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1. GIRIS

Herpes simpleks virls tipl (HSV-1) enfeksiyonu gelismis {ilkelerde
korneal nedenli korliigiin en sik sebeplerinden biridir. Primer enfeksiyon sonrasi

virlisin duyusal gangliyonlarda latent kalmasi epidemiyolojik caligsmalari

kisitlamaktadir (1).

Insan viriis i¢in tek dogal konak olmasi, viriisiin latent kalma 6zelliginin
olmas1 ve reaktive olabilmesi nedeniyle semptomatik ve asemptomatik vakalarda
artis olmaktadir (2). HSV-1’in primer ve rekiirren enfeksiyonlarin laboratuvar
hizli tan1 yontemleriyle erken tan1 konulabilmekte ve erken tedaviye baslanarak
morbidite ve mortalite orani azaltilabilmektedir (1). HSV-1 enfeksiyonunda,
genellikle klinik bulgulara dayanarak tanimlama yapilmasina ragmen siipheli
vakalarda klinik ve viral laboratuvar ¢alismalari arasinda yakin iligki tanimlamada
yardimc1  olmaktadir. HSV  enfeksiyonlarin laboratuvar tanisinda hiicre
kiltarinden virds izolasyonu, virls antijenlerinin direkt gosterilmesi ve molekuler
teknikler yer almaktadir. HSV tanisinda klinik 6rneklerden viriis izolasyonu altin
standart olmasina karsin, son yillarda molekiiler tani1 yontemlerinin gelismesi
tedavinin yonlendirilmesinde erken tani i¢in duyarlilig1 yiiksek polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve Real-time PCR (RT-PCR) yardimci olmaktadir. Bu
yontemlerin HSV-1 igin yiiksek duyarliliga sahip olmalari, birden fazla 6rnegin

ayni siirede ¢aligilmasi, hizli sonug vermeleri ile kullanimlar1 yayginlasmistir (3).

HSV’nin okiler tutulumu, sistemik tutulumundan daha az goérilmesine

ragmen tekrarlayan korneal enfeksiyonlara baglh goérme keskinliginde azalmaya
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neden olabilecek komplikasyonlar gelisebilmektedir (1). Glnlmuzde asiklovir
basta olmak Tlizere c¢esitli antiviral ilaglar ve gerektiginde topikal
kortikosteroidlerle kombine uygulanarak enfeksiyon tedavi edilebilmektedir. Bu
viriisiin viicutta latent kalma Ozelligine bagli olarak HSV eradikasyonu
saglanamamakta, ancak tekrarlayan enfeksiyonlarin atak sayist ve siiresi
azaltilabilmektedir. Siddetli herpetik korneal enfeksiyonlarda, gliniimiizde
oftalmoloji alaninda kullanimi artan ve etkinligi gosterilen amniyon membran,
medikal tedavini basarisiz oldugu vakalarda keratoplastiye alternatif olarak ya da

medikal tedavi ile kombine uygulanabilir (4,5).

Bu calismada, Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi Viroloji Anabilim
Dali laboratuvarinda Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre kiltirlerine
Bovine Herpes Viris tipl (BHV-1) inokulasyonu sonrasi asiklovir ve/veya insan
amniyon membran uygulanmasi takiben viral yiikk RT-PCR ile analiz edilerek
asiklovir ve amniyon membranin hiicre ve virlis kiiltiirleri iizerindeki etkisi

degerlendirildi.
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2. GENEL BILGILER

2.1 Siiflandirma

Herpesviriis hominis kornea enfeksiyonlari, oftalmologlart ugrastiran giic
problemlerden biridir. Son 20 yilda viroloji ve immiinoloji alaninda yapilan yogun
aragtirmalarin sonucu olarak virlis ve virlisiin insanlarla iligkisi, dogal yapisi
hakkinda bilgiler artmaktadir. Zamanla tedavi metodlart ve prensipleri
degismektedir (1,6). Erken yetiskin donemde, populasyonun yaklasik %90’inda
notralizan antikorlar mevcut olmaktadir (1,7). Primer enfeksiyon, infant ve
adolesan donemde pik yapmaktadir ama neonatal ve yetiskin donemde de
sporadik vakalar goriilebilmektedir. Cogunlukla primer enfeksiyon, subklinik ya
da asemptomatik gecirilmektedir. Hastalik kendiliginden sinirlanmakla birlikte
bazen fatal sonuglanabilmektedir (1). Primer enfeksiyonun iyilesmesi ile hastalik
kaybolmasina ragmen viriis eradike olmamaktadir. Viriis latent durumundan aktif

duruma gegtigi zaman rekiirren hastalik goriillmektedir (1,6,7).

Insan Herpes viriis 1 ve Herpes virlis 2, daha ¢cok Herpes simpleks viris tip
1 (HSV-1) ve Herpes simpleks viris tip 2 (HSV-2) olarak bilinmektedir. Bunlar,
zarfli ¢ift zincirli DNA viriislerin genis grubu olan Herpes viriis grubunun
iiyesidir. Herpes grubunun 150°den fazla tanimlanmis iiyesi olup bunlardan 6’s1
insanlar1 enfekte etmekte, 8 tanesi insani1 dogal konak olarak kullanmakta ve 1
tanesi eseklerden insanlara gecen zoonotik enfeksiyon olup insanlarda fatal

ensefalomyelite neden olmaktadir (2).
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Herpes viriisler, 80 ile 150 Milyon Da molekiiler agirlikta ¢ift zincirli
DNA genomuna sahiptirler. Dogal konagin enfeksiyonu sonrasi latent kalan
virtsiin aktivasyonu ile konak tekrar enfekte olabilmektedir. Virls protein sentezi
ve yeni virlis gogalmasiyla reaktivasyon, rekiirren hastalikla sonuglanmaktadir (2).

Uluslararasi viriis siniflandirma komitesinin Herpes viriis ¢alisma grubu,
Herpesviridae ailesini konak alani, replikasyon siiresi, sitolojik ozellikleri ve
latentligin daha sik meydana geldigi hiicre tipi gibi fenotip 6zelliklerine dayanarak
3 alt gruba ayirmistir; Alpha, Beta ve Gamma Herpesvirinae (2,8-10).

1) Alphaherpesvirinae

Simplexviris genusu: - Herpes simplex virds tip 1 (HSV-1)

- Herpes simplex viris tip 2 (HSV-2)

- Maymun B viris

Varicelloviris genusu: - Varicella-zoster viris (VZV)

2. Betaherpesvirinae
Cytomegalovirls genusu: - Cytomegaloviriis (CMV)
3. Gammabherpesvirinae
Lymphocryptoviriis genusu: - Epstein- Barr virls (EBV)
- Beta lymphotropic viris
Alfaherpesvirlsler replikasyon siireleri diger gruplara goére nispeten
kisadir. Kiiltlirlerde enfekte ettikleri hiicrelerin bozulmasiyla hizla yayilirlar.
Primer olarak gangliyonlarda latent enfeksiyon olusturabilirler. Bu grupta HSV-1,

HSV-2, VZV ve Herpes B viriis bulunmaktadir (8-12).
17



Betaherpesvirlslerin  replikasyon siireleri uzun oldugu igin hiicre
kiiltiirlerinde tremeleri yavastir. Hucre kilturleri yonunden secici olup insan
orjinli fibroblastlarda trerler. Enfekte ettikleri hucreleri buyutme 6zellikleri
vardir. Salgi bezleri, lenfolentikiiler hiicreler, bobrek ve diger dokularda latent
kalabilirler. Bu grupta CMV ve insan Herpes viriis 6a, 6b ve 7 bulunmaktadir (8-
12).

Gammabherpesvirlsler in vitro olarak lenfoblastoid htcrelerde replike
olurlar. Bu grupta B ve T lenfositleri tutan EBV ile insan herpes viriis 8 (HHV-8)

yer almaktadir (8-12).

2.2 HSV’nin Yapisal Ozellikleri

HSV’nin, elektron mikroskop (EM) ile incelendiklerinde dort yapisal
elemandan olustuklar1 goriiliir; en icte elektron opak bir kor, ¢evresinde yirmi
ylzii olan ikosahedral bir kapsid, kapsid ile viriis zarfi arasinda tegiiment tabakasi

ve en dista glikoprotein ¢ikintilar igeren dis zarf yer alir (2,9-14).

Resim1: HSV’nin EM’de ve sematik yapisal elemanlarinin gériiniimii

18



Kor

Viriis ¢ekirdegi, viriis replikasyonu i¢in ¢ift zincirli DNA icermektedir.
HSV genomu; 11 adet glikoprotein (gB- gM), 6 tip kapsid proteini ve
replikasyondan sorumlu enzimler dahil en az 84 farkli polipeptid kodlar. Bunlarin
25-30 tanesi virionun yapisini olusturan proteinlerdir. Digerleri DNA’nin
replikasyon ve transkripsiyonun regiilasyonu i¢in gerek duyulan yapisal olmayan
proteinlerdir. Bunlar sadece enfekte hicrelerde tespit edildiklerinden ICP
(infected cell protein) olarak adlandirilirlar (2,13,15).

Viriis DNA’s1 replike ve latent wviriiste farkli fiziksel formlar
gostermektedir. Replikasyon siklusunda viris DNA’s1, diizenleyici protein,
yapisal protein ve enzimleri kodlayan c¢esitli gen siniflar1 igermektedir. Latency-
associated transcripts (LATS), latans dénemde virlis DNA transkripsiyonunu
siirlamaktadir (1,14).

Herpes virls virionu kapsid, tegiiment ve zarf katmanlarini olusturan 30’a
yakin yapisal protein igerir. Diger viral proteinler arasinda DNA’y1 baglayan
proteinler ve DNA’ya bagimli DNA polimeraz, deoksiriboniikleaz, timidin kinaz,
ribonikleotid redlktaz ve protein kinaz gibi enzimler bulunur. Ribonukleotid
reduktaz, ribonukleotidleri deoksiribonukleotidlere cevirir. Timidin kinaz viral
genomun replikasyonu icin gereken deoksiribonikleotidleri fosforilize eder

(1,2,15).
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Kapsid

Virus nikleik asidini koruyan ve virlise simetrisini veren 162 prizmatik

kapsomerden olusan kapsid adi verilen ikozahedral protein kilif ile cevrilidir

(1,2,16).

Teglment

Kapsid ile dis zar arasinda yer alan kapsidi saran amorf bir proteindir.
Hiicre i¢inde viriis transkripsiyonu baslatma ve konaga ait proteinlerin yapimini
durdurmada rol alir. Tegiliment tabakasi 20’den fazla virlis proteininden

olusmaktadir (1,2).

Zarf

Onemli enfektif komponent olup virusle enfekte hicrenin nikleer
membranindan kéken alan lipoprotein, karbonhidrat ve yaglardan olugmaktadir.
Zarfa gomiilii olan ve yiizeyel ¢ikint1 olan 12 adet viral glikoprotein (gB —-N),
virlisiin baglamasinda ve konak hiicreye penetrasyonunda rol oynamaktadir. Bu
glikoproteinler antijenik yapida olup, konakta immiin yanit olusturmakta ve her

viriise ayirtedici 6zellik kazandirmaktadir (1,2,16).

2.3 Replikasyon

HSV zorunlu hicre ici parazitidir. Kendi replikasyonu icin gerekli genetik

materyal igermesine ragmen biomolekiiler sentez i¢in gerekli metabolik aktiviteye
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sahip degildir. Konak hiicreye girer ve konak hiicrenin metabolik yolunu kullanir

D).

HSV’nin konak hiicreye penetrasyonu zarf glikoproteinleri (gB-D) ile
konak hiicre yuzeyindeki glikoz aminoglikanlara (heparan sulfat) tutunurlar ve
flizyon ile gerceklesir. Hiicre membran fagositozu sonrasi viriis hiicreye endositoz
yolu ile girmektedir (1,4,10,11). Nukleokapsid hicre icine girdikten sonra
enzimatik sindirimle kapsid ayrilir. Sitoplazmada serbest kalan DNA, konak hiicre
nuklesusuna gecer, transkripsiyon ve replikasyon nukleusta gerceklesir. Viriis
DNA’s1, konak hiicrenin RNA polimeraz II enzimini kullanarak sentezi baglatir.
Viriis genomu sik1 bir kontrol altinda, sirali bir sekilde eksprese edilir. Oncelikle
teglimentte bulunan bulunan bir aktivasyon proteinin yardimi ile en erken
(immediate early, IE) genler eksprese edilir ve “alpha” proteinler sentezlenir. Bu
proteinler early (erken, E) genlerin ekspresyonuna neden olurlar ve viral DNA
sentezi icin gerekli olan “beta” proteinler sentezlenir ve viral DNA replikasyonu
baslar. Sonra “late” (geg, L) genler eksprese edilerek “gama” proteinler
sentezlenir. Alfa ve beta proteinlerin ¢ogu ya enzimdir ya da DNA baglayan
proteinlerdir. Gama proteinlerin ¢ogu ise kapsid ve zarf proteinleri gibi yapisal
komponentlerdir. Erken proteinlerin ¢ogu enzimlerdir. DNA’ya bagimli DNA
polimeraz, deoksiribonukleaz, timidin kinaz ve ribonikleotid rediktaz erken
proteinlerdir. Bu enzimler replikasyon ig¢in substratlar1 saglar. Erken proteinler
ayni zamanda hiicresel mRNA ve DNA sentezini inhibe eder. Yeni sentezlen
DNA sentezlenmis olan bos kapsidin igine girer (2,6,10,12,16). Nikleokapsid

niikkleer membrandan tomurcuklanarak zarf alir ve tiibliler yap1 veya vezikiil
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icinde plazma membranina tasinip, ekstraseliiler alana ulasir. Ekstraseliiler alanda
fazla kalmayip hiicreden hiicreye yayilirlar. Viral replikasyonun tam siklusu
enfeksiyonu takiben 15 saat sirer ve dretilen 100- 1000 virls partikilinden
sadece biri enfeksiydzdir. Herpes viruslerle produktif enfeksiyon sonucunda

hlcreler 6lmektedir (1,2,7,10,12,16).

2.4 Latent Kalma ve Reaktivasyon

Epitel hicrelerinde primer enfeksiyonu takiben HSV trigeminal, sakral,
lumbar, torasik, inferior ve superior servikal, vagal gangliyon olmak Uzere
duyusal noronlarda latent enfeksiyon olusturur. HSV-1 en sik trigeminal
gangliyonlarda, daha nadir olarak da inferior ve superior servikal gangliyonlarda,
HSV-2 daha cok genital mukozada enfeksiyona neden olup sakral gangliyonda

latent kalir (1,2,7,12,14,16).

HSV-1 genomu 3 farkli durumda bulunmaktadir: lineer, sirkiiler,
konkatemerik. Virionda genom lineerdir, enfeksiyon sonrasi genom dallanir,
konkatemerik hal alir. Enfeksiyon sonrasi birka¢ saat iginde sirkiilasyon
baslamaktadir. Enfekte hayvanlarin trigeminal gangliyonlarinda ve noral hiicre
kiltiirlerinde viral genomlarin sirkiiler formda oldugu gosterilmistir. Sirkiiler
genomda, ICP genleri silinmektedir, ICPO eksprese etmemektedir. ICPO

ekspresyonu, reaktivasyon ve enfeksiyonun baslamasi i¢in 6nemlidir (16,17).

Insan trigeminal gangliyon ve farelerde santral, periferik sinir sisteminde
HSV-1’in latent durumunda viriise Ozel transkriptler tanimlanmistir. Latent

enfekte noronlarda tanimlanmis tek transkript LAT olup sadece latent durumda
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transkripte edilir (2,12,14,16). LAT i virlisii latans doneme nasil gegtigi ve

latans1 nasil korudugu ya da reaktivasyonu nasil sagladigi bilinmemektedir (12).

Viriislin goz ya da agizdan girisine ragmen virlis trigeminal gangliyon,
beyin sap1 ve korneada bulunur. Viriisiin néronal hiicrelere girisi i¢in Oncelikle
postsinaptik alana transportu gereklidir (12). Virius nukleokapsidi sensoriyel
hiicrenin niikleer kompartmanina periferik akson iginde tasinir. Sinirlerin
enfeksiyonunu takiben viral genom kiside epizomal halde bir yasam siklusuna
girer. Latent olarak enfekte hicrelerde virlis partiktlleri tespit edilemez (14).

Herpes virlsiniin néronlarda latent kalmasi iki mekanizmaya baglanmaktadir:

1) Latent fazda noéronlarda viruse ait ¢cok az viral protein Uretilmekte ve
immin hicrelere sunulmak tzere MHC-1 (Major Histocompatibility Complex-1)
Uzerinde ¢ok az viral peptid yer almaktadir. Boylece virlis CD8Tc lenfositlerin

etkisinden korunmaktadir (18,19).

2) MHC-I’in néronlarda ¢ok az oranda bulunmasi, CD8Tc lenfositlerin
enfekte noronlar1 tanimasini zorlastirmaktadir. Bdylece CD8Tc lenfositleri

tarafindan noronlarin yok edilme riski de 6nlenmis olmaktadir (18,19).

LAT delesyonlu HSV mutantlar1 latent kalmaya egimli olmalarina ragmen
LAT, latanstan reaktivasyon durumuna ge¢cmek icin gerekli gériinmektedir. ICPO
ve ICP4 oOnemli erken genlerin ekspresyonu reaktivasyona geciste LAT1
etkilemektedir. Yapilan fare ve tavsan gozii ¢alisma modellerine dayanarak genel

goriis, in vivo HSV-1 reaktivasyonu i¢in LAT’ 1n gerekli oldugudur (7,14,16).
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Latent donemde inaktif olan viral genom etkinleserek, viriis litik gen
ekspresyonuna  gecis  reaktivasyon  olarak = tanimlanmakta  spontan
gerceklesebilecegi gibi fizyolojik stres, hastalik, yorgunluk, menstruasyon,
travma, immunosupresyon, UV-B maruziyeti ve hipokinezi gibi stres yaratan
olaylara ikincil olusabilmektedir. HSV-1 reaktive olunca mikrotubil motorlar
yardimiyla anterograde olarak perifere iletilir. Niikleokapsid ve viral
glikoproteinler farkli aksonal mikrotiibiilerde hareket eder ve akson terminalinde
birlesirler. Viral DNA gangliyonda replikasyon sonrasi akson boyunca
anterograde olarak hi¢bir immiin yanit olusturmadan devam eder. Viriis perifere
ulastiktan sonra mukoza, epitel, semen, menstriiel kan, gbzyas1 ya da tiikriik ile

diger konaklara bulasabilir (7,12,14,16).

2.5 Enfeksiyona Immiin Yanit

Gozlemlerden ve hayvan ¢alismalarinda elde edilen bilgiler dogrultusunda
konagin genetik yapisi, immiin cevabin belirlenmesinde ve hastalik patogenezinde
etkili oldugu gortilmiistir. HSV enfeksiyonun iyilesmesinde ve reaktif viriisiin
kontrol edilmesinde tim immdin sistem komponentlerine (hicresel ve humoral

immiin yanit) ihtiya¢ olmaktadir (2,20).

Kalitsal immiin savunma mekanizmasi, intraselller ve ekstraseliler
savunma mekanizmasini kapsar ve enfeksiyonlara karst giiclii savunma
saglamaktadir. Natural killer ve dendritik hiicreler, makrofajlar ve nétrofiller,

enfeksiyonda erken cevap olusumunda etkilidir. HSV, primer enfeksiyonda latent
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kalmay1 ve duyusal sinir sonlanmasina girisini saglamak i¢in hem intraseliiler hem

de ekstraseliiler immiiniteyi yenmek igin stratejiler gelistirmistir (2,20).

Uyarilabilir immiinite, primer enfeksiyonun iyilesmesinde esas rol
oynamaktadir. Enfeksiyonun ve rekiirrenslerin siddeti ve seyrinde en Onemli
komponent T hiicre immdnitedir. Primer enfeksiyonda hicresel imminite rol

oynamaktadir; epidermal enfeksiyonun oldugu bolgede viral antijenler dendritik

hicrelerde bulunur. Makrofajlar ile CD4+ Thelper-1 hicrelerinden IFN-Y gibi

sitokinler salgilanarak makrofaj ve natural killer hicrelerini aktive eder, sonucta
iyilesme olur. Konak T hiicre yetmezlikleri, siddetli ve uzamis enfeksiyonla
sonuglanmaktadir. Herpes viriislere karsi gelisen hiicresel immiin yanit yasla ilgili

Ozellikler gostermektedir (2,20).

Siddetli HSV enfeksiyonundan iyilesen hastalarin serumlarinda Western-
blot ve radioimmin-presipitasyon testler ile HSV yapisal proteinlerine karsi
antikor gelisimi gosterilmistir (2). Olusan antikor miktar1 ve ¢esitliligi, enfeksiyon
siddeti ile korrelasyon gdstermektedir. Immiin cevap ilk olarak viriisle enfekte
hiicre yilizeyinde ve zarfta bulunan glikoprotein ¢ikintilara karst olugsmaktadir.
Notralizan ve sitolitik antikorlar olusmaktadir. Glikoprotein D, nétralizan antikor

i¢in en 6nemli uyaricidir (2,20).

Primer enfeksiyonda IgM cevabi, daha 6nce ya da IgG ve IgA immin
cevap ile ayn1 zamanda olusmaktadir. Bu cevap kisa siireli olup rekiirrens
enfeksiyon sirasinda da olusabilmektedir. Bu nedenle IgM cevabi, primer ve

rekiirrens enfeksiyon ayriminda faydali olmamaktadir. IgG ve IgA, tekrarlayan
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HSV rekiirrenslerinde dereceli olarak seviyeleri artar. Serum antikor varligi, hem
enfeksiyonun tekrarlamasindan korumamakta hem de reaktivasyonun siddetini ya
da sikligini etkilememektedir. HSV-1 ve HSV-2’ye kars1 gelisen hiimoral immiin
yanit kismen tip spesifik kismen de ortaktir. HSV-1’e kars1 gelisen antikorlarin
biiyiik kismi1 HSV-2 ile ¢apraz reaksiyon gosterir ve aynt durun HSV-2 igin de

gecerlidir (2,20).

Herpes virlslerin daha ¢ok hiicreden hiicreye yayilmasindan dolay1
dolasimda antikorlarla karsilasma olasiliklar1 diisiiktiir. Antikorlarin en etkili
oldugu dénem, enfeksiyonun baslangicinda ekstraseliiler ortamda enfeksiy0z viriis
partikiillerinin bulundugu donem olup antikorlar bu ddnemde enfeksiyonu
onleyebilirler. Humoral immunitesi bozuk olanlarda primer enfeksiyon normal

insanlara gore daha siddetli veya daha uzun degildir (2,8,20).

Primer enfeksiyonlarin tersine rekiirren enfeksiyonda antikorlarin énemli
oldugu goriilmektedir. Bu olay antikora bagli hiicresel sitotoksisite olarak
tanimlanmistir. Antikora bagli hiicresel sitotoksisite, HSV ile enfekte hiicrelerin

yok edilmesinde ¢ok etkili bir mekanizmadir (2,8,20).

HSV enfeksiyonu, konak immiin yanitin1 yenmek i¢in birtakim kompleks
seliiler olaylar tetikler. Enfeksiyon, Tip 1 interferon etkilerinin ve interferon-
stimulated gen ekspresyonun bloke edilmesine baglidir. Enfeksiyon sirasinda
proinflamatuar sitokin ve Tip 1 interferon liretimini saglayan reseptor ve reseptor
sinyalleri aktive olur ve bu iki sinyal yolu, virls protein ICPO ekspresyonu ile

azaltilabilir. Enfeksiyon, dendritik hiicre matiirasyonunu bloke edebilir, boylece
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dendritik hiicre antijen sunumuna zarar verebilir. Glikoprotein C, komplement

C3b baglayarak komplement aktivasyonunu onler (2,20).

Enfeksiyon hem hiimdral hem de hiicresel yanit1 bloke eder. HSV ICP47
gen Uretimi, tasiyict proteinleri baglar ve MHC-I’e doniisiimii igin gereken
endoplazmik retikulumda peptit transportunu bloke eder. Bunlar, CD8+ T hiicre
cevap mekanizmasindan kagmasini saglar. HSV gen ICP22 {iretimi, B hiicrenin
MHC class II’¢ sunum yetenegini inhibe eder. HSV gE ve gl kompleksleri, Fc
reseptore yiksek afinite gosterir. 1gG antikorunun Fc boélimine baglanma,
antikorlar tarafindan viriis nétralizasyonunu onler ve antikor bagli sitotoksiteyi

inhibe eder (2,20).

2.6 HSV Enfeksiyonun Klinik Ozellikleri

2.6.1 Epidemiyoloji

HSV  enfeksiyonlari  diinyada  yaygmn  olarak  goriilmektedir.
Enfeksiyonlarin  siklikla asemptomatik olmasi  nedeniyle epidemiyoloik
caligmalarin yapilmasi giliclesmektedir. Viriisiin latent 06zelliginin olmas1 ve
reaktive olabilmesi nedeniyle semptomatik ve asemptomatik vakalarda artis
olmaktadir (1,2). Tavsan, fare ve primatlar1 igeren gesitli hayvanlarda deneysel
enfeksiyon olusturulsa da HSV i¢in sadece dogal konak insandir. Insan viriis ile
enfekte olduktan sonra enfeksiyon icin yegane depo olmaktadir. Asir1 hassas
konak, kotii hijyenik kosullar ve asir1  kalabalik enfeksiyona yatkinlik
olusturmaktadir (1). Burnet ve Williams’1 yaptig1 ¢alismada viriis kazanim yasi ile

sosyoekonomik  durum arasinda anlamli iliski  bulunmustur.  Diisilik
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sosyoekonomik cevrede bulunan insanlar daha erken HSV enfeksiyonu
gecirmektedirler. Yapilan seroepidemiyolojik ¢alismalar, Avrupa, Kuzey Amerika
ve Japonya gibi yiiksek hijyenik geng yetigkin populasyonda HSV-1 antikor
prevalansinin azaldigim1 (<30 yas bireylerde HSV-1 antikor prevalansi <%40)

gOstermektedir (2).

Virls ektoderm orjinli insan dokularina trofizm gostermektedir. Okdler
enfeksiyona ek olarak deri ve mukoza lezyonlari, meningoensefalit ve trigeminal
nevraljiye de neden olabilmektedir. Dissemine enfeksiyonlarda karaciger, adrenal
ve akciger parankiminde replike olabilir. HSV genellikle fibroblast ve epitel
hicrelerin litik enfeksiyonuna sebep olurken noéronlarda latent enfeksiyon

olusturur (1).

HSV’nin primer enfeksiyonu, virls iceren sekresyonlarla direkt temas
sonucu, mukoza veya biitiinliigii bozulmus deriden bulagsmaktadir. Bulasma
yerinden yayilim mekanizmasi tam bilinmemekte ama vireminin etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Inkiibasyon siiresi 3- 10 giin arasinda degismektedir. Konak
tarafindan viriis atilimi birkag¢ hafta siirebilirken rekiirren enfeksiyonlarda atilim
stresi 3-5 giin kadar kisadir. Rekirren enfeksiyonlar, primer enfeksiyona gore
daha hafif ve daha kisa siirmektedir. HSV’in primer ve rekiirren enfeksiyonunda
patolojik gelisim siireci ayn1 olup, olusan lezyonlar morfolojik ve histolojik olarak
benzerdir. Viriis enfekte ettigi hiicrenin kromatinini kisaltarak balonlasmasina

neden olur. Cowdry tip A inkliizyon cisimcikleri olarak tanimlanan ¢ok ¢ekirdekli
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dev hiicreler olusur ve bu inkliizyon cisimcikleri yeni sentezlenen viriis DNA

kitlelerinden olusmaktadir (1,2,18).

HSV-1, orofaringeal bolgedeki primer veya rekiirren enfeksiyonlarina
neden olmakta, orofarinkten cevreye yayilan aerosol, tiikritk damlaciklarindaki
viriis ile bulasma olmaktadir. HSV-2 genital enfeksiyonlarda esas etken olup
genital salgilarda olmaktadir. Seksiiel iliski ile ve yenidogana dogum kanalindan
gecerken bulagmaktadir. Viicudun bir bolgesinden digerine otoinokiilasyon yolu

ile bulagsma olabilmektedir. Bulagsmada viriis yayiliminin miktar1 dnemlidir (2,12).

2.6.2 Primer HSV-1 enfeksiyonu

Primer enfeksiyon genellikle seronegatif duyarli bir bireyin, bulastiricigi
aktif olan bir bireyle temasindan sonra goriilmektedir. Boylece infantlar anne ve
babast ya da yakinlari ile yakin temas ile enfekte olurlar. Primer HSV-1
enfeksiyonun seroepidemiyolojik genel prensiplerini degerlendiren Burnet ve
Williams’1 yapti§i ¢alismada infantlarin ilk 6 ile 9 ay anne kaynakli pasif
immunizasyon sayesinde enfeksiyondan korunduklari, takiben 5 yil i¢inde enfekte
olduklar1 ve HSV IgG gelistirdikleri gosterilmistir (2). infant doneminde enfekte
olmamis bir adolesanda temas sonrasi enfeksiyon goriilebilir. Adolesanlarda
enfeksiyon genellikle semptomatiktir ama nadiren ciddi seyreder. Primer

enfeksiyonlarin biiyiik boliimii asemptomatik ge¢mektedir (2,12).

HSV enfeksiyonu mukokiitandz bileskede ya da yakininda eritemli
zeminde tek ya da multiple vezikiil olusumu ile karekterize olmaktadir. HSV

kaynakl1 primer enfeksiyonda olusan vezikiiller, rekiirren enfeksiyona gore daha
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cok ve daha yaygin olarak goriilmektedir. Vezikiil takiben piistiil haline gecer ve

sonra kabuk baglayarak skar birakmadan iyilesirler (8).

1) Gingivostomatit

HSV-1’in ¢ocuklarda en sik goriilen primer enfeksiyonu gingivostomatit
ve farenjit olup ates ve agizda agri ile baglayip farinkste eritem ve Odem
mevcuttur. Takiben farinks, gingiva, yanak mukozasi, damak ve dilde vezikiil
olusumu ve daha sonra bu vezikiillerin birleserek yiizeyel iilserler olusur. Mevcut
tabloya servikal ve submandibuler lenfoadenopati eslik edebilir. Yaklasik 2-3
hafta i¢inde hastalik sekel birakmadan iyilesir (18).

2)  Herpes Labialis

En cok goriulen HSV-1 enfeksiyonu olup deri ve mukoza birlesimine
dudak kenarinda goriilmektedir. Tekrarlayan enfeksiyonlar sik olup hep aym
lokalizasyonda olmaktadir. Enfeksiyon 6ncesi lezyon yerinde kasinti, agri, yanma
olmakta takiben 24 saat iginde vezikiiler lezyon olusmaktadir. Bagisiklik sistemi
normal bireylerde vezikiil krutlanarak iyilesmektedir (10,18).

3) Herpetik Dolama

Genellikle parmak epitel biitlinliigiinlin bozuldugu hastane c¢alisanlar1 ve
dis hekimlerinde ya da primer herpes labialis/ genitalisin bir komplikasyonu
olarak gelisebilmektedir. Enfeksiyon, tutulan parmakta kasinti, 6dem, agr1 ve
derin deri yerlesimli olan vezikiil olusumu ile karekterizedir. Hastalik tedavi

gerektirmeden 2-3 hafta i¢inde kendiliginden geger (8,18).
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4) Egzema Herpetikum

HSV enfeksiyonuna duyarli olan egzemali hastalarda egzemattz bolgede
multiple vezikulopustiiler lezyon ile karekterize olup bu lezyonlar kabuk tutarak 3
hafta iginde iyilesmektedirler (8,18).

5) Herpes Ensefaliti ve Menenjiti

HSV-1 yenidogan hari¢ fatal sporadik ensefalitin en sik sebebidir. Primer
herpes enfeksiyonu veya rekirren mukokiitan6z HSV enfeksiyonu olan hastalarda
ensefalit gordlebilir. Klinik olarak ates, bas agrisi, ense sertligi, davranis
degisiklikleri ve fokal noérolojik bulgular gortlebilir. Ensefalit tipik olarak
temporal lob tutulmasi ile karekterize olup viriisiin temporal loba olfaktor sinirle
ulagtig1 diisiiniilmektedir. Antiviral tedavi ile hasta iyilesse bile mental ve
norolojik agir sekeller kalabilir. Beyin dokusundaki degisiklikler olugsmadan
tedaviye baslanmasi durumunda sekel olusumu engellenebilir. HSV ensefalitli
olgular tedavi edilmedigi durumda hastalar 3 hafta i¢inde 6lebilir (19).

6) Herpetik Okuler Tutulum

7) Diger HSV enfeksiyonlari: Immiinosupresif hastalarda dissemine
HSV enfeksiyonuna bagli trakeobronsit, pndomoni, 0Ozefajit, kolit, eritema

multiforme gorulebilir (2,8).

2.7 Laboratuvar Tam

2.7.1 Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi

HSV’nin latent kalma yetenegi taniy1 zorlastirmaktadir. Klinik bilgilere

karsin bulgular1 yorumlamak icin klinik ve laboratuvar bulgular arasinda yakin
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iligki tan1ty1 anlamlandirmak icin gereklidir. Ayrica klinik olarak ayirt edilemeyen
ciddi HSV hastaliklarinda maksimum etkiyi saglamak i¢in erken antiviral
tedaviye baglamak i¢in viral laboratuvar c¢alismalarini beklemek bir sorun

olmaktadir (2).

Virlistin dogru ve giivenilir teshisi i¢in uygun yerlerden uygun 6rnek
almmast ve uygun kosullarda laboratuvara gonderilmesi gerekmektedir. Akut
hastalik sirasinda en yiiksek diizeyde viriis atilimi1 olacagi i¢in 6rneklerin Klinik
belirtilerinin baslangicinda alinmas1 uygun olacaktir. Orneklerin alinma metodu

virtsin laboratuvar tanisini etkileyen en 6nemli faktor olmaktadir (21).

Ornek vezikiilden alinacaksa steril enjektdrle vezikiil sivis1 alinmalidir.
Lezyonlarin bazal bolgeleri ekiivyonla kazinarak elde edilen virlsle enfekte
hlcreler, sitolojik ve immiinolojik tani1 yontemleri i¢in kullanilir. Ekiivyonla
ornekler alindiktan hemen 6zel viral transport besiyeri ic¢ine konularak
laboratuvara gonderilmelidir (2,22). HSV’yi inaktive edecegi i¢in kalsiyum
alginath ve tahta ¢ubuklu ekiivyonlar kullanilmamalidir. Viral transport besiyeri,
nétral PH’1 saglamak icin tamponlanmis dengeli tuz ¢ozeltisi, bovine serum
albumin ve bakteriyel Gremeyi engelleyen antibiyotikler icerir. Hem virts kltiru
hem de direkt antijen saptayan testler icin tek bir transport ile yeterli 6rnek
saglanabilir. Ekiivyonla 6rnek alindiktan sonra direkt floresan antikor testi igin
ekdvyon temiz bir lama ince tabaka halinde surulir, havada kurutularak soguk
asetonda fikse edilir. Ornekler dondurulmayacak sekilde sogukta gonderilmelidir.

Alinan ornekler kisa siire icinde calisilmalidir. Ekimler 48 saat i¢cinde yapilacaksa
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transport besiyerinde +4°C’de kalabilir, daha uzun sireli bekletmeler icin
-80°C’de ve daha diisiik 1silarda saklanmasi tavsiye edilir. Dondurma ve ¢ézme
islemleri viriis partikiillerinin harabiyetine neden olacagindan virlis izolasyon

sansini azaltir (22).

2.7.2 Direkt inceleme

Isik mikroskobu

Enfeksiyonun ayirict  tanisinda  histopatolojik incelemeler  6nemli
tekniklerden olmasina ragmen viriis tanisinda klinik materyalin direkt 151k
mikroskobu ile incelenmesi HSV enfeksiyon tanisinda giinlimiizde nadiren
kullanilmaktadir (2). HSV’nin direkt aranmasinda mukokutanéz lezyonlarin
tabanindan kazinarak alinan klinik 6rnekler, Giemsa ve Wright boyalar1 yapilan
Tzanck testi denilen teknikte cok cekirdekli dev hicrelerin gérilmesi, viral
enfeksiyon i¢in patognomonik olmaktadir. Hiicre i¢i inkliizyonlarin goriilmesi igin
papanicolau boyasi gibi sitolojik yontemler kullanilabilir. Bu hiicresel degisikliler
HSV i¢in spesifik olmayip diger herpes viriis enfeksiyonlarinda da goériilmektedir
(8,22).

Doku Kkesitlerinin enzimlerle isaretli spesifik antikor igeren boyalarla
boyanmasi, spesifik viriis lokalizasyonunu ve hizli sonu¢ saglamaktadir. Klinik
materyalde HSV’nin hizli tanisi, direkt ya da indirekt immiinofloresan
mikroskoplarla elde edilebilir (2).

Elektron mikroskobu

Boyali olmayan vezikiil sivisinin EM ile incelenmesi HSV tanimlanmasi

igin en hizli tan1 metodlarindan biridir. Glnlmuzde uygun birkac laboratuvar
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testlerinin olmasina ragmen EM hizli, erken tan1 saglanmasinda olduk¢a yararl
olabilir. HSV morfolojisinin karekteristik olmasina ragmen direkt inceleme ile
HSV-1, HSV-2 ve VZV ayrimi yapilamayabilir. Bu teknigin duyarliligi az olup
viriisiin  tammlanabilmesi i¢in o6megin en az 10%mm? partikil icermesi
gerekmektedir. Ince kesitli EM, bazen altinla isaretli 6zel monoklonal antikorlar
kullanilarak immiinolojik boyalarla kombine edilerek histolojik materyalin

incelenmesinde kullanilabilir (2,8,23).
2.7.3 Virls izolasyonu

Laboratuvar sartlarinda viriis {iiretebilme imkanindan dolay1r klinik
virolojide bir¢cok gelismeler olmaktadir. HSV enfeksiyon tanisinda kullanilan en
duyarl1 ve spesifik yontem enfekte doku ve sekresyonlardan elde edilen viriisiin
canli ortamda iiretilerek saptanmasidir (8,21,23). Onceleri virlsler, deney
hayvanlarinda ve embriyonlu yumurtada ¢ogaltilmaktaydi. Viriis 12 giinliik déletli
yumurtanin koryoallantoyik zari {izerine inokiile edildiginde HSV-1de kiiglik ve
¢ok sayida, HSV-2’de biiyiik ve az sayida beyaz renkli lezyonlar (pock)
Olusmaktadir. Ama gunumizde birgok virls izolasyon teknikleri hcre

kiiltiirlerine dayanmaktadir (8,21).

Hiicre kiiltiirtinden viriis izolasyonu, HSV tanisinda kullanilan en duyarh
yontemdir. HSV-1 ve HSV-2 laboratuvarda en kolay gelistirilen ve g¢ogaltilan
virisler arasinda yer almaktadir. Insan ve maymun kaynakli primer, diploid ve
devamli tek tabaka hiicre kiiltiirleri, HSV ile enfekte edilebilir. Afrika yesil

maymun bobregi (VERO), insan embriyonal akciger, embriyonel tonsil,
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embriyonel bobrek, slinnet derisi, tavsan bobregi hiicre kiiltiirleri kullanilabilir.
Herpes virlsler en iyi insan diploid fibroblast hicrelerinde (WI-38, MRC-5),
Afrika yesil maymun bobrek (VERO) ve primer insan embriyonik bobrek (Hep-2)

hlcrelerinde Gremektedir (8,22).

Virisun ekimini takiben 1- 7 giin icinde sitopatik etki geligir. Sitopatik
etki, viriisle enfekte hiicrelerin sitoplazmasinda graniiler degisiklikler, hiicrelerin
yuvarlaklagmasi, balonlagmasi, intraniikleer inkliizyon cisimcik olusumu,
hicrelerin flizyonu ile cok cekirdekli dev hicrelerin olusmasi seklinde
goriilmektedir. Takiben yuvarlaklasip kiiclilen enfekte hiicreler kiimelesir ve

dokdldrler (8).

Ayrintil1 tan1 hemadsorpsiyon (hemaglutinin igeren viral antijenleri
eksprese eden enfekte hiicrelerin eritrositlere baglanmasi ile) ya da floresan boya
ile isaretli viriise spesifik antikorlar kullanilarak yapilan immiinofloresan testleri

ile dogrulanabilir (2,8,21-23).

Hiicre kiiltiirtinden viriis izolasyonu, HSV’nin tanimlanmasi i¢in oldukga
duyarli bir metod olmasina ragmen zaman alic1 bir yontem olmakla birlikte
etkinligi, 6rneklerin toplanma metoduna, hasta ve laboratuvar arasinda viriisiin

korunmasina bagli olarak degisebilmektedir (3,23).

2.7.4 Serolojik yontemler

Spesifik antikorlar1  belirlemeye yonelik diagnostik testler igin

kullanilmaktadir. Tam anlamiyla spesifik antijen ve antikor degerlendirmek icin
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tam kan, plazma ya da diger viicut sivilar1 kullanilmaktadir (23). Primer HSV
enfeksiyonu sirasinda IgM ve IgG antikor yaniti olusmaktadir. Enfeksiyonun
reaktive olmast durumunda IgG pozitifligi mevcuttur ama titre artist
goriilmeyebilir. HSV IgM yaniti bazi ataklarda saptanabilmekte ve bu nedenle
primer enfeksiyon belirteci olarak IgM pozitifligi anlamli olmamaktadir.
Yenidoganda IgG maternal antikorlar1 ilk 6 ay zamanla azalma izlenirken HSV ile
enfekte bir infantta ise antikor titresi zamanla artig gosterecektir. Herpes virtsleri
arasinda c¢apraz reaksiyonlar goriilebilmektedir. Viral antijenlere (gG) yonelik
kullanilan testler HSV-1 ve HSV-2 enfeksiyonlarinin serolojik tanisinda énemli
olmaktadir (2,8,20). Bu testler; direkt immunofloresan antikor ydntemi, enzim

linked immunoabsorbant assay (ELISA) ve Western imminoblot yontemidir.

1) Immiinofloresan Antikor Y®dntemi

Klinik 6rneklerde viral proteinlerin monoklonal antikorlar kullanilarak
immunofloresan boyama ile direkt aranmasi giiniimiizde tercih edilen en hizli tan
yontemidir. Ornegin alinmasini takiben 1-2 saat icinde sonug elde edilebilir. Bu
yontem enfekte hiicre kiiltiirlerinde ve alinan Ornekte antijen aranmasi, hasta
serumlarinda IgG ve IgM tipi antikorlarin saptanmasinda kullanilmaktadir.
Tanimlama i¢in klinik 6rnekte yeterli miktarda hiicre bulunmalidir (2,8,21,23).

Alman o6rnekler asetonla tespit edildikten sonra HSV antijenlerine 6zgul
fluorosein izotiyosiyanatla isaretli monoklonal antikor igeren bagisik serumu ile
karistirilip floresan mikroskopta incelenir. Antikor virlis antijeni ile birleserek

enfekte hicre floresan vermektedir. Bu yontem PCR’dan daha az duyarhdir.
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Floresan antikor yontemi ile HSV-1 ve HSV-2 monoklonal antikorlarla boyanarak
elma yesili floresan veren bir halo seklinde goriiliirler (21).

2) Enzim Linked Immiinoabsorbant Assay (ELISA)

ELISA yontemi, diinyada yaygin olarak kullanilan antijen saptamak igin
kullanilan solid-faz sistemdir. Klinik 6rnek icinde antijenin, uygun substrat
varliginda renk degistiren enzime bagh spesifik antikor ile solid fazda (mikrotitre
plate ya da multiple magnetik mikropartikiil) reaksiyonu ile olusmaktadir (3).
Viral antijenler kadar HSV’ye kars1 olusan antikorlarin saptanmasinda oldukc¢a
hizli tam1  yontemidir (2,21,23). Esas olarak olusturulan antijen-antikor
kompleksine enzimle isaretli antikorun ilave edilmesi ve sonra substratin
eklenmesi ile eger antijen veya antikor varsa renk olusumunun gézlenmesi esasina
dayanmaktadir. Kimyasal bir olay olan renk olusumu enzimin aktivitesine
baghdir. Enzimle etkilenen substratin spektrofotometrik ol¢limii, yontemde
arastirtlmasi gereken antijen ya da antikor konsantrasyonu ile orantilidir (21,23).

Yontemin avantajlari: ¢cok duyarli ve giivenilir olmasi, kolay uygulanmasi,
isaretli immiin ayiraglarin uzun siire saklanabilmesi, radyoizotoplarin kullanimi
sonrast atiklarin yok edilmesi Onleminin gerekmemesi ve enzim isaretleri ile
kromojenik substrat kullanilarak goriilebilir ve okunabilir sonuglar vermesi
sayilabilir. Buna karsin, 6zel bazi cihazlara gereksinim duyulmasi, deneyimli
personel gerekmesi ve pahali olmasi da bu yontemin dezavantajlar1 olarak
sayilabilir (21,23). HSV enfeksiyon tanisi, ELISA yOntemi ile hizli olmakta ama

duyarlilik hiicre kiiltiirii ve PCR’dan diistiktiir (23-24).
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3) Western immiinoblot Yéntemi

Immiinokimyasal bir ydéntem olan Western immiinoblotting, membrana
yerlestirilmis serum multipl antijenik epizotlarin antikorlar tarafindan tespitine
dayanmaktadir. HSV proteine karsi olusan tip spesifik antikorlarin gostermekte ve
ELISA yoOntemine tamamlayici ve dogrulayici bir yontem olarak kullanilabilir.
Immiinoblot testi zaman almasi, pahali olmasi ve teknik agidan zor olmasi yaygin

olarak kullanimin kisitlamaktadir (23,25).

2.7.5 Molekdler yontemler

2.7.5.1 DNA hibridizasyonu

Bu metod ile dokulardaki ve hiicre igindeki DNA’y1 radyoaktif madde
veya bir enzimle isaretli HSV niikleik asit problar1 ile saptamakta ve erken tani

imkani1 saglamaktadir (21,23).

2.7.5.2 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Hizli, hesapli ve basit olmasi nedeniyle molekiiler biyolojide yaygin olarak
kullanilan gii¢lii bir teknik olan PCR, genom dizisi bilinen bir DNA bdélgesinin in
vitro olarak ¢ogaltilmasini saglayan ve DNA molekiiliiniin milyonlarca, gerekirse
milyarca kopyasini kisa zamanda yapmaya olanak saglamaktadir (3,23,26-28).

PCR tekrarlanan 3 basamak seklinde gergeklesir:
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A. Denattrasyon:

Bu basamakta ¢ogatilmasi istenen ¢ift sarmal DNA, sarmallar1 birlestiren
hidrojen baglarinin ayrilmast i¢in denatiire edilerek tek sarmal haline
getirilmektedir. Denatiirasyon icin DNA sarmali 94-95°C’de 0.5-2 dakikada
1sitilmasi yeterli olmaktadir. Ornekte RNA genetik materyal gogatilacak ise dnce
revers transkriptaz enzimi ile DNA kopyas1 olusturulmakta sonra ¢ogatilma islemi
uygulanmaktadir (26-28).

B. Primerlerin baglanmasi1 (Annealing):

Birbirinden ayrilmis DNA zinciri iizerine komplementer olan niikleotid
dizisi ile primer adi verilen ve gogatilmasi istenen DNA i¢in spesifik olan
oligoniikleotidler 55-60°C’de baglanmasi gerg¢eklesir (annealing). Primer minimal
17-19 nukleotidden olusan oligomerler olup orijinal DNA sarmalinin 3’ veya 5’
sarmalindan birinin tamamlayicis1 olup ¢ogatilacak DNA bolgesine 6zgiildiir (26-
28).

C. Primerlerin uzatilmasi (Extension) ve amplifikasyon

Birlesme tamamlandiktan sonra tek sarmal DNA’nin sentez edilmesi i¢in
termostabil 6zelligi olan Thermus aqueticus bakterisinden elde edilen Taq
polimeraz enzimi niikleotidleri orijinal DNA ipligine komplementer olacak
sekilde primere ekler ve uzatir. Sentezlenen yeni DNA iplikleri bir sonraki
dongiide primer kalip olarak kullanilir. Zincir uzatilmas1 70-75°C’de arasinda
gergeklestirilir. Ug basamak bir dongii olarak kabul edilir, 20-30 kez tekrarlanir ve

bir déngl 3-5 dakika siirer. Bir dongii sonunda olusan {iriin 6ncekininin iki katidir.
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Dongii sayis1 ‘n’ olarak kabul edilirse ‘2" sentezlenen DNA miktarini verir (26-
28).

PCR i¢in kalip DNA molekiiliine, 20-25 baz uzunlugunda ve kalip
zincirinin 5’ ve 3’ uclarindaki DNA dizilerine komplementer olan sentetik
oligoniikleotitlere, serbest dNTP’lere (dATP, dCTP), Tag DNA polimeraz
enzimine, enzimin c¢alisacagi uygun kosullar1 saglayan tampon sistemine ihtiyag
vardir. PCR’1n uygulanabilmesi i¢in kesin olarak dogru bir baz dizisi bilgisine
gereksinim  vardir. Hassas olmasi nedeniyle ¢ok kiiclik miktarlardaki
kontaminasyon bile yanlis sonuglara neden olur. Her primer ¢iftinin kendine 6zgi

annealing ve uzama kosullarmin (1s1, dongii siiresi, primer yogunlugu, enzim ve

DNA miktar1) olmasidir (26-29).

PCR, HSV’nin direkt tanisi i¢in en duyarl, hizli ve spesifik metod olup
O0rnegin kontaminasyonunu engellemek i¢in aliman 6nlemler ve yontemde negatif
kontroliin kullanilmas1 6nemlidir (2,3,8,18,21,23). Hiicre kultarunden viris
izolasyonu 1-2 haftalik zaman alirken PCR ile bu siire 1-3 giindir ve PCR, hiicre

kiiltiiriinden daha duyarhdir (2,8,23).

2.7.5.3 Real-time PCR

Real-time PCR (RT-PCR) yontemi ile PCR’da DNA amplifikasyonunu
gorundr hale getirilmekte ve floresan isaretli prob ve boyalar kullanilarak
¢ogatilmayr monitorize edebilmektedir (2,23,30-37). Yayilan floresan olusan
DNA miktar1 ile dogru orantili olarak artmaktadir. “Kinetik PCR”, “homojen

PCR”, “kantitatif Real-time PCR” gibi gesitli adlarla da isimlendirilmektedir (33).
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Geleneksel PCR, reaksiyon gergeklesirken son faz  (nokta)
degerlendirmesinde PCR amplifikasyonu icin agaroz jel kullanilir. Son nokta
degerlendirmesi gok zaman almakta bazen giinlerce siirmektedir. Ornekten 6rnege
son nokta degisebilmekte ve jel, ekimteki degisiklikleri ¢ozemeyebilir. Oysa RT-
PCR bu degisiklikleri tanimlayacak kadar duyarhidir. Agaroz jelin rezolisyonu
yaklagik 10 kat daha zayiftir. RT-PCR, 2 kat gibi kiiclik degisikleri fark edebilir.
Son nokta tanimlamada mevcut bazi problemler; zayif kesinlilik, diisiik duyarlilik
ve rezoliisyon, otomatik olmayisi, sadece biiylikliige bagli tanimlama, sonuclarin
sayilarla belirtilmemesi, PCR sonrasi isleme, boyamada ethidium bromide’in
kantitatif olmayisi mevcuttur (33). Temel bir PCR reaksiyonu 3 fazdan

olusmaktadir:

Plateau
Ethidinm-Gel
Linear detection

Variable vield
Log [DNA]

Cycle #

Sekil 1: PCR reaksiyonlarinin logaritmik gosterimi

e Katlanarak Artan Faz (exponential): reaksiyonun %2100 etki ile
gerceklestigi farzedilirse her siklusta tam 2 kat iirlin olusmaktadir. Bu reaksiyon
cok spesifik ve kesindir.

e Lineer Faz (yliksek degiskenlik): reaksiyon komponentleri tikenmeye

baslar, reaksiyon yavaslar ve iirlinler azalmaya baslar.
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e Plato Faz1 (Son nokta: geleneksel metod jel belirleme): reaksiyon

durur, daha fazla tretim olmaz (26,29,33,36).

Plateau effect

Exponential Phase =S5

AREAARS il D
Rn g ANNEN = : (}KI’}F"’) J;J f;-}:
Y 2 gl o

Sekil 2: Amplifikasyon grafigi
2a: replikasyonun lineer artig goriiniimii,
2b: replikasyonun logaritmik artig gériiniimii
Her bir 6rnekte farkli reaksiyon kinetiklerine bagli her tiip ya da reaksiyon
farkli bir noktada plato olusturacaktir. Bu farkliliklar plato fazda goriilecektir ve
Olctimler bu fazda yapilir. Diliisyonel serilerde exponential fazda noktalar arasi
fark kesin olarak goriiliirken plato evresinde ayni yerde yer aldiklar
gortlmektedir. Bu, plato fazinda alinan 6l¢iimlerin tam olarak baslangi¢c miktarlar
yansitmamaktadir (26,29).
Real-time kimyasi, daha hizli, kesin ve dogru sonuglar saglamaktadir. RT-
PCR’da, reaksiyon devam ederken DNA ve RNA miktarinin daha dogru
Olglimlerin  alinmasi  hedeflenmistir, zahmetli postPCR metodlara gerek

kalmamustir (33,34,36,37).
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RT-PCR’nin genel kullanim alanlar1 (33-37):

a. Gen ekspresyon kantitasyonu

Biyolojik orneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal
degerlere doniistiirme ve mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme en ¢ok
kullanilan alanlarini olusturmaktadir.

b. Viral kantitasyon

c. Patojenlerin tespiti

d. DNA hasar1 (mikrosatelit instabilitesi) tespiti

e. Metilasyon tespiti

f.  KIT sonras1 kimerizmin izlenmesi

g. KIT sonrast MRD izlenmesi

h. Erime egrisi ile genotipleme

1. Anne kanindan izole edilen tek hiicrede prenatal tani

i. Hemoglobinopatilerin prenatal tanisi

Gunldmizde birgok arastirma ve tami laboratuvarlarinda kullanilan RT-
PCR cihazlar1 mevcuttur. RT-PCR cihazlar1 kendi aralarinda reaksiyon sayisi
kapasiteleri, eksitasyon-emisyon dalga boylarindaki farkliliklari, hizlar1 ve kanal
sayilar1 ile farklilik gosterirler (33,36). Giiniimiizde piyasada yaygin olarak

kullanilan 3 sistem mevcuttur;

e ABI Prism 7700 (Perkin Elmer Applied Biosystems, USA): Yaklasik
2.5 saatte sonug¢ verebilme ve fazla sayida 6rnegi ayni anda analiz edebilme

Ozelligi olmasina ragmen RT-PCR analizi ancak amplifikasyon sireci sonunda
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yapilabilmektedir. Alet 96 delikli bir termal 1sitict icermekte ve 500-660nm
floresan araligin1 Slcebilme kapasitesi bulunmaktadir. Ince duvarli plastik tiipler
ve bu tiiplere ayarlanmis, floresansi algilayan bir kamera kullanilmaktadir (35,36).

e Light Cycler: Performans olarak ABI 7700 sistemine esit dizeyde
duyarliligi ve 6zgilligi mevcuttur. Sicak hava akimiyla i1siman bir kapali bir
sistem olup 20 dakikada sonu¢ verebilmekte ve yalmiz 32 reaksiyon
gerceklestirme 6zelligi mevcuttur. Ug foto saptama saptama ucuyla farkli dalga
boylarina yayilabilen bir gorsellik avantaji olup her PCR dongiisii sonunda ekrana
bilgi yansimasinin olmasiyla tam bir es-zamanl yontemdir (35,36).

e |-cycler (BioRad Instrument): Bir thermal-cycler cihazin1i optik
modiile baglayan, hem ABI 7700 hem de Lightcycler’dan daha genis bir dalga
boyunda saptama yapabilme avantajina sahiptir. Dort ayri floresan bildiricisiyle
alternatif RT-PCR segeneklerine imkan saglamaktadir. Es zamanli olmayip 96

ornegi ardisik olarak tarayabilme imkani mevcuttur (35,36).

Miktar tayini

Teorik olarak siklus sayisinda tretilen PCR {iiretim miktar1 ile baslangig
hedef 6rnek miktar1 arasinda kantitatif bir iliski mevcuttur. RT-PCR ile reaksiyon
sirasinda biriken PCR drinleri belirlenmektedir. Bilgi analizi icin optimal nokta
erken exponential fazdir. Daha kisa siirede, kesin kantitatif sonuglar saglamaktadir

(30,31,34). Ornek miktarini kantitatif 6lgmek icin farkli yaklasimlar mevcuttur:
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1) Kesin Standart Egri Metodu:
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Sekil 3: Amplifikasyon grafigi

3a: replikasyon logaritmik grafigi, 3b: standart egri grafigi

Seri olarak konstrasyonu bilinen dilue standartlarla standart bir egri
cizilerek kesin kantitasyon hesaplanir. Standart egri, cycle threshold (Ct) ve
baslangi¢ total RNA ya da ¢DNA arasinda lineer bir iliski ortaya koyar,
standartlarin  Ct degerlerine dayanarak bilinmeyenlerin konsantrasyonlarini
tanimlamaya izin verir. Bu metod, degerlendirilen tiim standart ve Orneklerde
yaklagik olarak esit iretme yeterliligine sahiptir. Seri olarak dillsyon
konsantrasyonlarinda deneysel 6rneklerde diizeyleri kapsar ve RT-PCR makine ve
deneyin ikisinde spesifik belirtilebilir diizeyleri ve tam olarak olciilebilir sinirlar

iginde kalir (34,35,37-39).
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2) Relatif Standart Metod:

Relative Quantification
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Sekil 4: Amplifikasyonun relatif standart egri grafigi

Bu metod, gen ekspresyonunda degisiklikleri verilen bir 6rnekle baska bir
referans Ornege gore relatif olarak analiz eder. Relatif diizeyi olusturmak icin
normalize edilmis 6rnek hedef degerlerin her biri, normalize edilmis kalibrator
hedef degerlere boliiniir. Relatif kantitasyon i¢in kullanilan hesaplama metotlari:

standart egri metodu, karsilastirmali Ct metotudur (34,35,37-39).

RT-PCR’de Kullanilan Prob Sistemleri ve Boyalar

RT-PCR’nin 6zelligi, DNA amplifikasyonu devam ederken es zamanlh
olarak &zel boyalar ve enstrumanlar ile amplifikasyonun gosterilmesidir. Genel

olarak kimyasallar 6zel floresan problardan olusmaktadir. Cesitli prob tipleri

(23,30,31,33-38):

i. Ozgiil olmayan DNA’ya baglanan boyalar:
1. Etidyum Bromid
2. SYBR Green |
ii. Ozgiil floresan isaretli problar
1. FRET (Fluorence Resonance Energy Transfer)
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2. TagMan prob (hidrolizis)
3. Molekdler boncuk
4. Scorpion problari

iii.  Hibridizasyon problari

Ozgiil Olmayan Belirleme Sistemi

SYBR Green |

Cift zincirli DNA’nin kiiclik oluguna baglandiginda boya, soliisyonda
serbest formundan 1000 kat daha fazla floresan yayar. Reaksiyon tliplinde ¢ogalan
dsDNA miktari, SYBR gren I'in DNA’ya baglanma miktar1 arttikca floresan
sinyal es zamanli olarak artar. “SYBR Green I” en fazla kullanilan boya ¢esiti
olup 30 amplifikasyon dongiisii sonrasi yalnizca aktivitesinin % 6’sin1 kaybeder.
PCR basinda reaksiyon karigiminda ¢ift zincirli DNA molekiilii, primerler ve
“SYBR Green I” boyasi bulunmaktadir. Boya bagli olmayan serbest DNA
molekiilii ¢ok az bir floresan 1s1ma yapar. Ortamdaki primerler baglanip uzama
basladiginda boya molekiilii ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ve floresan
yayilimi baglar. Baglangictaki dongii boyunca sinyal zayiftir; tiriin miktar1 arttik¢a
floresan miktar1 hizla artar ve bu artis “real-time” cihazinin monitoriinden
izlenebilir. SYBR green | yontemi, optimize edilmis PCR sartlarinda ve dizayni
iyl yapilmig primerler ile ¢ok fazla sayida hedef genin ¢ogaltilmasina olanak
vermektedir. Floresan isaretli problara ihtiyag gostermedigi i¢in maliyeti ucuzdur

(23,30,31,34-38,40).
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SYBR green | yontemin dezavantajlari da bulunmaktadir. Ortamda
istenmeyen PCR diriinlerin ¢ogalmasi ile yine floresan yayilimi olabileceginden
her zaman istenen DNA’nin ¢ogaldiginmi isaret etmez, bu yanls pozitif sonug
olarak degerlendirilir. Reaksiyon soliisyonunda hedef DNA dizisi olmadiginda
primerlerin birbiri ile baglanmalari sonucunda “primer dimer”leri olusumu ile
floresan 1s1ma gozlenebilir. DNA’larin erime egrisi analizleri (“melting curve”,
“dissociation”) yapilarak ¢ogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge olup

olmadigini anlasilabilir (23,30,31,34-38,40).

DNA’larin erime egrisi analizi yapmak icin cihaz PCR tlplerini yavasca
1sitmaya baglar. Isitma ile ¢ift sarmalli DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda
(erime sicakligi=melting temperature= Tm) floresan boya serbest kalir ve yayilan
floresan miktar1 da diiser. Her bir DNA’nin belirli bir Tm derecesi olup bu erime
sicakligi ¢ogalan DNA pargalarinin uzunluguna ve igerdigi GC/AT oranina bagh
olarak degismektedir. Primer dimer’leri ve DNA parcalarimin Tm derecesinin
farkli olmasi her iirliniin kendine 6zgli uzunlugu ve gen dizisi igermesinden
kaynaklanmaktadir. Genellikle bu yontem bilinmeyen iki DNA dizisi
karsilagtirillmak istendiginde giivenilir bir sekilde kullanilabilir (23,30,31,33-

38,40).
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SYBR Green Emitted Light

o N - d

Sekil 5: SYBR green’in ¢ift zincirli DNA’ya baglanmasi ile floresan salinimi

goralmekte.

DNA’ya 6zgul floresan problarla belirleme sistemi

Cogatilan DNA pargasinin Ozel bir bolgesinin saptanmasinda floresan
isaretli problar kullanilir. Floresan isaretli problar; “TagMan” prob, “Molekdler
boncuk”, “Light-up” prob, hibridizasyon prob ve “Scorpion” primer problardir

(30,31,33-38,40).

5" Nukleaz (TagMan) problari

Bu teknik “TagMan® probe” yodntemi “Double-Dye Oligonucleotide”,
“dual labeled probe” veya “5' nucleaz probe” olarak da adlandirilmaktadir. Bir
TagMan prob yonteminde g¢ogaltilmak istenilen DNA’ya komplementer olan ve
floresan isaretlenmis tek =zincirli bir prob kullanilmaktadir. Hidrolizis veya
TagMan problarinda prob ters uglarindan bir floresan “reporter” bir de “quencher”
ile isaretlenir. Yuksek enerjili “fluorophore” (6-karboksifloresin= 6-FAM)
floresan isaretli probun 5 wucunda ve disik enerjili “quencher” (6-
karboksitetrametil-rodamin= TAMRA) 3’ ucunda yer almaktadir. Probun 3’
uctaki baskilayict TAMRA boyas1 5' ugtaki FAM boyasinin sinyal olusturmasini

engellemektedir. PCR ile gogaltilma sirasinda hedef niikleik asit dizisi tizerinde

49



primerler baglanma bolgeleri arasinda “Taq Man” problar baglanirlar. Yeni zincir
olustukca probun bagli oldugu bolgeye gelindiginde Taqg DNA polimeraz enzimi
53 nikleaz aktivitesi ile “reporter” ucundan florofor FAM’1 probdan ayrilir.
Hidroliz ile serbest hale gecen FAM sinyal olusturur ve floresan miktar: artar.
Birden fazla prob kullanimi ve her proba farkli bir florofor etiketlenmesi ile

multipleks (¢coklu) deteksiyon yapilabilir (30,31,33-38,40).

Susiciei dye 4

7 OmO o

Sekil 6: TagMan probun ¢aligmasinin sematik goriintimii.

Hibridizasyon prob yontemi (FRET)

FRET problari Roche tarafindan “LightCycler®” PCR cihazinda
kullanilmak tizere gelistirilen amplifikasyon primerlerinin i¢ tarafina gore dizayn
edilen iki farkli probtan olusmaktadir. Bu problardan birinin 3' ucu verici (donor)
bir floresanla, diger bitisik probun ise 5' ucu ise bir alic1 (akseptor) boya ile
isaretlenir. Sadece iki prob PCR reaksiyonu sirasinda hedef niikleik asit dizisine
baglanip birbirine yaklastiginda bir enerji yayilimi olur. Bu boyalar arasinda
enerji “donor” boyadan *“acceptor” boyaya transferi sonucunda olusan floresans
miktar1 PCR siiresince olusan iiriin miktari ile dogru olarak artar (30,31,33-38,40).

FRET sireci boyunca, sadece iki probun birbirine ¢ok yakin olarak

yerlestigi durumlarda olusmakta ve FRET sinyalinin duzeyi hibridizasyona katilan
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spesifik DNA Urtinuniin miktar ile orantilidir; bundan dolay1 her siklus sonrasi
sinyal artar (30,31,34-38,40).

Al B C

Sekil 7: FRET problarimin ¢alisma prensibinin sematik gériniimii.

Molekiler boncuk yontemi

Molekiler boncuk yonteminde sag tokasi seklindeki yapinin yuvarlak ug
kism1 ¢ogaltilacak DNA ile komplementer tek zincirli DNA dizisini igerir. Sag¢
tokas1 seklindeki bu yapinin diiz olan u¢ kisimlarinda 2 adet florokrom boya
bulunmaktadir. Baskilayici florofor diger boyanin floresansini engellediginden
molekdiler boncuk probun soliisyon igerisinde serbest halde iken 1s1ma yapmaz.
PCR ile gogaltilmak istenilen DNA bolgesi ¢cogalmaya basladiginda hedef DNA
dizisine gore dizayn edilen probun konformasyonu degisir ve duz, ¢ift zincirli hale
gecer. Komplementer prob DNA’s1 hedef nikleik asit dizisi ile hibridize olur
olmaz boncuk molekiiliiniin yapist degistiginden ve boyalarda birbirlerinden
uzaklastigindan yayilan floresan miktar1 artar. Molekiler boncuk yonteminde
prob dizayn1 ve optimal sartlar cok o6nemlidir. Ozellikle uygun sicaklik
bulunamamissa ortamda hedef DNA dizisi bulunsa bile probun sag¢ tokasi

seklindeki yapist degismeyeceginden floresan 1s1ma elde edilemeyebilir

(30,31,34-38).
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Sekil 8: Molekiiler boncugun sematik goriiniimii

Amplifikasyon grafigi

Threshold is the point

of detection.
Rn: measure of L,/
reporter signal
™
SSSSSS: =SSSSSSS Cycle-Threshold
1 | (Ct) cycle at which
] ) sample Crosses
threshold

Cycle #
Sekil 9: Amplifikasyon grafiginde floresan 1g1manin logaritmik gésterimi

Bir amplifikasyon grafigi, DNA ya da RNA’nin kantitatif ol¢limii i¢in
degerli bilgiler vermektedir. Siklus sayisina karsilik gelen floresan yansima
grafigidir. PCR’in baslangi¢ siklusunda floresan 1simada kiiglik degisiklikler
vardir. Bu, grafigin tabaninda goriiliir. Taban ¢izgisinin {istiinde floresan artisi,
tanimlanan PCR iriinlerinin birikimini gosterir. Threshold floresan esigi, taban
cizgisinin Ustiinde yerlesiktir. Kantitasyon i¢in 6nemli bir parametre olan Cr
(threshold cycle), fikse esigi gecen floresan yayan, kismi siklus sayisini

belirtmektedir. PCR’nin log-lineer fazinda exponential biiylime ile uyumlu
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floresan 1s1mada artis vardir. Floresan degisimin logaritmik degeri ile siklus sayis1
arasinda lineer bir iligki vardir ve reaksiyon komponentleri tarafindan etkilenmez.
Baslangi¢ 6rnek miktari ne kadar ¢oksa PCR isleminde daha cabuk Grtn birikimi
olacagindan anlamli floresan artis1 olur ve Ct degeri azalir. Bazi bilgisayar
programlari, biiylime egrisinin matematik analizi ile Ct tanimlanmasin1 saglar. Bir
Ct degeri 40 veya daha fazla ise ¢ogalmanin olmadigimi gosterir ve bu deger
hesaplamada yer almaz (38,39). Bir amplifikasyon grafiginin log-lineer faz egimi,
amplifikasyon verimliligi (eff) hakkinda bilgi verir. Verimliligi hesaplama

formili (38,39);
eff: 1001/e8™ g

PCR verimliligi %90-100 olmalidir (-3.1<egim<3.6). Bilgiler gecerli olsa
bile verimlilik siirlar diginda ise ileri optimizasyon ya da alternatif amplikonlar

dizayn edilmelidir (38-39).
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Sekil 10: Amplifikasyon grafigi
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Bir amplifikasyon grafiginde Rn (Normalized reporter signal), reporter
boyanin yaydigir floresan yogunlugunun, referans boyanin yaydigi floresan
yogunluguna bdliinmesi ile elde edilir. Rn+, 0©rnegi de kapsayan tiim
komponentleri igeren reaksiyonun Rn degeridir. Rn-, ilerleyen RT-PCR’1n erken
siklus asamasinda gozlenir ya da ornegin katilmadigi reaksiyon Rn degeridir.
ARn: herhangi bir noktada PCR sirasinda ortaya ¢ikan floresan i1simanin

biytikligidiir. Formiilii: (Rn+)- (Rn-)’dir (38,39).

RT-PCR tercih edilmesinin avantajlar1 arasinda; reaksiyon boyunca veri
toplanarak ayni anda analiz imkanm1 saglamakta, spesifik olmayan
amplifikasyonlardan etkilenmemesi, PCR sonrast {irlinlerin 2. bir islem
gerektirmemesi (yliksek verimlilik, diisiik kontaminasyon riski), ultra-rapid hiz
(30dk-2sa), iki kat degisikligi hizla taniyabilme, spesifik egri analizleri ile
spesifik  amplifikasyonlarin ~ tanimlanmasi,  duyarhiligi,  ozgilligi  ve
tekrarlanabilirligi yliksek olmasi ve konvansiyonel PCR’den daha pahali
olmamasi yer almaktadir. RT-PCR’nin dezavantajlari ise teknik donanim, alt yapi,
beceri ve tecriibe gerektirmesi, yiliksek ekipman ihtiyacinin olmasi, ayni ve farkl
laboratuarlar arasinda sonucglar aras1 farkliliklarin olmasi, standardizasyon

problemlerinin olmasidir (30,33,36,37).
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2.8 Okduler HSV Enfeksiyonu

2.8.1 Epidemiyoloji

Okiiler herpetik tutulum, sistemik tutulumdan daha az olmaktadir.
Ekstraokiiler HSV epidemiyolojisinde elde edilebilir bilgi yaygin olmasina
ragmen okiiler enfeksiyon epidemiyolojisi hakkinda bilgiler kisithidir (1). HSV
okdler hastalik insidansi tam bilinmemesine ragmen ABD’de her yil 300,000 ya
da daha fazla tahmini vaka sayisi tanimlanmaktadir (1,14). Vakalarin %11 inde
bilateral tutulum olmasina ragmen vakalarin ¢ogunda ilk enfekte olan gdzde
rekurrens gorulmektedir. Okuler herpetik tutulumda kornea temel tutulum bolgesi
olmaktadir. Erkeklerde kadinlara gore 2 kat daha sik goriilmekle birlikte sonbahar

ve yazin daha sik goriilebilmektedir (1).

Primer okdler herpes enfeksiyonu genellikle bolgesel lenfoadenitis ile akut
folikiler konjonktivit ve vezikiiler ilseratif blefarit seklinde olmaktadir.
Konjonktiviti daha uzun siiren hastalarin ¢ogunda epitelyal keratit olmaktadir.
Nadiren stromal tutulum olabilir (1,41).

En sik goriilen form, morfolojik olarak dendritik, ameboid ya da punktat
epitelyal keratittir. Ilk enfeksiyona bagl ciddi sekel olusumu olmamakta ama
tekrarlayan ataklara bagli stromal keratit ve iiveit goriilebilir. Bazen, baslangi¢
epitelyal herpetik keratit olmadan disciform keratit ya da siddetli infiltre stromal
keratit gelisebilir. Stromal keratit gormeyi etkileyecek sekilde korneaya agir hasar
verebilir. Hastaligin kroniklesmesi ve tedaviye direngli olmasi, gbz i¢in herpes

virts enfeksiyonunu énemli kilmaktadir (1,16,43,44).
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Korneal skar gelisimi ve sonugta gérme keskinliginde azalma primer
infeksiyondan ziyade rekirren enfeksiyonlar nedeniyle olur. Korneaya ait
korliigiin  gelismis tlkelerdeki en sik nedeni HSV enfeksiyonudur (1,16,41).
Rekiirrens orani 1 yil iginde %10-20, 2 y1l iginde % 20-30, 5 yil icinde %40, 20
yilda %60’dir (44). Rekirren enfeksiyonlar arasindaki siire haftalarla onlarca yil
arasinda kisiden kisiye degisir. Stres, atesli hastaliklar, giines 15181, soguk ruzgar,
sistemik hastalik, 1s1, topikal steroid kullanimi, travma, cerrahi, UV radyasyon,
excimer lazer fotoablasyon ve menstriiasyon okuler HSV rekirrensi icin
potansiyel risk faktoriidiir. Vitamin A eksikliginde, immiinosupresiflerde,
kemoterapi alanlarda ve ileri derecede siddetli yaniklilarda bilateral ve siddetli
rekirren enfeksiyon insidansi yiiksektir (1,14,16).

HSV’nin kornea tutulumunda kornea epitel hiicrelerinde lizis olusturup
komsu epitel hiicresine gecer ve bdylece patognomonik dentritik formasyon
olusur (1,41,43). Epitel tutulumu virusun kendi aktivasyonuyla olusur fakat
korneal stromal ve endotel tutulum hem viral antijenlere karsi (geg tip
hipersensitivite) immin reaksiyon ve T-cell sitotoksik etkisi hem de viriisin
aktivasyonuyla olusur. Diskiform 06dem aktif viral enfeksiyon ve endotel
hlcrelerindeki lizis nedeniyle endotel disfonksiyon sonucunda stromal 6dem
gelisimi nedeniyle olusur. Klinik bulgulara dayanarak HSV enfeksiyonu

konjenital ve neonatal, primer, rekirren enfeksiyon olarak gruplandirilabilir (1).
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2.8.2 Neonatal enfeksiyon

Goriilme sikligi 1/10.000 dogumdur. Annedeki genital herpetik enfeksiyon
nedeniyle neonatal HSV infeksiyonu %80 tip 2 viris nedeniyle olusur. G6z, deri,
orafasiyal ya da santral sinir sistemine lokalize tutulum veya dissemine infeksiyon
seklinde multiple organ tutulumu olabilir. Neonatal okller HSV konjonktivit,
epitelyal ya da stromal keratit, katarakt, iridosiklit, iris atrofisi ve sinesisi,
korioretinitis ve optik nevrit seklinde ortaya c¢ikabilir. Okiiler herpeste en sik
rastlanan bulgu ulseratif keratitle birlikte olabilen konjonktivittir. Neonatal HSV
enfeksiyonu sonucunda strabismus, korioretinal skar, optik atrofi ve kortikal
korlik olabilir (1,8).

2.8.3 Primer HSV enfeksiyonu

Primer okuler herpes infant ve geng yetiskinlerde daha baskin goriilmekte
ama biitliin yaslarda sporadik olarak goriilebilir. Literatiirde primer herpetik
enfeksiyonun folikuler konjonktivit ya da keratokonjonktivit nedeni gibi 6énemli
fikirler maalesef sinirli vurgulanmaktadir (1).

Enfekte bireyle temas sonrasi 2-12 giin sonrasi enfeksiyon semptomlari
gortilmektedir. Konjonktival enjeksiyon, irritabilite, ser6z akinti ve irratibilite
tipik olarak tek taraflidir ve nadiren siddetlidir. Primer herpes folikiler
konjonktivit tipik olarak hassas ipsilateral preaurikular lenf nodu ile
karakterizedir. Odemli kapaklar ve primer deri lezyonlar1 siklikla gorulir (1).

Kirpikler arasinda ya da intermarjinal hatta krutlu vezikiiller dikkatli
inceleme ile goriilebilir. Konjonktiva 6demlidir, folikiiller siklikla fornikslerde

gelisir ve tarsal alana dogru ilerler ve nadiren limbusta goriiliirler. Kiigiik
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subkonjonktival ekimozlar sik degildir ve flikteniil benzeri lezyonlar gelisebilir.
Iki hafta i¢inde, yaklasik hastalarin yarisinda fotofobi, bulanik gérme ve yabanci
cisim hissi gibi hafif semptomlarin eslik ettigi korneal lezyonlar gelisebilir.
Punktat epitelyal keratit, fluoroseinle yetersiz ve rose bengal ile degisken boyanan
ylizeyel kiigiik beyaz flekler seklindedir. Benekler gecicidir, nadiren genis
lezyonlara progrese olurlar. Flekler dokilirken, iyilesme safhasinda flekler
floroseinle daha yogun boyanirlar (1).

Makroskopik dendritik lezyonlara ilerleyebilir. Bu lezyonlar, periferik
yerlesimli diizenli sinirli, hafifge zeminden kabarik, opak epitel hiicrelerinin
kiimelesmesi seklindedir. Tipik olarak herpetik intraniikleer inkliizyonlar
goriilebilir. Baslangigta stromal reaksiyon yoktur ama 2-3 hafta icinde epitel
tyilesmesi olmadan periferik lezyonlara yakin subepitelyal infiltratlar goriilebilir
(1,16,41,43).

Tani, tipik kutanéz kapak lezyonu ya da tipik herpetik korneal lezyonlari
olan hastalarda klinik zeminde konmaktadir. Primer herpetik konjonktiviti
hastalarin yaklasik %25’inde tan1 koydurucu lezyonlar olmadiginda tani icin
laboratuvar incelemeleri yardimct olmaktadir (1). Ayirici tamda;

a) Kapak lezyonlari ile keratit: zoster, sugigegi, molluscum kontagiosum,
stafilokok enfeksiyonlarina bagl iilseratif blefarit ile keratit

b) Kapak lezyonu olmadan Kkeratit: ¢igek hastaligi, adenoviral
enfeksiyon, klamidyal enfeksiyon ve zoster akla gelmelidir (1).

Vakalarin ¢ogunda tani klinik zeminde konmaktadir. Bazen deri, kornea ve

konjonktivadaki tedavi edilmeyen aktif lezyonlardan virus izole edilebilir. Kaltr
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pozitifligi 2-5 giinde gelisebilir. Kapak kutandz lezyon tabanindan yapilan
yaymalarin Giemsa ile boyanmasinda tipik viral multiniikleer dev hiicreler
gosterilebilir. Baslangictan 1 hafta sonra goriilen ndtralizan ve komplemen
fiksasyon antikorlarinda gelecek birka¢ haftada titre yiiksekligi izlenir, taniyi
dogrulamak i¢in kullanilir. Kornea sitolojisi ve konjonktiva yaymasi antikor
diizeyi ile birlikte kullanilir ama diagnostik degildir (1).

Enfeksiyonun tedavisi, kornea ve komsu deri lezyonlarindan viriis
eliminasyonuna yoneliktir. Kapak vezikiilleri ve {ilserleri es zamanli kornea
hastalig1 ile tedavi edilmelidir. Ciinkii bunlar potent viriis kaynagi olmakta ve
korneada tekrar enfeksiyon olusturabilir ve uzamis keratite neden olabilir (1,41).

Trifluridine (ya da alternatif IDU ya da vidarabin) konjonktival kese igine
giinde bes uygulanir. Bir antiviral uygulama (asiklovir) goz kapaklarina ve komsu
deri lezyonlarma uygulanabilir.  Topikal kortikosteroid uygulanmasi
kontraendikedir. Topikal antiviral ajanlarda gelismelerden dolay1, kornea epitel
debridman1 nadiren uygulanmaktadir ama korneal lezyonlarin iyilesmesinde
efektif bir metod olarak kalmaktadir. Kapaklarda tek vezikuller, fenol ile 1slatilmis
pamuk uclu aplikator ile debridman uygulanabilir (1,45).

Fotofobi ya da siliyer spazm varhiginda siklopleji uygulanabilir. Rutin
olarak kullanilmamali, hipersensitivite riskinden dolay1 atropinden sakinilmalidir.
Scopolamine hydrobromide %0.25 ginde 2 kez ya da siklopentolat hidroklorid
%1-%2 gunde 3 kez genellikle efektiftir. Kapama gereksizdir. Giines gozIligii

kullanma, semptomatik rahatlama saglayabilir (1,45).
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Hastalar genellikle ayaktan tedavi gorurler ve tim hafif enfeksiyonlarda 2-
3 gilin i¢inde rutin hayatlarina geri donerler. Bundan sonra iyilesme saglanana
kadar hasta haftalik goriilebilir. Kornea ve kapak lezyonlar1 iyilesene kadar
antiviral ajan uygulanmasina devam edilmelidir. Siddetli bilateral ve ikincil
enfeksiyonu olan hastalar disinda hastanede kalis nadiren gerekir (1).

Komplikasyon olarak genellikle sekonder bakteriyel enfeksiyon
eklenebilir. Klltir ve sensitif testlerin sonucuna gore uygun antibiyotik ile lokal
olarak tedavi edilebilir. Siddetli seluliti sistemik antibiyotik tedavisi gerekebilir.
Profilaktik antibiyotikler gereksizdir ve klinik tabloyu karistirabilir. Bu durumda
lezyonlarin dikkatli debridmani alternatif yontemdir. Stromal keratit gelisirse
rekiirren hastalik tedavi prensibine gore tedavi edilir (1).

Epitelyal lezyonlar genellikle iyilesmeye meyillidir. Ama tedavi edilmeyen
kapaklarda aktif herpes devam edeceginden ilave lezyonlar olusabilir. Dereceli
iyilesme Oncesi birka¢ hafta yiizeyel stromal infiltratlar devam edebilir. Bu
bolgede iyilesmeye ylizeyel skarlasma eslik edebilir. Siklikla bu stromal lezyonlar
rekurren herpes ile uyumlu tipten ayirt edilemeyen diskiform keratite ilerleyebilir
(1,412).

Effektif antiviral tedavi ile ¢ogu lezyon komplikasyon olmadan hizlica
iyilesmekte ve rezidlel korneal hasar minimal olmaktadir. Seyrek olarak antiviral
toksite olusabilir ve bu durumda tedaviyi kesmek gerekebilir. Komplikasyonlar
baslica tamimlanmamis ve effektif tedavi edilmemis vakalarda olusmaktadir

(1,41).
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2.8.4 Rekirren HSV enfeksiyonu

Reklrren HSV enfeksiyonu, enfekte hicrelerinde latent virlisln
reaktivasyonu sonucu olusmaktadir. Geleneksel olarak rekiirren okiiler
enfeksiyonun reaktive olan trigeminal gangliyonlardaki virtsun aksonlarla
duyusal sinir sonlanmalarina iletildigi ve buradan viriisiin korneal epitel
hiicrelerine ve keratositlere transfer oldugu diisiiniiliir. Epitelde uygun kosullar
saglandiktan sonra viral replikasyonu ve hiicre lizisi birbirini takip eder ve klinik
hastalik ile sonuglanir (1,6,13,16,46). Insan korneasinin latent bolgesi oldugu ve
rekiirren klinik okiiler hastalik olusumunda bir potansiyel kaynak olabilecegi
bildirilmistir (1,6,16).

Rekiirren okiiler HSV enfeksiyonun dendritik ve cografik epitelyal keratit,
nekrotizan ve nekrotizan olmayan stromal keratit, diskiform keratit ve lveit gibi
cesitli degisik tipleri bulunmaktadir (1).

2.8.4.1 Epitelyal keratit

Epitelyal keratit tutulumunda korneada normal epitel hicrelerinin
aralarinda kromatin kenarli sitoplazmik vakuolizasyon gésteren balon hicreler
goralir. Bu balon hicreler in-vivo rose bengal boyasi ile yogun olarak
boyanmakta ve replike olan virlisi kapsamaktadir. Sinsityal multinikleer dev
hlcreler ve intrantkleer eozinofilik inklizyonlu epitel hicreleri goralur. Primer
enfeksiyonun baslangic evresinde polimorfontikleer 16kositler baskin iken birkag
hafta sonra mononiikleer hiicreler baskin hale gelir. Ilk olarak interseliiler ve

intraseliiler ddeme bagli dendritik iilserin kenar1 boyunca epitel 6demlenir (1).
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Erken evrede lezyon epitele siirli olmasina ragmen zamanla anterior
stroma da tutulmakta Bowman tabakasi ve komsu stroma 6demli, nekrotik hal
almaktadir. Polimorfoniikleer 16kositlerin baskin oldugu inflamatuar hucrelerle
infiltre olur. Epitel lezyonlar1 skar olmadan hizli iyilesirken stroma tutulumunda
yuzeyel skar olusur (1,16,41).

HSV’e bagl epitelyal keratit hastalar1 asemptomatik olabilir ya da hafif
veya siddetli yabanci cisim hissi, fotofobi, kizariklik ve bulanik gérme sikayetleri
olabilmektedir. Bir zaman sonra korneal hipoesteziye bagli yabanci cisim hissi
genellikle azalmaktadir. Rekirren HSV epitelyal keratit tipik olarak klasik
dendritik seklindedir. Dallanma patogenezisi tam agiklanmis olmasa da viriisiin
devamli hiicreden hiicreye hareketi ile lineer yayiliminin bir fonksiyonu
olabilecegi diisiiniilmektedir. Baslangigta epitel yilizeyde opak hiicre plaklari
goranur. Birka¢ giin icinde plak merkezi lineer dokiilmeye baslar, dalli iilser
formu olusur. Dendritik sekil tek ya da multipl olabilir, tiim kornea ylizeyine
yayilabilir ama genellikle olduke¢a kiigiiktiir (1,43).

Ulser kenar hattinda bulunan hiicreler virs ile yikliidir ve rose bengal
boyastyla boyanirlar. Ulser yatagi fluorosein ile boyanir ve komsu hiicrelerin
altina sizar. Dendritik Ulser goriniimiinden birka¢ giin sonra altinda yer alan
stromada infiltratlar gordlebilir. Bu infiltratlar daima yiizeyel ve lokalize kalir. Bu
degisikliklere ek olarak daginik punktat epitel erozyonlari sik olarak goriiliir.
Bazen gegmis ataklarin sekeli olarak ylizeyel skar ve vaskiilarizasyon eslik
edebilir. Dendritik keratit korneada herhangi bir lokalizasyonda olmasina ragmen

rekiirrens genellikle 6nceki atagin oldugu alanda olmaktadir (1).
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Korneal hipoestezi baslangigta fokaldir ama tekrarlayan ataklarla anestezik
alan genisleyebilir. Ulserasyon genelikle limbusun 2mm icinde meydana
gelmektedir. Hastalik korneaya sinirli olmasina ragmen yogun silyer enjeksiyon,
tek tiik hiicrenin eslik ettigi, keratik presipitatin olmadig: hafif iiveal reaksiyon da
gorulebilir (1,43).

Keratit tanisinda dendritik Glser gériinimi patognomoniktir ve laboratuvar
teyiti gerektirmez. Siiphelenilen vakalarda viriis izolasyonu denenmelidir. Ayirict
tanida herpes zoster, Thygeson’un ylizeyel punktat keratit ve primer herpes
enfeksiyonu akla gelmelidir (1).

Stipheli vakalarda tedavi edilmeyen korneal lezyonlarda virls izolasyonu
yapilabilir (1). Viriis kiiltiiri pahali olmaktadir ve korneal epitel hastalik
yoklugunda gozyasindan viriis elde edilebileceginden spesifitesi diisiiktiir. PCR
tanida kullanilabilir (1,47).

Tedavide amag, epitelden hizla viriis eliminasyonu saglamak, stromal
keratit riskini ve skar olusumunu azaltmaktir. Cogu tlser antiviral tedavi ya da
minimal debridman ile tedavi edilebilir. Topikal antiviral tedavi ile debridman
kombine uygulanmasi iyilesmeyi hizlandirir. Stromal tutulum oldugunda, genis
ulserli alan varliginda, steroid tedavisi ile iilser alevlenirse debridman
uygulanilmasindan  kaginilmalidir.  Debridman  cocuklarda  kooperasyon
zorlugundan dolayr uygulanmasi pratik degildir. Diger bir yandan antiviral
tedaviye direng, toksisite ya da hipersensitivite varliginda debridman iyi bir

alternatiftir (1,47).
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Steroidin alevlendirdigi iilserlerde steroid hizlica kesilmeli ve antiviral
tedavi baglanmalidir. Steroidin ¢ok hizli azaltilmasi yogun inflamatuar rebounda
neden olabilir ve gecici olarak kortikosteroid baglanmasi gerekebilir. Fotofobi ve
silier spazm siddetli oldugunda sikloplejik tedavi gerekebilir. Skopolamin
hidrobromid %0.25 giinde 2 kez ya da siklopentolat hidroklorid %1-2 efektif
olabilir. Ozellikle tedavinin ilk 48 saatinde agriyr azaltmak igin analjezi
gerekebilir. Giines gozligii kullanmak semptomatik rahatlama saglayabilir ama
kapama nadiren gerekir (1).

Tipik dendritik iilser sekli kaybolana kadar antiviral tedaviye devam edilir.
Degisiklikler 2-3 giin iginde goriliir ve iyilesme olana kadar hasta 4 ya da 5 guinde
bir goralur (1,41,43).

Epitelyal lezyonlar zamanla tipik sekillerini kaybederler, yuvarlaklasir ve
degisik boyutlar kazanirlar. Kenarlar1 yuvarlaklasir ve rose bengal ile
boyanmayan opak hiicre icermeyen dendritik ya da ameboid herpetik Glser
gorinimde olurlar. Metaherpetik tilser olarak adlandirilan indolent iilser
epitelinde viriis replikasyonu gosterilememistir. Bu iilserlerle birlikte siklikla
stromal 6dem ve infiltrasyon mevcut olabilir (1).

Rekdirren epitelyal herpes enfeksiyonunun en sik erken komplikasyonu,
antiviral tedaviye bagli toksitedir ve tedavi baslangicindan 10 giin icinde
gortilmektedir. Siklikla iyilesme doneminde goriildiigiinden yeni boyanmanin
olmast karigiklik yaratmaktadir. Niiksii mii yoksa ila¢ toksisitesi mi olduguna
karar vermede siiphelenilirse antiviral tedaviyi kesmek gerekebilir. Toksisitenin

¢oziilmesi yavastir, hatta haftalar alabilir (1,43).
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Dendritik tlserlerin yaklasik %3’linde stromal keratit gelisebilir. Stromal
keratit kontroli igin steroid gerekmektedir. Bakteriyel slperenfeksiyon gelisimi
durumunda kiiltiir ve duyarlilik testlerine gore tedavi edilir (1,41,43).

Dendritik iilser spontan iyilesebilir ama genellikle devamlilik gdsterir ve
sinsice tutulmayan epitel {lizerine dallanir. Lezyon segmentleri genisleyebilir.
Stromal tutulum belirginlesir ve Ttveitik reaksiyon yogunlasir. Stromal
infiltrasyonun siddetine bagl olarak iyilesmeye degisik derecelerde skar olusumu
eslik edebilir. Rekiirren epitelyal keratitte ylizeyel vaskiilarizasyon sik degildir
(1,43).

Vakalarin c¢ogunlugu kiigiik skar ile iyilesmektedir. Ama tekrarlayan
ataklar ile kaginilmaz yiizeyel skar birikimi olabilmektedir ve gérme etkilenebilir
(2).

2.8.4.2 Stromal Keratit

Stromada irregiiler dagilimli, degisik yogunlukta anterior tiveitin eslik
ettigi inflamatuar reaksiyon bolgesidir. Stromada difuz ya da fokal
polimorfonikleer 16kosit infiltrasyonu mevcuttur. Bu siire¢ Bowman tabakasi ve
Descement membrani da dahil olmak tizere korneanin tiim katlarini etkileyebilir.
Epitel 6demlidir, Ozellikle stromal lezyon altindaki endotel Odemli ya da
inflamatuar hticrelerle infiltre olabilir. Keratik presipitatlar belirgin olup akoz,
fibrin ve inflamatuar hiicre igermektedir. A¢inin, irisin ve anterior siliyer cismin
bu hicrelerle infiltrasyonu gordlebilir (1).

Ulser olustugu zaman Bowman tabakasi ve yiizeyel lamellaya debris ve

inflamatuar hiicreler yerlesir. Ulser derinlesebilir, desmetosel formu alabilir ve
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sonunda perfore olabilir. Skar ve vaskiiler ingrowthin eslik ettigi iyilesme
goralebilir (1).

HSV ile stroma tutulumunun klinik belirtileri degiskendir. Bulanik gérme
disinda belirtiler ve semptomlar spesifik degildir. OKdler rahatsizlik, sulanma,
hastadan hastaya degisebilen agr1 sikayetleri olabilir. HSV’nin stroma tutumunda
korneal 6dem, infiltrasyon, vaskiilarizasyon, iilser olusumu, endotel inflamasyonu
ve tveit degisik derecelerde meydana gelebilmektedir (1,45).

Stromal Kkeratitte topikal antiviral ve steroid kullanimiyla rezoliisyon
saglanabilmektedir. Topikal kortikosteroid kullanimui ile destriktif inflamasyon
azalmaktadir fakat enfeksiyonun siiresini uzatabilirler. Steroid kullaniminda
dikkat edilmesi gereken nokta, baslangi¢ta yiiksek konsantrasyonda ve siklikta
kullanilan steroidlerin konsantrasyonun ve sikliginin yavas yavas azaltilarak
kesilmesi gerekligidir (1).

Steroid kullanimimin hastaligin =~ siliresini  uzattigini  ve sonucunu
etkilemedigini diisiinenler siklopleji ile hastalar1 izlemeyi tercih etmektedirler.
Steroid tedavisinin kisa ve uzun dénemde goérme diizeyini olumlu etkiledigini
diistinenler ise gorme aksini etkileyen biitiin vakalarda steroid kullanmaktadirlar.
Steroid tedavisi epitel defekt varliginda tehlikeli oldugu icin defekt kapanana
kadar tedavi ertelenebilir veya oral steroid baslanabilir. Viriis ¢ogalma riskini
azaltmak icin tedaviye proflaktik antiviral ilaclar eklenmelidir (1,41,42,45).

Tanm1 koymada ve tedaviyi belirlemede yardimci olabilen ¢esitli genel
cevap paternleri klinik olarak ayirt edilebilir. Bunlar; kronik interstisyel keratit ve

nekrotizan stromal keratittir (1).
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2.8.4.3 Kronik interstisyel keratit

Epitelin intakt oldugu stromal infiltrasyonun eslik ettigi klinik bulgular,
interstisyel keratit olarak adlandirilir. Infiltrasyon tekli ya da ¢oklu yama tarzinda
olabilir ve tiim stroma kalimligim1 da etkileyebilir. Hastaligin erken ve geg
déneminde infiltratlara siklikla ylzeyel ve derin stromal vaskilarizasyon eslik
eder. Bu stromal infiltrasyon formu, antijen-antikor-komplemen aracili immdan
hastalik olarak diistiniilmektedir (1).

Stroma 6demli oldugunda buzlu cam goriiniimiindedir ve kalinlasmustir.
Bazen eslik edebilen (veite sekonder endotel disfonksiyonu goérulebilir. Limbal
vaskiilit ve anterior stromada immiin (Wessely) halkasi, immiin stromal hastaligin
onemli klinik belirtileridir. Wessely halkasi, stromada parsiyel ya da kismi
infiltrasyon halkasi olup ana stromal lezyon ile saglam korneal zonu ayirr.
Limbal vaskulit, 6demattz, hiperemik reaksiyon olup genellikle fokaldir ama
bazen birden fazla kadrani tutabilir (1).

Uveit tablosu her zaman eslik etmektedir ama korneal opasifikasyondan
dolay1r degerlendirmek zordur. Siddeti, tek tik hicre ve minimal flareden,
hipopiyona kadar degisebilmektedir. Trabekiilite bagli akut donemde go6z igi
basinci yiikselebilir (1).

Hastaligin herhangi bir evresinde vaskilarizasyon gorulebilmektedir.
Damarlar limbustan stromaya dogru uzanirlar. inflamasyon niiksiiniin ilk belirtisi
damarlarin reaktivasyonudur. Onceden varolan yogun infiltrasyona bagli olarak

ve siklikla stromal herpetik keratit igin topikal steroid tedavisinin ani ¢ekilmesine
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bagl kornea incelmesi gorulebilir. Tyilesme safhasinin ge¢ doneminde koyu beyaz
ya da sarimsi lipid birikimi olusabilir (1).

2.8.4.4 Nekrotizan stromal keratit

Klinik olarak kornea stroma igerisinde yogun sari-beyaz infiltrasyon
olusumu ile karakterizedir. Stromal infiltrasyon ve nekroz, baskin klinik paternler
olup onceki herpetik hastaligin oldugu korneada siklikla HSV keratitin komplike
olmastyla olusur. Kronik ya da rekiirren epitel hastalik, diskiform keratit, ylizeyel
stromal hastalik ya da herhangi bir rekiirren hastalik sonrasi gelisebilir (1,45).

Hafif vakalarda stromal infiltrasyon lokalizedir ama siddetli vakalarin
¢ogunda tiim kornea yiizeyinde olusabilen nekroz, peynirimsi beyaz
infiltratrasyonlar1 igeren stromal abse gelisebilir. Stromal infiltrasyonu 6rten
epitelde  siklikla  defekt mevcuttur. Stromal O6dem, {lserasyon ve
neovaskiilarizasyon gelisebilir. Stromal infiltrat etratinda Wessely halkas1 siklikla
gorilir (1,16,45). Uveit her zaman eslik eder ve retrokorneal membran,
hipopiyon, posterior sinesi, sekonder glokom ve katarakt olusumu ile karakterize
siddetli formlar olabilir (1,45).

Tanimlama sadece klinik zemine gore yapilmaktadir. HSV stromal
hastalik belirtileri ¢esitli oldugundan, ayni klinik presentasyonla sonuglanan diger
nedenlerle karisabileceginden tanmnin siipheli oldugu durumlarda ayirici tani
yapilmalidir. Rekiirren hastalik ve 6nceden HSV epitel keratit Oykiisii tanida
yardimci olabilir. HSV epitel keratit lokalizasyonu, tek tarafli olmaya meyilli
oldugundan klinik taniy1 tahmin etmede énemli olabilir. Korneal epitel hasari ile

uyumlu Oncesinde korneal travma, kontakt lens kullanim Oykiisii olan vakalarda
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bakteriyel, fungal ya da akantamoeba enfeksiyonunda siiphelenilmelidir. HSV
keratiti siklikla perilimbal yerlesimli olmasina ragmen periferik korneada stromal
inflamasyona neden olabilecek goz kapak hastalig1 (stafilokok keratiti), yakin
yerlesimli skleral inflamasyon ya da olas1 kollajen vaskiiler hastaliklar konusunda
dikkatli olmak gerekir (1).

Tedavi edilmesi en zor olan formdur. Antiviral ilaglarla tedaviye baslamak
uygundur. Eger kiiltiirde virus lirememisse antiviral tedaviden glnler sonra
inflamasyon ve infiltrasyonu azaltmak, hasta rahatligini saglamak i¢in dikkatli
olarak kortikosteroidli damlalar kullanilabilir. Ilerleyici stroma kaybi g6zlenen
durumlarda doku yapistiricilari, konjonktiva flebi veya terapotik keratoplasti
uygulanmasi1 distintilebilir. Topikal antiviral tedaviye ve steroidlere cevap
almamayan veya steroidlerin kontraendike oldugu durumlarda oral asiklovir
kullanilabilir (1,41,42).

2.8.4.5 Diskiform keratit

Histopatolojik olarak diskiform keratit, duyarli lenfosit, plazma hiicresi ve
polimorfonikleer 16kosit birlesimiyle karakterizedir. Patogenezi bilinmemektedir
ama stromada yer alan herpetik antijenlere karsi hiicresel immiin yanit reaksiyonu
oldugu diistiniilmektedir (1).

Diskiform keratitin klinik inflamatuar paterni HSV’ye baglh kronik
interstisyel keratit ya da nekrotizan keratitten kolayca ayrilabilir. Klasik olarak
korneada santral ya da ekzanterik lokalize fokal, disk seklinde stromal 6dem ve
tutulan alanda endotelde keratik presipitatlar ile karekterizedir. Hafif formlarda

Ustte epitel intakt olup nekroz ve vaskularizasyon yoktur. Anterior segment
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reaksiyonu yoktur ya da hafiftir. Siddetli formlarda Descement membranda
katlantilar, fokal billéz keratopati, yiizeyel ve derin vaskiilarizasyon gelisimi ile
stromal 6dem belirgindir. Nadiren bdller riptire olur, Ulserasyon, nekroz ve iritis
ile korneada erime meydana gelebilir. Hastalar tipik olarak sulanma, fotofobi,
orbitada agrinin eslik ettigi ani gorme kaybindan sikayetcidir (1,41,45).

HSV diskiform keratit tanis1 klinik olarak konulur. Herpetik g6z hastaligi
Oykiisii yoklugunda tanida siiphelenilmelidir. Diskiform keratit yapacak diger
nedenler; herpes zoster, kabakulak, varicella, kimyasal keratittir (1).

Diskiform keratit lenfosit aracili inflamatuar reaksiyon oldugu
diisliniildiginden topikal steroide oldukc¢a duyarlidir. Diskiform keratitin bir
immiin yanit olduguna inanildigindan topikal antiviral tedavi, rekirren epitel
hastaliga kars1 profilaktik olarak tercih edilir. Siklopleji, topikal lubrikantlar1 ve
koyu gozlikkler hastaya rahatlik saglar. Visual aks tutulumu ya da hasta
rahatsizligindan dolay1 steroid tedavisi gerekirse inflamatuar cevabi azaltmak icin
diisiik doz steroid dozu ile antiviral tedavi gerekebilir (prednisolon %0.125-%1
ginde 2 ya da 4 kez) (1,41).

Diskiform keratitin dogal gidisi tahmin edilemeyebilir. Bazen Kkeratit
degismeden devam edebilecegi gibi, siklikla siddetli olabilen skarlasma dereceleri
yavas iyilesme Oncesi kotiilesebilir. Skarlasma, irregiiler korneal astigmatizma

neden olabileceginden gormeyi etkileyebilir (1).
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2.8.4.6 Postenfeksiyoz (Metaherpetik) Keratit

Herpetik epitel keratit sonras1 goriilen postenfeksiydz ya da metaherpetik
keratit epitelinde viriis replikasyonu gosterilememistir. Steril Ulserasyon
mevcuttur ve epitel hicreler bazal membrandaki harabiyet nedeniyle iyi
tutunamazlar ve iilser tabanina gd¢ edemezler, iilserin etrafinda kiimelenerek
kabariklik ige kivrilmis olarak goriinim olustururlar. Buna karsilik aktif
iilserasyonda iilser kenarlar1 diiz yani yassidir. Metaherpetik iilser yalnizca
fluoroseinle boya tutarken enfekte Glser rose bengal ve fluoroseinin her ikisiyle de
boya alir (1).

Iyilesme bazal membran hasari, stromal denervasyon, gdzyas: film
instabilitesi, persistan on stromal inflamasyon ve sekonder bakteriyel enfeksiyon
nedeniyle ge¢ olmaktadir. Postenfeksiy6z tlserler dendritik, yuvarlak veya oval
sekilde olabilir. Bu lezyonlardan virus izolasyonu yapilamaz. Ulser déneminde
hastalikli epitel ve 1okositler kollajenin erimesine ve korneanin incelmesine yol
acan kollejenaz ve proteaz salgilayarak kornea perforasyonuna neden olabilir (1).

Persistan epitel defekti ya da progresif korneal incelme varsa aktif viral
enfeksiyon veya sekonder bakteriyel enfeksiyon olup olmadigi dislanmalidir.
Aktif bakteriyel enfeksiyon yoksa antibiyotikler kesilmelidir. Eger gercek
metaherpetik Ulser mevcutsa epitel rejenerasyonu inhibe etmesinden dolay1
antiviral ajanlar kullanilmamalidir. Hastalarda epitel iyilesmesini bozabilecek
kuru g6z, lagoftalmus, kornea duyu azalmasi, kapak malpozisyonu, trichiazis gibi
nedenler arastirilmalidir. Stroma inflamasyonunu azaltmak i¢in topikal ya da oral

steroidler kullanilabilir ancak stroma erimesi agisindan hastalar sik izlenmelidir.
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Kollajen sentezini bozmayan %21 konsantrasyonda medroksiprogesteron
kullanilabilir. Eger defekti g¢evreleyen epitel hipertrofik veya gevsek ise bu
alinmahidir. Epitel iyilesmesini desteklemek amaciyla bol lubrikan tedavi
verilmelidir. Bu yetersiz kalirsa terapotik soft kontakt lens kullanilmalidir. Bu da
yetersiz kalirsa tarsorafi Onerilir. Sayet korneal incelme devam ederse
siyanoakrilat doku yapistiricis1 lezyona aplike edilip Uzerine kontakt lens
konulabilir. Bu yapilanlara ragmen basar1 saglanamazsa go6ziin biitiinligiiniin
korunmasi amaciyla konjonktival flep uygulanabilir. Perforasyon gelisirse
siyanoakrilat yapistiricisi iyilesmeyi saglayabilir ve daha sonra parsiyel penetran
keratoplasti (PPK) uygulanabilir (1).

Herpetik stromal g6z hastaliginin tanist temel olarak hasta Oykiisiine
dayanarak ve korneanin klinik goriinimiine gore yapilir. Fizik muayanede
korneal duyu degerlendirilmelidir. Korneal epitel siiriintii alinip giemsa ile
boyandiginda mononiikleer ve polimorfonikleer hicreler, , multinikleuslu (2-10
nlkleuslu) dev epitel hiicreler ve hiicre niikleuslarinda eozinofilik lipschiitz
inklizyon cisimcikleri goralebilir. Bunlar VZV enfeksiyonunda da goriilebildigi
i¢in patognomonik degildir (1,41,42).

Viral partikiller EM ile gosterilebilir. Eger aktif viral enfeksiyon mevcutsa
insan hiicre kiltirinde virus izolasyonu kesin tan1 saglar. Sayet canli viriis yoksa
viral antijenler ELISA testiyle ortaya konulabilir. ELISA testinden daha az
sensitif olan direkt immunofloresan veya imminperoksidaz ile HSV antijenleri

tespit edilebilir. Cok az miktarlardaki doku érneklerinde isaretlenmis HSV DNA
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problari, polimeraz zincir reaksiyonu dokuda viral DNA ve RNA’y1 belirlemek

icin kullanilabilir (1).

2.9 Tedavi

2.9.1 Medikal tedavi

HSV stromal keratit tedavisi, HSV epitel keratit tedavisinden daha ¢ok
tartismalidir. HSV stromal keratit patogenez mekanizmasi kompleks olup tam
olarak anlagilmamaktadir. HSV stromal keratitin gelisiminde ve progresyonunda
hem virlis hem de konak immiin faktorler yer almaktadir. HSV stromal keratiti
tedavisinin amaci; okiiler hasar1 azaltmak, morbiditeyi azaltmak ve tedavi yan
etkilerini azaltmaktir (1,41,42).

Genel olarak HSV stromal keratit tedavisinde siklikla topikal steroid ile
profilaktik antiviral tedavi kullanilmaktadir. Steroid ve antiviral tedavisinin dozu
ve sikligr tartismalidir. Yapilan genis klinik caligmalar, HSV stromal keratit

tedavisinde oral asiklovir tedavisinin énemli rol oynadig1 gosterilmistir (1,41,42).

2.9.1.1Topikal steroid tedavisi

Herpetik g6z infeksiyonlarda kortikosteroid kullanimi tartismalidir.
Steroidler immdin cevabi, 6dem, infiltrasyon, inflamasyon ve vaskilarizasyonu
azaltirlar. Bu nedenle inflamatuar cevabi tersine c¢evirmek, kalic1 yapisal
degisiklikleri minimalize etmek, korneal saydamligi saglamak i¢in HSV stromal
keratit tedavisinde antiviral tedavi ile endike olduguna dair fikirler mevcuttur.

Bazilan ise hastalik siiresini uzattigin1 ve stromal keratit siddetini arttirdigini
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diisiinmektedir. Kortikosteroid tedavisine bagladiktan sonra tedaviyi sonlandirmak
zordur ve ani kesilmesine bagl belirgin rebound inflamatuar cevap olusabilir. Bir
antiviral ajan epitelde virtsiin rekiirren yasam degisikliklerini azaltmak igin
kullanilir. Siklopleji, lubrikanlar ve giines gozliikleri hastalara semptomatik
rahatlama saglayabilir (1,41).

2.9.1.2 Antiviral tedavi

Tedavide ilk secilecek ila¢ asiklovir’dir. Trifluridin’in idoxuridine’den ¢ok
daha fazla solubilitesi (dolayisiyla daha fazla okiiler penetrasyonu) vardir (1).

Idoxuridinden daha az epitel toksisitesi ve ayrica idoxuridine rezistan
hastalarda trifluridine (TFT) rezistanst nadirdir (1,43). Topikal asiklovir
Avrupa’da en sik kullanilamidir ve antiviral aktivitesi, transepitelyal korneal
penetrasyonu diger tiim antivirallerden daha iyidir. Bununla birlikte epitel
toksisitesi daha azdir. ABD’de topikal asiklovir arastirma asamasinda
kullanilmaktadir. Uveit ve keratoiiveitte on kamarada etkin konsantrasyonda
bulunan TFT veya asiklovir kullaniimalidir (1,43,48,49).

Asiklovirin  sistemik kullanim1 genital herpes ve herpes zoster
enfeksiyonunda faydali bulunmustur. Okiiler herpetik hastalikta oral asiklovir
kullaniminin yararlar1 smirhidir. Kornea ve akodzde canli virlis varligindan
siiphelenilen durumlarda; yani nekrotizan stromal keratit, yogun keratik presipitat
ve basing artisi ile birlikte gozlenen fokal serdz iritis, endotelitis ve keratolveit
olgularinda kulanilabilecegi bildirilmektedir (1,43,48).

Teorik olarak viral hastalik bir gok mekanizmayla tedavi edilebilir (1):

1. Virlsun hiicreye tutunma ve girisinin 6nlenmesi,
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2. Viral DNA sentez inhibisyonu,

3. Viral RNA veya protein sentezi inhibisyonu,

4. Viral partikiil birlesmesinin inhibisyonu,

5. Hiicre zarindaki viral proteinler yoluyla virus infekte olmus hiicrelerin
taninmasi ve ortadan kaldirilmasi,

6. Serbest viral partikiillerin ortadan kaldirilmasi,

7. Latent kalmanin 6nlenmesi,

8. Virus reaktivasyonunun onlenmesi.

Giliniimiizde kullanilan antiviral ilaglar ikinci mekanizma yani viral genom
sentezinin inhibisyonu yoluyla etki gosterirler. Asiklovir asiklik pirin nikleozid
analogudur. HSV (tipl ve tipll) ve VZV’ye karsi ¢ok, CMV ve EBV kars1 daha az
etkilidir. Asiklovirin herpes virus ¢ogalmasini engelleyebilmesi i¢in once, bu
virusle enfekte hucrelerin iginde aktif trifosfata doniismesi gerekir. Hiicre igindeki
asiklovir duzeyleri Uzerinde yapilan c¢alismalar, asiklovirin viriisle infekte
hiicrelerin i¢ine tercihen girdigini gostermistir. Daha sonra asiklovir, viriisiin
timidin kinaz enzimiyle monofosfat formuna doéniisiir. Bu doniisiim herpesle
infekte olmayan hicrelerde 6nemsiz miktarlarda gergeklesen bir olaydir.
Asiklovirin infekte hiicrelere olan selektivite ve spesifitesi bu iki faktore baglidir.
Sonraki fosforilasyonlar hiicre enzimleriyle olur. Sonugta meydana gelen asiklovir
trifosfat viral DNA sentezini, viral DNA polimeraza baglanmak i¢in
deoksiguanozin trifosfatla rekebete girerek inhibe eder (kompetitif inhibisyon).
Virlsteki DNA polimeraza deoksiguanozin trifosfat yerine asiklovir trifosfat

baglanmasi bu enzimi inaktive eder. Viral DNA polimeraz asiklovir trifosfata
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konak hiicredeki DNA polimerazdan daha ¢ok duyarli oldugu igin asiklovir
trifosfatin konak hiicre DNA polimerazina baglanma olasiligi ithmal edilebilir.
Asiklovirin viral DNA zincirine girmesi, zincirin uzamasi i¢in ihtiya¢ duyulan 3-
hidroksil grubuna sahip olmamasi nedeniyle viral DNA zincirinin zorunlu bir
sekilde sonlanmasina yol acar ve asiklovir, enzim ile irreversibl bir kompleks
olusturarak gorevini tamamlar (1,48).

Pensiklovir, son zamanlarda incelenmekte olan bir bagka asiklovir
analogudur. Yap1 bakimindan gansiklovire benzemektedir. In vitro duyarlilik
testleri pensiklovirin VZV ‘e karsi asiklovire benzer aktiviteye sahip olabilecegini
gostermektedir. Ancak, HSV’e kars1 asiklovire gore anlamli derecede daha az
etkili bulunmustur. Pensiklovir aynen asiklovir gibi enfekte hicrelerde trifosfat
sekline doniistiikten sonra etki gostermektedir. Bu bilesik gerek enfekte gerekse
enfekte olmayan hiicrelere hizla girmektedir. Pensiklovir trifosfat hiicrelerde
nispeten yuksek konsantrasyolara ulasir ve asiklovir trifosfata gore daha uzun
yarilanma Omriine sahiptir. Pensiklovirin viral DNA karsisindaki affinitesinin
asiklovir trifosfattakinin yiizde biri kadardir (1).

Okiler HSV’de antiviral ajanlarin kullanim sekli:

e Idoxuridine: topikal 0.1% sollisyon, saat basi (Viral timidin kinaz
timidilat sentetaz, DNA polimeraz inhibisyonu)

e Vidarabin: topikal 3% merhem, 5 kez/gin (DNA polimeraz
inhibisyonu)

e Trifluridin: topikal 1% solusyon, 2 saat arayla (Viral timidilat sentetaz

inhibisyonu)
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e Asiklovir: topikal oral 3% merhem, 400 mg tablet 5kez/gin (Viral

timidin kinaz asikloviri aktive ederek DNA polimeraz inhibisyonu) (1).

2.9.2 Cerrahi Tedavi

Lateral tarsorafi, konjonktiva flebi, doku yapistiricisi ve penetran
keratoplasti  uygulamasi, amniyon membran transplantasyonu (AMT)
uygulanabilecek alternatif cerrahi yontemler arasinda sayilabilir (1).

2.9.2.1 Konjonktiva flebi

Genel tedavi modalitelerine cevapsiz HSV keratitine sekonder persistan
epitel keratit ya da korneal tilserasyonun tedavisinde yardimeci olmaktadir. Stabil
epitel yiizeyi olusturarak iilseri kapatir, inflamasyonu hafifletir ve hastaya rahatlik
saglar. Inatg1 veya rekiirren epitel defektleri, ilerleyici Ulser, kornea incelmesi
veya tedaviye direncli yogun inflamasyon goriilen g0zlerde disiiniilebilir.
Uygulanan konjonktiva flebi altinda rekiirrens ve perforasyon ortaya ¢ikabilir, bu
nedenle konjonktiva flebi uygulanan hastalar yakindan izlenmelidir (1).

2.9.2.2 Parsiyel penetran keratoplasti

Kronik stromal keratitin desmatosel veya perforasyonla sonuclandigi
durumlarda tektonik amagli ve HSV’ye bagh skarli kornealarda gorsel amagl
keratoplasti uygulanabilir. Rekiirrens insidansinin diisiik olmasi nedeniyle
lameller greft yerine penetran greft tercih edilmelidir. PPK’da 6nemli diger
avantaj da korneada depolanan antijenin keratoplasti yoluyla uzaklastirilmasidir.
Sonu¢ olarak, okiiler HSV’de vizyon prognozu hastalarin c¢ogunda iyidir.

Hastalarin 2/3’iinde gérme keskinligi 20/30 ya da daha iyidir. Geriye kalanlarin
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vizyonu 20/40 ve daha altidir ve bunlarin da biiylik kisminin vizyonu daha
diisiiktiir. Onemli derecede korneal skar1 ve opasitesi olanlarda PPK sonuglari yiiz
giildiiriictidiir. Akut perforasyon sonucu keratoplasti uygulananlarda basar1 oran
daha diiser. Elektif hastalarda greft surveyi %80 gibi yiliksek oranda uzundur.
Korneal greftte herpetik keratit rekiirrensi olabilir. Greft basarisinin ihtimalini
arttirmak i¢in herpes reklrrensi ya da rejeksiyonuna isaret eden en ufak bir
bulguda hemen agresif tedavi verilmelidir (1,50-53).

Proflaktik antiviral tedavinin roli tartismalidir ama PPK uygulananlarda
postoperatif proflaktik oral asiklovir rekurrensleri énlemede etkilidir. Bununla
beraber tedavinin kesilmesiyle rekiirrens gelisebilir. Ozellikle nekrotizan keratitli
ve korneal perforasyon gelisenlerde rekiirrens daha sik goriilmektedir (1,50-53).

Postoperatif donemde yiiksek doz topikal kortikosteroid kullanilmasinin ve
birka¢ ayda yavasca azaltilmasinin keratoplasti basar1 oranini arttirmasi ile
uyumlu olmaktadir. Postoperatif steroid kullanim miktarina bakilmaksizin 2 yilda
greftte rekiirrens yaklasik gozlerin %15’inde goriilebilmektedir. Rekirren herpes
keratit durumunda rejeksiyon haricinde topikal antiviral profilaksisi gereksizdir
(2).

2.9.2.3 Amniyon membran transplantasyonu (AMT)

Memelilerde fetal membranlar dista trofoblastik doku ve mezensimden
olusan koryon tabakasi yer alirken i¢ kisimda amniyon sivisi ile temas eden 5
kattan olusan amniyon membran yer almaktadir. Amniyon membran, epitel,
aselller bazal membran, kompakt kat, mezenkimal hiicre kati ve siingerimsi

katlardan olugmaktadir. Damarsiz doku olup ve ¢ogunlukla kollajen iceren
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mezenkimin altina uzanan tabakaya sikica yapismis olan ektodermden koken alan
tek katli kolumnar hiicre tabakasindan olusur. Amniyon membran epitel hiicreleri
-70°C de dondurulduktan sonra 6 ay ile 1 yil siireyle ¢ok vakuollii gérillmekte ve
alttaki bazal membran ve mezenkime yapisik kalmaktadir. Amniyon membran
epitelinin dondurularak saklanmasindan sonra 70 giine kadar canliligini

koruyabilecegi diistiniilmektedir (54-57).

Amniyon membraninin epitelizasyonu kolaylastirict etkisi, salgiladigi
blytme faktorlerinin (bFGF, HGF, TGF 8, EGF, KGF) etkisiyle olmakta ama bu
faktorler uzun siire saklama ile azalmaktadir. Bazal membran epitel hiicrelerin
adezyonunu guclendirmekte ve cevreden epitel gogii kolaylastirict zemin
saglamaktadir. Ayrica inflamatuar hiicrelerin apoptotik Sliimiinii uyarirken, epitel
hiicrelerin  apoptozisini Onler, sinirlerin yeniden biiyiimesini kolaylastirir.
Amniyon membran bazal membran 06zelligi ile epitel hiicre adhezyonu,
migrasyonu ve diferansiyasyonunu destekleyerek epitelizasyonu
kolaylastirmaktadir. Bazal membran epitel progenitdr hicrelerin blylmesi ve
¢ogalmasi igin ideal zemin olup yapisinda bulundurdugu bir¢cok kimyasal
mediatorlerin etkisiyle yara iyilesmesine katki saglamaktadir. Amniyon membran
kiltiire edilmis korneal hiicreler i¢in uygun bir tasiyici vasat olup hasarl korneay1

rekonstriikte etmek i¢in kullanilabilir (54-56).

Amniyon membran igerdigi matriks metalloprotein-3 ile proteaz
aktivitesini inhibe ederek antifibrotik etki gostermekte, epitel ve mezenkim

hiicreleri tarafindan saligilanan proteinlerle (IL-1 reseptor antagonisti, doku
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metalloproteinaz inhibitéri 1-2-3-4, IL-10, Trombospondin-1) antianjiojenik ve
antiinflamatuar etki gosterir. Yara iyilesmesinde fibroblastik aktivasyondan
sorumlu TGF-B azalmasin1 saglayarak kornea myofibroblastlarinin, limbal-
konjonktiva-pterjium fibroblastlarinin proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu
onlemektedir. Amniyon membranin stromal matriksi IL-1a, IL-18, 1L-2, IL-
8,TNF-", FGF, PDGF gibi okiiler yiizey epitelinden koken alan inflamatuar
sitokinlerin salinimi baskilayarak konjonktival skar olusumu, neovaskiilarizasyon

ve fibrozisin énlenmesinde rol oynar (54,57,58).

Damarsiz yapisi ile immunolojik red cevabina yol agmaz. HLA-A, B, C ve
DR antijen inkomplet ekspresyonu nedeniyle transplantasyon sonrasi rejeksiyon
gorilmemektedir.  Epitelinde HLA antijen ekspresyonu olmadigindan
transplantasyon sonrasinda immun baskilayict sistemik tedavi gerekmez

(54,56,57).

2.9.2.3.1 Amniyon membranin hazirlanisi

Sifiliz, HIV, hepatit B-C testleri negatif gebelerden elektif sezaryan
sirasinda steril olarak plesanta alinir. Plesanta ic¢inde penisilin (50pm/ml),
neomisin  (100pum/ml) bulunan dengeli tuz soliisyonu ile yikanarak kan
pihtilarindan ve fetal artiklarindan temizlenir. Amniyon ve koryon basit kint
diseksiyonla birbirnden ayrilir, koryon kismi atilir. Elde edilen amniyon membran
daha sonra steril nitroseliiloz kagidi iizerine epitel yiizeyi yukarida, stromal
matriks ise kagit ylizeye yapisik olacak yayilir. Bu nitroselilloz kagidi

kullanilacak alana gore birkag cm’lik disklere veya kare parcalara boliiniir.
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Gliserinle 1:1 oraninda karistirilmig kornea saklama soliisyonlart ile petri
kaplarina yerlestirilir. Amniyon membran taze kullanilabilecegi gibi dondurularak
aylar sonra kullanilabilir. Membran -20°C de bir aydan daha kisa siire, -80°C de
ise bir aydan daha uzun siire saklanabilmektedir. Kullanilmadan hemen 6nce 10
dakika siireyle oda sicakliginda silitilarak buzu ¢6ziiliir. Dondurulma ve ¢oztlme
islemlerinde epitel hiicreleri 6lmekte, sitokinler aktif olarak kalmakta ama
miktarinda azalma olmaktadir. Bu nedenle taze kullanimda allogreft rejeksiyonu

dondurulmaya gore biraz daha sik goriilmektedir (54-60).

2.9.2.3.2 Oftalmolojide amniyon membranin yeri

Oftalmolojide ilk olarak 20. yilizyilin ilk yarisinda 1940°da DeRotth
tarafindan konjunktiva hasarlari ve semblefaron tedavisinde koriyon tabakasi ile
birlikte kullanilmistir. Ancak AMT, Kim ve Tseng’in 1995 yilinda tavsan
kornealarinda epitelin total soyulmasi ve limbal lameller keratektomiyi takiben
okiiler yilizeyin tekrar olusturulmasi amaci ile uygulamalar1 sayesinde
glinlimiizdeki popiilaritesini kazanmistir. Takip eden yillarda oftalmolojide

amniyon membranin kullanildig1 alanlar giderek artmistir (54-60).

AMT, persistan epitel defektleri, limbal kok hiicre kaybi ile giden alkali
yaniklar, okuler skatrisyel pemfigoid ve Stevens-Johnson sendromu uzamis
okiiler yiizey inflamasyonu, kok hiicre ve bazal membranin hasar1 olup
keratoplastiye alternatif olarak uygulanabilmektedir. Amniyon membran epitel
yara iyilesmesini kolaylastirmakta ve uygun mikro ¢evre olusturarak limbal kok

hlcreleri desteklemektedir. Tibbi tedaviye cevapsiz persistan epitel defektleri,
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semptomatik bill6z keratopati ve bant keratopatide epitelyal iyilesmeyi
ilerletmek, agriy1 azaltmak i¢in konjonktival fleplere alternatif olarak amniyon

membran transplantasyonu uygulanabilir (54-64).

Glokom filtrasyon cerrahisinden sonraki bleb kagaklarin tamirinde
konjonktival ilerletmeye alternatif olarak tercih edilebilir. Ciddi kornea ya da
sklera Ulserlerinin tedavisinde, medikal tedavi basarisizligi ve persistan iilserasyon
(>3 hafta) gelistigi durumunda konvansiyonel cerrahi olarak amniyon membran
transplantasyonu keratoplastinin potansiyel komplikasyonlarindan kag¢inmak
amacl avantajli  secenektir. Konjonktiva tiimorii, yanik, pemfigoidde,
sembleferonda ve pterjium eksizyonu sonrasi konjonktiva alanin1 kapatmak i¢in

kullanilabilir (54-64).

2.9.2.3.3 AMT teknikleri

1) Yizey Greftleme (overlay greft):

Amniyon membran, etkilenmis defekti kapsamak amaciyla konjonktival
ylizeye ve kapak kenarina absorbable siitiirlerle yerlestirilir (54,55).

2) Intrastromal Greftleme (inlay greft):

Stromal bir defekte tikag yapmak amaciyla kullanilir. Uzerine sonradan tek
kat amniyon membran overlay teknigi ile ortiilebilir (54,55).

3) Patch Teknigi

Amniyon membran altinda reepitelizasyon gergeklesir ve zamanla

amniyon membran diiser. Membran epiteli ile kornea epiteli birbirine temas eden
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yiizler olacak sekilde bazal membran yiizeyi asagi olacak bigimde olan ortme
yontemidir (54,55).

4)  Greft Teknigi

Amniyon membran {izerinden repitelizasyon gerceklesir ve epitelyum ile
membran birlesir. Membran stromasi kornea epiteli ile temas eder. Hasarh
konjonktiva bazal membrani yerine amniyon membranin bazal membran1 gecer.
Bazal membran kornea ve konjonktivaya benzeyecek sekilde migrasyonu ve
okiiler yiizey epiteline baglanmay1 artirir. Kornea epitelinin membran altinda
blylmesine izin verir. Rejenere olan epitel iyilestikge membran okiiler yiizeyden

ayrilir (54,55).
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3. GEREC VE YONTEM

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali stogunda
bulunan BHV-1 (Cooper) referans susu ve MDBK hiicre kilturleri kullanilarak,
asiklovir ve amniyon membran etkinligi RT-PCR yoOntemi ile in vitro
arastirtlmistir. BHV-1, Alphaherpesvirinae alt ailesine ait HSV-1 ile genomik ve
biyolojik &zellikleri benzer bir virlstir ve hayvanlarda HSV-1’e benzer
enfeksiyonlara neden olmaktadir (65).

3.1 Hucre Kiiltiirii Hazirlanmasi

Hicre kaltar yontemi, -80°C ve sivi azotta donmus halde bulunan
hiicrelerin ¢oziilmesi, hiicrelerin pasaj yapilarak cogatilmasi, ekim yapilacak
siselerin hazirlanmasi, hiicre stogunun olusturulmasi i¢in hiicrelerin saklanmasi
gibi basamaklar1 igermektedir. Hicre Kultlri idamesi, Onceden hazirlanmis
gerektiginde kullanilmak tizere 6zel yontemlerle sivi azotta dondurulmus MDBK
hlcrelerin ¢oziilmesi ve tiretilmesi islemi ve hiicrelerin zarar gérmemesi i¢in hizli
sekilde yapild.

1) Igerisinde dondurulmus hiicre bulunan plastik krio tipler siv1 azottan
alind1 ve hemen 37°C lik su banyosunda zaman zaman karistirtlarak tam erime
saglanincaya kadar bekletildi.

2) Coziilen hiicre santrifiij tiiplerine alinarak 800-1000 devirde 5-10
dakika santrifuj edildi.

3) Siipernatant atilip, dipte kalan hiicreler tizerine %10 fetal dana serumu

(FDS) igeren gelisme besiyeri olarak Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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(DMEM) ilave edilerek doku kiiltiir siselerine aktarildi. Bir gln sure ile %5 COq li
etivde 37°C de inkibe edildi.

4) Hucrelerin  flask yuzeyine tutunup tutunmadigi doku Kkilturi
mikroskopu ile kontrol edildi ve Dimethylsilphoxide (DMSO)’in (donma
sirasinda hiicrelerin zarar gérmesini engelleyen) etkisini ortadan kaldirmak ve
6len hiicreleri uzaklastirmak i¢in, yeni %10 FDS iceren DMEM ile degistirildi.

5) Hiicre kiiltiirti siseleri %5 CO;, li etlivde 37°C de hiicreler tam tabaka
oluncaya kadar ya da ytizeyin en az %80-90’n1 kaplayana kadar inkiibe edildi.

3.2 MDBK Hucrelerinin Subkultird

1) Tam tabaka MDBK hicrelerinin (zerindeki ¢ogaltma besiyeri
dokuldii ve tripsin tzerinde inhibitor etkisi olan FDS’I tamamen gidermek icin,
steril dengeli tuz soliisyonu ile yikandi, 1-2 ml %0.25 tripsin ¢ozeltisi eklenir ve
hiicrelerin tamamen yiizeyden ayrilmasi i¢in flask, 37°C de 5 dk bekletildi.

2) Doku kiltirt mikroskopla, hucrelerin ylzeyden ayrilip ayrilmadigi
kontrol edildi.

3) Kaldirilan hicrelerin Gzerine tripsin aktivitesini durdurmak igin,
beklemeden %10 FDS iceren DMEM eklendi ve 10ml lik tek kullanimlik pipetle
iyice suspansiyon haline getirildi.

4) Suspanse edilen hicreler ml’sinde 50.000-300.000 (amaca gdre) hicre
bulunacak sekilde hiicre kiiltiirii flask ya da petrilere dagitildi.

5) Hiicre kiltiiri flasklarinin, 1/10 hacmine kadar besiyeri ve %10 FDS
ilave edildi. Hicreler %5CO; li etlivde 35-37°C de tam tabaka oluncaya ya da

%80-90’n1 kaplayana kadar inkibe edildi.
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3.3 Hiicrelerin Saklanmasi

Tam tabaka teskil etmis hiicrelerin saklanmasi, ¢6zme isleminin tersine
yavag yavas gerceklestirilmeli, hiicreler sivi azotta sicaklik kademeli olarak
disiiriilerek ve diisiik sicakilikta bekletilerek yerlestirilmelidir.

1) Tam tabaka MDBK hiicreleri tzerindeki gelisme besiyeri dokiildii,
Phosphate Buffered Saline (PBS) (pH 7,4) ve tripsin ¢6zeltisi ile yikandi.

2) Dort-bes ml tripsin ¢ozeltisi eklenir, bir dakika bekledikten sonra altta
Iml c¢ozelti kalacak sekilde ¢ozelti dokiildi ve hucrelerin yiizeyde tamamen
ayrilmasi igin flask, %5 CO; li etiivde 37°C de bir sire bekletildi.

3) 10-15dk sonra, doku kiltiri mikroskopla hiicrelerin siseden ayrilip
ayrilmadig1 kontrol edildi.

4) Kaldirilan hicrelerin Gzerine tripsin aktivitesini durdurmak igin
beklenmeden 10ml kadar %10 FDS iceren DMEM eklendi ve 10ml lik tek
kullanimlik pipetle iyice siispanse edildi.

5) Hicre suspansiyonu 50ml lik santrifiij tiipiine pipetle aktarilarak,
1000rpm’de 10 dk santrifij edildi.

6) Santriflij sonrasi istteki besiyeri dikkatlice atildi. Konsantrasyon 107
hiicre/ml olacak sekilde, FDS eklendi.

7) Uzerinde hiicre tipi, pasaj sayist ve dondurma tarihi yazili olan
kriotiplere 1.5ml olacak sekilde dagitildi. Sonugta her kriotiipte 10° — 2,5x10°
hiicre bulunacak sekilde hiicreler sulandirilmis oldu. 100’er pl olmak (zere
hlicrelere zarar vermeyecek sckilde DMSO ilave edildikten sonra dondurma

islemine gecildi.
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8) Dondurma islemi kademeli olarak yapildi; +4°C, 0°C, -20°C’de 2
saat, -80°C’de bir giin bekletildikten sonra, sivi azot tankina (-196°C) yerlestirildi.
Hdicreler -80°C’de 1 yil, s1v1 azot tankinda ise yillarca bekletilebilir.

3.4 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozelti ve Besiyerleri

3.4.1 Besiyerlerinin hazirlanmasi

MDBK hicreleri i¢in gelisme besiyeri olarak %10 FDS iceren DMEM,
saklama besiyeri olarak ise %2 iceren FDS iceren DMEM kullanildi. 500mlI’lik
DMEM besiyerine, 10ml streptomisin-penisilin ¢ozeltisi ile ¢ogaltma besiyeri
hazirlanacaksa 50ml, saklama besiyeri hazirlanacaksa 10ml FDS ilave edildi.
Besiyerini uygun pH 7,2-7,4’a getirmek icin 15 ml NaHCO3 ¢ozeltisi eklendikten
sonra, +4°C’de en fazla bir hafta saklanir.

3.4.2 FDS inaktivasyonu

FDS’nin, igerdigi kompleman sisteminin hiicre tiremesi iizerine olumsuz
etkisini ortadan kaldirmak ve varolan virGslerin inaktivasyonu icin serum
56°C’lik su banyosunda 30 dk bekletilerek inaktive edildi.

3.5 Hiicre Kiiltiirlerine Viriis inokulasyonu

Hicre kaltarlerinde virls inokiille etmek amaciyla 2 yontem
kullanilmaktadir;  Adsorbsiyonlu ve adsorbsiyonsuz inokulasyon. Biz
¢alismamizda BHV nin titresi yiiksek oldugu i¢in adsorbsiyonsuz ydntemi tercih
ettik.

1) Doku kiiltiirii siselerindeki hiicre iiretme vasati sisenin hiicresiz

tarafindan dokiildiikten sonra PBS ile yikandi.
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2) Ekimi yapilacak olan inokulumdan doku kiiltiirii sigsesinin hacmi ile
orantili olacak sekilde (sise hacminin 1/100’{) ekim yapildi.

3) Inokulumu takiben beklemeden hiicrelerin iizerine viriis iiretme vasati
ilave edilerek virtisin Gremesi icin 37°C lik etuvlere kaldirilda.

4) Hucreler her gin doku kdltird mikroskobunda virtis Gremesi
yonunden kontrol edildi.
3.6 Calisma Gruplarinin Diizenlenmesi

Calismada kullanilan amniyon membrani, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesinin dogumhanesinde Hepatit B-C, HIV, sifiliz testleri negatif olan gebe
kadinlarin elektif sezeryanla dogum sirasinda steril sartlarda alinan plesantadan
elde edildi. Plesanta icinde penisilin (50pum/ml), neomisin (100um/ml) bulunan
dengeli tuz soliisyonu ile yikanarak kan pihtilarindan ve fetal artiklarindan
temizlendi. Amniyon ve koryon basit kiint diseksiyonla birbirinden ayrilip,
koryon kismui atildi. Elde edilen amniyon membran daha sonra steril nitroseliiloz
kagidi iizerine epitel ylizeyi yukarida, stromal matriks ise kagit yilizeye yapisik
olacak yayildi. Bu nitroseliiloz kagidi Scm’lik boliindii. Gliserinle 1:1 oraninda
karistiritlmis kornea saklama soliisyonlar1 ile petri kaplarina yerlestirilip -80°C de
muhafaza edildi. Caligmada kullanilmadan hemen once 10 dakika siireyle oda
sicakliginda 1silitilarak buzu ¢oziildii.

Onceden hazirlanan -80°C’de dondurularak saklanan pasajlanmis devaml
(permanent) MDBK hicre Kkdltirleri hemen 37°C’lik su banyosunda hizla
eritildikten sonra hiicre dizisine uygun iiretme sivilari igine alinarak tek tabaka

Ureyinceye kadar etiivde bekletildi. Olii hiicrelerin giderilmesi icin besiyerleri
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%10 FDS ile degistirildi. Devamli hiicre kilturi ekimi 6 gozIu kaltir petrilerinde
Iml’de 100.000 hiicre olacak sekilde yapildi. Tim gozlere ekim sonrasi 3ml
gelisme besiyeri olarak 2x DMEM + CMC (Carboxymethylcellulose) eklendi..

Bu 6 g0zli hiicre kiiltiir petrileri 2 grup olacak sekilde gruplandirilda.
Birinci grupta 3 gdze sise hacminin 1/100°l olacak sekilde adsorbsiyona bagh
olmayan yontem ile BHV-1 (DKID50=10°) ekim yapildi. Ekim yapilan 3 goz
kaltar petrilerinin;

A. Amniyon membran gelisme besiyeri iizerini kaplayacak sekilde
kapatildi (VZ).

B. Amniyon membran yerlestirildikten sonra membran {izerine %3
asiklovir uygulandi (VZI).

C. Hiicre ve viriis ekimi {izerine sadece asiklovir uyguland1 (V1).

Amniyon membran ve asiklovirin hicreler (zerinde etkisini
degerlendirmek igin viriis ekimi yapilmayan sadece MDBK hiicresi iceren 2.
grupta ise 3 g6z hiicre kiltir petrilerden;

A. Hiucre besiyeri U(zerini kaplayacak sekilde amniyon membran
yerlestirildi (HZ).

B. Hiucre besiyeri Uzerine membran yerlestirildikten sonra %3 asiklovir
uygulandi (HZI).

C. Hiucre kiltiri besiyeri izerine sadece ilag uygulandi1 (HI).

Uygulamalardan sonra hiicre kultlr petrileri %5 CO; lik 37°C etlivde 48

saat inkiibe edildi. Inokulasyon sonrasi 24. ve 48. saatte tum kiltiirler doku
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kaltard mikroskobu sitopatik etki (CPE) icin kontrol edildi. Gerek CPE belirtileri
gosteren hicrelerden, gerekse diger gézlerden DNA ekstraksiyonu yapilarak RT-
PCR ile virls yuku 6lcimina takiben amniyon membran ve asiklovirin viris ve

hlcreler Uzerinde etkinligi degerlendirildi.

3.7 Real-Time PCR Kullanimi

Bu calismada ‘Rotorgene 6000 (Carbett Research, Avustralya)’ real-time
cihazina uyumlu ve TagMan problarin kullanildigr ‘Fluorojenik 5 Niikleaz
Yontemi’ prensibiyle kalitatif BHV-1 tespiti yapmaktadir. Herpes viriis tanisinda
RT-PCR, Black Hole Quencher-1, Quantitect Viris Kit (Qiagen, Almanya)

reaktifleri ile BHV-1 primer ve problar1 kullanildi.

Arastirmada kullanilan BHV-1 primer ve problar1 sadece bu ¢alisma igin

tasarlandi. Arastirmada CLCBio v5. software (Danimarka) kullanildi.

Primer ve prob dizinleri

Primer 1 5’-AGCTCCGGTTCTACGACATTG-3’
Primer 2 5’-CCCAGGCCCTGAAAGAAGTTG-3’
Prob FAM-CGTGGTCAAGACGGACGGCAATA-BHQ1

Bu primer cifti ile BHV-1 glikoprotein B kodlayan gen bolgesine ait 90
nt’lik bir bdlge amplifiye edildi. Reaksiyon toplam 25 pL hacimde

gerceklestirildi. Amplifikasyon reaksiyonu bilesimi agsagida sunuldu.
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Tablo 1: RT-PCR karisim reaktifleri ve birlesim oranlar1

Reaksiyon Bileseni Hacim (uL)
DNA 3
10x Reaksiyon tamponu 2,5
MgCl, 2,5
dNTP (10mM) 0,5
Primer 1 1
Primer 2 1
Prob 08
Hotstart Maxima Tagq DNA Pol. 0,3
Steril Distile Su 13,4
Toplam 25

Amplifikasyon amaciyla ornekler 95°C de 4 dakikalik 6n denatiirasyon

isleminden sonra, 45 kez 2 basamakli 1s1 dongiistine (95°C 15sn ve 55°C de 60sn)
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tabi tutuldu. Floresan isima tesbiti, islemin her siklusun 55°C deki baglama ve

uzama basamaginda otomatik olarak gergeklestirildi.

07 - .
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Sekil 11: 107,102,10° dilusyonel ve saf virlis konsantrasyonlarinda

yapilan RT-PCR analizinin amplifikasyon grafigi

Bir amplifikasyon grafigi, DNA ya da RNA’nin kantitatif 6l¢iimii i¢in
degerli bilgiler saglamakta olup kantitasyon i¢in 6nemli bir parametre olan Cr,
threshold floresan esigi gecen floresan yayan, kismi siklus sayisini belirtmektedir.
PCR’1n log-lineer fazinda exponential biiylime ile uyumlu floresan 1s1mada artis
vardir (38,39).

Optimizasyon amach vyapilan virus Orneklerinin 107, 102, 107
konsantrasyonlarina sulandirilarak ve saf viriisten kontrol grubuyla yapilan RT-
PCR analizinde, 6rneklerin Ct degerlerinin DNA konsantrasyonlari ile orantili bir
sekilde blytudigi gorilmektedir (Sekil 11). Exponentional fazda orneklerde
floresan yayilimi konsantrasyona bagli olarak azalmaktadir.
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Concertration

Sekil 12: Dillisyonel virus konsantrasyon RT-PCR analizinin standart egri grafigi

Seri olarak konstrasyonu bilinen dilue standartlarla standart bir egri
cizilerek kesin kantitasyon hesabi yapildi. Standart egri, Ct degerleri ile baslangi¢
viral DNA yiki arasinda lineer bir iliski ortaya koymaktadir. Yukarida belirtilen
standart egri grafi§inde konsantrasyon ile Ct degerleri arasinda lineer iliskinin

olmasi testi dogrulamaktadir (Sekil 12).

Tip Verilenkons Hespkons
(kopya/ml) (kopya/ml)
[ ] 1 Sandart 1842 LOOEHS  LOSEHS %33
1 2 Stndart 2198 LOOEH4  93TE403 %63
- 3 Standart 25,24 1,00E+03 LO3E+03 %33
- PK Pozitif 14,50 1,47E+06
Kontrol
Kontrol

Tablo 2: Amplifikasyon grafiginde belirtilen Ct sayisal degerleri ve yaklasik viral

DNAyukinin tabloda gosterimi
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Sekil 13: RT-PCR optimizasyonu yapilan virus sulandirmalarina ait agaroz
(%0.7) jel goruntaleri

Hat-1 ve 8; DNA Merdiveni (Fermentas, Litvanya), Hat-2; Bos,

Hat-3; BHV-1 DNA 10° sulandirma,

Hat-4; BHV-1 DNA 107 sulandirma,

Hat-5;BHV-1 DNA 10 sulandirma,

Hat-6; BHV-1 DNA saf sulandirma,

Hat-7; Negatif Kontrol

Virus sulandirmalarina ait agaroz jel sulandirma goriintiilerinde sagdan
sola dogru BHV-1 DNA konstrasyonu arttikga parlak goriinimiin arttig1
gorulmektedir (Sekil 13).

RT-PCR ile calisirken sirasiyla asagidaki islemler gerceklestirildi:

1) DNA ekstraksiyonun hazirlanmasi

2) RT-PCR hazirliklar

a.Plak dokimdniin yapilmasi ve cihazin hazirlanmasi

b.PCR reaktiflerinin ve PCR karisiminin hazirlanmasi

¢.PCR karisiminin, 6rneklerin ve kontrollerin 0.2 PCR tuplerine
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dagitilmasi
d. Tlplerin cihaza yerlestirilmesi ve RT-PCR’nin gergeklestirilmesi

3) Sonuglarin gozlenmesi ve degerlendirilmesi

3.7.1 DNA ekstraksiyonu

Viriis ekimi sonrasi etiive alinan hiicreler 24. ve 48. saatte CPE yodninden
doku kiltir mikroskopunda incelendi. CPE belirtileri gosteren ve diger

hlcrelerden DNA ekstraksiyonu yapilarak RT-PCR ile virus yiikii degerlendirildi.

1) 325ul BHV-1 viris 6rnegi alindi.

2) Esit hacimde (325ul) Denatlirasyon soltisyonu (soliisyon D) eklenerek
15 saniye vorteks uygulandi.

3) Karismmin iizerine 325ul Alkali Fenol ve 325ul Kloroform/izomilalkol
(24:1) eklendi ve karisima 15sn vorteks uygulandi.

4) Karigim santrifiij tiiplerine alinarak 12.000 rpm’de 10dk santrif(j
edildi.

5) Santriflyj tlpdndn Ostiindeki sividan 700ul ahindi1 ve yeni bir ependorf
tpine kondu.

6) Ependorf tiipiiniin {izerine esit hacimde (70Q1) -20°C de sogutulmus
Izopropil alkol ilave edildi.

7) Ependorf tiiptindeki karigiminin 1:10 hacminde Na acetate konuldu ve

karisim 10sn vortekslendi.
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8) Karigim -80°C de 1 saat bekletildi. Bir saat sonunda oda derecesinde
¢oziilmesi beklenen karisim ¢Ozildikten sonra 12.000 rpm’de 10dk santrifij
edildi.

9) Santriflij sonrasi tiipiin Gstiindeki sivi dikkatlice alindi ve alinan sivi
300ul %70 Etanol ile karistirilarak yikandi ve karigim 12.000 rpm’de 2-3dk
santriftj edildi.

10) Etanol aspire edildikten sonra oda derecesi veya 3 de kurutulan

pellet 20ul steril distile su ile resiispanse edilerek kullanilda.

3.7.2 RT-PCR hazirliklar1 ve ¢alismanin baslatilmasi

Deney tip protokoll ve cihazin hazirlanmasi i¢in 6ncellikle tup bilgileri
(6rnek ve kontrol dokimi) cihaza kaydedildi. Takiben deney tipi isaretlendi
(kalitatif) ve sonra her reaksiyon icin FAM ve BHQ-1 boyalari segildi. En son

olarak cihazin termal dongii programi ayarlandi.

PCR karistm hazirliginda tim islem basamaklar1 buz Ustlinde
gerceklestirildi. BUtun reaktifler tamamen cozduruldi ve c¢o6zulen reaktifler
vorteks cihazi ile iyice karistirildi. Tiip igeriklerinin dibe toplanmasi igin
mikrosantrifiij cihaziyla santrifiij edildi. Yapilan islemler esnasinda PCR karigim
igerigi, siddetli 1siktan uzak tutulmalidir. Karisim daha 6nce detayli tanimlandigi

sekilde hazirlandi.

PCR karisimi, ornek ve kontrollerin dagitilmasinda ise PCR tiipii

hazirland1 ve BHV-1 PCR karisimindan her 6rnek igin reaksiyon tiplerine 20ul
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PCR karigimi dagitildi. DNA ornekleri 5ul PCR karisgimina ilave edildi.
Reaktiflerin ttplerin dibinde toplanip toplanmadigi kontrol edildi. TUpun cihaza
yerlestirilmesi ve RT-PCR’nin baslatilmasi igin yapistiricili optik kaplayic ile
tiplerin Ustii dikkatlice kapatildi. Tipler bir tasiyict aparat dstiinde, tiip
bilgilerinin girildigi ve termal dongiiniin hazirlandig1 cihaza yerlestirildi ve cihaz

calistirildi.

RT- PCR analizi sonrasi sonuglarin gozlemlenmesi ve yorumlanmasinda
tiplerin hepsi isaretlenerek c¢ogalma egrileri gézlemlendi ve kontrol edildi.
Negatif kontrol tipleri kontrol edildi. Negatif kontrol tliplerinde kontaminasyon
olmasa bile, diisilk seviyede sinyal goriilebilir. Fakat genellikle bu sinyal
diizensizdir ve 0,2 esik degerinin altindadir. BUtin pozitif tiplere ait ¢ogalma
egrileri incelendi. Gergek pozitif ornekler, egrinin 0,2 esik degerini gecen
¢ogalma sinyali (FAM) veren 6rneklerdir. Pozitif ve negatif drnekler belirlendi ve
kaydedildi. Her 6rnek, FAM boya sinyali (hedefe 6zgl sinyal) agisindan kontrol
edildi. RT-PCR uygulanmasi ile bir FAM floresan sinyali saptandiginda analiz
sonucu pozitif olarak degerlendirildi ve virlis igeriyor olarak yorumlandi. Bir
FAM floresan sinyali saptanmadiginda ise analiz sonucun negatif oldugu ve 6rnek

virts icermiyor olarak belirtildi.
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4 BULGULAR

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali
laboratuvarinda yapilan ¢alisma, benzer olacak sekilde 6 kez tekrarlanmgtir. lk 3
deneyde benzer sonuglarin alindig1 goriildiikten sonra son 3 calismada ekimden 24
ve 48 saat sonra I. ve Il. gruplardaki hiicrelerden DNA ekstraksiyonu sonras1 RT-

PCR testine tabi tutuldu.

1.GRUP 2.GRUP

MDBK hiicresi ve BHV-1
Sadece MDBK hiicresi

A.PETRI CPE (+) CPE (-)

Sadece membran

B. PETRI CPE (+) CPE ()

Membran ve ilag

C.PETRI CPE (+) CPE ()

Sadece ilag

Tablo 3: 1. ve 2. gruplarda kultur petrilerinde goriilen CPE durumu
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Calismanin 24. ve 48. saatlerinde doku Kkiiltliri mikroskopla yapilan

incelemelerinde MDBK ve BHV-1 ekimi yapilan 1. grubun;

A. Sadece amniyon membran uygulanan petride CPE (+) (VZ)
B. Membran ve membran lzerine %3 asiklovir uygulanan petride CPE
(+) (VZI)

C. Sadece %3 asiklovir uygulanan petride de CPE (+) izlendi (V1).

Resim1: Doku kulttr mikroskopu ile CPE (+) durumu,

la: 24. saatte Vi’de CPE (+) durumu,

1b: 48. saate Vi’de CPE (+) durumu.
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Resim 2: Doku kiltir mikroskopu ile CPE (+) durumu,
2a: 24. saatte VZ’de CPE (+) durumu,

2b: 48. saate VZ’de CPE (+) durumu.

Resim 3: Doku kiltir mikroskopu ile CPE (+) durumu,

3a: 24. saatte VZI’de CPE (+) gériintiisii,

3b: 48. saate VZI’de CPE (+) gériintiisii.

CPE (+)’ligi izlenen kiltur petrilerinin Ucu 24. ve 48. saatte, bu
hiicrelerden viral DNA ekstraksiyonunu takiben ayr1 ayr1 olacak sekilde RT-PCR
uygulanarak viral yiik hesaplandi. Bdylece amniyon membranin asiklovire
gecirgenligi, amniyon membranin antiviral etkinligi ve asiklovirin etkinligi

degerlendirilmis oldu.
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Sekil 14: 1. ve 2. gruplarin RT-PCR analizinin amplifikasyon grafigi

Kantitatif amplifikasyon grafiginde Ct degerine gore VZ<VI<VZI seklinde
siralanma goriilmektedir (Tablo 4). Kalan diger tiim 6rnekler (PK harig) BHV-1
DNA’s1 yoniinden negatif olarak degerlendirildi. VZ 6rneginde pozitif kontrol
(PK) grubu ile ayn1 Ct degerine sahip olmasina ragmen VZ i¢in daha yogun 1s1ma
gorlilmektedir. Ct degerindeki bu benzer sonug, amniyon membranin viriis
replikasyonu iizerinde etkili olmadigim gostermektedir.Vi, VZI &rneklerinde
siklusa giren DNA yiikiinliin azalmasina bagli olarak, PK ornegine gore daha
yiiksek Ct degeri ve daha az floresan 1s1ma tespit edilmistir. Vi’de Ct degerinin
VZI’den biraz daha diisiik olmasi, iizerindeki membranin bir etkisinin olmadigini
diisiindiirmektedir. Diger taraftan VZI’de amniyon membranin ilaca bir bariyer
etkisinin de olabilecegi diisiiniildiigiinde Vi’de viral DNA yiikiiniin daha az
olmasi ve buna gore bagl olarak Ct degerinin daha ge¢ olmasi beklenebilir.

Ancak bu sonuca bakarak VZI 6rneginde 2 siklus gec girmesinde zarin etkili olup
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olmadigini degerlendirmek gii¢ olmaktadir. Bunun i¢in deney sayisinin artirilmasi

ve zaman noktalarinin daha genis perspektife yayilmas: onerilmektedir.

PK Pozitif 14,50

Kontrol

VZ Bilinmeyen 14,26

Vi Bilinmeyen 21,70

Vzi  Bilinmeyen 23,84

HZI  Bilinmeyen

- HZ Bilinmeyen

Hi Bilinmeyen

Tablo 4: 1. ve 2. gruplarin amplifikasyon grafiginde belirtilen Ct degerleri
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Amniyon membran ve asiklovirin hiicre lizerinde etkilerini degerlendirmek
icin kontrol grubu gibi olusturulan ve virlis ekimi yapilmayan sadece MDBK

hicresi iceren 2. grup kaltur petrilerinde;

A. Sadece amniyon membran uygulan petride CPE (-) (HZ)
B. Membran ve membran tzerine %3 asiklovir uygulanan petride CPE(-)

(HZI)

C. Sadece %3 asiklovir uygulanan petride de CPE (-) izlendi (HI).

Resim 4: 4a, 4b ve 4c’de doku kiltur
mikroskopu ile HZ, HZI ve Hi’nin
mikroskopik gorintisu

Ikinci grup tiim kiiltiir petrilerinde CPE (+)’ liginin goriilmemesi amniyon
membranin ve %3 asiklovir uygulanmasinin MDBK hiicreleri iizerinde sitotoksik

etkisinin olmadigi goriildii (Resim 4).
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Kantitatif amplifikasyon grafiginde HZ, Hi ve HZI &rneklerinde threshold
¢izgisini gecen flouresan 1stmanin goriilmemesi replikasyon siklusuna giren viral

yiikiin olmadigini gostermektedir (Sekil 14).
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4. TARTISMA

HSV-1, diinyada tek tarafli enfeksiydz korneal goérme kaybinin en sik
nedenidir (41,42,66). Cogunlukla HSV-2’nin neden oldugu neonatal okiiler herpes
disinda, okiiler herpes enfeksiyonun yaklagik %95’ine HSV-1 neden olmaktadir.
ABD ve Fransa’da HSV-1 okiler enfeksiyon insidansi yilda 100.000 kisi basina
yaklagik 8.4-13.2 yeni vaka gorulirken, rekiirrens yilda 100.000 kisi basina 20.7-

31.5 atak olmaktadir (42).

HSV’nin primer enfeksiyon belirtileri, siddetli konjonktivit ve korneal
lezyonlarla birlikte kutandz lezyonlar1 ve yaygin hastaligi kapsamaktadir. Klinik
enfeksiyonlarin ¢ogunlugu viriis ile primer temas sonrasi olmamakta, sekonder ya
da rekiirren hastalikta olusmaktadir. (41,67) Enfeksiyon, korneal skar ve
neovaskularizasyon olusumuna, devamli endotel disfonksiyonuna ve korneal
0deme, sekonder glokom ve katarakt gelisimine neden olabilmektedir (41,42).
Gormeyi tehdit eden okuler enfeksiyon kontrolinde, erken tami ve etkili

tedavisinin baglamasi1 énemlidir (68).

Okiler Herpes enfeksiyon tani asamasinda spesifik ve hizli laboratuvar
tetkikleri gerekmektedir. HSV’nin kultirden izolasyonu Herpes stromal keratit
tanisinda giivenilir ve spesifik olup altin standart olarak kabul edilmektedir (68).
Tan1 yontemleri arasinda énemli bir yer tutan hiicre kiiltiiriinde viriis izolasyonu,
duyarli ve 0zgiil bir yontem olmasina ragmen virus iiremesinin uzun zaman
almasi, 6zel laboratuvar donanimi ve yogun is giicii gerektirmesi, yOntemin

dezavantajlarindandir. Hiicre kultlriinde virtsiin tremesi ve hicrelerde sitopatik
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etkilerin goriilmesi uzun bir siire gerektirmektedir. Ayrica lezyonda viriis atilim
diizeyi, alman Ornegin kalitesi ve virlis transport kosullar1 virlis izolasyon
yonteminin duyarliligini  etkilemektedir (20,22). Herpes virlisu ile yukli
lezyonlarin taze olmasi ve hiicre kiiltiirline ekimin hemen yapilmasi izolasyon

sansini artirmaktadir (20,22).

Herpetik mukokutan6z lezyonlarda HSV tanisi icin hiicre kiiltiirii, altin
standart olarak kabul edilmesine ragmen son yillarda molekiiler tani
yontemlerinin gelismesi ile birlikte yerini molekiiler yontemlere birakmaktadir
(20,22). Yapilan son g¢alismalarda PCR’in mukokutanéz lezyonlarda HSV
saptanmasinin, hiicre kiiltiirine oranla %11-41 oraninda daha basarili oldugu
bildirilmistir (1,20,22). Literatiirde belirtilen ¢alismalarda PCR’in, kiiltiirden
negatif sonug¢ alinan incelemelerde de faydali oldugunu gostermekte, 6zellikle
HSV ensefaliti tamisinda BOS’dan virlis tamimlanmasina biiylik katki
saglamaktadir. Ornegin kontaminasyonunu engellemek i¢in alman onlemler ve
yontemde negatif kontroliin kullanilmasi yontemin duyarliligini arttirmaktadir
(17,20). Kullanilan PCR yontemlerinde is yiikii fazla, pahali ve kontaminasyona
acik olmasina ragmen yeni gelistirilen RT-PCR teknikleri, tam otomatik ve kapali
bir sistemde, diisiik kontaminasyon riski ile spesifik viriis tespitine olanak
saglamaktadir (26,30,69). RT-PCR’da amplifikasyon ve analiz birlikte
yapilmakta, DNA boyalar1 ya da floresan problar gibi analiz i¢in gerekli olan
reaktifler PCR karistmina amplifikasyondan once eklenir. Amplifikasyon
siiresince ayni tiip icinden ve aymi cihazda veriler toplanir. Ornek transferi, reaktif

eklenmesi olmayip ve onu takip eden reaksiyonlarda kapali bir ortamda
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gergeklestigi icin gerekli olan 1-2 haftalik siire PCR ile 1-3 giine azalmaktadir

(27,28,31).

Primer okuler HSV enfeksiyonu tipik olarak tek tarafli blefarokonjonktivit
ile karekterize olup folikuler konjonktival inflamatuar cevap mevcuttur. Primer
okuler HSV enfeksiyonlu hastalarda epitelyal keratit gelisebilir. Rekurren HSV
enfeksiyonu, duyusal gangliyonlarda latent virusun aksonlarda tasinmasi ile
duyusal sinir sonlanmalarinda aktivasyonu ile olusur (1). Rekirren hastaligin bir

nedeni olarak HSV’nin korneada latent kalabildigi diistiniilmektedir (1,70).

Rekilrren HSV enfeksiyonu herhangi bir okiler dokuyu etkilemesinin en
sik klinik belirtisi epitelyal keratit seklindedir. Tipik dendritik, dalli goriintimii
taniy1 koymada onemlidir. Stipheli vakalarda laboratuvar tanisi gerekebilir (41).
Herpetik Ulserasyonu olan vakalarin ¢ogu iyilesme gostermesine ragmen Yapilan
calismalarda herpetik epitelyal ya da Ulseratif keratit tedavisinde topikal antiviral
kullaniminin faydali oldugu gosterilmistir (16,71). Topikal trifluridin ile tedavi
edilen akut HSV keratitli hastalarda oral asiklovir tedavisinin stromal keratit ya da
iritis gelisimi tizerine etkisinin olmadig1 gosterilmistir (71,72). Yetiskinlerde
topikal antiviral tedaviye ek olarak sistemik asiklovir tedavisini uygulanmasinin
ek klinik etkisinin olmadig1 gosterilmesine ragmen (70), uyumun ve topikal tedavi
uygulamanin zor oldugu ¢ocuklarda sistemik asiklovir tedavisinin faydali oldugu

bildirilmistir (49).

Yiiksek gorsel morbiditenin eslik ettigi rekiirren HSV enfeksiyon formu

stromal keratit olup enfeksiy6z korneal korliigiin en sik nedenidir (41). HSV
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stromal keratit primer enfeksiyonunda %2 goriiliirken rekiirren hastalik
durumunda %20-60 arasinda degismektedir (42). Onceden HSV stromal keratit
Oykiisiiniin olmasi, sonradan stromal hastalik olusum riskini arttirmaktadir
(42,73). Nekrotizan ve nekrotizan olmayan HSV stromal keratitin glnimuzde
standart tedavisi, topikal kortikosteroid ve topikal antiviralleri kapsamaktadir (42).
HSV stromal keratit tedavisinde topikal kortikosteroid kullaniminin epitel ve
stroma iyilesmesini azaltmasi, ylzeyel viral enfeksiyonun yayginlasmasi,
mikrobiyal ikincil enfeksiyon olusmasi, stromal melting, glokom ve katarakt
olusum riskinin olmasina ragmen inflamatuar cevabi kontrol etmede ve
hastalarda semptomatik rahatlama saglamada yardimcidir (1).

HSV enfeksiyonlarmin tedavisinde birgok antiviral ilag gelistirilmistir.
Ancak kullanilan bu ilaglardan higbiri latent herpes virlsiine etki etmemektedir.
Okiler HSV enfeksiyonunda en cok tercih edilen asiklovir, potent ve spesifik bir
antiviral ajan olup g6z dis1 HSV enfeksiyonlarin profilaksi ve tedavisinde etkinligi
gosterilmistir ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Asiklovir, viriis ile enfekte hiicre
icinde viral timidin kinaz enzimi ile trifosfat formuna doniiserek viral DNA
zincirine girerek viris DNA sentezini sonlandirir (74). Asiklovir uygulanmasinin
erken doneminde, primer enfeksiyonu takiben virlis latansin1 azaltmaktadir ama
latent virlis eradikasyonunu saglayamamaktadir. Giinde 5 kez %3 oftalmik
asiklovir pomad kullanimi herpetik dendritik korneal Glserin %95-100’Unde 5-9
giinde iyilesme saglamaktadir. Tekli tedaviye cevap vermeyen herpetik diskiform
keratit ve nekrotizan keratitte antiviral tedaviye topikal steroid eklenmesi tedavi

etkinligini arttirmaktadir (48).
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The Herpetic Eye Disease Study (HEDS), herpes stromal keratit hastalik
tedavisinde anlagsmazliklar1 gidermek, fikir birligine varmak ve antiviral ve
antiinflamatuar ajanlar icin tedavi prensipleri belirlemek i¢in diizenlenmistir.
HEDS, cift kor, plasebo kontrolli, ¢ok merkezli ve prospektif bir klinik
aragstirmadir. Topikal antiviral trifluridine tedavisi uygulanan HSV stromal
keratitte verilen topikal kortikosteroidin etkinligini degerlendiren HEDS’de
kortikosteroidin plasebo grubuna gore stromal inflamasyon devamliligin1 ya da
progresyonu azalttigt ve HSV keratit siiresinde kisalma sagladigi goriilmiistiir
(75). Okller HSV rekiirrensini onlemede oral asiklovir kullanimi konusunda
birgok yaym olmasina ragmen HEDS sonuglarina gére okller HSV hastalik
oykist olan hastalarda uzun donem supresif oral asiklovir tedavisinin
(400mg/giin/12 ay) uygulanmasinin, okiiler HSV hastalik ve orafasial HSV
enfeksiyon rekurrensini dnlemektedir (76,77).

Topikal kortikosteroid ve trifluridine alan aktif HSV stromal keratitli
hastalarda oral asiklovir tedavi etkinliginin degerlendiren HEDS sonucunda
plasebo grubuna gore tedavide basarisizlik, iyilesme orani ve 6. ayda gdrme
keskinligi agisindan anlamli fark gésterilememistir (78).

Lairson ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada uzun dénem oral asiklovir
tedavisinin cost-effektif olmadig1 ve bazi 6zel vakalarda uzun dénem tedaviye
edilmesi gerektigini bildirmektedir. Uzun dénem oral asiklovir tedavisinin, HSV
g6z hastaligi olan tiim hastalar yerine gérmeyi etkileyen rekurrensler, sik ataklar
ya da okiler herpese bagli yasam kalitesini azaltan durumlarda kullanilabilecegi

belirtilmektedir (79).

109



Stromal Ulserasyon ve incelme gelisimi ve perforasyon, gorme kaybina
neden olabilecek HSV stromal keratitinin ciddi komplikasyonlaridir. Tedavisinde
anti-inflamatuar tedavi, yogun lubrikasyon, tarsorafi, bandaj kontakt lens ya da
doku yapistiricist uygulanabilir. Ayrica alternatif tedavi olarak AMT tercih
edilebilir (1,54-58). Amniyon membranin, iilserasyonun eslik ettigi ya da etmedigi
persistan epitel defekti tedavisinde bir bazal membran gibi basarili bir sekilde
kullanildigr  bildirilmistir. Cesitli nedenlere bagh kiiclik c¢apli korneal
perforasyonlarda (<3mm), medikal tedaviye direncli perfore olmayan ve persistan
(>3 hafta) derin korneal Ulser, enfeksiy6z korneal keratit ve abse tedavisinde
PK’ya alternatif olarak medikal tedavi ile birlikte uygulanabilir (54-59). Bir
calismada iilseratif nekrotizan herpetik keratitli farelerin tedavisinde amniyon

membranin anti-inflamatuar 6zellikler sergiledigi gosterilmistir (42).

Heilingenhaus ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada topikal antiviral ve
lubrikan tedaviye cevapsiz rekiirren iilseratif nekrotizan HSV keratiti olan 5
hastaya AMT uygulanmistir. Postoperatif topikal %0.1 dexamethasone ve oral
asiklovir tedavisi verilmistir. AMT takiben ortalama 16.8 giin (7-28) sonra tim
stromal {lserlerin iyilestigi bildirilmistir. Bes hastanin 4’{inde postoperatif

gormede snellen eseline gore 2 ve daha fazla sira artis gozlenmistir (4).

Mencucci ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada ise antibiyotik
(3,20,30mg/ml konsantrasyonlarda netilmisin 5-300 dakika) ile inkibe edilen
amniyon membranlarin ve antibiyotiksiz ortamda bekletilen membranlarin {izerine

Staphylococcus epidermidis eklenmis ve sonucunda inhibisyon zon 6l¢imi
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yapilarak in vitro olarak membranin bakteri {iremesini inhibisyon etkisi
arastirmiglardir. Calismada sonuc¢ olarak antibiyotikli ortamda bekletilen
membranlarin bakteri liremesini 6nledigi izlenmistir. Membranin antibiyotigi hizli
absorbe ettigi ve antibiyotik alimmin doza bagimli olmadigi gorilmiistdr.
Membrandan ila¢ salinimi oldugu ve membranin antibakteriyel etkisi en az 3 giin

stirdiigii bildirilmistir (80).

Shi ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise topikal ve sistemik antiviral
tedaviye ragmen 2 haftadan uzun siiren nekrotizan korneal iilserasyonu olan 15
AMT ile birlikte antiviral ve kortikosteroid tedavisi uygulanmistir. Calismada 7-
13 ay izlem sonunda 14 g6zde (%93) 2 hafta sonunda santral ve parasantral tlser

iyilesmesi ile gérmede 2 ve daha fazla snellen sira artis1 oldugu bildirilmistir (5).

Tedaviye direncli HSV stromal keratit ve komplikasyon tedavisinde AMT
ve mevcut topikal antiviral tedavi ve steroid tedavisi birlikte uygulanabilir.
Amniyon membranin ilaca gecirgenligi ve viral DNA yiikiiniin degerlendirilmesi
amaciyla planlanan ¢alismamizda viriis inokulasyonu takiben amniyon membran
yerlesimi ve iizerine asiklovir uygulanmasi sonrast yapilan RT-PCR analizinde
viral DNA yiikiin sadece ila¢ uygulanan petri goziine yakin olmasi, membranin
bariyer etkisinin olmadig1 seklinde kesin yorumlamak zordur. Yani membran ilaci

geciriyor diye belirtmek guctar.

Klinik uygulamalarda uygulanan medikal tedaviye ek olarak membranin
lezyon {izerinde, biinyesinde bulundurdugu ve salgiladig1 faktorlerin etkisinin ya

da bir bazal membran etkisinin de klinik tablonun dizelmesinde etkili
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olabilecegini disiinebiliriz. Hayvan Kkeratit modeli olusturularak amniyon
membran ve ila¢ uygulanmasini takiben klinik diizelmenin incelenmesi ile birlikte
korneal Ornekte RT-PCR calisilarak korneada viral yiik analizi yapilabilir.
Boylece tedavi etkinligi degerlendirilebilir ve viriisiin korneada klinik diizelme

sonrasli latent kalmasi kontrol edilebilir.
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6. SONUC

Insan amniyon membranmn ve asiklovirin hiicre kiltirinde hiicreler
izerinde sitotoksik etkisinin olmadig1 goriildii. Amniyon membran ve asiklovirin
ek veya beraber uygulandigi hiicre-viriis kiiltiiriinde CPE (+)’ligi goriilmesi ile
birlikte yapilan RT-PCR viral DNA yiik analizi ile amniyon membranin tek
basina antiviral etkinliginin olmadigi izlendi. Amniyon membranin ilag ile
kombine uygulanmasinda membranin ilaca bariyer etkisinin olmadigin1 kesin
olarak belirtememekle beraber deney sayisinin ve yayilan zaman diliminin
arttirilmas1 gerekmektedir. Ayrica hayvan g¢alismalarinda benzer uygulamanin
tekrarlanip amniyon membranin ve asiklovirin klinik iizerine etkisinin

degerlendirilmesi uygun olacaktir.
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8. OZET

BHV-1 iLE ENFEKTE HUCRE KULTURUNDE ASIKLOVIiR VE
INSAN AMNiYON MEMBRAN ETKINLIGININ VE VIRAL DNA
YUKUNUN REAL-TIiME PCR iLE DEGERLENDIRILMESI

HSV, korneal hastaligin ve goérme kaybinin en 6nemli nedenlerinden
biridir. Yiikksek prevelansa ragmen rekiirrens yapist  ve  korlestiren
komplikasyonlarinin mekanizmas1 net degildir. Gormeyi tehdit eden okiiler
enfeksiyon kontrolinde erken tani ve tedavi 6nemlidir. Antiviral tedavilerle klinik
diizelme saglanmasina ragmen bu ilaglarin latent Herpes viriisiine etki
etmemektedir.  Siddetli  vakalarda  alternatif  tedavi  olarak = AMT
uygulanabilmektedir. Bu g¢alismanin amaci, Herpes virlis ve hiicre kiiltiirlinde
asiklovir ve amniyon membran etkinliginin Real-time PCR ile viral DNA yik

analizi yapilarak degerlendirilmesi amaglanmistir.

Calismamiz Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim
Dal1 laboratuvarinda yapilmigtir. MDBK hiicre kiiltiirleri ve BHV-1 suslari
kullanilmustir. ki grup olusturularak 1. gruba hiicre kiiltiiriine adsorbsiyonlu viriis
inokulasyonunu takiben kiltur petrilerine amniyon membran, asiklovir tek ya da
kombine uygulandu. Ikinci grupta ise viriis inokulasyonu yapilmadan sadece hiicre
kilturine benzer uygulamalar yapildi. Membran ve ilacin uygulanmasini takiben
24. ve 48. saatte CPE (+)’ligi agisindan doku kiiltiirii mikroskobu ile incelendi.
CPE (+)’ligi goriilen 6rneklerden DNA ekstraksiyonu sonrasi Real-time PCR ile

viral DNA yiik analizi yapildi.
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Analiz sonunda Ct degerinin VZ<VI<VZI seklinde oldugu goriildii. Bu,
membranm antiviral etkisinin olmadigini gdstermektedir. VZI’de membranin bir
bariyer etkisinin olmadigini belirtebilmek i¢in deney sayisinin ve zaman diliminin
arttirilmas1  gerekmektedir. Ayrica asiklovir ve membranin hicreler (zerinde

sitotoksik etkisinin olmadig1 goriildii.

Sonug olarak calismanin amniyon membran ve asiklovir birlikteliginin
klinik etkisinin degerlendirilmesi i¢in hayvan ¢alismalarina uygulanmasi uygun

olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Amniyon membran, asiklovir, Herpes simpleks virls

keratit
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9. SUMMARY
EVALUATION OF ACYCLOVIR AND HUMAN AMNIOTIC
MEMBRANE EFFICIENCY ON BHV-1 INFECTED CELL CULTURE

AND VIRAL DNA LOAD WITH REAL-TIME PCR

HSV is one of the most important causes of corneal disease and loss of
vision. Despite of high prevalance, mechanisms of reccurence and blinding
complications are not obvious. Early diagnosis and treatment is important in the
control of vision threatening complications. Clinical improvement can be
achieved by antiviral treatment but they are not effective in the latent Herpes
infections. In severe cases AMT is an alternative treatment choise. The aim of this
study was to evaluate the effect of acyclovir and human amniotic membrane on

herpes virus culture by analysis of viral DNA with RT-PCR.

This study was conducted in Ankara University Veterinary Faculty
Virology Department laboratory. MDBK cell culture and BHV-1 types were used.
Out of two groups the first culture group was inoculated by absorbted virus and
then amniotic membrane, acyclovir or both were added. In the second group virus
inoculation wasn’t done, only applications similar to cell cuture were performed.
After mebrane and drug application, culture was evaluated on 24th and 48th hours
for CPE positivity with tissue culture microscope. In CPE (+) samples DNA was

extracted for viral DNA analysis by real time PCR.

After analysis Ct was found as VZ<Vi<VZI. This shows that membrane

has no antiviral effect. To show the barrier activity of membrane in VZI, samples
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and study time must be increased. Also no cytotoxic effect of membrane and

acyclovir on cells was seen.

In conclusion, animal studies performed to evaluate the clinical effect of

amniotic membrane and acyclovir.

Key Words: amniotic membrane, acyclovir, Herpes simplex virus keratitis
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