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Özet
Amaç: Herpes simpleks virüs (HSV) enfeksiyonlarý tüm dünyada yaygýn bir klinik problemdir.
Özellikle immünsüprese hastalarda enfeksiyon þiddetli ve hýzlý seyretmekte, önemli morbidite
ve mortalite nedeni olmaktadýr. Bu çalýþmada klinik örneklerde hücre kültürü yöntemi uygulanarak
HSV'nin araþtýrýlmasý amaçlandý.
Gereç ve Yöntemler: Mart 2006-Haziran 2007 tarihleri arasýnda Erciyes Üniversitesi Gevher
Nesibe Hastaneleri kliniklerinde takip edilen ve polikliniklerine baþvuran herpes enfeksiyonu
düþünülen 65 hastadan alýnan çeþitli klinik örnekler çalýþmaya dahil edildi. Virüs izolasyonunda
Hep-2 hücre kültürü kullanýldý. 
Bulgular: Hep-2 hücre kültürüne ekimi yapýlan 27 sürüntü örneðin 14�ünde (%51,8), 38 BOS
örneðin 3�ünde (%7,8) HSV�ye özgü sitopatik etki görüldü. Sitopatik etki izlenen hücre kültürleri
DFA (direkt floresan antikor) yöntemi ile doðrulandý. 
Sonuç: Herpes enfeksiyonu ön tanýlý hastalardan alýnan sürüntü örneklerinde hücre kültürü
yönteminin uygulanabilir bir yöntem olduðu ancak BOS örneklerinde diðer taný metodlarýna
baþvurulmasý gerektiði sonucuna varýldý.
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Abstract
Purpose: Herpes simplex virus (HSV) infections are a common clinical problem worldwide.
Especially HSV disease in the immunocompromised patients can be severe and rapidly
progressive that is a significant cause of morbidity and mortality. In this study the aim was
to investigate of HSV in clinical specimens by cell culture method.
Material and Methods: Various clinical specimens of the 65 patients with suspicious HSV
infections treated in Erciyes University Gevher Nesibe Hospitals clinics and applied polyclinics
between March 2006 and June 2007 were included in this study. Hep-2 cell culture was used
for isolation of HSV.
Results: Cytopathic effect (CPE) consistent with HSV was observed in 14 (51.8%) of the 27
swap specimens and 3 (7.8%) of the 38 cerebrospinal fluid specimens which were inoculated
to Hep-2 cell culture. Cell culture that was observed CPE was confirmed by DFA (direct
fluorescent antibody) method.
Conclusion: Cell culture method would be applied to investigate the swab specimens which
were taken from patients with HSV infection but CSF specimens is investigated by other
methods.
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Giriþ

Herpes simpleks virüs (HSV) enfeksiyonlarý insanlarda
en sýk rastlanan viral hastalýklar arasýnda yer almaktadýr.
Oral, genital, göz, deri, santral sinir sistemi (SSS) ve iç
organlarda lezyonlara neden olur. Bu lezyonlar virüsün
primer enfeksiyonundan veya latent virüsün
reaktivasyonundan kaynaklanýr (1). HSV enfeksiyonlarý
çoðu kez asemptomatik ve lokal belirtilerle seyreder. Bu
virüsler bazen aðýr stomatit, keratokonjunktivit,
meningoensefalit ve sistemik yenidoðan enfeksiyonlarý
yapabilirler. Ayrýca immünsüprese kiþilerde latent virüsün
reaktive olmasýyla enfeksiyon alevlenmekte ve önemli
ölçüde morbidite ve mortalite nedeni olmaktadýr (2,3).

Günümüzde asiklovir baþta olmak üzere çeþitli antiviral
ilaçlar HSV�nin vücutta latent kalma özelliðine baðlý
olarak virüsü eradike etmez, ancak tekrarlayan
enfeksiyonlar daha az görülür. Özellikle immünsüprese
hastalarda bu virüsün taný ve tedavisinde geç kalýnmasý
mortaliteyi artýrmaktadýr (1).

HSV enfeksiyonlarýnýn laboratuvar tanýsýnda hücre
kültüründe virüs izolasyonu, virüs antijenlerinin direkt
gösterilmesi, moleküler teknikler ve serolojik testler
uygulanmaktadýr (1). Klinik örneklerde virüs izolasyonu
altýn standart olarak kabul görmesine karþýn, tedavinin
yönlendirilmesinde erken taný için duyarlýlýðý yüksek olan
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve direkt floresan
antikor (DFA) ile birlikte viral antijenlerin belirlenmesi
gereklidir. Toplumda HSV enfeksiyonlarýnýn yaygýn olarak
görülmesi nedeniyle serolojik testler tanýda yarar
saðlamamakta, daha çok epidemiyolojik çalýþmalarda
uygulanmaktadýr (4-5).

Bu çalýþmada HSV enfeksiyon ön tanýlý hastalardan alýnan
klinik örneklerden (BOS, vezikül sývýsý, konjunktival ve
genital sürüntü örnekleri) hücre kültürü yöntemi
uygulanarak HSV'nin araþtýrýlmasý amaçlandý.

Gereç ve Yöntem

Mart 2006-Haziran 2007 tarihleri arasýnda Erciyes
Üniversitesi Gevher Nesibe Araþtýrma ve Uygulama
Hastanesi kliniklerinde meningoensefalit ön tanýsýyla
takip edilen ve polikliniklerine baþvuran herpes
enfeksiyonu düþünülen 65 hastadan alýnan çeþitli klinik
örnekler çalýþmaya dahil edildi. Hastalardan alýnan sürüntü
örnekleri viral transport besiyerine (Virocult, Vircell,
Spain), BOS örnekleri ise ependorf  tüplere koyularak
-70oC�de saklandý.

HSV izolasyonunda Hep-2 hücre kültürü kullanýldý. Hücre
kültürü çalýþmalarýnýn bütün aþamalarý önceden %70�lik
alkolle ve ultraviyole ýþýnlarla temizlenmiþ Class 2A
kabininde yapýldý. Doku kültürü þiþelerinde (75cm2) tam
tabaka halinde temin edilen Hep-2 hücreleri tripsinize
edildikten sonra 10 mL�lik tüplere 2x105 hücre/mL olacak
þekilde pasajlarý yapýldý. 2-3 gün içinde tek tabaka halinde
inokülasyona uygun þekilde üreyen hücreler inokülasyon
yapýlýncaya kadar CO2�li etüvde 37oC�de muhafaza edildi.
Oda sýcaklýðýna getirilen klinik örneklerden 200 µL pastör
pipeti ile hücre kültürü tüplerine ekimleri yapýldý. Tüpler
1 saat CO2�li etüvde 37oC� de inkübe edildikten sonra
tüpler içindeki besiyeri tamamen boþaltýldý ve üzerlerine
2 mL devam besiyeri konularak tekrar CO2�li etüvde
37oC�de inkübe edildi. Hücreler invert mikroskop ile
sitopatik etki yönünden 7 gün boyunca gün aþýrý incelendi.
7 gün takip edilen HSV�ye özgü CPE oluþan tüm tüplerde
DFA yöntemiyle HSV antijeni araþtýrýldý. DFA (Monofluo,
BIO-RAD) yöntemi kit prosedürüne uygun þekilde çalýþýldý.

Bulgular

Hastalardan alýnan örneklerden 27 tanesi sürüntü, 38 tanesi
BOS örneði idi. Sürüntü örneklerin alýndýðý hastalarýn
13�ü herpes labialis, 5�i keratokonjuktivit, 4�ü
gingivostomatit, 3�ü egzema herpetikum, 1�i herpetik
dolama, 1�i genital enfeksiyon ön tanýlý hastalardý. Sürüntü
örneklerin alýndýðý hastalarýn 7�si çocuk, 20�si yetiþkin,
BOS örneklerinin ise 13�ü çocuk, 25�i yetiþkindi.

Hep-2 hücre kültürüne ekimi yapýlan 27 sürüntü örneðin
14� ünde (%51,8), 38 BOS örneðin 3� ünde (%7,8) HSV�ye
özgü CPE gözlendi (Tablo I). Sitopatik etki izlenen hücre
kültürleri DFA yöntemi ile doðrulandý (Resim 1 ve 2).
Herpes labialis düþünülen 13 örneðin 8� inde,
keratokonjunktivit düþünülen 5 örneðin 3� ünde,
gingivostomatit düþünülen 4 örneðin 2� sinde ve herpetik
dolama düþünülen 1 örnekte HSV� ye özgü CPE gözlendi
(Tablo I).
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Tablo I. Mart 2006-Haziran 2007 tarihleri arasýnda Erciyes Üniversitesi Gevher Nesibe Araþtýrma ve Uygulama Hastanesi
kliniklerinde meningoensefalit ön tanýsý almýþ herpes enfeksiyonu düþünülen hastalardan alýnan 65 klinik örneðin hücre
kültürü bulgularý.

   Hücre Kültüründe CPE ToplamÖrnekler                               Klinik ön taný

  Negatif   Pozitif

BOS örnekleri Meningoensefalit 35 3 (%7,8) 38

Sürüntü örnekleri  13 14 (%51,8) 27

 Herpes labialis 5 8 13

 Keratokonjunktivit 2 3 5

 Gingivostomatit 2 2 4

 Egzema herpetikum 3   3

 Herpetik dolama  1 1

 Genital enfeksiyon 1  1

CPE: Sitopatik etki.

Resim 1. Hep-2 hücrelerinde Herpes simpleks virüsüne
özgü hücrelerde yaygýn yuvarlaklaþma ve kümelenme ile
karakterize sitopatik etki. Bir keratokonjunktivit örneði.
(Ýnvert mikroskop görüntüsü; X40)

Resim 2. Direkt Floresan Antikor yöntemi ile boyamada
parlak yeþil refle veren hücreler ile karakterize virüs
antijeninin gösterilmesi. Bir keratokonjunktivit örneði.
(Floresan mikroskop görüntüsü; X40)

Tartýþma

HSV�nin neden olduðu hastalýklar insanlarda en sýk
rastlanan viral hastalýklar arasýnda yer almakta ve oral,
genital, göz, deri, SSS ve iç organlarý tutmaktadýr.
Asemptomatik enfeksiyonlardan ölümle sonuçlanan
dissemine hastalýklara kadar deðiþen geniþ bir spektruma
sahiptir (6). Herpes simpleks ensefaliti yüksek mortalite
riski taþýdýðý için önem taþýmaktadýr. Özellikle HSV�nin
neden olduðu ensefalit ve yenidoðanlardaki dissemine
enfeksiyonlar tedavi edilmediði takdirde mortalite oraný
%70�in üzerine çýkmaktadýr (7). HSV enfeksiyonlarýnýn

kontrolünde; HSV ile enfekte hastalarýn erken taný ve
tedavisinin yapýlmasý ve kiþisel korunma önlemlerinin
alýnmasý önerilmektedir (8).

HSV�ye baðlý morbidite ve mortalitenin azaltýlmasýnda
doðru ve hýzlý laboratuvar tanýnýn önemi büyüktür (1).
HSV enfeksiyonlarýnýn laboratuvar tanýsýnda; virüs
antijenlerinin direkt olarak gösterilmesi, hücre kültüründe
virüs izolasyonu, moleküler teknikler ve serolojik testler
uygulanmaktadýr (1).
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HSV tanýsýnda DFA yöntemi  hýzlý, özgül ve duyarlý bir
metodtur. Bu metod özellikle mukokütanöz lezyonlarda
ve vezikül varlýðýnda uygulanmaktadýr. Ýyileþme
döneminde virüs miktarýnýn az olmasý nedeniyle duyarlýlýðý
azalýr (9). Kültürde virüs izolasyonu geleneksel olarak
altýn standart bir yöntem olarak kabul edilir (9). Bu yöntem
özellikle mukokütanöz, genital ve oküler lezyonlardaki
enfeksiyonlarda kullanýlan oldukça duyarlý ve güvenilir
bir metodtur, ancak yavaþ sonuç verir (10). Lezyonlarýn
taze olmasý ve hücre kültürüne ekiminin hemen yapýlmasý
izolasyon þansýný artýrýr (9). Ancak BOS�ta virüs izolasyonu
çok düþük duyarlýlýða sahiptir (11). Diðer virüsler ve bazý
toksik faktörler HSV�nin CPE�sini taklit edebileceði için
hücre kültürü pozitifliði direkt floresan antikor (DFA)
yöntemi ile doðrulanmalýdýr (1).

Yapýlan çalýþmalarda BOS ve sürüntü örneklerinden
virüsün gösterilmesinde PCR�ýn hücre kültürüne kýyasla
daha hýzlý, özgül ve duyarlý olduðu belirtilmektedir (12,
13). PCR, HSV enfeksiyonlarýnýn erken ve geç
dönemlerinin tanýsýnda hýzlý ve duyarlýlýðý yüksek olan
bir test olmasý nedeniyle hücre kültürünün yerini aldýðý
bildirilmektedir (14,15) .

Velai ve arkadaþlarý (16) 100 sürüntü örneðinde 2 farklý
hücre kültürü yöntemi ile HSV varlýðýný araþtýrmýþ; standart
hücre kültürü ile 36�sýnda, santrifüjlü hücre kültürü ile
32�sinde HSV�ye özgü CPE gözlemiþtir. Bozkaya ve
arkadaþlarý (17) hücre kültürüne ekim yaptýðý 150 çeþitli
klinik örnekten 44�ünde HSV izole etmiþtir.
Araþtýrmacýlarýn, on dört BOS örneðin sadece birinde
CPE saptamalarý, BOS örneklerinden çalýþmamýzda elde
edilen bulgularla paralellik göstermektedir.

Korneal kazýntýdan alýnan 48 örnekte hücre kültürü yöntemi
uygulanarak yapýlan bir çalýþmada; %20,8�inde hücre
kültüründe CPE saptanmýþtýr (18). Bu çalýþmada
keratokonjunktivit ön tanýlý hastalardan alýnan 5 sürüntü
örneðin 3�ünde HSV�ye özgü CPE saptanmýþ ve DFA
yöntemi i le  de doðrulanmýþt ý r.  Buna göre
keratokonjunktivit düþünülen hasta örneklerinde hücre
kültürünün tanýda önemli bir parametre olduðu sonucuna
varýlmýþtýr.

Madhavan ve arkadaþlarý (19) 20 BOS ve 34 çeþitli sürüntü
örneðinden oluþan toplam 54 örnekten hücre kültürüne
ekim yapmýþlar ve 5�inde HSV�ye özgü CPE saptarken,
7 BOS örneðinin hiç birinde HSV�ye özgü CPE
saptamamýþlardýr.  Mengelle ve arkadaþlarý (20) BOS ve

sürüntü örneklerinden oluþan toplam 313 klinik örneðin
hücre kültüründen 21 sürüntü örneðinde CPE gözlerken,
BOS örneklerinde CPE saptamamýþlardýr.

Bu çalýþmada 27 sürüntü örneðin 14�ünde (%51,8), 38
BOS örneðin 3�ünde (%7,8) hücre kültüründe CPE
gözlendi. Yapýlan bazý çalýþmalarda (16, 17, 18) sürüntü
örneklerinde hücre kültüründe CPE görülme oraný ve diðer
iki çalýþmada (19, 20) ise BOS örneklerinde hücre
kültüründe virüs izolasyonun yapýlamamýþ olmasý bu
çalýþmanýn bulgularýný desteklemektedir. HSV ön tanýlý
sürüntü örneklerinde BOS hücre kültüründe HSV nadiren
izole edilebilmektedir. Bunun nedeni; BOS�ta HSV�ye
karþý özgül antikorlarýn virüse baðlanmasý ve virüsün
hücrede üremesini önlemesidir (19). Ayrýca, BOS
örneklerinden hücre kültürüne ekimin hemen
yapýlamamasý, çalýþma gününe kadar derin dondurucuda
bekletilmiþ olmasý virüs izolasyonunu güçleþtirmektedir.

Sonuç olarak; sunulan çalýþmanýn bulgularý herpes
enfeksiyonu ön tanýlý hastalardan alýnan sürüntü
örneklerinde hücre kültürü yöntemiyle olgularýn yarýsýnda
taný konulabileceðini ancak BOS örneklerinde diðer taný
yöntemlerine baþvurulmasý gerektiðini düþündürmektedir.
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