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Genel Hatlar/ Öğrenim Hedefleri 

 

• Ülkemizde tanı konulabilen Arboviruslar 

• Arboviral infeksiyonlarda tanı algoritmaları 

• Laboratuvar tanılı olgu sayıları 



ARBOVİRUSLAR 

BUNYAVIRIDAE FLAVIVIRIDAE TOGAVIRIDAE FILOVIRIDAE ARENAVIRIDAE 

-KKKA                 
-Hantavirus 
-Tatarcık 
humması 
-Rift Vadisi 
ateşi 

-BNV 
-TBE 
-Deng  
-Sarı Humma 
-JEV 
 
 

-Sindbis 
-Chikungunya 
 
  
 

-Ebola virus 
-Marburg virus 

LCMV 
Lassa virus 

•Sivrisinek  
 

•Sivrisinek 

•Kene 

 

 

•Kene 

•Rodent 

•Yakarca 

•Sivrisinek 

•Yarasa •Rodent 
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Genel olarak Arbovirus tanısında 

önerilen; tanı metodlarının beraber 

kullanımıdır. 
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Guzmán MG, Nature 
Reiews, 2010 

EM VNT 

Arbovirus enfeksiyonunda PCR en önemlisi çünkü 
hastalar antikor geliştiremeden ölebiliyor . 



Moleküler tanı 
• 1. Örneğin hazırlanması 

Heparin, Hem, asidik polisakkarit, safra tuzu 

Βhcg, Üre, Kristaller 

• 2. Viral RNA ekstraksiyonu  

RNA  silikaya, cama bağlanır 

• 3. Viral RNA’yı çoğaltma ve RT-PCR ile saptama 

Çoğaltılan DNA, agaroz jelde gösterilir (Std PCR) 

Çoğaltılan DNA, floresan ışımayla gösterilir (Real time 

PCR) 
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Braz J Infect Dis 2011; 15(6):547-552 



 

1. Enzimatik rxn (Proteinaz K, kaotropik ajanlar); hücre yapıları, 

proteinler, lipid yapıları ve RNA’yı parçalayan Ribonükleaz bozulur. 

2. Silika yüzeyli (+) manyetik boncuklara RNA (-) bağlanır. (Boncuklu 

kuyucuk) 

3. Manyetik boncuklara bağlanan total RNA’yı  mıknatıs ile ayrılır. 

4. RNA dışındaki maddeleri uzaklaştırmak için yıkama 

5. RNA’yı  boncuklardan ayırmak için ortamı nötr hale getiren ayırma 

(elution) tamponu koyulur. 

6. Yeni bir tüpe çıkan ekstraksiyon ürünü  aktarılır. 
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Serolojik tanı 

 



 

-antihuman IgM(kaplama-1 

gece) 
-hasta örneği (IgM) 
-KKKA Antijeni (Pozitif ve 
negatif) 
-HMAF (Hiperimmun mouse 
ascitic fluid) 
-Konjugat (Antimouse IgM-
HRP) 
-Substrat  
 



 



Nötralizasyon  

 Antikor (+), cpe (-) Antikor (-), cpe (+) 



 

Virus titrasyonu 

Virus 
stoğundan
10 katı 
dilusyonlar 
hazırlanır 

Monolayer 
hücrelere ekim 
yapılır. Virusun 
hücreye tutunması 
için inkübe edilir.  
Jel formasyonuna 
neden olan agar 
eklenir. İnkübasyon 
sonrası komşu 
hücrelere virusun 
yayılımı jel 
sayesinde sınırlanır.  

Her bir virus enfekte hücrelerde hücre hasarına bağlı olarak  plak denen 
yuvarlak  zona neden olur. Canlı hücreleri kv boyayarak plak ve hücreler seçilir 
hale getirilir. 1.7 x 108 PFU/ml  



 



1. KKKA 

2. Hantavirus 

3. Tatarcık humması 

4. Batı Nil Virusu 

5. TBE 

6. JE 

7. YF 

8. Dengue 

9. Chikungunya 
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11.Sindbis virus 

12.RVF 
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2-Hantavirus Tanısı  

 

RT-PCR (Standart ters transkriptaz 

polimeraz zincir reaksiyonu) 

• in-house (Laboratuvar yapımı) 



Hantavirus Tanısı  

Serolojik Testler 

(IgM,IgG) 

• ELISA (Ticari)—yalancı 

pozitiflik, negatiflik 

• IFA (Ticari)  

• Immunblot (Ticari)(=Line 

Immunassay) 

 



 

Transkripsiyon, 
replikasyon ve Viral 
proteinlerin üretimi ER 
ve Golgide mg. 
 
IFA’da bu proteinlere 
bağlanan antikor 
varlığında: 
Perinukleer granuler 
ışıma (Golgi) 
izlenebilmektedir. 

IgM ve IgG için  
%100 duyarlı 
%98 spesifik 

Lederer S, 2013 



Hantavirus Tanısı  
Serolojik Testler 

(IgM,IgG) 

• ELISA (Ticari)—yalancı 

pozitiflik, negatiflik 

• IFA (Ticari)  

• Immunblot (Ticari)(=Line 

Immunassay) 

 

          

  

Saaremaa ◄ Seoul 

  

  ▼ ▲   

  

Dobrova Puumala 

  

  ▼ ▲   

◄ 

Sin nombre Hantaan 

  

IFA ile yakalanan pozitiflikler, 
daha spesifik olması nedeniyle 
İmmunblot yöntemiyle 
doğrulamaya alınmaktadır. 
Bu yöntemde nükleokapsid 
antijenlerine karşı oluşan 
antikorlar yakalanmaktadır. 
 



2009 
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2011 
2012 

2013 

D 

D-EX 

D P 

•Batı karadenizde Puumala serotipine, Trabzon ve Giresun başta olmak üzere 
Dobrava serotipi görülüyor. İç batı Anadoluda da DOBV görülüyor.  
•Akdeniz ve Güneydoğu Anadolu bölgesinde  vaka görülmüyor. 
•Vaka -Mortalite  oranı yıllara göre % 3-10 arasında değişmektedir. 
 
 

Hantavirus vakalarının dağılımı 

2014, 19 vaka 
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Tatarcık Humması rtRT-PCR  

 

Toscana 
Napoli 
Sicilian 
Turkey 

Viremi 12 güne kadar devam 
edebilmektedir! 



 

Tatarcık Humması IFA  

• KKKA ile ayrımı ! 
-klinik 

-görüldüğü mevsim 

-IgM çarpraz pozitifliği 



sandfly 
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Ortalama 45 vaka/yıl 

Vaka sayısı
Hantavirusun aksine Karadenizden vaka görülmüyor. 
 Ağırlıklı sicilya alt tipi olmak üzere, tüm serotipler ülkemizde görülüyor. 
 

2014, 
69 vaka 
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Batı Nil Virusu Tanı Algoritması 

 
rRT-PCR (BOS, Serum ve İDRAR!) 
• Ticari Kit(Kantitatif) 
• in-house (Ozkul A et-al) 
Serolojik Testler (IgM,IgG) 
• ELISA (Ticari) 
• IFA (Ticari)  
• Avidite testi  
• Nötralizasyon testi 

   
 

Ann Intern Med. 2004;140(7):545-553. 



 

Batı Nil Virusu 

• PCR; (-70º C) 

– Plazma veya serum (İlk günler) 

– BOS 

– İdrar (>10 gün, 31. gün!) 

 

Barzon L et al.,J Clin Microbiol. 2014 
Sep;52(9):3411-3 



BNV Avidite testi 

• Düşük avidite (üreli/üresiz OD <%40);<20 gün geçirilmiş 
enfeksiyon 

• Yüksek avidite (>%60); >40 gün önce geçirilmiş 
enfeksiyon 

OD  
↓ 

Işıma   
↓ 

Yeni 
Ab. 



BNV Mikronötralizasyon testi 
Virus Titrasyonu (1. hafta) 

• RKI ile eşleşme projesi kapsamında  canlı viruslar (Lineage 1-NY99 ve Lineage 2-hEJa)  2013 
yılı sonunda temin edildi. 

• 2014 yılı başında BSL-3 laboratuvarında  çalışmalara başlandı. 

• Virus titrasyonu (Lineage 1-NY99 ve Lineage 2-hEJA) (1/10....1/108)..>cpe 

• 1. gün; Vero E6 hücresi hazırlanıyor. 

• 2. gün;  virus ekleniyor. 

• 5. gün; intakt hücre sayısına göre kuyucukların yarısında cpe’ye neden olan virus titrasyonu 
(TCID50) hesaplanır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

cpe(+) 



BNV Mikronötralizasyon testi  
(2. hafta) 

 

• 1. gün Vero E6 hücresi ekiliyor. 

• 2. gün hasta serumu ekleniyor. Ardından titre edilmiş virus ekleniyor. 

• 5. gün invert mikroskop altında değerlendiriliyor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasta serumunda  nötralizan antikor varsa hücrelerde cpe izlenmiyor. 
Antikor 
(+) 

Antikor 
(-) 



 

2010; Manisa, İzmir, Aydın, Muğla, Sakarya, Antalya 
2011; Aydın, Antalya 
2012; Edirne, Tekirdağ 
2013;Ankara, İstanbul (PCR pozitif vakalar) 
2014; Edirne, Antalya 



TBE/YF/JEV  

• ELISA 

• IFA 
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SEKONDER AKUT DENG ATEŞİ 

 

Sekonder enfeksiyon 

IgM/IgG <1.8-2 veya 

IgG avidite >50% 

Simmons CP et al;  
N Engl J Med 2012;366:1423-32. 



 

Tarih Geldiği Ülke Durumu Uyruk 

1 Eylül 2011 
(İzmir) 
 

Hindistan Sağ İsviçre 

2 Mart 2013 
(Köln-Ankara**) 

Sri Lanka (KİT sonrası) Ex Türkiye 

3 Nisan 2014 
(Ankara) 

Tayland Ex  
(otopsi numunesi) 

Tayland 

4 Nisan 2014 
(İzmir) 

Filipinler Sağ Filipinler 

5 Mayıs 2014 
(Antalya) 

Tanzanya Sağ Tanzanya 

6 Ekim 2014 
(İstanbul) 

Japonya Sağ Türkiye 



Dengue ve WNV tanısında! 

AŞISI OLAN FLAVİVİRUSLER 

• Sarı humma 

• Japon ensefalit virusu 

• Kene Kaynaklı Ensefalit virusu 

 

IgM, IgG çarpraz pozitifliğine neden olur. 
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Tarih Geldiği Ülke Durumu 

1 Aralık 2010 
(Ankara) 
 

Hindistan Sağ 
(eşinde 
IgG+) 

2 Temmuz 
2013 
(Ankara) 

Tayland Sağ 

3 Temmuz 
2013 
(Ankara) 

Tayland Sağ 
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Ebola virusu 

 



Telefon ile Bilgilendirme 

 

 

 

 

Dıştan kapaklı cryovial ve 
üçlü taşıma paketi temini, 
HSM ‘lerinden yapılmalıdır.  

Salgın takibi ve surveyansın 
sağlanabilmesi için 



 

BSL-3 şartlarında inaktivasyon 



 

Tanısal algoritmada  PCR ile 2 farklı hedef 

bölgede pozitiflik elde edilirse kesin vaka kabul 

edilmektedir. 



• Screening (tarama) PCR— L  gen bölgesi 

 

 

 

• Confirmatory (doğrulama) PCR— GP ve NP 
gen bölgeleri 

L geni mutasyonlardan 

korunmuş bir bölgedir. 



 

 

 

 

Kreuels B, 2014, 
NEJM 

Ağustos 2014’te Sierra Leone’de  6. günde PCR ile tanı koyulan ve akabinde Almanya’da takip 
edilen  Senegalli WHO çalışanında 
 L genini yakalayan PCR kiti ile 17. güne kadar plazmada, 30. güne kadar idrarda pozitiflik 
gösterilmiştir.  
Plazmada EBOV RNA klirensinin 7. gününde yani 26. günde dahi enfektif virüsün varlığı idrarda 
saptanmıştır. 



 

 

 

 

2014 yılı içinde pozitiflik 
saptanmamıştır. 



Rift Vadisi Ateşi 

• Hayvan ile temas 

• Afrika (S. Arabistan, Yemen) 

• Aedes spp. 

• Kanamalı ateş, retinit, hepatit 

 

 



Sindbis Virus 

• Alfavirus….>artralji ön planda. 

• Kuzey Avrupa 

• Culex spp. 

 



Özet/ “Aklımızda kalsın” 

• Tanı algoritmasında belirleyici olan; 
1. Yaşadığı yer/ seyahat ettiği yer-döndüğü tarih 

2. Aşı hikayesi 

3. Vektör teması 

4. Klinik özellikler 

5. Virusun çoğalma kinetiği/konak cevabı/viremi süresi 

6. Serokonversiyonun gösterilmesi için çift serum 

örneğinin sağlanabilmesi (2 hafta ara ile) 

 

-YER 

-KİŞİ 

     -ZAMAN 

     -ETKEN 



 

 

• Sabrınız için teşekkür ederim. 

 

• İletişim bilgileri:  

dilekyagci@gmail.com 

dilek.yagci@thsk.gov.tr 
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