VIRAL HASTALIKLARDA
TANI YONTEMLERI
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Virusun uretilmesi(1zolasyonu)

O Virusler yapay besiyerlerinde
ureyemediklerinden hucre kiiltlirlerinde veya
baska bir canli sistemde tretilmeler: gerekir.

O Bir ¢ok viral hastaligin tanisinda etkenin
1zolasyonu altin standarttir, buna karsin virts
1zolasyonunun duyarlilig1 molekuler tani
tekniklerinden daha diisiuk ve uygulamasi
daha zahmethdir.
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O Bunedenle bir ¢ok virtisiin tanisi i¢in rutin
laboratuvar tanida kiiltiir yontemler1 uygulanmaz.

O Virus 1zolasyonu 1¢in ornekler virtisiin en bol oldugu
hastaligin akut doneminde toplanmalidir.

O Virus 1zolasyonu 1¢in farkli hiicre kiltirleri
kullanilabailir.
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Hucre Kultur Tipleri

O Primer hiicre kiiltiirii: Maymun bobregi, insan amnion
zarlar1 gibi dokularin dagitilmasindan elde edilen hiicrelerden
uretilen kulttirdir.

O Diploid hiicre kiiltiirleri: Birinci kiiltirden hazirlanan
kulturlerdir. Ilk pasajlarinda orjinler1 ile %75 oraninda ayni
karyotiplidirler. Pasajlarla karyotiplerinde degisiklige ugrarlar
ve en ¢ok 50 pasajda olitirler.

O Siirekli hiicre kilturleri: Bazi neoplazmlardan veya
transforme huicrelerden elde edilen siirekli pasajlarla uzun
stire surdurilen kultirlerdir. Bunlara heteroploid hiicre
kulturt de denir.
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O Ortomiksovirisler, paramiksovirtiisler ve
enteroviriisleri liretmek i1¢in primer maymun bobrek
hiicre dizis1 ,

0O CMYV basta olmak tizere HSV, VZV, adenoviriis,
pikornavirus gibi ¢ok sayida virtisti tiretmek 1¢inse
insan fetal diploid hiicre dizisi 1deal ortamdir.

O Hep-2 hiicre dizisi 1se 6zellikle RSV, adenoviriis ve
HSYV 1zolasyonu 1¢in miikemmel bir ortamdir.
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O Bircok viriis insan fibroblast hiicre kiiltiirlerinde 3 giin 1¢inde
uremesine karsin sitopatik etki (SPE)’nin gortilmesi 7-21 giin
surer.

O Bunedenle daha hizli sonu¢ almak 1¢in klasik kiiltiir
yontemlerinde bazi modifikasyonlar yapilmistir.

O En sik kullanilan yontem canli kabuk (shell vial) yontemidir.
Bu yontemde bir lam tizerine tutturulmus tek tabaka hiicre
kulturi uzerine santrifiijle hastalik 6rnekleri mnokiile edilir.48-
72 saat sonra viral proteinlere 0zgiil monoklonal antikorlarla
immun boyama (floresan antikor) yapilarak tireme saptanur.
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O Sitopatik etki olusturmayan virtislerde ureme
hemadsorbsiyon, heterolog interferans veya
indikator boya ile saptanabilir.

O Bununla birlikte kiiltiirde lireyen viruslerin
kesin olarak tanimlanmasi 1¢in 0zgul
antikorlarin kullanildig: c¢esitli testlerden birisi
kullanilir.




O Floresan antikor (immiin boyama testler1)
0 Kompleman fiksasyon

0 Hemagliitinasyon inhibisyon

0 SPE’nin notralizasyonu

O Immiinelektron mikroskopi

bu amacla kullanilan yontemlerdir.
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O En sik kullanilan immiin boyama yontemleridir.

0 Immiin boyamada genellikle direk immiin floresan
veya daha seyrek olarak indirek immiin floresan
yontemi kullanilir.

0 DFA hizli sonug¢ vermesi, 0zgiil ve uygulanmasinin
basit olmasi nedeniyle tercih edilen bir yontemdir.
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Elektron mikroskopi

0 Elektron mikroskobik inceleme rutin laboratuvar tanida
kullanilan standart bir teknik degildir. Elektron
mikroskobisinin duyarliligi dustktiir.

O Virusiin saptanabilmesi i¢in 6rnegin mililitresinde yaklasik
10° viral partikiiliin bulunmasi gerekir.

O Mikroskopta incelenecek Ornege aranan virise 0zgu
antikorlar eklenirse viral partikiillerin kiimelenmesi
saglanarak viriis daha kolay saptanabilir.

O Bu teknige immiin-elektron mikroskopi denir.



Elektron mikroskopi

rotavirus,
herpes,

OO o 0

poks ve

O

papillomaviriis

tanisinda kullanilabilir.
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Histoloj1/Sitoloji

0O Hiicrede karakteristik sitopatik etki olusturan
viruslerde klinik orneklerin direkt boyah
mikroskobik(sitolojik) incelemesi hizli tan1 1¢in
yararlidir. Hiicre morfolojisindeki degisimler;

hiicre lizisi,
vakuolizasyon,
sinsitya olusumu ve

O O O Od

inkliizyon cisimcikleri

karakteristik sitopatik etkilerdir.
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Viral inkluzyon cisimcikleri

Hastalik Ismi yerlesimi

Kuduz Negri Intrastoplazmik

CMV Baykus gdzii (owl’s eye) | Intraniikleer

HSV, VZV Cowdry A Intraniikleer

Poks viriis Guarneri Intrastoplazmik
asidofilik Intraniikleer
bazofilik

Adenoviriis Perintikleer sitoplazmik ,
asidofilik

Kizamik Intrasitoplazmik ve
intrantiikleer
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SEROLOJIK YONTEMLER

O Serolojik testler invitro antijen-antikor birlesmesi
mekanizmasina dayanan immiinolojik temell
yontemler oldugundan bu testlerde temel amag
bilinmeyen bir reaktifi (Or: antikor) bilinen bir
reaktif kullanarak (Or:antijen) saptamaktir.

0 Iki temel amaci vardir:

O Klinik orneklerde mikroorganizma antijeninin saptanmasi
0 Hasta serumunda etkene 0zgiil antikor varliginin gosterilmesi
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Mikrobiyal antijenlerin saptanmasi

O Mikrobiyal antijenler bir mikroorganizmanin
¢esith yapilarimin bilesiminden olugsmaktadair.

O Bir antijjenin immiun yanit mekanizmalarini
uyaran ve immun yanit trtinleriyle reaksiyona
giren her bir kimyasal yapisina antjjenik
determinant (epitop) denir.



O Kapsiil polisakkaritleri
O Pil1 ve flajel proteinleri

O Hicre duvart komponentleri(peptidoglikan,
lipopolisakkrit)

O Sitoplazmik membran proteinler

0O Enzim ve toksinler
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Etkene 0zgul antikorlarin saptanmasi

0 ki klinik uygulamasi vardir;

O Primer (akut) enfeksiyonun tanisi (yeni gegirilen
enfeksiyon)

Etkene ozgiil IgM varligi(IgG yoklugunda)
Serokonversiyonun gosterilmesi

O Immiinitenin belirlenmesi(gecirilmis enfeksiyon,
kazanilmis bagisiklik)

Etkene 6zgiil IgG pozitifligi



—!

O Serokonversiyon enfeksiyonun akut ve
konvelasan donemlerinde (10-14 glin arayla)
hastadan alinan 1ki1 serum 0rnegi arasinda IgG
veya total antikor dlizeyinin 4 kat veya daha
fazla artis gostermesiyle karakterizedir.
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O IgM pozitifligi primer enfeksiyonun 6zgul belirleyicisi
degildir. Yani1 IgM pozitifligi her zaman primer akut
enfeksiyonu gostermez. Bunun disinda asagidaki durumlarda
saptanabilir:

O Sekonder enfeksiyonlar
Reenfeksiyon
Reaktivasyon

O Uzun suren IgM yaniti

0O Poliklonal B hiicre aktivasyonu sonucu 6zgiil olmayan IgM
pozitiflikler:

0O Akraba mikroorganizmalarla enfeksiyon sonucu ¢apraz
reaksiyonlara bagli IgM pozitifligi
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Humoral Immiin Yanitin Kinetigi

O Bir antyjen bir konaga ilk kez girdiginde once (5-7 guin) IgM,
sonra da (7-15 gun) IgG antikor cevabi olusur. IgM genellikle
bir stire (3-6 ay) sonra kaybolur, ancak IgG dlizeyi azalarak
da olsa uzun siire serumda kalir. Buna primer immiin yanit
dentr.

O Aym konak ayni antijenle aylar/yillar sonra ikinci kez tekrar
karsilastiginda 1se bu kez 6zgil IgG yanit1 ¢ok daha hizli ve
yuksek duzeyde olusurken IgM cevabi olusabilir veya
olusmayabilir (sekonder immiin yanit).

O Dolayisiyla bir etkene 0zgiil IgM ve IgG birlikte pozitif
bulunursa, primer veya sekonder enfeksiyonun ayriminin
yapilmasi gerekir. (avidite testleri)
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O Primer enfeksiyonlarda etkene 0zgiil IgG aviditesi
diisiik iken sekonder enfeksiyonlarda yiiksektir.
Zaman 1lerledik¢e bu antikorlar olgunlasir ve
avidites1 artar(avidite olgunlasmasi).

0 Bunun nedeni yiiksek aviditeye sahip antikor tireten
B lenfosit populasyonunun sec¢ilmis olmasidir.

0 Dolayisiyla sekonder immiin yanitta, se¢ilmis bellek
B lenfositler1 tarafindan aviditesi yiiksek antikorlar
sentezlenir.



O IgG avidite testler1 1¢in gerekli en onemlr sart,
etkene 0zgll IgG’nin pozitif olmasidir.

O Bu testlerin yapilmasi, etkene ozgul 1gG ve
IgM birlikte pozitif 1se endikedir.
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O Baz hasta gruplarinda avidite testleri tani, tedavi ve prognoz
acisindan onem tasir.

O Bu ayrimin onemi primer enfeksiyonlarda viremi riskinin
artmasindan ve siklikla hastaligin semptomatik olarak
gecirilmesinden kaynaklanmaktadir.

0 Ornegin; hamileligin ilk trimesterinde gegirilen primer
TORCH enfeksiyonlarinda konjenital gecis riski %15°ten
fazla iken, sekonder enfeksiyonlarda bu risk %1°den azdir ve
gecis olsa bile bebekte malformasyon gelisme riski %0.1°dir.
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Avidite Testlerinin Klinik Kullanimlari

0 Hamilelik sirasinda rubella, CMV ve toxoplasma gondii
enfeksiyonlariin primer ya da sekonder oldugunun
belirlenmesi 1¢in

0O Organ transplantasyonlu ya da immun supresif hastalarda
CMV, EBV, HHV-6, primer veya rekiirren enfeksiyonlarinin
ay1rt edilmesi

0O Hepatit C viriis enfeksiyonlarinda primer 6zgtl antikor yaniti
ile pasif olarak kazanilmis antikorlarin ayirt edilmesi

0 HIV enfeksiyonlarinda bulas zamaninin belirlenmesi ve
progresyon 1zlenmesi

O Otoimmiin hastaliklarin tanisi
O Viral ensefalitlerin multipl sklerozdan ayirt edilmesi
O Asicalisma ve uygulamalarinda antikor yanitinin 1zlenmesi
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Kompleman birlesmesi deneyi,
notralizasyon,
hemaglutinasyon inhibisyonu,
pasif agliitinasyon ve

lateks hemagliitinasyon testleri geleneksel
serolojik testler olarak bilinirler.

O O O O 0O

O Bu testlerin viral enfeksiyonlarin serolojik tanisinda
kullanim alanlar1 olduk¢a sinirlidir.
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O Geleneksel olarak antikor saptayan yontemler
IgG ve IgM yanitinin ayrimini yapamazlar.

O Serokonversiyon veya akut ve konvelesan
donem oOrnekler1 arasinda titre artisi
saptanarak taniya gidilir. Bu amacla
kompleman birlesmesi testi yaygin olarak
kullanilmastir.
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Direk Hemaglutinasyon

O Bu yontem bazi enfeksiyonlarda eritrosit
ylzeyindeki antijenlere karsi dogal olarak olusan
antikorlarin tespitinde kullanilir.

0 Ornegin EBV akut enfeksiyéz mononiikleozisinde
koyun eritrositlerini agliitine eden heterofil
antikorlar gib1 (Paul-Bunnel testi).

0O Bu testler hizli tani 1¢1n yararli olmalarina ragmen
ozglllik ve duyarliliklar1 diistiktiir.
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Kompleman Birlesmesi Testi

O Bu test, hasta serumunda etkene 0zgiil antikor
titrelerinin belirlenmesinde, 0zgiil antijen-antikor
birlesmesi sonucu komplemanin aktive edilmesi
esasina dayanan klasik bir yontemdir.

0 Oncelikle hasta serumlar1 56°C’de 30 dk tutularak
insan komplemani ortadan kaldirilir.

O Daha sonra hasta serumlarinin ser1 sulandirimlari
hazirlanarak tizerine once bilinen antijen ve sonra da
kompleman (1 giinliik erkek kobay serumu) eklenir.
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O Bir gece 4°C’de bekletilir. Bu siirede hasta serumunda 6zgiil
antikor varsa ve kompleks komplemani baglayacaktir.

O Ertesi gun tiim ¢ukurlara indikator olarak hazir antijen antikor
kompleksi yani hemolitik sistem eklenir.

0 Hasta serumunda 0zgtil antikor varliginda kompleman fikse
edilmis oldugundan hemolitik sistem tlizerine bir etkide
bulunmaz, buna karsin 6zgiil antikor yoksa kompleman
serbest oldugundan hemolitik sisteme etki ederek eritrositleri
parcalar.
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Hemagliitinasyon(HA) Onlenim Testi

0O Baz virtsler dogal olarak bazi hayvan eritrositlerinin ylizey
reseptorlerine baglanarak onlar1 aglitine etme
yetenegindedirler.

O Bu ozellikten yararlanarak hemagliitinaston yapan viruslere
kars1 0zgul antikor varliginin arastirilmasinda
hemagliitinasyon dnlenim testi kullanilir. Ornegin;
Kabakulak

Rubella

Influenza

Paramiksovirusler

Arbovirisler gibi.

O O 0O 0 040



—!

Hemadsorbsiyon(Had) Onlenim Testi

0 Hemadsorbsiyon, bazi viriislerle enfekte olan
hiicrelerin yiizeylerine viral antijenler eksprese
edildiginden bazi hayvan eritrositlerinin adsorbe
olmasi (yapismasi) olayidir.

0O Genelde hemagliitinasyon yapan viriisler
hemadsorbsiyon da yaparlar.

O Bu olay 6zgul antikor varliginda Onlenir ve bu teste
HaO ad1 verilir. HaO testi canli hiicre kiiltiirlerinde
gerceklesir.
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O Buamagcla, hasta serumu standart miktarda bilinen antijenle
(virusle) karnistirilarak hiicre kiiltiirtine inokiile edilir.

O Virusiin hiicrelere penetrasyonu ve replikasyonu 1¢in gerekli
sure 1nkiibe edilir. Sonra hiicre kiiltiirii 1¢cine eritrosit
stispansiyonu eklenir ve inkiibasyona birakilir.

0 Hasta serumunda 0zgiil antikor varsa virtisii bloke ederek
hiicreler1 enfekte etmesini ve liremesini Onler ve eritrositler
hiicre yuizeylerine yapismaz.
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[saretli Kat1 Faz Yontemleri

0O Hizli yontemler olarak bilinen bu testler tek bir
serum Orneginde 1stenilen antikor tipinin (IgG, IgM,
IgA, total) veya hasta serumunda bulunan
antijenlerin kisa zamanda saptanmasina olanak
saglar.

O Isareth kat1 faz yontemlerinin ortak ve temel
mekanizmasi reaktiflerden birisinin (antijen veya
antikor) kat1 faza baglanarak hareketsizlestirilmesive
daha sonra 0zgiil birlesmenin isaretli bir reaktif
(konjugat) kullanilarak gosterilmesidir.
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Baslica [saretli Kati1 Faz Yontemleri ve
Ozellikleri

yontem Isaretleme maddesi Kati faz Degerlendirme

Enzim immiinoassay enzim Mikropleyt cukurlari, Spektrofotometre ile
(ELISA, EIA) polistren bilyalar absorbans 6l¢limii
Radyoimmiinoassay Radyoaktif madde Tiipler ve cam bilyalar Gama sayaci ile

(RIA) radyoaktivite 6l¢iimii
Immiinofloresan antikor Floresanli boya Uzerine antijenlerin fikse | Floresan mikroskobu ile

(OIA)

(IFA) edildigi lamlar parlak sari-yesil
boyanmanin goriilmesi
kemiliiminesans Bioliiminesan madde Manyetik partikiiller, Luminometre ile 151k
mikropleyt cukurlar saliiminin dl¢iimii
Line immiinoassay Enzim Antijen emdirilmis 6zel Gorsel olarak koyu renkli
seritler bant olusumunun
izlenmesi
Membrana bagli Enzim Nitroseliiloz,naylon gibi Gorsel olarak koyu renkli
immiinoassay (kaset membranlar nokta veya ¢izgi olusumu
testleri)
Optik immiinoassay enzim Silikon ylizeyler Gorsel olarak altin renkli

zeminde pembe-mor
noktalarin olusumu
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Enzim Bagh Kat1 Faz Yontemleri

(ELISA,EIA)

O Konjugat isaretlemek 1¢in enzimlerin kullanildig:
yontemler ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) olarak adlandirilirlar.

0 Manuel ELISA yontemlerinde kullanilan kat1 faz,
genellikle ¢ukurlarina analitlerin (antijen veya
antikor) baglanmis oldugu 96 ¢ukurlu
mikropleytlerdir. ELISA prensibi ile ¢alisan
otomatize sistemlerde 1se submikron boyutlarinda
manyetik bilyalar veya lateks partikiiller: kullanilir.
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ELISA 1le antijen tespiti

0 Kati faza baglanmis 6zgul antikorlarin kullanildigt ELISA
sistemleriyle de klinik orneklerden viral antijenler
saptanabilir.

0 ELISA ile antijen aranirken hastanin 6rneginde bulunan viral
antijenler kat1 fazdaki antikora baglanir. Ardindan teste kati
fazdaki antikorla aym 0zgiilliige sahip antiviral antikorlar ve
enzimle 1saretli AHG eklenir. Eger antijen kat1 fazdaki 6zgul
antikora ve eklenen ikinci antiviral antikora baglanirsa,
sonradan eklenen enzimle 1saretli AHG de ikinci antiviral
antikora baglanir.
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O Son asamada ortama eklenen kromojenik substrat
AHG’ye bagli durumda bulunan enzimle parcalanir
ve olusan renk degisikligi spektrofotometreyle
saptanir.

0 Bu amacla en yaygin olarak hepatit B yiizey
antijeni ve hepatit C Kor antijeni saptayan
sistemler kullanilir. Ayrica ELISA RSV, influenza
virus ve HSV tanisi i¢cin de kullanilir.
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ELISA 1le antikor tespiti

O Mikropleyt cukurlarina 6zgiil antijen baghdir.
Cukurlara hasta serumu diliisyonlar: eklenir. Ozgiil
antikor (IgG veya IgM) varsa antijenle birlesir.
[nkiibasyon ve yikama isleminden sonra hangi tip
antikor arastiriliyorsa ona 6zgtil konjugat eklenir.
Ardindan kromojenik substrat eklenir.

O Reaksiyon sonucu olusan renk degisikligi hasta
serumundaki antikor miktar i1le dogru orantilidir ve
spektrofotometrik olarak degerlendirilir.
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[gM Yakalama (Capture) Yontemi

0 Ozellikle etkene 6zgiil IgM antikorlarinimn
arastirilmasinda yalanci pozitiflikler:
(romatoid faktore bagli) ve yalanci
negatiflikler1 (fazla miktarda 6zgil IgG
varligina bagli) ortadan kaldirmak amaciyla
kullanilir.
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O Anti-insan IgM antikorlar1 baglanmis ¢ukurlara hasta serumu
eklenir. Hasta serumunda var olan biitiin IgM’ler etkene
0zgll olsun veya olmasin yakalanacaktir.

O Sonra 0zgul antijen eklenir.

O Antijen yakalanmis ve hareketsizlestirilmis IgM’lerden
kendisine 0zgil olan1 baglar. Antijene 6zgul enzimle 1saretli
konjugat eklenir ardindan kromojenik substrat eklenir.

0 Reaksiyon sonucu olusan renk degisikligi spektrofotometrik
olarak degerlendirilir.
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[mmiinofloresans Yontemi (IFA)

O Bu yontemde kati faz lam(slide)lardir.

O Konjugatin 1saretlendigi madde bir flokrom
boyasidir ve degerlendirme floresans
mikroskobu 1le yapilir. En sik kullanilan boya
‘fluorescein 1sothiocyanate (FITC) tir.
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Direk floresans antikor testi (DFA)

O Bu yontem klinik 6rnekte antijen aramak 1¢in
kullanilir.

O Antijjen aranan hastalik 0rnegi bir lamin tistiine tespit
edilerek lizerine floresanla 1saretlenmis 6zgul antikor
eklenir ve ornek bir stire bekledikten sonra yikanir.

O Antijenle birlesen floresanh antikor yikama
1slemiyle uzaklasmaz ve floresan mikroskobunda
gri-yesil floresan veren enfekte hiicreler gorulur.
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Indirek floresans antikor testi (IFA)

O Bu yontemde hasta serumunda antikor tespiti yapilir. Burada
kullanilan lamlar tizerine istenilen antijenlerin fikse
edilmesiyle hazirlanir. Hasta serumu ornekleri bu lamlar
iizerindeki 6zel alanlara damlatilir. Ornek bir siire bekledikten
sonra yikanir.

O Antiyjen-antikor birlesmesi olmugsa antikor yikama islemiyle
uzaklasmaz. Ikinci asamada drnege floresanla isaretli AHG
eklenir. Isarethh AHG 1lk asamada olusan antijen-antikor
kompleksine baglanir ve floresan mikroskobunda gri-yesil
floresan 1zlenir.

0O Enfekte hiicreye daha fazla boya baglanabildigi i¢in indirekt
yontem daha duyarlidir. Sonuclar 1-2 saat 1¢inde alinabilir.
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Western Blot Yontemi

0 Bu yontemde poliakrilamid jel elektroforezi i1le molekiil
agirliklarina gore ayristirilan bir mikroorganizmaya ait tiim
dogal antijenler (protein, glikoprotein) bantlar halinde
nitroseliloz kagit membranlara gegirilir ve bu membranlar
seritler halinde hazirlanir.

0 Uzerine hasta serumu diliisyonu eklenir ve inkiibe edilir.
Hasta serumunda bu antijenlere kars1 6zgul antikor varligi
enzimle 1saretli anti-insan antikorlarinin ve daha sonra da
substratin eklenmesiyle saptanir.
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0 Immiinoblot yontemi, line immiinoassay (LIA),
rekombinant immiinoblot assay (RIBA) de benzer
mekanizmaya dayanir.

0 WB yontemine benzer olarak, poliakrilamid jel
elektroforezi ile ayristirilan

O DNA molekiillerinin kagit izerinde belirlenmesi ile southern blot,

O RNA molekiillerinin belirlenmesi ile northern blot yontemleri de
uygulanmaktadir.
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Viral Nukleik Asitlerin Saptanmasi

O Tanisal virolojide en hizli gelisen alan
kalitatif ve kantitatif sonuclar alinmasini
saglayan molekiiler amplifikasyon
yontemleridir.

O PCR’da ornekte az miktarda bulunan viral
ntikleik asitin (DNA veya RNA) miktarinin
artirilmasi1 amaclanair.
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0 PCR’da viriisiin ¢ogaltilmasi istenen 6zgiil DNA
segmenti hedef alinir. Bu amacla yaklasik 20 bazlik
0zgil niikleotid diziler1 (primerler) kullanilir.

0 PCR’da primerlerin viral DNA’ya tutunup karsit
sarmali sentezleyebilmesi icin serbest niikleotidlere
ve reaksiyonu katalizleyecek 1siya direncli taq
polimeraz enzimine gereksinim vardir.
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O Bu karisim bir 1s1 diizenleyicisinin i¢ine konur. Is1
once 90-95 °C’ye artirilarak DNA segmentleri
ayrilir, sonra 1s1 50-60 °C’ye dusurulerek primerlerin
hedeflerine tutunmasi saglanir. Ardindan 1s1 tekrar
72 °C’ye yikseltilerek primerlerin 5°-3’yoniinde
uzamasi saglanir.

O Buislem 30-40 kez tekrarlandiginda ¢ok sayida
kopya elde edilir. Elde edilen bu PCR trtinii
amplikon olarak adlandirilir.
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O RNA genomu olan virtislerde PCR 1sleminden
once revers transkripsiyon ile komplementer
DNA(cDNA)’nin elde edilmesi1 gerekir. Bu
tir PCR’a RT-PCR denmektedir.

O Duyarliligr artirmak 1¢in bazen nested PCR
da uygulanabilir. Bu yontemde PCR 1slemai 1ki
kez uygulanir.
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0 PCR isleminden sonra elde edilen amplikonlar
agaroz jel elektroforezde yuritildiikten sonra
etidyum bromidle boyanarak spesifik DNA banti
saptanabilir.

O Farkli primer setler1 kullanilarak bir 6rnekte tarkl
viriislere ait viral DNA’lar da aranabilir. Ornegin;
HSV, CMYV ve VZV i¢in farkli primer c¢iftleri
kullanilarak klinik 6rnekte her lic viriisiin DNA’s1
tek bir testle aranabilir. Bu 1sleme multipleks PCR
dentr.
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0 HIV, HCV enfeksiyonu gibi durumlarda
hastalarin tedaviye yanitini 1zlemek 1¢in virus
yukunin bilinmesi onemlidir. Birim
hacimdeki viriisiin kopya sayisini kantite
edebilen bu yontemler icinde real-time PCR
yaygin bir kullanim alan1 bulmustur.
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O PCR disinda niikleik asit amplifikasyonu
temeline dayanan farkli yontemler
bulunmaktadir:

Ligaz chain reaction (LCR)

Nucleic acide sequence-based amplification NASBA)
Transcription mediated amplification (TMA)

Strand displacement amplification (SDA)

Branched chain DNA (bDNA)

O O O O O



—!

O Molekuler yontemler klinik orneklerden
etken1 saptamanin yanisira antiviral ilag
direncini saptamak 1¢in de kullanilabilir. Bu
amacla en sik HIV, HBV ve HCV’de DNA
dizi analizi, line probe assay PCR-RFLP
(restriction fragment lenght polymorphism)
yontemlerinden biri kullanilarak 1ilag
direncine yol acan mutasyonlar
arastirilmaktadir.



—!

Laboratuvarimizda Uygulanan Viral
Tan1 Yontemler:

O CMV IgG, IgM ve CMV 0 HAYV IgG, IgM
avidite o HEV IgG, IgM
O EBYV EBNA IgG, IgM ve o HDV Ag, Anti HDV
VCA IgG, IgM 0 HBsAg, HBeAg, anti-HBc
0 HSV tip 2 1gG, IgM IgM, anti-HBc IgG, anti-
O Parvoviris IgG, [gM HBe, anti-HBs
O Rubella IgG, IgM O Anti-HCV
0 Kizamik [gG O Anti-HIV
0 Kabakulak IgG
O Rotavirus
O Adenoviris



HBV DNA
HBYV ilac direnci
HCV RNA

HCYV genotipleme
CMV DNA

O O 0O O 0O
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