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 Virusler basit enfeksiyonlardan, 6limle sonuclanan ciddi enfeksiyonlara kadar
genis bir aralikta hastalik meydana getirirler. Viral hastaliklarinin ¢cogunun
kendiliginden iyilesen tipte olmasi, 6zgul antivirel tedavi protokollerinin sinirl
olmasi, virtslerin latent ve/veya kronik enfeksiyonlara yol acmasi gibi nedenler,
bu enfeksiyonlarin tanisinda izlenecek vyolu da etkilemektedir. Viral
enfeksiyonlarin hizli ve dogru olarak tanimlanmasi, optimal hasta yodnetimi

ozellikle salginlar sirasinda buyuk 6nem tasimaktadir.



Laboratuvar metotlari ile asagidaki sonuclar elde
edilebilir;

* Virusun hucrelerde olusturdugu sitopatik etki tanimlanir.
* Viral partiktller saptanir.

* Virus izole edilir ve cogaltilir.

* Viral yapilar (protein, enzim, genom vs.) saptanir .

* Hastanin virlise karsi immun yaniti degerlendirilir.



Orneklerin Toplanmasi

* incelenecek uygun ornegin secimi genellikle zordur. Ciunki bircok virts ayni klinik
hastaliga yol acabilmektedir. Bu durumda hastanin semptomlari yanisira yakin zamanda
vaptigi seyahatleri de iceren detayli o6ykisi, mevsim, on tani, viral etkenin
tanimlanmasinda kullanilacak uygun yontemin belirlenmesinde yardimci olmaktadir.

Viral hastaliklarda basarih tani, 6rneklerin uygun olarak alinmasi ve laboratuvara

tasinmasina baghdir.



* Bir 6rnegin alinmasi ile laboratuvara génderilmesi arasindaki stire ne
kadar kisa olursa virtsun izole edilebilme sansi da o kadar fazla olur.
Hangi donemde ve hangi rnegin alinacagina kara vermek da tani da

onemlidir.

* Virus izolasyonu icin 6rnekler virtisin en bol oldugu hastaligin akut

déneminde toplanmalidir.



Tablo 47-1 Viruslerin Tanisinda Kullanilan Ornekler

Sik Goriilen Pato;en Vqu‘slg'r .
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Viral Enfeksiyonlarin Tanisinda Kullanilan
Laboratuvar Yontemleri

Direkt yontemler

e Virtsun gosterilmesi

Indirekt yéntemler

e Konakta virtse 6zgul immun yanitin gésterilmesi



CLASSIFICATION
ACCORDING TO THE PRINCIPLE

Lab Diagnosis of Viral Infections

T

Virus culture and Detection of viral Detection of viral Detection of viral
isolation antibody antigen genome

-CPE Immunofluorescence
-Hemagglutination EIA/ELISA -(PCR)

-inhibition test -southern &

-Plague assay -EIA/ELISA -Western Blot northern blot

-TCIDSO0 assay Immunoprecipitation

-Hemagglutination

https://www.slideshare.net/kareemhussien5/lab-diagnosis-of-viral-infections




Viral Enfeksiyonlarin Tanisinda Kullanilan
Laboratuvar Yontemler:

* Virusun izolasyonu ve Uretilmesi

e Sitolojik Inceleme

* Elektron mikroskopi

* Viral proteinlerin saptanmasi

* Viral genomlarin saptanmasi

* Seroloji (viral antijen varliginin saptanmasi: direkt yontemler)
virtise 6zgul antikorlarin belirlenmesi, indirekt yontemler)



1- Virus Izolasyonu ve Uretilmesi

e Virtusler, hucre kulturlerinde, embriyonlu yumurtada ve deney
hayvanlarinda Uretilebilmektedir. En sik kullanilan yontem hiucre

kulttrleridir. (Primer hicre kulturleri, diploid hicre kiltarleri)

* Bir virtsun tek tabakali htcre kaltirinde olusturdugu CPE’ nin gozlenmesi
olasi tanisi icin kullanilabilir. Kesintani icin diger testlere ihtiya¢ vardir.
Hlcre kulturlerinde yavas Ureyen ya da belirgin CPE olusturmayanlar
virusler cogunlukla serolojik yontemler ya da viral genom veya proteinlerin

saptanmasi ile tanimlanur.



Embriyonlu yumurta

* Bazi virlslerin primer izolasyonu
» Ag.liretimi (serolojik testler icin)
* Asi hazirlanmasi

Deney hayvanlari

* Viral patogenez calismalari

* Jlac ve asi calismalari



HUicre kulttrleri

* Insan/hayvan kékenli embriyonik/karsinoma dokusu, hayvan dokulari
kullantlir.

* Mekanik/enzimatik yéntemlerle hticreler ayristirilir.
* Uremeyi destekleyecek 6zel kiiltiir sivisi eklenir.

* Hlicreler sise/tliplerde inoktile edilir ve tek tabakali (“monolayer”)
ureme izlenir.

e Klinik 6rnek eklenerek, virisin hazirlanan hticrelerde tiremesi
beklenir.



Hlcre kulturlerinden virls izolasyonu

* Uygun 6rnek, uygun zamanda, uygun bdlgeden alinir...
e Uygun htcre kiltirtne ekilir...

* Ureme / viris varhgi saptanir...

* a. “Sitopatik etki”lerin izlenmesi

* b. Minimal etki — Gireme ek yontemlerle gosterilir

e Uretilen virlis tanimlanir (IFA, molekiiler testler...)



ConvexAccess ozelligi ile flask
etkin kullanma

ibe kontaminasyona kargt
etkin koruma

%100 hava basing testi ile
gavenk ig 2k




2-Sitolojik Inceleme

 Bazi virusler karakteristik CPE olusurur. Doku &rnegi veya hucre
kulturlerindeki karakteristik CPE’ler; hicre morfolojisinde degisme, htcre

lizisi, vakuol olusumu, sinsitya ve inkllizyon cisimcikleridir.

* Sinsitya, viruslerin etkisi ile htcrelerin birleserek olusturdugu cok cekirdekli
dev hucrelerdir. (HSV, VZV, HIV olusturur.)
* inklizyon cisimcikleri ise, replikasyon GUrinlerinin veya tim virQs

partikdlllerinin hicrede toplandigl bdlgelerdir.



Viral InklGzyon cisimcikleri

Hastalik Ismi Yerlesimi

Kuduz Negri Intrastoplazmik

CMV Baykus, gozu' (owl’s eye) Intraniikleer

HSV, VZV Cowdry A Intraniikleer

Poks Vi Guarneri Intrastoplazmik asidofilik

Intraniikleer bazofilik




e Sitopatik etki olusturmayan virltslerde Ureme hemadsorbsiyon,

heterolog interferans veya indikator boya ile saptanabilir

* Bununla birlikte kiltlirde Ureyen viruslerin kesin olarak tanimlanmasi

icin 6zgul antikorlarin kullanildigi cesitli testlerden birisi kullanilir.



3- Elektron mikroskopi

e Standart bir klinik laboratuvar yontemi degildir. Yeterli viral partikilin oldugu érneklerde bazi
virtslerin saptanmasi ve tanimlanmasinda kullanilir. Ozellikle hiicre kiltiirlerinde Gretilmesi
zor olan viruslerin klinik orneklerde go6sterilmesi amaciyla ya da virls partikillerinin

morfolojsinin incelenmesinde tercih edilen bir yontemdir.

* Klinik ornek ince kesitler halinde hazirlanarak agir metal tuzlari ile negatif boyama yontemi
ile boyanir. Ornekte bulunan virlis partikillerinin yogunluguna bagh olarak y®éntemin
duyarlihgr degisir. (10°- 10° olmali) daha az sayida olan 6rneklere virise 6zgll antikorlarin
eklenmesi ile viral partikillerin kimelesmesi saglanarak virtsin saptanmasi kolaylastirilir.

(immunoelektron mikroskopi)



4- Viral proteinlerin saptanmasi

 Bu amacla en sik kullanilan testler direkt immunofloresans (DFA) ve enzim bagh immin
yontemler (ELISA) dir. Pratikte uygulama alanlari; Nazofarengeal 6rneklerde solunum
virtslerinin (RSV, influenza A ve B, adenoviriisler), Diskida rota viriis, kan drneklerinde
CMV, serumda HBsSAG ve deri kazinti 6rneklerinde HSV ve VZV antijenlerinin

saptanmasidir.

* DFA da klinik 6rne lam Uzerine yayilir. Aseton veya metil alkol ile tespit edilir. Virtse 6zgul
floresan ile isaretlenmis antikorla boyanir. Epiflorean mikroskopta floresan veren (parlak

vesil renk) bolgeler pozitif kabul edilir.



5-Viral genomun saptanmasi

e Klinik 6rneklerde viral genomun belirli fragmentleri Gkleik asit amplifikasyon
yontemleri ile belirlenebilmektedir. Cogu laboratuvarlarda DNA genomlari icin
PCR, RNA genomlari icin ters transkriptaz PCR (RT-PCR) gibi genom amplifikasyon

yontemleri virdslerin saptanmasi ve tanimlanmasi amaciyla secilen yontemlerdir.

* PCR icin uygun primerlerin kullanilmasiyla hedef dizi birka¢c saat icinde
milyonlarca kez cogaltilabilir. Bu yontemle htcre kiltirinde tremesi zor olan,
disik konsantrasyonda Ureyen ya da uretilmesi cok tehlikeli olan virislerin

saptanmasinda ozellikle 6nemlidir.



 Bir hastadaki viral geniom miktarinin kantitasyonu (viral yuk) geroek
zamanli (real time) PCR ile yapilabilir. Viral genomun konsantrasyonu
genomik DNA’ nin PCR amplifikasyonunda baslangic miktari ile dogru
orantilidir. Bu test, HIV enfeksiyonu seyrinin izlenmesinde o&zellikle

onem tasir.



6- Viral seroloji

* Serolojik testler invitro antijen-antikor birlesmesi mekanizmasina dayanan
immunolojik temelli yéntemler oldugundan bu testlerde temel amac bilinmeyen
bir reaktifi (6r: antikor) bilinen bir reaktif kullanarak (6r:antijen) saptamaktir. iki

temel amaci vardir:
* Klinik 6rneklerde mikroorganizma antijeninin saptanmasi

* Hasta serumunda etkene 6zgll antikor varliginin gésterilmesi



Viral Serolojik tanida kullanilan testler

* Floresan antikor (immtin boyama testleri)
 Kompleman fiksasyon

* Hemaglitinasyon inhibisyon

* SPE’nin nétralizasyonu

* Immtuinelektron mikroskopi bu amacla kullanilan yéntemlerdir.



Notralizasyon Testi

* Vicuda giren infeksiy6z ajanlarina karsi olusan ve bunlarin infektivitesini veya infeksiyon yapma

yetenegini ortadan kaldiran antikorlar meydana gelir ki boyle olguya notralizasyon adi verilir.

* Test sadece virlslere 6zgli olmayip toksin ve enzimler icin de uygulanabilir. Notralizan antikorlarin
ortaya konmasinda hucre kilturleri ve embriyonlu yumurtalardan yararlanilir. Hicrelerde CPE
yapan veya embriyonlu yumurtalarda olimler olusturan virtsler, kendine karsi olusmus antiviral
antikorla oda i1sisinda 30-40 dk. tutulduktan sonra, canli sistemlere ekildiginde hiicrelerde CPE'ler
ve embriyolarda 6limler gorilmez (n6tralizasyon pozitif) veya bu olgularda, antikorun miktarina

gore degisik derecede azalmalar goralur.

* Notralizasyon testi hem antijenlerin (virtslerin) ve hem de spesifik noétralizan antikorlarin

belirlenmesinde kullanilabilir.



e Paul-Bunnel Testi

* insanlarin viral (Epstein-Barr viriisi) bir hastaligi olan infeksiyéz mononukleozisde
hastalarin yaklasik %50-80'inin serumu, koyun alyuvarlarini aglutine eder. Bu

reaksiyon bir antijen antikor reaksiyondur.



« immunfluoresans Antikor (IFA) Testi

* Bir antijen-antikor reaksiyonu olan bu testte, spesifik antikorlar
fluorokrom bir boya (FITC, Auramine, Rhodamin, vs) ile boyanmistir.
Bir preparatta homolog antijenin bulundugu durumlarda uzerine
boyali antikor konursa, boyali antikorlar antijenle birlesir ve UV-isinlari
ile donatilmis mikroskop altinda sari-yesil parlak bir fluoresans

vererek kolayca fark edilirler. Bu test iki tarzda uygulanabilir.



* Direkt IFA testinde, siipheli antijeni tasiyan materyal sivi (hiicre kiltiirQi, vs) temiz
lam Uzerine vyayilir ve asetonla fikse edilir. Bunun Uuzerine, FITC (fluorescein
isothiocyanate) ile boyali bilinen antikorlar konulur. Bir siire bekletildikten sonra
yikanir, kurutulur ve UV-isinlar altinda mikroskopta incelenir. Eger preparat
uzerinde homolog antijen varsa, boyali antikorla birleserek mikroskop altinda
pariltili olarak gorilecektir (pozitif reaksiyon). Antijen yoksa veya baska bir etken
varsa boyle bir birlesme olmayacak, boyali antikor yikanma sirasinda

giderileceginden mikroskop altinda parilti gorilmeyecektir (negatif reaksiyon).



* indirekt IFA testinde ise, temiz bir IAm Uzerine bilinen antijen konarak fikse edilir. Uzerine
sipheli serum ilave edilerek bir stre bekletilir ve yikanir. Kuruduktan sonra, lam Ulzerine,
FITC ile boyanmis antiglobulin (antihuman, antibovine, vs) ilave edildikten bir siire sonra
yikanir ve kurutulur. Mikroskop altinda muayene edilir. Eger, stpheli (boyasiz, birinci
serum) serumda lamdaki antijene karsi homolog antikor varsa, antijenle birlesir ve
preparat Uzerinde kalir. Yikaninca gitmez. Bunun Uzerine boyali antikor kondugunda, bu
ikinci antikor kompleksle birleserek mikroskop altinda sari yesil bir parlaklik gosterir
(pozitif reaksiyon). Eger, supheli serum da (ilk serum) antikor yoksa (veya serum baska bir
etkene ait ise), lam Uzerinde birlesme olmaz ve boyali antikorda baglanamayacagindan,

mikroskop altinda fluoresans gozlenemez (negatif reaksiyon).



ELISA

e Konjugati isaretlemek icin enzimlerin kullanildigi yontemler ELISA (enzyme-linked immunosorbent

assay) olarak adlandirilirlar.

e ELISA ile antijen aranirken hastanin 6rneginde bulunan viral antijenler kati fazdaki antikora
baglanir. Ardindan teste kati fazdaki antikorla ayni 6zglilllige sahip antiviral antikorlar ve enzimle
isaretli AHG eklenir. Eger antijen kati fazdaki 6zgtl antikora ve eklenen ikinci antiviral antikora

baglanirsa, sonradan eklenen enzimle isaretli AHG de ikinci antiviral antikora baglanir.

 Son asamada ortama eklenen kromojenik substrat AHG’ye bagl durumda bulunan enzimle

parcalanir ve olusan renk degisikligi spektrofotometreyle saptanir.



 Antijen aranmasinda, bu defa plastik yuzeylere bilinen antikor
adsorbe edilir. Bunun Gzerine stpheli (bilinmeyen) antijen konur. Bir
sire beklenir ve yikanir. Sonra, bilinen (aranan), antijene karsi elde
edilmis ve enzimle isaretli antikor ilave edilir. Beklenir ve yikanir. Sonra
enzime uygun kromojen substrat eklenir, bir stre sonra yikanir. Olusan

renge gore bir degerlendirme yapilir.



* Bu test de, eger stipheli materyal icinde, plastik ylizeye baglanmis olan antikorlar
icin homolog antijen varsa, bunlar antikorlar icin birlesir ve bir immun kompleks
olusur. Sonradan katilan ve antijene karsi olusturulmus ve enzimle baglanmis
spesifik antikor da, bu kompleksteki antijene baglanir. En son katilan kromojen
substratta komplekste var olan enzimle reaksiyona girerek renk verir ve
kolorimetrik olarak degerlendirilir (pozitif reaksiyon). Negatif olguda (yani antijen
yok veya homolog degilse) renk meydana gelmez. Cinkl, immun kompleks
olusmadigindan enzimle isaretli ve antijene spesifik antikor da birlesemez,
vikaninca giderilir. Ortamda enzim olmayinca, substrat reaksiyona giremez aynen

kalir ve bu da yikaninca plastikten cikar. Boylece renk olusamaz.



* Antikor aranmasinda, bilinen antijen plastik ylzeylere (plastik boncuk, plastik tip, vs)
adsorbe edilir. Bunun uzerine stupheli serum konur. Bir stire sonra yikanir. Bu defa enzimle
isaretle antiglobulin (antihuman, anti bovine, vs) ilave edilir. Bir stire sonra bu da yikanir
ve sonra enzime uygun kromojen substrat katilir. Bekletilir ve yikanir. Eger, stipheli serum
(ilk serum), antijene ait homolog antikor tasiyorsa, plastik ylzeyde bir antijen-antikor
kompleksi olusur. Bu kompleks, preparat yikaninca plastik ylzeyden gitmez. Bunun
Uzerine, enzimle isaretli ikinci antikor konulunca, bu antikorlar kompleksle birlesir. Bunlar
da kompleks lGzerinde kalirlar. Enson ilave edilen kromojen substrat, enzimle reaksiyona
girerek renk meydana getirir ve bu renk kolorimetrik olarak degerlendirilir (pozitif

reaksiyon). Negatif olguda renk meydana gelmeaz.



Kompleman fiksasyon testi

e Kandaki spesifik antikorlarin veya bilinmeyen antijenlerin saptanmasi

amaciyla az da olsa kullanilabilir. Bu testte, 6nce tuplere stiphelenilen

serum (titre edilir), sonra bilinen antijen (titre edilmis) ve bir slre
sonra da komplement (taze kobay serumu, calisir titre de) konur, iyice
karistirilir ve 37°C de 30 dk bekletilir. Bu asamada, stpheli serum
icinde, antijene karsi homolog antikor varsa antijenle birlesir ve

komplement te bu komplekse baglanur.



* Eger, antikor yoksa antijenle birlesme olmaz ve komplement te baglanamaz ve serbest
kalir. Bu birinci asamada, komplementin baglandigini veya baglanmadigini anlamak igin,
tiplere, hemolitik sistem olarak adlandirilan (hemolitik serum + koyun alyuvarlari) bir
karisim ilave edilir, tupler iyice karistirilir ve yine 37°C'de 30 dk induke edilir. Bu stirenin
sonunda, alyuvarlarda erime yoksa, komplement birinci asamada, yani antikor-antijen
kompleksinde tutulmustur. Bu durum sipheli serumda antikorun varligini gésterir (pozitif
reaksiyon). Eger, hemoliz varsa, komplement, birinci reaksiyonda tutulamamis ve serbest
kalan komplement hemolitik serumun alyuvarlarini eritmesine yol acmistir (negatif

reaksiyon).



Hangi enfeksiyonlarda hangi yontem

a) Sitolitik infeksiyonlarda: Hicre kultirlerinde bazi virlsler ¢ok cabuk treyerek kisa bir stire icinde
(30-48 saat) CPE'ler meydana getirirler. Hiicrelerde bazi morfolojik degisiklikler gozlenir. Hicreler
yasamini kaybederek yapistigl cam veya plastik ylzeylerden ayrilir ve kultlir sivisina duserler. Bu
kltdr sivisinda virlis bulunacagi gibi infekte hicreler icinde de virls vardir. Kiltir sivisindan ve
hicrelerden yapilan boyali preparatlarda viral partikuller, inklusiyon cisimcikleri, piknozis, dev

hicreleri vs mikroskopik degisiklikler de ortaya konur.

* Ayrica, kultdr sivisindan ve infekte hilicrelerden elde edilen virtslerden yine canli sistemlere

ekimler yapilarak viral Gtreme ve titresi kontrol edilir ve olusan bozukluklar degerlendirilir.



e Virtsun uredigini veya varligini saptamada, hemaglutinasyon, hemadsorbsiyon, interferens gibi
testler yani sira antijen antikor iliskilerinden de yararlanarak ¢esitli konvansiyonel serolojik testler
(hemaglutinasyon inhibisyon, hemadsorbsiyon inhibisyon, serum ndtralizasyon, komplement
fikzasyon, plak inhibisyon, lateks aglitinasyon, agar-jel diffusyon gibi) kullanilabilir. Ayrica, daha
ileri yontemlerden olan ELISA, RIA, IFA gibi metotlardan da vyararlanilabilir.Antijen-antikor
reaksiyonlarindan olan bu testler bilinen antikor karsisinda bilinmeyen antijenin varhgini indirekt
olarak ortaya koyduklari gibi, bilinen antijenin varliginda, kanda olusan antikorlarin ne oldugunun

belirlenmesinde de ayni duyarlilikta kullanilabilirler.



* Viral antijenik maddelerin mikroskopla goriintilenmesinde kullanilan
yontemlerden immunfluoresans ve immunperoksidaz testleri yani sira, diger ileri
tekniklerden olan Western blotting, protein dot blot ve in situ immunperoksidaz

gibi testlerden de yararlanilabilir.



b) Persistent enfeksiyonlar: Bu tur enfeksiyonlar da hticre kilturlerinde virts Gredigi
ve disari cikarildigi halde hiicrelerde bir degisiklik gozlenemez. Viris hem hucre
kultir sivisinda ve hem de hlicreler Gzerinde ve icinde bulunur. Boyle durumlarda
viris, hucre sivisindan vyapilan  hemaglutinasyonla, hucreler yapilan
hemadsorbsiyon ve enfektivite interferens testleri ile ortaya konabilir. Hicre
sivisindaki virus ile enfekte hucreleri icinden cikartilan virlsler birlestirilerek elde
edilen virts suspansiyonlardan indirekt yontemler kullanarak (serolojik testler)

virtsun varhgini ortaya konabilir.



c) Latent enfeksiyonlar: Bu enfeksiyon tlriinde, hiicreler icinde viris
Uremez. Ancak, viral genom hiucre kromozomuna integre olur.

Kromozom ile birlikte replike olur ve kardes hicrelere de aktarilir.

Boyle durumlari ortaya koymada biyoteknolojik yontemlerden

(Southern blotting, Northern blotting, dot blotting) yararlanilir.
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