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“Klinisyenler enfeksiyonun direkt
kanitini indirekt kanitlarina

tercih ederler”



Virolojik Tani Yontemleri

Direkt tani Indirekt tan
yontemleri

yontemleri




Virolojik Tani Yontemleri
1. Direkt Tam yontemleri
* Direkt inceleme
Histoloji
Sitoloji
- Elektron mikroskobisi yontemi
- Hiicre kiiltidrleri
+ Antijenlerin saptanmasi

Immiin boyama (-floresan, -peroksidaz, vb)
ELISA
Lateks agl.

* Niikleik asitlerin tayini
Molekiiler testler (PCR vb)



Virolojik Tam Yoéntemleri

2. Indirekt Tani Yontemleri

- Ozgiil antikorlarin arastiriimas:

IgM
IgG serum, BOS, vb.

Ig6 avidite



Ornek Toplama ve Transport

- Ornekler giris kapisindan alinmal..

* Solunum viruslar:; sirinti yerine nazofarengeal
aspirasyon veya yikama ornekleri

- Surdntd 6rnekleri; Konjunktiva, Uretra, serviks,
vezikil veya llserler

»+ Taze diski, rektal siirtintiden tsttndir.

- Idrar ornekleri, aspiratlar ve diger sivilar (BOS
gibi) temiz ve steril bir kaba alinmalidir.



Transport Besiyerleri

* Kuru ekiviyon uygun degil
» Pamuk veya dakron gubuklu transport besiyerleri

+ Bakteri izolasyonu igin kullanilan gubuklar
viruslara uygun degildir.

+ Benzer sekilde virus icin kullanilacak cubuklar da
birgok bakteri veya mantarin lremesini inhibe
ederler.

+ Enfeksiyoz virus izolasyonunda kalsiyum alginatli
cubuklar da kullanilmamalidir (alginat
enfektiviteyi bozar)



Kan ve serum ornekleri
+ HIV &=2) lenfosit ve makrofajlar

 CMV =) notrofillerde; az oranda
mononukleer hiicrelerde

- Enteroviruslar =) plazmada ve
lokositlerde

* Virus  saptanmasi igin kan  6rnegi
sedimantasyon veya hicre ayristirma ile
notrofil ve mononikleer hicre olarak
ayristirihr,



Antikoagtlan Segimi
» Virus izolasyonu igin en iyi antikoagilan ??

* HIV virusu izolasyon oranlarina gore
EDTA onerilir.

* Heparinli kanda virus izolasyon oranlar:
daha diguktdr.

* Heparin PCR gibi nikleik asit ¢ogaltma
yontemlerini de inhibe eder.



TRANSPORT VE SAKLAMA ISISI

- Uygun tfransport ve depolama isisi + 4°C
(buzdolabi veya kuru buz).

» Viruslar bu i1sida 2-4 giin stabildir.

+ -20°C'da (olagan dondurma 1sisi) saklama virusu
tahrip eder veya enfektivitesini azaltir.

» Dondurma viral antijen tayinini de bozar.

+ Ornekler 96 saatten fazla saklanacaksa -70°C'da
saklanmali ve laboratuvarlar arasinda kuru buzda
tasinmalidir.



Virus izolasyonu= Kiltir
- HSV-1, HSV-2

- CMV, VZV

- RSV

+ Influenza A ve B

- Parainfluenza viruslari

+ Adenoviruslar

+ Enteroviruslar  (Coxsackie, echovirus,
poliovirus)

- Kizamik virusu



Virus izolasyonu= Kiltir

+ Insan fibroblast hiicre dizilerinde (deri
veya akciger fibroblastlari): HSV-1, HSV-
2, VZV ve CMV

* Primer rhesus maymunu bobrek hicre
dizilerinde: Solunum viruslari ve
enteroviruslar

* Hep-2 hiicreleri: RSV




Sitopatik etki

+ SPE: virus kiltirde c¢ogalirken olusan
morfolojik degisiklikler.

* Bazi viruslarda SPE 2 giinde olusurken
(HSV), bazilarinda | haftada

(enterovirus), bazilarinda ise haftalar
sonra (CMV) gordlir.

- Ozel bir virusun hiicre Kkiiltiirinde ilk
belirlenmesi enfekte hiicre tipi, SPE'nin
saptanma zamani ve gorinimine goredir.



Human Metapneumovirus

v'Sitopatik etkisi RSV ile benzerdir.
v' Etki 3-23 glinde ortaya ¢ikar




"Shell vial" Yontemi

» Ornekler ince tabaka
seklinde  hiicre  dizileri
iceren “shell vial" Uzerine
santrifijle yerlestirilir

+ 1-3 gunlik enkibasyonun
ardindan monoklonal antikor
ile viral antijen boyanir.

» Viruslarin saptanma
surelerini kisaltir, oranlari
arttirir.

- CMV, HSV, VZV, solunum
viruslar: ve enteroviruslar




HSV-Shell vial




Kiltir Yontemleri-Avantajlar

1. Cok sayida virusun saptanmasini saglar.

. Enfeksiy6z ajanin ileri tiplendirmeler igin
eldesini saglar.

. %100 OZQU”Uk (DUYClr'Illlk 0/050"70)

4. Antijen tayinine gore yiksek duyarliliga

sahiptir.



Kiltdr Yontemleri-Dezavantajlar
1

Ozel ekipman, destek ve deneyimli
personel  gerektiren  laboratuvarlar
sarttir.

. Antijen tayinine goére daha uzun sire

gerektirir (1-30 giin)

. Uygun olmayan o6rnek alma ve transport

kosullarina birgok virus duyarlidir.
Uremeyen viruslar



Elektron Mikroskopisi

» Viruslar ¢ok kiiguk oldugundan 1sik mikroskobu ile
gorilemezler.

* Rutin tanida pratik degil, ayni morfolojik
gorunime sahip viruslari birbirinden ayirmak
miimkiin degil.

* Gastroenterite neden olan diger viruslar (Norwalk virusu,
astrovirus, calicivirus ve ufak yuvarlak viruslar)

» Vezikil sivisinda (VZV ve HSV),

» Beyin dokusunda (HSV, CMV, EBV)

» Virusun saatler iginde saptanmasini saglar; ancak
fazla sayida virus gerekir (mL'de 1x10°¢)



Elektron Mikroskobisi Yontemi

Direkt goriintii
Virus karakterizasyonu

Hizli
Ayirdedici

Pahali
Duyarhlik 10%art./mL

Arastirma lab.

Immin Elektron Mikroskobisi




Elektron Mikroskobisi Yontemi

AdenOVi rus Rotavirus



Antijen Tayini

‘Nazal salgilar
‘Nazofarengeal salgilar
‘BAL sivisi

-Vezikil siruntusi
*Konjunktiva salgisi
-Serviks

-Uretra siirintisi
‘Diski 6rnekleri

Doku biyopsi ornekleri

» Viral antijenler hiicre ile

birlikte bulundugundan
alinan orneklerde yefterli
sayida enfekte hiicre
bulunmahidir.

* Mukoza veya deri

epiteliyal hicreleri
purulan materyalden daha
lyi bir 6rnekfir.



Antijen Tayini
EIA veya FA test kitleri

. Diskida rotavirus ve enterik adenoviruslar

. Solunum yolu orneklerinde RSV, influenza
A ve B viruslari, parainfluenza,
adenoviruslar

. Serumda HBsAg ve HIV p24 antijeni

. Vezikil veya llser sirintd orneklerinde
VZV ve HSV

. BAL ve kan orneklerinde CMV



Viral antijenlerin saptanmasi
(Immiin floresan antikor testi)

Immiin floresan antikor testi

Floresan boya
‘Virusa ozgu -
antikor \

Viral antijen




Viral antijenlerin saptanmasi
(ELISA)

ELISA (Antijen saptama)

__ Belirleyici

(")zgijl - (indikator)
antikor \

Ozgl

antikor Viral antijen

Kati faz




Antijen Tayini-Ustinlikler

. Ornek toplanmasi ve transportu iglemlerine
gerek yoktur.

. Kiltire edilemeyen viruslarin saptanmasini
saglar (rotavirus, enterik adenovirus, HBV, HIV)

. Hiicre kiiltird materyalleri ve yiiksek deneyimli
personel gerektirmez.

. Bazi viruslarda kiiltire gore daha duyarlidir.
. Sonuclar hizla elde edilir (saatler icinde).
. Canli virus sart degildir.



Antijen Tayini-Dezavantajlar

1. Klinik énemli bir cok virus (EBV, HAV, HCV
ve enteroviruslar, kizamikcik, kabakulak,
arboviruslar,  parvovirus  B19) igin

kullanilabilir kit yoktur.

2. Kiltir ile karsilastirildiginda birgok virus
icin daha dugtk duyarhlik ve tim viruslar
icin daha disuk 6zglnlik gosterir.



Serolojik Yontemler

Hasta serumunda spesifik antikor gelisiminin
gosterilmesi (IgG, IgM, IgA)

Hasta doku veya sivilarinda bilinen etkene
karst  hiperimmin  serum  kullanilarak
enfeksiyon ajaninin antijeninin gosterilmesi



Serolojik Tan

Yakin tarihli, devam eden veya gegirilmis
enfeksiyonu gosteren IgG antikorlari (HIV)

Akut veya yakin tarihli enfeksiyonu gosteren
virusa 6zgl IgG'nin anlamli artisi

Virusa 0zgi antijenler (Hepatit B ylzey
antijeni)

. Geg akut veya erken nekahat serumunda

bulunan  virus  spesifik  IgM  varhg
gosterilebilir.



Serolojik Yontemler

» Seroloji sonuglarini  yorumlamak virusa
6zguddr.

+ Ornegin, HIV antikorlarinin varhg: varolan

enfeksiyonu gosterirken rubella IgG varligr
bagisikhgi gostermektedir.



Serolojik Yontemler

» Kulugka siresi uzun olan viruslar icin (3-6
hafta)  uygun; Hastaligin  bulgular:
saptandiginda serumda antikorlar mevcuttur
(EBV, CMV ve viral hepatitler).

* Kulugka stiresi gunler ile 2 hafta arasi olan
viruslarda  (kizamik,  kabakulak  veya
kizamikgik vb) bulgular ortaya ¢iktiginda
antikor saptanamaz veya ¢ok dusik
titrelerdedir.
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Seroloji igin 6rnek alimi

- Serum veya plazma

» Antikoaglilan olarak EDTA, heparin veya sodyum
sitrat uygundur.

 Kan laboratuvara oda isisinda tasinmalidir.

- Hemen c¢alisilmayacaksa buzdolabinda + 2-8°C'de
saklanmalidir.

» Serum veya plazma en kisa siirede ayristirilir.

* Hemen test edilmeyecekse -20°C'de
dondurulmalhidir.

« Dondurma ve ¢ozme islemlerinin tekrarindan
kacinilmalidir.



GENEL BILGILER

+ Serum Ig6 enfeksiyondan 2-3 hafta sonra
artar ve yasam boyu (+)

» Tani icin akut dénem ve 2-4 hafta sonraki
serum ornekleri ayni anda test edilmelidir.

- Tki serum arasinda antikor titrelerinin 4 kat
ve lzerinde artisi yeni enfeksiyon lehinedir.



GENEL BILGILER

» IgM antikorlari 1-2 haftada artar ve 2-

3 ay persiste eder.

» Enfeksiyon ajanina 6zgi IgM varlg:

tani koydurucudur.



Bazi Viral Enfeksiyonlarin Tanisinda

Kullanilan Serolojik Testler
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IgM'in Yalanci (+)ligi
. Capraz reaksiyon (herpesviruslar arasinda)

. Romatoid faktsr (+) M Yanlis IgM (+)

. Akut  hastaliktan aylar sonra IgM'in
persistansi (EBV):

. Latent viruslarin reaktivasyonu (HSV ve
CMV) sonucu IgM yapimina baglidir.



IgM'in Yalanci (-)ligi

1. Imminolojik immatir konaklarda (konjenital
CMV veya HIV enfeksiyonu) veya immin siprese
bireylerde (AIDS vakalari) gelismemis, zayif
veya gecikmis IgM yaniti olabilir.

2. Ayni anda serumda hem IgM hem de IgG var ise
Yiksek titredeki IgG molekilleri antijen test
sistemlerinin tim alanlarini  baglar. IgG'nin
antijen aviditesi > IgM
(YD'da anneden gegen IgG ve kendi IgM' i var).



IgG Avidite Testi

* Primer ve sekonder enfeksiyonlarin
ayiriminda kullanilir.

» Enfeksiyonun erken déneminde olusan IgG
antikorlar: digik antijen aviditesi
gosterirken yeni olusan IgG'ler yiksek
avidite gosterir.

+ Ozellikle Konjenital enfeksiyon tanisinda
onemli.



High Avidity

Low Awidity
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Serolojik Yontemler

Avantaj: ornek eldesinde 6zel bir onleme gerek
olmamasi ve yaygin kullanimidir.

Dezavantajlar;

. IgG antikor testlerinde akut ve konvalesan
serum gerektirmesi.

. Yanlis pozitif ve yanlis negatif IgM antikor
sonuclari.

. Kisa kulugkast olan viruslarda taninin
kesinlesmesi igin 2-3 hafta gerektirmesidir.



Virus Né6tralizasyon Testi
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Nikleik Asid Tayin (NAT)
Yontemleri

“*Virusun hizli izolasyon veya antijen saptama
yontemleri ile belirlenemedigi veya duyarl
kitlerin olmadigi durumlarda kullanilabilir.

“*Viral genomun sadece belirli bir bolgesine
yonelik problar kullanilir

“+Sadece o6zgln komplemanter DNA veya
RNA'y! baglar.




Nikleik Asid Tayin (NAT)

Yontemleri

Bu yontemler
- Ensefalitli hastalarin BOS'larindan HSV tayininde,

- Kronik anemili hastalarin serumunda parvovirus B19
saptanmasinda

- Viradl menenjitte BOS'dan enteroviruslarin
belirlenmesinde yararl.

Solunum yolu enfeksiyonlarinda

Bazu viruslar icin ticari kitler (CMV, HIV, HPV)
bulunsa da bu testlerin biyik kismi ancak
referans laboratuvarlarinda yapilabilmektedir.



Nikleik Asid Tayin (NAT)
Yontemleri

1) Hibridizasyon (birlesme)
2) Amplikasyon (¢ogaltma)

basliklari altinda incelenir




Hibridizasyon-1

DNA molekili; Komplemanter, Isi yada gesitli
kimyasal maddelerle uygun isi1, tuz
konsantrasyonu, PH'da 2

sarmal zincire sahiptir.

- Iste tani amaciyla niikleik asitlerin aragtiriimast

Molekiilin bu 6zelliklerine dayanmaktadir.



Hibridizasyon-2

* Klinik 6rnekte varsayilan niikleik asidi isi
ve kimyasal maddelerle iki zincire ayrilir ve Bu
zincirlerin varhg adi verilen

ve pargasiyla gosterilmektedir.

- PROB adi verilen reaktiflerin isaretlenmesinde

#* Flurokrom, Enzim, Kemiliminesan madde veya

Radyoizotop kullaniimaktadir.



Hibridizasyon-3

1)Sivi faz hibridizasyonu
2)Kati faz hibridizasyonu

a) Makroarray

Southern blot
Northern blot
Dot blot

b) Mikroarray
3) In situ hibridizasyon



Hibridizasyon Kullanimi-1

16 S ve 23 S r RNA hedeflenmesiyle patojen
bakterilerin

% Filogenetik analizleri (Tir, cins, aile, filum)
Patojen bakterilerin direkt tespiti ve
identifikasyonu

Cevredeki ekosistemlerde ve karisik
enfeksiyonlarda
* Mikrobiyal hicreleri ayirmada

Yavas Ureyen, kiltird zor bakterilerin
&
i
i
o vb. hizli tani ve identifikasyonunda kullanilir



Hibridizasyon Kullanimi-2

Genital orneklerde

o -DNA
"li hastalarda
o -DNA
AIDS'li hastalarda
% - RNA veya proviral DNA
Transplant hastalar ve kongenital enf
o -DNA

vb. bir cok bakterinin molekiler tanisinda
Pediatrik sepsis olgularinda kan patojenleri

a8



Amplifikasyon Yontemleri

Incelenecek drnekteki az sayida hedef
molekilin (DNA, RNA)

#Invitro enzimatik replikasyon yontemleriyle,

saptanabilecek diizeylere ¢ikariimasidir.
< PCR

Klinik ve Adli tip Immiinoloji
Mikrobiyoloji Epidemiyoloji
Fizyoloji Ilac ve asi calismalari
Veterinerlik Ziraat ve tarim

Zooloji alanlarinda kullanilmaktadir



Amplifikasyon Yontemleri

Polymearase Chain Reaction (PCR)
Heat

<
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Hedef amplifikasyon;

PCR

Strand displacement
amplifikasyonu (SDA),
Nikleik asid
amplifikasyonu (NASBA)

Transkripsiyon aracili
amplifikasyon (TMA) sistemleri

sekans

2. Prob amplifikasyonu, Q-beta

replikaz ve ligaz zincir

reaksiyonu (LCR)
Sinyal amplifikasyonu,
dallanmis  zincirli DNA
(bDNA) testidir.



Neden Amplifikasyon Yontemlerine
gerek duyariz?

PCR ve Modifikasyonlari

Multipleks PCR
Nested PCR
RT PCR
NASBA
TMA

LR

Hedef viral DNA ya da RNA'nin gogaltiimasi



PCR

Klinik 6rnekte DNA araniyorsa
% 4 adet deoksiniikleik trifosfat (

% Ozgiil oligoniikleotik (15-30 bazlik)
% Isiya dayanikli
94 °Cde ( )
54 °C'de ( )
72 °C'de ( )
& Buislem 25-30 kez yapilir
o yapilir

Klinik 6rnekte RNA araniyorsa
% RNA'nin elde edilmesinden sonra
o uygulanarak

'ya gevrilir
Daha sonra amplifiye edilir



Degisik PCR tipleri
*¥ Arbitrarily primer PCR (APP)
* Multiplex PCR (MP)
% Nested PCR (NP)
% RT-PCR (RTP)
¥ Kantitatif PCR (KP)
% Real time PCR (RTIP)
® En gelismis sistem

® Cogaltma ve tanimlama ayni anda ve
Tupte



PCR' IN KULLANIM ALANLARI
OZELLIKLE;
% Enfeksiyoz mikroorganizmalarin
® Saptanmasi
® Identifikasyonu
® Kantitasyonu
® Alf tip degerlendirmesi
® Bakterilerde antibiyotik direnci

& Enterokoklarda vankomisin direnci
(Van A,B,C)
& S.aureusda mecA geni



* Epidemiyolojik tiplendirmede (ayni kokenin
iki tipi)
% Enfekte hastalarin antimikrobiyal
tedavisini izlemede
% Insan ve kanser genotipi incelemelerinde
® DNA yapisindaki mutasyonlar
® Gen tayini ve dizilimi saptamasi
® Gen ve genetik polimorfizmi saptama

® Transkriptlerin ozellikleri ve miktar:
saptanmasi

® Genetik manipllasyonun saptanmasi



DIGER YONTEMLER

= LCR (Ligaz Zincir Reaksiyonu)
= SDA (Strant Displacement Amp-Zincir Yer
Degistirme)
= Transkripsiyon temelli Amplikasyon teknikleri
Hedef molekiilleri RNA'dir
% TAS ( Transcription based Amp)
% TMA (Transcription mediated Amp)
* NASBA (Nikleik Asid Sequence based Amp)
® Northern blot ile tanimlama yapilir



Sinyal (Prob) Amplifikasyon sistemleri

(SAS)
Hedef Amplifikasyon tekniginin aksine

m Bu sistemde

Amplifiye edilen ve saptananlar

% Problar veya
% Hedef dizilime ozqiil
® bDNA (branced DNA)
& Hedef DNA
& bDNA probu ile hibridize edilir
& Bu proba 6zgiin
Alkali fosfatazla isaretli ek problar eklenir

& Substrat eklenir
& Luminimetrede okunur

® HBV, HCV, HIV-1 tayininde kullanilir



Amplifikasyon Yontemleri

HIV virusunun plazma veya
okositlerde

HSV'nin BOS'dq,
Enteroviruslarin BOS'da,

HBV ve HCV'nin serumda
saptanmasini kolaylastirir.

Viral genom saptanmasi
- AIDS hastalarinda

- Kronik HBV ve HCV
enfeksiyonlarinda

- Immin siprese hastalardaki
CMV enfeksiyonlarinda
prognozda ve tedavi yanitinda
onemlidir




Molekiler tani testleri

HEPATIT

HBV

HCV
HCV GENOTIP

SOLUNUM
SSS

MTB
INFLUENZA
Ave B
INFLUENZA
HIN1
COKLU
hPIV
hMPV
Adeno
Entero

MRSA
Enterokok
C. difficile

(FDA onayl)

KULTUR
DOGRULAMA/
DIGER

GBS

(CYAN
GA, GV, TV
SEPSIS

PANELLERI
Mikobakteri
tanimlama
Mikoplazma




Viral Yik Testleri

HBV
HCV
HIV
CMV
EBV
BK

HSV

VzZV

HHV 6,7, 8
Adenovirus
Influenza A/B
SARS

RSV

HTLV 1, 2
Kizamik
Kabakulak
Bati Nil
Parvovirus B19
Enterovirus




Viral Yuk - Amag

* Hastaligi 6ngorme
- CMV, EBV, BK

- Tedavi kararinin verilmesi

- HIV, HBV, CMV, BK

- Tedavi izlemi

- HIV, HBV, HCV, CMV, BK
* Prognoz belirleme

- Viral kinetiklerin incelenmesi



Molekiiler testler: Avantajlari

* Hizli

Tedavi
monitorizasyonu

* Duyarlilik yiiksek
“latent viruslar igin kantitatif testler”

- Pek gok patojen igin uygulanabiliyor

- Segilen yonteme gore kontaminasyon riski gok az
“"MagnaPure + LightCycler”




Molekiiler testler: Dezavantajlar:

 Cogu standardize degil
“internal ve eksternal kalite kontrol uygulamalar:”

* Lab.lar arasi sonu¢ karsilastirmasi zor
“tani karmasasi”

Rutin sonug verirken dikkat!

 Pahali

-Segilen yonteme gore kontaminasyon riski fazla
"in house PCR"



Bazi spesifik viral enfeksiyonlar

ve uygulanacak yontemler

Ajan Hastalik Tablolari Uygun érnekler | Tani yontemi Sire
Kizamik virusu | Kizamik Nazofarengeal Kiltdr 5 glin
aspiraf Antijen 2 saat
Serum IgG ve IgM 1-2 giin
Kizamikgik Edinsel veya Serum IgG, IgM 1-2 giin
konjenital rubella Bogaz siiriintiisi | Kiiltir 5-7 giin
Kabakulak Parotit, menenjit Idrar, bogaz Kiiltir 8 giin
virusu suruntusu
Serum IgM, IgG 1-2 giin
Parvovirus B 19 | Eritema Serum IgG, IgM 2 glin
enfeksiyozum, immin PCR 2 giin

siipreselerde
hemoglobinopatilerde
anemi, hidrops
fetalis




Bazi spesifik viral enfeksiyonlar
ve uygulanacak yontemler

Ajan Hastalik Uygun Tani Stire
Tablolar: ornekler yontemi

Human Roseola Serum IgG 1-3 gln

herpes virus |infantum (Kiiltiir PCR)

tip 6

Varicella Sugigeqgi, Vezikiil sivisi, | Antijen, 2 saat

zoster virusu | zona, nadir Serum, Kiiltiir 5-10 giin
MsSteniiggies Ig6, IgM | 1-3 giin

PCR 1 hafta




Herpes Simpleks virus

- Kdltdr:  sirdntd  ornekleri, menenjit veya
ensefalitte BOS ve bazi 6zel durumlarda doku
biyopsisi

* Shell vial yonteminde 16-24 saatte Uremede
duyarhlik %99, 6zglnlik 7%100'dur.

- Direkt antijen testleri: EIA ve FA

- Farkli EIA kitlerinin duyarhliklari  %49-89,
6zglnlikleri ise 7%85-100 arasindadir.

+ Asemptomatik yayilmayi gésteremez |



Herpes Simpleks Virus-Ensefalit

- Beyin biyopsisi
* Rutin BOS virolojik tetkikleri bagsarili degil.

* PCR hastaligin ilk 6-7 giiniinde, hasta
asiklovir tedavisi alsa bile pozitiftir.

» Ancak sutgocuklari ve gocuklarda %25 yanlis
(-) olabilir.



Herpes Simpleks virus-Seroloji

+ HSV IgG ve IgM; primer enfeksiyonun 10-20.
giini (+)

- HSV IgG titrelerindeki artis rekirren HSV
enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilamaz.

+ IgM antikorlari ise immin siprese bireylerde
primer  enfeksiyonun  belirleyicisi  olarak
kullanilamaz, ¢linki  bu  bireylerde  IgM
dizeylerinde artis meydana gelmeyebilir.

HSV-1 ve HSV-2 enfeksiyonlarini ayirt edemez.



Sitomegalovirus

» Kiltir, antijen, nikleik asid teknikleri.

+ Asemptomatik yayilim-reaktivasyon ayirimi
onemlidir.

+ Asemptomatik yayilma idrar, servikal
salgilar, semen, tikirik ve solunum salgilari
ile olmaktadir.



Sitomegalovirus-Izolasyon

- "Shell vial” yontemi

- Pozitif ornek 24.saatte
o/068, 48 saatte %96

 Yasamin ilk glinlerinde alinan
idrarda CMV  izolasyonu™
konjenital enfeksiyon
tanisinda onemlidir.

+ Immiin siiprese bireylerde,,
CMV pnomoniti siphesinde
BAL incelemesi  tanida
yardimcidir.




Sitomegalovirus-Antijen Tayini

* CMV viremisi 6zellikle agir immin

suprese vakalarda CMV
hastaliginin bir bulgusudur.

+ Lokositlerden CMV izolasyonunun

duyarlihgi az.

+ Alternatif yontemler:

* CMV antijenemisinin saptanmasi

+ Lokosit, plazma, serumda PCR

» Hibrid capture analizi; NASBA;

ve bDNA testidir.



Sitomegalovirus-Antijen, NAT

* Immdin siiprese vakalarda ozellikle
transplantasyon ve HIV vakalarinda, daha az
oranda da konjenital CMV enfeksiyonu olan
stitcocuklarinda kullantlir.

- Bu testlerin bazilari kantitatif.

+ Kandaki CMV diizeyi ile immin kompromize
hastalardaki aktif veya gelecekteki CMV hastaligi
arasinda iliski oldugu gosterilmistir.

* Bu testler bu hastalarda koruyucu onlemler
alinmasinda ve CMV  tedavisine yanitin
degerlendirilmesinde kullaniimaktadir.



Sitomegalovirus-Seroloji

+ Serumda CMV IgG tayini akut enfeksiyonun
tanisinda anlamsizdir.

+ CMV-IgM
* Konjenital CMV'de IgG antikorlarini saptayan KF
testi yaygin olan test

* Maternal antikorlarin kayboldugu 3-6.aylarda KF
testi tekrarlanmal.

+ Tek ornekte CMV-IgM gosterilmesi: Konjenital
infeksiyon



o#°  Sitomegalovirus Serolojisi

: P;'imer' CMV: IgM artisi 4 ay persiste edebilir.

* Ancak CMV ile sirekli temasta da IgM artabilir.

* CMV-IgG (+) ;. IgM (-) . Gegmis enfeksiyon

+ Immiinolojik olarak immatir veya immiin siprese

bireylerde akut enfeksiyon sirasinda CMV IgM
yaniti gecikebilir veya hig¢ gorilmeyebilir.

+ CMV Ig6 kullanimi; Kan vericileri ve organ

verici/alicilarinin CMV durumlarinin tespitinde



Epstein-Barr Virus

Paul-Bunnell testi

- Heterofil antikorlar: Serum

hastaligi, idiyopatik

- Koyun eritrositlerinin aglitine

edilmesi prensibine dayanir

(IgM antikorlar:)

- Gelistirilmis sekli: Monospot

test (at veya sigir eritrositleri);

duyarhilik arttirilmigtir.
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Epstein-Barr Virus Serolojisi

- Yeni LA testi daha hizli ve basit bir test, %96

duyarlilik ve %99 0zgiillik gostermektedir.

* Heterofil antikorlar EBV enfeksiyéz mononiikleozlu

vakalarin %85-90'inda hastaligin 2-3. haftasinda
saptanabilir.

» Birkag ayda kaybolur.

+ Enfeksiyoz mononikleozlu hastalarin 7%10-15'inde

saptanamaz



Epstein-Barr Virus Serolojisi

(IFA, EIA)
VCA-IgM | VCA-IgG| Anti-NA | Anti-EA
Akut + + - -/+
Enfeksiyon
Yakin tarihli -/+ + -/+ +
enfeksiyon
Gecirilmis - + + -

Enfeksiyon




Serologic profile

VCA-IgG
—— EA
VCA-IgM |

- 8

wieks past infection

Diagnosis of Epstein-Barr Virus (EBY) Infections.



'i Epstein-Barr virus

Kor'don kani lokositlerinden kdiltir, monoklonal
antikorlarla imminfloresan boyama yontemi ile
direkt saptama veya DNA problari ile saptama
referans laboratuvarlari tarafindan
kullaniimaktadir.

- EBV DNA'sinnn BOS ve serumdan PCR ile
saptanmasi olasidir.

* Organ veya kemik iligi transplantasyonu sonrasi
gelisebilen post-transplant lenfoproliferatif
hastaligin tanisinda EBV PCR yararlidir.



Hepatit A Virus Serolojisi

- RIA, HAT testi veya ELISA
» Total Ig veya sadece IgM'i saptarlar

* HAV vyiiksek IgG titreleri ile belirlenen
yasam boyu imminite birakir

» Akut HAV enfeksiyonu: tek basina IgM (+)

* Dogal enfeksiyon veya asi ile imminizasyon
sonrasi gelisen bagisiklik ise total hepatit A
antikorlarinin élcimd ile olasidir.



Hepatitis A Virus Infection
Typical Serologic Course

total anti-HAV

0 1 2 3 Rl 5 g 12 24
Months after Exposure coc



Hepatit B Virus Serolojisi

1. Yiizey antijeni (HBsAg): Kulugka doneminde
saptanir ve akut enfeksiyon boyunca (+).
Iyilesme doneminde genellikle kaybolur.

2. Cekirdek antijeni (HBcAg): Virionun
nikleokapsididir. IF ile hepatositlerde
gosterilebilir. Serumda saptanamaz.

3. e antijeni (HBeAg): niikleokapsidin solid bir
proteinidir. Serumda varligi dolasan ¢ok
sayida virusu gosterir, enfektivite fazladir
ve hastalik gok aktiftir. HBeAg'nin persiste
etmesi kronik hepatiti gosterir.



Hepatit B Virus Serolojisi

Antikorlar RIA ve ELISA ile saptanabilir.

. Anti-HBs: Akut ve kronik hepatitte, iyilesen
hastalarin bilyik kisminda saptanir. Asilama ile
sadece anti-HBsAg artar.

. Anti-HBc IgM: Akut hastalikta yiksek titrelerde
saptanir, kronik hastalikta ise titreleri diguktdr.

. Anti-HBe: Prognoz ile ilgili. Erken saptanmasi (<6
hafta) komplikasyonsuz iyilesmeyi gdsterirken,
gecikme kronik hepatit gelisiminde onemlidir.



** Hepatit B Virus Serolojisi

Akut | Kronik | Kronik | Tasiyici| Asili

HBV aktif |persistan
HBsAg + + + + -
HBeAg + +/- +/- +/- =
Anti-HBs +/- - - - +
Anti-HBc + + + + -
Anti-HBe + +/- +/- +/- -
Semptomlar + + - - -
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Hepatit C Virus Serolojisi

- Kan nakli ve tedavide
ohemlidir.

+ Serolojik testler
klonlanmis antijenler ile
yapilan birinci, ikinci ve
lglincii kusak ELISA
testleri ve immunblot

yontemleridir.



Hepatit C Virus Serolojisi

Immunblot: Capraz reaksiyonlarin
saptanmasinda ve EIA'nin dogrulanmasinda
kullanilir.

HCV'li hastada IgM saptanmasi akut
enfeksiyon ile kronik enfeksiyon ayirimini
yaptirmaz.

Hastaligin evresini belirlemek igin serolojik
testleri belli araliklar ile tekrarlamak
gerekmektedir.



Hepatit C Virus Serolojisi

Birinci kusak EIA: Transfiizyon sonrasi gelisen
hepatitli hastalarda non-A non-B antikorlarinin
biyik kismini saptamakta idi; hastaligin erken
evrelerinde duyarhliklari az ve yanlis pozitiflik
sik.

Ikinci kusak EIA: enfeksiyonun erken

sahip.

Ugiinci kusak EIA: Yeni rekombinan antijenler
kullaniyor, duyarlilik ve 6zgdillik ¢ok artmis.



HIV Tanisi

Tanida; seroloji, Westernblot testi, EIA
ile p24 antijeni tayini ve plazmada HIV
RNA tfayini, monositlerde proviral DNA
Tayini

Virus kiltiru lenfokin ile uyarilmis hicreler
ve 2-3 haftalik sire gerektirir, rutinde
uygulanamaz.



HIV-1 Serolojisi

1985'de  ilk .kez verici  kanlarinin
taranmasinda ELISA

Bu test simdi AIDS tanisinda hem HIV-1
hem de HIV-2'yi ayri ayri veya birlikte
tanimlayacak sekilde gelistirilmis.

Inaktif tam virusu kullanan ELISA testinin
duyarlihgi %93-95, 6zgilligu 7%99'dur.

Supheli durumlarda: Western blot yontemi



HIV Tanisi

» HIV enfeksiyonu ile ilgili tanisal yaklasimda
genellikle 3 durum s6z konusudur:

1) HIV enfeksiyonu oldugu disindlen bir
erigkin veya biyuk gocuk.

2) HIV enfeksiyonu oldugundan stphe edilen
bir sutgocugqu.

3) HIV ile enfekte bir kisi ile temas sonrasi

akut enfeksiyon veya serokonversiyon olup
olmadiginin saptanmasi.



HIV enfeksiyonu oldugu diisiinilen bir erigkin
veya biiyiik ¢ocuk

- EIA ile tarama, test pozitif ise EIA tekrarlama

- 2. EIA pozitif ise Western blot testi ile taniy:
dogrulama seklindedir.

+ Western blot testinde 9 HIV protein veya
glikoproteini arastirihr: gp160, gp120, p66, p5b,
gp41, p31, p24 ve pl7.

* Burada CDCnin onerisi p24, gp4l veya
gpl120/160'dan en az 2'sine kars! antikorun pozitif
olmasidir.



HIV enfeksiyonu oldugu diisindlen bir erigkin
veya biiyiik gocuk

- Serolojik test sonuglari kesin sonucu
vermezse ylzey isaretleyicileri veya direkt
olarak virusu arastirmak gereklidir.

* P24 antijeni
+ PCR
» Virus kiiltird

» Tim yas gruplarinda kiltir ve PCR en
duyarlh tani yontemleridir.



HIV enfeksiyonu oldugundan siiphe edilen
bir siit¢ocugu

* Anneden gegen antikorlar!l
» Perinatal bulagmalll

- 18. aya kadar EIA veya Western blot
testinin yorumu zordur.

* 4-6 aydan blyik asemptomatik bir ¢ocukta
PCR ile HIV genomunun gosterilmesi ve
virus kilturd daha uygun testlerdir.



HIV ile enfekte bir kisi ile temas sonrasi akut
enfeksiyon veya serokonversiyon olup olmadiginin
saptanmasi

» Virusa karsi gelisen antikorlar 2-8 hafta
icinde saptanabilir.

- U¢ ay sonra vakalarin biyik kisminda
antikor vardir.

* Bu nedenle seri testler gerekir.

+ Enfekte imminkompetan kisilerin timinde
6.ayda antikor saptanir.



Kullanilacak testler

» Adenovirus: Kiltidr, NAT (FA, ETA; seroloji)

- CMV . Kiltir, NAT ( antijen, QPCR)
- EBV : Seroloji, NAT .
+ HBV, HCV : Seroloji, NAT

+ HSV : Kultdr, NAT

+ HHV-6 ve 7: NAT

- VZV : Kultdr, NAT

+ Sol. yol. etkenleri: Kiiltir, NAT
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