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OZET

Magin M. Herpetik stromal keratit tamis1 diisiiniilen hastalarin gézyasinda PCR yontemi
ile Herpes simleks viriis tip 1 tespitinde gozyas1 toplama yontemlerinin karsilastirilmasi. Van
Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah, Tipta Uzmanhk Tezi,
Van, 2025.

Herpes simpleks keratiti, gelismis olan {ilkelerde korneal korliiklerin en sik
nedenidir. Rekiirren okiiler HSV'nun %20-61'ini olusturan Herpetik stromal keratit,
HSV tip 1’in korneanin stromasinda enfeksiyona neden oldugu bir durumdur Bu
caligmada, herpetik stromal keratit (HSK) tanis1i diisiinlilen hastalarda HSV-1
DNA’sinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile tespiti amaciyla kullanilan ii¢ farkli
gozyast ornekleme yonteminin (kapiller tiip, Schirmer kagidi, siiriintii cubugu) tanisal

dogruluklarinin karsilagtirilmast amaglanda.

Mart 2024 — Mart 2025 tarihleri arasinda Van Yiiziincii Y1l Universitesi Dursun
Odabas1 Tip Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na G6z Hastaliklar1 Klinigi tarafindan
yonlendirilen, herpetik stromal keratit (HSK) 6n tanisi konulan hastalar ¢alismaya dahil
edilmistir. Toplam 46 hastadan, li¢ farkli gozyas1 o6rnekleme yontemi ile es zamanl
ornekler alinmis ve tiim Orneklerde HSV-1 varligi, Bioeksen firmasi tarafindan
gelistirilen  Bio-Speedy®  Go6z  Enfeksiyonlar1 qPCR  Paneli  kullanilarak
degerlendirilmistir. Klinik tani, referans (altin standart) olarak kabul edilmistir. Elde
edilen veriler dogrultusunda 6rnekleme yontemlerinin tanisal performanslari; duyarlilik,
ozgiilliik, pozitif prediktif deger (PPV) ile analiz edilmis; yontemler arasi tanisal uyum
ise Cochran’s Q testi, McNemar testi ve Cohen’s Kappa istatistigi ile karsilagtirmali

olarak degerlendirilmistir.

HSV-1 PCR pozitiflik oranlar1 siiriinti gubugu (%26.1), kapiller tiip (%23.9) ve
Schirmer kagidi (%21.7) yontemlerinde benzer diizeyde bulundu. Tedavi alan
hastalarda pozitiflik oranlarinin azaldigi gozlendi. Niiks gegiren olgularda, ozellikle
stirtintii gubugu yonteminde, daha yiiksek pozitiflik oran1 ve daha diisiikk Cq degerleri

izlendi. Tiim yontemler arasinda yiiksek diizeyde tanisal uyum (Kappa > 0.8) saglandi.



Non-invaziv gozyasi Ornekleme yontemleri, HSK tanisinda kabul edilebilir
tanisal performans sunmaktadir. Siiriinti cubugu yontemi, ozellikle niiks gegiren
hastalarda daha yiiksek tani basaris1 saglayabilir. Tedavi ge¢misi ve niiks oykiisii, PCR

testlerinin pozitiflik oranlarin etkileyebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Herpetik Stromal Keratit; PCR; Gozyast Ornekleme Yontemi;
Kapiller Tiip; Schirmer Kagidi; Siirtintii Cubugu
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ABSTRACT

Magin M. Comparison of Tear Collection Methods for Herpes Simplex Virus Type 1
Detection via PCR in Patients Suspected of Herpetic Stromal Keratitis. Van Yiiziinci Yil

University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Medical Specialization

Thesis, Van, 2025.

Herpes simplex keratitis is the leading cause of corneal blindness in developed
countries. Herpetic stromal keratitis (HSK), which accounts for 20-61% of recurrent
ocular HSV infections, is characterized by HSV type 1 infection of the corneal stroma.
This study aimed to compare the diagnostic accuracy of three different tear collection
methods—capillary tube, Schirmer strip, and swab—for the detection of HSV-1 DNA

via polymerase chain reaction (PCR) in patients clinically suspected of having HSK.

Between March 2024 and March 2025, patients with a preliminary diagnosis of
HSK referred to the Microbiology Laboratory of Van Yiiziincii Y1l University Dursun
Odabas1 Medical Center by the Department of Ophthalmology were enrolled.
Simultaneous tear samples were collected using all three methods from a total of 46
patients. HSV-1 presence in all samples was evaluated using a real-time PCR assay.
Clinical diagnosis was considered the reference standard. Diagnostic performance—
including sensitivity, specificity, and positive predictive value (PPV)—was calculated
for each method. Comparative analysis among the sampling techniques was performed

using Cochran’s Q test, McNemar’s test, and Cohen’s Kappa statistic.

HSV-1 PCR positivity rates were similar across methods: 26.1% for swabs,
23.9% for capillary tubes, and 21.7% for Schirmer strips. Lower positivity rates were
observed in patients with prior antiviral treatment. In recurrent cases, especially those
sampled with the swab method, higher positivity rates and lower Cq values were noted.

Substantial agreement was found between all three methods (Kappa > 0.8).

Non-invasive tear collection techniques demonstrated acceptable diagnostic
performance in detecting HSV-1 in suspected HSK cases. The swab method may offer
superior diagnostic yield in patients with recurrent disease. Prior treatment history and

recurrence status may influence PCR test positivity.
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Keywords: Herpetic Stromal Keratitis; PCR; Tear Sampling; Capillary Tube;
Schirmer Strip; Swab Method
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1. GIRIS VE AMAC

Herpes simpleks keratiti, gelismis olan iilkelerde korneal korliiklerin en sik
nedenidir. Herpes simpleks virusu (HSV) asemptomatik veya aktif hastaliga neden
olabilen patojen bir ajandir. Virlis spesifik antijenin farkliligina goére 2 tipe
ayrilmaktadir; HSV tip 1 ve HSV tip 2. Goz tutulumu genellikle tip 1 HSV'ne bagh
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Herpes viruslar1 latent infeksiyona neden olabilme
kapasitesine sahiptir, korneal hastalik siklikla latent enfeksiyonu takiben ortaya
cikmaktadir. HSV, en yaygin olan1 herpetik stromal keratit (HSK) olan ¢ok sayida
okiiler hastaliktan sorumludur. HSK, su anda potansiyel olarak kor edici bir hastalik

olarak kabul edilmektedir (Wang ve ark., 2020).

Rekiirren okiiler HSV enfeksiyonunun %20-61'ini olusturan Herpetik stromal
keratit, HSV tip 1’in korneanin stromasinda enfeksiyona neden oldugu bir durumdur (Li
ve ark., 2024). HSV-I’in stromaya ulasmasi sonucunda tetiklenen immiin yanit,
tekrarlayan inflamasyon ataklariyla korneal skarlasma ve kalic1 opasiteler olusturabilir.
Bu da gorme keskinliginde ciddi azalmaya ve monokiiler korliik gibi kalici sonuglara
yol acabilir (Bagga ve ark., 2020; McCormick ve ark., 2022). Bu nedenle HSV'nin
oftalmik formlari, yalnizca enfeksiyon diizeyinde degil, halk sagligi baglaminda da

onemli bir tehdit olusturmaktadir.

HSV-1’e bagh oftalmik enfeksiyonlar, klinik seyir bakimindan genellikle iki
ayr1 evrede degerlendirilmektedir: ilk atak ve niiks eden enfeksiyon. Ilk atak genellikle
primer enfeksiyona igaret ederken, niiksler viriisiin reaktivasyonu sonucu ortaya ¢ikar ve
daha agir seyir gosterebilir. Niikslerde korneal doku, daha onceki inflamasyon
ataklarindan etkilenmis oldugundan, klinik bulgular daha belirgin ve tahrip edici
olabilir. Niikslerin her biriyle birlikte gérme kayb1 riski artmakta, bu nedenle bu formun

izlenmesi ve tanisal dogrulugunun artirilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir (Biike, 2017).

HSV-1'in seroprevalans1 ABD'de %50'in {izerinde, Almanya'da ise %75'in
tizerindedir. Diinya ¢apinda yaklagik 10 milyon insanda herpetik goz hastalig1 olabilir.
Herpes keratitinin kiiresel insidanst (yeni hastalik orani), her yil 40.000 yeni ciddi



monokiiler gérme bozuklugu veya korlik vakasi dahil olmak iizere yaklagik 1,5
milyondur. Gelismekte olan {ilkelerdeki kornea iilserlerinin %60 kadar1 HSV’den
kaynaklanmaktadir (Ahmad ve ark., 2024). Tiim bu veriler, hastaligin hem bireysel hem

de toplumsal saglik agisindan dikkate deger bir sorun olusturdugunu gostermektedir

Tanida en sik bagvurulan yontem klinik degerlendirmedir (Hoarau ve ark.,
2023). Ancak oOzellikle atipik olgularda veya ilk atak ile niiks ayriminin net
yapilamadig1r durumlarda laboratuvar destekli tani testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
HSV tanisinda kullanilan testler arasinda viral kiiltiir, antijen tespiti, serolojik yontemler
ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yer almaktadir. PCR, dogrudan viral DNA'y1
hedef almas1 ve yiiksek ozgiilliik ile duyarlilik sunmasi nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir.
Ayrica, ornek miktarinin az olmasi ve sonuglarin hizli elde edilmesi gibi avantajlar,
PCR'yi klinik uygulamada son derece pratik kilmaktadir. Bu nedenlerle, PCR
giinimiizde HSV-1 enfeksiyonlarinin tanisinda en giivenilir yontemlerden biri olarak

degerlendirilmektedir (Lee ve ark., 2013; Erdem ve ark., 2020).

PCR tabanl testlerin basarisi, biiylik 6lgiide ornekleme teknigine ve materyal
kalitesine baglidir. Korneal kazint1 6rnegi tanisal acidan avantajli olsa da, invazivligi
nedeniyle hem hasta konforu hem de klinisyen pratigi agisindan bazi sinirlamalara
sahiptir. Uygulama esnasinda steril ¢aligma kosullarinin saglanmasi, teknik beceri
diizeyi, hastanin 1is birligi ve potansiyel komplikasyonlar, yontemin etkinligini
sinirlayan faktorler arasindadir. Ayrica bazi olgularda, epitel tabakasinda meydana
gelen hasar, testin dogrulugunu etkileyebilecek travmatik etkilere yol agabilir (Satpathy
ve ark., 2011).

Bu simirlamalar dogrultusunda, son donemlerde gozyasi temelli 6rnekleme
yontemleri daha fazla dikkat ¢cekmeye baslamistir. Gozyasi, invaziv olmayan bir
biyolojik sivi olmasi nedeniyle, hasta acisindan daha konforlu ve kolay bir sekilde
toplanabilir. Ancak bu 6rnekleme yonteminin tanisal basar1 diizeyi, kullanilan toplama
teknigine gore degisiklik gosterebilir. Yapilan ¢alismalarda, HSV-1 viriisiiniin gézyasi
orneklerinden PCR yoluyla tespit oranlarimin %20 ila %37 arasinda degistigi
belirtilmistir (Hoarau ve ark., 2023). Bu oranlardaki degiskenlik, ¢ogunlukla farkli

ornekleme yaklasimlarindan kaynaklanmaktadir. En yaygin {i¢ gozyasi toplama



yontemi: Kapiller tlip ile dogrudan sivi g¢ekilmesi, Schirmer test kagidi ile sivinin
emdirilmesi, Steril siiriintii cubugu ile konjonktival yiizeyden 6rnek alinmasidir. Ancak,
bu tekniklerin birbirlerine gore tanisal avantajlarini dogrudan karsilastiran calisma

sayist sinirlidir.

HSK tamisinda kullanilan tani yontemlerinin dogrulugu, hasta yonetimi ve
epidemiyolojik degerlendirmeler acisindan kritik 6nem tagimaktadir. Bu arastirmada,
HSK 6n tanis1 konmus olgularda, HSV-1’in PCR yo6ntemiyle tespiti i¢in ii¢ farkli non-
invaziv gozyasi ornekleme yontemi (kapiller tiip, Schirmer kagidi ve siiriintii ¢ubugu)
sistematik olarak karsilastirilmistir. Klinik degerlendirme ile dogrulanmis vakalar altin
standart olarak kabul edilerek, her yontemin tanisal dogrulugu duyarhilik, 6zgiilliik ve

uyum katsayis1 gibi parametreler iizerinden analiz edilmistir (Hoarau ve ark., 2023).

Literatiirde, HSV-1 enfeksiyonunun tanisinda kullanilan gozyasi 6rnekleme
tekniklerini dogrudan karsilagtiran ¢alismalarin siirli olmasi nedeniyle, bu arastirma
klinik pratikte optimal tan1 yonteminin belirlenmesine katki saglamay1 amaclamaktadir.
Elde edilen bulgularin, klinisyenlerin hasta konforunu en iist diizeye c¢ikarirken
giivenilir tanisal sonuglar saglayan yontemleri se¢mesine yardimei olmasi
beklenmektedir. Ayrica, tani silireclerinde standardizasyonun saglanmasi ve test
performanslarinin optimize edilmesine yonelik ileride yapilacak aragtirmalara temel

olusturmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Herpes Simpleks Viriis (HSV) hastaliklar1 ¢ok uzun zamandir bilinmektedir.
"Herpes" terimi, Yunanca'da "slirinmek" anlamma gelen "herpein" kelimesinden
tiiretilmistir ve virlisiin sebep oldugu dokiintiilerin karakteristik yayilimini ifade eder
(Holland ve ark., 2005). Herodotus, agizda atesle birlikte goriilen lezyonlar ve
dudaklarda olusan vezikiiller arasindaki baglantiy1 "herpes febralis" olarak adlandirmis
ve herpes enfeksiyonlarinin belirtileri 18. ve 19. yiizyillarda detayli bir sekilde
tamimlanmigtir. Vidal, 1893 yilinda insanlar {izerinde yaptig1 deneyler ile HSV'nin
bulasici oldugunu ve insandan insana gegisin olabilecegini ortaya koymus olup Gruter
ise 1922'de herpes keratitis ve labialis lezyonlarindan aldig1 6rnekleri tavsan korneasina
inokiile ederek viriisii izole etmeyi basarmistir (Roizman ve ark., 2005). Andrew’s ve
Carmichael 1930°da HSV’ye karsi nétralizan antikorlarin varligini daha once enfekte
olmus eriskinlerin kaninda gostermisler ve sadece boyle kisilerde tekrarlayan herpetik
hastaligin meydana geldigini bulmugslardir. Lipschiitz 1948 yilinda HSV tipleri arasinda
antijenik farklarin oldugunu 6ne stirmiistiir. 1968 yilinda Nahmias ve Dowdle tarafindan
iki farkli antijenik tipin varligi kesin olarak bulunmustur. Birka¢ yil sonra bu iki
arastirmaci, viriisiin izole edildigi anatomik bolgenin genellikle antijenik tipte uygunluk
gosterebilecegini gozlemisler ve HSV-1’in siklikla genital olmayan bolgelerde, HSV-
2’nin genital enfeksiyonla iligkili oldugunu bildirmislerdir (Jerome ve Ashley, 2003;
Pellet ve Roizman, 2007).

2.2. Smmiflandirma

Herpesviriisler, Uluslararast  Virus Taksonomi Komitesi (Intemational
Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV) tarafindan, Herpesvirales takiminda yer
alan  Herpesviridae,  Alloherpesviridae =~ ve  Malacoherpesviridae  ailelerinde
siiflandirilmaktadir (Szpara ve ark., 2014). Alloherpesviridae ve Malacoherpesviridae
ailelerinde balik, amfibya ve cesitli deniz kabuklularin1 enfekte eden herpes viriisleri
bulunurken, Herpesviridae ailesinde memeli, kus ve siirlingenleri enfekte eden 100'in

iizerinde herpes viriisii tanimlanmigtir. Bu virlisler arasinda insanlarin primer konak



olarak yer aldigt Herpes simplex viriis (HSV), Varicella Zoster viriis (VZV),
Sitomegaloviriis (CMV), Human herpes virus 6 (HHV-6), Human herpes virus 7 (HHV-
7), Epstein Barr viriisii (EBV), Human herpes virus 8 (HHV-8) ve nadiren insanlari
enfekte eden maymun herpes B viriisii yer almaktadir. Herpesviridae ailesi liyeleri,
basta hiicre tropizmleri olmak tizere, cesitli biyolojik dzelliklerine gore ti¢ alt ailede
smiflandirilir: Alfaherpesvirinae, Betaherpesvirinae ve Gammaherpesvirinae (Tablo 1)

(Cohen, 2015; Hasdemir, 2017).

Alfaherpesvirinae: Bu alt aileye iiye viruslar, genis konak hiicre spektrumlari
ve kisa replikasyon dongiilerine sahiptirler. Ayrica hiicre kiiltiirlerinde hizla tireyip
belirgin sitopatik etkiler olusturan ve latent enfeksiyonlarinin duyu gangliyonlarinda
goriildiigii viriisler olarak tamimlanir. insan, maymun, tavsan, fare ve bircok hayvan
tirtiniin epitel hiicreleri ve fibroblastlarin1 enfekte ederler. Herpes simplex virus 1
(HSV-1), HSV-2 ve VZV insanlar enfekte eden alfa herpes viruslardir. Bu viriisler,
sirastyla insan herpes viriisii 1, 2 ve 3 (HHV-1, HHV-2 ve HHV-3) olarak da
adlandirilmaktadir (Cohen, 2015; Hasdemir, 2017).

Betaherpesvirinae: Bu alt aile, tiikiiriik bezlerinin inkliizyon viriislerini igerir.
Konak spektrumlar1 olduk¢a smirlidir ve replikasyon dongiilerinin uzunlugu, bu
viriislerin karakteristik bir ozelligidir. Hiicre kiiltlirlerinde yavas iiretilirler ve alfa
herpes viriislerine kiyasla daha az belirgin sitopatik etki gosterirler, ancak enfekte
ettikleri hiicrelerde genisleme (sitomegali) meydana gelir. Latent enfeksiyonlari
genellikle salgit bezlerinde, lenforetikiiler hiicrelerde ve bobreklerde goriiliir. Bu
gruptaki insan herpesviriisleri arasinda Sitomegaloviriis (Human herpes virus-5),
Human herpes virus-6A (HHV-6A), Human herpes virus-6B (HHV-6B) ve Human
herpes virus-7 (HHV-7) yer almaktadir (Cohen, 2015; Hasdemir, 2017).

Gammaherpesvirinae: Bu alt aile, T veya B lenfositlerine 6zgii olan viriisleri
igerir ve tiim tiiyeleri in vitro ortamda lenfoblastoid hiicrelerde replike olabilirler. Bazi
viriisler, epiteloid ve fibroblastik hiicrelerin belirli tiplerinde in vitro ortamda litik
enfeksiyon olusturabilir. Enfekte ettikleri hiicreleri doniistiirme yetenekleri bu viriislerin

karakteristik ozelliklerindendir. Gammaherpesvirinae'nin biyolojik 6zellikleri farklilik



gosteren iki alt grubu vardir: Lymphocryptovirus ve Rhadinovirus. Lymphocryptovirus

grubunun insanda enfeksiyon yapan liyesi Epstein Barr viriisii (EBV) olup, human

herpes virus-4 (HHV-4) olarak da bilinir. Rhadinovirus grubunun insanda enfeksiyon

yapan iiyesi ise insan herpes virus-8 (HHV-8) olup, Kaposi sarcoma iliskili viriis

(KSRV) olarak da adlandirilir (Cohen, 2015; Hasdemir, 2017).

Tablo 1. Herpes viruslarin smiflandirmadaki yeri ve 6nemli karakteristikleri (Cohen,
2015; Hasdemir, 2017).

Latent
Aile Alt-Aile Isim Kisaltma  Enfeksiyon Bulas
Yeri
. Duyu ve Direkt temas,
Herpesvirida Al phaherpesy Human HV-1  HSV-1 kraniyal sinir  cinsel temas,
e irinae . .
ganglionlari perinatal
- Duyu ve Direkt temas,
Herpes il Al P Human HV-2  HSV-2 kraniyal sinir  cinsel temas,
e irinae 4 .
ganglionlari perinatal
.. Duyu ve .
Herpesvirida A}phaherpesv Human HV-3  VZV 021 sinir Aerosol, d.1rekt
e Irinae . temas, perinatal
ganglionlari
Duyu ve Direkt temas
Herpesvirida A}phaherpesv H.e{p?s B d Pival sinik (maymun
e irinae viriisii anclionlart 1s1rmast,
gang tirmalamasi)
Tiikiiriik
Herpesvirida Gammahemes Human HV-4  EBV Hflﬁza B Eol'?usm.e), kan
e virinae hiicreleri driinleri,
perinatal
Herpesvirida Qammahemes Human HV-8§  HHV-8 B hiicreleri Tulfuruk,
e virinae perinatal
Monosit, Perinatal, kan
Herpesvirida Betaherpeswr Human HV-5 CMV makrofaj, iiriinleri, cinsel
e mnae CD34+
.. . temas
hiicreleri
Monosit,
Herpesvirida  Betaherpesvir Human HV- HHV- makrofaj, Tikiirik,
e inae 6A/B 6A/B CD34+ perinatal
hiicreleri
Herpesvirida Betaherpeswr Human HV-7  HHV-7 9 Tulfuruk,
e inae perinatal

2.3. Genel Ozellikler

Herpesviriisler, ¢ift zincirli lineer DNA'ya sahip, zarfli ve ikozahedral kapsidli



virtislerdir. Dogada, farkli taksonomik gruplardan ¢ok ¢esitli canli tiirlerini enfekte etme
kapasitesine sahiptirler. Herpesviriislerin dort temel biyolojik 6zelligi bulunmaktadir:
(1) Niikleik asit metabolizmasinda (6rnegin, timidin kinaz, timidilat sentetaz,
riboniikleotid rediiktaz, dUTPaz), DNA sentezinde (6rnegin, DNA polimeraz, helikaz,
primaz) ve protein islenmesinde (6rnegin, protein kinazlar) rol alan c¢esitli enzimlere
sahiptirler. (2) Viral DNA sentezi ve bu DNA'nin kapsidle ¢evrelenmesi, yani viral
partikiilin olusumu, konak hiicre niikleusunda gerceklesir. (3) Konak hiicrede
enfeksiy0z viris tiretimi, genellikle hiicre hasar1 ile sonuglanir. (4) Dogal konaklarinda,
enfeksiydz virlis tiretimi olmaksizin latent fazda kalabilme yetenekleri vardir. Latent
fazda, sirkiiler formda bulunan latent genom, ¢ok az sayida gen ekspresyonu gosterir ve
latent genomun reaktivasyonu, enfeksiydz viriis partikiillerinin iiretimiyle sonuglanir

(Pellet ve Roizman, 2007).

HSV, 120-200 nm (ortalama 160 nm) ¢apinda bir DNA viriisii olup, herpesviriis
ailesinin alfaherpesvirinae alt ailesinde yer alir. HSV-1 ve HSV-2, birbirinden farkli iki
tipe sahiptir ve siklikla bu viriisler kisaltmalarla ifade edilir. Viral genomlar1 yaklasik 10
x 107 molekiiler agirliga sahip, ¢ift sarmalli ve ¢izgisel bir DNA molekiiliidiir. Bu DNA,
152 Kbp'den olusur ve 100'den fazla proteini kodlar. HSV-1 ve HSV-2'nin DNA'lar1
arasinda %50'lik bir homoloji bulunur (Schiffer ve Corey, 2017).

HSV-1 ve HSV-2, morfolojik olarak ait olduklar1 aileye 6zgii 6zellikleri tasir.
Elektron mikroskobuyla incelendiklerinde, dort yapisal elemandan olustugu
gozlemlenir: zarf, tegiiment, niikleokapsid ve kor (Sekil 1). Herpesviriislerin ¢ogu,
pleomorfik bir morfoloji gosterir ve biiylikliiklerindeki degigkenlik, esas olarak

teglimentlerinin kalinligtyla iliskilidir (Zhu ve VB, 2021).

Glycoproteins
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Sekil 1. Herpes simpleks virlisiin virion yapisi (Zhu ve VB, 2021).

Zarf: Konak hiicre membranlarindan (niikleus membrani ve sitoplazmik
membran) orijin alir. Tipik olarak trilaminer yapidadir. Dis zarf, lipid, karbonhidrat ve
proteinlerden olusur ve etere karsi duyarlilik gosterir. Zarfin iizerinde, viriis tarafindan
kodlanan glikoproteinlerden olusan, yaklasik 8 nm uzunlugunda dikensi ¢ikintilar yer
alir. Bu glikoprotein ¢ikintilarindan bazilari, viriisiin konak hiicreye tutunmasini saglar.
Konakta bu yapilara karst olusan humoral ve hiicresel bagisiklik yaniti, viriisiin
noétralizasyonunda ve enfeksiyonun kontrol altina alinmasinda 6nemli bir rol oynar.
Viral glikoproteinlerin bir kismi da, herpes virlislerinin bagisiklik sisteminden
kagmasina yardimei olur. Ornegin, herpes simpleks viriislerinde gpC, gpD, gpE ve gpG
bu islevi iistlenir. Bu proteinlerden "gD", 6zellikle nétralizan antikorlarin olusumunda
kritik bir rol oynar. Glikoprotein C (gC), komplemana (C3b) baglanirken, gE ise
IgG'nin Fc pargasina baglanabilen bir Fc reseptorii gorevi goriir. Glikoprotein G (gG)
ise tipe 6zgiidiir ve HSV-1 (gG-1) ile HSV-2 (gG-2) arasindaki antijenik farkliliklarin

belirlenmesinde 6nem tasir (Cohen, 2015).

Tegiiment: Kapsid ile zarf arasinda yer alan tegliment, amorf yapidaki viral
proteinlerden olusur ve kapsidi ¢evreler. Tegliment proteinleri, enfekte hiicrede
replikasyonun baglatilmasinda veya kapsid ile zarf arasinda baglanti kurulmasinda rol
oynar. Bu proteinlerden biri olan "transinducing factor = Vmw 65", enfeksiyonun litik
veya latent formda seyretmesiyle iligkilidir. Genellikle asimetrik bir yap1 gosteren
tegiimentin kalinlig1, viriisiin hiicre i¢indeki lokalizasyonuna bagli olarak degisir ve

sitoplazmik vakuollerde biriken viryonlarda daha kalin bir yap1 gosterir (Brooks, 2013).

Kapsid: Tiim herpes viriislerinde kapsid, 162 hekzagonal kapsomerden (150
hekzon ve 12 penton) olusur. Kapsidlerin boyutlar1 95-110 nm arasinda degiskenlik
gosterir. Bu yapida, dort ana kapsid proteini yer alir: major kapsid proteini, tripleks
monomer ve dimer kapsid proteinleri ile kiiciik kapsomer proteini (Brooks, 2013;

Cohen, 2015).

Kor: Olgun viryonun kor kismi, dogrusal ¢ift sarmalli DNA ve bazi yapisal
proteinlerden olusur. Bu DNA c¢ekirdegi, ikozahedral simetriye sahip bir kapsid
tarafindan sarilmistir (Brooks, 2013; Cohen, 2015).



Genom: Herpes viriis genomu, dogrusal ¢ift zincirli tek bir DNA molekiiliinden
olusur ve sayilar viriis tipine bagh olarak degisen ¢ok sayida (70-200 arasi) gen igerir.
Herpes wviriisler arasinda genom organizasyonu acisindan biiylik benzerlikler
bulunmasina ragmen, genom biiyiikliikleri (105-235 kbp), gen dizilimleri ve G+C
icerikleri (%35-75) farkliliklar gosterir. Bu genom, yapisal (zarf, tegiiment ve kapsid
proteinleri) ve yapisal olmayan (timidin kinaz, timidilat sentetaz, riboniikleotid
rediiktaz, dUTPaz, DNA polimeraz, helikaz, primaz ve protein kinazlar) ¢ok sayida (70-
150) proteini kodlar (Brooks, 2013; Cohen, 2015).

HSV 1s1ya duyarhidir. Viriisiin yarilanma émrii 37°C *de 1.5-3 saattir. HSV pH
5.5-9.5 arasinda yasayabilir. Ayrica -70°C'de de aktif kalabilir. Ancak kuru ortamlarda
hizla inaktive olur. Nemli ortamda 52°C'de 30 dakika, kuru ortamda ise 90°C’de ayni1
stire i¢cinde etkisiz hale gelir. Eter, %1’lik fenol, %0.5’lik formalin ve ultraviyole altinda
aktivite gosteren boyalar (proflavin, nétral kirmizisi) viriisii hizli bir sekilde tahrip eder
(Pellet ve Roizman, 2007). HSV, deri ylizeyinde 2 saat, kumas iizerinde 3 saat ve

plastik yiizeyde 4 saat boyunca canli kalabilir (Collak ve Mutlu, 2004).
2.4. Viral Replikasyon

Herpes viriislerinin replikasyonu, konak hiicre niikleusunda gergeklesen c¢ok
asamal1 ve karmasik mekanizmalarla diizenlenen bir siirectir. Genellikle bu viriislerin
konak hiicre ile etkilesimi, viriisiin hiicre yiizeyindeki glikozaminoglikanlara (GAG)
diisiik afinite ile baglanmasiyla baglar (Cohen, 2015). Bu ilk etkilesimi, hiicresel
reseptorlerle viral glikoproteinler arasinda gergeklesen daha giiclii bir baglanma takip
eder. Bu spesifik etkilesimler, hiicrenin enfeksiyona duyarliligini, dolayisiyla viral
tropizmi ve konak cesitliligini belirlemede kritik bir 6neme sahiptir (Eisenberg ve ark.,

2012).

HSV-1 ve HSV-2, hiicre ylizeyine baglanirken Nectin-1, Nectin-2 ve
TNFRSF14 (Tumor necrosis factor receptor superfamily 14) reseptorlerini kullanir.
Virlisler, hiicreye giriste iki temel mekanizma kullanir: a) Viryon zarfinin hiicre
membrani ile flizyon yapmasi sonucu tegiiment ve niikleokapsit proteinleri hiicre
sitoplazmasina salinmasi. b) Virlis endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinarak viryon

zarfinin endozomal membranla flizyon gerceklestirilmesi. Bu siire¢ sonunda viral



niikleokapsid sitoplazmaya ulasir. Fiizyon mekanizmasi, Herpesviridae ailesinin tiim
iiyelerinde korunan glikoproteinler (gB, gH ve gL) tarafindan yonetilir ve 6zellikle gB
proteininin bu siiregteki belirleyici rolii net bir sekilde ortaya konulmustur (Eisenberg ve

ark., 2012).

Fiizyon siirecinin tamamlanmasinin ardindan sitoplazmada serbest hale gelen
niikleokapsid, tubulin mikrotiibiil ag1 boyunca hareket ederek niikleer pora taginir. Bu
slireg, Okaryotik hiicre sitoplazmasinda bulunan 'dynein' tasiyici proteinleri tarafindan
gergeklestirilir. Niikleokapsid niikleusa ulastiginda, niikleik asitlerini niikleer pora
bosaltir. Niikleusa girdikten hemen sonra lineer formdaki viral genom sirkiiler hale gelir

ve herpes viriis genomunun transkripsiyonu baslar (Cohen, 2015)

Bu transkripsiyon siireci ii¢ ana fazda gerceklesir:

1. En-erken (alfa) genlerin transkripsiyonu: Bu asama, diizenleyici tegliment
proteinleri tarafindan baslatilir ve hiicresel RNA polimeraz II tarafindan
gergeklestirilir. Bu fazda sentezlenen proteinler, 6ncelikli olarak transkripsiyon
aktivatorleri olarak islev goriir. Sitoplazmada sentezlenen bu proteinler,
niikleusa taginarak hem ‘erken’ ve ‘ge¢’ genlerin transkripsiyonunu uyarir hem
de ‘en-erken’ genlerin transkripsiyonunu baskilar (Hasdemir, 2017).

2. Erken (beta) genlerin transkripsiyonu: Bu fazda, genellikle viral DNA
replikasyonu ve protein fosforilasyonu i¢in gerekli enzimleri (6rnegin DNA
polimeraz) kodlayan genler transkripsiyona ugrar (Hasdemir, 2017).

3. Geg¢ (gamma) genlerin transkripsiyonu: Son asamada, ¢cogunlugu viryonun
yapisal proteinlerini (6rnegin zarf glikoproteinleri ve niikleokapsid proteinleri)

kodlayan genlerin transkripsiyonu gerceklestirilir (Hasdemir, 2017).

Erken genlerin ekspresyonu, hiicrenin enfeksiyonundan sonraki 4-9 saat
icerisinde maksimum seviyeye ulasir. Geg¢ genlerin ekspresyonu ise viral DNA
sentezinin baslamasinin ardindan zirveye ¢ikar. Geg genler iki alt gruba ayrilir: 'kismi
ge¢' (gamma 1) genler ve 'ger¢ek ge¢' (gamma 2) genler. 'Ger¢ek gec' genlerin
ekspresyonu tamamen viral DNA sentezine bagimliyken, 'kismi ge¢' genlerin
ekspresyonu bu kosula bagli degildir; ancak viral DNA sentezi, bu genlerin

ekspresyonunu artirir (Cohen, 2015).
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Viral DNA replikasyonu, herpes virlis replikasyon dongiistiniin kritik bir
asamasidir ve bu siire¢ erken fazda sentezlenen DNA polimeraz tarafindan kontrol
edilir. Viral genomlar, "yuvarlanan daire" (rolling circle) mekanizmasi ile sentezlenir ve
bu mekanizmanin bir sonucu olarak konkatemerik DNA yapilar1 olusur. Bu DNA
yapilarin1 islemek ve her bir kapsidin igine yalnizca bir viral genomun girmesini
saglamak i¢in belirli enzimler hedef dizilere baglanarak DNA'y1 uygun yerlerden
bolerler. Kapsid proteinleri sitoplazmada sentezlenir ve otokatalitik bir siiregle
birleserek niikleusa tasiir. Niikleusta, kapsidler viral genom ile bir araya gelir ve

niikleokapsidlerin olusumu tamamlanir (Cohen, 2015).

Herpes viriislerinin replikasyonu, konak hiicrenin RNA ve protein sentezini
inhibe ederek hiicresel fonksiyonlar1 bozar. Niikleokapsidlerin niikleustan sitoplazmaya
gecis mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olsa da {i¢ olast model 6ne siirtilmiistiir:

(Cohen, 2015).

1. Niikleer por cikis modeli: Bu modele gore, niikleokapsidler genislemis niikleer
porlart kullanarak sitoplazmaya geger. Sitoplazmada, Golgi aygitindan
kaynaklanan vezikiillere girerek zarflanir ve zarfli viryonlar hiicre yiizeyinden
salinir.

2. Liiminal model: Bu modele gore, viriisler i¢ niikkleer membranda zarflanarak bir
zarf kazanir. Zarfh viryonlar, sekresyon yolu araciliiyla sitoplazmaya tasinir ve
buradan hiicre disina salinir.

3. Zarflanma/Zarfsizlanma modeli (envelopment/deenvelopment): En yaygin
kabul goren bu modelde niikleustaki viral kapsidler, i¢ niikleer membranda
tomurcuklanarak zarflanir. Ardindan niikleer i¢ ve dis membran arasindaki
bolgeye gecer. Dis niikleer membranla flizyon sirasinda zarflarini kaybeden viral
kapsidler ¢iplak niikleokapsid olarak sitoplazmaya salinir. Sitoplazmaya
ulagtiklarinda  Golgi aygiti  vezikiillerinde tomurcuklanarak tegliment
proteinlerini, zarf ve zarf glikoproteinlerini kazanirlar. Olgun viryonlar,

ekzositoz yoluyla hiicrenin yiizeyinden dis ortama salinir (Cohen, 2015).

Ek olarak, herpes simpleks viriisiiniin (HSV) sinsityal suslari, enfekte hiicrelerin

birbirleriyle fiizyonuna neden olarak hiicreden hiicreye yayilim saglar. Viriis, konak
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hiicrede uzun siire latent kalabilir veya litik faza gecerek aktif enfeksiyona neden

olabilir (Cohen, 2015).

Bazi noronal hiicrelerde herpes simpleks virlisii (HSV) enfeksiyonu hiicre
Olimiine yol agmaz. Viral genom hiicrede varligim siirdiirirken, hiicre yasamini ve
normal islevlerini devam ettirir. Bu durum "latent enfeksiyon" olarak tanimlanir. Latent
enfeksiyon sirasinda yalnizca viriisiin smirli sayida kodladigt RNA molekiilleri
sentezlenir. Zamanla viral genom yeniden aktif hale gelebilir ve diizenleyici genlerin
yapimiyla birlikte virlis, enfekte olmus noronlarda belirgin bir hasar olusturmadan
cogalir ve serbest birakilir. HSV'nin noérondan epitel hiicrelere gecisiyle viral
replikasyon baglar ve bu siire¢ "reaktivasyon" olarak adlandirilir. Reaktivasyon
sirasinda viriistin ilk olarak ndronlarda ¢ogalmasinin tespit edilmesi, bu hiicrelerin latent
virlisler i¢in uygun bir barinak sagladigin1 gostermektedir. RNA Latency Associated
Transcripts (LATs) olarak adlandirilan molekiillerin, latent enfeksiyonun devamliligini
destekledigi ve reaktivasyonu onlemede rol oynadigi diisiiniilmektedir (Schiffer ve

Corey, 2010; Rowe ve ark.,2013).

HSV’lerin hizli bir replikasyon dongiisiine sahip oldugu ve yeni bir viryonun 8-
16 saat i¢inde olustugu belirtilmektedir. Bununla birlikte iiretilen 100-1000 viriis

partikiiliinden yalnizca bir tanesi enfeksiy6z 6zellik tagir (Davison ve ark., 2005).

HSV-1 ve HSV-2’nin replikasyonu sirasinda yapisal veya yapisal olmayan
birgok antijen olusur. Bu antijenlerin bir kismi her iki viris tipi i¢in ortak iken, bir kismi
tipe Ozgidiir. Bu durum HSV-1 ve HSV-2 arasinda serolojik olarak c¢apraz
reaksiyonlara yol agabilir. Dolayisiyla, giinlimiizde HSV tiplerini ve alt tiplerini ayirt
etmede viral DNA restriksiyon endoniikleaz analizi veya sekans analizi yontemleri daha

yiiksek duyarliliga sahiptir (Brooks, 2013; Schiffer ve Corey, 2010).

2.5. Epidemiyoloji ve Bulas

Herpes viriisler, zarfli yapilari nedeniyle c¢evrede uzun siire enfektivitesini
siirdiiremez. Diinya genelinde yaygin olan HSV-1 ve HSV-2, latent enfeksiyonlarla
diinya niifusunun tigte birinde tekrarlayan enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu

virislerin bulagmasi i¢in hayvan vektdrleri veya rezervuarlarina ihtiya¢ yoktur;
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enfeksiyon kaynagi yalnizca insandir. Genellikle enfekte bireylerden gelen taze viicut
stvilarindaki viriis, yakin temas yoluyla duyarli kisilere bulasir. Viriis, oral, okiiler,
genital ve anal mukozalar ya da dogrudan kan yoluyla viicuda girer. Oda sicakliginda ve
kuru ortamda hizla inaktive hale geldigi icin hava yoluyla bulagsma gerceklesmez

(Cohen, 2015).

HSV-1 genellikle oral, HSV-2 ise genital temas yoluyla bulagsmakla birlikte,
orogenital iliski nedeniyle bu durum tersine donebilir. Canli organizma disinda viral
persistans bulas acgisindan 6nemli degildir. HSV-1, agi1z ve ¢evresindeki deri ile mukoza
enfeksiyonlarinda %70-90, HSV-2 ise genital herpes olgularinda ayni oranda etken
olarak goriilmektedir (Schiffer ve Corey, 2010).

HSV-1, insan viicudunda uzun siire kalabilen viriislerden biridir. Yenidoganlar,
anneden gecen IgG antikorlarini ilk 6 ay boyunca tasir, ancak bu antikorlar yalnizca
kismi koruma saglar ve olas1 enfeksiyonlarin hafif seyretmesine yardimci olur. Maternal
antikorlarin kayboldugu 6 ay-2 yas aras1 donem, bebeklerin HSV’ye en duyarli oldugu
stirectir. Bu donemde gecirilen primer enfeksiyonlar iyilesse bile viriis, viicuttan
tamamen uzaklastirilamaz ve latent enfeksiyon yasam boyu devam eder. Cocukluk
caginda primer enfeksiyon gegirmeyen bireylerde ilerleyen yaslarda duyarlilik azalir; bu
durumun, eriskinlerin daha kalin bir epitel dokusuna sahip olmalar1 ve tiikiiriik yoluyla
gelebilecek bulagmalara daha az maruz kalmalaryla iligkili oldugu diistiniilmektedir.
Ancak, bu bireylerde bagisiklik sisteminin herhangi bir nedenle zayiflamasi ya da saglik
calisanlarinda oldugu gibi HSV ile sik ve yogun karsilasma durumlarinda, eriskinlik
doneminde de primer enfeksiyonlarin gelisebilecegi gozlemlenmistir (Schiffer ve

Corey, 2010).

Saglikli bireylerde agiz boslugunda HSV-1 tasiyiciligt en sik 6 ay ile 3 yas
arasindaki ¢ocuklarda gozlenirken, 4-14 yas grubunda daha az, 15 yas tistii bireylerde
ve 6 aydan kiigiikk bebeklerde nadir goriilmektedir. Buna ragmen, erigkinlerin %70-
90’1nda HSV-1’e kars1 antikorlarin bulundugu tespit edilmistir. Herpes enfeksiyonlari,
sosyoekonomik diizeyi diisiik toplumlarda daha sik goriiliir ve bulag genellikle yasamin
ilk iki yilinda gergeklesir; enfeksiyonlarin %80-90’1 belirtisiz seyreder. Bu durumun

nedeni olarak, bir evde c¢ok sayida bireyin yasamasi ve yetersiz hijyen kosullar
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gosterilmektedir. Cocuklar i¢in enfeksiyon kaynagi genellikle herpetik lezyonu olan aile
dyeleridir. Yetigkinlerin %1-5’inin herhangi bir klinik belirti olmaksizin viriis

salgiladig1 belirtilmektedir (Biike, 2017).

HSV-2 ise genellikle cinsel yolla bulasir ve bu nedenle bulasma puberte sonrasi
donemde goriiliir. Bir toplumdaki yayginligi, sosyoekonomik diizey ve diger cinsel
yolla bulasan hastaliklarla iliskilidir. HSV-1 ve HSV-2'nin birlikte enfeksiyon
olusturmasi nadir de olsa miimkiindiir. HSV-1 enfeksiyonunun gegirilmesi sonucu
olusan antikorlarin, HSV-2 enfeksiyonuna karsi kismi bir koruma sagladigi ve bu
nedenle HSV-1 varliginda HSV-2 enfeksiyonlariin ¢ogunlukla subklinik seyrettigi
gozlemlenmistir. Ancak, HSV-2 enfeksiyonunun HSV-1'e kars1 bir koruma saglayip

saglamadig1 heniiz tam olarak bilinmemektedir (Biike, 2017).

Maternal genital HSV enfeksiyonlari, hem anne hem de fetus icin ciddi bir risk
faktoriidiir ve ozellikle yenidoganlarda yiiksek morbidite ve mortaliteye yol agabilir.
Gebeligin 20. haftasindan Once gelisen primer enfeksiyonlar spontan abortus ile
sonuglanabilirken, yenidoganlara bulas genellikle dogum sirasinda gergeklesir;
transplasental veya postnatal bulas ise daha nadir goriiliir. Annedeki enfeksiyon
belirtilerinin varligr ya da yoklugu bulas agisindan fark olusturmaz; ¢iinkii neonatal
HSV enfeksiyonu saptanan bebeklerin %60’inda, annelerinde HSV’ye iligkin herhangi
bir belirti bulunmamaktadir. Yenidoganlarda enfeksiyon %0.003-%0.05 oraninda
goriilmekle birlikte, %50’ye varan mortalite oran1 ve hayatta kalanlarin yarisinda ciddi
sekellerin gelismesi, bu durumu 6nemli bir saglik sorunu haline getirmektedir (Schiffer

ve Corey, 2010; Brooks, 2013).

HSV-2 prevalansmin yiiksek oldugu toplumlarda, HIV enfeksiyonu riski de
artmaktadir. Genital iilserlerle seyreden hastaliklar, HIV bulasma riskini iki sekilde
artirir: birincisi, HIV-negatif hastalardaki genital iilserlere bagl epitel biitiinliigiiniin
bozulmastyla virusun kolayca transfer olmasi; ikincisi ise HIV-pozitif hastalarin,
iilserlerde lokal bagisik yanitin mononiikleer hiicrelerden kaynaklanmasi nedeniyle daha

fazla HIV ile enfekte lenfosit transfer etmeleridir (Serter, 2008).

Tirkiye'de yapilan calismalarda, sosyoekonomik diizeyi diisiik olan 15-49 yas
grubundaki kadinlarda HSV pozitifligi %7.7 olarak saptanmustir (Serter, 2008). Diger
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bir ¢caligmada, 25-40 yas arasindaki asemptomatik infertil kadinlardan alinan servikal
stirlintiilerin %1.26’sinda HSV-1, %4.62’sinde HSV-2 ve %0.42’sinde ise HSV-1 ve
HSV-2 antijenlerinin birlikte bulundugu belirlenmistir (Toplam %6.3) (Biike, 2017).

2.6. Patogenez ve Immiinite

Insan enfeksiyonlariyla iliskili herpes viriislerinin neden oldugu klinik
hastaliklar, olduk¢a genis bir ¢esitlilik gosterir. Genel olarak, bu hastaliklar
mukokutandz, visseral, merkezi sinir sistemi, malign ve reaktif hastaliklar olarak
siiflandirilabilir. Herpes viriislerinin biiyiik bir kismi, dogrudan doku harabiyetine yol
acarak ya da konakta immiinopatolojik yanitlar1 tetikleyerek hastalik olustururlar.
Herpes simpleks viriislerinin mukokutanéz enfeksiyonlari, tipik olarak litik (prodiiktif)
enfeksiyon sonrasi doku harabiyeti ile sonuglanan herpes viriis enfeksiyonlarinin

orneklerinden biridir (Hasdemir, 2017).

Ensefalit, pndmoni ve hepatit gibi visseral herpes viriis enfeksiyonlari, viriisiin
dogrudan sitopatik etkisi ile iligkili olarak ortaya ¢ikan diger hastaliklar arasinda yer
alir. Ayrica, eritema multiforme, trombositopeni ve hemolitik anemi gibi herpes viriis
enfeksiyonlarma bagli komplikasyonlar, konagin enfeksiyona kars1 gosterdigi immiin

yanitin patolojik sonuglaridir (Cohen, 2015).

Patolojik olarak herpes simpleks lezyonlari, epidermis ve mukozanin derin
tabakalarindaki hiicrelerde olusur. Hiicreler balonlagsma ve dejenerasyon gosterirler.
Etkilenen hiicrelerin niikleuslari, amitotik boliinme ile ¢ogalirlar ve ¢ok ¢ekirdekli dev
hiicreler olusur. Ayrica i¢lerinde A tipi Cowdry intraniikleer inkliizyon cisimcikleri
goriiliir. Bu inkliizyon cisimcikleri yeni sentezlenen viral DNA kitleleridir; bazofilik ve
Feulgen(+) 6zelliktedirler. Alttaki koryum tabakasinda kapillerlerde dilatasyon ve yangi
hiicrelerinin birikimi vardir. Hiicreler aras1 6dem lezyonu yukariya, yani deri ve mukoza
ylizeyine dogru iter ve tipik vezikiiller olusur. Ancak bunlar kolayca patlar ve iilser

seklinde lezyonlar ortaya ¢ikar (Pellet ve Roizman, 2007; Cohen, 2015).

Herpes viriisleri, enfekte ettikleri konak hiicresini kendi ihtiyaglarina gore
yonlendirme konusunda son derece ustadir. Konak hiicresinin makromolekiil sentezini

durdurabilir veya tesvik edebilirler, ayrica DNA replikasyonunu da engelleyebilirler.
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Konak immiin sistemini baskilayarak viriisiin viicutta yayilmasini kolaylastirirken, ayni
zamanda firsat¢1 enfeksiyonlarin gelismesine de neden olabilirler. Viral genomun konak
hiicre genleriyle etkilesime girmesi, latent herpes virlis enfeksiyonunun olusumunda,
konak hiicresinin apoptozunu engellemede ve enfekte hiicrenin immiin sistem tarafindan

taninmasini énlemede énemli bir rol oynar (Hasdemir, 2017).

Birincil HSV enfeksiyonlari, duyarli bireylerin mukozal ylizeylerine veya
biitiinliigli bozulmusg derilerine temas sonrasinda epidermis ve dermis hiicrelerine
girerek gelisir. Viriis, zarfinda bulunan glikoproteinler araciligiyla konagin epidermis ve
dermis hiicre membranindaki 6zgiil reseptorlere baglanir ve hiicre icine giris yapar. Ilk
viral ¢ogalma burada gerceklesir. Bu cogalma yeterli diizeye ulagtiginda, bolgede
bulunan duyusal veya otonom sinir sonlarinda enfeksiyon meydana gelir (Schiffer ve

Corey, 2010).

Viral niikleokapsid, néron hiicresine ulastiktan sonra akson i¢i yol araciligiyla
arka kok ganglionlarindaki sinir hiicre cisimciklerine ulasir. HSV-1 enfeksiyonunda en
stk trigeminal gangliyonlar enfekte olur. Trigeminal gangliyondan, alt ve iist servikal
gangliyonlara da yayilim goriilebilir. Genital enfeksiyonlarda ise en sik sakral sinir kok
gangliyonlar1 (S2-S5) enfekte olur. Arka kok gangliyonlarinda ikinci bir viral ¢ogalma
gerceklesir ve burada latent enfeksiyon gelisir. Noral gangliyonlar ve komsu sinir
dokularda viriis cogalmasi yalnizca primer enfeksiyon sirasinda meydana gelir (Brooks,

2013).

Latent (nonprodiiktif) enfeksiyon, bazi durumlarda sitolitik (prodiiktif)
enfeksiyona doniigebilir. Latent enfeksiyon yasam boyu devam eder ve mevcut antiviral
ilaclarla tam olarak ortadan kaldirilamaz. Bu enfeksiyonlar, konagin bagisiklik yanitiyla
da elimine edilmez. Latent enfeksiyon sirasinda HSV genomunun tamami veya bir
kism1 hiicre ¢ekirdeginde, ekstrakromozomal veya epizom formunda latent olarak kalir
ve hiicre yasamini stlrdiiriir. Latent HSV-1 enfeksiyonlar1 genellikle trigeminal
gangliyonlarda, latent HSV-2 enfeksiyonlar1 ise genellikle sakral gangliyonlarda
goriilir. Bu bolgelerdeki latent enfeksiyonlar, ancak enfekte gangliyon hiicrelerinin

HSV'ye duyarli hiicrelerle kokiiltivasyonu yapilarak tespit edilebilir (Biike, 2017).

Primer HSV enfeksiyonu iyilestikten sonra reaktivasyonun gelisme
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mekanizmasi tam olarak anlasilmamistir. Sinir hiicrelerinin mekanik uyarilar,
radyasyon, giines 15181, enfeksiyon, hormonal degisiklikler, beslenme faktorleri,
epinefrin ve kortikosteroidler gibi uyarilar, immiin yanitin degisimi ve sinir biiylime
faktorlerinin azalmasi gibi i¢ ve dig etmenler, hiicrenin kontroliinii kaybetmesine ve
viriis ¢ogalmasini tetikleyerek litik dongiiyli baslatmasina yol agabilir. Fakat bu
dongiinlin sonunda klinik hastaligin ortaya ¢ikip c¢ikmayacagi, konagin bagisiklik
durumu ile iligkilidir. Noral gangliyonlarda latent halde bulunan viriis, reaktivasyon
sirasinda periferal duyu sinirleri aracilifiyla perifere dogru hareket eder ve mukozal deri
bolgelerine ulasir. Primer genital ya da orolabial HSV enfeksiyonuna kiyasla daha genis

alanda vezikiillerin olusumuna neden olabilir (Schiffer ve Corey, 2010).

Neonatal HSV enfeksiyonu, vajinal dogum sirasinda annedeki primer HSV
enfeksiyonunun bebege bulasmasi ile gelisir. Organ nakli yapilmis ya da HIV ile
enfekte olgularda oldugu gibi infantlarda da hastaligin klinigi yaygin ve agirdir.
Visseral organlara yayilim ve hayati tehlike s6z konusudur. Normal bir konakta gelisen
primer HSV enfeksiyonlari spesifik olmayan bagisiklik mekanizmalar1 ile sinirlanir. Bu
ilk savunmada graniilositler, mononiikleer fagositler, NK hiicreleri, interferon ve
interlokin-2 rol oynar. Bu engelleri asabilen viriis, duysal sinir gangliyonlarinda ikinci
bir engellemeyle karsilasir ve beyine ulagsmasi engellenir. Ayrica B hiicreleri, T-helper
hiicreleri ve sitotoksik T hiicreleri de santral sinir sisteminde virlisiin ¢ogalmasini

smirlar (Biike, 2017).

HSV enfeksiyonlarma karsi hiicresel yanit biiyiikk bir 6neme sahiptir. CD8'T
lenfositleri ve lenfositlerden kaynaklanan sitokinler, reaktivasyonu engellemede
etkilidirler. CD8'T lenfositleri, interferon gama ve granzim B salgilayarak etkilerini
gangliyonlarda gosterirler. CD8'T lenfosit yanitinin olmadigi ya da goreceli olarak
CDA4'T lenfosit sayisindan daha az oldugu durumlarda HSV-2 reaktivasyonu sik goriiliir

ve hastalik daha agir seyreder (Hoshino Y ve ark., 2007).

TLR3, UNC93BI, TRAF3, TICAMI ve TBKI gibi dogal bagisiklikta interferon
sinyalizasyonun yolaginda 6nemi olan bazi genlerde mutasyonu olan kisilerin HSV
ensefaliti gelistirme riskinin yiliksek oldugu gosterilmistir. AHLA ve TLR2 genlerindeki
polimorfizmler de HSV enfeksiyonunun siddeti ile iligskilendirilmislerdir (Cohen, 2015).
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HSV enfeksiyonu sirasinda, viriistin tegument, kapsid ve yiizeyindeki
glikoproteinlere karst olusan notralizan antikorlar, HSV reaktivasyonlarina karsi
korunmada smirli bir rol oynar. Ancak yliksek antikor titreleri mevcut olsa bile
enfeksiyon ataklarinin tekrarlamasi, bu antikorlarin enfeksiyonun kontroliinde ¢ok rolii
olmadigin1 gostermektedir. HSV'nin yayilimi, antikorlarin varliginda bile etkili bir yol
olan hiicreden hiicreye gecis seklinde gergeklesir. Antikor aracili hiicresel toksisite,
HSYV ile enfekte hiicrelerin yok edilmesinde gii¢lii bir mekanizma olmasina ragmen, bu
mekanizma yenidoganlarda tam olarak gelismemistir. Bu nedenle, yenidoganlarda HSV

enfeksiyonlar1 genellikle daha agir seyreder (Schiffer ve Corey, 2010).

Herpes simpleks viriisleri ile maligniteler arasinda bir iliski oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle HSV-2'nin servikal kanser gelisiminde onemli bir rol
oynayabilecegi siiphesi vardir. Sero-epidemiyolojik caligsmalar, servikal displazi ve
karsinoma in situ tanisi alan kadinlarda HSV-2'ye kars1 yiliksek antikor diizeylerinin

saptandigini gostermistir (Biike, 2017).
2.7. Klinik Ozellikleri

HSV enfeksiyonlar1 semptomatik ve asemptomatik enfeksiyonlara neden
olmaktadir Viriisiin en ¢ok etkiledigi bolgeler deri, dudak, agiz boslugu, goz, genital
mukozalar ve santral sinir sistemidir. Yenidoganlarda ve bagisiklik sistemi baskilanmig
bireylerde ise HSV enfeksiyonlar1 genellikle sistemik enfeksiyonlar seklindedir (Biike,
2017).

HSV-1 ve HSV-2 enfeksiyonlari birincil (primer) ve yineleyen (rekiirren) olmak

tizere iki sekilde siniflandirilabilir:
2.7.1. Birincil HSV Enfeksiyonlar

Bu enfeksiyonlar, virlisle ilk kez karsilasan (seronegatif) bireylerde goriiliir.
Cogu olgu asemptomatiktir. Enfeksiyon sonrasinda antikor gelisir ve viriis duyu
gangliyonlarinda latent hale geger. Birincil herpetik enfeksiyonlarin klinik tablolar1 su

sekilde ozetlenebilir:
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a. Orofaringeal Hastalik: Daha ¢ok 1-5 yas arasindaki ¢ocuklarda goriiliir.
Genellikle 2-12 gilin (ortalama 3-5 giin) siiren bir kulugka doneminden sonra
semptomlar baslar. Hastalik; agiz ve bogaz agrisi, dis etleri ve damakta kanamalar,
tilserasyon, agr1 nedeniyle yemek yeme ve icme zorlugu, agizdan salya akmasi gibi
belirtilerle kendini gosterir. Bunun yaninda submandibiiler veya servikal lenf
bezlerinde sislik, halsizlik, istahsizlik ve ates gibi sistemik semptomlar da goriilebilir

(Nadelman ve Newcomer., 2000; Fatahzadeh ve Schwartz., 2007).

Kiigtik, yuvarlak vezikiiller agiz mukozasi, dil, dudak, damak ve farinkste ortaya
cikar. Bu lezyonlar baglangicta izole iken birleserek yiizeyel iilserler olusturabilir.
Erigkinlerde farenjit ve tonsillit belirtileri daha belirgin olabilir. Hastalik genellikle 2-3
hafta icinde sekel birakmadan iyilesir. Ancak bagisiklik sistemi baskilanmig bireylerde
enfeksiyon, 6zofagus veya akcigerlere yayilabilir ve yasami tehdit eden bir hal alabilir

(Biike, 2017).

b. Deri enfeksiyonlari: HSV enfeksiyonlar1 saglam deride genellikle gelismez,
ancak derin ¢izik veya yirtilma sonrast HSV-1 ve HSV-2 kaynakli yerel lezyonlar
olusabilir. Bu lezyonlar travmatik herpes olarak adlandirilir ve dis hekimleri veya
hastane personelinde goriilen herpetik dolama bunun tipik bir 6rnegidir. Genellikle
terminal falanksta yer alan bu lezyonlar, bal petegi goriiniimiinde birlesen vezikiiller
seklindedir, cilt altina yayilmaz, cerahat icermez ve agrilidir. Giires¢i ve futbolcularda
sik goriilen herpes gladyatorum ise el, omuz, yiiz ve gdvde derisinde lezyonlarla birlikte

sistemik reaksiyonlar da gosterir (Serter, 2008).

Herpesviruslara bagli deri enfeksiyonlari, 06zellikle ekzema veya yanikh
hastalarda, virusun asir1 iiremesi nedeniyle oldukca agir seyretmektedir. Kronik
ekzemalilarda genellikle HSV-1 kaynakli olarak goriilen ekzema herpetikum, ekzemali
deri lizerinde yaygin vezikiillerle kendini gosterir ve yiiksek ates ile genel durum
bozukluguna yol acarak bazen oOliimle sonuglanabilir. Ayrica T hiicreli lenfoma,
pemfigus ve agir akne gibi hastaliklarda da HSV enfeksiyonlarinin atipik ve ciddi bir
seyir izledigi bilinmektedir (Biike, 2017).

c¢. Goz enfeksiyonlari: Herpesvirus kaynakli okiiler enfeksiyonlar, birincil

enfeksiyon olarak ya da viicudun bagka bir bolgesindeki bir lezyondan yayilim yoluyla
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gelisebilir ve bazen yenidoganlarda oldugu gibi yaygin bir herpetik enfeksiyon sirasinda
ortaya c¢ikabilir. Yenidoganlar hari¢, olgularin ¢ogunda HSV-1 etkendir. HSV-2
kaynakl1 gbz enfeksiyonlar1 daha agir bir seyir gostermektedir (Biike, 2017).

Herpes simplex viriisii (HSV) keratiti, oftalmologlar i¢in dnemli bir teshis ve
tedavi sorunudur ve ABD'de kornea iilseri ve korliigiin ana nedenidir (Mohammadpour

ve ark., 2021).

Goziin HSV enfeksiyonu konjonktivit, blefarit, retinit, epitelyal keratit ve
herpetik stromal keratite (HSK) neden olabilir Genellikle keratit, géz tutulumunun ilk
belirtisidir. Epiteliyal, stromal ve endoteliyal olmak iizere ¢ tipe ayrilir. Bu
siiflandirma, etkilenen kornea tabakasina ve keratitin yeniden aktive olmus veya
birincil enfeksiyondan kaynaklanip kaynaklanmadigina baghdir. En yaygin alt tip, bazi
caligmalarda epitelyal keratitken baz1 ¢alismalarda da immun stromal keratit olarak

bildirildi (Musa ve ark., 2024; Shah ve ark., 2019)

Epitelyal keratit, bireylerin yaklasik %25'inde HSK'ya ilerler. Birincil
enfeksiyon sirasinda olusan lezyonlar, bagisiklik sisteminin etkisiyle normalde yaklasik
1-2 hafta icinde iyilesir. Bununla birlikte, HSV reaktivasyonu kornea stromasinin
tekrarlayan enfeksiyonuna neden olabilir. HSK, gérme kaybina, neovaskiilarizasyona,
korneanin skarlasmasina ve incelmesine neden olabilen kronik bir inflamatuar yanitla

karakterizedir (Zhu ve VB, 2021).

d. Genital herpes: Genital herpes, cinsel yolla bulasan hastaliklar arasinda en
stk goriilenlerden biridir. Bu hastalik, genellikle 16-40 yas araligindaki bireylerde
yaygin olup, cinsel partner sayisinin artmasiyla iliskili olarak daha sik ortaya ¢ikar.
Genital herpesin baslica nedeni HSV-2 viriisii olmakla birlikte, son yillarda 6zellikle
gelismis iilkelerde HSV-1 kaynakli vakalarda da artis gortilmektedir. 2016 yilinda, 15-
49 yaglart arasinda yaklasik 190 milyon kisi HSV-1 kaynakli genital herpes gecirirken,
600 milyondan fazla kisi bu hastaliga HSV-2 nedeniyle yakalanmistir. Ayrica, bazi
gelismekte olan iilkelerde HSV-2 enfeksiyonu prevalanst %50'nin {izerinde tespit

edilmistir (Zhu ve VB, 2021)
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Genital herpes, birincil enfeksiyon ve yeniden aktivasyon sirasinda ortaya
cikabilir, ancak birincil enfeksiyonlar daha siddetli olma egilimindedir. Genital herpes,
genital bolgede ve cevresinde iltihapli lezyonlarla ortaya cikar ve klinik semptomlari
arasinda ates, kas agrisi, kasinti, bas agrisi, miyalji vb. bulunur. Baslangicta papiiller
belirir, ardindan iilserlere doniisecek kabarciklar ve lezyonlar gelir. Serviks
enfeksiyonu, yeniden aktivasyondan daha ¢ok birincil enfeksiyon sirasinda meydana
gelir. Dogustan ve adaptif bagisiklik tepkileri enfeksiyonu kontrol etmede rol oynar
ancak ayni zamanda lezyonlara 6zgii kronik bir inflamatuvar durumun olugsmasina da
katkida bulunabilir. Ortalama olarak, lezyonlardan viriis salinimi yaklasik 3 hafta siirer
ve bu siirenin sonunda hastalik klinik olarak iyilesir. Ancak, viriis sakral gangliyonlarda

latent enfeksiyon olusturur (Zhu ve VB, 2021).

e. Sinir sistemi enfeksiyonlari: Herpes Simpleks Ensefaliti (HSE), sporadik
viral ensefalitin en yaygin bi¢imidir. Diinya ¢apinda milyonda 2 ila 4 arasinda HSE
insidans1 ile HSV-1, cesitli iilkelerden alinan verilere gore ¢ocuklarda ve yetiskinlerde
en fazla sayida viral ensefalit vakasina neden olan viriistir. HSV-2 ise HSE'ye
cogunlukla yenidoganlarda ve bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde neden olur.
Hastalik ¢ocuklarda ve yaslhilarda daha yaygindir. Vakalarin yaklasik %30'u ¢ocuklarda,
cogunlukla 3 ay ile 6 yas arasindaki ¢ocuklarda goriiliir. Cocuklar ve yenidoganlar
yetiskinlere gore daha yiiksek morbidite ve mortalite oranlarina sahiptir. Davranigsal ve
biligsel bozukluklar da dahil olmak {izere uzun vadeli sonuglar hayatta kalan bireylerin

%70'ine kadarim etkiler (Piret ve Boivin, 2020).

HSE'nin en sik goriilen semptomlari, vakalarin %50'sinden fazlasinda goriilen
ates, konflizyon, davranis degisiklikleri, bas agrisi, bozulmus mental durum, biling
degisikligi ve nobetlerdir. Semptomlarin hi¢cbiri HSE'ye 6zgii degildir ve bu nedenle
hizl, etkili ve dogru bir tani testi gereklidir (Zhu ve VB, 2021).

f. Neonatal herpes: Ortalama olarak her 5000 dogumda bir neonatal herpes
enfeksiyonu goriilmektedir. Vakalarin yaklasik %75’inde enfeksiyon, dogum sirasinda
bebegin dogum kanalindan gecisiyle bulasirken, geri kalan olgularda enfeksiyonun in
utero ya da dogum sonrast donemde bulastigi tespit edilmistir. Dogum sirasinda bulasan

enfeksiyonlarin biiylik bir kismindan HSV-2 sorumlu olmasina ragmen, dogum sonrasi
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donemde enfekte olan bebeklerde HSV-1 ve HSV-2 esit siklikta goriiliir ve wviriis
genellikle aile liyelerinden veya hastane personelinden bulagir. Hastaligin klinik seyri,
bebegin enfeksiyonu hangi yolla aldigina, erken dogmus ya da zamaninda dogmus

olmasina, bulagma yoluna veya HSV tipine bagli degildir (Serter, 2008).

Neonatal herpes enfeksiyonlar1 her zaman semptomatiktir ve tedavi edilmedigi
takdirde oliim oranmi yaklasik %50°dir. Transplasental bulas yoluyla gelisen fetal HSV
enfeksiyonlari, konjenital malformasyonlara yol acabilmektedir. Neonatal herpesli

bebeklerde {i¢ ana enfeksiyon tipi tanimlanmistir:

1. Deri, goz ve agizda lokalize lezyonlar
2. Ensefalit
3. Merkezi sinir sistemi (MSS) dahil olmak {izere birden fazla orgami tutan

dissemine hastalik.

Bu tablolardan en yiiksek 6liim oranina sahip olan (yaklasik %80), genellikle
ensefalit ile birlikte goriilen dissemine hastaliktir. Bu vakalarda 6liim nedeni genellikle
viral pndmoni veya damar i¢i koagiilopatidir. Hayatta kalanlarin biiylik bir kisminda

kalic1 ndrolojik sekeller tespit edilmektedir (Serter, 2008).

2.7.2. Yineleyen HSV enfeksiyonlar:: Tekrarlayan genital veya orolabial
herpes enfeksiyonlar1 genellikle mukokutanéz bdlgeyle sinirhidir ve ilk enfeksiyona
kiyasla daha hafif semptomlar gdsterir, ayrica daha kisa siirer. Orolabial herpesin
tekrarlayan ataklari, genital herpes ataklarina gore daha kisa siirelidir. Lezyonlarin
olusumundan tamamen iyilesmesine kadar gecen siire genellikle ortalama 5 giindiir.
Kadinlarda, orolabial herpesin neden oldugu agr1 ve lezyon siiresi biraz daha uzun
olabilir. Bu tiir enfeksiyonlarin en yaygin 6rnegi, herpes labialis (uguk) olarak bilinir.
Ag1z ve burun cevresindeki deri ile mukozanin birlesim bolgelerinde, nadiren burun
deliklerinde veya kulak kepcesinde, kizariklik (eritem) zemininde ¢ok sayida vezikiil

olusmasiyla kendini belli eder. (Biike, 2017).

Bu enfeksiyonlarda genellikle sistemik belirtiler goriilmez, ancak vezikiillerin
patlamasiyla ikincil bakteriyel enfeksiyonlar veya agrili iilserler gelisebilir. Atesli

hastaliklar, stres, korku ve heyecan gibi ¢esitli faktorler bu ataklarin ortaya ¢ikmasini
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tetikleyebilir. Kesin tani i¢in lezyondan alinan 6rnekte viral niikleik asidin varligmin
gosterilmesi veya viriisiin izole edilmesi gereklidir. Ancak HSV’nin saptanmasi, diger
bakteriyel etkenlerin olmadigini gostermez. Primer semptomatik genital HSV-2
enfeksiyonu olan hastalarin %90’inda reaktivasyon gozlenmektedir. HSV-2 kaynakli
tekrarlayan ataklar genellikle genital bolgede meydana gelir ve yillik ortalama 4-5 kez
tekrarlanir. Vakalarin %20’sinde bu say1 10’a kadar ¢ikabilir. Ancak yillar icinde bu
tekrarlarin siklig1 genellikle azalma egilimi gosterir (Biike, 2017).

Yineleyen gz enfeksiyonu bulunan olgularin %25-60"inda anamnezde bir goz
enfeksiyonu veya travma Oykiisii vardir. Yaklasik %30 olguda ise alttaki stromanin da
olaya katilmas: ile inflamasyon, 6dem ve yeniden damarlanma sonucu goérme kaybi
ortaya cikar. Yogun tedaviye ragmen yineleyen {ilserler ve kronik stromal keratitler

genellikle korneada skar olusumu ve korliikle sonuglanirlar (Biike, 2017).

HSV'ye bagl gergek retinit bazen sistemik enfeksiyona bagl olarak ortaya ¢ikar.
Bu durum yenidoganlarda dissemine HSV-2 enfeksiyonlar1 ve nadiren de eriskinlerde
HSV ensefalitlerinde saptanir. HSV enfeksiyonu sonucunda olusan skarlara uygulanan
kornea transplantasyonlari, eger aktif inflamasyon ve neovaskiilarizasyon yoksa,
genellikle basarili olur. Alicilarin %15'inde greftte yineleyen HSV enfeksiyonu gelisir.
Ayni sekilde, kornea transplantlart da, alicida reaktive olan HSV'ye bagl olarak enfekte
olabilir. Bu tiir yineleyen enfeksiyonlarda, genellikle birincil hastalikta oldugu gibi
korneada lezyonlar gelisir Yineleyen HSV enfeksiyonlari, ¢ok nadir olarak iridosiklit,

iriste atrofi, sinesi ve katarakta da yol agabilir (Serter, 2008)

2.8. Laboratuvar Tam

2.8.1. Sitolojik inceleme:

Bu amag i¢in yapilabilecek en basit test, deri veya mukoza lezyonlarindan alinan
kazintilardan hazirlanan preparatlari, Giemsa (Tzanck preparati) veya Metilen boyasi ile
boyayarak incelemektir. Preparatlarda ¢ok c¢ekirdekli dev hiicrelerin varligi
enfeksiyonun HSV ile enfekte oldugunu gosterir (Sekil 2). Papanicolau servikovajinal
boyasi gibi sitolojik yontemlerle de hiicre i¢i inkliizyonlarin goriilebilmesi miimkiindiir

(Murray ve ark., 2016).
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Sekil 2. HSV enfeksiyonlu bir hastada Tzanck yaymasi (¢cok sayida normal hiicreyle
cevrili biiytik ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreleri oklarla gosterilmistir). Hiicreler, optik parlak
alan mikroskobu kullanilarak alinan metilen mavisi ile boyanmistir (Nath ve ark.,
2021).

2.8.2. Antijen arama yontemleri:

Lezyonlardan alman kazinti O6rneklerinin, immiinofloresans veya elektron
mikroskopi yontemleriyle incelenerek, herpes antijenleri icerip icermedikleri
arastirilabilir. Direkt incelemede kullanilan en yaygin yontem mukokiitan6z lezyonlarda
HSV antijeninin immunfloresan ydntem ile boyanarak gdsterilmesidir. Ornekler lezyon
tabanindan ekiivyonla alinir, lama siiriiliir ve kurutulur. Asetonla tespit edildikten sonra
HSV antijenlerine 6zgiil ‘fluorescein isothiocyanate (FITC)’ ile isaretli monoklonal
antikorlar ile boyanir. Duyarlilik ve 6zgiilliiglinii artirmak icin viral kiiltiir ile birlikte
yapilmasi Onerilir. HSV proteinlerini baglayabilen monoklonal antikorlar kullanilarak
ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay), immunperoksidaz yontemleri ile de
klinik oOrneklerde HSV antijenleri aragtirllmaktadir (Ustagelebi, 2001; Jerome ve
Ashley, 2003).

2.8.3. Viriis izolasyonu:

Yontemin duyarliligi (1) lezyonlarin donemi (vezikiiler lezyonlardan izolasyon
sansi, Ulseratif lezyonlara gore daha fazla), (2) hastaligin birincil veya yineleyen epizot
olmas1 (birincil enfeksiyonda izolasyon sansi daha yiiksek) ve (3) hastanin bagisik

durumu (bagisik yetmezlikli olanlarda daha fazla virus/antijen salinimi) olarak
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ozetleyebilecegimiz faktdrlerle cok yakindan ilgilidir. izolasyon igin materyal, herpetik
lezyonlarin bulundugu deri ve konjunktivadan veya oliilerde beyinden alinir. Viriis
bogaz calkant1 suyu, tiikiiriik ve diskida da vardir. Primer enfeksiyonlarda viriis, 2-3
hafta boyunca bogaz ve diskida bulunur. Lezyonlar disinda, 6zellikle asemptomatik
donemlerde de bogaz veya diskidan virus izolasyonu miimkiin oldugundan, her zaman

ayni1 etiyolojik degeri tasimaz, bir rastlant1 sonucu iiretilmis olabilir (Serter, 2008).

Herpesviruslarla tavsan, kobay, fare ve hamster gibi cesitli hayvanlar1 enfekte
etmek olanaklidir. Ayrica embriyonlu tavuk yumurtas: bunlar i¢in iyi bir lireme yeridir.
Embriyonlu yumurta koryoallantoik membran1 HSV enfeksiyonuna ¢ok duyarlidir. Bu
zar iizerinde lezyonlar 1-2 giinde ortaya ¢ikar ve 3-4 giinde tam olarak gelisirler. Bunlar
ufak, biraz belirgin beyaz plaklar olup, sayilar1 ekilen virus yogunlugu ile ilgilidir.
Ancak bunlar arasinda hiicre kiiltiiri yontemi en c¢ok tercih edilendir. Hiicre
kiiltiirlerinde tipik inkliizyonlar yapar ve sonralar hiicreleri nekroze ederler. HSV, 18-
72 saat icinde, hiicre kiiltiirlerinde sitopatik etki yaparak g¢ogalir. Ureyen virusun
tanimlanmasi, 6zgilil antiserumlarla yapilan nétralizasyon testi veya immiinofloresans
yontemiyledir. HSV izolatlarinin tiplendirilmesi ise monoklonal antikorlar araciligiyla
veya epidemiyolojik calismalarda yararli bir yontem olan, viral DNA'nin smirlayici

endoniikleaz analizi ile gergeklestirilir (Serter, 2008).
2.8.4. Serolojik yontemler:

HSV'ye kars1 olusan antikorlar; noétralizasyon, kompleman birlesmesi, pasif
hemagliitinasyon, indirekt immiinofloresans, RIA, ELISA, komplemana bagl sitoliz ve
antikora bagimli hiicresel sitoliz gibi ¢esitli serolojik yontemlerle tespit edilebilir (Biike,

2017).

Primer enfeksiyonun 4-7. giinlerinde antikor (IgM ve IgG) tiretimi baglar. Bu
antikorlar 2-4 hafta i¢inde en yliksek seviyeye ulasir, ardindan titreleri azalmaya baslar.
IgM antikorlar1 4-6 ay i¢inde kaybolurken, IgG antikorlar1 diisiik titrelerde yasam boyu
devam eder ve yineleyen enfeksiyonlar sirasinda hafif dalgalanmalar gosterir. Bu
nedenle, primer enfeksiyon tanisinda, akut ve konvalesan dénem serumlar: arasinda 4
kat titre artis1 saptanmasi énemli bir tan1 kriteridir. Ancak, eriskinlerden alinan tek bir

serum Ornegindeki antikor diizeyinin genellikle tani agisindan degeri yoktur. Ciinkii
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eriskinlerin ¢ogunda Olgiilebilir diizeyde antikor bulunmakta ve yineleyen enfeksiyonlar

sirasinda antikor titresinde anlamli bir degisiklik olmamaktadir (Biike, 2017).

Ayrica, HSV ve VZV arasindaki antijenik benzerlik de dikkate alinmalidir.
Yenidoganlarda HSV-IgM antikorlarinin tespiti tanida yardimci olabilir, ancak ileri

yaslardaki primer ve tekrarlayan herpes enfeksiyonlarini ayirt etmede bu yontemin

katkis1 sinirlidir (Biike, 2017).

Klinik ve epidemiyolojik ag¢idan 6nemli bir diger konu, hastanin hangi tip HSV
ile enfekte oldugunun belirlenmesidir. Daha 6nce HSV-1 ve HSV-2'yi ayirt etmek i¢in
kullanilan nétralizasyon testleri, glinlimiizde yerini immiinoblotting yontemlerine
birakmstir. Ozellikle Western blot, HSV-1 ve HSV-2’ye kars1 olusan antikorlar1 ayirt
etmede %98'in lizerinde duyarlilik ve 6zgiilliikk sunmaktadir. (Biike, 2017).

2.8.5. Molekiiler biyolojik yontemler:

Klinik orneklerde viral genomun niteliksel (kalitatif) ve niceliksel (kantitatif)
olarak tespit edilmesinde, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler biyolojik
yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. PCR yontemi sayesinde, farkli herpetik
lezyonlarda erken tani yiiksek bir ozgiilliikle konulabilmektedir. Genelde HSV DNA
arastirilmasina yonelik testler, hiicre kiiltiirtine gore 3-4 kez daha fazla duyarlidir. Erken
tanida kullanilan DNA hibridizasyonu teknigiyle dokulardaki veya hiicre i¢indeki
DNA'y1, radyoaktif madde ile isaretli HSV niikleik asit problar1 ile saptama olanagi
vardir (Schiffer ve Corey, 2010).

Gilintimiizde, HSV enfeksiyonlarmin tanisinda en hassas yontem, lezyondan
alman orneklerde HSV DNA'nin, PCR ile tespit edilmesi olarak kabul edilmektedir.
Ozellikle herpetik ensefalitlerde klinik ve virolojik tanidaki zorluklar nedeniyle, PCR bu
durumlarda altin standart ve en duyarli yontem haline gelmistir. Bu sayede, PCR
yontemi herpetik meningoensefalit tanisinda, beyin biyopsisinin yerini almistir (Biike,

2017).

PCR, hiicre kiiltiirline gore ¢ok daha hizli ve hassas sonuclar vermektedir. HSV

DNA, genellikle in-house PCR ile arastirilabilse de, daha az kontaminasyon riski
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tastyan ve daha hizli sonu¢ veren gercek zamanli PCR (RT-PCR) yontemi tercih
edilmektedir (Erdem ve ark., 2020).

Gergek zamanli PCR, konvansiyonel PCR'a gore daha kolay ve hizlidir. Ayrica,
atipik, kronik ve tekrarlayan keratit teshisinde avantajli bir yontemdir (Mohammadpour

ve ark., 2021).

Sendromik PCR testleri, enfeksiyon etkenlerinin tanisinda hiz ve duyarliligi
artiran, modern molekiiler tan1 yontemlerindendir. Bu testler, belirli bir klinik
sendromla iliskili ¢cok sayida patojeni, tek bir Ornek iizerinden eszamanli olarak
saptayabilme imkani sunar. Ozellikle solunum yolu enfeksiyonlari, menenjit/ensefalit,
gastroenterit ve sepsis gibi ciddi tablolarin tanisinda tercih edilmektedir. Multipleks
PCR teknolojisine dayanan bu test sistemleri, kiiltiir gibi klasik yontemlere gore daha
kisa siirede (genellikle 1 saat i¢inde) sonug vererek klinik karar alma siirecini hizlandirir
(Acibadem Labmed, 2021). Ayrica direng genlerini de tespit edebilen paneller
sayesinde, ampirik antibiyotik tedavileri daha hedefe yonelik planlanabilmekte ve

gereksiz antibiyotik kullanimi azaltilabilmektedir (Kapmaz, 2019).
2.9. Tedavi

Herpetik enfeksiyonlarin tedavisinde cesitli yontemler denenmis olmasina
ragmen, mevcut ilaglarin hicbiri HSV eradikasyonunu saglayamamakta ve latent
enfeksiyonu ortadan kaldiramamaktadir. HSV  enfeksiyonlarmin  tedavisinde
kullanilmak {izere onaylanmis antiviral ilaclar sunlardir: (1) Asiklovir, (Aklovir) bir
asiklik guanozin analogu olup, antiviral etkisini gosterebilmesi i¢in viral timidin kinaz
tarafindan fosforilize edilmesi gerekmektedir. Giivenilir ve 6zgiil bir ilag olan asiklovir,
oral uygulamada biyoyararlaniminin oldukg¢a diisiik olmas1 (%10-20) nedeniyle sik doz
araliklariyla kullanilmasi gerekir (2) Valasiklovir, (Valtrex) asiklovirin L-valil esteri
olup, benzer bir etki mekanizmasina sahip olmakla birlikte biyoyararlanimi 3-5 kat daha
fazladir. (3) Pensiklovir de benzer bir etki mekanizmasina sahiptir, ancak asiklovire
gore hiicre icinde daha uzun yar1 6mre sahiptir. (4) Famsiklovir, pensiklovirin diasetat
esteridir; agizdan alian pensiklovirin diasetat esteri olarak gelistirilmistir ve oral alim
sonrasi hizla pensiklovire doniiserek etkinlik saglar. (5) Foskarnet ve sidofovir, timidin

kinazdan bagimsiz viral DNA sentezini inhibe eden ilaclardir ve 6zellikle asiklovire
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direncli siddetli HSV enfeksiyonlarinda tercih edilir. (6) Gansiklovir, (Virgan pomad)
HSV-1 ve HSV-2'ye kars1 etkili olmakla birlikte toksisite riski nedeniyle genellikle goz
enfeksiyonlarinda topikal olarak kullanilir. (7) Vidarabin, HSV enfeksiyonlarinda
kullanilan bir diger ilactir. Tedavinin etkili olabilmesi i¢in miimkiin oldugunca erken
baslanmasi1 gerekmekte olup, 3 gilinden eski lezyonlarda antiviral ilaglar genellikle
etkisizdir. Tedavi siiresi, rejimin maliyeti, hasta uyumu ve bagisiklik durumu gibi
faktorlere bagh olarak degisiklik gosterebilir (Lohr ve ark., 2016; Schiffer ve Corey,
2017).

2.10. Korunma ve Kontrol

HSV enfeksiyonlarindan korunmada alinacak oOnlemler sunlardir: Yaygin
herpetik lezyonlar1 olan hastalarla saglikli kisilerin yakin temastan kaginmasi, aktif
genital lezyonu veya ge¢miste genital HSV enfeksiyonu Oykiisii bulunan eslerle cinsel
iliski sirasinda kondom kullanilmasi, saglik c¢alisanlarinin enfekte bireylerle temas
ederken gerekli enfeksiyon kontrol onlemlerini almasi ve bebeklerin perinatal

enfeksiyonlardan korunmasi (Biike, 2017).

Ayrica virlisiin yayillmasini azaltmak i¢in el hijyeni ve genel hijyen kurallarina
odaklanilmahdir. Kirli ellerle gozlerin ovusturulmasindan kagmilmali ve diizenli el
yikama tesvik edilmelidir. Enfekte kisiler, bulasmayir en aza indirmek i¢in izole
edilmelidir. Herpes simpleks keratiti tanis1 konan hastalar, tekrarlamalari tanima ve hizl
tibbi yardim alma konusunda egitilmelidir. Ayrica, tekrarlamalar1 en aza indirmek i¢in

Onleyici tedavi gerekebilir (Ahmad ve ark., 2024).

Son olarak, HSV enfeksiyonundan korunmak amaciyla as1 ¢alismalari devam

etmekte olup, su an i¢in lisans almis bir ag1 bulunmamaktadir (Nath ve ark., 2021).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Secimi ve Verilerin Toplanmasi

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Dursun Odabas1 Tip Merkezi’nde Mart 2024 —
Mart 2025 tarihleri arasinda Mikrobiyoloji laboratuvarimiza, goéz kliniginden gelen
Herpetik stromal keratit tanisi diisiinlilen hastalarin gozyasi 6rnekleri ¢alismaya dahil
edilmigtir. Hastanin iki goziinde de Herpetik stromal keratit diisiiniildiigii takdirde
lezyonun en fazla oldugu goz calismaya dahil edilmis olup diger géz ¢alisma disi

birakilmistir.

3.2. Etik Kurul Onay1

Calismamiz Van Yiiziincii Y1l Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulunun 08.03.2024 tarih ve 2024/03-06 sayili karar1 ile onay

almustir.

3.3. Gozyas1 Ornekleme Yontemleri

Her bir hastadan, ayni1 seansta ii¢ farkli teknikle gézyasi 6rnegi alinmistir. Tiim
ornekleme prosediirleri, kontaminasyon riskini en aza indirmek amaciyla steril sartlarda
ve temassiz bir sekilde, bir goz hastaliklar1 uzmani tarafindan uygulanmistir. Tim
ornekleme yontemleri, topikal anestezi uygulanmadan ayni hastanin ayni goéziinden,
ayni1 seansta ve siralama etkisini minimize etmek amaciyla rastgele belirlenen bir sirayla
uygulanmistir. Hastalarin gdzyaslar1 alindiktan sonra vVNAT® Transfer Tipi (Bio-
Speedy, Istanbul, Tiirkiye) igerisine koyulup Mikrobiyoloji laboratuvarimiza
ulagtirilmigtir. Calisma zamanma kadar Ornekler +4 °C buzdolabinda muhafaza

edilmistir.
3.3.1. Kapiller Tiip Yontemi

Bu yontemde, gozyasi dogrudan alt forniks bolgesinden, goz ylizeyine temas
ettirilmeden ve pasif akis yoluyla kapiller Soda-kire¢ camu kapiller tiip (1,55 mm cap X

75 mm uzunluk) (Vitrex medikal A/S, Herlev, Danimarka) icerisine toplanmistir. Her
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hasta i¢in steril mikro-hematokrit tiipler (75 mm uzunlugunda) kullanilmis olup

yaklasik 50 pL 6rnek hacmine ulasilmistir.
3.3.2. Schirmer kagid1

Gozyas1 lretiminin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan bu yontem,
alt goz kapagmin konjonktival yiizeyine yerlestirilen standart Schirmer kagidinin
(Karboksi metil seliiloz oftalmik steril seritler, Optitech Eyecare, Allahabad, Hindistan)
5 dakika silireyle gozde birakilmasi esasina dayanmaktadir. Ardindan gozyast

emdirilmis kagitlar steril kosullarda kesilerek 6rnekleme tiipiine aktarilmistir.

3.3.3. Siiriintii Cubugu Yontemi

Steril pamuk uc¢lu bir ¢ubuk, alt forniks bolgesine hafifce temas ettirilerek,
yaklasik 5 saniye siireyle dairesel hareketlerle gozyasi ve konjonktival sekresyonlardan

ornek toplanmugtir.
3.4. Multipleks PCR Yontemi

3.4.1. Kullanilan Kit ve Cihazin Ozellikleri

G0z enfeksiyonlarina neden olan ana patojenlerin tanimlanmasi i¢in, Bioeksen,
Bio-Speedy Go6z Enfeksiyonlart qPCR Paneli (Bio-Speedy, Istanbul, Tiirkiye) kiti

kullanilmustir.

Bio-Speedy Go6z Enfeksiyonlar1 qPCR Paneli kiti; Herpes Simplex Virus 1,
Herpes Simplex Virus 2, Adenovirus, Varicella-zoster Virus, Sitomegalovirus, Epstein-
Barr Virus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Chlamydia
trachomatis, Fusarium spp., Aspergillus spp., Candida spp., Toxoplasma gondii,
Acanthamoeba spp. Olmak iizere 14 patojeni tespit ve ayirt etmektedir (Tablo 2).

Kitin c¢aligmasinda kullanilan Mic qPCR Cycler kiiciik boyutlu, hafif ve
taginabilir bir tasarima sahiptir. 5 ile 30 pL arasinda hacimlerle c¢alismay1
desteklemektedir. Dort tiipten olusan 0,1 mL'lik stripler ve eslesen kapaklar kullanilir.

Calisgmanin baslangicinda yiiksek hizli santrifiijleme ile reaksiyon bilesenlerinin tiipiin
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dibinde olmasini garanti ederek harici santrifiije ihtiya¢ duyulmamaktadir. Cihaz tak-
calistir seklindedir ve herhangi bir kalibrasyon gerektirmemektedir. Gerektiginde her
patojene ve alt gruplarina ait sonug egrilerini ayr1 ayr1 gosterebilmektedir. Cihaz 4
kanala sahiptir ve bu kanallar; FAM, HEX, ROX ve Cy5 floresan absorbanslarina

uygundur.

Tablo 2. Kit ile saptanan patojen tipleri

Patojen Tiirii  Alt Tipi

Herpes Simplex Virus 1, Herpes simplex Virus 2, Adenovirus,

Virus Varicella-zoster Virus, Sitomegalovirus, Epstein-Barr Virus
. Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Chlamydia
Bakteri .
trachomatis
Mantar Fusarium spp., Aspergillus spp., Candida spp
Protozoa Toxoplasma gondii, Acanthamoeba spp

3.4.2. Yontemin Esaslari

Bioeksen, Bio-Speedy G6z Enfeksiyonlar1 qPCR Panel kiti, multipleks gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Multiplex qPCR) ile ¢alismak {izere gelistirilmis
bir molekiiler tan1 sistemidir. Bu kit, DNA ve RNA bazl viriisleri, bakteriler, mantarlar
ve protozoalar gibi farkli patojen gruplarinin genetik materyallerini eszamanl olarak
hedefleyen ve gogaltan coklu amplifikasyon reaksiyonlar1 gerceklestirebilir. Reaksiyon
sirasinda, hedef mikroorganizmalara 6zgii hidroliz problar1 kullanilarak spesifik
floresan sinyalleri elde edilir. Bu floresan sinyaller, her bir hedefin amplifikasyon siireci

boyunca artig gosterir ve boylece patojen varlig1 es zamanl olarak tespit edilir.

Bu sistemin temel avantaji, ¢ok sayida patojeni ayni anda analiz edebilme
kapasitesine sahip olmasidir. Hidroliz problarinin yliksek 6zgiilliigli sayesinde, her bir
patojenin varlig1 giivenilir bir sekilde dogrulanabilir. Ayrica, qPCR formati, RNA bazli
patojenler i¢in cDNA sentezi ve amplifikasyon siireglerini tek bir reaksiyonda birlestirir,
bu da analiz siiresini kisaltir ve islem basamaklarin1 azaltarak laboratuvar verimliligini
artirir. Bu yontem, gz enfeksiyonlarina neden olan etkenlerin hizli, dogru ve hassas bir
sekilde tespit edilmesine olanak tanir ve 6zellikle karmagik patojen profillerinin analiz

edilmesi gereken klinik durumlarda 6nemli bir tani aracidir. Elde edilen sonuclar
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Sigmoida yazilimi ile otomatik olarak analiz edilmektedir.
3.4.3. Kit Icerigi

Bioeksen, Bio-Speedy Go6z Enfeksiyonlar1 qPCR Panel kiti, goz
enfeksiyonlarina neden olabilecek cesitli patojenlerin tanimlanmasini kolaylastirmak
amaciyla liyofilize strip formatinda gelistirilmis bir molekiiler tan1 kiti olarak
tasarlanmigtir. Her bir 6rnek icin 4 tiip iceren bir strip kullanilmakta ve bu tiipler
icerisinde multipleks olarak reaksiyonlar gerceklestirilmektedir. Liyofilize strip formati,
reaksiyon karigimini olusturan oligoniikleotid mix ve enzimlerin 6nceden hazirlanarak
kullanima hazir halde sunulmasini saglar. Kullanici, sadece numuneye ait niikleik asidi
ekleyerek cihazda analiz baslatabilir; bu, islemlerin hizin1 artirmakta ve laboratuvar

prosediirlerini kolaylastirmaktadir.

Bu kit, gbz enfeksiyonlarina yol agan ¢esitli viriis, bakteri, mantar ve protozoa
patojenlerini ayni anda tespit edebilme 6zelligine sahiptir. Strip ig¢erisindeki her bir tiip,
farkli patojen gruplarimi hedefleyen primer ve prob karisimlari igerir. Nimunede
bulunan hedef niikleik asitlerin amplifikasyonu, floresan isaretli spesifik prob setleri
(FAM, HEX, ROX ve Cy5 gibi) ile izlenir. Bu prob sistemleri, her bir patojene 6zgii

sinyaller {ireterek ¢oklu patojenlerin es zamanli olarak saptanmasini saglar.

Tablo 3’te, bir 6rnege ait hazir halde bulunan dort liyofilize strip tiipiiniin genel
goriinlimii ve her bir tiipiin igerdigi patojenlerin spesifik niikleik asit hedefleri ile prob
renkleri gosterilmistir. Her bir tiip, gz enfeksiyonlarina neden olabilen spesifik

patojenlerin amplifikasyonu ve tanimlanmasi i¢in optimize edilmistir.

Bu strip formati, her bir tiipiin farkli patojen gruplarini kapsayan spesifik prob ve
primer setleri icermesi sayesinde ¢ok sayida patojeni ayni anda saptamaya olanak tanir.
Ozellikle goz enfeksiyonlarma yénelik olarak yaygin patojenlerin analiz edilmesi
gereken durumlarda bu kit, yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliikk ile hizli sonug¢ vermektedir.
Ayrica, multipleks formati sayesinde laboratuvar is akisini optimize eder ve coklu

patojen analizlerinde maliyet etkin bir ¢6ziim sunar.
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Tablo 3. Bir 6rnege ait hazir liyofilize striplerin genel goriiniimii ve igerigi

Tiip No Kanal / Floresan Hedef Patojen / Kontrol
FAM Epstein-Barr Virus
Tiip 1 HEX Insan (IC - Harici Kontrol)
ROX Candida spp.
CY5 Aspergillus spp.
FAM Human Cytomegalovirus
Tiip 2 HEX Toxoplasma gondii
ROX Acanthamoeba spp.
CYS5 Streptococcus pneumoniae
FAM Chlamydia trachomatis
Tiip 3 HEX Pseudomonas aeruginosa
CY5 Human Adenovirus
FAM Herpes Simplex Virus 1
. HEX Fusarium spp.
R 4 ROX Varicella-Zoster Virus
CYS5 Herpes Simplex Virus 2

3.4.4. qPCR Uygulama Protokolii

Bu protokol, Bioeksen, Bio-Speedy Go6z Enfeksiyonlar1 qPCR Panel kitinin
uygulanmasinda kullanilan qPCR cihazinin programlanmasi ve islem asamalarini
ayrintili olarak aciklamaktadir. Asagidaki adimlar, orneklerin islenmesinde yiiksek

verimlilik ve dogruluk saglamak amaciyla izlenmelidir:

* Cihaz Programlama: qPCR cihazinm1 Tablo 4’de verilen program

parametrelerine gore ayarlanilir.

* On Islem: —20°C’de saklanan Mic stripleri sogutucu blok iizerine yerlestirilir ve

ornek eklemeden once oda sicakligina gelmeleri saglanilir.

* Ornek Eklenmesi: Her bir reaksiyon tiipiine 10 pL “Kalip Niikleik Asit
(Ornek)” eklenir. Ayrica, olas1 kontaminasyonun tespiti icin “El Rxn” stripine 10 pL

“NTC” (Negatif Kontrol) eklenir.

* Cihaz Yerlestirme ve Cahstirma: Hazirlanan stripleri qPCR cihazina

yerlestirerek ¢alisma baslatilr.
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Tablo 4’te, qPCR programimin detaylar1 ve dongii ayarlari belirtilmistir. Bu
parametreler, optimal baglanma ve uzama sartlar1 saglanarak amplifikasyonun

dogrulugunu artirmay1 amaglamaktadir.

Tablo 4. qPCR Program

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siire

Enzim Aktivasyonu 1 Ddngii 52°C 3 dk

Bekleme 1 Dongii 95°C 10 sn
12 Touchdown Dongiisii:

Denatiirasyon Dongii basina baglanma 95°C 1 sn

sicakliginda 1°C azalma

12 Touchdown Dongiisii:

Baglanma/Uzama Dongii bagina baglanma 67°C -56°C 15 sn
sicakliginda 1 °C azalma

Denatiirasyon 30 Dongii 95°C 1 sn

Baglanma/Uzama 30 Dongii 55°C 15 sn

Tespit (Okuma) 30 Dongii FAM /HEX/ROX/CY5 -

Not: Touchdown baglanma sicakligi, amplifikasyonun 6zgiilligiinii artirmak
amaciyla her bir dongiide 1°C azalarak baglar. Bu sicaklik degisiklikleri, 6zellikle ¢coklu
patojen tespit edilen reaksiyonlarda arka plan sinyallerinin azaltilmasina yardimci olur.
Son okuma, her hedef i¢in farkli floresan sinyalleri (FAM, HEX, ROX, Cy5)
kullanilarak gerceklestirilir.

3.4.5. Sonuc¢larin Yorumlanmasi
3.4.5.1. Kontrol Tiirleri ve Beklenen Performans

Tablo 5’de qPCR deneyinde kullanilan kontrol tiirleri ve bu kontrollerden

beklenen sonuclar verilmistir:

e Negatif Kontrol (NTC): qPCR reaksiyonuna herhangi bir sablon DNA
eklenmeden yapilan kontroldiir. Bu kontrol, kontaminasyon olup olmadigii kontrol

etmek amaciyla kullanilir. Beklenen sonug, herhangi bir Cq degeri elde edilmemesi (Cq

Yok) seklindedir.

* Pozitif Kontrol (PC): Reaksiyonun c¢alisip ¢alismadigint dogrulamak i¢in
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stabiliteyi kontrol eder. Burada beklenen sonug, pozitif bir Cq degeri elde edilmesidir.

Cq degeri belirlenen araliklarda olmalidir (Cq<26).

* Dahili/Ekstraksiyon ~ Kontrolii ~ (IC):  Orneklerdeki  niikleik  asit
ekstraksiyonunun ve qPCR calismasinin diizgiin sekilde gerceklestigini dogrulamak
amaciyla eklenir. Eger IC Cq<26 ise ve etken Cq kriterine uygun Cq degerine sahipse,
IC gegerli kabul edilir.

Bu kontrollerin beklenen performansa uygun sonucglar vermemesi durumunda

asagidaki analizler yapilmalidir.

Tablo 5. Kit Kontrollerinin Beklenen Performansi

Kontrol Tiirii Amag Beklenen Yorum
Sonuc¢
. Cq degeri ¢ikarsa
NTC (Negatif Kontangmasyonun olup Cq goriilmemeli  kontaminasyon
olmadigini kontrol e 1
Kontrol) (Cq yok) thtimali vardir; test
etmek
tekrarlanmalidir.
PCR sisteminin Belirtilen aralikta
PC (Pozitif calistigini ve reaktiflerin Ca <26 Cq ¢ikmali;
Kontrol) stabil oldugunu 1= cikmazsa reaktif
dogrulamak sorunu olabilir.
IC basarisizsa
IC (Dahili Ekstraksiyon ve qPCR sonug gegersiz
adimlarmin diizgiin Cq=<26 sayilir; yeni
Kontrol) . )
calistigin1 gostermek numune
gerekebilir.

3.4.5.2. Problemler ve Onerilen Islemler
Kontrollerin ¢aligmadig1 durumlarda yapilmasi gereken islemler sunlardir:

* Kontaminasyon: Eger NTC kanalinda Cq<26 degeri elde edilirse,
kontaminasyon olabilir. Bu durumda, ¢aligmanin tekrar edilmesi ve uyari/sinirlamalar

boliimiindeki talimatlara gore analiz yapilmasi onerilir.

* Reaktif Problemi: Calisma sirasinda pozitif kontrol istenen sonuglari

vermiyorsa veya ornekler icin Cq<26 olan sigmoid egrisi elde edilemiyorsa, reaktiflerin
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stabilitesi sorgulanmalidir. Bu durumda, kit ireticisi ile iletisime gecilmesi ve PC

reaksiyonuna ekstra pozitif kontrol eklenmesi onerilir.

* Gegersiz Sonug: Test tipiiniin HEX (IC) kanalinda Cq<26 degeri elde
edilmezse, numuneden bagimsiz bir sorun olabilir. Bu durumda, hastadan yeni bir

numune alinmasi ve testin tekrarlanmasi gerekmektedir.
3.4.5.3. Hasta Sonuclarinin Yorumlanmast

Eger tim kontroller gecerliyse, hasta sonuclarinin yorumlanmas: su sekilde

yapilir:
. Etken Pozitif (+):

IC pozitif (+) veya negatif (-) olabilir, ancak etkenin Cq degeri 26’dan kiigiik

olmalidir.

Cq degerleri araligma gore, Cq>26 ise “Negatif’, 16<Cq<26 ise “Pozitif”,

Cqg<16 ise “Yiiksek Pozitif” olarak yorumlanir.
. Etken Negatif (-):
IC pozitif (+) ve etken tespit edilmemisse sonug “Negatif” olarak degerlendirilir.

Ayrica, qPCR cihaz ile elde edilen sonuglar yukarida gdsterildigi gibi manuel
yorumlanabilir ya da “Sigmoida” yazilimi kullanilarak otomatik olarak yapilabilir. Bu
stiregler, qPCR deney sonuglarinin dogru yorumlanmasi ve hatalarin minimize edilmesi
acisindan olduk¢a onemlidir. Tiim bu asamalar, laboratuvarda kontaminasyon, reaktif

sorunlar1 ve gecersiz sonuglarin dnlenmesi igin titizlikle uygulanmalidir.

3.5. istatistiksel Analiz

Bu ¢aligmada, HSV-1 PCR testlerinin tanisal performansini degerlendirmek
amaciyla, li¢ farkli gozyas1 6rnekleme yontemi ile es zamanli olarak 6rnekler alinmis ve
tim numunelerde HSV-1 varligi PCR yontemiyle analiz edilmistir. Elde edilen veriler

cok yoOnlii istatistiksel yontemler kullanilarak degerlendirilmis ve Ornek alma
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tekniklerinin tanisal dogruluga etkisi arastirilmigtir. Verilerin analizi sirasinda
tanimlayici istatistikler, tanisal dogruluk Ol¢limleri ve gruplar arasi karsilastirmalarin

yani sira, yontemler arasi uyum ve pozitiflik oranlarinin kiyaslanmasi da yapildu.

3.5.1. Tammlayia: Istatistikler

Yas degiskeni icin ortalama ve standart sapma hesaplandi, cinsiyet gibi

kategorik degiskenler ise say1 (n) ve ylizde (%) degerleri ile sunulmustur.
3.5.2. HSV-1 Pozitiflik Oranlarimin Karsilastirilmasi

Her bireyde ii¢ farkli 6rnekleme yontemi (Kapiller tiip, Schirmer kagidi, siiriintii
cubugu) ile alinan 6rneklerden elde edilen HSV-1 PCR pozitiflik oranlari, oncelikle
tanimlayict olarak sunulmus, ardindan gruplar arasi karsilagtirmalar yapilmstir.
Pozitiflik, PCR ¢iktisinda “HSV-1" ifadesinin varligi ile tanimlanmistir. Tedavi durumu
(alan/almayan) ve niiks durumu (ilk atak/niiks) gibi ikili kategorilere gore pozitiflik
oranlarinin karsilastirilmasinda Fisher’in Kesinlik Testi (Fisher’s Exact Test)

kullanilmistir.
3.5.3. Tanisal Dogruluk Analizleri

HSV-1 PCR testlerinin duyarhlik (sensitivity), ozgiilliik (specificity) ve pozitif
prediktif deger (PPV) hesaplamalarinda, altin standart olarak klinik degerlendirme
(biyomikroskopik bulgular, niiks durumu) esas alindi. (Hoarau ve ark., 2023) Klinik
degerlendirme ile HSK tanis1 konmus hastalar, PCR testlerinin tanmisal dogrulugunu
belirlemek amaciyla referans olarak kabul edildi. Her {i¢ test yontemi ic¢in bu Olgiitlere
dayali performans analizleri genel hasta grubunda ve tedavi durumu ile niiks durumuna

gore alt gruplar i¢inde hesaplandi.
3.5.4. Yontemler Arasi Pozitiflik Farklarinin Analizi
Testler aras1 pozitiflik oranlarinin karsilastirilmasinda su analizler uygulandi:

e Cochran’s Q Testi: Ayn1 bireyde uygulanan {i¢ farkl testin pozitiflik oranlari

karsilastirilarak, aralarinda anlamli fark olup olmadigi analiz edildi. Bu test
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genel grup ve klinik alt gruplar (tedavi durumu, niiks durumu) i¢in ayr1 ayri
uygulandi.

e Cohen’s Kappa Uyum Analizi: Testlerin tanisal uyumu degerlendirildi. Her bir
test cifti igin Cohen’s Kappa katsayis1 hesaplandi ve uyum diizeyi yorumlandi.
Kappa degerleri genel hasta grubu ve klinik alt gruplar i¢in ayr1 ayri raporlandi.

e McNemar Testi: Test ciftleri arasinda pozitiflik oranlarinda anlamli bir fark
olup olmadigini belirlemek amaciyla eslesmis ikili karsilagtirmalar yapildi. Bu

analiz de hem genel hasta grubunda hem de alt gruplarda yiiriitiildii.
3.5.5. PCR Cq Degeri Karsilastirmalari

Her test yontemi i¢cin PCR Cq degerlerinin, hastalarin klinik durumlarina
(tedavi alma ve niiks durumu) gore farklilik gosterip gostermedigi degerlendirildi. Cq
degerleri parametrik dagilim gostermediginden dolayi gruplar arasi fark analizleri
Mann—Whitney U testi ile gergeklestirildi. Her testin Cq ortalamalar1 iki grupta
karsilastirildi ve anlamlilik diizeyi p < 0.05 olarak kabul edildi.

3.5.6. Istatistiksel Gii¢

Calismada kullanilacak 6rneklem biiylkligli, en az %80 istatistiksel gii¢
saglayacak sekilde on-hoc hesaplamayla planlandi; yapilan post-hoc analizlerde, elde
edilen 6rneklemin %95’in iizerinde giic sagladigi belirlendi. Orneklem biiyiikliigii
hesaplamasi, %30 beklenen duyarlilik, %10 hata payi, %80 giic ve %0.05 alfa hata

diizeyi esas alinarak yapilmistir.
3.5.7. Yazihm

Tlm istatistiksel analizler Python programlama dili kullanilarak gerceklestirildi.

Pandas, scipy, statsmodels, sklearn ve matplotlib gibi kiitiiphanelerden yararlanildi.
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4. BULGULAR

Calismaya toplam 46 olgu dahil edildi. Katilimcilarin yas ortalamasi 40.64 +
17.78 yil olup, %37’si (n=17) kadin, %63’si (n=29) erkekti.

Bu calismada herpetik stromal keratit (HSK) tanist diisiiniilen 46 olgudan
alinan gozyas1 Orneklerinde ii¢ farkli 6rnekleme yontemi ile yapilan HSV-1 PCR
testlerinin pozitiflik oranlar1 degerlendirildi ve gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar
yapildi. Pozitiflik, PCR ¢iktisinda “HSV-1" sonucu verilen olgular olarak tanimlanda.

Calisma kapsaminda degerlendirilen 46 hastanin 13’linde, en az bir gozyast
toplama yontemiyle HSV-1 pozitifligi saptanmistir. Benzer sekilde, 5 hastada ise CMV
pozitifligi tespit edilmistir.

(Caligmada 32 hasta, daha 6nce keratit atag1 ge¢irmis olup niiks keratit nedeniyle
basvururken, 14 hasta ilk atakla basvurmustur. 21 hasta basvuru sirasinda antiviral
tedavi alirken, 25 hasta herhangi bir goz hastalig1 tedavisi gormiiyordu. Tiim hastalarin

klinik 6zellikleri ve PCR sonuglar1 Tablo 6 ve 7'de verilmistir.
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Tablo 6. Calisma grubundaki hastalarin klinik durumlari

Sira . . Sistemik hast. Tedavi Alma Atak
No Yas Cins Sikayet oyKkiisii Durumu Durumu Bulgular
Gozde . g
1 36 K agn,batma,Kizariklik,sulanma,isiktan Hipotiroidi Yok Ik Atak Korneada keratit odagi meveut,komeda stromal
infiltrasyon
rahatsiz olma,
2 32 E  Agr,batma,sulanma - Yok Niiks  Korneda keratit odag1?,stromal infiltrasyon
3 37 Gozde beyazlik ,sulanma,agri,batma,isiktan ) Var Niiks Korneada skar,stromal infiltrasyon,epitel defekti
rahatsiz mevcut
. 1 9
4 10 K Batma,agri,kizariklik,yasarma - Yok 11k Atak Komeada keratit skari? korneada stromal
infiltrasyon
< ; kornea 6demli,keratit odagi, stromal infiltrasyon,
5 66 E  Batma,agri kizariklik,yagarma - Yok Ik Atak OK'da hiicre pozitif.stromal opasifite meveut
6 85 E  Go6zde kanlanma,bulanik gérme - Yok Niiks Kornea ddemli keratit od?gl,strgmal
infiltrasyon,kornea hafif 6demli
7 46 E Gozde kizariklik,Gérme azligi,daha ) Var Niiks korneada hergetik stromal keratit?, stromal
once,1s1ktan rahatsiz infiltrasyon, Okda hafif rxn (1+ hiicre pozitif)
o . 1 519
2 1 K Kizariklik,sulanma,agri,batma,isiktan ) Yok ik Atak Korneada stromal keratit odagi1? korneada stromal
rahatsiz infiltrasyon
9 5 E  Gozde sulanma,agri,batma,kizariklik - Var Niiks  korneada keratit skari,stromal infiltrasyon
10 43 E G“ozde agr,batma hissi,bulanik - Var Niiks Korneada skar,stromal keratit?,stromal infiltrasyon
gorme,1siktan rahatsiz
i 519
11 37 E  Gozde beyazlik,batma hissi,agri - Var Niiks Korneada stromal keratlt. odagi? korneada stromal
infiltrasyon,epitel defekti mevcut
12 32 E gﬁz?:l:atma hissi,agn,kizariklik,istktan - Var Niiks  Korneada opasifikasyon,stromal infiltrasyon
Korneada lokalize 6dem,konj.enjeksiyon,stromal
13 75 K Gozde agri,batma,kizariklik,gdrme ) Yok Niiks opasite, stromal infiltrasyon,korneada keratik )
azligi,isikran rahatsiz olma presipitatlar mevcut,korneal vaskiilarizasyon,Okda
hafif rxn (1+ hiicre pozitif)
14 21 K Gozde batma hissikizariklik,agri,sulanma - Var Ilk Atak Korneada keratit odag1,stromal infiltrasyon
15 36 K Gozde kizariklik,agn,batma,sulanma,gdrme _ Yok Ilk Atak Korneada keratit?,stromal infiltrasyon

azligi
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Tablo 6 (devami). Calisma grubundaki hastalarin klinik durumlari

Sira . q Sistemik hast. Tedavi Alma Atak
Yas Cins Sikayet e Durum Bulgular
No oykiisii Durumu u
Gozde kizariklik,agri,batma,gérme . e .. Korneda opasifikasyon,konj.enjeksiyon,Stromal
1650 K bulanikligi,fotofobi Tiroid Nggil ok Niiks keratit?, stromal infiltrasyon,kornea hafif 6demli
" .. - Hipotiroidi-DM- . . .
17 43 Gozde kizariklik,gérme bulanikligt uT Var Niiks  Korneada stromal keratit?,stromal infiltrasyon
18 29 E  Gozde kizariklik,bulanik gérme - Var ilk Atak Korneada stromal keratit?,stromal infiltrasyon
Gozde . .
19 33 E  kizariklik,batma,agri,sulanma,bulanik - Yok Niiks Komeada stromal keratlt,?p aglﬁkasyon,stromal
abrme infiltrasyon, korneal vaskiilarizasyon
. - . .. Korneada stromal infiltrasyon,stromal
20 40 K  Gozde yasarma,yanma,agri,fotofobi - Yok Niiks keratit?,Lensi kesifxt
Goz kapaginda siskinlik,gézde . Korneada stromal infiltrasyon,keratit odagi
21 13 E batma,agri,kizariklik ) Yok Niiks mevcut,korneada lokalize 6dem
Korneada stromal infiltrasyon,punktat boyanma
22 77 E  Gorme azhigi kizariklik,batma,sulanma Glokom Var Niiks  epitel defekti,kornea 6demli,stromal
keratit?,vaskiilarizasyon,Ok da hiicre pozitif
23 26 E  Go6zde batma,agri,isiktan rahatsiz - Yok ilk Atak Korneada stromal infiltrasyon,stromal keratit?
24 43 E  Gozde batma,agri kizariklik,bulanik gérme - Yok Niiks Komgada stroma.t.l infiltrasyon,stromal
keratit? stromal 6dem
25 36 K Gozde kizariklik,isiktan rahatsiz - Yok ilk Atak Korneada stromal infiltrasyon,stromal keratit?
i . . . ; Korneada stromal infiltrasyon,stromal
26 40 E  Bulanik gérme,yanma,fotofobi, Hipogonadizm Yok 1k Atak keratit? kornea hafif 6demli,OK da hiicre yok
" < . . Korneada stromal infiltrasyon,stromal
27 40 E  Bulanik gorme,batma,agri,fotofobi - Var Niiks Keratit? kornea hafif 6demli,OK da hiicre yok
.. Astim-DM-HT- : . .
28 69 K  Gozde yanma,sulanma,isiktan rahatsiz, KBY Var Ilk Atak Korneada stromal infiltrasyon,stromal keratit?
29 71 E  Gozde batma,agri kizariklik,bulanik gérme, KOAH Yok Niiks Korn.eada strom_'fll lnﬁ.ltrasyon,stromal
keratit? kornea 6demli
30 68 E  Gozde batma,agri,sulanma,bulanik gérme - Yok Niiks Korneada stromal infiltrasyon,stromal

keratit? korneal opasite+
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Tablo 6 (devami). Calisma grubundaki hastalarin klinik durumlari

Sira . . Sistemik hast. Tedavi Alma Atak
No LD (O Rlers! oykiisii Durumu Durumu Bulgular
31 37 E Gozde batma,bulanik gérme,agri,isiktan ) Var Niiks Komf:ada opasifikasyon,stromal infiltrasyon,stromal
rahatsiz keratit?
Gozde . .
.. 0
32 55 K vanmadiiie. agn, Lk fordlepT DM Var Niiks Korneada stromal infiltrasyon,stromal keratit?
Gozde bulanik .. Korneada skar, stromal infiltrasyon,stromal
337 K gorme,batma,agr kizariklik isiktan rahatsiz Yok Niiks keratit? epitel defekti
34 32 E  Go6zde yanma, kizariklik,sulanma,fotofobi - Var Ilk Atak Korneada stromal infiltrasyon,stromal keratit?,
Gozde bulanik .. Korneada stromal infiltrasyon,stromal
328 E gorme,yanma,kizariklik,isiktan rahatsiz ) Var Niiks keratit? korneal opasifikasyon
. . .. Korneada stromal infiltrasyon,stromal
3636 E Gozde bulanik gorme,beyaz leke,yanma ) Yok Niiks keratit? korneal opaite,stromal vaskiilarizasyon
Gozde batma,agri,perdeli gérme,igiktan . Korneada stromal infiltrasyon,stromal
374l E rahatsiz ) Var Ik Atak keratit? kornea hafif 6demli
. - .. Korneada stromal infiltrasyon,stromal
3852 K Gozde agn,yanma,sulanma,batma ) Yok Niiks keratit? korneal opasite,epitel defekti mevcut
39 24 K Gozde kizariklik,sulanma - Yok Niiks K0m§ada stromal 1nﬁ1trasy0n?str0mal
keratit? korneada yaygin opasiteler
40 49 K Gozde batma,yanma,agri kizariklik,isiktan Yok Niiks Korn?ada st.romal 1nﬁltra§yon,kerat1t odagi,kornea
rahatsiz hafif 6demli,korneal opasite
41 15 E  Go6zde bulanik gorme,kizariklik - Yok Niiks Korneada stromal infiltrasyon,,stromal keratit?
Gozde batma,yanma,agri,kizariklik,isiktan . Kornea hafif 6demli,keratit odagi,stromal
a2 7 K rahatsiz ) Var Niiks infiltrasyon,epitel defekti,OK da 1+ hiicre
Gormede )
43 34 E  bulaniklik kizariklik,batma,agri,sulanma,igt - Var Niiks Korn.eada stromal 1nf.'1_1trasy.on,,stromal
keratit? kornea hafif 6demli
ktan rahatsiz
44 45 E Gbzde batma,yanma,agrikizariklikigiktan Var Niiks Korneada stromal infiltrasyon,stromal keratit?
rahatsiz,sulanma
.. - . Korneada stromal infiltrasyon,,stromal
45 37 E  Gozde batma,yanma,agri,kizariklik - Yok Ik Atak keratit? kornea hafif 6demli
46 60 E Gormede DM Var ik Atak Korneada stromal infiltrasyon,stromal

bulaniklik,kizariklik,batma,sulanma,

keratit? korneal opasite,stromal vaskiilarizasyon
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Tablo 7. Calisma grubundaki hastalarda test sonuglari

Sira Kapiller Tiip Schirmer Testi Siiriintii cubugu
Etken Cq Etken Cq Etken Cq
1 HSV-1 29,81 HSV-1 27,09 Negatif Negatif
2 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
3 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
4 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
5 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
6 HSV-1 22,14 Negatif Negatif HSV-1 24,82
7 HSV-1 26,55 HSV-1 20,93 HSV-1 25,22
8 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
9 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
10 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
11 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
12 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
13 CMV 22,52 CMV 19,88 CMV 19,56
14 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
15 CMV 20,00 CMV 21,10 CMV 19,29
16 CMV 21,28 CMV 22,38 CMV 25,79
17 CMV 28,75 Negatif Negatif Negatif Negatif
18 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
19 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
20 Negatif Negatif Negatif Negatif CMV 19,35
21 HSV-1 19,04 HSV-1 17,33 HSV-1 13,66
22 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
23 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
24 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
25 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
26 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
27 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
28 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
29 HSV-1 18,86 HSV-1 21,93 HSV-1 20,00
30 Negatif Negatif Negatif Negatif HSV-1 22,52
31 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
32 HSV-1 22,00 HSV-1 18,96 HSV-1 17,57
33 HSV-1 29,27 Negatif Negatif HSV-1 22,20
34 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
35 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
36 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
37 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
38 HSV-1 21,00 HSV-1 18,57 HSV-1 16,96
39 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
40 HSV-1 25,99 HSV-1 24,85 HSV-1 20,74
41 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
42 HSV-1 25,00 HSV-1 23,73 HSV-1 24,38
43 HSV-1 21,75 HSV-1 22,70 HSV-1 20,87
44 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
45 Negatif Negatif HSV-1 29,15 HSV-1 28,54
46 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
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4.1. HSV-1 Pozitiflik Oranlari ve Alt Grup Karsilastirmalar

Toplam Pozitiflik Oranlan

Kapiller tiip yonteminde pozitiflik oran1 % 23.9; siiriintii cubugu yontemlerinde
pozitiflik orant %26.1 olarak hesaplandi. Schirmer kagidinde bu oran % 21.7 bulundu.
Bu oranlar, drnekleme yontemleri arasinda genel olarak benzer pozitiflik performansi

oldugunu ortaya koydu (Sekil 3).

Tedavi Durumuna Gore Pozitiflik Oranlan

Tedavi alan (n=21) ve tedavi almayan (n=25) hastada pozitiflik oranlar1 sirasiyla
kapiller tiip i¢cin %19.0 ve %28.0; Schirmer kagidi i¢in %19 ve %?24; siiriintii cubugu
icin ise %19 ve %32.0 olarak hesaplandi. Tedavi durumuna gore pozitiflik oranlarinin
karsilastirilmasi i¢in 2x2 kontenjans tablolar1 olusturuldu ve analizlerde uygun olarak
Fisher’in Kesinlik Testi kullanildi. Higbir test yontemi i¢in pozitiflik oranlarinda tedavi
alan ve almayan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (Kapiller

tiip: p = 0.71; Schirmer: p = 0.96; Siiriintii: p = 0.51) (Sekil 4).

Niiks Durumuna Gore Pozitiflik Oranlarn

Ik atak geciren olgular (n=14) ile niikseden olgular (n=32) arasinda HSV-1
pozitiflik oranlar1 sirasiyla kapiller tiip icin %7.1 ve %31.2; Schirmer kagid1 i¢in %14.3
ve %25.0; siirlintii cubugu icin %7.1 ve %34.4 olarak saptandi. Fisher’in Kesinlik Testi
ile yapilan analizlerde, bu pozitiflik farklar istatistiksel anlamlilik esigine ulasmadi
(Kapiller tip: p = 0.16; Schirmer: p = 0.67; Siriinti: p = 0.12). Bununla birlikte,
kapiller tiip ve siiriintlii gubugu yontemlerinde elde edilen p-degerleri, anlamliliga yakin

diizeyde bulundu (Sekil 4).

Tablo 8. HSV-1 Toplam Pozitiflik Oranlari

Test Yontemi Pozitiflik Oram (%)

Kapiller Tiip 239
Schirmer Testi 21.7
Stirtintii Cubugu 26.1

46



Tablo 9. Grup i¢i Pozitiflik Oranlari

Kapiller Tii Schirmer Siiriintii
Grup  Alt Grup i (%) ' et (%) Cubugu (%)
Tedavi Tedavi Alan 19.0 19.0 19.0
Tedavi  Tedavisiz 28.0 24.0 32.0
Niiks Niiks Var 31.2 25.0 34.4
Niiks Ik Atak 7.1 14.3 7.1

Tablo 10. Gruplar Aras: Istatistiksel Karsilastirmalar

Test Yontemi Grup p-degeri
Kapiller Tiip Tedavi durumu 0.7173
Kapiller Tiip Niiks durumu 0.1651
Schirmer Testi Tedavi durumu 0.9627
Schirmer Testi Niiks durumu 0.6729
Siiriintii Cubugu Tedavi durumu 0.5096
Siiriintii Cubugu Niiks durumu 0.116

Toplam HSV-1 Pozitiflik Oranlarn (%)

100
Test Yontemi
Em Kapiller Tup
EE Schirmer
EEm Surantd
80|
=
< 60f
=
g
o
o
=
r=
N 40
o
26.1%
20

Kapiller Tup Schirmer Testi Suruntd Cubugu

Sekil 3. Toplam HSV-1 pozitiflik oranlar
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100+ Grup Igi HSV-1 Pozitiflik Oranlar (%)

Test Yontemi
H Kapiller_Tup
Hm Schirmer
Hm Surntd
80

60

40t

Pozitiflik Orani (%)

34.4%

32.0%

19.0% 19.0%  19.0%

20

Tedavi Alan Tedavisiz Nuks Var ilk Atak

Sekil 4. Grup i¢ci HSV-1 pozitiflik oranlar1

4.2. Genel Performans Degerlendirmesi:

Bu c¢alismada, HSV-1 tanisinda kullanilan ii¢ farkli PCR yonteminin (Kapiller
tiip, Schirmer kagidi ve siirlintii ¢ubugu) tanisal dogrulugu, klinik tam altin standart
(biyomikroskobik bulgular, niiks durumu) referans alinarak degerlendirildi. Kesin tani,
hastalarda daha oOnce tam1 almig ve niiks gelismis olgular iizerinden belirlendi.
Dolayisiyla ilk atak geciren hastalar negatif olarak degerlendirildi. Duyarlilik
(sensitivity), 6zgiilliik (specificity) ve pozitif prediktif deger (PPV) hesaplandi.

Klinik Taniya gore Yapilan Genel Analizler

Siirlintii gubugu yontemi %34.4 ile en yiiksek duyarliliga sahipken, kapiller tiip
%31.2, Schirmer kagidi ise %25.0 duyarliliga ulasti. Her ii¢c yontemin de 6zgiilliik
degerleri yiiksek bulundu (Kapiller tiip ve siiriintii gubugu i¢in %92.9, Schirmer kagidi
icin %85.7). Pozitif prediktif deger ise sirasiyla %90.9, %91.7 ve %80.0 olarak
belirlendi (Sekil 5).

Alt Gruplara Gore Analizler

Tedavi Durumuna Gore:
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. Tedavi alan hastalarda her {i¢ yontemin duyarlilig1 %26,7 iken, 6zgiillik
ve pozitif prediktif deger (PPV) %100 olarak bulunmustur. Bu sonuglar, tedavi goéren
hastalarda kullanilan testlerin yalanci pozitif sonu¢ vermedigini ve elde edilen pozitif
test sonuclarinin gergcek enfeksiyon varligini yiiksek dogrulukla yansittigini ortaya

koymaktadir.

. Tedavi almayan hastalarda siirlintii gubugunun duyarliligi %41.2 iken
kapiller tiipiin duyarlilig1 35.3 idi. Her iki yontemin 6zgiilliikk ve PPV’si %87.5 olarak
hesaplandi. Schirmer testinde ise duyarlilik %23.5, 6zgiillik %75, PPV degeri %66.7

olarak bulundu.
Niiks Durumuna Gore:

. Niiks vakalarinda siiriintii ¢ubugu testinin duyarliligt %34.4, Schirmer

kagidinin duyarliligi %25.0, kapiller tiiptin duyarlilig1 ise %3 1.2 olarak hesaplandi.

. [lk atak olgularinda bu oranlar dénemli dlgiide daha diisiiktii (6rnegin

stirtintii cubugunda %7.1).

Tablo 11. Gruplara Gore Test Performansi

Test Duyarhbk  Ozgiilliik o
Grup Alt Grup Yontemi (%) (%) PPV (%)
Tedavi  yok Kapiller 35 5 87.5 85.7
Tip
Tedavi yok Schirmer 55 5 75.0 66.7
Testi
Siiriintii 87.5
Tedavi  yok Cubugu 41.2 87.5
Tedavi var Kapiller 26.7 100.0 100.0
Tip
Tedavi var Schirmer 26.7 100.0 100.0
Testi
Tedavi var Striintd 267 100.0 100.0
Cubugu
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100+ Klinik Tanitya Gore Test Performansi

Test Yontemi 92.9% 92.9%
mmm Kapiller Tup 90.9%
EEm Schirmer
N SUrintd

91.7%

80

60

Yizde (%)

a0t

201

Duyarlilik Ozgullik

Sekil 5. Klinik taniya gore test yontemlerinin duyarlilik, 6zgiilliik, PPV degerleri

4.3. Cochran’s Q Testi — Alt Gruplara Gore Sonuclar

HSV-1 PCR testlerinin pozitiflik oranlari, genel 6rneklem ve klinik alt gruplarda
karsilastirildiginda asagidaki bulgular elde edildi:

* Tiilm hasta grubunda, Kapiller tiip, Schirmer kagidi ve siiriintii ¢ubugu
yontemleri arasinda pozitiflik oranlar1 acisindan anlamli bir fark bulunmadi (Q =

1.200, p = 0.5488).

* Tedavi almayan bireylerde de benzer sekilde testler arasi anlamli fark

gbzlenmedi (Q = 1.200, p = 0.5488).

* Tedavi alan grupta ise Orneklem yetersizligi nedeniyle test uygulanamadi,

gegcerli istatistiksel sonug elde edilemedi.

* Niiks ile gelen bireylerde, pozitiflik oranlar1 arasinda fark sinirda anlamliliga
ulast1 (Q = 4.667, p = 0.097); bu bulgu siiriintli cubugunun niiks olgularda daha yiiksek

pozitiflik oranina sahip olabilecegini diisiindlirmektedir.

« iIk atagim geciren bireylerde testler arasinda anlaml bir fark bulunmad: (Q =

1.000, p = 0.6065) (Sekil 6).
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Tablo 12. Gruplara Goére Cochran’s Q Testi Sonuglari

Grup n Q p-degeri
Genel 46 1.2 0.5488
Tedavi: var 21 nan nan
Tedavi: yok 25 1.2 0.5488
Niiks: var 32 4.667 0.097
Niiks: yok 14 1.0 0.6065

Cochran’s Q Testi Sonuglari (HSV-1 Pozitiflik)

=== p=0.05smnin

Q istatistigi
w

N

Genel Tedavi: var Tedavi: yok Niiks: var Niiks: yok
Klinik Grup

Sekil 6. Cochran’s Q Testi sonuglar1 (HSV-1 PCR pozitiflik oranlarinin testler arasinda
istatistiksel farklilik gosterip gostermedigini degerlendirmek amaciyla yapilmistir)

4.4. Cohen’s Kappa Uyum Analizi

HSV-1 PCR test yontemleri arasinda tanisal uyumu degerlendirmek amaciyla
Cohen’s Kappa katsayis1 hesaplandi. Genel hasta grubunda ve klinik alt gruplarda
(tedavi alan/almayan, niiks var/yok) yapilan analizler sonucunda elde edilen kappa

degerleri, testler arasinda yiiksek diizeyde uyum oldugunu gosterdi.
Genel hasta grubunda:

. Kapiller tiip ile Schirmer kagidi arasindaki uyum ¢ok iyi diizeyde
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bulundu (Kappa = 0.815).

. Kapiller tiip ile siiriintii gubugu testi arasindaki uyum da benzer sekilde

cok iyi diizeyde olup Kappa = 0.826 olarak hesaplandi.

. Schirmer kagid ile siiriintii gubugu testi arasindaki uyum da iyi diizeyde

bulundu (Kappa = 0.762).

Tedavi alan hastalarda, tim test ciftleri arasinda tam uyum (miikemmel)
saglanmig olup Cohen’s Kappa degeri 1.000 olarak bulundu. Bu durum, testlerin bu
hasta grubunda birbirini tamamen dogruladigin1 gosterdi. Ayruca niiks geciren

hastalarda da, testler arasinda iyi diizeyde uyum izlenmistir.

Tedavi almayan ve 6zellikle niiks gostermeyen hastalarda uyum diizeyinde

azalma goriilmiistir.

Bu bulgular, 6rnekleme yonteminin test duyarlilig: tizerinde hasta grubuna baglh
olarak degisebilecegini ve li¢ PCR ydnteminin de HSV-1 tanisinda yiiksek diizeyde

birbiriyle tutarh sonuclar verdigini gostermektedir (Sekil 7).

Tablo 13. Cohen’s Kappa Uyum Analizi Sonuglar1

Grup Test 1 Test 2 n Kappa
Genel Kapiller Schirmer 46 0.815
Genel Kapiller Stiriintii 46 0.826
Genel Schirmer Stiriintii 46 0.762
Tedavi: var Kapiller Schirmer 21 1.0
Tedavi: var Kapiller Striinti 21 1.0
Tedavi: var Schirmer Stiriintii 21 1.0
Tedavi: yok Kapiller Schirmer 25 0.689
Tedavi: yok Kapiller Stiriintii 25 0.715
Tedavi: yok Schirmer Siiriintii 25 0.606
Niiks: var Kapiller Schirmer 32 0.846
Niiks: var Kapiller Siirtlintii 32 0.929
Niiks: var Schirmer Siiriintii 32 0.778
Niiks: yok Kapiller Schirmer 14 0.632
Niiks: yok Kapiller Siiriintii 14 -0.077
Niiks: yok Schirmer Stiriintii 14 0.632
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Cohen’s Kappa Uyum Analizi (Tum Gruplar)

Test Karsilagtirmasi
== Cok lyi Uyum (0.80)
== lyi Uyum (0.60)
== 0rta Uyum (0.40)
wan Kapiller - Schirmer
W Kapiller - Suruntu
O e e = o o e e I = = = = = = o e R e = Schirmer -Suruntu- =

10

0.6 -
=
o
e
v
&)
g
g 04 i
]
¥

0.2

0.0

02 Genel Tedavi: var Tedavi: yok Niks: var Niks: yok
Klinik Grup

Sekil 7. Cohen’s Kappa Uyum Analizi sonuglar1 (Test ¢iftleri arasinda tanisal uyumu
degerlendirmek igin yapilmistir)

4.5. McNemar Testi — Testler Arasi Ikili Karsilastirmalar (Alt Gruplar)

HSV-1 PCR testlerinin pozitiflik oranlar1 arasindaki ciftli karsilastirmalar,
McNemar testi ile analiz edildi. Testler ayni bireyler tizerinde uygulandig: i¢in eslesmis
veri yapisina uygun analiz yontemi olarak McNemar testi tercih edildi. Asagidaki

bulgular elde edildi:

. Genel hasta grubunda, Kapiller tiip ile Schirmer (p=1.000), Kapiller tiip
ile siirtintii (p=1.000), ve Schirmer ile siirlintii testleri (p=0.625) arasinda anlamli bir

fark bulunmadi.

. Tedavi alan bireylerde, tiim test ciftleri arasinda pozitiflik acisindan

fark gozlenmedi (p=1.000).

. Diger alt gruplara yonelik karsilastirmali analizler sekil igerisinde

sunulmustur.
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Bu sonuglar, i¢ farkli PCR yonteminin HSV-1 pozitifligini saptama agisindan

istatistiksel olarak benzer diizeyde sonuclar verdigini gostermektedir (Sekil 8).

Tablo 14. McNemar Testi Sonuglar1 (Alt Gruplar)

Grup Test 1 Test 2 n p-degeri
Genel Kapiller Schirmer 46 1.0
Genel Kapiller Stiriintii 46 1.0
Genel Schirmer Stiriintii 46 0.625
Tedavi: var Kapiller Schirmer 21 1.0
Tedavi: var Kapiller Stiriintli 21 1.0
Tedavi: var Schirmer Stiriintli 21 1.0
Tedavi: yok Kapiller Schirmer 25 1.0
Tedavi: yok Kapiller Strunti 25 1.0
Tedavi: yok Schirmer Siirlintii 25 0.625
Niiks: var Kapiller Schirmer 32 0.5
Niiks: var Kapiller Siirtintii 32 1.0
Niiks: var Schirmer Siiriintii 32 0.25
Niiks: yok Kapiller Schirmer 14 1.0
Niiks: yok Kapiller Stiriintli 14 1.0
Niiks: yok Schirmer Stiriintli 14 1.0

McNemar Testi Sonuclart (Tum Gruplar)

Test Karsilastirmasi
=== Anlamlik Siir (p = 0.05)
m Kapiller - Schirmer
m Kapiller - Suruntu
B Schirmer - Suruntu

Genel Tedavi: var Tedavi: yok Nks: var Niks: yok
Klinik Grup

Sekil 8. McNemar Testi Sonuclar1 (Eslesmis gruplarda HSV-1 pozitiflik oranlar
arasindaki farklar1 degerlendirmek amaciyla yapilmistir)
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4.6. PCR Cq Degeri Analizi

Bu calismada, ii¢ farkli Ornekleme yontemine ait PCR Cq degerlerinin,
hastalarin klinik 6zelliklerine gore farklilik gosterip gostermedigi Mann—Whitney U
testi ile degerlendirildi. Analizler, tedavi durumu (tedavi alan vs almayan) ve niiks

varhg ( ilk atak vs niiks ge¢irmis) gruplar arasinda gerceklestirildi.

Kapiller tiip oérneklerinde, niiks ile bagvuran hastalarda ortalama Cq degeri
23.62 iken, ilk atak ile bagvuran hastalarda bu deger 29.81 olarak saptandi. Bu farklilik
klinik olarak dikkat ¢ekici olmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p =
0.2000). Benzer sekilde, tedavi alan ve almayan gruplarda da anlamh bir Cq farklilig1
saptanmadi (p = 0.9143).

Schirmer kagidi 6rneklerinde, niiks ile basvuran hastalarda ortalama Cq degeri
20.90, ilk atak ile basvuran hastalarda ise 29.15 olarak hesaplandi. Farklilik anlamli
olmamakla birlikte, niiks grubunda Cq degerlerinin daha diisiik seyretmesi, bu
hastalarda viral yiikiin daha yiiksek olabilecegini diisiindiirdii (p = 0.2500). Tedavi

durumuna gore ise anlaml bir fark izlenmedi (p = 1.0000).

Siiriintii cubugu orneklerinde, niiks ile basvuran hastalarda ortalama Cq
degeri 20.67, ilk atak ile basvuran hastalarda ise 28.54 olarak hesaplandi. Istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte, niiks grubunda Cq degerlerinin daha diisiik
seyretmesi, bu hastalarda da viral yiikiin daha yiiksek olabilecegini diisiindiirdii (p =

0.1818). Tedavi durumuna gore ise anlamli bir fark izlenmedi (p = 0.6485) (Sekil 9).
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Tablo 15. Cq Degeri Karsilastirmalart (Mann—Whitney U Testi)

Test Grup Alt Alt Ort. Ort. p-degeri
Yontemi Grupl Grup2 Cql Cq2

Kapiller Tiip Tedavi yok var 2451 23.82 0.9143
Kapiller Tiip Niiks yok var 29.81 23.62 0.2
Schirmer Testi Tedavi yok var 2237 21.21 1.0
Schirmer Testi Niiks yok var 29.15 209 0.25
Siirtintii Cubugu Tedavi yok var 21.03 22.01 0.6485
Siiriintii Cubugu Niiks yok var 28.54  20.67 0.1818

Kapiller Tup Cq Degeri Karsilastirmasi

| At Grup 1
I Alt Grup 2

Gruplar

Schirmer Testi PCR Cq Degeri

[]AIt Grup 1
ClAlt Grup 2

Ortalama Cq

e Alt Grup 1
0 Alt Grup 2

Ortalama Cq
=t N N
w o w

=
=3

w
T

o

Gruplar

Sekil 9. Mann—Whitney U Testi sonuglart (Cq degerlerinin klinik gruplar arasinda
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anlaml farklilik gosterip gostermedigi test edilmistir.)

5. TARTISMA

Herpes simpleks viriisiiniin (HSV) neden oldugu ciddi bir kornea iltihabi olan
herpes simpleks keratit, bulasict korliigiin 6nde gelen nedenidir. Diinya genelinde her
yil 1,5 milyon yeni okiiler HSV-1 enfeksiyonu vakasi bildirilmekte ve bu vakalarin
40.000’1 siddetli gorme kaybi ve korliik ile sonuglanmaktadir (Antony ve ark., 2023).
HSV tip 1 aracili keratit epitelyal, stromal ve endotelyal formlar1 igeren ii¢ ana klinik

varyasyondan olusur (Shoji ve ark., 2016).

HSV-1, trigeminal ganglionda dmiir boyu siiren latent enfeksiyon olusturabilen
bir patojendir. Kornea iizerindeki tekrarlayan HSV-1 enfeksiyonlari, ciddi bir
immiinoinflamatuar yanitin tetiklenmesiyle herpetik stromal keratit (HSK) ad1 verilen

bir duruma neden olur (Li ve ark., 2024).

Rekiirren okiiler HSV'nin %20-61'ini olusturan HSK, agril1 bir klinik tablo olup,
Amerika Birlesik Devletleri'nde enfeksiyoz kaynakli korliigiin baslica nedenidir (Li ve
ark., 2024). Tedavi edilmedigi takdirde HSK, nekrotizan keratite ilerleyerek korneal
incelme ve perforasyon riskini belirgin sekilde arttirabilir. insanlarda HSK lezyonlari,
kornea epitelinde virlis replikasyonunu takiben konagin dogustan gelen ve adaptif
bagisiklik sisteminin aktive olmasi sonucu olusan immiinopatolojik bir silire¢ olarak

degerlendirilmektedir (Antony ve ark., 2023).

Bu calismada, herpetik stromal keratit (HSK) siiphesiyle degerlendirilen
hastalarda HSV-1 DNA’smin PCR ile tespiti amaciyla kullanilan {i¢ farkli gozyasi
ornekleme yonteminin (kapiller tiip, Schirmer kagidi ve siirlintii ¢ubugu) tanisal
dogrulugu karsilastirildi. Degerlendirme siireci, 6zellikle non-invaziv Ornekleme
tekniklerinin etkinligini ortaya koymak ve antiviral tedavi kullanimu ile niiks dykiisiiniin

tan1 lizerindeki etkisini incelemek tlizere yapilandirildi.

PCR yontemi, herpes simpleks keratiti tanisinda diger konvansiyonel yontemlere
kiyasla belirgin istiinliikkler sunmaktadir. Virus kiltlirii ve immiinofloresan antikor

testlerine gore ¢cok daha yiiksek duyarlilik ve ozgiilliikk saglamakla birlikte hizli sonug
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verme avantaji ile tedavi silirecinde kritik rol oynamaktadir (Satpathy ve ark., 2011;
Hoarau ve ark., 2023). Satpathy ve arkadaslarinin (2011) ¢alismasinda korneal kazinti
orneklerinde PCR pozitifligi %36.6 olarak bulunmus, bu oran goézyasi orneklerine
kiyasla (%18.3) anlamli sekilde yiiksek ¢ikmistir. Hoarau ve arkadaslar (2023) ise PCR
ile gbzyas1 Orneklerinde viral yiikiin kantitatif 6l¢limiiniin miimkiin oldugunu ve epitel
tutulumu olan olgularda viral yiikiin daha yiiksek oldugunu gostermistir. Bdylece
PCR'!n hem invaziv hem de non-invaziv Orneklerle bile yiiksek tanisal dogruluk

sunabilmesi, onu klasik yontemlere kiyasla daha degerli bir se¢enek haline getirmistir.

Calismamizda, gozyas1 Ornekleriyle yani korneal kazinti olmadan PCR
kullaniminin pratik ve giivenilir bir tan1 yontemi oldugu gosterilmistir. McCormick ve
arkadaglarinin  (2022) derlemesinde, klinik uygulamalarda oftalmologlarin tanida
genellikle klinik bulgulara giivendikleri, molekiiler tani1 yontemlerini ise nadiren
kullandiklar1 belirtilmistir. Bu durum, PCR’1n teorik tanisal avantajlar ile gergcek diinya
uygulamalar arasindaki farki ortaya koymaktadir. Ozellikle dogrudan lezyondan 6rnek
almanin giicliigii, PCR’1n yaygin kullanimini sinirlayan baslica pratik engeller arasinda
yer almaktadir. Gozyas1 6rnekleme yontemlerinin non-invaziv yapisi, hasta konforunu
artirmalar1 ve korneal dokunun biitiinliigiinii bozmamalari, bu teknikleri 6zellikle
stromal keratit olgularinda daha giivenli bir tanisal alternatif haline getirmektedir

(Hoarau ve ark., 2023).

Ayrica korneal keratit etyolojisinde HSV-1’in yani sira HSV-2, sitomegaloviriis
(CMV), varisella zoster virlisii (VZV), Epstein—Barr viriisii (EBV) ve adenoviriis gibi
etkenler de Onemli patojenler arasinda yer aldiklari i¢in ayirici tanida mutlaka goz
oniinde bulundurulmalidir. Calismamizda, bu olas1 etkenleri de diglayabilmek amaciyla
Bioeksen, Bio-Speedy® GOz Enfeksiyonlar1 Multiplex qPCR Paneli (Bio-Speedy,
Istanbul, Tiirkiye) kullanilmistir.

Elde edilen bulgulara gore, kullanilan ii¢ farkli gézyasi 6rnekleme yontemi
arasinda HSV-1 PCR pozitiflik oranlar1 acgisindan anlamli bir fark saptanmamustir.
Siirtintii cubugu ile %26.1, kapiller tiip ile %23.9 ve Schirmer kagidi ile %21.7 oraninda
pozitiflik elde edilmistir. Bu oranlar, literatiirde bildirilen genis aralikla (%8-59)
uyumludur (Fukuda ve ark., 2008; Hoarau ve ark., 2023). Ayrica gozyasina dayal
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ornekleme tekniklerinin, diisiik invazivlige ragmen kabul edilebilir diizeyde tanisal
katki saglayabildigini gostermektedir. Bu oranlar, literatiirde bildirilen genis araligin
(%8-59) iist siirma yakin olup, 6zellikle Satpathy ve arkadaslarinin (2011) ve Hoarau
ve arkadaglarinin (2023) calismalarinda gozyasi 6rneklerinde PCR duyarliliginin daha
diisiik bildirildigi géz 6niinde bulunduruldugunda dikkat ¢ekicidir. S6z konusu farkin,
caligmamizda uygulanan Ornekleme yoOntemlerinin  standardizasyonu, hasta
popiilasyonundaki klinik alt gruplar (epitel/stromal/endotel tutulum-tedavili/tedavisiz
vs.) ya da kullanilan PCR kitinin yiliksek duyarliligi gibi faktorlerden kaynaklandigi

disiniilmektedir.

Tedavi alan hastalarda pozitiflik oranlarimin tiim yontemlerde diisiis
gostermesi, antiviral tedavinin HSV-1 replikasyonunu baskilayarak PCR duyarliligini
etkileyebilecegini ortaya koymaktadir (Lee ve ark., 2013; Shoji ve ark., 2016; Hoarau
ve ark., 2023). Lee ve arkadaslar1 (2013) ile Hoarau ve arkadaslarinin (2023) ¢alismalari
antiviral tedavinin PCR pozitifligini anlamli sekilde azalttigin1 ve bazi olgularda bu
oranin sifira yaklastigin1 gdstermektedir. Ancak calismamizda tedavi alan ve almayan
gruplar arasinda Cq degerleri agisindan anlamli bir fark saptanmamistir. Bu durum,
antiviral tedaviye ragmen bazi hastalarda subklinik viral varligin devam ettigini ya da
virlislin gézyastyla dis ortama atiliminin tamamen durdurulamadigini diistindiirmektedir
(Kaufman ve ark., 2005; Birkmann ve Zimmerman, 2016). Ayrica bu farklilik,
ornekleme zamanlamasi1 ya da hastalar arasindaki antiviral yanit heterojenitesi ile

aciklanabilir.

Niiks gecirmis olgularda, PCR pozitiflik oranlarinin daha yiiksek oldugunu
gbézlemlenmistir (Ornegin, siiriintii yontemiyle %34.4). Kakimaru-Hasegawa ve
arkadaslarinin (2008) yiiriittiigii ¢calismada da, stromal keratit nedeniyle niiks gegiren
hastalarda, niiks gec¢irmeyenlere kiyasla daha yiiksek PCR pozitiflik oranlar
bildirilmistir. Bu bulgu, niiks geciren bireylerde viral yiikiin daha yiiksek olabilecegini
ve bunun PCR ile tespit edilebilirligi artirabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan, ilk
atak ile basvuran hastalarda pozitiflik oranlarinin belirgin sekilde daha diisiik olmasi,
enfeksiyonun erken evresinde viral yiikiin sinirli olabilecegini ve bu durumun tanisal
hassasiyeti azaltabilecegini gostermektedir. Bu durum, érnekleme yonteminin 6zellikle

erken donemde kritik bir rol oynadigini ortaya koymaktadir. Ayrica Sabage ve
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arkadaglarinin (2023) derlemesinde siiriintii gubugu yonteminin, viral keratokonjonktivit
tanisinda Ornek toplama i¢in en yaygin kullanilan ve tavsiye edilen yontem oldugu
bildirilmistir; bu dogrultuda niiks eden HSK olgularinda siiriintii cubugu yontemi, en iyi

performansi gostermesi beklentilerle uyumludur.

Ornekleme yontemleri arasinda yapilan Cohen’s Kappa analizleri,
yontemlerin birbiriyle yiiksek diizeyde tanisal uyum iginde oldugunu gostermistir.
Ozellikle kapiller tiip ile siiriintii cubugu yéntemi arasinda elde edilen uyum katsayis1 (k
= 0.826), iki yontemin birbirine benzer giivenilirlikte oldugunu gostermektedir. Tedavi
alan grupta ise tim yoOntem ciftleri arasinda tam uyum (x = 1.000) saptanmis olmasi,
bu ornekleme tekniklerinin antiviral tedavi goren olgularda birbiriyle tutarli sonuglar
verdigini desteklemektedir. Bu bulgular, pratikte hangi non-invaziv yontemin tercih
edileceginin hasta konforu, klinik imkanlar ve oOrnekleme kolayligima gore

esnetilebilecegini desteklemektedir.

Her ii¢c 6rnekleme yontemi icin Cq degerleri, tedavi ve niiks durumlarina gore
anlaml farklilik gostermemekle birlikte 6zellikle niiks grubunda Cq degerlerinin gorece
daha diisiik oldugu izlendi. Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamakla birlikte,
niiks geciren hastalarda Cq degerlerinin gdérece daha diisiik olmasi, viral aktivitenin
daha yliksek olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu farkin istatistiksel anlamliliga
ulagmamasi, daha biiyiik 6rneklemlerle ¢alisiimasi gerekliligi, immiin yanitin viral yiikii

baskilamasi veya bireysel degiskenliklerin etkisiyle aciklanabilir.

Ayrica gozyasi drneklerinin alinmasindan 6nce lokal anestezik kullanilmasinin,
elde edilen PCR sonucunu etkileyebilecegi goz oniinde bulundurularak, énemli oldugu
belirtilmelidir. Goldschmidt ve arkadaslarinin (2006) bildirdigine gore, topikal
anestezikler PCR testlerinin tespit kapasitesini ciddi diizeyde azaltmakta ve yanlis
negatif sonuglara yol agabilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda ornekleme sirasinda

lokal anestezik ila¢ kullanilmamustir.

Bu caliymanin en 6nemli kisithliklarindan biri, nispeten kiiciik 6rneklem
biiyiikliigiine sahip olmasidir. Ayrica kullanilan PCR ydntemi yalmizca viral DNA
varligin1 saptamakta olup, viriisiin canlilig1 ya da enfeksiyonun aktif olup olmadigi

hakkinda dogrudan bilgi saglamamaktadir. Bu durum, PCR pozitifliginin her zaman
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enfeksiyon aktivitesini yansitmadigi ve klinik degerlendirmeyle birlikte yorumlanmasi

gerektigini ortaya koyar.

Ote yandan, ¢alismamizda yalnizca molekiiler tan1 yontemleri kullanilmis olup
immiin yanit degerlendirilmemistir. Oysa immiin yanit analizi, 6zellikle stromal keratit
gibi immiin mekanizmalarin baskin oldugu klinik formlarda tanisal degeri yiiksek bir
yaklasimdir. Bu tiir olgularda immiin yanitin incelenmesi, yalmizca viral partikiil
varligin1 saptamakla kalmayip, ayni zamanda konagin savunma yanitim1 da

degerlendirme olanagi saglayarak tanisal dogrulugu artirabilir.

Gelecekte yapilacak cahsmalarda, daha genis ve heterojen popiilasyonlar
iizerinden farklh klinik alt gruplarda 6rnekleme yapilmasi, tanisal performansin daha
kapsamli sekilde degerlendirilmesine katki saglayacaktir. Ayrica viral ylik diizeyleri ile
hastalik siddeti arasindaki iliskinin korelasyon analizleriyle degerlendirilmesi, tani ve
tedavi siirecinin daha objektif verilere dayanmasini miimkiin kilabilir. Bununla birlikte
ornekleme zamanlamasinin yani semptom baslangicindan itibaren gegen siirenin, PCR
pozitifligi ve wviral yiik iizerine etkisinin sistematik olarak incelenmesi, tanisal
dogrulugun artirilmast acisindan 6nem arz etmektedir. Bu tiir veriler, HSV-1
enfeksiyonlarmin tanisinda kullanilan yontemlerin duyarliligmi  ve 6zgiilligiini
artirarak, klinik karar siireclerinin daha giivenilir ve bireysellestirilmis hale gelmesine

katki saglayacaktir.
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6. SONUCLAR

Bu c¢alisma, herpetik stromal keratit tanisinda non-invaziv gézyast 6rnekleme
yontemlerinin, PCR tabanli tanisal dogruluk agisindan klinik olarak kabul edilebilir bir

performans sergiledigini ortaya koymustur.

Kapiller tiip, Schirmer kagidi ve siiriinti ¢ubugu ydntemleri arasinda genel
pozitiflik oranlar1 ve tamisal uyum agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamis olmakla birlikte, siirlintii ¢ubugu yontemi Ozellikle niiks gecirmis

olgularda daha yiiksek tanisal basar1 gostermistir.

Non-invaziv ~ Ozellikleri, hasta  konforunu  artirmalar1 ve  pratik
uygulanabilirlikleri nedeniyle, bu ornekleme yontemleri HSK vakalarinin rutin

izleminde tercih edilebilir secenekler olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Bununla birlikte, antiviral tedavi varligi ve enfeksiyonun klinik evresi gibi
degiskenlerin PCR test sonuglar1 iizerinde belirleyici etkiler olusturabilecegi goz dniinde

bulundurulmali, tanisal degerlendirmeler bu baglamda ¢ok yonlii olarak ele alinmalidir.
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9.2. Orijinallik Raporu

Herpetik stromal keratit tanisi dustinulen hastalarin
gozyasinda PCR yontemi ile Herpes simleks virus tip 1
tespitinde gozyasi toplama yontemlerinin karsilastiriimasi
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