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ÖZET

Herpes simpleks virus (HSV) enfeksiyonları tüm dünyada yaygın bir klinik problemdir. Özellikle im-
mün sistemi baskılanmış hastalarda, enfeksiyon ciddi ve progresif seyretmekte ve önemli morbidite ve
mortaliteye yol açmaktadır. Bu nedenle HSV enfeksiyonlarının hızlı ve güvenilir laboratuvar tanısı erken
tedavi açısından önemlidir. Bu çalışmada, HSV enfeksiyonu ön tanılı hastalardan alınan klinik örneklerde
HSV tip 1 ve tip 2 varlığı, hücre kültürü, “in house” polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve direkt floresan
antikor (DFA) yöntemleri ile araştırılmıştır. Çalışmaya, Mart 2006-Haziran 2007 tarihleri arasında Erciyes
Üniversitesi Gevher Nesibe Hastaneleri Kliniklerinde takip edilen meningoensefalit ön tanılı 38 hastadan
alınan beyin omurilik sıvısı (BOS) örnekleri ile herpes enfeksiyonu şüpheli 27 poliklinik hastasından (13
herpes labialis, 5 keratokonjunktivit, 4 gingivostomatit, 3 ekzama herpetikum, 1 herpetik dolama, 1 ge-
nital lezyon) alınan veziküler/konjunktival/genital sürüntü örnekleri dahil edilmiştir. Çalışmaya alınan top-
lam 65 hastanın 20’si çocuk, 45’i yetişkin olup, yaşları 1-68 yıl arasında değişmektedir. HSV varlığının
araştırılması için sürüntü örneklerine her üç yöntem de uygulanırken, BOS örnekleri için DFA yöntemi
önerilmediğinden sadece hücre kültürü ve PCR yöntemleri kullanılmıştır. Sürüntü örneklerinin %48.1
(13/27)’inde DFA ile HSV antijeni pozitif bulunmuş (12’sinde HSV-1, herpetik dolamalı hasta örneğinde
HSV-2); %51.8 (14/27)’inde Hep-2 hücre kültürlerinde HSV’ye özgü sitopatik etki saptanmış ve %66.6
(18/27)’sında PCR ile HSV-DNA varlığı belirlenmiştir. BOS örneklerinin ise %7.8 (3/38)’inde hücre kültü-
rü ile ve %47.4 (18/38)’ünde PCR ile HSV pozitifliği saptanmıştır. Sitopatik etki izlenen hücre kültürlerin-
deki virus üremesi, HSV-1 ve HSV-2’ye özgül floresanla işaretli monoklonal antikorların kullanıldığı DFA
yöntemi (Monofluo, Bio-Rad Laboratories, ABD) ile de doğrulanmıştır. Yöntemler arasındaki uyum Kap-
pa analizi ile değerlendirilmiş ve gerek sürüntü örnekleri için hücre kültürü ile DFA ve PCR arasındaki
uyum (κ= 0.7), gerekse BOS örnekleri için hücre kültürü ile PCR arasındaki uyum (κ= 0.6) orta düzeyde
bulunmuştur. Sonuç olarak HSV enfeksiyonlarının tanısında, sürüntü örneklerinde hızlı ve pratik olması
nedeniyle DFA yönteminin (ve mümkünse sırasıyla PCR ve hücre kültürü yöntemlerinin), BOS örneklerin-
de ise hızlı ve duyarlı olması nedeniyle PCR yönteminin tercih edilmesi gerektiği düşünülmüştür.
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ABSTRACT

Herpes simplex virus (HSV) infections are a common clinical problem worldwide. HSV infections ha-
ve a severe and rapidly progressive course especially in immunocompromised patients, leading to signi-
ficant morbidity and mortality. Therefore, rapid and reliable laboratory diagnosis of HSV infections is of
crucial importance for the initiation of early antiviral therapy. In this study the aim was to investigate the
presence of HSV type 1 and type 2 in clinical specimens by cell culture, in-house polymerase chain re-
action (PCR) and direct fluorescein antibody (DFA) methods. The study was conducted at Erciyes Uni-
versity Gevher Nesibe Hospitals between March 2006 and June 2007. A total of 65 clinical specimens,
38 of them being cerebrospinal fluid (CSF) samples obtained from meningoencephalitis suspected cases
and 27 being vesicular/conjunctival/genital swabs obtained from patients with different clinical presen-
tations (13 herpes labialis, 5 keratoconjunctivitis, 4 gingivostomatitis, 3 eczama herpeticum, 1 herpetic
whitlow, 1 genital ulcer). The age range of the 65 patients varied between 1-68 years, 20 being child-
ren. All the samples except CSF were investigated by 3 of the test methods, however, CSF samples we-
re tested only by cell culture and PCR since DFA is not recommended. HSV was found positive in 48.1%
(13/27) of the 27 swab specimens by DFA, in 66.6% (18/27) by PCR and in 51.8% (14/27) cytopathic
effect consistent with HSV was observed. HSV positivity was detected in 7.8% (3/38) of the 38 CSF spe-
cimens by cell culture and in 47.4% (18/38) by in-house PCR. Viral growth in cell cultures showing cyto-
pathic effect were further confirmed by DFA method using HSV-1 and HSV-2 specific fluorescein monoc-
lonal antibodies (Monofluo, Bio-Rad Laboratories, USA). Agreement between the methods were investi-
gated by Kappa analysis. Moderate level agreement was determined for both swab (κ= 0.7) and CSF (κ=
0.6) specimens for the tested methods when cell culture was considered as the reference method. In
conclusion for swab specimens, primarily DFA which is a practical and rapid method, could be applied.
This step might be followed by PCR and cell culture techniques sequentially. On the other hand CSF spe-
cimens should be investigated by the rapid and more sensitive PCR method.

Key words: Herpes simplex virus, diagnosis, DFA, PCR, cell culture. 

GİRİŞ

Herpes simpleks virus (HSV), insanlarda en sık hastalık oluşturan viral etkenlerdendir.
HSV tip 1 ve tip 2’nin neden olduğu enfeksiyonlar, çoğu kez oral ve genital lezyonlar şek-
linde ortaya çıkmaktadır. Gerek primer gerekse reaktivasyon sonucu oluşan enfeksiyon-
lar, çoğu kez asemptomatik ya da deri ve mukoz membran lezyonları şeklinde seyret-
mekle birlikte, ağır stomatit, keratokonjunktivit, meningoensefalit ve sistemik yenidoğan
enfeksiyonları gibi ciddi sendromlarla da karşılaşılabilir1. Özellikle immün sistemi baskı-
lanmış hastalarda tanı ve tedavinin gecikmesi mortaliteyi artırmaktadır1.

HSV enfeksiyonlarının laboratuvar tanısında; hücre kültüründe virus izolasyonu, virus
antijenlerinin gösterilmesi, moleküler teknikler ve serolojik testler uygulanmaktadır2.
Klinik örneklerden virus izolasyonu altın standart olarak kabul görmesine karşın, tedavi-
nin yönlendirilmesinde erken tanı için duyarlılığı yüksek olan polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PCR) ile viral genlerin ve direkt floresan antikor (DFA) ile viral antijenlerin belirlen-
mesi önerilmektedir3,4. PCR, HSV enfeksiyonlarının erken ve geç dönemlerinin tanısın-
da hızlı ve duyarlılığı yüksek olan bir test olması nedeniyle günümüzde hücre kültürü-
nün yerini almıştır3-5. Toplumda HSV enfeksiyonlarının yaygın olarak görülmesi nede-
niyle serolojik testler tanıda yarar sağlamamakta, daha çok epidemiyolojik çalışmalarda
uygulanmaktadır2.
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Bu çalışmada, HSV enfeksiyonu ön tanılı hastalardan alınan klinik örneklerden hücre
kültürü, PCR ve DFA yöntemleri ile HSV varlığının araştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmaya, Mart 2006-Haziran 2007 tarihleri arasında Erciyes Üniversitesi Gevher Ne-
sibe Araştırma ve Uygulama Hastanesi Kliniklerinde meningoensefalit ön tanısıyla takip
edilen hastalar ile polikliniklere başvuran ve herpes enfeksiyonu düşünülen toplam 65
hasta dahil edildi. Meningoensefalit şüpheli 38 hastadan beyin omurilik sıvısı (BOS) ör-
nekleri ile 13 herpes labialis, 5 keratokonjunktivit, 4 gingivostomatit, 3 ekzama herpeti-
kum, 1 herpetik dolama ve 1 genital enfeksiyon şüpheli 27 hastadan enfeksiyon bölge-
sine göre veziküler, konjunktival ve genital sürüntü örnekleri alındı. BOS örnekleri PCR
ve hücre kültürü çalışmaları için ayrılarak ependorf tüplerde -70°C’de saklandı. İkişer
adet alınan sürüntü örneklerinden birisi PCR ve DFA için kullanılmak üzere 0.4 ml
%10’luk fosfat tampon solüsyonunun (PBS) içine eklendi. Diğeri ise hücre kültürü için vi-
ral transport besiyerine (Virocult, Vircell, Spain) koyularak -70°C’de saklandı.

Sürüntü örneklerinde HSV antijeni, DFA (Monofluo, Bio-Rad Laboratories, CA, ABD)
yöntemiyle kit prosedürüne uygun olarak araştırıldı. BOS örneklerine, DFA ile antijen
aranması önerilmediği için bu yöntem uygulanmadı1. Sürüntü örneklerinden hazırlanan
preparatlar, HSV-1 ve HSV-2’ye özgül floresanla işaretli monoklonal antikorlar ile mu-
amele edildi ve sonuçlar floresan mikroskobunda x100 ve x400 büyütmede değerlendi-
rildi. Her mikroskop alanında karakteristik floresan veren hücrelerden en az bir tane gö-
rüldüğünde test pozitif olarak değerlendirildi. Her çalışmaya pozitif ve negatif kontroller
de dahil edildi.

HSV izolasyonu amacıyla Hep-2 hücre kültürleri kullanıldı. Doku kültürü şişelerinde
(75 cm2’lik) tek tabaka halinde temin edilen Hep-2 hücreleri tripsinize edildikten sonra
10 ml’lik tüplere 2 x 105 hücre/ml olacak şekilde pasajları yapıldı. İki-üç gün içinde tek
tabaka halinde inokülasyona uygun şekilde üreyen hücreler inokülasyon yapılıncaya ka-
dar CO2’li etüvde 37°C’de muhafaza edildi. Klinik örnekler oda ısısına getirildikten son-
ra, hazırlanan hücre kültürü tüplerine pastör pipeti ile 200 µl inoküle edildi. Hücreler in-
vert mikroskop ile sitopatik etki (CPE) yönünden 7 gün boyunca izlendi. HSV’ye özgü
CPE oluşan ve/veya oluşmayan tüm tüplerde DFA yöntemiyle HSV antijeni araştırıldı.
Hücre kültüründe HSV üremesinin doğrulanmasında1,6 aynı DFA kiti (Monofluo, Bio-
Rad) kullanıldı ve yukarıda anlatıldığı şekilde değerlendirildi.

PCR yönteminde, tüm örneklerden nükleik asit izolasyonu PureArt DNA Mini Kiti (QI-
AGEN) kullanılarak test kiti prosedürüne göre yapıldı. HSV-DNA’sının saptanmasında “in
house” PCR uygulandı. PCR yöntemi için 5’-GAG GGA CAT CCA GGA CTT TG-3’ ve 5’-
GCG ACC GTC TCC TCT ACC TC-3’ dizilimindeki primerler kullanıldı7. Amplifikasyon
için kullanılacak olan tampon solüsyonu, MgCl2, dNTP, primer 1 ve 2 ve Taq DNA poli-
meraz -20°C’lik derin dondurucudan çıkarıldı. Taq DNA polimeraz çalışma anına kadar
buz kalıbı üzerinde bekletildi. Örnek sayısı, pozitif ve negatif kontrol sayısı kadar PCR
amplifikasyon karışımı tek ependorf tüpüne hazırlandı ve mikroplaktaki çukurlara 40 µl
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dağıtıldı. Pozitif kontrol, negatif kontrol ve hasta örneklerinden elde edilmiş DNA izolat-
larından 10’ar µl mikroplaktaki çukurlara dağıtıldı. Mikroplak GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, ABD) PCR cihazına yerleştirilerek örneklerdeki nükleik asit ço-
ğaltıldı. Reaksiyon sona erdikten sonra PCR ürünleri cihazın içinden alındı. 100 ml TBE
1X tamponu içerisinde 1 g agaroz ısıtılarak eritildi. Soğuduktan sonra 3 µl etidyum bro-
mür katılarak yatay jel elektroforez tankına döküldü. Çoğaltılan örneklerden 10’ar µl alıp
üzerine 5’er µl yükleme boyası karıştırılarak donmuş olan jeldeki kuyucukların dibine düş-
mesi sağlandı. Yatay jel elektroforez tankındaki jelin içindeki örnekler 120 voltta 20 da-
kika yürütüldü. Jel translüminatörde ultraviyole ışık altında incelendi. Örnekler 188 baz
çifti (bç) uzunluğunda olan pozitif kontrol ile aynı bölgede bant verdiğinde pozitif kabul
edildi.

İstatistiksel analizler Kappa uyum analizi ile yapıldı8.

BULGULAR

Çalışmaya alınan hastaların 20’si çocuk, 45’i yetişkin olup, yaşları 1-68 yıl arasında de-
ğişmektedir. BOS örnekleri, pediatrik ve yetişkin enfeksiyon hastalıkları, yoğun bakım, ke-
mik iliği transplantasyon ünitesi ve nefroloji kliniklerinde yatan hastalardan; sürüntü ör-
nekleri ise hematoloji/onkoloji, kemik iliği transplantasyon ünitesi, pediatrik ve yetişkin
enfeksiyon hastalıkları kliniklerinde yatan hastalar ile göz ve dermatoloji polikliniğine
başvuran hastalardan alınmıştır. 

DFA yöntemi ile araştırılan sürüntü örneklerinin %48.1 (13/27)’inde HSV antijeni
pozitif bulunmuştur (Tablo I). Bunların 12’si HSV-1 olarak saptanırken, herpetik dola-
ma şüpheli bir örnekte HSV-2 tespit edilmiştir. Hücre kültürü yöntemi ile sürüntü ör-
neklerinin %51.8 (14/27)’inde, BOS örneklerinin ise %7.8 (3/38)’inde HSV’ye özgü
CPE gözlenmiş (Tablo I), CPE izlenen hücre kültürleri DFA yöntemi ile doğrulanmıştır
(Resim 1,2).
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Tablo I. Enfeksiyon Ön Tanılarına Göre Üç Farklı Yöntemle Saptanan HSV Pozitifliği

Klinik ön tanı Hücre kültüründe
(hasta sayısı) DFA pozitifliği CPE pozitifliği PCR pozitifliği

Meningoensefalit (38) Çalışılmadı 3 18

Herpes labialis (13) 8 8 10

Keratokonjunktivit (5) 1 3 2

Gingivostomatit (4) 3 2 3

Ekzama herpetikum (3) - - 2

Herpetik dolama (1) 1 1 1

Genital enfeksiyon (1) - - -

Toplam (65) 13 17 36

HSV: Herpes simpleks virus, DFA: Direkt floresan antikor, CPE: Sitopatik etki, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.



PCR sonuçları incelendiğinde; sürüntü örneklerinin %66.6 (18/27)’sında ve BOS ör-
neklerinin %47.4 (18/38)’ünde HSV-DNA pozitifliğinin saptandığı görülmüştür (Tablo I,
Resim 3).

HSV tanısında kullanılan yöntemlerin performansları değerlendirildiğinde; sürüntü
örnekleri için hücre kültürü ile DFA ve hücre kültürü ile PCR arasındaki uyumun ista-
tistiksel açıdan orta düzeyde olduğu belirlenmiştir (κ= 0.7) (Tablo II). Her üç yöntem-
le de pozitif bulunan 10 örneğin 6’sının herpes labialis, 2’sinin gingivostomatit, 1’inin
keratokonjunktivit ve 1’inin de herpetik dolama ön tanılı hastalara ait olduğu izlen-
miştir.
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Resim 1. Hep-2 hücrelerinde yaygın yuvarlaklaşma ve kümeleşme ile karakterize HSV’ye özgü sitopatik etki
(konjunktival sürüntü örneği, invert mikroskop, x40).

Resim 2. DFA yöntemi ile saptanan parlak yeşil refle veren hücreler ile karakterize HSV antijen pozitifliği (kon-
junktival sürüntü örneği, floresan mikroskop, x40).



BOS örnekleri için yöntemlerin performansları değerlendirildiğinde; 3 örnekte her iki
yöntemle de pozitif, 20 örnekte her iki yöntemle de negatif sonuç alındığı (κ= 0.6, orta
düzeyde uyum), HSV-DNA’sı pozitif bulunan 15 örneğin hücre kültüründe negatif sonuç
verdiği dikkati çekmiştir (Tablo III).
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Resim 3. Jel elektroforezinde HSV-DNA varlığının saptanması (Hat 2, 4, 6, 7, 8, 9: HSV-DNA pozitif bulunan
örnekler, Hat 10: Moleküler büyüklük belirteci).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tablo II. Sürüntü Örneklerinde Hücre Kültürü ile DFA ve PCR Yöntemlerinin Karşılaştırmalı Sonuçları (n= 27)

Hücre kültürü

Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Sayı % Sayı % Sayı % Sayı %

DFA PCR
Pozitif 10 37 3 11.1 Pozitif 12 44.4 6 22.2
Negatif 4 14.8 10 37 Negatif 2 7.4 7 25.9

DFA: Direkt floresan antikor, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.

Tablo III. BOS Örneklerinde Hücre Kültürü ile PCR Yöntemlerinin Karşılaştırmalı Sonuçları (n= 38)

Hücre kültürü

Pozitif Negatif
Sayı % Sayı %

PCR
Pozitif 3 7.8 15 39.4
Negatif 0 20 52.6

BOS: Beyin omurilik sıvısı, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.



TARTIŞMA

HSV tarafından oluşturulan enfeksiyonlar, asemptomatik enfeksiyonlardan ölümle so-
nuçlanan dissemine hastalıklara kadar değişen geniş bir spektrumda ortaya çıkabilir9.
Tekrarlayan HSV enfeksiyonları özellikle yenidoğanlarda ve immün sistemi baskılanmış
hastalarda meningoensefalit, pnömoni ve hepatit gibi ağır klinik tablolara yol açmakta-
dır. Bu nedenle HSV’ye bağlı morbidite ve mortalitenin azaltılmasında doğru ve hızlı la-
boratuvar tanısının önemi büyüktür1,9,10.

HSV enfeksiyonlarının laboratuvar tanısında DFA yöntemi hızlı, özgül ve duyarlı bir
metottur. Bu metot özellikle mukokütanöz lezyonlarda ve vezikül varlığında uygulan-
maktadır. İyileşme döneminde virus miktarının az olması nedeniyle duyarlılığı azalır11.
Ayrıca hücre kültürlerinde HSV’ye ait CPE’nin doğrulanmasında floresan ile işaretli mo-
noklonal antikorlar kullanılmaktadır1,6.

Kültürden virus izolasyonu geleneksel olarak altın standart bir yöntem olarak kabul
edilir11,12. Bu yöntem özellikle mukokütanöz, genital ve oküler lezyonlarda virusun sap-
tanmasında kullanılan oldukça duyarlı ve güvenilir bir metottur, ancak yavaş sonuç ve-
rir13. Lezyonların taze olması ve hücre kültürüne ekiminin hemen yapılması izolasyon
şansını artırır11. Buna karşın BOS’tan virus izolasyonu çok düşük duyarlılığa sahiptir14,15.
Yapılan çalışmalarda BOS ve sürüntü örneklerinden virusun gösterilmesinde PCR’nin
hücre kültürüne kıyasla daha hızlı, özgül ve duyarlı olduğu belirtilmektedir16,17.

Megdam ve arkadaşları18 tarafından yapılan bir çalışmada, 33 sürüntü örneğinin 8’in-
de hem hücre kültürü hem de DFA ile HSV pozitifliği saptanmıştır. Bu araştırıcılar, DFA
yönteminin atipik olgularda ve immün sistemi baskılanmış hastalarda klinik tanı için yar-
dımcı olacağı sonucuna varmışlardır18. Bir başka çalışmada, 48 korneal kazıntı örneği-
nin %20.8’inde hücre kültürü ile, %29.2’sinde PCR ile ve %33.3’ünde DFA ile HSV po-
zitifliği belirlenmiştir19. Bu araştırıcılar da, kazıntı ile alınan korneal örneklerde DFA yön-
teminin daha duyarlı ve uygulanabilir bir metot olduğu sonucuna varmışlardır19. Bizim
çalışmamızda, herpes keratokonjunktiviti şüphesi olan 5 hastaya ait örneklerin sadece
1’inde DFA ile HSV antijeninin gösterilmesi, örneklerin sürüntü şeklinde alınmasına bağ-
lı olabilir.

Ülkemizde Biriken ve arkadaşlarının20 yaptığı bir çalışmada, 33 korneal kazıntı ve sü-
rüntü örneğinde direkt immünoperoksidaz ve hücre kültürü yöntemi ile HSV araştırılmış,
4 olguda HSV’ye özgü CPE ve 2 olguda HSV antijen pozitifliği bulunmuştur. Bu çalışma-
da, HSV’nin izolasyonunun yanı sıra antijen tespitinin de yapılmasının laboratuvar tanı-
sında yardımcı olacağı sonucuna varılmıştır20. Bizim çalışmamızda, 27 sürüntü örneğinin
13 (%48.1)’ünde DFA ile HSV antijeni, 14 (%51.8)’ünde hücre kültüründe HSV’ye özgü
CPE varlığı saptanmış; hücre kültürü ile DFA yöntemleri karşılaştırıldığında istatistiksel
açıdan orta derecede bir uyum belirlenmiştir (p< 0.05) (Tablo II). Çalışmamızda, hücre
kültüründe CPE görülen 4 örnekte HSV antijeni gösterilememiş, HSV antijeni gösterilen
3 örnekte ise hücre kültüründe CPE saptanamamıştır. Bunun nedeninin, örneklerin ayrı
eküvyonlarla alınmasından kaynaklanabileceği düşünülmüştür.
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Corey ve arkadaşları17 tarafından, oral ve genital 24.345 sürüntü örneğinde gerçek
zamanlı PCR (Rt-PCR) ve hücre kültürü yöntemleriyle HSV araştırılmış; 3131 (%12.9) ör-
nekte PCR ile, 587 (%2.4) örnekte ise hücre kültürü ile pozitif sonuç alınmıştır. Bu araş-
tırıcılar, oral ve genital mukoza örneklerinden HSV tespitinde Rt-PCR’nin daha duyarlı ol-
duğunu ifade etmişlerdir17. Ülkemizde yapılan bir çalışmada, herpetik keratit düşünülen
20 hastanın gözyaşı örneğine PCR uygulanmış ve 12 örnekte HSV-1 DNA’sı pozitif bu-
lunmuştur21. Bozkaya ve arkadaşları22 tarafından yapılan bir çalışmada, 150 klinik örne-
ğin 44’ünden hücre kültürü yöntemi ile HSV izole edilmiştir. Bu araştırıcılar, 14 BOS ör-
neğinin sadece 1’inde hücre kültürü ile pozitiflik bulmuşlardır22. Bu sonuç, 38 BOS ör-
neğinin sadece 3’ünde hücre kültürü pozitifliği elde ettiğimiz çalışmamızın verileri ile pa-
ralellik göstermektedir.

Çalışmamızda, sürüntü örneklerinin %66.6 (18/27)’sında PCR ile, %51.8 (14/27)’in-
de ise hücre kültürü ile HSV pozitifliği bulunmuş, yöntemler arasındaki uyumun orta dü-
zeyde olduğu belirlenmiştir (κ= 0.7) (Tablo II). İki örnekte hücre kültüründe CPE’nin gö-
rülmesi ancak PCR ile HSV-DNA’sının gösterilememesinin, örnek alımındaki yetersizliğe
bağlı olabileceği düşünülmüştür. Hücre kültüründe negatif sonuç veren 6 örnekte PCR
ile HSV-DNA’sının saptanması ise, PCR’nin daha duyarlı olmasından ya da kontaminas-
yona bağlı yanlış pozitiflikten kaynaklandığı şeklinde yorumlanmıştır. Mitchell ve arka-
daşlarının7 1993-1996 yılları arasında yaptığı çalışmada, HSV enfeksiyonu şüphesi olan
hastalara ait 2106 BOS örneğinin 150’sinde PCR ile pozitiflik saptanmış ve PCR’nin sant-
ral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlarında HSV tespitinde “altın standart” olarak kabul edil-
diği belirtilmiştir. Finlandiya’da 922 BOS örneği ile yapılan bir çalışmada, SSS enfeksiyon
etkenleri PCR ve hücre kültürü ile araştırılmış ve örneklerin %4.6’sında PCR ile HSV-DNA
pozitifliği saptanırken hiçbirinde hücre kültürü ile pozitiflik belirlenmemiştir23. Benzer ça-
lışmalardan da alınan sonuçlar, PCR’nin hücre kültürüne kıyasla hızlı, özgül ve daha du-
yarlı olduğunu göstermektedir24,25. Hücre kültüründe virus izolasyonunun altın standart
olma özelliğinin değişmesi ve kullandığımız “in house” PCR yönteminin standardize ti-
cari bir yöntem olmaması nedeniyle, yöntemlerden herhangi birisinin referans kabul edi-
lerek diğerlerinin özgüllük ve duyarlılık oranlarının belirlenmesi ile ilgili bir hesaplama ya-
pılmamış, ancak Kappa analizi ile yöntemler arasındaki uyum araştırılmıştır. 

Ülkemizde, Eroğlu ve arkadaşları26 meningoensefalit ön tanılı 54 hastadan alınan ör-
neklerin 14’ünde; Dağlar ve arkadaşları27 ise 99 BOS örneğinin 7’sinde Rt-PCR ile HSV-1
DNA’sı saptamışlardır. Akçalı ve arkadaşlarının28 çalışmasında, 17 BOS örneği PCR ve
hücre kültürü yöntemleriyle araştırılmış ve yalnızca bir örnekte her iki yöntemle de HSV
pozitifliği belirlenmiştir. Ergünay ve arkadaşları29, toplam 400 BOS ve veziküler sürüntü
örneğinin 17’sinde; Rota ve arkadaşları30 da 328 BOS ve sürüntü örneğinin 8’inde Rt-
PCR ile HSV-DNA varlığını göstermişlerdir. Rt-PCR ile hücre kültürü yöntemlerinin karşı-
laştırıldığı bir çalışmada, 313 klinik örneğin 43’ünde PCR ile, 21’inde hücre kültürü ile
pozitiflik saptanmış; PCR ile pozitif bulunan iki BOS örneği ise hücre kültüründe negatif
sonuç vermiştir31. Çalışmamıza benzer olarak, Madhavan ve arkadaşlarının32 gerçekleş-
tirdiği çalışmada ise, 20 BOS ve 34 çeşitli sürüntü örneğinden oluşan toplam 54 örnek-
te DFA, PCR ve hücre kültürü yöntemleri ile HSV varlığı araştırılmış, örneklerin 8’inde
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DFA ile, 5’inde hücre kültürü ile ve 28’inde PCR ile HSV pozitifliği belirlenmiştir. HSV-
DNA’sı pozitif bulunan 7 BOS örneğinin hiçbirisi hücre kültüründe pozitif sonuç verme-
miştir. Bizim çalışmamızda, 38 BOS örneğinin 18 (%47.3)’inde PCR ile HSV-DNA sapta-
nırken, sadece 3 (%7.8) örnekten hücre kültüründe pozitif sonuç alınmıştır. Yapılan bir-
çok çalışmada, BOS örneklerinden hücre kültüründe virus izolasyon olasılığının çok dü-
şük olduğu vurgulanmaktadır15,23,28,31,32. Bunun nedeninin, BOS’ta mevcut olan özgül
HSV antikorlarının virusa bağlanarak hücreye tutunmasını önlemesinden kaynaklandığı
düşünülmektedir22,32. Diğer bir neden ise, BOS örneklerinin hücre kültürüne ekiminin
hemen yapılamaması ve derin dondurucuda bekletilmiş olan örneklerden virus izolasyo-
nunun güçleşmesidir. Dolayısıyla hızlı ve doğru tanının büyük önem taşıdığı HSV şüphe-
li menenjit ve ensefalitlerde, BOS’ta öncelikle HSV-DNA varlığının araştırılması öneril-
mektedir32. 

Sonuç olarak, HSV enfeksiyonu ön tanılı hastaların laboratuvar tanısında, sürüntü ör-
nekleri için hızlı ve pratik olması nedeniyle öncelikli olarak DFA yönteminin ve laboratu-
varın koşullarına göre mümkünse PCR ve hücre kültürü yöntemlerinin; BOS örnekleri için
ise hızlı ve duyarlı olması nedeniyle öncelikli olarak PCR yönteminin uygulanmasının ge-
rekli olduğu kanısına varılmıştır.
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