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OzZET

Ginlmizde santral sinir sistemi (SSS) herpesvirus infeksiyonlarinin tanisi igin beyin-omurilik sivisinin (BOS) polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) analizi yaygin olarak kullaniimaktadir. Herpesviruslarin sayica fazla olmasi ve BOS miktarinin sinirli olmasi gibi
nedenlerle viruslarin tek tek taranmasinda PCR kullanimi sinirlidir. Bu 6n hazirlik calismasinda, Herpes simpleks virus tip 1 ve 2
(HSV-1, HSV-2), Varisella-zoster virus (VZV), Sitomegalovirus (CMV) ve Epstein-Bar virus (EBV) olmak lizere bes herpesvirusun
BOS orneklerinde es zamanl taranmasini saglayabilecek bir multipleks PCR (M-PCR) ydnteminin gercgeklestirimesi ve
optimizasyonu amaglanmistir. Geleneksel virus spesifik PCR reaksiyonlari ile CMV diginda HSV-1, HSV-2, VZV ve EBV pozitif
bulunan ikiser BOS 6rnegi M-PCR ile incelendi. Birden fazla virus varligini saptamak igin BOS oOrnekleri karistirilarak inceleme
tekrarlandi. Calisma sonucunda her 6rnekte beklenen virus DNA’lari ve karistirilan érneklerde birden fazla virus DNA’s1 M-PCR ile
saptanabildi. Bu 6n galismayla, bes herpesvirusun tek tlip amplifikasyon ile kolaylikla saptanabilecegi gosterilse de yontemin gok
sayida klinik érnekte denenmesi gereklidir.

SUMMARY

Today, the polymerase chain reaction (PCR) analysis of the cerebrospinal fluid (CSF) is commonly used for the diagnosis of
herpesvirus infections of the central nervous system (CNS). Due to the great number of herpesviruses and limited amount of CSF,
PCR application offers limited throughput when viruses are screened individually. The purpose of this preliminary study was to
create and optimize a multiplex PCR (M-PCR) method that enables the simultaneous screening of five viruses including Herpes
simplex virus type 1 and type 2 (HSV-1, HSV 2), Varicella-zoster virus (VZV), Cytomegalovirus (CMV) and Epstein-Bar virus (EBV)
in CSF samples. Pairs of CSF samples, which were found positive for HSV-1, HSV-2, VZV and EBV but not for CMV by virus-
specific PCR reactions, were examined by M-PCR. In order to determine the presence of multiple viruses, CSF samples were mixed
and the examination was repeated. At the end of the study, expected virus DNAs could be determined in each sample and multiple
viruses could be determined in the mixed samples by M-PCR. Although this study shows that five herpesviruses can be easily
detected via a single amplification reaction, the method should be further evaluated by numerous clinical samples.
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GIRIS
Herpesviruslar hem primer infeksiyon hem de virusun
reaktivasyonu veya re-infeksiyonu sirasinda norolojik bir
hastaliga neden olabilir (1, 2). Santral sinir sistemi (SSS)
infeksiyonlarindan ¢ok sayida virus sorumlu olabilir.
Herpesviruslarin spesifik klinik bulgulari olsa da infeksi-
yonun kesin etiyolojik tanisinda zorluklar vardir. Klinik ve
laboratuvar bulgularinin gerek herpesvirus gerekse
herpesvirus disi infeksiyonlarda benzerlikler géstermesi
taniyr glivenilmez kilar. Son yillarda polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve PCR tabanli testler hizlh ve glive-
nilir testler olarak siklikla énerilmektedir (3-5). GUnimuzde
SSS herpesvirus infeksiyonlarinin tanisi igin beyin-
omurilik sivisi (BOS)'nda virus DNA’sinin PCR ile sap-
tanmasi yaygin olarak rutin kullanima girmistir (2, 6-8).
Baslangicta her virus icin bir seri PCR testi uygulamasi
zaman ve maliyet agisindan sikinti yaratmistir (6).
Birden ¢ok herpesvirusun tek tek taranmasi gerekliligi ve
BOS miktarinin sinirli olmasi gibi nedenlerle bir reaksi-
yonda birden fazla virusun es zamanli aranmasina ola-
nak taniyan bir cok PCR ydntemi gelistirilmistir (7, 9-11).

Bu 6n hazirlik galismasinda, Herpes simpleks virus tip 1
ve 2 (HSV-1, HSV-2), Varisella-zoster virus (VZV),
Sitomegalovirus (CMV) ve Epstein-Bar virus (EBV)
olmak (izere bes herpesvirusun BOS Orneklerinde es
zamanli taranmasini saglayabilecek bir multipleks PCR
(M-PCR) ydénteminin gerceklestiriimesi ve optimizasyonu
amagclanmistir.

GEREG VE YONTEM

Beyin-omurilik sivisi érnekleri Universite hastanesi PCR
laboratuvarindan saglandi. Rutin inceleme kapsaminda
geleneksel virus spesifik “in-house” PCR reaksiyonlari ile

HSV-1, HSV-2, VZV ve EBV pozitif rapor edilen ikiser
BOS 6rnegi ve yine rutin PCR sonuglarina goére virus
icermeyen iki BOS 6rnegdi olmak Ulzere toplam 10 6rnek
incelemeye alindi. Sitomegalovirus iceren BOS 0Ornegi
bulunamadigindan galismada yer almamis, ancak CMV
primer setleri caligmaya dahil edilmistir. M-PCR uygula-
malarindan o6nce c¢alismaya alinan BOS 0&rnekleri,
icerdikleri viruslari dogrulamak amaciyla Tablo 1’deki
primer setleri kullanilarak tek PCR testleri ile incelendi.
Virus DNA’lari High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche,
Almanya) ile izole edildi ve izole edilen DNA’lar M-PCR
ile incelendi. Herpes simplex virus-1 iceren bir BOS
ornegi saptanabilir en ylksek diliisyonda pozitif kontrol,
virus igermeyen iki BOS 6rnegi ise negatif kontrol olarak
kullanildi. Calismada kullanilan primer setleri (7) Tablo
1'de gosterilmistir. Primer setlerinden alfa-tubulin, DNA
ekstraksiyonu eksikligi veya amplikasyon inhibitdrlerinin
neden oldugu yalanci negatiflik durumunu gdérebilmek
icin kullanildi (7). Birden fazla virus varligini saptamak
icin BOS ornekleri ikili ve Ugli karigtirilarak inceleme
tekrarlandi. Yénteminin optimizasyonu igin bir dizi reaksi-
yon gerceklestirildi ve en uygun karisim ve kosullar
belirlendi. Bu galismalar sonucunda M-PCR reaksiyonu
icin dNTP’ler 200 puM, her bir primer 20 pmol, MgCl» 1.5
mM, Taq polimeraz 2.5 U, DNA miktari 5 pl ve toplam
hacim 50 pl olacak sekilde icerik hazirlandi. Isi déngl
cihazinda (Techne, Barloworld Scientific Ltd., ingiltere);
94° C'de 5 dakika én denatiirasyonu takiben 40 déngl
olacak sekilde 94° C’de 30 sn denatiirasyon, 60 °C’de 40
sn birlesme, 72° C'de 50 sn uzama ve 72° C'de 10
dakika son uzama kosullari uygulandi. Polimeraz zincir
reaksiyonu urinleri 50 bp DNA marker esliginde agaroz
jel elektroforezi (% 3,5 jel, 100 V) ve etidyum bromit
yontemi ile incelendi.

Tablo 1. Calismada kullanilan primer setleri

Primer Sekans (5" — 3') Uriin uzunlugu (bp)
HSV-1-F TGGGACACACATGCCTTCTTGG 147
HSV-1-F ACCCTTAGTCAGACTCTGTTACTTACCC
EBV-F AACATTGGCAGCAGGTAAGC 182
EBV-R ACTTACCAAGTGTCCATAGGAGC
HSV-2-F GTACAGACCTTCGGAGG 297
HSV-2-R CGCTTCATCATGGGC
CMV-F GTACACGCACGCTGGTTACC 256
CMV-R GTAGAAAGCCTCGACATCGC
VZV-F CACACGATAATGCCTGATCGG 275
VZV-R TGCTGATATTTCCACGGTACAGC
Alfa-tubulin-F CACCCGTCTTCAGGGCTTCTTGGTTT 507
Alfa-tubulin-F CATTTCACCATCTGGTTGGCTGGCTC
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BULGULAR

Multipleks-PCR’in  optimizasyonu ¢alismalarinda farkl
primer, MgCl, ve dNTP konsantrasyonlari kullaniimasi
yaninda doéngu sayisi, primer badlanma isisi ve suresi
gibi farkli reaksiyon kosullari uygulandi. Primer konsan-
trasyonlari 10, 20 ve 50 pmol, dNTP konsantrasyonlari
0.2, 0.3 ve 0.4 mM, magnezyum konsantrasyonlari 1.25,
1.5 ve 2 mM, kalip DNA miktari 2, 5 ve 10 pL olacak
sekilde bir dizi reaksiyon gerceklestirildi. En uygun
sonuglar 20 pmol primer, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP
5 pl of DNA degerleri ile elde edildi. M-PCR kosullarinin
optimizasyonu da dongu sayilari (30, 35, 40 déngl) ve
primer birlesme isilari (54- 60° C) degistirilerek gergek-
lestirildi. En ideal kosullar 40 déngl ve 60° C birlesme
1sisi olarak belirlendi.

Multipleks-PCR uygulamasindan énce calismaya alinan
BOS &rneklerinde virus DNA varlidi virus spesifik PCR
testleri ile dogrulandi. Multipleks-PCR ¢alismalari sonu-
cunda her 6rnekte beklenen virus DNA’lari, ikili karisti-
rilan 6rneklerde iki virus DNA’sI ve (¢ virusun karistiril-
digi bir 6rnekte ¢ virus DNA’'si M-PCR ile saptanabildi
(Sekil 1). Sitomegalovirus igeren BOS 6rnegdi bulunama-
digindan reaksiyonlarda yer almamigtir. HSV-1, HSV-2,
VZV ve EBYV igin sirasiyla 147 bp, 227 bp, 275 bp ve 182
bp uzunlugunda Uriin bantlar elde edildi. Alfa-tubulin
primer seti iceren PCR reaksiyonlarinda 527 bp drln
bandi izlenirken, negatif BOS 6rneklerinde herhangi bir
artn géralmedi.

Sekil 1. Multipleks PCR urunlerinin agaroz jel elektroforezi. Sira
1: 50 bp DNA marker. 2: Negatif kontrol. 3: Pozitif kontrol
(HSV-1). 4: HSV-2 + alfa-tubulin. 5: VZV. 6, 9: VZV +
alfa-tubulin. 7: HSV-1 + alfa-tubulin. 8: VZV + HSV-2 +
alfa- tubulin. 10: EBV + HSV-2 +VZV + alfa-tubulin.

TARTISMA

Beyin omurilik sivisinin PCR analizi 6zellikle insan her-
persviruslarina bagl sinir sistemi infeksiyonlarinin tani-
sinda bir devrim yaratmistir (8). Polimeraz zincir reaksi-
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yonu testleri ile BOS’ta virus DNA’sinin saptanmasi ve
Ozellikle de kantitasyonunun; hastalik prognozunun
aydinlatiimasi, farkli SSS bulgularinin énceden tahmini,
virus iligkili hastaliklar arasinda ayrim yapilmasi ve
BOS’ta spesifik olmayan virus varliginin belirlenmesi
acisindan ¢ok 6nemli oldugu vurgulanmistir (12). Beyin-
omurilik sivisi miktarinin sinirh olmasi, fazla zaman
almasi ve maliyetin yiksek olmasi gibi nedenlerle PCR
ile viruslarin tek tek aranmasi yerine birden ¢ok virusun
tek bir PCR reaksiyonu ile es zamanli saptanmasina
olanak saglayan M-PCR yoéntemlerinin kullanimi artmig-
tir (13-15). Bu galismada da BOS o6rneklerinde tek PCR
ile bes herpesvirusun (HSV-1, HSV-2, VZV, EBV ve CMV)
saptanabilirligini gdstermek igin bir M-PCR (zerinde
calisilmig, yontemin &rnekteki virus DNA’sini veya
DNA’larini hizh ve Kkolaylikla saptadidi goérulmustir.
Sitomegalovirus pozitif BOS 6rnedi saglanamadigi igin
test edilememistir, ancak CMV primer setleri PCR reak-
siyonlarinda yer almistir. Sitomegalovirus primer setleri
calismaya dahil edilse de pozitif bir BOS 06rneginde
CMV’nin saptanabilirligi de M-PCR ile incelenmelidir.

Multipleks PCR uygulamalarinda fazla primer varligi
istenmeyen Urlnlerin olusma gansini arttirmaktadir (6).
Tafreshi ve ark. (11) bunu engellemek igin herpesvirus
konsensus primerleri segerek primer sayisini azaltma
yoluna gitmigler, bununla birlikte, nested PCR yapilma-
sini 6nermislerdir. Herpes konsensus PCR ydntemini
oneren diger bazi arastirmacilar da yontemin hizli, spe-
sifik ve ylksek derecede duyarl oldugunu vurgulamig-
lardir (9, 10). Calismamizda bes virus ve bir de alfa-
tubulin olmak Uzere alti primer ¢ifti kullanilmis ve primer
fazlahigina bagl herhangi bir hatal triin gézlenmemistir.
Ayrica PCR optimizasyonunun dogru yapilmasi ve kalip
DNA miktarinin 5-10 mL olmasi kosuluyla nested PCR’a
ihtiyac duyulmamisgtir. Yéntemin optimizasyonu i¢in BOS
miktarlari 6l¢lisiinde ¢ok sayida deneme yapilmistir.
Optimal sonuglar 20 pmol primer, 1.5 mM MgCl,, 0.2
mM dNTP ve 5 ul DNA ekstrakti ile optimal kosullari ise
40 dongu ve 60° C birlesme isisi ile elde edilmistir.

Calismanin kalite kontrolu agisindan, ¢calismada kulani-
lan BOS 6rneklerinde bilinen virus varligi tek PCR reak-
siyonlari ile dogrulanmigtir. Bunun yaninda, potansiyel
kontaminasyonlara bagl ortaya gikabilen yalanci pozitif-
likleri gdzlemlemek i¢in negatif kontroller, DNA ekstraksi-
yonundan itibaren tim PCR reaksiyonlarinda yer almis-
tir. Yalanci negatiflik durumu da PCR’In 6nemli sorun-
larindan biridir. Beyin-omurilik sivisinin PCR inhibitérleri
icerdigi cok iyi bilinmektedir. Bunlar DNA polimeraz
aktivitesini kismen veya tamamen engelleyebilir. Gerek
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inhibitorler gerekse DNA ekstraksiyon eksikligi gibi
nedenlerle  ortaya ¢ikan yalanci negatiflikleri
g6zlemlemek icin PCR reaksiyonlarinda Markoulatos ve
ark. (7)min yaptigi gibi alfa-tubulin primer setlerini
kullanmigtir. Alfa-tubulin primer seti iceren tim PCR
¢alismalarinda 527 bp alfa-tubulin bandi izlenmis (Sekil
1) ve yalanci negatiflikleri gdzlemlemek adina etkili bir
yontem oldugu gortlmuistir.

Bu 6n multipleks PCR g¢alismasinin; kolay ve hizli olmasi
yaninda az miktar ornekle cgalisilabilmesi, maliyetin
disik olmasi gibi avantajlara sahip invazif olmayan bir
tani araci olabilecedi sonucuna variimistir. Bu yéntemle
bes herpesvirusun tek tlip amplifikasyon ile kolaylikla
saptanabilecegdi gosterilse de yontemin ¢ok sayida klinik
Ornekte denenmesine, duyarlilik ve 6zgulliginin tam
olarak belirlenmesine gereksinim vardir.
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