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ÖZET 

Öz, S. Epstein-Barr Virus Enfeksiyonları Tanısında Kullanılan Yöntemlerin 

KarĢılaĢtırılması. EskiĢehir Osmangazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Tıpta Uzmanlık Tezi, EskiĢehir, 2014. Epstein-Barr 

Virus (EBV), tüm dünyada ve ülkemizde eriĢkinlerin %90'ını enfekte eden 

Herpesvirus ailesinin bir üyesidir. Primer EBV enfeksiyonu küçük yaĢlarda 

genellikle belirtisiz geçirilir, yaĢ ilerledikçe belirtili seyretme olasılığı artar. Virus 

kiĢiden kiĢiye tükürük ve boğaz salgıları aracılığıyla çıkarılarak, yakın temas, kan ve 

kontamine eĢyalarla bulaĢır. Lenfadenopati, ateĢ, hepatosplenomegali ve farenjitin 

eĢlik ettiği enfeksiyöz mononükleozisin etiyolojik ajanıdır. Nazofaringeal karsinom, 

Burkitt lenfoma ve immün yetmezliği olan hastalarda görülen lenfoproliferatif 

hastalıklarla da yakından ilgilidir. Bu çalıĢmada EskiĢehir Osmangazi Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’na gönderilen EBV enfeksiyonu 

Ģüpheli hastaların serumlarında EBV enfeksiyonu tanısında Ġndirekt Floresan 

Yöntem (IFA), ELISA, Immunoblot ve Real-Time PCR yöntemleri çalıĢılmıĢ ve 

performansları altın standart yöntem olan IFA ile karĢılaĢtırılmıĢtır. ELISA ile IFA 

uyumu seronegatiflik için % 100, akut enfeksiyon için % 95.2, yakın zamanda 

geçirilmiĢ enfeksiyon için % 57.1, geçirilmiĢ enfeksiyon için % 95.7 ve maternal 

antikor varlığı için % 66.6 olarak bulunmuĢtur. Immunoblot ile IFA uyumu 

seronegatiflik için % 89.4, akut enfeksiyon için % 66.6, yakın zamanda geçirilmiĢ 

enfeksiyon için % 28.5, geçirilmiĢ enfeksiyon için % 95.1 ve maternal antikor varlığı 

için % 100 bulunmuĢtur. Immunoblot yönteminin antikorları saptamadaki duyarlılığı 

ELISA yöntemi ile anti-VCA IgM için aynı, diğer üç antikor için ise yüksek, 

özgüllüğü dört antikor için de ELISA yönteminden daha düĢük değerde saptanmıĢtır. 

Akut enfeksiyonda viremi varlığını saptamada Real-Time PCR yönteminin 

duyarlılığı % 57.1, özgüllüğü % 99.4 bulunmuĢtur. Sonuç olarak, hastaların 

demografik özellikleri ve laboratuvarın koĢulları birlikte değerlendirilerek en doğru 

tanı yöntemine karar verilmelidir.  

Anahtar Kelimeler: Epstein-Barr Virus, Ġndirekt Floresan Antikor (IFA), ELISA, 

Immunoblot, Real-Time PCR 

Destekleyen Kurum: ESOGÜ BAP, Proje  No 2013-139 
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ABSTRACT 

Oz, S. Comparison of Diagnostic Methods used in Diagnosis of Epstein–Barr 

Virus Infections. Eskisehir Osmangazi University Medicine of Faculty, 

Department of Clinical Microbiology, Eskisehir, 2014. Epstein-Barr Virus (EBV), 

is a member of Herpesvirus family which infects 90 % of adults all over the world. 

Primary EBV infection is usually asymptomatic at early ages, and the rate of 

symptomatic infections increases with age. Virus is excreted through coughing and 

throat secretions. Blood and other contaminated items, and close contact with 

infected people are other sources of infection. EBV is an etiologic agent of infectious 

mononucleosis which is accompanied by lymphadenopathy, fever, 

hepatosplenomegaly and pharyngitis. It is related to nasopharyngeal carcinoma, 

Burkitt's lymphoma and lymphoproliferative disorders in patients with immune 

deficiency. In this study, serum samples from suspected patients of EBV infection 

were sent to Eskisehir Osmangazi University Medicine of Faculty, Department of 

Clinical Microbiology, and investigated by IFA, ELISA, Immnunoblot and Real-

Time PCR, the performances of these tests were compared with gold standard IFA. 

The rates of harmony between ELISA and IFA were found as 100 % for 

seronegative, 95.2 % for acute infection, 57.1 % for recently past infection, 95.7 % 

for past infection and 66.6 % for presence of maternal antibodies. The rates of 

harmony between Immunoblot and IFA were found to be 89.4 % for seronegative, 

66.6 % for acute infection, 28.5 % for recently past infection, 95.1 % for past 

infection and 100 % for maternal antibodies. The sensitivity of  Immunoblot  method  

for detection of anti-VCA IgM were identical with ELISA and higher for anti-VCA 

IgG, EBNA IgG, anti-EA antibodies, while the specificity of Immunoblot method for 

these antibodies were found to be lower. The sensitivity and specificity of Real-Time 

PCR for detection of viremia in acute infection were found as 57.1 % and 99.4 %, 

respectively. Evaluation of demographic characteristics of patients and laboratory 

conditions together are highly useful for the right choice of the diagnostic method. 

Key Words: Epstein-Barr Virus, Indirect Fluorescence Assay (IFA), ELISA, 

Immunoblot, Real-Time PCR  

Supported By ESOGU BAP, Project No 2013-139 
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1. GĠRĠġ 

           Epstein-Barr virus (EBV), 1964 yılında elektron mikroskobu ile Afrika 

Burkitt lenfoma hücre kültüründe tanımlanmıĢtır (1). EBV, çift zincirli 

deoksiribonükleik asit (DNA)’e sahip olup Herpesvirus ailesindendir (2). Ġnsan 

Herpes virus 4 olarak da adlandırılır (3).  

           EBV, dünya genelinde yaygın görülen, eriĢkin nüfusun tamamına yakınının 

karĢılaĢtığı önemli bir patojendir (4). Ülkemizde de bu oran yüksek olup eriĢkin yaĢ 

grubunda seropozitiflik % 70 ile % 99.4 oranlarında bulunmuĢtur (5,6). Primer EBV 

enfeksiyonu çoğunlukla çocukluk çağında asemptomatik olarak geçirilir. Genel 

olarak, gençlerde geçirilen enfeksiyonlarda, yetiĢkinlerde geçirilen enfeksiyonlara 

göre daha hafif hastalık belirtileri görülmektedir (7). Virus, primer enfeksiyon 

boyunca çok çeĢitli semptomlara neden olup, yaĢa bağlı olarak ciddi 

komplikasyonların olduğu enfeksiyöz mononükleoz (EM)’dan, belirtisiz 

asemptomatik enfeksiyona kadar değiĢiklik göstermektedir (8). Enfeksiyöz  

mononükleoz hafif halsizlikle beraber sıklıkla belirtisiz baĢlangıç gösterirken, takip 

eden birkaç gün içerisinde ateĢ, boğaz ağrısı, büyümüĢ servikal lenf nodları ve 

yorgunluk izlenir (9).  

           EBV, tükürük ve boğaz salgısıyla çıkarılmakta ve yakın temasla, kanla veya 

kontamine eĢyalarla kiĢiden kiĢiye bulaĢmaktadır. Yakın temasla sık bulaĢtığı için 

öpüĢme hastalığı olarak da bilinir (10). Virus, B ve T lenfositleri, epitel hücrelerini 

ve düz kas hücrelerini etkileyerek bu hücreleri malign hücrelere dönüĢtürmektedir. 

Burkitt Lenfoma, nazofarengial karsinoma (NFK), transplantasyon sonrası 

lenfoproliferatif hastalık (PTLD), Hodgkin ve Hodgkin dıĢı lenfoma, gastrik 

karsinoma ve leiomyosarkom gibi çeĢitli malignensilerle iliĢkilidir (11). 

           Ġmmünitesi sağlam bireylerde, EBV reaktivasyonu, latent antijenlerin yanısıra 

sitotoksik T lenfositlerin B lenfositleri etkileyip ölümsüzleĢtirmesiyle olmaktadır. 

Sağlıklı koĢullar altında bu sistem çok iyi dengelenmiĢtir ve hemen hemen hiçbir 

özgül semptoma neden olmamaktadır. Ġmmün yetmezlik durumlarında, solid organ 

veya kök hücre transplantasyonu veya HIV enfeksiyonunda olduğu gibi T hücresinin 

yetmezliği durumlarında, virus reaktivasyonu ciddi komplikasyonlara sebebiyet 

verebilir (12). 
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           EBV enfeksiyonu tanısında periferik yayma (Downey hücreleri), monospot ve 

Paul-Bunnell lam aglütinasyon testleri bulunmakla birlikte günümüzde daha çok 

Immunofloresan Assay (IFA), Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), 

Immunoblot ve moleküler yöntemler kullanılmaktadır.  IFA testi EBV tanısında altın 

standarttır. Antijen fikse edilmiĢ lamlar üzerine hasta serumu ve ardından floresan 

iĢaretli anti-human globülin eklenir. Floresan mikroskop altında değerlendirilir. 

ELISA testinde EBV enfeksiyonu sırasında virusun çeĢitli antijenik yapılarına karĢı 

özgül antikor oluĢumları değerlendirilir. Immunoblot testinde ise rekombinant 

antijenler kullanılarak oluĢan özgül antijenlerin varlığı değerlendirilir. Özellikle 

virusa karĢı antikor yanıtının bozulmuĢ olduğu immunsupresif olgularda viral 

DNA'nın varlığı moleküler yöntemler ile araĢtırılabilir.  

           Bu virusa iliĢkin enfeksiyonlar genellikle çocukluk döneminde geliĢip 

asemptomatik seyreder. Sitomegalovirus, Rubella, Toxoplasma gondii enfeksiyonları 

ve bazı hematolojik malignensiler EBV enfeksiyonlarına benzer bulgular 

oluĢturduğundan, EBV enfeksiyonları ile karıĢabilir. Ayrıca immünsüprese 

hastalarda primer enfeksiyon sıklıkla Ģiddetli olur ve ölümcül olabilir ya da latent 

kalmıĢ virus reaktive olabilir. Bu nedenlerle EBV enfeksiyonlarının tanısı, özellikle 

son yıllarda immün düĢkün hasta populasyonunun artıĢı nedeniyle büyük önem 

kazanmıĢtır (3).  

           Bu çalıĢmada, EBV enfeksiyonu Ģüphesi olan pediatrik ve/veya eriĢkin 

(immünsüprese olan ya da olmayan) hastalardan EskiĢehir Osmangazi Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarına gönderilen hasta serumlarında 

çalıĢılan ELISA, Immunoblot ve Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

(Real-Time PCR) testleri, altın standart test olan IFA testiyle karĢılaĢtırılarak, 

duyarlılık ve özgüllükleri değerlendirilmiĢtir. Testlerin akut, geçirilmiĢ, reaktivasyon 

vb. EBV enfeksiyon evrelerini tanımlamada kullanılabilirliği de değerlendirilmiĢtir. 

EskiĢehir ve çevre bölgesindeki EBV akut, geçirilmiĢ enfeksiyon ve reaktivasyon 

sıklığının bulunması amaçlanmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Tarihçe 

           Epstein-Barr virus Denis Burkitt’in Afrikalı çocuklardaki çene 

kaynaklı bir tümörü tanımlaması ile farkedilmiĢtir. B lenfosit kaynaklı olan bu 

tümör "Burkitt lenfoma (BL)" olarak isimlendirilmiĢtir (13). 1958 yılında ilk 

kez tarif edilen ve Orta Afrikalı çocuklarda sık rastlanan bu tümör, Sir Denis 

Burkitt’in adıyla anılan lenfoid dokunun bir tümörü olup önceleri, eklem 

bacaklıların florası ile yakın iliĢkisi, malaryanın yoğun olduğu bölgelerde sık 

rastlanması ve her olgunun aynı antijeniteyi göstermesi nedeniyle,  etiyolojik 

etkeninin eklem bacaklılarla taĢınan bir virus olabileceği düĢünülmüĢ ve bir 

çok virus neden olarak düĢünülmüĢtür. Tümörden alınan biyopsi örnekleri 

Uganda’dan Londra’ya (Middlesex Hospital Medical School) gönderilmiĢ ve 

yenidoğan farelere, doku kültürlerine, döletli tavuk yumurtasına inoküle 

edilmiĢ ama üretilememiĢtir. Ayrıca elektron mikroskobunda da virus 

gösterilememiĢtir. Epstein ve arkadaĢları tarafından 1964 yılında biyopsi 

örneklerinden hazırlanan lenfoid hücre kültürlerinde Herpes grubu viruslara 

benzer bir virus izole edilmiĢ ve Epstein-Barr virus olarak isimlendirilmiĢtir 

(14). Daha sonraları EM’nin etiyolojik ajanı olduğu kanıtlanmıĢtır. Güney ve 

Doğu Asya'da sık rastlanan NFK  geliĢiminde gerekli faktörlerden biri olduğu 

bildirilmiĢtir. Yapılan moleküler ve epidemiyolojik çalıĢmalar ile EBV’nin 

baĢka lenfoid ve epitelyal tümörlerle olan iliĢkisi de ortaya konulmuĢtur (13). 

2.2. Etkenin Tanımlanması  

           2.2.1. Virusun Yapısı  

           EBV, elektron mikroskopisinde diğer herpesviruslerle aynı yapıda görülür.  

Sezyum klorid içinde dansitesi 1.2-1.3, molekül ağırlığı 100x10
6
 Da’dur. Nükleik 

asidini üçgen Ģeklinde olan 162 kapsomerden oluĢmuĢ ikozahedral yapıda bir kapsid 

çevreler. Enfekte hücrelerden tomurcuklanma sırasında aldığı lipid içeren zarf 
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bulunur. Zarf virusa ait glikoproteinler de içermektedir. Olgun virionun çapı 150-200 

nm’dir (15). 

 

ġekil 2.1. Herpes grubu virusların Ģematik yapısı (16). 

           EBV’nin doku tropizmi hücresel reseptörü ile sınırlıdır. BaĢlıca reseptörü 

Complement Reseptor (CR) 2 olup kompleman sisteminin C3d parçasının reseptörü 

ile aynıdır. Ġnsanlarda B lenfositler ile orofarinks ve nazofarinks epitel hücrelerinde 

bulunur. Virus, Major Histocompatibility Complex (MHC) II moleküllerini de 

yardımcı reseptör olarak kullanmaktadır (15). 

           EBV enfeksiyonu hücrelerde üç Ģekilde sonlanabilir:  

           1. B lenfositler ve epitel hücrelerinde replikasyon ve litik enfeksiyon 

           2. B lenfositlerde latent enfeksiyon  

           3. B lenfositlerin immortalizasyonu (15). 

           Replikatif Enfeksiyon 

           Enfeksiyona izin veren hücrelerde Z gen bölgesinden kodlanan (ZEBRA) 

protein sentezlenir.  Bu protein transkripsiyonu aktive eder ve virusun en erken 

genlerini aktive ederek litik enfeksiyonu baĢlatır. Litik enfeksiyonda en erken 

antijen, (immediate early antigen, IEA), erken antijen (early antigen, EA), viral 

kapsid antijen (viral capsid antigen, VCA) ve membran antijen (membrane antigen, 

MA) sentezlenen baĢlıca proteinlerdir (15). 
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           Latent Enfeksiyon  

           B lenfositler enfeksiyonu engellediğinde, EBV genomunun iki ucu birleĢerek 

oluĢan plazmid benzeri EBV genomları sadece hücre bölünmesi sırasında çoğabilir. 

Epstein-Barr virus nükleer antijenleri (EBNA) ve latent membran proteinleri (LMP) 

latent enfeksiyonda sentezlenen proteinlerdir (15). 

           Küçük poliadenili olmayan ribonükleik asit (RNA) molekülleri olan Epstein-

Barr virus encoded RNA (EBER) 1, 2 ve BamA rightward transcripts (BART) 

molekülleri latent enfeksiyonda virus tarafından kodlanan baĢlıca RNA 

molekülleridir. EBER’ler latent olarak enfekte hücrelerde bulunan en yoğun RNA 

grubudur ama iĢlevleri tamamen bilinmemektedir. Ġnterferon tarafından indüklenen 

protein kinaz etkinliğini inhibe edebildikleri düĢünülmektedir. BART moleküllerinin 

de görevleri anlaĢılamamıĢ olup, BamA gen bölgesinden çeĢitli proteinleri kodlayan 

farklı Ģekilde kesilmiĢ ve ekzonları kaynaĢmıĢ RNA’lardır (15). 

           2.2.2. EBV Genomu 

           Çift sarmallı doğrusal DNA 184 kb uzunluğundadır. Genomda ardınca 

tekrarlayan bölgeler bulunur. Genom üzerindeki açık okuma çerçeveleri genellikle 

genom parçaları ile iliĢkili lokalizasyonlarını belirten dört harf ve sayı ile tanımlanır 

(örn: BZLF-1, BNLF-1, BWRZF-1, BALF-4, BXLF-2 gibi) (13). 

                 

 

ġekil 2.2. EBV genomu (17). 

Çift Zincirli DNA 
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           Genomdan 70 civarında protein kodlanır. Fonksiyonları net olarak 

anlaĢılamamıĢtır. DNA’da tekrar eden bölgeleri nedeniyle proteinlerin büyüklüğü her 

virus için aynı değildir. Latent proteinleri kodlayan bölgelerdeki değiĢikliklere göre 

EBV-1 ve EBV-2 veya A ve B olmak üzere iki farklı EBV tanımlanmıĢtır. Tipler 

arasında belirgin bir coğrafi dağılım veya hastalıklarla iliĢki farkı görülmemiĢtir. Ġn 

vitro ortamda tip 1’in B lenfositleri immortalize etme yeteneği fazladır (13). 

           EBV Proteinleri 

           Latent Proteinler 

           EBNA-1, 2, 3A, 3B, 3C, B hücre immortalizasyonu için gerekli öncü protein 

LP (leader protein) ve LMP baĢlıca latent proteinlerdir (15). Tablo 2.1’de özellikleri 

ve fonksiyonları belirtilmiĢtir. Tablo 2.2.’de EBV’de latentlik tipleri, iliĢkili tablolar 

ve eksprese edilen genler gösterilmiĢtir. 

     Tablo 2.1. EBV’nin latent proteinlerinin özellikleri ve fonksiyonları (15). 

 

EBNA-1 

 

Enfeksiyonun devamı için gereklidir. Virusun genomundaki 

cis-etkili eleman oriP ile etkileĢerek yeterli DNA 

replikasyonunu destekler. Mitoz ve genom ayrılması 

sırasında DNA’yı kromozoma bağlar. 

 

EBNA-2 

 

Ġmmortalizasyon için gereklidir. B hücre aktivasyon genleri 

CD21 ve CD23 ile onkojen genlerden c-myc ve c-fgr 

genlerini aktive eder. 

 

EBNA-3 (A, B, 

C) 

 

EBNA-2 tarafından aktive edilen genleri inhibe ederek 

dengeyi sağlar. 

 

LP 

 

EBNA RNA’larının öncüsüdür, EBNA-2’nin hücre 

büyümesini arttırıcı etkisine yardımcı olur.  
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    Tablo 2.1. EBV’nin latent proteinlerinin özellikleri ve fonksiyonları (15) (Devam). 

 

LMP-1 

 

EBNA-2 tarafından indüklenir. Plazma membranında yer 

alır, B lenfositlerin immortalizasyonu ve sürekli 

proliferasyonu için gereklidir. CD23 ve CD40 adezyon 

moleküllerini arttırarak B hücre aktivasyonu ve DNA 

sentezini indükler. 

 

LMP-2A,  LMP-

2B 

 

Genomun terminal bölgesinden kodlandığından sadece 

dairesel viral genomdan translasyonu olur. Hücre membranı 

ile iliĢkilidirler. 

 

     Tablo:2.2. EBV’de latentlik tipleri, iliĢkili tablolar ve eksprese edilen genler (15). 

 ĠliĢkili Tablolar Eksprese Edilen Genler 

Latentlik 1 Burkitt Lenfoma EBNA-1, EBER-1, EBER-2 

Latentlik 2 Hodgkin Lenfoma, 

Nazofarengeal Karsinoma 

EBNA-1, LMP-1, LMP-2,  

EBER-1, EBER-2 

Latentlik 3 Lenfoproliferatif Hastalıklar 

Santral Sinir Sistemi  

Lenfoması 

EBNA-1, EBNA-2, EBNA-

3A, EBNA-3B, EBNA-3C, 

LP, LMP-1, LMP-2A, LMP-

2B, EBER-1, EBER-2, 

BART’lar 

           

           Litik proteinler 

           Proteinlerin sentezi ve aktivasyonu döngüseldir. Her set bir önceki set ile 

aktive ve bir sonraki ile inhibe olmaktadır. IEA, EA) ve LA bulunan üç grup 

proteindir. IEA ve EA mRNA transkripsiyonu, viral DNA sentezinden önce baĢlar. 
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LA transkripsiyonu ise daha ise sonra olur (13). Tablo 2.3.’de EBV’nin litik 

proteinlerinin özellikleri ve fonksiyonları verilmiĢtir. 

   Tablo 2.3. EBV’nin litik proteinlerinin özellikleri ve fonksiyonları (15). 

Erken BaĢlangıç 

Antijenleri 

 

BZLF-1 ve BRLF-1: Erken genlerin 

transkripsiyonunu tetikler 

Erken Antijenler  

 

 

 

 

 

Geç gen ürünleri 

Yaygın (diffüz, D): Enfekte hücrenin nükleus ve 

sitoplazmasında  yaygın bulunur. 

Kısıtlı (restrikted, R): Sadece nükleusta bulunur. 

Çoğunluğunun viral DNA replikasyonu için 

gerekli enzim fonksiyonu vardır. 

 

Viral kapsid antijen (VCA) proteinleri:  

Virusun non-glikolize yapısal proteinleri kodlanır.  

 

           On adet tanımlanmıĢ EBV glikoproteinleri, virusun enfektivitesi ve 

yayılımında rol alırlar. Enfekte hücrede membran içinde ve virus partikülünde zarf 

içinde bulunurlar (15). Tablo 2.4.’de EBV glikoproteinlerinin özellikleri ve 

fonksiyonları belirtilmiĢtir. 

  Tablo 2.4. EBV glikoproteinlerinin özellikleri ve fonksiyonları (15). 

Gp340/220 BaĢlıca zarf glikoproteinidir. Konak hücre yüzeyindeki EBV 

reseptörü olan CR2 molekülüne tutunmasını sağlar. 

Gp85 Viral ve hücresel membranlar arasındaki birleĢmeyi tetikler. 

Gp25 Gp85 molekülünün hücre yüzeyine taĢınmasını sağlar. Viral-

hücresel membranların birleĢmesi sağlanır. 

Gp42 B hücre yüzeyindeki HLA-II moleküllerine bağlanarak virusun 

hücre içine geçiĢini sağlar. 
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2.3. Epidemiyoloji ve BulaĢ 

           EBV ile karĢılaĢma yaĢı coğrafik bölgelere göre değiĢiklik göstermektedir. 

Serokonversiyon iki yaĢ döneminde pik yapar; 1-6 yaĢ ve 14-20 yaĢ. Enfeksiyon, 

sosyoekonomik durumu yüksek topluluklarda, düĢük olanlara göre daha geç yaĢlarda 

görülmektedir. GeliĢmekte olan ülkelerde iki yaĢına kadar % 90 seropozitiflik 

olabilmektedir. Erken yaĢlarda enfeksiyon asemptomatik veya subklinik iken, 

ilerleyen yaĢlarda EM kliniği görülür. YaĢla semptomatik EM prevalansının artması 

değiĢik yaĢ gruplarında bağıĢık yanıtta görülen farka bağlıdır (15). Türkiye’de eriĢkin 

yaĢ grubunda seropozitiflik % 70-99.4’dür (5,6).     

           Virus, EBV genindeki polimorfizme göre EBV-1, EBV-2 veya tip A ve B 

olarak da sınıflandırılabilir. Yapılan çalıĢmalar, her iki tipin de dünyada yaygın 

olduğunu ancak tip A’nın tip B’den daha sık saptandığı ve EM’de baskın tip 

olduğunu göstermiĢtir (18). BağıĢıklık sistemi baskılanmıĢ kiĢilerde, çoklu EBV 

suĢları ile koenfeksiyonlar gösterilmiĢtir (19). Türkiye’de yapılan bir çalıĢmada,  

eriĢkin yaĢ grubunda seropozitiflik % 84.4, 0-4 yaĢta % 67.9 olarak saptanmıĢ ve 

seropozitifliğin  yaĢla arttığı bildirilmiĢtir (5). 

           EBV’nin bulaĢma yolları tükürük ve cinsel iliĢki yoluyladır (20,21). Çocukluk 

döneminde ortak kullanılan su bardakları, ergenlik döneminde ise öpüĢme yakın 

temasla bulaĢ nedenidir (15). Enfeksiyöz virus ve viral genom, seropozitif kiĢilerin 

çoğunluğunun ve EM geçiren hastaların orofarinks örneklerinde saptanmaktadır (22). 

Ġmmün yetmezlik durumu olmadığında EBV’nin kan ürünleri ile bulaĢması anlamlı 

değildir (23). 

2.4. Patogenez 

           Seropozitif kiĢide EBV’nin oral atılımı ya intermitant ya da sürekli görülür. 

BulaĢma en sık öpüĢme, sekresyonların bulaĢtığı gıdaların yenmesi gibi yakın 

temasla olmaktadır. Seropozitif kiĢiden seronegatif olana kan transfüzyonu, organ 

nakli ve muhtemelen cinsel iliĢki ile de bulaĢabilir. Oral yolla alınan EBV öncelikle 

orofaringeal epitel hücrelerinde prodüktif bir enfeksiyona neden olur. Virus 
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tükürükte ve boğaz çalkantı suyunda saptanır. Tonsil kriptlerindeki B lenfositleri de 

doğrudan enfekte olabilirler (15).  

           EBV gp350 yüzey proteini ile CD21 reseptörü olan B lenfositleri ve benzeri 

hücrelere tutunarak hücreye girer. Enfekte B lenfositleri latent gen ekspresyonuna  

yanıt olarak aktivasyon ve proliferasyon sonucu giriĢ yerinde B lenfositlerinin 

artıĢına neden olurlar. Akut enfeksiyonda lenfoblastlar periferik kanda görülür ve 

yaygın T lenfosit yanıtını uyararak tüm vücuda yayılırlar. T lenfositlerden salınan 

sitokin yanıtı ise EM’de görülen klinik semptomlara neden olur. Virusla enfekte B 

lenfositleri ile koruyucu T lenfositleri arasında sürekli ters bir iliĢki vardır. OluĢan 

lenfositozun (15x10
9
/L) nedeni kandaki aktivite CD8+ T lenfosit düzeylerindeki 

belirgin artıĢtır. Akut dönemde periferik kandaki CD8+ T lenfosit yanıtının yaklaĢık 

%40’ı tek bir EBV epitopuna karĢı geliĢmiĢ bir yanıttır (15). 

           Lenfoid organlarda büyüme ve ĢiĢme, T hücre aktivasyonu ve proliferasyonu  

sonucu geliĢir. Akut enfeksiyonda kanda görülen Downey hücreleri adını alan atipik 

lenfositler T hücreleridir. Hastalığın 2. haftasında periferik kanda sayıca fazlalaĢırlar 

ve lökositlerin %10–80’ini oluĢtururlar (mononükleoz). Lenfositozda T hücrelerinin 

fonksiyonlarının baskılandığını gecikmiĢ tip aĢırı duyarlılık testi ve mitojen 

stimülasyon testi ile göstermek mümkündür. Baskın olarak CD8+ T lenfositleri ve 

doğal öldürücü (Natural Killer, NK) hücreler de, enfekte B lenfositlerinin 

temizleyerek enfeksiyonu kontrol etmeye çalıĢırlar ama kontrol mümkün olmazsa 

virus yaĢam boyu konakta persistan bir enfeksiyona neden olur (15).  

 

ġekil 2.3. EBV enfeksiyonu progresyonu (16). 
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           Akut EBV enfeksiyonunda koyun, at ve dana eritrositleri ile reaksiyona 

girebilen heterofil antikorlar oluĢur ve çoğunlukla Immunoglobulın (Ig) M 

yapısındadırlar. EBV proteinleri ile reaksiyona girmezler. Heterofil antikor düzeyleri 

ile klinik arasında bir iliĢki saptanamamıĢtır ve patogenezdeki rolleri tam olarak 

bilinmemektedir (15). 

           Primer akut enfeksiyonda klinik semptomların olduğu dönemde serumda 

VCA’ya karĢı IgM, IgA ve IgG yapısında antikorlar oluĢur. Bunların arkasından EA 

ve MA’ya karĢı IgG yapısında antikorlar serumda saptanmaya baĢlar. Viral 

glikoproteinlere karĢı oluĢan antikorlar nötralizan özelliktedir. Anti-VCA IgM/Anti 

VCA IgA ve anti-EA IgG akut dönemde pik yapar, konvelasan dönemde ise antikor 

düzeyleri düĢer. Anti-EBNA-1 IgG ise konvelesan dönemde saptanır. EM seyrinde 

serumda soğuk aglütininler, romatoid faktör, anti nükleer antikor, trombositlere ve 

kas hücrelerine karĢı otoantikorlar gibi değiĢik otoimmün antikorlar saptanabilir. Bu 

geçici izlenen ve zararsız olan antikorların EBV enfeksiyonundaki poliklonal B 

hücre aktivasyonunun bir sonucu olabileceği düĢünülmektedir (15). 

           Akut enfeksiyondan sonra bağıĢık yanıt EBV protein ekspresyonlarını 

baskılamaya çalıĢır. Virus ise B hücre bölünme sikluslarında EBNA-1 gibi 

proteinlerini eksprese ederek genomunun replikasyonunu sağlar. EBNA-1 

yapısındaki glisin-alanin tekrarları proteini proteazlardan korur. Böylece MHC sınıf I 

hücre yüzeyinde sunulamaz ve bağıĢık yanıttan kaçabilir. Primer enfeksiyon 

sonrasında kiĢinin her bir ml kanında minimum bir bellek hücresi ömür boyu 

varlığını sürdürür. Bellek B lenfositinin aktivasyonu ile virus özellikle tonsil veya 

orofarinks epitel hücrelerinden reaktive olur ve tükürükle salınır (15). 

           EBV BCRF-1 proteini, Ġnterlökin (IL) 10 ile % 70 benzerlikte olup, IL-10 gibi 

davranarak Ġnterferon (IFN) gama sentezini baskılar. EBV ile enfekte hücrelerin 

öldürülmesi için gerekli olan CD8+ T hücre yanıtını uyarmaz. EBV proteini BARF-

1, koloni stimülan faktör (CSF) 1 için bir çözünür reseptör görevini üstlenir ve CSF 

1’in monositlerden IFN alfa ekspresyonunun artırmasını önler. EBV, konak hücre 

proteini bcl2’ye benzer bir protein kodlar ve konak hücrenin apopitozunu engeller 

(15). 

           EBV insan B lenfositlerinin olgunlaĢma basamaklarını kullanarak konağın 

yaĢamı bounca sürecek enfeksiyona neden olur ve apopitozu baskılarlar. T 
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lenfositlerinin olmadığı koĢullarda B lenfositleri ölümsüzleĢir. Sürekli B hücre 

proliferasyonuna bazı faktörler de eklenince lenfoma geliĢir (24). 

           Hücresel bağıĢık yanıt baskın olarak CD8+ T lenfositleri ile, daha az oranda 

CD4+ T lenfositleri ve NK hücreleri ile gerçekleĢir Virusun reaktivasyonu bazı 

kimyasallar (siklosporin, herbimisin vb) ve yüzey Ig’lerine karĢı geliĢen antikorlarla 

olur. Latentlik durumunda enfekte B hücreler ve lenfoepiteliyal hücrelerdeki düĢük 

düzeyde virus replikasyonu, EBV’ye özgü sitotoksik T lenfosit yanıtı ile kontrol 

edilerek dengede tutulmaktadır (15). 

2.5. EBV ile ĠliĢkili Hastalıklar  

2.5.1. Enfeksiyöz Mononükleoz 

           EBV’nin en sık rastlanan hastalık tablosu enfeksiyöz mononükleozdur (15). 

EBV enfeksiyonları, nadiren belirtili seyrettiği çocukluk çağı olgularında 

lenfadenopati (LAP), tonsillit gibi tipik bulguların yanısıra; larenjit, otit, abdominal 

ağrı ve diyare gibi tipik olmayan belirtilere neden olabilir. Genç ve eriĢkinde ise 

çoğunlukla yüksek ateĢ, boğaz ağrısı, LAP, lenfomonositoz ve heterofil antikor 

pozitifliği görülen karakterize akut enfeksiyon tablosu oluĢturur (25). EM’ye 

geçmiĢte glandüler ateĢ, öpüĢme hastalığı, drüsen fieber gibi isimler de verilmiĢtir 

(26). Ġnkübasyon süresi eriĢkinde 30-50 gün, çocuklarda 10-14 gündür. Hastalık 

belirtileri genellikle 3-5 gün süren halsizlik, iĢtahsızlık, bulantı, batında dolgunluk 

hissi, miyalji, retrobulber ağrı, ateĢ basması, üĢüme, titreme, terleme gibi prodromal 

belirtileri takiben ortaya çıkar (27). Tablo 2.5.’de Enfeksiyöz mononükleoz’da klinik 

belirtiler, bulgular ve bunların görülme sıklıkları belirtilmiĢtir. 

       Tablo 2.5. EM’de klinik belirtiler, bulgular ve bunların görülme sıklıkları (27). 

Belirtiler Sıklık % Bulgular Sıklık % 

Boğaz ağrısı 

Halsizlik 

BaĢ ağrısı 

ĠĢtahsızlık 

Miyalji 

Titreme 

70-88 

43-76 

37-55 

10-27 

12-22 

9-18 

Lenfadenopati 

Farenjit 

Yüksek ateĢ 

Splenomegali 

Hepatomegali 

Damakta enantem 

80-100 

69-71 

63-100 

40-63 

6-14 

5-30 
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          Tablo 2.5. EM’de klinik belirtiler, bulgular ve bunların görülme sıklıkları (27). 

                          (Devam) 

Belirtiler Sıklık % Bulgular Sıklık % 

Bulantı 

Batında rahatsızlık 

Öksürük 

Kusma 

Eklem ağrıları 

2-17 

2-14 

5 

5 

2 

Sarılık 

Cilt döküntüsü 

4-10 

0-5 

 

           Hastalar doktora en sık boğaz ağrısı yakınması ile baĢvururlar. Olguların % 

90’ından fazlasında 38-40ºC’a yükselen ateĢ saptanır. AteĢli dönem ortalama 10-14 

gün sürer. Tonsiller sıklıkla hipertrofiktir. Farinks hiperemik görünümünde, sıklıkla 

eksudatiftir. Boğaz ağrısı ve anjin 7-10 gün sürer. Bazı hastalarda yumuĢak ve sert ve 

damak birleĢim bölgesinde 1-2 mm çapında peteĢiyel döküntüler ortaya çıkar, 3-4 

günde geriler. Periorbital ödem saptanabilir. Olguların % 80-90’ında servikal 

bölgede LAP geliĢir. Submandibular LAP da sıklıkla görülür. Vücudun tüm 

bölgelerinde LAP görülebilir. Lenf düğümleri 5-25 mm çapında, ağrısız ancak 

palpasyona duyarlı, hafif sert ve mobildir (26). Ampisilin kullanımının olduğu 

hastalarda gövde ve ekstremitenin üst kısmında maküler veya makülopapüler 

döküntü ortaya çıkar ve ilacın kesilmesi ile geriler. Hastaların batın muayenesinde 

sağ hipokondriumda çoğunlukla hassasiyet vardır ama sadece % 10-15’inde 

hematomegali saptanır. Olguların yaklaĢık yarısında splenomegali vardır. Dalak 

hastalığın ikinci haftasındaki maksimum boyutlarına ulaĢıp 7-10 günde geriler. 

Komplikasyon görülmeyen olgularda kalp, akciğer ve nörolojik muayene bulguları 

normaldir (27). 

           Enfeksiyöz Mononükleoz’un Komplikasyonları 

           Hastaların çoğu komplikasyonsuz bir seyrin sonunda iyileĢir. Komplikasyon 

geliĢen nadir olgularda sıklıkla iyileĢir (27). 
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          Hematolojik Komplikasyonlar 

           Otoimmun hemolitik anemi sık görülen komplikasyonlardandır. Hastalığın 2-

3. haftasında ortaya çıkıp, 1-2 ayda kendiliğinden iyileĢir. Kortikosteroidler bu süreyi 

kısaltır (28). EM olgularının yaklaĢık yarısında hafif trombositopeni (<140000/mm3) 

vardır. Antitrombosit antikorların aracılık ettiği otoimmün mekanizma  ile geliĢen 

periferik trombosit yıkımının trombositopeniye neden olduğu düĢünülmektedir. Bazı 

olgularda kortikosteroidler yararlı olabilir, inatçı olgularda splenektomi endikasyonu 

vardır. Hafif nötropeni de EM seyrinde sık görülür. Ancak nadir de olsa derin 

granülositopeni ve sekonder enfeksiyona bağlı ölüm geliĢebilir. Çocuklarda EM’nin 

baĢka hiçbir bulgusu olmaksızın trombositopeni, persistan lenfositoz ve pansitopeni 

olabilir (27). 

           Belirgin hemofagositoz ve yaygın histiyosit proliferasyonu ile giden 

hemaofagositik sendromun etkeni çoğunlukla EBV’dir. EBV dıĢında CMV, HSV, 

VZV, Adenovirus, Parvovirus B19 ve virus dıĢı enfeksiyöz ajanlar da neden olabilir. 

Hastalarda yaygın LAP ve hepatosplenomegali saptanır ve genellikle pansitopeni 

vardır. Atipik lenfositler yoktur veya çok azdır. Karaciğer fonksiyon testleri 

bozulmuĢtur ama beklenenden daha belirgin koagülopati oluĢur. Patogenezinde 

immün yetmezlik varlığının da etkili olduğu düĢünülmektedir. Mortalite yüksektir 

(29). 

           Dalak Rüptürü    

           EM’nin nadir görülen komplikasyonudur. Çoğunlukla hastalığın 2. ve 3. 

haftasında geliĢir. Sinsi ya da ani baĢlayan, sol omuza vuran ağrı ve palpasyonda sol 

hipokondriumda hassasiyet saptanır. Nadiren bu bulguların hiçbiri saptanamaz, 

aniden Ģok geliĢir. Hemotokritte düĢme, nötrofili, bazen sol diyafragma yüksekliğidir 

görülebilir. Acil kan transfüzyonu ve genellikle splenektomi gerektirir (28). 

           Nörolojik Komplikasyonlar 

           Çok seyrek görülür (<%1). Serebellit, ensefalit, aseptik menenjit, 

meningoensefalit, Bell paralizisi, Guillain-Barre sendromu, transvers myelit gibi 

tablolar, EM’nin tek bulgusu olabilir. Atipik lenfositoz ve heterofil antikor da 

çoğunlukla bulunmadığından tanı için EBV spesifik serolojik testler gerekir. 

Olguların % 85’i iyileĢir (28). 
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          Diğer Komplikasyonlar 

           Tonsil ve farinks lenfoid dokusundaki hiperplazi nadir durumda solunum yolu 

obstrüksiyonuna neden olabilir ve trakeostomi gerekir (28). EM olgularının % 80-

90’ında geçici transaminaz yüksekliği olsa da klinik olarak belirgin hepatit ve fatal 

hepatik nekroz çok nadirdir (27). Hastaların % 6’sında EKG’de  S-T değiĢiklikleri 

saptanabilir. Kardiyak komplikasyon çok nadir olsa da perikardit ya da miyokardit 

EM’nin tek bulgusu olabilir ve ölümcül seyredebilir (28). 

           2.5.2. Kronik Aktif EBV Enfeksiyonu 

          Nadir görülen, ciddi ve EBV ile iliĢkili malignitelere veya ölümcül seyreden 

diğer hastalıklara dönüĢen EBV ile iliĢkili tablolara denilebilir. Serolojik profil 

primer EBV enfeksiyonundakine benzerdir ama kronik reaktivasyon süresince 

geliĢen uzun süreli antijen stimülasyonu nedeni ile anti-VCA IgG, anti-EA/D IgG 

antikor titreleri primer enfeksiyonuna göre daha yüksektir. Anti-VCA IgM titreleri 

çok düĢük veya saptanamayacak düzeylerde olabilir (23). 

           2.5.3. Ġmmün Yetmezlik Varlığında EBV  

           Ġmmün yetmezliği olan hastada EBV enfeksiyonları, benign poliklonal 

hiperplaziden oligoklonal/monoklonal malign lenfomaya kadar birçok 

lenfoproliferatif hastalık ile iliĢkilidir (23). PTLD geliĢme riski hemopoetik kök 

hücre transplant alıcılarında % 1 ve solid organ transplant alıcılarında ise nakledilen 

organın tipine bağlı olarak % 1-20’dir. EBV seronegatif alıcının seropozitif bir 

vericisinin olması,  genĢ yaĢ, vericinin veya alıcının uzun süren ciddi T hücre azlığı 

olması, nakledilen organın ince bağırsak, kalp, akciğer ve karaciğer olması,  CMV 

enfeksiyonu ve doku uyumsuzluğu PTLD için risk faktörleridir (30). AIDS de 

lenfoproliferatif hastalıklar için zemin oluĢturabilir. EBV, immün yetmezliği olan 

çocuklarda nadir görülen leiomiyosarkomun etiyolojisinde de rol oynayabilir (23).  

           Oral saçlı lökoplakide, oral epitelyumda EBV replikasyonu gösterilmiĢtir. 

Lezyonlar özellikle HIV ile enfekte olgularda görülen, dil sınırlarında beyaz yamalar 

Ģeklindedir (31). 
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           X ile iliĢkili lenfoproliferatif sendrom (XLP), nadir görülen ve öncelikle T ve 

NK hücreler ile iliĢkili kalıtımsal bir immün yetmezlik tablosudur. Hasta erkek 

çocuklarda, EBV ile karĢılaĢma, akut ölümcül EM geliĢimine veya lenfoproliferatif 

hastalık ve/veya disgamaglobulinemi ile semptomatik hastalığa neden olur. XLP’den 

sorumlu gen 1A içeren SH2 bölgesinde çoklu mutasyonlar saptanmıĢtır. Tedavi 

edilmeyen olgularda hastalık ölümcüldür. Transplantasyon ve gen tedavisi ile 

hastalık tedavi edilmeye çalıĢılmaktadır (23). 

           2.5.4. EBV ile ĠliĢkili Tümörler 

           EBV, BL ve NFK olmak üzere en az iki kanserin etiyolojisinden sorumludur. 

Bu tip tümörlerin geliĢiminde genetik veya bölgesel faktörlerin rolü tartıĢmalıdır. 

Sitotoksik T lenfositleri için hedef olan EBNA-2, EBNA-3 ve LMP antijenleri tümör 

oluĢumunda rol oynamaktadır. BL ile NFK’li hastalardan alınan biyopsi örneklerinde 

elektron mikroskobuyla virus görülmediği halde, biyopsilerden hazırlanan lenfoblast 

hücre kültürlerinde EBV ve antijenleri EBNA-1, biyopsi örneklerinde viral DNA ve 

bu hastaların serumunda yüksek titrede EBV’ye karĢı antikorlar bulunmuĢtur (14). 

           EBV ile enfekte B lenfositleri, bazen in vivo malign transforme olarak BL 

oluĢmaktadır. BL’li hastaların B hücrelerinde Ig sentezini yöneten gen lokusuna "c-

myc" pro-onkogenin yerleĢmesiyle kromozomal translokasyonlar olmakta ve bunun 

tümör geliĢimine yardım ettiği sanılmaktadır (14). 

           BL ve NFK dıĢında, Hodgkin Hastalığının % 40-50’sinde, gastrik 

adenokarsinomların % 2- 16’sında T/NK lenfomalarının % 90’ından fazlasında ve 

lenfoepitelioma benzeri karsinomların % 44-93’ünde tümör hücrelerinde EBV 

genomu saptanmıĢtır (14).  

           EBV ile iliĢkili tümörlerde sıklıkla serumda ve beyin omurilik sıvısında 

saptanabilir düzeyde EBV genomu bulunmakta ve periferik kan mononükleer 

hücrelerinde ise yüksek virus yükü saptanmakta olup nedeni aydınlatılamamıĢtır 

(32).      
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2.6. Tanısal Yöntemler 

           2.6.1. Elektron Mikroskopi 

           Enfeksiyon latent olduğu ve virionlar enfekte dokuda yeterli miktarda 

bulunmadığı anlamlı bir tanı yöntemi değildir (23). 

           2.6.2. Antijen Saptama 

           EBV ile enfekte tüm hücrelerde eksprese edilen tek antijen EBNA-1’dir. 

Dikkatli seçilmiĢ poliklonal serum veya bir monoklonal antikor ile yapılan anti-

kompleman immünfloresan (ACIF) testi ile dokuların ve hücre serilerinin EBNA-1 

için boyanması, EBV antijeninin saptanması için en uygun yöntemdir (33).  

Latent/litik enfeksiyonun ayrımı ve EBV ile iliĢkili değiĢik tümörlerin hangi latentlik 

tipi ile iliĢkili olduğunu saptamak için immünohistokimya en yaygın kullanılan 

yöntemdir (23).  

           2.6.3. Moleküler Yöntemler 

           EBV nükleik asit saptanmasında moleküler yöntemler çok önemlidir. Hangi 

nükleik asit yönteminin kullanılacağına laboratuvarda var olan yöntemler, gelen 

örnekler ve yanıt aranan klinik durum ile karar verilebilir. DonmuĢ ve parafinlenmiĢ 

doku kesitlerinde in situ hibridizasyon, hücre süspansiyonlarında sito-hibridizasyon, 

dot-blot hibridizasyon, southern-blot hibridizasyon veya nükleik asit amplifikasyon 

testleri (NAAT) gibi değiĢik yöntemler kullanılmaktadır (23). Son zamanlarda 

NAAT EBV saptanmasında en sık kullanılan yöntemlerdir ve RNA/DNA 

ekstraksiyonunun arkasından birçok değiĢik klinik örnekte uygulanabilmektedir. 

DeğiĢik primerler, problar ve yöntemler kullanılmaktadır (34). EBNA-1’in uzun 

internal tekrar sekansını kodlayan korunmuĢ BamHI W bölgesini hedefleyen problar 

maksimum duyarlılığa sahiptirler (35).  

           Real-Time PCR, DNA saptamak için kullanılan hızlı ve güvenilir bir 

yöntemdir. EBV için ilk olarak 1999 yılında uygulanmıĢtır. Florojenik proplu PCR 

ürünlerini gerçek zamanlı laser görüntüleme ile saptamaktadır ve PCR ürünlerinin eĢ 

zamanlı olarak görüntülenmesine olanak sağlamaktadır. Son yıllarda özellikle immün 

yetmezlik durumlarında görülen EBV ile iliĢkili patolojilerin saptanmasında yaygın 



18 
 

olarak kullanılmaktadır. Bu hasta grubunda viral genom miktarının artıĢı genellikle 

patolojik bir gidiĢin göstergesidir. Yüksek viral yüke rağmen klinik hastalığın 

oluĢmadığı veya klinik tabloya rağmen düĢük viral yükün saptandığı olgular 

bildirilmiĢtir. Latent virusun, bağıĢıklık sistemi baskılanmıĢ konakta reaktivasyon 

oluĢturması bu sonuçlara neden olabilir (37). Kontaminasyon ve inhibisyon için her 

zaman yeterli sayıda kontrol çalıĢılmalıdır (23). 

           Ġn situ hibridizasyon ve sito-hibridizasyon yöntemleri az miktarda örneğe 

gereksinim duyarlar. Ġmmünohistokimya ile de kombine edilebilirler ve EBV’nin 

tümör dokusunda saptanmasında uygun testlerdir. Ġn situ hibridizasyonda, tek bir 

hücrede bile sekansa özgü RNA ve DNA saptanabilir ve enfeksiyonun hücresel 

lokalizasyonunu gösterebilir. Hibridizasyonda hem RNA hem DNA probları 

kullanılabilir (38).  

           2.6.4. Ġzolasyon ĠĢlemleri 

           EBV izolasyonu rutin değildir ve daha çok araĢtırma amaçlı kullanılmaktadır. 

Ġzolasyonu için taze ayrılmıĢ insan kordon lenfositleri, hücreden arındırılmıĢ ve filtre 

edilmiĢ tükrük ve boğaz çalkantı örneği ile inoküle edilir ve dört hafta izlenirler. 

Viral izolatların her biri EBNA-2 ve EBNA-3 genlerindeki polimorfizm temel 

alınarak moleküler yöntemlerle tanımlanırlar. Ġzolatlar, Western blot yönteminde 

görülen kendine özgü paterne sahip proteinleri kodladığı için, her virus için parmak 

izi analizi yapmak mümkündür (23). 

           2.6.5. Serolojik Testler 

           Heterofil Antikorlar 

           Primer EBV enfeksiyonunun tanısı için tercih edilen yöntem serolojik 

testlerdir (39,40). Son zamanlarda, Paul-Bunnell testleri nadir kullanılmaktadır ve 

yerine heterofil antikorlar için hızlı kalitatif aglütinasyon veya immünokromatografik 

testler yaygınlaĢmıĢtır. Bu testler, laboratuvarda ve hasta baĢında kullanılmak üzere 

hazırlanmıĢ, EM hastalarında düĢük duyarlılığa sahip testlerdir. Laboratuvar 

deneyimi olmayan kiĢilerin ise aglütinasyon testlerini yapması güvenilir olmayıp, 

gerçek pozitif sonucun değerlendirilmesi deneyim gerektirmektedir. Spontan 
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aglütinasyonun okuma zamanı geçen örneklerde de görüldüğü için testin okunma 

zamanına dikkat edilmelidir (41). 

           EBV’ye Özgü Antikorlar 

           EM’li hastaların yaklaĢık % 15-20’sinin heterofil antikorları yoktur ve tanının 

doğrulanması için EBV’ye özgü serolojiye gereksimi vardır. VCA’ya, erken 

antijenin yaygın komponentine (EA/D), erken antijenin kısıtlı komponentine (EA/R) 

ve EBNAantijenlerine karĢı olmak üzere, dört antijen kompleksine karĢı antikorları 

saptanabilmektedir. VCA’ya karĢı oluĢan anti-IgG, anti-IgM ve bazen de anti-IgA 

antikorlarının ayrımı da yapılabilmektedir (23). 

 

ġekil 2.4. EBV enfeksiyonu serolojik profili (42).            

           EBV Antijenleri ve Bu Antijenlere KarĢı OluĢan Antikorlar  

           Viral Kapsid Antijeni 

           Ana VCA proteini 150 kDa bir proteindir ancak serolojide kullanılan VCA 

kompleksinin içinde p18 ve p23 proteinleri de vardır (40). VCA, litik faza geçen 

P3HR-1 hücre dizilerinden eksprese edilen ve insan serumu ile reaksiyona giren 

antijenlerin bir karıĢımıdır (23). Enfekte VCA hücre antijenleri içeren ELISA’lar 

uzun zamandan beri kullanılmaktadır. Afinite ile saflaĢtırılmıĢ antijen kullanan 

testler rekombinant veya sentetik antijen içeren ELISA’lara göre daha iyi sonuçlar 

vermektedir (43).  
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          Early Antijeni 

           Anti- EA/D ve Anti- EA/R antikorları, klasik olarak Raji hücrelerinin forbol 

ester ve sodyum butirat gibi maddelerle aktivasyonu sonunda bu hücrelerin litik faza 

geçirilmesi ile saptanmaktadır. Anti-EA/R kompleksi etanol fiksasyonu ile yok edilir 

ve bu iĢlem sonunda testte Anti-EA/D saptanır. Günümüzde tanısal amaçlı 

yaklaĢımlarda Anti-EA antikorlarının ayırt edilmesi nadir yapılan bir uygulamadır. 

ELISA’lar hücre kültüründen elde edilen antijenler ve rekombinant EA proteinleri 

içerirler ama bu testlerin duyarlılığı ve özgüllüğü düĢüktür (41,44) 

           EBNA Antijeni 

           IFA ile EBNA boyanma paterni nükleerdir ve tüm EBV ile enfekte hücrelerde 

vardır. Hasta serumunda olan bazı anti nükleer faktörlerin varlığı nedeniyle oluĢan 

nükleer boyanmayı ekarte etme için, testte EBV negatif hücreler de çalıĢılmalıdır. 

           Hücre kökenli EBNA antijeni veya rekombinant EBNA-1 antijeni içeren ticari 

ELISA kitleri vardır. Rekombinant p72 antijeni içeren ELISA kiti, total anti-EBNA 

IgG için yapılan ACIF ile kıyaslandığında % 95 ve daha fazla duyarlılık ve özgüllüğe 

sahiptir (44). Aynı antijen Immunoblot testlerinde de kullanılmaktadır (23). Tablo 

2.6.’da değiĢik durumlarda tipik EBV serolojik profilleri belirtilmiĢtir. 

  Tablo 2.6. DeğiĢik durumlarda tipik EBV serolojik profilleri* (23). 

 

 

Durum 

Antijenlere karĢı antikorların varlığı ve Ig izotipleri
** 

Anti-

VCA 

IgG 

Anti-

VCA 

IgM 

Anti-

VCA 

IgA 

Anti-

EA/D 

IgG 

Anti-

EA/R 

IgG 

Anti-

EBNA 

IgG 

Anti-

EBNA-1 

IgG 

Seronegatif - - - - - - - 

Devam eden  

primer 

enfeksiyon 

++ +++ + + +/- - - 

Yakın zamanda 

geçirilmiĢ 

enfeksiyon 

++ + + + + +/- - 
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   Tablo 2.6. DeğiĢik durumlarda tipik EBV serolojik profilleri* (23) (Devam). 

 

 

Durum 

Antijenlere karĢı antikorların varlığı ve Ig izotipleri
** 

Anti-

VCA 

IgG 

Anti-

VCA 

IgM 

Anti-

VCA 

IgA 

Anti-

EA/D 

IgG 

Anti-

EA/R 

IgG 

Anti-

EBNA 

IgG 

Anti-

EBNA-1 

IgG 

GeçirilmiĢ 

enfeksiyon 

+ - +/- - +/- + + 

Kronik aktif 

EBV 

enfeksiyonu 

+++ + +++ +++ + +++ +++ 

NFK +++ - +++ +++ + +++ +++ 

XLP +/- - - - - - - 

*En sık kullanılan antijenler ve IgG izotipleri alınmıĢtır. 

**-, antikor yok; +/- antikorlar yok veya düĢük düzeyde var; + antikor var.    

++, antikorlar yüksek titrelerde; +++ antikorlar çok yüksek titrelerde. 

           Anti-VCA IgG Avidite 

           Anti-VCA IgG avidite testi Anti-EBNA-1 negatif olgularda ve ayrıca anti-

VCA IgM’in uzun süre pozitifliğinin devam ettiği primer ve geçirilmiĢ enfeksiyon 

ayrımında kullanılabilir. Enfeksiyonun seyri sırasında yüksek avidite ile bağlanan 

antikorlar ile in vitro anti-VCA IgG avidite ölçülebilmektedir. Ġlk oluĢan anti-VCA 

IgG  antikorlar düĢük aviditeli oluĢmaktadır. Zamanla, anti-VCA IgG antikorlar, 

anti-VCA IgG DNA kodlanmıĢ bölgede somatik hipermutasyon ile olgunlaĢırlar ve 

daha sonra güçlü bağlanma özelliği olan yüksek aviditeli anti-VCA IgG’lere 

dönüĢürler. Bu dönüĢme süreci kiĢiden kiĢiye değiĢebilmekle birlikte, genellikle 

primer EBV enfeksiyonundan sonra birkaç hafta içinde olabilmektedir. Anti-VCA 

IgG avidite ölçümleri ELISA, IFA ve Immunoblot teknikleri ile yapılabilmektedir 

(40).   

           2.6.6. Diğer Laboratuvar Bulguları 

           Hastaların çoğunda aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz 

(ALT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) düzeyleri normalin 2-3 katına kadar yükselmiĢ 
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bulunur. Alkalen fosfataz yüksekliği de eĢlik edebilir. Normalin 10 katına ulaĢan 

veya daha fazla yükselen enzim düzeylerine nadiren rastlanabilir. Belirgin sarılık 

nadir olmasına rağmen % 45 olguda hastalığın 2. haftasında maksimuma ulaĢan hafif 

bilirubin yüksekliği olur. Hastaların büyük kısmında orta derecede krioproteinemi 

saptanır (28). 

           2.6.7. Ġmmünofloresan Yöntem 

           Ġmmünofloresan yöntemler histokimyasal temele dayanmaktadır. Floresan 

veren bir madde ile iĢaretlenmiĢ dedektör antikorlar ile klinik örnekteki antijen veya 

serumdaki antikorların saptanabilir. BL’li hastalardan alınan EBV ile transforme 

olmuĢ B hücrelerinin ürettiği P3HR-1 ya da Raji gibi hücreler kullanılmaktadır. 

P3HR-1 hücreleri EBNA-1’i eksprese ederken, yaklaĢık % 5 ile 20’si de çekirdekte 

VCA’ları eksprese etmektedir. IFA yöntemleri direkt veya indirekt olarak 

uygulanabilir. Direkt yöntemler, doku ya da vücut sıvılarında bulunan antijenlerin 

tespitinde kullanılırlar. Ġndirekt yöntemler ise serum veya vücut sıvısında bulunan 

antikorların tespitinde kullanılır. Hasta örneği, hedef antijenin sabitlenmiĢ olduğu bir 

lam üzerine konulur ve inkübe edilir. Hasta serumundaki özgül antikorlar lam 

üzerinde bulunan antijenle bağlanarak kompleks oluĢtururlar. Yıkama ile 

bağlanmayan reaktifler giderilir ve sonra lam üzerine floresanla iĢaretlenmiĢ anti- 

immünglobulin süspansiyonu uygulanır. Floresan ıĢığın emisyonu ile sonuçlanır. IFA 

genelde kolay uygulanabilir ve pahalı olmayan yararlı yöntemlerdir. Dokuda bulunan 

özgül antijenlerin lokalizasyonları da belirlenebilir (40). 1966 yılında EBV bu 

yöntem ile gösterilmiĢtir (45). Zaman alıcı olması, pahalı floresan mikroskobuna ve 

değerlendirme için eğitimli ve deneyimli personele gereksinim göstermesi olumsuz 

yanları olarak gösterilebilir (23). 

           2.6.8. ELISA  

           ELISA’nın önemi giderek artmakta ve yaygın kullanım alanı bulmaktadır. 

Enzimle konjuge edilmiĢ bir antijen veya antikorun kullanılması ve enzimin substratı 

ile reaksiyona girmesiyle renkli bir reaksiyon ürünü oluĢur.  Renk değiĢimi gözle 

veya spektrofotometre ile izlenerek renk tonu ile ölçülen analit miktarı arasında 

orantısallık belirlenir. Bu yöntemin en önemli basamağı, bağlanmıĢ enzim ile iĢaretli 
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bileĢenin serbest olanlardan ayırt edilmesidir (46). Bir numunedeki antijen ya da 

antikorun bu moleküllerle birleĢebilen, bilinen antikor veya antijen kullanılarak tespit 

edilmesi ve enzim ile iĢaretlenmesi esasına dayanan yöntemdir. Bu antijen-antikor 

kompleksine sırasıyla enzim-konjugat ve substrat ilave edilerek oluĢan reaksiyonun 

ölçülmesiyle aranan madde varlığı ve miktarı değerlendirilir (47). EBV serolojisinde 

1970’li yıllardan sonra kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Altın standart IFA yönteminde 

görülen birtakım zorluklar nedeniyle ELISA ile de çalıĢmalar yapılmıĢtır. VCA p18 

peptidi’nin immünojenik özelliği yüksek olup ELISA’da yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Anti-EBNA antikorları için EBNA-1 antijeni en yaygın 

kullanılanıdır (48). 

           2.6.9. Immunoblot 

           Jel elektroforeziyle proteinlerin ayrıĢtırılması, bunların bir filtre üzerine 

transferi ve hasta serumu ile karĢılaĢtırıldıklarında ayrıĢtırılmıĢ olan proteinler ile 

alınan reaksiyonun sandviç tipi ELISA yöntemi kullanılarak değerlendirilmesine 

dayanmaktadır. Immunblot yönteminde, katı faz membran filtredeki antijenler özgün 

antikorları ile yapılan reaksiyon ile tanımlanırlar. Sıklıkla çeĢitli enfeksiyon 

etkenlerine karĢı oluĢan antikor paternlerinin tanımlanmasında kullanılmaktadır (23). 

Yüksek özgüllüğü nedeni ile doğrulama testi olarak önerilir. Viral lizat veya 

rekombinant antijenler (EBNA-1 için p72, VCA için p18, p23, EA için p54, p138) 

kullanılarak, tek bir serum örneğinde EBV enfeksiyonunun serolojik tanısı ve 

evrelemesi mümkündür (40). 

 

 

 

 

 

 



24 
 

3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Materyal Seçimi ve ÇalıĢma Programı 

           ġubat–Haziran 2013 zaman diliminde EskiĢehir Osmangazi Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Hastanesi pediatri kliniklerine ve/veya eriĢkin hematoloji kliniklerine 

baĢvuran lenfadenopati, farenjit, düzensiz ateĢ, hepatomegali ve/veya splenomegali 

bulguları bulunan, EM Ģüpheli 205 hastanın serum örnekleri çalıĢmaya dahil edildi. 

35 kiĢi kontrol grubu olarak alındı. Toplamda 240 serum örneğinde IFA testi referans 

yöntem olarak kabul edilerek IFA, ELISA, Immunoblot  ve Real-Time PCR testleri 

çalıĢıldı (Bu çalıĢma için EskiĢehir Osmangazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Dekanlığı 

Etik Kurulu’ndan 2012/43 sayı ve 29 Mart 2012 tarihli raporu alındı).  

           Rutin olarak Tıp Fakültesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarı seroloji 

bölümüne 13x100 milimetre (mm)'lik 5 mL BD Vacutainer plastik jelli tüp ile 

gönderilen kan numuneleri, 3000 devirde 10 dakika santrifüj edildi. Hemolizli ve 

yetersiz serum örnekleri çalıĢmaya alınmadı. Hastalardan istenilen rutin tetkikleri 

bekletilmeden çalıĢıldı ve sonuç bildirildi. Kalan serum örnekleri her hasta için, beĢ 

farklı 2 ml’lik eppendorf tüpüne dağıtıldı ve çalıĢma sıra numaraları ile etiketlendi. 

Testler çalıĢılana kadar tüm örnekler -70ºC’de saklandı.  

3.2. Kullanılan Yöntemler 

           3.2.1. Ġndirekt Floresan  

           ÇalıĢmada Euroimmun IFA (Luebeck, Almanya) kiti kullanıldı. Test yalnızca 

serum veya plazmada bulunan antikorları tespit etmektedir. Test antikorların kalitatif 

ve kantitatif ölçümüne olanak verirken aynı zamanda avidite ölçümü de 

yapılabilmektedir. 

           Bu yöntemde, aranan antikorun niteliğine göre diğer serolojik deneylerde 

olduğu gibi üre ile eliminasyon ve kompleman ile birleĢme gibi ek protokoller 

uygulanarak spesifik bağlanmalar sağlanmaktadır. Nitekim üre kullanılarak anti-

VCA IgG aviditesi, kompleman kullanılarak da anti-EBNA antikor varlığı 

gösterilmektedir. 
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           Bir hasta numunesi için 5 alandan oluĢan değerlendirme sahası mevcuttur. 

           Alan A ve B: Anti-VCA IgG tespiti içindir. VCA eksprese etmiĢ P3HR-1 

hücreleri bulunur. 

           Alan C: Anti-VCA IgM tespiti içindir. VCA eksprese etmiĢ P3HR-1 hücreleri 

bulunur. 

           Alan D: Anti-EA IgG tespiti içindir. EA eksprese etmiĢ EU33 hücreleri 

bulunur. 

           Alan E: Anti-EBNA IgG tespiti içindir. EBNA eksprese etmiĢ Raji hücreleri 

bulunur. 

           Birinci adımda; EBV antijenleri ile kaplı Biochip’lerin hasta örnekleri ile 

inkübasyonun ardından, hasta örneğinde bulunması halinde; Anti-IgA, anti-IgG ve 

anti-IgM sınıfı antikorlar bu antijenler ile bağlanmaktadır.  

           Ġkinci adımda; Alan A, C ve D tuzlu fosfat buffer (phosphate buffered saline, 

PBS) ile, alan B üre solüsyonu ile ve alan E kompleman solüsyonu ile inkübe edilir. 

Böylece alan B ve alan E de seçici bağlanma sağlanır. 

           Üçüncü adımda floresan iĢaretli moleküller (Alan A, C, D için anti-insan IgG, 

alan B için anti-insan IgM ve alan E için anti-insan C3c) ile bağlanma sağlanır. 

           Sonuçlar floresan mikroskop ile değerlendirilir. 

           Kitin içeriği Ģöyledir: 

 1. Her biri EBV ile enfekte hücrelerden oluĢan Biochip’lerle kaplı ve her bir 

hasta için 5 olmak üzere toplam 10 alandan oluĢan slaytlar. 

 2.  Floresan iĢaretli anti-insan IgG (Keçi immünizasyonu yolu ile elde 

edilmiĢ). 

 3. Floresan iĢaretli anti-insan IgM (Keçi immünizasyonu yolu ile elde 

edilmiĢ). 

 4. Floresan iĢaretli anti-insan C3c (TavĢan immünizasyonu yolu ile elde 

edilmiĢ). 

 5. Pozitif kontrol: EBV VCA’ya karĢı oluĢmuĢ anti-IgG sınıfı antikorlar. 

 6. Negatif kontrol. 

 7. Toz halinde PBS. 

 8. Tween 20. 

 9. Üre solüsyonu 8 M. 
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 10. YapıĢtırıcı solüsyon (Gliserol). 

 11. Kaplama lamelleri (62 mm x 23 mm). 

 12. Liyofilize kompleman (Ġnsan kaynaklı). 

           Test için kullanılan malzemelerin hazır hale getirilmesi: 

 1. Slaytlar: Kullanıma hazır olup 25ºC’nin altındaki sıcaklıklar Biochip’ler 

için güvenilir kabul edildi. 

 2. Floresan iĢaretli antikorlar: Kullanıma hazır ve ıĢığa duyarlı olup buna 

uygun ambalajla kaplı idiler. 

 3. Pozitif ve Negatif kontroller: Kullanım için hazırdılar. 

 4. PBS-Tween: Bir paket toz PBS 1 lt distile su ve 2 ml Tween 20 ile partikül 

kalmayacak Ģekilde karıĢtırılarak hazırlandı. 

 5. Üre solüsyonu: Kullanım için hazırdı. 

 6. YapıĢtırıcı solüsyon: Kullanım için hazırdı. 

 7. Liyofilize kompleman: -20ºC’de saklanan liyofilize kompleman içeriğine 

+4ºC’de olan distile su karıĢtırılmadan ilave edildi ve 20 dakika buzdolabında 

bekletildikten sonra bir saatlik bozulma sınırı aĢılmadan kullanıldı. 

           Testin Uygulanması: 

           1. –70ºC’de saklanan serum örnekleri +4ºC’de bekletildi ve daha sonra oda 

ısısına getirildi. 180μl PBS-Tween 20 solüsyonuna 20 μl serum eklenerek 1/10 

oranında dilüe edildi (Kantitatif değerlendirme planlanmadığı için seri dilüsyonlar 

yapılmadı). 

           2. Her bir değerlendirme alanına (5x25 μl) 25 μl dilüe serum örneği 

(kontroller için 25 μl pozitif ve negatif kontrol) slayt alanına denk gelecek Ģekilde 

ayarlanmıĢ noktalara hava kabarcığı kalmayacak Ģekilde eklendi ve üzerine slayt 

kapatılarak 60 dakika oda ısısında inkübe edildi. 

           3. Ġnkübasyon sonrası slaytlar içerisi PBS-Tween ile dolu Ģalede 5 dakika 

bekletildi ve bu sürenin sonunda çıkarılan slaytların üzerine yavaĢ bir sekilde PBS-

Tween dökülerek yıkandı. 

           4. Yıkamadan sonra, Alan A, C ve D’ye 20 μl PBS-Tween 20, Alan B’ye 20 

μl üre solüsyonu, Alan E’ye 20 μl taze hazırlanmıĢ kompleman solüsyonu ilave 

edilerek slaytlar kapatıldı. 30 dakika oda ısısında inkübe edildi. 

           5. Ġnkübasyonun ardından yıkama iĢlemi aynı Ģekilde yapıldı. 
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           6. Yıkamayı takiben her bir alan için 20 μl uygun floresan iĢaretli antikorlar, 

farklı antikora farklı pipet ucu kullanılarak ilgili noktalara ilave edildi ve slaytlar 

kapatıldı. 30 dakika oda ısısında ve ıĢık görmeyecek Ģekilde inkübe edildi. 

           7. Ġnkübasyonun ardından yıkama iĢlemi aynı Ģekilde yapıldı. 

           8. Yıkandıktan sonra slaytlar yumusak kurutma kağıdı ile dikkatlice 

kurulandı. Kaplayıcı lameller üzerine Biochip alanlarına denk gelecek Ģekilde 

yapıĢtırıcı solüsyon 10 μl ilave edildi. Slaytlar Biochip yüzeyleri lamele gelecek 

Ģekilde ve hava kabarcıklarına dikkat edilerek kapatıldı. 

           9. Slaytlar floresan mikroskopta 20 ve 40’lık büyütme alanlarında incelendi. 

           Testin Değerlendirilmesi: 

           Pozitif kontrollerdeki floresan ıĢımalar göz önüne alınarak pozitiflik sınırı 

saptandı. EBV anti-VCA IgG antikorları (Alan A ve B) için pozitif patern 

sitoplazmadadır. Pozitif görünümlü hücreler yaklaĢık olarak alandaki hücrelerin % 

10-20’sini oluĢturur ve genelde negatif hücrelerden daha büyüktür. Bu özellikleri 

gösteren alanlar pozitif olarak değerlendirildi. 

           EBV anti-VCA IgG avidite pozitiflik kriterleri anti-VCA IgG antikorları ile 

aynıdır. Ürenin zayıf aviditeli antikorları eliminasyon etkisi göz önüne alınarak, 

negatif, düĢük ve yüksek avidite Ģeklinde puanlama yapıldı. 

           EBV Anti-VCA IgM antikorları (Alan C) anti-VCA IgG ile benzer görünüm 

sağladıgı için aynı pozitiflik kriterlerine göre karar verildi. 

           EBV Anti-EA antikorları (Alan D) için hücre nükleusunda ince granüler 

floresan görüntü pozitif olarak kabul edildi. 

           EBV Anti-EBNA antikorları (Alan E) için nükleuslarında karakteristik yonca 

yaprağı görünümünde granüler floresan veren hücrelerin varlığı pozitif olarak kabul 

edildi. Sitoplazmadaki floresan pozitif kabul edilmedi. 
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ġekil 3.1. ÇalıĢmamızda IFA ile elde ettiğimiz mikroskobik görüntü örnekleri. 

           3.2.2. ELISA  

           Serum örnekleri çalıĢılmadan önce -70ºC’den çıkartılıp +4ºC’de buzdolabının 

uygun rafında bekletilerek çözülmesi sağlandı ve daha sonra oda ısısına getirildi. Kit 

olarak Euroimmun (Luebeck, Almanya) ELISA kitleri kullanıldı. Anti-VCA IgG, 

anti-VCA IgM, anti-EBNA IgG, anti-EA IgG antikorları ve anti-VCA IgG avidite 

çalıĢıldı. Bio-tek elx88 (Winooski, Vermont USA) cihazında absorbansları 

okutularak sonuçlar elde edildi ve kaydedildi.  

           Anti-VCA IgM  Testi 

           1. Tüm reaktifler kullanımdan yaklaĢık 30 dakika önce buzdolabından 

çıkarılıp oda sıcaklığına (18°C-25°C) getirildi.  
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           2. Hasta serumları serolojik tüplerde örnek tampon solüsyonu Romatoid faktör 

(RF) iĢaretli keçi kaynaklı anti- insan IgG) ile 1/101 oranında sulandırıldı ve 

vortekslendi.  

           3. VCA gp125 antijeni ile kaplı kuyucuklara negatif kontrol (Ġnsan kaynaklı 

anti-IgM), pozitif kontrol (Ġnsan kaynaklı anti-IgM) ve kalibratör (Ġnsan kaynaklı 

anti-IgM) ve sulandırılmıĢ serum örneklerinden 100 μL ilave edildi.  

           4. Oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi. 

           5. Kuyucuklar otomatize yıkama cihazında 3 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandı ve aspire edildi. 

           6. Kuyucuklara 100 μL enzim konjugat (Keçi kaynaklı, peroksidazla isaretli 

anti-insan IgM) ilave edildi. 

           7. Oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi.  

           8. Kuyucuklar otomatize yıkama cihazında 3 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandı ve aspire   edildi.  

           9. Kuyucuklara 100 μL kromojen/substrat (Tetrametilbenzidin/hidrojen 

peroksit) ilave edildi. 

           10. Oda sıcaklığında ve karanlıkta 15 dakika inkübe edildi. 

           11. Kuyucuklara 100 μL stop solüsyonu (0.5 M sülfirik asit) ilave edildi. 

           12. Fotometrik ölçüm 30 dakika içinde spektrofotometrede 450-620 nm dalga 

boyu aralığında yapıldı. 

           Anti-VCA IgG, Anti-EBNA IgG ve Anti-EA IgG Testleri 

           Her üç testin de çalıĢma prensibi aynı olup Ģöyledir: 

           1. Tüm reaktifler kullanımdan yaklasık 30 dakika önce buzdolabından 

çıkarılıp oda sıcaklığına (18°C-25°C) getirildi.  

           2. Hasta serumları serolojik tüplerde örnek tampon solüsyonu  ile 1/101 

oranında sulandırıldı ve vortekslendi.  

           3. Antijen kaplı kuyucuklara negatif kontrol (Ġnsan kaynaklı anti-IgM), pozitif 

kontrol (Ġnsan kaynaklı anti-IgM) ve kalibratörler (Ġnsan kaynaklı anti-IgM) ve 

sulandırılmıĢ serum örneklerinden 100 μL ilave edildi.  

           4. Oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi. 
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           5. Kuyucuklar otomatize yıkama cihazında 3 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandı ve aspire edildi. 

           6. Kuyucuklara 100 μL enzim konjugat (TavĢan kaynaklı, peroksidazla isaretli 

anti-insan IgG) ilave edildi. 

           7. Oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi.  

           8. Kuyucuklar otomatize yıkama cihazında 3 kez yıkama solüsyonu ile 

yıkandı ve aspire edildi.  

           9. Kuyucuklara 100 μL kromojen/substrat (Tetrametilbenzidin/hidrojen 

peroksit) ilave edildi. 

           10. Oda sıcaklığında ve karanlıkta 15 dakika inkübe edildi. 

           11. Kuyucuklara 100 μL stop solüsyonu (0.5 M sülfirik asit) ilave edildi. 

           12. Fotometrik ölçüm 30 dakika içinde spektrofotometrede 450-620 nm dalga 

boyu aralığında yapıldı. 

           Anti-VCA IgG Avidite Testi 

            Anti-VCA IgG avidite testi için mikro ELISA kiti (Euroimmun, Almanya) 

kullanıldı. Testin çalıĢma prensibine göre; 

           1. Tüm reaktifler kullanımdan yaklaĢık 30 dakika önce buzdolabından 

çıkarılıp oda sıcaklığına (18°C-25°C) getirildi. 

           2. Hasta serumları serolojik tüplerde örnek tampon solüsyonu ile 1/101 

oranında sulandırıldı ve vortekslendi. 

           3. Antijen kaplı kuyucuklara kontroller (düĢük avidite, yüksek avidite) ve 

sulandırılmıĢ serum örneklerinden 100 μL ilave edildi. Her kontrol ve hasta serumu 

için yan yana iki kuyucuk kullanıldı. 

           4. Oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi.  

           5. Kuyucuklar bir kez yıkama solüsyonu ile yıkandı ve aspire edildi. 

           6. Her kontrol ve örnek için ilk kuyucuğa 200 μL üre solüsyonu, ikinci 

kuyucuğa 200 μL fosfat tamponu ilave edildi. 

           7. Oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildi. 

           8. Kuyucuklar 3 kez yıkama solüsyonu ile yıkandı ve aspire edildi. 

           9. Kuyucuklara 100 μL enzim konjugat (Peroksidazla iĢaretli anti-insan IgG) 

ilave edildi. 
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           10. Oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi. 

           11. Kuyucuklar 3 kez yıkama solüsyonu ile yıkandı ve aspire edildi. 

           12. Kuyucuklara 100 μL kromojen/substrat (Tetrametilbenzidin/hidrojen 

peroksit) ilave edildi. 

           13. Oda sıcaklığında ve karanlıkta 15 dakika inkübe edildi. 

           14. Kuyucuklara 100 μL stop solüsyonu (0.5 M sülfirik asit) ilave edildi. 

           15. Fotometrik ölçüm 30 dakika içinde spektrofotometrede 450-620 nm dalga 

boyu aralığında yapıldı. 

           16. Relatif avidite indeksi (RAI) =   üreli örnek optik dansitesi×100 

                                                                          üresiz örnek optik dansitesi  

 formülü ile yüzde olarak hesaplandı. 

           17. RAI <%40= DüĢük avidite 

                 RAI %40-%60= Sınırda avidite 

                 RAI >%60= Yüksek avidite olarak değerlendirildi. 

           18. Öncelikle kontrollere (düĢük, sınırda, yüksek avidite) ait RAI sonuçlarına 

göre testin performansı belirlendi. Takiben hasta serumlarının RAI sonuçları 

değerlendirildi. 

           3.2.3. Immunoblot  

           EBV spesifik anti-VCA IgM, anti-VCA IgG, anti-EBNA-1 IgM, anti-EBNA-

1 IgG, anti-p22 IgM, anti-p22 IgG ve anti-EA IgM, anti-EA IgG antikorlarını 

saptamak için Euroline anti-EBV profil 2 Immunoblot kiti (Euroimmun, Almanya) 

kullanıldı. Testin çalıĢma prensibine göre;  

           1. Tüm reaktifler kullanımdan yaklaĢık 30 dakika önce buzdolabından 

çıkarılıp oda sıcaklığına (18°C-25°C) getirildi. 

           2. EBV VCA gp125, VCA p19, EBNA-1, p22 ve EA-D antijenleri ile 

immünglobülin (IgG/IgM) kontrolünü paralel bantlar halinde içeren test Ģeritleri 

inkübasyon kanallarına yerleĢtirildi. 

           3. Her kanala 1.5 mL bloklayıcı tampon solüsyonu eklendi. 

           4. Oda sıcaklığında çalkalayıcıda 15 dakika inkübe edildi. 

           5. Kanaldaki solüsyon aspire edildi. 
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           6. Hasta serumları serolojik tüplerde üniversal tampon çözeltisi ile 1/51 

oranında sulandırıldı ve vortekslendi. 

           7. Test Ģeritlerinin bulunduğu inkübasyon kanallarına sulandırılmıĢ serum 

örneklerinden 1.5 mL ilave edildi. 

           8. Oda sıcaklığında 30 dakika çalkalayıcıda inkübe edildi. 

           9. Kanaldaki solüsyon aspire edildi. 

           10. Kanala 1.5 mL üniversal tampon çözeltisi ilave edilerek 3 defa 5’er dakika 

çalkalayıcıda yıkandı. 

           11. Kanaldaki solüsyon aspire edildi.  

           12. Kanala 1.5 mL enzim konjugat (Keçi kaynaklı, alkalen fosfatazla iĢaretli 

anti-insan IgG/IgM) ilave edildi. 

           13. Oda sıcaklığında 30 dakika çalkalayıcıda inkübe edildi. 

           14. Kanaldaki solüsyon aspire edildi. 

           15. Kanala 1.5 mL üniversal tampon çözeltisi ilave edilerek 3 defa 5’er dakika 

çalkalayıcıda yıkandı. 

           16. Kanaldaki solüsyon aspire edildi. 

           17.Kanala 1.5 mL substrat (Nitroblutetrazolyumklorid/5-Bromo-4-kloro-3-

indolilfosfat) ilave edildi. 

           18. Oda sıcaklığında 10 dakika çalkalayıcıda inkübe edildi.  

           19. Kanaldaki solüsyon aspire edildi. 

           20. Kanala 1.5 mL distile su ilave edilerek 3 defa 1’er dakika çalkalayıcıda 

yıkandı. 

           21. Kanaldaki solüsyon aspire edildi. 

           22. ġeritler değerlendirme protokolüne göre yerleĢtirildi ve havada kuruyup 

nemi giderildikten sonra değerlendirildi. 

           Immunblot ile EBV spesifik anti-IgM/anti-IgG antikorlarının saptanmasında 

aynı test protokolü uygulandı; sadece enzim konjugat aĢamasında immünglobülin 

izotipine uygun reaktif kullanıldı. 
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ġekil 3.2. Immunoblot testi sonuçlarının Ģematik görünümü (49). 

           Immunoblot sonuçlarına göre;  

1. Seronegatif;  

2. Akut enfeksiyon (anti-VCA IgM +, anti-VCA IgG +/-, anti-EBNA IgG -, 

anti-EA IgG +/-); 

3. GeçirilmiĢ enfeksiyon (anti-VCA IgM -, anti-VCA IgG +, anti-EBNA IgG 

+, anti-EA IgG -) 

4. Reaktivasyon (anti-VCA IgM +/-, anti-VCA IgG +, anti-EBNA IgG +, 

anti-EA IgG +) olmak üzere toplam dört grup EBV serolojisi belirlendi. 

 

 

ġekil  3.3. ÇalıĢmamız Immunoblot testi akut enfeksiyon serolojisi örneği. 
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ġekil 3.4. ÇalıĢmamız Immunoblot testi geçirilmiĢ enfeksiyon serolojisi örneği. 

           3.2.4. Real-Time PCR 

           EBV enfeksiyonu tanısında Real-Time PCR cihazının avantajları geleneksel 

PCR yöntemi üzerinde olup geliĢtirilmiĢ duyarlılık, sinyalin gerçek zamanlı 

izlenmesini içermektedir ve kontaminasyon riskini azaltmaktadır (50). 

           ÇalıĢmamızda kullanılan EBV Real-Time PCR Kiti (Bioneer, Kore); 

Exicycler™ 96 gerçek zamanlı kalitatif termal bloğu (Bioneer, Kore) kullanarak, 

klinik örneklerde EBV DNA’sının gerçek zamanlı kalitatif tespiti için hazır 

kullanımlı kittir. 

           Testte kullanılan gereçler:  

           1. ExiPrep16 Plus model tam otomatik nükleik asit ekstraksiyon sistemi 

(Bioneer, Kore). 

           2. ExiPrep viral DNA/RNA ekstraksiyon kiti (Bioneer, Kore).  

           3. ExiCycler 96 model Real-Time PCR cihazı (Bioneer, Kore). 

           4. ExiSpin model multi spin santrifüj cihazı (Bioneer, Kore). 

           5. EBV-1111 diagnostik kit (Bioneer, Kore). 

           EBV-1111 Diagnostik Kit’in içerisinde bulunan EBV premix tüp, EBV 

DNA’sının belirli genom bölgesi arttırmak için EBV spesifik primerler, çift etiketli 

florojenik prob, DNA polimeraz, dNTPs ve stabilizatörler de dahil olmak üzere, PCR 

reaksiyonu için tüm bileĢenleri içerir. EBV patojen tespiti, belirli bir primer seti ve 

çift etiketli prob ile birlikte EBV toplam genomunun belirli RNA bölgelerinin 

güçlendirilmesi esasına dayanır. Primer setler ve prob biyoinformatik analiz 

tarafından EBV genomunun son derece korunmuĢ bölgesinden tasarlanmıĢtır. 
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Amplifiye edilmiĢ ürünlerin miktarı termal devir esnasında EBV’ye özgü prob (5'-

FAM) floresan birikimi ile ölçülebilir.  

           Real-Time PCR testinin uygulanıĢı; öncelikle DNA izolasyonu, izole edilen 

DNA’nın denatürasyonu, amplifikasyonu ve sonuçların analizini içermektedir. 

           DNA Ġzolasyonu 

           Real-Time PCR için öncelikle serum örneklerinden viral DNA izole edildi. 

Bunun için ExiPrep viral DNA/RNA ekstraksiyon kiti kullanıldı.  

           1. Real-Time PCR testi için serum örnekleri çalıĢılmadan önce -70ºC’den 

çıkartılıp buzdolabının uygun rafında bekletilerek çözülmesi sağlandı. Daha sonra 

oda ısısına getirildi. 

           2. Kitin içerisinden çıkan 1 ve 2 numaralı kartuĢlar çalıĢılacak  örnek sayısına 

göre (En az 1, en fazla 16 örnek) özel delgeçle delindi. Sadece 1 no’lu kartuĢun 

örnek gözlerine 200 µL serum ilave edildi. 

           3. 1 ve 2 numaralı kartuĢlar ekstraksiyon cihazı içinde belirtilen bölümlere 

konuldu ve tam olarak yerleĢtiğinden emin olundu.  

           4. Elüsyon tüpleri (0,2 ml’lik PCR tüpleri) ve pipet uçlarını ilgili raklarıyla 

plakanın yazıyla belirtilen bölümlerine yerleĢtirildi.  

           5. Atık kutusu yerleĢtirildi. Cihazın ön bölümdeki "AÇ" tuĢuna basıldı ve güç 

bağlantısını tamamlandı.  

           6. 100 dakika sonunda 200 µL örnek kullanılarak 25 µL elüsyon hacminde 

EBV DNA’sı eppendorf tüplerinde elde edilmiĢ oldu. 

           7. Tek seferde 16 serum çalıĢılabildiği için yeterli sayıya ulaĢılana kadar elde 

edilen DNA örnekleri numaralandırılarak -20ºC’de saklandı. 
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ġekil 3.5. DNA izolasyonu (51). 

           DNA Denatürasyonu ve Amplifikasyonu 

           ÇalıĢmada EBV-1111 Diagnostik Kit kullanıldı. 96 kit kapasiteli Bioneer 

marka ExiCycler 96 model Real-Time PCR Cihazı kullanıldı. ÇalıĢma prosedürü Ģu 

Ģekildeydi: 

           1. Reaktifler ve DNA örnekleri derin dondurucudan çıkarılıp oda sıcaklığına 

(18°C-25°C) getirildi. 

           2. Kit içinde bulunan malzemeler; EBV pozitif kontrol DNA (standart), EBV 

premiks (8’li strip halinde), internal kontrol (IPC) DNA ve distile su. 

           3. Kitin içindeki malzemeler ve ekstrakte ettiğimiz DNA örnekleri 

vortekslendi ve kısa süre santrifüj edildi. 

           4. EBV premikslerin bulunduğu tüpler içerisine 1’er µL internal kontrol ilave 

edildi. 

           5. Standartlar (5 adet), internal kontrol eklenmiĢ premiks karıĢımına 5’er µL 

ilave edildi. 

           6. DNA örnekleri, internal kontrol eklenmiĢ premiks karıĢımına 10’ar µL 

ilave edildi. 
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           7. Toplam hacimler 50 µL olacak Ģekilde (standart ilave edilen master 

mikslerin üzerine 44 µL, DNA’ların ilave edildiği master mikslerin üzerine 39 µL) 

distile su eklendi. 

           8. Kontaminasyonu önlemek için optik yapıĢtırıcı kapaklar ile tüpler kapatıldı. 

           9. Exispin cihazında reaksiyon tüpleri kuvvetlice vortekslendi ve santrifüj 

yapıldı. Hazırlanan reaksiyon karıĢımlarını tüplerin dibinde toplamak amacıyla sabit 

girdap için 20 sn /5 sn cfg. 2500 devir /7 döngü uygulandı.   

           10. Tüpler ExiCycler 96 model Real-Time PCR cihazı içerisine yerleĢtirildi.  

           11. Denatürasyon ve amplifikasyon iĢlemi cihazda gerçekleĢtirildi. 

Tablo 3.1.’de  EBV Real-Time PCR kiti için termal döngü koĢulları verilmiĢtir. 

     Tablo 3.1. EBV Real-Time PCR kiti için termal döngü koĢulları (52). 

Döngü 

Basamakları 

Yapılan ĠĢlem Sıcaklık Zaman Siklus 

Sayısı 

1 Predenatürasyon 95ºC 5 dakika 1 

2 Denatürasyon 95ºC 5 saniye 1 

3 Bağlanma ve uzama 55ºC 5 saniye 1 

4 Tarama   1 

5 Denatürasyon 

aĢamasından itibaren 

tekrar döngüye 

baĢlangıç 

  45 

 

           12. Veriler ExiDiagnosis (Diagnostik Yazılım Versiyon 1.27.3) kontrol ve 

analiz yazılımı kullanılarak değerlendirildi. 

           Analiz Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

           Bioneer marka ExiCycler 96 model Real-Time PCR cihazında Real-Time 

PCR yöntemi ile elde edilen ürünlerin analizinde 2 floresan boyadan (FAM, 

TAMRA) yararlanılır. Reaksiyon sırasında floresan yoğunluğunun monitörize 

edilmesi PCR ürünlerinin kantitatif olarak saptanmasını sağlar. EBV spesifik 

sinyaller FAM, internal kontrol spesifik sinyaller ise TAMRA kanalında saptanır. 
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Sonuçta FAM kanalında EBV DNA varlığı, TAMRA kanalında muhtemel PCR 

inhibisyonu kontrol edilir. 

           EBV pozitif kontrol DNA (standart)’ların eĢik siklusuna (threshold cycle; CT) 

ve viral DNA konsantrasyonlarına göre standart eğri oluĢturularak örneklerdeki viral 

DNA miktarı (kopya/mL) saptanır. 

           1. FAM floresan sinyal, örneklerde tespit edilmiĢse, bu örneklerin EBV DNA 

içerdiğini gösterir. 

           2. Eğer örneklerde FAM floresan sinyal yoksa, ama TAMRA floresan sinyal 

tespit edilmiĢse, bu örneklerin EBV DNA içermediğini gösterir. 

           3.Hem örneklerde, hem de IPC de sinyal yoksa, hiçbir sonuca varılmamıĢtır. 

Bunun sebebi inhibisyon olabilir. ÇalıĢmanın tekrar edilmesi uygundur. Tablo 

3.2.’de Real-Time PCR veri analizi için örnek gösterilmiĢtir. 

     Tablo 3.2. Real-Time PCR veri analizi için örnek (52) 

 FAM TAMRA SONUÇ 

Cut-off değeri <40 Ct <35 Ct Uygun 

Pozitif kontrol + + Uygun 

Negatif kontrol - + Uygun 

Örnek + - EBV DNA 

varlığı 

Örnek - - Tekrar 
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ġekil 3.6. ÇalıĢmamızda Real-Time PCR cihazında kantitatif EBV-DNA 

sonuçlarının değerlendirilmesi. 
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ġekil 3.7.  ÇalıĢmamızda oluĢan bir standart eğri. 
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ġekil 3.8. ÇalıĢmamız EBV DNA (kopya/ ml) sonuçları. 
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4. BULGULAR 

           ÇalıĢmamıza ġubat–Haziran 2013 tarihleri arasında EskiĢehir Osmangazi 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi pediatri ve/veya eriĢkin hematoloji kliniklerine 

baĢvuran EBV enfeksiyonu  Ģüpheli 205 hasta dahil edilmiĢtir. Hasta grubunda 

pediatri bölümünden 190 hasta olup tüm hastaların % 92.7’sini oluĢturmaktadır. 190 

pediatrik hasta içinde erkeklerin sayısı 106 (% 55.8), kadınların sayısı 84 (% 44.2) 

bulunmuĢtur. Pediatrik grubun yaĢ ortalaması 87 ± 56 ay olup, en küçük hasta 7 

aylık, en büyük hasta ise 216 (18 yaĢ) aylık’tır. Hematoloji bölümünden 15 hasta 

olup tüm hastaların % 7.3’ünü oluĢturmaktadır. Hematoloji hastalarının 6 (% 40)’sı 

erkek, 9 (% 60)’u kadın hastadır. YaĢ ortalaması 41.3 ± 16.5 yaĢ olup, en küçük yaĢ 

19, en büyük yaĢ 66’dır. Kontrol grubu olarak hiçbir Ģikayeti olmayan çocuk ve 

eriĢkinlerden oluĢan 35 kiĢi seçilmiĢtir. Bu grubun 16 (% 45.7)’sı erkek, 19 (% 

54.3)’u kadındır. Çocuk grubunda 31 (% 88.5) kiĢi, eriĢkin grupta 4 (% 11.5)  kiĢi 

vardır. YaĢ ortalaması 11.2 ± 12 yaĢ olup, en küçük yaĢ 1, en büyük yaĢ 54’tür. 

Tablo 4.1.’de hasta ve kontrol gruplarının bölüm ve cinsiyete göre dağılımı 

gösterilmiĢtir. 

   Tablo 4.1. Hasta ve kontrol gruplarının bölüm ve cinsiyete göre dağılımı. 

 Bölüm  

Toplam Pediatri EriĢkin 

Hematoloji 

Kontrol 

Grubu 

Cinsiyet Erkek 106 6 16 128 

Kadın 84 9 19 112 

Toplam 190 15 35 240 

 

           Klinik olarak EBV enfeksiyonundan boğaz ağrısı, ateĢ yüksekliği, servikal 

lenfadenopati, splenomegali/hepatomegali, vücutta döküntü, karaciğer enzim 

yükseklikleri gibi bulgular varlığı ile ĢüphelenilmiĢ olup, bu doğrultuda serolojik 

olarak EBV araĢtırılması istenmiĢtir. Hastaların 78 (% 38)’inde boğaz ağrısı, 82 (% 

40)’sinde ateĢ yüksekliği, 68 (% 33.1)’inde lenfadenopati, 32 (% 15.6)’sinde 

splenomegali/hepatomegali, 24 (% 11.7)’ünde vücutta döküntü, 35 (% 17)’inde 
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karaciğer enzim yüksekliği saptanmıĢtır. Tablo 4.2.’de hasta ve kontrol grupları 

klinik bulgularının cinsiyet ve bölümlere göre dağılımı gösterilmiĢtir. 

Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grupları klinik bulgularının cinsiyet ve bölümlere göre  

                 dağılımı. 

 

 

Cinsiyet Bölüm  

Toplam Erkek Kadın Pediatri EriĢkin 

Hematoloji 

Kontrol 

Grubu 

K
li

n
ik

 B
u

lg
u

la
r
 

Boğaz Ağrısı Var 43 35 73 5 0 78 

Yok 85 77 117 10 35 162 

Lenfadenopati Var 40 28 59 9 0 68 

Yok 88 84 131 6 35 172 

AteĢ Yüksekliği Var 48 34 75 7 0 82 

Yok 80 78 115 8 35 158 

Karaciğer 

Enzim 

Yüksekliği 

Var 20 15 32 3 0 35 

Yok 108 97 158 12 35 205 

Organomegali Var 17 15 30 2 0 32 

Yok 111 97 160 12 35 208 

Vücutta peteĢi/ 

purpura 

Var 10 14 23 1 0 24 

Yok 118 98 167 14 35 216 

Toplam 128 112 190 15 35 240 

 

           Hasta grubu 205 kiĢi ve kontrol grubu 35 kiĢi olmak üzere toplamda 240 

kiĢide IFA referans yöntem olarak alınarak IFA, ELISA, Immunoblot testleri ile 

EBV enfeksiyonu serolojisi ve Real-Time PCR testi ile EBV DNA varlığı 

araĢtırılmıĢtır. 

           IFA referans yöntem ile elde edilen sonuçlar, EBV tanısı için belirlenen 

standartlar doğrultusunda sınıflandırılmıĢtır (23). Aynı zamanda bu serolojik evreler 

ile VCA IgG Avidite artıĢı arasındaki iliĢki de araĢtırılmıĢtır. Tablo 4.3.’de IFA 

yöntemine göre EBV serolojik evrelemesi belirtilmiĢtir. 
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   Tablo 4.3. IFA yöntemine göre EBV serolojik evrelemesi. 

IFA 

Serolojik  Evre 

Anti-

VCA 

IgM 

Anti-

VCA 

IgG 

Anti-

EBNA 

IgG 

IFA Anti-VCA IgG Avidite  

Toplam  

Negatif 

 

DüĢük 

 

Yüksek 

Seronegatif - - - 38 0 0 38 

Akut enfeksiyon 

 

+ +/- - 0 21 0 21 

Yakın zamanda 

geçirilmiĢ 

enfeksiyon 

- + - 0 5 9 14 

GeçirilmiĢ 

enfeksiyon 

- + + 0 11 153 164 

Maternal antikor 

varlığı 

- +/- +/- 1 0 2 3 

Toplam 39 37 164 240 

 

           IFA testine göre serolojik olarak, 38 (% 15.8) seronegatif, 21 (% 8.8) akut 

enfeksiyon, 14 (% 5.8) yakın zamanda geçirilmiĢ enfeksiyon, 164 (% 68.3) 

geçirilmiĢ enfeksiyon ve 3 (% 1.3) maternal antikor varlığı bulunmuĢtur. 

 

ġekil 4.1. IFA yöntemine göre EBV serolojik profili dağılımları. 

           ELISA tanı yöntemiyle elde edilen sonuçlar, EBV tanısı için belirlenen 

standartlar dogrultusunda sınıflandırılmıĢlardır. ELISA testi ile evreleme yapılırken 

anti-VCA IgM ve anti-VCA IgG birlikte pozitifliklerinde ve anti-VCA IgG ve anti-
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EA IgG birlikte pozitifliklerinde, akut enfeksiyon/yakın zamanda geçirilmiĢ 

enfeksiyon/reaktivasyon ayrımında yardımcı olması amacıyla, VCA IgG avidite testi 

çalıĢılmıĢtır. Buna göre 30 serum örneğinde anti-VCA IgG avidite çalıĢılmıĢ olup 

15’inde düĢük, 13’ünde yüksek, 2’sinde de ara avidite değerleri bulunmuĢtur. 210 

hastada anti-VCA IgG avidite çalıĢılmamıĢtır. Tablo 4.4.’de ELISA yöntemine göre 

EBV serolojik evrelemesi sunulmuĢtur. 

Tablo 4.4. ELISA yöntemine göre EBV serolojik evrelemesi. 

 

ELISA Serolojik 

Evre 

ELISA Anti-VCA IgG Avidite  

Toplam 
DüĢük Ara Değer Yüksek ÇalıĢılmadı 

Seronegatif 0 0 0 41 41 

Akut enfeksiyon 15 2 2 4 23 

Yakın zamanda 

geçirilmiĢ enfeksiyon 

0 0 1 13 14 

GeçirilmiĢ 

enfeksiyon 

0 0 10 150 160 

Maternal antikor 

varlığı 

0 0 0 2 2 

Toplam 15 2 13 210 240 

 

           ELISA sonuçlarına göre 41 (% 17.1) seronegatif, 23 (% 9.6) akut enfeksiyon, 

14 (% 5.8) yakın zamanda geçirilmiĢ ve 160 (% 66.7) geçirilmiĢ enfeksiyon ve 2 (% 

0.8) maternal antikor varlığı saptanmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.2. ELISA yöntemine göre EBV serolojik profili dağılımları. 
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           Elde edilen bu sınıflandırma daha sonra referans test IFA sonuçlarıyla 

karĢılaĢtırılmıĢtır. ELISA/IFA uyum oranları seronegatiflik için 38/38 (% 100), akut 

enfeksiyon için 20/21 (% 95.2), yakın zamanda geçirilmis enfeksiyon için 8/14 (% 

57.1), geçirilmiĢ enfeksiyon için 157/164 (% 95.7) ve maternal antikor varlığı için ise 

2/3 (% 66.6) olarak bulunmuĢtur. Tablo 4.5.’de ELISA yöntemiyle elde edilen 

evrelerin IFA yöntemiyle elde edilen evrelerle karĢılaĢtırılması gösterilmiĢtir. 

Tablo 4.5. ELISA yöntemiyle elde edilen evrelerin IFA yöntemiyle elde  

                 edilen evrelerle karĢılaĢtırılması. 

 

ELISA 

Serolojik Evre 

IFA Serolojik Evre  

 

Toplam 

Seronegatif Akut 

enfeksiyon 

Yakın 

zamanda 

geçirilmiĢ 

enfeksiyon 

GeçirilmiĢ 

enfeksiyon 

Maternal 

antikor 

varlığı 

Seronegatif 38 0 1 1 1 41 

Akut enfeksiyon 0 20 2 1 0 23 

Yakın zamanda 

geçirilmiĢ 

enfeksiyon 

 

0 1 8 5 0 14 

GeçirilmiĢ 

enfeksiyon 

0 0 3 157 0 160 

Maternal antikor 

varlığı 

0 0 0 0 2 2 

Toplam 38 21 14 164 3 240 

 

           Anti-VCA IgM, anti-VCA IgG ve anti-EBNA IgG ve anti-EA IgG 

antikorlarının her biri için duyarlılık ve özgüllük oranları ayrı ayrı hesaplanarak 

ELISA testinin performansı tek parametre bazında değerlendirilmiĢtir. Tablo 4.6.’da 

ELISA yöntemiyle elde edilen sonuçların IFA yöntemiyle elde edilen sonuçlarla 

karĢılaĢtırılması sunulmuĢtur. 
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  Tablo 4.6. ELISA yöntemiyle elde edilen sonuçların IFA yöntemiyle elde edilen                                                                                                                                                                                                  

                   sonuçlarla karĢılaĢtırılması. 

 

      

ELISA 

IFA ELISA 

Pozitif Negatif Duyarlılık Özgüllük Pozitif 

Prediktif 

Değer 

Negatif 

Prediktif 

Değer 

Anti-VCA 

IgM 

Pozitif 21 9 84 95.8 70 98.1 

Negatif 4 206 

Anti-VCA 

IgG 

Pozitif 194 1 96.5 97.4 99.5 84.4 

Negatif 
7 38 

Anti-EBNA 

IgG 

Pozitif 
154 9 92.2 87.7 94.5 83.1 

Negatif 
13 64 

Anti-EA IgG Pozitif 
8 2 26.7 99 80 90.4 

Negatif 
22 208 

 

           ELISA yönteminin duyarlılık ve özgüllüğü sırasıyla anti-VCA IgM için % 84 

ve % 95.8, anti-VCA IgG için % 96.5 ve % 97.4, anti-EBNA IgG için % 92.2 ve % 

87.7, anti-EA IgG için ise % 26.7 ve % 99 bulunmuĢtur. En yüksek duyarlılık anti-

VCA IgG antikoru için bulunurken, en düĢük değer anti-EA IgG antikoru için 

bulunmuĢtur. Özgüllük için en yüksek değer anti-EA IgG antikoru için bulunmuĢken, 

en düĢük değer anti-EBNA IgG için bulunmuĢtur.  

           ÇalıĢmada bir diğer test olan Immunoblot yöntemiyle alınan sonuçlar da EBV 

tanısı için belirlenen standartlar doğrultusunda sınıflandırılmıĢtır. Immunoblot 

yöntemi sonuçlarına göre 35 (% 14.6) seronegatif, 17 (% 7) akut enfeksiyon, 18 (% 

7.5) yakın zamanda geçirilmiĢ enfeksiyon ve 166  (% 69.2) geçirilmiĢ enfeksiyon ve 

4 (% 1.7) maternal antikor varlığı saptanmıĢtır. 

 



49 
 

 

ġekil 4.3. Immunoblot yöntemine göre EBV serolojik profili dağılımları. 

           Immunoblot yöntemiyle elde edilen evrelerin uyumu referans test olan IFA 

sonuçlarıyla karĢılaĢtırılmıĢtır. Immunoblot/IFA uyum oranları seronegatiflik için 

34/38 (% 89.4), akut enfeksiyon için 14/21 (% 66.6), yakın zamanda geçirilmiĢ 

enfeksiyon için 4/14 (% 28.5), geçirilmiĢ enfeksiyon için 156/164 (% 95.1) ve 

maternal antikor varlığı için ise 3/3 (% 100) olarak bulunmuĢtur. Tablo 4.7.’de 

Immunoblot yöntemiyle elde edilen evrelerin IFA yöntemiyle elde edilen evrelerle 

karĢılaĢtırılması belirtilmiĢtir. 

Tablo 4.7. Immunoblot yöntemiyle elde edilen evrelerin IFA yöntemiyle elde edilen    

                 evrelerle karĢılaĢtırılması. 

 

 

IMMUNO- 

BLOT 

IFA  

 

Toplam 
Seronegatif Akut 

enfeksiyon 

Yakın 

zamanda  

geçirilmiĢ 

enfeksiyon 

GeçirilmiĢ 

enfeksiyon 

Maternal 

antikor 

varlığı 

Seronegatif 34 0 0 1 0 35 

Akut 

Enfeksiyon 

0 14 2 1 0 17 

Yakın 

zamanda 

geçirilmiĢ 

enfeksiyon 

1 7 4 6 0 18 

 

 



50 
 

Tablo 4.7. Immunoblot yöntemiyle elde edilen evrelerin IFA yöntemiyle elde edilen    

                 evrelerle karĢılaĢtırılması (Devam) 

GeçirilmiĢ 

enfeksiyon 

2 0 8 156 0 166 

Maternal 

antikor 

varlığı 

1 0 0 0 3 4 

Toplam 38 21 14 164 3 240 

 

           Anti-VCA IgM, anti-VCA IgG, anti-EBNA IgG ve anti-EA IgG antikorlarının 

her biri için duyarlılık ve özgüllük oranları ayrı ayrı hesaplanarak Immunoblot 

testinin performansı tek parametre bazında değerlendirilmiĢtir. Tablo 4.8.’de 

Immunoblot yöntemiyle elde edilen sonuçların IFA yöntemiyle elde edilen 

sonuçlarla karĢılaĢtırılması gösterilmiĢtir. 

Tablo 4.8. Immunoblot yöntemiyle elde edilen sonuçların IFA yöntemiyle elde                      

                  edilen sonuçlarla karĢılaĢtırılması. 

 

 

IMMUNOBLOT 

IFA IMMUNOBLOT 

Pozitif Negatif Duyarlılık Özgüllük Pozitif 

Prediktif 

Değer 

Negatif 

Prediktif 

Değer 

Anti-VCA 

IgM 

Pozitif 21 16 84 92.6 56.8 98 

Negatif 4 199 

Anti-VCA 

IgG 

Pozitif 200 7 99.5 82.1 96.6 97.0 

Negatif 1 32 

Anti-EBNA 

IgG 

Pozitif 161 24 96.4 67.1 87 89.1 

Negatif 6 49 

Anti-EA 

IgG 

Pozitif 21 34 70 83.8 38.2 95.1 

Negatif 
9 176 
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           Immunoblot yönteminin duyarlılık ve özgüllüğü sırasıyla anti-VCA IgM için 

% 84 ve % 92.6, anti-VCA IgG için % 99.5 ve % 82.1, anti-EBNA IgG için % 96.4 

ve % 67.1, anti-EA için ise % 70 ve % 83.8 olarak bulunmuĢtur. En yüksek 

duyarlılık anti-VCA IgG antikoru için bulunurken, en düĢük anti-EA IgG antikoru 

için bulunmuĢtur. Özgüllük için en yüksek değer anti-VCA IgM antikoru için 

bulunurken, en düĢük değer anti-EBNA IgG için bulunmuĢtur. 

           EBV enfeksiyonunun serolojik evrelemesi IFA, ELISA ve Immunoblot 

yöntemleriyle yapılarak, EBV viral DNA varlığı Real-Time PCR yöntemiyle 

araĢtırılmıĢtır. Her üç test ile seronegatiflik saptanan 29 (% 12.1) kiĢide Real-Time 

PCR testi çalıĢılmamıĢtır. Yüz doksan dokuz (% 82.9) kiĢide EBV DNA 

saptanmamıĢtır. On iki (% 5) kiĢide ise EBV DNA saptanmıĢtır. Tablo 4.9.’da IFA, 

ELISA ve Immunoblot testleri ile evre bazında Real-Time PCR sonuçlarının 

değerlendirilmesi sunulmuĢtur. 

Tablo 4.9. IFA, ELISA ve Immunoblot testleri ile evre bazında Real-Time PCR  

                 sonuçlarının değerlendirilmesi. 

 Real-Time PCR      

Toplam Saptanmadı Saptandı ÇalıĢılmadı 

IF
A

 

Seronegatif 
9 0 29 38 

Akut enfeksiyon 
10 11 0 21 

Yakın zamanda geçirilmiĢ 

enfeksiyon 

14 0 0 14 

GeçirilmiĢ enfeksiyon 
163 1 0 164 

Maternal antikor varlığı 
3 0 0 3 

E
L

IS
A

 

 

Seronegatif 
12 0 29 41 

Akut enfeksiyon 
12 11 0 23 

Yakın zamanda geçirilmiĢ 

enfeksiyon 

14 0 0 14 

GeçirilmiĢ enfeksiyon 
159 1 0 160 

Maternal antikor varlığı 
2 0 0 2 
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Tablo 4.9. IFA, ELISA ve Immunoblot testleri ile evre bazında Real-Time PCR  

                  sonuçlarının değerlendirilmesi (Devam). 

 Real-Time PCR      

Toplam Saptanmadı Saptandı ÇalıĢılmadı 

IM
M

U
N

O
B

L
O

T
 

Seronegatif 
8 0 27 35 

Akut enfeksiyon 
8 9 0 17 

Yakın zamanda geçirilmiĢ 

enfeksiyon 

16 2 0 18 

GeçirilmiĢ enfeksiyon 
165 1 0 166 

Maternal antikor varlığı 
2 0 2 4 

Toplam 199 12 29 240 

 

           EBV DNA’nın pozitif saptandığı 12 kiĢide viral yük miktarları testlere göre 

evre bazında değerlendirilmiĢtir. Tablo 4.10.’da Real-Time PCR pozitifliklerinin 

testlerine göre evre bazında dağılımı gösterilmiĢtir. 

    Tablo 4.10. Real-Time PCR pozitifliklerinin testlerine göre evre bazında dağılımı. 

Real-Time 

PCR 

Viral yük 

(kopya/ml) 

 

IFA 

Evre 

 

ELISA 

Evre 

 

IMMUNOBLOT 

Evre 

92 
GeçirilmiĢ GeçirilmiĢ GeçirilmiĢ 

96.9 
Akut Akut Akut 

283 
Akut Akut Akut 

1120 
Akut Akut Akut 

2470 
Akut Akut Akut 

5440 
Akut Akut Akut 

6450 
Akut Akut Akut 

6450 
Akut Akut Yakın zamanda geçirilmiĢ 

8550 
Akut Akut Akut 
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     Tablo 4.10. Real-Time PCR pozitifliklerinin testlerine göre evre bazında dağılımı  

                       (Devamı). 

Real-Time 

PCR 

Viral yük 

(kopya/ml) 

 

IFA 

Evre 

 

ELISA 

Evre 

 

IMMUNOBLOT 

Evre 

8730 
Akut Akut Akut 

10300 
Akut Akut Akut 

16700 
Akut Akut Akut 
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5. TARTIġMA 

           EBV virusu çoğu toplumda endemik olarak bulunan önemli bir patojendir. 

Dünya Sağlık Örgütü’nün verilerine göre, yetiĢkin nüfusun yaklaĢık % 95’i EBV ile 

karĢılaĢmıĢtır. GeliĢmiĢ ülkelerde maruziyet daha çok gençlerde olup % 50 ile % 70 

arasındadır. Enfeksiyonların çoğu asemptomatik veya küçük üst solunum yolu 

enfeksiyonları Ģeklinde geçse de % 30 gibi bir oranda ergenlikte ve çocuklukta 

primer enfeksiyon EM Ģeklinde geçer. EBV ile iliĢkili EM, genellikle oldukça iyi 

huylu bir hastalık olmasına rağmen, özellikle genç eriĢkinlerde okul gibi kalabalık 

alanlarda yüksek bulaĢtırıcılık nedenidir. Nadir durumlarda spontan dalak rüptürü, 

fulminan hepatit veya otoimmün hemolitik anemi gibi ciddi sağlık riskleri 

oluĢturabilir Pek çok viral, bakteriyel, parazitik ve immünolojik hastalık EM 

belirtilerini taklit edebilir (4). Primer enfeksiyondan sonra EBV latent faza geçebilir 

ve daha sonra konağın immünolojik durumuna göre reaktivasyon gözlenebilir. 

Reaktivasyonda genellikle asemptomatik olarak virus çoğalması ve atılımı 

olmaktadır. Nadir durumlarda, çoğunlukla AIDS hastaları ve transplant alıcılarındaki 

gibi T hücre bağıĢıklık sistemi zayıf kiĢilerde reaktivasyon EBV iliĢkili 

lenfoproliferatif bozukluklar gibi klinik belirtiler ile iliĢkilidir. Ayrıca, EBV güçlü 

bağıĢıklık sistemi olan bireylerde BL ve NFK ile de iliĢkilidir (43). Bu gibi 

nedenlerden dolayı ve ayırıcı tanıda önemli olması nedeniyle EBV’nin  erken ve 

doğru tanısı oldukça  önemlidir. 

           EBV enfeksiyonu varlığında, periferik yaymada atipik lenfositlerin varlığı EM 

tanısını destekler, ancak her olguda rastlanmaz. Heterofil antikorlar ve EBV 

antijenlerine karĢı spesifik antikorların tespitinin EBV enfeksiyonu tanısında yararlı 

olduğu kanıtlanmıĢtır (53). Paul-Bunnel heterofil aglütinasyon testi akut EBV 

enfeksiyonu laboratuvar tanısında kullanılabilir ancak bazı sınırlamaları vardır. 

Enfeksiyonu erken döneminde saptamada duyarlılığı düĢüktür. Özgüllüğü ise 

özellikle küçük çocuklarda düĢüktür. Diğer viral ve non-viral hastalık ve bazı 

immünolojik olaylar ile çapraz reaktiviteden etkilenebilir (4). EM Ģüpheli hastalardan 

yapılan bir çalıĢmada heterofil antikorların enfeksiyonu saptamadaki duyarlılığı % 

83-87 ve özgüllüğü ise % 97 arasında bulunmuĢtur (8).  

           Atipik lenfositoz ve heterofil antikorların bulunmadığı ama EBV 

enfeksiyonundan Ģüphelenilen durumlarda EBV antijenlerine karĢı oluĢan özgül 
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antikorların saptanması tanıda oldukça yararlıdır (40). EBV antijenlerine yönelik 

spesifik serolojik testler EBV enfeksiyonunu tanımlamak ve diğer mononükleoza 

neden olan enfeksiyonların ayırt edilmesinde kullanılır. Anti-VCA IgM, anti-VCA 

IgG ve anti-EBNA IgG antikorları olmak üzere sadece 3 parametreye bakılarak EBV 

enfeksiyonunun primer ve geçirilmiĢ olduğunun tanısı çoğunlukla yapılabilmektedir. 

Büyük olasılıkla, anti-VCA IgM ve anti-VCA IgG varlığı, anti-EBNA IgG yokluğu 

akut enfeksiyon, anti-VCA IgG ve anti-EBNA IgG varlığı, anti-VCA IgM yokluğu 

geçirilmiĢ enfeksiyon lehinedir (54). 

           Anti-VCA IgM ve anti-EBNA IgG’nin olmadığı sadece anti-VCA IgG’nin 

olduğu durumlarda veya her üç parametrenin bulunduğu durumlarda serolojik olarak 

akut, geçirilmiĢ veya reaktivasyon gibi enfeksiyon tanımlamalarını yapmak zor 

olabilir. Ġzole anti-EBNA IgG varlığı da Ģüphe uyandırabilir. Bu gibi profilleri 

yorumlamak için, Immunoblot testi ile anti-IgM ve anti-IgG antikorlarını belirleme, 

anti-VCA IgG avidite ve anti-EA/D antikorları saptama, moleküler yöntemlerle viral 

genom tayini yapılabilir. Bu testler olası enfeksiyon durumunu tanımlamak ve rutin 

laboratuvar uygulamada ortaya çıkabilecek sorunları çözmek için yararlı olabilir 

(54).  

           EBV gibi önemli bir viral etkenin varlığını etkin ve doğru tanımlamada birden 

fazla kriter değerlendirilmekte olup, değerlendirme sürecinde de birden fazla yöntem 

kullanılabilmektedir. Bu yüzden kullanılan yöntemin duyarlılığı ve özgüllüğü 

yüksek, pratikte kullanılabilirliği, maliyeti ve standardizasyonu da uygun sınırlar 

içerisinde olmalıdır (55). 

           Duyarlılık ve özgüllük açısından bir yöntemin incelenebilmesi için araĢtırılan 

hastalık veya parametre için "altın standart" olarak kabul gören bir referans yönteme 

ihtiyaç duyulmaktadır (55). IFA testi EBV enfeksiyonunu tanımlamada substrat 

olarak EBV enfekte lenfositleri kullanan duyarlılığı ve özgüllüğü yüksek bir testtir ve 

tanıda altın standart olarak kullanılmaktadır (4). 

           Bu çalıĢmaya, EM Ģüpheli eriĢkin ve çocuklardan oluĢan 205 hasta ile kontrol 

grubu olarak hiçbir Ģikayeti olmayan 35 kiĢi olmak üzere toplam 240 kiĢi dahil 

edilmiĢtir. Bu kiĢilerin serum örneklerinde EBV tanı kriterlerini  esas alarak ve altın 

standart olan  IFA testi referans kabul edilerek,  IFA, ELISA, Immunoblot 

yöntemleri ile EBV enfeksiyonu serolojisi ve Real-Time PCR testi çalıĢılmıĢ, özgül 
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antikorlar ve EBV DNA varlığı araĢtırılmıĢtır. Daha sonra bu testlerle elde edilen 

sonuçlar altın standart olan IFA ile elde edilen sonuçlarla karĢılaĢtırılmıĢ, duyarlılık 

ve özgüllük hesaplanmıĢtır.   

           ÇalıĢmaya aldığımız hastalar boğaz ağrısı, ateĢ yüksekliği, servikal 

lenfadenopati, splenomegali/hepatomegali, vücutta döküntü, karaciğer enzim 

yükseklikleri gibi bulgular nedeniyle EBV enfeksiyonu Ģüphesi olan hastalar olup, bu 

doğrultuda serolojik olarak EBV araĢtırılması istenmiĢtir. Hastaların 78 (% 38)’inde 

boğaz ağrısı, 82 (% 40)’sinde ateĢ yüksekliği, 68 (% 33.1)’inde lenfadenopati, 32 (% 

15.6)’sinde splenomegali/hepatomegali, 24 (% 11.7)’ünde vücutta döküntü, 35 (% 

17)’inde karaciğer enzim yüksekliği saptanmıĢtır. Grotto ve arkadaĢlarının 590 EM 

Ģüpheli hastada yaptıkları bir çalıĢmada hastaların % 83.3’ünde boğaz ağrısı, % 

79’unda ateĢ yüksekliği, % 36.7’sinde hepatomegali, % 53.3’ünde splenomegali, % 

88.9’unda lenfadenopati, % 57.9’unda ise karaciğer enzim yüksekliği bildirilmiĢtir 

(56). Saldana ve arkadaĢlarının 163 EM’li Meksikalı çocuk hastada yaptıkları 

çalıĢmada hastaların % 55.2’sinde farenjit, % 79.7’sinde ateĢ yüksekliği, % 89.5’inde 

lenfadenopati, % 47.2’sinde hepatomegali, % 36.8’inde  splenomegali, % 16.5’inde 

döküntü, % 30.9’unda transaminaz yüksekliği bildirilmiĢtir (57). 

           Cengiz ve arkadaĢları 2010 yılında Türk çocuklarında EM’nin klinik ve 

demografik özelliklerini araĢtıran çalıĢma yapmıĢlardır. Bu çalıĢmaya alınan anti-

VCA IgM pozitifliği olan 44 çocuğun % 25’inde boğaz ağrısı, % 43.1’inde ateĢ 

yüksekliği, % 79.5’inde lenfadenopati, % 81.8’inde splenomegali/hepatomegali, % 

20.4’ünde vücutta döküntü ve % 90.4’ünde ise karaciğer enzim yüksekliği varlığını 

bildirmiĢlerdir (58). Yine Türkiye’de Çeltik ve arkadaĢlarının yaptıkları benzer bir 

çalıĢmada, hastaların % 84.6’sında yüksek ateĢ, % 88.4’ünde tonsillofaranjit, % 

94.2’sinde lenfadenopati, % 59.6’sında hepatomegali, % 76.9’unda splenomegali, % 

26.9’unda karaciğer enzim yüksekliği raporlanmıĢtır (59). Bizim çalıĢmamızda elde 

edilen oranlar diğer çalıĢmalara göre düĢük bulunmuĢtur. Bunun sebebinin, klinikten 

laboratuvarımıza gönderilen örneklerde enfeksiyöz mononükleoz tanısını 

doğrulamanın yanında, bazı klinik durumlarda hastada EM’yi ekarte etmek amaçlı 

tanı testlerinin çalıĢılmasının istenilmesi olabileceğini düĢünmekteyiz. 

           ÇalıĢmamızda; öncelikle IFA yöntemiyle anti-VCA IgM, anti-VCA IgG ve 

anti-EBNA IgG ve anti-EA IgG  antikorlarının varlığını değerlendirdik.  
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           IFA testine göre çalıĢtığımız 240 kiĢinin 25 (% 10.4)’inde anti-VCA IgM 

pozitifliği, 201 (% 83.8)’inde anti-VCA IgG pozitifliği, 167 (% 69.6)’sinde anti-

EBNA IgG pozitifliği ve sadece 30 (% 12.5) örnekte anti-EA IgG pozitifliği 

saptanmıĢtır.  

           ÇalıĢmaya alınan 205 hastada IFA altın standart testine göre anti-VCA IgM 

pozitifliği 25 (% 11.6) kiĢide, anti-VCA IgG pozitifliği 171 (% 79.5) kiĢide, anti-

EBNA IgG pozitifliği 139 (% 64.7) kiĢide ve anti-EA IgG pozitifliği 28 (% 13.2) 

kiĢide saptanmıĢtır. 

           Özkan ve arkadaĢlarının 2010 yılında Elazığ ve çevresinde farklı yaĢ 

gruplarından 540 kiĢide ELISA yöntemiyle yapmıĢ oldukları çalıĢmada, anti-VCA 

IgG seropozitifliği % 96.3 ve % 100 arasında bulunmuĢtur (6). Öztürk ve 

arkadaĢlarının 1996 yılında Ġstanbul’da 305 immün yetmezliği olmayan çocukta 

EBV ve CMV prevalansını araĢtırdıkları bir çalıĢmada  anti-VCA IgG pozitifliği % 

61.1 olarak bildirilmiĢtir (60). Feyzioğlu ve arkadaĢlarının 2011 yılında farklı yaĢ 

gruplarında EM Ģüpheli 100 hastada yaptıkları çalıĢmada anti-VCA IgG 

seropozitifliği % 83 olarak raporlanmıĢtır (61). Fidan ve arkadaĢlarının 2005 yılında 

değiĢik yaĢ gruplarında EM Ģüpheli 70 hasta ile yaptıkları çalıĢmada anti-VCA IgG 

seropozitifliği % 91.4 olarak bildirilmiĢtir (62). Altuğlu ve arkadaĢlarının Ege 

Üniversitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’na EBV serolojisi çalıĢılması için 

gönderilen farklı yaĢ gruplarındaki 45 kiĢide yaptıkları çalıĢmada anti-VCA IgG 

seropozitifliği IFA testi ile % 82.2 olarak rapor edilmiĢtir (63). Bizim çalıĢmamızda 

ise bu oran % 83.8 bulunmuĢ olup bir çalıĢma hariç (Öztürk ve ark.) diğer 

çalıĢmalarla benzer pozitifliklerde bulunmuĢtur. Bu da anti-VCA IgG antikorların 

enfeksiyonun ilk aĢamalarından itibaren oluĢup enfeksiyon geçirildikten sonra da 

pozitif kalmasıyla açıklanabilir. 

           Anti-VCA IgM akut primer enfeksiyonun erken tanısı için en doğru ve yararlı 

bir araç olup enfeksiyon baĢladıktan sonra genellikle 3 ay içerisinde kaybolmaktadır 

(9). ÇalıĢmamızda IFA yöntemiyle 240 kiĢinin 25 (% 10.4)’inde anti-VCA IgM 

pozitifliği saptanmıĢ olup anti-VCA IgG antikoru pozitifliği ile birlikte 

değerlendirdiğimizde 21 (% 8.8)’inin akut enfeksiyon olduğu düĢünülmüĢtür.  

           Altuğlu ve arkadaĢları EBV enfeksiyonu Ģüpheli 45 kiĢi ile yaptıkları 

çalıĢmada anti-VCA IgM pozitifliğini % 16.2 olarak raporlamıĢlardır (63). Huang ve 
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arkadaĢları 317 Çinli EM Ģüpheli çocukta yaptıkları bir çalıĢmada anti-VCA IgM 

pozitifliğini % 29.9 bildirmiĢlerdir (64). Aynı oranı Fidan ve arkadaĢları % 10 (62), 

Feyzioğlu ve arkadaĢları ise % 2 (61) olarak belirtmiĢlerdir. Bu Ģekilde farklı 

sonuçların elde edilmesi enfeksiyon baĢlangıcı ile çalıĢma arasında geçen sürenin 

uzunluğu ile açıklanabilir. Çünkü anti-VCA IgM antikorları uzun ömürlü olmayıp bir 

süre sonra kaybolmaktadır (9).  

           Anti-VCA IgM varlığının özgüllüğünün belirlenmesi de önemlidir çünkü 

romatoid faktör ve otoantikorlar spesifik olmayan sonuçlara neden olabilirler ya da 

CMV veya Parvovirus  B19 gibi viruslar ile çapraz reaksiyon gözlenebilir (54). 

ÇalıĢmamızda 4 hastada IFA yöntemiyle elde edilmiĢ olan anti-VCA IgM 

pozitifliğine anti-VCA IgG ile beraber anti-EBNA IgG varlığı da eĢlik etmekteydi. 

Anti-EA IgG’ler ise negatifti. ELISA ve Immunoblot yöntemleri ile serolojik olarak 

geçirilmiĢ enfeksiyon ile uyumluydu. Yapılan Real-Time PCR ile viral yük 

saptanmadı. Hastaların yaĢları sırasıyla 2,3,4 ve 10 idi. Bu hastaların çocuk olgular 

olmaları nedeniyle IFA ile reaktivasyonu gösterebilmesine rağmen, diğer 

parametreler ile birlikte değerlendirilerek bu hastalardaki anti-VCA IgM 

pozitifliklerini VCA IgM persistansı olarak yorumladık. IFA altın standart yöntem 

olmasına rağmen bazı durumlarda tek baĢına yeterli olmayıp, ELISA, Immunoblot ve 

moleküler yöntemler gibi ilave testlere gereksinim duyulmaktadır (54). 

           Anti-EBNA IgG tespiti serolojik profilin belirlenmesinde nadir de olsa 

zorluklar olsa da, EBV enfeksiyonu tanımlama testlerinde değerli bir bileĢen olarak 

kabul edilir. Anti-VCA IgM’in varlığı ile beraber anti-EBNA IgG’nin yokluğu akut 

enfeksiyon, anti-EBNA IgG’nin varlığı ise genellikle geçirilmiĢ enfeksiyon lehinedir 

(4). ÇalıĢmamızda anti-EBNA IgG seropozitifliği 167 (% 69.6) hastada saptanmıĢtır. 

Anti-EBNA IgG pozitifliğini  Fidan ve arkadaĢları % 78.6 (62), Feyzioğlu ve 

arkadaĢları ise % 47 (61) olarak raporlamıĢlardır. Dohno ve arkadaĢlarının farklı yaĢ 

gruplarında, birer ay arayla dört farklı zamanda tekrarladıkları, 104 çocuğu içeren 

çalıĢmada, enfeksiyonun baĢlamasından itibaren zaman ilerledikçe anti-EBNA IgG 

antikoru seropozitiflikleri oranlarının arttığını saptamıĢlardır. Ġlk 3 hafta 

seropozitiflik % 0 - % 5.9 iken, 29 hafta ve sonrasında en az % 64.7, en fazla % 91.5 

olarak bildirilmiĢtir (65). Bu da anti-EBNA IgG’lerin enfeksiyonun geç 

dönemlerinde oluĢtuğu düĢündürmektedir. Bizim çalıĢmamızda da IFA referans 
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testine göre, 167 anti-EBNA IgG pozitifliğinin 159 (% 95.2)’u geçirilmiĢ enfeksiyon 

Ģeklinde yorumlanmıĢtır. 

           Altuğlu ve arkadaĢları EBV enfeksiyonu Ģüpheli 45 hastada yaptıkları 

çalıĢmada anti-EA seropozitifliğini %20 (63), Fidan ve arkadaĢları % 24.2 (62), Fung 

ve arkadaĢları % 49 (66) olarak rapor etmiĢlerdir. Dohno ve arkadaĢları ise en yüksek 

seropozitiflik oranlarını enfeksiyon baĢlangıcı sonrası 4-8 hafta (% 63.6) ve 9-28 

hafta (% 47.1)  arasında saptamıĢlardır (65). ÇalıĢmamızda 12’si akut enfeksiyon, 

3’ü yakın zamanda geçirilmiĢ ve 15’i de geçirilmiĢ enfeksiyon olmak üzere 30 (% 

12.5) kiĢide anti-EA seropozitifliği saptadık. Bu değer düĢük seropozitiflik olup 

diğer çalıĢmalarla uyumlu bulunmamıĢtır. Bu da EBV enfeksiyonu değerlendirmesini 

yaparken tek baĢına anti-EA IgG varlığını araĢtırmanın yararlı olmadığını 

göstermektedir (40). Anti-EA IgG’nin özellikle NFK’lı olgularda ise yüksek titrelere 

çıkabileceği gösterilmiĢtir (67). Anti-EA IgG'nin immün yetmezliği olan olgulardaki 

reaktivasyon durumlarında da saptanabileceği bildirilmiĢtir (40). 

           ÇalıĢmamızda IFA referans yöntemine göre EBV tanı kriterleri doğrultusunda 

anti-VCA IgM, anti-VCA IgG ve anti-EBNA IgG antikorları varlığı 

değerlendirildiğinde; 38 (% 15.8) seronegatif, 21 (% 8.8) akut enfeksiyon, 14 (% 5.8) 

yakın zamanda geçirilmiĢ enfeksiyon, 164 (% 68.3) geçirilmiĢ enfeksiyon saptanmıĢ 

olup reaktivasyona rastlanmamıĢtır. Hasta grubu içerisinde iki adet 7 aylık ve bir adet 

de 8 aylık olan 3 hastanın, 2’sinde sadece anti-VCA IgG pozitifliği, 1’inde ise anti-

VCA IgG ve anti-EBNA IgG birlikte pozitifliği bulunmuĢtur. Anneden bebeğe  

geçen antikorların çoğunlukla 4 aylıkken azalmaya baĢladığı, 8 aydan sonra ise tespit 

edilemediği bildirilmektedir (68). Biz de bu üç (% 1.3) hastayı, hem yaĢları, hem de 

enfeksiyonu düĢündürecek anti-VCA IgM ve anti-EA IgG antikorlarının olmaması 

nedeniyle maternal antikor varlığı olarak değerlendirdik. 

           IFA referans yöntemine göre 205 kiĢiden oluĢan hasta grubumuzda 33 (% 

15.3) kiĢi seronegatif, 21 (% 9.8) kiĢi akut enfeksiyon, 13 (% 6) kiĢi yakın zamanda 

geçirilmiĢ enfeksiyon, 135 (% 62.8) kiĢi geçirilmiĢ enfeksiyon, 3 (% 1.4) kiĢi 

maternal antikor varlığı olarak yorumlanmıĢtır. 

           ÇalıĢmamızda hem IFA, hem de ELISA yöntemi ile anti-VCA IgG avidite 

testi de çalıĢılmıĢtır. Bu test anti-VCA IgG antikorlarının olgunlaĢma derecesini 

değerlendirmede kullanılarak enfeksiyon evrelendirmesini belirlerken yardımcı 
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olmaktadır (54). ÇalıĢmamızda, akut enfeksiyon olarak değerlendirilmiĢ 21 örneğin 

21 (% 100)’inde ve yakın zamanda geçirilmiĢ enfeksiyon olarak değerlendirilmiĢ 14 

örneğin 5 (% 35.7)’inde düĢük aviditeye, geçirilmiĢ enfeksiyon olan 164 örneğin 153 

(% 93.3)’ünde ise yüksek aviditeye rastlanmıĢtır. Bu da anti-VCA IgG avidite’nin 

akut enfeksiyon baĢlangıcında düĢük olduğu, ancak bağıĢıklık tepkisi olgunlaĢtıkça 

artmakta olduğu bilgisini desteklemektedir. Genellikle anti-VCA IgG’nin 

olgunlaĢması semptomların baĢlangıcından itibaren ilk  birkaç haftada baĢlamaktadır  

ve bazı durumlarda  3 aya kadar sürebilmektedir (69). Ama beklenenin tersine 

çalıĢmamızda, yakın zamanda geçirilmiĢ enfeksiyon olarak değerlendirilen 14 

örneğin 9 (% 64.3)’unda yüksek avidite, geçirilmiĢ enfeksiyon olarak değerlendirilen 

164 örneğin 11 (% 6.7)’inde düĢük avidite bulunmuĢtur. Bu ise, akut enfeksiyonlu 

hastada antikor aviditesinin çabuk olgunlaĢması ile yüksek aviditeli antikorlarınn 

oluĢması veya geçirilmiĢ enfeksiyonda ya da reaktivasyonda immatür antikorların 

varlığı nedeniyle düĢük aviditeli antikorların meydana gelmesi ile açıklanabilir. Bu 

gibi olumsuzluklar nedeni ile avidite testlerinin kullanımı ile ilgili tam bir 

standardizasyon henüz sağlanamamıĢtır (70). 

           ÇalıĢmamızda hasta serumu örnekleri ELISA yöntemiyle çalıĢılıp, EBV 

enfeksiyonu tanı kriterleri doğrultusunda serolojik olarak sınıflandırılmıĢtır. ELISA 

sonuçlarına göre 41 (% 17.0) seronegatif, 23 (% 9.6) akut enfeksiyon, 14 (% 5.8)  

yakın zamanda geçirilmiĢ enfeksiyon ve 160 (% 66.7) geçirilmiĢ enfeksiyon ve 2 (% 

0.8) maternal antikor varlığı saptanmıĢtır. Reaktivasyon olarak değerlendirilen örnek 

olmamıĢtır. 

           ELISA yöntemiyle elde edilen hastalık evresi sonuçları daha sonra referans 

test IFA sonuçlarıyla karĢılaĢtırılmıĢtır. ELISA/IFA uyum oranları seronegatiflik için 

38/38 (% 100), akut enfeksiyon için 20/21 (% 95.2), yakın zamanda geçirilmiĢ 

enfeksiyon için 8/14 (% 57.1), geçirilmiĢ enfeksiyon için 157/164 (% 95.7) ve 

maternal antikor varlığı için ise 2/3 (% 66.6) olarak bulunmuĢtur.  

           Kreuzer ve arkadaĢlarının 2013 yılında 537 kiĢide yaptıkları ve EBV 

enfeksiyonunu tanımlamada IFA ve iki farklı ELISA yöntemini kıyasladıkları 

çalıĢmada sırasıyla ELISA/ELISA/IFA testleri uyumluluk oranları seronegatiflik 

için, % 100, % 89.7, % 92.3, akut enfeksiyon için % 100, % 100, % 100, geçirilmiĢ 

enfeksiyon için % 99.1, % 98.8, % 98.1 olarak bildirilmiĢtir (4). Meylan ve 
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arkadaĢlarının 2010 yılında akut veya geçirilmiĢ EBV enfeksiyonu Ģüphesi olan 393 

kiĢide yaptıkları çalıĢmada ELISA/IFA uyum oranları seronegatiflik için % 93.2, 

akut enfeksiyon için % 97 ve geçirilmiĢ enfeksiyon için ise % 100 uyumlu olarak 

belirtilmiĢtir (71). Schhade ve arkadaĢlarının 66 çocuk hastayla yaptıkları çalıĢmada 

uyumluluk seronegatiflik için % 90.9, akut enfeksiyon için % 100, geçirilmiĢ 

enfeksiyon için % 86.6 olarak raporlanmıĢtır (72). Her iki çalıĢma ile de bizim 

çalıĢmamızın sonuçları benzerlik göstermektedir.  

           Feyzioğlu ve arkadaĢları baĢka bir çalıĢmada aynı uyumlulukları 

seronegatiflik için % 41, akut enfeksiyon için % 100,  yakın zamanda geçirilmiĢ 

enfeksiyon için % 14.7 ve geçirilmiĢ enfeksiyon için % 74.5 olarak belirtmiĢlerdir 

(61). Seronegatiflik ve yakın zamanda geçirilmiĢ enfeksiyon uyumları bizim 

çalıĢmamıza göre belirgin olarak daha düĢük bulunmuĢtur. Bunun sebebi çalıĢmaya 

alınan kiĢilerin sosyodemografik özelliklerinin ve tanıda kullanılan kitlerin farklı 

olması olabilir.  

           ÇalıĢmamızda bir diğer test olan Immunoblot testi ile de referans yöntem olan 

IFA sonuçlarını karĢılaĢtırılmıĢtır. Immunoblot testi ile 35 (% 14.6) seronegatif, 17 

(% 7) akut enfeksiyon, 18 (% 7.5) yakın zamanda geçirilmiĢ enfeksiyon ve 166 (% 

69.2) geçirilmiĢ enfeksiyon ve 4 (% 1.7) maternal antikor varlığı saptanmıĢtır. 

Reaktivasyon bulunmamıĢtır. 

           Immunoblot testinin IFA testi ile uyumu, seronegatiflik için 34/38 (% 89.4), 

akut enfeksiyon için 14/21 (% 66.6 ), yakın zamanda geçirilmis enfeksiyon için 4/14 

(% 28.5), geçirilmiĢ enfeksiyon için 156/164 (% 95.1) ve maternal antikor varlığı 

için ise 3/3 (% 100) olarak bulunmuĢtur.  

           Gartner ve arkadaĢlarının farklı EBV enfeksiyonu klinik bulgularına sahip 

hastalardan yaptıkları bir çalıĢmada IFA ile Immunoblot testinin uyumlulukları 

sırasıyla seronegatiflik için % 100, akut enfeksiyon için % 94, geçirilmiĢ enfeksiyon 

için ise % 100 olarak saptanmıĢtır (43). Altuğlu ve arkadaĢlarının yaptıkları baĢka bir 

çalıĢmada aynı uyumluluk oranları seronegatiflik için % 100, akut enfeksiyon için % 

83.3 ve geçirilmiĢ enfeksiyon için % 96.5 bulunmuĢtur (63). Altuğlu ve 

arkadaĢlarının çocuk ve eriĢkin toplamda 277 kiĢide yaptıkları baĢka bir çalıĢmada 

ise uyumluluklar sırasıyla seronegatiflik için % 97.4, akut enfeksiyon için % 94.5, 

geçirilmiĢ enfeksiyon için % 100 bulunmuĢtur (49). Her üç çalıĢmayla 
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karĢılaĢtırıldığında çalıĢmamızdaki IFA/Immunoblot testi uyumu akut enfeksiyonu 

belirlemede diğer çalıĢmalara göre düĢük bulunmuĢtur. Bunun sebebinin ise anti-

VCA IgM’in negatif olarak beklendiği, yakın zamanda geçirilmiĢ enfeksiyon olarak 

yorumlanan 13 hastada ve geçirilmiĢ enfeksiyon olarak yorumlanan 8 hastada 

yalancı anti-VCA IgM pozitifliklerine bağlı olarak enfeksiyon evrelemesinin 

yorumlamasında oluĢan farklılık nedeniyle oluĢtuğunu düĢünmekteyiz. 

           ÇalıĢmamızda EBV enfeksiyonu tanısı ve evresini belirlerken EBV 

enfeksiyonuna özgü antikorların varlığı/yokluğuna göre tüm antikorları birlikte 

değerlendirdik. Ayrıca çalıĢılan her bir parametrenin tespit edilebilirliği testlere göre 

farklılıklar arz edebilmektedir. Bu yüzden ELISA ve  Immunoblot testleri ile anti-

VCA IgM, anti-VCA IgG, anti-EBNA IgG ve anti-EA IgG antikorlarının 

durumlarını değerlendirip, duyarlılık ve özgüllüklerini IFA referans testine göre 

belirledik. 

           ÇalıĢmamızda ELISA yöntemi ile anti-VCA IgM için duyarlılığı % 84 ve 

özgüllüğü % 95.8 bulduk. Ory ve arkadaĢlarının yaptıkları 4 farklı yöntemin IFA ile  

karĢılaĢtırıldığı çalıĢmada ELISA yöntemi ile saptanan duyarlılık ve özgüllükler 

sırasıyla anti-VCA IgM için % 67.1, % 95.8 olarak bildirilmiĢ olup duyarlılık oranı 

çalıĢmamızdan düĢüktür (73). Meylan ve arkadaĢları anti-VCA IgM için uyumu % 

93 (71), Fung ve arkadaĢları % 88 olarak bildirmiĢlerdir (66). Gartner ve 

arkadaĢlarının 4 farklı ELISA kiti ile yaptıkları çalıĢmada anti-VCA IgM için 

duyarlılıklar % 94 ile % 98 arasında, özgüllükler ise % 69 ile % 98 arasında 

belirtilmiĢtir (43). Feyzioğlu ve arkadaĢlarının yaptıkları çalıĢmada ise duyarlılık % 

100, özgüllük % 90.8 olarak raporlanmıĢtır (61). Farber ve arkadaĢlarının yaptıkları 

çalıĢmada duyarlılık % 95.7, özgüllük % 93.6 olarak bildirilmiĢtir (48). IFA referans 

test alınarak 11 farklı ELISA kiti ile yapılan baĢka bir çalıĢmada  kitlerin 

duyarlılıkları bir kit hariç (% 25.0), % 83.3 ile % 100 arası değerlerde bildirilmiĢtir 

(74). Sonuçlar arasındaki farklılık, kullanılan kitlerin kuyucuklarında kaplı olan 

antijenlerin farklılığından kaynaklanıyor olabilir. Bizim kullandığımız kitin 

kuyucuğu VCA gp125 antijeni ile kaplıdır. Genel olarak çalıĢmalarda bildirilen bu 

anti-VCA IgM değerleri ile çalıĢmamızda bulduğumuz anti-VCA IgM değerlerinin 

uyumlu olduğu düĢünülmüĢtür. 
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           ÇalıĢmamızda anti-VCA IgG için duyarlılık % 96.5, özgüllük % 97.4 olarak 

bulunmuĢtur. Yapılan dört farklı çalıĢmada duyarlılık ve özgüllük sırasıyla % 89.1, 

% 100 (73), % 80-% 94, % 92-% 99 (43), % 61.5, % 53 (61), % 94, % 97.8 (48) 

olarak raporlanmıĢtır. Meylan ve arkadaĢları anti-VCA IgG için ELISA/ IFA 

uyumunu % 92 (71), Fung ve arkadaĢları % 79 olarak (66) bildirmiĢlerdir. Kleines ve 

arkadaĢlarının yaptıkları çalıĢmada anti-VCA IgG duyarlılığı % 85 raporlanmıĢtır 

(75). Bir çalıĢma hariç diğer çalıĢmalarda bildirilen değerlerle çalıĢmamızın değerleri 

uyumlu bulunmuĢtur.  

           ÇalıĢmamızda anti-EBNA IgG için duyarlılık % 92.3 ve özgüllük % 87.7 

olarak bulunmuĢtur. BaĢka çalıĢmalarda bu değerler sırasıyla % 87.5 ile % 89.9 ( 73), 

% 95-% 98 ile % 82-% 98 (43),  % 78.7 ile % 81.1(61), % 95.5 ile % 90.0 (76) 

olarak bildirilmiĢtir. Meylan arkadaĢları anti-EBNA IgG için ELISA/IFA uyumunu 

% 76 olarak raporlarken (71), baĢka bir çalıĢmada ise % 87 (66) olarak 

raporlanmıĢtır.  

           ÇalıĢmamızda ELISA testinin anti-EA IgG için duyarlılık % 26.7, özgüllük % 

99 olarak bulunmuĢtur. Fung ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada duyarlılığı % 23. 6, 

özgüllüğü ise % 78.4 bildirmiĢlerdir (66). Hem bizim çalıĢmamız, hem de Fung ve 

arkadaĢlarının yaptıkları çalıĢmada duyarlılığın bu kadar düĢük saptanmasının en 

önemli sebebi testlerde saptanan antikorların farklılığı olabilir. ELISA testinde anti-

EA/D (diffüz) IgG antikoru aranırken, IFA testi ile anti-EA/ D ile beraber anti-EA/R 

(kısıtlı) de aranmaktadır. Anti-EA/D antikorlarının varlığı, bir akut enfeksiyon 

varlığında anti-VCA IgM antikorlarının bulguları desteklemektedir. Anti-EA/R 

antikorları ise daha çok iyileĢme döneminde olan enfeksiyonu düĢündürmektedir 

(66). Nitekim IFA testi ile saptanan 21 akut enfeksiyonun 20 tanesi ELISA testi ile 

de akut enfeksiyon olarak yorumlanmıĢtır. Ġki test arasında daha önce belirtildiği gibi 

akut enfeksiyonu saptamada % 95.2 oranında uyum bulunmuĢtur. Diğer olası neden 

ise, ELISA sisteminin rekombinant antijenleri kullanması IFA’da hücrelerden 

eksprese edilen doğal EA antijenlerin kullanması olabilir. Ayrıca temelde ELISA ile 

IFA testlerinin çalıĢma prensipleri farklıdır (66). Bunun yanı sıra immünsüpresif 

durumdan veya reaktivasyondan Ģüphelenilmiyorsa tek baĢına anti-EA antikor 

varlığının araĢtırılması önerilmemektedir (40). 
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           Immunoblot testi ile değerlendirmemizde anti-VCA IgM, anti-VCA IgG, anti-

EBNA IgG ve anti-EA antikorlarının duyarlılıklarını sırasıyla % 84, % 99.5, % 96.4, 

% 70 ve özgüllüklerini % 92.6, % 82.1, % 67.1, % 83.8 olarak bulduk. Altuğlu ve 

arkadaĢlarının Immunoblot testini uyguladıkları çalıĢmada anti-VCA IgM, anti-VCA 

IgG, anti-EBNA IgG ve anti-EA IgG için sırasıyla duyarlılıklar % 71.4, % 75.6, % 

100, % 77.7, özgüllükler ise % 100, % 100, % 100, % 94.2 olarak bildirilmiĢtir (63). 

Buısson ve arkadaĢlarının yaptıkları çalıĢmada ise anti-VCA IgM, anti-VCA IgG ve 

anti-EBNA IgG için duyarlılıklar sırasıyla % 75, % 100, % 92.6, özgüllükleri ise % 

85.7, % 100, % 92.6 olarak raporlamıĢlardır (77). Yine Altuğlu ve arkadaĢlarının 

yaptıkları baĢka bir çalıĢmada duyarlılık ve özgüllükleri anti-VCA IgM için 97.1 ve 

% 17.7, anti-VCA IgG için ise % 97.6 ve % 75 olarak belirtmiĢlerdir (49).  

           Yapılan çalıĢmalarda ve bizim çalıĢmamızda özellikle anti-VCA IgM ve anti-

VCA IgG antikorları için duyarlılık ve özgüllüklerinin birbirinden farklı çıkmasının 

nedeni IFA testi ile Immunoblot testinde kullanılan antijenlerin farklılığı olabilir. 

Immunoblot testi striplerinde VCA’dan saflaĢtırılmıĢ gp125 ve rekombinant VCA 

p19 antijenleri kullanılırken, IFA testinde kapsid antijenini eksprese eden hücreler 

kullanılmaktadır (49). Ayrıca bir baĢka nedenin ise testin değerlendirme aĢaması 

olduğunu düĢünmekteyiz. Immunoblot testi sonuçlarını doğru değerlendirebilmek 

için striplerin çalıĢma bittikten sonra tamamıyla kuruması gerekmektedir. 

Kurumadan değerlendirmeye alınan stripler ile yalancı pozitiflikler oluĢabilmektedir. 

Biz çalıĢmamızda bu olumsuzluğu gidermek için çalıĢma bitiminden sonra 

değerlendirme için bir süre striplerin kurumasını bekledik. Yine de IFA testiyle 

karĢılaĢtırdığımızda özellikle anti-VCA IgM antikorunu göstermede yalancı 

pozitiflikler saptadık. IFA testi ile toplamda 25 anti-VCA IgM pozitifliği 

bulunmuĢtur. Immunoblot testi ile 16 örnekte yalancı anti-VCA IgM pozitifliği 

saptanmıĢtır. Bunun neticesi olarak Immunoblot testi ile bulunan anti-VCA IgM 

pozitifliklerinin ilave bir test ile doğrulanması gerekliliğini  düĢünmekteyiz.  

           Tang ve arkadaĢlarının IFA testini altın standart kabul ederek EBV 

enfeksiyonu Ģüpheli 290 hastada ELISA ve Immunoblot testlerini kullanarak  

yaptıkları bir çalıĢmada ELISA testinin anti-VCA IgM, anti-VCA IgG, anti-EBNA 

IgG için sırasıyla duyarlılıkları % 100, % 99.6, % 94.0, özgüllükleri % 93.4, % 95.6, 

% 94 olarak bildirilmiĢtir (78). Immunoblot testinin ise anti-VCA IgM, anti-VCA 
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IgG, anti-EBNA IgG için sırasıyla duyarlılıkları % 100, % 98.7, % 97, özgüllükleri 

ise % 96.5, % 90, % 91.3 olarak raporlanmıĢtır (78). Her iki test için de tek tek 

antikorlar değerlendirilerek,  hem duyarlılık, hem de özgüllük açısından benzer 

sonuçlar bulunmuĢtur (78). Bizim çalıĢmamızda ELISA ve Immunoblot testleri ile 

bulduğumuz değerleri karĢılaĢtıracak olursak anti-VCA IgM antikorunu saptamada 

her iki testin de duyarlılığı % 84 olarak bulunmuĢtur. Anti-VCA IgG ve anti-EBNA 

IgG antikorları için sırasıyla ELISA testi ile duyarlılık % 96.5 ve % 92.2, 

Immunoblot testi ile % 99.5 ve  % 96.4 olup her iki test ile yakın sonuçlar alınmıĢtır. 

Anti-EA antikoru için duyarlılık ELISA testi ile % 26.7 iken, Immunoblot testi ile % 

70 bulunmuĢ olup iki test için de duyarlılıklar düĢük olmakla beraber, ELISA 

testinde bu düĢüklük daha belirgindir. Her iki test ile de anti-EA/D antikoru 

araĢtırılıyor olmasına rağmen farklılığın nedeni kullandığımız ELISA kitinin anti-EA 

IgG antikorunu saptamadaki yetersizliğinden kaynaklanıyor olabililir. Anti-EA IgG 

antikoru özgüllüğü ise tam tersine ELISA testi ile % 99 gibi yüksek bir oranda 

saptanırken, Immünoblot testi ile % 83.8 bulunmuĢtur. Sırasıyla ELISA ve 

Immunoblot testi ile bulunan diğer antikorların özgüllükleri ise anti-VCA IgM için % 

95.8, % 97.1, anti-VCA IgG için % 97.4, % 82.1, anti-EBNA IgG için % 87.7, % 

67.1’ dir. Her üç antikor için de Immunoblot testi ile özgüllükler daha düĢük 

bulunmuĢtur. Bunun sebebinin Immunoblot testinde saptanan yalancı pozitiflikler 

olduğu düĢünülmektedir. 

           Ġmmünitesi sağlam kiĢilerde EBV enfeksiyonu tanısında serolojik profilin 

belirlenmesi çoğu zaman yeterli olabilmektedir (40). Daha önce de belirttiğimiz gibi 

anti-VCA IgM, anti-VCA IgG ve anti-EBNA IgG olmak üzere sadece üç 

parametreye bakılarak EBV enfeksiyonunun akut veya geçirilmiĢ olduğunun tanısı 

çoğunlukla yapılabilmektedir. Ġzole anti-VCA IgG, izole anti-EBNA IgG varlığında 

veya üç parametrenin de birlikte bulunduğu durumlarda serolojik olarak akut, 

geçirilmiĢ veya reaktivasyon gibi enfeksiyon tanımlamalarını yapmak zordur ve 

seroloji yetersiz kalabilmektedir (54). Bu gibi profilleri yorumlamak için moleküler 

yöntemlerle viral genom tayini ilave edilebilir. Bu testler olası enfeksiyon durumunu 

tanımlamak ve rutin laboratuvar uygulamada ortaya çıkabilecek sorunları çözmek 

için yararlı olabilir (54). 
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           Ġmmün yetmezliği olan hastalarda ise antikorlar daha az kullanıĢlıdır çünkü 

immün sistemleri fonksiyonlarını tam yapamamaktadır. Antikor seviyeleri zaman 

içerisinde değiĢebilmektedir bu da atipik profillere sebep olmaktadır. Anti-VCA IgG 

ve anti-EA/D ya da anti-EA/R IgG titrelerinde  artıĢ, anti-EBNA IgG titresinde 

azalma veya kaybolma söz konusudur. Anti-VCA IgM sınıfında daha az olsa da anti-

VCA IgM ve anti-EA/IgA sınıfı antikorlarda artıĢlar olabilir. Farklı hastalarda 

gözlenen değiĢkenlikler ve EBV iliĢkili lenfoproliferatif bozukluklar geliĢtirme gibi  

riski olan hastaların takibinde  moleküler yöntemler ile EBV DNA varlığı 

araĢtırılmasının tanı için faydalı olduğu gösterilmiĢtir. EBV ile iliĢkili  ortaya çıkan 

tümörlerde anti-VCA IgG ve anti-EA IgG’nin yükselip anti-EBNA IgG’nin düĢmesi 

gibi değerler serolojik olarak genel belirleyici değildirler ve öncelikle bu gibi 

durumlarda EBV DNA araĢtırılmalıdır (54).  

           EBV enfeksiyonunun ciddi komplikasyonları olabileceğinden erken ve etkin 

tedaviye baĢlanılması önemlidir. Özellikle immünsüpresif hastalarda bu daha da 

önem kazanmaktadır. EBV replikasyonunu erken saptayan ve tedavinin takibinde 

faydalı olabilecek tanı yöntemleri seçilmelidir. Bunun için de EBV veya EBV 

DNA’sını saptayabilen direkt tanı yöntemleri kullanılabilir (40). Biz de 

çalıĢmamızda bu gibi nedenlerden EBV DNA’sını saptama amaçlı etkinliği yüksek 

olan (40) Real-Time PCR testi ile çalıĢtık. IFA, ELISA ve Immunoblot testlerinin 

üçü ile de seronegatiflik saptanan 29 (% 12.1) kiĢide Real-Time PCR çalıĢılmamıĢtır. 

Kalan 199 (% 82.9) kiĢide Real-Time PCR testi ile EBV DNA’sı varlığını araĢtırdık. 

Toplamda 12 (% 5) kiĢide EBV DNA saptadık. Bu pozitiflikler, IFA referans testi ve 

ELISA testlerine göre, 11’i akut enfeksiyon ve 1’i geçirilmiĢ enfeksiyon serolojik 

profilleri ile uyumluydu. Immunoblot testi ile ise 9 akut enfeksiyon, 2 yakın zamanda 

geçirilmiĢ enfeksiyon ve 1 geçirilmiĢ enfeksiyon serolojisindeydi. Immunoblot 

testine göre yakın zamanda geçirilmiĢ enfeksiyon olarak yorumlanan 2 kiĢi IFA ve 

ELISA testleri ile akut enfeksiyon olarak değerlendirilip EBV DNA saptananlar 

arasındadır.  

           IFA referans testine göre 21 akut enfeksiyon Ģeklinde yorumlanan örneklerin 

12’sinde viral yük saptanabilmiĢtir. Saptanan kopya miktarları 92 kopya/ml ile 16700 

kopya/ml arasındadır. Testin duyarlılığı % 57.1 bulunmuĢtur. Akut enfeksiyon 

haricinde kalan 191 kiĢinin 190’ında viral yük saptanmamıĢ ve özgüllük ise % 99.4 
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bulunmuĢtur. Bir hastada ise viral yük 92 kopya/ ml olarak saptanmıĢtır. Bu hasta 3 

yaĢında çocuk olup, bilinen immün yetmezliği olmayıp, enfeksiyöz mononükleozu 

destekleyen boğaz ağrısı, servikal lenfadenopatisi ve ateĢi mevcuttu. Her üç test ile 

de geçirilmiĢ enfeksiyon olarak yorumlanan hastanın anti-VCA IgG aviditesi yüksek 

olup anti-EA IgM ve anti-EA IgG antikorları da negatif olarak bulunmuĢtur. Bu 

sonuç, özellikle çocuk yaĢ grubunda akut EBV enfeksiyonu tanısında serolojik 

testlerin yetersiz kalabileceğini göstermektedir. Karadağ ve arkadaĢlarının 62 renal 

transplant, 37 çocuk onkoloji hastası ve kontrol grubu olarak aldıkları 50 EBV 

seropozitif immünokompetan sağlıklı birey ile yaptıkları bir çalıĢmada kontrol 

grubundaki bir çocukta, Immunoblot testi ile serolojik olarak geçirilmiĢ enfeksiyon 

ile uyumluyken, Real-Time PCR ile EBV DNA düzeyi 1415 kopya/ml olarak 

bildirilmiĢtir (79). Bu çalıĢma da bizim öngörümüzü desteklemektedir.   

           Chan ve arkadaĢlarının EM Ģüpheli 81 serum örneğiyle yaptıkları çalıĢmada, 

IFA testi ile belirledikleri 46 akut enfeksiyonun 37’sinde viral yük saptamıĢlardır ve 

testin duyarlılığını % 80 olarak bildirmiĢlerdir. Geri kalan 35 kiĢinin 33’ünde viral 

yük saptanmayıp, 2’sinde saptanmıĢtır ve özgüllüğünü % 94 olarak bildirmiĢlerdir 

(80). Viral yük saptanan bu iki hastanın serolojik profilleri ise yakın zamanda 

geçirilmiĢ enfeksiyon ve eski  geçirilmiĢ enfeksiyon ile uyumlu raporlanmıĢtır. 

ÇalıĢmada serum örnekleri  hastalık belirtileri baĢladıktan 3 hafta sonra alınmıĢ 

olduğundan bu hasta için bu süre içinde anti-EBNA IgG oluĢmuĢ olabileceği ve anti-

VCA IgG aviditesinin yükselmiĢ olabileceği belirtilmektedir (80). Bizim 

çalıĢmamızdaki geçirilmiĢ enfeksiyon serolojisine sahip hasta için de benzer bir 

durum olabileceğini düĢünmekteyiz. Hastadan örnek alındığında, anti-VCA IgM 

antikorları kaybolmuĢ, anti-EBNA IgG antikorları oluĢmuĢ ama viremi hala devam 

ediyor olabilir.  

           Gartzonika ve arkadaĢlarının EM Ģüpheli 118 hasta ile yaptıkları bir 

çalıĢmada, heterofil antikor varlığını ve ELISA ile EBV’ye özgü antikorların 

durumunu araĢtırarak buldukları 46 akut enfeksiyonun 43’ünde Real-time PCR ile 

viral DNA saptamıĢlardır. Testin duyarlılığını % 93.5, özgüllüğünü % 100 olarak 

bildirmiĢlerdir (81). 

           Ġki çalıĢma ile de karĢılaĢtırıldığında bizim çalıĢmamızdaki Real-time PCR 

testinin akut enfeksiyonu saptamadaki duyarlılığı belirgin düĢük bulunmuĢtur. 
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Kullandığımız kitin EBV DNA’sını saptama aralığı 10-10
10

 kopya/rxn olup, bu da 

kitin çok düĢük viral yük miktarını bile saptayabilecek performansta olduğunu 

göstermektedir. Duyarlılığın düĢük (% 57.1) çıkmasını, Real-time PCR testi 

çalıĢıldığında vireminin sonlanmıĢ olabileceğinden kaynaklandığını düĢünmekteyiz. 

           Sonuç olarak çalıĢmamızda, tüm dünyada ve ülkemizde önemli bir enfeksiyon 

etkeni olan EBV’nin tanımlanmasında birden fazla yöntem kullanılıp yöntemlerinin 

kullanılırlığını birbirleriyle karĢılaĢtırdık. ÇalıĢmalarımız sonucunda IFA,  tanıda en 

güvenli yöntem bulunmuĢ olmakta birlikte pahalı olması ve deneyimli personel 

gerektirmesi dezavantajı olabilir. ELISA, IFA ile uyumu en yüksek test olup, 

kullanım kolaylığı ve antikor parametrelerinin tek olarak çalıĢılabilmesi avantaj 

sağlamaktadır. Immunoblot, ELISA’yı doğrulamada kullandığımız bir yöntem olsa 

da yalancı pozitifliklere dikkat edilmelidir. Real-Time PCR testi özellikle virusa 

karĢı antikor cevabının bozulduğu immün yetmezlik durumlarında yararlı olabilecek 

bir yöntemdir. Viremi varlığını saptayarak tanı ve tedavinin takibinde yol gösterici 

olabilir. Hastanın demografik özellikleri, laboratuvarın  maddi olanakları ve çalıĢma 

koĢulları, personelin donanımı gibi diğer durumların da hepsi  birlikte 

değerlendirilerek EBV enfeksiyonu tanısında en doğru tanı yöntemine karar 

verilmelidir.  
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

           ġubat–Haziran 2013 tarihleri arasında EskiĢehir Osmangazi Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Hastanesi pediatri ve/veya eriĢkin hematoloji kliniklerine baĢvuran EM 

Ģüpheli 205 hasta ve kontrol grubu olarak 35 kiĢi olmak üzere toplamda 240 serum 

örneğinde, IFA, ELISA, Immunoblot ve Real-Time PCR testleri çalıĢılmıĢ, bu 

testlerin duyarlılık ve özgüllükleri altın standart yöntem olan IFA ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır. IFA yöntemi ile EBV’ye  özgü anti-VCA IgM, anti-VCA IgG, 

anti-EBNA IgG, anti-EA IgG  antikorları varlığı ile anti-VCA IgG avidite testi eĢ 

zamanlı çalıĢılarak enfeksiyon varlığı ve evresi değerlendirilmiĢtir. ELISA ve 

Immunoblot yöntemleriyle EBV’ye karĢı oluĢmuĢ özgül antikorlar aranmıĢ, Real-

Time PCR yöntemiyle viremi varlığı değerlendirilmiĢtir.  

1. ELISA yönteminin referans yöntemle uyumu seronegatiflik için % 100, akut 

enfeksiyon için % 95.2, yakın zamanda geçirilmiĢ enfeksiyon için % 57.1, 

geçirilmiĢ enfeksiyon % 95.7 ve maternal antikor varlığı için % 66.6 

bulunmuĢtur.  

2. ELISA yönteminin duyarlılık ve özgüllüğü sırasıyla anti-VCA IgM için % 84 

ve % 95.8, anti-VCA IgG için % 96.5 ve % 97.4, anti-EBNA IgG için % 92.2 

ve % 87.7, anti-EA IgG için ise % 26.7 ve % 99 olarak belirlenmiĢtir. 

3. Immunoblot yönteminin referans yöntemle uyumu seronegatiflik için % 89.4, 

akut enfeksiyon için % 66.6, yakın zamanda geçirilmis enfeksiyon için % 

28.5, geçirilmiĢ enfeksiyon için % 95.1 ve maternal antikor varlığı için % 100 

bulunmuĢtur. 

4. Immunoblot yönteminin duyarlılık ve özgüllüğü sırasıyla anti-VCA IgM için 

% 84 ve % 92.6, anti-VCA IgG için % 99.5 ve % 82.1, anti-EBNA IgG için 

% 96.4 ve % 67.1, anti-EA için ise % 70 ve % 83.8 olarak saptanmıĢtır. 

5. EBV enfeksiyonunu saptamada ELISA yönteminin IFA ile uyumu (maternal 

antikor varlığı haricinde) Immunoblot testinden yüksek bulunmuĢtur. 

6. Immunoblot yönteminin antikorları tek olarak saptamadaki duyarlılığı ELISA 

ile anti-VCA IgM için aynı, diğer üç antikor için ise yüksek bulunmuĢtur. 

Buna rağmen özgüllüğü dört antikor için de ELISA testinden daha düĢük 

değerde bulunmuĢtur. 
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7. IFA yöntemi ile akut enfeksiyon olarak değerlendirilen 21 kiĢinin 12’sinde 

Real-Time PCR ile viral yük saptanabilmiĢ olup testin duyarlılığı % 57.1 

bulunmuĢtur. Akut enfeksiyon dıĢında kalan, Real-Time PCR çalıĢılan 191 

kiĢinin 190’ında viral yük saptanmamıĢ olup testin özgüllüğü % 99.4 

bulunmuĢtur.  

Bu sonuçlar doğrultusunda,  

1. EBV enfeksiyonu tanısında en güvenilir yöntem, altın standart olan IFA 

yöntemidir. Tüm parametreler tek bir slayt ile aynı anda 

değerlendirilebilmektedir. Antikorların ayrı ayrı çalıĢılamaması ve deneyimli 

personel gerektirmesi dezavantajıdır. 

2. ELISA yöntemi IFA ile uyumu en yüksek olan testtir. Antikorların tek olarak 

çalıĢılıp değerlendirilebilmesi de avantajıdır. Göreceli değerlendirmelerden 

uzak, duyarlılığı ve özgüllüğü yüksek olan standardize edilmiĢ bir yöntemdir. 

3. Immunoblot yöntemi ELISA yöntemine göre düĢük performans göstermiĢtir. 

Her ne kadar ELISA testini doğrulama amaçlı kullanılsa da yalancı 

pozitiflikler değerlendirmede yanıltıcı olabilmektedir. 

4. Real-Time PCR özellikle antikor üretiminin bozulmuĢ olduğu immünsüpresif 

hastalarda ve viremi varlığının devamı araĢtırıldığında kullanıĢlı olabilecek 

özgüllüğü yüksek bir yöntemdir. Duyarlılığının düĢük olması ve kitlerinin 

pahalı olması olumsuzluk yaratmaktadır. 

5. Hastanın demografik özellikleri, laboratuvarın maddi olanakları ve çalıĢma 

koĢulları, personelin donanımı gibi diğer durumların da hepsi birlikte 

değerlendirilerek EBV enfeksiyonu tanısında en doğru tanı yöntemine karar 

verilmelidir.     
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