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OZET

Antiviral tedavinin baglanmadigi herpes simpleks virus (HSV) meningoensefalitlerinde mortalite orani
ytuiksektir. Bu nedenle HSV meningoensefalitlerinde hizli tani 5nem kazanmaktadir. Bu calismada, viral me-
ningoensefalit 6n tanili hastalarda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve intratekal antikor sentezi ile HSV
saptanmasinin degerlendirilmesi amaclanmustir. Bakteriyolojik kiiltiirlerde treme tespit edilmemis, beyin
omurilik sivisi (BOS) mikroskobik ve biyokimyasal bulgulari viral meningoensefalit ile uyumlu toplam 17
hasta calismaya dahil edilmistir. Etken olarak BOS’da HSV'nin saptanabilmesi icin Vero hiicrelerinde kultir
ve HSV-1, HSV-2 icin ayri ayri primerlerin kullanildigi (sirasiyla; US7 ve US2 bdlgelerine 6zgtil) PCR yonte-
mi uygulanmistir. Hastalardan BOS 6rnedi ile es zamanl alinmis olan serum orneklerinde, intratekal HSV
antikor sentezinin arastirilmasi icin “Reibergram” grafikleri ve antikor indeksi (Al) hesaplama yontemi kul-
lanilmustir. Reibergram grafiklerini elde etmek icin nefelometrik olarak (Dade-Behring, Almanya) serum ve
BOS 6rneklerinde albumin ve total IgG degerleri belirlenmis ve albumin ile IgG oranlar hesaplanmigtir. Al
belirlenmesi amaciyla, ELISA (HSV-1/2 Pool; Antibody Determination in CSF, Euroimmun, Almanya) ile se-
rum ve BOS &rneklerinde HSV 1+2 IgG duizeyleri kantitatif olarak arastirilmistir. Semptomlarin baslangicin-
dan bir hafta sonra BOS 6rnegi alinmis olan bir hastada hem hiicre kdlttriinden HSV-2 izole edilmis, hem
de PCR ile HSV-2 DNA'si saptanmustir. Bu olguda intratekal antikor sentezi saptanmamistir. Uc haftadan
uzun siredir semptomlari olan iki hastanin BOS 6rneklerinde ise Reibergramlarda intratekal IgG sentezi sap-
tanmig ve patolojik intratekal HSV Al (sirasiyla; 27.9 ve 7.9) tespit edilmistir; ancak bu hastalarda virus izo-
lasyonu ve PCR ile HSV-DNA saptanmasi miimkiin olmamistir. Diger 14 hastada ise HSV varligi (kiltir ve-
ya PCR ile) ya da intratekal antikor sentezi tespit edilememistir. HSV meningoensefalitinin tanisi, ayni giin-
de sonug alinabilen ve son yillarda altin standart olarak kabul edilen PCR ile konulabilmektedir. Ancak, kli-
nigin baslamasindan bir haftadan sonra alinacak BOS 6rneklerinde PCR ile HSV tespit olasiligi azalmaktadir.
Sonug olarak meningoensefalit hastalarinin erken donemlerinde BOS’da PCR ile HSV-DNA arastiriimasini,
ilerleyen dénemde ise tanida intratekal antikor tespitinin de dikkate alinmasi gerektigini Gnermekteyiz.

Anahtar sozciikler: Meningoensefalit, herpes simpleks virus, beyin omurilik sivisi, polimeraz zincir
reaksiyonu, antikor indeksi, Reibergram.
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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 (Al) 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 1gG were measured in serum and CSF samples using ELISA (HSV-1/2 Pool; Antibody Deter-
mination in CSF, Euroimmun, Germany) for Al 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 Al (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.

GIRis

Herpesviridae ailesi, alfa-herpesvirus alt ailesi icinde yer alan zarfli, ikozahedral simet-
rili ve cift zincirli DNA iceren herpes simpleks viruslar (HSV), tip 1 (HSV-1) ve tip 2 (HSV-
2) nérotropik viruslari icermektedir'-2. HSV primer veya tekrarlayan nérolojik enfeksiyon-
larinin tanisi temel olarak laboratuvara dayalidir®. Santral sinir sistemi HSV enfeksiyonu
tanisinda, HSV DNA’sinin beyin omurilik sivist (BOS)'nda polimeraz zincir reaksiyonu
(PCRY) ile gosterilmesi altin standart olarak kabul edilmektedir?*. PCR pozitif sonuclar sik-
likla akut veya devam etmekte olan enfeksiyonla uyumludur. Ancak subakut (yedi glin-
den uzun sireli) veya kronik enfeksiyonlarda, PCR sonugclarinin cogunlukla negatif oldu-
gu hastalarda intratekal immin yanit sonucunda gelisen intratekal antikor sentezinin
saptanmasi miimkiin olmaktadir®”’.

intratekal immiin yanitin saptanmasinda kalitatif yontemlerin yaninda kantitatif yon-
temlerin kullanilmasi objektif bir bilgi vermektedir. Kantitatif amacli bircok yontem olma-
sina karsilik kan-BOS arasindaki akista proteinlerin molekiler boyutlarinin temel alindig
Reiber’in 6nerdigi hiperbolik fonksiyonun kullanildigi yontemin duyarlilik ve 6zgulligu
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daha yiiksektir®. Olusturulan grafiklerin (Reibergram) kullanilmasi, gérsel degerlendirme
ile kullanim kolayligi sunmaktadir®®. Bunun yaninda etkene 6zgiil antikorlarin ELISA ile
kantitasyonu sonucu hesaplanan antikor indeksi (Al), etkenin belirlenmesinde yardimci
olmaktadir. Ancak BOS orneklerinde, serumdan gecen antikorlarin ayirt edilebilmesi
amaciyla serum ve BOS orneklerindeki albumin oraninin da degerlendirilmesi gereklidir.
Bu nedenle, intratekal antikor sentezinin tespit edilmesinde hastadan es zamanl olarak
alinmis serum ve BOS 6rnek ciftlerinin birlikte analizi gereklidir'®-'2.

Santral sinir sisteminin viral ve kronik enfeksiyonlarinin tanisinda, PCR teknigi ile bir-
likte 6zgil intratekal immin yanitin saptanmasi kombinasyonunun, en guvenilir uygu-
lama oldugu kabul edilmektedir®’. Calismamizda viral meningoensefalit siipheli hasta-
larda bu yaklasimin HSV tiplerinin arastinlmasi amaciyla kullaniminin degerlendirilmesi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya Refik Saydam Hifzissihha Merkezi (RSHM) Viroloji Laboratuvari'na génderi-
len BOS orneklerinden bakteriyolojik kiltiirlerinde tGreme tespit edilmemis; bas agrisi,
ates, biling bulanikligi, nébetler ve motor defisit gibi semptom ve bulgulari ile viral me-
ningoensefalit 6n tanisi konulmus 17 hastaya (10 erkek, 7 kiz; yas ortalamasi 5.2 + 4.1
yil) ait es zamanli alinmig serum ve BOS 6rnekleri dahil edildi.

Calismaya dahil edilen hastalarin BOS ornekleri makroskobik olarak berrakti. BOS 6r-
neklerinin mikroskobik incelemesinde lenfosit agirlikli minimal I6kosit artigi (5-300/mm?)
ve biyokimyasal incelemesinde artmis protein diizeyi (> 50 mg/dL) ile normal glikoz di-
zeyi bulundu.

Hiicre Kiiltiiriinde Virus izolasyonu

Calisma icin Vero hiicrelerinin EMEM vasati kullanilarak iki-U¢ glinlik ve tek tabaka
hicre kiltur tlpleri hazirlandi. Her bir tiip icin 200 pL 6rnek ekimi yapilarak, hiicre kil-
tirleri %5 CO, iceren inkiibatorde 36°C’de agregasyon, genislemis, refraktil hiicre odak-
lari ile karakterize sitopatik etki (SPE) yéniinden yedi giin boyunca izlendi?. Vero hiicre-
leri dondurulup ¢ozlldikten sonra 2000 devirde bes dakika santrifiij edildi ve Ust sivila-
rinda PCR yontemi ile HSV-1 ve HSV-2 niikleik asitleri arandi. HSV nikleik asitleri sapta-
nanlar hicre kilturi icin pozitif olarak kabul edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ust sivilari ayrilan BOS 6rneklerinden 100’er L alinarak alkali-fenol-kloroform yénte-
mi ile DNA ekstraksiyon islemi yapildi'®. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen iiriin 50 pL ste-
ril distile su ile sulandirldi. HSV-1 icin US7 boélgesine 6zgll 5'-GCGACCGACAGCACT-
CAC-3’ ve 5'-ACGTACACCCCGGCATAG-3’ primer cifti; HSV-2 icin US2 bolgesine 6zgdil
5-GTGGAATTCATGGGCGTTGTTGTTGTAAGT-3" ve 5-CGACACCGCTCGAGCGTGTA-
ATG-3’ primer cifti kullanildi. Her 6rnek icin 40 pL “master miks” sollsyonu (1.5 U Taq
DNA polimeraz, 200 uM deoksintkleozid trifosfat-dNTP - karigimi, 1.5 mM MgCl, ve her
bir HSV primerinden 0.5 pM) hazirlandi. Ekstraksiyon urininin 10 pL'si “master miks”
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solusyonu ile karistirildi. PCR islemi 1s1 dongu cihazinda (Perkin Elmer 9700, ABD) 40
dongu (95°C - 40 saniye denatirasyon, 58°C- 40 saniye annealing, 72°C- 50 saniye uza-
ma) uygulanarak yapildi. Pozitif kontrol olarak referans HSV-1 ve HSV-2 viruslari (RIVM
Institute, Hollanda) kullanildi. Elde edilen PCR Griinleri elektroforez ile etidyum bromur
(0.5 pg/mL) iceren %2'lik agaroz jelde goriintiilendi. Elektroforezde elde edilen bant bu-
yukltkleri, HSV-1 icin 110 bazgifti (bp), HSV-2 icin 185 bp idi.

intratekal Antikor Sentezinin Tespiti

Serum total IgG, serum albumin, BOS’da total IgG ve albumin degerleri nefelometre
(BN ProSpec, Dade-Behring, Almanya) ile 6l¢iildi. Q IgG (IgG BOS/IgG serum) ve Q Alb
(Albumin BOS/albumin serum) oranlari hesaplandi, Reibergram Tutorial (versiyon 0.1)
programi (www.wormek.de) kullanilarak Reibergramlari olusturuldu. Reibergramda sinir
cizgisinin Ustiinde yer alan 6rneklerde intratekal IgG sentezlendigi kabul edildi'". Bu &r-
neklerde HSV tiplerine 6zgul antikorlar ELISA ile arastirldi.

BOS ve serumdaki HSV 1+2 IgG diizeyleri, Uretici firmanin BOS’da Al hesaplanmasi
amaciyla standardize ettigi ticari ELISA kiti (Herpes simplex virus, HSV-1/2 Pool; Anti-
body Determination in CSF, Euroimmun, Almanya) ile calisildi. ELISA okuyucusunda op-
tik dansite degerleri en yuksek kalibratoriinkinden daha ytiksek okunan ornekler, BOS
icin 1:12, serum icin 1:1000 olmak uzere ileri dilisyonlarinin kullaniimasiyla tekrar cal-
sildi ve kantitasyon bu diltisyonlar g6z oniine alinarak yapildi. Elde edilen antikor deger-
leri kullanilarak Q 1gG HSV (IgG BOS HSV/IgG serum HSV) orani su formiile gore hesap-
landi: Qlim IgG= 0.93 x [(QAIb)? + 6 x 10°]"2-1.7 x 103 ; (Qlim: IgG icin limit oran).

Q 1gG degeri Qlim 1gG degerinden biiyiik olan 6rneklerde, HSV Ai= Q 1gG HSV/Qlim
IgG formiilu kullanilarak; diger 6rneklerde ise HSV Ai= Q 1IgG HSV/Q IgG orani kullanila-
rak hesaplandi. HSV Al > 1.5 olanlar 6zgl intratekal antikor tretimi icin anlamli kabul
edildi'®'".,

BULGULAR

Calismaya alinan 17 hastaya ait BOS o6rneklerinden birisinde PCR yontemi ile HSV-2
DNA'si saptanmistir (Resim 1). Ayni 6rnekten hiicre kiltiriinde de HSV-2 izole edilmis,
ancak bu hastada intratekal antikor sentezi saptanamamigtir. Iki hastada ise Reibergram-

Resim 1. HSV-2 PCR jel gériintiisii. M: Molekiiler standart; Hat 1,3,4: Negatif érnek; Hat 2: Pozitif érnek.
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Sekil 1. Intratekal antikor sentezi saptanan hastalarin Reibergramlari.

larda intratekal 1gG antikor sentezi saptanmistir (Sekil 1). Bu hastalarda HSV-1/2 Al'leri
sirasiyla 27.9 (1 no’lu hasta) ve 7.9 (2 no’lu hasta) olarak hesaplanmistir. Bu iki hastanin
BOS orneginde PCR ve hiicre kiltiru ile HSV saptanamamustir.

Calismamizdaki diger 14 hastanin BOS 6rneginde ise PCR ve hicre kiltird ile HSV
saptanamamistir. Ayrica, bu olgularda HSV icin intratekal antikor sentezi de tespit edil-
memistir.

TARTISMA

HSV ozellikle yenidoganlar, cocuklar ve eriskinlerde ensefalit ve viral menenijit etkeni-
dir. HSV’ye bagl santral sinir sistemi enfeksiyonlarinda antiviral tedavi uygulanmadigin-
da degisik yas gruplarinda farkl olmak tizere mortalite %50 ile %85 arasinda degismek-
tedir'®. Mortalite orani yiiksek oldugundan laboratuvar tanisinin hizli bir sekilde konul-
masl! ve acilen tedaviye baslanmasi gerekmektedir. Mikrobiyolojik tanida invazif bir yon-
tem olan beyin biyopsisi 6rneklerinin incelenmesi, artik yerini BOS orneklerinde PCR ile
HSV-DNA arastiriimasina birakmistir. Bunun yaninda intratekal antikor sentezinin arasti-
rilmasi da taniyr destekleyici bir yontemdir. Uzun siire gerektirdiginden ve 6zellikle ¢o-
cuk yas grubunda izolasyon sansi disuk oldugundan hiticre kiltiiriinde virus izolasyonu
yoéntemi pek tercih edilmemektedir’-'®. PCR metodu 24 saatten daha kisa siirede sonug-
landinlabilecek kadar hizli ve nispeten ¢cok pahali olmayan bir metoddur. Bunun yanin-
da kdltur ile viral etkenin saptanmasi 28 gline kadar uzayabilmektedir. Klasik kilttr yon-
temleri, hastanin ¢ok disiik dozda dahi antiviral tedavi almasi durumunda negatif sonug
verebilir. Buna karsilik PCR ile kisa sureli antiviral tedavi sonrasinda da etkenin niikleik
asitlerini saptamak olasidir'®.
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Glnldmuzde HSV ensefaliti tanisinda, BOS 6rneklerinde PCR calisiimasi altin standart
olarak kabul edilmekte ve duyarlihgin yaklasik %96, 6zgulligin ise %99 oldugu bildiril-
mektedir’/'3. Ancak PCR yénteminde, yanlis negatif sonuglara veya dsiik duyarliiga yol
acan bazi faktorler (BOS 6rneginin ¢ok erken donemde alinmig olmasi, distk viral yik,
ornek kaynakli PCR inhibitorleri, antiviral tedavinin baslanmig olmasi vb.) sonuglar etki-
leyebilir'>16, Calismamizdaki 16 hastada PCR ile HSV-DNA saptanamamasinda bu fak-
torler rol oynamis olabilir. Intratekal antikor Gretimi saptanan iki olgu, Ankara digindan
asiklovir baglanarak sevk edilmis hastalardir ve calismamizda kullanilan 6rnekleri, klinik
bulgularin t¢linct haftasinda alinmistir. Bu olgularda PCR ile HSV-DNA'sI saptanmama-
sinin sebebi, biylik olasilikla hastaligin ileri doneminde BOS 6rneginin alinmis olmasidir.
Bununla birlikte antiviral tedavi baslanmis olmasi da etkileyici faktorler arasinda disiint-
lebilir.

insanlarda HSV ile beraber 100’Un zerinde virusun akut viral ensefalite yol actigi bi-
linmektedir. Bunlar arasinda enteroviruslar, diger herpesviruslar (sitomegalovirus, Epste-
in-Barr virus, HHV-6, varisella zoster virus), JC virus, arboviruslar (basta Bati Nil virusu ol-
mak Uzere), kizamik virusu, kabakulak virusu ve adenoviruslar en énemlileri olarak sayi-
labilir'®. Bu etkenlerle olusan klinik tablolar ajana 6zgii olarak pek farklilik géstermedi-
ginden, hastanin klinigi ile etkeni belirlemek cogunlukla mimkiin degildir’ 151, Bizim
calismamizda, HSV-DNA’sinin gosterilemedigi olgularda, diger viral etkenlerin roli ola-
bilecegi olasidir. Bu nedenle, viral meningoensefalit dugslinilen hastalarda etyolojinin
aciklanabilmesi amaciyla, tlke epidemiyolojisi dugslinulerek bir panelin olusturulmasi ve
hasta orneklerinde bu etkenlerin arastirilmasi gerektigini diisinmekteyiz.

Santral sinir sisteminde HSV'nin arastirilmasi icin yapilan calismalarda, olgularin bu-
yuk ¢ogunlugunda hastaligin erken doneminde BOS 6rneginde HSV-DNA'si saptanma-
sinin muimkdn oldugu, geg evrede intratekal antikor sentezinin saptandigi bildirilmis-
tir’171°, Monteyne ve arkadaslarinin'” inceledikleri 13 hastanin 11‘inde, semptomlarin
baslangicindan en geg¢ 12. giine kadar BOS’da HSV-DNA saptanirken, intratekal HSV an-
tikor sentezi bir hasta disinda en erken sekizinci glinde saptanmugstir. Yedi hastada ise PCR
pozitifken intratekal antikor sentezi tespit edilmistir'”. Sauerbrei ve arkadaslarinin'® calis-
masinda ise, 631 hastadan 15’inin BOS 6rneginde noérolojik semptomlarin baslangicin-
dan sonraki 3-12. glinde (ortanca 7.3 glin) HSV-DNA'sI saptanirken, bu hastalarin hicbi-
rinde intratekal HSV antikor sentezi saptanmamistir. Buna karsin hastalarin %2.1
(13/624)'inde norolojik semptomlarin baslangicindan sonraki 14 giin-3 ay sonra (ortan-
ca 34 giin) intratekal HSV antikor sentezi saptanmis; bu hastalarin hicbirinin BOS orne-
ginde HSV-DNA'si belirlenmemistir. Sindic ve arkadaglarinin® calismasinda, 27 hastanin
BOS orneginde dokuzuncu gtine kadar HSV-DNA’si saptanmis, 9 ile 12. glinlerde PCR
pozitifligi yaninda intratekal antikor sentezi de tespit edilmistir. Hastaligin ilerleyen do-
nemlerinde ise HSV-DNA'si negatiflesirken, intratekal antikor sentezinin devam ettigi bil-
dirilmistir>. Denne ve arkadaslarinin'® retrospektif calismasinda, 25 hastanin dokuzunda
HSV Al pozitif bulunmus ve bu hastalardan sadece ikisinde es zamanli olarak PCR ile HSV
saptanabilmistir. Bizim calismamizda ise 17 hastanin sadece birinde HSV-2-DNA's| tespit
edilmistir. Bu hastanin 6rnekleri semptomlarin baslangicindan sonraki yedinci giinde
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alinmis olup, hastada intratekal antikor sentezi saptanamamistir. Calismamizda semp-
tomlarin baslangicindan ti¢ hafta sonra BOS 6rnegi alinmis iki hastada intratekal antikor
sentezi tespit edilmis olup, bu hastalara ait BOS 6rneklerinde HSV-DNA'sI saptanamamis-
tir. Bizim ¢calismamizda da literatiirde bildirildigi gibi, erken donemde PCR pozitifliginin
saptanabildigi, ozellikle ilerleyen donemde ise intratekal antikor tespitinin mimkin ola-
bildigi gorilmektedir. Ayrica Reibergramlarin intratekal antikor sentezinin tespitinde kul-
lanish oldugunu da belirtmek gereklidir. Es zamanli alinmig serum ve BOS 6rnek ciftlerin-
de sadece albumin ve total IgG degerlerinin 6lcimuyle olusturulan grafiklerde sinir giz-
gisini gecen orneklerde intratekal antikor sentezi varliginin goriilmesi pratik uygulama-
da ¢ok kullanish olacaktir.

Santral sinir sistemi HSV enfeksiyonu siipheli olgularda, BOS 6rneginde eger miim-
kiinse PCR ile hemen HSV-DNA'si arastirilmalidir. Intratekal antikor sentezi tespiti semp-
tomlarin baslangicindan sonraki ilk haftada siklikla mimkin olmamaktadir. Ancak HSV-
DNA’si saptanamamis ve Ozellikle norolojik semptomlarin baslangicindan uzun siire geg-
mis olgularda, intratekal antikor sentezinin tespitine yonelik arastirmalarin da yapilimasi
gerekmektedir. Sonug olarak, hastalarin klinik 6zellikleri de g6z 6niine alinarak her iki
yontemin kombinasyonunun tanida en dogru yaklasim olacagini disinmekteyiz.
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