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KISALTMALAR

Bp : Base pair

BOS : Beyin omurilik s1vis1

CD,TH : Yardimc1 T lenfositleri

CDgTC : Sitotoksik T lenfositleri

CPE : Sitopatik etki

CMV : Sitomegalovirtis

DFA : Direkt Immunofloresan Antikor

EBV : Epstein-Barr Viriis

ELISA : Enzyme Linke ImmunoSorbent Assay
ELVIS : Enzim bagl viriis indiiksiyon sistemi
FITC : Fluorescein isothiocyanate

G : Glikoprotein

Hep-2 : Larinks epitelyal karsinoma hiicre kiiltiirti
HHV-8 : Insan herpes viriis 8

HIV : Human Immunodeficiency Virus
HSV : Herpes Simpleks Viriis

ICP : Infected cell protein

IL-2 : Interlokin-2

Kbp : Kilobase pair

LAP : Lenfadenopati

MRC-5 : Medical Research Council 5 ( Insan embriyonu akciger

fibroblast hiicre kiiltiirii sistemi)
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MSS : Merkezi sinir sistemi

nm : Nanometre

NK : Naturel killer

PBS : Phosphate Buffered Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

RNA : Riboniikleik Asit

RT-PCR : Revers transcription- PCR

rpm : Rotation per minute

SSS : Santral sinir sistemi

TBE : Tris-Borate-Edta

uv : Ultraviyole

Vero : Afrika yesil maymun bobrek hiicre kiiltiirii sistemi
VZV : Varicella Zoster Virtis

VP : Viral protein

WI-38 : Wistar Institute-38 ( Insan embriyonu akciger fibroblast hiicre

kiltiirii sistemi)
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KLINIK ORNEKLERDE CESIiTLi YONTEMLERLE HERPES SIMPLEKS
VIRUS ARASTIRILMASI

OZET

Amac: Herpes simpleks virlis enfeksiyonlar1 tiim diinyada yaygin bir klinik
problemdir. Ozellikle immiinsiiprese hastalarda enfeksiyon siddetli ve hizh
seyretmekte, onemli morbidite ve mortalite nedeni olmaktadir. Bu nedenle HSV
enfeksiyonlarinin hizli ve giivenilir laboratuvar tanis1 erken tedavi agisindan
onemlidir. Bu ¢aligmada klinik 6rneklerde DFA, PCR ve hiicre kiiltiiri yontemleri ile

HSV’nin arastirilmasi amaglandi.

Gerec ve yontem: Mart 2006-Haziran 2007 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi
Gevher Nesibe Hastaneleri kliniklerinde takip edilen ve polikliniklerine basvuran
herpes enfeksiyonu diisliniilen 65 hastadan alinan cesitli klinik 6rnekler calismaya
dahil edildi. Siirlintii 6rneklerinden HSV antijeni DFA yontemiyle arastirildi. Biitiin
orneklerden HSV-DNA belirlenmesi i¢in ~ “in house” PCR wuygulandi. Viriis

1zolasyonunda Hep-2 hiicre kiiltiirii kullanildi.

Bulgular: Calismaya alinan 27 siirlintii 6rne8in 13’iinde (%48,1) DFA ile HSV
antijeni pozitif bulundu. Hep-2 hiicre kiiltiiriine ekimi yapilan 27 siirlintii 6rnegin
14’tinde (%51,8), 38 BOS 0Ornegin 3’tinde (%7,8) HSV’ye Ozgii sitopatik etki
goriildii. Sitopatik etki izlenen hiicre kiiltiirleri DFA ydntemi ile dogrulandi. “In
house” PCR yapilan 27 siirlintii 6rnegin 18’inde (%66,6), 38 BOS 6rnegin 18’inde
(% 47,3) HSV -DNA pozitif bulundu.

Sonug: Siirlintii 6rneklerinde DFA, PCR ve hiicre kiiltiirii yontemleri birlikte
uygulanmalidir. BOS 6rneklerinde ise HSV-DNA daha hizli ve daha duyarl bir

metod olan PCR ile arastirilmalidir.

Anahtar kelimeler: Herpes simpleks virtisleri, DFA, PCR, hiicre kiiltiirii.
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DETECTION OF HERPES SIMPLEX VIRUS IN CLINICAL SAMPLES BY
VARIOUS METHODS

ABSTRACT

Aim: Herpes simplex virus infections are a common clinical problem worldwide.
Especially HSV disease in the immunocompromised patients can be severe and
rapidly progressive that is a significant cause of morbidity and mortality. Therefore,
rapid and reliable laboratory diagnosis of HSV infections is important for early
antiviral therapy. In this study the aim was to investigate of HSV in clinical

specimens by DFA, PCR and cell culture methods.

Materials and methods: Various clinical specimens of the 65 patients with
suspicious HSV infections treated in Erciyes University Gevher Nesibe Hospitals
clinics and applied polyclinics between March 2006 and June 2007 were included in
this study. HSV antigen was investigated in swab specimens by DFA method. HSV-
DNA was investigated ‘in house’ PCR in all clinical specimens. Hep-2 cell culture

was used for isolation of HSV.

Results: HSV antigen was found positive in 13 (48,1%) of the 27 specimens by
DFA. Cytopathic effect consistent with HSV was observed in 14 (51,8%) of the 27
swap specimens and 3 (7,8%) of the 38 cerebrospinal fluid specimens which were
inoculated to Hep-2 cell culture. Cell culture which was observed CPE was
confirmed by DFA method. HSV-DNA was found positive in 18 (66,6%) of the 27
swab specimens and 18 (47,3%) of the 38 cerebrospinal fluid specimens by ‘in

house’ PCR.

Conclusion: DFA, PCR and cell culture methods would be applied to investigate the
swab specimens. Detection of HSV-DNA in cerebrospinal fluid specimens is

investigated with PCR which is rapid and more sensitive method .

Key words: Herpes simplex viruses, DFA, PCR, cell culture.
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1. GIRIS VE AMAC

Deri ve mukozalarda sinsice gelisen ve yayilim gosteren yaralar tarif eden ‘Herpes’
kelimesi tarihin en eski donemlerinden bu yana kullanilmaktadir. Bu hastaligin
etyolojisinden Herpesviridae ailesinin bir iiyesi olan HSV sorumlu tutulmaktadir
(1,2). Herpes simpleks viriis (HSV) enfeksiyonlari insanlarda en sik rastlanan viral
hastaliklar arasinda yer almaktadir. Oral, genital, goz, deri, santral sinir sistemi (SSS)
ve i¢ organlarda lezyonlara neden olur. Bu lezyonlar viriisiin primer enfeksiyonundan
veya latent viriisiin reaktivasyonundan kaynaklanir (3). HSV enfeksiyonlar1 cogu kez
asemptomatik ve lokal belirtilerle seyreder. Bu virlisler bazen agir stomatit,
keratokonjunktivit, meningoensefalit ve sistemik yenidogan enfeksiyonlari
yapabilirler. Ayrica immiinsliprese kisilerde latent viriisiin reaktive olmasiyla
enfeksiyon alevlenmekte ve onemli 6l¢iide morbidite ve mortalite nedeni olmaktadir

4,5).

HSV enfeksiyonlar1 glinlimiizde asiklovir basta olmak {izere ¢esitli antiviral ilaclarla
tedavi edilebilmektedir. Bu viriisiin viicutta latent kalma 6zelligine bagh olarak HSV
eradikasyonu saglanamamakta, ancak tekrarlayan enfeksiyonlar1 daha az
goriilmektedir. Ozellikle immiinsiiprese hastalarda bu viriisiin tan1 ve tedavisinde geg

kalinmas1 mortaliteyi artirmaktadir (3).

HSV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda hiicre kiiltiiriinde viriis izolasyonu,
viriis antijenlerinin direkt gosterilmesi, molekiiler teknikler ve serolojik testler
uygulanmaktadir (3). Klinik 6rneklerde viriis izolasyonu altin standart olarak kabul

gormesine karsin, tedavinin yonlendirilmesinde erken tami icin duyarlilign yiiksek



olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve direkt floresan antikor (DFA) ile birlikte
viral antijenlerin belirlenmesi gereklidir. Toplumda HSV enfeksiyonlarinin yaygin
olarak goriilmesi nedeniyle serolojik testler tanida yarar saglamamakta, daha ¢ok

epidemiyolojik ¢alismalarda uygulanmaktadir (6-8).

Bu ¢alismada HSV enfeksiyon 6n tanili hastalardan alinan klinik 6rneklerden (BOS,
vezikiil sivisi, konjunktival ve genital siiriintii 6rnekleri) hiicre kiiltiirii, PCR ve DFA

yontemleri uygulanarak HSV'nin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1.TARIHCE

HSV hastaliklar1 ¢cok eskiden beri bilinmektedir. Yunan uygarliginin bilginleri deride
goriilen lezyonlarin yayilma 6zelligine dayanarak siiriinme, ¢ok yavas ilerleyen
anlamina gelen ‘Herpes’ kelimesini kullanmislardir (1, 2). Romali bilgin Herodotus
tarafindan atesle birlikte agizdaki lezyonlar ve dudak vezikiilleri arasindaki iligki
‘herpes febralis’ olarak adlandirilmis ve herpes enfeksiyonlarinin lezyonlar: ise 18.
ve 19. ylizyillar arasinda tarif edilmistir. On sekizinci yiizyilda genital herpes
enfeksiyonu Fransa kralinin doktoru Astruc tarafindan gosterilmistir. Vidal 1893
yilinda insana inokiilasyon deneyleri ile HSV’nin enfeksiydz oldugunu ve insandan
insana gecisin olabilecegini gostermistir. Gruter ve Lowenstein 20. yilizyilin
baslarinda herpes keratitis ve labialis lezyonlarindan aliman Ornekleri tavsan

korneasina inokiile ederek viriisii izole etmislerdir (1).

Andrew’s ve Carmichael 1930°da HSV ye kars1 notralizan antikorlarin varligin1 daha
once enfekte olmus erigkinlerin kaninda gostermisler ve sadece boyle kisilerde
tekrarlayan herpetik hastaligin meydana geldigini bulmuslardir. Lipschiitz tarafindan
60 y1l once One siiriilen HSV tipleri arasindaki antijenik farklar 1968 yilinda
Nahmias ve Dowdle tarafindan antijenik ve biyolojik olarak kesin gosterilip, iki
farkl1 antijenik tipin varligi bulunmustur. Birka¢ yi1l sonra bu iki arastirmaci, virtisiin

izole edildigi anatomik bdlgenin genellikle antijenik tipte uygunluk gosterebilecegini



gozlemisler ve HSV-1’in siklikla genital olmayan bdlgelerde, HSV-2’nin genital
enfeksiyonla iliskili oldugunu bildirmislerdir (1, 3).

2.2.SINIFLANDIRMA

Herpesviridae ailesinde 120’den fazla viriis tiirii yer almaktadir. Sicak ve sogukkanli
omurgali ve omurgasiz hayvanlar viriisiin konak alanlar1 arasindadir. Herpesviridae
ailesinin tyeleri lineer ¢ift sarmalli DNA igeren, ikozahedral simetrili kapsidi olan
zarfli viriislerdir. Yapisal, kimyasal, biyolojik ve antijenik O6zellikler yoniinden
benzer oOzelliklere sahiptirler. Bu ailede yer alan herpes viriisler konak alani,
replikasyon siiresi, sitotoksik Ozellikleri ve latentligin daha sik meydana geldigi
hiicre tipi gibi  fenotipik  Ozelliklerine  dayanarak  Alphaherpesvirinae,

Betaherpesvirinae, Gammaherpesvirinae olmak lizere ii¢ alt aileye ayrilmiglardir

(9,10).

1. Alphaherpesvirinae

Simplexvirus genusu: Herpes simplex virus tip 1 (HSV tip 1)

Herpes simplex virus tip 2 (HSV tip 2)

Maymun B virus

Varicellovirus genusu: Varicella-zoster virus (VZV)
2. Betaherpesvirinae

Cytomegalovirus genusu: - Cytomegalovirus (CMV)
3. Gammaherpesvirinae

Lymphocryptovirus genusu: - Epstein-Barr virus (EBV)

- Beta lymphotropic virus

Alfaherpesviriisler c¢esitli konaklarda bulunabilirler. Replikasyon siireleri diger
gruplara gore nispeten kisadir. Kiiltiirlerde enfekte ettikleri hiicrelerin bozulmasiyla
hizla yayilirlar. Primer olarak ganglionlarda latent enfeksiyon olusturabilirler. Bu

grupta HSV-1, HSV-2, VZV ve herpes B viriis bulunmaktadir (3, 9,10).

Betaherpesviriislerin konak alanlar1 dardir. Replikasyon siireleri uzun oldugu icin

hiicre kiiltiirlerinde tiremeleri yavastir. Hiicre kiiltiirleri yoniinden segici olup insan



orjinli fibroblastlarda iirerler. Enfekte ettikleri hiicreleri biiyiitme 6zellikleri vardir.
Salg1 bezleri, lenforetikiiler hiicreler, bobrek ve diger dokularda latent kalabilirler.

Bu grupta CMV ve insan herpes viriis 6a, 6b ve 7 bulunmaktadir (3, 9,10).

Gammaherpesviriislerin konak alan1 ¢cogunlukla dogal olarak enfekte ettigi konagin
aile ve takimi ile smirlidir. Gammaherpesviriisler in vitro olarak lenfoblastoid
hiicrelerde replike olurlar. Bazilar1 ayn1 zamanda bazi tip epiteloid ve fibroblastoid
hiicrelerde litik enfeksiyonlara neden olurlar. Bu grupta B ve T lenfositleri tutan

Epstein-Barr viriis ile insan herpes virlis 8 (HHV-8) yer almaktadir (3, 9,10).
2.3. GENEL OZELLIiKLER

HSV tip 1 ve tip 2 herpesviriis ailesinin alfaherpesviriis alt ailesinde yer alir. HSV tip
I’in 152 kilobase pair (kbp) ve HSV tip 2°nin 155 kbp’lik lineer ¢ift sarmalli
genomlar1 vardir. HSV tip 1 ve HSV tip 2’nin protein kodlayan bolgelerinde %83
oraninda niikleotid benzerligi vardir (3). Tam viriis partikiilii yaklagik 180-250
nanometre (nm) ¢apindadir. Viral DNA 85-110 nm ¢apinda bir kapsidle ¢evrilidir.
Viral partikiilii distan saran lipid yapisinda bir zarf bulunur. Zarfin yiizeyinde
glikoprotein yapisinda cikintilar yer alir. Zarf ile kapsid arasinda tegiiment adi
verilen fibréz proteinler igeren bir yap: bulunmaktadir. ikozahedral kapsidi 162
kapsomerden olusan 20 eskenar iicgen yiizey ve 12 kosesi olan oldukga sert bir
yapidir. Eskenar tiggenler 5:3:2 diizenindedir. Her kdsede yer alan kapsomer bes ayr1
kapsomerle (penton), kenarlarda yer alan kapsomerler ise alti ayr1 kapsomerle

cevrilir (hekzon). Buna gore viriisiin 12 pentonu ve 150 hekzonu vardir. (1, 3, 9).

HSV genomu; 11 adet glikoprotein (gB-gM), 6 tip kapsid proteini ve replikasyondan
sorumlu enzimler dahil en az 84 farkli polipeptidi kodlar (2). Bunlarin 25-30 tanesi
virionun yapisint olusturan proteinlerdir. Digerleri DNA’nin replikasyon ve
transkripsiyonunun regiilasyonu i¢in gerek duyulan yapisal olmayan proteinlerdir.
Bunlar sadece enfekte hiicrelerde tespit edilebildiklerinden ICP (infected cell protein)
olarak adlandirilirlar (11). ICPO, ICP4 ve ICP22 seliiler kinaz ve viral protein kinaz
tarafindan fosforilize edilir. ICP47 enfeksiyonun erken doneminde RNA baglantisini

bloke eder, ge¢ doneminde ise niikleustan stoplazmaya viral mRNA’y1 sentezler (2).

HSV virionu kapsid tegiiment ve zarf katmanlarini olusturan 30’a yakin yapisal

protein icerir. Bunlardan VP21 ve VP22a ikozahedral kapsidi olusturan diger



proteinlere iskelet vazifesi goren iki 6nemli proteindir. Diger bir tegiiment proteini

olan VP16 alfa genlerinin ekspresyonunu artirir (2, 11).

Diger viral proteinler arasinda DNA’y1 baglayan proteinler ve DNA’ya bagimli DNA
polimeraz, deoksiriboniikleaz, timidin kinaz, riboniikleotid rediiktaz ve protein kinaz
gibi enzimler bulunur. Riboniikleotid rediiktaz, riboniikleotidleri
deoksiriboniikleotidlere ¢evirir. Timidin kinaz viral genomun replikasyonu igin

gereken deoksiriboniikleotidleri fosforilize eder (2).

Virion zarf glikoproteinleri 11 adettir ve latin biiyiik harflerle ifade edilirler. (gB, gC,
gD, gE, ¢G, gH, gl, gJ, gK, gL ve gM). Glikoprotein C, E, G, 1, J, M viriisiin hiicreye
penetrasyonu  ve enfekte hiicrelerden  salinnminda rol  oynamaktadir.
Glikoproteinlerden gB, gD, gH viriisiin hiicreye baglanmasi ve girisi i¢in énemlidir.
Glikoprotein D enfeksiyon icin temel yap1 olup, HSV tip 1 ve HSV tip 2 arasinda
antijenite yoniinden ¢ok az fark vardir. Glikoprotein B ve D HSV’ye kars1 olusan
notralizan antikorlarin baglandigr major epitoplari tagirlar ve viriisiin hedef hiicreye
tutunmasini saglarlar. Glikoprotein C enfekte hiicrelerin ylizeyindeki kompleman
sisteminin C3b komponentine, glikoprotein E ise IgG’nin Fc parcasina baglanir.
Glikoprotein G antijenik 6zgiilliigli belirledigi icin HSV tip 1 ve HSV tip 2 arasinda
antijenik yanitta ayrimi saglar. Glikoprotein I da glikoproein E gibi IgG’nin Fc
parcasina baglanir. Glikoprotein J, K, L ve M’nin gorevleri heniliz tam

anlagilamamistir (1, 2).

HSV 1siya duyarlidir. Viriisin yarilanma 6mrii 37°C °de 1.5-3 saattir. Viriis
enfektivitesini -70°C’de uzun siire korur. Diger zarfli viriisler gibi eter, kloroform ve
alkolde kolayca inaktive olur. Tripsin, proteaz, aminopeptidaz gibi proteolitik
enzimlerin ¢oguna duyarlidir. Viriis pH 4’iin altinda, pH 10.5’in iistiinde, 56°C ve
ustiindeki sicakliklarda inaktive olur. Ultraviyole isinlarina maruz kaldiginda
yarilanma omrii 5-7 saniye kadardir. Formaldehitin %1°lik soliisyonu viriisii tahrip
eder (1). HSV deride 2 saat, kumas {izerinde 3 saat, plastik ylizeyde 4 saat canliliginm
koruyabilmektedir (12).

2.4. REPLIKASYON

HSV bircok insan hiicre tipini, hatta baz1 hayvan hiicrelerini de enfekte eder. HSV

genellikle fibroblast ve epitelyal hiicrelerin litik enfeksiyonuna sebep olurken



noronlarda latent enfeksiyon olusturur. HSV’nin penetrasyonu viral zarf ile hiicre
ylizey membranin arasinda olusan fiizyon ile gergeklesir. Viriis hiicreye endositoz

yoluyla da girmektedir (9,13).

Niikleokapsid hiicre i¢ine girdikten sonra kapsid soyulur ve DNA stoplazmada
serbest kalir. Viral DNA niikleusa geger, transkripsiyon ve replikasyon niikleusta
gerceklesir. Tegliment i¢inde taginan viral proteinler arasinda enfeksiyonu baslatic
transkripsiyonel regiilatér protein ve protein kinaz bulunur. Genomun
transkripsiyonu ¢ok erken (alfa: a ), erken (beta: B) ve ge¢ (delta: ) olmak iizere ii¢
fazdan olusur. Her faz bir sonraki faz i¢in gereklidir. Transkripsiyonun bu ii¢ fazi
alfa, beta, gamma proteinlerin iiretimini saglayan mRNA’larin sentezi ile sonuglanir

(9,13).

Viral proteinlerin sentezi stoplazmada gergeklesir. Cok erken gen fiiriinleri DNA
sentezini stimiille eden ve erken viral genlerin transkripsiyonunu uyaran DNA
baglayan proteinlerdir. Latent enfeksiyon sirasinda viriisiin replikasyonu ¢ok erken
fazdan sonra ilerlemez. Erken proteinlerin ¢ogu enzimlerdir. DNA’ya bagimli DNA
polimeraz, deoksiriboniikleaz, timidin kinaz ve riboniikleotid rediiktaz erken
proteinlerdir. Bu enzimler replikasyon i¢in substratlar1 saglar. Erken proteinler ayni
zamanda hiicresel mRNA ve DNA sentezini inhibe eder. Erken transkripsiyon fazi
stiresinde yapilan polimeraz, genomun replikasyonunu saglar, sonra ge¢ genler
transkribe edilir ve viral partikiillerin yapi komponentlerini olusturan gamma
polipeptidler sentez edilir. ilk sentez edilen glikoproteinler gB ve gD olup sinsitya
olusumu i¢in gereklidir ve viriislin hiicre iginde yayilimini uyarir. Diger ge¢ genler,
gC ve gE gibi kapsid proteinleri ile viriise ait bagka proteinler ve enzimleri kodlar.
Kapsid proteinleri niikleusa goc eder (kondensasyon) ve DNA molekiillerini
cevreler. Daha sonra kapsid proteinleri niikleus membraninin viral glikoproteinleri
ile birlesir. Bu virlis partikiilleri endoplazmik retikulum aracilifiyla golgi
kompleksine gecer ve hiicreden ekzositoz yoluyla tomurcuklanarak ayrilir. Ayrica
HSV’nin sinsityal suslar1 enfekte hiicrelerin fiizyonuna sebep olup hiicreden hiicreye
yayilir. Viriis hiicrede uzun siire latent olarak kalabilir veya litik faza gecebilir. Viral
replikasyonun tam siklusu enfeksiyonu takiben yaklagik 15 saat siirer ve iiretilen her

100- 1000 viriis partikiiliinden sadece biri enfeksiydzdiir ( 9,13).



2.5. PATOGENEZ VE iMMUNITE

HSV’nin dogal konag: insandir ve primer enfeksiyonu genellikle asemptomatiktir.
Onemli 6zelligi, insanda latent duruma ge¢me egilimi ve diizensiz araliklarla
aktivitesinin tekrarlanmasidir. HSV deri ve mukoza membranindan viicuda girer ve
genellikle lokalize enfeksiyona sebep olur. Inkiibasyon siiresi 2-12 giindiir. Viriis
organizmaya girdigi yerdeki epitel hiicrelerinde ¢ogalir, hiicreler pargalanir ve lokal
inflamatuvar yanit olusur. Bu odaklardan boélgesel lenf diiglimlerine yayilarak
cogalir. Viremi; bebekler ve beslenme bozuklugu olanlar ile immun sistemi

baskilanmuis kisiler disinda nadiren goriiliir (1).

Normal bir konakta gelisen primer HSV enfeksiyonlar1 6zgiil olmayan bagisik
mekanizmalarla sinirlanir. Bu erken savunmada graniilositler, mononiikleer
fagositler, NK hiicreleri, interferon ve interlokin-2 (IL-2) rol oynar. Bu engelleri
asabilen viriis ikinci olarak duyusal sinir gangliyonlarinda engellenir. Ayrica B,
yardimci T lenfositleri (CD4TH) ve sitotoksik T lenfositleri (CDgTc) de santral sinir
sisteminde viral replikasyonu sinirlar. HSV enfeksiyonu esnasinda olusan antikorlar,
korunmada bir derece onemlidir. Ancak yiiksek antikor titrelerinin varliginda bile
ataklarin yinelemesi, bunlarin enfeksiyonun kontroliinde pek rolii olmadigini

gostermektedir (14).

HSV’nin yayilimi hiicreden hiicreye yayilim seklinde olmaktadir. Antikora baglh
hiicresel sitotoksisite, HSV ile enfekte hiicrelerin yok edilmesinde ¢ok etkili bir
mekanizmadir. Bu mekanizma yeni doganlarda tam olarak gelismemis oldugundan

HSV enfeksiyonlar1 bunlarda daha agir seyreder (14).

Akut herpes enfeksiyonunun karakteristik patolojik degisiklikleri; ¢ok niikleuslu dev
hiicrelerin olusmasi, epitel hiicrelerinin balonlu dejenerasyonu, édem, fokal nekroz
ve eozinofilik Cowdry A tipi cisimciklerinin olusmasidir. Enfeksiyonda oncelikle
polimorfoniikleer l6kositlerin, daha sonra da mononiikleer hiicrelerin infiltrasyonu
goriilmektedir. Epitel hiicrelerinin parcalanmasi ve vezikiil olusumu ile sonuglanir.
Lezyon daha sonra piistiiler hale gelir ve kabuk olusur. Kabuklu lezyonlardan virtis
¢ok az izole edilir veya hig¢ izole edilemez. Viriis lezyon tabanindaki hiicrelerden

veya vezikiil sivisindan izole edilebilir. Lezyon genellikle skar birakmadan iyilesir.



Miik6z membranda vezikiiller nadiren go6zlenir. Burada epitelyum ¢ok ince

oldugundan lezyonlar ¢abucak iilsere olur (1).

Primer enfeksiyon sirasinda bu bolgedeki sinir uglarina gegen viriis retrograd aksonal
akim ile arka kok ganglionlarima ulasir. En sik olarak trigeminal ve sakral
ganglionlarda olmak iizere, daha bir¢ok duyusal ve otonom ganglionlarda latent hale
gecer. HSV-1 daha c¢ok trigeminal gangliyonun maksiller ve mandibuler
boliimlerinde latent olarak yerlesir. HSV-2 ise daha cok genital mukozada

enfeksiyona neden olup sakral gangliyonda latent kalir (1,15 ).

Primer enfeksiyon esnasinda ilk 4 giin i¢inde lenf bezlerinde bol miktarda antiviral
aktiviteye sahip CDgTc goriiliir. Viriisle enfekte hiicreleri ortadan kaldiran bu
hiicrelere yanit ilk 6-9 giin igerisinde en yliksek diizeydedir. Henliz bu asamada
notralizan antikorlar gelismediginden bu yanit enfeksiyonu kontrol altina almada
onemlidir. Yapilan in vitro ¢alismalarda HSV, enfekte hiicrelerde MHC tip I antijen
ekspresyonunu bozarak spesifik CDgTc hiicre sitotoksisitesinden korunabilmektedir

(11,15).

Antikor yanitinin primer HSV enfeksiyonundaki koruyucu rolii cok azdir. Nétralizan
antikorlar viriis atilmi ve rekiirrent enfeksiyonu onleyemez, ancak reenfeksiyonu
onlemede kismen etkilidir. Antikor yanit1 klasik olarak dnce IgM antikor sentezi ile
baslar, daha sonra 5-15 giin icerisinde IgA ve IgG ile devam eder. Bu antikorlar
sirastyla gD, gB, ICP4, gE, gG ve gC gibi proteinlere kars1 olusur. IgM antikorlar1 6-
8 hafta siirer. Antikor pozitif bireylerin ayni1 veya farkl tiple tekrar veya rekiirrent
enfeksiyonu antikor titresinde ¢ok Onemli bir degisiklik yapmaz. Ancak bu
enfeksiyonlarin ¢ok agir gectigi hallerde IgM yanit1 ve konvelasan donemde IgG

titresinde bir artig gortilebilir (1,11).

HSV reaktivasyonu yas, hiicre tipi ve hiicre farklilasma safhasi ile ilgilidir. HSV
reaktivasyon enfeksiyonlarinin sayist ve siddeti yas ilerledik¢ce azalir. Geng,
farklilagmamis epidermal hiicreler HSV enfeksiyonuna daha duyarhidir. UV

1sinlamast gegici olarak epidermiste bu 6zellikteki hiicre sayisini artirmaktadir (11).

Tekrarlayan HSV enfeksiyonlart hemen daima homolog viriise karsi nétralizan
antikorlar1 olan kisilerde meydana gelir. Bu tip enfeksiyonlarin genellikle latent

viriisiin reaktivasyonu sonucu oldugu diisiiniilir. HSV ¢esitli stimuluslar (stres, lokal



travma, ates, gilines 15181, hormonlar ve menstruasyon) ile aktive olur ve duyu
gangliyonlarindan sinir aksonlar1 boyunca ilerleyerek ilgili dermatomda lezyonlar
olusturur. Rekiirren HSV enfeksiyonlari primer enfeksiyonlara gore daha hafif
seyreder. Rekiirren enfeksiyonlardan endojen latent viriisiin reaktivasyonu sorumlu
olmasma ragmen, HSV tipinin farkli suslari ile de eksojen enfeksiyonlar olustugu

gosterilmistir (1,15).

Latent enfeksiyon noronlarda olusur. Bu hiicrelerde sadece ¢ok erken bazi proteinler
sentez edilir. Genomun aktivasyonu ile az sayida virlis iiretimi olur, fakat hiicreyi
6ldiirmez. Latent HSV enfeksiyonun olugmasi, devami ve reaktivasyonu ile iligkili
mekanizmalar iyi anlasilmamistir. Latent olarak infekte hiicrelerde viriis partikiilleri
tespit edilemez (1,15). HSV’nin noronlarda latent olarak kalma nedenleri iki

mekanizmaya baglanmaktadir:

1-Noronlarda istirahat fazinda olan virlise ait ¢ok az viral protein iiretilmekte ve
immiin hiicrelere sunulmak iizere MHC-I {izerinde ¢ok az viral peptid yer almakta,

virus CDgTc lenfositlerin etkisinden korunmaktadir.

2-Noronlarda MHC-I’in ¢ok az oranda bulunmasi, CDgTc lenfositlerin enfekte
ndronlart tanimasini zorlastirmaktadir. Boylece rejenere olamayan ndronlarin CDgTc

lenfositleri tarafindan yok edilme riski de 6nlenmis olmaktadir (1,15).

Immiinite esas olarak tipe 6zgiildiir, ancak bazi durumlarda gapraz koruma olabilir.
Bununla birlikte immiinite tam degildir; 6zgiil IgG varliginda bile hem reenfeksiyon
hem de reaktivasyon goriilmektedir. HSV enfeksiyonlarinin sinirlanmasinda hiicresel
immiinite 6nemlidir, ¢linkii baskilanmas1 siklikla reaktivasyon, yayilim ve siddetli

enfeksiyonla sonuglanmaktadir (12).

Herpes simpleks virlisleri ile bazi kétii huylu insan tiimorleri arasinda iliski
bulunmaktadir. Ornegin, HSV-2’nin serviks kanserlerinde énemli rolii oldugundan
kuskulanilmaktadir. Seroepidemiyolojik aragtirmalarda servikal displazi ve
karsinoma in situsu olan kadinlarda HSV-2’ye karsi yiliksek oranda antikorlar
saptanmistir. Genital HSV-2 Oykiisii olan kadinlarin servikal kansere yakalanma
risklerinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Ayrica HSV-2’nin vulvar skuamoz hiicreli

karsinoma in situ ile de iliskisi gosterilmistir (16).

10



2.6. KLINIiK OZELLIiKLERIi

HSV semptomatik ve asemptomatik enfeksiyonlara neden olmaktadir. Etkilenen
bolgeler daha ¢ok deri, dudak, agiz boslugu, goz, genital mukozalar ve santral sinir
sistemidir. Yeni doganlarda ve bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde HSV
enfeksiyonlar1 sistemik enfeksiyonlar seklindedir (3,12). HSV-1 ve HSV-2’ye bagh
enfeksiyonlar  primer ve tekrarlayan enfeksiyonlar seklindedir. HSV

enfeksiyonlarinin kulugka siiresi 2-12 giindiir (ortalama 6 giin) (1,2).
2.6.1. Primer HSV enfeksiyonlar1

Viriisle ilk kez karsilasan bireylerde goriilen enfeksiyonlardir. Olgularin biiytlik
boliimii asemptomatiktir. Hastalik sonrasi 6zgiil antikorlar olustugu gibi viriis

duyusal gangliyonlarda latent olarak da kalabilmektedir (16)
a) Gingivostomatit (Afth stomatit)

Cocuklarda primer enfeksiyonun en yaygin belirtisi gingivostomatit ve farenjit olup
daima HSV tip 1 ile olusur. Daha ¢ok 1-5 yas arasi cocuklarda goriiliir. Hastalik ates
ve agizda agri ile baglar. Farinkste eritem ve 6dem vardir. Daha sonra farinks, yanak
mukozasi, damak, gingiva ve dilde vezikiiller olusur. Bu lezyonlar birlesir ve yerini
yiizeyel {ilserlere birakir. Servikal ve submandibuler lenfadenopati (LAP) eslik
edebilir. Eriskinlerde tabloya farenjit ne tonsillit belirtileri egemendir. Hastalik
yaklasik 2-3 hafta icinde sekel birakmadan iyilesir. ilk enfeksiyondan sonra HSV
trigeminal ganglionlarda latent halde kalir (1,16).

b) Herpes labialis

HSV tip 1 enfeksiyonlarinin en ¢ok goriilenidir. Lezyonlar dudak, deri ve mukozanin
birlestigi yerde dudak kenarinda goriiliir. Rekiirren enfeksiyonlar yaygindir ve her
defasinda ayni yerde ortaya cikar. Lezyonlar ortaya ¢ikmadan dnce, lezyon yerinde
agri, yanma, kasintt ve sizlama vardir. Eritem 24 saat icinde vezikiile doniisiir.
Vezikiil 48 saat icinde llsere olur ve krutlanir. Sekonder bakteriyel enfeksiyonun
gelismedigi bagisiklik sistemi normal bireylerde vezikiillerin patlamasi, kabuk

sekillenmesi ve iyilesme 8-10 giin i¢inde olur (1,9,16)
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¢) Egzema herpetikum

Egzemal1 hastalar HSV enfeksiyonlarina duyarlidir. Egzemal1 bir hastada ani ates ve
egzamatdz bolgede ¢ok sayida vezikiiller olusur. Bu vezikiiller ¢abucak piistiil
sekline doniiglir ve sonra kabuklanir. Nadiren adrenal bez, karaciger ve diger
organlara yayilim olabilir. Lezyonlar 3 haftada iyilesir, ancak bakteriyel siiper

enfeksiyonlar olusabilir (1,11).
d) Herpetik dolama

Herpetik dolama, genellikle parmak epitel biitiinliigliniin bozuldugu durumlarda dis
hekimleri ve hastane c¢alisanlarinda veya primer labial/genital herpesin bir
komplikasyonu olarak goriiliir. Enfekte parmakta agri, kasinti, ddem ve vezikiil
ortaya ¢ikar. Vezikiiller deri altinda derin olarak meydana gelir. Siklikla ates ve LAP
eslik eder. HSV tip 1 ve tip 2 sorumlu olabilir. Lezyonlar 2-3 haftada tedavi
gerektirmeden iyilesir (1,11,16)

e) Herpetik keratokonjunktivit

HSV ile olusan g6z enfeksiyonlar1 primer olarak veya viicudun baska bir yerinde
bulunan bir lezyondan yayilim sonucu gelisirler. Yenidoganlar hari¢ genellikle etken
HSV tip 1’dir (16). Gelismis iilkelerde korneal hasar ve korliigiin en yaygin
sebebidir. Herpetik keratokonjunktivit tipik olarak tek taraflidir. Primer goz
enfeksiyonlar1 genellikle asemptomatiktir. Semptomatik vakalarda blefarit ve
follikiiler konjunktivit tek tarafli olarak goriiliir. Bolgesel LAP olusabilir. Bazi
hastalarda keratitden dentritik iilsere kadar degisebilen lezyonlar goriiliir. Olgularin
cogu 3 hafta i¢inde iyilesir. Rekiirren enfeksiyonlar korneada opasitelere sebep
olarak gérme bozukluguna yol agar (1,3). Herpes keratitinde siddetli korneal incelme

ve perforasyon goriilebilmektedir (17).
f) Herpes ensefaliti ve menenjiti

Herpes ensefalitinde yenidogan hari¢ etken HSV tip 1’dir. HSV ensefaliti fatal
sporadik ensefalitin en sik sebebidir. ABD’de her yil yaklasik 1250 ensefalit olgusu
goriilmektedir (18). Hastaligin mortalitesi yiiksektir (%70) (15). Ensefalit primer
herpes enfeksiyonu veya rekiirren mukokiitan6z HSV enfeksiyonu olan hastalarda

olusabilir. Ates, basagrisi, ense sertligi, davranig degisiklikleri ve fokal ndrolojik
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bulgular gortilebilir. Temporal lob tutulmas: karakteristiktir. Viriisiin temporal loba
olfaktor sinirle ulastig1 diisliniiliir. Beyinde gelisen agir hasar antiviral tedavi ile
Onlenemez. Hasta iyilesse bile dnemli mental ve norolojik bozukluklar gibi kalici
sekeller birakir. Ancak sekellerin olusmamasi i¢in beyin dokusundaki degisiklikler
baslamadan once tedaviye baslanmasi Onerilmektedir. Tedavi edilmeyenler 3 hafta

i¢inde oliir (11,16).

HSV daha ¢ok aseptik menenjite neden olmaktadir. Herpes menenjiti HSV tip 1’den
cok HSV tip 2 ile iliskilidir. Genital herpesin bir komplikasyonu olarak daha ¢ok
kadinlarda ortaya ¢ikan menenjit, meninkslere sinir yoluyla ulasan viriis tarafindan
olusturulur. Ensefalite gore daha hafif seyirlidir. Bagisik sistemi yeterli olanlarda

kendiliginden ve sekel birakmadan 1yilesir (15, 16).
g) Genital herpes

Genital herpes genellikle HSV tip 2 ile olugmaktadir (%70-90). Primer genital herpes
daha ¢ok adolesan ve geng eriskinlerde goriiliir. Cogu asemptomatik seyreder.
Lezyonlar kadinda vagina, serviks ve perinede, erkekte peniste goriiliir. Lezyonlar
papiil olarak baslar, vezikiile ve 3-5 giin i¢inde agrili iilsere doniisiir. Daha sonra
kabuk olusur ve skar birakmadan iyilesir. inguinal LAP eslik edebilir. Hastalik 20-30
giin stirer. %10°nunda menenjit tablosu gelisebilir. Primer genital HSV enfeksiyonu
olan hastalarin yaklasik %80’inde bir yil i¢inde rekiirrens goriiliir. Tekrarlayan
genital enfeksiyonlarin ¢ogu sakral 3 ve sakral 4 dorsal ganglionlardaki viriisiin
reaktivasyonu ile olusur. Rekiirren enfeksiyonlar daha kisa siirelidir ve hafif
seyreder. Sistemik semptomlar ortaya ¢ikmaz. Lezyonlar ortaya g¢ikmadan Once
perianal veya genital bolgede parestezi olusur. Daha sonra vezikiiller ortaya cikar.

Agn ve kasint1 tabloya eslik eder. Lezyonlar 10-14 giin i¢inde iyilesir ( 11,15,16).
h) Neonatal herpes

Genital herpes enfeksiyonu olan anneler neonatal herpes enfeksiyonlarinin primer
kaynagidir. Viriis genellikle genital herpesli annenin dogum kanalindan gecerken,
perinatal veya daha az siklikla intrauterin almir (11). Neonatal HSV
enfeksiyonlarinin %70-90°1 HSV tip 2’ye baglidir. Neonatal herpesli bebeklerde ii¢
tip enfeksiyon tablosu saptanir: i)Deri, goz ve agizda lokalize lezyonlar, ii) MSS

enfeksiyonlari, ii1) Dissemine enfeksiyonlar. Deri, géz ve agzi1 tutan enfeksiyonlar
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kismen daha iyi seyirlidir (1,16). Ancak tedavi edilmedigi takdirde MSS ve
dissemine hastalik seklindeki enfeksiyonlarin mortalite orani1 oldukca yiiksektir.

Yenidoganda neonatal herpes enfeksiyonlarinin mortalitesi % 70’in tizerindedir

(19,20).

Neonatal herpes enfeksiyonlarinin %30’una postpartum dénemde HSV tip 1 sebep
olur. Kaynak genellikle aile iiyeleri ve hastane personelidir. Dogum sirasinda HSV’e
maruz kalan bebeklerin hepsinde neonatal enfeksiyon gelismez. Intrauterin gegis
riski annenin enfeksiyonunun tipi ve HSV’e kars1 annedeki nétralizan antikorlarin
varligina baghidir. Gebelik sirasinda primer enfeksiyonu olan annelerden vajinal
yolla dogan bebeklerde HSV enfeksiyonuna yakalanma riski yiiksek oldugundan, bu
annelerin obstetrik takibi dnemlidir. Sezeryan sadece dogum oncesinde klinik olarak
bariz lezyonlar1 olan olgularda diisiiniiliir. Ancak, daha once tekrarlayan genital
herpes Oykiisii olan hastalarda dogum Oncesi servikal siirlintii 6rneklerinin HSV

kiiltiirti 6nerilmelidir (1,11).
1) Diger HSV enfeksiyonlar

Yanik veya yaygin malign hastaliklar1 olan olgularda herpetik trakeobronsit ve HSV
pnoémonisi goriilebilir. Yenidoganlarin dissemine enfeksiyonlari disinda 6zofajit
goriilebilir. Konakg¢iya 6zgii bagisik yanit olarak diisiiniilen Erythema multiforme ile
HSV arasinda bir iliski oldugu diistiniilmektedir. HSV enfeksiyonlarinin yetiskinler

icin goriilen en onemli komplikasyonu kisilerde yarattigi psikososyal travmalardir
(11).
2.6.2. Tekrarlayan HSV enfeksiyonlar

Tekrarlayan HSV enfeksiyonlarindan en sik goriileni herpes labialistir. Ozellikle deri
ve mukozalarin birlesti§i agiz ve burun etrafinda vezikiille karakterizedir ve ayni
yerde tekrar tekrar ¢ikar. Latent HSV-1 enfeksiyonunun viicuttaki kaynagi genellikle
trigeminal  gangliyondur. Enfeksiyonu atesli hastaliklar, heyecan, korku,
menstruasyon tetikler. Enfeksiyon hastaliklarindan epidemik menenjit, pndmokoksik
pndmoni, malarya ve ¢esitli viriislerin neden oldugu enfeksiyonlarda siklikla herpes

ile birliktelik bulunur. Buna karsin tifoda herpes ¢iktig1 hi¢ goriilmez (1,14,16).
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Yineleyen herpetik enfeksiyonlar burun deliklerinin i¢inde, kulak kepgesinde ve
kaslar tizerinde de olabilir. Tekrarlayan g6z enfeksiyonu olan olgularin bir ¢ogunun

anamnezinde bir goz enfeksiyonu veya travma oykiisii vardir (16).

Immiinsiiprese olan hastalarda herpetik enfeksiyonlar, latent viriisiin reaktive
olmastyla agir klinik tablolara yol acabilir. Hastalarda su ¢i¢egini taklit eden yaygin
deri dokiintiileri olusabilir. Bazi durumlarda agiz salgisinda HSV-1’in aspire
edilmesiyle solunum yollarinda enfeksiyon goriilebilir. HSV’ye baglh 6zefajitler en
cok bu grup hastalarda ortaya c¢ikar. Yenidogan bebeklerde, immunsupresif ve
beslenme yetersizligi olan hastalarda da dissemine HSV enfeksiyonlar1 olusabilir

(1,14,16).
2.7. LABORATUVAR TANI
2.7.1. Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi

HSV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda vezikiil sivisi, lezyon tabanindan
kazintiyla alinan hiicreler, bogaz calkanti suyu ve siiriintiisii, vajinal sekresyon, BOS,
idrar, konjonktival siiriintii, kan ve biyopsi ornekleri kullanilir (1,3). Vezikiil sivisi,
deri lezyonlar1 ve mukozalardan 6rnekler ekiivyon ¢ubuklar ile alinir. Heparinli kan,
kalsiyum alginath ¢ubuklarla aliman &rnekler viriisiin izolasyonunu azaltacag: i¢in

tercih edilmemektedir (6,21).

Mukokutandz lezyonlardan kiiltiir ekimi i¢in alinan 6rnekler transport besiyeri i¢ine
koyularak laboratuvara gonderilmektedir (22). Besiyeri i¢cine bovine serum albumin
ve bakteriyel iiremeyi engelleyen antibiyotikler eklenir (3). Ornekler 48 saat icinde
ekimi yapilacaksa +4°C’de, uzun siire saklanacaksa — 70°C’de muhafaza edilir.
Orneklerin hiicre kiiltiiriine ekiminin hemen yapilmasi ideal olanidir. Dondurma ve
¢ozme islemleri enfeksiyoz viriis partikiillerinin harabiyetine neden oldugundan
virilislin izolasyon sansimi azaltir (3,6). PCR i¢in 6rnekler 72 saat icinde calisilacaksa

+ 4°C’de, uzun siire saklanacaksa — 20°C’de saklanmalidir (23).

HSV enfeksiyonlarinin tanisinda; direkt inceleme, doku kiiltiiriinde viriis izolasyonu,

molekiiler biyolojik yontemler (PCR gibi) ve serolojik yontemler uygulanmaktadir.

15



2.7.2. Direkt inceleme

Isik mikroskobu: Klinik 6rneklerde HSV’nin direkt aranmasinda mukokiitanoz
lezyonlarin taban kazintisindan alinan Ornekler Giemsa ve Wright boyama ile
boyanarak incelenir. Tzanck testi denilen bu yontemle ¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerin
goriilmesi viral enfeksiyon i¢in patognomonik olarak kabul edilir. Papanicolau
boyast gibi sitolojik yontemlerle de hiicre i¢i inkliizyonlarin goriilmesi olasidir.
Ancak bu selliiler degisiklikler sadece HSV i¢in spesifik degildir. Varisella zoster

viriis gibi diger virlis enfeksiyonlarinda da goriilebilir (3,6).

Elektron mikroskobu: Orneklerin elektron mikroskobunda incelenmesi cabuk
sonug verir. Ancak HSV’i diger herpes viriislerinden ayirt etmek miimkiin degildir
(6).

Viriis antijenlerinin direkt gosterilmesi: Viral proteinlerin klinik 6rneklerde direkt
aranmasi en hizli tam1 yontemidir. Direkt incelemede kullanilan en yaygin yontem
mukokiitandz lezyonlarda HSV antijeninin immunfloresan yontem ile boyanarak
gosterilmesidir.  Ornekler lezyon tabanindan ekiivyonla alinir, lama siiriiliir ve
kurutulur. Asetonla tespit edildikten sonra HSV antijenlerine 6zgiil ‘fluorescein
isothiocyanate (FITC)’ ile isaretli monoklonal antikorlar ile boyanir (3,6). Duyarlilik
ve Ozgilliiglinii artirmak icin viral kiiltiir ile birlikte yapilmasi Onerilir. Floresan

antikor yontemi PCR’dan daha az duyarhdir (24).

HSV proteinlerini baglayabilen monoklonal antikorlar kullanilarak ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay), immunperoksidaz yontemleri ile de klinik 6rneklerde

HSV antijenleri aragtirilmaktadir (3,6).
2.7.3.Viriis izolasyonu

HSV enfeksiyonlarinin tanisinda en duyarli ve spesifik yontem enfekte doku ve
sekresyonlardan viriisiin izolasyonudur. HSV 12 giinliilk embriyonlu yumurtada ve
deney hayvanlarinda iiretilmektedir. Doletli yumurtanin koriyoallantoik zarina
inokiile edilen HSV tip 1 kiiclik ve ¢ok sayida, HSV tip 2 daha biiyilik ve az sayida
pock’lar olusturur (6). Bir¢ok hayvan bu virlise duyarlidir, fareler ile tavsanlar
siklikla deney hayvani olarak kullanilir. Korneaya inokiilasyon keratit veya
keratokonjunktivit, beyne inokiilasyon ise fatal bir ensefalit ile sonug¢lanir. Bunlardan

baska kobay, hamster, sican ve civcivler de deney hayvani olarak kullanilirlar (1).
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HSV tanisinda kullanilan en duyarli yontem hiicre kiiltiiriinden viriis izolasyonudur.
Viriisiin iiretilmesinde ¢esitli primer, diploid ve devaml hiicre kiiltiirleri kullanilir.
Herpes virtisler en 1yi insan diploid fibroblast hiicrelerinde (WI-38, MRC-5), Afrika
yesil Maymun bobrek (Vero) ve Hep-2 hiicrelerinde liremektedirler. Klinik 6rnek
hiicre kiiltiiriine inokule edildikten sonra 33-37°C’de inkiibe edilmelidir. Ekim
yapilan hiicre kiiltiirleri her glin mikroskop altinda kontrol edilir. HSV’nin sitopatik
etkisi (CPE) genellikle 48-72 saat icinde gozlenir (3). Orneklerde yiiksek titrede
viriis bulundugunda CPE siklikla 24 saat icerisinde gorilir. Kesin negatif
degerlendirme i¢in kiiltiiriin en az 5-6 giin takip edilmesi gerekir. Viral kiiltiiriin
duyarlilig1 islenen 6rnege veya alindig1 yere gore degisebilir. En yiiksek viriis titresi
vezikiiler lezyonlarda bulunur. Ensefalit olgularinda viriis izolasyonu nadirdir (11).
HSV’nin CPE’si sitoplazmik graniilasyonla baglar, sonra hiicreler biiyiir ve
yuvarlaklasir, intraniikleer inkliizyon cisimcikleri goriiliir. Diger viriisler, baz1 toksik
faktorler HSV’nin sitopatik etkisini taklit edebilecegi i¢in olusan CPE genel veya tip
spesifik monoklonal antikorlarla dogrulanmalidir. Hiicre kiiltliriinde pozitif
sonuclarin degerlendirilmesinde ELISA, immiinofloresan veya noétralizasyon testleri

kullanilir (3).

HSV tip I’in UL39 geni sayesinde hiicrede beta galaktozidazin varligini arastiran
ELVIS (enzim bagl viriis indiiksiyon sistemi) yontemi de tanida uygulanmaktadir.
HSV ile enfekte olan hiicre tarafindan p-galaktozidaz salinir ve olusan renk
degisikligine gore ELVIS testi degerlendirilir. Bu yontemde HSV pozitif hiicreler
HSV tip 1 ve HSV tip 2 olarak degerlendirilir (25-27).

2.7.4. Molekiiler biyolojik yontemler

Klinik orneklerde viral genomun kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmesinde
molekiiler biyolojik yontemlerden PCR siklikla uygulanmaktadir. PCR hiicre
kiiltiirtine kiyasla daha hizli ve duyarlidir (6,28-30). Direkt antijen aranmasi
yontemlerine gore asemptomatik enfeksiyonlarda ve 6zellikle BOS’da viral genomun
belirlenmesinde tercih edilmektedir. HSV menenjit ve ensefalit tanisinda BOS’ta
oncelikle HSV-DNA arastirilmas1 &nerilmektedir (31-33). In-house PCR ile HSV-
DNA aragtirllmakta, ancak kontaminasyon riski daha az olan ve daha hizli sonug

veren gercek zamanli PCR (RT-PCR) tercih edilmektedir (3,16).
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2.7.5. Serolojik yontemler

HSV’ye karsi olusan antikorlar kompleman birlesmesi, indirekt immunfloresan,
ELISA ve noétralizasyon gibi serolojik yontemlerle arastirilabilir. Toplumdaki
bireylerin biiylik cogunlugu HSV’ne karsi antikor tasirlar. Gegirilmekte olan bir
enfeksiyonun tanis1 antikor titresinin artist ve IgM antikorlarinin olusumu ile
belirlenir. Bunun i¢in hastaligin baslangicinda ve sonrasinda alinan kan drneklerinde
antikor titrelendirilir. Antikor titresinde dort kat artis ve serumda IgM antikorlarinin
gosterilmesi aktif HSV enfeksiyonunu gosterir. Diger viriis enfeksiyonlarindan farkh

olarak viicutta antikor sentezlenmesine ragmen viriis varligin1 devam ettirir (3).

HSV tip 1 ve HSV tip 2 arasinda genis capraz reaksiyon oldugundan geg¢irilmis HSV
tip 1 enfeksiyonunu HSV tip 2’den ayirt etmek miimkiin degildir (3,6).
Yenidoganlarda HSV IgM antikorlarinin saptanmasi tanida yardimci olsa da ileri
yaslarda primer ve yineleyen herpetik enfeksiyonlarin ayirt edilmesinde 6nemli bir

katkis1 yoktur (3,16).
2.8. EPIDEMIiYOLOJi

HSV enfeksiyonlar1 biitiin diinyada yaygindir. Bu virlisiin neden oldugu latent
enfeksiyondan dolayr diinya niifusunun iigte birinin yineleyen HSV enfeksiyonu
gecirdigi tahmin edilmektedir. Oral ve genital enfeksiyonlarin morbiditesi ¢ok
yiiksek olmasina karsin, mortalite daha ¢ok neonatal enfeksiyonlarda goriilmektedir

(11,16).

Deney hayvanlarinda kolayca enfeksiyon yapabildikleri halde hayvan vektori
bilinmemektedir. Insanlar tek dogal rezervuardir. Viriis ile enfekte sekresyonlarda
direkt temasla bulag goriiliir. HSV tip 1 daha ¢ok oral, HSV tip 2 ise daha ¢ok genital
sekresyonlardan bulasir. Bulag hem belirgin hastaligi olan kisilerden, hem de
asemptomatik tastyicilardan kaynaklanabilir. Aktif lezyonu olan hastalarda viriis
titrasyonu yiiksek oldugundan virlis yayilimi daha fazladir. Herpes viriisler viicut
disinda uzun siire canli kalamadiklar i¢in giinliik kullanim esyalar1 ile bulasma ¢ok
nadirdir. HSV’nin bdbrek ve karaciger transplantasyonu ile gegtigi bildirilmistir

(3,16).
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Calismalar erigkinlerin  %80’inden ¢ogunun HSV enfeksiyonu gecirdigini
gostermistir. Primer HSV tip 1 enfeksiyonu ¢ogunlukta 6 ay- 5 yas arast ¢cocuklarda
gortliir. HSV tip 2 enfeksiyonu genellikle 15 yas tizeri kisilerde genital enfeksiyon
veya neonatal enfeksiyon seklinde goriilmektedir. HSV tip 1 antikoru hayatin ilk on
yilinda, HSV tip 2 puberteden sonra eriskinligin erken yillarinda kazanilir. HSV tip 1
antikoru hayatin ilk 4 yilinda hizla yilikselmekte ve aile ici bulasi yansitmakta ve
Omiir boyunca saptanmaktadir (9). Viriisiin bulasmasi ve herpes enfeksiyonlar
sosyoekonomik diizeyi diisiik aile gruplarinda daha fazladir. Bu gibi ailelerde kisi
sayisinin fazlaligt ve hijyen kurallarina uyulmamas: viriisiin yayilmasinda etkili

olmaktadir (16).

HSV tip 2 cinsel iliskiyle yayillim gosterir. Bu nedenle bulasmasi puberteden sonra
olur. HSV tip 2 antikor prevalanst HSV tip 1 antikor prevalansina gore daha
diistiktiir. HSV tip 2 antikor prevalansi bakirelerde %3, hayat kadinlarinda %380,
yiiksek sosyoekonomik gruplarda %25, diisiik sosyoekonomik gruplarda %60
oraninda degismektedir. HSV tip 2’nin servikste yayilimi gebelik sirasinda olabilir

veya vajinal dogum sirasinda virilisiin bebege vertikal gecisi olabilir (1).

HSV enfeksiyonlarinin insidansinda mevsimlere gore farklilik kesin olmamakla
birlikte, deri enfeksiyonlar1 daha ¢ok yaz aylarinda, herpes keratiti ve labialisin ise
kis aylarinda yaygin oldugu ileri siiriilmektedir. Mukokiitan6z HSV enfeksiyonlari
herpes enfeksiyonlarinin ¢ogunlugunu olusturur ve oncelikle oral ve genital bolgeleri
tutar. GOz kliniklerine basvuranlarin  %5’inde  HSV  keratiti oldugu tahmin

edilmektedir (1,16).

HSV-2 prevalansinin yiiksek oldugu toplumlarda HIV enfeksiyonu riskinin de
yiiksek oldugu saptanmistir. Hastalarda bulunan genital iilserlere bagli olarak epitel

biitiinliiglinlin bozulmas1 sonucunda viriis transferi kolaylasmaktadir (1).

Bazen HSV-1 ve HSV-2 birlikte enfeksiyon yapabilir. Gegirilmis HSV-1
enfeksiyonuna bagli antikorlar HSV-2’ye kars1 az da olsa koruma saglayabilir ve
HSV-1 enfeksiyonu varliginda HSV-2 enfeksiyonlar1 subklinik seyredebilir. Ancak
HSV-2 enfeksiyonunun HSV-1’e karst korunma saglaylp saglamadigi heniiz
bilinmemektedir (16).
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2.9. KORUNMA
HSV enfeksiyonlarindan korunmak igin;

1.  Saglk personeli ve dis hekimlerinin enfeksiyoz lezyonlar ile dogrudan temas

etmekten kaginmalari,

2. Belirgin ve yaygin herpetik lezyonlar1 bulunan hastalarin saglikli kisilerle yakin

iliskide bulunmamalari,

3. Aktif lezyonlar1 veya gegcirilmis enfeksiyon Oykiisii olan ya da HSV-2

seropozitif bulunan eslerle cinsel iligki sirasinda kondom kullanilmasi ve

4.  Neonatal enfeksiyonlarin ¢ok sik goriilmemekle birlikte, cok agir seyretmeleri
ve kalici sekellere yol agabilmeleri nedeniyle, bebeklerin perinatal HSV

enfeksiyonlarindan korunmalari gerekir (16).

Genital herpes Oykiisi veya genital herpesli esi olan kadinlar dogum
baslangicinda herpes belirtileri ve bulgulart agisindan dikkatle sorgulanmali ve
incelenmelidirler. Enfeksiyon belirti ve bulgular1 gostermeyen kadinlarda dogum
vajinal yoldan gerceklestirilebilir (15,34). Gebelik déoneminde HSV enfeksiyonu
varsa ve membranlar yirtilmamigsa bebegin viriisle enfekte lezyonlarla temasini
onlemek i¢in sezeryan tavsiye edilir. Yineleyen genital herpesli hastalar yilda 12
veya daha fazla atak geciriyorsa ve uzun siirliyorsa proflaksi uygulanmalidir. Ancak
hastanin bagisiklik yetmezligi varsa tekrarlanma siklig1 ve siddetine bakilmaksizin

proflaksi yapilmalidir (2).

Etkili antiviral tedaviye ragmen HSV ile enfeksiyonlar 6nemli saglik sorunudur. Bu
nedenle HSV enfeksiyonlarindan korunmak i¢in ¢ok sayida proflaktik ve terapotik
as1 caligmasi yapilmistir. Ancak bunlarin hig birisi arzu edilen diizeyde bir koruma
saglamamistir (35). Korunma ve tedavi i¢in subiinit asilar gelistirilmistir. gB ve gD
subtinit asilarin denemelerinin sonucunda proflaksi ve tedavi edici etkilerinin
olmadig1 gézlenmistir (36). Diger gD subiinit as1 ¢aligmasinda; asilamanin kadinlari
korudugu ancak erkekleri korumadig1 sonucuna varilmistir (2). Primer enfeksiyonlari
Onlemede basarili olabilecekleri diigiiniilmekle birlikte, asilarin  rekiirrent

enfeksiyonlar1 6nlemede ne kadar basarili olacaklari heniiz bilinmemektedir (11).
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Son olarak vaksinya viriisii ile HSV’nin rekombinasyonu ile elde edilmis
rekombinan asi1, vaksinya virlisiine ait yan etkilerden dolayr heniiz kullanimda

degildir (16).
2.10. TEDAVI

HSV enfeksiyonlar1 bebeklerde ve immun sistemi baskilanmis kisilerde daha siddetli
ve hizli ilerlemektedir (37). Bu hastalarda erken tedaviye baslanmasi morbidite ve

mortaliteyi etkilemesi agisindan dnemlidir (38).

HSV enfeksiyonlarinin tedavisinde bir¢ok antiviral ila¢ gelistirilmistir. Ancak
kullanilan ilaglardan higbiri latent herpes viriisiine etki edememektedir. En etkili ve
en ¢ok kullanilan ila¢ asiklovirdir. HSV enfeksiyonlarinin standart tedavisinde
sentetik bir piirin niikleozid analogu olan asiklovir oral veya parenteral yolla
uygulanir. Timidin kinaz ve hiicresel kinazlar ile etkileserek DNA polimeraz

enzimini inaktive eder (2,38).

Asiklovir normal hiicrelerde herhangi bir etki gostermezken virilisle enfekte
hiicrelerde timidin kinaz tarafindan monofosfat ve difosfat formlarina fosforilize
edilir. Hiicresel enzimlerce aktif trifosfata doniistiiriildiiglinde hiicre DNA
polimerazina etki etmezken viral DNA polimeraza segici olarak baglanir ve
aktivitesini inhibe eder. Normal hiicrelere etki etmedigi bilinen en az toksisiteli

ilagtir (11).

Baslangic genital veya oral HSV enfeksiyonlar1 topikal, oral veya parenteral
asiklovir ile tedavi edilebilir. Parenteral asiklovir ile tedavi ilk genital herpes
ataginda cok daha etkilidir. Neonatal herpes enfeksiyonlarinda, HSV ile ensefalit
gelisen veya herpesli immunsupresif hastalarda parenteral olarak asiklovir kullanilir.
Hepatit, pulmoner infeksiyon, herpetik 0Ozefajit, egzema herpetikum, eritema
multiforme, herpetik dolama, HSV konjunktivit, blefarit ve dendritik keratit
enfeksiyonlarinda ve diger herpes enfeksiyonlarinda asiklovir basariyla

kullanilmaktadir (2,37,38).

Asiklovir diginda valasiklovir, pensiklovir ve famsiklovir herpes enfeksiyonlarinda
kullanilan diger ilaglardir. Bu ilaglar da timidin kinaz iizerinden etki gosterirler.

Foskarnet ve sidofovir timidin kinazdan bagimsiz viral DNA sentezini inhibe eden
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antiherpetik ilaclardir. Foskarnet, asiklovire direncli siddetli HSV enfeksiyonlarinda
onerilmektedir (38). Vidarabin HSV enfeksiyonlarinda kullanilan bir diger ilactir (3).

Asiklovir direnci immun sistemi baskilanmis hastalarda (%4-14) ve 0Ozellikle
allogenik kemik iligi transplant hastalarinda (%30) rapor edilmistir. Asiklovir direnci
timidin kinaz veya DNA polimeraz genlerindeki mutasyona bagli olarak gelisir.
Olgularin %95’inde asiklovir direnci timidin kinaza baglidir (39,40). Timidin kinaz
mutasyonu gansiklovir ve pensiklovire, DNA polimeraz mutasyonu ise foskarnete
kars1 ¢apraz direnci ortaya ¢ikarabilir. Mutasyon siklig1 antiviral tedavinin klinik

kullanimui ile artmaktadir (41).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Viroloji Laboratuvartyla Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Aragtirma Merkezi (DEKAM)’da yapildi.

3.1. ORNEKLER

Mart 2006-Haziran 2007 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Gevher Nesibe
Arastirma ve Uygulama Hastanesi kliniklerinde meningoensefalit 6n tanisiyla takip
edilen ve polikliniklerine bagvuran herpes enfeksiyonu diisiiniilen 65 hastadan alinan
cesitli klinik 6rnekler calismaya dahil edildi. Meningoensefalit 6n tanili hastalardan
2-3 mL BOS, diger herpes enfeksiyonu olan hastalarin herbirinden ikiser adet steril
ekiivyon cubuk ile lezyon kenarindan veya vezikiil sivisindan siirlintii 6rnekleri
alindi. Siiriintii 6rneklerinden birisi PCR i¢in kullanilmak tizere 0,4 mL %10’luk
fosfat buffer soliisyonunun (PBS) icine eklendi. Diger siirlintii 6rnegi ise hiicre
kiiltiirii icin viral transport besiyerine (Virocult, Vircell, Spain) koyularak ve
hastalardan alinan BOS o&rnekleri ise hem PCR ve hem de hiicre Kkiiltiirii igin

ependorf tiplerde -70°C” de saklandi.

3.2. SURUNTU ORNEKLERINDE DIiREKT HSV ANTIJENININ
ARASTIRILMASI

Stirtintii 6rneklerinde HSV antijeni DFA (Monofluo, BIO-RAD) yontemiyle kit

prosediiriine uygun olarak arastirildi.
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Direkt Immunofloresan Antikor (DFA) Testi
Kit icerigi:

- HSV tip 1 Monoclonal Antibody

- HSV tip 2 Monoclonal Antibody

- PBS (Phosphate Buffered Saline )

- Mounting medium
Testin uygulanmasi:

1. Siirlintii 6rnekleri teflon kapli lam iizerindeki iki farkli kuyucuga yayilarak 5-10

dakika kurumasi i¢in beklenildi.
2. Kuruyan preparat 10 dakika asetonla tespit edildi.
3. Preparat nemli ortam olusturulmus Petri i¢ine yerlestirildi.

4. Preparattaki 6rnegin bulundugu alan iizerindeki birinci kuyucuga bir damla FITC
ile isaretli HSV tip 1 Monoklonal antikor, ikinci kuyucuga bir damla FITC ile isaretli
HSV tip 2 Monoklonal antikor damlatildi.

5. Preparat oda 1s1sinda 30 dakika bekletildi.

6. Daha sonra PBS ile 10-15 dakika sale i¢inde ¢alkalanarak yikandi, kurulandi ve

mounting medium damlatilarak lamelle kapatildi.

7. Preparattaki her iki kuyucuk floresan mikrokobunda x10 ve x40’lik objektif ile

incelendi.

8. HSV tip 1 ve tip 2 1 Monoklonal antikor ile boyali kuyucuktaki stoplazmik
floresan veren hiicrelerden en az bir tane goriildiigiinde test pozitif olarak

degerlendirildi.
3.3. HSV°’NIN HUCRE KULTURUNDE iZOLASYONU

HSV izolasyonunda Hep-2 hiicre kiiltiirii kullanildi. Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinin
biitiin asamalar1 6nceden %70’lik alkolle ve ultraviyole 1sinlarla temizlenmis Class
2A kabininde yapildi. Biitiin 6rneklerden Hep-2 hiicre kiiltlirline ekim yapildi ve
37°C'de CO,’li etiivde inkiibe edildi. Hiicrelerde CPE olup olmadigi invert

mikroskobuyla incelendi.
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Kullanilan besiyerleri ve soliisyonlar:

1. Hanks’ soliisyonunun hazirlanmasi

- Hanks’ soliisyonu (Biochrom KG, 10X) 10 mL
- Steril deiyonize su 90 mL
- %4.4’lik NaHCOs3 I mL

2. Gelisme besiyeri

- RPMI 1640 besiyeri (Biological Industries,10X) 10 mL
- Steril deiyonize su 90 mL
- %4.4’likk NaHCO3 3.5mL
- 200 mM L-glutamin I mL
- Fetal bovine serumu (56°C’de 30 dakika inaktive edilmis) 10 mL
- 10 000 U/mL penisilin I mL
- 10 000 U/mL streptomisin I mL

3. Devam besiyeri

Gelisme besiyeri hazirlanirken kullanilan soliisyonlar ve miktarlar1 ayni sekilde

kullanild1 ancak fetal bovine serumu 2 mL olarak eklendi.

4. Tripsin soliisyonunun hazirlanmasi

- Tripsin (Amresco) 2.5mg
- Hanks’ soliisyonu 100 mL

Tripsin ve Hanks’ soliisyonu karigimi bir saat manyetik karistiricida islem gordiikten

sonra kullanima hazir hale geldi.
Hiicre kiltiri

1. Doku kiiltiirii siselerinde (75 cm” lik) tam tabaka halinde temin edilen Hep-2
hiicreleri tripsinize edildikten sonra 10 mL’lik tiiplere 2x10° hiicre/mL olacak

sekilde pasajlar1 yapildi.
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2-3 giin i¢inde tek tabaka halinde inokiilasyona uygun sekilde iireyen hiicreler

inokiilasyon yapilincaya kadar CO,’li etiivde 37°C’de muhafaza edildi.

Oda sicakligina getirilen klinik oOrneklerden 200 pL pastdr pipeti ile

inokiilasyon i¢in hazirlanan hiicre kiiltiirii tiiplerine ekimleri yapildi.

Tiipler 1 saat CO,’li etiivde 37°C’de inkiibe edildikten sonra tiipler igindeki

besiyeri tamamen bosaltildi ve lizerlerine 2 mL devam besiyeri konuldu.
Tiipler CO,’li etiivde 37°C’de inkiibe edildi.

Hiicreler invert mikroskop ile CPE yoniinden 7 giin boyunca giin asir

incelendi.

Hiicre kiiltiiriinde HSV antijeninin DFA ile arastirilmasi

7 gin takip edilen tiiplerde HSV’ye 6zgii CPE olusan ve/veya olugsmayan tiim

tiiplerde DFA yontemiyle HSV antijeni arastirildi. Bunun i¢in sirasiyla;

1.

2.

Tiiplerdeki besiyeri dokiildii.
Hiicreler ucu kiint plastik pastor pipetleri ile kazindi.

Tiipilin tizerine ImL PBS eklenerek pipetaj yapildi. Olusan siispansiyon teflon

kapli lam iizerine 20 pL konularak oda 1sisinda kuruyuncaya kadar bekletildi.

Kuruyan preparat nemli ortam olusturulmus Petri igine yerlestirildi. Preparatin

tizerini kaplayacak kadar aseton eklendi ve 10 dakika bekletildi.

Preparattaki 6rnegin bulundugu alan tizerindeki birinci kuyucuga bir damla
FITC ile isaretli HSV tip 1 Monoklonal antikor, ikinci kuyucuga bir damla
FITC ile 1saretli HSV tip 2 d Monoklonal antikor damlatilda.

Preparat oda 1s1sinda 30 dakika bekletildi.

Preparat daha sonra PBS ile 10-15 dakika sale i¢inde g¢alkalanarak yikand,

kuruland1 ve mounting medium damlatilarak lamelle kapatildi.

Preparattaki her iki kuyucuk floresan mikrokobunda x10 ve x40’lik objektif ile

incelendi.
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9. HSV tip 1 ve tip 2 Monoklonal antikor boyal1 kuyucuktaki stoplazmik floresan
veren hiicrelerden en az bir tane goriildigiinde test pozitif olarak

degerlendirildi.
3.4. HSV-DNA’NIN PCR ILE ARASTIRILMASI

Biitiin Orneklerde niikleik asit izolasyonu PureArt DNA Mini Kiti (QIAGEN)
kullanilarak test kiti prosediiriine uygun ¢alisildi. HSV-DNA belirlenmesi i¢in  “in
house” PCR uygulandi.

Niikleik asit izolasyonu

Ornekler ¢alismadan 6nce 15-25°C oda sicakligma getirildi. Niikleik asit izolasyonu

icin BOS ve siiriintii 6rneklerinde farkli prosediir uygulandi.
Kit icerigi

- Proteinaz K

- Buffer AL

- Buffer AW1

- Buffer AW2

- Buffer AE

- QIAamp spin kolonu

- Toplama tiipleri (2 mL’lik)
Testte kullanilacak soliisyonlarin hazirlanisi

Buffer AW1 soliisyonunun iizerine 25 mL %96’lik etil alkol, buffer AW2

soliisyonunun iizerine ise 30 mL %96’ lik etil alkol eklendi.
BOS orneklerine uygulanan niikleik asit izolasyon prosediirii

1. Steril ependorf tiipleri ependorf sporlarina dizildi. Her bir ependorf tiipiine 20

uL proteinaz K konuldu.
2. Tiplere 200 pL BOS ornekleri eklendi.
3. Ayrica 200 pL buffer AL eklenerek 15 saniye vortekslendi.

4. 56°C'de etiivde 10 dakika inkiibe edildi.
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10.

11.

12.

Tiipler kapakta biriken damlaciklarin tabana inmesi i¢in kisa siireli santrifiij

edildi.

Tiiplere 200 pL etil alkol ilave edildikten 15 saniye vortekslendi. Kapakta

biriken damlaciklarin tabana inmesi i¢in kisa siireli santrifiij edildi.

Tiiplerdeki karisimin tamami toplama tiiplerine konulan kolonlara alindi ve

6000 x g’de (8000 rpm/dak.) 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama kolonlar1 santrifiijden alinip temiz toplama tiiplerine alindi.
Kolonlarin kapaklar1 dikkatlice agilip lizerine 500 pL buffer AW1 eklendi ve
6000 x g’de (8000 rpm/dak.) 1 dakika santrifiij edildi.

Kolonlar santrifiijden almip temiz toplama tiiplerine alindi. Kolonlarin
kapaklar1 dikkatlice acilip iizerine 500 pL buffer AW2 eklendi ve 20.000 x
g’de (14.000 rpm/dak.) 3 dakika santrifiij edildi.

Kolonlar santrifiijden alinip temiz toplama tiiplerine alind1 ve 20.000 x g’de

(14.000 rpm/dak.) 1 dakika santrifiij edildi.

Kolonlar santrifiijden alinip temiz 1,5 mL’lik ependorf tiiplerine alindu.
Kolonlarin kapaklar1 dikkatlice agildi ve tizerine 50 uL buffer AE eklendi. Oda
sicakliginda bir dakika bekletildi ve 6000 x g’de (8000 rpm/dak.) 1 dakika
santrifiij edildi.

Kolonlar atilip ependorf tiiplerindeki saf niikleik asit PCR c¢alismasi igin

sakland1

Siiriintii 6rneklerine uygulanan niikleik asit izolasyon prosediirii

1.

1.5 mL’lik ependorf tiipte 400 uLL PBS eklenen siiriintii 6rnekleri ependorf

sporlarina dizildi.

Her tiipe 20 pL proteinaz K konuldu.

400 pL Buffer AL eklenerek 15 saniye vortekslendi
56°C'de etlivde 10 dakika inkiibe edildi.

Tiipler kapakta biriken damlaciklarin tabana inmesi i¢in kisa siireli santrifiij

edildi.
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10.

11.

Tiiplere 400 pL etil alkol ilave edildikten sonra 15 saniye vortekslendi. Tiipler

kapakta biriken damlaciklarin tabana inmesi icin kisa siireli santrifiij edildi.

Tiipler i¢indeki 700 pL’lik karistmin tamami toplama tiiplerine konulan

kolonlara alind1 ve 6000 x g’de (8000 rpm/dak.) 1 dakika santrifiij edildi.

Kolonlar santrifiijden almip temiz toplama tiiplerine alindi. Kolonlarin
kapaklar1 dikkatlice agilip tizerine 500 pL buffer AW1 eklendi ve 6000 x g’de
(8000 rpm/dak.) 1 dakika santrifiij edildi.

Kolonlar santrifiijden alinip temiz toplama tiiplerine alindi. Kolonlarin
kapaklar1 dikkatlice acilip lizerine 500 uL buffer AW2 eklendi ve 20.000 x
g’de (14.000 rpm/dak.) 3 dakika santrifiij edildi.

Kolonlar santrifiijden alinip temiz 1,5 mL’lik ependorf tiiplerine alindi.
Kolonlarin kapaklar1 dikkatlice agildi ve tizerine 50 uL buffer AE eklendi. Oda
sicakliginda bir dakika bekletildi ve 6000 x g’de (8000 rpm/dak.) 1 dakika
santrifiij edildi.

Kolonlar atilip ependorf tiiplerindeki saf niikleik asit PCR c¢alismasi icin

saklandi

HSV-DNA Amplifikasyonu

Biitiin 6rneklerde HSV-DNA belirlenmesi i¢in “in house” PCR uygulandi.

HSV-DNA Amplifikasyon Karisim

- 10X Hot Start PCR Buffer 5uL
- 25 mM MgCl, 5uL
- 100 mM dNTP karisimi 5uL

(dTTP, dGTP, dATP, dCTP)

- Primer 1( 5°- GAG GGA CAT CCA GGA CTT TG-3") 0,4 uL

- Primer 2( 5’- GCG ACC GTC TCC TCT ACCTC-3") 0,4 puL

- Hot Start Tag DNA Polimeraz 0,25 uL

- Distile su 24 uL
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Testin uygulanmasi

1.

Amplifikasyon asamasi izolasyon odasindan farkli bir odada yapildi. Onceden
%10’lik hipokloridli su ile silinmis ve ultraviyole 15181 ile sterilize edilmis
laminer akim igerisinde ¢alisildi. Amplifikasyon i¢in kullanilacak Buffer,
MgCl,, dNTP, Primer 1, 2 ve Taq DNA Polimeraz —20°C’lik  derin
dondurucudan c¢ikarildi. Tag DNA Polimeraz c¢alisma anina kadar buz kalibi

uzerinde bekletildi.

Ormek sayisi, pozitif ve negatif kontrol sayis1 kadar PCR amplifikasyon
karisimi tek ependorf tiipline hazirland1 ve mikroplaktaki ¢ukurlara 40 pL
dagitild1.

Pozitif kontrol, negatif kontrol ve hasta Orneklerinden elde edilmis DNA

izolatlarindan 10’ar uL mikroplaktaki ¢ukurlara dagitildi.

Mikroplak GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, ABD) PCR

cihazina yerlestirildi.

Orneklerdeki niikleik asit ‘thermal cycler’ cihazinda asagidaki sikluslar

uygulanarak ¢ogaltildi.
95°C’de  12.00 dakika
95°C’de  01.00 dakika
60°C’de  01.00 dakika 3 dongii
72°C’de  01.00 dakika 7
95°C’de  01.00 dakika

55°C’de  00.45 dakika 37 dongi

72°C’de  01.00 dakika 7
72°C’de  03.00 dakika
Reaksiyon sona erdikten sonra PCR fiirlinleri cihazin i¢inden alindu.

100 mL TBE 1X tamponu igerisinde 1 gr agaroz isitilarak eritildi. EIl
yakmayacak kadar soguduktan sonra 3 pL ‘ethidium bromide’ katilarak yatay

jel elektroforez tankina dokiildii.
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8.  Cogaltilan Orneklerden 10’ar pL alip tizerine 5’er pL yiikleme boyasi

karistirilarak donmus olan jeldeki kuyucuklarin dibine diismesi saglandi.

9.  Yatay jel elektroforez tankindaki jelin i¢cindeki 6rnekler 120 voltta 20 dakika
yiiriitildi.

10.  Jel transliiminatdrde ultraviyole 151k altinda incelendi. Ornekler 188 basepare

(bp) uzunlugunda olan pozitif kontrol ile ayn1 bolgede bant verdiginde pozitif
kabul edildi.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

[statistiksel analizler ‘Kappa uyum analiz’ metoduyla yapildi (42).
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4. BULGULAR

Mart 2006-Haziran 2007 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Gevher Nesibe
Hastaneleri  kliniklerinde meningoensefalit on tanisiyla takip edilen ve
polikliniklerine bagvuran herpes enfeksiyonu diisiiniilen 65 hastadan alinan ¢esitli
klinik &rnekler calismaya dahil edildi. Orneklerden 27’si siiriintii, 38’i BOS 6rnegi
idi (Tablo 1).

BOS o6rnekleri pediatrik ve yetiskin enfeksiyon hastaliklari, yogun bakim, kemik iligi
transplantasyon iinitesi ve nefroloji kliniklerinde yatan hastalardan temin edildi.
Stirlintii 6rnekleri ise hematoloji ve onkoloji, kemik iligi transplantasyon iinitesi,
pediatrik ve yetiskin enfeksiyon hastaliklar1 kliniklerinde yatan hastalar ile géz ve

dermatoloji poliklinigine bagvuran hastalardan alindi.

Stiriintli 6rneklerin alindig1 hastalarin 13’1 herpes labialis, 5’1 keratokonjunktivit, 4’1
gingivostomatit, 3’li egzama herpetikum, 1°1 herpetik dolama, 1’1 genital enfeksiyon
On tanili hastalardi (Tablo 1). Siiriintii 6rneklerin alindig1 hastalarin 7’si ¢cocuk, 20’si

yetiskin, BOS 6rneklerinin ise 13’1 ¢cocuk, 25’1 yetiskindi.
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Tablo 1. Alinan 6rneklerin klinik ve polikliniklere gére dagilimi

KLINIK ON TANI |PEHK |BEHK |YBUKITU |NK |HOK |GP |DP|Toplam
BOS o6rnekleri Meningoensefalit 10 12 9 4 3 38
(n:38)
Stiriintii 6rnekleri | Herpes labialis 1 2 8 1 1
(n:27)
Keratokonjunktivit 5
27
Gingivostomatit 1 3
Egzema herpetikum |2 1
Herpetik dolama 1
Genital enfeksiyon 1
TOPLAM 14 14 9 |5 3 11 |6 |3 |65

PEHK: pediatri enfeksiyon hastaliklar1 klinigi; BEHK: biiyiik enfeksiyon hastaliklari klinigi; YBU:

yogun bakim iinitesi; KITU: kemik iligi transplantasyon {initesi; NK: nefroloji klinigi; HOK:

hemotoloji onkoloji klinigi; GP: goz poliklinigi; DP: dermatoloji poliklinigi.

4.1. SURUNTU ORNEKLERINDE DFA BULGULARI

Calismaya alinan 27 siiriintii 6rnegin 13’{inde (%48,1) HSV antijeni pozitif bulundu.

Herpes labialis diisiiniilen 13 6rnegin 8’inde, keratokonjunktivit diisiiniilen 5 6rnegin

I’inde, gingivostomatit diisiiniilen 4 6rnegin 3’iinde ve herpetik dolama diisiiniilen 1

ornekte HSV antijeni pozitif idi (Tablo 2). Bunlardan herpetik dolama diisiiniilen bir
ormek HSV tip 2, diger 12 ornek ise HSV tip 1 olarak degerlendirildi. BOS

orneklerine DFA yontemi ile antijen aranmasi 6nerilmedigi i¢in uygulanmadi (3).

Tablo 2. Siiriintii 6rneklerinde DFA bulgular1 (n:27)

KLINIK ON TANI DFA TOPLAM
Negatif Pozitif

Herpes labialis 5 8 13
Keratokonjunktivit 4 1 5
Gingivostomatit 1 3 4
Egzema herpetikum 3 3
Herpetik dolama 1 1
Genital enfeksiyon 1 1
TOPLAM 14 13 (%48,1) 27
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42. SURUNTU VE BOS ORNEKLERINDE HUCRE KULTURU
BULGULARI

Hep-2 hiicre kiiltiirline ekimi yapilan 27 siiriintii 6rneginin 14’iinde (%51,8), 38 BOS
orneginin 3’linde (%7,8) HSV’ye 6zgli CPE gozlendi (Tablo 3). Sitopatik etki
izlenen hiicre kiiltiirleri DFA yontemi ile dogruland (Sekil 1,2).

Stirlintti ~ 6rneklerinden  herpes labialis  diigliniilen 13  6rnegin  8’inde,
keratokonjunktivit diisliniilen 5 6rnegin 3’ilinde, gingivostomatit diigiiniilen 4 6rnegin

2’sinde ve herpetik dolama diisiiniilen 1 6rnekte HSV’ye 6zgli CPE gozlendi (Tablo
3).

Tablo 3. Hiicre kiiltiirii bulgulari

Hiicre Kiiltirinde CPE | Toplam

ORNEKLER KLINIiK ON TANI Negatif Pozitif
BOS 6rnekleri (n:38) Meningoensefalit 35 3 (0/07,8) 38
Siiriintii 6rnekleri (n:27) 13 14 (%51,8) 27
Herpes labialis 5 8
Keratokonjunktivit 2 3
Gingivostomatit 2 2
Egzema herpetikum 3
Herpetik dolama 1
Genital enfeksiyon 1
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Sekil 1. Hep-2 hiicrelerinde HSV’ye 6zgii CPE

Sekil 2. DFA yontemi ile viriis antijeninin gdsterilmesi
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4.3. SURUNTU VE BOS ORNEKLERINDE PCR BULGULARI

“In house” PCR ile ¢alisilan toplam 27 siiriintii 6rneginin 18’inde (%66,6), toplam
38 BOS 06rneginin yine 18’inde (%47,3) HSV-DNA pozitif bulundu (Tablo 4 ve
Sekil 3).

Stirlintii ~ 6rneklerinden  herpes labialis  diislinlilen 13  Ornegin  10’unda,
keratokonjunktivit diigliniilen 5 6rnegin 2’sinde, gingivostomatit diisliniilen 4 drnegin
3’linde, egzema herpetikum diisliniilen 3 Ornegin 2’sinde ve herpetik dolama

diisiiniilen 1 6rnekte HSV-DNA pozitif bulundu (Tablo 4).

Tablo 4. PCR bulgulari
PCR TOPLAM
ORNEKLER KLINIiK ON TANI
Negatif | Pozitif

BOS o6rnekleri (n:38) Meningoensefalit 20 18 (%47,3) | 38
Siiriintii 6rnekleri (n:27) 9 18 (%66,6) | 27

Herpes labialis 3 10

Keratokonjunktivit 3 2

Gingivostomatit 1 3

Egzema herpetikum 1 2

Herpetik dolama 1

Genital enfeksiyon 1

Sekil 3. Jel elektroforez sisteminde HSV-DNA incelenmesi
No: 2,4, 6,7, 8,9: HSV-DNA pozitif bulunan 6rnekler
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4.4. DFA, PCR VE HUCRE KULTURU BULGULARININ
KARSILASTIRILMASI

Stiriintli 6rneklerinde DFA ve PCR bulgulari hiicre kiiltiirii bulgulariyla karsilastirildi

ve tablo 5°de 6zetlendi.

Stirlintii 6rneklerinde DFA bulgulart ile hiicre kiiltiirii bulgularn karsilastirildi. 10
ornekte hem DFA ile HSV antijeni pozitif bulundu, hem de hiicre kiiltiirii ile HSV’ye
0zgii CPE goriildii. 10 6rnekte ise her iki yontemle de negatif bulgular elde edildi. 4
ornekte hiicre kiiltiiriinde CPE go6zlenirken, DFA ile HSV antijeni negatif bulundu. 3
ornekte DFA ile HSV antijeni pozitif iken, hiicre kiiltiiriinde CPE saptanmadi. Hiicre
kiiltiiri bulgular1 ile DFA bulgulart karsilastirildiginda istatistiksel acidan orta
diizeyde uyum bulundu (p<0,05).

Stiriintli 6rneklerinde PCR ve hiicre kiiltiiri bulgular1 karsilagtirildi. 12 6rnekte hem
PCR ile HSV-DNA pozitif bulundu, hem de hiicre kiiltiiriinde HSV’ye 6zgii CPE
goriildii. 7 ornekte ise her iki yontemle de negatif bulgular elde edildi. 2 ornekte
hiicre kiiltiiriinde CPE gozlenirken, PCR ile HSV-DNA negatif bulundu. 6 6rnekte
PCR ile HSV-DNA pozitif iken hiicre kiiltiirlinde CPE saptanmadi. Hiicre kiiltiirii
bulgular1 ile PCR bulgular karsilastirildiginda istatistiksel agidan orta diizeyde uyum
bulundu (p<0,05).

Her {i¢ yontemle pozitif bulunan labialis, 2’si

10 Ornegin 6’s1  herpes

gingivostomatit,1’1 keratokonjunktivit, 1’ herpetik dolama 6n tanil1 hastalar idi.

Tablo 5. Siiriintii 6rneklerinde DFA ve PCR bulgularinin hiicre kiiltiirii bulgulariyla
karsilastirilmasi( n:27)

Hiicre Kiiltiiri
pozitif negatif pozitif negatif
pozitif | 10 (%37) 3 (%11,1) pozitif | 12 (%44,4) 6 (%22,2)
DFA PCR
negatif | 4 (%14,8) | 10 (%37) negatif | 2 (%7,4) 7 (%25,9)
(p<0,05) (p<0,05)
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BOS orneklerin 15’inde PCR ile HSV-DNA pozitif iken hiicre kiiltiirii ile HSV’ye
0zgli CPE goriilmedi. Sadece 3 ornekte hem PCR ile HSV-DNA hem de hiicre
kiltiiriinde CPE gozlendi. 20 6rnekte ise hem hiicre kiiltiiriinde CPE hem de PCR ile
HSV-DNA saptanmadi (Tablo 6).

Tablo 6. BOS o6rneklerinde PCR bulgulariin hiicre kiiltiirti bulgulariyla
karsilastirilmasi(n:38)

Hiicre Kiiltiirii

pozitif negatif
pozitif 3 (%7,8) 15 (%39,4)

PCR
negatif 0 (%0) 20 (%52,6)
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5. TARTISMA

HSV’nin neden oldugu hastaliklar insanlarda en sik rastlanan viral hastaliklar
arasinda yer almakta ve oral, genital, goz, deri, SSS ve i¢ organlar1 tutmaktadir.
Asemptomatik enfeksiyonlardan Oliimle sonucglanan dissemine hastaliklara kadar
degisen genis bir spektruma sahiptir (2,3). Herpes simpleks ensefaliti yiiksek
mortalite riski tasidigi i¢in 6nem tasimaktadir. Ozellikle HSV’nin neden oldugu
ensefalit ve yenidoganlardaki dissemine enfeksiyonlar tedavi edilmedigi takdirde
mortalite oran1 %70’in iizerine ¢ikmaktadir (43). HSV’de asiklovir kullanilmadan
once mortalite orant %60-70 iken, tedavi ile bu oran %19-38’e diismektedir (44).
Uygun antiviral tedavi semptomatik rekiirrens genital herpesin de azalmasina neden
olmaktadir (45). Buna baghh olarak neonatal enfeksiyonlarin morbidite ve
mortalitesinde diigme gozlenir. HSV enfeksiyonlarinin kontroliinde; HSV ile enfekte
hastalarin erken tam1 ve tedavisinin yapilmasi ve kisisel korunma onlemlerinin

alinmasi onerilmektedir (18).

Pimer HSV enfeksiyonlarindan sonra HSV’nin dorsal kok ganglionlarinda latent
kalmas1 ve buna bagl olarak tam iyilesmenin saglanamamasi nedeniyle bu viriise
bagli tekrarlayan enfeksiyonlar ortaya ¢ikmaktadir (45). Tekrarlayan HSV
enfeksiyonlar1 6zellikle yenidogan ve immun sistemi baskilanmis hastalarda cesitli
organlara yayilmakta, meningoensefalit, pnomoni, hepatit gibi agir klinik tablolara
yol agmaktadir. Yogun kemoterapi alan kanser hastalarinda, organ transplantasyonu
yapilan hastalarda ve immunsuprese hastalarda HSV enfeksiyonlar1 daha siddetli

seyretmektedir (46). Bu tiir hastalarda proflaktik olarak asiklovir tedavisinin
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verilmesine bagli asiklovir direngli HSV enfeksiyonlarinin insidansinda artis
goriilmektedir (41). HSV enfeksiyonlarinin erken tani ve tedavisi morbidite ve
mortalite oranlarim1 diislirecek, gereksiz ve uzun siire antiviral kullanimini ve

asiklovir direncini azaltacaktir.

HSV’ye bagli morbidite ve mortalitenin azaltilmasinda dogru ve hizli laboratuvar
taninin 6nemi biiyliktir (3,37). HSV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda; viriis
antijenlerinin direkt olarak gosterilmesi, hiicre kiiltiiriinde viriis izolasyonu,

molekiiler teknikler ve serolojik testler uygulanmaktadir (3).

HSV tanisinda DFA yontemi hizli, 6zgiil ve duyarli bir metodtur. Bu metod 6zellikle
mukokiitandz lezyonlarda ve vezikiil varlifinda uygulanmaktadir. lyilesme

doneminde viriis miktarinin az olmasi nedeniyle duyarlilig1 azalir (45).

Kiiltiirde viriis izolasyonu geleneksel olarak altin standart bir yontem olarak kabul
edilir (45,47). Bu yontem 0Ozellikle mukokiitan6z, genital ve okiiler lezyonlardaki
enfeksiyonlarda kullanilan olduk¢a duyarli ve giivenilir bir metodtur, ancak yavas
sonu¢ verir (48). Lezyonlarin taze olmasi ve hiicre kiiltiiriine ekiminin hemen
yapilmasi izolasyon sansini artirir (45). Ancak BOS’ta viriis izolasyonu ¢ok diisiik

duyarliliga sahiptir (49,50).

Yapilan ¢alismalarda BOS ve siiriintii 6rneklerinden viriisiin gdsterilmesinde PCR’1n
hiicre kiiltlirtine kiyasla daha hizli, 6zgiil ve duyarli oldugu belirtilmektedir (51,52).
PCR, HSV enfeksiyonlarinin erken ve ge¢ donemlerinin tanisinda hizli ve duyarhilig
yiiksek olan bir test olmasi nedeniyle hiicre kiiltiiriiniin yerini aldig: bildirilmektedir

(45,53,54).

Megdam ve ark (55) tarafindan yapilan bir calismada 33 siiriintii 6rnegine DFA ve
hiicre kiiltiirii yontemleri uygulanmis; 8 drnekte hem hiicre kiiltlirtinde CPE, hem de
DFA ile HSV antijeni pozitif bulunmustur. DFA yonteminin atipik olgularda ve
immun sistemi baskilanmis hastalarda klinik tani i¢in yardimci olacagi sonucuna

varmiglardir.

Korneal kazintidan alinan 48 oOrnekte DFA, PCR ve hiicre kiiltirii yontemleri
uygulanarak yapilan bir ¢aligmada; %20,8’inde hiicre kiiltiirinde CPE, %29,2’sinde
PCR ile HSV-DNA, %33,3’linde DFA ile HSV antijeni pozitif bulmuslardir (17).

Kazint1 ile alinan korneal 6rneklerde DFA yonteminin daha duyarli ve uygulanabilir
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bir metod oldugu sonucuna varmiglardir. Bu ¢aligmada keratokonjunktivit diistiniilen
5 Ornegin sadece 1’inde DFA ile HSV antijenin gosterilmesi orneklerin siiriintii ile

alinmasina bagh olacagi seklinde yorumlandi.

Ulkemizde Briken ve ark (56) tarafindan yapilan bir calismada 33 korneal kazint1 ve
stirlinti 6rneginde direkt immiinperoksidaz ve hiicre kiiltlirii yontemi uygulanmis, 4
olguda HSV’ye 6zgli CPE ve 2 olguda HSV antijeni pozitif bulunmustur. HSV
izolasyonu yaninda HSV antijenine bakilmasinin laboratuvar tanida yardimci olacagi
sonucuna varilmistir. Bagka bir caligmada 100 siiriintii 6rneginde DFA ve 2 farkh
hiicre kiiltiirii yontemi ile HSV varligr arastirilmis; standart hiicre kiiltiirii ile
36’sinda, santrifiijlii hiicre kiiltiirii ile 32’sinde HSV’ye 6zgii CPE gozlenmis ve DFA
ile 27’sinde HSV antijeni saptanmistir (57). Hiicre kiiltiiri yonteminin basarili bir
yontem oldugu ancak hizli tan1 gerektiren durumlarda DFA yOnteminin de

kullanilmasinin yararli olacag: bildirilmektedir.

Bu calismada HSV enfeksiyonu diisiiniilen hastalardan alinan BOS o&rneklerinde
PCR ve hiicre kiiltiirii ile; slriintii 6rneklerinde ise PCR, DFA ve hiicre kiiltiirii

yontemleri ile HSV arastirildi.

Bu ¢alismada 27 siirilintii 6rneginin 13’linde (%48,1) DFA ile HSV antijeni, 14’iinde
(%51,8) hiicre kiiltiirinde HSV’ye 6zgii CPE bulundu. Hiicre kiiltiiri bulgular ile
DFA bulgulan karsilagtirlldiginda istatistiksel agidan orta derecede uyum bulundu
(p<0,05). Bu bulgular yurti¢ci ve yurtdis1 bazi arastiricilarin (55,57) bulgulariyla
paralellik gostermektedir. Bu calismada hiicre kiiltiirii ile CPE goriilen 4 6rnekte
HSV antijeni gosterilemedi. HSV antijeni gosterilen 3 drnekte ise hiicre kiiltiiriinde
CPE saptanamadi. Bunun nedeni; Orneklerin ayri ayr1 cubuklarla alinmasindan

kaynaklanabilecegi seklinde yorumlandi.

Corey ve ark. (52) tarafindan oral ve genital 24.345 siiriintii 6rneginde real-time PCR
ve hiicre kiiltiiri yontemleriyle HSV arastirilmis; 3.131 (%12.9) 6rnekte RT-PCR ile
HSV-DNA pozitif bulunmus, 587 (%2.4) ornekte ise hiicre kiiltiirlinden CPE
gbzlenmigstir. RT-PCR bulgulariyla hiicre kiiltiirti bulgular karsilastirilmis, oral ve
genital mukoza drneklerinde RT-PCR’1n daha duyarli oldugu belirtilmistir.

Boivin ve ark. (58) tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada herpes labialis 6n tanili 36
ornege RT-PCR ile hiicre kiiltiirii yontemleri uygulanmis; 22 (%61,1) 6rnekte RT-
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PCR ile HSV-1 DNA pozitif bulunmus, 18 (%50) ornekte ise hiicre kiiltiirinde CPE
izlenmistir. Benzer bir calismada toplam 668 siiriintii 6rneg§inde RT-PCR ve hiicre
kiiltiirii yontemleriyle HSV arastirilmig; RT-PCR 1ile 143 (%21,4) 6rnekte HSV-1
DNA, 97 (%14,5) 6rnekte HSV-2 DNA pozitif bulunmus; hiicre kiiltiirii ile 127
(%19) 6rnekte HSV-1, 72 (%10,8) 6rnekte ise HSV-2 izole edilmistir (59).

Deri ve genital lezyonlardan alinan 110 6rnekle yapilan bir ¢aligmada RT-PCR, in-
house PCR ve hiicre kiiltiirii yontemleri karsilastirilmistir (60). In-house PCR ile 24
(%22) ornekte HSV-1 DNA ve 41 (%37) ornekte HSV-2 DNA; RT-PCR ile 26
(%24) ornekte HSV-1 DNA ve 40 (%36) ornekte HSV-2 DNA; hiicre kiiltiirtinde 24
(%22) ornekte HSV-1 ve 28 (%25) drnekte HSV-2 izole edilmistir. RT-PCR’1n deri
lezyonlarinda, HSV tanisinda hizli ve kontaminasyon riski az olan uygun bir metod

oldugu sonucuna varmisglardir.

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada herpetik keratit diisiiniilen 20 hastanin gozyasi
ornegine PCR uygulanmis ve 12 6rnekte HSV 1 DNA pozitif bulunmustur (61).
Bozkaya ve ark. (62) tarafindan yapilan bir calismada 150 gesitli klinik 6rnekten
hiicre kiiltiirtine ekim yapilmis ve 44 6rnekte HSV izole edilmistir. 14 BOS 6rnegin

sadece 1’inde CPE saptamalar1 calismamizdaki bulgularla paralellik gostermektedir.

Bu calismada 27 siiriintii 6rneginin 18’inde (%66,6) PCR ile HSV-DNA pozitif
bulundu ve hiicre kiiltiirii ile 14’tinde (%51,8) CPE gozlendi. Hiicre kiiltiirii bulgular
ile PCR bulgulan karsilastirildiginda istatistiksel agidan orta derecede uyum bulundu
(p<0,05). Bu oranlarin Boivin ve ark. (58)’nin bildirdigi oranlarla yakin oldugu;
ancak Corey ve ark. (52)’nin bildirdigi oranlardan yliksek oldugu gozlendi. 2 6rnekte
hiicre kiiltiiriinde CPE goriilmesi ancak PCR ile gosterilememesi 6rnek alimindaki
yetersizlige bagli olabilecegi seklinde yorumlandi. 6 6rnekte HSV’ye 6zgii CPE
gbzlenmeden in-house PCR ile HSV-DNA’nin gosterilmesi ise PCR’1in daha duyarh

oldugu ya da kontaminasyona bagli yanlis pozitiflik olabilecegi seklinde yorumlandi.

Mitchell ve ark. (43) yaptiklart c¢aligmada 1993-1996 yillar1 arasinda HSV
enfeksiyonu diisiiniilen 2106 BOS 6rneginin 150°sinde PCR ile HSV-DNA’y1 pozitif
bulmuslardir. SSS enfeksiyonlarinda bu viriisiin belirlenmesinde PCR’in ‘altin

standart’ olarak kabul edildigi belirtilmistir.
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HSV-2 menenjiti diisiiniilen 110 hastanin BOS 06rnegi alinarak yapilan baska bir
calismada, RT-PCR ile 53 hastada, nested PCR ile 47 hastada HSV-2 DNA pozitif
bulunmustur (63). Kessler ve ark. (64) tarafindan yapilan bir calismada 59 BOS
orneginde RT-PCR ile in- house PCR bulgularii karsilastirmislardir. Bu BOS
orneginden 20’sinde her iki yontemle, 4 BOS o6rneginden 2’sinde RT-PCR ile,
2’sinde in-house PCR ile pozitif bulmuglardir. Real-time PCR’1in in-house PCR’a
gore daha hizli sonug¢ veren, kullanimi kolay, kontaminasyona bagli yanlis pozitif

sonuglarin az olabilecegi bir yontem oldugu sonucuna varmiglardir.

Ulkemizde Eroglu ve ark. (65) tarafindan yapilan bir ¢aligmada meningoensefalit 6n
tanili hastalardan alinan 54 6rnekte RT-PCR ile HSV-DNA arastirilmis ve 14 6rnekte
HSV tip 1 bulunmustur. Benzer bir ¢alisma da Daglar ve ark. (66) tarafindan 99 BOS
orneginde yapilmis ve RT-PCR ile 7 6rnekte HSV tip 1 bulunmustur.

Finlandiya’da Hukkanen ve ark. (67) tarafindan 922 BOS 6rneginde SSS enfeksiyon
etkenlerini PCR ve hiicre kiiltiirii ile arastirilmis ve PCR ile 6rneklerin %4,6’sinda
HSV-DNA’y1 pozitif bulmuglar ancak hiicre Kkiiltiirinde HSV’ye 06zgii CPE
izlenmemistir. Herpes virlis ailesinin neden oldugu ensefalitlerde yetiskin hastalarda
BOS’un hiicre kiiltlirlinde viriis izolasyonu %4 oraninda pozitif bulunmugtur.
Bununla birlikte HSV ensefalit siipheli yenidogan hastalarda ise %25-40 oraninda
hiicre kiiltiir pozitifligi elde edilmistir (68,69).

Beyin biyopsi Orneklerinde hiicre kiiltiirii ile HSV’nin izolasyonunun o6zgilliigi
%100 olarak kabul edilmektedir (29). Lakemen ve ark. (70) tarafindan beyin
biyopsisinde hiicre kiiltiirii ile HSV’ye 6zgli CPE gozlenen 6rneklerin %98’inde PCR
yontemiyle HSV pozitif bulunmustur. Yapilan diger calismalarda SSS enfeksiyonu
diistiniilen hastalarda BOS’ta HSV’iin belirlenmesinde PCR ve hiicre kiiltiirii
yontemi karsilagtirilmis ve PCR’mn hiicre kiiltliriine kiyasla hizli, 6zgiil ve daha

duyarli oldugu sonucuna varilmistir (71,72).

Ulkemizde Akgali ve ark. (73) tarafindan yapilan bir calismada 17 BOS 6rneginde
PCR ve hiicre kiiltiirii uygulanmis; yalnizca bir 6rnekte hem PCR ile HSV-DNA hem
de hiicre kiiltiirinde CPE bulunmustur. Bagka bir ¢alismada 30 BOS o6rneginin
15’inde in-house PCR ile HSV-DNA, 7’sinde hiicre kiiltiiriinde HSV’ye 6zgii CPE
saptanmustir (74).
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Ergiinay ve ark. (75) tarafindan toplam 400 BOS ve vezikiiler siiriintii 6rneklerinde
RT-PCR ile 17 6rnekte HSV-DNA saptanmustir. Yapilan benzer bir caligmada ise
328 BOS ve siirlintii 6rnegi degerlendirilmis RT-PCR ile yalnizca 8 6rnekte HSV-
DNA bulunmustur (76).

Mengelle ve ark. (77) tarafindan BOS ve siiriintii 6rneklerinden olusan toplam 313
klinik Ornekte yapilan bir caligmada iki farkli PCR ile hiicre kiiltiirii yontemini
karsilastirmislar; her iki PCR ile 43 6rnekte HSV-DNA, hiicre kiiltiirii ile 21 6rnekte
CPE pozitif bulmuslardir. PCR ile 2 BOS 6rneginde HSV-DNA pozitif bulmalarina

ragmen hiicre kiiltiiriinde CPE saptanmamustir.

Madhavan ve ark. (33) tarafindan 20 BOS ve 34 ¢esitli siirlintii 6rneginden olusan
toplam 54 Ornek c¢alismaya alinmig ve Orneklere DFA, PCR ve hiicre kiiltiirii
yontemleri uygulanmistir. Bu 6rneklerden 8’inde DFA ile HSV antijeni, 5’inde hiicre
kiiltirinde HSV’ye 6zgii CPE, 28’inde PCR ile HSV-DNA pozitif bulunmustur.
HSV-DNA pozitif olan 7 BOS o6rneginin hi¢ birinde HSV’ye o6zgii CPE

goriilmemistir.

Bu ¢alismada 38 BOS o6rneginin 18’inde (%47,3) PCR ile HSV-DNA saptanirken
sadece 3 Ornegin (%7,8) hiicre kiiltiiriinde CPE gozlendi. Yapilan yurtici ve yurtdisi
calismalarda da (33,67,73,77) BOS orneklerinde hiicre kiiltiiriinde viriis izolasyonu
ya hi¢ yapilamamis ya da az sayida drnekte CPE saptanmistir. BOS hiicre kiiltiiriinde
HSV nadiren izole edilebilmektedir (33,50). Bunun nedeni; BOS’ta HSV’ye karsi
0zgiil antikorlarin viriise baglanmasi ve viriisiin hiicrede iiremesini 6nlemesidir (33).
Ayrica, BOS o6rneklerinden hiicre kiiltiiriine ekimin hemen yapilamamasi, ¢aligma
giniine kadar derin dondurucuda bekletilmis olmas1 virilis izolasyonunu
giiclestirmektedir. Viriis izolasyonu i¢in tek bir enfeksiyoz partikiiliin yeterli oldugu
diisiiniilse de transport ve saklama kosullar1 yanlis negatiflik oranini yiikseltmektedir.
Dondurma ve ¢ozme islemleri enfeksiydz virlis partikiillerinin harabiyetine neden

oldugundan viriisiin izolasyon sansini azaltmaktadir. Bu nedenle HSV menenjit ve

ensefalit tanisinda BOS’ta 6ncelikle HSV-DNA arastirilmasi dnerilmektedir (33).
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6. SONUCLAR

HSV enfeksiyonu on tanili hastalarin laboratuvar tanist i¢in alinan siiriintii
orneklerinde DFA, PCR ve hiicre kiiltiirii yontemleri birlikte uygulanmalidir. DFA
yontemi, hiicre kiiltlirii yontemine kiyasla ¢abuk sonuc¢ veren, hizli bir tani
metodudur. SSS enfeksiyonlarinda tedavinin yonlendirilmesinde hizli ve 6zgiil tani
onemlidir. Bu nedenle BOS 6rneklerinde HSV-DNA daha hizli ve daha duyarl bir

metod olan PCR ile arastirilmalidir.
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