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ONSOZz
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meslektasim ve donem arkadasim — Nuray DEMIRCI’ye, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda bulundugum siirede bilgi ve tecriibelerinden istifade ettigim
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boyunca bana her zaman hos gériisii ile yaklasan KTU Farabi Hastanesi Koroner Yogun
Bakim Unitesi Servis Sorumlu Hemsiresi Sayin Aysel KOSE’ye, ¢alismama katkida bulunan
sevgili KTU Farabi Hastanesi Yenidogan Yogun Bakim Unitesi Hemsirelerine, yasamimin
her aninda oldugu gibi yiiksek lisans egitimim siiresince de hep yanimda olan, beni ben yapan
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KISALTMALAR

ADB: Amerika Birlesik Devletleri
ATP: Adenosine Tri Phosphate
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DNA: Deoksiribo niikleik asid
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ELISA: Enzyme linked immune assay
FDA: Food and Drug Administration
HEK: Human Embriyonik Kidney
HHV-6: Human Herpes Virus Tip -6
HHV-7: Human Herpes Virus Tip -7
HHV-8: Human Herpes Virus Tip -8
HSV-1: Herpes Simplex Virus Tip-1
HSV-2: Herpes Simplex virus Tip-2
HSV: Herpes Simplex Virus

HIV: Human Immunodeficiency Virus
HVEM: Herpes Virus Entery Mediator
IE: Immediate Early

IFN: Interferon

MHC: Major Histocompatibility Complex
MNL: Mono Niikleer Lenfositler
MSS: Merkezi Sinir Sistemi
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RIA: Radio Immune Assay

RNA: Ribo Niikleik Asit
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TNF: Tumor Necrosis Factor
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1. GIRIS ve AMAC

Herpes simplex virus 1 ve 2 (HSV-1, 2) herpesviridae ailesinin iiyeleri olup insanda
onemli hastaliklara yol acan 200 nm capinda, zarfli, ikozahedral simetrili kapsite sahip, ¢ift
sarmalli DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) i¢eren biiyiik ve kompleks viruslardir (1, 2, 3, 4).

HSV infeksiyonlar1 insanlarda en sik rastlanan viral hastaliklar arasinda yer
almaktadir. Oral, genital, okiiler, deri, santral sinir sistemi (SSS) ve i¢ organlarda lezyonlara
neden olurlar. Bu lezyonlar virusun primer infeksiyonundan veya latent virusun
reaktivasyonundan kaynaklanabilir (5).

HSV infeksiyonlar1 ¢ogu kez asemptomatik veya lokal belirtilerle seyretmektedir. Bu
viruslar bazen agir stomatit, keratokonjuktivit, meningoensefalit ve sistemik yenidogan
infeksiyonlar1 yapabilir. Ayrica immun sistemi baskilanmis kisilerde latent virusun aktive
olmasiyla infeksiyon alevlenmekte ve 6nemli 6l¢iide morbitide ve mortalite nedeni olmaktadir
(5).

HSYV infeksiyonlari diinyada en yaygin goriilen infeksiyonlardandir. Diinya niifusunun
%60-95’inin herpesviridae ailesinin bir veya daha fazla iiyesi tarafindan enfekte edilmis
oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (6).

HSV’nin dogal rezervuari insandir. Bulag, yakin temas veya enfekte sekresyonlarla direk
temas yoluyla olmaktadir. Sadece aktif hastaligi olanlar degil asemptomatik kisiler de
bulastiricidir. HSV-1 %80 oraninda oral %20 oraninda genital lezyonlara yol agar. Genital ve
neonatal HSV infeksiyonlarin %70-80’inden HSV-2, geriye kalanindan da HSV-1’in sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir (6). Ulkemizde yetiskinlerin %90’ninda HSV seropozitifligi mevcuttur.
Gelismis tilkelerde ise bu oran %30-50 arasindadir (7).

Primer HSV infeksiyonunun en sik karsilasilan tipi gingivostomatittir. Genellikle 1-3 yas
aras1 ¢ocuklarda goriilir. HSV-1’e bagli gingivostomatitin rekiirrensleri trigeminal gangliondan
virusiin rektivasyonu sonucu siklikla herpes labialis (uguk) ortaya ¢ikar (7, 8). Herpes labialis
etkeni HSV-1 ve azda olsa HSV-2’dir. Hastaligin prodromal déneminde oral kaviteden HSV-1
atildig1 yapilan arastirmalarda bilinmektedir (9). Yetiskinlerin %1-15’1 HSV-1 veya HSV-2



yaymaktadir (8). Tekrar eden herpes labialis lezyonu olan hastalarin biiyiikk ¢ogunlugunda
tikkriikte HSV DNA’s1 saptanabilmektedir. Klinik lezyonlarin ortaya ¢ikmasindan sonra da bir
stire atilim devam etmektedir (10).

Molekiiler tan1 yontemleri kullanilarak yapilan ¢aligsmalarda tiikriik ve gozyas1 drneklerinde
HSV DNA varlig1 gosterilmektedir. Elli kisiden 30 giin boyunca belli araliklarla alinan toplam
5529 tiikriik ve gézyas1 orneklerinin ELISA yontemiyle ¢alisildiginda %74’tinde HSV-1 veya 2
IgG (+), real time PCR yontemi ile ¢alisildiginda ise %98’inde HSV-1 DNA’sinin varlig1 yapilan
calismalarla rapor edilmistir (11). Yapilan bir baska caligmada ise 10 saglikli kisiden alt1 ay
boyunca hafta li¢ kez tiikkriik ve gozyasi ornegi alinmis ve 5 kiside PCR yontemiyle HSV-1
DNA’s1 saptandigi rapor edilmistir. Bunlarin 4’{inde tiikriikte 1 kiside ise géozyasinda HSV DNA
pozitif olarak bulunmustur (12).

Yapilan arastirmalar nozokomiyal HSV infeksiyonlarinin olusabildigini gostermektedir.
Bir ¢aligmada belirli araliklarla hastaneye yatan bebeklerde ortaya ¢ikan HSV infeksiyonlarinda
kaynagin hastane personeli oldugunun gosterilmesi (13), saglik c¢alisanlarmin oOzellikle
immunolojik defekti bulunan hasta gruplarinda risk olusturabileceklerini diisiindiirtmektedir. Bu
riskin degerlendirilmesinde hastane c¢alisanlarinda tiikriikle asemptomatik HSV atilim sikliginin
belirlenmesi 6nemli bir asamadir.

Bu calismada, daha oOnceden herpes labialis (uguk) ¢ikardigimi beyan eden saglik

calisanlarinin bir aylik periyoddaki oral HSV atilma sikliginin belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

Herpes virus infeksiyonlar1 hakkindaki ilk bilgi, lezyonlar1 “iirperten deri hastalig1”
olarak tarif eden yunan tarihgi Heredot’a (MO 484-425) aittir. Genital herpes klinik olarak ilk
kez 1736’da tanimlanmustir. 1850—1900 yillar1 arasinda histopatolojik 6zellikleri ve insandan
insana bulastig1 ortaya konmustur (14). Herpetik dolama ilk defa 1920°li yillarda bir bayan
kuaforiin isaret parmaginda tanimlanmistir (15). 1930’larda genital ve non-genital herpes
arasinda farkliliklar oldugu one siiriilmiistiir (14). HSV ile iligkili neonatal infeksiyonlar ilk kez
1930’larin ortasinda fatal bir vakanin histopatolojik bulgularini tarif eden Hass tarafindan rapor
edilmistir. Batignani 1934 yilinda yeni doganda HSV’ye bagl keratiti tarif etmistir (16).
Batignani’den sonra ilk kez 1934 yilinda HSV ile enfekte bir yenidogan rapor edilmistir (17).
1960°da HSV-1 ve HSV-2 birbirinden ayirt edilmistir. 1967°de cinsel yolla bulagma oldugu
dogrulanmstir (14).

2.2. HERPES VIRUSLARIN GENEL OZELLIKLERI

Herpes kelimesi Latince ‘“herpein” kelimesinden gelmekte olup “siirlinmek” ve
“yayilmak” anlaminda kullanilmaktadir. Herpes simplex virusunda i¢inde bulundugu
Herpesviridae ailesi ig¢inde zarfli, ikozahedral kapsitli, biiylik ve kompleks DNA virusleri
bulunur. Morfolojileri, replikasyonlari, latent/tekrarlayan infeksiyon yapmalari, infeksiyonun
kontrol altina alinmasinda ve belirtilerin ortaya ¢ikisinda hiicresel bagisiklik yanitinin 6nemli
rol oynamasi herpesviruslerin ortak 6zelliklerindendir. Herpesviruslar direkt doku hasari,
immiinopatolojik yanitin uyarilmasi ve neoplastik transformasyonun arttirilmasi yoluyla
hastalik tablosu olusturabilirler. Herpesviruslar insanda persistan infeksiyonlara yol acarlar.
Baska bir deyisle herpesviruslarla bir kez enfekte olan bir kisi yasam boyu enfekte kalir (3,
15).



2.3. HERPES VIRUSLARIN YAPISI VE SINIFLANDIRILMASI

Herpes viruslar 100-200nm capinda, 160 000 molekiiler agirliktaki ¢ift sarmalli DNA
iceren, protein kilif ve lipid zarfla cevrelenmis yapidadir. Olgun virus partikiili DNA
cekirdegi (kor), 162 kapsomerden olusan ikosahedral niikleokapsid (koruyucu protein tabaka)
ve en dista zarf (lipoprotein membran) icerir. Kapsid ve zarf arasinda tegument adi verilen,
elektron opak, amorf ve fibroz proteinlerden olusan bir yap1 vardir (3, 7, 8, 14).

Herpes viruslarin zarflari lizerinde poliaminlar, lipidler ve glikoproteinler (gB, gC, gD, gE,
gG, gH, gl, gK, gL, gM, gl ve gN) bulunmaktadir. Glikoproteinler antijenik yapida olup,
konakta immun yanit olusturmakta ve her virusa ayirt edici 6zellik kazandirmaktadir. HSV-
1’de gD, gG ve gJ bulunurken varicella zoster virusda (VZV) bu proteinler bulunmaz. Biitiin
herpes viruslarda gB, gH, gL ve gM bulunur. Glikoproteinlerin virusun hiicre igine
girebilmesi i¢in virion zarfi ve hiicresel membranlarin fiizyonu, infekte virus partikiiliiniin
hiicre icine girisi, hiicreden hiicreye gecisi, virus tarafindan indiiklenen hiicrelerin flizyonu ve
immun sistemden saklanmak gibi 6nemli gorevleri vardir. Glikoproteinler bir veya daha fazla
bulunan hidrofobik domainleri ile hiicre reseptoriine tutunabilirler. HSV nin konak hiicre ile
ilk temasi hiicre yiizeyinde bulunan heparan siilfat veya kondroitin siilfat proteoglikanlarina
gC’nin baglanmasi ile baslar. gC’den yoksun virusun patojenik 6zelligi olmasina ragmen,
konak hiicreye baglanmasi zayiftir. Diger bir glikoprotein olan gB konak hiicre yilizeyinde
bulunan heparan siilfata baglanabilir. gC bulunmadig1 durumlarda hiicre yiizeyine baglanma
gB’ye bagimlidir. gB ve gC’den yoksun viruslar konak hiicreye baglanamazlar. HSV-2’nin
ylizeyinde bulunan gB’nin hiicreye tutunmasi i¢in gerekli olan major glikoprotein oldugu
diisiiniilmektedir. Herpes viruslar viral zarf ve hiicre membraninin flizyonu ile hiicre igine
girerler. gB, gD ve gH HSV’nin hiicrelere penetre olmasi i¢in gereklidir. Virion iginde
heterodimer halinde bulunan gH ve gL endoplazmik retikulumda meydana gelen
matiirasyonla iligkilidir. gG’nin aminoasid dizileri HSV-1 ve 2 arasinda % 30’dan daha az
homoloji gosterir. Bu sebeple gG HSV-1 ve 2 ayirimi yapan serolojik testlerde antijen olarak
kullanilir.(18,19)

Herpes viruslerin genomu 80 open reading frame (ORF) igerir ve en az 100 farkli proteini
kodlayabilir (3).

Insanlarda siklikla infeksiyona neden olan 8 tip herpes virus vardir. Bunlar HSV Tip-
1, HSV Tip-2, Varicella zoster virus (VZV), Cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr virus
(EBV), Human herpes virus Tip -6 (HHV-6), Human herpes virus Tip-7 (HHV-7), Human
herpes virus Tip -8 ( HHV-8)’dur (3, 6, 20). Herpes simplex virus serolojik ve biyolojik
olarak Tip-1 ve Tip-2 olmak iizere farkl iki tipe ayrilir (21).
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Herpesviridae  ailesinin ~ iiyeleri  biyolojik  ozellikleri  ve/veya  genomik

organizasyonlar1 temel alinarak Alfa, Beta, Gama herpesviruslar olarak adlandirilan alt

ailelere (Tablo 1) siniflandirilirlar (3, 8).

Diinya niifusunun % 60-95’inin herpesviridae ailesinin bir veya daha fazla iiyesi

tarafindan enfekte oldugu yapilan ¢alismalarla bildirilmektedir (6).

Tablo 1: Insan Herpesviridae ailesi iiyeleri ve dzellikleri (3)

Alt aile Virus adi Hedef hiicre Latent kaldig1 hiicre
Alfa herpes viruslar | HSV-1 Mukoepitelial Noronlar
HSV-2 Mukoepitelial Noronlar
\VAY% Mukoepitelial Noronlar
Beta herpes viruslar | HHV-6 MNL, epitelial hiic. | MNL
HHV-7 T lenfositler T lenfosit
CMV T lenfositler T lenfosit
Gama herpes viruslar | EBV B lenfosit B lenfosit
HHV-8 MNL MNL

Alfa herpesviruslarin konak spektrumu genis, tlireme dongiisii hizlidir. Beta
herpesviruslarin konak spektrumu sinirli, iireme dongiisii uzundur. Gama herpesviruslarin

konak spektrumu ¢ok kisitlidir (3).

2.3.1. Herpes Simplex Virus

HSV herpesviridae ailesinin genel 6zelliklerine sahip, ailenin ilk saptanan ve en sik
karsilagilan infeksiyonlardan birine neden olan bir virustur (8). Dudak, goz, burun ve genital
bolgede, siklikla derinin mukoza ile birlestigi bolgelerde, vezikiiler lezyonlarla karakterize
hastaliklara, bagisiklik cevabi baskilanmis kisilerde ise ciddi ve siklikla dliimciil yaygin
infeksiyonlara neden olabilmektedir (15). HSV infeksiyonlar1 genelde asemptomatik
seyretmekte, akkiz veya neonatal (konjenital, natal ve postnatal) klinik sekilleri

bulunmaktadir (6).
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Herpes simplex virus serolojik ve biyolojik olarak Tip-1 ve Tip-2 olmak iizere farkl

iki tipe ayrilir (21). HSV-1 daha ¢ok iist bolgede infeksiyon olustururken HSV-2 genital

herpes infeksiyonlarinin major etkenidir.

Genis konakg1 yelpazesi, virusun baglanabilecegi reseptorlerin bir¢ok hiicre tipinde
bulundugunu gosterir. HSV-1 ve HSV-2 hiicre ylizeyinde farkli yerlere baglanirlar. Virusun
konak hiicreye girisi zarf ylizeyinde bulunan glikoproteinler aracilig1 ile gergeklestirilir. On iki
viral zarf glikoproteininden en az dort tanesinin koordineli caligmasi gerekir. Bunlar gB, gC gD ve
gH-gL heterodimeridir. Glikoprotein B ve C konak hiicre yiizeyine tutunur. Glikoprotein B, hiicre
ylizeyinde bulunan 3-0-siilfatli heparan siilfat glikoproteinlerine veya heparan stilfattan bagimsiz
virusun hiicreye tutunmasini saglayan bilinmeyen bir gB reseptoriine baglanir (22). Daha sonra
gD hiicre yiizey reseptorii olan ve TNF reseptor ailesinden bir reseptor olan HVEM (Herpes virus
entry mediator), immunglobulin siliperfamilyasindan bir reseptor olan nectin-1 veya heparan
stilfata baglanir (23). Hiicre i¢ine penetrasyon hiicre membrani ile viral zarf proteinlerinin (gB,
gD) dogrudan fiizyonu ile gergeklesir. Fiizyon olusturmayan virionlar endositoz ile hiicre
icine alinir ve endositik keseciklerde parcalanir. Sitoplazmada serbest hale gegen kapsid
hiicresel sitoskeleton ile c¢ekirdek membranina tasinir ve viral DNA porlardan ¢ekirdek
icerisine birakilir. Tegiiment viral host shutoff (VHS) proteini hiicre makro molekiil sentezi

durdurur ve alfa —trans- inducing factor (a-TIF) ilk gen ekspresyonunu baslatir (3, 15).

HSV transkripsiyonu ve viral protein sentezi biri digerini etkileyen basamaklar seklinde
devam eder. Viral genler protein sentez diizeyleri farkli olmakla birlikte, gerekli olduklar1 yer

ve zamanda aktive olmalarma gore , o , ve y genler diye li¢ biiyiik grup altinda toplanirlar

(15).

Alfa genler: En erken donemde (immediate early, IE) a- TIF virion tarafindan aktive
edilen genlerdir. Bu genler kendilerinin ve erken genlerin sentezini diizenleyen proteinleri
kodlar ve a-genleri hiicresel RNA polimeraz II araciigiyla transkripte edilir. Uriinler IE

proteinleri olarak isimlendirilir (3).

Beta genler: Erken (Early, E) genler olarak bilinir. Bu genlerde hiicresel RNA
polimeraz II araciligiyla transkripte olurlar. Uriinleri erken proteinler olarak isimlendirilirler.
Herpes virus erken proteinleri genom replikasyonunu destekler. Timidin kinaz ve DNA

polimeraz bunlarin en iyi bilinenleridir (3).

Gama genler: Hiicresel infeksiyonun ge¢ donemlerinde viral kapsid proteinleri ve zarf

proteinleri gibi yapisal proteinlerin sentezini ger¢eklestiren genlerdir ve gec proteinler (late
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proteinler) olarak adlandirilirlar  (15). Glikoproteinler sentezlendikleri  ¢ekirdek

membraninda yerlesik kalirken, kapsid proteinleri viral DNA ile doldurulmak tizere ¢ekirdek
icerisine taginirlar. DNA’sim1 kazanan kapsid ¢ekirdek membranindan glikoproteinlerini
kazanarak tomurcuklanma yoluyla endoplazmik retikuluma wulasir. Golgi sisteminde
karbonhidrat rezidiilerinin ilavesi ile olgunlagsan virus ekzositoz veya hiicre parcalanmasi

sonucunda dis ortama salinir (15)
2.4. PATOGENEZ

Primer HSV infeksiyonlar1 virus iceren sekresyonlarla direk temas sonucu olusur.
Otoinokiilasyon yoluyla da bulas olabilir. HSV miik6z membranlar veya tahrip olmus deriden
viicuda girer. Primer HSV infeksiyonlar1 siklikla asemptomatik seyrederler, klinik olarak belirgin
bir lezyon yoktur. HSV ektodermal orijinli hiicreleri infekte etmeye egilimlidir. HSV
patogenezinde virusun en 6nemli iki 6zelligi norovirulans ve latensidir. Norovirulanstan sorumlu
v134,5 geni HSV DNA’nin uzun segmentinde bulunan tekrarlayan bolgelerinde yer alir (2).

HSV genellikle lokalize infeksiyonlara sebep olur. Histolojik olarak herpetik
lezyonlarda derinin bazal tabakasinda, multiniikleer dev hiicreler, intraniikleer inkliizyon
cisimcikleri (Cowdry A cisimcikleri), kromatin azalmasi, nekroz ve akut inflamatuvar
reaksiyon goriiliir. Normalde konak hiicre cevabi bu evrede virusun yayilimini sinirlar. Primer
infeksiyon sirasinda virus infeksiyon bolgesini innerve eden duysal ve otonom sinir uglarina
almir. Daha sonra virus, aksonlar boyunca retrograd olarak hareket ederek yasam boyu latent
olarak kalacagi néronun govdesine ulasir (24). Bu retrograd transport sirasinda virus konak
hiicrenin miktotiibiillerini kullanarak hareket eder. Primer infeksiyonu takiben virus,
trigeminal, sakral, lumbal, torasik, superior servikal ve vagal gangliyonlar olmak {izere duysal
gangliyonlarin dorsal koklerinde latent infeksiyon olusturur (25). HSV-1 daha ¢ok trigeminal
ve servikal, HSV-2 ise sakral gangliyonlarda latent kalir. Primer infeksiyonun iyilesmesinden
sonra infeksiyoz HSV gangliyonlarda uzun siire kalamaz. Primer infeksiyonun oldugu
anatomik bolgede bulunan gangliyon hiicrelerinde viral DNA %10-25 oraninda tespit
edilebilmektedir. HSV reaktivasyon sirasinda duysal sinirlerden anterograd bir akimla
kiitanoz bolgeye geri gelir ve tekrar epitel hiicrelerini infekte eder (26). Ultraviyole 151k, stres,
travma, immunsupresyon, menstrilasyon, atesli hastalik, infeksiyon reaktivasyona sebep
oldugu diistiniilen durumlardir (27). Reaktivasyon siklig1, viral subtip ve etkilenen anatomik
bolge arasindaki iliskiye bagl olarak degisebilir. Immun sistemi yeterli olan kisiler HSV-1 i
hem oral hem de genital yolla aldiklarinda, HSV-1 reaktivasyonu oral bolgede, genital
bolgeye gore daha sik olmaktadir. Ayni sekilde HSV-2 yi hem oral hem de genital yolla alan
hastalarda genital bolgede reaktivasyon sikligi oral bolgeden 8-10 kat daha fazla olmaktadir
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(28). Konaga ait faktorler reaktivasyon oranlarini etkilemektedir. Immiin yetmezligi olan

hastalarda reaktivasyon hem daha sik hem de daha ciddi olmaktadir. HSV, yenidoganlar
organ transplantt yapilan veya HIV ile infekte kisilerde sistemik infeksiyon olusturmaya
egilimlidir. Virusun viseral organlara yayilimi yasami tehdit eden hastaliklara sebep olabilir
(29).

Kutanéz HSV infeksiyonlar1 infekte epitelyal hiicrelerde niikleer dejenerasyon ve hiicre
membranlarinin kaybr ile birlikte balonlasmaya sebep olur. infekte hiicreler ya lizise ugrar ya da
multiniikleer dev hiicreler olusturmak {izere birlesirler. Hiicre lizisi ile birlikte bol miktarda virus
iceren hiicre sivisi, hiicresel artiklar ve inflamatuvar hiicreler epidermal ve dermal tabakalar
arasinda birikir. Mutiniikleer dev hiicreler genellikle vezikiilin tabaninda bulunur. Yogun
inflamatuvar cevap vezikiiliin tabanindan dermise dogru yayilir. Lezyonlar iyilesmeye basladigi
zaman vezikiiler sivi inflamatuvar hiicrelerin yogunlugu sebepiyle piiriilan bir hal alir. Daha sonra
kabuk olusur. Vezikiil yerinde nadiren skar kalir. infeksiyon miikéz membranlari da tutarsa, ince
epitelin hizli riiptiiriine baglh olarak vezikiilden daha ¢ok yiizeyel {ilserler olusur. Mukozal
lezyonlarin histopatolojik bulgular1 deri lezyonlar ile aynidir (28).

HSV ensefaliti, virusun merkezi sinir sisteminde infeksiyona sebep olmasiyla gelisir.
Virusun beyine girisi veya alternatif olarak virusun temporal loblarda reaktivasyonu tam olarak
anlagilamamis bir fenomendir. Primer infeksiyon sistemik olabilir ve merkezi ve periferik sinir
sistemi diginda diger organlar da etkilenebilir. Yenidoganda, gebrelikte ve yaygin HSV
infeksiyonu sirasinda diger organlarda etkilenebilir. Multiorgan hastaliklari, genellikle virusun
mukozal yiizeylerdeki replikasyonunu siirlandiramayan konaklarda vireminin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikar. Hem primer hem de tekrarlayan HSV infeksiyonlart MSS’de hastaliga sebep olabilir
(30).

Insanlarda primer infeksiyon sirasinda virusun MSS’ne giris yolu tartisma konusudur.
Klasik ¢alismalarda HSV’nin hayvanlarda beyine giris yollar1 hem olfaktdor hem de trigeminal
yollarla oldugu gosterilmistir. Fakat insanlarda bu virusun MSS’ne ulasma yollar1 kesin olarak
aydinlatilamamustir. Olfaktdr traktustan limbik sisteme sinirlerin anatomik dagilimi, virusu
temporal loblardan izole edilisi bu yolun virusun MSS’ne ulagmasi i¢in uygun bir yol oldugu
hipotezini destekler niteliktedir (31). Elektron mikroskopisi HSV ensefaliti gelisen bazi hastalarda
olfaktor yolun giris yolu oldugunu gostermistir. Fokal herpes simpleks ensefaliti olusumu ile
sonuglanan HSV reaktivasyonu patogenezde asil énemli problemdir. Infekte beyin dokusunda
latent virusun varligi kanitlanmis, fakat bu bolgelerde virus reaktivasyonu hipotez olarak
kalmigtir. Virusun periferde reaktive oldugu ve ndronal yollarla MSS’ne tasindigr one
strilmektedir. Buna karsilik rekiirren herpes labialis ile ilgili incelemelerde virusun

reaktivasyonunun trigeminal gangliyonlarda ortaya ¢ikarttig1 ve HSV ensefalitinin bunun nadir bir
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sonucu oldugu belirtilmektedir (32, 33). Konagin immun cevab1 HSV ensefaliti patogenezinde

onemli fakat tam olarak tanimlanamamis bir role sahiptir. HSV ensefaliti immunsuprese
konaklarda normal konaklara gore daha sik ortaya ¢ikmaz fakat ortaya ¢iktigi zaman atipik ve

progresif seyir izler.
2.5. IMMUNITE

HSV’lerin en 6nemli 6zelligi noronlar infekte edebilme ve bu hiicrelerde persiste kalarak
duysal gangliyonlarda latent infeksiyonlara yol agabilme yetenegidir. Primer HSV
enfeksiyonunda lokal kontrol mekanizmalar1 virusun yayilimini sinirlar ve infeksiydz ajani
nétralize eder. Immunite baslangicta lokal immun cevap, IFN-a ve IFN-B , aktif dogal 6ldiiriicii
hiicreler ve makrofajlar gibi spesifik olmayan savunma mekanizmalar1 sonrasinda ise Ozgiil
sitotoksik T hiicre cevabini kapsamaktadir. Viral infeksiyondan sonra dogal immun cevap tip I
IFN-a ve IFN-P sentezi ve sekresyonu ile baslar. Interferonlar infekte hiicrede ve bu hiicrelerin
cevresini saran hiicrelerde antiviral cevabi indiikler. IFN bagimli antiviral aktiviteye hiicresel
enzimler olan 2’-5” oligoadenilat sentetaz ve ¢ift zincirli RNA bagimli protein kinaz aracilik eder.
HSV infeksiyonlarinda IFN-a en erken gen ekspresyonunu inhibe etmektedir (34). Antiviral
aktivitelerine ek olarak IFN’ler giiclii immunmodiilatordiirler. IFN’ler makrofaj ve dogal 6ldiiriicii
hiicrelerin aktivasyonunu tetiklerler. Ayrica sitotoksik T hiicrelerini aktive eder, MHC Class I ve
IT molekiillerinin ekspresyonunu artirir, hiicre yiizeyindeki kostimiilator molekiilleri indiikler,
sitokin sekresyonunu stimiile eder ve lokal inflamasyonu artirir. Merkezi sinir sisteminde y6 T
hiicreleri, dogal 6ldiiriicii hiicreler, CD4+ T hiicreleri ve noronlarin HSV infeksiyonuna karsi IFN-
vy ve TNF (Tumor necrosis factor) tirettikleri bilinmektedir (35, 36, 37).

Kazanilmis bagisiklik sistemi infeksiyona kars1 korumada daha gii¢liidiir. Dogal 6ldiiriicii
hiicreler infeksiyona kars1 savunmada ilk sirada yer alirlar. Dogal 6ldiiriicii hiicreler, patojen ile
infekte hiicreleri spesifik sitotoksik T hiicre cevabindan once lizise ugratir. Bu hiicreler ayrica
insanlarda herpes viruslara bagl hastaliklarin iyilesmesinde de énemli rol oynar. Dogal 6ldiirticii
hastaliklarin aktivitesi azalirsa ciddi herpetik hastaliklar ortaya ¢ikar (38).

HSV ve dentritik hiicreler arasindaki etkilesim incelendiginde, HSV’nin immun sistemden
kacabilmesi i¢in dentritik hiicre fonksiyonlarin1 baskilamasi gerektigi diistiniilmektedir (39).
HSV-1 invitro olarak human monosit derive dentritik hiicreleri infekte eder ve infeksiyon
sirasinda bu hiicreler zayif T hiicre stimiilatorleri olarak davranirlar. HSV-2 de benzer bir inhibitor
etkiye sahiptir. Bu etkinin, MHC Class I antijenlerinin olusumunu engellemesiyle ortaya ¢iktig1
one siiriilmektedir. HSV-1 infeksiyonlar1 ayrica dentritik hiicrelerin morfolojisinde de degisiklik
yapar ve kemotaktik stimuluslara karsi dentritik hiicrelerin cevabini azaltir. HSV farkli stratejiler
kullanarak profesyonel antijen sunan hiicrelerin antijen sunumunu engeller. Infeksiyondan sonra

3-4 giin i¢ginde HSV spesifik CD4+ Th 1 hiicreleri mukoza ve lenf nodlarinda tespit edilebilir (40).
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Humoral immun cevap HSV infeksiyonunun baglamasindan hemen sonra gelisir. HSV-

spesifik mukozal immun cevapta en fazla bulunan antikorlar, plazma hiicrelerinden salinan IgA
antikorlaridir IgA antikorlar1 infeksiyonun baslangicindan itibaren ilk 3 giinde goriiliir ve pik
degerine 6. haftada ulasir. HSV spesifik IgA antikorlar1 en az 6 hafta ortamda bulunur ve
seviyeleri giderek azalir. HSV’ye spesifik IgA’nin ortaya ¢ikmasindan sonra IgGl ve IgG3
antikorlart goriilmeye baglar. HSV spesifik IgM sekrete eden B hiicreleri kadin genital
mukozasinin sekresyonlarinda tespit edilebilir (41).

Tekrarlayan genital infeksiyonlarda sekretuar IgA’nin bulunmasi viral atilim siiresini
kisaltir. HSV spesifik IgA, IgG1, IgG3 antikorlan tekrarlayan HSV-2 epizodlart sirasinda
biitiin hastalarin serumlarinda bulunur. HSV spesifik IgM ve IgG4 antikorlar1 bu hastalarin
%70-80 inde tespit edilebilir (42).

HSV infeksiyonlar1 sirasinda konak immun cevabi persiste kalir ve HSV’ye bagh
hastaliklar1 kontrol etmeye ¢aligir. Bu yiizden genellikle tekrarlayan infeksiyonlar daha hafif
gecer ve daha kisa stirer. HSV-1 ve HSV-2 arasinda g¢apraz koruma olabilecegi gibi,
yenidoganlarda anneden gecen antikorlar kismen koruyucudur. HSV hastaliginin
iyilesmesinde hiicresel immun cevap humoral immun cevaptan daha 6nemlidir (43). CD8 T
hiicre cevabi reaktive olmus latent virusun olusturdugu sekonder infeksiyonlardan da
korunmada 6nemlidir. Uzun yillardir HSV infeksiyonunun latent doneminde ¢ok az veya hig
viral gen ekspresyonu olmadigina inaniliyordu, fakat farelerde yapilan c¢alismalarda
glikoprotein-B spesifik CD8 T hiicrelerinin, dorsal kdk gangliyonlarinda bulunan ndronlarda

HSV-1 reaktivasyonunu engelledigi gosterilmistir (44).

2.6. HERPES VIRUSLARIN OLUSTURDUGU HASTALIKLAR VE KLINIiK
BULGULAR

HSV tip 1ve 2’den ileri gelen patoloji farkli klinik durumda ortaya ¢ikabilir. Lezyonlar
genellikle embriyonik ektodermden koken alan dokularda olusur; deri, agiz ¢evresi ve agiz
boslugu, genital bolge ve sinir sistemi infeksiyonu en sik goriilen bolgeleridir.
Yenidoganlarda ve bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde diger dokularinda enfekte olmasi

mimkiindir (15).

HSV’ye bagh klinik formlar, infeksiyonun yeri, yas, konagm immiin durumu, virusun
tipine gore degiskenlik gosterir. HSV-1 subtipi siklikla oral-labial infeksiyonlar (farenjit,
gingivostomatit) ile iligkili iken, HSV-2 subtipi genital infeksiyonlarla iligkilidir. Ayrica HSV
antikorlar1 yoniinden negatif (infeksiyona hassas) bireylerin ilk defa HSV ile enfekte olmalari

(primer infeksiyon) ile virusun latent donemden c¢ikarak reaktivasyon neticesinde olusturdugu
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tablo (rekiirrent infeksiyonlar) arasinda klinik ve epidemiyolojik agidan farkli olabilirler.

Ozellikle y1l itibariyla ¢ok sayida herpetik ataklara maruz kalan kisilerin bagisiklik sisteminin

baska bir nedenle baskilanmis olabileceginin diisiiniilmesi gerekir (7, 15, 45).
2.6.1. Primer Herpetik Gingivostomatit

Primer herpetik gingivostomatit HSV-1 infeksiyonunun en sik rastlanilan klinik formudur.
Oral veya perioral bolgede vezikiiler ve iilseratif lezyonlarla karakterizedir. HSV-1 ve HSV-2’ye
kars1 antikor cevabi olmayan kisilerin bu viruslarla ilk karsilasmalarindan sonra ortaya ¢ikar.
Primer infeksiyonun ¢ogu subklinik seyreder. Tipik olarak 1-5 yas arasi ¢ocuklar etkilenirken
eriskinlerde de ortaya cikabilir. Infantlar yasamn ilk alt1 ayinda anneden gecen antikorlarla pasif
olarak infeksiyona karsi korunurlar. Hem HSV-1 hem de HSV-2 primer oral infeksiyona sebep
olabilirken vakalarin hemen tamamina yakininda etken HSV-1 dir. Hastaligin toplam siiresi 10-21
giindiir. Primer gingivostomatitte oral sekresyonlardan ortalama 7-10 giin siireyle virus atilimi

gerceklesir. Virus, asemptomatik cocuklarin da tiikriiklerinden izole edilebilir (3, 7, 15).
2.6.2. Tekrarlayan Orofasiyal HSV infeksiyonu

Primer infeksiyondan sonra latent olarak kalan HSV periyodik olarak reaktive olur ve
duysal gangliyondan infeksiyon bdlgesine dogru goc¢ eder. HSV-2’ye bagli tekrarlayan
orofasiyal hastalik ¢ok nadirdir. Toplumda HSV-1’in yiiksek prevalansina ragmen seropozitif
hastalarin sadece % 10-40’nda semptomatik tekrarlayan orofasiyal hastalik ortaya c¢ikar.
Reaktivasyon siklig1 35 yasindan sonra olduk¢a azalir. Primer infeksiyonla karsilastirildiginda
tekrarlayan epizodlar daha hafif seyreder ve daha kisa siirer. Hastaligin ciddiyeti hafif bir
rahatsizlik hissinden, dudaklar, burun, ¢ene ve nazal septumu kapsayan bdlgelerde yogun
vezikiillere kadar degisir. Herpes labialis veya diger adiyla uguk tekrarlayan orofasiyal
herpesin en sik rastlanilan klinik formudur. Hastalarin biiyiik kismi1 yilda 2-3 atak gecirirken,
%35-10 kadarinda yillik atak sayisi 6’dan fazladir. Herpes labialis tipik olarak iist dudagin
vermillon sinir1 ve ¢evresindeki kiitanéz bolgeyi tutar. Hastalarin %60’1inda vezikiil ortaya
cikmadan 6nce o bolgede lokal agr1, kasinma ve yanma hissi bulunur. Prodromal semptomlar
genellikle 6 saat siirer ve erken replikasyon miikokiitan6z dermatomu innerve eden duysal
sinirin u¢ kisminda olur. Tekrarlayan infeksiyonlarin dortte biri prodromal evrede kalir,
karakteristik vezikiiller olusmaz. 24 saat i¢inde ¢ok sayida vezikiil olusur, bu vezikiiller
birlesir, riiptiire olur ve hizla kabuklamr. Ozellikle oral bolgeye travmatik islem yapilan
hastalarda tekrarlayan herpes infeksiyonlar1 ilk kez oral kavitede goriilebilir. Tekrarlayan

intraoral herpes tipik olarak sert damagin keratinize dokularin etkiler ve biiylik palatin sinir
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ve bukkal sinir ile innerve edilen gingivaya dagilir. Saglikli insanlarda tekrarlayan intraoral

herpes, herpes labialisin olusmasindan sonra gozlenir (3, 7, 15).
2.6.3. Genital HSV Infeksiyonu

Genital herpes infeksiyonlarina hem HSV-2 hem de HSV-1 sebep olabilirler. Genital
herpes, asemptomatik olabildigi gibi, hafif belirtilerden, iiriner retansiyon ve menenjit gibi
komplikasyonlarin goriilebildigi ciddi hastalik tablosu ile de ortaya ¢ikabilir. Yapilan ¢alismalar,
HSV-2 infeksiyonlarmin genellikle subklinik seyrettigini gostermistir. Klasik primer infeksiyon
genital bolgede agri, yanma ve kasinti gibi prodromal belirtiler ile baslar. Prodromal donem
yaklasik 24 saat siirer. Bas agrisi, ates, halsizlik ve inguinal lenfadenopati gibi sistemik belirtiler
siklikla bulunur. Genital bolgede olusan vezikiiller yavas yavas riiptiire olur ve diizensiz, ylizeyel
tilserler olusur. Bu iilserler kabuklanir ve skar birakmadan iyilesir. Kadinlarda sistemik
semptomlar olan aseptik menenjit ve diziiri gibi komplikasyonlarin gelisme ihtimali daha fazladir.
Primer HSV infeksiyonu 2-6 hafta kadar siirebilir fakat virusun genital traktiisten atilimi daha
uzun siirer. Primer infeksiyonun ardindan virus bolgesel duysal veya otonom gangliyonlarda
latent kalir. Ciddi primer infeksiyon geciren hastalarda asemptomatik tekrarlayan infeksiyon

siklig1 daha fazladir (3, 7, 15, 46).
2.6.4. Egzema Herpetikum

Atopik dermatitlilerde veya bas-boyun bolgesinde kozmetik cerrahi girisim gecirenlerde
oral veya perioral HSV infeksiyonlar1 komplike olabilir ve egzema herpetikum denilen ciddi,
progresif bir hastalik tablosu ortaya ¢ikabilir. Egzema herpetikumda impetigoya benzeyen ani
baslayan, genis alana yayilan vezikiiloiilseratif nodiiller ve plaklar gozlenir. Vezikiiller ve
pustiiller birlesip riiptiire olur ve bakteriyel siiperinfeksiyonlara acik genis yiizeyel iilserler olusur.
Ulserler siiper infeksiyonlarla komplike olmazsa kabuklanir ve yaklasik bir ay icinde sekel

birakmadan iyilesir (3).
2.6.5. Herpes Gladyatorum

Genellikle giires ve futbol gibi sporlarla ugrasanlarin tahrip olmus derilerinden HSV-1’in
inokiilasyonu sonucu olusan bir hastaliktir. Yiizde, kulaklarda ve boyunda deriden deriye temas
sonucu, iki hafta icinde karakteristik deri dokiintiileri goriiliir. Tekrarlayan kutandz infeksiyonlar

goriilebildigi gibi okiiler ve sistemik belirtiler de goriilebilir (3,7).
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2.6.6. Herpetik Dolama

Kutanoz herpetik bir infeksiyon olan herpetik dolama genellikle saglik ¢alisanlari, genital
HSV infeksiyonu olan eriskinler ve primer oral herpesi olan ¢ocuklarin, el parmaklarmin distal
falankslarini etkiler. Dolama bagka bir bdlgede olan herpes infeksiyonunun parmaklardaki
styriklara otoinokiilasyonu sonucu olusur. Hem HSV-1 hem de HSV-2 etken olabilir. Primer
herpetik gingivostomatiti olan kii¢iik cocuklarda parmak emme ile otoinokiilasyon olabilir. Saglik
calisanlarinda herpetik dolama oOnemli bir problemdir. Hastalarin aktif oral veya genital
lezyonlarindan bulasir. Hastalik 3-4 hafta icinde iyilesir, fakat tekrarlayan infeksiyonlar
goriilebilir (3, 15).

2.6.7. Okiiler HSV Infeksiyonu

Okiiler HSV infeksiyonu korneal korlikklerin 6nemli bir sebebidir. Okiiller HSV
infeksiyonu olan hastalarin %22’sinde es zamanli primer oral HSV infeksiyonu vardir. Hastalarin
% 58’inde ise primer oral HSV infeksiyonu kisa siire 6nce gegirilmistir. Okiiler HSV infeksiyonu

tek veya cift tarafli keratokonjonktivit ve tekrarlayan okiiler iilserlere sebep olur (15).
2.6.8. Neonatal HSV Infeksiyonu

HSV’ye bagli neonatal infeksiyonlar genellikle genital infeksiyonlarin bebege vertikal
olarak gecisi sonucu ortaya ¢ikar. Cogunlukla etken HSV-2"dir. HSV ile enfekte infantalar sklikla
prematiire ve diisiilk dogum agirliklidir. Gebelik sirasinda primer genital HSV infeksiyonu gegiren
gebelerin bebeklerine virusu bulagtirma riski rekiirren infeksiyon gegiren gebe kadinlara gore 10-

30 kat daha fazladir (3, 15).

Ayrica primer infeksiyon geciren anneler genital traktiiste virusu daha fazla yayarlar.
Neonatal infeksiyonun olusabilmesi i¢in gebe kadinin semptomatik veya asemptomatik olarak
dogum sirasinda virusu yaymasi gerekmektedir. Maternal infeksiyonun tipi (primer/rekiirren),
annenin antikor diizeyi, membranlarin riiptiire olma siiresi, mukokiitandz bariyerlerin durumu
(fetal kafa elektrodlarinin kullaninimi vb), dogumun sekli (sezeryan/vajinal dogum), neonatal
donemde bulas1 etkileyen faktorlerdir. Doguma yakin zamanda primer genital herpes gegiren
annelerin bebekleri neonatal hastalik gelisimi agisindan en biyiik risk altindadir. Daha
onceden HSV-1’e kars1 antikorlar1 var ve genital traktiiste HSV-2 infeksiyonu baglamigsa bu
kisi primer olmayan infeksiyonun ilk epizodunu geciriyordur. Uzamis membran riiptiir
zamani neonatal infeksiyon riskini artirmaktadir. Aktif genital lezyonu olan gebe kadinlarin

sezeryan ile dogum yaptirilmasi eger membran riiptiir zamani1 4 saati gegmemisse bebekte
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infeksiyon riskini azaltmaktadir. Membranlarin riiptiir zamanima bagli olarak sezeryan

sonrasi da infeksiyon gelisebildigi gosterilmistir (47).

Yenidogana HSV infeksiyonu intrauterin, peripartum ve postpartum donemde
bulasabilir. Transmisyon zamani infekte yenidoganlarda % 85 oraninda peripartum
donemdedir. infeksiyon yenidoganlarin % 10’unu postnatal bulasirken, % 5’i intrauterin
donemde virusu almaktadir (48). HSV infeksiyonu peripartum veya postpartum dénemde 3
sekilde ortaya ¢ikar:

1) Deri-goz ve agizda lokalize hastalik (SEM; skin, eye, mouth) Neonatal HSV vakalarinin %
45’ini olusturur.

2) Ensefalit (SEM ile birlikte veya degil) vakalarin % 30’unu olusturur.

3) Yaygin infeksiyon. Multipl organ tutulumu vardir, vakalarin % 25’inde MSS, akciger,

karaciger, adrenal bezler, deri, gozler, ve veya agiz tutulumu vardir (3).
2.6.9. MSS’de HSV infeksiyonu

HSV 1 ve 2, insanlarda MSS’de ¢esitli infeksiyonlara sebep olabilirler. Hem primer hem
de tekrarlayan herpesvirus infeksiyonlart MSS’de infeksiyon ve hastalifa yol agabilir. Biitiin
herpes simpleks ensefaliti gelisen hastalarmin yaris1 primer infeksiyonu, yarisi ise tekrarlayan
infeksiyonu olan hastalardir. HSV ensefaliti 6 aydan biiylik ¢ocuklar ve erigkinlerde akut sporadik
oliimciil ensefalitlerin en sik sebebidir. HSV biitiin ensefalit vakalarimin %2-19’unu olustururken,
biitiin nekrotizan ensefalit vakalarinin %20-75’ini olusturur. Cogunluguna HSV-1 sebep
olmaktadir (49).

HSV hem noéronlart hem de glial hiicreleri invaze ederek ve replike olarak beyin
parenkiminde, 6zellikle temporal lobda nekrotizan ensefalit ve dissemine hemorajik nekroz yapar.
MSS’de HSV infeksiyonlari, yenidogan doneminde (<1 ay) neonatal herpes olarak ortaya
cikabildigi gibi daha biiyiik ¢ocuklar ve erigkinlerde hem hayati tehdit eden HSV ensefalitine hem
de klinik olarak daha hafif seyreden selim aseptik menenjitlere sebep olabilir. HSV ayrica miyelit
ve/veya radikiilitle birlikte olabilen tekrarlayan aseptik menenjit etkeni olabilir. Tekrarlayan HSV
menenjitleri Mollaret menenjiti ad1 verilen farkli bir grupta ele alinir. Mollaret menenjiti terimi

simdi “idiyopatik tekrarlayan menenjitler” i¢in kullanilmaktadir (47).

Immiin sistemi normal olan eriskinlerde HSV Ensefalitleri vakalarinin % 90’indan
fazlast HSV-1 infeksiyonu ile olusurken, geri kalan kismi HSV-2 ile olugsmaktadir. HSV-2
ensefalit vakalar1 genellikle reaktivasyondan daha fazla primer infeksiyon ile ortaya

cikmaktadir (47). HSV’nin infeksiyon siireci ile ilgili basamaklar Sekil 1’de belirtilmistir.



Deri ve mukozal hiicrelere inokiilasyon
N2
Inokiilasyon alaninda replikasyon (vezikiil gelisimi olabilir)
N2
Duysal noron terminallerindeki hiicrelerin spesifik reseptdrlerine baglanma
N2
Noron hiicrelerine penetrasyon ve intraniikleer replikasyon
N2
Periferik duysal sinir boyunca retrograd transport
N2
Ganglionlarda replikasyon ve latentligin olusumu
N2
Viral reaktivasyona neden olan stimulus
N2
Viral gen replikasyonunun yeniden baslamasi
N2
Periferik sinirler boyunca epitelyal ylizeylere antegrad transport

N

HSV infeksiyonunun reaktivasyonu

Sekil 1: HSV infeksiyonunun gelisim asamalar1 (14)



16
2.7. HERPES SIMPLEX ViRUS INFEKSiYONLARININ EPiDEMiYOLOJiSi

HSV infeksiyonlar biitiin diinyada yaygindir. Tek dogal konak insandir. Herpes simplex
viruslar konakta akut gingivostomatit, tekrarlayan herpes labialis, genital herpes, neonatal herpes
ve merkezi sinir sistemi infeksiyonlar1 gibi ¢esitli infeksiyonlara sebep olurlar. Bu hastaliklarin
tek tek epidemiyolojileri de farklidir. infeksiyon kaynagi genellikle semptomatik herpetik lezyonu
olan hastalar veya tiikriiklerinde virus tagiyan asemptomatik (%1-5) kisilerdir. Eriskinlerin %70-
100’ HSV-1 antikorlaria sahiptir. HSV-2 antikor orani ise %20-65 arasindadir. Bir kiside daha
onceden HSV-1 veya HSV-2’ye kars1 antikor yok ve bu kiside HSV infeksiyonu gelisirse primer
HSV infeksiyonunun ilk epizodunu gegirmektedir. Daha 6nceden HSV-1’¢e kars1 antikorlar1 var ve
genital traktiiste HSV-2 infeksiyonu baslamigsa bu kisi primer olmayan infeksiyonun ilk
epizodunu gegiriyordur. Latent donemden sonra viral reaktivasyon gerceklesmis ve virus deri ve
mukozalara geri donerek infeksiyon olusturursa tekrarlayan infeksiyondur (3, 7, 8, 15).

Biitiin orolabial herpetik hastaliklar, (cok az bir oranda HSV-2’nin de etken olarak
gosterilmesine karsin) HSV-1 tarafindan olusturulmaktadir. HSV-1 biitiin diinyada yaygin olarak
hem gelismis hem de gelismemis iilkelerde goriilmektedir. insan HSV infeksiyonlarinda hayvan
vektorleri tanimlanmamistir ve tek rezervuar insandan insana bulastir. Virus, infekte insandan
diger insanlara yakin temasla bulasir. Infeksiyon insidansinda mevsimsel bir farklilik yoktur.
Infeksiyon nadiren fataldir ve HSV latent olarak kalir. Diinya popiilasyonunun iigte birinden
fazlas1 tekrarlayan HSV-1 infeksiyonu gecirir ve HSV ge¢isi aktif infeksiyon sirasinda
olmaktadir. Toplumdaki HSV infeksiyonlarinin en biiylik rezervuari tekrarlayan herpes labialis
hastaligidir. Tip spesifik serolojik deneyler kullanilarak Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD)
HSV-1 infeksiyonunun seroprevelansi arastirilmigtir. “National Health Examination Survey”
tarafindan randomize olarak serumlar incelenmis. 5 yasina kadar siyah ¢ocuklarin % 35’inden
fazlas1 ve beyaz ¢ocuklarin % 18’inden fazlast HSV-1 ile infekte bulunmustur. Ergenlik donemine
kadar siyah irkta HSV-1’e kars1 antikor prevalansi beyazlara gore iki kat artmis, kadinlarda
antikor prevalansi erkeklerden hafif yiiksek bulunmustur. Antikor prevelansi 40 yasina kadar hem
siyahlarda hem de beyazlarda birbirine yakindir ve %70-80’1 HSV-1 seropozitiftir (50).

Ensefalit vakalarin {gte ikisinden daha fazlasinda endojen latent HSV-1 in
reaktivasyonu soz konusudur. HSV-2 ensefalit vakalar1 genellikle aktivasyondan daha ¢ok
primer infeksiyon ile ortaya ¢ikmaktadir (51, 52).

Genital herpes infeksiyonlarina hem HSV-2 hem de HSV-1 sebep olabilir. Epidemiyolojik
caligmalarda HSV-2 seroprevelanst HSV-2 genital hastaligin1 yansitmaktadir. HSV-2 antikorlari
rutin olarak ergenlerde goriilmez ve antikor prevelansi seksiiel aktivite ile korele olarak yiikselir.

Kisinin kendi infeksiyonunu fark edememesi gizli yayilima zemin hazirlamaktadir. Genital HSV-
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2 infeksiyonunda hizli yiikselme ile birlikte dramatik bir bi¢cimde genital HSV-1

infeksiyonunda da artiglar goriilmektedir (47).

Gebelik doneminde goriilen genital herpes infeksiyonlarinin en sik rastlanilan formu
tekrarlayan infeksiyonlardir. Primer genital HSV infeksiyonu olan kadinlar virusu bebeklerine
bulastirmada en yiiksek risk altindadirlar. HSV-2 seronegatif olan gebe kadmlarm % 10
kadarinda HSV ile infekte bebek doguran kadinlarin %60-80 kadarinda dogum sirasinda
genital infeksiyon belirtileri, gecirilmis genital herpes hikayesi ve seksiiel partnerinde genital
herpes hikayesi bulunmamaktadir. Neonatal infeksiyonun olusabilmesi i¢in gebe kadinin
semptomatik veya asemptomatik olarak dogum sirasinda virusu yaymasi gerekmektedir. Gebe
olmayan HSV seropozitif kadinlarda yapilan ¢aligmalarda HSV varlig1 PCR ile arastirilmis ve
bu kadinlarin her {i¢ giinde bir virusu asemptomatik olarak genital traktiiste yaydiklari
gosterilmistir.  Gegmis hikayelerine bakilmaksizin biitin gebe kadinlarda gebeligin
baslangictan doguma kadar olan slirede HSV yayma oranlar1 %0,20-0,39’dur. Bilinen
tekrarlayan genital herpes infeksiyonu olan kadinlarda bu oran %0,77-1.4 arasindadir (47).

2.7.1. Virus Atilim

HSV’nin salinimi siklikla enfekte kisiler tarafindan olusturulmaktadir. Genital HSV-2
infeksiyonlarinin klinik ve subklinik reaktivasyonu ¢ok yaygindir. Orolabialis bolgeden virus
atilimin1 gosteren ¢alisma az olmasina ragmen bazi calismalar tiikriikle asemptomatik virus
atiliminin sik oldugunu rapor etmektedir. Bu sekilde asemptomatik virus atiliminin virus
yayilimina yol agabilecegi belirgin bir durumdur. Bununla birlikte atilan virusun titresi ve
atilm siklig1 da bulasin belirleyici faktorlerindendir. Hassas PCR tekniklerinin kullanima
girmesiyle subklinik virus atiliminin saptanmasi kolaylagsmigtir. Subklinik veya klinik HSV-1
infeksiyonlarimin ¢ogu infeksiydz tiikriik sekresyonlar1 ile temastan koken almakta ve
trigeminal gangliyonlarda latentlik ile sonlanmaktadir. Asemptomatik virus atilimi hiicre
kiiltiiri ile yapilan bazi ¢aligmalarda %2.7 ile %6 bulunurken PCR ile yapilan ¢aligmalarda bu
oranin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (47). Immun supresyon viral atilimim oranini
artirmaktadir (47). Reaktivasyonun siklig1 100 giinliik bir siirede erkeklerde 2,7, kadinlarda

ise 1,9 olarak rapor edilmistir (2).
2.8. HERPES SIMPLEX VIRUS INFEKSIYONLARININ TANISI
HSV infeksiyonlarinin ¢ogunda lezyonlar tipiktir ve tani klinik olarak konulabilir. Fakat

immun yetmezlikli konaklarda ve asemptomatik infeksiyonlarda klinik tani yeterli olmayabilir.

HSV infeksiyonlar1 genellikle kendini sinirlayan infeksiyonlar olmalarina ragmen, neonatal
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herpes infeksiyonlar1 ve HSV ensefaliti gibi ciddi hastalik tablolarinda erken tani ¢ok biiyiik

Onem tagir. Bu viruslarin sebep oldugu hastaliklarin spesifik antiviral tedavisi olmasi ve tedavi ile
Ozellikle ensefalit ve neonatal hastaliklarda mortalite ve morbiditenin ¢ok Gnemli oranlarda
azalmasi erken taniy1 ¢ok daha onemli hale getirir. HSV izolasyonu vezikiiler sivi, lezyon
kazintis1, bogaz siiriintiisii, konjonktiva kazintisi, doku ve beyin omurilik sivisindan (BOS)
yapilabilir. HSV infeksiyonlarinda histolojik inceleme, hiicre kiiltiirii, antijen, antikor, DNA
tespiti ve HSV igin spesifik enzimlerinin tespiti ile tan1 konabilir. HSV infeksiyonlarinin
tanisinda klinik drneklerin direk incelenmesi yardimer olabilir. Elektron mikroskopisi, Tzanck
yaymast ve floresan antikor boyama yontemleri direkt tan1 yontemleridir. Cok ¢ekirdekli dev
hiicreler veya intraniikleer inkliizyonlarin goriilmesi lezyonda HSV veya VZV varligini
diisiindiiriir. Klinik o6rnekler floresan antikor yontemi ile boyanarak viral antijenler
aragtirilabilir. Bu yontemde klinik 6rnekte yeterli miktarda hiicre bulunmasi gerekir. HSV
spesifik floresan antikor yonteminin duyarliligi %70 ile 100 oraninda degismekte oldugu

rapor edilmistir (53).
2.8.1. Hiicre Kiiltiiriinde HSV Izolasyonu

HSV infeksiyonlarinin en spesifik tan1 metodu, virusun izolasyonudur. HSV ¢ok
cesitli hiicre kiiltiirti tiplerinde kolaylikla iireyebilir. Primer tavsan bobrek tavsan ve insan
akciger fibroblast hiicre dizilerinde (MRC-5) iyi iirer. MRC-5 en yaygin kullanilan fetal
diploid hiicre dizisidir. Ayrica primer insan embriyonik bdbrek hiicreleri  (Human
Embriyonik Kidney: HEK) ve Hep-2 ve HeLa gibi devamli hiicre dizileri de HSV
izolasyonunda kullanilabilir. HSV hiicre kiiltiiriinde ¢ok ¢abuk tirer. Sitopatik etki sitoplazmik
graniilasyonla baglar, sonra hiicreler biiylir ve balonlasir. Hiicrelerin flizyonu ile ¢ok
cekirdekli dev hiicreler ve sinsitya olusumu gozlenir. Karakteristik sitopatik etkisi ¢ok
cekirdekli dev hiicreler ve sinsitya olusumudur. Sitopatik etki pozitif kiiltiirlerin %50’sinde ilk
24 saatte ortaya g¢ikarken, %99’unda 4 giin i¢inde olugmaktadir. HSV-2’de sinsitya olusumu
daha fazla gozlemlenmektedir. Sitopatik etki infekte hiicre tiiriine gore de degisebilir. HSV’ye
bagl sitopatik etki MRC-5 hiicre dizisinde daha iyi gdzlemlenmektedir. HSV’nin kiiltlirde
izolasyonu neonatal HSV infeksiyonunda kesin tan1 imkami saglar. Neonatal HSV MSS
hastalig1 olanlarin %40 kadarinda viral kiiltiirle tan1 konabilirken, herpes simpleks ensefaliti
tanis1 almig biliyiik ¢ocuklar ve erigskinlerde BOS’1n viral kiiltiirii ile tan1 koyma sans1 %2-
4’tiir. Viral kiiltiirlerin negatif ¢ikmasi herpes virus infeksiyonlarini ekarte etmez. Kurumus,
kabuklanmis ve eski vezikiiler lezyonlarda viral kiiltiirlerin duyarhiligi disiiktiir. Ayrica

primer infeksiyonlarda tekrarlayan infeksiyonlara gore viral kiiltiirle tan1 koyma olanagi daha
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fazladir. Tekrarlayan genital herpes tanisinda viral kiiltlirler hastalarin yaklasik yarisinda

pozitiftir (53).
2.8.2. Serolojik Yontemlerle HSV Tamsi

HSV’ye kars1 olusan antikorlar, nétralizasyon, kompleman birlesmesi, hemagliitinasyon,
indirekt, immunofloresan, RIA (radioimmunoassay), ELISA (enzyme-linked immunosorbent),
gibi cesitli serolojik yontemlerle arastirilabilir (20).

Son yillara kadar HSV-1 ve HSV-2 arasinda tam bir ayrim yapmak serolojik testlerle
mimkiin degildi. Son birka¢ yilda tip spesifik antikor testleri FDA (Food and Drug
Administiration) tarafindan onaylandi ve ticari olarak satilmaya baslandi. Diger konjenital ve
neonatal infeksiyonlarin aksine neonatal HSV infeksiyonunda serolojik taninin klinik degeri
azdir. Neonatal HSV infeksiyonundan kugkulanilan bebeklerde tip spesifik testlerin yapilmasi
serolojik sonuglarin yorumlanmasina katki saglamistir. Cocuklarda ve geng eriskinlerde
baslangi¢c serum HSV antikorlarinin 6l¢iimii, infeksiyon zamaninin belirlenmesine yardimci
olan HSV IgG avidite testleri, tek bir serum Ornegi ile primer infeksiyonla,
reaktivasyon/reinfeksiyon ayirimina imkan saglamaktadir. Primer infeksiyondan sonra olusan
erken spesifik IgG yaniti, diisiikk aviditeli antikorlar igerirken, birka¢ ay sonra avidite
artmaktadir. Bu sebeple IgG aviditesi primer infeksiyonu, genital herpes infeksiyonunun
rekiirren veya primer olmayan ilk epizodu ayirt etmede 6nemli bir serolojik gosterge
olabilmektedir. Diislik antikor avidite diizeyleri primer infeksiyonun 6zelligidir ve neonatal
infeksiyonda artmus riski gosterir. Yiiksek antikor avidite diizeyleri daha 6nce gegirilmis yada
tekrarlayan infeksiyon gostergesidir ve neonatal infeksiyon riskinin diisiik oldugunu gosterir.
HSV-2 IgG avidite testleri gelistirilmistir ve HSV-1 IgG avidite testlerinin de gelistirilmesi
zorunlu olmustur. Neonatal HSV hastaliklarinin 1/3’i HSV-1 tarafindan olusturulmaktadir.

(53).
2.8.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile HSV Infeksiyonlarimin Tanisi

Polimeraz zincir reaksiyonu niikleik asitlerin ortamda bulundugu herhangi bir hastalikta
tan1 yontemi olarak kullanilabilir. Herpesviruslarla ilgili hastaliklarda BOS gibi ayricalikli
bolgelerden infeksiyon ajaninin kiiltiirii zor hatta imkansizdir. BOS’ta PCR analizleri HSV, VZV
ve CMV infeksiyonlart i¢in 6nerilmektedir. PCR, HSV amplikonlarmnin tespiti ve bu amplikonlara
dizi analizi yapilmasina imkan vermektedir. PCR ile norovirulans genlerinin tespiti, bu virus
tarafindan yapilan MSS infeksiyonlarina konagin yanitini ve HSV’ nin antiviral ilaglara karsi
fenotipik direnci ile genotipik direnci arasindaki korelasyonu anlamamizda klinik olarak c¢ok

faydali bir yontemdir. PCR yontemi tekrarlayan virus infeksiyonu (HSV DNA pozitif) ve
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postinfeksiydz immun sistemle iliskili hastaliklar1 (HSV DNA negatif) birbirinden ayirt etmede

faydali olabilir. Pozitif PCR reaksiyonu hastaligin rekiirren virus infeksiyonlarindan
kaynaklandigini ve antiviral tedavinin yeniden diizenlenmesi gerektigini gosterebilir. Negatif bir
PCR sonucu ise hastaligin postinfeksiydz immun sistemle iliskili oldugunu ve ek bir antiviral

tedaviye gerek goriilmedigini belirtir (54).

HSV ensefalitinden sliphe duyulan hastalarda BOS’ta HSV PCR testi en gilivenilir ve
invaziv olmayan bir testtir. Boylece BOS PCR testleri spesifik intratekal antikor sentezi ve BOS
kiiltiirti yerine kullanilabilir.  Menenjit veya meningoensefalitten siliphelenilen hastalarda,
norolojik semptomlarin ortaya c¢iktigr 1-2 giin i¢inde test sonuglar1 pozitif olur, bu sonug¢ 2
haftadan 4 haftaya kadar pozitif kalabilir. PCR sonuglar1 hastanin klinik durumu ile birlikte
degerlendirilmelidir.(54).

2.9. HERPES SIMPLEX ViRUS INFEKSiYONLARININ TEDAVISi

HSV infeksiyonlarinin tedavisi ile viral eradikasyon miimkiin degildir. Fakat antiviral
tedavi ile bulagtan korunma, tekrarlayan infeksiyonlarin baskilanmasi, viral yayilma ve
komplikasyonlar engellenebilir, klinik iyilesme saglanabilir. Tekrarlayan herpes infeksiyonlarimin
dogas1 goz Oniline alindiginda, replikasyonun baglamasindan itibaren ilk 48 saatte tedaviye
baslanirsa goriliniir lezyonlar ortaya ¢ikmasi engellenebilir. Topikal, oral ve intravendz ajanlar
HSV infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilir. Topikal ajanlarin etkili olabilmesi i¢in, ajanlarin
epitele iyi penetre olmasi ve replikasyonun gerceklestigi duysal sinir uglarna ulagabilmesi
gerekir. Topikal ajanlar genellikle diger ajanlara gore lezyon bdlgesine daha zor ulasirlar. Burun
septumunu, i¢ kulagi, sagh deriyi veya i¢ genital organlar etkileyen lezyonlarda sistemik

antiviraller daha iyi se¢enektirler (55).

Dokazanolun%10’luk kremi, asiklovir, pensiklovir, valasiklovir, famsiklovir, foskarnet,
vidarabin, idoxuridine ve sidofovir HSV infeksiyonlarinin kullanilan topikal ve sistemik ajanlardir

(55).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL
3.1.1. Tiikriik Ornekleri

Bu caligmada saglik ¢alisanlarindaki oral asemptomatik HSV atiliminin belirlenmesi
hedeflendi. Bu amagla yogun caligma temposuna sahip servislerden birinde c¢alisan
hemsirelerden 1.5ml’lik santrifiij tiiplerine yaklasik 500ul tiikriik 6rnegi alinmasi planlandi.
Kisa periyodlu virus atilimin1 kagcirmamak i¢in giinde iki kez (sabah 8:00; aksam 16:00) 6rnek
alindi. Sabah oOrnekleri dis fircalamadan oOnce alindi. Bu g¢alismaya Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Yenidogan Yogun Bakim Unitesinde calisan alti
gontlli hemsire dahil edildi. Kisisel nedenlerden otiiri 40 o6rnek alimamadi. Boylece
02.02.2009- 03.03.2009 tarihleri arasinda alinan toplam 320 tiikriikk Ornegi caligmanin
materyalini olusturdu. Toplanan 6rnekler ¢aligmaya baslanincaya kadar -80°C’de muhafaza

edildi.
Gondilli katilimeilarin genel 6zellikleri asagida verilmistir.

1. S.I.: Bekar,26 yasinda, sigara kullanmiyor ve 3 yildir yenidogan yogun bakim iinitesinde

calistyor.

2. G.1.: Bekar, 29 yasinda, ara sira sigara kullaniyor ve 9 yildir yenidogan yogun bakim

tinitesinde ¢alistyor

3. M.E.: Bekar, 26 yasinda, sigara kullanmiyor ve 2 yildir yenidogan yogun bakim iinitesinde
calistyor

4. Y.K.: Bekar, 25 yasinda, sigara kullanmiyor ve 1 yildir yenidogan yogun bakim iinitesinde
calistyor
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5. N.B.: Bekar, 34 yasinda, sigara kullanmiyor ve 14 yildir yenidogan yogun bakim iinitesinde
calistyor

6. A.C.:Bekar, 25 yasinda, sigara kullanmiyor ve 2 yenidogan yogun bakim {initesinde
calistyor

3.1.2. Kimyasallar

Tamponlu fenol (Amresco, ABD), Chloroform (Merck, Almanya), Isoamyl alkol
(Merck, Almanya), Alkol (Riedel-de Haen, Almanya), Agaroz (Sigma), Sodyum asetat
(Sigma), Tris HCIl (Sigma), NaCl (Merck), EDTA (Sigma), SDS (Merck), Proteinase K
(AppliChem), Borik asit (Riedel-de Haen), Amplifikasyon seti (Fermentas), Real-Time PCR
master mix (Fermentas), ANTP seti (Fermentas), Ethidium bromiir (Sigma), Primerler ve prob

(IDT)

3.1.3. Arag ve Gerecler

1.5ml’lik  santrifiij tiipii (grainer bio-one), 0.2ml’lik PCR tiipii (grainer bio-one),
otomatik pipetler (Lab-mate), pipet ucu, vorteks (Heidolph), santrifiij (Sigma), elektroforez
tank1 (Owl), digital giic kaynag1 (EC-105), jel dokme tepsisi ve tarak, 250ml erlenmayer,
50ml meziir, 56°C etiiv (Dedeoglu), 95°C 1sitic1 blok (Wealtec corp.), thermal cycler (ABI
9700, Applied biosystems), real time thermal cycler (Rotorgene 6000, Corbett Research), jel
dokiimantasyon sistemi (Bio-rad), terazi (Sartorius Laboratory), mikrodalga firin (Beko), UV
iliiminator (Vilber lourmat), -20°C’lik dondurucu (Ugur), -80°C’lik dondurucu (Thermo),

deiyonize su cihazi (Barnstead), distile su cihaz1 (GFL)

3.1.4. Soliisyonlar

3.1.4.1. SDS (%10) Hazirlanmasi

10 gr sodyum lauryl sulphate distile su ile 100ml’ye tamamlandi.

3.1.4.2. Tris HCL (1M) Hazirlanmasi

80 ml distile su tizerine 15,7 gr Tris HCI eklendi ve ¢oziindiikten sonra pH’s1 8.0’e ayarland.

Toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi. Otoklavda steril edildi.
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3.1.4.3. EDTA (0.5M) Hazirlanmasi

80 ml distile su iizerine 29,2 gr EDTA eklendi ve ¢6ziindiikten sonra pH’s1 8.0’a ayarlandu.

Toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi. Otoklavda steril edildi.

3.1.4.4. TE Hazirlanmasi

Son konsantrasyonlar1 10mM Tris HCI ve 1mM EDTA olacak sekilde Tris HCI (1M) stok
solisyonundan Iml, EDTA (0.5M) stok soliisyonundan 200 pl alinarak 98.8 ml deiyonize
suya eklendi. Otoklavda steril edildi.

3.1.4.5. TBE Hazirlanmasi

121.10 gr tris base, 61.83 gr borik asit, 5.84 gr EDTA’ya distile su eklendi ve ¢dziindiikten

sonra pH 8.0 olarak ayarlandi. Toplam hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

3.1.4.6. Lizis Buffer Hazirlanmasi

Lizis tamponu Tabloe 2’de belirtildigi sekilde hazirlandu.

Tablo 2: Lizis buffer kompenentleri

Stok kimyasallar 50 ml lizis sol. I¢in (ml)
Tris HCI (pH 8.0) IM 1

NaCl SM 1.5

EDTA (pH 8.0) 0.5M 1

SDS %10 1

Proteinase K 10mg/ml 0.1

Distile su 45.4

Hazirlanan lizis soliisyonu kullanilincaya kadar +4°C’de muhataza edildi.

3.1.4.7. 3M Sodyum Asetat (pH 4.9 veya 5) Hazirlanmasi

24.6 gr sodyum asetat 100 ml distile su ile karistirilarak hazirlandi. Glasiyel asetik asit
eklenerek pH 4.9 -5.2 olarak ayarlandi.



24
3.1.4.8. ANTP Mix Hazirlanmasi

1.5ml’lik santifiij tliplerine 20’ar mikrolitre (ul) dTTP, dATP, dGTP, dCTP koyuldu ve
tizerine 720ul deiyonize su eklenerek hazirlandi. Hazirlanan karigim kisa bir vortekslendi.

Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.
3.1.4.9. Primer Mix Hazirlanmasi

1.5 ml’lik santrifijj tiiplerine 40’ar ul HSV N1, HSV N2 koyuldu ve iizerine 720l deiyonize
su eklenerek hazirlandi. Hazirlanan karisim kisa bir vortekslendi. Kullanilincaya kadar -

20°C’de muhafaza edildi.
3.1.4.10. Loading Buffer Hazirlanmasi

30ml gliserol, 250mg bromphenol blue ve 250mg xylene cyanol deiyonize su iginde 100ml’ye
tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra 1.5ml’lik santrifiij tiiplerine 1’er ml olarak dagitildi

ve kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.1.4.11. SM NaCl Hazirlanmasi

29.2gr NaCl 100 ml distile suda ¢oziindiikten sonra otoklavlandi.
3.1.4.12. Kloroform:izoamil alkol (24:1) Hazirlanmasi

24 ml choloroform ile 1ml izoamil alkol karistirilarak elde edildi. Karigimin koyuldugu sise

1siktan korundu.
3.2. METOD
3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu baz1 degisikliklerle birlikte Cone ve ark. tarafindan tarif edildigi sekilde,
asagidaki protokole ve siraya gore yapildi (56).

1) 1.5ml’lik santrifiij tlipleri hazirlandi ve iizerlerine 6rnek numaralar1 yazildi.
2) Herbir tiipe 200’er pl lysis buffer pipetlendi.

3) Aynu tiiplerin tizerine 200°er pl 6rnek pipetlendi ve iyice vortekslendi.
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4) 56°C’de 2 saat inkiibe edildi.
5) Daha sonra 95°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

6) Inkiibasyondan sonra her bir tiipe 400 pl tamponlu fenol (+4°C’de muhafaza edilen) ile

ekstrakte edildi. Tiipler 100 kez alt iist edilerek karigtirildu.
7) Daha sonra tiipler 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
8) Tiip ig¢indeki sivinin {ist kismi pellete dokunulmadan pipetle steril eppendorflara aktarildi.

9) Bu tiiplerin iizerine 400 pl Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1) ekstrakte edildi ve tiipler 50
kez alt iist edildi.

10) Daha sonra tiipler 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
11) Tiip i¢indeki stvinin {ist kismi pellete dokunulmadan pipetle steril eppendorflara aktarildi.
12) 40 ul 3M Sodyum aetat (pH 4.9 veya 5) ilave edildi ve tiipler birkag¢ kez alt tist edildi.

13) Aynut tiipler iizerine 800 pl %100 Etanol(-20 °C’de muhafaza edilen) ilave edildi ve tiipler
11 kez alt tist edildi.

14) -20°C’de bir gece presipite edildi.

15) Daha sonra 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve tiip i¢erigi uygun taraftan dokiildii.
16) Bosaltilan tiipler tizerine 500 pul %75 Etanol (-20 °C’de muhafaza edilen) ilave edildi.
17) Tiipler 12.500 rpm’de 2 dk cevirerek yikandi.

18) Tiip igeriginin fazlas1 dokiildi ve fazla alkol pipetle ¢ekildi.

19) Tiip i¢indeki DNA 65°C’de 15 dk kurutuldu.

20) Daha sonra DNA 50 pul TE (ph8.0) i¢inde ¢oziildii.

21) Kullanilincaya kadar -20°C’de sakland.
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3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Orneklerde HSV varligi oncelikli olarak PCR ile arastirildi. Bu amacla Read ve ark.
tarafindan kullanilan ve HSV-1 ve HSV-2’de ortak olan Glycoprotein D’yi kodlayan bdlgeye
Ozgiil bir ¢ift primer kullanildi. Primerlerin sekanslar1 ve {iriin uzunluklar1 Tablo 3’de
verilmigtir. Primerlerin gen iizerindeki konumlar1 asagidaki sekans iizerinde kalin font

kullanilarak gosterilmistir. Sekansin giris numarast NC_001806’dir (57).

5’ gcctgtcccatecgaacgeagecccgetggaactactatgacagettcagegecgtcagegaggataacctggggttectgatg
cacgcccccgegtttgagaccgecggeacgtacctgeggetegtgaagataaacgactggacggagattacacagtttatcetggag
caccgagccaagggctcetgtaagtacgecectcecgetgegeatcececegtecagectgectctcecececcaggectaccagecaggg
ggtgacggtggacagceatcgggatgctgeccegetteatccecgagaaccagegeaccgtegecgtatacagettgaagatcgecg

ggtggcacgggcccaaggecccatacacgageaccecetgetgeccceggagcetgtccgagacceccaacgeca-3’

Tablo 3: PCR isleminde kullanilan primerler

Primer Ad1 | Sekanst Uriin uzunlugu (bp)
HSVP1 5’-ATCCGAACGCAGCCCCGCTG-3’ 383
HSVP2 5’-TCCGGSGGCAGCAGGGTGCT-3’

3.2.2.1. Master Mix Hazirlanmasi

Master mix hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4: Master mix bilesenleri ve miktarlari

Komponent Stok Ix (ul) | 20x
kons.

Buffer 10X 5 100

dNTP mix 2.5mM 4 80

MgCl2 25mM 5 100

Primer mix Spmol 2.5 50

Taq polimeraz 50/ul 0.3 6

ddw 23.2 464

Template 10

Uriin uzunlugu 383bg*

*be; baz ¢ifti

Master mix hazirlamak i¢in oncelikle bir kutu igerisine bir miktar buz koyuldu. Buz
tizerine 1.5ml santrifiij tlipii yerlestirildi. Yukaridaki tabloda gosterilen kimyasallar -
20°C’deki dondurucudan ¢ikartildi. Taq polimeraz islem siras1 geldiginde ¢ikartildi. Coziinen
kimyasallar biraz vortekslendikten sonra Tablo 4’de belirtilen siraya gore karistirildi. Taq
polimeraz kullanilmadan once kisa bir santrifiij edildi ve tiipe aktarilirken yukari/asagi
pipetlendi. Deiyonize su konulduktan sonra tiip 30sn vortekslenerek master miks karistirildi.
Bu islemler sonunda master mix hazirlanmis oldu. Hazirlanan master mix 0.2ml’lik PCR
tiplerine 40’ar pl olarak pipetlendi. Tiiplerin iizerlerine 6rnek numaralar1  yazildi ve
numaralarina gore izole edilen DNA’lardan her bir tiipe 10’ar pl yiiklendi.Bu sekilde
hazirlanan tiipler Thermal Cyclere yerlestirildi. Her calismaya KTU tip fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 koleksiyonunda bulunan ve 107plak
olusturan tinite/ml virus iceren HSV-1 wal ve HSV-2 333 suslarinin seri sulandirimlarindan
ayn1 yontemle elde dilen DNA pozitif kontrol, eliisyon sivist (TE tamponu) negatif kontrol

olarak uygulandi.
3.2.2.2. Thermal Cycler Kosullar:

Amplifikasyon islemi ABI 9700 adli thermal cycler’da gergeklestirildi. Ilk
denatiirasyon 95°C’de 5dk olarak uygulandiktan sonra 40 siklus olarak 95°C’de 45sn, 55°C’de
1dk, 72°C’de 1dk amplifikasyon gerceklestirildi. Eksik amplikonlarin tamamlanmasi icin
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72°C’de 7 dakikalik ekstra bir ekstensiyon asamasinda sonra drnekler 4°C’ye sogutularak

bekletildi.

3.2.2.3. Agaroz Jel Hazirlanmasi

Kirk ml 1X TBE tamponu ile 0.8gr agaroz erlenmayere koyuldu ve {izeri bir kapak ile
kapatildi. Agarozun tampon igerisinde ¢oziinmesi i¢in mikro dalga firinda medium siddette,
3dk bekletildi. I¢inde erimis agaroz bulunan erlen, 60°C’ye ayarlanmis su banyosunda 15dk
bekletildikten sonra i¢ine 0.5pg/ml olacak miktarda (Smg/ml stoktan 40ml jel icin 40ul)
etidium bromiir eklendi ve dagilmasi i¢in ¢alkalandi. Genis kuyucuk olusturan tarak, diiz bir
zemindeki tepsi iizerine oturtuldu ve jel tepsiye dokiildii. Tepsi sarsiimadan jel katilasmaya

birakaldi.
3.2.2.4. Elektroforez

Katilagan agarozdan tarak ¢ikarildi, tepsi ile birlikte elektroforez tankinin igine
yerlestirildi ve tlizerini kapatacak sekilde TBE tamponu dokiildi. DNA’y1 agirlastirarak
kuyucuklara pipetleyebilmek ve yiirliyen DNA’nin yaklasik konumunu belirlemek igin
ylukleme tamponu kullanildi. On pl PCR iiriinii 3ul ylikleme tamponuna karistirilarak
kuyucuklara aktarildi. Seksen alt1 voltta 20dk yiiriitiildii. Yiriitme islemi tamamlandiktan
sonra UV iliiminatdrde jel incelendi. Amplifikasyon ile elde edilen 383bp uzunlugundaki
tiriinler molekiiler agirlik standardi ile karsilastirilarak arandi ve uyan bantlar pozitif olarak

not edildi. Jel dokiimantasyon sistemi ile resimleri ¢ekildi.
3.2.3. Real-Time PCR

Orneklerde HSV varlig1 ayn1 zamanda real-time PCR ile de arastirildi. Bu amagla
Lakeman FD ve Whitley RJ. tarafindan valide edilen primerler ve tarafimizca dizayn edilen

FAM reporter/TAMRA quencher boyali prob kullanildi (Tablo 5) (58).

Tablo 5: Real Time PCR’da kullanilan Primerler ve prob sekansi

Primer Sekans

Forward TACGGCCCCGAGTTCGTGA

Reverse CCGTACATGTCGATGTTCAC

HSVProbe FAM-ACAACATCATCAACTTCGACTGGCCCT-TAMRA
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Primerlerin gen {lizerindeki konumlar1 asagidaki sekans iizerinde kalin font kullanilarak

gosterilmistir. Sekansin girig numaras1t NC_001806°dur.

5’ cgagctggeggecaggggcctgcccacgeccgtggttctggaattcgacagegaattcgagatgetgttggectteatgacectt
gtgaaacagtacggcecccgagttegtgaccgggtacaacatcatcaacttegactggeccttcttgctggccaagetgacggacat
ttacaaggtccecctggacgggtacggecgeatgaacggecggggcegtgtttcgegtgtgggacataggecagagecacttccaga
agcgcagcaagataaaggtgaacggeatggtgaacatcgacatgtacgggattataaccgacaagatcaagetctcgagetacaag
ctcaacgeccgtggccgaagecgtectgaaggacaagaagaaggacctgagetatcgegacatccecgectactacgeegeegggce

ccg-3’

Iki kat yogun real-time PCR master miksi (Maxima™ Probe qPCR master mix 2X)
kullanarak Tablo 6’da belirtildigi sekilde HSV real time master miks hazirland1 ve 20’ser ul
olarak boliindii. Bes ul kalip DNA eklenerek Rotorgene 6000 adli thermal cycler’da 95°C’de
10dk ilk denatiirasyondan sonra 45 siklus olarak 95°C’de 20sn, 60°C’de 30sn, 72°C’de 30sn
amplifikasyon gerceklestirilirken her 60°C’deki dongiide 1s1ma olgtiiriildii. islem sonunda
analiz edilerek amplifikasyon egrileri kontrol DNA’lar1 ile karsilastirildi. Her ¢alismaya
HSV-1 wal ve HSV-2 333 susundan elde edilen DNA pozitif kontrol, eliisyon sivisi (TE

tamponu) negatif kontrol olarak uygulandi.

Tablo 6: Real time PCR i¢in master mix komposizyonu

Komponent Miktar pl 20x
2X master mix (fermentas maxima) 12.5 250
Primer Mix (5 pmol/ul-5uM) 1.5 30
TagMan Prop (10 pmol/pl-10uM) 0.5 10
Template DNA 5

ddw 5.5 110
Toplam Reksiyon hacmi: 25




4. BULGULAR

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Yenidogan Yogun Bakim
Unitesinde ¢alisan alt1 goniillii hemsireden alinan toplam 320 tiikriik 6rneginden izole edilen
DNA’lar kullanilarak PCR yontemiyle HSV-1 ve HSV-2 varlig arastirildi. Baz1 6rneklere ait

jel gortintiileri Resiml ve 2°de verilmistir.

Resim 1: Bazi 6rnekler ve kontrollere ait agaroz jel elektroforez goriintiisii

1: HSV DNA 10’ kopya/ml. 2: HSV DNA 10° kopya/ml. 3: HSV DNA 10’ kopya/ml. 4: HSV DNA 10*
kopya/ml. 5: A-1 nolu &rnek. 6: A-3 nolu 6rnek. 7: A-10 nolu 6rnek. 8: Y-21 nolu 6rnek. 9: G-15 nolu 6rnek. 10:
G-32 nolu 6rnek. 11: S-2 nolu 6rnek. 12: S-3 nolu 6rnek. 13: S-15 nolu 6rnek. 14: S-16 nolu 6rnek. 15: S-45
nolu 6rnek. 16: S-51 nolu drnek. 17: N-2 nolu 6rnek. 18: N-4 nolu 6rnek. 19: N-5 nolu 6rnek. 20: N-15 nolu
ornek. 21: N-16 nolu 6rnek. 22: N-17 nolu 6rnek. 23: N-18 nolu 6rnek. 24: HSV DNA 10° kopya/ml
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Resim 2: Bazi 6rnekler ve kontrollere ait agaroz jel elektroforez goriintiisii

1: N-10 nolu drnek. 2: M-1 nolu 6rnek. 3: M-2 nolu 6rnek. 4: M-3 nolu 6rnek. 5:M-4 nolu érnek. 6:M-5
nolu 6rnek. 7: N-31nolu 6rnek. 8: N-38 nolu drnek. 9: G-1 nolu 6rnek. 10: G-2 nolu &rnek. 11: G-3 nolu
ornek.12: HSV DNA 107 kopya/ml. 13: N-44 nolu 6rnek.14: N-13 nolu érnek. 15: N-49 nolu 6rnek.16: Negatif
kontrol. 17: HSV DNA 10’ kopya/ml



Calisma sonucunda elde edilen veriler Tablo 7°de sunulmustur.

Tablo 7: Tiikriik 6rneklerinin PCR sonuglari
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s | A
1 _d +¢©
2 Ak -
3 - G
4 G -
5 - -
6 - -
7 G -
8 + +
9 - -
10 - -
11 - -
12 - -
13 - -
14 - G
15 G G
16 G G
17 G G
18 - -
19 - -
20 - -
21 - -
22 - -
23 “F -
24 - -
25 G -
26 Ak -
27 - -
28 - G
29 - -
30 - -

* Ornek veren goniillii hemsgireler
® Sabah alinan tiikriik 6rnegi

¢ Aksam alman tiikriik rnegi

4 HSV negatif 6rek

¢ HSV pozitif 6rnek

T Ornek gelmedi
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Alt1 hemsireye ait 320 6rnekten 33’iinilin (%10.3) pozitif oldugu belirlendi. Bunlardan
I’inin 1 aylik siirede asemptomatik olarak HSV atmadig: saptandi. Diger 5 hemsirede atilim
sikliginin farklilik gosterdigi gozlendi (Tablo 8, Tablo 9). Sabah ve aksam alinan 6rnekler iki
ornek olarak kabul edildiginde atilim oranlarinin %1.7 ile %35 (Tablo 8), bir giin i¢cinde gelen
ornekler tek ornek kabul edilip degerlendirildiginde atilim oranlarmin %3.3 ile %46.7
arasinda degistigi belirlendi. Bu bir aylik donemde saptanan atilimlarin tablosu (Tablo 7)

incelendiginde ve siiresi degismekle birlikte reaktivasyonun periyodlar halinde gergeklestigi

goriildii. Reaktivasyon siklig1 bu grupta 1 aylik donemde ortalama 2.3 olarak belirlendi.

Tablo 8: Sabah/aksam toplam 6rnek sayisina gore goniillillerde 1 aylik donemde virus atilim

siklig1

Obje Ornek sayis1 Pozitiflik n (%) Reaktivasyon sikligi
1 48 6 (125 |4

2 60 2 33) |2

3 48 0 (0) 0

4 59 1 (1.7) 1

5 60 21 (35) 4

6 45 3 6.7) |3

TOPLAM | 320 33 (10.3)

Tablo 9: Giinler baz alindiginda 6rnek sayisina gore goniillillerde 1 aylik dénemde virus

atilim sikligi

Obje Ornek sayis1 Pozitiflik n = (%)

I 27 5 (18.5)
2 30 2 (67)
3 29 0 (0)

4 30 1 (33)
5 30 14 (46.7)
6 27 3 (1L1)
TOPLAM | 320 33 (10.3)

Pozitif 6rnekler real time PCR ile yeniden arastirildi. Bu calismanin sonunda bazi
ornekler negatif olarak saptandi (Tablo 10).



Tablo 10. Real time PCR ile pozitifliklerin uyumlulugu

Obje PCR ile Real time PCR ile
Pozitif 6rnek sayis1 | Pozitif drnek sayist
1 6 1
2 2 0
3 0 0
4 1 1
5 21 18
3 0
TOPLAM |33 20
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Pozitiflik oran1 sabah 6rneklerindel15/161 (%9.3) olurken, aksam Grneklerinde 18/159

(%11.3) olarak bulundu.



5. TARTISMA

Bu calismada Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi
Yenidogan Yogun Bakim Unitesinde calisan alt1 goniillii hemsireden 1 aylik periyodda sabah
ve aksam olmak iizere 320 tiikrilk 6rnegi alindi. Fenol-kloroform ekstraksiyon ve etanol
presipitasyon yontemi kullanilarak bu o6rneklerden DNA izole edildi. Ortak primerler
kullanilarak 6rneklerden PCR yontemiyle HSV-1 ve HSV-2 varlig1 arastirildi.

Bir goniilliide bu donemde alinan Orneklerde pozitiflik saptanmadi. Kaufman ve
ark.’larinin gozyas1 ve tiikkriikk orneklerini kullanarak yaptiklari bir calismada bir aylik siire
icinde 50 goniilliiden birinde benzer sekilde HSV DNA saptayamamiglardir (11). da Silva ve
ark. ise 25 denekle yaptiklar1 bir calismada tiimiiniin 45 giinliikk periyoda en az bir kez
pozitiflestigini gostermislerdir (1).

Caligmaya katilan diger goniillillerden birinde bir aylik periyodda sadece bir giin
icinde ve sabah 6rneginde pozitif olarak bulundu.

Diger 4 goniilliiden {igiinde 2, 3 ve 4 donem HSV DNA pozitifligi belirlendi. Pozitiflik
sadece bir drnekte oldugu donemlerin yaninda, sabah-aksam veya aksam-sabah seklindeki
ardisik Orneklerde de goriildii. Bir aylik donemde atilim sikligi ortalamasi 2.3 olarak
belirlendi. Whitley ve ark. genital reaktivasyonun sikligii 100 giinliik bir siirede erkeklerde
2,7, kadinlarda ise 1,9 olarak rapor etmislerdir (2). Knaup ve ark. oral atilim sikligin1 0.5
olarak belirlemislerdir (59).

Sonuncu bahsedilecek goniilliide ise 4 donem halinde ger¢eklesen asemptomatik virus
atiliminda, toplam 60 6rnegin 21’inde HSV DNA pozitif olarak bulundu. Bu pozitiflik biiyiik
Olciide sabah-akasam veya aksam-sabah seklindeki ardisik 6rneklerde goriildii. Yogun virus
atilimi  belirlenen bu goniillii birim sorumlusu olup yogun stres altinda oldugunu

belirtmekteydi.



36

Toplam alt1 goniilliideki pozitiflik orani sabah 6rneklerinde 15/161 (%9.3 ) olurken,
aksam Orneklerinde 18/159 (%11.3) olarak bulundu. Bu oransal fark 1s18in virus atilimini
tetikledigi bilgisi ile paraleldir.

Calisma sonucunda pozitif bulunan DNA’lar real-time PCR ile tekrarlandi ve bir
kisminin negatif oldugu (20/33) goriildii. Bu farklilik tarafimizdan dizayn edilen real-time
PCR’1n optimizasyona ve /veya validasyona gereksinimi oldugunu gostermektedir.

Bu ¢alismada kullanilan primerler, HSV-1 ve HSV-2’de ortak olan bir bolgeye 6zgiil
olduklar i¢in tiir ayrim1 yapilamadi. Tiire 6zgiil primerler kullanarak PCR metoduyla veya
hiicre kiiltiiriine tlikriik Orneklerinden ekimler yapip HSV’yi c¢ogalttiktan sonra serolojik
olarak tiir ayrimina gidilebilir. Bununla birlikte Wald ve ark. HSV tanisinda hiicre kiiltiiriiniin
hassasiyetinin PCR’ye gore daha diisiik oldugu bildirmektedirler (60).

Yapilan  arastirmalar nozokomiyal HSV infeksiyonlarmin  olusabilecegini
gostermektedir. Sakaoka ve ark.’lart belirli araliklarla hastaneye gelen bebeklerde ortaya
ctkan HSV infeksiyonlarinda kaynagin hastane personeli oldugunu gostermistir (13). Bu da
saglik calisanlarinin 6zellikle immunolojik defekti bulunan hastalarda risk olusturdugunu
distindiirtmektedir.

Bu ¢alisma saglik ¢alisanlarinda siklikla asemptomatik HSV atiliminin gergeklestigini
gostermistir. Normal popiilasyona gore daha fazla antiviral ila¢ kullanma nedeniyle direngli
HSV suslarin1 bulundurma oraninin daha yiiksek oldugu diisiiniilen saglik calisanlarindan
kaynaklanabilecek bir bulasin daha ciddi bir risk olusturacagini diisiindiirtmektedir.

Tiikriikle atilan ve bu yolla bulasabilen CMV ve EBV gibi diger viruslarin da
atiliminin oldugu bilinmektedir. Bu 6rneklerde bahsedilen viral ajanlarin da bakilmasi yararl
olacaktir (61).

Bununla birlikte daha fazla sayida ve her iki cinsiyetten goniillii ile ve hiicre kiiltiir

yontemlerini de kullanarak tekrarlanmasinin daha aydinlatici olacagini diisiinmekteyiz.



6. SONUC VE ONERILER

Yogun Bakim Unitesinde ¢aligan alti goniillii hemsireden 1 aylik periyodda sabah ve
aksam olmak iizere 320 tiikriik 6rnegi alindi ve PCR yontemiyle HSV-1 ve HSV-2 DNA
varligi arastirildi.

Otuz ii¢ 6rnekte HSV DNA pozitif bulundu. Pozitif bulunan DNA o6rnekleri Real time
PCR yontemi kullanilarak yeniden calisgildt ve 33 Ornekten 20°si pozitif bulundu.
Tarafimizdan dizayn edilen real-time PCR’mn optimizasyon ve validasyona gereksinim
gosterdigini vurgulamaktadir.

Alt1 goniilliiden 1’inde bir aylik periyodda hi¢ pozitiflige rastlanmadi. Diger bes
goniilliide ise belirli donemlerde pozitiflik rastlandi. Bu bes goniilliiden birinde 1 aylik siirede
toplam 21 6rnekte HSV DNA pozitif olarak bulundu.

Bu c¢alisma saglik ¢alisanlarinda siklikla asemptomatik HSV atilimmin gerceklestigini
gostermektedir. HSV’ye bagli hastane enfeksiyonunun onlenmesinde belli periyodlarla
calisanlarda HSV atiliminin belirlenmesi, hastalara yaklasimda kisisel koruyucu ekipman
giyilmesi ve stresi azaltic1 onlemler alinmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Bununla birlikte daha fazla sayida ve her iki cinsiyetten goniilli saglik ¢aligani ile daha

ileri caligmalarin yapilmasinin daha aciklayici verilere ulastiracagi diistiniilmektedir.



7. OZET

Saghk calisanlarinda oral herpes simplex virus atilimi.

HSV infeksiyonlar1 insanlarda en sik rastlanan viral hastaliklar arasinda yer almaktadir.
Oral, genital, goz, deri, santral sinir sistemi (SSS) ve i¢ organlarda lezyonlara neden olurlar.
Bu lezyonlar viriisiin primer infeksiyonundan veya latent virlisiin reaktivasyonundan
kaynaklanabilir. HSV infeksiyonlar1 diinyada en yaygm goriilen infeksiyonlardandir.
HSV’nin dogal rezervuari insandir. Bulas, yakin temas veya enfekte sekresyonlarla direkt
temas yoluyla olmaktadir. Sadece aktif hastaligi olanlar degil asemptomatik kisiler de
bulastiricidir.

Bu calismada, saglik calisanlarinda oral asemptomatik HSV atilimini belirlemek
amactyla, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Yenidogan Yogun Bakim Unitesinde
calisan alt1 goniillii hemsireden 1 aylik periyodda sabah ve aksam olmak iizere 320 tiikriik
ornegi alindi1 ve PCR yontemiyle HSV-1 ve HSV-2 DNA varlig1 arastirildi.

Sonug olarak, 33 ( %10.3 ) 6rnekte HSV DNA pozitif bulundu. Pozitif bulunan DNA
ornekleri Real time PCR yontemi kullanilarak yeniden calisildi ve 33 6rnekten 20’si pozitif
bulundu.

Bu calisma saglik calisanlarinda siklikla asemptomatik HSV atiliminin gergeklestigini

gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Tiikriik, Asemptomatik, HSV, PCR



8. SUMMARY

Herpes simplex virus shedding in oral cavity of health workers

HSV infections are one of the most common viral infections among human being. It
causes lesions on oral, genital, eye, skin, central nerve system and internal organs. These
lesions are results from the virus primer infection or reactivation of latent virus. HSV
infections are one of the most common infections around the world. Human is one of the
reservoir of HSV. Close contacts and secretions are main ways for contamination.

In this study, 320 saliva samples taken from six voluntry nurses who works in Karadeniz
Technical University Faculty of Medicine Neonatal Intensive Care Unit in a period of 1
month. The samples have taken 2 times per day and looked for presence of HSV-1 and HSV-2
using PCR method to determine the oral asemptomatic HSV secretion.

In conclusion, HSV DNA was found positive at 33 samples (%10.3).These samples
again with Real Time PCR and 20 out of 33 samples were found positive.

In this study, we establish that asemptomatic rezervers periyodicaly release virus

Key Words: Saliva, Asymptomatic, HSV, PCR
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