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1. GIRIS

Solunum yolu enfeksiyonlar tiim enfeksiyonlar arasinda en sik goriilen hastaliklar
arasinda yer alir. Arastirmalar solunum yolu enfeksiyonlarinin is giicii kayb1 ve
tedavi maliyeti ile ekonomiyi etkileyen hastaliklar arasinda ilk siralarda oldugunu

gostermektedir (Aymard ve ark., 1999).

Cok sayida ajanin (virus, bakteri ve mantar) saldirisina magruz kalan solunum
sistemimizde enfeksiyonlarin yaklagik {gte ikisinden viruslar sorumludur.
Giiniimiizde solunum yollar1 enfeksiyonlarina sebep olan 200°den fazla virus
tanimlanmis olup, bu etkenlerin ayrica hastane enfeksiyonlarina yol acabildikleri gibi
immiin yetmezlikli hastalar ile kiigiik ¢ocuklarda morbidite ve mortaliteye sebep
olmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO-World Health Organization) verilerine gore
her yil bes yas alt1 ¢ocuklarda akut solunum yolu enfeksiyonuna bagli dort milyon
6lim goriilmektedir. Bu enfeksiyonlara sebep olan viral ajanlardan Influenza (A ve
B) viruslari, Parainfluenza (1-3), Respiratory Syncytial Virus ve Adenoviruslar;
cocuklar ve eriskinlerde agir seyreden hastaliklarin biiyiik ¢ogunlugundan sorumlu
tutulmakta ve Ozellikle; paranazal siniis, burun, kulak, farinks ve nazofarinks
bolgesini kapsayan iist solunum yolu enfeksiyonlar1 (USYE) na neden olmaktadir.
(Aymard ve ark., 1999; Raphael ve ark., 1991).

Etkenler arasinda yer alan Influenza virusu’nun neden oldugu enfeksiyon grip
olarak isimlendirilmektedir. Toplumda hizla yayilmasi ve 6liimciil pandemilere yol
acmast nedeniyle de bir onem kazanmaktadir. 1930’lu yillara kadar etiyolojisi
bilinmeyen grip tablosundan Influenza virusu’nun sorumlu oldugu ilk olarak Smith
ve arkadaslarmin etkeni izole etmesi ile miimkiin olmustur. (Smith ve ark. 1936)
Daha sonraki donemlerde Influenza virusu’nun A, B, C olmak iizere 3 antijenik tipi

saptanmis ve serolojik yontemlerin, hiicre kiiltiir yontemlerinin uygulamaya girmesi



ile Influenza viruslarinin arastiritlmasi hiz kazanmistir. (Gwaltney, 2000; Graham et
al. 1990)

Calismaya infant ve ¢ocuklar; eriskinlerden de o6zellikle altta yatan hastaligi
olan immunosupresifler, Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi(KOAH) olanlar,
astimlilar ve pnomoni diisiiniilen bireyler dahil edilmistir. Solunumsal viral
patojenlere kisa siirede, erken tani koymak amaciyla (respiratory syncytial virus-
RSV, influenza A ve B virus, parainfluenza virusl-I1l, human metapnomovirus)

nazofaringeal 6rneklere multiplex PZR yontemi uygulanmistir.

1.1. influenza viruslar

Influenza (grip) akut, bulasici ve karakteristik olarak epidemiler ile goriilen ates,
oOksiiriik, bas agrisi, halsizlik ve kas agrilart ile seyreden viral hastalik olup, tim yas
gruplarini etkiler. Bu hastalikta epidemiler, genellikle 1-3 yil arayla goriiliirken,
pandemiler seyrek goriiliir. Pandemi ve epidemi olusturmasi, pulmoner
komplikasyonlar sonucunda 6liime yol agmasi ile diger solunum yolu viruslarindan
ayrilir. Hirsch, 1173-1875 tarihleri arasinda 299 influenza epidemisi gordiigiini
bildirmistir. ilk pandemi 1580 yilinda Avrupa, Asya ve Dogu Afrika’da goriilmiistiir.
En biiyilk pandemi 1918-1919 yillari arasinda goriiLmiis Ispanyol gribi diye
adlandirilan (influenza A/ HIN1) salgin milyonlarca insanin 6liimiine sebep olmustur
(Patterson, 1986). Yine 21. Yiizyilin ilk pandemesi olarak, 2009 yili subat-mart
aylarinda Meksika’da ortaya ¢ikan, nisan ayinda Amerika Birlesik Devletleri’nde
tanimlanan ve hizla diinyaya hizla yayilan ‘domuz kaynakli influenza A (HIN1)’

virusu tarafindan gerceklestirilmistir (Taubenberger ve ark., 2009).

1.1.1. Morfoloji ve genel ozellikler:

Orthomyxoviridae ailesinden, zarfli, negatif polariteli, tek sarmalli, 80-120

nanometre ¢apinda RNA virusudur. Niikleokapsid ve matrix proteinlerine gore



Influenza A, B, C olmak {lizere ii¢ antijenik tipi vardir. Yapisinda hemagliitinin (HA)
ve noraminidaz (NA) olarak adlandirilan zarf glikoproteinleri bulunur. HA virusun
hiicreye baglanmasinda, NA ise; miisin tabakayi uzaklastirarak bu baglanmayi
kolaylastirmada rol alir. Influenza A viruslart HA ve NA glikoproteinlerine gore alt
tiplere ayrilirlar. Insanda iic tip HA (HA-1, 2, 3) ve iki tip NA (NA-1, 2)
saptanmistir. Influenza B ve C’nin HA ve NA alt tipleri yoktur (Badur, 2007
Tumpey, 2005; WHO, 2005).

PB1,PB2, PA
RNA polimeraz

HA (Hemaglutinin)

M2 (iyon kanali)

NA (Néraminidaz) —

Lipid Tabakasi

Niiklear Eksport Protein
NP (nukleokapsid Protein)

Sekil 1.1 Influenza virusunu yapisit (www.virology.ws/influenza-virion.jpg'den alinmistir)

Negatif polariteli tek iplikli sekiz parcadan (influenza tip C’de yedi parca)
olusan RNA, dokuz yapisal [polimeraz bazik (PB)2, PB1, polimeraz asidik (PA),
niikleoprotein (NP), matriks proteini (M)1, M2, hemaglutinin (HA), néraminidaz
(NA), niiklear eksport protein (NEP)] ve bir yapisal olmayan protein (NS1) kodlar
(Brooks ve ark., 2007).

Virion i¢indeki her bir negatif tek iplikli RNA parcasi, NP ve {i¢ alt {initeden
(PB2, PBI1, PA) olusan RNA polimeraz ile iliskidedir. Bu yapt virusun
riboniikleoprotein (RNP) yapisint olusturur (Sekil 1.1 ). PB1, PB2, PA ve NEP
(NS2) proteinleri RNA transkripsiyonu ve replikasyondan sorumludur. Viral zarfin
altinda yer alan MI, virionun yaklasik %40’1m1 olusturur ve viral partikiiliin

morfogenezinde rol alir. Virusun iyon kanali proteini olan M2, endozom



membraniyla fiizyonu ve viral niikleik asitlerin sitoplazmaya gecisini saglamaktadir
(Brooks ve ark., 2007). Zarf {izerinde yer alan iki 6nemli glikoproteinden birisi olan
HA, konak hiicre yilizeyindeki sialik asit reseptorlerine baglanmadan, digeri olan NA
ise olgunlagma sirasinda sialik asidi pargalayarak virusun infekte hiicre yiizeyinden
serbestlesmesinden sorumludur. HA, NA ve M2 transmembran proteinleridir ve
zarfin lipid kismina gomiilii olarak bulunur. HA ve NA glikoproteinleri, gerek
influenza viruslerinin genetik ¢esitliligini gerekse konak immiin yanitini belirleyen

antijenlerdir (Brooks ve ark., 2007; http://pathmicro.med.sc.edu/).

Tablo 1.1. influenza tip A viruslerinin gen segmentleri ve kodladiklari proteinler

RNA Boyut Protein Fonksiyon
Segmenti | (niikleotid) | Simge Acik adi
1 2341 PB2 Polimeraz RNA transkriptaz; “cap”
bazik 2 baglanma
2 2341 PB1 Polimeraz RNA transkriptaz; elongasyon
bazik 1
3 2233 PA Polimeraz RNA transkriptaz; proteaz
asidik aktivitesi
4 1778 HA Hemaglutinin Sialik aside tutunma; viral zarf-
endozom membrani flizyonu
5 1565 NP Niikleoprotein Genomun yapisal komponenti,
viral RNA'nIn
nuklear/sitoplazmik transportu
6 1413 NA Noraminidaz Sialik asidin pargalanmasi,
virusun hiicreden salinimi
7 1027 M1 Matriks proteini Virionun major komponenti;
viral morfogenez
M2 iyon kanali proteini; virusun
soyulmasi; paketlenme
8 890 NS1 Yapisal olmayan RNA transportu, “splicing”,
Protein translasyon; interferon
sentezinin baskilanmasi
NEP Niiklear eksport Progeni niikleokapsidlerin
(NS2) protein sitoplazmaya tasinmasi
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1.1.2. Influenza viruslerinin replikasyonu

Influenza viruslerinin replikasyonu, RNA virusii olmalarma karsin hiicre
¢ekirdeginde meydana gelmektedir. Tutunma, viral HA nin konak hiicre yiizeyindeki
sialik aside (N-acetyl neuraminic acid) baglanmasiyla olur ve Vvirus, reseptore bagl
endositozla hiicre igine alinir. Endozom i¢indeki asidik ortamda (pH 5) HA
monomerleri tripsin benzeri enzimler yardimiyla HA1 ve HA2 polipeptidlerine
pargalanir. Bu kesim HA’nin konformasyonel degisiklige ugramasina yol agar ve
HA2’nin fiizyon fonksiyonunu aktive eder. Boylece viral zarf ile endozom
membraninin kaynasmasi ve niikleokapsidin sitozole gecisi gergeklesmis olur (Sekil
1.2'). Bunun yaninda asidik pH ile aktive olan M2 proteininin de, virion igine proton
girigini saglayarak M1’in par¢alanmasinda ve soyulma olayinda rol alir (Brooks ve

ark., 2007).

Viral RNP’lerin hiicre ¢ekirdegine tasinmasi, sahip olduklar1 6zel niiklear
translokasyon dizileri ile gerceklesir. Niikleusa giren gen segmentlerinin
transkripsiyonu, RNA polimeraz kompleksi (PB2, PB1, PA) tarafindan yapilir
(Brooks ve ark., 2007; http://pathmicro.med.sc.edu/). Ancak ilk olarak bu

kompleksin, hiicresel RNA polimeraz II enzimi tarafindan metillenerek aktive
edilmesi ve konak hiicre mRNA’sinin 5 ucundaki “cap” bolgesini primer olarak
kullanmasi gereklidir. Bu nedenle influenza virusleri, viral mRNA transkripsiyonu
yapabilmek icin ¢ekirdege gereksinim duyarlar. Negatif iplikli viral RNA’lardan iki
tip pozitif polariteli RNA transkripsiyonu yapilabilmekte, bunlardan poliadenillenmis
transkriptler, mRNA olarak islev goriirken, poliadenillenmemis cRNA’lar (complete
RNA) progeni viral RNA (VRNA) i¢in kalip gorevi goriirler. Sitoplazmaya tasinan
mRNA’lardan erken proteinlerin translasyonu gerceklesir ve sentezlenen yiizey
proteinleri (HA, NA, M2) golgiye girerek glikozillenir ve hiicre membranina taginir.
Diger taraftan PA, PBI1, PB2 ve NP proteinleri ¢ekirdege geri donerek CRNA’lardan
VvRNA ipliklerinin transkripsiyonunu gerceklestirir. Yeni sentezlenen negatif
ipliklerin ¢cogu VRNA’y1 olustururken, bazilar1 da tekrar mRNA sentezine katilir
(Sekil 1.2 ). Cekirdege geri donen M1 proteini yeni sentezlenen negatif ipliklere
baglanarak viral mRNA sentezini durdurur, NS2 proteini (NEP) progeni (yeni
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sentezlenen) niikleokapsidlerin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinmasinda rol alir

(Brooks ve ark., 2007). Sitoplazmaya gecen niikleokapsidler hiicre yiizeyine dogru
tasinir ve daha Oonceden hiicre membranina entegre edilmis olan HA ve NA ile

birlikte paketlenerek tomurcuklanmayla hiicreden ¢ikar (Osterholm, 2005).

fs
Tomurcuklanma z_

ve salinim

At {' = \

Tutunma
< Paketlenme

A Posttranslasyonel islemleme

T

Translasyon Endositoz
Flizyon,
soyulma
-
. Nikleus CRNA (+) 4§

Sitoplazma

Sekil 1.2. Influenza viruslerinin replikasyonu
(http://www.microbiologybytes.com/virology/Orthomyxoviruses.html’den uyarlanmistir.)

Bu sathada NA, hiicre membranindaki sialik asit iinitelerini parcalayarak
HA’nmm sialik aside yapisip kalmasini Onler ve virusun salinmasini kolaylastirir.
Virusun hiicreden serbestlesmesinden sonra da NA’nin fonksiyonu devam etmekte
ve solunum yolu mukozasinda bulunan sialik asit molekiillerinin par¢alanmasina yol

acarak virusun epiteli kaplayan mukopolisakkaridlerin i¢inden gegisini saglamaktadir
(Brooks ve ark., 2007).

Virus hiicrelerde lizise yol agmamakla beraber, normal hiicresel makromolekiil

sentezinin bozulmasi sonucu hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Paketlenme islemi

sirasinda, virion igine girecek olan sekiz adet RNA segmentinin dogru olarak
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secilmesinde, viral RNA’nin kodlama yapmayan 3’ ve 5’ bolgelerindeki “cis-acting”
sinyallerinin rol oynadigi, ancak yine de paketlemenin rastgele oldugu

distintilmektedir (http://pathmicro.med.sc.edu/). Buna gore; virion igine ortalama 11-

12 segment yerlesmekte, ancak sadece dogru sekiz parcanin oldugu virionlar
enfeksiydoz olmaktadir ki bu da olusan viral partikiillerin sadece %10 unun

enfeksiyoz oldugunu gostermektedir (Diirdal Us, 2010).

1.1.3. Influenza virus tipleri ve isimlendirme

Influenza virusleri NP ve M proteinlerindeki antijenik farkliliklara gore tip A, tip B
ve tip C olmak fizere ¢ tipe ayrilir (Tablo 1.2). Bu tipler arasinda ¢apraz reaksiyon
mevcut degildir. Yiizey glikoproteinlerindeki (HA ve NA) antijenik farkliliklara gore
ise alt tiplendirme yapilir. Alt tipler sadece A tipi i¢in gegerlidir.

Tablo 1.2. Influenza viruslarinin karsilastirilmasi

Influenza A Influenza B Influenza C
Genetik Yap 8 gen segmenti 8 gen segmenti 7gen segmenti
Yap 10 viral protein 11 wviral protein | 9 viral protein

M2 yapisi NB yapisi1 HEF yaps1
Konakcilar Insan, domuz, kus, at Sadece insan Insan, domuz
Epidemiyoloji Antijenik sift ve drift Sadece antijenik | Sadece antijenik drift

drift

Klinik Ozellikler | Pandemi Epidemi/Endemi | Sporadik

Bugiine kadar kuslarda 16 HA ve dokuz NA alt tipi tanimlanmisken, insana
adapte olmus ti¢ HA (H1, H2, H3) ve iki NA (N1, N2) alt tipi mevcuttur (Brooks ve
ark., 2007). Influenza viruslerinin alt tip cesitliligi nedeniyle, isimlendirilmeleri
Diinya Saglik Orgiiti (DSO) tarafindan o6nerilen formiile goére yapilmaktadir.
(Sullivan ve ark., 2010). Bu formiilde; “virus tipi/orijin aldig1 konak/orijin aldigi
cografi bolge/izolat numarasi/izolasyon yili (tip A icin HA ve NA alt tipleri)”
belirtilmekte [6rn. A/Avian/Hong Kong/1/97 (H5N1)], ancak insan izolatlarinda
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orijin aldig1 konak belirtilmemektedir [6rn. A/California/7/2009 (HIN1)] (Sekil 1.3
).

HA ve NA farkhiliklarina gore

< . (sadece tip A icin)
Nikleoprotein

farkliliklarina gore
= Néraminidaz tipi
L HEmaglutini
tipi

Y
A/Fujian/411/2002 (H3N2)
R . . ¢

Virisiin Cografik  lzolat  [zolasyon  Virisin
tipi  kaynak  numarasi yili alt tipi

Sekil 1.3. influenza viruslarinin isimlendirilmesi (www.bing.com/health)

1.1.4. Influenza viruslerinde antijenik degisim

Influenza A ve B viruslar1 8 segmentli, influenza C virusu ise 7 segmentli genoma
sahiptirler. Segmentler, en uzunundan baglayarak azalan uzunluklarina gore
numaralandirilmislardir. influenza A viruslarinda 1, 3, 4 ve 5 nolu segmentler birer
protein kodlarlar: sirasiyla Polimeraz Bazik 2 (PB2), Polimeraz Asidik (PA),
Hemaglutinin (HA) ve Niikleoprotein (NP) proteinleri. Segment 2 tiim influenza
viruslarinda polimeraz alt birimi olan PB1’i kodlar. Bazi influenza A viruslarinin bu
segmenti bir aksesuvar protein olan PB1-F2’yi de kodlamaktadir. Bu 87 amino
asitlik (aa) kiiglik protein pro-apoptotik etkinlige sahiptir ve ne influenza B ne de
influenza C viruslarinda benzerine rastlanmaktadir. (Bouvier ve Palese, 2008).
Influenza A virusunun 6, 7 ve 8. segmentleri, sirastyla, Noraminidaz [NA], Matriks 1
[M1] ve Nonstrukturel protein 1[NS1] ile NEP/NS2 proteinlerini kodlarlar. Influenza
A genomunda Matriks 2 [M2] iyon kanal proteini de 7 numarali segmentte

kodlanmaktadir. HA ve NA proteinleri glikoprotein yapisindadirlar ve viriyonun



yuzeyinde, konak hucreden turetilmis kiliftan uzayan yuzeyel cikintilar halinde
bulunurlar. Bir viriyonda HA sayis1 yaklasik 500 kadardir ve HA/NA orami da
kabaca 5/1 veya 4/1°dir.

Influenza A viruslarinin en azindan 18 memelide bulunabildigine iliskin
kanitlar elde edilmistir (Gatherer, 2009). insanlarda ¢esitli alt tipler (H1, H2, H3, H5,
H7 ve H9) izole edilmekteyse de sadece 3 HA (H1, H2 ve H3) ile 2 NA (N1, N2) alt
tipleri salginlara (epidemilere) neden olmaktadirlar. Influenza A’nin iki alt tipi
(HIN1 ve H3N2) ile influenza B insanlar arasinda 1977°den bu yana mevsimsel
olarak dolasmaktadirlar. Influenza B ve C viruslari icin alt tipler tanimlanmamustir.
Influenza A viruslarinda basat immunojenik proteinler virusun konak hucrelere
girisini kolaylagtiran HA, progeni viruslarin enfekte hucrelerden saliverilmesini
saglayan NA ve replikasyonun gergeklesebilmesi icin viriyonun asidifikasyonundan
sorumlu olan transmembran bir proton kanali proteini M2’dir. HA proteinine karsi
gelisen antikorlar influenza icin en giiglii notralizan antikorlardir ve enfeksiyon
gelisimini Onlerler. Buna karsilik NA proteinine kars1 gelisen antikorlar enfeksiyonu
onlemekte yetersiz kalsalar da hastaligin siddetini ve suresini azaltirlar. Bu ikinciler
noraminidaz inhibitoru antiviral ilaclarin da hedefidirler. Influenza A viruslarina
0zgli M2 proteinlerine kars1 gelisen antikorlar ise farkli alt tipten viruslarin
enfeksiyonlari arasinda capraz etkilidirler, ancak koruma diizeyleri diisiiktiir. Ote
yandan, insanlarda homotipik antikorlar onemli duzeyde koruyucudurlar ve etkin
koruma saglarlar, oysa bagka alt tiplerin HA ve NA’larina kars1 gelismis (heterotipik)
antikorlar ve hiicresel bagisik yanitlar uzun siireli bagisiklik olusturmakta az
etkilidirler. Influenza A viruslari farkli mekanizmalar kullanarak devamli olarak
degisiklige ugramaktadirlar. Bu mekanizmalari antijenik siiriiklenme (drift), antijenik

kayma (shift)’dir (Subbarao ve ark., 2006).

1.1.4.1. Antijenik siiriiklenme (drift)

Influenza A ve B viruslarinin evrimlesmesinde en énemli mekanizmalardan biri ¢ok

sayida nokta mutasyona yol agabilen (yani antijenik degismeye yol acabilen) bir
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mekanizma olan, virus genomunun RNA segmentlerinin replikasyonu sirasinda virus
RNA polimerazinin hata diizeltme (proofreading) yeteneginin olmamasidir.
Dolayisiyla virusun her replikasyonunda virus genomunun ¢esitli segmentlerinde
nokta mutasyonlar olusur. Bu mutasyonlarin biiyilk ¢ogunlugu notraldir ve
proteinlerin konformasyonunu etkilemezken kimi mutasyonlar, konak antikorlarinin
baglanmalari etkileyecek sekilde virus proteinlerinde degisikliklere neden olurlar.
Sonug olarak, bir onceki dolasan suslara karsi gelismis ya da asilamayla uyarilmig
antikorlar artik yeni, antijenik stiriiklenmeye/degismeye ugramis enfeksiyon etkeni
viruslara karst koruma saglayamazlar. Yine, HA’daki antijenik siiritklenmenin
(driftin) konak bagisiklik sistemi tarafindan uygulanan secilim basincindan
kaynaklandigina iliskin ¢ok sayida 6rnek vardir. Antijenik degisme influenza A ve B
viruslariin tiim suslarinda ortaya ¢ikmasina karsin gozlenen evrimlesme kaliplari
influenza A’da alt tiplere gore degismektedir. Ornegin influenza A (H1)’de drift
varyantlar birgok soy hattiyla birlikte dolasimda bulunurlar (influenza B viruslari igin
de benzer bir durum s6z konusudur); bu da eski suslarin yeniden basat sus olarak
ortaya ¢ikmasina olanak tanir. Oysa Ornegin, influenza A (H3) viruslarinda yeni
varyantlar genellikle eskilerin yerini almaktadirlar. Bir yillik siire igerisinde H ve N
aminoasit dizilerindeki mutasyon sikliginin % 1’den az oldugu hesaplanmaktadir ve
olusan antijenik farkliliklarin serolojik testlerle (6rnegin, hemaglutinasyon
inhibisyon testi) saptanabilmesi 2-5 yillik bir siireyi almaktadir. Siirekli antijenik
degisme, mevsimsel influenza asilar1 igerisinde bulundurulacak viruslarin
belirlenebilmesi i¢in influenza viruslarinin siirekli izlenmelerini gerektirmektedir

(Arias ve ark., 2009)..

1.1.4.2. Antijenik kayma (shift)

Influenza A (ve B) viruslarinin evrimlesmelerindeki bu ikinci mekanizma kaynagimni
virusun segmentli yapisindan almaktadir. Iki ya da daha fazla influenza virusuyla
enfekte bir konak hiicresinde virus alt tiplerinin segmentleri arasinda degisimler olur.
Segmentlerin reasormani, yani viral gen segmentlerinin yeniden diizenlenmesi s6z

konusudur. Bu mekanizmanin en énemli sonucu yeni 51 influenza virus suslarinin
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(alt tipler) ortaya ¢ikmasidir ki bunlar influenza pandemilerine yol acabilirler.
Ornegin, insan topluluklarinin bagisik olmadiklar1 yeni PB1, H ve/veya N
proteinlerinin bu yolla kazanilmalar1 1957 ve 1968 pandemilerinin baslica
kaynagidir. Farkli influenza A alt tipleriyle cogul enfeksiyonlar sirasinda
gorilebildigi gibi, bu mekanizma, Ornegin, mevsimsel influenza viruslari
tiirlimsiilerinde kimi fenotipik (6rnegin, antijen yapisi ya da ilac direnci) 6zelliklerin
kazanilmas1 ya da kaybedilmesinde de rol almaktadir (intrasubtipik reasorman)
(Furuse ve ark., 2010). Ote yandan, 1918 Ispanyol gribi etkeni influenza A (HIN1)
orneginde de goriildiigi gibi, zoonotik bir influenza virusunda insandan insana etkin
bulagsma ortaya cikaracak sekilde dogrudan mutasyonlarin bir sonucu olarak da

antijenik kayma (shift) gelisebilmesi olabilmektedir (Morens ve ark., 2010).

1.1.5. Epidemiyoloji

Influenza virusii biitiin diinyada her yasta insani etkisi altina alabilen, ciddi mortalite
ve morbidite ile gidebilen enfeksiyonlara neden olur. Solunum yollarini tutan virusler
arasinda antijenik degisime ugrayabilen tek virustur (Treanor, 2005). influenza,
hastalarin oksiirme, hapsirma ve konusma sirasinda ¢evreye sagtiklart virus igeren
kiigiik partikiillerin solunmasi ile bulasir. Bulasmis el ve cansiz nesnelerle temas
sonucu da hastalik bulasabilir ancak bu olasilik daha azdir. Cocuklar erigkinlere gore
virusun yayilimma daha ¢ok katkida bulunmaktadirlar (Treanor, 2005). Influenza
toplumda genellikle U tipi epidemik egriye neden olur. Yani en yiiksek atak hizi
cocuklarda goriiliirken, mortalite oran1 yaglilarda ve 6zel risk gruplarinda en fazladir.
Her yil okul 6ncesi ve okul ¢agi ¢ocuklarinin % 15 - 42’si influenza virusii ile
enfekte olmaktadir. Influenza sezonu sirasinda cocuklarm % 6 - 29’u influenza
nedeniyle hastaneye basvururken; 6zellikle 2 yas alt1 grupta hastaneye yatis oran1 %

20’lere kadar ¢ikmaktadir (Rennels ve ark., 2002; White ve ark., 1999).
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1.1.5.1. Epidemik influenza

Influenza salgininin tek bir yerlesimde olmasi anlamma gelmektedir. Epidemiler
ansizin baglar, 2 - 3 haftada en {ist noktaya ulasir ve 5 - 6 hafta devam eder (Aktas ve
ark., 1990). Epidemi ¢ocuklarda solunum yolu enfeksiyonu nedeniyle okul
devamsizliklarinin artmasi ile fark edilir. Bu olay epideminin ilk gostergesidir.
Erigkinlerde aym1 nedenle ise gelememe, pndmoni olgularinda ve buna bagh
Oliimlerde artma daha geg¢ saptanan bir bulgudur. Epidemi ve pandemiler virusun sik
rastlanan antijenik degisimlerine bagli olarak, duyarli kisilerin hastalanmasi
sonucunda ortaya cikar. Antijenik degisim influenza A’da sik 6 goriiliir. Influenza B
ve C’de daha az oranda saptanir. Epidemiler kuzey yarimkiirede Aralik - Nisan
aylarinda goriiliirken, giiney yarimkiirede Mayis - Eyliil aylarinda meydana gelir. Bu
mevsimsel degisikligin nedeni agik degildir. Ancak uygun ¢evresel kosullarin
virusun devamliligini saglamasi ya da kis aylarinda ev i¢i gegisin artmasi degisikligin
sebebi olabilir (Turner ve ark. 2003; ACIP, 2004).

Epidemiler sirasinda genellikle tek influenza susu hakimdir. Ancak nadiren iki
farkli sus veya iki farkli subtip es zamanli etkinlik gosterebilir. Arastirmalara gore
suslar arasinda mortalite oranlari agisindan farklar bulunmaktadir. Ornegin H3N2
susu ile olusan epidemiler HINI susu veya influenza B virusii ile olusanlara gore

daha yiiksek mortalite oranlari ile seyretmektedir (Treanor, 2005).

1.1.5.2 Pandemik influenza

Influenza pandemileri, diinya ¢apinda hizli bir yayilim gosteren ve popiilasyonun
bagisik olmadigi yeni bir virusun ortaya ¢ikmasi ile meydana gelir. Epidemilerin
aksine pandemiler her mevsimde goriilebilir ve 6zellikle geng eriskinler olmak {izere
her yas grubunda yiliksek mortalite hiz1 ile seyredebilir (Treanor ve ark., 2005;
Killbourne ve ark., 1997).
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1.1.5.3. Pandemik influenza A (H1N1) virusunun genetik orijini

Influenza A (H1N1) viruslerinin bilinen tarihi kokeni 1918 yilina dayanmaktadir.
Kus orijinli oldugu bilinen bu virus, tiirler arasi gegis i¢in karmasik engelleri asarak
insanlar1 infekte etme yetenegi kazanmis ve 20. ylizyilin ilk ve en biyiik
pandemisine yol agmustir. Yiiksek mortaliteye yol acan 1918 pandemisinden sonra
HIN1, insanlarda mevsimsel epidemiler olusturmaya devam etmis; 1957 yilinda ise
H2N2 olarak tanimlanan yeni bir alt tip ile yer degistirmistir. 1976 yilinda yeniden
ortaya ¢ikan A (HIN1), 1977 yilindan beri, kimi zaman H3N2 alt tipinin dominant
oldugu mevsimsel epidemiler yapmaya devam etmektedir (Sullivan ve ark., 2009;
Chang ve ark., 2009).

Domuzlardan ilk kez 1930 yilinda izole edilen influenza A (H1IN1) virusuniin
ise antijenik olarak 1918 insan influenza A virusune ¢ok biiyiik benzerlik gosterdigi
saptanmig ve ayn1 ortak atadan koken aldigi ifade edilmistir. 1930'lu yillardan 19901
yillarin sonuna kadar domuz influenza A virusleri "klasik domuz influenza virusi"
olarak anilmis ve bu virusler uzun siire antijenik stabilitelerini korumuslardir. Klasik
domuz influenza virusii, 1998 yilinda insan influenza A (H3N2) ve Kuzey Amerika
kus influenza (alt tipi bilinmiyor) virusleri ile genetik karisima ugramis ve iglii
reasortan H3N2 domuz virusi ortaya c¢ikmistir. Kuzey Amerika'da domuz
popiilasyonu arasinda dolasan ii¢lii re- asortan H3N2 alt tipi, yine 1998 yilinda klasik
domuz influenza virusii ile tekrar karisima ugramis ve olusan iki yeni domuz alt tipi
(HIN1 ve HIN2) Asya'da domuz popiilasyonu arasinda dolagima girmistir. Her ne
kadar insan ve domuz H1N1 viruslerinin hepsi kus kaynakli ise de bunlarin evrimi

farkli konak tiirlerinde gergeklesmistir (Sullivan ve ark., 2009; Sinha ve ark., 2009).

2009 pandemik influenza virusleri (S-OI1V), daha énceden domuz veya insan
influenza viruslerinde tanimlanmamis bir gen karisimi igermektedir. Yapilan c¢a-
lismalarda, S-OIV izolatlarinin dort farkli alt tipin gen parcalarini igerdigi (dortlii
asortman) ortaya konmustur (Itoh ve ark., 2009; Garten ve ark., 2009). Bu virusler,
PB2 ve PA genlerini Kuzey Amerika kus virusunden; PB1 genini insan H3N2
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virusunden; HA (H1), NP ve NS genlerini klasik domuz virusunden; NA (N1) ve M
genlerini ise Avrasya kus-benzeri domuz virusunden almistir. S-OIV suslari, diger
pandemik virusler arasinda antijenik olarak klasik domuz influenza A (HINI)
serotipine en fazla benzerlik gosteren viruslerdir. Ancak 2009 S-OIV suslarinin
ortaya ¢ikist, modern virolojide daha once benzeri goriillmemis bir olay olarak kabul
edilmektedir (Sullivan ve ark., 2009). Bu virus, yeni bir alt tipin klasik tanimi1 olan
"diinya popiilasyonunun c¢ogunda ya da higbirisinde daha Once enfeksiyon
olusturmamis olma" 6zelligine uymamaktadir. HIN1 virusleri 1977 yilindan beri
stirekli dolagimdadir ve 1956 yilindan d6nce dogan birgok kisi H2N2 6ncesi donemde
HIN1 serotipleri ile karsilasmistir. S-OIV ayrica klasik drift tanimina da
uymamaktadir; zira bu virus, dolasimdaki insan orijinli HIN1 virusleri ile direkt bir
evrimsel iliski gostermemektedir. Benzer olarak sift tanimi da 2009 yili HINI
virusune tam olarak uygulanamamaktadir. Zira H1 ve N1 antijenlerinde biitliniiyle
gergeklesen bir degisim s6z konusu degildir. S-OIV HA antijeninin, mevsimsel insan
influenza A (HIN1) sero- tipinin HA antijeni ile arasinda sadece %20 oraninda
farklilik oldugu belirtilmektedir (Sullivan ve ark., 2009; lgarashi ve ark., 2010).

S-OIV suglarinin her bir gen segmenti arasinda saptanan %99.9'luk dizi
homolojisi, tiirler arasindaki gecisin yakin zamanda ve tek bir defada oldugunu
diistindiirmektedir. Ancak yine de S-OIV'nin, glinlimiizde dolasimda olan mevsimsel
HIN1 virusleri ile ¢ok diisiik oranda antijenik ¢apraz reaktivite gosterdigi bir ger¢ek
tir. Bu durumun, insan suslarinin, domuz suslarina gére immiin seleksiyon yoniinden
cok daha agir bir baski altinda olmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir. ilging
olarak ¢ocuk ve genc¢ eriskinlerde S-OIV suslarina karsi ¢apraz reaksiyon veren
antikorlar mevcut degilken, 60 yasin {izerindeki bireylerin %30-40'nda capraz
reaksiyon veren antikorlar tespit edilmistir (Katz ve ark., 2009; Hancock ve ark.,
2009; Chang ve ark., 2009). 1950'i yillardan 6nce insanlar arasinda dolasimda olan
HIN21 virusleri, antijenik olarak klasik domuz H1N1 viruslerine dolayisiyla da S-
OIV suslaria bugiinkii mevsimsel HIN1 serotiplerinden ¢ok daha fazla benzerlik
gostermektedir. Dolayisiyla o donemde mevsimsel insan H1IN1 virusleri ile infekte
olan kisiler S-OIV'ye kars1 capraz koruma saglayan antikorlara sahiptir. Influenza

viruslerinin NA ve M proteinleri, klinikte kullanilan iki dnemli antiviral ajan i¢in
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(sirasiyla; amantadin/rimantadin ve oseltamivir/zanamivir) hedef teskil etmektedir.
Bu gen pargalarim1 Avrasya domuz virusunden alan S-OIV suslar1 da, tipki atalar
gibi oseltamivire duyarl, amantadine direngli olma 6zelligi gostermektedir (Chang
ve ark., 2009).

1.1.6. Klinik belirti ve bulgular

Titreme ile yiikselen ates, bas agrisi, miyalji, halsizlik, istahsizlik, fotofobi ve
balgamsiz Oksliriik sik saptanan semptomlardir. Goz hareketleriyle agri saptanmasi
tipik bir bulgudur. Ayrica gozlerde yanma ve yasarma da goriilebilir. Ates 38°C
tizerinde olup genellikle 2 - 5 giin siirer. Ayrica bogaz agrisi1 ve bogazda yanma,
burun akintist ve tikaniklig1, ses kalinlasmasi ve kuru oksiiriik saptanabilir. Oksiiriik
4 - 7 giin devam edebilir (Smith ve ark., 1998). Fizik muayenede hastalar septik
goriiniimde, yiiz kirmizi, cilt sicak ve nemlidir. Konjunktivalar, burun ve bogaz
hiperemiktir. Saglikli erigkinlerde influenza hafif hastalik tablosu seklinde veya
asemptomatik gecirilebilir (Smith ve ark., 1998).

Kiiciik ¢ocuklarda genellikle farenjit, eritem, tonsillerin biiyiimesi, kusma gibi
belirtiler gortilebilir. Krup 6zellikle influenza A enfeksiyonlarinda sadece ¢ocuklarda
goriilen bir tablodur. ishal ve karin agrisi dzellikle B tipi influenzada ve ¢ocuklarda

siktir (Smith ve ark., 1998).

1.1.6. Influenza Viruslarinda Tani

Influenza testleri i¢in uygun drnekler nazofarengiyal veya bogaz siiriintiisii, burun
yikama suyu, burun veya brong aspirati ve balgamdir. Laboratuvar tanis1 hastaligin
baslangicindan 1-2 giin 6nceden 1-2 giin sonraya kadar miimkiindiir. Bununla birlikte

hastaligin baslangicindan 7 giin sonraya kadar da virus tiretilebilir.
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1.1.6.1. Virusun tanisi icin 6rneklerin toplanmasi ve saklanmasi

Tim viruslarin laboratuar tanisinda oldugu gibi en 6nemli islem 6rnegin alinmasi,
uygun kosullarda laboratuara ulastirilmasidir. Virus izolasyonu igin Ornekler
hastahigin ilk ii¢ giinii i¢inde, atesli donemde alinmalidir. Memeli influenza A
viruslart solunum yolu kolumnar epitel hiicrelerinde replike olur, primer bulasma
yolu solunum sekresyonlari ile olur. Virusun izolasyonu i¢in materyal olarak bogaz
ve burun yikama sivisi ve siriintiileri kullanilir. Siriintiiler steril ekiivyonlar ile
alinir. Burun veya bogazda ¢ubuk iizerine sarilmis olan pamuklu kisim ile materyal
almacak bolge kuvvetlice ovularak ekiivyon igerisinde tasima vasati olan tlipe
daldirilir. Siirlintii ve calkanti seklinde toplanan 6rnekler buzdolabinda (+4°C’de)
maksimum 4 giine kadar tutulabilir. Ama izolasyon yapilacak laboratuara en kisa
siirede ulastirilmas1 tam1 agisindan en uygun yontemdir. Ornekler uzun siire
saklanacaksa -70 °C’de tutulmasi uygun olur (Heikkinen ve ark., 2002). Serolojik
tan1 icin birisi hastaligin baslangicinda digeri ise bundan 15-20 giin sonra olmak
tizere iki kan numunesi alinir. Serumlar ayrildiktan sonra -20 °C’de muhafaza edilir

(Rowe ve ark., 1999)

1.1.6.2. Embriyonlu Yumurtada Virus izolasyonu

Influenza virusuniin izolasyonu embriyonlu yumurta ve hiicre kiiltiirlerinde yapulir.
Embriyonlu yumurta Influenza A ve B viruslarinin izolasyonu ig¢in ornekler 11
giinliik embriyonlu yumurtanin ilk tiretim i¢in amniyotik sivisina ekim yapilir. Ayni
zamanda daha sonraki {iretimleri igin allontonik siviya ekim uygun olmaktadir. Ekim
yapilan yumurtalar {i¢ giin siire ile 38 °C'de inkiibe edilip bu siire sonucunda bu sivilari

almip hemagliitasyon uygulanarak taniya gidilir (Alymova ve ark., 1998).
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1.1.6.3. Hiicre Kiiltiiriinde Virus Izolasyonu

Influenza A ve B viruslar1 primer rhesus maymun bobrek (PRf hiicreleri) veya
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) hiicre kiiltiirlerinde iirer. Influenza viruslari
hiicre kiiltiirlerinde iirer ancak sitopatik etki yapmazlar. Virusun iireyip tiremedigi
Enzyme Immunoassay (EIA), Floresan Antikor (FA), hemadsorbsiyon gibi
yontemlerle saptanir. Kiiltiirler -70°C'de dondurularak saklanir (Ruest ve ark., 2003).

1.1.6.4. Serolojik tani

Enfeksiyonun serolojik tanisi akut devrede ve 2-3 hafta sonra alinan kan 6rnekleri
arasinda goriilen dort kat veya daha fazla antikor artig1 saptanmast ile yapilir. Bunun
icin en ¢ok Hemagliitinasyon Inhibisyon testi uygulanir. Ayrica kompleman birlesmesi
(KB), Double Immundiffusion (DID), Single Radial Diffusion (SRD) testleri de
uygulanabilir. Son yillarda Influenza hemagliitinine olusan antikorlar1 saptamada
Enzyme Immunoassay (EIA) teknigi kullanilmaktadir. Bu teknigin avantaji IgA, IgG

ve IgM antikorlarin1 géstermesi olmustur (Rowe ve ark., 1999).

1.1.6.5. Molekiiler yontemler

Solunum sekresyonlarinda virus genetik maddesinin niikleik asit hibridizasyon veya
polimeraz zincir reaksiyonu ile gosterilmesi miimkiindiir. Reverse transkriptaze
(RT)  PZR influenza virus RNA’i saptanmasinda kullanilan duyarli ve 6zgiil bir
yontemdir. Virusun tiplendirilmesi ve subtiplendirilmesinde kullanilmaktadir. IFA ve

kiiltiir sonuglar1 arasinda tereddiit oldugunda 6nerilmektedir (Li ve ark., 2001).
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1.2. Parainfluenza viruslar

1.2.1. Morfoloji ve genel ozellikler

[k olarak 1955 yilinda krup hastaligi olan (laringotrkeobronsit) yeni doganlardan
izole edilmistir. Hiicre kiiltiirlerinde tipik sinsityal sitopatik etki gosterdigi
gorilmiistiir. Paramiksoviruslarin yapisal 6zelliklerine sahip olan ajan, 150-200 nm
capinda, pleomorfik bazen flamentoz morfolojidedir. Negatif polariteli, lineer tek

zincirli zarfli RNA virusleridir (Chotpitayasunondh ve ark., 2005).

Orthomyxovirus ailesine benzer olmalarina karsin, daha biiyiilk olmalar1 ve
genetik maddenin segmentsiz olmasi ile farklilik gosterirler. Parainfluenza virus
genomu 6 tanesi yapisal olan, 89 protein kodlayabilmektedir. Virusun yapisal

olmayan proteinleri infekte hiicrelerde bulunur (Liou ve ark., 1987).

Yapisal proteinler Niikleoprotein(NP), polimeraz fosfoprotein (P), matriks (M),
fiizyon (F), hemagliitinin-néraminidaz (HN) ve biiyiik protein (L) dir. NP proteini
RNA ya sikica bagli olup niikleokapsitte gorev alir. M proteini zarfin altinda
bulunup, zarfta bulunan glikoprotein ve niikleokapsid arasindaki baglantida rol alir.
Ayrica HN ve F proteinlerinin konak hiicrenin sitoplazma membranindan olusmasi
ve virusun konak hiicreden tomurcuklanarak ayrilmasi islemlerinin baslamasinda rol
alir. HN glikoproteinler ile virus konak hiicreye baglanir. Bu baglanma fiizyon
olusabilmesi igin gereklidir. F proteini ise zarfta bulunup, virusun konak hiicreler
arasi flizyonu (sinsityum olusumu), hiicre i¢i penetrasyonu ve hemoliz ile ndtralizan
antikor olusumunda rol alir. Parainfluenza viruslarinda 4 antijenik serotip bulunur.
PIV tipl, tip2, tip3, tip4 ve iki (PIV tip 4A ve PIV tip 4B) alt tipe sahiptir (Denizli ve
ark., 1994).
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Sekil 1.4. Parainfluenza virusunun yapisal sekli (http://www.jci.org/articles/view/25669/figure/1)

1.2.2. Epidemiyoloji

Parainfluenza’nin dort tipi de genis bir cografik dagilima sahiptir. PIV tip 1 ve PIV
tip 2'nin sonbahar-kis aylarinda, PIV tip 3'iin ise ilkbahar aylarinda salginlara neden
oldugu bilinmektedir. RSV'den sonra c¢ocuklarda en sik alt solunum yolu
enfeksiyonuna neden olan virustiir. Tip 3 prevalandir ve ¢ocuklarin hemen hemen
yarist ilk sene i¢inde enfeksiyon gegirmektedir. ABD’deki bir ¢alismada ilk 2 yasta
PIV3 enfeksiyonunun fazla oldugu, hastalanma riskinin % 30 civarinda oldugu
belirtilmistir. 2 yastan sonra bu oranin distigi belirtilmistir. PIVI ve PIV2
enfeksiyonlariin 2 yillik sikluslarla olustugu bildirilmistir (Glezen ve ark., 1984).

Diinyadaki krup vakalarimmn 1/3’{iniin parainfluenza viruslari (Ozellikle PIV tip
1) tarafindan olusturuldugu bilinmektedir. Immiin yetmezligi olanlarda persistan ve
ciddi PIV enfeksiyonlar1 gelisebilir. Kemik iligi transplantasyonu olanlarda da ciddi
PIV enfeksiyonlari bildirilmistir (Ljungman ve ark., 1989).


http://www.jci.org/articles/view/25669/figure/1
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1.2.3. Hastaliklar ve Klinik Bulgular

Hastalik olarak; burun akintisi, oksiiriik, soguk alginligr gibi iist solunum yollar
enfeksiyonlart ve bronsit, bronsiolit ve krup gibi ¢ok ciddi olgular gdsteren alt
solunum yollar1 enfeksiyonlar1 olusturabilirler. Ayrica solunum yolu disinda da
goriilmiis olan PIV enfeksiyonlari, nadiren menenjit, parotit ve nazokomiyal

enfeksiyon etkenleri olarak sayilabilir (Karron ve ark., 1994; Reed ve ark., 1997).

1.2.4. Patogenez

PIV enfeksiyonlari, solunum yollarindan infekte damlaciklarin ya da direkt virusun
temast ile bulagsmaktadir. PIV’leri ilk giris kapisi olarak burun ve bogaz mukoz
membranlarint tutar. Silli epitelyumlara tutunarak ¢ogalir ve enfeksiyon olusturur.
Sonug olarak; hiicrelerde, hem virus etkisi ile hem de virusa karsi olusan immiin
yanit ile harabiyet goriilir. Ozgil korunma ilk olarak lokal antikorlarla
gerceklesmektedir. Kulugka siiresi 3—6 gilin arasinda olup, salginlarda 1-4 giin
arasindadir ( Henrickson ve ark., 1995; Smith ve ark., 1994). Hastaligin normal
seyrinde iyilesme ge¢ olmaktadir. PIV enfeksiyonlarinda reenfeksiyon sik
olmaktadir. PIV tip3 prevalan 6zelliktedir (Pachucki, 2005; Boivin ve ark., 2004).

1.25. Tam

PIV enfeksiyonlarinin tansinda, virusun muayene maddesinde gozlenmesi, virusun
hiicre kiiltiirii ile izolasyonu ve serolojik tan1 uygulanan yontemlerdir (Poot ve ark.,

1992).
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1.2.5.1. Direkt inceleme

Immunofloresan antikor (IFA) yontemi ile nazofaringeal aspirat Orneklerinden
virusun arastirilmasi esasina dayanir. Birkag saatte sonu¢ alinabilen hizli tani

yontemidir. Ayrica ELISA yontemi ile virus antijeni arastirilabilir.

1.2.5.2. Serolojik Yontemler

PIV  enfeksiyonlarinin  serolojik  tamisinda antikor yaniti  ndtralizasyon,

hemaglutinasyon inhibisyon ve ELISA yontemleri ile uygulanir (Ogilvie, 2001).

1.2.5.3. Virus izolasyonu

Bogaz burun siirlintiileri orneklerinin hiicre kiiltiirlerine ekilip iiretilmesi esasina
dayali yontemdir. Virusun iremesi sitopatik etkinin gézlenmesi ile belirlenir ve

Immuno floresan antikor ydntemi uygulanur.

1.2.6. Tedavi ve Korunma

Semptomatik tedavi uygulanir. Yapilan as1 ¢aligmalarinda antikor seviyesi artisi
goriilmiistiir, ancak koruyuculuk yeterli bulunamamistir. Viriilans1 diistiriilmiis asilar

ile caligmalar devam etmektedir (Noyola ve ark., 2000; Pachucki, 2005)
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1.3. Adenoviruslar

1.3.1. Morfoloji ve genel ozellikler

Insan adenoviruslari, Adenoviridae ailesinde Mastadenovirus cinsinde yer alan
zarfsiz, cift zincirli DNA viruslaridir. 70 ile 90 nm c¢apinda, ikosahedral simetrili
olup molekuler agirliklar1 5,000 ila 120,000 arasinda degisen 10 yapisal protein
igerirler. Adenoviruslar konak hiicrenin nukleusunda cogalir ve konak tiiriine
Ozgiildiirler. Virus ile infekte hucrelerin bir araya toplanmasi ile karakteristik tipik
sitopatik etki olustururlar. Hekzon kapsomerleri iizerinde cinse 6zgii antijenik
determinantlar icerirler. Adenoviruslar ikosahedron seklindedirler. Her bir virion 240
hekzon ve 12 pentondan olusur. Ciplak viruslardir, kiibik yapinin her bir kdsesinde
bir fiber yer alir. 12 fiber vardir. Fiberin uzunlugu her bir alt cins iiyesi igin
karakteristiktir. Kapsit i¢inde tek molekiil halinde lineer, ¢ift zincirli DNA bulunur.
DNA’nin molekuler agirligi 20x106-24x106 arasindadir. Farkli insan adenoviruslari
icin G+C baz komposizyonu % 47°den % 60°a kadar degisir. Cogu adenovirus
suspansiyonlar1 pH 6 ila 9 arasinda -200C ila -1000C’de uzun siire stabil kalir. Virus
560C’de, % 0.25 sodyum dodesil sulfat, 0.5 pg/ml konsantrasyondaki serbest klor
varhiginda, UV i1smlamasi ile, 1:400-1:4000 sulandirnmindaki formalinle inaktive
olur. Eter ve kloroform ile muameleden etkilenmez. Ozel 6nlemlere gereksinim
kalmadan liyofilize edilebilir ve infektivitelerini 4-10°C’de korurlar (Bozkaya,
2006).

1.3.2. Smiflandirma

Adenoviridae ailesi dort cinste toplanir (Tablo 1.3). Mastadenovirus yunanca
“mastos”’dan gelmektedir; insan, maymun, s1g1r, at, domuz, kedigiller gibi memelileri

kapsamaktadir. Aviadenovirus kus “avi” kelimesinden gelmekte, Atadenovirus’taki
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2

“at” genomun yuksek A+T igermesini tanimlamakta, Siadenovirus “sialidaz”

kelimesinden kaynaklanmaktadir (Bozkaya, 2006).

Tablo 1.3. Adenoviridae ailesinin smiflandirilmasi.

Adenoviridae

Mastadenovirus Aviadenovirus Atadenovirus Siadenovirus

Insan adenoviruslar1 nukleotid dizi analizine géreA’dan F’ye kadar 6 alt cinse
ayrilmistir. Adenoviruslar 6nce Rosen tarafindan hemaglutinasyon 6zelliklerine gore
simiflandirilmiglardi. Bu  smiflandirma 1973 yilinda Hierholzer tarafindan
genisletilmistir. 1967 yilinda Hueber adenoviruslari onkojenik o6zelliklerine gore
simiflandirmigtir.  En son olarak da virionda yer alan yapisal proteinlerin
biiyiikliiklerine ve viral genomun DNA homologisine gore bilinen tiim insan
adenoviruslar1 6 alt cinse ayrilmistir. insan adenoviruslari yenidogmus hamsterlerde
onkojenite acisindan model olarak da kullanilmistir. A alt cinsindeki adenoviruslarin
¢ogu yenidogmus hamsterlerde inokulasyonu takiben 2 ay icinde tiimor olusturur. B
ve E alt cinslerindeki adenoviruslar bazi1 hayvanlarda 4 ila 18 ayda tiimor olusturur.
C, D ve F alt cinslerindeki adenoviruslar in-vitro sican hiicrelerini transforme ederler.
Sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi ile virion polipeptidlerinin
molekuler agirliklarinin analizi, insan adenoviruslar1 arasindaki iliski ile ilgili daha

detayl bilgi verir (Bozkaya, 2006).

Alt cins A: tip 12, 18 ve 31 bu alt cinste yer alir. Tiimii saghikli kisilerin
diskilarindan izole edilebilir. Tip 31 bagisiklik yetersizligi olan kisilerden ve diyareli
cocuklardan izole edilebilir. Alt cins B: bu alt cinste iki farkli grup bulunur. 3, 7, 16,
21 ve 51 tiplerinden olusan gruptakiler o6zellikle solunum yolu enfeksiyonu
salginlarindan sorumludur. Bu tipler diyare de dahil sistemik enfeksiyona yol

acabilirler. Diinya Saglik Orgiitii'ne bildirilen tiim izolatlarm 1/3’u bu tiplerdendir.
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Ikinci grup tip 11, 14, 34 ve 35°den olusur. Uriner sistemin persistan
enfeksiyonlarina yol agarlar. Tip 14 ve 11 solunum yolu enfeksiyonu salginlarina yol
acabilirler. Alt cins C: tip 5 ve 6 bu alt cinsde yer alir. Lenfoid dokuda yillarca kalip
intermitan olarak diskiyla atilirlar. Alt cins D: goze tropizmi ile karakterizedir ve bu
alt cinsde 30 serotip yer alir. Serotip 8, 19a ve 37 akci_er enfeksiyonlar1 ve sporadik
keratokonjunktivit etkenidirler. Tip 40 ve 41 bilinen epitelyal hiicre dizilerinde
tremezler. Bu enterik adenoviruslar uzun suren infantil  diyareden

sorumludur(Bozkaya, 2006).

1.3.3. Antijenik yap1

Adenovirus replikasyonu sirasinda ¢cok miktarda antijenik yapi olusur ve eriyebilen
antijenler olarak kiiltiir sivisina salinirlar. Bu proteinler kompleks yapilar olup, cok
sayida antijenik determinant tagirlar. Ozellikle hekzon, verteks kapsomeri ve fiberler
tip ve alt cinse spesifik antijen igerirler. Hekzon ve fiberler tipe 6zgii antijenik
determinantlar virionun ylizeyinde bulunur ve serumda nétralizan antikorlarin
olusumuna yol acarlar. Fiber giiclu bir hemaglutinindir ve hemaglutinasyon-
inhibisyon antikorlarinin olusumuna yol acar. Cinse 0zgli antijen hekzonlar
tizerindeki ana determinant olup, kapsidin internal kisminda yer alir ve protektif

antikor olusumuna yol agmaz (Bozkaya, 2006).

1.3.4. Laboratuvar tanisi

Adenoviruslar gesitli etkenlere direngli viruslardir. Infeksiyon bdlgesinden kolaylikla
izole edilirler. Nazofaringeal aspirat ya da ekiivyonla alinan 6rnek; nazal aspirat ya
da ekiivyonla alman o6rnek kullanilir. Ornegin erken ddénemde alinmasi ve

transportun uygun sekilde yapilmasi gerekir (Murray, 2005).
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1.3.4.1. Antijen tayini

Adenoviral IgM yanitinin duyarsizligir ve IgG serokonversiyonunun gosterilmesinin
gerekliligi, bireysel hastalarda, tanisal amagli serolojinin yaraliligini, biiyiik oranda
sinirlamaktadir.  Immunkompromize  bireylerde, persistan  enfeksiyonlarda,
heterotopik yanitlar nedeniyle yetiskinlerde, gecikmis antikor artiglarinin diger klinik
problemlerle cakisabilecegi cocuklarda sorunludur. Bu nedenle elimizin altinda
olmasina karsin, seroloji, epidemiyolojik arastirmalar i¢in yapilmaktadir (Murray ve

ark., 2005).

1.3.4.2. Virus izolasyonu

Adenoviruslar, HeLa, KB, A549 ya da Hep-2 gibi devamli insan hiicre dizilerinde,
insan embriyonik akciger fibroblastlarinda (HELF, W138, MRC-5) ve diger
embriyonik fibroblastik hiicrelerde iirer; tipik sitopatik etki olustururlar. Tip 40 ve 41
ozel sartlarda belirli hiicre dizilerinde cok diisiik titrelerde iirerler. infekte hiicreler
yuvarlaklagir ve kiimeler olustururlar; adenovirus i¢in Ozgiil sitopatik etkiyi
gelistirirler. Hastadan alinan 6rnegin ekim icin hazirlanist 6nem tasir. Solunum yolu
ornegi antibiyotik ile muamele edilip 3 dakika diisiik devirde hiicre ve diger atiklar
uzaklastirmak i¢in santrifuj edilir. Ust stvidan hiicre kiiltiiriine ekim yapilir. Hiicre
kiiltiirtinde sitopatik etki arastirilir. Klasik yontem uzun zaman alirsa da Shell vial
yontemi ile 2 giinde sonug elde edilebilir. _zole edilen virusun identifikasyonunda,
IFA, EIA ve lateks aglutinasyonu ile adenovirus tanisi1 konabilir. Maymun, insan ve
sican  eritrositleri  kullanarak  aglutinasyon ile subgrup tamis1  yapilir.
Hemaglutinasyon-inhibisyon testi, notralizasyon testi, EIA ve PZR ile tip tanisi
yapilabilir (Bozkaya, 2006).
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1.3.4.3. Serolojik tani

Akut ve konvelasan dénemde 2 ile 4 hafta ara ile toplanan serum 6rneklerinde 6zgiil
antikor aranir. Dort kat titre artisinin gosterilmesi gerekir. EIA ya da kompleman
fiksasyon testi kullanilir. Adenovirus antijeni, immiinofloresan antikor (IFA), enzim
immiinoassay (EIA) ve radyoimmiin assay (RIA) yontemleri ile klinik ornekte
gosterilebilir (Kim et al. 2000, Carballal et al. 2002). Immiinofloresan antikor (IFA)
yontemi hiicre kiiltiirlerine 6rnegin ekimi ve kisa siireli inkiibasyonunu takiben (24-
72 saat) erken antijenlerin saptandigi “shell vial” tekniginde basariyla
uygulanmaktadir(Aslan ve Yilmaz 2001). Indirekt floresan antikor ydéntemi daha ¢ok
hasta serumunda antikor aramak amaciyla kullanilir. Solunum yolu &rneklerinde
adenoviruslarin hizli bir sekilde saptanmasi i¢in oldukc¢a kullanighh bir yontem
olmakla birlikte duyarliligi diistiktiir. Direkt floresan antikor (DFA) testinde ise
hastalik metaryalindeki viral antijen igermesi olasi hiicreler, bulunduklari lama tespit
edildikten sonra iizerlerine floresan hale getirilmis bagisik serum ilave edilir. Yarim
saat bekletildikten sonra preparat floresan mikroskobu ile incelenir. Viral antijen ile
eklenilen bagisik serum birbirlerine uygunluk gosterirlerse birlesirler ve buna bagl

olarak da enfekte hiicrelerin floresans verdikleri goriiliir (Ustagelebi 1999).

1.3.4.4. Molekiiler yontemler

Teknolojinin ilerlemesine paralel olarak son yillarda gelistirilen molekiiler yontemler
(Southern blotting, Northern blotting, restriction fragment length polymorphism,
dotblotting gibi hibridizasyon ve polimeraz zincir reaksiyonu, ligaz zincir
reaksiyonu, niikleik asit dizi amplifikasyonu, transkripsiyona bagimli amplifikasyon
gibi amplifikasyon yontemleri) ile klinik Orneklerde adenovirus DNA’s1
saptanabilmektedir. Hibridizasyon yontemleri ile 5-10 adenovirus DNA kopyasinin
saptanabilecegi gosterilmigtir. PZR yontemi kullanilarak duyarlilik bir viral DNA
kopyasina kadar indirilebilmektedir. Duyarliligin artirilmasinin yani sira bu yontemle
tip tayini de yapilabilmektedir. Adenoviruslar igin optimal bir izolasyon sistemi

olmamas1 ve PZR’nin izolasyona ihtiya¢ gostermemesi daha once fark edilmemis
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adenoviruslarin saptanmasina da olanak saglamistir (Durmaz 2001). Multipleks PZR
ile farkli hedef bolgeler i¢in 6zgiil olan primerler kullanilarak ¢ok sayida hedef ayn
zamanda c¢ogaltilabilmektedir. Klasik PZR’nin hizli ve diger PZR yontemlerine gore
ucuz olmasi avantajlarindandir. Fakat cogaltilan niikleik asitlerin gosterilmesinde
kullanilan agaroz jel elektroforezini takiben etidyum bromiirle boyanan jelin UV
transilluminatérde goriintiillenmesi asamalarinda dikkatli davranilmazsa hatal1 pozitif

sonug olusabilir (Durmaz 2001, Lin et al. 2004).

1.3.5. Epidemiyoloji ve klinik belirtiler

Adenoviruslar insanlarin hemen hemen tiim organ sistemlerinden izole edilmis, bir
cok klinik sendrom ile iligkili bulunmustur. Adenovirus enfeksiyonlari tim yil
boyunca endemik olup her yasta goriiliir. En sik okul ¢ag1 ¢ocuklarinda enfeksiyona
yol agar, bu enfeksiyonlarin % 50’si asemptomatiktir. Adenoviruslar kis ve bahar
aylarinda lokalize solunum yolu enfeksiyonu salginlarina, yazin yiizme
havuzlarindan kaynaklanan faringokonjunktival ates, yilin herhangi bir ayinda
oftalmolojik islemler ya da g6z travmalar ile iliskili epidemik keratokonjunktivite

yol acarlar.

Adenoviruslar bebeklerde ve okul 6ncesi ¢ocuklarda gastroenterit olgularinin
% 5-15’inden sorumludurlar. Askeri birliklerde akut solunum yolu enfeksiyonu
epidemileri glinlimiizde uygun serotipleri igeren kapsiil seklindeki asilarla
onlenmektedir. 51 serotipi tanimlanmis olup en sik enfeksiyona yol aganlari 1’den
8’e kadar ve 11, 21, 35, 37, 40 serotipleridir. Adenoviruslarin yol a¢tig1 iist solunum
yolu enfeksiyonlart soguk alginligi, farenjit veya tonsillit seklinde olup genellikle
bebek ve kiigiik cocuklarda goriilmektedir. Klinik tabloya genellikle tipl’den 7’ye
kadar olan adenoviruslar yol acar. Tip 1, 2, 5 ve 6’ya ait onemli bir 6zellik virusun
yaklagsik %50 cocukta adenoid ve tonsil dokusunda latent olarak yerlesmesidir. Bir
diger epidemiyolojik oOzellik ise virusun semptomsuz olarak aylarca diski ile
atilmasidir. Bronsit, bronsiyolit ve pndmoni gibi alt solunum yolu enfeksiyonlart,

siklikla adenovirus enfeksiyonlarinda komplikasyon olarak goriiliir. Oliimciil
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olabilen agir pndmoni bebek ve cocuklarda, nadiren eriskinlerde goriiliir ve tip 3, 4, 7
ve 21 tarafindan olusturulur. Bobrek ve karaciger tutulumu gibi ekstrapulmoner
tutulum ozellikle bebeklerde ve bagisiklik yetersizligi olanlarda goriiliir ve bu tiir
hastalarda yaygin hastalik genellikle fatal seyirlidir. Tip 3, 7 ya da 21’in neden
oldugu pnémoniden iyilesen bazi ¢ocuklarda kalici akciger hastalig1 olmaktadir. Tip
5 ile, nadiren tip 1’den 3’e kadar adenoviruslarla bogmacaya benzer 6ksiiriik tablosu
bildirilmistir. Adenoviruslar hastane enfeksiyonuna neden olabilirler. Hastaneye
yatan ¢ocuklardaki pnomonilerin % 10’undan adenoviruslar sorumludur. Diskiyla
uzun siire atilirlar. Bulasma solunum yolundan sagilan damlaciklar ile ya da
kontamine esyalarla olur. Virus solunum yolunu ve gozii enfekte edebilir. Hastane

calisanlar1 enfekte olabilir.

1.4. Respiratuar sinsityal virus (RSV)

1.4.1. Morfoloji ve genel ozellikler

RSV yap1 olarak negatif polariteli, tek sarmal RNA genomu igeren pleomorfik
ozelliktedir. Paramyxoviridae ailesi paramyxovirinae alt ailesinin pneumovirus
cinsinde yer almaktadir. 120-300 nm ¢apinda olup tek sarmal RNA genomu 10 viral
protein kodlamaktadir. Bu proteinlerden N, P, L niikleokapsid, F,G, M, M2 zarf ve
SH virion ile ilgili olup, NS1 (1C) ve NS2 (1B) yapisal olmayan proteinlerdir (Savy
ve ark., 2000). Diger paramiksoviruslar ile ayni yapisal ozelliklere sahip olmasina
ragmen; noraminidaz ve hemaglutinin icermez. RSV monoklonal antikorlar araciligi
ile veya genetik analizler ile A ve B diye iki alt gruba ayrilir. Bunlarin ayrimi G
proteinlerindeki aminoasid sekanslarindaki farkliliklarla birbirinden ayrilirlar. G
proteini virusun konak hiicreye baglanmasinda rol alir. 37°C’de stabil degildir,

4°C’de infektivitesi bozulmadan muhafaza edilebilir (Sengupta ve ark., 2003).
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1.4.2. Antijenik yapr

Farkli aragtirmacilar, RSV’ nin yapisal proteinlerine karsi monoklonal antikorlar
kullanarak vermis oldugu reaksiyonlara gore A ve B olmak iizere virusun iki major
antijenik alt tipini belirlemislerdir. iki RSV alttipinin aminoasit dizisindeki en biiyiik
degisiklik G glikoproteininde goriilmektedir. Bu genetik degisiklige neden olan diger
protein ise SH proteinidir. RSV suslar1 arasindaki polimorfizm ilk kez Grup A’nin
A2 susu ile Grup B’nin 18537 susunun nétralizasyonlarindaki farkin dikkat ¢ekmesi
ile saptanmistir. A ve B altgruplarinin F proteinleri %50, G proteinleri ise % 1-7
iliski gostermistir. Dolayisiyla, protein G ayiric1 testler i¢in iyi bir antijendir
(Langedijk ve ark., 1997; Walsh ve ark., 1990). iki alt grubun antijenik olarak stabil
oldugu ve cogu yillarda epidemilerde, birlikte etken olduklari saptanmustir.
Genellikle alt grup A daha siklikla etken olarak elde edilmistir. RSV altgruplar kendi
icinde de degiskenlik gostererek genotiplere ayrilir. Bu da 6zellikle G proteinine
kars1 monoklonal antikorlarin kullanimina veya genomun nukleotid analizine
dayanarak gosterilir. Tek bir epidemi sirasinda hem A hem de B altgruplarinin farkli
genotiplerinin varlig1 gosterilmistir. Ayn1 donemde tum dunyada ayni genotipler
bulunmaktadir. Birbirini takip eden epidemiler incelendiginde farkli genotiplerin
epidemiye hakim oldugu dikkati ¢gekmektedir. Tiim genotipler her epidemide yoktur.
Belirli genotipler zamanla artig gosterip daha sonra azalirlar. Bu belirli zamanda
belirli genotipe kars1 gelisen direncin gostergesidir (Cane ve ark., 1994; Cane ve ark.,

1995; Garcia ve ark., 1994).

1.4.3. Epidemiyoloji

Genellikle ilkbahar ya da kis aylarinda salgmlar olusururlar. Epidemilerde A ve B
grubu virusler bir arada salginlar yapsa da genellikle grup A daha fazla izole
edilmektedir. RSV salginlar1 esnasinda diger virusler ortamda nadir goriiliip salginlar
yaparlar. RSV salgininin en belirgin 6zelligi o donemde goriilen pndmdninin ve
bronsiolitin toplumda artmasi ve ¢ocuklarin akut alt solunum yolu enfeksiyonu

sikayeti ile hastaneye yatmasidir (Freymuth ve ark., 1995).
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Yeni doganlarda ve 6zellikle erkek ¢ocuklarda insidansi daha yiiksektir. Tiim
yas gruplart RSV enfeksiyonun duyarlidir. Salginlar 2-3 ay siirebilmektedir. Bulas
en fazla damlacik yolu ile olup, kulugka siiresi 4—5 giindiir. Okullar, bakimevleri
duyarl kisilere bulas i¢in ideal ortamlardir (Smith ve ark., 2003; Thomas ve ark.,
2003).

1.4.4. Laboratuvar Tan1

1.4.4.1.Serolojik Tan

Epidemiyolojik ¢alismalarda daha 6nemli olan bu yontem, hastalik takibinde fazlaca
tercih edilmez. ELISA ve IFA yontemi ile antijen aranir. Antijen tayini hastaligin ilk

li¢ glinlinde nazofarinksten alinan aspirasyon sivisinda uygulanir.

1.4.4.2. Hiicre Kiiltiirii

Klinik ve epidemiyolojik bulgularin yaninda esas tani mikrobiyolojik olarak
yapilir.58—61 Uygun hiicre kiiltiirlerinde 6zellikle Hep—2, HeLa, PRMK (Primer
Rhesus Maymun Bobrek Hiicre Kiiltiirii) 7 giinde tipik stopatik etkileri goriiliir.
Hiicre kiiltiirlerinde liremeleri yavastir. Diizinelerce niikleer ve stoplazmik inkliizyon
cisimcikleri igeren bilyiik sinsityal hiicrelerin goriilmesi ile virus saptanir. Ilk
sitopatik etki 3-5 giin i¢inde olusur. Virus hiicre kiiltiiriine ekildikten 7—-10 saat sonra
immunofloresan yoOntemi ile viral antijenler hiicre stoplazmasinda saptanir.

Hemadsorbsiyon 6zellikleri yoktur (Thomas ve ark., 2003; Yamada ve ark., 1991).

1.4.4.3. Molekiiler yontemler

Son yillarda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve revers transkripsiyon (RT) ile

viral niikleik asit dizinlerinin amplifikasyonuna dayanan yontemlerin RSV tanisinda
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degeri arastirilmaktadir. RSV genomunun, F glikoproteininin F1 subiinitesini
kodlayan bolgesine 6zgii oligoniikleotid primerleri kullanilarak gelistirilmis teknigin
duyarliliginin ve 6zgilinliigliniiniin yiiksek oldugu bilinmektedir (Freymuth ve ark.,
2003).

1.4.5. Patogenez

Enfekte burun ve bogaz salgilar ile virusun bulasmasindan sonra 2-8 giinliikk bir
kulugka siiresini takiben virusun nazal sekresyonlarda belli bir titreye ulagmasi ile
hastalik belirtileri baglar. Bulagsma virus iceren solunum yolu kaynakli biiyiik
damlaciklar veya bunlarla kontamine olmus nesneler ve eller ile olur (Hall ve ark.,
1980; Hall ve Douglas, 1981). Virusun organizmaya girisinde goz ve burun
mukozalari esit onem tasirken agiz da bir giris yoludur. RSV enfeksiyonu genellikle
solunum yollari ile sinirli olup virusun yayilimi iist solunum yollarindan alt solunum
yollarina dogru olmaktadir. Bu yayilim mekanizmasi tam agik olmamakla beraber,
ya solunum yolu epiteli ile direkt olarak ya da nazofarengeal sekresyonlarin
aspirasyonu ile oldugu sanilmaktadir (Collins ve ark., 1996). Virus, sitoplazmalar
arast kurulan kopriilerle hiicreden hiicreye, hiicre dis1 aralifa geg¢meden
yayilabilmekte ve hiicre fiizyonu yaparak sinsisyum olusturmaktadir. Bebeklerde alt
solunum yolunun tutulma belirtileri burun akintisinin baglangicindan genellikle 1-3
giin sonradir. Otopsi ¢alismalarinda elde edilen verilere gore fatal seyreden
pnomonili vakalarda virus antijenleri daha yogun olarak bulunmaktadir. Bu da virus
replikasyonunun solunum yetmezliginin artistyla dogru orantili gittigini ve yine RSV
antijenlerinin derinlere gitmeyip solunum yolunun yiizeyel tabakalarinda sinirh
kaldigim1 gostermistir. Bagisiklik sisteminde yetersizlik olan bebek ve eriskinlerde
fatal RSV enfeksiyonlar1 tanimlanmistir. Bu olgularda virusun solunum yollarinin
disina da yayildig1 ve bobrek, karaciger ve miyokard gibi diger organlarin tutuldugu

gozlenmistir (Collins ve ark., 1996; Welliver ve ark., 1998).

Enfeksiyonun odak noktasi; solunum yolu epiteli olup, dokiilen kirpikli

epitelyum hiicrelerinde virusun antijenini saptamak miimkiindiir (Armstrong ve
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Cohen, 1999). RSV ile enfekte hiicrenin plazma zarmin altinda yogun pleomorfik,
eozinofilik  ipliksi  kiimeleri andiran  periniikleer inkluzyonlar  goriiliir.
Tomurcuklanma Oncesi hiicre zarinin altinda nukleokapsid goriiniimii alir. Siserek
liimene dogru cikinti yapan virusle enfekte kirpikli epitel hiicreleri kirpiklerini
kaybeder ve virus buradan tomurcuklanir (Collins ve ark., 1996; Fields ve ark., 1996;
Belshe ve Mufson, 1991). Bu esnada enfekte hiicre zar1 komsu hiicre zar ile
birleserek RSV’nin sitopatik etkilerinden (CPE) olan ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler
olusturur. Boylece virus ekstraselluler siviya gegcmeden hiicreden hiicreye yayilir.
Enfeksiyonun baslangicindan 18-24 saat sonra histolojik olarak bronsiyol epitelinde
proliferasyon gelisimi baslar. Plazma hiicreleri, makrofajlar ve lenfositlerin eslik
ettigi peribronsiyal infiltrasyon konak hiicre yanitinin gostergeleridir. Elastik lifler ve
kas tabakasinda tutulum yoktur. Virusler, brong epitelinde belirgin olarak lokal doku
reaksiyonu olustururlar. Bu reaksiyon, epitelyal ortiide nekrozdan silya ve epitel
hiicresinde harabiyete kadar degisen bulgulara yol agar. Bronsiyollerin liimeninden
dokiilen epitel hiicreleri ve artan mukus salgisi nedeniyle yogun bir tikag olusur.
Boylece kiiciik bronsiyollerde tikanma meydana gelir. Tikanma nedeniyle hava
akiminin engellenmesi hem ekspiryum hem de inspiryum sirasinda gozlenir.
Ekspirasyon sonrasi kalan havayla artan pozitif basing, liimen darligim1 daha da
arttirir. Havalanma artisinin nedeni, periferik bolgelerdeki kismi tikaniklik sonrasi
gelisen hava tuzagidir. Sonrasinda gelisen tam tikanma, birden c¢ok alanda
atelektazinin gelisimine neden olur. Sonug¢ olarak; bronsiyolitli bebegin akciger
hacmi artar ve ekspirasyonu zorlu olur (Mandel ve ark., 1995; Belshe ve Mufson
1991). RSV, kucuk hava yolu epiteline (75-300 nm) trofizm gosterir. Genis hava
yollarinda da bronsiyolitin patolojik degisiklikleri saptanmistir. Hava yollarinda ve
akciger parankiminde olusan hasar muhtemelen virusun direkt etkisi ve konagin
immun yanitindan dolayidir (Ogra, 2004; Pannitch ve ark., 1994; Visscher, 2006).
Bebeklerde periferik kiiciik hava yollar1 erigkinlere oranla nispeten daha kiigiiktiir.
Ayrica, bebeklerin hava yollarinda mukus salgi bezleri daha fazladir ve bol miktarda
sekresyon {liretimine izin verir. Bebeklerde, hava yolu mukozasi daha gevsek olarak
akcigere yapistigindan, bunlarda submukozal 6dem olusma potansiyeli daha fazladir.
Bebeklerin akcigerlerindeki Kohn porlari az sayida ve immatur oldugundan

kollateral ventilasyon eriskinlerdeki gibi efektif degildir. Bu nedenle, hava tuzag: ve
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atelektaziler daha kolay geligir. Biitiin bu faktorler degerlendirildiginde, RSV
enfeksiyonunun siklikla bebeklerde bronsiyolit seklinde, eriskinlerde ise daha ¢ok iist
solunum yolu enfeksiyonu seklinde ortaya c¢iktig1 anlasilmaktadir. Bebeklerde ve
cocuklarda bronsiyolitin daha ciddi bulgularla seyretmesinde, anatomik farkliliklarin
yani sira mukozal sekretuvar IgA degerlerindeki disiikliik, tip-la makrofajlardaki
yetersizlik gibi faktorlerin de rol oynadigi diistiniilmektedir. Bunlarin hepsinin bir
sonucu olarak da; akciger hacminde artis (ekspiryum sonunda yaklasik 2 kat kadar),
fonksiyonel reziduel kapasitede artis, dinamik kompliyansta azalma, solunum yollar
direncinde artig, gaz aligverisi ve ventilasyon-perfiizyon oraninda bozulma, arteriyel
hipoksemi, hiperkapni ve pH degisiklikleri goriiliir. Bu degisiklikler,
bronkopulmoner displazi, kistik fibrozis ve kronik akciger hastalig1 gibi altta yatan
bir akciger hastalig1 olan ¢ocuklarda ve 6zellikle pulmoner hipertansiyonla giden
konjenital kalp rahatsizligi olan bebeklerde daha agir klinik tablolara ve zaman
zaman Olliimlere neden olabilmektedir. Akut bronsiyolitlerde duzelme 3-4 giin ig¢inde
bronsiyol epitelinde rejenerasyonla baslar, silyalardaki iyilesme ise daha gec,
yaklagik 15 giin i¢inde goriliir. Olusan mukus tikaglari ve plaklar makrofajlar

tarafindan yok edilirler (Pannitch ve ark., 1993; Langley ve ark., 1997).

Hastaneye yatirilan bebeklerin kiigiik bir kisminda alveolar hipoventilasyon ve
ilerleyici hiperkarbi sonucunda mekanik ventilasyon gerekebilir. RSV enfeksiyonlari
7-21 giin igerisinde diizelme gosterir, gerekli goriildiigii durumlarda hastanede kalis

stiresi de 3-7 giin arasinda degigmektedir.

1.4.6.Direnc¢

RSV, sicaklik ve pH degisikliklerine ¢ok hassastir. Enfektivitesi 55 derecede 5
dakikada %10’a diiserken, 37 derecede bir saat stabil kalir ancak 24 saat sonra
enfektivitesi %10’a iner. Enfektivitesi 25 derecede 48 saat sonra %10’ a diiserken,
+4 derecede 7 giin sonra %]1’e diser (Hambling, 1964). Yavas dondurulma ve
¢Oziilmeye de duyarli olan virus —30 derecede yavasca dondurulup ¢oziilmeye

birakilirsa enfektivitesinin tamamin1 kaybeder. Asit pH virusu olumsuz etkiler.
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Optimal pH 7,5 tur. Virus; eter, kloroform ve ¢esitli deterjanlarla (%) 0,1°1lik sodyum
deoksikolat, sodyum dodesil sulfat ve triton X-100) ¢abuk inaktive olur. RSV’nin
saklanmasinda, alkol-kuru buz karigimi veya gliserin ya da siikroz eklenerek hizli
dondurma yontemleri kullanilabilir. RSV’ nin canliligi kismen ortamin nemine de
bagli olup hastanin solunum yolu salgilarinda bulunan RSV, oda sicakliginda
gozeneksiz yiizeylerde (masa, steteskop v.s) 3-30 saat canliligini siirdiirebilirken,
gozenekli yiizeylerde (giysi veya kagit gibi) canli kalma siiresi 1 saatten azdir.
Ellerde de RSV’nin enfektivitesi kisiden kisiye degismekle beraber genellikle 1
saatten azdir (Hall ve ark., 1980).

1.4.7. Tedavi

RSV ile ilgili yapilan calismalar sonucunda biyolojisi, immunolojisi, epidemiyolojisi
ve patofizyolojisi ile ilgili olarak ilerlemeler kaydedildiyse de tedavisi ile ilgili olarak
sorunlar halen surmektedir. Tedavisinde en cok uzerinde durulan destek tedavisidir.
Destek tedavisi de, oksijen destegi, intravenoz hidrasyon ve antipiretik
uygulanmasimi  kapsamaktadir.  Bronkodilatorlerin  etkinligi  tam  olarak
tanimlanmamasina ragmen bronsiyolitte yaygin olarak kullanilmaktadir (La via ve

ark., 1992; Levy ve Graber, 1997; Schuh ve ark., 1990).

RSV’ de destek tedavisinin disinda uygulanan diger tedaviler kisiden kisiye
degisiklikler gosterir. Bebeklerde uygulanan kortikosteroidlerin yararliligi diisiik
bulunmustur (Roosevelt ve ark., 1996). Akut bronsiyolitli hastalarin tedavisinde
antibiyotik kullanimmin yeri yoktur. Enfeksiyon gostergelerinin kuvvetli pozitif
oldugu durumlar, genel durum koétiiliigii, yiiksek ates, akciger grafi bulgularinda
konsolidasyon varli§i ve sepsis gibi durumlarda destek tedavisine eklenmelidir

(Pediyatrik Akciger Hastaliklar1 Calisma Grubu, 2002).

Ribavirin, guanozin ve inozine benzeyen sentetik bir nukleozid analogu olup,
agir RSV brongiyoliti veya bronkopnomonisi nedeniyle hastaneye yatirilan

bebeklerde uygulanan antiviral ajandir. Messenger RNA’nin ekspresyonunu
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etkileyerek viral protein sentezini inhibe eder. Aerosol olarak 12-20 saat sureyle 2-5
giin uygulanmalidir. Toksik yan etkileri minimaldir, uzun sureli tedavilerde bile bu
antiviral ajana karsi diren¢ gelisimi saptanmamistir. Ozellikle, konjenital kalp
hastalig1, kronik akciger hastaligi, kistik fibrozis, immun supresyonlu hastalar,

norolojik hastalig1 olanlar ve premature bebeklerde yararlidir.

RSV enfeksiyonlarinin zaten bir¢ok bebekte kendi kendini sinirlayan bir seyir
izlemesi ve ribavirin tedavisinin de ¢ok maaliyetli olmasi ancak se¢ilmis olgularda ilacin

kullanilmas1 gerektigini gostermistir.

Rekombinant INF alfa-2a ile yapilan in vitro ¢alismalarda olumlu sonuglar
alimmustir. Ancak RSV ile enfekte ¢ocuklarda yararliligi ve yan etkilerine ait yapilan
caligmalarin yetersizligi nedeniyle kullanilamamaktadir. Sung ve arkadaslari
yaptiklar1 bir calismada, rekombinant interferon tedavisinin bronsiyolit morbiditesi
tizerindeki etkilerini ve bulastiricilik suresi {lizerinde etki saglayip saglamadigini
aragtirmiglar. Sonug olarak plasebo alan gruba gore ilk 3 giin boyunca tiim klinik
diizelmelerin daha fazla oldugunu ancak viral bulastiricilik siiresinin degismedigini

gormiislerdir (Mandel ve ark., 1995; Sung ve ark., 1993).

1.4.8. Korunma

RSV’ ye bagli alt solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisi destekleyici tedavidir. Bu
nedenle tedaviden ziyade hastalifin kontroliinde korunma onem kazanmaktadir.
Bununla ilgili olarak, iyi el hijyeni, ellerin antiseptik soliisyonlarla yikanmasi, ayni
sekilde kontamine cevresel yiizeylerin ve oyuncaklarin da temizlenmesi gibi genel
temizlik kurallarinin uygulanmasi hastaliktan korunmada biiyiik 6nem tagimaktadir.
Diger Onleyici durumlar arasinda kalabaliktan sakinma, sigara icilen ortamlardan
uzak durma sayilabilir (CDC, 2002). RSV’den korunma amagli yapilan as1
caligmalar1 etkili bir asinin varligin1 ortaya koyamamustir. Asilama denemeleri
1960’1 yillarda baglamistir. Bu as1 ile immunizasyon sonrasi yiiksek titrede F

glikoproteinine karsi antikor cevabi gozlenmis fakat notralizan aktivite istenilen
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olgiide olamamustir. Inaktivasyon isleminde uygulanan formalinin, F ve G
glikoproteinlerinde koruyucu epitoplarin antijenitesini selektif olarak azalttigi, buna
bagli olarak da iglevsel olmayan antikorlarin olustugu ve dogal enfeksiyonun daha da
abartili olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilmiistiir. Dogal enfeksiyonun artisina neden olan
bir diger varsayim ise, F glikoproteinine kars1 olusan antikorlarin virusun sinsisyum
olusturmasini 6nledigi halde, formalinle inaktive as1 uygulamasi sonrasi F antijenine
kars1 antikorlarin olugamamasinin sonucu bebekleri enfeksiyona hassas kildigi
seklindedir. Canli attenue virusun subkutan uygulanmasi seklinde yapilan asi
calismalarindan da anlamli bir sonu¢ alinamamustir. Halen F-G glikoproteinlerine

kars1 kombine as1 ¢alismalar1 devam etmektedir (Hall, 1994; Sung ve ark., 1993).

Pasif bagisiklik degerlendirildiginde, anne siitiinde 6zgiil anti-RSV IgA’lar
bulunmaktadir. Bu antikorlarin da yeni doganlarda RSV’ ye kars1 tam bir bagigiklik
saglamadig1 bilinmektedir. Son donemde Ozellikle premature bebekler, kronik
akciger ve kalp hastalig1 olan ¢ocuklarda uygulanmak tizere yeni immunoterapotik
ajanlar bulunmustur (Groothius ve ark., 1993). Bunlardan biri, saflastiritlmis insan
kaynakli IgG olan RespiGAM’dir. RSV’ ye karst koruyucu antikor igerir ve
intravenoz olarak uygulanir. Hastaligin siddetli formlarimin olusumunu azalttig
yolunda ¢aligmalar vardir. Bu nedenle yiiksek risk grubundaki hastalara uygulanmasi
onerilmektedir. RespiGAM’1n dezavantajlar1 arasinda, uygulama yonteminin gii¢
olmasi1 ve uzun siirmesi, uygulama sonrasi canli as1t yapimini geciktirmesi, RSV nin
stk goriildiigi mevsimden once baslanilip ayda 1 kez olarak mevsim boyu
uygulanmasi ve kan kaynakli patojenleri bulastirma riski sayilabilir (Simoes ve ark.,
1998; Sandritter ve Kraus; 1997; Hay ve ark., 1996). Bu uygulama yerini, 1998
yilinda FDA tarafindan onaylanan RSV monoklonal antikorun intramuskuler formu
olan Palimizuvab’a (Synagis) birakmistir. RSV’nin F proteininin A epitopuna karsi
gelistirilmis insan kaynakli monoklonal bir antikordur. F glikoproteinine baglanarak
virusun diger epitel hiicrelerini enfekte etmesini dnler. Uygulanist RespiGAM’dan
daha kolay ve yan etkileri azdir. Maliyetinin yiiksek olusu nedeniyle kullanimi1 sinirh
olup yiiksek risk grubunda olanlara kullanilmaktadir (Impact RSV Study Group,
1998; Johnson ve ark., 1997).
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1.5. Rinoviruslar

Picornaviridae ailesinde yer alirlar. Soguk alginligi ve ist solunum yolu
enfeksiyonlarmin énemli etkenlerinden biridir. Bugiin 100’iin lizerinde serotipi olup

burun ve bogazdan izole edilmislerdir.

Ilk defa Kruse 1914 yilinda nezleli bir hastanin burun akintisinin bakterisiz
filtratinin saglam kisilerin burunlarina damlatilmasi sonucu bu kisilerin enfeksiyon
gecirdigini  gostermistir. 1954 yilinda Mogabgatr tarafindan maymun bobrek
hiicresinden Rinovirus tip 1A izole edilmistir. Son yillarda tiim yaglardaki
immunkompromize hastalarda alt solunum yolu hastaliklari ile iliskilendirilmektedir.
Kronik akciger hastaligi ve astim, ayrica siniizit ve otitis mediada etken oldugu

bildirilmektedir (Savolainen ve ark., 2002).

1.5.1 Morfoloji ve Genel Ozellikleri

Virus partikiili RNA ve bunu ¢evreleyen protein bir kapsidden ibarettir. Virus
ikozahedral simetriye sahip olup 22-30 nm. ¢apindadir. Kapsid 60 kapsomerden
olugmustur. Niikleokapsitte VP1, VP2, VP3 ve VP4 olarak gosterilen dort protein
igerirler. VP1, VP2 ve VP3 genetik maddeyi 6rten protein tabakada, VP4 ise icte yer
alir. Niikleik asit tek zincirli pozitif polariteli, 7200 niikleotid uzunlugunda RNA'dir
(Smith ve ark., 1986).

Rinoviruslar diger pikornaviruslardan birgok yonden ayrilirlar. Bu viruslar
diisiik pH’da inaktive olurlar, fakat 50°C’de enfektivitelerini korurlar. Rinoviruslarin
% 80-90" ortak bir reseptdr kullanmaktadir. Intraselliiler adesiyon molekiil 1
(ICAMI) en onemli reseptorleridir. ICAM-1 ¢ok farkli hiicrelerin yiizeyinde
bulunmaktadir. Virus diger RNA viruslarinda oldugu gibi konak hiicrenin

sitoplazmasinda ¢ogalir (Uncapher ve ark., 1991).
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1.5.2. Antijenik Yapis1

Rinovirus infektivitesi, ¢esitli spesifik antiserumlarla noétralize edilebilir. Tip 2 ve
14'e kars1 monoklonal antikorlarla yapilan ¢alismalarda, Rinovirusun iki ikozahedral
asimetrik iinitesinin birbirine bitisik iki yarisinda 3, 4 veya 5 immiinojenik baglanma
yeri gosterilmistir. Yeni serotiplerin tanimlanmasi noétralizasyon reaksiyonuna

dayanir. (Appleby ve ark., 2005).

1.5.3.Yaptig1 Hastaliklar ve Klinik Bulgular

Hastaligin kulucka siiresi 1-5 giin olup ortalama 2 giindiir. Enfeksiyon kendisini {ist
solunum yollarinda dolgunluk ve irritasyon, bas agrisi, oksiiriik, bogaz agrisi, burun
akintis1 seklinde gosterir. Cok az bir ates artis1 olur veya ates goriilmez. Hastaligin
olusumunda higbir serotip predominant degildir. Spesifik serotiplerle salginlar
nadirdir. Rinoviruslar yilin birgok ayinda hastalik olustururlar ve sonbaharda en iist
diizeye ulasirlar. Alt solunum yolu enfeksiyonlar» da goriilebilir. Hastalik 2-3 giin
stirer, semptomlar hizla diizelir. Sigara igenlerde oksiiriik sikliginin arttig1 ve hastalik

sliresinin uzadigi bilinmektedir (Savolainen ve ark., 2002).

1.5.4. Patogenez ve Immiinite

Rinoviruslar organizmaya iist solunum yollar1 araciligi ile ve kontamine ellerle direk
temasla girerler. Burun mukozasi ve farinkste iirer ve orada yerlesirler. Virus sadece
burun sekresyonlarinda mevcut olup diger viicut sekresyonlarinda goriilmez.
Yaptiklar1 histopatolojik degisiklikler mukozaya mahsus olup baslica bulgular
mukozaya kan hiicumu, 6dem, hafif hiicre infiltrasyonu ve epitelyum doékiilmesidir.
Edinilmis bagisiklik tipe 6zgiildiir. Bagisiklik serumdaki Ig M’den daha ¢ok burun
mukozasindaki Ig A’nin titresi ile yakin iligkilidir. Herhangi bir tiple enfeksiyonu
takiben birka¢ hafta i¢in heterotipik Rinoviruslara ve birkag yil homotipik virusa

direng olusur (Savolainen ve ark., 2002).
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1.5.5. Laboratuvar Tanisi

1.5.5.1. Ornek alinmasi ve muhafazasi

Tan1 i¢in materyal alinmasi islemi semptomlarin baglamasindan itibaren 3 giin
icerisinde yapilmali ve O6rnek en kisa zamanda laboratuvara ulagtirilmalidir. Bu
esnada +4°C’de muhafaza edilmelidir. Ornek olarak burun yikama sivisi veya
faringeal siiriintii kullanilabilir. Ornek uzun siire saklanacaksa -80°C de saklanmalidir

(Lennette, 1992).

1.5.5.2. Virus izolasyonu

Rinoviruslara duyarl olmalar1 nedeniyle insan orijinli olan WI-38, W1-26 ve MRC-5
gibi diploid hiicre kiiltiirleri izolasyon i¢in uygun ortamlardir. Insan embriyonu
bobrek ve akciger hiicre kiiltiirleri de kullanilmaktadir. Virus identifikasyonu, 1siya
duyarlilik ve asit pH ve lipit solventlere rezistan olusu ile yapilir. Rinoviruslar en iyi
33 °C de drerler, diisik pH'ya hassasdir ve kloroform, eter gibi solventlere de
dayaniklidir (Lennette, 1992).

1.5.5.3. Viral Antijenin Gosterilmesi

Viral antijenin dogrudan klinik ornekten gosterilmesi, pek ¢ok Rinovirus serotipi
varlig1 nedeniyle zordur. ELISA ile direkt olarak ornekten Rinovirus gosterilebilir.
Niikleik asit hibridizagyonu ile klinik 6rnekten % 90'a varan oranda Rinovirus

gosterilmistir (Hierholzer ve ark., 1989).
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1.5.5.4. Serolojik Tam

Serumdaki antikorlar veya burun yikama Ornegi igin standart serolojik test
ndtralizasyon testidir. Hemagliitinasyon inhibisyon testi kullanilmakla birlikte,
notralizasyon testi kadar hassas degildir. Ayrca bazy Rinoviruslar hemaglutinasyon
ozelligi gostermez. Kompleman fiksasyon testinde Rinoviruslarla, enteroviruslar
arasinda heterotipik antikor gosterebilir. Insan El ve 2 antijenleri kullanilarak
hazirlanmig ELISA serum ve nazal Ig G ve Ig A’lar i¢in kullanilmistir. Rinovirusun
pek c¢ok serotipinin olmasi nedeniyle dogal enfeksiyon tanis1 koymada problemler

olmaktadir (Vuorinen ve Meurman, 1989).

1.5.6. Epidemiyoloji

Rinoviruslar biitiin diinyada yaygin halde bulunmaktadir. Enfeksiyonlar 1sinin aniden
degistigi sonbahar basi ve ilkbahar basinda meydana gelir. Rinoviruslar her yas
grubunda enfeksiyon olusturabilmektedir. Virus yayilimi inhalasyonla olabilecegi
gibi, bulasta infekte ellerin esyalara ve diger kisilerin ellerine temasmin da etkili

oldugu bilinmektedir (Nicholson ve ark., 1996).

1.5.7. Tedavi ve Korunma

Spesifik bir tedavisi yoktur. Cok sayida serotipinin olmasi, yanitinin kalict olmamasi
as1 hazirlanmasini giiclestirmektedir. Hastalik tablosunun agir olmamasi da tedavi ve
as1 i¢in zorunluluk getirmemektedir. En iyi korunma yontemi, salginlarda dikkatli

olma, el yitkama ve kontamine objelerin dezenfeksiyonudur (Méikeld ve ark., 1998).
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1.6. Metapneumovirus

Human metapnomovirus (hMPV) ilk olarak 2001 yilinda, solunum yolu yakinmalari
olan ¢ocuklardan izole edilmistir . (Daha sonraki arastirmalar virusun diinyada
cocuklar arasinda 2-4 ve 5-9 yas grubunda yaygin olarak bulundugunu, toplumdan
kazanilan akut solunum yolu enfeksiyonlarina neden oldugunu, yenidoganda RSV ile
koenfeksiyon olusturmasi bronsiolitin agirlasmasinda rol oynadigimi gostermektedir

(Crowe, 2004; McAdam ve ark., 2004).

1.6.1. Morfoloji ve Genel Ozellikleri

Human metapnémovirus genusu zarfli , segmentsiz, tek zincirli, negatif polariteli,
siras1 ile 3’ ucundan itibaren N (nukleokapsit), P (fosfoprotein), M (matrix), F
(fusion), M2 (seconder matrix), SH (small hidrofobik), G (glikoprotein), L (large
polimeraz), 5’ucuna genlerden olusan RNA genomu igerirler. Lineer genomik RNA
molekiilii helikal riboniikleoprotein complexinde P ve L proteinleri ile iligkili olan N
proteini ile kapside sikica tutunmaktadir. (Riboniikleoprotein kompleksi genom
replikasyonu i¢in gerekli olan mRNA transkripsiyonunun yapildigi bolgedir
(Conzelmann, 1998).

hMPV, Paramyxoviridae ailesi Pneumovirus alt ailesinde yer almaktadir.
Filogenetik olarak hRSV, hMPV'ye en yak>n insan virusiidiir. Klinik belirtileri de
RSV ile ortiismektedir .114 Hastalik hafif solunum yakinmalarindan, agir oksiirik,
bronsiolit ve pndmoniye kadar degisen belirtiler ile yiiksek ates, miyalji ve kusma
yapabilmektedir. Dolayist ile bazi hastalarin hastaneye yatmast ve mekanik
ventilasyon gerekmektedir (Wright ve ark., 1989; Davies ve ark.,1996). hMPV yash
insanlarda da RSV benzeri hastalia neden olmaktadir. Yashilarda Oksiiriik, ates
solunum yolu sikayetleri 6ne ¢ikan belirtilerdir (Falsey ve ark., 2003). ingiltere'de
yapilan bir c¢aligmada 40-64 yas arasinda Oksiiriik, farinkste agri hissi, balgam

cikarmada artig, letarji, burun akintisi ile seyreden enfeksiyonlu hastalardan % 70
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oraninda hMPV saptandigi, RSV'de oldugu gibi immunkompromize hastalarda artan

morbiditeye neden oldugu bildirilmektedir (Greensill ve ark., 2003).

M (Matriks Proteini)
HA (Hemaglutinin)

Flizyon protein (F) \ : > L)) Fosfoprotein (P)

SH Protein ==~ Niikleoprotein (N)

Polimeraz(L)

Sekil 1.5. Metapnemovirus’un sematik goriiniimii http://expasy.org/viralzone/all_by species/89.html
25/05/2011

1.6.2. Yaptig1 Hastaliklar ve Klinik Bulgular

hMPV diinya iizerinde yaygin bir patojendir. Ozellikle ¢ocuklar ve eriskinlerde bu
virus siddetli Oksiiriik, bronsiolit ve pndmoni benzeri semptomlarla nazofarengial
yolda hafif ya da siddetli akut enfeksiyona neden olmaktadir (Wright ve ark., 1989;
Falsey ve ark., 2003) hMPV son yillarda akut bronsiolitli akut solunum yolu
enfeksiyonu bulunan ¢ocuklardan izole edilmis yeni bir solunum virusudur. hMPV
ya tek basina viral patojen olarak ya da RSV ile koinfekte identifiye edilebilmektedir
(Boivin ve ark., 2003). Mevsimsel dagilimda diger solunum yolu viral etkenleri ile

benzerlikler gostermektedir (Maggi, 2003).

Diger solunumsal viral patojenler ile ya da RSV + hMPV’ nin neden oldugu

bronsiolitler arasinda klinik laboratuar agisindan herhangi bir faklilik yoktur. Tek


http://expasy.org/viralzone/all_by_species/89.html
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basina hMPV pozitifligi ile RSV hMPV birlikte pozitifligi arasinda hastaligin siddeti
acisindan da bir fark yoktur. Benzer sekilde kalp atim sayisi, solunum sayisi
wheezing, deri rengi, O2 saturasyonu indekslerinde de dnemli farkliliklar g6zlenmez.
RSV’ye bagli bronsiolitli infantlarin bronkoalveoler lavaj sivilarinin analizinde
onemli oranda hMPV koenfeksiyonu da bulunmaktadir. hMPV; c¢ocuklarda alt
solunum yolu hastalig1 olarak agir bronsiolit ve pndmoniye sebep olan énemli bir
patojendir. hMPV varligi ile birlikte klinik ve epidemiyolojik karakteristik 6zellikler
de dikkate alinmalidir. Klinik bulgular orta derecede 1s1 artisi, burun akintisi, siddetli
oksiiriik, krup, tasidispne, tasikardi, diffiiz wheezing ve raller ile birlikte l6kositoz ve

hipoksemi bulgular1 goriilebilmektedir (Hamelin ve ark., 2004).

1.6.3. Epidemiyoloji

hMPV'iin genotiplendirilmesinde P proteininin toplumda 4 subtipinin varlig1
belirlenmistir. hMPV, ¢ocuklarin alt solunum yolu enfeksiyonlarinda énemli bir

patojendir. Nozokomiyal enfeksiyonlara yol agmaktadir (Hamelin ve ark., 2004).

Son yapilan ¢alismalarda hMPV’iin 2 ay-77 yas arasi hastalarda solunum yolu
rahatsizligina neden olabildigi belirlenmistir (Boivin ve ark., 2002;) 123
Epidemiyolojik olarak toplumda RSV ile birlikte sirkiilasyon halinde
bulunmaktadir.124 125 2001 yilinda Hollandal1 arastiricilar hem iist solunum yolu
enfeksiyonu hem de agir bronsiolit ve pnémoni semptomlar1 gdsteren alt solunum
yolu enfeksiyonlu 28 c¢ocuktan hMPV izole etmislerdir ve yapilan serolojik
caligmalarda bu virusun en az 50 yildir insanlar arasinda sirkiilasyon gosterdigini ve

5 yasindaki Hollandali tiim ¢ocuklarin bu virusa maruz kaldigini iddia etmislerdir.
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1.6.4. Laboratuvar tanisi

hMPYV hiicre kiiltiirlerinde gii¢ tiremektedir. Hizl1 antijen bakilmasi i¢in kit gelistirme
calismalar1 devam etmektedir. Seroloji retrospektif taniy1 saglamaktadir, bu nedenle

kesin tan1 PZR ile yapilmaktadir (Hamelin ve ark., 2004).

1.6.5. Tedavi

Heniiz spesifik tedavisi yoktur. Semptomatik tedavi veya solunum destegi
uygulanabilir. Invitro ¢aligsmalar poliklonal immunglobulin ve ribavirin ile kombine
tedavinin uygulanabilecegini gostermektedir. Heniiz asis1 yoktur (Wyde ve ark.,
2003).

1.7. Koronaviruslar

Koronaviruslar ilk olarak 1965 yilinda Tyrrell ve Bynoe, 1966 yilinda Hamre ve
Procknow tarafindan insan embriyonu silli trakea veya nazal epitelyumu ve primer
insan bobrek hiicre kiiltiirlerinde tiretilmistir. Giiniimiizde bu ailede yaklasik 15 tiir
yer almaktadir. Koronaviruslar insanlardan baska sigir, domuz, kedi, kopek,
kemiriciler ve kuslar (bazis1 0Ozellikle civcivlerde ciddi patojen) da hastalik
olusturmaktadir. Coronaviridae ailesinden Coronavirus (omurgali infeksiyoz bronsit

virusu) ve Torovirus’lar (at virusu) yer almaktadir.

1.7.1 Morfoloji

Koronavirus partikiilleri yaklasik 60-220 nm biiyiikliikte, diizensiz goriiniimde, 20
nm uzunluk 10 nm genislikte “club shaped” peplomerlidir. Koronavirus ismi virusun

gorlintiisiinlin taca benzetilmesi nedeni ile verilmistir. Tek zincirli, segmentsiz,
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pozitif polariteli RNA viruslaridir, virionda polimeraz bulunmaz. Zarfta glikoprotein

yapilar yer alir.

S protein: Major antijendir, reseptér baslama ve hiicre fiizyonundan

sorumludur.

E protein: Virus zarfi ile iliskili kiigiik proteindir.

M protein: Virusun tomurcuklanarak zarfini almasinda rol oynayan membran
proteindir. HE protein ise hemaglutinin esterazdir. Genetik madde esas protein N

fosfoprotein ile birliktedir.

1.7.2. Siniflandirma

Koronavirusler ilk kez USYE etiyolojisini ¢alisan arastirmacilar tarafindan
kesfedildi. Ik basta iki ana serolojik grup tanimlandi; 229E ve OC43, daha sonra
2003'te SARS- CoV, 2004'te Koronavirus NL63 ve 2005'te Koronavirus HKU1
bulundu. {1k baslarda 229E ve OC 43'iin, kis ve ilkbaharda daha siklikla olmak iizere
sadece list solunum yolu enfeksiyonuna yol agtig1 sanilirken, son ¢aligmalarda,
virusun pnomoni gibi pek ¢ok alt solunum yolu enfeksiyonuna yol agtigi

saptanmustir (Gagneur ve ark., 2002)

1.7.2.1. SARS-koronavirus

2002 sonbaharinda, Cin Guandong'da, hipoksi, ani solunum yetmezligiyle giden yeni
bir solunum yolu enfeksiyonu gelistigi tespit edildi. Ilk basta hastaligin beraber
saptanan HMV ve diger viruslere bagli oldugu diistiniilse de sonra asil etkenin yeni
bir koronavirus, SARS- koronavirus oldugu anlasildi (Sekil 1.6 ). Kasim 2002-
Temmuz 2003 arasinda, SARS-CoV 8000 kisiyi enfekte etti ve 32 iilkede 800
kisinin Olimiine yol ac¢ti. SARS-CoV'e %99 benzerlik tasiyan baska bir virus
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Himalaya misk kedileri ve rakun kopeklerinde ve yarasalarda da izole edilmis ve
bunlarin hayvan rezervuari olabilecegi diisiiniilmiistiir (Guan ve ark., 2003; Wang ve
ark., 2006)

Nucleocagsjdz
protein

Membrane glycoprotein

Sekil 1.6. Sars-Corona virusun yapisi (http://slavirusportfolio.wikispaces.com/SARS-

Danielle)

Cocuklarda, ozellikle 12 yas altinda daha hafif seyreden SARS-CoV
enfeksiyonunun, atesli bir alt solunum yolu enfeksiyonu olarak basladigi, bunu
izleyen 3-7 giin igerisinde, dispne ve Oksiiriigiin ortaya ¢iktigr bu evrenin de hizla
solunum yetmezligine kadar gittigi, eriskin niifusun %10-20 oraninda mekanik
ventilasyon ihtiyaci olabilecegi bildirilmistir. Saptanan diger bulgular ise steroid
tedavisine yanit veren trombositopeni, lenfopeni, anemi, nétrofili, kimyasal hepatit,
akciger grafisinde tek ya da ¢ift tarafli infiltrasyon, hipoksidir. Hipoksi saptanan 80
hastanin 42'sine steroid ve 37'sine ribavirin verildikten sonra yapilan
degerlendirmede, steroidin klinik ve radyolojik diizelmeyi saglamada g¢ok etkili
oldugu saptanm1st1r35. Cocuk ve adolesanlarda hi¢ 6lim bildirilmemistir. Temmuz

2003'den beri birkag laboratuar kaynakli vaka disinda hi¢ SARS-CoV saptanmustir.
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1.7.2.2. Koronavirus NL63

Ilk kez 2004'de koronavirus NL63, yedi aylik bir bronsiolit vakasinda saptand137.
Daha sonra USYE ve ASYE nedeniyle izlenen hastalarn %1,7-9,3’iinde etken

38,39

oldugu belirlendi*™. Kore'de yapilan bir ¢aligmada koronavirus NL63 saptanan
vakalarin %64'linde krup, %21,4’linde bronsiolit oldugu bildirilmistir. I[liman
iklimlerde en sik Ocak-Mart aylarinda goriilen koronavirus NL63'1in Kawasaki
hastaligina yol agabileceginden siiphelenilse de yapilan ¢alismalarda bu yonde bir

sonug elde edilmemistir (Shimizu ve ark., 2005).

1.7.2.3. Koronavirus HKU1

[lk kez 2005'de bir eriskinden izole edilen coronavirus HKUI'in, daha sonra
cocuklarda da solunum yolu enfeksiyonuna yol actigi gosterilmistir (Woo ve ark.,
2005). Ust ve alt sonlum yolu enfeksiyonu yapabilen koronavirus HKU1 Amerika'da
diger virusler i¢in negatif olarak saptanan solunum yolu drneklerinin %1'inde (Esper
ve ark., 2006), Avustralya'da ise %3,1'inde (Sloots ve ark., 2006) pozitif olarak
saptanmis, bu c¢ocuklarin ¢ogunun iki yasin altinda oldugu goriilmiistiir. HKUI'e
bagl ishal ve febril nobetler de bildirilmistir (Vabret ve ark., 2006; Lau ve ark.,
2006).

1.7.3. Replikasyon

Cogu insan koronaviruslari hiicre kiiltiirlinde tiremez, ancak 229E ve OC43 suslari
bazi hiicrelerde {iretilebilir. Viral replikasyon influenza virusunda oldugu gibi
yavagstir. Virus zarfinda yer alan glikoprotein yapilar golgide, nukleoprotein yapilar
ise konan hiicrenin sitoplazmasinda sentezlenir. Virus zarfin1 sitoplazma

membranindan alip tomurcuklanarak hiicreden ayrilir.
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1.7.4. Patogenez

Koronaviruslar insanlarda siklikla solunum yolu enfeksiyonlarina neden olur.
“Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS)” bunlara dahildir. Ayrica nadiren
enterik enfeksiyonlar ve norolojik sendromlara neden olabilirler. Bulasma solunum
sekresyonlar1, fekal oral yol ve mekanik yolla olur. Virus ¢ogunlukla epiteliyal
hucrelerde cogalir. Ancak nadiren bobrek, karaciger, kalp ve gozii de infekte
edebilmekte ve ndrolojik komplikasyonlara yol acabilmektedir. SARS, alt solunum
yollarinda viral pnomoniye neden olmaktadir. Koronavirus enfeksiyonlari tiim
diinyada ve sik goriliir. Soguk alginligi olgularinin  yaklagik  9%25’inde
koronaviruslarm etken oldugu bildirilmektedir. Infeksiyonun insidensi mevsimseldir,
cogunlukla kig aylarinda goriiliir. Siklikla ¢ocuklarda, daha az olarak yetiskinlerde

rastlanir. Koronaviruslarda antijenik degisim bilinmemektedir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Hasta Populasyonu

Calismaya Kasim —Mayis aylar1 arasinda Afyon Kocatepe Universitesi Hastanesinin
ve Ziibeyde Hanim Dogum ve Cocuk hastanesinin; ¢ocuk acil servisine, ¢ocuk
polikilinigine bagvuran ve yatan hasta servisinde izlenen, ASYE ve USYE tanilari
konulan 170 hasta calismamiza dahil edildi. Calisma igin Afyon Kocatepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan izin alindi. Hastalarm yasi, cinsiyeti,
yakinmalar1 ve yakinmalarmin siiresi, ge¢miste tekrarlayan hisiltt Oykiisii, evde
yasayan kisi sayist sorgulandi. Basvuru, klinik tani, uygulanan tedaviler, kronik

rahatsizl1g1 olup olmadig sorguland: (EK 1).

2.2.0rneklerin toplanmasi

Calismamizda Kasim 2009-Mayis 2010 tarihlerinde Afyon Kocatepe Universitesi
Hastanesi polikliniklerine, 6zellikle ¢cocuk poliklinigine/aciline ve Ziibeyde Hanim
Dogum ve Cocuk hastanesine solunum yolu sikayetleri ile basvuran toplam 170
hastadan (%50.6 erkek, %49.4 kadin) solunumsal viruslerinin dagilimmin
belirlenmesi amact ile nazofaringeal Ornekler UTM transport medium(Copan
diagnostics) ile alinmis, -40°C’de muhafaza edilmis, daha sonra érneklerden DPO™
(Dual Priming Oligonucleotide-gift astar oligonukleotid) teknolojisi kullanan
multiplex RT PZR kiti RV 12 ile (Seegene Inc., Seoul, Korea) 12 adet solunumsal
virus(influenza virus A ve B, insan Respiratory Syncytial Virus(RSV) A-B,
rhinovirus A, parainfluenza viruses 1, 2 ve 3, human metapneumovirus, human

coronavirus 229E/NL63 ve OC43, adenovirus) arastirilmistir.
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M Erkek M Kadin

Grafik 2.1. Cinsiyet dagilimi (%)

2.3. Ekstraksiyon Asamasi

Calismaya baslamadan once washing buffer B igerisene 40ml etanol eklenmistir.

© 0 N o 0 bk~ w DN PE

Orneklerden 150 pl alinarak bos ependorflara dagitilmistir.

Uzerine 250 pl Lysis buffer eklenmistir.

15sn vortexlenmistir.

Oda sicaklhiginda(15 -250C) 10 dakika inkiibasyona birakilmstir.
Ependorflara 350 pl binding buffer eklendi ve vortexlenmistir.
Ependorflardaki igerisindeki karisim 2 ml’lik collection tiiplere aktarilmistir.
Collection tiipler 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Collectin tiiplerdeki iist kisimlar atilmagtir.

Ayni tiiplerin iizerlerine 500 pl washing buffer A eklendi ve 13.000rpm delO

dakika santrifiij edilmistir.

10.
11.
12.
13.
14.

Ornekler yeni spin kolonlara aktarilmustir.

500 pl washing buffer B eklendi ve 13.000rpm del dakika santrifiij edilmistir.
Ust kistmlar atilip, 13.000 rpm de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Uzerlerine 50 ul Elution buffer eklenmistir.

Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakilmigtir ve 13.000 rpm de 1 dakika

santrifiij edilmistir.

15

. Filtreler atilip ependorflarin kapaklar1 kapatilmistir.



51

2.3.1. cDNA eldesi

Ekstarksiyon sonrasinda elde edilen her bir 6rnek kiigiik ependorf tiiplerine (0,1 ml
lik) 11 pl olacak sekilde aktarilmistir ve lizerlerine 1 pul Random hexamer eklenmis
ve 80 C’de 3 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra kiiclik ependorflar
alliminyum blok iizerine alinmistir. Alliminyum blok +4°C de muhafaza edilmis ve

calisilacagl zaman ¢ikarilmistir.

Her bir 6rnek i¢in kullanilan Mix soliisyon;
4 ul 5X Buffer

2 ul ANTP

1 ul RNA inhibitor

1 pl Reverse Transkriptaz

Her bir 6rnek i¢in hazirlanan mix soliisyon kiigiik ependorflara 8 pl olacak
sekilde aktarilmistir. Bu tiiplerin tizerlerine 12 pl 6rnek eklenip thermal cycler
konulmustur. 37 C’de 90 dakika, 94 C’de 2 dakika bekletilmistir. Bu yontemle RNA,
cDNA ya doniistiiriilmiistiir. Cihazdan ¢ikan tiipler soguk spora alinmstir.

2.3.2. PZR Asamasi

Her bir 6rnek i¢in Master Mix
4 ul 5X RV15 ACE PM (A veya B)
3 ul 8-mop solution

10 pl 2X multiplex master mix

Her bir 6rnek i¢in yukarida verilenler 17 pl olacak sekilde karistirilarak kiigiik
ependorflara aktarilmistir. Uzerlerine 3 pl ¢cDNA eklenmistir. Kiigiik ependorflar

thermal cyler’a yerlestirilmistir.
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Tablo 2.1. Thermal cyler sicaklik siklusu

Dilim Siklus Sicaklhik Siire
1 1 94 15 dk
40 94 0,5 dk

60 1,5 dk

2 72 1,5 dk

3 1 72 10 dk

PZR iirtinleri hazir. Elektroforez asamasina gegilir.

2.3.3. Jel hazirlanmasi

1. 1.5gr agaroz, 100 pl 10X TBE buffer bir beher igerisine almir ve 3 dakika
mikrodalgada kaynatilmaitir.

2. Biraz soguyunca 10 plEtidium bromid ilave edilmistir.

3. 50°C -55°C ye kadar sogumasi beklenmistir.

4. Taraklarin yerlestirilmis oldugu tanka kabarcik olusturmadan yavasca
dokiilmiistiir.

5. Tamamen donmasi beklenmistir.

6. 10X TBE soliisyon elektroforez cihazinin tankina doldurulmustur.

7. Donmus olan jelden taraklar dikkatlice ¢ikartilmistir.

2.3.4. Elektroforez asamasi

1. Hazirlanmis PZR iiriinlerinden 5-10 pl alinmus, jeldeki kuyucuklara pipet

yardimiyla dikkatlice konulmusgtur.
2. 100 V da 30-35 dakika yiiriitiilmiistiir.

3. UV stimilatdrde bantlar izlenmistir.
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3. BULGULAR

AKU Tip Fakiiltesi Uygulama Arastirma Hastanesi ve S.B. Afyonkarahisar Ziibeyde
Hanim Dogum Cocuk Hastanesi’ne solunum yolu sikayetleri ile bagvuran 170
hastanin yas gruplar 0-12 ay, 1-3 yas, 4-7 yas, 8 ve lstii olarak belirlenmistir.

Hastalarin yas ve cinsiyet dagilimi grafik 3.1.’de gosterilmistir.

BErkek OEadin

g 32
23 59
15 14

0-12 a3y 1-3vas 4-7vas Zve Ustl vas

Grafik 3.1. Yas ve cinsiyet dagilimi

Incelemeye alman 170 hastanin nazofaringeal &rneklerinden 131'inde (%77)
herhangi bir viral ajan saptanamazken, 39 ornekte (%33) viral patojen identifiye
edilmistir. Cinsiyet dagilim1 yaptigimizda, toplam 84 kadinin 19'unda (%22.6), 86
erkegin 20'sinde (%23.2) virus saptanmistir (Tablo 3.1). Hastalarimizin 65 tanesi

poliklinik, 105 tanesi yatan hasta olarak belirlenmistir.



Tablo 3.1. Viruslarin cinsiyete gore dagilimi
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CINSIYET
KADIN ERKEK
Rhinovirus 2 9
RSV A 10 4
RSV B 4 2
Corono OC43 1 2
Metapneumoniae 1 0
Adenovirus-RSV B 1 0
Influenza A 0 1

Alinan 170 nazofarengial siiriintii 6rneginden 39 tanesi (% 22.9) multiplex

PZR Yontemi ile solunumsal viruslar agisindan pozitif sonu¢ vermistir. Virus
dagilimi 14 (%35) RSV A, 11 (%27) Rhinovirus, 8 (%21) RSV B, 3 (%8) Corono
OC43, 1 (%3) Metapneumoniae, 1 (%3) Adeno-RSV B mix, 1 (%3) influenza

seklinde bulunmustur (Grafik 3.2 ).

3%

3% 3%

21%

35%

M Rhinovirus

B RSV A

B RSV B

B Corono OC 43

B Metapneumoniae
[l Adenovirus- RSV B

Influenza A

Grafik 3.2. Solunumsal 6rneklerden multiplex PZR ydntemiyle saptanan viruslar
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Hastalarin burun tikanikligi, burun akintis1 nedeniyle yogun olarak bagvurdugu
donem sonbahar sonu ve kis mevsimindeki kasim, aralik ve ocak aylariydi.
Orneklerin toplandigi Kasim-Mayis aylar1 arasinda viruslerin en sik Aralik ve Ocak

aylarinda alinan 6rneklerden izole edildigi goriildii (Grafik 3.3).

12
10
=+ Influeza
° =0 Adenovirus
6 / == Metapneumoniae
=== Corono0C43
4 —#—RSVB
.// —B—RSVA
: =—#—Rhinovirus
0 ' ' I |
Kasim Aralik Ocak Subat

Grafik 3.3. Saptanan viruslarin aylik dagilimi
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Yapilan anketler dogrultusunda hastalarin sikayetleri arasinda burun akintis1 ve
Oksiiriik ilk siralarda yer almaktaydi. Hiriltili soluk alip verme hastalarin %19.4’lik
boliimiiniin sikayetleri arasindaydi. Bunlarin yani sira ates (%13), burun tikanikligi
(%37.1),bas agris1 (%6.5) sikayetleri mevcuttu (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Hastalarin basvuru sikayetlerine gore daglimi

Influenza A (HIN1) agisindan degerlendirildiginde; 1 Ornekte pozitif sonug elde

edilmistir.
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4. TARTISMA

Bronsiyolit, bebek ve kiiciik ¢ocuklarda alt solunum yollarini tutan ve kiigiik hava
yollarinda obstruksiyonla sonuglanan, yaygin, akut, bulasici bir hastalik olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Alt solunum yolu enfeksiyonlarinin etiyolojisinde,
cogunlukla viral ajanlar sorumlu tutulmaktadir. Solunum sinsisyal virusu da, biitiin
diinyada bebek ve cocuklardaki viral alt solunum yolu enfeksiyonlarinin baslica
nedenidir. Tim viral enfeksiyonlarin  %45-83’unu RSV  enfeksiyonlari
olusturmaktadir. RSV enfeksiyonunu, parainfluenza virus, influenza A ve B ve

adenovirusler izlemektedir (Forgie ve ark., 1991).

Kocaeli'nde Eylil 2006 ve Mart 2007 tarihleri arasinda yapilan bir
aragtirmada, Ozel Anadolu Saglik Merkezi Hastanesine grip belirtileriyle bagvuran
100 hastada hizli antijen testi kullanilarak, influenza A ve B olarak gruplandirilan
24 kisiden 2'sinde Influenza virus B (%8.5), 22'sinde ise Influenzavirus A (%91.5)
saptanmustir (Ozdamar ve ark., 2007). Akarsu ve Altoparlak’in yaptig1 ¢alismada ise
171 hastanin 27'sinde (%15.8) Influenzavirus A, 5'inde (%2.9) Influenzavirus B,
7'sin- de (%4.1) Respiratory Syncytial Virus, 11 hastada (%6.4) Adenovirus, ayrica
Real Time PZR yontemiyle de hastalarin 1 tanesinde (%0.6) H5N1 antijeni
belirlenmis (Celebi Akarsu ve Altoparlak, 2009).

Heyman ve ark.’nin yapmis oldugu calismada 3 yas altindaki ¢ocuklarda en sik
etkenler RSV ve influenza iken 3-18 yas arasinda en sik rhinovirus izole edilmistir
(Heyman ve ark., 2004). Williams ve ark’nin daha sonra ayni hasta grubuyla yaptigi
calismada tli¢ yasindan kiigiik hastalarda hMPV oran1 %12.6, 3-9 yas arasinda %38.8
olarak saptanmistir, 9-18 yas arasi hastalarda hMPV’ye rastlanmamistir (Williams,
2005). Benzer sekilde Jartti ve ark’nin (10) 3 ay-16 yas arasi ¢ocuklarda yaptigi
calismada, en sik hisiltili etkeninin siit cocugu déneminde RSV (%54), ii¢ yas ve
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tizerinde ise rhinovirus (%82) oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada hMPV saptanma
orani tiim ¢ocukluk ¢aginda %#4 iken siit gocugu doneminde %11 oldugu goriilmiistiir

(Williams, 2005).

Akut higiltilt ¢ocuklarda viral etkenlere iliskin ¢esitli yas gruplarinda yapilan
bu calismada ozellikle 0-12 aylik ve 1-3 yas arasi ¢ocuklarda en sik karsilasilan
etkenin RSV A, sonra rhinovirus oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada 81 tane 0-12

aylik ¢ocuk hastadan 1 tane hMPV saptanmustir.

Influenza benzeri hastaliga neden olabilen etkenlerin baslicalar1 influenza
virusleri, parainfluenza virusleri, adenovirusler, RSV, rinovirusler, Chlamydia
pneumoniae ve Mycoplasma pneumoniae’dir (Boivin ve ark., 2000). Yalniz klinik
bulgulara dayanarak tani koyabilmek her zaman miimkiin olmayabilir, ¢iinkii diger
solunum yolu virusleri benzer bulgulara yol agabilirler, ayrica bulgular yasa ve virus
alt tipine gore degiskenlik gosterebilir (Call ve ark., 2005; Neuzil ve ark., 2002).

Diger solunum patojenleri ile meydana gelen enfeksiyonlarmn, Influenza virus
enfeksiyonlarmndan klinik ayrimi zordur. Bu yiizden Influenza benzeri hastalikli
bireylerden elde edilen orneklerden, Influenza virusii agisindan negatif bulunmus
olanlarm, diger solunum viruslerini igerme olasiligi yiiksektir. Coiras ve ekibi
Influenza A, B, C, RSV ve Adenoviruslerin klinik drneklerden es zamanl tespiti
i¢cin, nested - PZR yontemini uygulamislar ve RTPZR, hiicre kiiltiirii ve IFA gibi
farkli yontemlerin kombine olarak galisilmasiyla, benzer klinik semptomlara neden
olan bu viruslerin tanisinin optimize edilebilecegini bildirmislerdir (Coiras ve ark.,
2005).

Erzurum Yoresinde yapilan ¢alismada incelemeye alman &rnekler influenza
yoniinden taranmis ve 1'inde (%0.6) real time PZR yontemi ile H5N1 virusii izole
edilmis. Toplam 27 hastada (%15.8) Influenza A, 5 hastada (%2.9) Influenza B, 7
hastada (%4.1) Respiratory Syncytial virus ve 11 hastada (%6.4) Adenovirus teshit
edildigi bildirilmistir (Celebi Akarsu ve Altoparlak, 2009).
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Onalan ve arkadaslari, 2006 yilinda yaptiklar1 Tiirkiye'de 2003-2004 ve 2004-
2005 yillarinda grip siirveyansi ve izole edilen Influenza virus suslarinin tiplendirimi
isimli; tilkemizdeki grip aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan siirveyans
caligmasinda, 2003-2004 yillar1 arasinda tilkemizin dort bolgesine dagilmis toplam
12 saglik kurumundan 37921 hastaya ait verilerin istatistiksel analizi sonucunda
11698'ne (%30.8) influenza Benzeri Hastalik (IBH) tanis1 kondugu belirtilmistir. Bu
hastalarin toplam hastalara oran1 52. ve 2. haftalarda en yiiksek degere ulasmistir.
IBH tanist olan hastalarin yas gruplarina gore dagilimlarina bakildiginda ise 0-4 ve
5-14 yas gruplarina ait olgularin sezonun erken donemlerinde ilk sirayr aldiklari
ayrica bu gruplardaki tan1 oranlarinin azalmasi ile >14 yas grubunun 6n plana ¢iktigi
goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada 2003-2004 yillarinda 91 (%44.6) Influenza virus A, 11
(%5.4) RSV izole edilirken bu sezonda influenza virus B tespit edilememistir. Yine
bu aylara gore en yliksek izolasyon sayisina aralik (%58.9) ve ocak aylarinda
erisilmistir. IBH tanist olan hastalarin yas gruplarina gére dagilimi incelendiginde
sezonun erken doneminde 0-4 yas gruplarina ait IBH tanili hasta oranmnin yiiksek
oldugu, bu yas grubu hasta sayisinin diisiise gectigi sonraki haftalarda ise diger yas
grubu hasta sayisinin arttig1 goriilmektedir. 2004-2005 sezonu laboratuar bulgularina
gore ise; lilke genelinde 23 merkezden toplam 458 Ornek gonderilmis olup, 86
ornekte (%18.8) Influenzavirus A, 14 6rnekte (%3.1) Influenzavirus B, 36 drnekte de

(%7.9) RSV tespit edilmistir.

Iskanova ve arkadaslarinin Kasim 2005 - Subat 2006 tarihleri arasinda solunum
yolu enfeksiyonu olan bes yasin altindaki 92 ¢ocuktan alinmis solunum &rneklerinin
incelenmesi sonucunda duyarhilik ve o6zgiilliigli nedeniyle tercih ettikleri PZR
yontemi ile 32’ sinde (%34.7) virus saptamis. Bu donemde RT-PZR ve Multiplex-
RT-PZR yontemleri ile incelenen orneklerin 22’sinde (%23,9) RSV ve 12’sinde
(%13) influenza A saptanmis. Eski hasta olan ¢ocuktan ise influenza A ile RSV
birlikte elde edilmistir (Iskonova ve ark., 2008).

Iskanova ve arkadaslarinin yaptig1 calisma sonucuna gore bes yasin altindaki
cocuklarda solunum hastaliklar1 viral etkeni olarak en stk HRSV oldugu ve ikinci

siklikla influenza A virusu oldugu gériilmektedir (iskanova, 2008). Tiirkiye nin de
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cesitli bolgelerinde solunum yolu enfeksiyonlarinin viral etkenlerinin sikligini
arastirmaya yonelik bir¢ok c¢alimsalar yapilmistir. Yilmaz ve arkadaslarinin,
Istanbul’da yaptig1 iki donemde yiiriitiilen ¢alismada akut bronsiyolitli bebeklerden
aliman nazofarengeal sekresyonlarinda HRSV %35 ve %39 oraninda saptanmistir
(Yilmaz ve ark., 2005). Kanra ve arkadaslarinin, 2000 - 2002 yillar1 aras1 Ankara’da
yapilan ¢ok merkezli diger bir calismada, 24 ay altinda ve alt solunum yolu
enfeksiyonu bulgulariyla yatirilan riskli bebeklerde EIA Abbott TestPack hizli tani
testi ile RSV % 29.5 olarak saptanmistir (Kanra ve ark., 2005). Bursa’da

gerceklestirilen ¢alismada da ilk altt ay igindeki bebeklerde saptanan akut

bronsiyolitli hastalarin yarisinda etken olarak RSV saptanmistir (Hacimustafaoglu ve

ark., 2004).

Viral solunum yolu etkenleri, hastane enfeksiyonlarinda da 6nemli etkenler
arasindadir. Hollanda’da yogun bakim servisinde yatan bebeklerde enfeksiyonlara
neden olabilecek viruslar1 saptamak amaci ile yapilan 12 yillik bir ¢alismada, toplam
5396 hasta bebekten 51’°sinde (%]1) pozitiflik saptanmis, pozitiflik saptanan 51
ornekten 20’sinde (% 39) enterovirus ve parechovirus, ikinci sira ile 15’sinde (% 29)
HRSV, besinde (%10) rotavirus, ii¢iinde (%6) CMYV, ikisinde (%4) parainfluenza,
ikisinde (%4) HSV, birinde (%2) rhinovirus ve birinde de (%2) kizamik¢ik virusu
bulunmustur (Verbon ve ark., 2005). Bulas biiyiik damlaciklarla veya kontamine
sekresyonlarla olur. Hastanelerde personele ve diger hastalara gegmemesini 6nlemek
onemlidir. Ozellikle altta yatan ciddi hastaliklari olan kalp veya pulmoner rahatsizligi
olanlarda, immun yetersizlig olanlarda ciddi alt solunum yolu hastaliklar1 gelisebilir.
Ayrica yastan ve kisiden bagimsiz risk faktorleri de vardir: sosyoekonomik durum,
kalabalik yasam ortamlari, anne siitii ile beslenmeme ya da bulundugu ortamda

sigara i¢imi Oykdileri gibi (64, 73).

Solunum yolu hastaliklar1 etkeni viruslar hem saglikli kisilerde hem bagisiklik
yetersizligi olanlarda mikst enfeksiyonlara yol agabilirler. Birden fazla etkeni olan bu

tiir enfeksiyonlarda ¢ogunlukla influenza ile HRSV birlikte goriilmektedir (LINA ve
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ark., 1996; Waner,1999; Yilmaz ve ark., 1999). Bizim ¢alismamizda da 1 tane mikst
etken olarak Adenovirus-RSV B saptandi.

Akut solunum yolu enfeksiyonlarinda laboratuvar incelemelerinde oncelikle
RSV, HPIV-2 ve 3 influenza A ve B (IFAV ve IFAVB) arastirilmaktadir. Bu
etkenlere ek olarak bakteriler de arastirildiginda ancak %30- 60 olguda etken
belirlenebilmektedir. Bu etkenin saptanamadigi grupta da giinlimiizde molekiiler
yontemlerle yeni viruslar aragtirllmakta ve bulunmaktadir. Viral enfeksiyonlarin
laboratuvar tanisinda hiicre kiiltiirti, direkt antijen tayini, genomun molekiiler
yontemlerle tayini ve serolojik yontemlerle 06zglil antikorlarin  tayini
kullanilmaktadir. Solunum yolu enfeksiyonlarinin tanisinda spesifik antikor tayini
epidemiyolojik amaglarla kullanilmaktadir. Antijen tayini en az duyarli yontemdir.
Hiicre kiiltiirii duyarliligr ve 6zgiilliigli ¢ok iyidir. Ancak emek yogun ve donaniml
bir laboratuar gereklidir. Giiniimiizde viral solunum yolu enfeksiyonlarinin duyarl
ve Ozgiil tanisinda giderek artan siklikla molekiiler yontemler tercih edilmektedir

(Arden ve ark., 2006; Geretti, 2003; Ilhan ve ark., 2005).

Sonug olarak viruslarla olusan solunum viral enfeksiyonlarinin 6nlemesinde
molekiiler epidemiyolojinin Onemi giderek artmaktadir. PZR metodu ile viral
solunum yolu enfeksiyonu etkenlerini arastirmada Orneklerin uygun olmayan
sartlarda ve tasima sivilarinda laboratuvara ulagtirillmasi veya uygun olmayan 1s1
derecesinde saklanmasi viral genomun yapisini bozmaktadir (Murray ve ark., 2005;
Ustagelebi, 1999). Iste bu yiizden 6rnegin uygun ydntemle alinip, tasima sivilarinda
zamaninda laboratuara ulastirilmast ve muhafaza edilmesi gerekmektedir.
Calismamizda nazofaringeal siirlintii 6rnekleri alindi, uygun transport besiyerine

inokiile edildi ve -40°C’de muhafaza edildi.

Viral enfeksiyonlarin tanisinda virus tayinini etkileyen faktorlerden biri de
Ornegin zamaninda ve uygun yontemle alinmasidir. Solunum yolu enfeksiyonlarinda
viral atilim 6zellikle ilk {i¢ giin yogun olmaktadir, iste bu ylizden enfeksiyonun erken

doneminde alinan 6rnekler tercih edilmelidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Hastalarin %33’linde solunum yolu viruslarindan en az bir etken virus izole
edilmistir.

. Caligmamizdaki viral patojen saptama oranmin diisiik olmasi, Orneklerin
transportu ve saklanmasi sirasindaki aksakliklardan kaynaklanmis olabilir.

. Ates ile beraber oOksiirilk, burun akintisi, gbéz akintisi ve dokiintii gibi
sikayetlerle bagvuran hastalarin biiyilk g¢ogunluklada viral enfeksiyon
saptanmis.

. Calismaya aldigimiz viruslarin caligma sirasinda olusan herhangi hata
nedeniyle RNA miktarlarindaki azalma yalanci negatiflige yol agmis olabilir.
Bakteriyel etkenlerin ekarte edilmesi ardindan viral ajanlarin da hizli tanisi
gerek epidemiyoloji ve gerekse hastanin sagligina kavusmasi agisindan
olduk¢a 6nemlidir. Orneklerin uygun bir sekilde alinmasi ve saklama
kosullarina dikkat edilmesi gerekmektedir.

. Tani testlerinin hizli, 6zgiil ve duyarli olmas1 da taninin bir an nce ve dogriu
konulmasi adina oldukg¢a 6nemli olacaktir.

. Etkenlerin mevsimsel dagilimlarinin bilinmesi, alinmas1 gereken dnlemler ve
tedavideki farkliliklar1 a¢isindan anlamlidir.

Multiplex PZR metodunun ¢ocuklarda respiratuvar viral patojenlerden
kaynaklanan solunum yolu enfeksiyonlarinin tanisinda oldukg¢a hizli ve
giivenilir yontem oldugu, hiicre kiiltiiri gibi standart laboratuvar metotlarina
gore daha kisa siirede ve daha spesifik sonu¢ vermesi, PZR yonteminin rutin

uygulamada kullanilmasinin gerekliligini diistindiirmektedir.
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OZET

Solunumsal patojen viruslar ve Influenza A HIN1(Domuz Gribi)’nin Multiplex

PZR Yontemleri ile Tanis1

Viral solunum yolu enfeksiyonlarinin hizli, kesin tanisi ve zamaninda tedavi girisimlerin
saglanmasi agisindan Onemlidir. Bu ¢alismamizda solunumsal viruslarin dagiliminin
belirlenmesi amaci ile  orneklerden DPO™ (Dual Priming Oligonucleotide-¢ift astar
oligonukleotid) teknolojisi kullanan multiplex RT PZR kiti RV 12 ile (Seegene Inc., Seoul,
Korea) 12 adet solunumsal virus(influenza virus A ve B, insane Respiratory Syncytial
Virus(RSV) A-B, rhinovirus A, parainfluenza viruses 1, 2, ve 3, human metapneumovirus,

human coronavirus 229E/NL63 ve OC43, adenoviriis) arastirilmustir.

Kasim 2009- Mayis 2010 tarihleri arasinda, 170 6rnek UTM transport medium(Copan
diagnostics) ile alind1. Test edilinceye kadar -40°C’da saklandi. Bazi érnekler QuickVue ®
Influenza A + B flu Dipstick kiti ile A ve B yoniinden test edildi. Donmus 6rneklerden 12
solunumsal virusun tespiti i¢in mRT-PZR (Seeplex® RV detection kit, SeeGene, Seoul,
Korea) uygulandi.

MRT-PZR 3 koenfekte olgu dahil 39 hastada (% 33), i¢inde etken viriisler tespit
edildi. RSV A/ B (% 35 % 21), influenza A / B (% 3), insan metapneumovirus (% 3),
adenoviriis-RSV B (% 3), rinoviriis (% 27 ) ve coronaviriis OC43 (% 3). Influenza A, daha

sonra referans laboratuvarlarinda HIN1 olarak teyit etti.

Multiplex PCR metodunun ¢ocuklarda respiratuvar viral patojenlerden kaynaklanan
solunum yolu enfeksiyonlarinin tanisinda olduk¢a hizli ve giivenilir yontem oldugu

anlasilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Solunumsal virusler, Multipleks RT PZR, influenza A/B, RSV,

Adenovirus, rinovirus
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SUMMARY

Identification of respiratory pathogen viruses and Influenza A HIN1 (Swine flu)
by multiplex PCR assay

Rapid and accurate diagnosis of viral respiratory infections is important for providing timely
therapeutic interventions. This study evaluated a new multiplex PZR assay (Seegene Inc.,
Seoul, Korea) for simultaneous detection and identification of 12 respiratory viruses using
two primer mixes. The viruses included parainfluenza viruses 1, 2, and 3, human
metapneumovirus, human coronavirus 229E/NL63 and OC43, adenovirus, influenza viruses
A and B, human respiratory syncytial viruses(RSV) A and B, and human rhinovirus A. The
aim of the study is to describe the epidemiological and clinical characteristics of acute viral
respiratory infection in hospitalised Turkish children and few adults, Afyon/Turkey.

One hundred-seventy patient samples (nasopharyngeal swabs) were collected with
flocked swabs and transported in UTM (Copan diagnostics) from November'2009 to
May'2010. These frezed to 40°C before being shipped on dry ice for batch testing. Some of
the samples tested with the QuickVue ® Influenza A + B flu Dipstick in terms of A and B.
MRT-PZRs for the detection of 12 respiratory viruses (Seeplex® RV detection kit, SeeGene,

Seoul, Korea) were tested with frozen specimens.

MRT-PZR detected causative viruses in 39 patients (33%), including 3 co-infected
cases. A total of 39 viruses were identified: RSV A/B (35% 21%), influenza virus A/B (3%),
human metapneumovirus (3%), adenovirus- RSV B (3%), rhinovirus (27%), and coronavirus

0C43 (3%). One of influenza A, confirmed as HIN1 in the reference laboratory later.

Multiplex PCR method in the diagnosis of respiratory tract infections in children

caused by respiratory viral pathogens is understood that the method is very fast and reliable.

Key words: Respiratory viruses, Multipleks RT PZR, Influenza A/B, RSV, Adenovirus,

rinovirus
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SOLUNUMSAL ENFEKSIYONLARDA ViRAL ETKENLER SORGULAMA

FORMU
Ad soyad : Dosya No:
Cinsiyet
Yas
Adres-tel
Evde yasayan Kisi say1: ..............
Ailenin gelir diizeyi: () Cok Diisiik () Diisiik () Orta () Iyi () Coklyi
Mevsimsel grip As1 vurdurdunuz mu?
() Evet () Hayr
Domuz gribi(HIN1) Asis1 vurdurdunuz mu?
() Evet () Hayr
Son bir ay icinde ailede grip benzeri hastalik geciren oldu mu: () Evet () Hayir
Olduise KIm 2....ccoveevviieeiiiieenns , Hastalik nasil tedavi edildi?..................oceveereen.

Son bir ay icinde baska bir nedenle hastaneye yatirildi mi? : () Evet( ) Hayir

Halen Sikayeti :

Ates  varsa kac derece :........ () Kag giinden beri.................

Bas agrisi : Halsizlik

Oksiiriik : Hiriltilt soluk alma ve verme
Nefes darligi : Burun akintist

Gozlerde sulanma : Burun tikaniklig

Titreme : Miyalji(kas agrisi) :
Ishal : () kag giinden beri................. Gunde kag Kez:......
Kusma : () kag giinden beri................. Giinde kag Kez:......
Karin agris1 = : () kag giinden beri.................

Tedavi aldi m1? () almadi () Antibiyotik () antiviral () Ates distirticii

Kronik hastahgimz var mi? () Evet () Hayir
Diyabet :

Bobrek yetmezligi :

Hipertansiyon :

Karaciger yetmezligi :

Kalp dolagim yetmezligi :

Astim :

Diger :



