T.C.
AFYONKARAHISAR KOCATEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

SOLUNUMSAL PATOJEN VIRUSLARIN IFAT VE MULTIPLEX PCR
YONTEMLERI iLE TANISI

Biyolog Omer KANDEMIR

MIKROBIYOLOJi ve KLINIK MIKROBIYOLOJIi ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Doc. Dr. Mustafa ALTINDIS

Tez No: 2007-026

2007-AFYONKARAHISAR



KABUL VE ONAY
Afyon Kocatepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal
Cergevesinde yiiriitiilmiis olan bu ¢aligma, asagidaki jiiri tarafindan

Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 12 /06 /2007

Dog. Dr. Mustafa ALTINDI Dog. Dr. Qthan Cem AKTEPE

UYE UYE

Prof. Dr. Tetcan US
UYE

Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali yiiksek lisans Ogrencisi
Omer KANDEMIR’in ¢ Solunumsal patojen viruslarin IFA ve multiplex PCR yontemleri
ile tams1” baglikli tezi /5..,./06/2007 glinii saat H&.:.@ﬂ’da Lisansiistii Egitim-Ogretim ve

Sinav Ydnetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

UNN—

Dog. Dr. Yavuz DEMIR

Enstitii Midiirii



ONSOz

Tez konusunun se¢imi, planlanmasi ve yiiriitiilmesi asamasinda engin bilgi ve
deneyimlerini benden esirgemeyen danigman hocam Saym Dog¢. Dr. Mustafa
ALTINDIS e, yetismemde emegi gecen diger boliim hocalarim Yrd. Dog. Dr. Ihsan
Hakk1 CIFTCI, Dog. Dr. Zafer CETINKAYA ve Dog. Dr. Orhan Cem AKTEPE’ye,
ayrica gerek oOrneklerin toplanmasi gerekse laboratuvar calismalarimda emegini,
bilgisini ve zamanini benimle paylasan Dr. Raike KALAYCI’ya,

Egitimim boyunca sabirla beni destekleyen Patoloji Boliimii’ndeki hocalarima
ve laboratuvar personeline,

Bugiinlere gelmemde ¢ok biiyiik emekleri olan babama ve anneme her sey icin

cok tesekkiir ederim.



v

ICINDEKILER

KABUL VE ONAY I
ONSOz "
ICINDEKILER v
SIMGELER VE KISALTMALAR IX
SEKILLER X
TABLOLAR Xl
OZET Xl

SUMMARY XV

[

1. GIRIS

1.1. Respiratuvar Infeksiyonlarin Epidemiyolojisi

1.2. Respiratuvar Viruslarda Patogenez

1.3. Respiratuvar Viruslarn Tanss>
1.3.1. Klinik Tan»

1.3.2. Laboratuvar Tan>s»

1.4. Respiratuvar Viruslarn Yaptxklar> Hastabklar
1.4.1. Rinit (Nezle=Soguk Alginligi, Common Cold)
1.4.2. Farenjit
1.4.3. Laringotrakeobronsit (Krup)

1.4.4. Bronsit
1.4.5. Bronsiolit
1.4.6. Viral Pndmoni

1.5. Respiratuvar Viral Patojenler

1.5.1. Influenza Viruslar
1.5.1.1. Morfoloji ve Genel Ozellikleri
1.5.1.2. Antijen Yap>s>
1.5.1.3. Yizey Glikoproteinleri

© © ©O© N N N N N o o B~ B P owoDN

e
R R O

1.5.1.4. Viruslarsn Uremesi
1.5.1.5. Hastabk ve Klinik Belirtiler

1.5.1.6. Patogenez ve Immiinite

L
2 oW N

1.5.1.7. Laboratuvar Tan»s»



\

1.5.1.7.1. Virusun Tans> i¢in Orneklerin Toplanmas> ve

Saklanmas»
1.5.1.7.2. H>zl> tan> Testleri

1.5.1.7.3. Embriyonlu Yumurtada Virus izolasyonu

1.5.1.7.4. Hiicre Kiiltiiriinde Virus Izolasyonu
1.5.1.7.5. Serolojik Tan>
1.5.1.7.6. Molekiiler Biyoloji Ydntemleri
1.5.1.8. Epidemiyoloji
1.5.1.8.1. Antijenik Shift
1.5.1.8.2. Antijenik Drift
1.5.1.8.3. Avian Influenza
1.5.1.9. Tedavi, Korunma ve Kontrol
1.5.1.9.1. Tedavi
1.5.1.9.2. Korunma
1.5.1.9.3. Kontrol

1.5.2. Adenoviruslar

1.5.2.1. Genel Ozellikleri
1.5.2.2. Antijenik Yap»lar>
1.5.2.3. Ssn>fland>rma
1.5.2.4. Replikasyon
1.5.2.5. Olusturdugu Hastabklar ve Klinik Bulgular
1.5.2.6. Patogenez ve Immiinite
1.5.2.7. Laboratuvar Tans»
1.5.2.7.1. Ornegin Alinmas1 ve Muhafazasi
1.5.2.7.2. Klinik Ornekten Direk Tan>
1.5.2.7.3. Adenovirus izolasyonu
1.5.2.7.4. Serolojik Yontemler
1.5.2.7.5. Molekdiler Yontemler
1.5.2.8. Epidemiyoloji
1.5.2.9. Tedavi, Korunma ve Kontrol

1.5.3. Parainfluenza Viruslar

1.5.3.1. Genel Ozellikleri
1.5.3.2. Antijen Yapss>
1.5.3.3. Ssn>fland>rma
1.5.3.4. Replikasyon

14
15
15
15
15
15
16
16
16
17
18
18
18
19
19
19
20
20
21
21
23
24
24
24
25
26
26
26
27
28
28
29
29
30



VI

1.5.3.5. Yaptig1 Hastalbklar ve Klinik Bulgular
1.5.3.6. Patogenez ve immiinite
1.5.3.7. Laboratuvar Tans>
1.5.3.7.1. Ornek Abnmas> ve Muhafazas>
1.5.3.7.2. Klinik Ornekten Direk Tan>
1.5.3.7.3. Virus izolasyonu
1.5.3.7.4. Molekuler Yontemlerle Tan>
1.5.3.7.5. Serolojik Tan>
1.5.3.8. Epidemiyoloji
1.5.3.9. Tedavi, Korunma ve Kontrol
1.5.4. Rinoviruslar
1.5.4.1. Genel Ozellikleri
1.5.4.2. Antijen Yap>s>
1.5.4.3. Yaptig1 Hastalbklar ve Klinik Bulgular
1.5.4.4. Patogenez ve Immiinite
1.5.4.5. Laboratuvar Tans»
1.5.4.5.1. Ornek Abnmas> ve Muhafazas>
1.5.4.5.2. Virus izolasyonu
1.5.4.5.3. Viral Antijenin Gosterilmesi
1.5.4.5.4. Serolojik Tan>
1.5.4.6. Epidemiyoloji
1.5.4.7. Tedavi ve Korunma
1.5.5. Respiratuvar Sinsityal Virus (RSV)
1.5.5.1. Genel Ozellikleri
1.5.5.2. Antijenik Yap»s>
1.5.5.3. Yaptig1 Hastalbklar ve Klinik Bulgular
1.5.5.4. Patogenez ve Immiinite
1.5.5.5. Laboratuvar Tans>
1.5.5.5.1. Orneklerin Albnmas> ve Muhafazas>
1.5.55.2. Tan>
1.5.5.6. Epidemiyoloji
1.5.5.7. Tedavi ve Korunma
1.5.6. Metapneumovirus
1.5.6.1. Genel Ozellikleri
1.5.6.2. Yaptig1 Hastaliklar ve Klinik Bulgular

30
31
31
31
32
32
32
32
33
33
33
34
34
34
35
35
35
35
35
35
36
36
36
36
37
37
38
39
39
39
40
40
40
41
41



VII

1.5.6.3. Epidemiyoloji
1.5.6.4. Laboratuvar Tans»
1.5.6.5. Tedavi

1.5.7. Koronaviruslar
1.5.7.1. Ssn>fland>rma
1.5.7.2. Morfoloji
1.5.7.3. Replikasyon
1.5.7.4. Patogenez

1.5.8. Hantavirus

2. GEREC ve YONTEM

2.1. Cabgma Gruplarmnimn Segilmesi
2.2. Ornek Toplama Zaman>
2.3. Gereg
2.3.1. Orneklerin Abnmas>
2.4.Yontem
2.4.1. PCR Caligmasi
2.4.1.1. Ekstraksiyon Asamasi
2.4.1.1.1. Icerik
2.4.1.1.2. Calisma
2.4.1.2. cDNA Eldesi
2.4.1.2.1. Icerik
2.4.1.2.2. Caligsma
2.4.1.3. PCR Asamasi
2.4.1.3.1. Icerik
2.4.1.3.2. Calisma
2.4.1.4. Piirifikasyon Asamasi
2.4.1.4.1. Icerik
2.4.1.4.2. Calisma
2.4.1.5. Denatiirasyon Agamasi
2.4.1.5.1. Calisma
2.4.1.6. Hibridizasyon Asamasi
2.4.1.6.1. Icerik
2.4.1.6.2. Calisma
2.4.1.6.3. Yikama Islemi
2.4.2. immun Floresan Antikor (IFAT) Calismasi

42
42
42
42
43
43
43
43
44
45

45
45
45
45
46
46
47
47
48
49
49
49
50
50
50
50
50
50
51
51
51
51
51
51
52



2.4.2.1. Igerik
2.4.2.2. Calisma
3. BULGULAR
4. TARTISMA
5. SONUC VE ONERILER
KAYNAKLAR

VIl

52
52
55
60
69
70



DSO
IFAT
PCR
ELISA
EIA
RSV
CoV
AdV
SARS

PIV

Flu
hMPV
HA

NA

NT
ELAHA

CA-DFA
m-RT- PCR

IC
DID
SRD

CF (KB)
HPAIV
LPAIV

IX

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Diinya Saglk Org(itil

- Indirek Immunfloresan Antikor Testi

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Enzym Linked Immunosorbent Assay

: Enzym Immunoassay

: Respiratuvar Sinsityal Virus

: Koronavirus

: Adenovirus

:Severe Acute Respiratory Syndrome (Siddetli Akut Solunum
Sendromu)

: Parainfluenzavirus

: Influenzavirus

: Human Metapnémovirus

: Hemaglutinin

: Noraminidaz

- Notralizasyon Testi

: Enzym Linked Amplicon Hybridization Assay

: Culture Augmented Direct Floresecent Antibody
: Multipleks Revers Transkriptaz PCR

: Immunokromatografi

: Double immiindifiizyon

: Single Radyal Diflizyon

: Kompleman Birlesmesi Deneyi

: High Pathogen Avian Influenza Virus
: Low Pathogen Avian Influenza Virus



Sekil 1.1

Sekil 1.2
Sekil 2.1
Sekil 2.2

Sekil 2.3

X

SEKILLER DiZiNi

Solunum yollarinda ¢esitli respiratuvar viruslarin

infeksiyon olusturdugu bolgeler 6
Influenza virusun replikasyon siklusu 12
Multiplex RT-PCR yonteminin isleyis semasi 47

IFAT da inkiibasyon tepsisi ve substrat pozisyon semast 53

FAT yonteminin igleyis semasi o4



Xl

TABLOLAR DiZiNi
Tablo 1.1 Solunumsal viruslar>n epidemiyolojik 6zellikleri
Tablo 1.2 Respiratuvar viral patojenlerin tan>s>nda kullan>lan
ornekler ve laboratuvar testleri
Tablo 1.3 Solunum sistemi infeksiyonlar>nda viral etiyoloji
Tablo 1.4 influenza virusun proteinleri
Tablo 1.5 6 Haziran 2007 tarihli WHO raporuna gére
Avian influenza olgular> ve 61U say»s>
Tablo 1.6 Adenovirus alt gruplarnsn en sk izole edilen
serotiplerinin insanda iliskili oldugu hastaliklar
Tablo 1.7 Parainfluenza viruslar>n>n yapssal proteinleri
Tablo 3.1. Ornek alman hastalarin demografik dagilim
ve PCR sonuglar>
Tablo 3.2. Ornek abnan hastalarsn temel solunumsal bulgulars,
FAT ve PCR sonuglar>
Tablo 3.3. Sol. 6rneklerden Multiplex PCR ile saptanan viruslar
Tablo 3.4. Kan drneklerinde solunumsal viruslara karsi olugsan
IgM antikorlarinin FAT ile pozitifligi
Tablo 3.5. Cocuklardan al>nan 6rneklerde yedi solunumsal virusun
FAT ve Multiplex PCR ile saptanan pozitiflik sonuglar>
Tablo 3.6. Abnan 6rneklerde IFAT ve Multiplex PCR ile ortak
¢alisilan 4 solunumsal virusun sonuglar>
Tablo 3.7. Cocuklardan toplanan 46 solunumsal 6rnek ve kan
numunelerinde yedi solunumsal virus i¢in FAT ve
PCR sonuglar>

Tablo 4.1. h(MPV’nin farkli ¢aligmalardaki pozitiflik oranlar1

10

18

22

29

55

56

57

57

58

59

59

66



Xl

OZET

Antiviral tedavinin planlanmas», hastane ici yay>>m> 6nlemek, enfeksiyon
takibi ve gozetimini saglamak, hastane giderlerini ve hastanin hastanede kalis siiresini
azaltmak gibi sebeplerden dolay> respiratuvar viruslerin taranmas> ve tans>n»n
konmas> olduk¢a Onemlidir. Solunum yolu enfeksiyonu semptomlar> gosteren
cocuklarda, floresan antikor teknigi veya kiiltiirle izolasyon gibi standart laboratuvar
metotlar> ile viruslar % 13- % 45 oranlar> aras>nda tespit edilebilmektedir. Bu
calismada, akut solunumsal hastalik semptomlar1 gosteren ¢ocuklardan alinan
nazofarengial stirtintli ve kan orneklerinde iki farkl> yontemle solunumsal viruslar ve
onlara kars1 gelisen IgM antikorlarinin arastirmasi ile klinik taninmn desteklenmesi
amaglanmgtir.

Yeni gelistirilmis ve kullanima girmis olan Multipleks kantitatif Revers
Transkriptaz (RT) PCR Enzim Hibridizasyon Assay (Hexaplex Plus; Prodesse, USA)
yontemi ile nazofarengeal 6rneklerden tek tlpte Respiratuvar Sinsityal Virus (RSV),
Influenza Virus Tip A (FluA), Influenza Virus Tip B (FluB), Parainfluenza Virus Tip
1, 2 ve 3 (PIV1, PIV2 ve PIV3) ve Human Metapneumo Virus (hMPV) arastirilmistir.
Bu test yedi farkli solunumsal virusun arastirilmasi ve kantitasyonunda her virus igin
korunmus bolgelerden hazirlanmig alti  ve yarim primerler karistirilarak
hazirlanmistir. Floresan antikor teknigi (FAT-Euroimmun GmbH, Almanya) ile de
RSV, FIuA H1IN1, FluA H3N2, FluB, PIV1, PIV2, PIV3 ve Adenovirus (AdV)’e

kars1 kanda olusmus IgM antikorlar1 aragtirilmstir.

Calisma, bir yillikk donemde, 46 hastadan alinan kan Ornekleri ve
nazofarengial siiriintii 6rnekleri ile gerceklestirilmistir. Ornek toplanan hastalarin
yaslar1 1 ay- 13 yas arasindadir (ortalama 16.4 + 4.5 ay). Orneklerin % 52’si erkek, %

48’1 bayan hastalardan olugsmaktadir.

Alinan 46 kan Orneginden 13 tanesi (% 28.3) FAT ile (MPV harig), ayni
sayida nazofarengial siiriintii 6rneginden 8 tanesi (% 17.4) multiplex PCR yontemi ile
(AdV harig) bir veya daha fazla say>da respiratuvar virus ag>s>ndan pozitif olarak
saptanmistir (P<0.001). Pozitif bulunan sonuglar; multiplex PCR ile 8 FluA, 1 FluB,
5 hMPV, 3 PIV3 ve 1 RSV; FAT yontemi ile 9 FluA H1IN1, 8 FluA H3N2, 8 FluB, 3
PIV3 ve 2 RSV olarak saptanmistir. Bulunan sonuglar multiplex PCR ve FAT
kargilastirilmast agisindan degerlendirildiginde; Multiplex PCR ve/veya FAT’da
pozitif bulunan sonuclarn sadece PCR’da pozitif bulunan sonuglara oran>; RSV igin
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1/2 (% 50), FIUA icin 8/9 (% 88.9), FIuB icin 1/8 (% 12.5) ve PIV3 icin 3/3 (% 100)

olarak belirlenmistir.

Sonug olarak; Multiplex PCR ve FAT yontemlerinin, ¢ocuklarda respiratuvar
viral patojenlerden kaynaklanan solunum yolu hastabklar>n>n h>zl> laboratuar
tan>s>nda tercih edilebilir olacagi kanisina varilmistir.

Anahtar sozcukler: Solunumsal viruslar, IFAT, Multiplex PCR
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SUMMARY

Accurate detection of respiratory viruses is important to guide antiviral
therapy, prevent nosocomial spread, provide surveillance and in some cases, decrease
hospital costs and lengths of stay. By using standard laboratory methods, such as
staining with fluorescent antibodies (FAT) and isolation by culture, viruses have been
detected in 13 to 45 % of children with symptoms of respiratory illness. In this study;
two diagnostic methods used for respiratory viruses have shown acute respiratory
tract infection symptoms in childrens.

Detection of IgM antibodies from blood by fluorescent-antibody (FAT-
Euroimmun GmbH Germany) and Multiplex RT PCR assays (Hexaplex Plus,
Prodesse Inc. USA) for detection of respiratory syncytial virus (RSV), influenza virus
type A (FluA), influenza virus type B (FluB), parainfluenza virus types 1, 2, and 3
(PIV1, PIV2, and PIV3), human metapneumovirus (MPV) and adenovirus (AdV)
from nasopharyngeal samples. A multiplex quantitative reverse transcription-
polymerase chain reaction-enzyme hybridization assay (RT-PCR) was developed and
used to rapidly detect and quantitative RNA of seven viruses in nasopharyngeal
specimens in a single test. Primers and probes originated from highly conserved
regions of each viral genome. Six and a half primer pairs were mixed for the
simultaneous detection and quantitation of RNA from seven different respiratory
viruses. This was carried out in 46 nasopharyngeal and bloods specimens from
children with respiratory illnesses collected over a 1-year period.

The median age of the patients from whom the specimens were collected was
16.4 + 4.5 months (range 2 months to 13 years); Fifty-two percent of samples were
from male patients, and 48 % were from female patients. Of these 46 blood
specimens, 13 (28.3 %) were positive by FAT (2 for RSV, 9 for FluA-HIN1, H3N2,
8 for FluB, 3 for PIV3). Of these 46 nasopharyngeal specimens, 8 (17.4 %) were
positive by Multiplex PCR (1 for RSV, 8 for FIuA, 1 for FluB, 3 for PIV3, 5 for
MPV, and 1 for both FIuA and 5 for hMPV, AdV absent in Hexaplex Plus). The
number of specimens positive only by PCR among specimens positive by PCR and/or
FAT was 1 (50.0 %) of 2 for RSV, 8 (88.9 %) of 9 for FIuA, 3 (100 %) of 3 for PIV3
(P < 0.001).

Use of both Multiplex PCR and FAT to identify viral respiratory pathogens in
children will lead to improved diagnosis of respiratory illness.

Key Words: Respiratory viruses, IFAT, Multiplex PCR



1. GIRIS

Solunum yolu infeksiyonlar> tim infeksiyonlar aras>nda en s>k rastlanan
hastaliklar arasindadir. Arastirmalar solunum yolu infeksiyonlarmin is giicti kayb1 ve
tedavi maliyeti ile ekonomiyi etkileyen hastaliklar arasinda ilk sirada oldugunu
gOstermektedir. Akut solunum yolu hastaliklarinin yaklasik {igte ikisinde virusler
etkendir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore her yil 5 yasm altindaki
cocuklarda akut solunum yolu infeksiyonlarmna bagli dort milyon 6liim gorildigii
bildirilmektedir (1).

Eriskin ve ¢ocuk hastalarda viral kokenli solunum yolu hastaliklari, dnemli
morbidite ve mortalite nedenidir. Antiviral ajanlar>n bir an 6nce tedavide kullansimas>
gereksiz antibiyotik tedavisinin azalt>lmas> i¢in, s6z konusu viruslarn etkin ve h>zl>
tanssrmon - yapslmas>  gereklidir.  Bunun  yamnda  solunumsal  viruslar — farkl>
mekanizmalarla bulastig1 i¢cin (temas, kiigiik veya biliyliik damlacik) tanilarmnin kisa
strede konmasyyla olas> nozokomiyal enfeksiyonlarsn da 6niine ge¢ilmis olacaktir.
Ayrsxca enfeksiyon takibi ve gozetimini saglamak, hastane giderlerini ve hastanin
hastanede kalig siiresini azaltmak gibi sebeplerden dolay1 respiratuvar viruslerin
taranmas> ve tan>s>n>n konmas> oldukca dnemlidir (2).

Solunumsal viral patojenlerin tan>s>nda hiicre kulttr yontemleri, ¢ok uzun
zaman almasi ve geligsmis laboratuvar olanaklari gerektirmesi nedeniyle referans
merkezleriyle s>nxrl> olarak uygulanabilmektedir. Bu etkenlere yonelik tan> daha ¢ok
serolojik testlerle konulmaktadir. Viruslara karsi gelisen antikorlarin saptanmasinda
basta ELISA ve IFAT yontemleri sxkbkla kullansimaktadsr. Son zamanlarda
laboratuvar uygulamalarsna giren nikleik asit yontemleri de bu etkenlerin tanss>nda
kullanim alan1 bulmustur. Bu yontemlerden 6zellikle IFAT ve multiplex PCR ile h>zl>
tan> koymak mimkindir (3).

Calismamizda, cocuklarda solunumsal viral patojenlere kysa sirede tan»
koymak amacyyla nazofarengial suruntli ve kan Orneklerinde viral antijen ve
antikorlar> saptamak i¢in multiplex PCR ydntemi ve floresan antikor testi (FAT)

uygulanmigtir.



1.1. Respiratuvar Infeksiyonlarin Epidemiyolojisi

Respiratuvar viral infeksiyonlarsn ¢ok yaygon olmas>nn sebebi; ¢ok say»da
infeksiydz ajaron ve bunlarsn ¢ok say>da serotiplerinin bulunmas>, bu ajanlarn
kigsiden kisiye etkin olarak bulagabilme yetenegi ve influenza viruste oldugu gibi
antijenik yapilarinda degisikliklerin gerceklesebilmesi olarak 6zetlenebilir.

Respiratuvar viral infeksiyonlar, y»l icerisinde belirli mevsimlerde yaygn
olmakla birlikte sporadik vakalar ve nozokomiyal yays>l>m bitin y»l igerisinde
gorulebilmektedir. Ibman bdlgelerde influenza virus, respiratuvar sinsityal viris
(RSV), koronavirus (CoV) gibi zarfl> virusler karakteristik olarak kis aylarinda,
rinovirus gibi zarfs>z virusler ise ilkbahardan sonbahara degin genis bir zaman

aralig>nda yaygen, olarak infeksiyona neden olmaktadsrlar (4) (Tablo 1.1).

Tablo 1.1: Solunumsal viruslerin epidemiyolojik 6zellikleri (5)

. Inkiibasyon Bulas Mevsimsel Nozokomiyal
Virus . N N .
periyodu (gun) yolu Dagihm patojen
. Aerosol,
Adenovirus 4-7 direk Yaz Evet
Koronavirus 2-5 Damlac>k Kis Kicuk oranda
Influenza A .
ve B virusleri 1-4 Aerosol Kis Buylk oranda
Parainfluenza Tip 1 ve 2,
. 3-6 Damlac>k sonbahar; tip 3, Evet
virus X
ilkbahar ve yaz
Eller, Sonbahar ge¢ -
RSV 2-8 damlacsk | donem ve ilk bahar | BUYUK oranda
L Eller, Sonbahar erken
Rinovirus -5 damlac>k | dénem ve ilk bahar Evet

Viruslerin bulagmasi agisindan baktigimizda; kisiden kisiye yayilim virusin
cinsine gore degisik yollarla olabilmektedir. Biiyliik damlacik yoluyla yayilim kisa
mesafelerde etkin olmakla birlikte birgok respiratuvar virusiin yay>bmsnda sxkbkla
karsilagilmaktadir. Ozellikle influenza virus ve AdV’lerde yayslbm havadaki kiigiik
partiklller (aerosol) vasstassyla olmaktadsr. Rinovirus ve RSV’de ise yaysl>m virusle
kontamine eller ve esyalarla temas sonucu viruslarn burun mukozas> ve

konjunktivaya yerlesmesi sonucu olmaktadir (Tablo 1.1).



Influenza virus basta olmak iizere parainfluenza ve RSV siklikla salgin
olusturan respiratuvar viral patojenlerdir. Ozellikle kapal> ortamlarda bulunan
populasyonlarda (hastane, huzurevi, askeri kiglalar vs) salgin riski daha fazladir. Bu
salgonlar, yash hastalarda veya immiinsiiprese kisilerde yiiksek oranda mortaliteye
neden olabilmektedir (5).

1.2. Respiratuvar Viruslarda Patogenez

Birgok respiratuvar viral infeksiyonda hastaligin siddeti viral replikasyonun
hizina bagli olmakla birlikte, ¢esitli viruslerde hastalik tablolar1 degisik
olabilmektedir. Rinovirus ve koronavirus daha cok (st solunum yollarnda
infeksiyona neden olurken, RSV, PIV, SARS CoV ve AdV alt solunum yolunu
infekte etmektedirler. Immiinsiiprese hastalarda ise biitiin respiratuvar virusler
genellikle alt solunum yolu infeksiyonuna neden olmaktador.

Solunum sisteminde, burun, nazofarenks ve farenks; streptokok ve
haemophilus gibi baz> patojenlerde dahil olmak tizere bakteriyel flora icerirler. Viral
solunum sistemi infeksiyonlary; Gst solunum yollarsndaki kalxc> bakteriyel flora
tizerindeki etkileriyle bakteri kolonizasyon paternini degistirirler ve solunum epiteline
bakteri adezyonunu arttrrlar, mukosilier temizligi azaltirlar ve fagositozu
zay>flatorlar. Virusun konak defans>n> zay»>flatmas», normalde steril olmas> gereken
yerlere de bakterilerin ulagsmasini ve sekonder bakteriyel infeksiyonlarin olugmasini
kolaylastirir.

Viruslar, solunum yollar>nda alveollerde inflamasyona ve hemorajiye, hyalin
membranda deformasyona ve degisik oranlarda epitel hasarina yol agmaktadirlar.
Trakeobronsit ve solunum sisteminde epitel hasar1 influenzanin tipik etkileridir. RSV
ise yeni doganlarda epitel hasar1 ve dokiilmesi, bronsial ddem ve kiiciik hava
yollarmn tkanmassna neden olmaktads. Rinovirus ve koronavirus nazal mukoza
hasar>na neden olmaktadr.

Hastaligin belirtileri ve siddeti, hastanin immiin sistemine, inflamatuar
mediatOrlerin serbest bxrakslmas>na ve norojenik reflekslere de bagl olarak
degisebilmektedir. Ornegin; ¢ocuklarda RSV bronsiolitlerinde histamin, 16kotrien C4,
eozinofilik katyonik protein ve viruse 6zgiil IgE seviyelerinde artig goriilmektedir.
Influenzada kanda ve nazal sekresyonda viral replikasyon hiz1 ile uyum gosterecek
sekilde, interlokin-6 (IL-6), interferon gamma (IFN-y) ve timor nekrozis faktor alfa
(TNF-a) seviyelerinde artis gozlenmektedir. Agir seyreden avian influenza

infeksiyonlar>nda da TNF- o, IL-2, IL-6 ve IFN- y’mon serum dizeylerinde artis



goriildiigii tespit edilmistir. Immiinizasyonda ise birgok respiratuvar viruse karsi
serumda ve solunumsal sekresyonlarda nétralizan antikorlar mevcuttur. Genellikle
immdanite uzun ve birgok serotipte reinfeksiyon az gortlmektedir. Bunun yansnda PI1V
ve RSV’de reinfeksiyon sik goriilebilmektedir. Bagisiklikta hiicresel ve himdral
immainite rol oynamaktadsr. immiinkompromize hastalarda (AIDS, kemik iligi veya
organ nakli yap»lan hastalar vb.) ise respiratuvar virusler uzun siren infeksiyonlara,
agir solunumsal rahatsizliklara, organ nakillerinde uyusmazliklara ve mortaliteye
sebep olabilmektedirler (5).

1.3. Respiratuvar Viruslarn Tanss»

1.3.1. Klinik Tan>

Respiratuvar viral infeksiyonlar; genellikle akut gelisen ve spontan olarak
iyilesen infeksiyonlar oldugu gibi, ciddi komplikasyonlara da (otitis media, sinuzit,
ast>m> tetikleme, kronik pulmoner hastalk) neden olabilmektedirler. Klinik tanslar;
biribirine benzeyen klinik tablolar sergilemeleri nedeniyle oldukca zordur. Bu yizden
klinik tan> influenza epidemileri ve RSV’nin sebep oldugu bronsiolit salginlar1 gibi
durumlarda konulabilmektedir. Virus ve sendrom arasi iliski kurmak klinik agidan
smirli olmaktadir. Bundan dolay1 hastaneye bagvuran hastalardan alinan 6rneklerde
h>zl> virolojik tan> teknikleri ile tan> konulabilmektedir (Tablo 1.1). Ayrxca klinik
taninin konmasi agisindan hasta verilerinin toplandig1 siirveyans programlari
gelistirilmis ve toplum igerisinde hangi virusiin etkin oldugu tespit edilerek klinik
taninin konmasinda kolaylik saglanmstir (6).

1.3.2. Laboratuvar Tan»s»

Birgcok virusiin gesitli tekniklerle; burun ve bogaz siiriintiisii, nazal aspirat,
burun yskama s»w»s», balgam, bronkoalveolar lavaj, trakeal aspirat ve kan gibi
orneklerden laboratuvar tanist konulabilmektedir. Laboratuvar testleri erken teshis
konulan hastalardan albnan érneklerde daha duyarl> sonuclar vermektedirler. SARS’ta
ise hastaligin ilk evresinde alinan 6rneklerle yapilan ¢caligmalar yanlig negatif sonuglar
verebilmektedirler. Yetigskinlerde, g¢ocuklara nazaran bazi virusler daha yavas
uremekte ve diisiik titrede bulunabilmektedirler, bu yiizden yetiskinlerden alinan
orneklerde virus izolasyonu daha ge¢ olmakta ve hszl> tan> testlerinde de viral Grinler
saptanamayabilmektedir. Hiicre kiiltiirii inokiilasyon (shell vial) teknigi; AdV,
influenza virus, PIV ve RSV icin % 80 oran>nda 0zgillik gostermektedir. IFAT ve
EIA testleri; 6zellikle RSV ve influenza viruslerin tanss> ag>s>ndan oldukca duyarl> ve
0zgul yontemlerdir. Nukleik asit amplifikasyon teknikleri ise bircok respiratuvar virus



ag>sondan (SARS-CoV dahil) en 6zgul ve en duyarl> tan> yontemleridir. Serolojik tan>

yontemleri ise direk tan> yontemlerine gdre daha ge¢ sonug¢ veren yontemlerdir.

Antikorlar> tespit edebilen cok say>da serolojik tan> yontemi mevcuttur. Bunlar;

notralizasyon testi, hemagliitinasyon inhibisyon testi, kompleman fiksasyon testi ve

ELISA teknikleridir (5) (Tablo1.2).

Tablo 1.2 : Respiratuvar viral patojenlerin tan>s>nda kullanslan drnekler ve

laboratuvar testleri (5).

Hdcre H>zl> tan>
. ’ - kaltdra ile teknikleri ve Serolojik
Virus Ornek tipi izolasyon molekdler teknikler
zaman> (gun) teknikler
Solunum sistemi,
. bogaz, EIA, IF, RT-
Adenovirus konjunktiva, 2-10 PCR, IC CF
idrar, gaita, kan
. . Rutinde yok, | Rutinde yok
Koronavirus Nazofarenks Rutinde yok RT-PCR. IF (ELISA)
Influenza A Nazofarenks, alt ..EIA’. I!:’ CF, HAI,
ve B virusleri | solunum yolu 2-5 norominicaz ELISA
testi, RT-PCR
Parainfluenza | Nazofarenks, alt CF, HAI,
virus solunum yolu 3-14 IF, RT-PCR ELISA
Nazofarenks, alt EIA, IF, RT- CF, ELISA,
RSV solunum yolu 3-14 PCR NT
. Rutinde yok, Rutinde yok
Rinovirus Nazofarenks 2-7 RT-PCR (NT)

CF = Kompleman fiksasyon; EIA = enzim immunoassay; ELISA = enzyme-linked immunosorbent
assay; HAI = Hemaglutinasyon inhibisyon; IC = immunokromatografi; IF = immunofloresan; NT =
notralizasyon; RT-PCR = revers transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu

1.4. Respiratuvar Viruslarn Yaptklar> Hastabklar

Baz> virusler solunum yollarinda belirli bolgelerde infeksiyon olustururken,

¢ogu Vvirus biitiin bolgelerde infeksiyon olusturabilmektedir (6) (Sekil 1.1).



1.4.1. Rinit (Nezle=Soguk alginhg, Common cold)

Klasik olarak soguk algmnligi fazla miktarda sulu burun akintisi, burun
tikaniklig1, hapsirma, hafif bogaz agrist ve oksiiriikle karakterizedir. Ates goriilmez
veya ¢ok azdir. Biitiin soguk alginligi infeksiyonlar> viral nedenlidir. Rinovirusler
biitiin soguk algmligi vakalarinin yaklasik % 50’sinden sorumludur ve birkag serotipi
y>bn her mevsiminde gorulur. KoronavirGsler ise temel olarak kis aylarinda
hastaliklara neden olurlar ve soguk algmnligi vakalarinin % 15’inden sorumludur.
Ozellikle coxackie virus A21, A24, echovirus 11 ve 20 gibi baz> enterovirusler de yaz
aylarinda atesle ve bogaz agrist ile seyreden soguk alginliklarma neden olurlar.
Cocuklarda RSV, PIV ve baz> AdV subtipleri bltin st solunum yolu

infeksiyonlarmin yaklagik % 50’sinden sorumlu tutulmaktadirlar (6).

Sekil 1.1 : Solunum yollarinda c¢esitli respiratuvar viruslarin infeksiyon

olusturdugu bolgeler

RSV

Influenza A,B

Parainfluenza virlisleri

Coxsackievirusler

Adenovirlsler

EBV, CMV

Rhinovirlsler

Coronavirisler




1.4.2. Farenjit

Farenjit vakalarinin ¢ogu viral orijinlidir. Bogaz agrisi, halsizlik, ates ve/veya
lenfadenopati semptomlar1 goriilebilir. Influenza, PIV ve rinovirusler tiim yasam
boyunca farenjite neden olabilir. Ancak, diger ajanlar belirli yas gruplarinda
yaygondr. RSV ve AdV geng c¢ocuklarda, herpesvirusler ise adolesan ve geng
yetiskinlerde infeksiyon olusturabilirler (6).

1.4.3. Laringotrakeobronsit (Krup)

Krup, PIV ve influenza infeksiyonlar>n>n en ciddi belirtilerinden birisidir.
Geng cocuklar; ates, metalik veya havlamayr andiran oksiiriik, solunum giighigii ve
bazen tam bir laringeal tkanma ve siyanoz goriiliir. PIV vakalarm yaklagik yarisindan
sorumludur ve tip 1 tip 2°den daha yaygindir. Kig epidemileri sirasinda RSV ve
influenza virusleri dnemli etiyolojik ajanlardsr (6).

1.4.4. Bronsit

Akut bronsit; trakea ve bronglarin inflamasyonu sonucu, agir ve uzamis
oksiiriikli akut solunum hastaligi olarak tanimlanabilir. Her yasta, tiim solunum yolu
infeksiyonlarinda olgularm yaridan fazlasinda oksiiriik vardir. Ancak en fazla 5 yas
alt> cocuklarda, yayg>n solunum infeksiyonu ile birliktedir. En sk etken soguk
alginlig1 viruslar1 (Rinovirus ve Koronavirus) ile daha invaziv olan Influenza ve
Adenoviruslardir. Influenza salginlarinda goriilme orani artar. Kizamik agir klinik
form olusturmasi ile dnemlidir (6).

1.4.5. Bronsiolit

Hayatsn ilk ysllarsnda RSV en énemli solunum yolu patojenidir. Infantlardaki
biitiin bronsiolit vakalarmin neredeyse yarisindan sorumlu olan RSV o6zellikle kis
epidemilerinin nedenidir. PIV (6zellikle tip3) ve influenza virus bronsiolitin diger
major etkenleridir. Hastabk blylk bir hizla gelisebilir. Soluk alip verme hizlanir ve
giiclesir. Ayrica Oksiiriik, ekspirasyon sirasinda slik sesi duyulmasi, siyanoz
goriilebilir. infant, gece aniden dlebilir ve dolaysssyla RSV, “sudden infant death
sendromu (SIDS)” olarak da bilinen besik 6lumlerinin énemli bir sebebi olarak
gOsterilir (6).

1.4.6. Viral Pnédmoni

Pnémoni genelde 50-60° 11 yaglarda goriiliir. Kisin olgu sayist artmakla
birlikte pndmoninin mevsimi olmadig1 kabul edilir. Hastalarin % 58-89’unda altta
yatan bir veya birden fazla hastalik vardir. Eriskinlerde 6zellikle de ¢ocuklarda

viruslar, onemli etkendirler. Hastaneye yatan erigkinlerin %8’i, pediatri



polikliniklerinde tim pndmonilerin %216’s>nda viruslar etkendirler. Cocuklarda

hastane kokenli pndmoniler tanimlanmig ve yine en Sk etkenin RSV ve PIV oldugu

saptanmustir. Aslinda viral tani i¢in yeterli islem yapilamadigi i¢in gercek oranlar

daha da yiiksek olabilir. Mevsim ve yas grubuna gore farkli viruslar 6n plana

¢kabilmektedir. Eriskinlerde influenza A, B, Adenovirus 4,7; cocuklarda RSV, PIV

ve Flu A daha yayg»n olarak goriilmektedir (6)(Tablo 1.3).

Tablo 1.3: Solunum Sistemi Infeksiyonlarinda Viral Etiyoloji (7).

Virus Nikleik Hastabk
Asit
Adenovirus DNA Soguk alginligi, bronsit, bronsiolit,
faringokonjonktival ates, pndmoni
Koronavirus RNA Soguk alginligi SARS
Orthomyxovirus RNA | Influenza, soguk algmnligi, farenjit, krup, bronsit,

bronsiolit, pndmoni

Influenza
Paramyxovirus RNA
Kszampk Kizamik, pnomoni, brongektazi
Parainfluenza Soguk alginligi, krup, bronsit, bronsiolit, pndmoni
RSV Soguk alginligi, krup, bronsit, brongiolit, pndmoni
Picornavirus, Enterovirus| RNA Soguk algmnlig1 ve akut respiratuvar hastabk,
Coxsackie Herpangina
Echo Soguk alginligi (?)
Rhinovirus Soguk alginlig1
Herpes virus DNA
Akut farenjit, Kronik ulseratif farenjit, trakeit,
Herpes simpleks virus pnémoni
HSV Mononiikleozis, Akut ve Kornik farenjit
Sitomegalovirus, CMV Pnémoni
Varicella-Zoster (VZV)
Epstein-Barr (EBV) Monontikleozis, Akut ve Kornik farenjit
HHV-6
Pnomoni
Filovirus RNA Farenjit
HIV RNA Primer infeksiyon s>ras>nda farenjit




1.5. RESPIRATUVAR VIRAL PATOJENLER

1.5.1. INFLUENZA VIRUSLAR

Grip; influenza virusunun Ug tipinden biri taraf>ndan meydana getirilen akut,
bulasict1 solunum yolu hastaliklarindan birisidir. Hastalik genellikle akut bir
baslangi¢la epidemik formda olusur ve hizli bir sekilde bir cografik bolgeye yayilir.
Epidemiler genis bir yas spektrumunu i¢ine alir. Salgmin genisligi fokal salginlardan
pandemilere kadar degisebilir. Virusun A, B ve C olarak adlandirilan ti¢ immunolojik
tipi olup epidemiler daha cok A, daha az olarak da B tipi ile meydana gelmektedir.
Toplanan epidemiyolojik bulgular dzel bir cografik bolgede olusan salginmn Influenza
tip A (Flu A) ile her iki ile ii¢ yilda, Influenza tip B (Flu B) ile her dort ile alt> y>lda
bir meydana geldigini gostermistir (8). Her iki influenza virus tipinin epidemilerinin
tliman iklimlerde sonbahar sonu ile ilkbahar bagslangici arasinda meydana geldigi
tespit edilmistir. Tropikal iklimlerde ise hastalign hiikim sirme mevsimi daha
k>sador (9).

1.5.1.1. Morfoloji ve genel ozellikler

Influenza virus, orthomyxovirus ailesindendir. Helikal simetrili, zarfl> ve
negatif polariteli tek zincirli RNA virusudur. Virus 80-120 nm ¢ap>nda, pleomorfik,
kiiresel yapidadir. Yaklagik olarak %1 RNA, %7 karbonhidrat, %22 lipid ve % 70
proteinden olusmaktadir (10).

RNA igerigi olarak her ii¢ tipin genomu, yaklagik 900-2400 nukleotidden
olusan negatif polariteli tek sarmalli RNA segmentlerinden meydana gelmektedir. A
ve B viruslarsn>n sekiz segmenti, C virusunun ise 7 segmenti bulunmaktadsr (10).

Influenza tip A virusunda bu segmentlerden {icii niikleik asit
kopyalanmasindan ve ¢ogalmasindan sorumlu olan PB1, PB2 ve PA’dir. Diger {i¢ gen
nikleoprotein, hemaglitinin ve ndrominidaz proteinlerini kodlar ve s>n>fland>rma i¢in
kullanslr. Gen 7 matriks proteinlerini kodlar. Gen 8 ise yap»>sal olmayan NS1 ve NS2
proteinlerini kodlar. Protein igerigi; saf influenza virionlar-n>n elektroforetik analizi
sonucu molekiil agirhigr 25.000-100.000 dalton arasinda degisen 8 ayr> polipeptid
ortaya c¢ikarilmistir. En biiyiik {i¢ polipeptid P1, P2 ve P3 olarak adlandirilir ve
virusun i¢ kxsmpnda az miktarda bulunmaktadsr. Virus RNA’s>n>n polimeraz aktivitesi
ve RNA’n>n replikasyonu ile ilgilidir. Nukleoprotein polipeptidi, i¢ ribontkleoprotein
komponentinin alt Gnitesidir. Matriks polipeptidi virionda en fazla miktarda bulunan



10

polipeptiddir. Yuzeyle ilgili iki proteini bulunmaktads. Bunlar hemaglutinin ve

norominidaz proteinleridir (11) (Tablo 1.4).

Tablo 1.4: Influenza virusun proteinleri (11).

Segrsre]nti Protein Tan>m> Fonksiyon Antijenite
1 PB2 RNA Sentezi ?
2 PB1 RNA Sentezi ?
3 PA RNA Sentezi ?
4 HA Hemaglutinin Alt tip-spesifik
5 NA NoGraminidaz Alt tip-spesifik
6 NP RNA Sentezi Tip-spesifk
7 M1,M2 Matriks Tip-spesifik
8 NS1.NS2 Non-Strikturel ?

Lipid icerigi; yaklasik lipid iceriginin % 64’1 fosfolipid, % 33’1 kolesterol ve
% 1-2’si glikolipid yap>s>ndad>r. Virionun lipid yap»>s>, genellikle virusun iiredigi
hicrenin yap>s>sna gore degiskenlik gostermektedir. Karbonhidrat igerigi; virusun
iceriginde bulunan karbonhidratlar protein ve lipidlere bagl olarak bulunmaktadirlar.
Karbonhidratlar>-n hemen hepsi hemaglutinin polipeptidinde bulunmustur (10).

1.5.1.2. Antijen yap»>s»

Influenza virusunun A, B ve C olmak iizere ii¢ antijenik tipi vardsr. Bunlar
arasinda antijen yapist ve diger 6zellikleri bakimindan {izerinde en fazla caligilan
virus tipi, Flu A’d>x. Virus partikilinde bulunan polipeptidlerden dordd, antijen
ozelligi tasir. Icte niikleoprotein ve matriks protein tipe 6zeldir ve antijenik olarak
degismezler. Niikleoprotein; virusun A, B ve C olarak tiplendirilmesinden
sorumludur. Enfeksiyon sonrasi, niikleoprotein ve matriks proteine karsi olusan
antikorlar kisa Omiirliidiir ve koruyucu o6zellige sahip degildirler. Buna karsilik
hemagliitinin ve noérominidaz antijenleri alt tipe oOzeldir ve degiskendir.
Hemaglitinasyon inhibisyon antikorlar>, viral enfektiviteyi notralize eder ve en

onemlisi insanlarda influenzaya karsi bagisikligi saglar. Noraminidaz ise enfekte
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hiicrede gorilir. Ozel antindraminidaz antikorlarimin deneysel olarak hastaligin
siddetini azalttig1 gosterilmistir. Simdiye kadar influenza A viruslarda 16 HA ve 9
NA tipi belirlenmistir (12).

1.5.1.3. Yuzey glikoproteinleri

Hemaglltinin ve néraminidaz antijenleri konagmn bagisikliginda, influenza
viruslarinin antijenik degisikliginde ve enfeksiyonun serolojik tanisinda 6nemli rol
oynayan antijenlerdir. Hemaglutinin, okaryotik hiicre membranlar>nda bulunan N-
asetil néraminik asit (NANA) parcalarina baglanir. Hiicreye giris endozomlar yolu
ile, hemagliitinin ayaginin a¢ilimi ve plazma membran ve viral zarfin erimesi ile olur.
Nikleokapsitler, nikleusta toplansx. Virionlarsn bir araya gelmesi plazma
membran>nda olur. Olgun virus tomurcuklanma yoluyla hiicreden serbest b>rakslr.
Lipid zar tomurcuklanma siirecinde tamamlanir. Yeni olusan virionlarin yiizey
glikoproteinleri karbonhidrat yapslarsn>n pargas> olarak NANA’y> ihtiva eder.
Noraminidaz ise NANA’nin enzimatik artiklarini dagitarak kiime olusumunu
engeller. Boylece serbest enfektif partikiil sayisinda artis meydana gelir (13).

1.5.1.4. Viruslarn Gremesi

Influenza viruslarmin iiremesi detayli olarak incelenmistir. Virusun latent
periyodunun 3-6 saat oldugu ve virus liremesinin 12-72 saat iginde maksimum diizeye
ulastigi saptanmistir. Virusun tireme siklusunda gesitli adimlar vardsr:

1- Adsorbsiyon

2- Penetrasyon
3- RNA sentezi
4- Protein sentezi

5- Lipid sentezi

6- Karbonhidrat sentezi
7- Birlesme

8- Tomurcuklanma

9- Serbest b>rak>Ima

Influenza virusleri konak hiicrenin sialioligosakkarit reseptérlerine FIUA ve
FluB’de HA vyapilar1 ile baglanirlar. Endositoz ve flizyonu takiben virus konak
hicrenin sitoplazmas> igine girer, virusin replikasyonu konak hucre nukleusunda,
viral proteinlerin sentezi ise sitoplazmada gergeklesir. Yeni olusan virus partikilleri

viral zarflar>n> konak hticrenin sitoplazma membran>ndan abr (14).



12

Sekil 1.2: Influenza virusiin replikasyon siklusu (15)

Virus
Viral erwelope —— »

Viral macleic acid

(ENA)

teins

' .

1.5.1.5. Hastabk ve Klinik Belirtiler

Influenza virus, ani baslangigla kendini gosteren ve akut bir solunum yolu
hastalig1 olan gribin etkenidir. Ancak virus belirtisiz infeksiyondan, pnémoniye kadar
degisebilen hastalik tablolar1 olusturabilir. Duyarli bir topluluk igerisinde konusma,
oksiirme ve aksirma ile ¢ikarilan damlaciklar yolu ile kisiden kisiye bulasir. Virus ile
enfekte eller ve esya ile de bulasabilmektedir. Hastalik hemen her yas grubunu
etkilemektedir. Hastaligin siddeti antijenite ile ilgilidir. Hastaligin kulugka devri 18-72
saattir. Bu stire, viicuda giren virus miktar> artt>k¢a kssabr. Bu slre sonunda hastabk
iistime, 38-40 °C'ye varan ates, basagrisi, halsizlik, genel kas agrilari, konjonktivada
batma ve burun akmtisi ile aniden baslar. Hafif balgamsiz bir 0ksiiriikk vardir. Bazen
mide agrisi, ishal gibi mide-barsak sikayetleri goriilebilir. Bu tablo "gastrik influenza"

olarak adlandsrsbr. Influenza A, B ve C tipi viruslarmin klinik belirtileri benzerse de
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influenza A'mon etken oldugu infeksiyonlarda hastalik daha siddetli seyreder, siiresi
genellikle daha uzundur. Flu B virus infeksiyonlar>, Flu A'nin etken oldugu
infeksiyonlara oranla daha hafif seyreder. influenza komplikasyonlar1 agismdan da
tehlikeli bir enfeksiyondur. Cogunlukla influenza A virusiinin etken oldugu
infeksiyonlarda krup, aspirin kullanan ¢ocuklarda Reye sendromu, yine ¢ocuklarda
Influenza B infeksiyonu sonrasi akut miyozit bildirilmektedir. Geng erigkinlerde astim,
daha ileri yaslarda kronik bronsit, amfizem s6z konusudur. Yaslilarda streptokok,
hemofilus gibi bakterilerle siiper infeksiyonlarm olusabilecegi bildirilmektedir. Influenza
epidemileri s>ras>nda solunum, glomerulonefrit, parotitis gibi komplikasyonlara bagl
olarak ani 6liimler de olabilmektedir (15).

1.5.1.6. Patogenez ve Immiinite

Virus hastaligin bulagsmasindan 1-2 giin 0nce ve belirtiler ortaya ¢xktktan
sonra ii¢ glin kadar burun ve bogazda varhigini sirddrdr. Solunum mukozas»n>
kaplayan mukus tabaka NANA ve mukoproteinleri icermektedir. Enfeksiyon mukus
tabakaya virusun yapismast ve lokal antikorlardan ve spesifik olmayan
inhibitorlerden kurtulmasi ile baglar. Spesifik reseptor iceren HA mukus tabakaya

yapisir ve NA virusun mukozal epitelyuma girigini saglar (11).

Oliimciil primer influenza pnémonisi ¢ocuklarda nadir gelisir. Fokal ve
yaygin myokardit, nekroz bildirilmistir ve yaygin beyin 6demi 6liimciil influenza
vakalarinda bildirilmistir. influenzay1 giiglestiren siniizit ve otitis media patolojisinin
pnomoniye benzedigi bildirilmektedir. Ozellikle influenza tip B ile enfekte

cocuklarda Reye sendromunun gelistigi goriilmistiir (10).

Dogal influenza enfeksiyonundan sonra lokal ve humoral antikorlarla,
hemaglutinin, ndraminidaz, nikleokapsit matriks protein antijenleri tansmlansr.
Enfeksiyondan sonra serum ve solunum salgslarsnda HA antikorlar> gorilur ve bu
antikorlar uzun ysllar kalc> olurlar (16). Noraminidaz antikorlari, hastaligin siddetinin
ve kisiden kisiye gecis oraninin azalmasinda rol oynar. Enfeksiyondan sonra serum ve
solunum salgslar>nda goralir. Enfeksiyondan énce, serumdaki NA antikorlar, yiksek
titrede ise klinik gérinimli enfeksiyonu engelleyebilir (17).

Matriks protein ve niiklokapsit antikorlars, korumada etkin degildir. Her iKisi
de tip spesifiktir (11).
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1.5.1.7. Laboratuvar Tan>s»

Epidemik vakalarda, hastaligin akut baslamasi ve influenzanin semptomlar1
klinik tan> igin yeterlidir. Bununla birlikte sporadik vakalarda ise solunum sistemi
enfeksiyonlar1 yapan diger viruslarin neden oldugu hastaliga benzer bir tablo
olusturdugu i¢in tani oldukga giictiir. Laboratuvar tanisi hastaligin baslangicindan 1-2
gin Onceden 1-2 giin sonraya kadar miimkiindiir. Bununla birlikte hastaligin

baslangicindan 7 glin sonraya kadar da virus uretilebilir (18).
1.5.1.7.1. Virusun tanss> i¢in oérneklerin toplanmas> ve saklanmas>

Tiim viruslarin laboratuvar tanisinda oldugu gibi en 6nemli islem muayene

maddesinin se¢imi, albnmas> ve uygun kosullarda laboratuvara ulastirilmas>d>r (19).

Virus izolasyonu igin 6rnekler hastaligin ilk ii¢ giinii i¢inde ve atesli donemde
alnmalidir. Memeli Influenza A viruslar1 solunum yolu kolumnar epitel hiicrelerinde
replike olur, primer bulagsma solunum sekresyonlars ile olur. Virusun izolasyonu igin
materyal olarak bogaz, burun y>kama s»v>s> ve strtinttileri kullansbr. Suriintdler steril
ekiivyonlar vasitast ile alinir. Burun veya bogazda ¢ubuk iizerine sarilmis olan
pamuklu k>s>m ile materyal abnacak bolge kuvvetlice ovularak ekiivyon icerisinde
tasima vasat> olan tiipe dald>rlr. Burun yikama sivisindan veya bogaz galkanti
suyundan virus izole etme sansi siiriintiiden izole etmekten daha yuksektir. Strintu
ve calkant1 seklinde toplanan 6rnekler buzdolabinda (+4°C’de) maksimum 4 giine
kadar tutulabilir. Ama izolasyon yapilacak laboratuara en kisa siirede ulastiriimasi
tan> ag>s>ndan en uygun yontemdir. Ornekler uzun siire saklanacaksa -70 °C’de

tutulmas> uygun olur (19).

Serolojik tan1 i¢in birisi hastaligin baslangicinda digeri ise bundan 15-20 gln
sonra olmak 0zere iki kan numunesi abnsr. Serumlar ayrldsktan sonra -20 °C’de
muhafaza edilir (20).

inﬂuenzay1 diger solunum yolu infeksiyonu etkeni olan; PIV, RSV,
AdV, Enterovirus, Koronavirus ve Rinovirus'tan aysrt edebilmek igin kesin tan>
koymak gerekir. Influenza virusiiniin tanisinda kullanilan gesitli laboratuvar yontemleri
vardsr (21).
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1.5.1.7.2. H>zb Tan»> Testleri

Solunum sekresyonlar>nda virus antijenlerinin gosterilmesi esas»na dayan>r. En
yaygen kullanslanlar> floresan antikor veya ELISA yontemleridir. Bu tekniklerin
duyarblbxklar> % 50-90, 6zgulltkleri ise % 90%n tizerinde bildirilmektedir (21).

1.5.1.7.3. Embriyonlu Yumurtada Virus Izolasyonu

Influenza A ve B viruslarmn izolasyonu icin drnekler 11 gunlik embriyonlu
yumurtaren ilk Gretim igin amniyotik s»v>s>na ekim yapsbr. Ayn> zamanda daha sonraki
uretimleri icin allontonik s>v>ya ekim uygun olmaktadsr. Ekim yap>lan yumurtalar Gg
gun stre ile 38 °C'de inkdibe edilip bu stire sonucunda bu s»v»lar> abn>p hemaglutinasyon
uygulanarak tansya gidilir (22).

1.5.1.7.4. Hiicre Kiiltiiriinde Virus izolasyonu

Influenza A ve B viruslar> primer rhesus maymun bobrek (PRf hiicreleri) veya
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) hticre kulturlerinde Grer. Influenza viruslar>
hicre kulturlerinde iirer ancak sitopatik etki yapmazlar. Virusun {ireyip iiremedigi
Enzyme Immunoassay (EIA), Floresan Antikor Testi (FAT), hemadsorbsiyon gibi

yontemlerle saptansr. Kilttrler -70°C'de dondurularak saklans (23).
1.5.1.7.5. Serolojik Tan>

Enfeksiyonun serolojik tan>s> akut devrede ve 2-3 hafta sonra albnan kan
ornekleri arasinda goriilen dort kat veya daha fazla antikor artig1 saptanmas> ile yap»br.
Bunun igin en ¢ok Hemaglitinasyon Inhibisyon testi uygulanx. Ayr>ca kompleman
birlesmesi (KB), Double Immundifiizyon (DID), Single Radial Difiizyon (SRD)
testleri de uygulanabilir. Son yillarda Influenza hemagliitinine olusan antikorlar>
saptamada EIA teknigi kullanilmaktadir. Bu teknigin avantaji IgA, 1gG ve IgM

antikorlarmi gostermesi olmustur (20).
1.5.1.7.6. Molekuler Yontemler:

Solunum sekresyonlarsnda virus genetik maddesinin niikleik asit hibridizasyon
veya polimeraz zincir reaksiyonu ile gosterilmesi mimkundur. Revers transcriptaz
(RT) PCR, influenza virus RNA's>n>n saptanmas>nda kullanslan duyarl> ve 6zgul bir
yontemdir. Virusun tiplendirilmesi ve subtiplendirilmesinde kullansimaktadsr (24).
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1.5.1.8. Epidemiyoloji

Influenza A ve B viruslar biitiin diinyada yaygmn olarak, yas farki ve cinsiyet
g0zetmeksizin epidemilere neden olmaktad>r. Salgsnlar lokal, tilke ¢ap>nda veya daha
genis yayilimli olabilmektedir. Virus kisiden kisiye solunum sekresyonlart icerisinde,
hava yoluyla gecis yapmaktadir. Enfektivite periyodu semptom ve belirtilerin
gorulmesinden 1-2 giin sonrasina kadar siirmektedir. En ¢ok goriildiigii mevsimler
sonbahar, kig ve ilkbahar baslangicidir. Enfekte kisilerin ¢ogunlugunu ¢ocuklar ve
gengler olusturmaktadir. Yaslh kimselerde ise mortalite oran1 yiiksektir. Influenza A
epidemileri sirasinda okul ¢agi cocuklarin % 75’inden fazlasi enfekte olabilmektedir.
Influenza B virusu ise influenza A virusuna gére daha yavas bir yayilim

gOstermektedir (25).

Influenza A epidemisi 2-3 y»lda bir gortlebilir ve bazen bilyiik pandemiye de
neden olabilir. Influenza B ise daha kiiciik ¢apta, 4-6 y>lda bir epidemi yapabilir (26).

Influenza epidemilerinin virusun antijenik yapisindaki degisikliklere bagl
olarak, toplumda duyarli kisi sayismnin olduk¢a fazla olmasindan kaynaklandigi
bilinmektedir. Antijenik degisiklik, virusun iki dis glikoproteini olan HA ve NA’da
meydana gelir. HA’daki antijenik degisim, NA’dakinden daha fazla olmaktadsr. Bu
degisikliklerin biiylik miktarlarda veya kiigik miktarda olmas>na gore antijenik shift

ve antijenik drift olusmaktadir (27).
1.5.1.8.1. Antijenik Shift

Farkli influenza suslar1 arasinda gen pargalarinin degisimi ile meydana
gelen pandemilere yol acabilen antijenik degisimlerdir. Bu antijenik degisiklik
segmentli olan niikleik asidin bir segmentinin tamamen degismesi sonuca ortaya ¢>kar.
Yeni virusun HA ve/veya NA antijenleri ile eski virusun antijenleri aras>nda
benzerlik ya hi¢ yoktur veya ¢ok azdr. Yeni ortaya ¢xkan bu virusa karsi toplumda
bagisiklik yoktur. Virus toplumda yayilip sirkiile oldugunda epidemi olusturabilir.
Epidemi sonrasinda toplumda bagisiklik artar ve antijenik driftin ortaya g¢ikisina

zemin hazorlar (28).
1.5.1.8.2. Antijenik Drift

Bir influenza alt tipinde meydana gelen kii¢iik antijenik degisiklilerdir ve 2-3

yilda bir olugmaktadir. Antijenik driftte niikleik asitte nokta mutasyonlar meydana
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gelmekte ve virusta Uretilen proteinlerdeki kiigiik yap1 degisikliklerine bagli olarak
antijenik yapida kiigiikk degisimler meydana gelmektedir. Boylece toplumda yeni
virusa kars1 antikor tagiyan kisilerin az sayida olmasi nedeniyle yeni virus toplumda
etkisini kolayca gostermektedir (29). ilk influenza epidemisi M.S. 1173 ysbnda ilk
pandemi ise 1580 yilinda tariflenmistir. En biyilk pandemi 1918-1919 influenza
mevsiminde goriilmiistiir ve milyonlarca insanin Olimiine yol agmustir. Yirminci
yuzy»lda her biri ylksek morbidite ve mortaliteye neden olan dort pandemi goriilmiis
ve 1918 pandemisinde diinyada 20 milyondan fazla insan>n influenzadan 6ldiigi
bildirilmistir (30).

1.5.1.8.3. Avian influenza

Influenza A virusu basta insan olmak iizere kanatli (tavuk, hindi, evcil 6rdek)
ve baz> memelilerde (domuz, at, balina, fok baligi, vizon, ren geyigi) infeksiyonlara
neden olan etkendir. Deniz kuslar1 6zellikle martilar ve go¢men kuslar 6nemli
rezervuar konaklard>r. Yabani Ordeklerde etken bulunmakta, fakat genellikle
infeksiyon olusturmamaktad>r. Sessiz infeksiyonun goruldiigl yabani 6rdekler
infeksiyonun evcil kiimes hayvanlarna yay>lmas>nda ¢nemli rol oynarlar. Kanatllar
tim influenza A subtipleri igin konaktx ve en s>k saptanan subtipler HSN1, HON2,
H7N7 ve H7N2 dir. Kanatblarda influenza A’non subtipleri ile goriilen hastaliga
“Avian influenza veya kus gribi *“ ad1 verilmektedir (31).

Insanda saptanmis olan Avian influenza virus subtipleri ve yayihslan:

Hong Kong’da, 1997 y>bnda U¢ giinde 1.5 milyon kanatbn>n dlumiine neden
olan H5N1 (HPAIV) ile bir salg>n meydana gelmis ve bu salg>n s>ras>nda 18 olguda
ilk kez kanatl>dan insana gegis oldugu saptanm»sto>r. Olgulardan 17’sinde canl> kiimes
hayvan> satlan markette kiimes hayvanlar>na temas ve 1 olguda ise giftlikteki hasta
kiimes hayvamna temas s6z konusudur. Bu 18 hastadan 6’s> 6lmiistiir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde, 2002 y»>bnda kiimes hayvanlar> Uretilen bir bdlgede salg>n
goriilmiis ve salgon bdlgesinde hasta hayvanlara temas eden bir kiside H7N2
(LPAIV) saptanmsstor. Kassm 2003’de ise, New York’da solunum belirtileri ile
hastaneye yatan bir hastada ilk olarak laboratuvar testleri ile HIN1 saptanm>s, daha
sonra yap»>lan dogrulama testi ile bunun H7N2 oldugu belirlenmistir. Bu bulagmayla
ilgili infeksiyon kaynag> belirlenememistir. H7N3 (HPAIV); Kanada’da, 19 Subat
2004’de kumes hayvanlarsnda H3N3 salg>n> saptanmstsr. Ayn> bolgede kimes
hayvanlar> ile temas eden 10 kiside, konjunktivit ve/veya st solunum yollar>
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infeksiyonu goriilmiis ve hastalar>n tamam» iyilesmistir. Asya ulkelerinde ise durum
her gecen giin biraz daha ciddi seyretmektedir. DSO’ ne gelen diizenli verilerde son
yillarda Avian influenza vakalar1 6zellikle Asya kitasinda bu infeksiyonun varligini
g0Ostermektedir (31). Bu ulkelerdeki insanlarda gorilen avian influenza olgular> ve 6li
say>s> Tablo 1.5° de verilmistir (32).

Tablo 1.5: 6 Haziran 2006 tarihli DSO raporuna gére Avian influenza olgulars
ve 010 say»s> (32).

Ulke Hasta Kisi Sayisi Oliim Say»s>
Azerbaycan 8 5
Kambogya 7 7
Cin 25 16
Djiboti 1 0
Mbs>r 34 14
Endonezya 99 79
Irak 3 2
Lao 2 2
Nijerya 1 1
Tayland 25 17
Turkiye 12 4
Viet Nam 93 42
Toplam 310 189

1.5.1.9. Tedavi, Korunma ve Kontrol
1.5.1.9.1. Tedavi

Yatak istirahati, bol sivi alimi1 ve atesin kontrol altina alinmasi tedavi igin
yeterlidir. Her 3-4 saatte bir salisilik asit ates igin etkili olmaktadir. Tedavide
amantadine hydorhloride ve rimantadine hydrochloride’in etkili oldugu ve klinik
belirtileri azalttig1 bildirilmektedir. Genis spektrumlu bir antiviral ajan olan Ribavirin

influenza A ve influenza B enfeksiyonlarinda basari ile kullan>imaktadsr (33).
1.5.1.9.2. Korunma

Inaktif virus asilarmm influenzadan korunmada etkinlikleri kanitlanmustir.
Canl> atteniie asilar iizerinde ¢alisilmaktadir, inaktif tiim virusu i¢eren subunit asilar
kullansimaktadsr. Influenza asisinin igerigi her yil yeniden gozden gegirilmekte ve

saptanan influenza suslar1 esas alinarak ertesi yil hazirlanacak asinin igerigi
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diizenlenmektedir. Son yillarda uygulanan asilarin igeriginde iki kistm Flu A (HIN1
ve H3NZ2) ile bir k>ss>m influenza B susu bulunmaktadir (33).

1.5.1.9.3. Kontrol

Influenza toplumsal bir saglhk problemi olusturdugundan dolay1 kontrol altina
abnmas> ag>s>ndan Onem arzetmektedir. ABD’de influenzan>n kontrol alt>na
alinmasinda as1 ile bagisiklamanin yaninda koruma ve tedavi amagl> ilag kullan>m> da

gerekli gorilmektedir (32-33).
1.5.2. ADENOVIRUSLAR

Adenoviruslar ilk olarak insan adenoid dokularindan izole edilen, cesitli
sistemlerde hastalikk olusturan DNA’ya sahip virus grubudur (34). Adenovirus
enfeksiyonlar> bitln mevsimlerde goriiliir ve okul ¢agindaki ¢ocuklarda oncelikli
olmak {izere biitiin yas gruplarinda endemiktir ve bu infeksiyonlarsn % 50'si
asemptomatiktir. Enfekte olan ¢ocuklarin yaklasik yarisinda virus tonsiller dokuda
latent olarak yerlesebilir. Adenoviruslar kig ve bahar aylarsnda solunum yolu
infeksiyonu salg>nlar»na, yaz>n yuzme havuzlar>-ndan kaynaklanan
faringokonjunktival ates, yilin herhangi bir ayinda oftalmolojik islemler ya da goz
travmalar1 ile iliskili epidemik keratokonjunktivite yol agarlar (35). Adenoviruslar
bebeklerde ve okul o6ncesi cocuklarda gastroenterite yol agabilmektedirler (36).
Influenza virusunun 1933 yilinda izole edilmesinden sonra yillarca solunum yolu
virusu izole edilememistir (34). Adenoviruslar ise ilk defa haftalarca besiyerinde
muhafaza edilen ve spontan dejenerasyona maruz kalan insan adenoidlerinden 1953
yilinda izole edilmis ve orijin aldig1 dokuya hitaben isimlendirilmistir. Ayni siralarda
akut solunum hastali§i1 ve primer atipik pndomoni olgularinda hiicre kiiltiirlerinde
adenovirus izole edilmistir. Giiniimiizde insanlardan izole edilen 51 serotipi
tanimlanmis olup en sik infeksiyona yol acanlar1 1'den 8'e kadar ve 11, 21, 35, 37, 40

ve 41 serotiplerdir (37).
1.5.2. 1. Genel ozellikleri

Insan adenoviruslari, Adenoviridae ailesinde Mastadenovirus cinsinde yer alan
zarfs>z, ¢ift zincirli DNA igeren ¢plak viruslardsr. Virus 70-90 nm cap>nda olup
molekiiler agirliklar1 5,000 ile 120,000 arasinda degisen 10’un iizerinde yapisal

protein icerirler. DNA ve iligkili proteinleri i¢eren 6z yapist 252 kapsomerden olusan
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ikozahedral bir kapsitle gevrilidir. Herbir virion 240 hekzon ve 12 pentondan olusur
(34).

Virion yalnz DNA ve proteine sahiptir. Farkl> virus tiplerinin DNA
molekiillerinin agirlig1 ve temel yapisi farklidir. Insan adenovirus serotiplerinin C+G
oran1 onkojenik potansiyeli ile orantili olarak degisim gostermektedir. Tip 12, 18 ve
31 en yiksek onkojenik potansiyele % 48-49 gibi en diisik C+G oranina sahipken,
orta derece onkojenik olan 3 ve 7 gibi tipler % 49-52’lik, zay>f onkojenik olan veya
onkojenik olmayan 1, 2, 8 ve 9 gibi tiplerin ise C+G oran> % 57-59 olarak tespit
edilmistir (38). Mastadenoviruslarin agirliginin % 87’sini, aviadenoviruslarin

agirhigmin % 83’linii proteinler olusturur (34).
1.5.2.2. Antijenik yapslar>

Antijenik yap»lar> kompleks olup hekzon, penton ve fiber antijenleri vardor.
Adenovirus replikasyonu s>ras>nda ¢ok miktarda antijenik yap> olusur ve eriyebilen
antijenler olarak kiltir s>v>s>na sabnsrlar. Bu proteinler kompleks yapslar olup, ¢ok
say>da antijenik determinant tasirlar. Ozellikle hekzon, verteks kapsomeri ve fiberler
tip ve alt cinse spesifik antijen igerirler. Hekzon ve fiberler tipe 0zgli antijenik
determinantlar virionun yizeyinde bulunur ve serumda ndtralizan antikorlarsn
olusumuna yol acarlar. Fiber giicli bir hemaglutinindir ve hemaglutinasyon-
inhibisyon antikorlarinin olusumuna yol acar. Cinse 06zgli antijen hekzonlar
Uzerindeki ana determinant olup, kapsidin internal k>sm>nda yer alr ve antikor

olusumuna yol agmaz (39).

1.5.2.3. Ssm>fland>rma

Adenoviridae ailesi Mastadenovirus ve Avianadenovirus olmak uzere iki
cinsten olusmaktadir. Insan adenoviruslar1 Mastadenovirus cinsi icerisinde yer
almaktad>r. insan adenoviruslar1 gesitli laboratuvar 6zelliklerine gore 6 alt gruba (Alt
grup A-F) ayrilmistir. Bu laboratuvar 0Ozelliklerinden bir k>smy; baz> hayvan
eritrositlerinin (s>gan, maymun, fare, kobay) hemaglitinasyonu, antijenik 0Ozellik,
onkojenik yetenek, fiber proteinin uzunlugu, grup i¢i ve gruplar arast DNA homoloji
yuzdesi, restriksiyon enzimlerle kesilme sonras> band says>s> ve viral DNA’n>n

Guanin+Cytosin orani seklinde sayilabilir (40).
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1.5.2.4. Replikasyon:

Butin adenoviruslarn treme Ozellikleri birbirine benzer. Duyarl> konak
hiicreye adsorbsiyon influenzaya gore nispeten yavastir. Viral partikiiliin hilcre
icerisine girisi pinositozis yolu ile olmaktadir. In vitro calismalarda virusun fiber
proteininin hedef hiicreye baglanmasindaki yiiksek afiniteden sorumlu oldugu
gosterilmistir. Ancak insan hiicrelerinde 0zgiil bir reseptdr varligi heniiz
gosterilememistir (41).

Viral DNA’mn protein Ortiden ayrslmas», penetrasyondan hemen sonra
sitoplazma igerisinde baslar. ilk olarak pentonlar daha sonra da hekzonlar ayrilir.
Virusun hekzon antijeni vasitasiyla sitoplazma icinde mikrotiibiillere baglanarak
cekirdege transportu gergeklestirilir, DNA hiicre ¢ekirdegine taginarak erken m-RNA
sentezi gerceklestirilir. Viral DNA’nin replikasyonu enfeksiyondan 6-8 saat sonra
baglar ve 18-20 saat sonra maksimum diizeye ulasir. Ge¢ m-RNA’mn
transkripsiyonu, DNA replikasyonunun baslamasindan kisa bir siire sonra baglar.
Genetik materyal nukleus igerisinde replike olurken virusun yap»sal proteinleri
sitoplazma icerisinde yap>lmaktad>r. Sitoplazmada sentez edilen yap»ssal proteinler
hiicre ¢ekirdegine tasnarak tiim virus yapimi gerceklestirilir. Olgunlasan viruslar
hicreyi lizis yoluyla terk ederler (42). Rolatif olarak adenovirus replikasyonu
verimsizdir. Bunun baglica sebepleri sentezlenen viral DNA’nin ancak %10’unun
olgun virionlar icerisine sokulabilmesi, sentezlenen viral Griinlerin ¢ogunun hiicre
kaltir ssvss>na sabbnmamas> ve hucre iginde kalmas>dsr (41).

1.5.2.5. Olusturdugu Hastahklar ve Klinik Bulgular

Insanda birgok klinik sendromla iliskili oldugu saptanan adenoviruslardan bir
tip adenovirus farkl> klinik sendromlara sebep olabildigi gibi, birden fazla adenovirus
tipi de ayn> klinik tabloyu meydana getirebilir (43).

Adenovirus alt gruplar> ve bunlarn en s>k izole edilen tipleri ile insanda

olusturdugu hastaliklar tablo 1.6’ da 6zetlenmistir.

Akut atesli farenjit, bebek ve ¢ocuklarda en sik goriilen seklidir. Hastada ates,
farenjit, konjunktivit, nezle, 6ksurik gordlebilir. Hasta cocuklarda eksudatif tonsillit
gozlenebilir. Bazen lokalize semptomlar gelismeyebilir. Semptomatik olarak hastalik
influenza, parainfluenza, RSV, baz> enterovirus ve rinovirus grubunun baz> tiplerinin
meydana getirdigi enfeksiyonlardan ayirt edilemeyebilir. Akut solunum yolu hastaligi

ise ayni yastaki cocuklarda daha diisiik insidansta goriilmesine karsilik geng
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yetiskinlerde, Ozellikle askeri kamplarda ve yat>l> okullarda hospitalizasyonu
gerektirecek kadar agir seyreden trakeobronsit ve pndomoni tablosu olusturan

influenza benzeri epidemiler olusturabilir (44).

Tablo 1.6 : Adenovirus alt gruplarnn ve en sk izole edilen serotiplerin
insanda iliskili oldugu hastalklar (43).

Klinik Tablo Alt grup icinde, 6n planda sorumlu tutulan serotipler

A B C D E F
Ust solunum yolu hastalig Tami Tami
Alt solunum yolu hastalig 33, 21 4
Bogmaca benzeri sendrom 5
Akut solunum hastalig1 7,21 4
Faringokonjunktival ates 3,7 4
Epidemik keratokonjunktivit 8,19,37
Akut hemorajik konjunktivit 11
Akut hemorajik sistit 7,11,21,35
Eglsfjgnzﬁﬁ?rré; infeksiyon 31 Tumd Tumd 29,3%27,43, 41
Gastroenterit 31 40,41
Santral sinir sistemi hastaligt 3,7
ﬁg;saﬁl)eli temasla gegen 2 1037

Faringokonjunktival ates, akut atesli farinjite benzer. Fakat bu hastalarda
karakteristik olarak konjunktivit de bulunmaktadir. Hastalik biitiin yas gruplarinda
gOrulmekle birlikte cocuklarda bazen epidemik formda gordlebilir. Epidemik
formunda en biiyiikk bulag yolunun yilizme havuzlart ve kiicik goller oldugu
diistiniilmektedir (45). Gastroenteritler 6zellikle pediatrik yas grubunda goriilmekle
birlikte rotaviruslardan sonra en O6nemli diyare nedeni olarak % 2-22 aras>nda
degismekle birlikte adenoviruslar gosterilmektedir. Gastroenteritin inkiibasyon
donemi 8-10 gundir, diare 5-12 giin siirer. Kusma goriiliir ama ates ve solunum

semptomlar> gorilmez (46).

Goz enfeksiyonlar1 6zellikle eriskinlerde goriiliir. Adenoviruslarin olusturdugu

basglica goz enfeksiyonu akut follikiler konjunktivittir (45).
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Akut hemorajik sistit, adenovirus tip 11 ve 21’in neden oldugu ve 6zellikle 6-
15 yas arast erkek c¢ocuklarda hematiiri ile karakterizedir. Ayrica bobrek

transplantasyonu yapilmis kisilerde de tariflenmistir (43).

Pertussis benzeri sendrom adenoviruslar tarafindan olusturulan ve bogmacaya
benzer bir klinik tablo ile seyreden bir hastabktor. Ozellikle adenovirus tip 5’in etken
oldugu bilinmektedir. Bordetella pertussis pozitif bogmacali hastalarda adenovirus
enfeksiyonuna daha s>k rastlansr. Adenovirus tip 2, 19 ve 37, herpes benzeri genital
lezyonlardan izole edilmistir. Lezyonlar genelde orsit, servisit veya liretritle seyreden
ve yaklasik 4 hafta siiren bir hastalik tablosu olusturmaktadir. Bu devrede seksiiel

yolla bulagma s6z konusudur (34).

Ayrica c¢esitli nedenlere bagli olarak immiinsiiprese hastalarda da
adenoviruslar, kabc> ve yaygen enfeksiyona sebep olabilirler. Hasta kategorisine gore
izole edilen virus tipleri farkbbbbk gosterir (47).

Adenoviruslar hastane kaynakl> enfeksiyon etkeni olarak da son y»llarda goze
carpmaktadir. Bunun sebepleri; gaitada uzun siire salinimi, aerosollerle bulagsmasi ve

bu hastalardan hastane personeline gegmesi olarak bildirilmektedir (48).

Yukarxda belirtilenlerin haricinde ilave olarak daha bircok hastalbk adenovirus
enfeksiyonu ile iligkilendirilmistir. Myokardit, bobrek hastaligi, artrit, tiroidit bu
hastalbklardan bir k>smxdr (37).

1.5.2.6. Patogenez ve Immiinite

Virus g0z, solunum, intestinal ve genitolriner organlarn epitel hicrelerini
enfekte etmektedir. Virus genellikle akut enfeksiyonlara sebep olmaktad>. Virus
s>kI>kla baz> lenfoid organlarda (adenoid doku, tonsiller gibi) seyrek olarak da bobrek

ve lenfositlerde latent enfeksiyon yapabilmektedir (37).

Adenoviruslar, konjunktiva ve burun mukozasi yoluyla organizmaya giris
yapar. Farinks ve konjunktiva gibi duyarli dokulara ulasir ve bu hiicrelerde ¢ogalir.
Sindirim kanabnda da virusun belirgin bir Gremesi vardyr. Virus akut solunumsal

hastabkta ve faringokonjunktivit vakalarsnda diski yolu ile atilmaktadir (45, 49).

Enfeksiyonun inkiibasyon donemi 5-7 giindiir. Enfeksiyon siddeti konakg1
cevabi, bulas yolu, virusun primer lokalizasyon yeri, adenovirus tipi ve al>nan doza

bagli olarak degismektedir (34).
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Bronsit, bronsiyolit ve pndmoni gibi alt solunum yolu infeksiyonlari, siklikla
adenovirus infeksiyonlarinda komplikasyon olarak goriiliir. Oliimciil olabilen agir
pnomoni bebek ve g¢ocuklarda, nadiren eriskinlerde gorilir ve tip 3, 4, 7 ve 21
tarafindan olusturulur (49). Bobrek ve karaciger tutulumu gibi ekstrapulmoner
tutulum, ozellikle bebeklerde ve bagisiklik yetersizligi olanlarda gorilir. Bu tir
hastalarda yayg>n hastabk genellikle fatal seyirlidir (47).

Bagisiklik genelde tipe 0zgiil antikorlarm olusumu ile ilgilidir.
Adenoviruslarin meydana getirdigi lokal enfeksiyonlarda mukozada olusan Ig A
antikorlar1 korumada belirli bir siire etkinligini koruyabilir. Salgisal antikorlar
genellikle solunum yolu enfeksiyonlarsnda koruyucu rol oynamaktads>r. Ig A antikor
cevabi zayif olan kisilerde klinik daha agir seyreder. Ancak adenovirus enfeksiyonu
sirasinda olugsan Ig G antikorlar1 uzun siire serotipe karst koruma saglar. AIDS
hastalarinda adenovirus enfeksiyonlarinin agir seyretmesi hiicresel immdinitenin de
onemli oldugunu ortaya koymaktadir. Insan adenoviruslar1 onkojenik potansiyele

sahip olmalar1 nedeniyle tiimor genetigi ¢alismalarinda ilgi gekmistir (43).
1.5.2.7. Laboratuvar Tan>s>:
1.5.2.7.1. Ornegin Alinmasi ve Muhafazas>

Adenoviruslar ¢evre kosullarma direngli viruslardir. Infeksiyon bélgesinden
kolaybkla izole edilirler. Nazofarengial aspirat ya da ekuvyonla abnan 6rnek
kullanilir. Bunun diginda g6z sekresyonlari, idrar, gaita, kan ve biyopsi drnekleri de
tanxda kullanilabilmektedir. Ornegin erken donemde alinmasi ve transportun uygun
sekilde yapilmasi gerekir. Serolojik tani i¢in birisi hastaligin hemen basinda, digeri
bundan 2-4 hafta sonra olmak iizere iki kan 6rnegi alinir, serumu ayrilarak hemen

calisilmayacaksa, -20°C’de muhafaza edilir (21).

Adenovirus enfeksiyonlarsn>n laboratuvar tanss> direk muayene ile, serolojik
yontemlerle, virusun doku kultirlerinde Uretilmesi ile ve nadir olarak da molekuler
biyolojik tekniklerle yapslabilir (50).

1.5.2.7.2. Klinik 6érnekten direk tan>

Materyallerde bulunan adenoviruslar veya adenovirus antijenleri elektron
mikroskopisi,  floresan ~ mikroskopi, enzim immunoassay (EIA) veya

radyoimmunoassay yontemleri ile klinik 6rnekte saptanabilir. IFAT yontemi hiicre

kiiltiirlerine 6rnegin ekimi ve kosa slreli inkiibasyon sonras> (24-72 saat) erken
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antijenlerin saptandig1 “Shell vial” teknigi basar1 ile uygulanmaktadir. izole edilen
virustin identifikasyonunda, IFAT, EIA ve lateks aglutinasyonu ile adenovirus tan>s>
konabilir. Lateks aglutinasyon testleri 6zellikle enterik adenovirus enfeksiyonlarsn>n
tans>nda kullansimaktads (51).

Gaitadan enterik adenovirus saptanmas>nda kullanslan DNA hibridizasyon
yontemleri ile basarili sonuglar alinmig ve bu ayirimi saglayabilen problar ile yapilan
caligmalarda % 90%n Uzerinde duyarbbk ve 6zgiilliik elde edilmistir. Hibridizasyon
yontemleri ile 5-10 Adv DNA kopyas»»n saptanabilecegi gosterilmistir. Son yillarda,
giderek daha genis kullanim alan> bulan PCR»n, AdV laboratuvar tans>nda
kullan>m>n> igeren yontemler ve vaka raporlar1 artis gostermektedir. PCR yontemi
kullan>larak, duyarblk bir viral DNA kopyas»na kadar indirilebilmektdir. Duyarliligin
artrimas>mn yan> sxra bu yontemle tip tayini de yapslabilmektedir. PCR ile in-situ
hibridizasyonla tan> konan olgularsn 2 katndan daha fazlassnda Adenovirus
saptanabildigi goriilmiistiir. Ayrica optimal bir izolasyon sistemi olmamas> ve PCR">n
izolasyona ihtiya¢ gOstermemesi daha oOnce farkedilmemis adenoviruslarin
saptanmasina da olanak saglar (52).

1.5.2.7.3. Adenovirus izolasyonu

Tanxda alt>n standart olarak etkenin izolasyonu kabul edilmektedir. Tip 40 ve
41 disindaki adenoviruslar, HeLLa, KB, A549 ya da Hep-2 gibi devaml> insan hiicre
dizilerinde, insan embriyonik akciger fibroblastlarinda (HELF, W138, MRC-5) ve
diger embriyonik fibroblastik hiicrelerde iirer; tipik sitopatik etki olustururlar.
Adenovirus infeksiyonlarsnda klinik orneklerin erken dénemde alnmas> izolasyon
sansin1 artirir. Adenovirus tipi, virus konsantrasyonu ve konak hiicre hassasiyeti CPE
¢ikis hizin1 etkiler. Klinik 6rneklerden adenoviruslarn Gretilmesi 2-4 hafta alabilir.
Insan orijinli olmayan hiicrelerde, virus titresi degiskenlik gostermektedir. Bunun
nedeni de Adenovirus tip 40 ve 41 'in baz> erken proteinlerini bu hicrelerde sentez
edememelerine baglidir. Bu sebeple Adenovirus tip 40 ve 41'in iretilmesi igin,
Adenovirus tip 5 genomunun E1A ve E1B bdlgelerinin transformasyonuyla elde
edilen ve Graham 293 huicre susu diye adland>r>lan insan embriyonik bobrek hicreleri
kullansimaktadsr. Adenoviruslarla infekte hiicrelerde virusiin gogalmasina bagli olarak
hiicre yuvarlaklagmasi, genislemesi ve iiziim salkimi seklinde biraraya toplanma, yani

agregasyon tipi CPE karakteristiktir. Maymun, insan ve sxan eritrositleri
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kullanslarak, aglutinasyon ile subgrup tanss> yapsbr. Hemaglutinasyon inhibisyon

testi, notralizasyon testi, EIA ve PCR ile tip tanss> yapslabilir (53).
1.5.2.7.4. Serolojik yontemler

Adenovirus enfeksiyonlarn>n serolojik tans>nda en uygun test kompleman
birlesmesi deneyidir. Daha duyarl> tan>, akut ve konvelesan serumlarsna uygulanan
ndtralizasyon testiyle konulur. iki serum arasinda dért kat veya daha fazla titre
artiginin tespiti tanida 6nemlidir. Hemagliitinasyon inhibisyon testi de pratik olarak
notralizasyon testi kadar duyarlidir. EIA testleri de kompleman birlesmesi
deneyinden hem daha duyarli hem daha spesifiktir. Kompleman birlesmesi testi
gruba 6zgul, notralizasyon ve hemaglutinasyon inhibisyon testleri ise ture 6zguldir
(53).

1.5.2.7.5. Molekuler yontemler
Ozellikle kulttir(i yap>lamayan tip 40 ve 41'in tansssnda kullansbr (54).
1.5.2.8. Epidemiyoloji:

Adenoviruslar dinyan>n her yerinde yaygon olarak bulunmaktadsr.
Adenoviruslarin sebep oldugu solunum yolu hastaliklar1 kisiden kisiye solunum
sekresyonlar> ile yayilir ve insan mastadenoviruslarin tek konagidir. Sivillerin
solunum yolu hastabklarsnon % 5-10°undan, askeri birliklerdeki veya yat>l>
okullardaki solunum yolu hastabklarsnsn % 50°sinden adenoviruslar sorumludur.
Hastabk butin y»l igerisinde endemik halde gorulmektedir (55). Fakat okul c¢agi
cocuklarindaki faringokonjunktival ates salgmlarmin cogu hastaliin yiizme
havuzlar-ndan abnmas> sebebi ile yaz mevsiminde meydana gelirken (56), askeri
birliklerde ve yat>l> okullarda goriilen adenovirus pnémonileri kis mevsiminde ortaya
¢ikmaktadir. Bunlarin disindaki adenoviruslarin yaptigi solunum yolu hastaliklar1 da

kis ve ilkbahar mevsimlerinde gorilmektedir (55).

Adenoviruslar tarafindan olusturulan infeksiyonlar, epidemiler disinda sadece
klinik kriterler ile belirlenemediginden, genel epidemiyolojik ¢alismalarda virustin
saptanmas> veya serolojik kamstlara ihtiya¢ vards. Adenovirus infeksiyonlarnsn
bildirilmesi zorunlu olmadigindan, heniiz ulusal veya diger genel popiilasyon
mortalite ve morbiditesini iceren bilgiler mevcut degildir. Epidemiyolojik verilerin
biiyiik gogunlugu, se¢ilmis hasta popiilasyonlarindan elde edilmistir. Adenoviruslarsn

baz> tiplerinin epidemiyolojik 6zelliklerinde farkliliklar gézlenmistir. Adenovirus tip
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1, 2 ve 5 skbkla endemik olarak saptanmakta iken AdV tip 3, 7 ve 8 epidemiler
seklinde seyredebilir. 11k infeksiyon cocukluk ¢aginda meydana gelir ve yaklasik 10
yas civarnda toplumun blyik bir kesiminde, bir veya birden fazla AdV tipine karsi
antikor cevabi olusur. Kontrol grubu olarak asemptomatik cocuklar alindiginda
sklkla AdV izole edildigi gozlenmis ve hasta kisiden AdV izolasyonunun her zaman
hastalikla iliskili olamayacagi fark edilmistir. Adenoviruslarla infekte ¢ocuklarsn
yaklagik yarisinda virus tonsiller veya adenoid dokuda latent kalabilmektedir. Diger
onemli bir epidemiyolojik 0zellik de klinik bir tablo olugturmadan virusin
infeksiyondan aylar sonra da gaitadan salinmmudir. Bu 6zellik virusun pediatrik yas

grubunda bu kadar endemik olmas>ndan sorumlu olabilir (57).

Genis epidemiyolojik caligmalarda asemptomatik c¢ocuklarda en sk izole
edilen viral etken olarak adenoviruslar saptanmustir. Cocuklarda AdV
infeksiyonlarinin % 50'si semptomatik hastalik olusturmaktadir. Bebeklerdeki

infeksiyonlar>n % 5'i, 2-4 yas arasindakilerin ise % 3'i adenoviruslara baghidir (57).
1.5.2.9. Tedavi, Korunma ve Kontrol

Korunma ve kontrolde hasta kisinin izolasyonunun, ¢ok sayida saglam tasiyici
bulunmas>ndan dolay> adenoviruslarn yayslmassnda engelleyici bir rolu yoktur.
Adenovirus infeksiyonlar>-nda kontrol veya korunma amac> ile uygulanan gesitli
yontemlerin aras>nda konakg>n>n immiinizasyonu en etkin yol olarak gozikmektedir
(58).

Ribavirinin basarili oldugunu bildiren vaka raporlar> mevcuttur (59).
Adenoviral as1 ¢aligmalari, ekonomik zararlar1 ve ig giicii kayb1 nedeniyle en ¢ok
askeri topluluklarda yapilmistir. Bu asilar AdV 3, 4 ve 7'ye karsi etkili bulunmustur.
En kapsamli ¢aligmalar oral verilebilen canli atenue asilarla olmugtur. Buradaki amag
virusiin solunum yoluna girmeden replike olabildigi gastrointestinal sisteme ulagmasi-
dir. Ancak bu canli asilarin infantlarda adenoviral hastaliklarm yay>b>m>na yol agma

riski mevcuttur. Yeni rekombinant antijen virus asilar1 ise denenmektedir (60).

Gunimuzde bu viruslarla ilgili olarak ¢ok say-da, ayd>nlatimas> gereken ve
¢oziimlenmemis noktalar mevcuttur. Adenovirus infeksiyonlarn>n patogenezinde
himoral veya hucresel immunitenin nasil rol aldigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Latent AdV infeksiyonunun hayat>n daha sonraki devrelerinde

reaktivasyon ihtimali tartigmaya agiktir ve olusabilecek onkojenik potansiyel



28

tamamen g6zard> edilemez. Genital sistemde infeksiyon olusturan tiplerin yeni dogana
gecisi bilinmemektedir. Adenoviruslarin kendi aralarinda ve diger viruslarla bu kadar

sik rekombinasyona girmesi ve dogabilecek sonuglarin ayd>nlatimas> gerekmektedir
(58).

1.5.3. PARAINFLUENZA ViRUSLAR

Parainfluenzaviruslar1 paramyxoviruslara bagli, etere duyarli RNA’ya sahip,

150-200 nm biiyiikligiinde solunum yolunun énemli bir patojenidir (61).

[k olarak 1955 yilinda kruplu (laringotrakeobronsit) yenidoganlardan izole
edilmistir. Cocuklarda respiratuvar patojen viruslar arasinda, RSV’tan sonra en s>k
hospitalizasyona sebep olan viruslardsr (61).

Bu virusa 'krup'la ilgili virus' denmis ve hucre kulturlerinde tipik sinsityal
sitopatik etki olusturdugu gozlenmistir. Daha sonralar1 solunum yolu hastaligi olan
cocuklardan farkl> antijenik yap>da 3 virus daha izole edilmistir. Bu viruslarin enfekte
ettikleri hiicrelerin kobay eritrositlerini absorbe etme 6zellikleri oldugu gosterilmis ve
'hemadsorbsiyon viruslar' ad> da verilmistir. Daha sonraki yillarda bu viruslar tek
grup altnda toplanmis ve bir zamanlar beraber gruplandirildiklart influenza
viruslarna olan benzerliklerinden dolay> parainfluenza virusu (PIV) adi verilmis ve
PIVI, PIV2, PIV3, PIV4 olmak tizere 4 tipe ayrilmustir. PIV4 ise PIV4A ve PIV4B
olarak 2 alt tipe ayrilmistir (62).

1.5.3.1. Genel Ozellikleri

Parainfluenza viruslar> zarfl> ve pleomorfik viruslardsr. Caplar> 120-300 nm
arasondad>r. Nikleokapsidi tek sarmall>, segmentsiz ve negatif polariteli RNA’ya
sahiptir. Nukleoprotein helikal simetridedir. Ayr>ca virusun i¢ kssmpnda RNA’ya
bagiml> bir RNA polimeraz bulunur. Dig zarf protein ve lipidlerden meydana
gelmistir. Lipidler virusun tiredigi hiicreye bagli olarak degisim gostermektedir (62).

Parainfluenza genomu sekiz veya dokuz protein kodlar. Bu proteinlerin alt>
tanesi yapsaldsr. Viral zarfta virusa 6zgu 2 glikoprotein bulunmaktads ve bunlar 10
nm uzunlugunda iki c¢ikint1 yapmistir. Bu ¢ikint1 proteinlerden birisi hem
hemagldtinin hem de néraminidaz aktivitelerine sahiptir. Bu protein HN proteini
olarak isimlendirilir. HN glikoproteini virustin konak hticre yiizeyinde sialik asit iceren
reseptorlere baglanmasimi saglar. Diger glikoprotein yap> ise virusun hemolitik
ozellikleri ve konak hiicre ile birlesmesinde rol oynayan Fiizyon (F) proteinidir. F

glikoproteini virusun hucre igine penetrasyonu, hemoliz ve konak hticreler aras>ndaki
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hiicre flizyonu (sinsitya olusumu) ile iliskilidir. Diger yapisal proteinler NP
(nukleoprotein), P (polimeraz fosfoprotein), L (buyik protein), M (matrix),
proteinleridir. NP niikleokapsitte gorev alir ve RNA'ya sikica baglanmig olarak
bulunur. M protein viral zarbn hemen alt k>smonda yer abr ve viral zarftaki
glikoprotein yap»lar ile nikleokapsit arasindaki baglantida rol oynar. M protein ayrica
HN ve F proteinlerinin konak hiicre sitoplazma membraninda olusmasini ve virusin
tomurcuklanarak konak hiicreden ayrilma asamalarinin baslamasini saglar (63)(Tablo
1.7).

Tablo 1.7: Parainfluenza viruslar>n>n yapssal proteinleri (63)

Protein Lokalizasyon Fonksiyonu

HN Zarf Baglanma Hemagliitinasyon
NOrominidaz aktivitesi

F(F1,F2) Zarf Fuzyon
Hemoliz
Penetrasyon
NP Nikleokapsid Yap»sal komponent
RNA ile kompleks olusturma
P Nikleokapsid Polimeraz kompleks komponenti
L Nikleokapsid Polimeraz kompleks komponenti
M Zarbn i tarabnda Biraraya toplanma

1.5.3.2. Antijen Yap>s>

Insan parainfluenza viruslarmin ndtralizasyon, hemagliitinasyon inhibisyon ve
kompleman birlesme testi ile ayrilan 4 serotipi vardir. Tip 1, 2 ve 3 antijenik olarak
homojen ve stabildir. Tip 4’Un ise 4A ve 4B diye iki subtipi bulunmaktad>r. Bu
subtipler notralizasyon ve hemaglutinasyon inhibisyon testi ile ayr>br. Parainfluenza
viruslar> (i¢ ayr1 antijene sahiptir. Bunlar; HN proteini, F ve NP antijenleridir. Ilk ikisi
yuzey ¢xkontslars olup zarfta bulunurlar. NP ise niikleokapsidle iligkilidir (64).

1.5.3.3. Ssmxfland>rma

Paramyxoviridae ailesi Paramyxovirinae ve Pneumovirinae alt ailelerine
ayrbr. Paramyxovirinae alt ailesinde Respirovirus, Rubulavirus ve Morbillivirus

olarak adland>rslan (¢ cins, Pneumovirinae alt ailesinde ise Pneumovirus ve
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Metapneumovirus cinsleri yer abr. Parainfluenza viruslarndan PIV-1, PIV-3
Respirovirus; PIV-2, PIV-4A, PIV-4B Rubulavirus cinsinde yer abx (57).

1.5.3.4. Replikasyon

Virus konak hicre yiuzeyindeki sialik asit igeren reseptorlere HN
glikoproteinleri ile baglanwr. F glikoproteinleri yardimi ile penetre olur ve hiicre
fiizyonu gercgeklesir. Viral zarf konak hiicrenin disinda kalir, niikleokapsit hiicre
sitoplazmas> icine gecer. Nikleokapsitin ag¢>lmassyla serbest kalan viral RNA
sitoplazmada replike olmaya baglar. Genetik maddenin replikasyonu iki asamada
gerceklesir. Once (-) RNA'dan komplementer (+) RNA kopyalansr. Komplementer
RNA genomik RNA sentezinde kalp ddevi gorlr, yeni virus RNA'lar> sentezlenir
(65).

Virusiin sentezlenmesinde ilk asama olan virusiin konak hiicreye baglanip,
girmesinde HN ve F glikoproteinleri rol oynar. Negatif viral RNA'm>n mRNA'ya
transkripsiyonunda gorevli RNA'ya bagimlit RNA polimerazin aktivitesinde P protein
L protein ve NP proteinin de rolu vard>r. mRNA'lar konak hiicre ribozomlarna
(poliribozom) giderek viral proteinlerin sentezlenmesini saglarlar. Konak hiicrenin
sitoplazmasonda da virus nikleik asitleri (RNA) replike olarak (+) RNA'dan (-)
RNA'lar olusturur. Bu islemler olurken virus zarf>nda yer alan glikoprotein yapslar da
konak hiicrenin sitoplazma membraninda yerlerini alir. Yeni olusan (-) RNA dizilen
ribozomlarda sentezlenen proteinler ile cevrilerek konak hiicrenin sitoplazma
membransndan zarf>n> alyp tomurcuklanarak konak hiicreden ayrshrlar (65).

1.5.3.5. Yaptig1 Hastaliklar ve Klinik Bulgular

Goniilliiler tizerinde yapilan ¢alismalarda kulugka siiresi 3-6 gln olarak tespit
edilmis olup, salgmlarda bu siirenin 1-4 giine kadar indigi tespit edilmistir.

Parainfluenzalarin sebep oldugu enfeksiyonlar kiigiikk ¢ocuklarda daha agir
seyreder ve atesli solunum yolu hastaligi, farinjit, bronsit, bronsiolit,
laringotrakeobrongit (krup), pnomoni ve bronkopnémonidir. En sk gorilen
semptomlar baslangicta ates ve Oksiirliktiir. Kaba solunum sesleri, farinks
mukozas>n>n eritemi ve rinit karakteristik klinik tablolards (5).

PIV tip 1, laringotrakeobronsit ile ilgili predominant ajandir. Cocuklar 6 ay ile
3 yas arasinda bu enfeksiyona yakalanabilirler. PIV tip 2, akut laringotrakeobronsit
ile ilgilidir. Cocuklar 6 ay-3 yas arasinda enfeksiyon ag¢>s>ndan riskli gruptur (66).
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PIV tip 3, 1 yasin altidaki bebeklerde bronsiolit ve pnémoni, 1-3 yas arasi
cocuklarda laringotrakeobrongite, daha biiyiikk cocuklarda trakeobronsite neden
olabilmektedir. PIV tip 4 ise, hafif solunum yolu enfeksiyonlar>na neden olabilir. Bu
enfeksiyonlarda en blylk komplikasyon nadiren gorilen ve fatal olan larinks
tkanmas>dsr. Solunum yolu diginda da PIV enfeksiyonlar1 saptanmustir. Nadir de olsa

parotit, menenjit goriilmiistiir (67).
1.5.3.6. Patogenez ve Immiinite

PIV enfeksiyonlarsnda virus enfekte damlac>k yoluyla veya direk temas ile
bulagir ve iist solunum yolundan viicuda giris yaparak solunum yolu epiteline
yerlesir. Burun ve bogaz miikoz membranlar1 parainfluenza virus infeksiyonunun ilk
yerlestigi bolgelerdir ve bu bolgede iirer. Kiigiik ¢cocuklarda larinks, trakea, brons,
bronsiol ve akcigerlere de yayilabilir. Boylece daha agir seyreden enfeksiyonlar
meydana getirebilir. Hastaligin normal seyrinde ilk belirtiler 2-4 gunlik bir

inkiibasyon suresinden sonra ortaya ¢ikar ve iyilesme yavas olur (68).

PIV 1 ve PIV 2 ile larinks ve Gst solunum yolu infeksiyonu gorulur. Larinkste
bir krup sendromuna neden olabilir. PIV 3'de ise alt solunum yolu infeksiyonu,
bronkopnomoni, bronsiolit daha ¢ok olur ve otitis media PIV 3'de daha ¢ok gorulur.
Primer olarak PIV tip 1, 2 ve 3 ile meydana gelen agir solunum yolu enfeksiyonlar1 3
ve 5 yaslar1 aras>nda meydana gelir (68). HN ve F proteinlerine karsi nétralizan
antikorlar ve sitotoksik T hiicreleri olusur, NP ve M proteinlerinin de sitotoksik T
hiicreleri yanit1 olusturduklar1 gosterilmistir (69).

PIV 1 veya PIV 2 ile enfekte yeni doganlarda nazofarengial spesifik sekretuar
IgA saptanmistir. Diger taraftan IgA igeren sekresyonlarda notralizan aktivite IgA
seviyesi ile direkt orantili bulunmamistir. Bu durum biitiin notralizan aktiviteli
sekresyonlar>n IgA igcermemesi yiztndendir (70).

PIV ile reinfeksiyonlar s>kga gortlmektedir. Reinfeksiyonda gocuklar, primer
infeksiyonda goriilenden daha kuvvetli immun yanit gelistirmektedirler (71).

1.5.3.7. Laboratuvar Tans>

1.5.3.7.1. Ornek abnmas> ve muhafazas>

Parainfluenza viruslar> solunum yolu sekresyonlarnda bol miktarda
bulundugundan hastaligin baslangicinda alinan bu sekresyonlar tan1 materyali olarak
kullanilabilir. Sekresyonlar ya bir kateter vasitasi ile veya yumusak bir lastik puar

icerisine gekmek suretiyle abns>r. Nazofarengial siiriintii veya bogaz siiriintiileri de
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materyal olarak kullanilabilirler. Alinan 6rnekler en kisa siirede ve optimal sartlarda

(+4°C’de) laboratuvara ulastirilmalidir (72).

Serolojik tan> icin ise akut ve konvelesan kan drneklerinden abnan serumlar
kullan>br. Serumlar ¢aligilana kadar -20°C’de muhafaza edilir (67).

1.5.3.7.2. Klinik 6rnekten direk tan>

Sekresyonlarin direk muayenesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Cabuk sonug
alindigimdan elde edilen bilgiler klinik olarak daha faydalidir. Direk muayenede IF,
elektron mikroskopisi, ELISA ve immiinperoksidaz deneylerinden faydalansbr.

IF solunum sekresyonlar>n>n tetkikinde en fazla kullanslan metottur (73).

1.5.3.7.3. Virus izolasyonu

PIV’lar belli hiicre kulturlerinde Urerler ve sinsityal sitopatik etki olustururlar ve
bu sekilde hiicre kiiltirlerinde saptansrlar. Bir zamanlar primer rhesus maymun bobrek
(MK) hcre kiiltiirleri tek secenek iken, simdi sekonder maymun hiicre kiiltirleri
(LLC-MK2) c¢ok fazla kullansimaktadsr. Ayrca mukoepidermoid insan akciger
karsinom hiicreleri (NCI-H292) de kullansimaktadsr. Hicre kaltlrlerinde viruslarsn
varlhigi, kobay eritrositleri kullanilarak yapilan hemadsorbsiyon deneyleri ile veya
ozgil immiinolojik reagenler ile saptansr. Ornek hiicre kiltiiriine ekildikten iki giin
sonra monoklonal antikorlar kullan>larak ve immunoperoksidaz boyamas> ile daha
cabuk identifikasyon saglanabilir. Daha hizli tamya gerek var ise o zaman viral
antijenlerin immunolojik metodlarla saptanmas> Onerilir. PIVI, PIV2 ve PIV3 igin
Radioimmunoassay (RIA), enzimimmunoassay (EIA) ve immunofloresan testi

gelistirilmistir (74).
1.5.3.7.4. Molekiler Yontemlerle Tan»

Tanxda PCR’da kullan>imaktad>r. Bu teknikte viral RNA'ya komplementer
DNA, reverse transkriptaz ve bir oligonikleotid primer kullanslarak Gretilmektedir.
Sonra bu Urin (DNA) ¢ogaltimakta ve agaroz jel elektroforez veya nikleik asid
hibridizasyon veya direkt sekanslama yontemleri ile bu Urlin saptanmakta ve izole

edilen suslarin kesin tanss> ile epidemiyolojik galismalara yon verilmektedir (75).

1.5.3.7.5. Serolojik Tan>
Akut ve konvelesan serum titrelerindeki 4 kat artig anlamli olarak kabul edilir.
Serolojik olarak HI testi, ndtrazlizasyon testi, EIA testi ve kompleman fiksasyon testi

kullan>br.  EIA yonteminde ya infeksiyonun akut fazondaki serum 6rneginde 6zgiil IgM
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veya konvalesen dénemdeki IgG s>nsflarsnon (IgGl, G2 ,G3 ,G4 ) seviyesinde akut faz
donemindeki 19G snsflarnon seviyelerine gore artigi gosterilerek tan> konulur. En
duyarl> yontem EIA’dyx (76).

1.5.3.8. Epidemiyoloji

Parainfluenzanin dort tipi de genis bir cografik dagilima sahiptir. PIV tip 1 ve
PIV tip 2'nin sonbahar-kis aylarinda, PIV tip 3'in ise ilkbahar aylarinda salginlara
neden oldugu bilinmektedir. RSV'den sonra ¢ocuklarda en sik alt solunum yolu
infeksiyonuna neden olan virustiir. Tip 3 prevalands>r ve gocuklar>-n hemen hemen

yars> ilk sene iginde infeksiyon gegirmektedir (77).

ABD'indeki bir galismada ilk 2 yasta PIV3 enfeksiyonunun fazla oldugu,
hastalanma riskinin % 30 civarinda oldugu belirtilmistir. 2 yastan sonra bu oranin
diistigi belirtilmistir. PIV1 ve PIV2 infeksiyonlarnn 2 ylbk sikluslarla olustugu
bildirilmistir (77).

Dunyadaki krup vakalar-nn 1/3°(niin parainfluenza viruslar> (Ozellikle PIV tip 1)

tarabndan olusturuldugu bilinmektedir (78).

Immiin yetmezligi olanlarda persistan ve ciddi PIV enfeksiyonlar1 gelisebilir.

Kemik iligi transplantasyonu olanlarda da ciddi P1V enfeksiyonlar1 bildirilmistir (79).
1.5.3.9. Tedavi, Korunma ve Kontrol

Solunum yolu enfeksiyonlar>n>n tedavisinde destekleyici tedavi uygulans.
Halen semptomatik tedavi wuygulanmaktadir. Bakterilerle olusan sekonder
enfeksiyonlarda uygun antibiyotikler kullanilabilir. As1 ¢alismalarinda, formalinle
inaktive parainfluenza asis1 ile serum antikor seviyelerinde yiikselme saptanmis,
ancak asinin koruyuculugu yeterli bulunmamistir. Korunmada aktif bagigiklik i¢in ag1

gelistirilmesi ¢alismalar1 devam etmektedir (67).

1.5.4. RINOVIRUSLAR

Rinoviruslar genellikle burunda lokalize olduklarindan bu ismi almislardir.
Picornaviridae ailesinde yer abrlar. Soguk alginligi ve ist solunum yolu
infeksiyonlar>n>n dnemli etkenlerinden biridir. Bugiin 100°uUn Gzerinde serotipi olup
burun ve bogazdan izole edilmislerdir.

Ik defa Kruse 1914 yilinda nezleli bir hastanin burun akmtismin bakterisiz

filtratinin saglam kisilerin burunlarina damlatilmas: sonucu bu kisilerin enfeksiyon
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gecirdigini  gostermistir. 1954 yilinda Mogabgatr tarabbndan maymun bobrek
hicresinden Rinovirus tip 1A izole edilmistir. Son yillarda tiim yaslardaki
immunkompromize hastalarda alt solunum yolu hastalbklar> ile iligkilendirilmektedir.
Kronik akciger hastaligi ve astim, ayrica siniizit ve otitis mediada etken oldugu
bildirilmektedir (80).

1.5.4.1. Genel Ozellikleri

Virus partikiili RNA ve bunu gevreleyen protein bir kapsidden ibarettir. Virus
ikozahedral simetriye sahip olup 22-30 nm. cap>ndad>r. Kapsid 60 kapsomerden
olusmustur. Niikleokapsitte VP1, VP2, VP3 ve VP4 olarak gosterilen dort protein
icerirler. VP1, VP2 ve VP3 genetik maddeyi Orten protein tabakada, VP4 ise igte yer
abr. Nukleik asit tek zincirli pozitif polariteli, 7200 niikleotid uzunlugunda RNA'dir
(81).

Rinoviruslar diger pikornaviruslardan bir¢ok yonden ayrilirlar. Bu viruslar
diistik pH’da inaktive olurlar, fakat 50°C’de enfektivitelerini korurlar. Rinoviruslarsn
% 80-90" ortak bir reseptor kullanmaktadir. Intraselliiler adesiyon molekiil 1 (ICAM-
1) en dnemli reseptorleridir. ICAM-I ¢ok farkl> hiicrelerin ylzeyinde bulunmaktad>r.
Virus diger RNA viruslarinda oldugu gibi konak hiicrenin sitoplazmasinda g¢ogalir
(82).

1.5.4.2. Antijen Yap>s>

Rinovirus infektivitesi, ¢esitli spesifik antiserumlarla nétralize edilebilir. Tip 2
ve 14'e karst monoklonal antikorlarla yapilan caligmalarda, Rinovirusun iki
ikozahedral asimetrik Unitesinin birbirine bitigik iki yarisinda 3, 4 veya 5
imminojenik  baglanma yeri gosterilmistir. Yeni serotiplerin tanimlanmasi
notralizasyon reaksiyonuna dayansr. (83).

1.5.4.3. Yaptig1 Hastaliklar ve Klinik Bulgular

Hastaligin kulugka siiresi 1-5 gin olup ortalama 2 glndir. Enfeksiyon
kendisini st solunum yollarsnda dolgunluk ve irritasyon, basagrisi, 6ksiiriik, bogaz
agrisi, burun akintist seklinde gosterir. Cok az bir ates artist olur veya ates goriilmez.
Hastaligin olusumunda higbir serotip predominant degildir. Spesifik serotiplerle
salg>nlar  nadirdir. Rinoviruslar y>bn birgok aysnda hastabk olustururlar ve
sonbaharda en iist diizeye ulagirlar. Alt solunum yolu enfeksiyonlar> da gordlebilir.

Hastabk 2-3 gilin surer, semptomlar h>zla duzelir. Sigara igenlerde oksuruk

sikliginin arttig1 ve hastalik stiresinin uzad>g1 bilinmektedir (80).



35

1.5.4.4. Patogenez ve Immiinite

Rinoviruslar organizmaya iist solunum yollar1 araciligi ile ve kontamine
ellerle direk temasla girerler. Burun mukozas1 ve farinkste iirer ve orada yerlesirler.
Virus sadece burun sekresyonlarinda mevcut olup diger vicut sekresyonlarsnda
gOrulmez. Yaptiklar1 histopatolojik degisiklikler mukozaya mahsus olup baslica
bulgular mukozaya kan hicumu, Odem, hafif hicre infiltrasyonu ve epitel
dokilmesidir. Edinilmis bagisiklik tipe Ozgiildiir. Bagisiklik serumdaki Ig M’den
daha ¢ok burun mukozasindaki Ig A’nin titresi ile yakin iliskilidir. Herhangi bir tiple
enfeksiyonu takiben birkag hafta icin heterotipik Rinoviruslara ve birkag y»l
homotipik virusa direng olusur (80).

1.5.4.5. Laboratuvar Tans>

1.5.4.5.1. Ornek abnmas> ve muhafazas>

Tan> i¢in materyal alinmasi islemi semptomlarin baglamasindan itibaren 3 giin
icerisinde yapilmali ve Ornek en kisa zamanda laboratuvara ulagtirilmalidir. Bu
esnada +4°C’de muhafaza edilmelidir. Ornek olarak burun yskama s»s> veya
faringeal strtnti  kullamslabilir.  Ornek uzun sire saklanacaksa -80°C’de
saklanmalxds (85).

1.5.4.5.2. Virus izolasyonu

Rinoviruslara duyarl> olmalar> nedeniyle insan orijinli olan WI-38, WI-26 ve
MRC-5 gibi diploid hiicre kiiltiirleri izolasyon i¢in uygun ortamlardir. Insan
embriyonu bObrek ve akciger hiicre kilturleri de kullan>imaktadsr. Virus
identifikasyonu, 1stya duyarlilik ve asit pH ve lipit solventlere rezistan olusu ile
yaps>br. Rinoviruslar en iyi 33 °C de iirerler, diisiik pH'ya hassasdir ve kloroform, eter

gibi solventlere de dayan>kl>dr (85).
1.5.4.5.3. Viral Antijenin Gosterilmesi

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

Rinovirus gosterilmistir (73).
1.5.4.5.4. Serolojik Tan>

Serumdaki antikorlar veya burun yikama Ornegi i¢in standart serolojik test
notralizasyon testidir. Hemaglltinasyon inhibisyon testi kullansimakla birlikte,
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notralizasyon testi kadar hassas degildir. Ayr>ca baz> Rinoviruslar hemaglutinasyon
ozelligi gostermez. Kompleman fiksasyon testinde Rinoviruslarla, enteroviruslar
arassnda heterotipik antikor gosterebilir. insan El ve 2 antijenleri kullamilarak ha-
zrlanmys ELISA serum ve nazal Ig G ve Ig A’lar i¢in kullanilmistir. Rinovirusun pek
cok serotipinin olmasi nedeniyle dogal infeksiyon tan>s> koymada problemler
olmaktad> (76).

1.5.4.6. Epidemiyoloji

Rinoviruslar bltun dinyada yayg>n halde bulunmaktadsr. Enfeksiyonlar >s>n>n

aniden degistigi sonbahar bas1 ve ilkbahar basinda meydana gelir.
Rinoviruslar her yas grubunda enfeksiyon olusturabilmektedir.

Virus yayilimi inhalasyonla olabilecegi gibi, bulasta infekte ellerin esyalara ve

diger kisilerin ellerine temas>n>n da etkili oldugu bilinmektedir (86).

1.5.4.7. Tedavi ve Korunma

Spesifik bir tedavisi yoktur. Cok say»da serotipinin olmass, yant>>n kalc»
olmamasi as1 hazirlanmasini gii¢lestirmektedir. Hastalik tablosunun agir olmamasi da
tedavi ve as1 i¢in zorunluluk getirmemektedir. En iyi korunma yontemi, salg>nlarda

dikkatli olma, el y>kama ve kontamine objelerin dezenfeksiyonudur (87).

1.5.5. RESPIRATUVAR SINSITYAL VIiRUS (RSV)

Ik olarak 1956 yilinda izole edilen virus, yenidogan ve kiiciik ¢ocuklarda
skbkla olmak fizere, alt solunum yollarinda enfeksiyon olusturan Genmli bir
patojendir. Virus hiicre kiiltiirlerinde genis sinsityumlar olusturmasi sebebiyle
respiratuvar sinsityal virus admi almistr. RSV, paramyxoviridae ailesi,

pneumovirinae alt ailesinin pneumovirus cinsinde yer almaktad>r (88).
1.5.5.1. Genel Ozellikleri

Morfolojik olarak diger paramiksoviruslara benzer 120-300 nm. cap>nda,
pleomorfik yap>dad>r. Negatif polariteli, tek sarmal RNA igeren genomu vardx. 13,5
nm. caponda helikal bir nikleokapside sahiptir. Uzerinde 12-15 nm. uzunlukta
glontrlar bulunan lipid bir zarfa sahiptir. Diger Paramyxoviruslardan farkli olarak,

hemaglutinin ve néraminidaz bulunmaz (88).
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Genom 10 viral protein kodlamaktad>. Bu proteinlerden N, P ve L
nikleokapsid; F, G, M, M 2 zarf; SH virionla ilgili proteinlerdir. NSI (IC), NS2 (1B)
yapssal olmayan proteinlerdir. N proteini orta biyikltktedir ve nukleokapsidin major
yapssal proteinidir. P ve L proteinleri transkripsiyon ve replikasyonda yer abrlar. N
proteinine karst monoklonal antikorlar immunofloresan yonteminde intrasitoplazmik
inkliizyon cisimlerini boyar. Diger RSV proteinlerinin tersine P proteini ileri
derecede fosforiledir ve nispeten asidiktir. P'ye karsi monoklonal antikorlar da
intrasitoplazmik inkliizyon cisimlerini boyar. L proteini ¢ok blyuktur ve nispeten
hidrofobiktir. Biiyiikliigii ve niikleokapsitteki lokalizasyonu nedeni ile L proteininin

viral RNA bagimli RNA polimeraz oldugu diisiinilmektedir (89).
1.5.5.2. Antijenik Yap»>s>

Farkli RSV suslarina, monoklonal antikor panellerinin uygulanmas>, 6zellikle
G glikoproteinlerindeki farkliliklara dayanarak RSV suglarmin iki subtipe
ayrilmasima yol agmigtir. RSV suslari, subgrup A (Long ve A2 suslari ile karakterize)
ve subgrup B (18537 susu ile karakterize) olarak gruplandirilmistir. Nikleotid ve
aminoasit dizi analizi, her subgrubun F glikoproteninin % 53 antijenik iliski
gosterdigini ve % 89 amino asit dizi homolojisi bulundugunu géstermistir (88). Oysa
A ve B grubunun G glikoproteinleri % 5 oraninda antijenik iliski ve % 53 amino asit
dizi homolojisi gosterirler. Retrospektif analizlere gore bu suslar on yillardir vardir ve
tim diinyada RSV epidemileri sirasinda birlikte bulunurlar. Bir alttipe bagh
infeksiyon belirli bir cografik bolgede ya da donemde belirgin olabilir (90).

Antijenik varyasyonun onemi heniiz kesinlik kazanmamigstir. Subgrubun A
virusu ile infeksiyon subgrup B ile ¢apraz reaksiyon veren gigli antikor yanst>na yol
acar. Oysa Subgrup B virusu ile primer infeksiyon sonucu olusan antikorlar subtip A
suslar1 ile daha az capraz reaksiyon verirler. Izolatlarin idenditifikasyonu hiicre
kiiltiirlinde sinsityum olusumu RSV i¢in karakteristiktir. Parainfluenza ve kizamik
viruslart da sinsityum olustururlar ancak RSV i¢in kullanilan Hep-2, A549 ve Vero

hicrelerinde sinsityum olusturmalar1 nadirdir (91).
1.5.5.3. Yaptig1 Hastaliklar ve Klinik Bulgular

RSV ozellikle bebeklerde solunum yolu hastaliginin en 6nemli etkenlerinden
birisi olarak goriilmektedir. Ozelikle 6 aym altindaki bebeklerde bronsiolit ve

pnomoni  etkenidir. Orta kulak iltihab>, kiguk ¢ocuklarda gorilen bir
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komplikasyondur. Kiglk cocuklarda alt solunum yolu infeksiyonu, pndmoni,
bronsiolit, trakeobronsit, krup, asemptomatik infeksiyon olusur. Alt solunum yolu
infeksiyonundan énce st solunum yolu infeksiyonu olusur. Once nazal konjesyon,
farenjit, yiksek ates, oksiiriik ve birkag giin sonra alt solunum yolu enfeksiyonu
belirtileri baglar. Dispne, solunum sayisinda artma, interkostal kaslarda retraksiyon
gelisir. Saglikli kisilerde RSV ile enfeksiyon agir seyirli olabilir ancak bu hastalar

genellikle tamamen iyilesirler (91).

RSV ile alt solunum yolu infeksiyonuna bagl olarak hospitalize hastalarda
mortalite orant genellikle %1'den disiiktiir. Respiratuvar, kardiyak hastaliklar1 olan
ve bagisiklik yetersizligi olan hastalarda mortalitenin %37 kadar yiiksek oldugu
bildirilmistir. Genellikle bu oranin %3 ila 5 oraninda oldugu tahmin edilmektedir .
Yaglilarin RSV infeksiyonunda da mortalite ve morbidite yiiksektir. Bakimevleri ve
mental retarde kisilerin bakildigi kurumlardan da RSV'ye bagh alt solunum yolu
enfeksiyonu salgonlar> bildirilmektedir (92). Primer ve sekonder enfeksiyonlarda
olusur. Bazen bir bakteriyel ajan da enfeksiyona eslik eder. Bu ajan genellikle
Streptococcus pneumoniae'dir ve o zaman enfeksiyonun tedavisi daha da giiglesir
(93).

1.5.5.4. Patogenez ve Immiinite

Kulugka stresi genellikle 4-5 glndir. Virusiin bulasmasi en ¢ok virusu igeren
damlaciklar ile olusmaktadir. RSV ¢evre sartlarinda 6 saat kadar canli kalabilir.
Infekte eller ya da objeler g6z ve burun mukozasna direkt olarak temas edince en
bulasicidir. Infekte kisi ile ¢ok yakin direkt temas disinda hava yolu ile bulas
nadirdir. Okul ve bak>mevleri virusiin duyarli kisilere bulagmas> igin ideal
ortamlard>r. Virus burun veya gdzden organizmaya girer ve daha sonra bitun alt
solunum yoluna yaysbr. Tlk nceleri peribronsial infiltrasyon olarak baslayan patolojik
degismeler daha sonra bronsial epitel prolifere olur. Ufak hava yollar>n>n limenlerinin

obstriiksiyonu ile zamanla tam obstriiksiyon ve atelektazi gelisir (94).

Dogal kazanilmis immiinite tam degildir. Tekrarlayan infeksiyonlar gordldr,
fakat tekrarlayan infeksiyonlarda ciddi hastalik tablosu nadiren gelisir. Maternal
antikorlar yeteri kadar koruyucu degildirler. Hayvan ¢alismalarinda F ve G
proteinlerine karsi elde edilen monoklonal antikorlarm akciger infeksiyonlarina karsi
koruyuculugu gosterilmigse de, insanlarda bu antikorlarla saglanan immiinite heniiz

acikliga kavusmamustir. G proteininin ¢ocuklarda nispeten zayif bir immiinojen
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oldugu gosterilmistir. Ayrica yeni doganlarda F ve G proteinlerine karsi azalmis bir
antikor yanst> gozlenirken genellikle serum ve burun salg>s>nda nétralizan antikorlarn
da olugsmadig1 gosterilmistir. Halbuki erigkinlerde dogal primer infeksiyondan sonra F
ve homolog G proteinlerine karsi olusan antikorlar ve homolog susa karsi olusan
notralizan antikorlar hastabk oran> ile ters orantilidir. Hastaliga karsi korunmanin
homolog G proteinine karsi olusan antikorlar aracihigi ile oldugu diistiniilmektedir
(95).

Asilananlarda yapilan serolojik ¢aligmalar yeterli antikor yanitinin
olusmadigmi gostermistir, bu durum as1 hazirlanmas> esnas>nda formalinin RSV
proteinlerinin 6nemli epitoplarini degistirmesi sonucu koruyucu olmayan antikor
yap>mna baglanmistir. RSV infeksiyonlu cocuklarsn  nazal sekresyonlarsnda
notralizan antikorlar saptanmus, fakat koruyuculugu tam olarak gosterilememistir.
Hiicresel immiinite ¢alismalarinda inaktif asmin artmig bir lenfoproliferatif immiin
yanit olusturdugu gézlenmis ve spesifik sitotoksik T lenfositlerinin ¢cocuk ve eriskin
hastalarda gelistigi de gosterilmistir. Bu spesifik sitotoksik T hicrelerinin hedefi N, F
ve M2 proteinleridir. Immiinite konusundaki ¢alismalar ve gesitli muhtemel immiin

mekanizmalar a¢iklanmaya ¢aligilmaktadir (96).
1.5.5.5. Laboratuvar Tan»s>
1.5.5.5.1. Orneklerin Al>nmas> ve Muhafazas»

Virus solunum yolu hastaligina sebep oldugundan hastaligin baslangicinda
abnacak olan solunum yolu sekresyonlarsnda bol miktarda bulunur. Bu sebeple
nazofarenks siiriintiisii veya bogaz siiriintiisii, bogaz c¢alkant1 suyu, akciger biyopsi
pargas> tan> igin materyal olarak kullanslabilir. Abnan sirintiler +4°C’de uygun

besiyerinde muhafaza edilip en kssa zamanda laboratuvara ulastirilmalidir (97).
1.5.55.2. Tan>

RSV enfeksiyonunun kesin tanssi viral antijenlerin arastirilmasi, virusun
hicre kilturtinde dretilmesi, serolojik testler ve son zamanlarda sxk kullanslan ve
basarili sonuglar alinan molekiiler ¢alismalarla konulabilir (97). Hicre kiltir uzun
zaman almas> sebebiyle pek tercih edilen bir yontem degildir. Bunun yerine IFAT,
EIA veya PCR kullansimaktad> (98,99). Serolojik tani ise hastaligin takibinden
ziyade epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilmaktadir (100).
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1.5.5.6. Epidemiyoloji

Virus bitlin diinyada yayg»n olup 0zellikle bebek ve ¢ocuklarda solunum yolu
hastaliginin 6nemli bir etkenidir. Virus genellikle y>llk salgsnlar yapar. Bu salg>nlar
genellikle ki veya ilkbahar aylarnda olur. Epidemilerde genellikle A ve B grubu
viruslar bir arada salg>n yaparlarsa da grup A daha fazla izole edilmektedir. Yas,
cinsiyet ve sosyoekonomik durum hastaligin ciddiyetinde ve seyrinde etkili
faktorlerdir. En ciddi hastalik formlar1 yeni doganlarda goriiliir. Erkek g¢ocuklarda
insidans daha yuksektir (101).

Virus hastaligin baslangicindan kisa bir siire onceden yaklasik iki hafta
sonras>na kadar yay»labilir. Tiim yas gruplar1 RSV ile infeksiyona duyarlidir. RSV ile
infeksiyon sonuca olusan hastaliga bagli hospitalizasyon genellikle 2-6 aybk
bebeklerde gorullr. Bronsiolit ve pndmoniye bagl hastaneye yatis orani, primer RSV
infeksiyonu geciren bebeklerde 24/1,000 kadar yiiksek olabilir. Endiistrilesmis
bolgelerde bebeklerde ve sigara dumansna maruz kalanlarda da RSV ile infeksiyon
daha agir seyretmektedir (102). Hayatn ilk y>bnda, bebeklerin % 50'si, ikinci y>I>n
sonunda da hepsi RSV infeksiyonuna yakalanmis olur. Ozgiil lokal ve sistemik
antikor ve notralize edici antikorlar RSV ile infeksiyonu takiben olustugu halde,
reinfeksiyon sk gorulur. Pediatri, yatakl> kliniklerde RSV infeksiyonunun

nozokomiyal yays>l>m>nda 6nemli bir problemdir (103).
1.5.5.7. Tedavi ve Korunma

Tedavide destekleyici tedavi kullanilir. Aerosol seklinde uygulanan ribavirin
yarar saglamaktadir (104). Hem tedavi, hem de profilaksi igin immunglobulin
kullanslabilmektedir. Canl> attenlie virus asist denenmis, ancak basarili olmamistir
(105).

1.5.6. METAPNEUMOVIRUS

Human metapndmovirus (hMPV) ilk olarak 2001 y»bnda, solunum yolu
yak>nmalar> olan ¢ocuklardan izole edilmistir (106). Daha sonraki arastirmalar
virusiin diinyada cocuklar aras>nda 2-4 ve 5-9 yas grubunda yaygin olarak
bulundugunu, toplumdan kazanilan akut solunum yolu infeksiyonlarina neden
oldugunu, yenidoganda RSV ile koinfeksiyon olusturmasi bronsiolitin agirlasmasinda

rol oynadigimi gostermektedir (107-109).
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1.5.6.1. Genel Ozellikleri

hMPV genusu zarfl>, segmentsiz, tek zincirli, negatif polariteli, s>ras> 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 (110, 111). Lineer genomik RNA
molekiilii helikal riboniikleoprotein complexinde P ve L proteinleri ile iliskili olan N
proteini ile kapside s>k>ca tutunmaktadsr (112). Ribontkleoprotein kompleksi genom
replikasyonu igin gerekli olan mRNA transkripsiyonunun yap>ldig1 bolgedir (113).

hMPV, Paramyxoviridae ailesi Pneumovirus alt ailesinde yer almaktad>r.
Filogenetik olarak hRSV, hMPV'ye en yakon insan virusudir. Klinik belirtileri de
RSV ile ortiismektedir (114). Hastalik hafif solunum yakimmalarindan, agir 6ksiiriik,
bronsiolit ve pndmoniye kadar degisen belirtiler ile yiiksek ates, miyalji ve kusma
yapabilmektedir. Dolay>s> ile baz> hastalar-n hastaneye yatmas> ve mekanik
ventilasyon gerekmektedir (115, 116). hMPV yasl insanlarda da RSV benzeri
hastaliga neden olmaktadir. Yaslilarda Oksiiriik, ates solunum yolu sikayetleri dne
¢kan belirtilerdir (117). ingiltere'de yapilan bir calismada 40-64 yas arasinda
oOksiiriik, farinkste agri hissi, balgam c¢ikarmada artig, letarji, burun akont>s> ile
seyreden infeksiyonlu hastalardan % 70 oransnda hMPV saptandigi, RSV'de oldugu
gibi immunkompromize hastalarda artan morbiditeye neden oldugu bildirilmektedir
(118).

1.5.6.2. Yaptig1 Hastaliklar ve Klinik Bulgular

hMPV diinya (zerinde yaygsn bir patojendir. Ozellikle cocuklar ve
eriskinlerde bu virus siddetli 0ksiiriik, bronsiolit ve pndmoni benzeri semptomlarla
nazofarengial yolda hafif yada siddetli akut enfeksiyona neden olmaktad>r (115-117).
hMPV son yillarda akut bronsiolitli akut solunum yolu infeksiyonu bulunan
cocuklardan izole edilmis yeni bir solunum virusudur. hMPV ya tek basina viral
patojen olarak ya da RSV ile koinfekte identifiye edilebilmektedir (119). Mevsimsel
dagilimda diger solunum yolu viral etkenleri ile benzerlikler g6stermektedir (120).

Diger solunumsal viral patojenler ile ya da RSV + hMPV’ nin neden oldugu
bronsiolitler arasmnda klinik laboratuar acisindan herhangi bir faklilik yoktur. Tek
bagina 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, O, saturasyonu indekslerinde de énemli farkl>l>klar gozlenmez.
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RSV’ye bagli bronsiolitli infantlarin bronkoalveoler lavaj sivilarmin analizinde
onemli oranda hMPV koinfeksiyonu da bulunmaktad>r. hMPV; cocuklarda alt
solunum yolu hastaligi olarak agir bronsiolit ve pndmoniye sebep olan 6nemli bir
patojendir. hMPV varlig: ile birlikte klinik ve epidemiyolojik karakteristik dzellikler
de dikkate alinmalidir. Klinik bulgular orta derecede 1s1 artigi, burun akintisi, siddetli
oksiirtik, krup, tasidispne, tasikardi, diffiiz wheezing ve raller ile birlikte 16kositoz ve
hipoksemi bulgular> gorulebilmektedir (114).

1.5.6.3. Epidemiyoloji

hMPV'lin genotiplendirilmesinde P proteininin toplumda 4 subtipinin varhigi
belirlenmistir. hMPV, cocuklarn alt solunum yolu infeksiyonlarsnda 6nemli bir
patojendir. Nozokomiyal infeksiyonlara yol agmaktad>r (114).

Son yapilan ¢alismalarda hMPV’(in 2 ay-77 yas arasi hastalarda solunum yolu
rahatsizligina neden olabildigi belirlenmistir (121-123).Epidemiyolojik olarak
toplumda RSV ile birlikte sirkilasyon halinde bulunmaktad>r (124,125). 2001 y>bnda
Hollandali arastiricilar hem tist solunum yolu infeksiyonu hem de agir bronsiolit ve
pndmoni semptomlar> gdsteren alt solunum yolu infeksiyonlu 28 gocuktan hMPV
izole etmiglerdir ve yapilan serolojik ¢aligmalarda bu virusun en az 50 yildir insanlar
arasinda sirkiilasyon gosterdigini ve 5 yasindaki Hollandali tiim ¢ocuklarin bu virusa

maruz kaldigini iddia etmislerdir (106).
1.5.6.4. Laboratuvar tanss

hMPV hiicre kiltirlerinde gii¢c Gremektedir. Hxzl> antijen baks>lmas> icin kit
gelistirme caligmalar1 devam etmektedir. Seroloji retrospektif taniyr saglamaktadir,

bu nedenle kesin tan> PCR ile yap>lmaktad>r (114).
1.5.6.5. Tedavi

Heniiz spesifik tedavisi yoktur. Semptomatik tedavi veya solunum destegi
uygulanabilir. Invitro ¢aligmalar poliklonal immunglobulin ve ribavirin ile kombine

tedavinin uygulanabilecegini gostermektedir. Henliz asis1 yoktur (126).
1.5.7. KORONAVIRUSLAR

Koronaviruslar ilk olarak 1965 ys>bnda Tyrrell ve Bynoe, 1966 y»sbnda
Hamreve Procknovv tarafndan insan embriyonu silli trakea veya nazal epitelyumu ve

primer insan bdbrek hiicre kiiltiirlerinde {iretilmislerdir. Giiniimiizde bu ailede
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yaklagik 15 tiir yer almaktadir. Koronaviruslar insanlardan bagka sigir, domuz, kedi,
kopek kemiriciler ve kuslar (bazis1 6zellikle civcivlerde ciddi patojen) da hastaij
olusturmaktadir.

1.5.7.1. Ssnxfland>rma

Koronaviridae ailesinden Koronavirus (omurgali infeksiyoz bronsit virusu) ve
Torovirus'lar (at virusu) yer almaktad>r.

1.5.7.2. Morfoloji

Koronavirus partikiilleri yaklasitk 60-220 nm biyiklikte, duzensizi
goriinimde, 20 nm uzunluk 10 nm genislikte "club shaped"” peplomerlidir
Koronavirus ismi virusun gorintisunin taca benzetilmesi nedeni ile verilmistir. Tek
zincirli, segmentsiz, (+) 6zellikli RNA viruslar>d>r, virionda polimeraz bulunmaz.

Zarfta li¢ glikoprotein yer alir. S protein: major antijendir, reseptor baglama ve
hicre flizyonundan sorumludur. E protein: virus zarfi ile iliskili kiigiik proteindir. M
protein: virusun tomurcuklanarak zarfn> almas>nda rol oynayan membran proteindir.
HE protein ise hemaglutinin esterazd>. Genetik madde esas protein N fosfoprotein ile
birliktedir.

1.5.7.3. Replikasyon

Cogu insan koronaviruslar: hiicre kiiltiiriinde iiremez, ancak 229E ve OC43
suslar1 bazi hiicrelerde {iretilebilir. Replikasyon infiuenza virusunda oldugu gibi
yavastir.Virusiin son seklini almasi golgi cihazinda olur ve tomurcuklanarak hiicreden
ayrbr.

1.5.7.4. Patogenez

Koronaviruslar insanlarda s>kbkla solunum yolu infeksiyonlar>na neden olur.
"Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS)" bunlara dahildir. Ayr>ca nadiren
enterik infeksiyonlar ve ndrolojik sendromlara neden olabilirler.

Bulagma solunum sekresyonlar>, fekal oral yol ve mekanik yolla olur. Virus
cogunlukla epiteliyal hiicrelerde ¢ogalir. Ancak nadiren bobrek, karaciger, kalp ve
g0zu de infekte edebilmekte ve norolojik komplikasyonlara yol agabilmektedir.
SARS, alt solunum yollar>nda viral pnémoniye neden olmaktad>r.

Koronavirus infeksiyonlar1 tiim diinyada ve sik goriilir. Soguk algmnligi
olgularinin yaklasik % 25'inde koronaviruslarin etken oldugu bildirilmektedir.
Infeksiyonun insidensi mevsimseldir, cogunlukla kis aylarinda goriiliir. S>kbkla
cocuklarda, daha az olarak yetiskinlerde rastlanir. Koronaviruslarda antijenik degisim

bilinmemektedir (127).
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1.5.8. HANTAVIRUS

Insana kemiricilerden bulasan bu virus “hantavirus pulmoner sendromu”
denilen akut pndmoni tablosuna yol acar. Bu sendrom hszl> ilerleyen solunum
yetmezligi, pulmoner 6dem, hemokonsantrasyona bagli sok tablosu ile karakterizedir.
Periferik kanda trombositopeni, belirgin sola kayma, immunoblastik lenfositler
goriiliir. Tan1 virusa 6zgiin IgM ve IgG antikorlariin varligi, monontikleer hiicrelerde
veya infekte dokuda PCR ile RNA’smin saptanmasi ile konulur. Intravendz ribavirin
tedavisi deneysel olmakla birlikte baska bir antiviral tedavi sistematik olarak

calisilmamistir (128).
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Cabsma Gruplarimin Secilmesi

AKU Trip Fakiiltesi Hastanesi ve S.B. Afyonkarahisar Ziibeyde Hanim Dogum
ve Cocuk Hastanesi’ne bronsit-bronsiolit on tanisi ile yatirilan 1 ay - 13 yas arasi
(ortalama:16.4 ay £ 4.5 ay) 22’ si k>z olmak Uzere toplam 46 hastadan solunumsal
patojenler anket formu (Form 1) doldurularak kan ve nazofarengial Ornekler
alinmistir. Ornek alman hastalarda grip asis1 yapilip yapilmadigi sorgulanmis ve grip

asis1 olmayan hastalardan 6rnek alinmistir.
2.2. Ornek Toplama Zaman>

Calismaya alman Ornekler Ekim 2005- May»>s 2006 tarihleri aras»nda
toplanmistir. Respitauvar viral infeksiyonlarin ozellikle yaygin oldugu sonbahar
baglangicindan ilk bahar ortasina kadar olan donem 6rnek toplamak igin uygun sezon

olarak belirlenmistir.

2.3. Gereg
2.3.1. Orneklerin al>nmas>

Calismada kan ve nazofarengial sirinti olmak Uzere iki tip 0©rnek

kullanilmastir.

Kan ornekleri laboratuvara ulastirilincaya kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.
Laboratuvarda santrifuj edilip serumu ayrsld>ktan sonra mikrosantrifiij tlplerine

aktarlarak ¢alisma zamanina kadar -20°C’de saklanmustir.

Nazofarengial surintuler swablar araciligiyla albnarak steril mikrosantrifuj
tiplerindeki 1 ml MEM (Minimal Essential Medium) vasatina aktarilmis ve
laboratuvara ulastirilincaya kadar +4°C’de muhafaza edilmistir. Laboratuvarda ise

calisma zamanina kadar -20°C’ye konularak saklanmugtir.
MEM Vasatmin Icerigi:

%2 Fetal Bovine Serum
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
40 pg/ml Neomycin

20 pg/ml Amphotericin B
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2.4.YOntem

Bu caligmadaki amag iki h>zl> tan> metodunun respiratuvar virtslerin tan>s»
acisindan degerlendirilmesinin yapilmasi amaglanmistir.

1. metot: Multiplex RT PCR ile (Hexaplex Plus, Prodesse Inc. Waukesha WI)
respiratuvar sinsityal virus (RSV), influenza A (FluA), influenza B (FluB)
parainfluenza virus tip 1, 2 ve 3 (PIV1, PIV2 ve PIV3) ve human metapneumovirusun
(MPV)nazofarengial 6rneklerden taranmas.

2. metot: Floresan antikor teknigi (FAT- Euroimmun GmbH, Almanya) ile
kanda Ig M antikorlar>n>n taranmas.

2.4.1. PCR Calisma Basamaklar»

Bu c¢alismada nazofarengial siiriintii Ornekleri Multiplex RT PCR ile
calisilmistir. Bu yontemle; amplifikasyon tipu igerisine klinik 6rnekte bulunabilecek
her mikroorganizma geni Uzerindeki farkl> hedef bélgeler igin 6zgil olan primerler
kullanilarak ¢ok sayida hedef ayni anda gogaltilabilmektedir.

PCR su agamalardan olugmaktadir:

B Ekstraksiyon: Viriislerden saf niikleik asit elde edildigi asamadir. DNA veya

RNA’n»n silika membran yap>s>ndaki filtrelerde tutulmas> sonucu elde edilir.

B cDNA Eldesi: RNA veya DNA’dan, komplementer DNA elde edilmesi
asamasidir. Termal cycler’da gergeklestirilir.

B PCR: Elde edilen DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi asamasidir. Termal cycler’da
gerceklestirilir.

B Purifikasyon: Cogaltilmis DNA dizilerinden, daha kiigiik baz ¢ifti iceren
kiiciik DNA dizilerinin elde edildigi asamadir.

B Denatlrasyon: Cift zincirli nukleik asidi tek zincirli hale getirme agsamasidir.

Is1 ile denatiirasyon yapildiktan sonra buz bloga alinarak, zincirlerin tekrar

birlesmesi engellenir.

B Hibridizasyon: Tek zincirli nikleik asitlerle floresan isaretli problarin
birlesmesi asamasidir.
B Okutma islemi: Spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okutulur. (Sekil

2.1)
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Sekil 2.1: Multiplex RT-PCR yonteminin isleyis semasi (*)

ASSAY DIAGRAM

E— Heat Denaturation
Nucleic Acid

Isolation H dsDNA — ssDNA

Thermocyeler
Tube

!." i l

Spin Column Purified Nuckic
Acid
Sbe ‘ Enzyme Hybridization Assay

Reverse Transcription

o NeutrAvidin

"E R : Strip Plate
RNA DNA o
—C. =t

Thermoeycler Tube

| I Q

PCR Amplification

H ¢DNA — PCR Product TMB Color

Thermoeycler Tube w

‘ HRP
PCR Product Purification
Pro PCR Product
f—f—1

Thermocycler Spin Column Thermocycler
Tube Tube

Biatin

Strepavidin

(*)http://mww.prodesse.com/docs/pi/pi310ce.pdf © den diizenlenmistir.
2.4.1.1. Ekstraksiyon Asamasi

2.4.1.1.1. Tcerik

High pure viral nucleic acide kit

High pure viral nucleic acide wash buffer

Proteinaz K

Poly (A)

Elution buffer

Binding buffer
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2.4.1.1.2. Cahsma:

High pure viral nucleic acide kit’e 20 ml etanol eklenmistir.

High pure viral nucleic acide wash buffer’a 40 ml etanol eklenmistir.

Proteinaz K’ya 5 ml Elution Buffer eklenmistir.

Poly (A)’ya 0,5 ml elution buffer eklenmistir.

Proteinaz K ve Poly A ¢Ozdirildiikten sonra -20 °C de saklanmustir.

Once ¢alisma soliisyonu hazirlanmustir:

50 ul Poly A ve 2,5 ml Binding Buffer birlestirilmistir, Bir 6rnek igin 400 pl
olmak tizere, 46 6rnek hazirlanmistir.

a. Bos mikrosantriftj tiplerine 50 pl proteinaz K dagitilmistir.

b. Tum tiplere 400 pl ¢alisma soliisyonu eklenmistir.

c. Ayn> tliplere 400 pl 6rnek eklenip vortexlenmistir.

d. Benmari 72°C’ye ayarlanmis ve karisimlar 10 dk benmaride bekletilmistir.

e. Benmariden ¢xkarsld>ktan sonra her tiupe 100 pl binding buffer eklenip
vortexlenmistir.

f. High pure spin filter tubes (spin kolon)’a karigim olan tiiplerden 500 pl
aktarilmistir. Spin kolonlar bos kolon ve filtre olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir.
Karigima once 500 pl aktarilip 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra
solusyonun kalan kssm> (450 pl) aktarilmis ve tekrar 8000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmistir. ikinci santrifiijde filtreler bos kolonlara konulup, bir dnceki santrifiijde
kullan>lan kolon ve sivi atilmistir.

Filtreler silika membran yapss>nda olup (-) elektrik yuklidir. DNA ve RNA
(+) ylikli oldugu icin bu materyalleri tutma 6zelligine sahiptir. Ayrica mikroporlar
icerir ve DNA ve RNA Kkiitlesinin filtrede kal>p s>vo>n»>n tlipe gegmesini saglar.

g. Ikinci santrifiijden sonra filtreli tiipler tekrar bos spin kolonlara aktarilip
uzerine 500 pl inhibitér removal buffer eklenmis ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmistir.

h. Daha sonra filtreler ¢ikarilip bos kolonlara yerlestirilmis ve 450 pl wash
buffer eklenip 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Filtreler tekrar bos kolonlara
aktar>bp tekrar 450 pl wash buffer eklenmis ve 8000 rpm de 1 dk santrifiij edilmistir.
Ikinci santrifiijden sonra 13000 rpm’de 10 sn santrifiij edilmistir. Bu santrifiijler spin
kolonlar bosaltilmadan yapilmistir. Bunun sebebi kalan fazla etanoliin u¢masini

saglamaktir.
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». Hasta say»s> kadar mikrosantriflj tiipti dizilmistir. Filtreler mikrosantrifuj
tuplerine aktarilmistir. Filtrelerin tizerine 50 pl elution buffer eklenip 8000 rpm’de 1
dk santrifiij edilmistir. Boylece RNA’lar alttaki mikrosantrifiij tlplerine gegmistir.
Filreler at>bp mikrosantriflyj tiplerinin kapaklar1 kapatilmistir.

2.4.1.2. cDNA Eldesi

RNA’lar cDNA’ya gevrilmistir. (+) kontroller RNA oldugu i¢in bu agamada
calismaya (+) kontroller de katilmigtir.

2.4.1.2.1. Tcerik

Pozitif Kontroller:

Influenza A, Influenza B, RSV A, RSV B, hMPV, Parainfluenza 1,
Parainfluenza 2, Parainfluenza 3

Ayrica bu asamada igerikte 2 tane RT-Mix (for revers transcription), RNase,
DNase ve 1 tane de free water bulunmaktad>r. Bunlar>n timi -20 °C’de saklan>p
kullanilacagi zaman ag¢ilmistir. RT-Mix haricindekiler vortexlenmistir. Kontroller,
RNase ve DNase free water ile 1/10 oraninda diliie edilmistir.

Pozitif kontroller 30 pl olup 270 pl free water ile diliie edilmistir.

2.4.1.2.2. Cahsma

24 ornek + 8 kontrol igin 32 adet kiiglik mikrosantrifij tipd (0,1 ml lik)
aliminyum bloga yerlestirilmistir. Aliiminyum blok + 4°C’de muhafaza edilmis ve
calisilacagi zaman g¢ikarilmgtir.

Mix soliisyon 6rnek basina

11 I RT mix

4 ul MgCl2

1 pl MuLV Revers Transkriptaz (50 U/ pl)

1 pl reverse IT blend seklinde karistirilip, 17 pl tiiplere aktarilmistir.

17 pl mix konmus tiiplerin her birine 3 pl 6rnek ve kontroller eklenip thermal
cycler’a konulmustur.

Buradaki islemler sirasi ile:

22 °C’de 10 dk,

42 °C’de 30 dk,

95 °C’de 5 dk,

4°C’de bir gece bekletilmistir. 4°C g¢aligma ve muhafaza ortami olarak
alg>lanabilir. Boylece RNA, cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. Cihazdan ¢ikan tiipler

soguk spora alimustir.
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2.4.1.3. PCR asamasi

2.4.1.3.1. Tcerik

PCR igin ayr> bir mix mevcuttur (Hexaplex Supermix).

Ornek basina 39,5 pl supermix, 0,5 pl enzim konulmustur (Enzim Taq DNA
polimeraz enzimidir). Toplam 6rnek basina 40 pl mix elde edilmistir.

2.4.1.3.2. Cahsma

Ayr> mikrosantrifij tuplerine soguk ortamda 40 pl mix ve 10 pl cDNA
konulmustur.

Rotor Gene PCR cihazina yerlestirilmis ve amplifiye edilmistir. Buradaki
islemler sirasi ile;

95 °C’de 10 dk,

95 °C’de 1 dk /55 °C’de 30 sn/ 72 °C’de 45 sn,

94 °C’de 1 dk / 60 °C’de 30 sn/ 72 °C’de 30 sn,

72 °C’de 7 dk, (Bu dongii 30 kez yapilmistir)

4 °C’de galisma ve muhafaza seklindedir.

2.4.1.4. Piirifikasyon asamasi

2.4.1.4.1. Tcerik

Binding buffer,

Wash buffer (24 ml etanol eklenmistir),

Elution buffer

2.4.1.4.2. Cahsma

a. PCR igin kullanilan solisyonun 5 kat1 binding buffer eklenmistir. Bizim
kullandigimiz miktar 50 pl olup bu karisim 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tuplerine
aktarbp tzerine 250 pl binding buffer eklenmistir.

b. Daha sonra bu karigim spin kolona aktarilmistir. Bu asamada filtreler daha
sk>dbr. Bunun nedeni RNA ekstraksiyonunda filtrelenmesi gereken RNA veya
DNA’nin uzun baz dizilerinden olusmasidir. Bu agamada ise 200 baz ¢iftlik kiigiik
niikleik asitler yakalanmaya ¢aligilmistir. Spin kolonlar 13000 rpm’de 30 sn santrifiij
edilmistir.

c. Filtreler bos kolonlara aktarilnustir. Uzerine 600 pl wash buffer eklenmistir.
13000 rpm’de 30 sn santrifiij edilmistir. Filtreler tekrar bos kolonlara aktarilip 13000

rpm’de 30 sn bos olarak santriflij edilmistir. Amag fazla alkoliin ugurulmas>dsr.
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d. Filtreler bos mikrosantrifiij tuplerine aktarsl>p Uzerlerine 50 pl elution buffer
eklenmistir (bos mikrosantrifuj tlplerinin kapaklar> santrifuj esnas>snda kor>lmamas»>
icin kopartilmistir). 13000 rpm’de 30 sn santrifiij edilmistir.

Filtreler at>bp mikrosantrifij tlplerinin  kopartslan  kapaklar> tekrar
kapatilmustir.

2.4.1.5. Denatiirayon asamasi

2.4.1.5.1. Cahsma

Mikrosantrifuj tdpleri 95 ©°C’lik 1s1 bloguna yerlestirilmistir. 5 dk
bekletildikten sonra DNA tek sarmal hale gelmistir. Is1 blogundan sonra 5 dk buz
blogunda bekletilmistir (tekrar ¢ift sarmal hale gelmesini nlemek amac»yla).

Buz blogundan sonra tupler tekrar 95 °C’lik >s> bloguna almmustir. 5 dk
bekletilip tekrar buz bloguna alinip ve 5 dk bekletilmistir.

2.4.1.6. Hibridizasyon asamas>

2.4.1.6.1. Tcerik

-20 °C’den hibridizasyon problar1 ¢ikarilmistir. Bunlar; hMPV probe, HPIV
probe, Influenza virus pooled probe, Hexaplex plus internal probe, Hexaplex plus
RSV probe’dur.

+4 °C’den hibridizasyon buffer ve Neutravidin coated strip plate ¢ikartilmistir.

Her 6rnek ve kontroller igin:

3,5 ul probe

66,5 pl buffer karigimi hazirlanmistir.

2.4.1.6.2. Cahsma

Toplamda Buffer Probe
Internal kontrol 1729 pl 91 ul
PIV 1929 ul 102 pl
InfV 1862 pl 98 ul
RSV 1862 pl 98 ul
hMPV 1796 ul 95 pl

ELISA tepsilerine 65 pl probe+buffer karisimi eklenmistir.

Uzerine 5’er pl 6rnek konup pipetleme islemi bittikten sonra Elisa tepsilerinin
iizerine bant yapistirilmistir. 42 °C’lik etiivde 25 dk inkiibe edilmistir.

2.4.1.6.3. Yikama islemi

1 It distile suya 10x wash solution eklenmistir. ELISA tepsileri 5 er kez bu

soliisyonla yikanmustir.
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Substrat A ve substrat B 1/1 oraninda karigtirilmistir. 200 er pl ELISA
tepsilerine konulmustur.

Substrat pozitif 6rneklerde mavi renk degisimine neden olmustur. Ayrica
kontrollerde mavi renk degisimi gézlenmistir.

Substratlar konulduktan sonra 15 dk karanbk ortamda oda »s»s>nda inkibe
edilmistir.

Uzerlerine 50 pl stop soliisyonu eklenip, spektrofotometrede 450 nm dalga
boyunda okutulmustur.

Pozitif érneklerde ve kontrollerde stop soliisyonu konulduktan sonra sar> renk
degisimi gézlenmistir.

Internallerin ve kontrollerin 400’iin iizerinde olmasi ¢alismanmn giizel ve

itinal1 yapildigini gostermistir.

2.4.2. immun Floresan Antikor (FAT) Calismasi

Respiratory Tract Profile seti (FAT- Euroimmun GmbH, Almanya) ile kanda
Ig M antikorlarmnm varlig1 arastirilmagtr.

2.4.2.1. icerik

Fosfat buffer soliisyonu (PBS)

Tween 20 soluisyonu

Eurosorb soliisyonu

Inkiibasyon tepsileri

Konjugatlar

2.4.2.2. Cahisma

Oncelikle PBS hazirlannustir. Toz halinde olan PBS 1000 ml distile suda
¢ozdiiriilmiistiir. Uzerine tween 20 soliisyonu eklenerek karistirilmustir.

Serum Ornekleri vortekslenmis ve mikrosantrifuj tupleri icinde EUROSORB
soliisyonu ile 1/10 oramnda diltie edilmistir. Bu dilisyon 22,2 ul serum / 200 pl
Eurosorb soliisyonu seklinde hazirlanip, tekrar vortekslenmistir.

15 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

2000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

Elde edilen 6rnegin slipernatan kismi kullanilmistir.

Inkiibasyon tepsisinde her 6rnek icin 5 alan mevcuttur (Sekil 2.4.2). lk 4 alan
1/10’luk diliisyon i¢in, 5. alan ise 1/100’Lik diliisyon i¢in kullanilmistir. Elimizdeki

ornek 1/10 diliisyon oldugu icin ilk 4 alana 6rnek direkt eklenmistir. 5. alan igin ise
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elimizdeki ornek tekrar 1/10 oran>nda Eurosorb ile diliie edilerek 1/100 oran>nda

ornek elde edilmistir.

Sekil 2.2: IFAT da Inkiibasyon tepsisi ve substrat pozisyon semas1 (*)

Substrate position on the slides:

—
9::.12 13 16 17 20
253 -1 10 11 14 15 1819
A B c D E
g 9 12 13 16 1720
E.' 2 3 6 7 10 11 14 15 18 19
&
£/| EUROIMMUN
Name Respiration tract profile 1 rec%:rll:ig:ded Myocarditis profile 1 rec%?&iﬁded
Ord.-no. F12821-1002-1 G or M 196 | IgM F12825-1002-1 G or M 195G IgM
3 5 1:10 | 1:10 1:10 | 1:10
i e
@ g
35 1:10 | 1:10 1:10 | 1:10
" |8 [Parainfiuenza virus type 3
o ?0 Parainfluenza virus t;/pe e, S
3[4 1:10 | 1:10 - 1:100 | 1:10
S
13 ]
o |14
ol 1:100 | 1:10 1:100 | 1:10
(15
16
A
18
3 497 1:100 | 1:100 |---
ic [-t2.
20_| Legionella pneumophila serotype12
Name Infectarthritis profile 1 recc:jritmz:ded Gastrointestinal tract profile 1 recc:j«;?un:iz:ded
Ord.-no. Fl12826-1002-1 G or M 19G IgM F12827-1002-1 G or M 19G IgM
35 1:10 | 1:10 1:10 | 1:10
e 4" influenza virus type B
o |8 ] Yefsinia enterocolitica 0:3 *>
6 2
35 3 1:10 | 1:10 -{ 1:100 | 1:10
™ |8 [Toxoplasmagondii ®
9__|Bomeliaafzeli .
O |10 | Borrelia burgdorferi sensu stricto
3 |---- (swissisolate) 1:100 | 1:10 1:100 | 1:100
i |11 |Bomeliagarinii
12_| Chlamydia trachomatis ° Candida albicans °

(*) Euroimmun Respiratory Tract Profile Kit dokiimanindan uyarlanmustir.

Ornekleri inkilbasyon tepsisine aktarma isi bittikten sonra slaytlar ¢ikartilip,
numaralandirilarak yerlestirilmistir.

Oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 slaytlar kaldirilmis ve PBS ile yikanip ve saleler igerisinde
PBS’de 5 dk bekletilmistir.

PBS’den ¢>karilan slaytlar hafifge sivisi akacak sekilde dik konumda birkag sn
bekletilmistir.
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Daha sonra tepsiler icerisinde bulunan alanlara 20°ser pl konjugat eklenmistir.
30 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

PBS ile yikama islemi yapilmistir.

Mounting medium ile slaytlar Gzerine lamel kapatilmistir (Sekil 2.4.3).

Sekil 2.3: FAT yonteminin isleyis semast (*)

BIOCHIP slide

BIOCHIPs reagent tray

E vyt

Pipette: 25 pl per field —\m‘ u U sadrir']l&zg
60066 _monoan

> ﬁ
Incubate: 30 min 2l2) 2122

Wash: 1 secflush
5 min cuvette L =——r—r—=— | PBS-Tween

Pipette: 20 yl per field -\ﬂnﬂﬂr labelled

antibody
866066 _coama
Incubate: 30 min T TRTelE
Wash: 1 sec flush [——=—=—=-="11 PBS-Tween
5 min cuvette
Embed: 10 pl per fiéld ===y embedding medium
253 cover glass
Evaluate: fluorescence microscopy
| g |

(*)Euroimmun Respiratory Tract Profile Kit dokiimanindan uyarlanmustir.

Slaytlar Euroimmun’un Almanya’daki merkezine gonderilmis, Kimyager
aragtirmact Edda Rohwedder (Euroimmun AG, Lubeck, Almanya) tarafndan da

incelenmis, sonuglarimiz dogrulanmaistir.
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3. BULGULAR

AKU Tip Fakiiltesi Uygulama Arastirma Hastanesi ve S.B. Afyonkarahisar
Ziibeyde Hanim Dogum ve Cocuk Hastanesi’ne bronsit-bronsiolit on tanisi ile
yatr>lan 1 ay - 13 yas arasi (ortalama: 16.4 ay = 4.5 ay) 22(% 47.8) ksz toplam 46
cocuk hastadan abnan kan ve nazofarengial orneklerde solunumsal viruslar ve
antikorlar1 alinmigtir. Hastalarin yas ve cinsiyet dagilimlar1 tablo 3.1°de, hastaneye
temel yatis semptomlar1 ile FAT ve PCR sonuclar> ise Tablo 3.2°de gorilmektedir

(AdV ve MPV her iki testle de ¢alisilmadigi i¢in bu tabloya alinmamustir).

Tablo 3.1 : Ornek alman hastalarin demografik dagilim.

Yas Aralig1 (ay) n % Cinsiyet
K>z Erkek
N % n %
0-6 24 52.2 11 23.9 13 28.3
7-12 8 17.4 5} 10.8 3 6.5
13-24 8 17.4 4 8.7 4 8.6
25-36 1 2.2 - - 1 2.2
37-48 1 2.2 - - 1 2.2
49-60 2 4.4 1 2.2 1 2.2
61 ve Ustl 2 4.4 1 2.2 1 2.2
Toplam 46 100.0 22 47.8 24 52.2




Tablo 3.2 : Ornekleri al>nan hastalarsn temel

PCR sonuglar>
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solunumsal bulgular> FAT ve

Hasta No

Semptomlar

Viruslar

Oksiiriik

Ates

Hoplt>

Burun akont>s>

RSV

FIUA (HIN1)

FluB

PIV

FA

PCR

FA

PCR

FA

PCR
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28.M.Y.Y.
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29.A.M.A.

30. H.K.

+

31. AS.

32. E.B.

33. F.T.

34.Z.N.E.

35. Y.0.

36.Y.C.

37. H.U.

38.R.N.K.

39. SK.

40. A.B.

41.S.0.

42. Y.C.

43.C.Y.

44.A.Y.A.

45. E.T.

46.M.T.U.

o I o I [ o I I B [ B o [ o o I R I B B e R R N A R I B R A R A R A A R E R A R E R R




57

Abnan 46 nazofarengial siiriintii 6rneginden 8 tanesi (% 17.4) multiplex PCR
yontemi ile solunumsal viruslar agisindan pozitif sonu¢ vermistir. Pozitif bulunan 8
hastanin tamaminda FluA saptanmis yan1 sira toplam 8 pozitif hastanin 5 tanesinde
ayn> zamanda hMPV, 3 tanesinde PIV tip3, 1 tanesinde FluB ve 1 tanesinde de RSV
pozitif bulunmustur (Tablo 3. 3).

Tablo 3. 3 : Solunumsal 6rneklerden Multiplex PCR ile saptanan viruslar.

Solunumsal Pozitif Ornek Say»s> (Hasta Say»s>:46)
Viruslar n %
FIUA 8 17.4
hMPV 5} 10.9
PIV(3) 3 6.5
FluB 1 2.2
RSV 1 2.2

Kan oOrneklerinden 13 tanesi (% 28.3), MPV hari¢ yedi farkl> solunumsal
virusa karsi olusan farkli [gM antikorlarinin biri ya da birden fazlasi yoniinden FAT
yontemi ile pozitif bulunmustur (p<0.0001). Orneklerden 9 tanesinde FluA (HIN1), 8
tanesinde FIuA (H3N2), 8 tanesinde FluB, 3 tanesinde PIV ve 2 tanesinde de RSV

pozitif bulunmus, orneklerin hi¢ birinde Adenovirus pozitifligine rastlanmamistir
(Tablo 3.4).

Tablo 3.4 : Kan oOrneklerinde solunumsal viruslara karst olusan IgM

antikorlarsn>n FAT ile pozitifligi.

Solunumsal FAT ile Pozitif Ornek Sayss> (n:46)
Viruslar N %
FIUA(HIND) 9 19.6
FIUA(H3N2) 8 17.4

FluB 8 17.4

PIV 3 6.5

RSV 2 4.3

AdV - -
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Test edilen 6rneklerin 8 tanesinde FAT ve Multiplex PCR ile pozitif sonuclar
elde edilmistir. PCR yontemiyle pozitif sonu¢ alinip FAT yontemi ile negatif sonug
alinan 6rnege rastlanmamistir. Orneklerden 5 tanesi sadece FAT yontemi ile pozitif
bulunmus, multiplex PCR yontemi ile negatif sonu¢ alinmistir. Her iki yontemle de

negatif sonug elde edilen 6rnek say»s> ise 33 olarak saptanmustir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5 : Cocuklardan abnan 6rneklerde yedi solunumsal virusun FAT ve
Multiplex PCR ile saptanan pozitiflik sonuclar>.

Multiplex PCR ile FAT ile pozitif saptanan 6rnekler Toplam
pozitif saptanan Pozitif Negatif

ornekler

Pozitif 8 - 8
Negatif 5 33 38
Toplam 13 33 46

Calismam>zda RSV agxs>ndan; 1 Ornekte her iki yonteminde pozitif sonug
verdigi, PCR ile pozitif sonu¢ elde edilip FAT ile negatif sonu¢ elde edilen 6rnek
saptanmadigi, 44 ornekte her iki yonteminde negatif sonu¢ verdigi ve 1 Ornekte ise
PCR yontemi ile negatif sonu¢ FAT yontemi ile pozitif sonug¢ elde edildigi
saptanmistir.

FluA (HIN1) agisindan degerlendirildiginde; 8 ornekte her iki yontemle de
pozitif sonug elde edildigi, PCR ile pozitif sonug elde edilip FAT ile negatif sonug
elde edilen 6rnek saptanmadigi, 37 ornekte her iki yontemle de negatif sonug elde
edildigi ve 1 ornekte PCR yontemi ile negatif sonug¢ elde edilirken FAT yontemi ile
pozitif sonug elde edildigi tespit edilmistir.

FluB agisindan degerlendirildiginde; 1 6rnekte PCR ve FAT yontemleri ile
pozitif sonug elde edildigi, PCR yontemi ile pozitif sonug elde edilip FAT yontemi ile
negatif sonug¢ elde edilen ornek saptanmadigi, FAT yontemi ile pozitif sonug elde
edilip PCR yontemi ile negatif sonug elde edilen 7 drnek tespit edildigi, 38 6rnekte
ise her iki yontemle de negatif sonug elde edildigi saptanmustir.

PIV agisindan degerlendirildiginde; 3 ornekte PCR ve FAT yontemleri ile
pozitif sonug elde edildigi, PCR yontemi ile pozitif sonug elde edilip FAT yontemi ile

negatif sonug elde edilen ve FAT yontemi ile pozitif sonug elde edilip PCR yontemi
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ile negatif sonug elde edilen 6rnek saptanmadigi, 43 Srnekte ise her iki yontemle de

negatif sonug elde edildigi saptanmustir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6 : Abnan drneklerde IFAT ve Multiplex PCR ile ortak ¢aligilan 4

solunumsal virusun sonuglar>.

Multiplex Pozitif Sonug Say»s»

PCR/FAT RSV FIUA (HIN1) FluB PIV
+/+ 1 8 1 3
+- 0 0 0 0
-I- 44 37 38 43
-+ 1 1 7 0

Tablo 3.7°de en az bir virus veya 2 ya da daha fazla virus ag>s>ndan yaln>z

PCR’da, yaln>z FAT’da ve FAT-PCR’da

karsilastirilmistir.

birlikte pozitif elde edilen sonuclar

PCR velveya FAT’da pozitif bulunan sonuglar>n sadece PCR ydnteminde

pozitif bulunan sonuglara orany;

RSV igin 1/2 (% 50), FIuA icin 8/9 (% 88.9), FluB icin 1/8 (%12.5) ve PIV3
icin 3/3 (% 100) seklinde tespit edilmistir.

Tablo 3.7 : Cocuklardan toplanan 46 solunumsal 6rnek ve kan numunelerinde

yedi solunumsal virus icin FAT ve PCR sonuglar>

Solunumsal Pozitif Ornek say»s>
viruslar En az bir virus pozitif 6rnek say»s» Iki yada daha fazla virus
pozitif

FAT ve PCR | Yaln>z FAT | Yaln>z PCR FAT PCR
RSV 2 2 1
FIUA(H1N1) 9 9 8 7 5
FIUA(H3N2) 8 8 6
FluB 8 8 1 5
PIV 3 3 3 1
AdV PCR da yok PCR da yok
MPV FAT da yok FAT da yok 5 FAT da yok 4
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4. TARTISMA

Ust solunum yolu enfeksiyonlarmin en sik (% 90) nedeni viruslerdir. Yetiskin
yas grubunda rinovirus basta olmak {izere koronavirus, adenovirus, influenza A/B,
parainfluenza virus, respiratuvar sinsityal virus (RSV) (st solunum yolu
enfeksiyonlarn>n en sk saptanan etkenleridir (89). Hastabk tablolar> ise genellikle
birbirine benzer bulunur. Ancak konjunktiviti olan bir hastada adenovirus saptanmas»

gibi farkl> klinik bulgular belli baz> virusleri akla getirebilir (45).

Bu tablolar iginde influenza epidemilere ve pandemilere neden olmas> ve
yuksek mortalite ile seyreden pulmoner komplikasyonlar> nedeniyle farkl> bir 6neme
sahiptir. Influenza epidemileri 6zellikle Kuzey Yarmmkiirede Aralik-Nisan aylar>
arasonda gorulir (129). Turkiye’de influenza epidemileri sxkbkla bu aylarda
gOzlenmektedir. Yapslan; 2002-2003 kis mevsimi influenza virusiiniin siirveyans
arastirmasinda en ¢ok izolasyonun Ocak aymda alinan orneklerde saptanmasi,

Turkiye’de influenza salg>ni yasandigimi gostermistir (130) .

Influenza A (H3N2) 2004 yilinda Kasim-Mayss aylarnda diinya ¢ap>nda en
sik rapor edilen virus tipi olmustur. Ancak influenza A (HIN1) ve influenza B
virusleri de halen gorilmektedir. En s>k gorilen FIUA/H3N2 antijenik yap>
AJ/Fujian/411/02 (H3N2) ve A/Wyoming/03/2003 (H3N2)’dir. Cok az bir kssm»>nda
antijenik yap» influenza A; A/New Caledonia/20/99 (H1N1) olarak rapor edilmistir.
Influenza B ise iki ayr1 antijenik tipte B/Yamagata/16/88 ve B/Victoria/2/87 olarak
saptanmustir(131, 132). Dinyada 2003-2004 influenza mevsimi antijenik
tanimlamasinda bu caligmadaki hastalarda saptanan influenza A (H3N2) Panama

%10.4 oraninda bildirilmistir (133, 134).

Respiratuvar viral enfeksiyonlarn tansss, genellikle klinik ve epidemiyolojik
veriler ile konulur. Kesin tan> igin hiicre kiltirlerinde virus izolasyonu veya serolojik
testlerle antikorlarsn gosterilmesi gereklidir (135). Ancak bu yodntemlerle ayn>
ornekten birden fazla sayida virusiin saptanmast miimkiin olmadigindan PCR ve FAT
gibi h>zl> tan> yontemleri gelistirilmistir. Ayni zamanda bu yontemler daha duyarli ve
0zgil sonuglar vermektedir. Bu sebeplerden dolay> bu yontemlerin viruslerin rutin

tanisinda kullanilmasimin gerekliligi géz ard1 edilmemelidir.

Ozagar ve ark.arnsn 2003 ysbnda yaptklar> bir cabsmada; klinik

laboratuvarlarda viruslerin saptanmas>nda kullan>lan yontemlerden hiicre kultird,
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antijen saptama yontemleri ve niikleik asit testlerini arastirmislardir. Yeni molekiiler
biyolojik yontemler daha Once kdltiri yap>lamayan bircok enfeksiyon etkeninin
tanisina olanak saglamistir. Molekiiler tekniklerin otomasyonu ile test siiresinin
kisalmasi, kantitasyon, kalite kontrolii ve maliyetin azalmasi saglanabilir. Bu
yontemlerin hastalik tanisinda etkin yaklagimlar i¢in uygun sekilde nasil

kullanilabilecegi konusunda degerlendirilmesinin 6nemini vurgulamiglardir (136).

Celikbas ve ark.larmin 2005 yilinda 22 klinik 6rnekten alinan bogaz ¢alkanti
suyu ile yaptiklari ¢alismada; 6rneklerden 9’unda (% 40.9) virus izole etmislerdir. Bu
orneklerin 4 tanesinde RSV (% 18), 3 tanesinde AdV (% 13.6), 1 tanesinde FIuA (%
4.5) ve 1 tanesinde Flu B (% 4.5) saptadiklarmni bildirmislerdir (137). Calismada FluA
ve FluB agisindan pozitiflik orani bu calismaya gore daha diisiik gézlenmistir.

Cicek ve ark.lar> 2003 y>I>nda 50 klinik 6rnekten alnan nazofarengial sriintu
ornekleri ile yaptiklar1 ¢calismada indirek floresan antikor ve shell vial hiicre kiiltiirii
yontemlerini kullanmislar, 6rneklerden 18 (% 36) solunum virusu izole etmiglerdir.
En sk adenovirus (% 12) ve parainfluenza virus (% 12) izole edildigini
bildirmislerdir (138). Calismanin sonuglar1 da bu ¢alismadaki FAT sonuglar> ile cok
uyumlu bulunmamistir. Bu ¢alismada IFAT ile FluA ve FluB’de pozitiflik saptanmis
olup AdV’de pozitiflik saptanmamustir. PIV acisindan da yapilan ¢aligmaya gore

pozitiflik oran1 yiiksek bulunmustur.

Kaygusuz ve ark.larn>n 2004 y>bnda s>norl> say»da hasta ile yaptklar> bir
calismada 3 hastada influenza virusii saptanmistir. (139). Tulrkiye’de yap»lan bir
caligmada yetiskin hastalardan iist solunum yolu enfeksiyonlar>nda en s>k influenza A
ve adenoviruslin etken olarak goriildigii bildirilmektedir Yapilan bu c¢aligsmada
yetiskin ve ¢ocuk yas grubunda, influenza A seropozitifligi % 82.6 ve % 65.9 olarak
bulunmustur (140).

Liolios ve ark.larn>n 126 klinik 6rnekten al>nan 50 nazofarengial aspirat ve 93
bronkoalveolar lavaj (BAL) ile yaptiklar1 karsilagtirmali calismada Multiplex Reverse
Transciption-PCR Enzym Hibridization Assay ( RT-PCR-EHA; Hexaplex; Prodesse
Inc.) ile IFAT (VRK; Bartels, Issaguah, Wash.) ve viral kultir (VC)
karsilastirilmigtir. Calismada RT-PCR EHA ile 143 ornekten 17 pozitif (% 11.9),
IFAT ve viral kiiltiir ile 8 pozitif (% 5.6) sonu¢ bulunmustur. Bu ¢alismada ise PCR

ile FAT ’a nazaran daha az oranda pozitif sonug bulunmustur.
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PCR/IFA-VC agisindan karsilastirmali olarak hazirlanan tabloda: her iki
yontemde de pozitif olarak saptanan sonuclar; 6 Flu A, 1 Flu B ve 1 RSV olarak, PCR
pozitif IFA-VC negatif olarak saptanan sonuglar; 1 H-P1V-3, 7 inf A, 1 Inf B olarak,
her iki yontemde de negatif olarak saptanan sonuglar; 143 HPIV-1 ve H-PIV-2, 142
H-PIV-3 ve RSV, 130 Inf A ve 141 Inf B olarak bildirilmistir. PCR negatif, IFA-VC
pozitif sonuca rastlanmamigtir. Bu ¢alismada da her iki yontemle de pozitif bulunan

sonuclar 8 FIUA, 1 FluB, 1 RSV ve 3 PIV olarak tespit edilmistir.

Calismanin sonucunda RT-PCR EHA’in IFAT ve VC’e gore daha 6zgil ve
duyarli oldugu belirtilmistir. Ayrica hizli tani1 agisindan degerlendirildiginde hem
epidemiyolojik caligmalarda hem de tedavi ve nozokomiyal yayilimi Onlemek

ag>sondan RT-PCR EHA'In tercih edilebilir oldugu saptanmustir (141).

Kuypers ve ark.lar> EKim 2003 ve Eylul 2004 tarihleri aras>nda toplad>klar>
1138 ornekle RT-PCR (Qiagen Inc., Valencia, CA) ve FAT (Chemicon, Temecula,
CA) ile cocuklardaki solunumsal virus enfeksiyonlarmin tanisi hakkinda bir ¢aligma
yapmiglardir. Calismada 1074 burun yikama sivisi, 14 burun siiriintiisii, 44 trakeal
aspirat ve 6 bronkoalveolar lavaj (BAL) 6rnegi kullanmislardir. Ornekler Washington
Universitesi Viroloji Laboratuvar>'nda ¢absilmistir. FAT ve RT-PCR ile RSV, FIuA,
PIV tip 1, 2 ve 3, h(MPV ve AdV arastirilmistir. En az bir virus agisindan FAT ile 436
(% 38.3), RT-PCR ile 608 (% 53.4) 6rnek taranmistir. FAT igin yetersiz gorulen 52
(% 4.6) ornekten 13 tanesi PCR ile pozitif sonu¢ vermistir. Sadece PCR ile pozitif
saptanan orneklerin FAT ve/veya PCR ile pozitif saptananlara oran> RSV igin 18/257
(% 7), FluA igin 18/134 (% 13.4), PIV Tip 1 igin 25/39 (% 64.1), PIV Tip 2 i¢in 8/9
(% 88.8), PIV Tip 3 i¢in 17/55 (% 30.9) ve AdV igin 101/132 (% 76.5) olarak tespit
edilmistir. hMPV sadece PCR ile c¢alisilmigs olup 75 (% 12.3) pozitif sonug
bulunmustur. Caligmanin sonucuna gore diisiik sayida viral niikleik asit kopyasi
bulunan 6rneklerde tanxda FAT’1n yetersiz oldugu saptanmustir. FAT ile viral yiku
10° kopya/ml’nin altindaki 6rneklerde saptama oranmnim % 19 oldugu tespit edilmistir.
PCR™»n FAT’a nazaran daha 6zgul ve duyarl> (6zellikle PIV ve AdV ag>s>ndan)
oldugu sonucuna ve solunumsal viruslerin tanisinda PCR’in 6nde gelen bir teknik
olmas> gerektigi kanisina varilmustir (142). Bu ¢alismada da PCR ve/veya FAT’da
pozitif bulunan sonuglar>n sadece PCR ydnteminde pozitif bulunan sonuglara orany,
RSV igin 1/2 (% 50), FIuA igin 8/9 (% 88.9), FluB igin 1/8 (%12.5) ve PIV3 igin 3/3
(% 100) seklinde tespit edilmistir.
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Coyle ve ark.lar> 18 aybk donemde toplad>klar> 222 6rnekle yaptxklar>
calisgmada FAT ile Nested-PCR’> solunumsal viral hastabklar>n tanss> ags>s>ndan
karsilastirmislardir. Ornekler arasmda BAL, nazofarengial salgilar, nazal siiriintii
Ornekleri ve postmortem akciger dokular1 bulunmaktadir. Tarama sonucunda bulunan
99 virus 79 ornekten ve 4 kontrol 6rneginden elde edilmistir. Toplamda da PCR ile 99
(% 44.5) , FAT ile 31(%14) pozitif sonug saptanmustir.

PCR sonuglar>na gore 21 FluA, 2 FluB, 39 Rinovirus, 22 AdV, 1 PIV tip 2, 10
PIV tip 3 ve 4 RSV tespit edilmistir. FAT sonuglar>na gore ise; 15 FIuA, 1 FluB, 3
Rinovirus, 8 PIV tip 3 ve 4 RSV tespit edilmistir. FAT ile 4-12 saatte, PCR ile 24
saatte sonu¢ alinabildigi saptanmistir. PCR ile alinan sonuglara bakildiginda ¢ok
say>da virusun rutin taramas> i¢in uygun bir yontem oldugu kanisina vartmustir (143).
Yaprlan ¢alismada PCR ile bulunan pozitif sonu¢ orani bu c¢alismaya gore daha
yuksek, FAT ile pozitif bulunan sonug oran» ise daha diistiktr.

Erdman ve ark.lar> Nashville’deki 3 hastaneden, Rochester(New York)’taki 2
hastaneden ve Montevideo(Uruguay)’daki 1 hastaneden 5 yasin altindaki 462 ¢ocuk
hastadan topladiklar1 470 6rnekle (405 nazal swab/bogaz siirlintiisii, 65 nazofarengial
aspirat) yaptiklar1 calismada GeneScan RT-PCR (Promega Corp. Madison, Wis.) ile
yaygin 6 solunumsal virusun taramasini yapmiglardir. Calisma akut solunum hastaligi
semptomlar1 olan ¢ocuk hastalar iizerinde yapilmistir. Calismada kiiltiir ve FAT ile
karsgilastirma da yapilmistir. Sonuglara gore 470 ornekten 93 (% 19.8) ornekte 6
solunumsal virustan bir tanesi pozitif bulunmustur. Kiiltlir pozitif bulunan 6rnek
sayist 65 olarak belirlenmis; bunlardan 44 tanesi RSV, 2 tanesi PIV tip 2, 8 tanesi
PIV tip 3, 4 tanesi FIuA ve 10 tanesi FluB olarak tespit edilmistir. FAT ile taranan 65
ornekten 25’inde (% 38.5) RSV pozitif bulunmustur. FAT ve kiltir ile pozitif sonug
elde edilen 93 6rnekten 86’s1 (% 92) PCR ile pozitif olarak saptanmigtir. PCR negatif
olan 3 RSV, 3 PIV tip 3 ve 1 FIuA kiiltiir pozitif sonu¢ vermistir. Sonug olarak
GeneScan RT-PCR’in ¢ocuk hastalardaki yaygin solunumsal viruslerle olusan
enfeksiyonlarm tanisinda yiliksek duyarliligi ve 6zgiilliigii nedeniyle kullanilabilecegi
kanmsina varilmistir (144). Bu ¢alismada da FAT ile PCR’dan daha fazla oranda

pozitif sonug tespit edilmistir. Bu agidan bu ¢alismayla uyum gostermektedir.

Kehl ve ark.lar> Wisconsin Cocuk Hastanesi’nden Arabk 1997- Mayss 1998
tarihleri aras>nda toplad>klar> 363 solunumsal 6rnekten (324 nazofarengial striintt, 18

BAL, 12 bogaz siiriintiisii ve 9 endotrakeal aspirat) iizerinde Multiplex RT-PCR
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(Hexaplex, Prodesse Inc., Milwaukee, Wis.) ile PIV tip 1, 2 ve 3, RSV A ve B, FIUA
ve FluB viruslerini taramiglardir. Bunun yaninda RSV i¢in (Directigen; Becton and
Dickinson Inc., Cockeysville, Md.) ve FIuA icin (Abbott Test Pack; Aboott
Laboratories, Abbott Park, Ill.) ETA ve viral kiiltiir ¢aligmiglardir. Bu ¢aligmadaki
karsilastirmada birden fazla virusiin etken oldugu enfeksiyonlarin tespitinde viral
kiiltiir ve PCR karsilastirilmistir. Karsilastirmaya gore viral kiiltiir ile tek virusiin
pozitif saptandig1 veya negatif sonuglar elde edilen 15 6rnekte PCR ile en az iki

virusun pozitif saptandigi goriilmiistiir.

Ikinci karsilagtirma ise PCR, kiiltiir ve Rapid EIA arasinda pozitiflik negatiflik
oranina gore yapilmistir. Bu karsilagtirmada; PCR yontemi ile 6zellikle PIV agisindan
diger yontemlere gore ¢ok fazla oranda pozitiflik saptanmistir ve bu sonuglarin
yalanci pozitiflik oldugu kanisina varilmigtir. Diger virusler agisindan da viral kiltir

ve Rapid EIA’sma gore PCR ile daha fazla pozitif sonug elde edilmistir.

Sonug olarak Hexaplex’in viral kulttr ve Rapid EIA’a nazaran daha 6zgil ve
duyarli oldugu tespit edilmistir. PCR’1in hizli sonu¢ vermesinden ve birden fazla
virusii ayn> numuneden saptayabilmesinden dolay> Hexaplex’in kullan>msnn

respiratuvar viral patojenlerin tanss>nda gerekliligini ortaya koymustur (145).

Van de Pol ve ark.lar> Arabk 2004-May»s 2005 tarihleri aras>snda Wilhelmina
Gocuk Hastanesi’nde alt solunum yolu hastaligi olan 23 yogun bakim hastasindan
aldiklar1 solunumsal 6rneklerle yaptiklar1 ¢alismada RT-PCR (Applied Biosystems,
Fostercity, CA., USA) ile FAT (DaKo, Glostrup, Denmark) ve viral kultir (LLC-
MK2, RD, R-HeLa ve HEP-2C hiicrelerinde) arasinda karsilastirma yapmislardir.
Calismada 23 ornekte PCR ile 22 ornekte FAT ile ve 21 Ornekte kiltdr ile virus

taramasi yapilmistir.

PCR ile 33, FAT ile 11, viral kiiltiir ile 6 pozitif sonug elde edilmistir. Sadece
PIV tip 1/3’te viral kiltur ve FAT ile negatif sonug abnan bir drnekte PCR ile pozitif
sonug elde edilmistir. PCR ile AdV, Rinovirus, Flu A ve Flu B ve RSV A/B’de viral
kiltir ve FAT’a nazaran daha fazla sayida pozitif sonug tespit edilmistir. hMPV ve
Koronavirus OC43, 229E, NL63 viral kiltir ve FAT ile taranmamis, sadece PCR ile
taranmugtir. PCR ile 1 hMPV ve 3 Koronavirus pozitif saptanmistir. Bulunan sonuglar
hMPYV harig diger biitiin viriislerde bu ¢calismada bulunan pozitif sonuglara gére daha

yiiksek olarak tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alismada koronaviriis ¢aligilmamaistir.
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Sonug¢ olarak RT-PCR’in alt solunum yolu hastaligi olan yogun bakim
hastalarinda respiratuvar viruslerin tanisinda olduk¢a duyarli oldugu belirtilmistir.
Ayrica ¢aligmada viral kiiltir ve FAT ile multiple viral bir enfeksiyon tespit
edilemezken, PCR ile tespit edilen pozitif sonuglar>n % 35’i mix viral enfeksiyonu
isaret etmektedir. RT-PCR’n respiratuvar viral patojenlerin hszl> tan> vermesi
sonucunda hastaligin tespitine ve tedavisine biiylik oranda rehberlik edecegi kan»s>na

varilmistir (146).

Herrmann ve ark.lar>, FIuA ve FluB’nin Nested RT-PCR, viral kiltir, FAT ve
Optical Immunoassay yontemleri ile tanisini karsilastiran bir ¢alisma yapmislardir.
Calismada numune olarak 268 nazofarengial aspirat ile 79 nazofarengial siiriintii
ornegi kullanilmistir. Hastalarin yas araligit 2 ay-83 yas olarak bildirilmistir.
Calismada hazirlanan karsilastirmali tabloda, toplamda 37 6rnekte FluA ve FluB
tespit edilmistir. Bunlardan 30 tanesi FluA ve 7 tanesi FluB’dir. FAT ve kiltirtn
negatif PCR’>n pozitif tespit ettigi 13 tane FluA ve 3 tane FluB saptanmistir. Bu
calismaya nazaran pozitiflik orant bu ¢alismada daha diisiiktiir. Bunun sebebinin
ornek alinan hastalarin yas araliginin olduk¢a genis olmasi, yetiskin ve yash

hastalardan da 6rnek alinmasi oldugu diistiniilmektedir.

Sonug olarak FIuA ve FluB’nin tanxs>nda RT-PCR™n duyarl> ve 6zgul bir
yontem oldugu kanisina varilmistir (147).

Hollanda’da 2001 yilinda yapilan bir ¢aligmada 321 alt solunum yolu
enfeksiyonlu gocuktan abnan 248 nazofarengial aspiratlardan RT-PCR kullanslarak
RSV, Influenzavirus A-B, Parainfluenza 1-4, Adenovirus, Rinovirus, Koronavirus
saptanamayan Orneklerin 49’unda (% 20) metapnomovirus tespit edilmistir (Tablo

4.1) (106).
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Tablo 4.1: hMPV’nin farkli ¢aligmalardaki pozitiflik oranlar1 (106).

. . Cahsilan . . Kullanslan
Tarih  |Ulke Brnek Hastabk [Ornek Tipi MPV \éntem
2000 | Awustralya 200 I NFA 3 (%1.5) RT-PCR
2001 Hollanda 248 ASYE NFA 49 (%20) RT-PCR
1999/02 | Danimarka 374 1 NFA 11 (9%2.9) RT-PCR
2002/03 Norveg 236 1 1 50 (%21) IFAT
2003 Japonya 377 I NFA 77 (%20) RT-PCR
2004 Ispanya 200 i NFW 18 (%9) RT-PCR
2004 Almanya 3.369 1 1 606(%18) RT-PCR
2004 USA 668 1 1 54 (%8.1) IFAT
2005 Italya 1.505 1 NF swab 42 (%2.8) RT-PCR
NFA: Nazofarengial aspirat NFW: nazofarengeal y>kama

Bonroy ve ark.larmn Kassm 2003-Mayss 2004 ve Kas>m 2004-May»>s 2005
tarihleri aras>nda Onze Lieve Vrouw Hastanesi’nden akut solunum yolu enfeksiyonu
semptomlar1 gosteren 5 yasin altindaki ¢ocuklardan topladiklar1 778 nazofarengial
aspirat Ornegi ile yaptiklar1 ¢alismada RT-PCR ile hMPV ve hRSV taramas>
yapmiglardir. Calismada 778 6rnekten 306’s1 (% 39,2) hRSV pozitif ve 54’1 (% 6,9)
hMPYV pozitif bulunmustur. Bizim ¢alismamizda bu ¢alismaya gére hRSV agisindan
daha diisiik, hMPV agisindan daha yiiksek oranda pozitiflik bulunmustur.

Calismanin sonucuna gore PCR’in hizli ve 6zgiil bir tani testi olduguna ve
birden fazla virusiin ayn1 6rnekten saptanmasinin birden fazla virusiin sebep oldugu
enfeksiyonlar>n tan>s>nda buytik kolaylbk sagladig: bildirilmistir (148).

Syrmis ve ark, Arabk 2000- Eylil 2001 tarihleri aras>nda, Royal Cocuk
Hastanesi’nde akut solunumsal hastabbk semptomlar> gésteren 10 ay- 15 yas aras1 598
cocuk hastadan topladsklar> nazofarengial aspirat orneklerinde Multiplex Reverse-
Trancriptase PCR Enzym Linked Amplicon Hybridization Assay (m-RT-PCR-
ELAHA), direk floresan antikor (DFA) ve Culture Augmented- Direct Floresecent
Antibody (CA-DFA) yontemleri ile AdV, FIuA, FluB, PIV 1,2 ve 3 ve RSV

viruslerini taramiglardir ( 149).
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Calisma sonunda siras1 ile DFA, DFA/CA-DFA ve m-RT-PCR-ELAHA
yontemleri ile elde edilen pozitif sonuglar; AdV ag¢>s>ndan 11-14-17, FIuA ag>s>ndan
5-9-14, FluB ag>s>ndan 2-2-2, PIV1 ag>sondan 1-5-6, PIV2 ag>sondan 5-6-7, PIV3
ag>sondan 29-29-33, RSV ag»sondan 108-114-123 ve elde edilen toplam pozitif
sonuclar  agsondan  161-179-202  olarak  bildirilmistir.  Bu  ¢aligmayla
karsilagtirildiginda PCR ile pozitif bulunan sonuglarin FAT ile pozitif bulunan
sonuclara oran» ag>s>ndan uyum gostermemektedir.

Sonu¢ olarak m-RT-PCR-ELAHA ybonteminin DFA ve CA-DFA
yontemlerine gore daha 6zgiil ve duyarli oldugu, ayni zamanda daha ucuz maliyeti
olan bir yontem oldugu bildirilmistir. m-RT-PCR-ELAHA ydnteminin yaygon yedi
solunumsal virusiin tanisinda etkin bir yontem oldugu kanisma varilmist>r (149).

Yslmaz ve ark.lar> akut alt solunum yolu enfeksiyonu gegiren kiglk
cocuklarda viral etkenleri saptamak amaci ile bir ¢calisma yapmislardir. Klinik olarak
akut alt solunum yolu enfeksiyonu tanist konulan iki yagindan ufak ¢ocuklarda ilk
calisma doneminde (Nisan 1994-1995) Respiratory Syncytial Virus (RSV), influenza
A ve B, adenovirus ve parainfluenza virus antijenleri Immiinofloresans (IF) yontemi
ile nazofaringiyal aspiratta arastirilmustir. Ikinci calisma doneminde (Kasim 1995-
Nisan 1996) tarihleri aras>nda sadece RSV antijeni arastirilmis ve IF ile RSV altgrup
saptamas1 yapilmistir. Ilk donemde incelenen 188 hastanin 69 (%36.7)'unda viral
antijen saptanmistir. Toplam 188 hastanin 166 (% 88.9)'sinin 11. ay ile 4. ay
arasindaki kis doneminde geldigi ve 166 oOrnekten 68 (%41)'inde viral antijen
bulundugu goriilmiistiir. Orneklerden 65 (%39.2)'inde RSV, altisinda (%3.6)
adenovirus, ikisinde (% 1.2) parainfluenza ve dordiinde (%2.4) influenza virusu
saptanmustir. Sekiz ornekte mikst enfeksiyon belirlenmistir (%4.8). ikinci donemde
113 hasta incelenmis ve 39 (%35)'unda RSV saptanmustir. Yirmisekiz hastada RSV
altgrup saptamasi yapilmis; 18'inde RSV altgrup A (% 64)nin etken oldugu
saptanmugtir. Sonug olarak, akut alt solunum yolu enfeksiyonlu iki yasindan kiigiik
cocuklarda RSV'nin en sik karsilasilan viral etken oldugu goriilmistiir (150). Yapslan
calismada IF ile pozitif bulunan sonuglar bu ¢aligmanin sonuglari ile pozitif saptanan
viruslar agisindan uyum gostermemektedir. Caligmada biitiin deneklerin 2 yasin
alt>nda olmas>n>n ve ikinci ¢alismada sadece RSV galisilmasinin bu virusun yiiksek
oranda pozitif olarak saptanmasinda etken oldugu diisiiniilmektedir.

Yark>n ve ark.ler> alt solunum yolu enfeksiyonlar> olan ¢ocuklarda solunum

yollarinda enfeksiyon olusturabilen viruslara karsi antikor cevab>n>n prevalans> ile
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seropozitivite ve risk faktorleri arasindaki iligkiyi degerlendirmek amaciyla yapt>klar>
calisgmada 5 yasin altinda toplam 81 c¢ocuktan Ornek almiglardir. Cocuklarn %
30.8'inde bir akut viral enfeksiyona isaret sayilabilecek spesifik IgM cevab> tespit
edilmistir. Solunum sinsityal virus'a (RSV) kars1 gelisen [gM antikorlar1 alt solunum
yolu enfeksiyonlarinin (ASYE) klinigi ile birlikte en sik rastlanan (% 24.7) antikor
cevabs oldugu tespit edilmistir. Bunu sirasiyla influenza B (% 9.9), Parainfluenza
virus (PIV tip I-I11) (% 8.6), influenza A (% 2.4) ve Adenovirus (% 2.4) anti-lgM
antikor beraberliginin izledigi belirtilmistir. Calisma grubunda antiviral antikor
tastyiciligmin - malnutrisyonlu ¢ocuklarm % 50'sinde, anne siitiiyle yetersiz
beslenenlerin % 40'>nda, kalabal>k aileden gelen ¢ocuklarsn % 53.8'inde gorilmesi bu
faktorlerin ASYE'nda viral etyolojide ve morbiditede de 6nemli oldugunu kanisina
varilmigtir (151). Caligmada Ornek alinan hastalarin yas grubu, bu calisma ile
benzerlik gostermekle beraber; pozitif saptanan virus oranlar> ag>s>ndan uyum
gOstermemektedir.

Yamazhan ve ark.lar> solunum sistemi hastabklarn>n 6nemli etkenlerinden
olan solunum sinsityal viriisti, adenoviriis ve parainfluenza virtslerinin izmir ilinde
ve ¢evresinde dagilimi ve sikligr aragtirmiglardsr. Bu amagla 1995-96 kis mevsiminde
influenza benzeri hastalik tablosu gosteren, 131'i ¢cocuk ve 56's1 erigkin olmak tizere
toplam 187 hastanin nazofaringeal siirlintii 6rnekleri almmistir. Alinan o6rnekler,
solunum sinsityal virisi (RSV) ve adenovirls izolasyonu igin Hep-2 hiicrelerine,
parainfluenza virtisii izolasyonu icin ise Madine-Darby Bovine Kidney (MDBK)
hiicreleri tlizerine inokiile edilmistir. Tiipler 15 giin boyunca giinasiri, sitopatik etki
yoniinden arastirilmig, ayrica parainfluenza virlislerinin tanisi i¢in yine gilinasiri
olmak iizere hemagliitinasyon testi yapilmistir. Sitopatik etki gozlenen ve/veya
hemagliitinasyon olumlu olan ornekler, floresein ile isaretli monoklonal antikorlar
kullanilarak boyanmig ve floresein mikroskopta incelenmistir. Yapilan caligma
sonucunda, 6 cocuk hastadan RSV, besi eriskin olmak tizere 7 hastadan adenoviriis, 2
cocuk hastadan ise parainfluenza viriisii tip 1 ve tip 2 izole edilmistir. Sonug olarak
toplam 187 6rnegin 15'inde (%8) viral bir solunum yolu patojeni saptanmistir (152).
Calismada pozitif bulunan viriisler, bu calisma ile uyum gostermemektedir. Bu
calismada daha yliksek oranlarda pozitiflik elde edilmistir. Bu ¢aligmada FluA, FluB,

hMPV’un da aragtirilmasinin pozitiflik oranimi etkiledigi diisiiniilmiistiir.



69

5. SONUC VE ONERILER
5.1. Sonug

1. Bu ¢alismada solunumsal viral patojenlerin tanisinda FAT ve Multiplex
RT-PCR yontemleri kullanilmig, FAT ile PCR yontemine gore daha fazla oranda

pozitif sonug saptanmaistir.

2. Bu sonuclar literatiirde bildirilen sonuglarla uyumsuz gibi durmakla beraber
bu c¢alismada FAT ile kandan IgM ¢alisilmistir. Diger arastirmalarda ise IFAT ile
viral antijen incelenmesi yapilmistir. Bu acidan c¢alisma yaygin yapilan
arastirmalardan farkli kurgulanmis ve sonuglar1 da orjinal bulunmustur. Akut
enfeksiyonun Klinik tanss>n>n desteklenmesinde laboratuar tan> iki farkl> yontemle

calisilmistir.

3. Ayrca FAT’da FIUA-HIN1 ve FIuA-H3N2’nin ayr> ayr> taranmas»on,

influenza tanisini desteklemede sans1 artirmis olabilecegi kanisina varilmistir.

4. PCR ile bulunan pozitiflik oransn>n FAT ile bulunan pozitiflik oran>na gore
diisiik olmasi, orneklerin viral etkenlerin kaybolmaya basladig1 konvelasan donemde
alinmis olabilecegini akla getirmektedir. PCR pozitif sonuglar 6rnekten direk tan> ile
virusu arastirdig1 i¢in hastaligin inkubasyon ve akut evresinde; FAT pozitif sonuclar
ise kandan IgM arastirdig1 i¢in hastaligin akut safha ve bu safhadan konvelesan

doneme gecis arasinda 6rnek alindigmi gostermektedir.
5.2. Oneriler

1. Multiplex PCR ve FAT metotlar>n>n her ikisinin de ¢cocuklarda respiratuvar
viral patojenlerden kaynaklanan solunum yolu enfeksiyonlarsn>n tans>snda oldukga
hizli ve giivenilir yontemler oldugu anlagilmaktadir. Multiplex PCR ve FAT gibi h>zl>
tan> yontemlerinin hiicre kilturu gibi standart laboratuvar metotlarsna gore daha kssa
stirede ve daha spesifik sonug vermesi, PCR ve FAT yontemlerinin rutin uygulamada

kullanilmasinin gerekliligini diistindiirmektedir.

2. Antiviral tedavi, hasta gozlemi ve takibinde saglayacagi kolaybklar ve
hastane masraflariin azaltilmasi agisindan hizli tan1 yontemlerinden yararlanilmig

olacakt>r.
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yok
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* Ates
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On Tan>
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: Lokosit
: AC filmi

Ornekler :( ) Nazofarengeal aspirat, Trakeal aspirat, BAL
() Kan
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Viruslar :

IFAT :

Multiplex PCR : inf Parainf RSV  Adeno HMPV
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