıcından en geç 12. güne kadar BOS’da HSV-DNA saptanırken, intratekal HSV an-
tikor sentezi bir hasta dışında en erken sekizinci günde saptanmıştır. Yedi hastada ise PCR
pozitifken intratekal antikor sentezi tespit edilmiştir17. Sauerbrei ve arkadaşlarının18 çalış-
masında ise, 631 hastadan 15’inin BOS örneğinde nörolojik semptomların başlangıcın-
dan sonraki 3-12. günde (ortanca 7.3 gün) HSV-DNA’sı saptanırken, bu hastaların hiçbi-
rinde intratekal HSV antikor sentezi saptanmamıştır. Buna karşın hastaların %2.1
(13/624)’inde nörolojik semptomların başlangıcından sonraki 14 gün-3 ay sonra (ortan-
ca 34 gün) intratekal HSV antikor sentezi saptanmış; bu hastaların hiçbirinin BOS örne-
ğinde HSV-DNA’sı belirlenmemiştir. Sindic ve arkadaşlarının5 çalışmasında, 27 hastanın
BOS örneğinde dokuzuncu güne kadar HSV-DNA’sı saptanmış, 9 ile 12. günlerde PCR
pozitifliği yanında intratekal antikor sentezi de tespit edilmiştir. Hastalığın ilerleyen dö-
nemlerinde ise HSV-DNA’sı negatifleşirken, intratekal antikor sentezinin devam ettiği bil-
dirilmiştir5. Denne ve arkadaşlarının19 retrospektif çalışmasında, 25 hastanın dokuzunda
HSV Aİ pozitif bulunmuş ve bu hastalardan sadece ikisinde eş zamanlı olarak PCR ile HSV
saptanabilmiştir. Bizim çalışmamızda ise 17 hastanın sadece birinde HSV-2-DNA’sı tespit
edilmiştir. Bu hastanın örnekleri semptomların başlangıcından sonraki yedinci günde
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alınmış olup, hastada intratekal antikor sentezi saptanamamıştır. Çalışmamızda semp-
tomların başlangıcından üç hafta sonra BOS örneği alınmış iki hastada intratekal antikor
sentezi tespit edilmiş olup, bu hastalara ait BOS örneklerinde HSV-DNA’sı saptanamamış-
tır. Bizim çalışmamızda da literatürde bildirildiği gibi, erken dönemde PCR pozitifliğinin
saptanabildiği, özellikle ilerleyen dönemde ise intratekal antikor tespitinin mümkün ola-
bildiği görülmektedir. Ayrıca Reibergramların intratekal antikor sentezinin tespitinde kul-
lanışlı olduğunu da belirtmek gereklidir. Eş zamanlı alınmış serum ve BOS örnek çiftlerin-
de sadece albumin ve total IgG değerlerinin ölçümüyle oluşturulan grafiklerde sınır çiz-
gisini geçen örneklerde intratekal antikor sentezi varlığının görülmesi pratik uygulama-
da çok kullanışlı olacaktır.

Santral sinir sistemi HSV enfeksiyonu şüpheli olgularda, BOS örneğinde eğer müm-
künse PCR ile hemen HSV-DNA’sı araştırılmalıdır. İntratekal antikor sentezi tespiti semp-
tomların başlangıcından sonraki ilk haftada sıklıkla mümkün olmamaktadır. Ancak HSV-
DNA’sı saptanamamış ve özellikle nörolojik semptomların başlangıcından uzun süre geç-
miş olgularda, intratekal antikor sentezinin tespitine yönelik araştırmaların da yapılması
gerekmektedir. Sonuç olarak, hastaların klinik özellikleri de göz önüne alınarak her iki
yöntemin kombinasyonunun tanıda en doğru yaklaşım olacağını düşünmekteyiz.
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