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OZET

Herpes simpleks virus (HSV) enfeksiyonlari tiim diinyada yaygin bir klinik problemdir. Ozellikle im-
miin sistemi baskilanmis hastalarda, enfeksiyon ciddi ve progresif seyretmekte ve 6nemli morbidite ve
mortaliteye yol agmaktadir. Bu nedenle HSV enfeksiyonlarinin hizli ve glivenilir laboratuvar tanisi erken
tedavi acisindan 6nemlidir. Bu calismada, HSV enfeksiyonu 6n tanili hastalardan alinan klinik érneklerde
HSV tip 1 ve tip 2 varligi, hiicre kiiltiiri, “in house” polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve direkt floresan
antikor (DFA) yontemleri ile arastinlmistir. Calismaya, Mart 2006-Haziran 2007 tarihleri arasinda Erciyes
Universitesi Gevher Nesibe Hastaneleri Kliniklerinde takip edilen meningoensefalit 6n tanili 38 hastadan
alinan beyin omurilik sivisi (BOS) 6rnekleri ile herpes enfeksiyonu stipheli 27 poliklinik hastasindan (13
herpes labialis, 5 keratokonjunktivit, 4 gingivostomatit, 3 ekzama herpetikum, 1 herpetik dolama, 1 ge-
nital lezyon) alinan vezikiiler/konjunktival/genital stiriintl 6rnekleri dahil edilmistir. Calismaya alinan top-
lam 65 hastanin 20'si cocuk, 45'i yetiskin olup, yaslar 1-68 yil arasinda degismektedir. HSV varliginin
arastirilmasi icin siirinti orneklerine her lg¢ yontem de uygulanirken, BOS ornekleri icin DFA yontemi
onerilmediginden sadece hiicre kiltlri ve PCR yontemleri kullaniimistir. Striintli 6rneklerinin %48.1
(13/27)'inde DFA ile HSV antijeni pozitif bulunmus (12’sinde HSV-1, herpetik dolamali hasta 6rneginde
HSV-2); %51.8 (14/27)'inde Hep-2 hiicre kiiltirlerinde HSV'ye 6zgi sitopatik etki saptanmis ve %66.6
(18/27)'sinda PCR ile HSV-DNA varlig belirlenmistir. BOS 6rneklerinin ise %7.8 (3/38)’inde hiicre kilti-
ri ile ve %47.4 (18/38)'linde PCR ile HSV pozitifligi saptanmistir. Sitopatik etki izlenen hiicre kltirlerin-
deki virus Gremesi, HSV-1 ve HSV-2'ye 6zgiil floresanla isaretli monoklonal antikorlarin kullanildigi DFA
yoéntemi (Monofluo, Bio-Rad Laboratories, ABD) ile de dogrulanmistir. Yontemler arasindaki uyum Kap-
pa analizi ile degerlendirilmis ve gerek siriinti 6rnekleri icin hiicre kiiltiiri ile DFA ve PCR arasindaki
uyum (k= 0.7), gerekse BOS 6rnekleri icin hiicre kiltiird ile PCR arasindaki uyum (k= 0.6) orta diizeyde
bulunmustur. Sonug olarak HSV enfeksiyonlarinin tanisinda, sirtintli 6érneklerinde hizli ve pratik olmasi
nedeniyle DFA yonteminin (ve miimkiinse sirasiyla PCR ve hiicre kiiltir( yontemlerinin), BOS drneklerin-
de ise hizli ve duyarli olmasi nedeniyle PCR yonteminin tercih edilmesi gerektigi distinilmustr.
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Herpesﬂ Simpleks Viruus (HSV) Enfeksiyonu Sutphesi Olan Hastalarin
Klinik Orneklerinde Ug Farkli Yontemle HSV Varliginin Arastiriimasi

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 (k= 0.7) and CSF (k=
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.

GIRiS

Herpes simpleks virus (HSV), insanlarda en sik hastalik olusturan viral etkenlerdendir.
HSV tip 1 ve tip 2'nin neden oldugu enfeksiyonlar, cogu kez oral ve genital lezyonlar sek-
linde ortaya ¢ikmaktadir. Gerek primer gerekse reaktivasyon sonucu olusan enfeksiyon-
lar, cogu kez asemptomatik ya da deri ve mukoz membran lezyonlari seklinde seyret-
mekle birlikte, agir stomatit, keratokonjunktivit, meningoensefalit ve sistemik yenidogan
enfeksiyonlari gibi ciddi sendromlarla da karsilasilabilir'. Ozellikle immiin sistemi baski-
lanmis hastalarda tani ve tedavinin gecikmesi mortaliteyi artirmaktadir’.

HSV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda; hicre kiltiriinde virus izolasyonu, virus
antijenlerinin gosterilmesi, molekiiler teknikler ve serolojik testler uygulanmaktadir?.
Klinik 6rneklerden virus izolasyonu altin standart olarak kabul gérmesine karsin, tedavi-
nin yonlendirilmesinde erken tani icin duyarlihdr yiiksek olan polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PCR) ile viral genlerin ve direkt floresan antikor (DFA) ile viral antijenlerin belirlen-
mesi 6nerilmektedir>*. PCR, HSV enfeksiyonlarinin erken ve ge¢ dénemlerinin tanisin-
da hizh ve duyarliigi yiiksek olan bir test olmasi nedeniyle glinimuizde hiicre kultiri-
niin yerini almistir>>. Toplumda HSV enfeksiyonlarinin yaygin olarak gériilmesi nede-
niyle serolojik testler tanida yarar saglamamakta, daha ¢cok epidemiyolojik calismalarda
uygulanmaktadir?,
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Bu calismada, HSV enfeksiyonu 6n tanili hastalardan alinan klinik 6érneklerden hiicre
kultird, PCR ve DFA yontemleri ile HSV varliginin arastinlmasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Mart 2006-Haziran 2007 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Gevher Ne-
sibe Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kliniklerinde meningoensefalit 6n tanisiyla takip
edilen hastalar ile polikliniklere bagvuran ve herpes enfeksiyonu distinilen toplam 65
hasta dahil edildi. Meningoensefalit stipheli 38 hastadan beyin omurilik sivisi (BOS) or-
nekleri ile 13 herpes labialis, 5 keratokonjunktivit, 4 gingivostomatit, 3 ekzama herpeti-
kum, 1 herpetik dolama ve 1 genital enfeksiyon stipheli 27 hastadan enfeksiyon bolge-
sine gore vezikiler, konjunktival ve genital striinti 6rnekleri alindi. BOS 6rnekleri PCR
ve hiicre kiltiri ¢alsmalar icin ayrilarak ependorf tiplerde -70°C’de saklandi. Ikiser
adet alinan surintld orneklerinden birisi PCR ve DFA icin kullaniimak tzere 0.4 ml
%10’luk fosfat tampon soltisyonunun (PBS) icine eklendi. Digeri ise hiicre kultird icin vi-
ral transport besiyerine (Virocult, Vircell, Spain) koyularak -70°C’de saklandi.

Surintl orneklerinde HSV antijeni, DFA (Monofluo, Bio-Rad Laboratories, CA, ABD)
yontemiyle kit prosediriine uygun olarak arastirildi. BOS orneklerine, DFA ile antijen
aranmas! 6nerilmedigi icin bu yéntem uygulanmad'. Siiriintii 6rneklerinden hazirlanan
preparatlar, HSV-1 ve HSV-2'ye 6zglil floresanla isaretli monoklonal antikorlar ile mu-
amele edildi ve sonuclar floresan mikroskobunda x100 ve x400 buyitmede degerlendi-
rildi. Her mikroskop alaninda karakteristik floresan veren hiicrelerden en az bir tane go-
ruldiguinde test pozitif olarak degerlendirildi. Her calismaya pozitif ve negatif kontroller
de dahil edildi.

HSV izolasyonu amaciyla Hep-2 hiicre kultirleri kullanildi. Doku kilturd siselerinde
(75 cm?'lik) tek tabaka halinde temin edilen Hep-2 hiicreleri tripsinize edildikten sonra
10 ml'lik tiiplere 2 x 10° hiicre/ml olacak sekilde pasajlari yapildi. iki-ti¢ giin icinde tek
tabaka halinde inokiilasyona uygun sekilde tireyen hiicreler inokiilasyon yapilincaya ka-
dar CO,’li etlivde 37°C’de muhafaza edildi. Klinik 6rnekler oda isisina getirildikten son-
ra, hazirlanan hiicre kiltlri tiplerine pastor pipeti ile 200 pl inokile edildi. Hicreler in-
vert mikroskop ile sitopatik etki (CPE) yoniinden 7 giin boyunca izlendi. HSV'ye 6zgi
CPE olusan ve/veya olusmayan tim tiplerde DFA yontemiyle HSV antijeni arastirildi.
Hiicre kiiltiiriinde HSV dremesinin dogrulanmasinda'® ayni DFA kiti (Monofluo, Bio-
Rad) kullanildi ve yukarida anlatildigi sekilde degerlendirildi.

PCR yonteminde, tim orneklerden niikleik asit izolasyonu PureArt DNA Mini Kiti (QI-
AGEN) kullanilarak test kiti prosediiriine gore yapildi. HSV-DNA’sinin saptanmasinda “in
house” PCR uygulandi. PCR yontemi icin 5’-GAG GGA CAT CCA GGA CTT TG-3' ve 5'-
GCG ACC GTC TCC TCT ACC TC-3’ dizilimindeki primerler kullanildi’. Amplifikasyon
icin kullanilacak olan tampon solusyonu, MgCl,, dNTP, primer 1 ve 2 ve Tag DNA poli-
meraz -20°C’lik derin dondurucudan cikarildi. Tag DNA polimeraz calisma anina kadar
buz kalibi {izerinde bekletildi. Ornek sayisi, pozitif ve negatif kontrol sayisi kadar PCR
amplifikasyon karisimi tek ependorf tiiptine hazirlandi ve mikroplaktaki cukurlara 40 pl
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dagitildi. Pozitif kontrol, negatif kontrol ve hasta 6rneklerinden elde edilmis DNA izolat-
larindan 10’ar pl mikroplaktaki cukurlara dagitildi. Mikroplak GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, ABD) PCR cihazina yerlestirilerek 6rneklerdeki niikleik asit co-
galtildi. Reaksiyon sona erdikten sonra PCR urlnleri cihazin icinden alindi. 100 ml TBE
1X tamponu icerisinde 1 g agaroz isitilarak eritildi. Soguduktan sonra 3 pl etidyum bro-
mdr katilarak yatay jel elektroforez tankina dokuldi. Cogaltilan érneklerden 10’ar pl alip
Uzerine 5’er pl yiikleme boyasi karistirilarak donmus olan jeldeki kuyucuklarin dibine dus-
mesi saglandi. Yatay jel elektroforez tankindaki jelin icindeki 6rnekler 120 voltta 20 da-
kika yuritildi. Jel transliiminatorde ultraviyole 1sik altinda incelendi. Ornekler 188 baz
cifti (bg) uzunlugunda olan pozitif kontrol ile ayni bolgede bant verdiginde pozitif kabul
edildi.

Istatistiksel analizler Kappa uyum analizi ile yapildi®.
BULGULAR

Calismaya alinan hastalarin 20'si cocuk, 45’i yetiskin olup, yaslari 1-68 yil arasinda de-
gismektedir. BOS ornekleri, pediatrik ve yetiskin enfeksiyon hastaliklari, yogun bakim, ke-
mik iligi transplantasyon Unitesi ve nefroloji kliniklerinde yatan hastalardan; strtintii or-
nekleri ise hematoloji/onkoloji, kemik iligi transplantasyon unitesi, pediatrik ve yetiskin
enfeksiyon hastaliklari kliniklerinde yatan hastalar ile g6z ve dermatoloji poliklinigine
bagvuran hastalardan alinmistir.

DFA yontemi ile arastirilan strtinti 6rneklerinin %48.1 (13/27)'inde HSV antijeni
pozitif bulunmustur (Tablo I). Bunlarin 12'si HSV-1 olarak saptanirken, herpetik dola-
ma slpheli bir ornekte HSV-2 tespit edilmistir. Hiicre kiltiri yontemi ile strtinti or-
neklerinin %51.8 (14/27)'inde, BOS orneklerinin ise %7.8 (3/38)'inde HSV'ye 6zgi
CPE go6zlenmis (Tablo 1), CPE izlenen hiicre kultirleri DFA yontemi ile dogrulanmustir
(Resim 1,2).

Tablo I. Enfeksiyon On Tanilarina Gére Ug Farkli Yéntemle Saptanan HSV Pozitiflii

Klinik 6n tan Hiicre kiiltiiriinde

(hasta sayisi) DFA pozitifligi CPE pozitifligi PCR pozitifligi
Meningoensefalit (38) Calisiimadi 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.

50 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Yagmur G, Ozbal Y, Gokahmetoglu S.

Resim 1. Hep-2 hiicrelerinde yaygin yuvarlaklasma ve kiimelesme ile karakterize HSV'ye 6zgii sitopatik etki
(konjunktival stiriintii drnegi, invert mikroskop, x40).

Resim 2. DFA yontemi ile saptanan parlak yesil refle veren hticreler ile karakterize HSV antijen pozitifligi (kon-
junktival siirtintti 6rnegi, floresan mikroskop, x40).

PCR sonuglari incelendiginde; striint orneklerinin %66.6 (18/27)'sinda ve BOS or-
neklerinin %47.4 (18/38)'linde HSV-DNA pozitifliginin saptandigi gértlmistir (Tablo |,
Resim 3).

HSV tanisinda kullanilan yontemlerin performanslari degerlendirildiginde; strinti
ornekleri icin huicre kiltiru ile DFA ve hicre kiltird ile PCR arasindaki uyumun ista-
tistiksel acidan orta diizeyde oldugu belirlenmistir (k= 0.7) (Tablo Il). Her t¢ yontem-
le de pozitif bulunan 10 6rnegin 6’sinin herpes labialis, 2’sinin gingivostomatit, 1’inin
keratokonjunktivit ve 1‘inin de herpetik dolama 6n tanil hastalara ait oldugu izlen-
mistir.
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Resim 3. Jel elektroforezinde HSV-DNA varliginin saptanmasi (Hat 2, 4, 6, 7, 8, 9: HSV-DNA pozitif bulunan
ornekler, Hat 10: Molekdiler biyiikliik belirteci).

Tablo I1. Siiriintii Orneklerinde Hiicre Kiiltiirii ile DFA ve PCR Yéntemlerinin Karsilastirmal Sonuglari (n= 27)

Hiicre kiiltiira

Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Sayr % Sayi % Sayr % Sayt1 %
DFA PCR
Pozitif 10 37 3 111 Pozitif 12 444 6 222
Negatif 4 1438 10 37 Negatif 2 7.4 7 259

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

Tablo I1l. BOS Orneklerinde Hiicre Kiiltiirii ile PCR Yéntemlerinin Karsilastirmal Sonuglari (n= 38)

Hucre kiltari

Pozitif Negatif
Sayi % Sayi %
PCR
Pozitif 3 7.8 15 39.4
Negatif 0 20 526

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

BOS ornekleri icin yontemlerin performanslari degerlendirildiginde; 3 ornekte her iki
yontemle de pozitif, 20 drnekte her iki yontemle de negatif sonug alindigr (k= 0.6, orta
diizeyde uyum), HSV-DNA'sI pozitif bulunan 15 6rnegin hiicre kiltiriinde negatif sonug
verdigi dikkati cekmistir (Tablo III).
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TARTISMA

HSV tarafindan olusturulan enfeksiyonlar, asemptomatik enfeksiyonlardan 6limle so-
nuclanan dissemine hastaliklara kadar degisen genis bir spektrumda ortaya cikabilir’.
Tekrarlayan HSV enfeksiyonlari 6zellikle yenidoganlarda ve immiin sistemi baskilanmig
hastalarda meningoensefalit, pnémoni ve hepatit gibi agir klinik tablolara yol agmakta-
dir. Bu nedenle HSV’ye bagli morbidite ve mortalitenin azaltiimasinda dogru ve hizli la-
boratuvar tanisinin 6nemi biytktir!*1°,

HSV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda DFA yontemi hizli, 6zgil ve duyarli bir
metottur. Bu metot 6zellikle mukokiitanz lezyonlarda ve vezikul variginda uygulan-
maktadir. lyilesme déneminde virus miktarinin az olmasi nedeniyle duyarligi azalir''.
Ayrica hiicre kilturlerinde HSV’ye ait CPE'nin dogrulanmasinda floresan ile isaretli mo-
noklonal antikorlar kullaniimaktadir'-6.

Kiltirden virus izolasyonu geleneksel olarak altin standart bir yontem olarak kabul
edilir'"12, Bu yontem o6zellikle mukokiitandz, genital ve okiiler lezyonlarda virusun sap-
tanmasinda kullanilan oldukca duyarli ve glivenilir bir metottur, ancak yavas sonug ve-
rir'3. Lezyonlarin taze olmasi ve hiicre kiiltiriine ekiminin hemen yapilmasi izolasyon
sansini artinir' . Buna karsin BOS’tan virus izolasyonu ¢ok diisiik duyarliiga sahiptir'*1.
Yapilan calismalarda BOS ve surlntl orneklerinden virusun gosterilmesinde PCR’nin
hiicre kiiltiriine kiyasla daha hizli, 6zgiil ve duyarli oldugu belirtilmektedir'®17.

Megdam ve arkadaslar'® tarafindan yapilan bir calismada, 33 siiriintii érneginin 8'in-
de hem hiicre kiltiri hem de DFA ile HSV pozitifligi saptanmistir. Bu arastiricilar, DFA
yonteminin atipik olgularda ve immiin sistemi baskilanmis hastalarda klinik tani icin yar-
dimai olacagi sonucuna varmiglardir'®. Bir baska calismada, 48 korneal kazinti rnegi-
nin %20.8'inde hicre kultiru ile, %29.2'sinde PCR ile ve %33.3'linde DFA ile HSV po-
zitifligi belirlenmistir'®. Bu arastiricilar da, kazinti ile alinan korneal érneklerde DFA yén-
teminin daha duyarli ve uygulanabilir bir metot oldugu sonucuna varmislardir'®. Bizim
calismamizda, herpes keratokonjunktiviti stiphesi olan 5 hastaya ait 6rneklerin sadece
1’inde DFA ile HSV antijeninin gosterilmesi, 6rneklerin strlintl seklinde alinmasina bag-
I olabilir.

Ulkemizde Biriken ve arkadaslarinin?® yaptigi bir calismada, 33 korneal kazinti ve sii-
rintd orneginde direkt immiinoperoksidaz ve hiicre kilttri yontemi ile HSV arastiriimis,
4 olguda HSV'ye 6zgu CPE ve 2 olguda HSV antijen pozitifligi bulunmustur. Bu calisma-
da, HSV'nin izolasyonunun yani sira antijen tespitinin de yapilmasinin laboratuvar tani-
sinda yardimci olacagi sonucuna varilmistir?®, Bizim calismamizda, 27 siiriintii 6rneginin
13 (%48.1)'inde DFA ile HSV antijeni, 14 (%51.8)’linde hticre kiltiriinde HSV'ye 6zgi
CPE varhigr saptanmis; hiicre kultlri ile DFA yontemleri karsilastirldiginda istatistiksel
acidan orta derecede bir uyum belirlenmistir (p< 0.05) (Tablo II). Calismamizda, hiicre
kulturinde CPE gorilen 4 ornekte HSV antijeni gosterilememis, HSV antijeni gosterilen
3 ornekte ise hiicre kiltirinde CPE saptanamamistir. Bunun nedeninin, 6rneklerin ayri
ekiivyonlarla alinmasindan kaynaklanabilecegi disinulmusgtar.
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Corey ve arkadaslan'’ tarafindan, oral ve genital 24.345 siirintii érneginde gercek
zamanl PCR (Rt-PCR) ve hicre klturd yontemleriyle HSV arastiriimig; 3131 (%12.9) 6r-
nekte PCR ile, 587 (%2.4) ornekte ise hiicre kiltiru ile pozitif sonug alinmistir. Bu aras-
tiricilar, oral ve genital mukoza 6rneklerinden HSV tespitinde Rt-PCR’nin daha duyarli ol-
dugunu ifade etmislerdir'”. Ulkemizde yapilan bir calismada, herpetik keratit distiniilen
20 hastanin gozyasl 6rnegine PCR uygulanmis ve 12 ornekte HSV-1 DNA'sI pozitif bu-
lunmustur?'. Bozkaya ve arkadaslari®? tarafindan yapilan bir calismada, 150 klinik 6rne-
gin 44’tinden hiicre kiltlra yontemi ile HSV izole edilmistir. Bu arastiricilar, 14 BOS o6r-
neginin sadece 1’inde hiicre kiiltiirii ile pozitiflik bulmuslardir??. Bu sonug, 38 BOS 6r-
nedinin sadece 3’linde hiicre kiltiri pozitifligi elde ettigimiz calismamizin verileri ile pa-
ralellik gostermektedir.

Calismamizda, strtinti orneklerinin %66.6 (18/27)'sinda PCR ile, %51.8 (14/27)'in-
de ise hiicre kiltiirti ile HSV pozitifligi bulunmus, yontemler arasindaki uyumun orta du-
zeyde oldugu belirlenmistir (k= 0.7) (Tablo I1). Iki drnekte hiicre kiltiriinde CPE’nin gé-
rilmesi ancak PCR ile HSV-DNA'sinin gosterilememesinin, érnek alimindaki yetersizlige
bagh olabilecegi dustinilmustir. Hicre kultiriinde negatif sonuc veren 6 ornekte PCR
ile HSV-DNA’sinin saptanmasi ise, PCR’nin daha duyarli olmasindan ya da kontaminas-
yona bagli yanlis pozitiflikten kaynaklandigi seklinde yorumlanmistir. Mitchell ve arka-
daslarinin’ 1993-1996 yillar arasinda yaptigi calismada, HSV enfeksiyonu siiphesi olan
hastalara ait 2106 BOS 6rneginin 150sinde PCR ile pozitiflik saptanmis ve PCR'nin sant-
ral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlarinda HSV tespitinde “altin standart” olarak kabul edil-
digi belirtilmistir. Finlandiya’da 922 BOS 6rnegi ile yapilan bir calismada, SSS enfeksiyon
etkenleri PCR ve hicre kilturd ile arastiriimis ve 6rneklerin %4.6’sinda PCR ile HSV-DNA
pozitifligi saptanirken hicbirinde hiicre kiiltiiri ile pozitiflik belirlenmemistir?®. Benzer ¢a-
ismalardan da alinan sonuglar, PCR’nin hicre kiilttrine kiyasla hizl, 6zgul ve daha du-
yarl oldugunu géstermektedir?*?°. Hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonunun altin standart
olma 6zelliginin degismesi ve kullandigimiz “in house” PCR yonteminin standardize ti-
cari bir yontem olmamasi nedeniyle, yontemlerden herhangi birisinin referans kabul edi-
lerek digerlerinin 6zglilliik ve duyarlilik oranlarinin belirlenmesi ile ilgili bir hesaplama ya-
pilmamis, ancak Kappa analizi ile yontemler arasindaki uyum arastinilmustir.

Ulkemizde, Eroglu ve arkadaslari?® meningoensefalit 6n tanili 54 hastadan alinan 6r-
neklerin 14’iinde; Daglar ve arkadaslari®’ ise 99 BOS &érneginin 7’sinde Rt-PCR ile HSV-1
DNA'si saptamuslardir. Akcali ve arkadaslarinin?® calismasinda, 17 BOS &érnegdi PCR ve
hiicre kiltlri yontemleriyle arastirilmis ve yalnizca bir 6rnekte her iki yontemle de HSV
pozitifligi belirlenmistir. Erglinay ve arkadaslari?®, toplam 400 BOS ve vezikiiler siiriintii
érneginin 17’sinde; Rota ve arkadaslar®® da 328 BOS ve siiriintii 6rneginin 8’inde Rt-
PCR ile HSV-DNA varligini gostermiglerdir. Rt-PCR ile hicre kiltiri yontemlerinin karsi-
lastirldigi bir cahismada, 313 klinik 6rnegin 43’linde PCR ile, 21‘inde hiicre kultiri ile
pozitiflik saptanmig; PCR ile pozitif bulunan iki BOS o6rnedi ise hiicre kiltiriinde negatif
sonug vermistir’'. Calismamiza benzer olarak, Madhavan ve arkadaslarinin®? gercekles-
tirdigi calismada ise, 20 BOS ve 34 cesitli suriinti 6rneginden olusan toplam 54 6rnek-
te DFA, PCR ve hiicre kiiltiiri yontemleri ile HSV varhgr arastirilmig, orneklerin 8’inde
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DFA ile, 5’inde hiicre kdlturd ile ve 28’inde PCR ile HSV pozitifligi belirlenmistir. HSV-
DNA'sI pozitif bulunan 7 BOS 6rneginin hicbirisi hiicre kilttiriinde pozitif sonug¢ verme-
mistir. Bizim calismamizda, 38 BOS 6rneginin 18 (%47.3)’inde PCR ile HSV-DNA sapta-
nirken, sadece 3 (%7.8) ornekten hiicre kiltiriinde pozitif sonu¢ alinmistir. Yapilan bir-
cok calismada, BOS orneklerinden hiicre kiiltiriinde virus izolasyon olasiiginin ¢cok du-
stik oldugu vurgulanmaktadir'>232831.32_ Bunun nedeninin, BOS’ta mevcut olan ézgiil
HSV antikorlarinin virusa baglanarak hiicreye tutunmasini 6nlemesinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir??32, Diger bir neden ise, BOS 6rneklerinin hiicre kiiltiiriine ekiminin
hemen yapilamamasi ve derin dondurucuda bekletilmis olan 6érneklerden virus izolasyo-
nunun gliclesmesidir. Dolayisiyla hizli ve dogru taninin biiyiik 6nem tasidigi HSV stiphe-
li menenijit ve ensefalitlerde, BOS’ta oncelikle HSV-DNA varliginin arastiriimasi 6neril-
mektedir®2.

Sonug olarak, HSV enfeksiyonu 6n tanili hastalarin laboratuvar tanisinda, striinti or-
nekleri icin hizli ve pratik olmasi nedeniyle 6ncelikli olarak DFA yonteminin ve laboratu-
varin kosullarina gére miimkiinse PCR ve hiicre kiiltlri yontemlerinin; BOS 6rnekleri icin
ise hizli ve duyarli olmasi nedeniyle 6ncelikli olarak PCR yonteminin uygulanmasinin ge-
rekli oldugu kanisina variimistir.
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