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ONSOZ

Viral enfeksiyonlarin ve hastaliklarin tanisi ve laboratuvar teshisi tiim diinyada oldu-
gu gibi tlilkemiz i¢in de biiyiik 6nem tagimaktadir. Viruslara etkili antiviral maddele-
rin ¢ok sinirli olmasina karsin herpes viruslar ayricalik tagirlar. Etkili antiviral mad-
denin olmas1 herpes simplex viruslarin tanisina deger kazandirmaktadr.

Herpes viruslarin teshisi, virusun tanimlanmasi ve virus tiplerine kars1 gelisen spesi-
fik antikorlarin saptanmasiyla konulur. Etkenin saptanmasi ve hastalifin kontrol e-
dilmesi amaciyla daha hizli, duyarl1 ve spesifik teknikler gelistirilmektedir. Bu amag-
la doku ve hiicrelerdeki antijeni goriiniir hale getirmek igin enzimlerle, radyoaktif
maddelerle ve immiinokimyasal boyalarla igaretli antikorlar kullanilarak gesitli yon-
temler uygulanmaktadir.

Giintimiizde diagnostik virolojide immiinoperoksidaz teknifi klinik numunelerde
antijen tespiti, hiicre kiiltliriinde virusun teghisi ve viruslara kars: serumdaki antikor
diizeyinin belirlenmesinde kullanilan nemli metotlardan birisidir.
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1. GIRIS

Herpes simplex virusu (HSV) insanlarda yaygin prevalansa sahip degisik patolojilerden
sorumlu olan dnemli bir etkendir. G6z, dudak, burun ve genital bolgede, siklikla derinin
mukoza ile birlestigi bolgelerde, vezikiiler lezyonlarla karakterize hastaliklara, bagigiklik
cevab1 baskilanmug kisilerde ise ciddi ve siklikla liimciil yaygin enfeksiyonlara neden
olabilmektedir (Ertlirk,1999).

Rezervuan insan olan HSV bireyler arasinda temas yolu ile bulagir, deri ve mukozal
membranlardan organizmaya girer. ilk viral replikasyonu girdigi yerde meydana gelir ve
bolgesel lenf diiftimlerine gecerek ileri gogalma fazina baglar. Primer enfeksiyonlar ¢o-
gunlukla asemptomatiktir. HSV’nin 6nemli bir 6zellii, primer enfeksiyondan sonra
gesitli dokularda varligim muhafaza ettirmesidir. Latent enfeksiyon olarak adlandirilan
bu durumda virus ¢ogunlukla trigeminal ve sakral gangliyonlarda tespit edilmektedir.
Latent virus zaman zaman reaktive olarak periferik sinirler yoluyla deri veya mukozal
epitelyuma ulagir ve reenfeksiyonlara neden olur (Roizman ve Sears, 1996; Whitley ve
Roizman, 1997).

HSV, g6z enfeksiyonlarinin etiyolojisinde rol oynayan en 6nemli viral etkenlerden biri-
sidir. HSV’ye bagli ilk atak genellikle gocukiuk doneminde gelisir ve smmrli, subklinik
bir enfeksiyon seklinde goriiliir. Primer herpes enfeksiyonu goz kapaklarinda vezikiiler
lezyonlar, folikiiler konjunktivit veya bazen de keratitis tarzinda gelisir. Uzun siire yuka-
rida belirtilen gangliyonlarda latent kalan virus bazen ates, immiin baskilanma, stres gibi
nedenlerle rekiirrent (tekrarlayan) herpetik enfeksiyonlara yol agabilir. Bu tip enfeksiyon
sekli, korneada opasite olusmasina ve gdrmenin azalmasina neden olabilir. Daha agir
seyirlerde dzellikle tilserli olgularda vakalarin yaklagik %10-20’sinde kornea stromasina
ait tutulumlar goriilmektedir ki, bunun tipik sonucu gérme kaybidir (Arffa, 1991; Irkeg,
1996; Bengisu, 1998).



HSV tip 1 ve arada sirada tip 2 gelismis iilkelerde yilda 500.000 vaka ile enfeksiy6z
kornea korliigiiniin en 6nde gelen nedenlerinden birini olugturmaktadir. Etkili antiviral
kemoterapiye ragmen, HSV okiiler morbiditenin hala en onemli kaynagidir ve AIDS
pandemileri tiim herpes viruslari, 6zellikle HSV, Varicella-Zoster (VZ) ve Sitome-
galovirus (CMV) ile firsatg1 enfeksiyon i¢in uygun bir zemin saglayarak problemi daha
da biiytitmektedir (Liesegang ve ark., 1989; Pavan-Langston, 1994).

HSV enfeksiyonunun tamsi klinik 6reklerden immiinofloresan (IF), immiinoperoksidaz
(IP) ve enzim immiinoassay (EIA) yontemleri ile viral antijenlerin saptanmasi, bu 6rnek-
lerin hiicre kiiltiiriine inoktilasyonu ile virusun iiretilmesi ve HSV’ye kars1 olusan anti-
korlarm serolojik yontemlerle gosterilmesi ile yapilmaktadir (Corey ve Spear, 1986;
Schwap ve ark., 1.986; Kowalski ve ark., 1993; Kalayci ve Eryllmaz, 1994; Bozkaya,
1995). HSV enfeksiyonunun tanisinda en duyarh ve en spesifik yontem “altin standart”
olarak tammlanan klinik orneklerden virusun izolasyonudur (Asley ve Corey, 1989;
Mattison ve ark., 1991; Verano ve Michalski, 1995; Arvin ve Prober, 1996; Minson,
1998; Elnifro ve ark., 1999).

Bu caligmanin amaci, gesitli g6z kliniklerinden HSV keratit veya keratokonjunktivit
stiphesi ile laboratuvara génderilen &rneklerde hiicre kiilttirli inokiilasyon yontemi ile
HSV izolasyonunu takiben IP yontemi ile identifikasyonunu ve tiplendirilmesini gercek-
lestirmek, ayrica (slipheli materyallerin doku kiiltiiriinde iiretilmeden kisa siirede sap-
tanmalan amaciyla) hazirlanan direkt preparatlarda (frotilerde) direkt immiinoperoksidaz
(DIP) yontemiyle HSV antijen tespiti ve tiplendirilmesini aragtirmaktir. Béylelikle goz
enfeksiyonlarmda nemli bir etken olan HSV’nin siklifinin saptanmasi, HSV ile olusan
ciddi g6z enfeksiyonlarinin dogru ve hizli tamisiu koyarak, etkin antiviral tedaviye ive-
dilikle baslanmasina yardimei olunulmasi, tanida kullanilan farkli laboratuvar yéntemle-
rinin kargilagtiriimasi, bu yontemler hakkinda bilgi, beceri ve deneyim kazamlmasi a-

maglanmgtir.



1.1. Tarihce

HSV enfeksiyonlar antik Yunan tarihinden beri bilinmektedir. Yunan uygarligimin bilim
adamlari, -herpes kelimesini, gézledikleri cilt lezyonlarimin yayilan dogasina dayanarak
yavas ilerlemek anlamma gelen “creep” ya da “crawl” olarak tamimlamiglardir. Romali
bilim adami Heradatus a1z iilserleri ve dudak vezikiilleri arasinda bir baglanti kurmus
ve bu baglantiy: “herpes febrilus™ olarak adlandirmmgtir (Wildy, 1973).

18.yy’da Astruc, herpetik lezyonlar ve genital enfeksiyonlar arasinda bir baglanti kur-
mus ve 19.yy basinda herpetik enfeksiyonlara bagli olan lezyonlarin vezikiiler yapilar:
iyi bir sekilde tarif edilmistir (Hurfield, 1966). HSV enfeksiyonlarinin insandan insana
gecis sekli Vidal tarafindan 1893°lerde tamimlanmigtir (Wildy, 1973).

20.yy’m basinda histopatolojik galismalar, herpes virus enfeksiyonunda ¢ok gekirdekli
dev hiicrelerin olustugunu ortaya koymustur (Unna,1886). Lowenstein, 1919°da HSV
keratitli lezyonlardan aldigi virusun tavsan korneasinda lezyon olusturdugunu deneysel
olarak gdstermistir. 1930’larin baslarinda, enfekte yetiskinlerin serumlarinda nétralizan
antikorlarin bulunmas: ile konakta HSV’ye kargi immiin cevap olustugu ve takiben
seropozitif bireylerde tekrarlayan herpetik enfeksiyon gelistigi bildirilmistir (Andrews
ve Carmichael, 1930).

Son otuz yilin laboratuvar aragtirmalarinda, 6nemli molekiiler biyolojik bulgular elde
edilmistir. 1968’de Nahmias ve Dowdle tarafindan HSV tip 1 ve tip 2 arasinda antijenik
ve biyolojik farkliliklar oldugu gosterilmistir. Bu arastirmacilar HSV-1’in siklikla
genital olmayan enfeksiyonla iligkili oldugunu, HSV-2’nin ise genital hastalikla baglan-
tili oldugunu bildirmislerdir (Asley ve Corey,1989).

Son on yildaki gelismeler, HSV enfeksiyonlarinin dogal seyrinin anlagilabilmesine kat-
kida bulunmustur. HSV suslan arasindaki farkliliklar endoniikieaz teknolojisiyle goste-
rilmis ve bu Onemli bir molekiiler epidemiyolojik yontem haline gelmistir.



Seroepidemiyolojik arastirmalar i¢in tip spesifik antijenlerin kullanimi enfeksiyonun
klinik epidemiyolojisinin daha iyi kavranmasin saglamig, HSV replikasyonu ve ortaya
¢ikan gen liriinleri {izerinde daha gok ¢aligmalar yapilarak gen tirtinlerinin biyolojik &zel-
likleri tanimlanmugtir. HSV ve spesifik gen salimmminin incelenmesi, yeni agilanin elde

edilmesini ve bu viruslarin gen terapisi i¢in kullamlmasini saglayacaktr.

Son yillarda latentlifin aragtinlmasina daha fazla afirlik verilmigtir. Latent dénemin
gerek baslamasi gerekse reaktive olmasi sirasindaki viral gen ekspresyonunu kontrol
eden viral ve hticresel faktorler gesitli ydnlerden aragtirilmaktadir. Latent donemde yiik-
sek diizeylerde eksprese olan tek viral gen iiriinii; latentlik ile iligkili transkriptler
(LATs), viral ve selliiler genlerin giiclii ve kompleks bir transaktivatérii olan ICPO, viral
ve konak RNA’larin hizli degradasyonuna neden olan virion konak shut off proteini bu-
glin arastirmalann yogunlasti ti¢ viral gendir (Leib, 2000).

1.2. Etiyoloji
1.2.1. Taksonomi ve Smiflandirma:

Herpes simplex viruslari, Herpesviridae ailesi iginde a-herpesvirinae subfamilyasina
aittir. Herpesviridae familyasi iiyeleri uluslararasi virus taksonomi komitesinin ¢aligma
grubu tarafindan biyolojik ozelliklere dayal: olarak o-herpesvirinae, B-herpesvirinae,
y-herpesvirinae seklinde siniflandirilir (Cizelge 1.1), (Melnick, 1995; Roizman ve Sears
1996).



Cizelge 1.1. Herpesviridae familyas: tiyeleri.

HERPESVIRIDAE FAMILYASI

Subfamilya: Alfaherpesvirinae

Cins: Simplex virus
Human Herpes virus 1 ve 2 (Herpes simplex virus
1 ve 2); Herpes virus B (Cercopithecine herpes
virus 1)

Cins: Varicellavirus

Human Herpes virus 3 (Varicella Zoster virus)

Subfamilya: Betaherpesvirinae

Cins: Cytomegalovirus

Human Herpes virus 5 (Human cytomegalovirus)
Cins: Muromegalovirus

Murine cytomegalovirus
Cins: Roseolovirus

Human Herpes virus 6, Human Herpes virus 7

Subfamilya: Gammaherpesvirinae

Cins: Lymphocryptovirus

Human Herpes virus 4 (Epstein-Barr virus)

Cins: Rhadinovirus

Human Herpes virus 8

Herpes virusu, DNA dizilimi homolojisi, genom dizilimindeki benzerlikler ve immiino-
lojik metotlarla ortaya konabilen 6nemli viral proteinlerle iligkilerine dayali olarak
genuslara ayrilmaktadir (Roizman, 1996).

o~ herpesvirinae subfamilyasindaki viruslar, degisken konak yelpazesi, izl replikasyon
siklusu, kiiltiirde hizl1 yayilmasi, enfekte hiicrelerin belirgin yikumi, primer olarak duyu-



sal gangliyonda latent enfeksiyon yapabilmelerine dayali olarak simflandirilmaktadir
(Roizman, 1996; Davison ve Clements, 1998).

B ve y herpesvirinae subfamilyalarindaki viruslar, genom biiyiikliikleri farkli olmasma
ragmen her ikisi de glandular ve lenfatik orijinli ¢ok daha sinirh bir hiicre araliginda
etkilidir ve yavas replikasyon sikluslar1 vardir (White ve Fenner, 1994; Bozkaya, 1999).

Tipik bir herpes virionu, kiiresel veya pleomorfik ve genel olarak 150-200 nm ¢apinda-
dir. Yapisinda, yiizeyde ¢ikintilar bulunan bir zarf, amorf materyali igeren bir tegiiment,
162 prizmatik kapsomere (150 hegzametrik-12 pentametrik) sahip 100 nm ¢apinda bir
ikozahedral niikleokapsid, DNA’nin sarmaladif: fibriler yapidan ibaret bir ¢ekirdek ige-
rir. Virion yogunlugu CsCl igerisinde 1.20-1.29 g/cm3’tiir. Genom linear, ¢ift sarmalli
124-235Kbp biyiikligiinde DNA’s1 bulunan tek bir molekiil igerir (Roizman, 1996;
Serter, 1997; Davison ve Clements, 1998).

1.2.2. Virion

Herpes simplex viruslari, merkezde lokalize linear, ¢ift iplik¢ikli DNA igeren bilylik
DNA viruslan ailesinin iiyeleridir (Roizman, 1996; Roizman ve Sears, 1996). HSV dort

komponent icermektedir.

1) Viral DNA igeren elektron yogunluklu ¢ekirdek,
2) ikozahedral kapsid

3) Kapsidi ¢evreleyen amorf tegiliment

4) Zarf

Viral genom, yaklagik 100 milyon molekiil agirlifinda ve ortalama 152kb biiyiikliigiin-
dedir. 152kb’in G+C igerigi HSV-1 igin %68, HSV-2 ig¢in %69°dur (Whitley ve



Roizman, 1997). Virusla enfekte hiicrelerde, ¢ogu protein gen bolgelerinin karsilidt olan
molekiiler agihklan 25K ile 280K arasinda degisen 81°¢ yakin protein, SDS-
poliakrilamid jel elektroforezinde (PAGE) gosterilmigtir. Bu proteinlerin kendine 8zgii
dizilise sahip Ul (unique large) ve Us (unique small) olmak tizere 2 uzantis1 vardir. Biri
digerine gbre ters dizilim gdstermek suretiyle DNA molekiillerinin populasyonunu olus-
turur. Bunlarin 25-30 tanesi virionun yapisim olusturan proteinlerdir. Digerleri DNA’nin
replikasyon ve transkripsiyonunun regiilasyonu i¢in gerek duyulan yapisal olmayan pro-
teinlerdir. Bunlar, sadece enfekte hiicrelerde elde edilebildiklerinden infected cell prote-
in (ICP) ve hiicre i¢i enfeksiyon agsamasina gére de en erken (IE: Immediate early) veya
erken (E: Early) proteinler olarak siiflandirilmaktadirlar (McGeoch, 1989; Roizman ve
Sears, 1996; Corey, 1998; Ertiirk, 1999).

Olgun HSV virionu kapsid, tegiiment ve zarf katmanlarinm1 olugturan 30°a yakin yapisal
protein igerir. Kapsid ve tegiiment proteinleri SDS-PAGE deki molekiiler agirliklarina
gore verilen sira numarasi ile (VP=virion proteini), daha az siklikla da ICP’lerden ayurt
etmek i¢in “virus proteini molekiiler agirhigi”nin sayis1 ile (Vmw) isimlendirilir. Bunlar-
dan VP 21 ve VP 22a ikozahedral kapsidi olugturan diger proteinlere iskelet vazifesi
goren iki 6nemli proteindir. Herpes virionlarina 6zgii tegiiment tabakasi fonksiyon agi-
sindan en az bilinen yapidir; ancak, konakei hiicre metabolik aktivitesini durduran virion
host shut off (VHS) proteini ile IE promoter aktivitesininin indiiksiyonu i¢in kesinlikle
gerekli olan alfa trans inducing factor(a-TIF) olarak da bilinen proteini (VP16=Vmw65)
icermektedir. IE proteinleri ICPO ve ICP4’iin de birer tegliment proteinieri olduklart
diistiniilmektedir (Asley ve Corey, 1989; Roizman ve Sears, 1996; Davison ve Clements,
1998; Ertlirk, 1999).

Viral DNA protein yapisi kapsid i¢inde paket halindedir. Bu virusa ikozahedral simetrik
bir yap1 verir. Kapsid 162 kapsomer igerir. Tegiiment olarak adlandirilan siki sikiya ya-
pismis bir membranla ¢evrilidir. Kapsidi ve teglimenti gevreleyen zarfin yapisinda,
glikoprotein, lipid ve poliamin bulunmaktadir (Whitley, 1996).



Herpes simplex virusun tip 1 ve tip 2 olmak iizere iki farkli immiinolojik tipi vardir. Sik-
likla izole edildikleri bslgeye gore HSV-1’in “belden yukan” oral ve okiiler organlarda,
HSV-2’nin ise “belden agad1” bolgede genital organlarda hastalik etkeni oldugu kabul
edilmektedir (Minson, 1998).

HSV enfeksiyonu, virusun hiicre tizerindeki reseptorlere baglanmasi ile baglar. Heparan
stilfat proteoglikanlarin HSV-1 gH, gB ve gC’nin ilk baglandigi yapilar oldugu kabul
edilmektedir (Roizman ve Searsh, 1996; Davison ve Clements, 1998; Ustagelebi, 1999).
Hiicre i¢ine penetrasyon, hiicre membram ile viral zarf proteinlerinin dogrudan fiizyonu
ile gergeklesir veya virus pinositik vezikiiller i¢cinde, endositoz yoluyla hiicreye girebilir.
Sitoplazmada serbest hale gegen kapsid, ¢ekirdek membranina tagimr ve viral DNA,
porlardan ¢ekirdek i¢ine birakilir. Tegliment proteini (VHSP) hiicre makromolekiil sen-
tezini durdurur ve a-TIF ilk gen ekspresyonunu baglatir (Asley ve Corey, 1989; Whitley

ve Roizman, 1997; Davison ve Clements, 1998).

HSV transkripsiyonu ve viral protein sentezi, biri digerini etkileyen basamaklar diize-
yinde gergeklesir. Viral genler, gerekli olduklan yer ve zamanda aktive olmalarina gore

a, B ve y genler olmak {izere {i¢ grup altinda toplanr.

a genleri: En erken dénemde (IE) o-TIF virion protein tarafindan aktive edilen genler-
dir. o-TIF, hiicresel proteinler ile multiprotein kompleksi yaparak viral alfa
promoterlerini segici olarak aktive eder. Alfa mRNA’lar hiicre ¢ekirdegini terkedip
ribozomlarda 5 adet enfekte hiicre proteininin sentezini saglarlar. Bu proteinler diger
viral genlerin ekspresyonunun baglatilmasim, DNA replikasyonunu ve progeni virion
tiretimi i¢in hiicrenin hazirlanmasi ve katilmer olmasim saglarlar (White ve Fenner,
1994; Whitley ve Roizman, 1997; Ertiirk, 1999).

B genler: Erken (E) genler olarak bilinirler. Viral gen ekspresyonunun IE fazindan E’ye
gegisinden daha ¢ok ICP4 sorumludur. B-gen iirlinleri, niikleotid havuzunu artturmak
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(timidin kinaz, riboniikleotid rediiktaz gibi) ve DNA replikasyonunu gerceklestirmek
(DNA polimeraz, primaz-helikaz, topoizomeraz, tek sarmal ve ¢ift sarmal DNA’ya bag-
lanan proteinler) igin gerekli olan enzim ve proteinlerdir.Bu ddnemde sentezlenen prote-
inlerle hiicre gekirdeginin yeniden yapilanmasi ve virusun kendi yapisal organellerinin
‘olusumu saglanmaktadir (White ve Fenner, 1994; Corey, 1998).

vy genler: Hiicresel enfeksiyonun ge¢ dénemlerinde viral kapsid proteinleri ve zarf prote-
inleri gibi yapisal proteinlerin sentezini gergeklestiren genlerdir; tiriinleri Late (L) prote-
inler diye isimlendirilir. Ozellikle bu dénemde virusun hiicre igi yayilimina sinsitya o-
lugturarak katkida bulunan gB ve gD glikoproteinleri yaminda kapsid proteinleri de
sentezlenir (Davison ve Clements, 1998; Ertiirk, 1999).

Tam olmayan virus partikiillerinin birlesmesi ¢ekirdekte baslar. Once DNA’y1 kapsid
¢evreler. DNA’sim1 kazanan kapsid gekirdek membranindan glikoproteinleri kazanarak
endoplazmik retikuluma tomurcuklanma yolu ile ulagir. Olgunlagan virus ekzositoz veya
hiicre parcalanmasi neticesi dig ortama saliir (Roizman ve Sears, 1996; Ustagelebi,
1999).

Herpes viruslarin replikasyonundaki en Onemli nokta linear herpesvirus genomunun
replikasyon sirasinda ¢émbersel hale (sirkiller) dénmesidir. Bu ¢embersel DNA daha
sonra agilarak ‘concatamer’ler olarak bilinen uzun polimerler haline doniisiir.Bu agilan
polimer DNA, tiim virus partikiilli olugmasi sirasinda progeni DNA biiyiikliigiinde ke-
silmektedir (Ustagelebi, 1992).

Virion zarf glikoproteinleri (gp veya g) 11 adettir. Bunlar gB, gC, gD, gE, gG, gH,gl, gJ,
gK, gL, gM dir. gC ve gB glikoproteinleri virusun hiicre yiizeyine yapismasi igin, gD
glikoproteini ise penetrasyon i¢in gereklidir. HSV glikoproteinlerinden dérdii (gB, gD,
gH ve gL) in vitro sartlarda virus enfektivitesi i¢in mutlaka gereklidir. Basta gB, gC ve
gD olmak {iizere diger baza HSV glikoproteinleri deneysel sartlarda laboratuvar hayvan-
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larin1 ve invitro hiicre kiiltiirlerini canli virusa kargi koruyan nétralizan antikor cevabi
olustururlar. Baz1 sartlarda hiicrelere giris i¢in gerekli proteinlere benzer gorev yaparlar.
gE ve gl’nin birlikte olusturduklar1 kompleks, bir reseptor gibi IgG ye Fc kismindan
baglanir. Ayrlca virusun polarize hiicreler igersinde bazolateral hareketi i¢in gereklidir.
Ote yandan gC, C3b’ye baglanarak kompleman aktivasyonlarin1 bozabilmektedir. HSV-
1 ve HSV-2 gB, gD ve gE arasinda yapi ve antijenite agisindan ¢ok az fark vardir, genel-
likle ortak antijenler diye bilinirler. Ancak basta gG olmak tizere gC, gH ve gl’ya kars1
olusan antikorlar tipe 6zgiildiir. gG, HSV i¢in antijenik 6zgiillik saglar, HSV-1 ve 2’yi
ayirmay1 saglayan antikor cevabmna neden olur. gJ, gK, gL, gM’nin rolleri ise ¢ok iyi
bilinmemektedir (Asley ve Corey, 1989; Whitley ve Roizman, 1997; Davison ve
Clements, 1998).

HSV diger zarfli viruslara benzer olarak eter, kloroform ve alkol gibi lipid ¢6ziiciilerle
kolayca inaktive olabilir. Cesitli radyan enerji tiplerine ve proteolitik enzimlere de du-
yarhidir. Virus oda 1sisinda stabil olmayip, -70°C’de aylarca yagayabilir. Siv1 ortamda
4°C’de en az 48 saat canl: kalabilir, ancak kuru ortamda hizla harap olur. HSV, pH 5.5-
9.5 arasinda yasayabilir (Asley ve Corey, 1989; Mattison ve ark., 1991; Serter, 1997).

1.3. Epidemiyoloji

HSV’nin dogal kaynag enfekte insanlardir. Enfeksiy6z kaynaklar, primer hastalif1 olan
gocuklar, tekrarlayan hastalifi olan eriskinleri ve asemptomatik tastyicilar icermekte-
dir. HSV’ye kars1 antikorlar plesantadan ge¢is nedeniyle dogumdan sonra siklikla sap-
tanmakta fakat bir yaginda, ¢ocuklarin yalmzca %20’sinde bulunmaktadir (Pavan-
Langston, 1994; Whitley ve Roizman; 1997; Minson, 1998).

Deneysel olarak tavsanlar, fareler, primatlar ve diger hayvanlarda enfeksiyon olusturma-
sina ragmen insanlar HSV’nin tek rezervuarlandir (Casey ve Mayer, 1984; Rawlz, 1985;
Arffa, 1991). Insan HSV enfeksiyonu igin hayvan vektorleri tarif edilmemigtir. Virus,
yakimn kigisel temas esnasinda enfekte olan bireyden hassas bireye gegmekte, bu gecis
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genellikle direkt oral temas veya tiikriik damlalariyla olusmaktadir (Rawlz, 1985; White
ve Fenner, 1994; Whitley ve Roizman, 1997; Davison ve Clements, 1998).

Enfeksiyonun insidansinda kesin bir gekilde mevsimsel varyasyonun olmadif: bildiril-
mesine ragmen (Liesegang, 1989; Brant ve ark., 1994), baz1 aragtirmacilar herpetik
keratitin kig aylarnda daha sik ortaya giktigim gSstermislerdir (Mattison ve ark., 1991;
Whitley, 1996). Diinya popiilasyonunun 1/3’{inden fazlasinin da rekiirrent HSV enfeksi-
yonlarina yakalandigi tahmin edilmektedir. Reaktive olan virus, hastalifin yayilmasin-
daki en 6nemli faktor olarak gériilmektedir.

Primer HSV-1 enfeksiyonlar1 genellikle 5 yagindan kii¢iik ¢ocuklarda meydana gelmekte
ve siklikla asemptomatik seyretmektedir (Arvin ve Prober, 1996; Minson, 1998). A1z
ve dudaklar HSV-1 enfeksiyonunun en yaygin rastlandig: yerler olarak bildirilmektedir.

Liesegang ve ark. (1989) 1952-1982 yillar1 arasinda Rochester’da okliler herpes simplex
virus enfeksiyonlarmm klinik 8zelliklerinin yam sira, bu hastalifin insidansi1 ve
prevalansim arastirdiklari ¢aligmada, inceledikleri 151 bireyin 122°sinde enfeksiyonun
ilk atafim ve 29’unda enfeksiyonun rekiirrent atagini tespit etmiglerdir. Ayrica bu ¢als-
mada, genel olarak HSV enfeksiyonlarimn sikliginda cinsiyete gore bir farkliik bulun-
madig ve bu bolgede belirgin iklim degisikliklerine ragmen okiiler herpes simplex en-
feksiyonunun rekiirrent ataklarimin zamana ya da ilk atagin bagladifi mevsime bagh ola-
rak belirgin bir degisiklik gdstermedigi bildirilmistir.

Cografi konum, sosyoekonomik durum, yag gibi faktérler degerlendirme metodu ne o-
lursa olsun HSV enfeksiyon sikhigini etkilemektedir. Genel kural olarak yas ilerledikce
rekiirrent enfeksiyonlar daha az siklikla gériilmektedir. Ekonomik diizeyi diisiik toplum-
larda 15 yasa kadar gocuklarin %90-95’inde HSV antikorlar1 saptanmaktadir. Gelismis
toplumlarin orta sinifinda enfeksiyon daha sonraki yaslarda gegirilmekte, adolesan yasa
biiylik oranda enfekte olmadan girilmektedir. Sosyoekonomik durumu kétii olan kisile-
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rin kalabalik ortamlarda yasamalarinin bir sonucu olarak, kisiden kisiye direkt temasin
sik olmasi enfeksiyonun baglica nedeni gibi gériinmektedir (Whitley, 1996).

Rekiirrent HSV-1 enfeksiyonlarinin sikligi ve siddetini degerlendirmek igin yapilan ¢a-
hismalar sinirlidir. Rekiirrent enfeksiyonlar klinik semptomlar olmadan meydana gelebi-
lir. Rekiirrens oram takip siiresine baglidir. Okiiler rekiirrens oram 1-2 yil i¢inde %25-40
olarak tahmin edilmekte olup, oral veya genital HSV rekiirrens oranlarindan olduk¢a
diistikttir (Pavan-Langston, 1994).

Liesegang’in (1989) yaptigi otuz yili kapsayan bir diger aragtirmada, okiiler rekiirrens
oranlar: birinci yilda %10, ikinci yilda %23 ve yirminci yilda %63 olarak bulunmugtur.
Rekiirrensler arasindaki siire birkag¢ hafta ile on yil arasinda degismektedir. Herpetik
keratitli 6 hastanin yaklagik birinde, genellikle 3-15 yil igindeki gok sayida rekiirrentten
sonra gérmede belirgin bir azalma oldugu bildirilmigtir (Arffa, 1991).

1.4. Patogenez

Belirtili veya belirtisiz HSV enfeksiyonu gegiren bireylerin salgiladiklari virusun
seronegatif bireylere yakin temas sonucu, mukozal ylizeyler veya biitlinltigii bozulmus
deriden bulasmas patolojik siirecin ilk agamasin olugturmaktadir. 11k virus replikasyonu
etkenin girdigi yerde baglamakta, kisa siirede bu bolgedeki sinir uglarina gegen virus
retrograd aksonal akim ile trigeminal ve superior servikal gangliyonlara yayilmaktadr.
Periferik dokuya tekrar aymi yolla ulasan virusun yofun olarak iiremesi sonucu,
vezikiiler lezyonlarin goriildiigii primer enfeksiyon tablosu olugmaktadir. Daha sonra
virusun gangliyonlarda epizomal genom olarak saklandif: diisiiniilmektedir. Latentlik
olarak adlandirilan bu donem stiresinde, gevresel uyaricilar veya doku ve hiicre diizeyin-
deki degisik etkilerle virusun reaktivasyonu gergeklesmekte, bunun sonucu olarak da

notralizan antikorlarm varligina ragmen, klinik enfeksiyon belirtisi oimadan virus atilimi
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veya vezikiiler lezyonlarla karekterize rekiirrent enfeksiyonlar meydana gelmektedir
(Whitley, 1996; Minson, 1998).

Latent hale geldikten sonra HSV rekiirrenti yeniden aktive olmus enfeksiyon ya da
rekiirrent enfeksiyon olarak bilinir. Rekiirrent ataklar genellikle primer enfeksiyondan
daha hafif seyreder ve lokal olmaya egilimlidir. HSV tiplerinden birine kars1 daha &nce-
den antikoru olan birey, viicudun bagka bir bolgesinde diger virus tipiyle ilk enfeksiyonu
yasayabilir. Boyle kosullarda enfeksiyon primer enfeksiyondan ziyade baglangi¢ enfek-
siyonu olarak adlandirlir. Baslangi¢ enfeksiyonun bir 6rnegi daba 6nceden HSV-1 anti-
koru olan ve sonra HSV-2 enfeksiyonu olan bireylerde meydana gelebilir. HSV’nin
farkl1 bir susu ile yeniden enfeksiyon, normal konakta son derece nadir olmasina ragmen
meydana gelebilir ve ekzojen yeniden enfeksiyon olarak adlandirdir (Mattison ve ark.,
1991; Whitley ve Roizman, 1997; Corey, 1998).

Farelerde yapilan galigmalar, primer g6z enfeksiyonunun iki yolla oldufunu diistindiir-
mektedir. Bunlardan biri direkt enfeksiyondur. Bu, enfekte bir bireyden damlacik
yayilimi ile ya da g6z diginda bir yerden virusun sinirlerle korneaya veya korneayr des-
tekleyen ndronlara yayilmas:i seklinde olabilmektedir (Kaye ve ark., 1992). Digeri ise
g6z enfeksiyonlarimin kaynagi olma olasilifi ¢ok diisiik olan otoinokiilasyondur. Hasta-
Iigin siddetini ise hem konak hem de viral faktérler etkileyebilmektedir (Kitner ve
Brandt, 1995).

Okiiler HSV yasam siklisunda virionlarin eksternal okiiler yiizey, burun delikleri ve oral
mukozada birikmesi ile bagladig1 bilinmektedir. Viruslar 2-3 saat iginde retrograd akson
akistyla trigeminal gangliyona g6¢ ederler. Gangliyon ig¢inde néronlarin %0.1-3’{inii
isgal eden virionlarla siurh litik siklus saglamasina ragmen, sonunda latent duruma ula-

sir (Liesegang, 1992).
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Son yillarda yapilan aragtirmalar, virusun gangliyon diginda gézdeki endotel hiicreler ve
keratositler gibi okiiler yerlerde de latent kalabildigini gostermektedir (Arffa,1991; Ben-
gisu,1998).

Latent ve litik siklus, niikleokapsid ve zarf arasinda ndronal somada yerlesmis amorfoz
proteini olan HSV zarf proteini diizeyinde farkli ve bagimsiz olarak goziikmektedir. Ye-
tersiz zarf proteini mevcutsa, latent period olugur. Yeterli zarf proteini mevcutsa, erken
dénemde transkripsiyon olugarak litik siklus saglanir. Latent dénem siklikla olur, fakat
siirekli degildir. Cok sayida bilinen tetikleyici faktériin hiicresel transkripsiyon faktorii-
nii uyardigz veya baskilayici mekanizmalan azalttifi ve sonug olarak erken transkripsi-
yonu ve litik siklusu baglattif1 bilinmektedir. Virionlar aksonlar araciligiyla epitel hiicre-
leri enfekte ettigi perifer bolgelere tagmip gogalarak, klinik hastalifa yol agarlar
(Liesegang, 1992; Brik ve ark., 1993; Pavan-Langston, 1994).

HSV’nin dokularda ¢ogalmasi ile ilgili patolojik degisiklikler; viral yolla olusan hiicre-
sel 6liim ve bununla baglantih inflamatuvar reaksiyonlarin kombinasyonundan ibarettir.
Bunu enfekte hiicrelerin balonlagmasi, hiicre niikleuslarinda yogunlasmis kromatin go-
riintiisii ve epitelin intermediate hiicreleri ile parabazal alandaki hiicrelerin niikleus deje-
nerasyonu izler. Hiicre salam membranlarim kaybeder ve gok gekirdekli dev hiicreler
olugur. Epidermis ve dermal tabaka arasinda, hiicre lizisi sonucu hiicre atiklan ve
inflamatuvar hiicrelere ilaveten fazla miktarda virus igeren berrak sivi olusur. Enfeksi-
yonun iyilesme siirecine girmesiyle vezikiiller agilir. Piistiiler ilser ve daha sonra da
kabuk sekillenir. Derideki patolojiye benzer histopatolojik goriintimiin hakim oldugu
mukozal membran enfeksiyonlarinda agik {ilserasyon daha yaygin gorlilmektedir (Asley
ve Corey, 1989; Whitley, 1996; Minson, 1998).

Gozde HSV kaynakh, dendritik keratit formundaki epitelyal hastalifa ¢ok ¢ekirdekli dev
hiicrelerin meydana gelmesi ve intraniikleer inkliizyon cisimlerinin olugmasi eslik eder.

Ayni1 anda, iilserasyon alam ¢evresinde nekroz ve alttaki stromada nétrofiller ile birlikte
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infiltrasyon goriiliir. Stromal keratitte, nétrofillerin artigina ilaveten lenfositlerin varli
da kronik inflamatuvar sekellere zemin hazirlayan olaylar zincirinde 6nemlidir. HSV’nin
stromaya ulagsma mekanizmas1 ¢ok agik degildir. Virusun duyusal néron aracilifiyla
epitelyum ile karsilastiginda subepitelyal pleksustan yiizeyel stromal tabakalara gectigi,
buradan keratositlere girerek interselliiler yayilim ile stromaya ulastigi bildirilmektedir
(Easty ve ark., 1987; Shuttleworth ve ark., 1997).

1.5. Konagm Immiin Cevab

HSV enfeksiyonunun dogal seyri hem spesifik hem de non-spesifik konak savunma
mekanizmalarindan etkilenmektedir. Konagin genetik yapisi, makrofajlar, NK hiicreleri,
spesifik T hiicre alt grubu, spesifik antikorlar ve lenfokin cevaplar1 HSV enfeksiyonuna
kars1 konagin 6nemli savunmalari olarak goriilmiistiir. Nonspesifik inflamatuvar degisik-
liklerin ortaya g¢ikisi ve aym anda viral replikasyonun en yiiksek noktaya ulagmasiyla
spesifik konak yanitlar meydana gelir (Whitley, 1996).

Hayvan modellerinde konagin cevabi hastalik baslangicindan sonraki 4-6 giin iginde
saptanabilir. Buna karsin insanlarda konagmn cevabi daha fazla gecikme egilimindedir.
Immiin yanit yaklagik 7-10 giin sonra gelisir. Antikor yamtinda 6nce IgM antikorlan
ortaya ¢ikar ve bunlar IgG ve IgA antikorlar izler (Minson, 1998). Nétralizan antikorla-
ra bagimli hiicresel sitotoksik antikorlar, genellikle 2-6 hafta sonra goriiliir ve tiim yagam
boyunca kalicidir (Mattison ve ark., 1991; Whitley ve Roizman, 1997). Yiizey viral
glikoproteinlerinin, 6zellikle gD, gB, ICP4, gG ve gC’nin nétralizasyon ve immiin
sitolize aracilik eden antikorlar tarafindan taninan antijenler oldugu gosterilmistir (White
ve Fenner, 1994; Corey, 1998).

Antikor pozitif bireylerin, aym1 veya farkl tiple tekrar veya rekiirrent enfeksiyonu anti-
kor titresinde ¢ok 6nemli bir degisiklik yapmaz. IgM cevabi olusturmaz. Ancak, bu en-
feksiyonlarin ¢ok agir gectigi hallerde IgM yanit1 ve konvelasan donemde IgG titresinde
bir artis kaydedilebilir (Whitley 1996).
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Epidermal enfeksiyon bolgesinde viral antijenler, dendritik hiicreler ve makrofajlarm
yiizeyinde CD4+ T lenfositlerine sunulur. Bu lenfositler y interferon gibi sitokinler salgi-
layarak makrofajlarin etkilenen bslgeye taginmasim, enfeksiydz virusun temizlenmesini
saglar. CD4+ ve CD8+ T hiicreleri ve NK hiicreleri ile antikora bagimli hiicresel
sitotoksisite (ADCC) enfekte hiicreleri lize eder (Ghiasi ve ark., 2000). Asin epitelyal
enfeksiyon ortadan kaldiriir ve bazi viruslar retrograd aksonal transportla ilgili spinal
veya serebral gangliyonda hayat boyu devam eden latentlik olusturur (White ve Fenner,
1994; Whitley ve Roizman, 1997; Ertiirk, 1999).

Yapilan galigmalarda HSV spesifik sitotoksisitenin yaklasik %50’sinin MHC-tip II’ye
bagimli oldugu gosterilmistir. Ote yandan CD4+ T hiicreleri, MHC-tip II antijenleri ile
sunulan viral antijenleri tantyip B hiicrelerinin antijen spesifik Ig yamit1 olusturmalarina

yardime1 olmak gibi temel bir iglevi yerine getirirler.

Primer enfeksiyon esnasinda ilk 4 giin i¢inde lenf bezlerinde ayrica bol miktarda
antiviral aktiviteye sahip CD8+ sitotoksik T hiicreleri (CTLs) goriiltir. Virusla enfekte
hiicreleri ortadan kaldiran CTLs yanit1 ilk 6-9 giin igerisinde maksimum diizeydedir.
Heniiz bu agamada nétralizan antikorlar gelismediginden HSV spesifik CTL yamitinin
enfeksiyonu kontrol altina almada ne kadar 6nemli oldugunu gésterir (Minson, 1998).

Hayvanlardaki deneysel ¢alismalar, CD8+ T hiicresi aracilityla yiiriitiilen hiicresel ba-
gisiklifin primer enfeksiyondan kurtulmada anahtar rolii oynadigim gostermistir. Duyu
gangliyonunda latentligin kurulmasi sirasinda CD8+ T hiicreleri HSV DNA’sinin tam
olarak agiklanmasini da baskilayabilir(Ertiirk, 1999).

Rekiirrens gelisimiyle ilgili ¢aligmalar, hiicresel immiin cevap {izerinde odaklanmigtir ve
rekiirrens gdsteren HSV olgularinin patogenezinden lenfokin tiretimi sorumlu tutulmus-
tur. Bazi galigmalar y-IFN ve NK hiicrelerinin, hastalifin baslangici esnasinda azaldigim
gostermistir. Ancak yapilan son aragtirmalarda IFN, MIF, lenfotoksin ve kemotaktik
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faktor gibi gesitli lenfokinlerin {iretiminde azalma, artma veya normal degerler bulun-
mus, NK hiicreleri ve sitotoksik hiicre seviyelerinde ise azalma gosterilememistir. Sonug
olarak, neden bazi bireylerde rekiirrent ve/veya ciddi enfeksiyon gelisirken digerlerinde
gelismedigini aciklamak igin hiicresel immiiniteye ait bir defekt bulunamamustir
(Mattison ve ark., 1991; Serter, 1997).

HSV enfeksiyonuna kars1 olusan konak cevaplari hastalifin bulagsmasini, enfeksiyonun
siddetini, latentlik gelisimine karg direnci, latentligin siiresini ve rekiirrent sikligim etki-
lemektedir. Humoral immiinitenin primer enfeksiyondaki koruyucu rolii ¢ok azdir,
notralizan antikorlar virus atilimi ve rekiirrent enfeksiyonu engellememekte, ancak
reenfeksiyonu 6nlemede kismen etkili olmaktadir. Bu yiizden anneden plasenta yoluyla
gegen antikorlarin, yeni dogan enfeksiyonuna kargin tiimiiyle koruyucu olmamasi gagir-
tic1 degildir (Corey, 1998; Minson, 1998).

HSV enfeksiyonlarina karsi gelisen humoral immiinite, hastalik patogenezi baglaminda
degerlendirilmis daha 6nceki HSV-1 enfeksiyonuna karsi olusmus konak cevabimn
HSV-2 enfeksiyonuna karsi da koruyucu bir etkisinin oldugunu ortaya koymustur
(Serter, 1997; Whitley ve Roizman, 1997). Hiicre aracilifiyla olusan immiinitede,
immiin sistemi baskilanmis hastalar, gammaglobulinemi gibi hiimoral immiinitede
defekti olanlara gbre HSV enfeksiyonlarini daha siddetli ve yaygin yasarlar. Rekiirrent
herpetik keratitle iligkili stromal opasitelerde goriildiigii gibi HSV hastalifinin
patogenezinin baz1 yonlerinin konagm immiin yamtiyla ilgili olabilecegi diisiiniilmekte-
dir (Corey, 1998).

1.6. Tam

Viral hastaliklarin tamsi; virus izolasyonu veya antijen tespiti ile antikor diizeyinin
kantitatif olarak saptanmasi geklinde direkt ve indirekt ger¢eklesmektedir (Yolken,
1985).
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Antijen saptama viral enfeksiyonlarin tanisinin esasini olugturmaktadir. Viruslarmn klinik
numunelerde varhiginin saptanmasi igin, embriyolu yumurta, deney hayvanlan ve doku
kiiltiirleri kullaniimaktadir. insan ve hayvanlarda enfeksiyoz hastalik tamsinda uzun yil-
lar etkenin duyarl kiiltiir sistemlerinde izolasyonu ve identifikasyonu yoluna gidilmis,
fakat baz1 viruslarin kiiltlir sistemlerinde {iretiimelerinin miimkiin olmamasi veya uzun
zaman almasi nedeniyle, 151k mikroskobu (IM) ve elektron mikroskobu (EM) ile viral
partikiillerin direkt olarak gozlenmesi ve tiplendirilmesine dayanan daha hizli ve etkili
immiinokimyasal yontemlerin gelistirilmesine gerek duyulmusgtur.

Bu amagla doku ve hiicrelerdeki antijeni goriiniir hale getirmek i¢in enzimlerle, radyoak-
tif maddelerle ve immiinokimyasal boyalarla isaretli antikorlar kullanilarak, enzim
immiinoassay (EIA), radioimmiinoassay (RIA) ile immiinofloresan ve immiino-
peroksidaz gibi immiinokimyasal isaretleme yontemleri uygulanmaya baglamistir (Arda
ve ark., 1994).

Bir kag y1l dncesine kadar tiire 6zgii immiin serum, konjugat ve yayma preparatlarla
smrh olarak kullamilmaktayken, giiniimiizde antijen-antikor determinasyonlarina sahip
cesitli ticari liretim sonucu elde edilen antiviral konjugat ve kitler immiinokimyasal tek-

niklerin yaygin sekilde kullanimina olanak saglamustir (Grandien, 1996).

HSV enfeksiyonunun tansi, klinik 6rneklerden immiinofloresan, immiinoperoksidaz ve
enzim immiinoassay yontemleri ile viral antijenlerin saptanmasi, bu 6rneklerin hiicre
kiiltlirtine inoktilasyonu ile virusun iiretilmesi ve HSV’ye karsi olusan antikorlarin
serolojik yontemlerle gosterilmesi ile yapilmaktadir (Walpita ve ark., 1985; Corey ve
Spear, 1986; Fox ve ark., 1986; Schwap ve ark., 1986; Kumano ve ark., 1990; Pavan-
Langston ve Dunkel, 1991; Liljeqvist ve ark., 1999).

HSV’nin neden oldugu enfeksiyonun tanisinda en duyarli ve en spesifik metot “altin
standart” olarak taumlanan enfekte doku ve sekresyonlardan virusun izolasyonudur
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(Asley ve Corey, 1989; Verano ve Michalski, 1995; Arvin ve Prober, 1996; Whitley,
1996; Minson, 1998; Elnifro ve ark., 1999). Tanida materyal olarak vezikiil ve iilserler-
den alnan &rnekler, beyin omurilik sivis1 (BOS), idrar, vajinal sekresyonlar, tiikriik ve
biyopsi pargalar kullamilir. Herpes simplex virusu, mink akciger hiicresi (ML), MRC-5
gibi insan embriyonik, tavsan bSbrek, rabdomiyosarkoma gibi primer ve BHK-21, Hela,
Hep-2, Vero gibi devamli hiicre kiiltiirlerinde liretilmektedir. HSV izolasyonunda primer
hiicre kiiltlirli veya diisiik pasaj sayisindaki hiicre kiiltiirlerinin kullanimi ile izolasyon
orani optimaldir (Rawlz, 1985; Asley ve Corey, 1989; Johnston ve ark., 1990; Mattison
ve ark., 1991; Arvin ve Prober,1996).

Ornek toplanmasi, saklanmasi ve transportu, HSV’nin teshisinde kullamilan laboratuvar
testlerinin duyarliifini etkilemektedir. Bu amagla 6rnekler erken alinmali, uygun bir
transport vasitasiyla taginmali, buz i¢inde korunmal1 ve laboratuvara geciktirmeden ulag-
tinnlmalidir (Drew,1990).

Ornek ahmirken pamuklu ekiivyon gubuklan kullamilir. Kalsiyum alginath olanlar viral
titreyi diistirdiiglinden tavsiye edilmemektedir (Drew, 1990). Siiriintii 6rnekleri alinirken
siviya ilaveten, etkilenen doku hiicrelerinin de alinmasina gayret edilmelidir. Ornekler
antibiyotik igeren transport vasati igersinde hemen laboratuvara ulagtirilir, saklanmasi
gerekirse +4°C buzdolabinda, gerekli ise -70°C’de dondurulmalidir. HSV orta derecede
1siya labildir fakat enfektivite genellikle viral transport mediumda +4°C’de bir gece ya
da birka¢ glin saklandiktan sonra bile muhafaza edilmektedir (Asley ve Corey, 1989;
Mattison ve ark., 1991; Arvin ve Prober, 1996; Serter, 1997).

HSV’nin sitopatik etkisi (cpe) oldukga karekteristikdir. En ¢ok goriilen sekli sitoplazmik
graniilasyondur. Daha sonra hiicreler biiyiir ve balonlagir. Biiyiiyen hiicrelerin birlesmesi
sonucu ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler olugur. HSV-2 tarafindan olusturulan cpe daha fokal
iken, HSV-1’in olusturdugu cpe hiicreleri diffiiz olarak yayilmaktadir. Bu 6zellik HSV-1
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ve HSV-2’yi ayirmak igin yeterli spesifiteye sahip degildir (Drew, 1990; Ustagelebi,
1992; Whitley, 1996; Minson, 1998).

Yiiksek konsantrasyonda virus igeren ornekler hiicre kiiltiirinde 18-24 saat igerisinde
sitopatik etki olugturur. Kesin negatif degerlendirme igin kiiltiiriin en az 5-6 giin takip
edilmesi, bazen de kor pasaj yapilmasi gerekmektedir. Pozitif kiiltiirlerde spesifik anti-
korlar kullamlarak tip tayini yapilabilir. Viral kiiltiiriin duyarlilig: iglenen 6rnege veya
alindify yere gére degisebilir. En yiiksek virus titresinin, vezikiiler lezyonlarda bulundu-
gu ve yaklasik %95 pozitiflik tespit edildigi, {ilserli lezyonlarda ise yaklasik %70 pozitif-
lik saptandig1 bildirilmektedir. Ayrica primer enfeksiyonda sensitivite, rekiirrent olanlara
gore daha yliksek bulunmaktadir (Rawlz, 1985; Asley ve Corey, 1989).

Giinlimiizde, daha hizl: teshis alternatiflerinden en giivenilir olanlar1 lezyonlardan kazi-
narak elde edilen hiicrelerde tipe 6zgiil monoklonal antikorlar kullamlarak immiino-
floresan veya immiinoperoksidaz boyama ile HSV antijenlerinin gosterilmesidir
(Nerurkar ve ark., 1984; Corey ve Spear, 1986; Grandien, 1996; Liljeqvist ve ark., 1999;
Pramod ve ark., 1999). Floresan antikor teknigi (FAT) ile ilgili ilk uygulama, 1941°de
Coons ve ark. tarafindan doku kesitlerinde bir antijeni géstermek amaciyla, floresan bir
boyayla bir antikorun birlestiriimesiyle gergeklestirilmistir. Antijen-antikor birlesme
reaksiyonundaki yiiksek duyarhilifa dayah olan bu ySntemde, antijenler kolaylikla belir-
lenebilmektedir. Ancak ¢apraz reaksiyon, nonspesifik fon boyanmasi, floresan mikros-
kobuna ihtiya¢ duyulmasi, floresan maddelerin zamanla aktivitelerini kaybetmeleri gibi
genel problemler bu teknifin uygulanmasinda bir takim sinirlanmalar1 ve zorluklan be-
raberinde getirmektedir (Walpita ve ark., 1985; Schwap ve ark., 1986; Grandien, 1996).

immiinoperoksidaz yontemi, enzimlerle isaretli reaktiflerin olusturduklar: antijen-antikor
kompleksinin histokimyasal olarak incelenmesi esasina dayamr. Bu yontem, klinik nu-
munelerde antijen tespiti diginda, hiicre kiiltiirlerindeki viruslarin teghisinde kullamlan

Onemli metotlardan birisidir. Degerlendirme enzim ile substratin olugturacag renk reak-
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siyonuna gore yapilir ve ortaya ¢ikan renkli iiriinlerin miktari, enzim igaretli reaktiflerin
ve dolayisiyla kat1 faza baglanan antijen veya antikorun miktarim belirlemektedir. En-
zimlerle isaretleme yonteminde, enzim igaretli reaktifler uzun siire saklanabilmekte, so-
nuglar beliren renklenmenin siddetine gére degerlendirilmekte ve direkt goz, basit bir
151k mikroskobu veya kolorometre ile antijen veya antikorun tespiti yapilabilmektedir
(Cabalar ve Akga, 1993). ’

Viral proteinlerin klinik drneklerde direkt aranmasi yontemleri en hizli tam yontemidir.
Erken antiviral tedavinin baglamasinda hizli tam1 yontemi kullanilmasi 6nemlidir. Duyar-
Iilik ve 6zgiillik problemlerini azaltmak i¢in, viral kiiltiirle direkt boyama yéntemlerinin
paralel uygulanmasi Onerilir. Bu amagla EIA, latex agliitinasyon, lezyonlarin
immiinohistokimyasal boyanmasini igeren bir ¢ok ydntem uygulanabilir (Schmidt ve
ark., 1983; Nerurkar ve ark., 1984; Storch ve ark., 1988). Direkt viral antijen saptama
yontemleri, asemptomatik HSV enfeksiyonlarimn tanis: igin yeterince duyarli degildir
Bu testlerde yalanci pozitif ve negatif sonuglar goriilebilir. Asemptomatik hastalar, dii-
stik titrede virus sagtiklan igin bu gibi durumlarda direkt antijen tespit metotlarinin du-
yarlihg diisiik oldugundan hiicre kiiltiirii tavsiye edilmektedir (Nerurkar ve ark., 1984;
Verano ve Michalski, 1995).

Lezyonlardan alinan hiicrelerin sitolojik olarak incelenmesiyle de HSV tanis1 konula-
bilmektedir. Ancak bu metotun duyarlilifn %60-70 dir (Rawlz, 1985; Drew, 1990;
Whitley ve Roizman, 1997; Elnifro ve ark., 1999). Bu nedenle de enfeksiyon igin tek
tan1 metodu olmamahdir. Lezyon tabaninin gevresinden kazinti yoluyla alinan materya-
lin lam tizerinde smear1 yapilmali ve hemen soguk etanol ile fikse edilmelidir. Lam tec-
riibeli bir sitolog tarafindan incelenmeden dnce Papino, Giemsa ya da Wright metotlari-
na gore boyanabilir. Enfekte hiicrelerde, sinsityal dev hiicre, hiicre sitoplazmasinda ba-
lonlagsma ve bazen Cowdry A tipi intraniikleer inkliizyonlari, saptanabilecek sitolojik
degigikliklerdir. Bu hiicresel degisikliklerin varlifi bir gosterge olmakla birlikte HSV
enfeksiyonu igin tanisal degildir (Corey ve Spear, 1986; Mattison ve ark., 1991; Minson,
1998).
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Yine enfekte hiicrelerde virusun direkt olarak elektron mikroskopta (EM) saptanmasi bir
¢ok laboratuvar tarafindan gelistirilmis ancak ¢ok genis ¢apta pratige girememistir. Aym
morfolojik 6zelliklere sahip viruslan elektron mikroskopla birbirinden ayirmak miimkiin
olamamaktadir. Ancak aym tip lezyonu olugturabilecek farkli morfolojili viruslan ayirt
etmek miimkiindiir (Rawlz, 1985; Ustagelebi, 1992).

Viral genom DNA esasli tekniklerle de saptanabilir. Radyoaktif isaretli veya biyotinli
problarla yapilan DNA hibridizasyon, 6zellikle doku kesitlerinde kullanilmaktadir. An-
cak DNA hibridizasyon y6ntemi ileri laboratuvar kosullar1 gerektirdigi i¢in pahalidir ve
yaklasik 2 giin kadar zaman aldig igin birgok y6nteme gére daha ge¢ sonug verir (Nago
ve ark., 1988). Ote yandan PCR, klinik 6rneklerde HSV-DNA’y1 tespit etmek igin kulla-
nilmaktadir (Tei ve ark., 1996; Corey, 1998; Koizumi ve ark., 1999; Kaye ve ark.,
2000). Direkt antijen aranmasi yontemlerine gére asemptomatik enfeksiyonlarda tercih
edilebilir. Yine PCR islemi sirasindaki kontaminasyon ve yanlig pozitiflik gibi bilinen
problemler ve korrelasyonun kurulmasi igin yeterli olmayan klinik kriterler nedeniyle
HSV PCR sonucuna gore, klinik degerlendirme yapilirken dikkatli olunmasi gerekmek-
tedir (Grandien, 1996; Elnifro ve ark., 1999).

HSV enfeksiyonunun serolojik tanisi klinik yonden ¢ok degerli olmadigmdan (Mattison
ve ark., 1991; White ve Fenner, 1994; Arvin ve Prober, 1996; Whitley ve Roizman,
1997; Minson, 1998) epidemiyolojik ¢aligmalar haricinde sik¢a kullamlmamakta, yal-
nizca primer enfeksiyonun tamsinda yardimci olmaktadir. HSV IgG antikorlan,
komplement fiksasyon (KF), indirekt immiinofloresan, enzim immiinoassay, radyo
immiinoassay, indirekt hemaglutinasyon ve nétralizasyon gibi bir ¢ok ydntemle gosteri-
lebilir.

Akut faz serum Orneklerinde HSV antikorlar1 bulundurmayan olgularin
serokonversiyonu yukaridaki herhangi bir standart testle gosterilebilir. IgM antikorlari,
olasi klinik HSV enfeksiyon belirtileri bulunan olgularda serolojik yontemlerin faydasi-
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na fazla katkida bulunmamaktadir. Ayrica primer ve reklirrent enfeksiyonlari ayirt edici
degildir (Arvin ve Prober, 1996; Serter, 1997). Cogu HSV antikorlar her iki serotiple de
tepkimeye girerler. Ancak, giiniimiizde EIA veya immiinoblot taramas igin, ticari tipe
bzgiil antijenler (Or; bakiiloviruste klonlanmis HSV-1 ve HSV-2 gG glikoproteinlerinin
dis bolgeleri) mevcuttur (Rawlz, 1985; Mattison ve ark., 1991; White ve Fenner, 1994).

1.7. Klinik Ozellikleri

HSV’nin yapti1 hastaliklar hafif asemptomatik enfeksiyonlardan fatal olan agir enfeksi-
yonlara kadar degisir. HSV’nin neden oldugu klinik sendromlar1 gingivostomatitis,
Ozofagit, kutandz lezyonlar, keratokonjunktivit, retinit, menenjit, ensefalit, miyelit,
pnomoni, hepatit, genital lezyonlar olarak siralayabiliriz (Bozkaya, 1995; Whitley ve
Roizman,1997).

HSV, ozellikle korneada sonuglar1 agisindan ciddi bir yer tutan g6z enfeksiyonlarimin en
Snemli nedenidir. Viruslar, goz ve gbze komsu yapilarda ¢ok sayida hastalifa neden

olurlar. Okiiler hastaliklar, en ¢ok etkilenen anatomik yapilara gére smiflandirilirlar.

Gozl tutan enfeksiyonlar, konjunktivit ya da keratit olarak isimlendirilir. Konjunktivit
tek bagina ya da keratit ile birlikte ortaya g¢ikabilir. Kombine inflamasyon kerato-
konjunktivit olarak bilinir. Konjunktivite neden olan birkag virus vardir (Cizelgel.2.) .
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Cizelge 1.2. Konjunktivitin Viral Sebepleri

VIRUS KONJUNKTIVAL INFLAMASYONUN TIPLERi
: Folikiiler konjunktivit, psédomembranz/membraniz

Adenovirus

konjunktivit.

Enterovirus 70, Coxsackie A24 virus, akut hemorajik
Picornavirus '

konjunktivit (tropikal hastalik)
HSV Primer enfeksiyon, folikiiler konjunktivit; neonatal oftalmi.
Zost G6z kapag1 stmirindaki lezyonlar mukopiiriilan konjunktivite

oster

neden olur.
EBV Folikiiler konjunktivit, membran6z konjunktivit.
Measles Konjunktival Koplik lekeleriyle mukopiiriilan konjunktivit.
Influenza Papiller konjunktivit.
Molluscum Molluscum cisimciklerinin géz yaginda bulunmasindan dolay:
contagiosum |toksik folikiiler konjunktivit.
Newcastle Folikiiler konjunktivit.
disease

Papiller konjunktivit, psddomembrandz/membrantz
Vaccinia

konjunktivit.

Tipik olarak konjunktivitte, fornikslerde en belirgin olan konjunktival hiperemi, kompli-
ke olmayan viral hastalikta genellikle su gibi olan ama mukus da igerebilen akinti, hafif

okiiler irritasyon ve kapak problemi vardir. Gérme fonksiyonu nispeten normaldir.

Konjunktival inflamasyon belirtileri, doku 6demine bagh olarak papillada nonspesifik
ortaya ¢ikan kirmuz kadife goriintiisii ve aktive lenfositlerin biraraya gelmesiyle
folikiillerde olusan puding pirinci gériintimdiir. Bazen konjunktival inflamasyon o kadar
siddetli olur ki, proteinden zengin transiida ve fibrin koagiile olur ve konjunktival yiizey-

lerde membran ya da psédomembran olusturur.
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Keratit, kornea inflamasyonundan olugur. Viral etiyolojisi Cizelge 1.3.’de listelenmekte-
dir. Tipik olarak goz, limbus ¢evresinde yaygin ya da lokal olarak maksimum 6l¢iide
hiperemiktir, agr siddetlidir ve iris sfinkter spazmimin eglik ettii irisin refleks
inflamasyonu (ndronal) biiyik OSlgiide fotofobiye yol agar. Benzer olarak noronal
stimiilasyon, refleks lakrimasyona neden olur. Gérme fonksiyonu, bazen korneal 6dem,
151k kinllmasindaki degisiklikler, hiicresel infiltrasyon, vaskiiler invazyon ya da skar olu-
sumundan dolay genellikle bozulmustur.

Cizelge 1.3. Keratitin Viral Sebepleri.

VIRUS KORNEAL INFLAMASYONUN TiPLERI
ASV Epitelyal hastalik (dendritik, jeografik), stromal hastalik
(diskiform, interstitial)
VZV Epitelyal hastalik, arasira tipik olmayan dendritik gekiller,
(Zoster) norotropik, mukozplak, stromal hastalik (diskiform).
VZV Kugtik, gegici, dendritik sekiller, punktat epitelyal keratit,
(Varicella) |diskiform keratit.
Adenovirus | Keratit, subepitelyal, punktat opasiteler.
Maltniitrisyonu olanlarda ya da immiin kompromize
Measles popiilasyonlarda sekonder HSV ve bakteriyel enfeksiyonla
komplike olan epitelyal keratit/iilserasyon ve perforasyon.
Mumps Punktat epitelyal keratit, diskiform keratit.
Rubella Punktat epitelyal keratit, stromal keratit.
Punktat epitelyal keratit, interstitial keratit, diskiform keratit,
Vaccinia . .
nekrotize olmug stromal keratit.
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Kornea iginde inflamasyon, endotelin fonksiyon bozuklugu, epitelde defektler ya da
beyaz stromal inflamatuvar infiltratlardan 6tlirii, korneal 6dem seklinde kendini gostere-
bilir. Kahic1 inflamasyon, ya yiizeyel ya da derin vaskiilarizasyona neden olur. Orijinal
korneal yapmn ortogonal kollajen fiberleri tam olarak onarilamadifi zaman,
inflamasyon kalic1 skarlara, saydamlifin kaybi ve gérme bozukluguna yol agar. Korneal
opasitelerin ¢ikarilmasi, korneal transplantasyon ile ger¢eklestirilebilir ancak sonuglar
belirsizdir (Shuttleworth ve ark., 1997).

Okiiler HSV enfeksiyonu neonatal, primer ve rekiirrent hastalik olarak siniflandirilabilir.
Yazarlarin goriislerine gbre neonatal herpes farkli bir hastalik sekli olarak goriilmelidir,
¢linkii patogenezini siklikla enfekte dogum kanalindan bulagma olugturmakta (vakalarin
%80’inde) ve sistemik yol biiyiik bir potansiyel tegkil etmektedir. Neonatal HSV enfek-
siyonu konjenital olabilir veya korneal {ilserlerle birlikte veya tek basina mukoid
konjunktivit seklinde dogum sonrasi1 1-2 haftada gelisebilir (Pavan-Langston, 1994).
Yeni dogandaki yaygin enfeksiyonda vakalarin %10’unda okiiler tutulum olmaktadir.
Cogu neonatal herpes keratiti ve konjunktuviti HSV-2’ye baghdir. Buna karsm HSV-1
de neonatal keratite neden olur. Erigkinlerde okiiler izolatlarin yaklasik %85°i HSV-
1°dir. HSV-2 korneal hastalig1 daha siddetli oima egilimindedir (Arffa, 1991).

HSV’ye bagh ilk atak genellikle ¢ocukluk déneminde gelisir ve sinirli ve subklinik bir
enfeksiyon geklindedir. Klinik olarak belirgin primer okiiler HSV enfeksiyonu sik go-
riilmeyip, yaklagtk HSV enfeksiyonlarmin %S5’inin daha azindan sorumludur
(Liesegang, 1992). Primer hastalik nadirdir (Shuttleworth ve ark., 1997), kiiclik
vezikiiller bi¢imde kapak marjinlerini, folikiiler inflamatuvar yanit bigiminde (tarsak)
konjunktivay1 (akut folikiiler konjunktivit ile birlikte kulak &nii adenopatisi) ve tek, sik-
likla genis dendritik iilser olarak korneay:r (noktali epitelyal keratit) tutar. Ara sira
konjunktivaya ilerleyen ¢ok sayida kiigiik iilserler olabilir. Kornea tutulumunda en iyi
sekilde topikal floresein ile gosterilen kaba noktal: veya diflize olan epitelyal keratopati
seklinde olusur. Immiin sistem HSV antijenleriyle 6nceden kargilagmadifindan, kornea-
nin derin stromas: genellikle etkilenmemektedir (Casey ve Mayer, 1984; O’day, 1984;
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Arffa, 1991; Liesegang, 1992; Onder ve ark., 1994; Irkeg, 1996; Serter, 1997; Bengisu,
1998).

Rekiirrent goz enfeksiyonlar daha sik goriilmektedir. Rekiirrent okiiler HSV hastalig,
prognostik ve terapotik olarak daha farkli ve problemlidir. Rekiirrentlerde tutulum sik-
likla tek taraflidir, fakat vakalann kiigiik bir yiizdesinde her iki gozii de tutmaktadir (Fan
ve ark., 1989; Minson, 1998).

Rekiirrent hastalikta, epitelyumun dendritik {ilserasyonuna ilaveten, kornea stromada
tutulabilir ve siddetli stromal keratit olugturur. Uveamn anterir kismi tutulabilir ve iritis
bigiminde kendini gosterir (Shuttleworth ve ark., 1997).

Epitelyal Hastalik

Epitelyal hastalik, siddetli agr1, sulanma ve fotofobiye neden olur. Enfeksiyon genellikle
tek taraflidir ve ates, travma ve giines 15151na maruz kalma gibi klasik tetikleyici faktor-
lerle iliskilidir. Dendritik iilserler, iilseratif hastalifin yaygin 6zelligidir ve biiyiik dlgiide
konjunktival hiperemi ile birlikte goriiliir. Ulserler dardir ve dallanmalar seklindedir ve
topikal rose bengal veya florescein uygulamasinda belirgin dendritik veya cografik
tilserasyon, kornea epitelinde canli virusun mevcudiyetinden kaynaklanir. Lezyonlarin
tubaf ve patognomik sekli virusun hiicreden hiicreye yayilmasi1 sonucu olabilir (Pavan-
Langston, 1994).

Tedavi edilmeyen vakada, tilser genellikle 5-12 giin iginde iyilesir. Epitelyal defisitler ya
da tilserler daha uzun stire kalabilir ve klinisyenlerde endigeye yol agabilir ama bu, muh-
temelen vira]l rezistanstan ok yetersiz epitelyal rejenerasyonu gosterir. (Casey ve
Mayer, 1984; O’day, 1984; Arffa, 1991; Onder ve ark., 1994 Bengisu, 1998).
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Stromal Keratit

Stromal keratit, dogas1 geregi dendritik gériiniimde ya da bunu takiben ortaya ¢ikan
inflamatuvar bir reaksiyondur. Muhtemelen gorme fonksiyonunu tehdit eden en sik HSV
bulgusudur. Epitelyumun basal membran1 ve Bowman tabakasi, sensoriyal sinir uglari-
nin derin stroma ile birlestikleri epitelyumdan viral partikiil yayilimim onlemek i¢in
bariyer olarak gorev yaparlar. Buna kargin, ﬁlserasybnu olan hastalarin yaklagik
%30’unda virus ya da onun antijenleri korneal stromaya yayilir. Klinik gériiniim, Cizel-
ge 1.4.’de 6zetlenmektedir.

Cizelge 1.4. Stromal Keratitin Klinik Goriintimii
STROMAL

BELIRTILER OZELLIKLER
Baglangigta bir stromal 6dem ve sonra da aylar
ore . ya da yillar gectik¢e ortadan yavas yavas kaybo-
Dendritik Sekiller |1, p:+ skar olarak kalan ilk dlserin altndaki
stromada meydana gelir.
Yiizeyel Punktat Ylize)[el stromafla d:aglmk OI?H pozisyonun i
Keratiti yiikliigii ve sekli degisiklik gbsteren opositeler

aylarca siirebilir.

Inatg1 viral antijene kars1 olusan immiinolojik
reaksiyonu gsterir. Inflamatuvar hiicre
Dissiform Keratit infiltrasyonu ve difliz stromal 6dem korneanin
derin tabakalarinda kivriimalara neden olur.
(Descemet’s membrane)

glllmuzlﬂ?&ja le Stromada inflamatuvar hiicreleri ¢eken antijen
Hal:ls(:m)u essley antikor kompleksinden dolay: olusur.

Beyaz ya da sarimtirak renkte olan hiicre
Nekronik Stromal infiltrasyon odaklariyla iligkili ve anti-

Keratit inflamatuvar tedaviye cevap vermeyen bir kalici
keratit formu.
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Stroma inflamasyonundan sonra kalic1 stromal skar olusur. Bu, kalic1 gérme &zriine ne-
den olacak kadar olmayabilir ama gérme ekseninde tam doluluk oldugunda, gérme aza-
lir ve kornea transplantasyonuna ihtiyag duyulur. {hmal edilmis stromal keratit vakala-
rinda korneal incelme ya da perforasyon goriilebilir. G6ziin biitiinliigiinii tehdit eden bu
durum korneal graft gerektirebilir. (O’day, 1984; Arffa, 1991; Onder ve ark., 1994;
Pavan-Langston, 1994; Shuttleworth ve ark., 1997; Bengisu, 1998).

1.8. Tedavi, Korunma ve Kontrol

Herpes virus enfeksiyonlarinin sagaltiminda giintimiize degin en ¢ok kullanilmis ve en
¢ok deneyim kazanilmis ilag acyclovir’dir (Minson, 1998; Gokengin, 2000). Acyclovir,
normal hiicrelerde herhangi bir etki g@stermezken virusla enfekte hiicrelerde timidin
kinaz (TK) tarafindan mono ve di fosfat formlarina fosforilize edilir; hiicresel enzimlerle
aktif trifosfata donistiirtildiigtinde, hiicre DNA polimerazina etki etmezken viral DNA
polimeraza segici olarak baglanmir ve aktivitesini inhibe eder. Normal hiicrelere etki et-
medigi bilinen en az toksisiteli tek ilagtir (Smolin ve ark., 1984; Ertiick, 1999). Bu ilag,
primer enfeksiyonun erken déneminde uygulandifinda, virus atilim stiiresini ve iyilesme
zamanim kisaltmakta ve lezyonlarin iyilesmesini hizlandirmaktadir ancak niiks oram
lizerinde bir etkisi bulunmamaktadir (Arvin ve Prober, 1996).

Acyclovir, her ne kadar diger bilesiklere gore yaygin kullanilmakta ise de antiviral di-
reng bazi durumlarda sorun gikarabilmektedir. Ozellikle AIDS’li hastalarda tespit edilen
daha o6nce acyclovire duyarlh HSV suglarinin diren¢ kazandiklann bildirilmigtir.
Acyclovire direngli kékenlerin goriilmeye baslanmis olmasi, yeni antivirallerin gelisti-
rilmesini gerekli kilmistir (Minson, 1998).

Herpes simplex keratitinin tedavisinde kullamlan diger ilaglar idoxuridine, tri-
fluorothymidine (her ikisi de viral DNA’yla birleserek transkripsiyonu ve translasyonu
Onler), vidarabine (viral DNA sentez inhibitoriidiir), cidofavir’dir (Corey, 1998;
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Ustagelebi, 1999; Wilhelmus, 2000). Bunlar arasinda &zellikle idoxuridine herpes
simplex virusuna bagh keratokonjunktuvit ve dendritik lilserlerde uzun siire basariyla
kullanilmus ilk ilagtir (Smolin ve ark., 1984; Arffa, 1991). Ancak herpetik iiveit ve uzun
stireli derin stromal hastaliklarda etkili degildir.

Belirgin mukokutandz lezyonlar ya da yiizde lezyonlar bulundugunda primer HSV teda-
visinde sistemik acyclovir ile birlikte topikal antiviral ajanlar kullamlmalidir. Buna ek
olarak, dendritik lilser bakterilerin giris kapisi olabildigi ve korneal apsenin yaygin se-
bebi oldugu i¢in, topikal antibiyotik tedavisine ihtiya¢ duyulabilir.

HSV-1’e bagh stromal keratitin tedavisi ile ilgili ¢aligmalar siirdiiriilmektedir.
Acyclovirin oftalmik pomad: ile uygulanan topikal sagaltima topikal siklosporin A ek-
lenmesinin, hem nekrotizan hem de non-nekrotizan keratitin iyilesmesine 6nemli 6lgiide
katki sagladifi gosterilmistir (Heiligenhaus ve Steuhl, 1999).

HSV partikiillerinin enfektivitesi, goriilebilir 1§13a maruz birakildifinda bir dizi
heterotrisiklik boya ile yok edilebilir. Proflavine boyasi, insanlardaki hastalikta aragti-
rilmis ve bunun siddetli korneal epitelyopati ve arasira iritis ile komplike oldugu bulun-
mustur (Shuttleworth ve ark., 1997).

Derin keratitte stromal infiltrasyonu ve sonucunda kollajen yap1 ve anatomik yapidaki
hasar1 azaltmak igin topikal kortikosteroid kullamilmaktadir. Benzer bigimde, siklikla
tipik siddetli inflamatuvar yanit1 azaltmak i¢in herpes simplex iiveitinde de kullanilmasi
Onerilmektedir. Aym anda, stroma ve anterior bogslukta etki gsterebilen acyclovir ya da
gancyclovir gibi bir antiviral kullanimi, epitelyumda virus rekiirrensini baglatma ya da
viral proliferasyonu arttirma riskini azaltir (Easty ve ark., 1985; Wilhelmus, 2000).
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Profilaktik ilag uygulamalarimin diginda korunma ile ilgili pratik 6neriler arasinda kigisel
hijyen sartlartun diizeltilmesi, egitim, aktif lezyonlar1 bulunan bireyler ile temastan ka-
¢inma gibi Snlemler sayilabilir (Corey, 1998).

Herpes viruslarina karsi ag1 gelistirilmesinin gii¢ oldugu anlagiimaktadir. Primer
mukokutan6z enfeksiyondan korunma giiglit bir T hiicre cevabi ve belki de yiiksek
titrede tipe Ozgli mukozal IgA antikoru gerektirmektedir. Aktif immiinizasyon heniiz
yoktur, ancak viral subunit &zellikle en onemli korumay: yapan gD ve diger
glikoproteinlerin (gP, ICP27) tek basma veya karigimlarmin kullamldig: preparatlar bag-
ta olmak lizere zayiflatilmus HSV, gH-mutant ve yeni teknoloji DNA virus agilarinin
deneysel sartlarda primer ve rekiirrent enfeksiyonlara kars1 koruyucu olduklar gosteril-
mistir. Bunlar arasinda 6zellikle gD ve gH-mutant asilan insanlarda heniiz klinik dene-
me safhasindadir. Primer enfeksiyonlar1 6nlemede basarili olabilecekleri diigiiniilmekie
birlikte asilarn rekiirrent enfeksiyonlar1 6nlemede ne kadar bagarili olacaklari heniiz
bilinmemektedir (White ve Fenner, 1994; Ulmer, 1996; Minson, 1998).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Arastlrmada virus izolasyonu ve direkt immiinoperoksidaz (DIP) testi i¢cin Ankara Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Viroloji Laboratuvarlarinda bulunan ve likid nitrojen tankinda
(-196°C’de) stoklanan, Vero (afrika yesil maymun b&brek) hiicre kiiltiirii kullamldi (Re-
sim 2.1).

2.12. Virus

Aragtirmada, kontrol amactyla Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Viroloji
Laboratuvarlarmda bulunan HSV-1 virusu kullamldi. Virus Vero hiicre kiiltiiriine adapte
edilerek ¢ogaltildi.

2.1.3. Fotal Dana Serumu

Hiicre killtiirlerinin hazirlanmasinda, mikoplazma antijeni yoniinden negatif oldugu sap-
tanmug olan ve -20°C’de muhafaza edilen f6tal dana serumu (FDS)“) kullanildi. Hiicre
{iretme vasatina ilave edilmeden 6nce 56°C’de 30 dakika inaktive edildi.

2.14 Konjugat

Viruslarin tiplendirilmesinde kullanilan peroksidazla konjuge edilmis tavsan-anti-herpes

simplex virus tip-1®) serumu ticari olarak temin edildi.

O Bjochrom KG. Berlin Germany
@ Dako, Danimarka
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2.1.5. Substrat

Substrat, 3-amino-9-etil karbazol ve dimetil formamid’in 0,1M asetat tamponu (pH:5)
i¢cinde hazirlanmasiyla elde edildi ve 1/1000 oraninda kromojen (H,O-) ilave edilerek
kullanildi.

2.1.6. Arastirmada Orneklenen Hastalar

Ocak 1999-Eyliil 2000 tarihleri arasinda Ankara’da Giilhane Askeri Tip Akademisi, An-
kara Hastanesi, Ankara Numune Hastanesi, Sosyal Sigortalar Kurumu Ulucanlar Gz
Hastaliklart Hastanelerinin g6z kliniklerine bagvuran ve uzman doktorlar tarafindan
keratitis veya keratokonjunktivitis on tams1 konmus, yaslar1 19-70 arasinda degisen 33
birey, hasta grubunu olugturdu. Bu bireylere ait cinsiyet, yas, klinik tablo 6zellikleri ile
tam materyallerinin dagilimi Cizelge 2.1.’de gbsterildi.

2.1.7. Viral Tam1 Numuneleri

Arastirmada tam1 materyali olarak, g6z hekimi tarafindan alinan lezyonlu kornea epitel
kazintisi ile {ilser, kornea epiteli veya alt konjunktivadan alinan swab drnekleri kullanildi
(Cizelge 2.1.). Ozellikle lezyon fizerinden alnan kazint1 6rnegi miktar1 yeterli olarak
tespit edildigi durumlarda, bu 6rnegin bir bsliimii yayma froti seklinde hazirlanarak hizl
tam amaciyla kullanuldi. Bu sekilde yeterli miktarda kazinti temin edilerek yayma
frotileri de hazirlanan olgular Cizelge 2.1°de gosterildi.
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Cizelge 2.1. Arastirmada Orneklenen Olgular.

- > Materyal
Olgu | Cinsiyet Yas On Tam Sirinta | Kazmt:
*1 Erkek 35 Keratit X X
2 Erkek 48 Keratit X X
3| Erkek 42 Keratit X X
*4] Erkek 41 Keratit X X
*5| Erkek 51 Keratit X X
*6| Erkek 63 Keratit X X
*7| Kadin 39 Keratit X X
8| Kadin 38 Keratit X X
*9|  Erkek 31 Keratit X X
*10] Erkek 21 Keratit X X
*11| Kadin 53 Keratit X X
*12] Kadin 50 Keratit X X
*13| Kadin 32 Keratit X X
*14] Erkek 70 Keratit X X
*15| Erkek 37 Keratit X X
*16| Erkek 22 Keratit X X
*17| Erkek 19 Keratit X X
18| Kadmn 37 Keratit X X
19| Erkek 39 Keratit X X
20| Erkek 49 Keratit X X
21 Erkek 53 Keratit X X
22| Kadin 36 Keratit X X
*23| Kadin 40 Keratit X X
24| Kadin 55 Keratit X X
25|  Erkek 65 Uveit X X
26| Erkek 23 | Keratokonjunktivit X -
27| Kadin 58 Keratit X X
28] Kadin 46 Keratit X X
291 Kadm 41 Keratit X X
30 Erkek 35 Keratit X X
31} Erkek 37 Keratokonjunktivit X
32 Erkek 31 Keratit - X
33] Kadin 52 Keratit - X

* Yayma frotisi hazirlanan olgular.
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2.2. Yontem

2.2.1. Devamh Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Vero hiicreleri -196°C’de siv1 azot tankindan ¢ikartilarak 1silar1 -80°Cye yiikseltildi ve
daha sonra hizla 37°C’de su banyosunda ¢oziildii. Bir miktar vasatla sulandirilan hiicre-
ler 1500 rpm’de, 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. %10 FDS igeren Dulbecco’s
Modified Essential Medium (DMEM)®" igerisinde 1x10° hiicre/cm® olacak sekilde
stispanse edilerek, 25 cm” ve 75 cm? yiizeyli hiicre kiiltiiri® siselerinde tiretildi.

2.2.2. Viruslarin Uretilmesi

HSV-1, tek kathi tiremesini tamamlamig Vero hiicre kiiltiirtine adsorbsiyonlu teknikle
inokiile edildi. Bu amagla sise hacminin 1/100°1i olacak hacimde hiicre yiizeyine konan
HSV-1 adsorbsiyon i¢in 37°C’de bir saat inkiibe edildi. Siire sonunda sige hacminin 1/10
(v/v)’u olacak miktarda DMEM ilave edilen kiiltiirler, 37°C’de inkiibasyona terk edildi.
Virus spesifik cpe %90 nispetine ulastiginda, virus -80°C’de donduruldu. Iki siklus don-
durulup ¢6ziilen virus, 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant, 1 ml hacim-
de porsiyonlanarak, kullamilincaya kadar -80°C’de sakland.

2.2.3. Viruslarin Enfeksiyozitesinin Tespiti

Bu amagla Frey ve Liess (1971) tarafindan bildirilen yontem kullanildi. Kisaca logio
tabanina gore hazirlanan HSV-1 sulandiriimalar1 Vero hiicre kiiltiirtine inokiile edildi.
Hiicrelerde izlenen cpe bulgusu Kaerber (1964) yontemi ile degerlendirilerek, virusun

enfeksiyozite giicti hesaplandi.

® Bjochrom KG. Berlin, Germany.
@ Greiner, GmbH, Germany.
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2.2.4. Hastalardan Tani Materyalinin Alimmasi

Bu amagla, goz hekimi tarafindan lokal anestezi saglanarak, platin spatula ile kornea
lezyonu fizerindeki epitel ya da tilser kazintis1 alinarak, daha 6nceden ependorf tiiplerde
hazirlanan 1cc transport vasati (10 x antibiyotikli PBS) i¢ersine konuldu. Ucunda pamuk
bulunan steril swab yardimiyla, kornea lezyonlarindan ve alt konjunktivadan biraz bast-

rilmak suretiyle alinan swab numunesi de transport vasati i¢inde laboratuvara ulagtirildi.

2.2.5. Tam Materyallerinin Hazirlanmasi

2.2.5.1 Kornea Epitel Kazintis1

Transport vasati i¢inde ve soguk zincirde laboratuvara ulagtirilan epitel kazintilar1 Snce
5000-6000 rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant 0.2 pm filtreden®” sii-
ziildii ve kullamlincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi.

2.2.5.2. Swab Materyalleri

Komea lezyonlarindan ya da alt konjunktivadan bastirilmak suretiyle alinan swab ma-
teryalleri, iginde 1 ml PBS bulunan ependorf tiiplere konuldu. 30-60 dakika siireyle buz-
dolabinda bekletilen drnekler, takiben 10 sn stireyle vortexlendi. Daha sonra swab ¢ubu-
gu ¢ikarlarak, tlipte bulunan materyal 5000-6000 rpm’de, 4°C’de 5-10 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant 0.2 pm filtreden siiziilerek inokiilasyon amaciyla kullanildi.

2.2.5.3. Yayma Frotileri

Bu amagla, kornea lezyonu tizerindeki epitelin kazinmasi suretiyle alinan materyalin lam

tizerinde smearlan yapild: ve oda isisinda kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar soguk

O Sartorious, GmbH, Germany.
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aseton ile tespit edildi. Bu sekilde hazirlanan preparatlar DIP testi ile boyanincaya kadar
-20°C’de sakland.

2.2.6. Direkt Immiinoperoksidaz Testi (DIPT)

Bu amagla Hyera ve arkadaglarinin yontemi uyguland: (1987). 24 gozlii pleytlere %10
FDS igeren DMEM iginde 70-80.000/ml olacak sekilde Vero hiicre kiiltiirii siispansiyo-
nu 24 saat siireyle %5 CO, igeren etiivde inkiibe edildi. Ertesi glin monolayer hale gelen
hiicreler tizerine numuneler inokiile edildi. Virolojik kontrol amaciyla hazirlanan goz
swablan ve iki kez dondurulup ¢6ziilmiis olan epitel kazinti rneklerinden elde edilen
inokiiliimiin tamam 24 kuyucuklu pleytin ikiser goziine (her numune i¢in) paylagtirildi.
%5 COy’le 37°C etiivde 1 saat siireyle yapilan inkiibasyondan sonra numuneler
gézlerden topland:1 ve iizerlerine serumsuz vasat konmak suretiyle etiive kaldirildi. 24-48
saat sonra lireme olan gozlerden sivilar gekilip -80°C’de donduruldu. Ureme goriilmeyen
gozlerde 5. giiniin sonuna kadar beklendi. Siire sonunda ist sivilar1 toplanan pleytler
peroksidaz boyamasina tabi tutuldu.

Bu amagla kiiltiir medyumu dokiilmiis pleytler 1/3 oraninda sulandirilmig PBS ile yikan-
diktan sonra +80°C’de 4 saat tutulmak suretiyle hiicrelerin fiksasyonu gergeklestirildi.
Siire sonunda pleyt bir kez PBS-B (Beyaz PBS) ile 1slatild1 ve daha sonra fikse olan hiic-
reler titresi oraninda (1/100) %0.01 Tween 20 igeren PBS (PBS-T) i¢inde sulandirilan
isaretli antikor ile oda derecesinde 1 saat muamele edildi. PBS-T ile ii¢ kez yikanan
pleytlere kromojen olarak 2 mg 3-amino-9-etil karbazol + 0,3 ml dimetil formamid ve
%3 H>0, karisimindan dagitildi. Renkli reaksiyonun olugmasi igin 15-20 dakika beklen-
di. Yeterince renk olustugunda tablet igerikleri dokiilerek bir kez 1/3 PBS-B’le yikandi
ve sonra ¢esme suyu ile reaksiyon durduruldu. 15-20 dakika iginde gelisen kina
kahverenkli birikim izlenmek suretiyle virus/viral antijenlerin varlii mikroskopta géz-

lendi.

® Costar, ABD.
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2.2.7. Yayma Frotilerin DIP Boyanmasi

Hazirlanan yayma frotiler -20°C’den ¢ikarildiktan sonra PBS-B igerisinde 5 dakika bek-
letildi. Kurutulma isleminden sonra preparatlar titresi oraninda (1/100) %0.01 Tween 20
igeren PBS igerisinde sulandirilan igaretli antikor ile oda derecesinde 1 saat muamele
edildi. Stire sonunda PBS-B ile {i¢ kez yikanan preparata kromojen olarak 2 mg
3;ami110-9-etil karbazol + 0,3 ml dimetil formamid ve %3 H,0, karisimindan konuldu.
15-20 dakika sonunda preparatlarin yikanmasi ve uygun maunting mediumu ile kapatil-
masi igleminden sonra her lam doku kiiltiirii mikroskobunda degerlendirildi.

2.2.8. Konjugat Titresi

Bu amagla Vero hiicre kiiltliri {iretilen 24-g6z tabletleri titresi oraninda
(100DKID50=1:1000) HSV-1 inokiile edildi. inokiilasyonu izleyen 18-24. saatte virus
tireme odaklari olusan hiicreler iist sivilar1 alindiktan sonra PBS ile yikanarak +80°C*de
fikse edildi. 1:50°den baglayarak 2 kath 3 basamak PBS-T i¢inde sulandirilan PO-isaretli
anti-HSV-1 antikorlan hiicre ylizeyine muamele edildi. 37°C’de 1 saat inkiibasyonu ta-
kiben yapilan yikama iglemi substrat ilavesi ile son buldu. Testlerde kullanilacak
konjugat titresi en diisiik zemin boyanmasi, en yogun hiicre i¢i boyanmamn tespit edil-
digi konjugat sulandirmasi olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Viruslarin Uretilmesi

HSV-1 virusuna spesifik hiicresel patolojik degisiklikler ya da sitopatik etkiler
inokiilasyonu izleyen 18. saatten itibaren yapilan mikroskop degerlendirmeleri sonucun-
da sitoplazmik graniilasyon, hiicrelerde biiyiime ve yuvarlaklagsma, bilyiiyen hiicrelerin
birlesmesi sonucu ¢ok gekirdekli dev hiicrelerin olusumu ile karakterizeydi. (Resim 3.1).

3.2. Viruslarin Titresi

Yapilan titrasyon testi sonucunda HSV-1 ve izole edilen iki virusa ait enfektivite deger-
leri Cizelge 3.1.’de gosterildi.

Cizelge 3.1. Aragtirmada kullanilan referans ve izole edilen HSV-1

viruslarinin enfektivite titre degerleri.

VIRUS HUCRE TITRE (DKIDs)
HSV-1 Vero 10°%/0.1ml
izol-14S Vero 10°-%/0.1ml
1zol-14K Vero 10*7/0.1ml
Izol-15K Vero 10%0.1ml




3.3. Virus Izolasyonu

Goz kliniklerinden keratitis ve/veya keratokonjunktivitis 6n tanisi ile 6rneklenen 33 ol-
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gunun 4 tanesinden virus izolasyonu gergeklestirildi.

3.4. Direkt Immiinoperoksidaz Testi

Yapilan DIPT sonucunda hiicre kiiltiiriinde sitopatolojik degisiklik sergileyen 4 adet
olguya ait materyallerden sadece 2 tanesinde HSV-1 tamusi yapilirken, dier 2 Srnekte
spesifik boyanma tespit edilememigtir. HSV-1 tiplendirilmesi yapilan aym bireye ait
(olgu 14) viruslar (Resim 3.2 ve Resim 3.3), hem kornea kazintis1 hem de siiriintiiden
izole edilmigtir. Diger olguda (olgu 15) (Resim 3.4) ise virus izolasyonu sadece kazinti-

dan yapilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Arastirmada viral etiyoloji tamis1 konan olgular ve tam detaylar1.

Virus izolasyon+DIPT
Olgu | On Tam — 4 w¥ Yay]l)nl; 'lIi“roti
Cpe | HSV | cpe | HSV
11 |Keratit — | — | — — +
13  |Keratit — + - _
14 |Keratit + + —
15 |Keratit | — | — | + NY
17 |Keratit + - + o NY

NY- Numune yeterli degil.

3.5. Yayma Frotilerde DIP

Hazirlanan yayma frotilerin DIP yontemi ile boyanmasi sonucunda bir veya daha fazla

epitel hiicresinin sitoplazmasinda kina-kahverengi renk olusumu goriilmesi HSV-1e ait
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antijenlerin pozitifligini g6sterirken (Resim 3.6), epitel hiicrelerinde bu sekilde bir renk
degisiklifi olusmamasi nedeniyle HSV antijenleri y6niinden negatif olarak degerlendi-
rildi (Resim 3.5). Test sonucunda materyali temin edilen olgularin bir tanesinde (olgu
11) HSV-1 ile enfekte kazint1 epitel hiicreleri tespit edilebildi (Cizelge 3.2.).

3.6. Konjugat Titresi

Yapilan titrasyon neticesinde konjugatin kullamm sulandirmasi 1/100 olarak hesaplandi.
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Resim 3.1. 14 nolu materyal ile enfekte Vero hiicre kiiltiirii. Inokiilasyon sonrasi 36. saat
(x250).
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Resim 3.2. 14 nolu materyal ile enfekte Vero hiicre kiiltiirii. Inokiilasyon sonras: 24.

saatte immiinoperoksidaz boyamasi (x125).

Resim 3.3. 14 nolu materyal ile enfekte Vero hiicre kiiltiirii. inokiilasyon sonrasi 48.

saatte immiinoperoksidaz boyamasi (x250).
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Resim 3.4. 15 nolu materyal ile enfekte Vero hiicre kiiltiirit. Inokiilasyon sonrasi 24.
saatte immiinoperoksidaz boyamasi (x250).



Siirme preparat DIP testi negatif (x125).

Siirme preparat DIP testi pozitif (x250).
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4. TARTISMA

Herpes simplex virusu insanlarda yaygin prevelansa sahip degisik patolojilerden sorum-
Iu olan 6nemli bir etkendir. HSV, 6zellikle korneada sonuglar agisindan ciddi bir yer
tutan gz enfeksiyonlarinin en 6nemli nedenidir. Géz ve goze komsu yapilar, viruslarin

neden oldugu ¢ok sayida hastaliga maruz kalmaktadirlar (Elnifro ve ark., 1999).

Stromal keratiti izleyen korneal yapisal hasar, hastaligin kronik seyri, tedaviye karsi go-
riillen direng ve bunlarin sonucu olusan gérme kaybi nedeniyle HSV enfeksiyonu goz
kliniklerinde 6nemli bir problem olarak ortaya ¢ikmaktadir. Herpetik keratitlerde enfek-
siyonun stromal forma déniiserek komplike bir siirece girmesi erken ve etkin antiviral

tedaviyle engellenebilmektedir (Pavan-Langston, 1994).

Kormneal korliigiin 6nde gelen nedeni olan HSV epitelyal keratit, genellikle terminal
pulplar ve epitelyal infiltrasyonlu dendritik kenarlar1 olan dendritik ya da jeografik
korneal tilserlerle tipiktir. Bu onlarin diger nedenlere bagli korneal iilserlerden ayirt e-
dilmesini ve herpetik keratit olarak klinik tanisinin koyulmasim saglamaktadir. Ancak
bazen, baslangigtan beri gecen siire, dnceki tedaviler, atopik dermatitis gibi sistemik
hastaliklar ya da korneal transplantasyon gibi faktorler epitelyal lezyonlarin klasik HSV
lezyonlarindan farkli bigimde goriinmesini saglamaktadir (Catalano ve ark., 1986;

Collum ve ark., 1989; Koizumi ve ark., 1999).

Goz enfeksiyonlarinin etiyolojisini, alexji, travma ve diyetle ilgili eksikliklerin yamsira
viruslar, bakteriler ya da parazit enfeksiyonlar1 olugturur. HSV en sik goriilen virus ol-
masina ragmen, Adenovirus, Picorna viruslar, Varicella-Zoster virus, Epstein-Barr virus,
Measles, Mumps, Rubella ve Vaccinia da gbzde komeal ve konjunktival
inflamasyonlara neden olmaktadirlar (Shuttleworth ve ark., 1997; Bengisu, 1998;
Ritterband ve Friedberg, 1998; Elnifro ve ark., 1999).



47

Herpetik keratitlerde, klinik muayene bulgular1 genellikle patognomik ve tam koydurucu
~ olmasina ragmen baz atipik, tam tedavi edilmemis olgularda ya da HSV diginda farkli
bir etkenden kaynaklanan keratitlerde, yalmzca klinik taniya dayali olarak dogru tani
konmas gtivenilir olmadif i¢in dogru laboratuvar tamsi ¢ok nemlidir. Efektif antiviral
tedavinin bulunmasi virusun tamsina deger kazandirmaktadir. Bu nedenle erken tam ve
tedaviyle hastaligin stromaya ilerleyerek komplikasyonlara neden olmasi 6nlenebilmek-
tedir (Walpita ve ark., 1985). Ayrica yapilacak hizli ve dogru tami, Ozellikle
endikasyonsuz steroid kullanimi sonucu ortaya gikacak komplikasyonlarin 6nlenmesi
agisindan da gerekli gériilmektedir (Pavan-Langston, 1994).

Bu ¢alismanin amaci, gesitli g6z Kliniklerinden HSV keratit veya keratokonjunktivit
stipbesi ile laboratuvara gonderilen 6rneklerde hiicre kiiltiirii inokiilasyon ydntemi ile
HSV izolasyonunu takiben IP yontemi ile identifikasyonunu ve tiplendirilmesini gergek-
lestirmek, ayrica (slipheli materyallerin doku kiiltiiriinde tiretilmeden kisa siirede sap-
tanmalan amaciyla) hazirlanan direkt preparatlarda (frotilerde) DIP ySntemiyle HSV
antijen tespiti ve tiplendirilmesini aragtirmaktir. Boylelikle goz enfeksiyonlarinda 6nemli
bir etken olan HSV’nin siklifinin saptanmasi, HSV ile olugan ciddi gbz enfeksiyonlari-
nin dodru ve izl tamisim koyarak, etkin antiviral tedaviye ivedilikle baglanmasina yar-
dimci1 olunulmasi, tamda kullanilan farkli labarotuvar yontemlerinin kargilastirilmasi, bu
yontemler hakkinda bilgi, beceri ve deneyim kazamlmasi amaglanmugtir.

Klinik drneklerin test edilmeleri ve pasajlanmasi amaciyla doku kiiltiirti olarak homojen,
tek tabakali tireme 6zelliginde olan ve virusun iiremesinde duyarli olan Vero hiicre kiil-
tiirti kullamlmigtir. Epitelyal yapida olan Vero hiicre kiiltiiriinde enfeksiyon, hiicrelerin
sismesi ve yuvarlaklagmaya baglamasiyla daha kolay izlenebilmekte ve peroksidaz bo-
yama ile antijen saptanabilmektedir.

Bu amagla Ankara’da lokalize olan ¢esitli g6z kliniklerinden, Ocak 1999-Eyliil 2000
tarihleri arasinda HSV keratit veya keratokonjunktivit 6n tanis1 konmus, yaglart 19-70
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arasinda degisen 33 bireyden aliman kornea epitel kazintisi ile alt konjunktivadan
swablar virus izolasyonu amactyla Vero hiicre kiiltiirlerine inokiile edildi. Takiben DIP
yontemi ile identifikasyonu ve tiplendirilmesi gergeklestirildi. Ayrica materyali yeterli
olan olgular i¢in epitel kazintisindan direkt froti yapilip DIP testi ile boyand: ve sonuglar
VI teknigi ile karsilagtirildi.

Buna gore; klinik olarak herpetik keratit 6n tanisi ile Srneklenen 33 olgunun 4 (%12,1)
tanesinden virus izolasyonu gergeklestirildi. Yapilan DIPT sonucunda hiicre kiiltiirlerin-
de sitopatolojik degisiklikler sergileyen 4 adet olguya ait materyallerden sadece 2 tane-
sinde HSV-1 tamsi yapilirken, cpe pozitif diger 2 6rnekte spesifik boyanma tespit edile-
memigtir. HSV-1 tiplendirilmesi yapilan aym bireye ait (olgu 14) viruslar hem kornea
kazintisinda hem de siiriintiiden izole edilmigtir. Diger olguda (olgu 15) ise virus izolas-
yonu sadece kazintidan yapilmistir. Bu bulgular ile tan1 amactyla alinacak materyaller
i¢inde en uygun olaninin epitel kazintis1 oldugu sonucuna da varilmstir.

Ayrica kazinti materyali yeterli olan olgulardan aliman orneklerle hazirlanan yayma
frotiler de DIP yontemiyle boyanmis ve bu materyallerin %6.6’sinda antijen saptanmis-

tir.

Ulkemizde yapilan benzer bir ¢alismada (Bozkaya, 1995) gozden alinan 48 marazi mad-
de doku kiltiirli yontemi ile incelenmis 48 6rnegin 14 {inde virus liredigi (%29.1) goz-
lenmis, DIF yontemi ile hepsi HSV-1 olarak tiplendirilmisgtir.

Schmidt ve ark. (1983) HSV’nin tespiti i¢in, hiicre kiiltiir izolasyonu ile, DIF ve DIP
yontemlerini karsilagtirdiklar bir ¢alismada; DIF ve DIP testlerinin her biri ile virus
izolasyonu (VI) arasinda %82 korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar
VI’nun, HSV pozitif numunelerin %96’sim1 tespit ederken, DIF ve DIP’mn her birinin

numunelerin %66’sin1 tespit ettigini gdstermislerdir.
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Bir bagka ¢aligmada ise, HSV’nin teghisinde standart kiiltiir metotlar,, Shell-vial yéntemi
ve DNA probe testleri karsilagtirilmig; DNA probe ile %54.5, Shell-vial yontemi ile
%95.9 ve konvansiyonel kiiltiir ile %100 oraminda HSV antijeni pozitif olarak tespit
edilmigtir (Seal ve ark., 1991). Bu aragtiricilar ayrica 2 ila 20 saat arasindaki teshis dege-
rine ulagan bir rutin kiiltiirin iyi oldugunu bildirmislerdir. Fakat ne shell-vial yontemin,
ne de DNA prob testin konvansiyonel kiiltiir metotlarindan elde edilenleri saglamadig,
standart kiiltiir metotunun duyarlilik ve spesifiklikte hala en gegerli metot oldugunu bil-

dirmiglerdir.

Hiicre kiiltlirtinde virus izolasyonu ve identifikasyonu, teghis metotunun en hassas kis-
mim olusturmasina ragmen, enfekte monolayer hiicrelerde cpe 2-3 giinden 6nce teghis
edilememektedir. Bazi durumlarda ise cpe’nin goriilmesi igin 5 glinden fazla beklemek
gerekmektedir. Bu nedenle cpe gelismesinden 8nce viral antijenin gésterilmesi, HSV nin
tespiti ve spesifik identifikasyonu i¢in ihtiya¢ duyulan zamam belirgin olarak azaltmasi
ve hastalara ge¢ kalmadan uygun tedavinin baglamasi agisindan yararlidir (Miller ve
Howell, 1983; Leland, 1996; Minson, 1998).

Bu c¢aligmada da uygulanan immiinoperoksidaz boyama yontemi, klinik numunelerde
antijen tespiti disinda, hiicre kiiltiirlerindeki viruslarin teshisinde kullamlan 6nemli me-
totlardan birisidir. Bu yontem ile konvansiyonel hiicre kiiltiirlinde sitopatik degisikligin
gozlenmesi ve identifikasyonu igin beklenmesi gibi bir dezavantaji ortadan kaldirmakta-
dir. Ayrica sitopatik etki yapamayacak kadar az enfektif virusun saptanabilmesi ve so-
nucun degerlendirilmesinin gozle ya da 151k mikroskobu ile yapilabilmesi yine bu y6n-
temle miimkiin olmaktadir (Miller ve Howell, 1983; Schmidt ve ark., 1983).

Miller ve Howell (1983) taze ve dondurulmus érneklerde HSV’yi tespit etmek igin DIP
testini kullandiklar1 bir galismada, IP boyama ve cpe arasinda %98 korelasyon oldugunu
bildirmisler, ayrica pozitif kiiltiirlerin IP boyama ile 24 saat i¢inde, cpe'nin goriilmesinin
ise (yaklagik 2 giin) 3 giinde tespit edilebildigini saptamiglardir.
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HSV’nin neden oldugu enfeksiyonun tamisinda en duyarh ve en spesifik metot “altin
standart” olarak tamimlanan, enfekte doku ve sekresyonlardan virusun izolasyonudur
(Asley ve Corey, 1989; Seal ve ark., 1991; Simon ve ark., 1992; Verano ve Michalski,
1995; Arvin ve Prober, 1996; Leland, 1996; Elnifro ve ark., 1999).

Hiicre kiiltiirii izolasyonu &zel bir tasima vasati ve numunenin hemen génderilmesini
gerektiren bir uygulamadir. Pahali ve zaman alici bir yontem olmasina ragmen
enfeksiydz ajam kesin olarak saptadifi ve ¢ok miktarda bilgi sagladig: i¢in hala “altin
standart” dir (Kowalski ve Gordon, 1989; Elnifro ve ark., 1999). Ayrica bugiine kadar
standart kiltiir ile virus teshis metotlarina tistiin gelen duyarlilikta bagka bir metot bildi-
rilmemigtir (Seal ve ark., 1991).

Bu aragtirmadan elde edilen oransal veri, diger benzer arastirmalardan daba diisiik bu-
lunmustur. Bunlarin en bagta gelen nedenleri arasinda, klinik materyallerin dogru alina-
mamasi ve 6n tammn yanhs konmus olmas: diisiintilmektedir. Bu ¢alismada hastalardan
genelde akut fazda numune alinmasina ¢aligilmigtir. Fakat bazi hastalardaki tekrarlayan
keratitlerde, ozellikle hasta hastaneye tedaviye baslamis olarak gelmektedir. Bu da izo-
lasyon sansim diigiirmektedir. Ayrica korneada goriilen ¢ok kiigiik {ilserlerden dahi nu-
muneler alinmigtir. HSV-1°e bagh primer keratit vakalarimin ¢ok sik goriilmemesi, ayri-
ca siirenin kisith olmasi gibi nedenler her tiirlii rekiirrent hastanin da degerlendirilerek
caligmaya dahil edilmesine neden olmugtur. Bu nedenle aragtirmada viral amplifikasyon

amaciyla numuneler vero hiicre hattinda iki kez pasajlanmugtir.

Diger taraftan alinan numunelerin uygun nakil ve saklama altinda olup olmadiklar1 da
virus izolasyon olasilifina etkiyen 6nemli faktdrlerdendir. Bu galigmada kullanilan ma-
teryaller 9 ay stire ile 6nce -20°C ve daha sonra -80°C’de saklanmak zorunda kalmmusgtr.
Tiim zarfl1 viruslar igin gegerli olan saklama sirasindaki inaktivasyon giiphesi bu mater-
yaller i¢in de gegerli olarak diiliniilmektedir. Altin standart olarak kabul edilen VI’nin
bu 6zelligini gercek manada kullanabilmek, ancak numunelerin donmaksizin ya da kisa
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stireli dondurularak inokiilasyonunun yapilmas: durumunda séz konusudur. 9 aylik bir
slire materyalden ciddi boyutta sivi kaybina ve kristalizasyona yeterli bir siire olmasi
nedeniyle, bu aragtirmadaki diisiik prevelans degerinin bir diger 6nemli etkeni olarak
kabul edilmektedir.Bu durumlar aynm1 zamanda virus izolasyon sonuglan ile yayma froti
sonuglan arasindaki kesigsmezligin de sebebleri olarak kabul edilmektedir.

Giintimiizde bir ¢ok arastiric1 okiiler enfeksiyonlarda HSV antijenlerin hizli tanis1 ama-
ciyla bir Elisa yontemi olan Herpchek (HC) testini kullanmaktadir (Dunkel ve ark. 1988;
Lee ve ark., 1990; Pavan-Langston ve Dunkel,1991; Kowalski ve ark., 1993). Bu testin
klinik tamyla karsilagtinldiginda %100, hiicre kiiltiirii ydntemiyle karsilagtirildiginda ise
%90 duyarl oldugu gosterilmistir. Bu test FDA tarafindan onaylanan ve hiicre kiiltiirii
dogrulanmasina gerek olmadig: bildirilen tek laboratuvar yontemidir.

Kowalski ve Gordon (1989) Herpchek (HC), Latex agliitinasyon (AGG), Enzim
imminoinfiltrasyon (IF), 1 saatlik enzim immiinoassay (1 EIA) testlerini klinik 6rnek-
lerde HSV antijenini saptamak amaciyla Kkarsilagtiromsglardir. HC ve IF nin
sensitivitelerinin EIA ve AGG yOntemlerine gére anlamh 6l¢lide daha fazla oldugunu
bulmuglardir. Spesifitenin HC, IF ve AGG de %100, 1 EIA testinde ise %90 oldugu sap-
tanmgtir. Aym ¢aligmada HC testinin haftada yalmzca 5-10 HSV Kkiiltliri yapan bir
laboratuvar i¢in nispeten pahali olmasi, pahali bir spektrofotometre gerektirmesi gibi
nedenlerle pratikte laboratuvarlar i¢in uygun olmadig belirtilmigtir. HC testi i¢in
HSV’nin hiicre kiiltiirii ile dogrulamas: gerekmemesine ragmen, akut kirmizi bir géz ile
gelen bir hastanin tam degerlendirmesi igin (ADV enfeksiyonunu diglamak i¢in) hiicre
kuilttirti gereklidir.

Latex agliitinasyon yontemi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda ise, testin kisa siirmesine,
yapilmasimn ve degerlendiriimesinin kolay olmasina karsin, bu testin duyarlihgimn dii-
stik oldugu saptanmugtir (Storch ve ark., 1988; Lee ve Pepose, 1990).
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Niikleik asit amplifikasyonuna dayali tam testlerinin ortaya ¢ikisi geleneksel tant metot-
lanimn yeniden degerlendirilmesine yol agmistir. Glinlimiizde niikleik asit amplifikasyon
teknikleri arasinda en gelismis ve en gok kullamlan PCR’dir. Goziin viral hastaliklarinin
tanisi i¢in de PCR teknigi siklikla kullanilmaktadir (Crouse ve ark., 1990; Kowalski ve
ark., 1993; Yamamoto ve ark., 1994b; Tei ve ark., 1996; Koizumi ve ark., 1999; Kaye ve
ark., 2000). Ancak HSV epitelyal keratitis, korneal endotelitis ve HSV ile iligkili
{iveitisin tanus1 amaciyla kullamlan PCR y6nteminin duyarliliginin az oldugunu bildiren
¢aligmalar da bulunmaktadir (Ohashi ve ark., 1991; Yamamoto ve ark., 1994a; Tei ve
ark., 1996).

Niikleik asit amplifikasyon prosediirlerinin zorlugu, canli organizmanin olmadig:
durumlarda, niikleik asitin pozitif olarak tespiti ya da antijenin bulunmasidir. Sonug
olarak niikleik asit prosediirleri enfeksiy6z gtz hastaliklarin teshisi i¢in degerli modern
tekniklerdir. Otomasyon ve ticari testlerin yaygin olmamasi rutin laboratuvarlarda bu
tekniklerin kullanimini zorlagtirmaktadir (Elnifro ve ark., 1999).

Klinik drneklerde immiinofloresans veya immiinoperoksidaz boyama yontemiyle viral
antijenlerin tespit edilmesi, hastaligin hizli tanis1 agisindan yararli olmaktadir (Corey ve
Spear, 1986; Grandien, 1996). IF teknigi 1959°dan beri HSV’nin tamisinda kullanilmis
ancak teknik problemlerden dolayr smirli kabul gormiistiir (Walpita ve ark., 1985;
Schwap ve ark., 1986).

Schwap ve ark. (1986) IIF testiyle yapilan bir ¢aligmada yontemin, doku kiiltiiriiyle kar-
silagtirildifinda %97 oraminda duyarli oldugunu, ancak spesifitesinin %73 oldugunu
gostermislerdir. Hiicre kiiltiirii ile HSV pozitif olarak bulunan 35 6rnegin, 32’sinde IFA
teknigi ile de pozitif olarak bulunmustur. Ayrica bu ¢aligmada upper tarsal kazintilarin
HSV antijenlerinin gésterilmesinde miikemmel bir kaynak oldugu bildirilmigtir.
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DIF yonteminin kornea drneklerinde tam igin kullamlan hizli ve duyarl bir yéntem ol-
dugu vurgulanmistir (Kowalski ve Gordon, 1989; Kodama ve ark., 1992; Sharma ve
Shimeld, 1997). Ancak yorum subjektifligi, pahali bir floresan mikroskobuna ihtiyag
duyulmasi, ayrica biitiinliigti bozulmamis enfekte hiicrelere ve testi okumak igin gorsel
degerlendirmeye gerek duyulmasi gibi nedenlerden dolay: kullanimi simirli olmugtur.

HSV antijenlerinin IP y6ntemiyle tespit edildigini gosteren ¢ok sayida ¢aligma vardir.
Bunu ilk kez Kurstak ve Morisset 1974°de tarif etmiglerdir. IP boyama klinik numune-
lerde HSV’nin tespiti igin sinirh dlgiide kullamlmigtir. Yapilan birgok ¢alismada, IP bo-
yamasmin korneal kazntilarda hizli ve glivenilir bir sekilde yapilabilecegi, ayrica IF
boyama yontemine bir alternatif olabilecegi gosterilmigdir (Schmidt ve ark., 1983;
Catalano ve ark., 1986; Nakagawa ve ark., 1993). Nispi kolayligi, minimal maliyeti,
reaksiyon iirlinlerinin stabil olmasi, retrospektif aragtirmalar igin kalic1 preparatlar sag-
lamasi bu yontemi {istiin kilmaktadir.

Immiinoperoksidaz yontemiyle yapilan bazi ¢alismalarda okiiler herpes enfeksiyonunda
bu y6ntemin doku kiiltiirii kadar duyarli olabilecegi bildirilmektedir (Catalano ve ark.,
1986; Collum ve ark.,1989; Nakagawa ve ark., 1993). Yine Tiirkiye’de yapilan bir ¢a-
ligma sonucunda DIP testinin, herpetik keratit tanisinda dogru, yapilmasi ve yorumlan-
mas1 kolay, hizli ve nispeten ucuz, %93°liik bir duyarlilia ve %100°1liik spesifiteye sa-
hip oldugu sonucuna varilmistir (Kalayci ve Eryilmaz, 1994).

Collum ve ark. (1989) herpetik keratitlerden sliphelenilen vakalarda IP yonteminin taniy:
kesinlestirmede faydal1 olabilecegini ileri stirmiiglerdir. Ayrica tedavi gormemis herpetik
keratitlerde klinik tan1ya gére %100 oraninda duyarl ve spesifik bulmuslardir.
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IP tekniginin dezavantaji, IF ySntemlerinde oldugu gibi sonucun dogrudan dogruya ali-
nan materyalin yeterliligine bagli olmasidir. Orneklerin kalitesi her test sisteminden ali-
nacak bagarih sonucu simrlamaktadir. Ayrica HSV antijenlerinin varligi, virusun aktif
replikasyonunun kanit1 olmamaktadir. Herpes’e bagli primer ya da sekonder bir enfeksi-
yondan siliphelenildiinde IP boyama y6ntemi degerli bilgi saglayabilir.

Calismamizda, kazinti materyali yeterli olan olgularda 15 adet direkt froti yapilip DIP
testi ile boyandi. Burada siipheli materyallerin doku kiiltiirlerinde tiretilmeden kisa siire-
de tespit edilmeleri de amaglanmigtir. Hazirladifimiz pek gok preparatta degerlendirme
yapilabilecek sayida epitel hiicresi yoktu. DIP testinde ise sonucun dogrudan dogruya
alinan materyalin yeterliligine bagli oldugu bilinmektedir. iImmiinohistokimyasal yolla
incelemede bir smearin tatmin edici olabilmesi i¢in 5 ile 10 epitelyal hiicre bulundurma-
s1 gerekmektedir. Bu her zaman miimkiin olmamaktadir. Ayrica antijen tespit teknikle-
rinde, kiiltlir i¢in gerekli olan enfektivitenin korunmasina gerek yoktur. Diger taraftan

yanlis pozitif ve yanlis negatif test sonuglar1 vermesi nemli bir dezavantaj olarak kabul
edilmektedir.

Bu ¢aligmada 2 olguda HSV-1 diginda, identifiye edilmemis virus izolasyonu ger¢ekles-
tirilmigtir. Bunlar da dikkate alindiginda inceledigimiz olgulardaki viral etiyoloji olasih-
81 %12’ye yiikselmektedir. Bu noktada viral etiyoloji keratit veya keratokonjunktivit
olgularina klinisyenler agisindan yaklagimin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Zira gergek ma-
nada laboratuvar tanis1 konmadan baglanilan antiherpetik uygulamalar, bagka bir viral
etiyoloji s6z konusu olan olgularda gereksiz ve masrafl1 bir uygulama olarak karsimza
¢ikmaktadir. Ozellikle atipik keratit vakalarina yaklasimda hizhi ve o oranda giivenilir

test sistemlerinin kullanilmasi zorunlulugu vardir.
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Sonug olarak bu ¢aligmada, HSV’nin g6z enfeksiyonlarinda énemli bir etken oldugunu,
en kisa zamanda dogru virus teshisinin yapilmasimn, etkili hasta tedavisinin daha erken
baglamasinda, uygun antiviral kemoterapi se¢ilmesinde ve bir ¢ok viral hastalikla iligkili
olan ciddi sonuglarin ortadan kaldirilmasinda etkili olacaktir. Bu nedenle pek ¢ok aragti-
ricinin nerdigi gibi, gbzde HSV’nin tespitinde IP boyama ve rutin kiiltlir prosediirleri-
nin bir arada kullaniminin degerlendirmede daha giivenilit oldugu kanisina varilmagtir.
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4. SONUC

Yapilan klinik muayene sonucunda keratit veya keratokonjunktivitis 6n tamsi ile HSV
izolasyon ve/veya tespitine yonelik 6rnekleme yapilan bu ¢aliyma sonunda asagidaki
sonuglar elde edilmigtir:

1) Keratitis veya keratokonjunktivitis vakalarinda %15.1 nispetinde viral etiyoloji tespit
edilmis olup, HSV olarak identifiye edilen olgu sayist 3 (%9.1) olarak bulunmustur.
Bu sonug ile kullandifimiz hasta grubu iginde yapilan virus tespitlerinin %60°1m
HSV olusturmustur.

2) Izolasyon materyali igin en uygun 6rek lezyonlardan alinan kaznti olarak saptan-
mustir. Ancak virus izolasyon sansim yiikseltmek igin siiratle inokiilasyonu zorunlu-

dur.

3) Etken siirme preparatlarda DIP ile lizla tespit edilebilir. Ancak kazinan hiicre mikta-
rimn yeterli olmasi gereklidir. Sonuglarnn giivenilirligi; duyarli hiicre sistemlerine
materyalin inokiilasyonu, virus izolasyonu ve takiben DIPT ile dogrulanmasina bag-
lidir.

4) Bu ¢aligmada da kullamlan immiinoperoksidaz yéntemi, konvansiyonel hiicre kiiltii-
riinde sitopatik degisikligin gbzlenmesi ve identifikasyonu igin beklenmesi gibi bir
dezavantaji da ortadan kaldirmaktadir. Ayrica sitopatik etki yapamayacak kadar az
enfektif virusun saptanabilmesi ve sonucun degerlendirilmesinin gozle ya da 1s1k

mikroskobu ile yapilabilmesi yine bu yontemle miimkiin olabilmektedir.

5) HSV Kkeratitleri veya keratokonjunktivitlerinin laboratuvar tanisi, oturmus laboratuvar
sartlarinda hiicre kiiltiirli inokiilasyon teknigi ile maksimum 3 giinde gergeklestigin-
den, uygun tedaviye geg¢is siirecinin kisaltilmasi amaciyla sentetik amplifikasyonun
(PCR) veya hibridizasyon teknikleri kullamiimasi dnerilmektedir.
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OZET

Keratitis ve Keratokonjunktivitis Olgularmda Herpes Simplex Virusunun Hiicre
Kiiltiirii Izolasyonu ve Direkt Immiinoperoksidaz Teknigi ile Gosterilmesi

Bu ¢alismada gesitli goz kliniklerinden HSV keratitis veya keratokonjunktivitis &n tanisi
ile laboratuvara génderilen drneklerde, hiicre kiiltiirli inokiilasyonu yontemi ile HSV
izolasyonunu takiben immiinoperoksidaz (IP) yontemi ile identifikasyonu ve
tiplendirilmesi, ayrica hazirlanan direkt frotilerde direkt immiinoperoksidaz (DIP) y&n-
temi ile HSV antijen tespiti ve tiplendirilmesi aragtirilmgtir.

Toplam 33 olguya ait kornea epitel kazintis1 ile iilser, kornea epiteli veya alt
konjunktivadan alman swablar HSV-1 antijeni y6niinden enfekte Vero hiicre kiiltiiriinde
incelenmistir. Buna gore klinik olarak HSV keratit veya keratokonjunktivit 6n tanisi ile
orneklenen 33 olgunun 4 (%12.1) tanesinde virus izolasyonu (VI) gergeklestirilmistir.
Yapilan DIPT sonucunda hiicre kiiltiirlerinde cpe (sitopatik etki) sergileyen 4 adet olgu-
ya ait materyallerden sadece 2 tanesinde HSV-1 tanisi1 yapilirken, cpe pozitif diger 2
omekte spesifik boyanma tespit edilememistir. Yayma frotilerde ise DIP yontemi ile
boyanmas1 sonucunda bu materyallerin %6.6’sinda antijen saptanmigtir.

Keratitis veya keratokonjunktivitis vakalarinda %15.1 nispetinde viral etiyoloji tespit
edilmis olup HSV olarak identifiye edilen olgu says1 3 (%9.1) olarak bulunmustur. Bu
sonug ile hasta grubu iginde yapilan virus tespitlerinin %6011 HSV olusturmugtur. Ay-
rica izolasyon materyali olarak en uygun Ornegin lezyonlardan alinan kazinti oldugu
saptanmgtir. Ancak virus izolasyon sansim ylikseltmek igin siiratle inokiilasyonu zorun-
ludur.

Herpes simplex virusunun olusturdufu goz enfeksiyonlari, stromal keratiti izleyen
korneal yapisal hasar, hastalifin kronik seyri, tedaviye kars1 goriilen direng ve bunlarin
sonucu olusan gérme kayb1 nedeniyle goz kliniklerinde 6nemli bir problem olarak ortaya
¢ikmaktadir. Etkin antiviral tedavinin bulunmasi virusun tanisina deger kazandirmakta-
dir. Ayrica laboratuvar tanisi konmadan baglanilan antiherpetik tedaviler, bagka bir viral
etiyoloji s6z konusu olan olgularda gereksiz ve masrafli bir uygulama olarak karsimiza
cikmaktadir. Etken siirme preparatlarda DIP ile hizla tespit edilebilir ancak kazinan hiic-
re miktarimn yeterli olmas1 gerekir. Sonug olarak HSV’nin hizli ve dogru tespitinde,
duyarh hiicre sistemlerine materyalin inokiilasyonu ve takiben DIPT ile dogrulamasinin
daha pratik, gtivenilir ve tercih edilebilir oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar Sézciikler; Direkt Immiinoperoksidaz Teknigi, Herpes Simplex Virus 1, Hiicre
Kiiltiiri, Keratitis, Keratokonjunktivitis.



58

SUMMARY

Detection of Herpes Simplex Virus by Cell Culture and Direct Immunoperoxidase
in cases with Keratitis and Keratoconjunctivitis

In this study, specimens obtained from patients suspected of having HSV keratitis or
keratoconjunctivitis were examined for identification and typing of HSV by
immunoperoxidase (IP) following isolation of virus by inoculation of cell cultures and
for detection and typing of HSV antigen by direct immunoperoxidase on direct smears.

Specimens obtained from overall 33 patients by scraping of ulcerated corneal epithelium
or swabbing from corneal epithelium or lower conjunctiva were examined for HSV-1
antigen in infected Vero cell cultures. Virus isolation was performed in 4 of 33 cases
suspected of having HSV keratitis or keratoconjunctivitis (12.1%). DIPT showed that
only 2 of 4 cases with cpe positivity on cell culture had HSV infection, but specific
staining was not observed in the specimens of the remaining two cases. Following direct
IP staining of smears, HSV antigen was detected in 6.6% of these specimens.

15.1% of cases with keratitis or keratoconjunctivitis were found to have a virus infection
whereas 9.1% (3 cases) of cases had infection with HSV. As a result, HSV accounted for
60% of virus infections. The most appropriate material for virus isolation was found to
be scraping of lesions. In order to increase frequency of virus isolation, specimens
should be inoculated as quickly as possible.

Ocular infections with HSV are of great importance in opthalmology clinics in that they
are chronic, resistant to treatment and cause blindness due to damage to corneal
structure. Detection of virus has a great value for effective antiviral therapy. The
causative agent can be detected rapidly by DIPT on smears, but the number of epithelial
cells obtained by scraping must be adequate. In addition, antiherpetic treatment initiated
before detection of virus are ineffective and costly. In conclusion, following inoculation
of specimen into sensitive cell cultures, DIPT is a practical and reliable method for rapid
and accurate detection of HSV.

Key Words: Cell Culture, Direct Immunoperoxidase Tecnique, Herpes Simplex Virus 1
(HSV-1), Keratitis, Keratoconjunctivitis.
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