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OZET

Herpes ensefaliti yasami tehdit eden bir hastalik oldugundan &zgiil, duyarli, pratik ve hizli tanisi gereklidir.
Bu galismada, beyin omurilik sivisi (BOS) &rneklerinde herpes viriis DNA'si polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile aragtirildi ve sonuglar diger nérodiagnostik yontemler ile karsilastirildi.

Hastaneye viral ensefaliti dusiindiiren konflizyon ve nérolojik belirtiler ile bagvuran 21 hastanin (13 kadin,
8 erkek; yas: 17-83, yas ortalamasi: 47.1) BOS &rneklerinde, HSV-1, HSV-2 ve HHV-6 DNA's| PCR ile aras-
urildi.

Bu olgularin BOS 6rneklerinin dérdiinde HSV-1 DNA (%19.05) olumlu iken, diger 6rneklerde HSV-2 ve
HHV-6 DNA'sI saptanmadi. izlemde HSV-1 DNA olumlu olgularin ikisi sifa ile taburcu olurken, diger iki olgu
kaybedilmistir. Olgularin hi¢cbirinde semptomlar ve BOS biyokimyasi tani i¢in yénlendirici degildi. Bu olgula-
rin | 1'i manyetik rezonans gorintileme (MRI) ile herpes ensefaliti disinda bir tani aldi. HSV-1 DNA'si olum-
lu olan 4 hastanin herpes ensefalit tanisi MRI ile desteklenmistir.

Herpes ensefaliti tanisinda MR, diger nérodiagnostik yéntemler arasinda en duyarli yéntemdir. Ancak &6z-
giil tanida BOS'da herpes viriis DNA'sinin gésterilmesi ile karsilastirilamaz.
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SUMMARY
Diagnosis of Herpes Encephalitis with PCR Test of Cerebrospinal Fluid Samples

Specific, sensitive, practical and rapid diagnosis of herpes simplex encephalitis is necessary, since it is a li-
fe threatening condition. In this study, herpes virus DNA test in cerebrospinal fluid by polymerase chain re-
action was evaluated and the results were compared with the findings of neurodiagnostic tests.

Twenty one patients (I3 female, 8 male; age: 17-83, mean age: 47.1), who were admitted to the hospital
with confusion and neurologic manifestations which were raising suspicion of viral encephalitis, were evalu-
ated for HSV-1, HSV-2 and HHV-6 DNA by polymerase chain reaction in their cerebrospinal fluid samples.
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Only four samples were positive for HSV-1 DNA (19.05%) and none for HSV-2 and HHV-6 DNA. Two
of HSV-1 DNA positive patients recovered completely but the other two died during the follow up.
Symptoms and cerebrospinal fluid evaluation were not diagnostic in any of the patients. Diagnosis other than
herpes encephalitis was established with magnetic resonance imaging (MRI) in | | of the patients and MRI sup-
ported the diagnosis of herpes encephalitis in 4 patients who were positive for HSV-1 DNA.

Magnetic resonance imaging appears to be the most sensitive method among other neurodiagnostic pro-
cedures in herpes encephalitis, but it can not be compared with detecting herpes virus DNA in cerebrospi-

nal fluid for a specific diagnosis.
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Herpes virtisler, santral sinir sistemi (SSS) viral
infeksiyonlarinin  &nemli etkenlerinden biridirl1.2l.
Herpes simpleks ensefaliti (HSE) yiiksek mortaliteye
sahip, hayati tehdit eden bir tablodur. Beyin omuri-
lik siis1 (BOS)'min biyokimyasal incelemesi, elektro-
ensefalografi (EEG) ve MRI gibi nérodiagnostik test-
ler, HSE nin tarusinda yardimci olmakla beraber &z-
giil degildirl34l. Beyin omurilik sivisindan viriis izo-
lasyonu ve antijen saptanmasi ise hizh ve duyarh ta-
n1 ydntemleri degildirl2.3]. Beyin biyopsilerinin histo-
lojik incelemesi taniya yardimer olmakla beraber in-
vaziv bir yéntem olmasi nedeniyle rutin olarak uygu-
lanmasi zordurl4.5]. Herpes ensefaliti tablolarinda ta-
n1 yéntemi duyarh ve giivenilir olmahdir. BOS’ta po-
limeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile herpes viriis
DNA’sinin saptanmast duyarh ve 6zgiil bir yéntem
olmasi nedeni ile bu viriis grubu icin tanida altin
standart olmaya adaydir(1,3.6-91,

Herpes simpleks ensefalitinde erken antiviral te-
davinin prognozu olumlu olarak etkilemesi nedeni
ile hizh tan1 yontemlerinin kullammi énemlidir. Anti-
viral tedavi verilmeyenlerde mortalite %70 iken, te-

daviye baslandiginda bu oran %20’ye diismektedirll-
5,10]

MATERYAL ve METOD

Bu calismada, klinik tablo ve BOS degerlendiril-
meleri ile herpes ensefalitini diisiindiiren olgularin
BOS 6rnekKleri, herpes simpleks viriis tip 1 (HSV-1),
herpes simpleks viriis tip 2 (HSV-2) ve insan herpes
viris 6 (HHV-6) DNA acgisindan PCR yontemi ile
arastirilmstir. Calismaya Noéroloji Anabilim Dali Yo-
gun Bakim Boliimii'nde Kasim 1998-Agustos 1999
tarihlerinde izlenmis 13 kadin ve 8 erkek, toplam 21
olgu alinmustir. Olgularin timi hastaneye viral ense-
faliti diisindiiren konfiizyon ve/veya fokal nérolojik
bulgular ile basvurmustur. Yaslar1 17-83 ve yas orta-
lamasi1 47.1°dir. Olgularin hastanede kals stireleri
ortalama 16 (7-30) giindiir. Olgularin ézgecmis ve
MRI sonuglar1 degerlendirilmistir.

BOS o6rnekleri lomber ponksiyon yontemi ile
alinmis ve PCR icin en az 1 mL &rnek en gec va-
rim saat icerisinde laboratuvara ulastirilmistir. Labo-
ratuvarda niikleik asit ekstraksiyonuna kadar érnek-
ler -80°C’de saklanmustir. Ayrica BOS un rutin biyo-
kimyasal ve bakteriyolojik incelemeleri yapilmistir.

DNA ekstraksiyonunda proteinaz-K kullanilmustir.
Ikiytiz mikrolitre BOS &ncelikle, Tris HCl, EDTA,
SDS ve proteinaz K (sonu¢ konsantrasyonlar sirasiy-
la 100 mM, 10 mM, %0.5, 200 pug/mL olacak sekil-
de) ile isleme sokulmustur. Niikleik asit ekstraksiyonu
fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) ile yapilmis-
tir. Niikleik asitler, sodyum asetat ile alkolde presipi-
te edilmistir. Cokelti %70 etanol ile yikanms ve ar-
dindan 30-40 pL steril distile su icinde sulandirilmis-
tir. DNA 6rnekleri, amplifikasyona kadar -20°C’de
saklanmustir.

Amplifikasyon ve saptama i¢cin Herpes Consen-
sus kiti (Herpes Consensus, Hybridowell, Argene-
Biosoft, Fransa) kullamlmistir. PCR islemi dNTP
(200 pM son konsantrasyon), x 10 herpes “consen-
sus” amplifikasyon tampon soliisyonu, 10 pL sol
"consensus" primer ve 10 mL sag “consensus” pri-
mer (2 pM) iceren 35 pL PCR karisimi ile gercekles-
tirilmistir. Tiim 6rnekler otomatik 1s1 déngii sistemin-
de (thermal cycler) (model 9600, Perkin Elmer,
USA) 3 basamakli bir protokol ile amplifiye edilmis-
tir:

a. 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 57°C’de 75 sn
yapisma ve 50°C’de 50 sn uzama-5 siklus,

b. 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 55°C’de 75 sn
yapisma ve 72°C’de 50 sn uzama-15 siklus,

c. 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 55°C’de 75 sn
yapisma ve 72°C’de 50 sn uzama-20 siklus.

Amplifikasyon basamagmin ardindan, amplifi-
kasyon iriinii, HSV-1, HSV-2 ve HHV-6'va 6zgii
biotinli problar ile hibridize edilerek mikroplakta EIA
formatinda saptanmustir. Ozet olarak, 15 pL ampli-
fikasyon tiriinii denatiire edilmis ve cukurlan kapla-
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mak icin kullamlmustir. Biotin ile isaretli problar ile
inkiibasyonun ardindan, streptavidin peroksidaz
konjugat ve substrat olarak O-fenilen diamin kullanil-
mistir. Optik dansite 492 nm’de okunmustur.

BULGULAR

Olgularin tiimiinde konfiizyon, 11 olguda
(%52.38) ates ve 6 olguda (%28.57) ense sertligi
gozlenmistir. Diger semptomlar fokal nébetler, kus-
ma, halsizlik, karakter degisikligi, gérme bozuklugu
ve bas agnisidir.

BOS 6rneklerinin PCR analizi sonuclarinda 4 ol-
guda (%19.05) HSV-1 DNA olumlulugu saptarnr-
ken, HSV-2 ve HHV-6 olumluluguna rastlanmamis-
tir. HSV-1 DNA olumlu 4 olgudan birinde semptom-
lar goriilmeden énce kutanéz herpes lezyonlar 6y-
kiisti vardir. HSV-1 ensefaliti tanisi alan olgularin iki-
sinde Klinik tablo olusmadan 3 ve 9 giin 6nce tist so-
lunum yolu infeksiyonu (USYI) 6ykiisii varken diger

17 olgunun besinde USYI tablosu gézlenmistir (p>
0.05). HSV ve HHV-6 DNA acisindan olumsuz olan
17 olgunun besi ve HSV-1 DNA olumlu 4 olgunun
ikisi hospitalizasyon sirasinda dlmstiir (p> 0.05).
Tim olgularin herpes DNA PCR ve MRI sonuclarn
Tablo 1'de gosterilmistir.

Herpes DNA olumsuz 17 olgunun tanilar séyle-
dir: 4 olgu dissemine ensefalomiyelit (ADEM), 4 ol-
gu inme, bir olgu sistemik lupus eritematozisin sant-
ral sinir sistemi (SSS) tutulumu ve bir olgu kiiltiir ile
kanitlanan tiiberkiiloz menenjiti olgusudur. Geriye
kalan 7 olgunun altisinda normal MRI bulgular: sap-
tanmis ve bunlar iki giin icerisinde tamamen iyiles-
mistir. Diger bir olguda ise S. aureus’a bagh pnémo-
ni gelismis olan demans tablosu olarak degerlendiril-
mis ve 2 giin icinde kaybedilmistir.

Biyokimyasal testler icin BOS 6rnekleri, ensefa-
lit tablosu basladiktan sonraki 1-9. gtinler arasinda

Tablo 1. Hastalarin herpes DNA PCR ve MRI sonuglari

Hasta Herpes DNA PCR MRI

1 .

Bilateral talamik infarkt

2 - T, agirlikh kesitlerde subkortikal beyaz cevherde hiperintens lezyonlar

3 - Periventrikiiler kronik iskemik degisiklikler

4 - T, agirlikh kesitlerde subkortikal beyaz cevherde hiperintens lezyonlar

5 - Normal

6 + HSV-1 Sag temporal bdlgede T, agirlikli kesitlerde hiperintens lezyonlar

7 - Sag talamik infarkt

8 + HSV-1 Bilateral temporal bolgede T, agirlikh kesitlerde hiperintens lezyonlar

9 - Temporal ve hipokampal bolgelerde T, agirlikl kesitlerde bilateral simetrik
hiperintens lezyonlar

10 - Multipl serebral infarkt

11 + HSV-1 Sol temporoparietal boélgede T, agirlikh kesitlerde hiperintens lezyonlar

12 - Normal

13 - Normal

14 - Periventrikiiler ve servikal bolgede demiyelinizan plaklar

15 - Periventrikiiler ve servikal bolgede demiyelinizan plaklar

16 - Normal

17 - Yasla uyumlu periventrikiler l6koriazis

18 - Normal

19 - Normal

20 - Sag pontoserebellar bélgede meninkslerde boyanma

21 + HSV-1 Bilateral temporal bolgelerde insler ve singulat girusta T, agirlikl kesitlerde

hiperintens lezyonlar
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alinmustir. Tim BOS &rneklerinde 16kosit sayist 100
hiicre/mm3’iin altinda, protein 28-117 mg/dL, klo-
rlir ve glukoz normal diizeylerde saptanmstir. HSV-
1 olumlu olgularin birinin BOS 6rneginde 300 erit-
rosit/mm3 bulunmustur. BOS bakteriyolojik kiiltiirle-
rinde olumluluk saptanmarmustir.

Manyetik rezonans goriintillemesine gore herpes
ensefaliti olarak degerlendirilen 4 olgunun hepsine
antiviral tedavi verilmistir.

HSV-1 DNA olumlu olgularda EEG incelemele-
rinde HSE icin 6zgiil olan temporal bdlgede difiiz
yavaslama veya fokal degisiklikler ya da zemin rit-
minde periyodik yavas dalga kompleksleri gozlen-
mistir(3.4l,

TARTISMA

Herpes ensefalitinin hizli ve &zgiil tanis1 hayati
6nem tasidigindan bir tek érnekle sonuc veren ve
beyin biyopsisi gibi bir girisim gerektirmeyen herpes
DNA'nin PCR ile saptanmasi, bu gereksinim icin
Snemlidirld].

Bu calismada Klinik 6zellikleri ve BOS degerlen-
dirmeleri ile herpes ensefalitini diisiindiiren 21 olgu
incelenmistir. MRI ile 9 olgu HSE dist bir tan1 almus,
geriye kalan 12 olgunun 4’tinde HSE tanisi destek-
lenmistir. Bu olgularin BOS &rneklerinin PCR ile in-
celenmesinde HSV-1 olumlulugu ile kesin tani ko-
nulmustur. Farkh calismalarda herpes simpleks ense-
faliti tanili eriskin hastalarin %95’inden HSV tip 1’in
sorumlu oldugu gésterilmistir(3,101,

Bu calisma grubunda, BOS 6rneklerinde HSV-1
DNA olumlulugu benzer diger calismalara gére daha
yiiksek olarak saptanmustir (%19.05). Bu yiiksek
olumlulugun, olgu secimine bagh olabilecegi diisii-
niilmiistiir. Mitchell ve arkadaslart HSV DNA olum-
lulugunu %7 olarak saptamistir. Ancak sézii edilen
calismaya alinan 6rnekler rutin testler icin laboratu-
vara ulastirilan BOS 6rnekleridir®l. Bu calismaya ise
klinik olarak herpes ensefaliti kuskusu olan olgular
alinmugtir. Olgularin timiiniin BOS biyokimyasal in-
celemeleri beklenildigi gibi nonspesifiktir. HSV-1
olumlu olgulardan birinde hemorajik BOS saptan-
mistir.

EEG ve MRI bulgularinda degisiklikler hastalik
baslangic1 veya ilk haftada gézlenmistir. Herpes
simpleks ensefaliti icin tipik MRI bulgulan, frontal ve
temporal loblarin inferior béliimlerinde 6dem ile
cevrili diisiik sinyal yogunlugu ve bazen bu bolgeler-
de daginik hemoraji alanlandir. Ty agirhkl goriinti-
ler ve etkilenmis bolgelerde artmis sinyal gézlenir11l,
Herpes simpleks ensefaliti tanisi alan 4 olgunun tii-
miinde benzer MRI bulgulan gézlenmis ve EEG bul-
gularnn HSE tarmsimi desteklemistir.

Ozgiil HSE tanust icin MRI diger nérodiagnostik
yontemler arasinda en duyarli oldugu diistintilen
yontemdir. Ancak 6zgiil tani icin herpes virtis DNA
PCR ile karsilastirilamaz. Herpes simpleks ensefaliti
tarusinda BOS 6rneklerinde herpes virlis DNA amp-
lifikasyonu hizli, duyarli, 6zgiil bir yéntemdir ve labo-
ratuvar tanida altin standart olma yolundadir.
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