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OZET

Cocuklarda Viral Solunum Yolu Enfeksiyonlarinin Multipleks Real-Time
Polymerase Chain Reaction (PCR) ve Direkt Immunfloresan Test ile Arastirilmasi

Viral solunum yolu enfeksiyonlar, biitiin diinyada ¢ocuklarda morbidite ve
mortalitenin onemli bir sebebidir. Bu c¢alismamin amaci alt solunum yolu
enfeksiyonu sebebiyle hastaneye yatirllan c¢ocuklarda viral enfeksiyonlarin
sikhiginin multipleks real-time PCR ve direkt immunfloresan assay (DFA) ile
arastirllmasidir. Eyliil 2012 ve Mart 2013 tarihleri arasinda 17 yas ve altindaki 158
cocuktan flocked ekiivyon (Copan Diagnostics, Italy) ile nazofaringeal siiriintii
ornekleri toplanmistir. Ornekler 13 solunum yolu virusunun tespiti icin multipleks
real-time PCR (ARVI Screen Real-TM, Sacace, Italy) ve respiratory syncytial
virus (RSV), human metapneumovirus (hMPV), adenovirus ve parainfluenza virus
(PIV) antijeni tespiti icin DFA testi (Argene SA, France) ile analiz edilmistir.
Multipleks real-time PCR test ile 158 hastadan 114’iiniin (%72.2) en az bir virus
icin pozitif oldugu bulunmustur. Koenfeksiyon biitiin hastalarin 49°unda (%31)
gozlenmistir. Rhinovirus en yaygin virus olup 44 (%27.8) hastada tespit edilmistir,
bunu RSV (%17.7), adenovirus (%17.7), hMPV (%10.1), PIV 4 (%9.4), PIV 1
(%7.5), human bocavirus (%6.3), human coronavirus (HCoV) OC43/HKU1
(%4.4), PIV 2 (%3.1), PIV 3 (%3.1) ve HCoV 229E/NL63 (%1.8) izlemistir. Real
time PCR testine gore DFA testinin sensitivitesi RSV, hMPV, adenovirus ve PIV
icin sirasiyla %85.7, %75, %46.4 ve %70.4 ve spesifitesi %96.2, %96.5, %89.4 ve
%94.7 bulunmustur. Sonu¢ olarak calisma grubumuzda viral solunum yolu
enfeksiyonlar1 %72.2 gibi yiiksek bir oranda tespit edilmistir. Gereksiz antibiyotik
tedavisinin azaltilmas1 ve nozokomiyal virus yayillimimin o6nlenmesi icin viral
solunum yolu enfeksiyonlarinin erken tanisinda multipleks real-time PCR testinin
yapilmasi onerilir ve daha hizh test olan DFA testi de 6zellikle RSV ve hMPYV icin
kullanilabilir.

Anahtar Sozciikler: Alt solunum yolu enfeksiyonu, solunum viruslar,
multipleks real-time PCR test, direkt immunfloresan test, ¢ocuklar
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ABSTRACT

The Investigation of Viral Respiratory Tract Infections in Children by Multiplex
Real-Time Polymerase Chain Reaction (PCR) and Direct Immunofluorescence
Test

Viral respiratory tract infections are the major cause of morbidity and
mortality in children worldwide. The aim of this study was to determine the
frequency of viral infections in hospitalized children with lower respiratory tract
infections by multiplex real-time PCR test and direct immunofluorescence assay
(DFA). Nasopharyngeal swab specimens were collected from 158 children 17 years
old and under by using flocked swabs (Copan Diagnostics, Italy) between
September 2012 and March 2013. Samples were analysed for 13 respiratory
viruses by multiplex real-time PCR test (ARVI Screen Real-TM, Sacace, Italy) and
for respiratory syncytial virus (RSV), human metapneumovirus (hMPYV),
adenovirus and parainfluenza virus (PIV) antigen by DFA test (Argene SA,
France). Of 158 patients, 114 (72.2%) were found to be positive for at least one
virus by multiplex real-time PCR test. Coinfection was observed in 49 (31%) of all
patients. Rhinovirus was the most common virus and detected in 44 (27.8%)
patiens, followed by RSV (17.7%), adenovirus (17.7%), hMPV (10.1%), PIV 4
(9.4%), PIV 1 (7.5%), human bocavirus (6.3%), human coronavirus (HCoV)
OC43/HKU1 (4.4%), PIV 2 (3.1%), PIV 3 (3.1%) and HCoV 229E/NL63 (1.8%).
Compared to real-time PCR test, the sensitivity of DFA test for RSV, hMPV,
adenovirus and PIV were 85.7%, 75%, 46.4% and 70.4% and the specificity
96.2%, 96.5%, 89.4% and 94.7%, respectively. In conclusion, viral respiratory
infections were identified with a high rate of 72.2% in our study group. To reduce
unnecessary antibiotic use and to prevent nosocomial virus transmission, multiplex
real-time PCR test should be performed in the early diagnosis of viral respiratory
tract infections and DFA test could be also used as a rapid assay especially for RSV
and hMPV.

Key Words: Lower respiratory tract infection, respiratory viruses, multiplex
real-time PCR test, direct immunofluorescence test, children
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1. GIRIS VE AMAC

Akut solunum yolu enfeksiyonlar: biitiin diinyada ¢ocuklarda goriilen en yaygin
enfeksiyonlardir ve mortalitenin major sebebidir. Klinik belirtiler soguk algmmhgr gibi
iist solunum yolu enfeksiyonundan (USYE), pndmoni, bronsit ve bronsiolit gibi alt
solunum yolu enfeksiyonuna (ASYE) kadar degisir. ASYE baslica pnémoni olmak
iizere yenidogan ve kiiciik ¢ocuklarda hastaneye yatisin en 6nemli sebebidir ve 5 yas
altindaki ¢ocuklarda tiim 6liimlerin yaklasik %20’sinden sorumludur. Kiigiik ¢cocuklar
her yil 3-8 kez USYE gecirir. USYE’lar1 astim alevlenmesi, bronsit, bronsiolit ve
pnomoni gibi ASYE’larma yol agabilir. ASYE daha az siklikla goriilmesine ragmen
daha yiiksek mortalite ile iliskilidir'~.

Viruslar biitiin diinyada akut solunum yolu enfeksiyonlarinin morbidite ve
mortalitesine katilan major etkenlerdir. Akut solunum yolu enfeksiyonlarmin yaklasik
%80’1 virus kaynaklidir. En yaygin tanman solunum yolu viruslari respiratory syncytial
virus (RSV), human metapneumovirus (hMPV), adenovirus (ADV), parainfluenza virus
(PIV) tip, PIV 2, PIV 3, influenza virus tip A ve B viruslari, rhinovirus (RV) ve human
coronavirustur (HCoV). HCoV NL63 ve HCoV HKUI, human bocavirus (HBoV),
parvovirus tip 4, tip 5 ve mimivirus gibi yeni kesfedilen bazi viruslarin klinik 6nemi
heniiz tam bilinmemektedir’.

Cocuklarda viral ve bakteriyel solunum yolu enfeksiyonlar1 benzer klinik
tabloya sebep oldugundan sadece klinik belirti ve bulgulara dayanarak spesifik etkenin
tanis1 yapilamaz. ASYE’larinin ¢ogundan viruslar sorumlu olsa da, genellikle
antibiyotik tedavisi verilmektedir. Oysa bu enfeksiyonlarda siklikla kullanilan
antibiyotiklerin ¢cogu gereksizdir. Bu sebeple solunum yolu viruslarmin hizli ve dogru
laboratuvar tanisi, antiviral tedavinin erken baglatilmas1 ve gereksiz antibiyotik
kullaniminin azaltilmasi i¢in esastir. Viral respiratuvar enfeksiyonlarin erken tanisi, ayni
zamanda klinik seyrin tahmini, nozokomiyal enfeksiyon yayilimmnin Onlenmesi,
hastanede kalig siiresini kisaltma ve diger laboratuvar arastirmalarinin azaltilarak
maliyetin diisiiriilmesinde de 6nemli rol oynar>®.

Respiratuvar viruslarin tanisi hasta yonetiminin ayrilmaz bir pargasidir. Solunum

yolu viruslarmin tanisi i¢in konvansiyonel hiicre kiiltiirii veya hizli hiicre kiiltiiriinde



(shell vial kiiltiirii) virus izolasyonu, antikor tespiti i¢cin serolojik testler, antijen testleri
(enzim immunoassay, immunfloresan test) ve niikleik asit tani testleri kullanilir. Viral
solunum yolu enfeksiyonlarm ¢ogunun tanisinda hiicre kiiltiirlinde virus izolasyonu
miilkemmel spesifitesine bagli olarak altin standart olarak kalmaktadir. Yaygm
respiratuvar viruslarinin tespiti i¢in primer, diploid ve devamli hiicre kiiltiirleri kombine
kullanilir. Ancak, viral kiiltiir zaman alicidir. Ayrica HBoV’lar ve HCoV’lar gibi bazi
viruslarin kiiltiirii yapilamaz veya rutin kiiltiir islemleri heniiz mevcut degildir. Onemli
respiratuvar viruslarin tespiti i¢in direkt immunfloresan assay (DFA) ve enzim
immunoassay (EIA) gibi hizli viral antijen testlerinin kullanimi ile zamaninda sonug
verilebilir’. Ancak, sensitivite ve spesifitesi genellikle disiiktir. Oldukca vyiksek
spesifite ve diislik sensitiviteli hizli antijen testlerinin kullanimlar1 solunum yolu virus
enfeksiyonlar1 yliksek prevalansta oldugunda giivenilirdir. Serolojik testler ise oncelikle
epidemiyolojik c¢aligmalar i¢in kullanilir ve viral solunum yolu enfeksiyonlarinin
tanisinda uygulanmalari smirhdir®. Molekiiler tam testlerinde teknolojik ilerlemeler
diagnostik  viroloji alaninda bir devrim baglatmistir. Viral solunum yolu
enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain
reaction; PCR) ve real-time PCR gibi molekiiler yontemler, yliksek sensitivite ve
spesifite gostermesi, sonuclarm kisa siirede alinmasi, kiiltiiri zor veya iiremesi yavas
olan viruslar1 belirleyebilmesi sebebiyle hiicre kiiltiirii gibi konvansiyonel metodlara
gore c¢ok daha yaygm kullanilmaktadir. Glinlimiizde artan sayida solunum yolu
viruslarinin tanist i¢in tek bir testte birden fazla virusun ayni anda tespit edilebildigi
bircok multipleks PCR testi gelistirilmistir'°.

Bu calismamizin amact ASYE olup hastaneye yatirilan c¢ocuklarda etken

viruslarin multipleks real-time PCR ve direkt immunfloresan test ile arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Respiratory syncytial virus

2.1.1. Virusun yapisi

RSV, ilk olarak bir insandan degil USYE belirtileri olan bir laboratuvar
sempanzesinden 1956 yilinda izole edilmistir. Daha sonra solunum yolu enfeksiyonu
belirtileri gosteren bebeklerde tespit edilen RSV, o zamandan beri tiim diinyada 5
yasindan kiiciik cocuklarda akut ASYE’nun baslica sebebi olarak kabul edilmistir'"*'2.

RSV, Paramyxoviridae familyasi, Pneumovirinae subfamilyasi, Pneumovirus
genusuna ait, zarfli, genomu segmentsiz, tek sarmalli, negatif polariteli riboniikleik asit
(RNA) virusudur. RSV genomu sadece enfekte olmus hiicrelerde bulunan yapisal
olmayan iki protein ve virionlarda bulunan sekiz protein olmak iizere 10 protein kodlar.
RSV’un antijenik analizi ile monoklonal antikorlarin paneline karsi reaktivitesine dayali
olarak RSV-A ve RSV-B subgruplar1 tanimlanmistir. B susu B1 ve B2 olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir’’.

Adindan da anlasilacagi gibi, RSV enfeksiyonunda hedef hiicreler solunum yolu
epitel hiicreleridir. RSV, human larynks epidermoid carsinom cell line (Hep-2), human
servikal karsinom hiicre dizisi (HeLa), Vero, fibroblastlar dahil olmak iizere birgok
hiicre dizisinde 1yi lirer ve ayrica primer insan burun ve brons epitel hiicrelerinde

cogalir.

2.1.2. Epidemiyoloji ve patogenez

Insanlar RSV’un dogal konaklar1 olarak kabul edilmektedir. Enfekte kisilerin
sekresyonlar1 ile direk temas sonucu enfeksiyon gelisir, kontamine ellerin géz ve burun
mukozasina temasi ve aerosoller ile de bulas olabilir. Inkiibasyon siiresi normal olarak
yaklagik bir haftadir (ortalama 4.4 giin). Enfekte olduktan sonra virus nazofarinkste
lokal olarak replike olur ve enfekte cocukta {i¢c haftaya kadar devam edebilir. Virus {ist
solunum yolundan solunum yolunun alt bdliimlerine solunum epiteli yoluyla veya
enfekte sekresyonlarin aspirasyonu yoluyla yayilabilir. Virus atilimi enfekte ¢ocukta

birkag giin siirebilir.



RSV enfeksiyonlarma genellikle tropikal iklimlerdeki iilkelerde yagish
mevsimlerde rastlanir. RSV, 1liman iklimleri olan iilkelerde ge¢ sonbaharda baslayip kis
aylarinda pik yaptiktan sonra erken ilkbahara kadar devam eden soguk aylar boyunca
yillik salginlara sebep olur. RSV A ve RSV B alt gruplar1 genellikle alt grup A’nin
tistiinligii ile ayn1 cografi bolgede birlikte sirkiile otur'*'>'°.

Hastane ortaminda yayilimi genellikle 3-8 giin olan ve bazen 3-4 hafta kadar uzun
siirebilen RSV, major problem olarak hastane enfeksiyonlarinin patlak vermesine sebep
olabilir. RSV, hem immun sistemi baskilanmis ve bagisik yetiskinlerde ASYE’larindan
hem de yiiksek riskli birimlerdeki yetiskinler ve cocuklar arasindaki nozokomiyal
salgmnlardan sorumludur'’,

Cocuklar arasinda bronsiolitin en sik sebebi olan RSV, ayni zamanda farenjit,
otitis media, astim, trakeobronsit ve pndmoni de dahil olmak iizere USYE ve ASYE ile
iligkilidir. RSV enfeksiyonunda akut otitis media ¢ocuklar arasinda sik goriilen bir
komplikasyondur. Yasamin ilk yilinda hastaneye yatis gerektiren agir bronsiolitlerin,
cocukluk donemi boyunca ve erken yetiskinlikte tekrarlayan hiriltr ve astim gelisimi
icin 6nemli bir risk faktorii oldugu goriilmektedir' > ¢!,

Siklikla 10-14 giin siiren hastalik cogunlukla rinitle baslar ve oksiirtik, hirilt1 ve
solunum sikintisi ile seyreden pndmoniye veya bronsiolite dogru ilerler, fakat diger
respiratuvar viruslarda oldugu gibi 6nceden virusa maruz kalmig veya immun sistemi
baskilanmis olan ¢ocuklarda farkli klinik tablolar ortaya cikabilir. Oksiiriik, ates, burun
akintisi, hiriltili solunum ve solunum sikintist RSV enfeksiyonu olan ¢ocuklarda en sik
saptanan klinik bulgulardir.

Artan hastalik siddeti ve hastaneye yatislar i¢in risk faktorleri prematiirite,
prematiirlerin kronik akciger hastaligi, konjenital kalp hastaligi, immun yetmezlik,
Down sendromu, gen¢ yas, RSV sezonu baslangicina yakin dogum, diisik dogum
agirlhigi, anne siitii eksikligi ve yliksek RSV viral yiikdiir.

Tim diinyada cesitli ¢alismalarda kis sezonunda bronsiolit ve pnoémoni olmak
iizere ciddi ASYE sebebi ile hastanede yatarak tedavi goren 3 yasm altindaki
cocuklarda en sik goriilen etken olarak RSV tespit edilmistir. Bebeklerin %50-%70’1
yasamlarinin ilk yilinda enfekte olur ve en fazla ii¢ yasina kadar tiim ¢ocuklar RSV ile
enfekte olmaktadir. Primer enfeksiyonlarm ¢ogunlugu genellikle hafiftir, ancak RSV

bronsiolit ve pndmoni gibi hastaneye yatis gerektirecek kadar ciddi ASYE’larmna sebep



olabilir. RSV yenidoganlarda solunum yolu hastaliklarma sebep olan en 6nemli
etyolojik ajandir. RSV, ¢ogu 6 aydan kiiciik yaslarda olan ¢ocuklarda akut solunum
yolu enfeksiyonu sebebi ile tiim hastaneye yatislarin %?20'sine varan kadarmdan
sorumludur. Yasamm ilk birkac¢ ay1 i¢inde RSV ile enfekte olup pnomoni ve bronsiolit
sebebiyle hastaneye yatirilan bebeklerin sayisinda her yil artis olur. Baz1 yillarda, RSV
vakalarmin sayist diger biitiin respiratuvar virus enfeksiyonlarmin toplamina
yaklasabilir'>'®%.

RSV, 12 aydan biiyliikk c¢ocuklarda primer enfeksiyon sebebiyle hastaneye
yatiglarda (%0-%1.6) ve ASYE’unun olgularinda (%5.9-%21.6) bu yastan Onceki
donemlere gore daha az oranda goriilmektedir.

RSV enfeksiyonunda tam koruyucu bagisiklik olusmaz. Yasamin ilk yilinda
enfekte olan ¢ocuklarmn %75’inden fazlasiin bir sonraki yil yeniden enfekte olmasi ile
RSV re-enfeksiyonu yasammn ilk bes yilinda sik goriiliir. Onceki enfeksiyonlarin ve
notralize antikor titresinin artmasi ile re-enfeksiyon riski ve hastaligin siddeti azalmistir.

RSV enfeksiyonu sebebiyle 6liim oran1 %0 ve %4.3 arasinda olup bu dliimlerin
cogunun altta yatan kronik hastalig1 olan ¢ocuklarda meydana geldigi, hospitalize olan
yenidoganlarda ise bu oranmnin %0.5-%]1 oldugu bildirilmistir. RSV, 3.4 milyon
hastaneye yatis ve 5 yasindan kiicik cocuklarda yillik 66000-190000 G6liimden
sorumludur. Gelismekte olan iilkelerde meydana gelen bu Sliimlerin %99’u ile akut

ASYE’larmin tahmini olarak 33.8 milyonunun sebebi RSV dur'"'°.

2.1.3. Virolojik tam

RSV, solunum yolu viruslar1 arasinda en hassas virustur, bu yiizden Ornek
alindiktan sonra hiicre kiiltliriine en kisa siirede inokiile edilmelidir. Sinsitiyal hiicre
seklinde sitopatik etki 36°C’de inkiibasyonun 2 ve 7 giin sonrasinda goriiliir. RSV
bircok hiicre hattin1 enfekte edebilir, ancak Hep-2, HelLa ve A549 hiicreleri
(Adenocarsinomic Human Alveolar Basal Ephitelial cell line) RSV izolasyonu icin
yiiksek sensitivitesi sebebiyle yaygmn olarak kullanilir®' .
Tiip kiiltiirii ile kiyaslandiginda yiiksek sensitiviteye sahip olan shell vial kiiltiir

yontemi sonuglarm bildirilmesinde gerekli siireyi kisaltmistir. Shell vial kiiltiir metodu

klinik laboratuvarlarin ¢ogunda uygulanmaktadr ve DFA, Enzyme-Linked



Immunosorbent Assay (ELISA) veya konvensiyonel kiiltiir ile kiyaslandiginda
sensitivitesi %67 ve %92 arasinda de§ismektedir. Ticari mevcut R-Mix hiicreleri
(Diagnostic Hybrids Inc., Athens, OH) sonu¢ verme siiresini azaltmig ve konvensiyonel
kiiltiire gore sensitiviteyi arttirmistir. Direk antijen tespitinde DFA ve shell vial kiiltiir
kombinasyonu da kullanilmaktadir. Konvensiyonel tiip kiiltiiriinlin sensitivitesi hizli
antijen tespit yontemi immunfloresan test (immunfloresan assay; IFA) ile
kiyaslandiginda oranlarin %57 ve %90 arasinda oldugu goriilmektedir™***>2°,

Sensitivitesi ve spesifitesi sirastyla %70-%95 ve %90-%100 olan IFA ve ELISA
gibi ticari hizli antijen saptama testleri giiniimiizde bircok hastane ve saglik
merkezlerinde kullanim i¢in mevcuttur. Miikemmel monoklonal antikorlarm varligi
DFA’nin sensitivitesini %80 ve %97 oranlar1 arasinda arttirmigtir. Hizli ELISA testleri
RSV tespiti i¢in yillardir kullanilmaktadir ve sonuglar1 15-30 dakikada verme avantaji
saglamaktadir’.

Cogunun performanslar1 benzer olan yaklasik bir diizine hizli test RSV tanis1 i¢in
onay almistir, ancak sensitiviteleri DFA ve/veya RT-PCR (Reverse transcription
polymerase chain reaction) ile kiyaslandiginda sadece %=80-%85’dir. Bu testlerin
spesifitesi, prevalansin daha diisiik oldugu yaz aylarinda ¢ok daha diisiik olmaktadir.
Eriskinlerin genellikle cocuklara gore daha diisiik titrelerde virus yaymalar1 sebebiyle
sensitivitenin ¢ocuklara gore eriskinlerde daha diisilk olmasi diger dikkat edilmesi
gereken noktadir.

RSV tespiti i¢cin 20 yildan bu yana gelistirilen konvensiyonel niikleik asit
amplifikasyon yontemleri (PCR) ve real-time platformu tiim diinyada RSV tanisinda
standart haline gelmistir. Amplikon analizi icin, jel elektroforezi, restriction fragment
length polymorphism, hybridizasyon, dizi analizi ve EIA dahil farkli formatlar1 kullanan
cesiti PCR (RT-PCR) testleri bulunmaktadir. RT-PCR yOnteminde flizyon,
niikleokapsid ve large polimeraz subunit genleri hedeflenmektedir. Gelistirilen testlerin
cogu kiiltiirden daha sensitiftir. Yakin zamanda 508 6rnek kullanan bir ¢alismada F
genini hedefleyen ticari niikleik asit sekansina dayali amplifikasyon testi (Nucleic acid
sequence based amplification; NASBA, NucliSens Easy Q RSV A ve B; BioMerieux)
ayrica DFA ve kiltiir yontemleri kullanilmistir. NASBA testinin, kiiltiir ve DFA’dan
daha sensitif oldugu ve %99 sensitivite ve %87 spesifiteye sahip oldugu

gbzlenmistir™~"'2,



RSV ve diger birgok respiratuvar virusu tespit etmek i¢cin bir¢ok multipleks test
gelistirilmistir. RSV’un 254 6rnekte arastirildigi bir calismada Hexaplex yOnteminin
(Prodesse Inc.) sensitivitesi %91 ve spesifitesi %98.6 bulunmustur. Hexaplex testi ile
363 oOrnegin degerlendirildigi ikinci bir ¢alismada sensitivite %98.6 ve spesifite
%97.9°dur. Syrmis ve ark.’’ influenza A virus, influenza B virus, RSV A, RSV B, PIV
I, PIV 3 ve adenovirus dahil yedi respiratuvar virusu igeren bir multipleks test
gelistirmiglerdir. RSV pozitif oldugu bilinen 123 6rnek ve 598 Ornek kullanilarak
degerlendirilen bu test kiiltiir ve IFA yOntemlerine gore daha sensitif bulunmustur.
Yakimn zamanda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi’nden (Food and Drug Administration;
FDA) onay almis olan ProFlu assay (Prodesse Inc.) influenza A virus, influenza B virus,
RSV A ve RSV B tespiti i¢cin kullanilan multipleks real-time yontemidir.

Son yillarda bir¢ok solunum yolu virusunu tespit etmek amaciyla ResPlex II assay
(Qiagen), MultiCode-PLx RVP assay (EraGen Biosciences), Seeplex RV assay
(Seegene Inc., Seoul, South Korea), NGEN RVA ASR kit (Nanogen Inc., San Diego,
CA) ve xTAG RVP (Luminex Molecular Diagnostics, Toronto, Ontario, Canada) gibi
ticari testler gelistirilmistir. RSV A ve B icin sensitivitesi %100 olan xXTAG RVP
yonteminin bu viruslar i¢in spesifitesi sirasiyla %98.4 ve %97.4°diir. MultiCode-Plx
RVP yonteminin RSV tespiti i¢in sensitivite ve spesifite oranlart DFA ve R-Mix kiiltiirti
oranlarma yakimn olup sirastyla %91.7 ve %99.4’diir’ .

Birgok firma (Roche Diagnostics, Basel,Switzerland; Abbott Molecular
Diagnostics, North Chicago, IL; Cepheid, Sunnyvale, CA; ve Prodesse Inc., Waukesha,
WI) RSV tespiti i¢in analit spesifik reagenler (primer ve prob) gelistirmistir, ancak bu
testler yaygin olarak degerlendirilmemistir ve performans Ozellikleri biiylik oranda
bilinmemektedir.

Ozet olarak, RSV tespiti i¢in en sensitif metod niikleik asit testleridir. Bu
yontemleri daha az sensitif olan DFA, shell vial kiiltiir, tip kiiltiirii ve ELISA

izlemektedir.



2.1.4. Tedavi

Aerosol olarak uygulanan ribavirin, RSV ile enfekte ASYE olan bebeklerin
spesifik tedavisi i¢in onaylanmistir, ancak agir hastalig1 olan veya yiiksek riskli ciddi
hastalig1 olan hastalarda tedavi i¢cin dikkat edilmesi gereken kurallar belirtilmektedir.

Yiiksek riskli gruplarda RSV sebebiyle hastaneye yatis, RSV flizyon
glikoproteinine karsi, monoklonal antikor olan palivizumabin kas i¢i uygulanmas ile
Onlenebilir. Bu gruplarda RSV sebebiyle hastaneye yatis oram1 %39-%78
azaltilabilmektedir™*.

Amerikan Pediatri Akademisine gore kronik akciger hastaligi ya da tibbi tedavi
gerektiren 6nemli konjenital kalp hastalig1 olan 2 yasinda kiiciik ¢ocuklar, 32 haftalik
gebelik siiresinden once dogan prematiire bebekler ve ek bir risk faktorii olan ve
gebeligin  32-35 haftast arasinda dogan prematiire bebeklerin RSV sezonunda

palivizumab kullanmas1 uygundur.

2.2. Adenovirus

2.2.1. Virusun yapisi

Ik adenovirus Rowe ve arkadaslar1 tarafindan adenoid ve tonsiller doku
parcalarindan doku kiiltiiri hiicre hatt1 olusturmaya calisirken 1953 yilinda izole
edilmistir.

Adenoviruslar, Mastadenovirus ve Aviadenovirus olmak tizere iki cinsi
bulunduran Adenoviridae ailesine aittir. Aviadenovirus cinsi kus viruslar1 ile smirhdir,
oysa tim insan adenoviruslart Mastadenovirus cinsine aittir. Adenovirus orta
biiytikliikte, zarfsiz, lineer c¢ift zincirli littk bir DNA virusudur. Yapisal olarak
adenoviruslar 70-100 nm ¢apinda, fiber benzeri ¢ikintilar1 olan ikosahedral kapsid ile
cevrili partikiillerdir. Protein kapsid 240’1 hekzon ve 12’si penton olmak {izere toplam
252 kapsomerden olusur. Her penton tabaninindan ¢ikan anten gibi yapilar fiber olarak
adlandirilmaktadir. Hekzon, penton ve fiberler viral siniflandrma ve tanmida 6nemli
adenoviral antijenleri olusturmaktadir®.

Insan adenoviruslarin insan, sigan ve maymun eritrositlerini agliitine etme
kapasitesine ve kemirgenlerde onkojenitesine bagl olarak A’dan F’ye kadar tiirlere

(veya alt grup) ayrilan 51 serotipi vardir. Tiim adenoviruslarin genomlarinda ayni



organizasyon vardir, diger bir deyisle spesifik islevleri kodlayan genler kromozom
iizerinde ayni konumda bulunur. Adenoviral serotipler arasinda yaygin islevlere sahip
proteinler i¢in kodlama yapan DNA dizisi farkli olabilir. Bu farklilik adenoviral filogeni
ve genetik cesitlilik analizi i¢in kullanilabilir*>~°.

Zarfsiz viruslar gibi adenovirus da fiziksel ve kimyasal maddelere kars1 oldukca
direnglidir ve yayilmasi i¢in yiiksek bir potansiyel olusturan oda sicakliginda uzun siire
kalabilmektedir (en fazla 3 hafta). Virus diisik pH, mide ve safra salgilarma karsi
stabildir, boylece barsakta replike olabilmektedir®”.

Devamli insan hiicre kiiltiirlerinde sitopatik etki yapan adenovirus, insan hiicresi
olmayan kiiltiirlerde ¢ok diisiik ya da zayif verimde ¢ogalabilmektedir. Adenovirus,
HelLa, KB, HEp-2, A549 ve primer human embriyonik bdbrek hiicreleri (human
embriyonic kidney; HEK) gibi insan hiicre dizilerinde gogalmaktadir. Insan hiicresi

olmayan Graham-293 hiicre kiiltiirii ve Cynomolgus maymunu bobrek hiicrelerinde

zayif lireme gozlenmektedir.

2.2.2. Epidemiyoloji ve patogenez

Adenoviruslar ¢ok stabil oldugundan cevrede kolaylikla yayilir. Adenovirus
enfeksiyonlarina 6zellikle insanlarm yakin etkilesimde bulundugu derslik ve askeri
kislalar gibi yerlerde sik rastlanmaktadir. Adenovirus solunum serotiplerinin bulagmasi
aerosoller yoluyla gergeklesir, ancak virusun genellikle akut enfeksiyondan sonra uzun
sire digki ile atilmasi fekal-oral yolun da bulas i¢in 6nemli bir yol olusturmasini
saglamaktadir. Akut enfeksiyonu takiben adenovirus, konakta gilinlerce veya yillarca
latent enfeksiyon olarak kalabilmektedir. Erigkinlerde gézden birgok hafta, iist solunum
yolundan bir haftaya kadar virus yayilimi gézlenmektedir. Cocuklar respiratuvar yol
enfeksiyonunu takiben enterik adenovirus serotipleri 40 ve 41’1 bogaz veya diski
yoluyla 3-6 hafta yayar®.

Adenovirus enfeksiyonlar1 bahar, erken yaz ve erken kis aylarinda sik sik
bildirilen salgmlar ile yil boyunca gézlenir’’.

Adenovirus enfeksiyonlariin ¢oguna hayatin erken doneminde rastlanir ve 10
yasina kadar ¢ocuklarin ¢ogu en az bir serotip ile enfekte olmaktadir. Cocuklar, immun

sistemi baskilanmis hastalar, bakim evleri ve askeri kigla gibi yerlerde yasayan kisiler



adenovirus enfeksiyonlari i¢cin hasta profilini olusturmaktadir. T hiicre-aracili bagisiklik
akut enfeksiyon sonrasi iyilesme i¢in onemlidir ve etkili hiicresel bagisiklig1 olmayan
hastalar adenovirus enfeksiyonlar1 i¢in yiiksek risk altindadir. Organ nakli yapilan
hastalarda ve Ozellikle hematopoetik kok hiicre nakli yapilan alicilarda ciddi yaygin
adenovirus enfeksiyonu gelisebilir. Adenoviruslar hem organ hem de kemik iligi
transplant hastalarinda Onemli Olgiide artis gostermektedir. Pediatrik transplant
hastalarinda adenovirus enfeksiyonlarina %60 kadar yliksek mortalite oran ile %22’yi1
asan oranda rastlanabilmektedir. Immun sistemi baskilanmis ¢ocuklarmn, immun sistemi
baskilanmis yetiskinlere gore adenovirus enfeksiyonuna daha duyarli oldugu
goriilmektedir. Cocuklar transplantasyon sonrast ilk 30 giin i¢inde adenovirus ile iliskili
hastalik gelistirme egiliminde oldugu halde yetiskinlerin transplantasyon sonrasi 90
giinden fazla siirede enfeksiyon gelistirdigi bildirilmigtir’ ~*>°.

Cesitli serotipleri ve farkli doku tropizmleri sebebiyle adenoviruslarla iliskili
hastaliklar genis bir yelpazede gozlenmektedir. Bir¢ok organda hastaliga sebep
olmasina ragmen adenovirus yaygimn olarak solunum yolu, gdz ve gastrointestinal
sistemi enfekte eder.

Adenovirus 1954 yilinda ilk olarak atipik pndmonili bir askerden izole ediliginde
akut solunum yolu enfeksiyonu ile iligkili bulunmustur. O zamandan beri adenovirus,
USYE ve ASYE’lari, akut otitis media, faringokonjunktival ates, sistit, konjunktivit,
keratokonjunktivit ve akut gastroenterit dahil olmak {izere cesitli enfeksiyonlar ile
iligkilendirilmistir.

Adenovirus enfeksiyonlarinda sik bildirilen semptomlar ates, Oksiiriik, burun
tikaniklig1 ve burun akintisidr. Serotip 1-7,11, 12, 14, 16, 18, 21, 31, 34, 35 ve 50
solunum yolu hastaliklar1 ile iligkilidir. Cogu adenovirus enfeksiyonlar1 bagisik
eriskinlerde nispeten hafif seyreder, ancak serotip 3, 7, 14 ve 21 saghklh yetiskinlerde
siddetli solunum yolu hastaliklarmin sebep oldugu salginlara sebep olmustur.
Adenovirus tip 1, 2, 3, 5 ve 7 lst ve alt solunum yolu hastaliklarinin 6nemli bir
sebebidir. Serotip 1-5, 7, 14, 19 ve 37 solunum yolunu enfekte ederek ates, rinit,
farenjit, Oksiirik ve konjunktivit dahil bir ¢ok hafif belirti ve nadiren daha ciddi
hastaliklar olan larinjit, krup, bronsiolit veya pndmoniye sebep olur. Toplum kdkenli ve

nozokomiyal adenovirus solunum yolu enfeksiyonu salginlar1 ¢ocuk yuvalar1 ve bakim
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evlerinde bildirilmistir. Serotip 3 ve 7 bunlarin ¢ogundan sorumlu bulunmustur ve 6lim
oranmnin %12 ve %29 arasinda oldugu belirlenmistir*®*'-**,

Cocuklarda akut gastroenteritlerin %5-%15’1 adenovirus orjinlidir ve ayni
zamanda bu yas grubunda adenovirus respiratuvar enfeksiyonun prevalansi %2 ve %14
arasindadir. Genelde biitiin solunum yolu enfeksiyonlarin %1-%35’inden adenovirus
sorumlu olmustur. Popiilasyona bagli olarak akut solunum yolu enfeksiyonu olan
hastalarda adenovirus %4.2-%21 oranlarinda tespit edilmistir. Adenovirus, 5 yas
altindaki ¢ocuklarda USYE’larmmn yaklasik %5’inden sorumludur, bu enfeksiyonlar sik
sik hafif ve kendi kendini smirlayan enfeksiyonlardir. ASYE ile bagvuran ¢ocuklarda
ise %12.6 oranina kadar adenovirus belirlenmistir ve ii¢te birinden azinda baska bir
solunum virusu ile birlikte koenfeksiyon seklinde tespit edilmistir. Adenovirus viral
pnomoni sebebi olarak RSV’den sonra ikinci olarak yer almistir. Adenoviruslar
cocukluk doneminde pnomonilerin yaklasik %10’undan sorumlu olabilir ve c¢ogu
hastada bu ASYE’lar1 tedavi edilmektedir. Ancak, baz1 salginlarin belirli bir dlciide
Olim ile sonu¢landig1r gézlenmistir. Tedavi olan bazi kisilerde primer enfeksiyondan
yillar sonra bronsektazi gelisebilmektedir’™*.

Adenovirus enfeksiyonunun sebep oldugu pndémoni, 6lim ile sonuglanan
akcigerlerde genis nekroz, ayrica bronsektazi ve bronsiolitis obliterans gibi ciddi
hastaliklara yol acabilir. Akciger transplantasyonu yapilan c¢ocuklarda akcigerlerde
adenovirus enfeksiyonu gelismesi greft kaybi ile sonuglanabilmektedir. Bronsiolitis

obliterans gelisimi icin risk faktorleri, hastanede uzun siireli kalis, mekanik ventilasyon

ile yogun bakim tinitesine kabul ve sistemik p-agonist ve kortikosteroid kullanimidir**.

2.2.3. Virolojik tam

Adenovirus persistensi ve uzun siireli yayilimi, tani testlerinin klinik materyalde
virusun diisiik diizeylerini tespit edebilmesi anlamina gelmektedir. Adenovirus
enfeksiyonlar1 bir¢ok geleneksel ve molekiiler metodlar ile tespit edilebilmektedir.

Serolojik testler adenovirus-spesifik immunglobulin (Ig) M veya artan IgG antikor
diizeylerini 6l¢mek i¢in yillardir kullanilmaktadir. Ancak giiniimiizde seroloji, yavas ve

DNA tespitine gore daha az spesifik olmas1 sebebiyle tani i¢in artik kullanilmamaktadir.
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Adenovirus elektron mikroskop (EM) ile tespit edilmistir, fakat goriilmesi igin 10°
virion/ml gerektirdiginden bu yontem sensitif degildir. Bu sebeple virus miktarinin
yiiksek oldugu ve EM ile kolayca tespit edildigi diski 6rnegi hari¢ klinik 6rneklerde
adenovirus tespiti i¢in EM kullanilmamaktadir.

Direk antijen tespiti hizli ve oldukg¢a hassas oldugu i¢in solunum yoluyla ilgili
virus tanisinda yaygin kullanilmaktadir. Antijen belirleme testlerinden ELISA ve lateks
agliitinasyon  testi  genellikle diski  Orneklerinde adenovirus tespiti  i¢in
kullanilmaktadir®”*

Hiicre kiiltiirii klinik laboratuvarlarda adenovirus tespiti i¢in altin standarttir.
Adenovirus gesitli heteroploid epitelyal hiicre dizilerinde 1yi tiremektedir. A549, Hep-2
ve HeLa gibi insan kdkenli hiicre kiiltiirleri tiim klinik 6rneklerden adenovirus iiretimi
icin kullanilir. Sitopatik etki olusumu 28 giine kadar siirebilmesine ragmen genellikle 2
ile 7 giinde goriiniir hale gelmektedir’™="*.

Ticari hazir R-Mix hiicrelerini kullanan shell vial kiiltiir yonteminde antijenler 18-
48 saat sonra monoklonal antikorlar kullanilarak tanmir. Yapilan bir calismada,
adenoviruslarin tespiti i¢in 2 giinde boyanan shell vial kiiltiir yonteminin 14 giinliik tiip
kiiltlirii ile kiyaslandiginda sensitivitesinin sadece %50-%85 oldugu ve shell vial
kiiltiiriinde adenovirusun optimal tespiti igin 5 giiniin gerektigi gosterilmistir*'**.

Molekiiler yontemler klinik 6rneklerde adenovirus tespiti icin en sensitif metottur.
Bu testler son derece hassas ve 6zellikle viral ytik kiiltiir tarafindan tespit edilemeyecek
kadar diisiik oldugunda veya hizli bir sekilde sonu¢ vermek gerektiginde uygulanabilir
ozelliktedir.

Cesitli klinik orneklerin kullanilabildigi konvensiyonel, end-point ve real-time
PCR platformlar1 bir¢cok klinik laboratuvarda tani i¢in mevcuttur. Bazi real-time PCR
protokolleri adenovirus alt tipi analizi i¢in ticari olarak olarak mevcuttur. Bu testlerin

¢ogu hekzon geninin korunan bblgelerini amplifiye etmektedir®>*¢74%4,

2.2.4. Tedavi
Gilintimiizde adenovirus enfeksiyonu i¢in onaylanmis bir antiviral tedavi yontemi
yoktur. Cidofovir, in vitro olarak 1yi bir antiviral etkinlige sahiptir ve bazi hayvan

modelleri i¢in kullanildig1 rapor edilmistir. insanlarda cidofovirin klinik deneyimi olgu
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sunumlarma dayanmaktadir. Cidofovir ciddi adenovirus enfeksiyonu olan cocuk ve
eriskin hematopoetik kok hiicre nakil hastalarinda elde edilen farkli sonuglar ile yaygin

olarak kullamlmistir*®".

2.3. Human parainfluenza virus

2.3.1. Virusun yapisi

PIV’lar Respirovirus (PIV 1 ve PIV 3) ve Rubulavirus (PIV 2 ve PIV 4) olmak
iizere iki cinsten olusan Paramyxoviridae ailesine aittir.

PIV’lar goriiniim ve biyofiziksel 6zellikleri bakimindan benzerdir. PIV’lar helikal
bir kapsid ile ¢evrili, 15500 niikleotid uzunlukta, negatif polariteli, tek sarmalli,
segmentsiz RNA genomu igeren zarfli partikiillerdir. Bu viruslar ortalama 150-200 nm
capa sahip, biiylik, pleomorfik, kiiresel virionlardir. Baz1 vakalarda PIV 2 ipliksi formda
goriilmiistiir. Virus zarfinin yiizeyinde hemaglutinin ve néraminidaz glikoproteini veya
F transmembran glikoprotein ¢ikimtilari bulunur™®,

PIV’larm insanlarda hastaliga sebep olan bes alt tipi vardir (tip 1-3, 4a ve 4b) ve
PIV 1-3 insanlarda en 6nemli olan tiplerdir. Bu ¢ alt tip tiim diinyada ve her yas
grubundan kisiler arasinda gozlenmektedir. PIV 4A ve 4B cok daha az goriilen alt
tiplerdir.

PIV 2, ilk olarak akut laringotrakeobronsiti (krup) olan iki bebekten 1956 yilinda
izole edilmistir. PIV 3, ilk olarak akut solunum yolu hastalig1 olan 35 cocuktan izole
edilirken PIV 1, krup ile bagvuran ii¢ bebekten izole edilmistir. PIV 4 ilk kez 1960
yilinda akut USYE belirtileri olan erkek iiniversite dgrencisinden izole edilmistir.

PIV, primer rhesus maymun bobrek hiicrelerinde veya LLC-MK2 (rhesus
maymun bobrek hiicresi) devamli hiicre dizisinde iiretilebilir. PIV 1, 2 ve 3 embriyolu
tavuk yumurtasinda ¢ogalabilir, ancak yumurta, hasta 6rneklerinden virus izolasyonu

igin giivenilir ve duyarli degildir****.
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2.3.2. Epidemiyoloji ve patogenez

IIman iklimlerde salginlar ¢ogunlukla sonbahar aylarinda olmaya meyillidir.
PIV’larm mevsimsel epidemiyolojisi tipine baghdir.

PIV 1, genellikle iki yilda bir sonbahar ve kis baslarinda salgin meydana
getirmektedir. Sonbahardan erken kisa kadar gecen iki yillik donemde PIV solunum
yolu enfeksiyonu vakalarmin %9.5 ile %36.4’linde PIV 1 tespit edilmistir.

PIV 2, sporadik olarak ortaya ¢ikar ve gec sonbahar ve kis aylarinda daha kiigiik
pikler ile benzer mevsimsel dagilima sahiptir ve olgularm %3.1-%12’sinden sorumlu
olmustur.

PIV 3, yil boyunca endemik olarak goriilebilir, fakat iliman iklimlerde kis ve
ilkbahar aylarinda yillik salginlar olusturma egilimindedir. Her yi1l yaz ve bahar
aylarinda pik ile PIV 3 en sik tespit edilen PIV (%74.4-%37.5) olmustur.

Daha diizensiz ve nadiren meydana geldigi bildirilen PIV 4, PIV 1 ve PIV 2’ye
benzer olarak, sonbahar ve kis aylarinda daha sik tespit edilebilmektedir. PIV 4, %1.1-
%]15.6 tespit oranlar1 ile en azindan PIV 2 kadar yaygm olabilmektedir™.

PIV’lar hafif USYE’larindan yatis gerektiren ciddi ASYE’larina kadar ¢ok ¢esitli
hastaliklara sebep olabilmektedir. Grup olarak PIV’lar, hospitalizasyon gerektiren
nonbakteriyal respiratuvar hastaliklarmm %15-%30’undan sorumludur. Hastaligin
baslangict akut spazmodik Oksiiriik ile ani veya hafif belirtilerle baglayip 1-3 giinde alt
solunum yolunu tutar. Akut hastaligin siiresi 1-3 hafta arasinda degisir, fakat genellikle
7-10 giin siirmektedir. Onemli bir kisim (%30-%50) akut otitis media ile iliskili
olmasina ragmen PIV enfeksiyonlarmda klinik bulgular geneldir ve ¢ogu USYE ile
sonuglanir. PIV enfeksiyonlarinin yaklasik %15°1 akut ASYE’larina sebep olmaktadir.
Soguk algmligi benzeri semptomlar ile USYE’larindan sorumlu olan PIV, vakalarm
yaklasik %25’inde alt solunum yolu solunum yolunun asagi kisimlarina yayilarak ve
bronsiolit, pndmoni gibi hastaneye yatis gerektiren ciddi ASYE’larina sebep olmaktadir.
Bir¢ok solunum virusu gibi PIV, bagisiklik sistemi baskilanmis 6zellikle hematopoetik
kok hiicre nakil ve solid organ nakil hastalarinda goriilen ciddi hastaliklarda rol
oynamaktadir. RSV’a benzer olarak PIV lar, kiiciik ¢cocuklarda, ayn1 zamanda yaslilarda
ve kemik iligi alicilar1 dahil immun yetmezlikli hastalarda ASYE’na sebep olan

etkenlerdir >,
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PIV 1, yenidoganlarda ve kii¢lik ¢cocuklarda akut krupun major sebebidir, ancak
ayn1 zamanda biitiin yas gruplarinda hafif USYE, farenjit ve trakeobronsite sebep olur.

PIV 2 genellikle PIV 1 veya PIV 3’e gore daha diisiik enfeksiyon oranlari ile
iliskilidir ve ¢ocuklarda bronsiolit, hafif USYE, krup ve nadiren ASYE’larinda rol
oynamaktadir. Bazi ¢aligmalar, krup sebebiyle hastaneye yatista oranlarinda en yiiksek
seviye ve ayni zamana rastlayan PIV aktivitesinde pik ile 6zellikle PIV 1 ve PIV 2
olmak iizere PIV enfeksiyonlar1 ve krup enfeksiyonu arasinda bir iliski kaydetmistir.

Serolojik arastirmalar cocuklarm en az %60’min 2 yaslarinda PIV 3 ile ve
yaklasik %80’inin 4 yaslarinda enfekte oldugunu oldugunu gostermektedir. PIV 3 ile
enfekte cocuklarda, PIV 1 veya PIV 2 enfeksiyonu olanlardakine gdére daha sik akut
otitis media gelistirmektedir. PIV 3 yenidoganlar ve kiiciik cocuklarda ciddi ASYE’ nun
major sebebidir, siklikla 1 yas alt1 cocuklarda krup, bronsit ve viral pndmoniye sebep
olur. Daha biiylik ¢ocuklarda ve eriskinlerde ASYE veya trakeobronsite sebep
olmaktadir. Pndmoni ve bronsiolit gibi ASYE’lar ile iligkili olan PIV 3, pndmonisi
olan cocuklarda %73.6 oranina kadar tespit edilmistir. PIV 3, yenidogan iinitesinde
menenjit salgmmndan sorumlu olmustur. PIV 3’iin sebep oldugu hem USYE hem de
ASYE’lar1 hematopoetik kok hiicre ve solid organ transplantasyon hastalar1 dahil
immun sistemi baskilanmus ¢ocuklarda ve yetiskinlerde tespit edilmistir™”.

Parainfluenza grubunun en az yaygin olam PIV 4 hafif USYE ile iliskilidir.
Genellikle burun akintisi, farenjit ve oksiiriik gibi iist solunum yolu hastaliklarinin hafif
belirtileri PIV 4 enfeksiyonlarinda goriilmektedir. PIV 4, febril konvulsiyon veya
aseptik menenjiti olan ¢ocuklarda da tespit edilmistir*®.

PIV’larm bulagsma yollar1 influenza virusunkine benzer, buna karsilik genetik
yapilar1 antijenk drift veya shifte ugramaz. PIV, aym kogusta tedavi goren c¢ocuk
hastalar arasinda nozokomiyal enfeksiyonlara sebep olabilmektedir.

PIV ile primer enfeksiyon bir Olciide bagisiklik saglar, ancak bu bagisiklik tam
veya uzun slireli degildir ve tekrarlayan enfeksiyonlar sik olarak ortaya cikar ve
genellikle hafif seyreden hastalik nadiren primer enfeksiyonda goriilen hastaliklar kadar

siddetli olmaktadir.
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2.3.3. Virolojik tam

PIV enfeksiyonlar1 virus izolasyonu, DFA ile viral antijen tespiti, niikleik asit
amplifikasyon testleri (NAAT) ile RNA tespiti veya hemagliitinasyon inhibisyon testi
gibi serolojik testlerle belirlenmektedir’’.

Primer rhesus maymun bobrek hiicreleri, devamli maymun bobrek hiicre dizisi
LLC-MK?2, Buffalo yesil maymun bobrek hiicreleri (BGMK), A549 ve MRC-5
hiicreleri dahil bircok yaygin kullanilan hiicre dizileri PIV’larin {iremesini
desteklemektedir. R-Mix hiicrelerinin kullanildig1 shell vial kiiltliir ve viral antijenler
icin sitopatik etki oncesi boyama klinik laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
PIV klinik izolatlari, doku kiiltiirlerinde primer izolasyon sirasinda nadiren sitopatik etki
gosterir. Baz1 PIV’lar, inokiilasyondan 7 ila 10 giin sonra degisen derecelerde sitopatik
etkiye sebep olur. PIV varligi, tek tabakali hiicre kiiltiiri lizerine kobay kirmizi kan
hiicrelerinin hemadsorbsiyonu ile gdzlenmektedir. Immunfloresan ile PIV, hiicre
kiiltlirlerinde erken tespit edilir ve bu yontem daha gilivenilirdir. Dort hiicre dizisini
(BGMK, A549, MRC-5 ve primer maymun bdbrek hiicreleri) kullanan shell vial kiiltiir
geleneksel hiicre kiiltiirii ile kiyaslandiginda 38 PIV-pozitif 6rnekten 33’tini (87%)
tespit etmistir.

Nazofaringeal 6rneklerde dogrudan PIV antijen tespiti ELISA ve immunfloresan
yontemleri gibi immunolojik testler ile yapilmaktadir. Arastirmacilar bu testlerin
sensitivitesinin %75-90 arasinda degistigini bildirmistir. Bir¢ok laboratuvarda viral
antijenler, nazofaringeal epitelyum hiicrelerinde monoklonal antikorlarin panelini
kullanan DFA ile tespit edilmektedir. Hiicre kiiltiirii ile kiyaslandiginda DFA’nin
sensitivitesi kullanilan reagentlere bagl olarak laboratuvarlar arasinda %70-%383
arasinda degismektedir. Dunn ve ark.”® yakin zamanda yaptiklar1 bir ¢calismada yedi
respiratuvar virus i¢cin R-Mix hiicrelerini kullanan shell vial kiiltiir yontemi ve DFA’nin
sensitivitesini karsilastirdiklarinda DFA testinin %70.5, oysa shell vial kiiltiiriin %96.7
sensitivitesi oldugunu gostermislerdir. iki floresan boya kullanan monoklonal antikor
havuzlar1 PIV tip 1, 2 ve 3 (SimulFluor reagents; Chemicon International, Temecula,
CA) tespiti icin kullanilmaktadir. Bu reagentler direk Ornek testi ve kiiltiiriin
dogrulanmasinda FDA tarafindan onaylanmistir. SimulFluor reagenleri tek antikorla

kiyaslandiginda miikemmel sensitivite ve spesifiteye sahiptir. Antijen tespiti igin
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spesifik antikorlar heniliz onaylanmadigindan PIV 4 laboratuvarlarin ¢ogunda tespit
edilememektedir’”.,

Molekiiler amplifikasyon yontemleri, klinik orneklerde PIV saptanmasi icin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle RT-PCR, farkli 6rneklerde az sayida virus
tespit etmek icin kolay ve verimli bir sekilde kullanilabilmektedir. Son zamanlarda PIV
ve ayn1 zamanda RSV, influenza A ve B virus ve adenovirus gibi diger solunum yolu
viruslarmi da tespit etmek i¢in multipleks RT-PCR kullanilmaktadir. PIV tespiti igin
bildirilen ¢ogu NAAT’nin senitivitesinin kiiltiir ile kiyaslandiginda yiiksek oldugu
gorilmistir*?,

Yakin zamanda, influenza virus ve diger respiratuvar viruslarm tespiti i¢in
ResPlex II assay (Qiagen), MultiCode-PLx RVP assay (EraGen Biosciences), Seeplex
RV assay (Seegene Inc., Seoul South Korea), NGEN RVA ASR kit (Nanogen Inc., San
Diego, CA) ve XTAG RVP assay (Luminex Molecular Diagnostics, Toronto, Ontario,
Canada) olmak {izere ticari multipleks testler gelistirilmistir. XTAG RVP test PIV 1 ve
PIV 2 i¢in %100, PIV 3 i¢cin %84.2 sensitif ve {i¢ tip i¢in %99 tizerinde spesifiktir.

2.3.4. Tedavi

Gilintimiizde PIV i¢in spesifik bir antiviral tedavi kullanilmamaktadir.

2.4. Human metapneumovirus

2.4.1. Virusun yapisi

HMPV, ilk olarak Hollanda'da solunum yolu enfeksiyonu olan 28 g¢ocugun
nazofarinks salgilarndan virus izole edildikten sonra van den Hoogen ve ark.®
tarafindan 2001 yilinda tanimlanmistir. HMPV’unun diinyada yayilmis ve en az 50
yildir dolasan, kesfedilmemis bir virus oldugu gdosterilmistir. HMPV, 2001 yilindan bu
yana USYE ve ASYE olan ¢ocuk ve yetiskinlerden tiim diinyada izole edilmistir' .

RSV ile birlikte Paramyxoviridae ailesi ve Pneumovirinae alt familyasinin (en
onemli iiyesi RSV) bir {iyesi olarak bulunan hMPV Metapneumovirus cinsinin ilk insan

patojenidir. HMPV, niikleokapsidinde negatif polariteli, tek zincirli RNA iceren
pleomorfik zarfli bir virustur. HMPV virionlar1 150-600 nm biiyilikligiindedir. Genom
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sekanslama ve filogenetik analizlere dayanarak hMPV’unun A ve B olmak iizere
adlandirilan en az iki farkli alt gruba (Al ve A2, B1 ve B2) sahip iki genotipi vardir®%%,

HMPV, rhesus LLC-MK2 hiicreleri veya Afrika yesil maymun vero hiicrelerinde
izole edilebilmektedir, ancak iireme yavas ve sitopatik etki RSV’dan daha az

belirgindir.

2.4.2. Epidemioloji ve patogenez

Tiim diinyada yi1l boyunca goriilebilen hMPV enfeksiyonlarinda en yiiksek
insidans kis ve bahar aylarinda meydana gelmektedir. HMPV salginlar1 siklikla RSV kis
salginlar1 ile birlikte veya birbirini izleyen salginlar sekilde goriilir. HMPV tespitinin
yapildig1 ¢alismalarda birka¢ mevsim boyunca karsilastirma yapilmis ve arastirmacilar
yildan yila anlamli farkliliklar bulmustur. Genotiplemenin yapildig: ¢calismalarda baskin
genotip yildan yila de8ismistir. Ancak bazi ¢alismalarda, sporadik hMPV
enfeksiyonlarinimn y1l boyunca olusabildigi gosterilmistir'>*¢"%.

HMPYV enfeksiyonlarinda inkiibasyon siiresi 3 ile 5 giindiir. Viral yayilma donemi
tespit edilmemistir, ancak bebeklerde primer enfeksiyon sonrasini izleyen haftalarda
goriilebilmektedir. Bulagsma biiyiik parcacikli aerosoller, damlaciklar veya kontamine
olmus yiizeylerden alinan respiratuvar salgilari ile temas sonucu olur.

HMPV enfeksiyonlar1t RSV’a gore biraz daha biiylik yas gruplarinda ortaya
cikmaktadir. Cogu ¢alisma RSV enfeksiyonu olan cocuklarin yas ortalamasinin alti
aydan az iken hMPV enfeksiyonunda 6 ile 24 ay arasinda oldugunu gostermistir.
Hollanda'da yapilan seroprevalans calismalar1 populasyonun ¢ogunun 5 yasina kadar
hMPV ile enfekte oldugunu goéstermistir, ancak enfeksiyonlar tiim yas gruplarinda
ortaya ¢ikabilmektedir®.

HMPV enfeksiyonlari, hafif USYE, bronsiolit ve mekanik ventilasyon
gerekebilen pnomoni arasinda degisen belirtiler ile tiim yas gruplarinda yaygindir.
HMPYV, soguk alginligi ile iliskili hafif nezleden, siddetli 6kstiriik, ates, hirilti, bronsiolit
ve pndmoniye kadar degisen belirti ve bulgular ile RSV enfeksiyonlarindakine benzer
klinik tablolara sebep olmaktadir. Astim alevlenmeleri olan hastalarin 6nemli bir
sayisinda hMPV enfeksiyonu olmasmma ragmen, hMPV’unun uzun vadeli hiriltida

oynadigi rol belli degildir®*°
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HMPV immun sistemi baskilanmis hastalarda, malignite ve hematopoetik kok
hiicre nakil hastalarinda siddetli ve fetal enfeksiyonlara sebep olabilmektedir. Bir
calismada human immunodeficiency virus-1 (HIV-1) ile enfekte ve HIV-1 ile enfekte
olmayan ¢ocuklarda hMPV enfeksiyonu incelenmistir. ASYE olan HIV-1 ile enfekte
cocuklarin HIV-1 ile enfekte olmayan gruba gore daha kiiclik bir yiizdesinde (%11.1
kars1t %5.4) hMPV tespit edilmis olmasina ragmen hastaneye yatis HIV-1 ile enfekte
grupta 5.4 kat daha fazla olmustur®®®’.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda prevalansda varyasyonlar kaydedilmistir.
Molekiiler tani testleri kullanilan son yaymlar ikili enfeksiyonlarda %4.8 ve %30
arasinda degisen Onemli oranlarda siklikla hMPV’unun varligimi gostermistir®®.
HMPYV ile en sik tespit edilen viruslar RSV, influenza virus ve rhinovirus olmustur.
Semple ve ark.”” tarafindan yapilan bir calismada, agir bronsiolit ile yogun bakim
iinitesine bagvuran ¢ocuklarin %72’si hMPV ve RSV ile ikili olarak enfekte olurken,
genel pediatri bolimiindeki orta siddete hastali§1 olan cocuklarin sadece %10’unda
koenfeksiyon goriilmiistiir' >,

Cocuklarda ASYE etkeni olarak hMPV, RSV ve influenza A’dan sonra ikinci
veya lgclincli sirada yer almaktadir. HMPV enfeksiyonu, pediatrik alt solunum yolu
hastaliklarinin ~ yaklagik %2-%12’sin1 ve eriskinlerde daha az bir yiizdesini

olusturmaktadir.

2.4.3. Virolojik tam

HMPV enfeksiyonlar1 seroloji, virus izolasyonu ve antijen veya niikleik asit
tespiti dahil ¢esitli yaklasimlar kullanilarak tanimlanabilmektedir.

HMPV, tertiary maymun bdbrek veya LLC-MK2 hiicrelerinde 1yi iirer ve kiiciik
yuvarlak, graniiler ve biiyiik sinsityum olusturmaksizin refraktil hiicrelerden olusan orta
diizeyde bir sitopatik etki olusturur. Hiicre kiiltiirlerinde izolasyon bir¢ok laboratuvarda
rutin olarak kullanilmamaktadir. Hiicre Kkiiltiiriinlin en biiyilkk dezavantaji, virus
tanimlamak icin gerekli olan siirenin uzunlugu ve zayif sensitivitesidir. Ebihara ve
ark.”! 637 6rnek kullanarak PCR ve kiiltiir yontemlerini karsilastirdiklar bir calisma
yapmislardir. Bu uygulamada 637 6rnegin 57’si  (%8.9) RT-PCR ile hMPV-pozitif,

kiiltiir ile 268 6rnegin sadece 7 si (%2.6) virus pozitif bulunmustur. Landry ve ark.”

19



shell vial kiiltiirde A549, HEp-2 ve LLC-MK2 hiicrelerini degerlendirmek i¢in ticari
olarak satilan monoklonal antikor (MAB8510, Chemicon) kullanmislardir. Sonug olarak
her ii¢ hiicre dizisinin de esit olarak 2. giinde hMPV’unu tespit ettigini gostermislerdir.
HMPYV i¢in R-Mix hiicreleri ve spesifik monoklonal antikor kullanan shell vial kiiltiir
metodu (Diagnostic Hybrids Inc., Athens, OH) yakin zamanda getirilmistir. Bir
calismada, shell vial kiiltliriin sensitivitesi tiip kiltiiri ile kiyaslandiginda %100
oraninda bulunmustur’.

HMPV antikoru tespiti icin ELISA kullanilir, ancak enfeksiyonlarin tanisi i¢in
serolojinin  kullanishhiginin  smirlayict olmasi sebebiyle antikor tespiti RT-PCR
sonugclari ile 1y1 bir korelasyon gostermemistir.

Molekiiler testler hMPV tespiti i¢in kullanilan en sensitif metoddur.
Konvensiyonel ve real-time RT-PCR yontemleri yiiksek sensitivite ve spesifiteleri
sebebiyle tani i¢in bircok laboratuvarlarda kullanilmaktadir. Giiniimiizde RT-PCR
testlert h(MPV tespiti i¢in en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Polimeraz (L), matriks
(M), fizyon (F) veya niikleoproteini (N) genlerini igeren c¢esitli amplifikasyon
hedeflerini kullanan birok NAAT tarif edilmistir. Van den Hoogen ve ark.”* hMPV
tespiti icin ilk RT-PCR testini tarif etmistir. Bu PCR polimeraz (L) geninin 171 bp
fragman1 amplifiye eder. Boivin ve ark.”” hMPV unun 38 izolatmi tammlamak i¢in F
gen (759 bp) ve M gen (780 bp) bolgesini amplifiye eden RT-PCR testlerini
bildirmistir. Ertesi yil, MacKay ve ark.” N gen primerlerini kullanarak plate
hibridizasyon assay ve real-time LightCycler yontemini bildirmislerdir. Cote” ve ark.”’
bes hedef gen icin PCR testleri gelistirmis ve pozitif 20 6rnek kullanarak N ve L gen
testlerinin M, P ve F genleri ile yapilan testlere gore daha sensitif oldugunu
gostermislerdir. Greensill ve ark.” tarama testi olarak M gen testini (120 bp) ve bu testi
izleyen F (134 bp), N (325 bp) ve M (331 bp) genlerini hedefleyen dogrulayici testi
kullanmuslardir. Iyi optimize edilmis NAAT ler ile h(MPV unun 0.01 %50 doku kiiltiirii
enfektif dozunu (%50 tissue culture infectious dose; TCIDsg) tespit miimkiin olmustur.
HMPV icin NASBA testi RT-PCR’a gore biraz daha az sensitiftir. RT-PCR i¢in 50
kopya ile karsilastirildiginda NASBA, 100 kopyalik bir esik degere sahiptir. HMPV i¢in
farkli PCR testlerinin sensitivite ve performanslarint degerlendiren caligmalardan
Maertzdorf ve ark.”” N geni i¢in bir real-time test gelistirmislerdir. Bu real-time testinin

orjinal L gen (171 bp) testinden 10 kat daha sensitif oldugunu ve dort genotipin hepsini
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esit sensitivitede tespit edebildigini gostermislerdir. Dare ve ark.*® N genini hedefleyen
real-time RT-PCR yontemi ile dort genotipin tespit edilebilecegini gostermislerdir.
Kantitatif real-time PCR testleri ayn1 zamanda respiratuvar 6rnekte viral ytikleri 6lgmek
igin kullanilmaktadir. Kuypers ve ark.®' her ml’de hMPV viral yiikiiniin 4.4x10* ve
6.7x10” kopya arasinda degistigini gostermislerdir.

DFA testleri olarak Diagnostic Hybrids D3 Ultra 8 DFA respiratuvar virus tespiti,
MPV-spesifik DFA testi (Diagnostic Hybrids Inc., Athens, OH), Imagen hMPV DFA
test (Thermo Fisher Scientific, Ely, United Kingdom) ve Chemicon SimulFluor hMPV
DFA testi (Millipore Corporation) kitleri bulunmaktadir. PCR i¢in mevcut problar ve
primerler NucliSens hMPV primer-prob karisimi1 (BioMerieux, Durham, NC), Nanogen
RVA ASR (Nanogen Inc., San Diego, CA), Pro hMPV Real Time test RUO (Prodesse
Inc.), Qiagen RUO ResPlex II panel (Qiagen, Hamburg, GmbH) ve Seeplex RV Kkiti
(Seegene Inc., Seoul, South Korea) bulunmaktadir.

Birgok respiratuvar virusu belirleyebilen ticari multipleks testler kullanarak
hMPV tespit edilebilmektedir. Bu testler ResPlex II (Qiagen), MultiCode-PLx
respiratuvar virus panel (EraGen Biosciences), Nanogen RVA ASR (Nanogen) ve
xTAG RVP testidir (Luminex Molecular Diagnostics). HMPV i¢cin XTAG RVP testi tek
FDA onayli molekiiler testtir ve ayrica %96 sensitivite ve %98.6 spesifiteye sahiptir.

2.4.4. Tedavi
HMPV enfeksiyonlar1 i¢in kullanilan 6zel bir antiviral tedavi yoktur, ancak
Ribavirin durumu agir olan hastalarda kullanilmistir. Ribavirin in vitro ¢aligmalarda

hMPV ve RSV’una kars1 esit antiviral aktivite géstermistirgz.

2.5. Human coronavirus

2.5.1. Virusun yapisi

HCoV, Torovirus cinsi ile birlikte bulundugu Coronaviridae ailesinde iki cinsten
biri olarak siniflandirilmistir.

HCoV’un adi, 1967°de tarif edildigi gibi elektron mikroskobunda goriilen zarfin

ylizeyindeki uzantilar tag benzeri bir goriinimde oldugundan verilmistir. HCoV’lar,
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segmentsiz, pozitif polariteli, tek sarmalli RNA viruslari olup, 27 ila 32 kb'lik bir genom
ile biitlin RNA viruslarinin en biiytigiidiir. Yaklasik 100-160 nm ¢apinda kiiresel, zarfli
partikiiller olan HCoV’larin niikleokapsidi helikal bir sekle sahiptir. Virus kapsid
disinda belirgin iki farkli yiizey ¢ikintis1 bulunan bir lipoprotein zarf ile gevrelenmistir.
Hemaglutinin esteraz glikoproteinden olusan kisa ¢ikintilar sadece bazi HCoV’larda
mevcutken yaklasik 20 nm uzunlugunda olan uzun ¢ikintilar tiim HCoV’lar {izerinde
bulunmaktadir. Zarf, transmembran glikoprotein (M glikoprotein) ile bir zarf proteini
(Protein E) igermektedir®**.

HCoV’larin ilk olarak 1965 yilinda Tyrell ve Byone tarafindan kiiltiiri
yapilmistir. Bugiine kadar global yayilimi olan alt1 insan HCoV tiirii tarif edilmistir.

Hafif, kendi kendini sinirlayan USYE etkeni olarak ilk iki HCoV, HCoV OC43 ve
HCoV 229E 1960'larin ortalarinda soguk alginlig1 geciren kisilerden izole edilmistir lk
olarak 1965-1967 yilinda HCoV 229E ve kisa bir siire sonra HCoV 0OC43
kesfedilmistir. Her iki susun saglikli eriskin goniillilleri igeren calismalarda soguk
alginlig1 benzeri hastaliklarm yaklagik tigte birinin sebebi oldugu kanitlanmistir.
Goniilliilerde asilama sonrasi halsizlik ve burun akintis1 gibi tipik soguk alginligi
belirtileri gelismis ve belirtiler genellikle bir haftadan daha az siirmiistiir. HCoV
229E’nin kuru kati1 yiizeyler iizerinde 3 saate kadar ve oda sicakliginda, tuzlu su
cozeltisinde 6 giine kadar yasayabilmesi enfeksiyon kontrol hekimlerini
endiselendirmektedir.

Cin'in glineyinde Guangdong eyaletinde 2002-2003’de kis boyunca hizla diinyaya
yayilarak insanlarda agir akut solunum yolu sendromuna (Severe acute respiratory
syndrome; SARS) sebep olan dliimciil yeni bir virus ortaya ¢ikmistir. HCoV olarak hizl
bir sekilde tanimlanan bu etken daha sonra SARS-CoV olarak isimlendirilmistir. SARS-
CoV, alt solunum yolunu enfekte eden, ates, kuru oksiiriik, dispne, bas agris1 ve
hipoksemiye sebep olan bir HCoV olarak belirlenmistir. Mart 2003 tarihinde, hastalik
tiim diinyada yayilmis ve Temmuz ayinda 32 iilkede 800'den fazla 6liime yol agmis ve
8000’in iizerinde kisi enfekte olmustur. Salgin Agustos 2003’de kontrol altina alinmig
ve ek sporadik vakalar 2003 kis ve 2004 erken ilkbahar doneminde meydana gelmistir.
SARS-CoV’un kesfi ile human HCoV’larmna ilgi artmustir®.

SARS-CoV’un kesfi yeni HCoV’lar i¢in yapilan sistematik arastirmalari
tetiklemistir. Hollanda’da 2004 yilinda yeni bir HCoV nezle, konjunktivit, ates ve
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bronsiolit ile tutarl akciger grafisi olan 7 aylik bir erkek ¢ocuktan izole edilmistir ve bu
virus HCoV NL63 olarak adlandirilmistir. Virus, HCoV OC43 ve HCoV 229E’den
ayrimini yapan tertiary maymun bobrek hiicrelerinde iiremektedir. Genomun dizi
analizi, rekombinant bir virus olmadigin1 gdstermis, ancak bilinen biitiin HCoV’lardan
genetik olarak farkli oldugu bildirilmistir. HCoV NL63, ayni y1l Hollanda'da bagimsiz
bir arastirmada, pndmonisi olan bir ¢ocuktan da izole edilmistir. Ilk vakay1 takiben,
NL63 bes cocuk ve ikisi immun yetmezligi olan {i¢ eriskinde tespit edilmistir.

Temmuz 2003’de gecmeye baslayan SARS salginindan sonra, arastirmacilarin
HCoV’lara genel olarak artan ilgisi ek olarak HCoV NL63 ve HCoV HKUI’in
tanimlanmasini saglamistir. HCoV’un sonradan tanimlanan alt tiplerinin her ikisi de
insanlarda hastaliga sepep oldugunun gosterilmesinden bu yana tiim diinyada bir
yayillim gostermis ve filogenetik analizler onlarin eski viruslarin yerine yeni ortaya
¢ikan viruslar oldugu kamitlanmustir®®®’.

Ugiincii bir yeni HCoV, HCoV HKU1, 2005 yili Ocak ayinda bir iki giinliik ates
ve Oksiiriik Oykisii ile bagvuran kronik obstriiktif akciger hastaligi olan yash bir
yetiskinden Hong Kong’da izole edilmistir. Bu kiside ates, Oksliriik ve diizensiz
infiltratlar gosteren akciger grafisi gozlenmistir. Virus iiretmeye yonelik girisimler
basarisiz olmustur, fakat pol gen konsensus primerleri kullanilarak RT-PCR yontemiyle
nazofaringeal aspiratta HCoV RNA tespit edilmistir. Ikinci bir Hong Kong vakasi
bilinmeyen etyolojili 35 yasinda pnémonili bir kadinda goriilmiistiir. Izleyen yilda
Avustralya Brisbane’den bir rapor kis boyunca solunum yolu enfeksiyonlu 10 ¢ocukta
HKUI1 tespit edildigini belirtmistir. Her iki yeni insan HCoV kesfinden bugiine tiim
diinyada USYE ve ASYE olan hem yetiskinler hem de cocuklardan izole edilmigtir®™®.

Yakimlarda kesfedilen Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-
CoV) ise Betacoronavirus cinsine ait yeni bir HCoV tur. Ilk olarak agir pnémonisi olan
iki hastada Eyliil 2012'de Suudi Arabistan'da izole edilmistir. MERS-CoV enfeksiyonu
7 Mayis 2013 giinii, Birlesik Arap Emirlikleri gezisinden donen bir hastadan Fransa'da
tespit edilmistir. Olas1 diger durumlarda virusu tespit ve insandan insana gecisini
onlemek amaciyla olayla ilgili arastirma Birlesik Arap Emirlikleri’ne bu hastayla
birlikte seyahat eden kisiler arasinda ve hastalik baslangicindan bu yana temasta
bulundugu kisiler arasinda gergeklestirilmistir. Diger bir ama¢ hastanin yaptig1 seyahat

sirasinda virusa maruz kalmasmda herhangi bir olasi durumu belirlemek olmustur.
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MERS-CoV enfeksiyonu 30 Mayis 2013 itibariyle, laboratuvar testleri ile dogrulanmis
50 vakayla tiim diinyada meydana gelen bir enfeksiyon haline gelmistir. Yiiksek vaka-
Olim orani (%60; 30 6liim) ve insandan insana artan bulas ile MERS-CoV Kkiiresel
saglik icin bir tehdit olusturmaktadir.

Genotipik ve serolojik o6zelliklerine gore, HCoV’lar ii¢ ayr1 gruba ayrilir. Son
yillarda yapilan calismalarda, yeni kesfedilmis HCoV’larin kismi ve tam genom
dizilerinin filogenetik analizlerine dayanarak grup 1 ve 2 iginde yeni alt gruplar
gozlenmistir. Grup 1 ile 2 memelilerden ve grup 3 kuslardan izole edilmistir. Ayrica,
Giliney Cin’de Pars kedisi (Prionailurus bengalensis) ve Cin porsugundan (Melogale
moschata) tanimlanan yeni HCoV’un kismi genom dizilerinin filogenetik analizleri,
spike protein grup 1 HCoV’lar ile yakinken, yapisal proteinler ve replikaz genlerinin
grup 3 HCoV’lar ile en yakm iliskide oldugunu gostermistir. HCoV 229E, HCoV
0C43, SARS-CoV, HCoV NL63, HCoV HKU1 ve MERS-CoV olmak tizere alti HCoV
vardir. HCoV 229E ve HCoV NL63 Grup 1 HCoV, HCoV 0OC43, SARS-CoV, HCoV
HKU1 ve MERS-CoV grup 2 HCoV’lardir. Ug farkli HCoV HKU1 genotipi (genotip
A, B ve C) identifiye edilmistir. Italya ve Avustralya’daki ¢alismalarda genotip A ve B,
genotip C’den daha yaygin olarak tespit edilmistir. Cogu HCoV’lar sadece bir hayvan
tiirtinii veya smirh sayida yakin iligkili tiirleri enfekte eder. SARS-CoV bir istisnadir.
Insan dis1 primatlar, Himalaya palmiye misk kedisi, rakun kopek, kedi, kopek,
kemirgenler ve insanlar da dahil olmak lizere memelilerin genis bir yelpazesinin bu

virus ile enfekte oldugu gosterilmistir’™*.

2.5.2. Epidemiyoloji ve patogenez

Insanlarda HCoV enfeksiyonu solunum salgilar1 ile virusun iist solunum yolu
mukoz membranina inokiilasyonu veya enfekte damlacik inhalasyonu ile olugmaktadir.

HCoV’larinin en yiliksek enfeksiyon oranlar1 ki ve erken ilkbaharda
kaydedilmektedir. Tropikal iklimlerde HCoV’lar1 y1l boyunca tespit edilmistir. Iliman
iklimlerde HCoV OC43 ve HCoV HKUI1 enfeksiyonlar1 daha sik ge¢ sonbahar ve erken
kis, HCoV NL63 enfeksiyonlar1 ise Kasim’da pik ile kis ve erken ilkbahar aylarinda
agirlikli olarak meydana gelmektedir. Mevsimsellik subtropikal Hong Kong’da daha sik
yaz ve sonbaharda saptanan HCoV NL63 disinda ¢ok benzerdir. Hollanda’daki ilk
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raporlardan beri tiim diinyada bulunan, HCoV NL63 sadece Hong Kong’da bahar ya da
yaz aylarinda goriilmektedir. Bu durum NL63 enfeksiyonlarmin mevsimselliginin
tropikal ve subtropikal iklimlerde farkli olabilecegini diisiindiirmektedir” .

Diger HCoV vakalarinda oldugu gibi HCoV NL63 i¢in viral atilim uzun siireli
olabilmektedir. Virus enfekte cocuklarm %50’sinde ilk enfeksiyondan sonra 3 hafta
sire ile solunum yolu Orneklerinde bulunmaktadir. Bu goézlem, nozokomiyal
enfeksiyonlarn kontrolii igin 6nemlidir’.

HCoV tiim yas gruplarini etkiler, fakat ¢ocuklarda daha sik goriilmektedir. Cogu
calismada enfeksiyonlarin en yiiksek oran1 5 yasin altindaki ¢ocuklarda tespit edilmistir.
Brisbane’de 2 yasm altindaki ¢ocuklarm HCoV HKUI1 enfeksiyonlarina ¢ok duyarl
oldugu belirlenmistir.

SARS-CoV diger HCoV enfeksiyonlari ile karsilastirildiginda farkl klinik tabloya
sebep olmaktadir. Hastaligin odag1 akciger olmasina ragmen l6kopeni, panlenfopeni ve
trombositopeni gibi laboratuvar bulgulari, ates ve kas agrisi ile sistemik bir yayilma ilk
klinik tablodur. Oksiiriik ve nefes darhig1 genellikle birkag¢ giin sonra olusur ve yetiskin
solunum sikintis1 sendromu gibi ciddi solunum semptomlar1 hastaligin seyri siiresince
gec gelisebilmektedir. HCoV’un inkiibasyon siiresi diger viruslara gore daha uzun olup
4-7 glindiir (en fazla 10-14 giin).

HCoV’larin, immun sistemi baskilanmig hastalar disinda insanlarda soguk
alginligina sebep oldugu bilinmektedir. Cogu HCoV enfeksiyonlar: hafif bir USYE na
sebep olsa da bebeklerde bronsiolit ve pndmoni, ¢ocuklarda ve yetigskinlerde astim atagi
ve saglikli yetiskinlerde, yaslilarda ve immun sistemi baskilanmis kisilerde pndmoni
gibi daha ciddi ASYE’larma sebep oldugunun kanitlar1 vardir’”.

Insanlarda SARS-CoV enfeksiyonu hemen her zaman hastaneye yatis gerektiren
ciddi bir alt solunum yolu hastalig ile sonuclanmistir. Genel 6liim oran1 %10 civarinda
goriiliir, fakat yash hastalarda veya altta yatan hastalig1 olan yaslilarda bu oran %50’ye
ulagmaktadir®.

SARS-CoV olmayan HCoV’lar ortalama 3 giinliik inkiibasyon doneminden sonra
nazofarinks epitel hiicrelerinde ¢ogalir ve nispeten hafif USYE’larma sebep olur.

HCoV 229E ve HCoV OC43’1in sebep oldugu enfeksiyonlar genellikle hafif ve
USYE’lar1 ile smirhdir. Oksiiriik, burun akintis1 ve atesten olusan kendini smirlayan

nezleden bronsiolit veya pnomoniye degisen c¢esitli belirti ve semptomlar HCoV OC43
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ve HCoV 229E enfeksiyonlarinda gozlenebilmektedir. HCoV 229E ¢ocuk ve yenidogan
yogun bakim {initelerinde nozokomiyal viral solunum yolu enfeksiyonu salginlar: ile
iliskilendirilmistir®*”.

Son zamanlarda tanimlanan HCoV NL63 ve HCoV HKU1, akut USYE ve ASYE
olan kisilerde tespit edilmistir. Bir¢ok ¢alismanin klinik bulgularmin analizi NL63’iin
bazi ¢alismalarda krup hastaligiyla bir iliskisi olmasina ragmen genellikle hafif solunum
yolu enfeksiyonlarma sebep oldugunu gostermektedir. Daha yeni ¢aligmalarda NL63
enfeksiyonu ve krup arasinda giiclii baglant1 kurulmustur. Almanya’da yapilan bir
calismada HCoV NL63 enfeksiyonu olan hastalarin nerdeyse yarisinda krup
tanimlanmis ve kruplu hastalarin 6rneklerinde krupsuz hastalarin 6rneklerine gore daha
yiiksek oranda HCoV NL63 elde edilmistir. Almanya'da {i¢ yasindan kii¢iik ¢ocuklarin
olusturdugu populasyona dayali bir calismada HCoV NL63 ve krup arasindaki net iliski
gosterilmistir. Tek basma HCoV NL63 i¢in pozitif olan hastalarin %45’inde, bunun
aksine HCoV NL63 negatif grubun sadece %6’sinda krup gozlenmistir. Regresyon
analizi, krup riskinin HCoV NL63 pozitif cocuklarda HCoV NL63 negatif ¢ocuklardan
6.6 kat daha fazla oldugunu gostermistir. Bu iliski Uzak Dogu’da birgok calismada
dogrulanmigtir. HCoV NL63 enfeksiyonu son zamanlarda Kawasaki hastaligi ile iliskili
bulunmustur. Esper ve ark.”® HCoV NL63 ve Kawasaki hastalig1 arasinda iliskili
olabilecegini bildirmis, fakat bu iliski Japonya ve Tayvan’da yapilan ¢aligmalarda
bulunmamistir. Hong Kong’da HKU1 enfeksiyonu olan ¢ocuklarda pndmoni, bronsiolit
ve akut astim alevlenmeleri goriilmiistiir’’.

Genel olarak HCoV’lar respiratuvar sistem enfeksiyonlarinin %35 ile %30'undan
sorumludur ve salginlar 3-4 yillik araliklarla olugsmaktadir. HCoV’larin en yogun viral
aktivite smrasinda tiim USYE’larmin %35’ kadarmdan sorumlu oldugu tahmin
edilmektedir. Ayrica yetiskinlerde HCoV’larin sebep oldugu soguk algmliginin genel
orani %15°dir.

HCoV’lar ile diger solunum viruslar1 arasinda koenfeksiyonlar yaygindir. Tiim
diinyada %30.5 ve %50 arasinda degisen oranlarla diger solunum yolu viruslar ile

koenfekte olan hastalarin %10.3’e varan kadar1t HCoV pozitif bulunmustur.
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2.5.3. Virolojik tam

Solunum yolu viruslart i¢in molekiiler testler bildirilmeden 6nce, HCoV
enfeksiyonlari seroloji veya virus izolasyonuyla tespit edilmekteydi.

Sitopatik etki genellikle 7-10 giinde gelismektedir. HCoV antijenleri, HCoV
spesifik monoklonal antikorlarin kullanildigi immunfloresan boyama yontemi ile
nazofaringeal veya bogaz yikama Orneklerinin inokiile edildigi hiicre kiiltiiriinde tespit
edilmistir. Baz1 suslar hiicre kiiltiiriinde yetersiz tiredigi i¢in kiiltiir, HCoV’larin primer
izolasyonu i¢in glivenilmez olarak gosterilmistir. Ayrica hiicre kiiltiirinde SARS-CoV
izolasyonu biyogiivenlik seviye 3 laboratuvarda yapilmalidir ki bu laboratuvarlar ¢ogu
hastanede mevcut degildir®®.

ELISA ve IFA gibi bazi serolojik testler SARS hastalarinin serumlarinda antikor
tespiti icin gelistirilmistir. Bu testler hastaligin baslangicindan 10-21 giin sonra olumlu
sonuclar verebilmektedir. SARS-CoV antijenleri ELISA ile belirlenmis, fakat bu
yontem diger HCoV’lar i¢in bildirilmemistir. HCoV HKU1 antijenleri, yeni gelistirilmis
grup spesifik monoklonal antikorlar kullanilarak nazofarinks ya da bogaz yikama
hiicrelerinde DFA ile tespit edilmistir. Bununla birlikte DFA, RT-PCR’dan daha az
duyarhidir, RT-PCR pozitif 10 6rnekten sadece 8’ini tespit etmistir. Serolojik yontemler
enfeksiyon tanisinda degil sadece epidemiyolojik ¢alismalarda kullamlmistir®>®’.

Amplifikasyon tekniklerine dayalt RT-PCR, NASBA ve LAMP (loop-mediated
isothermal amplification) gibi ¢esitli molekiiler testler gelistirilmistir ve SARS dahil
olmak tizere insanlarda HCoV enfeksiyonlarin tespiti i¢in kullanilmistir. Ayrica
molekiiler yontemler insanlarda ve hayvanlarda HCoV enfeksiyon tanisi i¢in standart
hale gelmistir. Bu yontemlerde kontaminasyon sebebiyle yanlis pozitif test sonuglarni
6nlemek ve ayirt edebilmek i¢in bityiik nlemler alimmalidir®>*.

HCoV’lar1 tespit etmek icin pol 1a, pol 1b veya niikleokapsid genlerini amplifiye
eden konsensus primerleri ile yapilan konvensiyonel PCR testi, tek asamali veya iki
asamali real-time PCR yontemleri kullamlmustir. ki basamakli PCR igin, rastgele
hekzamer primerleri kullanilarak komplementer DNA (complementary DNA; cDNA)
hazirlanmis ve cDNA sonraki PCR amplifikasyonu i¢in kullanilmistir. Bircok iki
basamakli yontemler sensitivitede bir kayip olmadan kolayca tek basamakli RT-PCR

yontemine doniistiiriilebilmektedir'**'*",
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HCoV NL63 hem konsensus hem de NL63 spesifik primerleri kullanilarak
belirlenmistir. Van der Hoek ve ark.*® biri 1b gen (237-bp) digeri la genini (525-bp)
hedefleyen 2 nested PCR ydntemini kullanmislardir. lki tarama amagh PCR ve ikincisi
dogrulayic1 PCR olarak uygulanmistir. Her iki RT-PCR yontemi de tek basamakh
reaksiyondur ve her bir durumda ilk tur drlniinin 1 pl’si nested PCR’a
konulmustur93 102

Bes HCoV (229E, OC43, SARS, NL63 ve HKUI) iceren 19 solunum yolu
virusunun tespiti icin Luminex xMap system kullanan bir multipleks RT-PCR ydntemi
tanimlanmistir. XTAG RVP yontemi (Luminex Molecular Diagnostics, Toronto,
Ontario, Canada) HCoV tespiti icin FDA onay1 almamistir. XTAG RVP yontemi her bir
HCoV i¢cin 50 genomu tespit gibi diisiik bir esik degere sahiptir ve HCoV
enfeksiyonlarinin epidemiyolojik calismalarinda kullanilmistir. Luminex xMap ve
MultiCode-PLx (EraGen Biosciences, Madison, WI) sistemlerini kullanan diger bir
multipleks PCR yontemi HCoV HKU1 hari¢ 17 farkli solunum yolu virusunu tespit

edebilmektedir’>® .

2.5.4. Tedavi
Ribavirinin arasinda bulundugu c¢esitli antiviral ilaglar SARS-CoV salgini
sirasinda kullanilmis olmasma ragmen, HCoV enfeksiyonlar1 i¢in herhangi bir spesifik

antiviral tedavi yoktur.

2.6. Human rhinovirus

2.6.1. Virusun yapisi

Ik rhinovirus 1953 yilinda embriyonik insan fibroblastlarinda basartyla
iretilmistir. Rhinoviruslar Enterovirus cinsi, Picornaviridae ailesine ait, pozitif
polariteli, tek sarmalli RNA genomu olan, kiigiik 30 nm ¢apinda zarfsiz viruslardir.

Rhinoviruslar genetik olarak son derece heterojendir. Kesifnden bu yana A ve B
olmak tizere iki ayr1 tiir olarak smiflandirilan rhinoviruslarim 1980'lerin sonunda yiiz

serotipi tespit edilmistir. Rhinovirus A’nin bilinen 74 serotipi ve rhinovirus B’nin
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bilinen 25 serotipi vardir. Son zamanlarda rhinoviruslarda yeni bir tiir olan rhinovirus C
karakterize edilmistirl 03,104

Rhinovirus, aside labilitesi ve hiicre kiiltliriinde tireme i¢in 37°C’yi degil 33°C’yi
tercth etmesi bakimindan enteroviruslardan farklidir. Diger enteroviruslar mide pH
ortaminda yasar. Cogu rhinovirus serotipleri burun mukozasmin sicakligi olan 33°C’de
optimum iireme gosterir ve genel olarak iireme 37°C iizerinde bir sicaklikta
sinirlanmistir.  Rhinovirus, c¢evresel ylizeylerde 24-37°C’de saatlerce ve soguk
kosullarda yillarca yasayabilir, ama asidik kosullarda (pH<6) inaktive olur ve

dolayisiyla insan gastrointestinal sisteminde enfektivitesini kaybeder. Rhinovirus, lipid

zarfi olmamasi sebebiyle eter, kloroform, florokarbon ve deterjanlara kars1 dayaniklidir.

2.6.2. Epidemiyoloji ve patogenez

Rhinovirus enfeksiyonlar1 aerosolize damlaciklarla veya virus ile kontamine
solunum salgilar1 yoluyla kisiden kisiye yayilmaktadir. Nazal salgilar yiiksek
konsantrasyonda virus igerir ve enfekte kisilerin ellerini kolayca kontamine eder.
Kontamine esyalara direk temas sonrasi kisi goézline veya burnuna virusu oto-
inokiilasyon ile bulastirabilir*'".

Rhinovirus enfeksiyonu burun veya goz igine virus girisi ile baglar ve daha sonra
posterior nazofarinkste epitel hiicrelerinde enfeksiyon meydana gelir. Dogrudan agiz
veya bogaz i¢ine rhinovirus girisi ile enfeksiyon etkili bir sekilde gdzlenmemektedir.
Rhinoviruslar, diger bircok solunum yolu viruslarina gére daha diisiik sicakliklarda
cogalmay1 tercih ettigi icin (33-34°C) buruna gore akcigerlerin daha yiiksek
sicakligmmda daha az iremektedir, bununla birlikte akcigerde enfeksiyon
gelistirebilmektedirler.

Kisa inkiibasyon siiresi olup ortalama 2-4 giindiir (ortalama kulucka siiresi 1.9
giin), ayrica deneysel caligmalarda 8-12 saat kadar kisa oldugu bildirilmistir. Akut
rinitde virus atitlimi 1 ile 3 hafta devam edebilmektedir®*'*°.

Rhinovirus iist solunum yolunu enfekte ettigi zaman genellikle enfekte ettigi

epitel hiicrelerine ¢ok zarar vermez ve belirtiler virusun kendisinin sebep oldugu

zarardan daha ziyade immun yanittan kaynaklanir.
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Rhinovirus enfeksiyonlar1 iliman iklimlerde geg¢ ilkbahar ve erken Eyliil ayinda
pik ile y1l boyunca meydana gelir*'".

Yasamin ilk ti¢ yili i¢inde gecirilen rhinovirus enfeksiyonu sebebiyle olusan
hirilt, alt1 y1l yasina kadar gelisen astim riskinde neredeyse on kat artis ile iliskiliyken
RSV enfeksiyonu sebebiyle olusan hirilti sadece 2.6 kat artmmus risk ile iliskili
bulunmustur. Rhinovirus akut hiriltis1 olan ¢ocuklarda %58’e kadar tespit edilmis, daha
sonra tekrarlayan hirilt1 gelisen bebeklerde %40 kadar oranda belirlenmistir.

Rhinoviruslar akut otitis medias1 olan ¢ocuklarin orta kulak sivisinda tek patojen
olarak tespit edilmistir. Bebek ve c¢ocuklarda orta kulak iltihabina sebep olan
rhinoviruslar bakteriler i¢in negatif subakut veya kronik olgularin %10'unda orta kulak
swvisini enfekte etmektedir.

Astim ataklarinin en 6nemli sebebi olan rhinovirus, astim atagi gegiren ¢cocuklarin
%48-%82’inde ve yetiskinlerin %10-%48’inde tespit edilmistir. Rhinovirus ile iliskili
astim alevlenmeleri olan ¢ocuklarin %25’inde ve kiiclik ¢ocuklarm %11.4’tinde RT-
PCR yontemi ile rhinovirus viremisi tespit edilmistir. Astim alevlenmesinin artan
siddeti ve 6 haftadan daha fazla siiren rhinovirus enfeksiyonlar1 arasinda bir iliski
goriilmiistiir. Astim ataklarmin sikligmin sonbahar ve ilkbaharda pik ile rhinovirus
enfeksiyonlariyla ayn1 mevsimsel donemi izlediginin gozlenmesi aradaki bu baglantiyi
daha da giiclendirilmistir.

Kiiciik ¢ocuklarda yapilan uzun siireli bir caligmada, Winther ve arkadaslar1 her
yil rhinovirus enfeksiyonlarin ortalama sayismin 6 ve enfeksiyonlarin %20’sinin
asemptomatik oldugunu bildirmislerdir. Cogu asemptomatik olan yillik rhinovirus
enfeksiyonlarinin yiiksek orant ve ¢ocuklarda uzun siireli virus atilimi dikkate
almdiginda akut solunum yolu hastalig1 ile hastaneye gelen cocuklarda etyolojideki rolii
iyl yorumlanmalidir. Rhinoviruslarin soguk alginligi olgularinin %30-50’sine sebep
oldugu bildirilmistir. Ancak yogun sezon sirasinda tiim USYE’larm %80 kadarinda
etken olabilmekte ve Ozellikle hafif bir hastalik ile sonuglanan {ist solunum yolu
semptomlarina sebep olmaktadwr. Bogaz agrisi, Oksiiriik, burun akintisi, burun
tikaniklig1, hapsirma, halsizlik ve bas agris1 seklinde olan tipik belirtiler bes ve yedi giin

. -1
arasinda siirmektedir'®’.
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2.6.3. Virolojik tam

Klinik laboratuvarlarin ¢ogunda 6nceleri bircok sebepden dolay1 rhinovirus tanisi
konulamamustir. Ilk sebep rhinovirus enfeksiyonlarmin klinisyenler tarafindan klinik
olarak onemli kabul edilmemesi ve ikincisi rhinovirus kiiltiirliniin virus izolasyonu i¢in
33°C’lik ikinci bir inkiibator gerektirmesidir. Optimal sensitivite i¢in siklikla birden ¢ok
hiicre dizisi kullanilmasi gerektiginden ve farkli hiicre dizilerinin degisen duyarlilik
gostermesi rhinovirus izolasyonunu daha da gili¢ kilmaktadir. Rhinoviruslarin doktorlar
tarafindan g6z ardi edilmesi sebebiyle taniya yardimec1 monoklonal antikor gelistirmeye
thtiya¢ duyulmamasi {igiincli etken olmustur. Son sebep ise rhinovirus serotiplerinin
ortak grup antijeni olmamas1 genis reaktivite gosteren antikorlarm yapilmasini miimkiin
kilmamasidir.

Rhinoviruslar geleneksel olarak WI38 hiicreleri ve HeLa hiicreleri gibi insan
diploid fibroblast hiicre dizilerinden izole edilmistir. En uygun izolasyon i¢in birden
fazla farkli hiicre kiiltiirii kullanimi gerekli oldugundan izolasyon nadiren yapilmistir.
RT-PCR, virus kiiltiirii yontemi ile karsilastirildiginda ytiksek sensitiviteye sahip olmasi
sebebiyle rhinoviruslarin tansi i¢in tercih edilen bir yontem haline gelmistir®>' %110,

Rhinoviruslar ve enteroviruslar dahil picornaviruslarin tespiti i¢in her ikisi de son
derece korunan 5’-kodlanmayan bolgeyi (5’-noncoding region; NCR) hedef alan
niikleik asit amplifikasyon metodlar1 ¢alisilmistir. Rhinovirus tespiti icin RT-PCR ve
NASBA testleri gelistirilmistir ve bu testler kiiltlire goére daha sensitiftir.
Rhinoviruslarmn tespitinde 5’-NCR’yi hedefleyen NAAT leri en sensitif metoddur, fakat
aynt zamanda enteroviruslar1 da tespit eden bu testler iki virus grubunu ayirt
edememektedir. Bu durum nested PCR kullanimi, restriksiyon enzim bdlgesi icin
primerler, 06zel problarla hibridizasyon veya enterovirus-spesifik ikinci PCR
kullanilmas1 ile basarilir. VP1 veya VP4 genlerini hedefleyen PCR testleri
enterovirustan rhinovirusu ayirt etmek i¢in kullanilmaktadir. Bir ¢calismada Belgika’da
hospitalize edilen ¢ocuklardan alman 517 6rnek kullanilarak RT-PCR ile NASBA
kiyaslandiginda, NASBA ve RT-PCR uyumlu sonuglar vermis ve her iki yontem de
kiiltiirden daha sensitif bulunmustur. Blomgqvist ve ark.''? tiip kiiltiirine gore
rhinoviruslar1 iki kat fazla tespit eden RT-PCR testi gelistirmislerdir. Ayn1 5’-NCR’yi
hedefleyen diger bir RT-PCR %98 sensitivite gosterirken kiiltiir icin bu oran sadece
%66 1di. TagMan problarin1 kullanan LightCycler assay dahil esik degeri <1 fg
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(femtogram) olan real-time PCR testleri gelistirilmistir. Bu testler end-point testlerden
daha sensitiftir'' "',

Yeni tanimlanmig olan ResPlex II assay (Qiagen), MultiCode-PLx RVP assay
(EraGen Biosciences), Seeplex RV assay (Seegene Inc., Seoul, South Korea) ve xTAG
RVP assay (Luminex Molekiiler Diagnostics, Toronto, Ontario, Canada) ticari
multipleks testleri picornaviruslari tespit etmektedir. XTAG RVP yontemi rhinovirus
tespiti icin tek FDA onayl testtir ve klinik degerlendirmelerde %100 sensitif ve %91.3

spesifiktir.

2.6.4. Tedavi
Simdiye kadar rhinovirus enfeksiyonlar1 i¢in spesifik antiviral tedavi

gelistirilmemistir.

2.7. Human bocavirus

2.7.1. Virusun yapisi

HBoV, Isve¢’de Allander ve arkadaslari tarafindan Eyliil 2005°de kesfedilmistir.
Oryjinal caligmada, hastanede yatarak tedavi goOren hastalardan elde edilen 540
nazofaringeal 6rnek HBoV i¢in test edilmis ve %3.1°1 pozitif bulunmustur. Kesfinden
bu yana HBoV tiim diinyada 6zellikle hem USYE hem ASYE olan iki yasm altindaki
cocuklarda tespit edilmistir' .

HBoV sigir ve kopek parvovirusu ile yakindan iligkilidir ve Bocavirus genusu,
Parvovirinae subfamilyasi, Parvoviridae ailesinin bir iyesidir. Kiigiik, zarfsiz, tek
sarmalli DNA virusudur.

HBoV’un tiim diinyada dolasan 2 genotipi vardiwr. VP1/VP2 acik okuma
cercevesinde “open reading frame” lokalize olmus c¢ogu korunmus aminoasit
degisiklikleri ile genotip ST1 ve ST2 tiim genomda sadece 26 niikleotidde farklilik
gostermektedir. Smuts and Hardie''® 980-niikleotid uzunlugunda VP1/2 geninin
sekansini yaparak ST2 kokeninin 2 alttipini (3 niikleotid degisikligi) gdsterebilmislerdir.
Biitiin Ornekler, solunum yolu sikintis1 olan ve baglica akut hiriltis1 olup akciger

grafisinde interstisyel infiltrasyonlar bulunan pnémonili kii¢iik ¢cocuklardan alinmistir.
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2.7.2. Epidemiyoloji ve patogenez

HBoV’lar sonbahar ve kigin Aralik ve Ocak ayinda pik ile veya ilkbahar ve erken
yaz donemlerinde bildirilen oranlar ile yil boyunca tespit edilmektedir. HBoV
enfeksiyonlarinda en sik goriilen semptomlar Sksiiriik, burun akintisi ve atestir'' .

HBoV enfeksiyonlar1 hem ¢ocuklarda hem de yetiskinlerde meydana gelir, fakat 3
yasin altindaki ¢ocuklar enfeksiyon i¢in daha yiiksek riskte goriilmektedir.

HBoV ASYE olan cocuklarda tespit edilmistir. Solunum sikintist olan bu kiigiik
cocuklarn ¢ogunda akciger grafisisinde interstisyel infiltratlar gdsteren pndmoni
gozlenmistir. HBoV ayrica akut hiriltili hastalarin serum Orneklerinde de tespit
edilebilmektedir. Son yillarda Allander ve ark.''® tarafindan yapilan calismada, HBoV
akut hirilt1 ile hastanede yatarak tedavi goren 259 c¢ocuktan 49’unda (%19) tespit
edilmis ve bu g¢ocuklarin 12’sinde nazofaringeal Orneklerinde sadece HBoV
belirlenmistir. HBoV tek virus olarak bulundugunda, yiiksek viral yiik akut hiriltili cogu
cocukta tanimlanmistir. Akut hiriltis1 olan ¢cocuklarm %19’una varan kadarinda HBoV
tespit edimesi HBoV’u bu c¢ocuklarda rhinovirus, RSV ve enterovirusdan sonra
dordiincii en yaygm virus yapmustir. Nadiren asemptomatik bireylerde Iki yeni
calismada HBoV ile ASYE ve 6zellikle akut hirilt1 arasinda siki iligki kanitlanmistir.

Birgok virusun sikliginin belirlendigi cogu c¢alismada HBoV, RSV ve
rhinovirusdan daha az, yaklasik olarak influenza virus, hMPV, PIV 3 ve adenovirus
kadar yaygin ve muhtemelen HCoV’lar ve diger PIV’lardan daha yaygin olarak tespit
edilmistir. Avrupa, Kuzey Amerika, Asya ve Avustralya dahil olmak iizere bes kitada
12 tizerinde tilkede solunum yolu 6rneklerinde %2 ile %11 arasinda degisen HBoV
prevalansi bildiren ¢ok sayida calisma yapilmis, bu virusun tiim diinyada yaygin
oldugu belirtilmistir. Akut solunum yolu hastalif1 olan ¢ocuklarda HBoV prevalansi
%2.5 ve %19 arasindadir, ancak yetiskinlerde bu oran %0.8 -%1.2°dir*’.

HBoV ayrica gastroenteriti olan ¢ocuklarda da bildirilmistir. Yapilan iki
calismada HBoV, akut gastroenteriti olan hastalarin sadece %2.1 ve %0.8’inde tespit
edilmistir. Bu ¢aligmalarin her ikisinde de ayni sekilde diger barsak patojenleri olgularin
yarisindan fazlasinda birlikte tespit edilmistir. Bu sebeple gastrointestinal
hastaliklarinda HBoV un kesin roliiniin belirlenmesi gerekmektedir''*-'*.

HBoV DNA'sinin tespiti i¢in kontrol hastalarinin dahil edildigi ii¢ ¢alismada

asemptomatik kontrol grubunda HBoV tespit edilmezken diger bir ¢alismada kontrol
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grubunda HBoV %§8.6 oraninda belirlenmistir. Sasirtict olarak, baska bir caligmada
asemptomatik kontrol grubunda %43 oraninda HBoV tespit edilmis, ancak semptomatik
hastalarin sadece %13.8 'inde tanimlanmustir' .

HBoV tespit edilen vakalarin %33 ila %90’inda diger viruslar ile koenfeksiyon
tespit edilmistir. Koenfeksiyon olarak bulunan en yaygin viruslar rhinovirus, RSV,

enterovirus, adenovirus ve hMPV olarak belirlenmistir'*'.

2.7.3. Virolojik tam

HBoV in vitro ¢ogaltilmamis, heniiz hiicre kiiltiiriinde izole edilmemistir. HBoV
enfeksiyonlar1 molekiiler yontemler kullanarak belirlenmistir’>'**.

HBoV’un genomik organizasyonu yapisal olmayan gen NS-1, bilinmeyen protein
NP-1 ve iki kapsid VPI1 ile VP2 protein geni diger bocaviruslarmkine yakindan
benzemektedir. Birka¢ PCR yontemi HBoV i¢in tanimlanmis ve ¢ogunda NS-1 ve NP-1
genleri amplifiye edilmistir'>>. Allander ve ark.'* tarafindan tanimlanan ilk PCR tes,
NP-1 geninin N ucunu hedefleyen, 354-bp iiriin veren konvensiyonel PCR yontemidir.
Smuts ve Hardie''® NP-1 geninin 368-bp’lik bdlgesini ve VP1/VP2 kapsid geninin 980-
bp fragmentini hedefleyen iki seminested PCR yontemini kullanmislardir. Ilk test
dogrulayici olarak uygulanmistir. Diger arastirmacilar 291-bp iirtin veren PCR veya
nested PCR kullanarak NS-1 genini hedeflemislerdir. Manning ve ark.'* nested PCR
kullanarak 54 pozitif 6rnegin 53’iinli dogrulayabilmislerdir. Baz1 arastirmacilar biri
tarama digeri dogrulayici olmak tizere iki PCR yontemi kullanmiglardir. NS-1 ve NP-1
hedeflerinin kullanildig1 bir¢ok c¢alismada, pozitif 6rneklerin ¢ogunlugu ikinci PCR
yontemi kullanilarak dogrulanmis, bu yOntemlerin benzer sensitiviteleri oldugu
gozlenmistir. HBoV i¢in FDA onayl test bulunmamaktadir ve bununla birlikte XTAG
RVP testinin ikinci versiyonu, sadece arastirma amacli test olarak HBoV tespit

edebilmektedir' %%’
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2.8. influenza virus

2.8.1. Virusun yapisi

Ik grip virusu 1930 yilinda domuzdan izole edilmesine ragmen ilk insan grip
virusu (influenza A virus) sadece li¢ yil sonra grip semptomlar1 olan hastalarin nazal
yikant1 6rneklerinin dag gelincigine inokiilasyonu ile basaril bir sekilde izole edilmistir.
Influenza B virusu ilk olarak romatizmal kalp hastalig1 olan ¢ocuklarda grip benzeri bir
hastalik salgini sirasida bir ¢ocuktan 1940 yilinda izole edilmistir. Ilk Influenza C
virusu hafif solunum semptomlar1 olan bir hastadan 1947 yilinda izole edilmistir.

Influenza virus, Orthomyxoviridae ailesine ait, biiyiik (cap1 80-120 nm) helikal
kapsid ile ¢evrili segmentli, tek sarmalli, negatif polariteli RNA genomu igeren zarth bir
virustur. Influenza viruslar1 antijenik farklhiliklarina gore influenza A, B ve C olmak
iizere 3 tipe ayrilir. Bu tipler niikleoprotein ve matriks proteinlerindeki farkliliklara gore
ayirt edilir. Influenza A ve B sekiz segmentli oysa influenza C yedi segmentli RNA
icermektedir. Zarfin ylizeyinde hemaglutinin (H) ve noéraminidaz (N) glikoprotein
cikintilar1 bulunur. Hemaglutinin konak epitelyal hiicrelere giristen sorumludur ve
enfeksiyonun baslatilmasin1 saglamaktadir. Noéraminidaz yeni virionlarin konak
hiicrelerden tomurcuklanmasi siirecinde yer almaktadir. Iki glikoprotein, bilinen 16 H
ve 9 N alt tipleri ile influenza A viruslar1 arasinda antijenik varyasyon gosterir.
influenza B, H ve N glikoproteinlerin yalnizca bir tipine sahiptir®*'2*'%.

Tim diinyada yillik influenza salginlari, H ve/veya N genlerinin asamali
mutasyonundan kaynaklanan yiiksek antijenik varyasyon sebebiyle olmaktadir.
Antijenik drift olarak adlandirilan H veya N’da kiiclik degisiklikler gergeklestiginde
siddetli mevsimsel grip salginlari meydana gelebilmektedir. Antijenik drift tiim alt
tiplerde goriilebilir. Buna ek olarak, iki farkli influenza A virusunun ayni hiicreyi
enfekte etmesi sonucu influenza genomunun segmentli yapisindan dolayi, genom
segmentlerinin yeniden diizenlenmesi olan “reassortment” ile H veya N proteinleri veya
her ikisinde de biiyiik antijenik degisiklikler olur ki buna “antijenik shift” denir. Yeni
olusan virusa karst immun olmayan toplumlarda virus yayilarak tiim diinyada
pandemiye sebep olur. Yiizey proteinlerinde olusan minor veya major mutasyonlar

sebebiyle virusun konak immun sistemi tarafindan etkin bir sekilde taninmaz.
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2.8.2. influenza A virus

2.8.2.1. Virusun yapisi

Genomik RNA’s1 bilinen 11 proteini kodlayan sekiz segmentten yapilmis olan
tipik influenza A virusu, icte matriks proteini ile kapli ve dista gubuk seklinde
glikoprotein H ve mantar seklinde N molekiilleri barindiran iki-tabakali lipid zarfa
sahiptir. Influenza A viruslari, hemaglutinin ve ndraminidaz yiizey antijenine baglh
olarak alt tiplere (subtip) ayrilir ve su ana kadar bilinen 16 hemaglutinin antijeni (H1-
H16) ve 9 néraminidaz antijeni (N1-N9) bulunmaktadir. Bu sebeple, her virus herhangi
bir kombinasyonda bir H ve bir N antijeni icermektedir. Insanlarda enfeksiyona sebep
olan tanimlanmig sadece bazi influenza A virus alt tipleri vardir ve bu tipler H alt tipleri
1, 2,3 ve N alt tipleri 1 ile 2°dir.

Influenza A viruslari domuz, at, deniz hayvanlar1 ve kuslar gibi gesitli hayvanlar1
enfekte eder. Insanlarda pandemilere sebep oldugu bilinen influenza A virusunun ilk alt
tipi olan HIN1, 1918 yilinda bulunmus ve salgin sirasinda 6len hastalardan elde edilen
influenza suslarinin sekans verileri HIN1’in H sekansinin, memeli viruslarinki ile
benzer, fakat avian viruslarinki ile benzer olmadigini gostermistir. Ardisik
pandemilerden sorumlu influenza A viruslarinin en 6nemli alt tipleri H2N2(1957),
H3N2(1968) ve HINI1(1977)’dir. Domuz kokenli yeni alt tip HIN1 2009 yilinda

1 ; 130,131,132
insanlarda pandemiye sebep olmustur 30,131,132

2.8.2.2. Avian influenza A virus

Su kuslarinin influenza viruslariin dogal rezervuarlar1 oldugu bilinmektedir. Su
ana kadar bilinen influenza A virus 16 H ve 9 N alt tipleri 6zellikle go¢ eden su
kuslarindan izole edilmistir. Su kuslarinda enfeksiyonlar genellikle asemptomatik
seyreder, ancak H5N1 ve H7N7 gibi baz1 birkac¢ subtip ise sistemik enfeksiyonlara
sebep olur ve Oliim orami yiiksektir. Su kuslarinda, influenza viruslar1 barsak epitel
hiicrelerinde ve daha az miktarda solunum yolu hiicrelerinde replike olur ve digki ile
yiiksek konsantrasyonlarda atilir. Kontamine su ve digki yabani su kuslar1 arasinda
influenza viruslarinin bulasinda en 6nemli yoldur. Su kuslarinin uluslararas1 gogii kus

gribinin diinyanin diger bolgelerine virusun yayilmasmdan sorumludur'*®,
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2.8.2.3. Swine influenza A virus

Influenza A virusunun iki alt tipi olan HIN1 ve H3N2 domuzlardan izole
edilmistir. Bunlar klasik domuz HINI, kus benzeri HINI, insan ve kus benzeri
H3N2’yi kapsamaktadir. influenza A virusunun HINI alt tipi (HswIN1) Amerika’da
1930 yilinda domuzlardan izole edimistir. Insan susuyla benzer olan antijenik H3’e
sahip H3N2 susu 1988 yilindan bu yana domuz populasyonunda dolagsmaktadir. Domuz
H3N2 subtipi Avrupa ve Asya'daki diger iilkelerde de domuzdan izole edimistir.
Domuzlarin HIN1 ve H3N2 influenza viruslar1 icin onemli bir rezervuari oldugu
bilinmektedir. Domuzlar influenza viruslarinin tiirler arasi bulagsmasinda rol

oynamaktadir.

2.8.3. Epidemiyoloji ve patogenez

Her yil influenza salginlar1 1liman iklimlerde kis aylarinda meydana gelir, ancak
baz1 tlkelerde yagisli mevsimlerde pik ile tropikal iklimlerde yi1l boyunca tespit
edilebilmektedir. Influenza A ve B, yillik mevsimsel grip salginlarmdan sorumludur.
Influenza A yilda bir epidemilere ve bazen pandemilere sebep olurken lokal salgmlar
genellikle influenza B’den kaynaklanmaktadir. Tekrarlayan influenza epidemileri son
400 yildir meydana gelmektedir ve en iinlii pandemi influenzanin tiim diinyada yaklasik
20 milyon kisinin 61diimiine sebep oldugu 1918-1919 yillarinda gergeklesmistir'*>.

Tipik komplike olmayan influenza enfeksiyonunda sik olarak ates, Oksiirik,
titreme, bas agrisi, burun akintisi, farenjit ve kas agrisi gibi sistemik semptomlar
goriilmektedir. Inkiibasyon siiresi 1-4 giindiir ve ates gibi sistemik belirtiler genellikle 3
glin boyunca devam eder, fakat 4-8 giin siirebilir. Hastaligin bir pargasi olan kuru
oOksiiriik, bogaz agrisi, burun tikaniklig1 ve akintis1 genellikle ates gectikten sonra devam
etmektedir. Ani baslangic ve sistemik semptomlarin baskiligi influenzayr diger bazi
solunum yolu viral enfeksiyonlarindan ayirmaktadir' ">,

Son 2009 HINI pandemisi sirasinda influenzanin en yliksek atak hizi gengler
arasinda goriilmiistiir, oysa altta yatan kardiyovaskiiler ve akciger hastaligi olan yaslh
insanlarda mortalite orani yiiksek idi. En yiiksek hastaneye yatis oran1 (100000'de 276)
yas1 6 aydan daha kii¢iik olan ¢ocuklarda goriilmiistiir ve tiim vakalarin %50'den fazlasi

2 yasindan kii¢iik cocuklardan olusmustur'>*'3>13¢,
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Sadece influenza A ve B klinik olarak énemlidir. Influenza A ve influenza B
enfeksiyonunda goriilen mevsimsel dagilim influenza C enfeksiyonunda nadiren
meydana gelmektedir. Influenza C genellikle hafif iist solunum yolu hastahg: ile
iligkilidir, nadiren bronsit veya pndmoniye sebep olmaktadir.

Influenza virus enfeksiyonu akut otitis media, krup, bronsiolit, pndmoni ve astim
ataklar1 da dahil olmak iizere cesitli ASYE’lar ile iliskilidir. influenza ile iliskili
komplikasyonlar sekonder bakteriyel pndmoni, solunum yetmezligi, miyozit, Reye
sendromu, miyokardit ve perikardit gibi rahatsizliklar1 igermektedir. Influenza 6zellikle
altta yatan hastaligi olan hastalarda tipik baslangicin ardindan hizla akciger grafisinde
yetiskin solunum sikintis1 sendromu ile uyumlu bilateral infiltrasyonlar ile nefes darhigi,
oksiiriik ve siyanoza ilerleyen primer viral pndmoniye sebep olabilmektedir.
Influenza’nin diger komplike klinik tablosu olan sekonder bakteriyel pndmoni ilk
influenza enfeksiyonu (4-14 giin) sonrasinda bir iyilesme siiresinden sonra meydana
gelir ve tipik olarak Streptococcus pneumoniae ve Haemophilus influenzae
etkendir'**'**,

Cocuklarda %?22.3 oran1 gibi yiiksek olabilen yillik influenza atak hizi yildan yila
degismektedir. influenza viruslar1 Pogka ve ark."”’ tarafindan yapilan bir ¢alismada grip
benzeri hastaligi olan 5 yasindan biiyiik ¢ocuklarda baskin etken olarak vakalar sadece
%30.4’linden sorumlu olmustur. Cocuklarda toplum kodkenli biitiin pnédmoni vakalarina,
cogu 2 yasindan kiiciik ¢cocuklar olmak tizere %4 ve %16 arasinda oranla influenza
viruslar1 sebep olmustur. Influenza viruslar1 genellikle 5 yasindan daha biiyiik kruplu
cocuklarin sadece kiiclik bir yiizdesinden izole edilmektedir. Bununla birlikte influenza
virusunun sebep oldugu krup, PIV kaynakli krupa gére daha siddetli olma
egilimindedir'’.

Influenza virusunun sebep oldugu enfeksiyonlar yilda 100000 ¢ocukta 36 ila 135
oraninda hospitalizasyona yol agmaktadir. Cocuklar hastanede ortalama 3 giin kalir ve
altta yatan kardiyak veya norolojik ve noromiiskiiler hastaliklar1 olanlar uzun siireli
hastaneye yatis riski altindadir. Hastanede yatarak tedavi goren cocuklarin %25-
%49’unda en sik rapor edilen klinik tablo astim olup en azindan altta yatan ciddi bir
hastalik goriilmiistiir. Cocuklarin yaklasik %12’s1 yogun bakima alimmis ve %5.9’a

varan kadarinda mekanik ventilasyon gerekli goriilmistiir' >,
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Cocuklarda influenza enfeksiyonlar1 sebebiyle mortalite %0.01 oraniyla nadirdir.
Bununla birlikte bunlarin neredeyse yaris1 influenza iliskili komplikasyon riskini artiran
altta yatan hastalig1 olmayan ¢ocuklarda ortaya ¢ikmaktadir'>*'3%-13%

Cesitli galismalar influenza B virusunun biiyiik cocuklar1 enfekte etme, miyalji ve
gastrointestinal hastaliklara influenza A virusundan daha sik sebep olma egiliminde
oldugunu géstermektedir. influenza A virusu akut solunum yolu hastalig1 belirtileri olan
cocuklarda %5.4 ve %13.4 oranlar1 arasinda tespit edilirken influenza B virus vakalarin

%1.4 ve %7.8’inden sorumludur'>’.

2.8.4. Virolojik tam

Influenza virusunun laboratuvar tanis1 icin hizli ELISA, IFA, virus Kkiiltiir
yontemleri ve sofistike molekiiler testler gibi bir¢ok test kullanir. Bu yontemlerin her
birinin potansiyel kullanimi yillar icinde en dramatik pandemik HINI1 2009 grip
virusunun ortaya ¢ikmasi ile degismistir. Hizli ELISA testleri daha 6nce klinik ve acil
servislerde yaygin olarak kullanilmasina ragmen, 2009 HINI1 alt tipi icin zayif
sensitivitesi bu testin uygulanmas ile ilgili kayg yaratmistir. Influenza virusunun tespiti
icin antijen testleri yaygin olarak mevcuttur. Ancak bu testler kullanildiginda negatif
sonug olasilig1 hastanin artan yasiyla birlikte 6nemli 6l¢iide artar, oysa virus kiiltiirii ve
RT-PCR ile artmaz. Bu sebeple ileri yastaki hastalarda yanlis negatif sonuglar1 6nlemek
icin RT-PCR ve Kkiiltiir gereklidir. Influenza viruslarmi tespit etmek icin molekiiler
yontemler 1991'in baslarinda bildirilmistir. Matriks, H ve N genleri gibi ¢esitli hedefler
kullanilmustir. Ilk ticari olarak temin edilen test Hexaplex assay (Prodesse Inc,
Waukesha, Wisconsin) RT-PCR testidir ve amplifikasyon sonrasi tespit i¢in enzim
hibridizasyonu kullanilir. Bu test amplifikasyon sonrasi purifikasyon gerektiren bir test
olup tamamlanmasi 8-9 saat siirer. Testin analitik sensitivitesi influenza A i¢in 10 kopya
ve influenza B i¢cin 5 kopya olup influenza viruslarin tespiti i¢in standart vardir.
Glinlimiizde yeniden hazirlanan formati ise influenza A (M geni), influenza B (NS1 ve
NS2 genleri) ve RSV (polimeraz geni) tespiti icin FDA onayli multipleks real-time RT-
PCR (Pro-Flul, Prodesse Inc) testidir. Ureticiye gdre, sensitivite ve spesifitesi sirasiyla
influenza A i¢in %100 ile %93 ve influenza B i¢in %98 ile %99’dur. Her iki virus i¢in

analitik sensitivite 10> %50 doku kiiltiirii enfektif dozu (%50 tissue culture infectious
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dose;TCIDsp)/ mL’dir. Diger bir test XTAG Respiratory Virus Panel (Luminex
Molecular Diagnostics, Toronto, Canada) ayni zamanda diger solunum viruslarmnin
tespiti icin FDA onayli multipleks paneldir. Onyedi solunum virusunu tespit etme
yetenegine sahip olsa da sadece influenza, RSV, PIV 1, 2 ve 3, hMPV, adenovirus ve
rhinovirus tespiti igin FDA onaylidir. Test Luminex teknolojisini kullanir. influenza A
icin klinik duyarliligim %100 ve 10 TCIDs, analitik duyarliliga sahip oldugu rapor

edilmistir®*.

2.8.5. Tedavi

Influenza virus enfeksiyonu tedavisi ve kemoprofilaksisi igin kullanilan
noraminidaz inhibitorleri ve adamantanlar su anda mevcut olan iki ¢esit antiviraldir.
Influenza virus izolatlarmin adamantanlara direncli olmasi sebebiyle giiniimiizde gribin
tedavisi veya Onlenmesi i¢in bu ilaglar tavsiye edilmemektedir. Ayrica adamantanlar
influenza B virusuna kars1 bir aktiviteye sahip degildir.

Oral yolla alman ndraminidaz inhibitérii olan Oseltamivir, 1 yasmdan biiyiik
cocuklarda ve yetigkinlerde grip tedavisi ve Oonlenmesi i¢in onaylanmistir. Oseltamivir
eger semptom baslangicindan sonra 48 saat i¢cinde baslanirsa, influenza ile enfekte
olmus ¢ocuklarda semptomlarin ortalama siiresini 1.5 giine azaltmaktadir. Ikinci
noraminidaz inhibitérii ve inhale toz olan zanamivir, 7 yasindan biiyiik ¢ocuklarda ve
yetigkinlerde grip tedavisi i¢cin 5 yasmndan biiyliik cocuklarda ve yetiskinlerde
kemoprofilaksi i¢in onaylanmistir. Eger semptomlarin baslangicindan 36 saat iginde
zanamivir tedavisine baslanirsa zanamivir, ¢ocuklarda grip belirtilerinin iyilesmesi i¢in
1.25 giin ile ortalama siireyi azaltmaktadir'*'*',

Bu ilaglarin 6nlem yerine tedavi i¢in tercihen kullanimi, korunma amagh asilarin
yaygin olarak kullanimi ve oseltamivire karsi direng gelismesi sebebiyle maruziyet
sonrast kemoprofilaksinin yakin zamanda tanimlanmis basarisizligin sonucu olarak
noraminidaz inhibitorlerinin kemoprofilaksi i¢in kullanimi giinlimiizde tavsiye
edilmemektedir. Antiviral kullanimi ile ilgili oneriler hem yerel hem de uluslararasi
influenza virusunun direng verilerine gore degismektedir'**.

Influenza enfeksiyonunu 6nlemek igin en etkili yol her yil yapilan asilamadir.

Asilama ¢ocuklarda laboratuvar tanili influenza A virusa bagh hastaliklar1 %95’e kadar
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azaltabilmektedir. Trivalan inaktive grip asis1 (trivalent inactivated influenza vaccine;
TIV) ve canh zayiflatilmis grip asis1 (live attenuated influenza vaccine; LAIV) olmak
iizere gribin dnlenmesi i¢in tiim diinyada mevcut olan iki as1 vardir. TIV, influenza
A(HINTI), influenza A(H3N2) ve influenza B icerir. LAIV sadece altta yatan yiiksek
riskli durumu olmayan 2 ve 49 yas arasi insanlar i¢in onaylanmis iken TIV, yetiskin ve
6 ayliktan biiyiik ¢ocuklarda kullanim i¢in onaylanmistir. Onceden antikorlar1 olmayan
cocuklarda tek as1 sonrasinda diisiik antikor yanit oranlar1 olmasi sebebiyle daha once
asillanmamis 9 yasindan kiiclik cocuklara bir ay arayla iki doz as1 uygulanmalidir.
Diinya Saglik Orgiitii kiiciik ¢ocuklarda influenzanin 6nemli saglik yiikii olusturmasi
sebebiyle 6 ve 23 ay arasi tim c¢ocuklar icin yillik grip asist uygulanmasimni

. . 14
onermektedir'*°.

2.9. Enterovirus ve parechovirus

2.9.1. Virusun yapisi

Rhinovirus ile ayni olarak Picornaviridae ailesine ait olan enterovirus ve
parechovirus pozitif polariteli, tek sarmalli RNA viruslaridir. Enterovirus genusunun 63
farkl liyesi ve Parechovirus genusunun taninan dort tiyesi vardir. Enteroviruslar, kiigtik,
30 nm c¢apinda olan zarfsiz viruslardir. Poliovirus, Coxsackie virus A ve B enterovirus
tiirleridir. Rhinovirusun aksine enterovirus daha yiiksek bir sicaklikta (37°C) cogalir ve

asit stabildir (pH 3-10). Bu sebeple gastrointestinal sistemde bir¢ok hastaliga sebep olur.

2.9.2. Epidemiyoloji ve patogenez

Enteroviruslar ve human parechoviruslar tiim diinyada yaygindir. Endemik olarak
meydana gelen enfeksiyonlar iliman iklimlerde ge¢ yaz ve erken sonbaharda pik
yaparak kis aylarmda goriilmektedir. Jacques ve ark.'*® Fransiz cocuklar arasinda
yaptiklar1 ¢aligmada, enterovirus enfeksiyonlarinin %47°sinin sonbahar ve ilkbahar
aylarinda meydana geldigini bildirmistir'**'*.
Enterovirus enfeksiyonu olan hastalarda semptomlar baglamadan iki giin 6nce ve

enfeksiyon bitiminden sonra 3 haftaya kadar virus yayilimi goriilmektedir. Bu sebeple 2
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glin-2 hafta arasinda olabilen, fakat genellikle 3-5 giin siiren inkiibasyon donemini
degerlendirmek zordur.

Human enterovirus enfeksiyonlarinin ¢ogunlugu asemptomatik olmasina ragmen,
hafif atesli hastaliktan aseptik menenjit ve ciddi neonatal sepsise kadar hastalik
belirtileri genis bir yelpazede goriilmektedir. Enteroviruslar hem cocuklar hem de
yetiskinlerde pndmoni ve bronsiolit dahil USYE ve ASYE’larma sebep olmaktadir.
Echovirus 6, 11, 13, 16 ve 30, Coxsackie virus A2, A4, A16, B2 ve B3 ve enterovirus
68 dahil non-polio enteroviruslarin ¢ogu solunum salgilarinda tespit edilmistir, fakat
enterovirus 68 sadece solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda saptanmistir.
Enterovirus 71 el-ayak ve agiz hastaligi, ciddi multisistem hastalifima eslik eden
herpangina ve hatta 6liime yol acar. Enteroviruslar, el-ayak-agiz sendromu (coxsackie A
virus), herpangina (coxsackie A ve B, EV-71), pleurodynia (daha ¢ok coxsackie B virus
kaynaklt Bornholm hastaligi) ve kiigiik bebeklerde ates ve dokiintii ile iligkilidir'*®'*’.

Enteroviruslarin her yil 1 milyar veya daha fazla kisiyi enfekte ettigi tahmin
edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil 30-50 milyon enfeksiyon oldugu
diistiniilmektedir. Solunum yolu enfeksiyonu (%31) aseptik menenjitten (%47) sonra
enteroviruslara bagli en yaygin ikinci hastalik idi ve en sik taninan respiratuvar hastalik
ise bronsiolit idi. USYE olan hastalarm %14-%22’si ile ve ASYE olan hastalarm %17-
%]19’u enterovirus enfeksiyonu ile iligskilendirilmistir. Akut hiriltis1 olan ¢ocuklarin
%25'inde ve bronsioliti olan ¢ocuklarm %12-%21’inde enteroviruslar tespit

edilmistir'**'*,

2.9.3. Tedavi
Cocuklarda ciddi coxsackievirus enfeksiyonu tedavisinde Pleconaril kullanimi
konusunda olgu sunumlar1 olmasina ragmen enterovirus enfeksiyonlar: i¢in 6zel bir

antiviral tedavi onaylanmamustir'’.
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2.10. Parvovirus tip 4, tip 5 ve mimivirus

2.10.1. Virusun yapisi

Human parvovirus tip 4 ilk olarak 2005 yilinda HIV-1 bulagmas1 igin yliksek
riskli davranis1 izleyen akut viral sendromu olan bir hastanin plazmasinda izole
edilmistir. Mimivirus, ilk olarak Acanthamoeba polyphagia’da kesfedilmis biiyiik bir
DNA virusudur ve solunum yolu patojeni olabilecegi hakkindaki kanitlar artmaktadir.
Parvovirus tip 4 ve benzer olan parvovirus tip 5, HIV ile enfekte hastalarin %70’ inin
serum da ya da plazma Orneklerinde, iiretilmis plazma havuzlarinin yaklasik %4’ ve
saglikli kan vericilerinin plazmalarinda belirlenebilmektedir. Diger iki parvovirusun,
parvovirus B19 ve HBoV’un ilk bulagsma yolu solunum yolu olmasindan dolay1 heniiz
ispatlanmamis olmasina ragmen parvovirus tip 4 ve 5’in solunum yolu patojeni olmasi

. . .. 151,152,1
miimkiindiir' "%,

2.10.2. Epidemiyoloji

La Scola ve ark."* son zamanlarda saglikli kontrollerin %2.3’iinde ve pnomonili
vakalarmm %09.7°s1 mimivirusa kars1 antikor bulundurdugunu bildirmislerdir. Yogun
bakim iinitesinde tedavi géren 26 hastanin 5’1 mimivirus enfeksiyonunun serolojik
kanitina sahipken (50 kontrolden hic¢biri antikor pozitif degil) mimivirus DNA’s1
Fransa’da 32 yogun bakim iinitesi hastasmin bronkoalveolar lavaj 6rneklerinin 1’inde
bulunmustur. Real-time PCR kullanilarak 496 pnomonili hastanin mimivirus i¢in test
edildigi arastirmada hicbir hastada virus tespit edilmemistir. Daha ileri ¢aligmalar
mimivirus ile parvovirus tip 4 ve 5’in insanlarda klinik olarak 6nemli solunum yolu

patojenleri olup olmadigimni belirlemeyi kapsayacaktir®.

2.10.3. Virolojik tam

Parvovirus tip 4 ve 5 DNA’lar1 NS-1 genini hedefleyen konvensiyonel veya
nested PCR yontemleriyle tespit edilmektedir. Mimivirus enfeksiyonlar1 serolojik olarak
amip kiiltiirlerinde virus izolasyonu, PCR ve mikroimmunfloresan yontemleriyle
belirlenebilmektedir. Giinlimiizde Parvovirus tip 4, tip 5 veya mimivirus i¢in ticari

<:1.4:..151,152,154
testler meveut degildir'>"+'>>",
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2.11. KI ve WU polyomavirus

Solunum yolu hastalig1 olan ¢ocuklarm solunum yolu 6rneklerinde iki yeni insan
virusu olan KI polyomavirus (KIPyV) ve WU polyomavirus (WUPyV) 2007 yilinda
kesfedilmistir.  Seroepidemiyolojik  calismalar bu  viruslarin  sebep oldugu
enfeksiyonlarin insan populasyonunda yaygin oldugunu gostermistir ve kesfinden bu
yana, KIPyV ve WUPyV o6zellikle solunum yolu belirtileri olan c¢ocuklarin ve
respiratuvar virus ile koenfekte hastalarin solunum 6rneklerinde tespit edilmistir. Bu
bulgular1 takiben insan hastaliklarinda KIPyV ve WUPyV’unun patojenitesini
arastrmak i¢in farkli biyolojik 6rnekler real-time PCR test ile analiz edilmistir. Her iki
virus immun sistemi saglam hastalarin solunum yolu 6rneklerinde bulunmus olmasina
ragmen, solunum yolu enfeksiyonlar: ile kesin bir baglant1 kurulamamistir. KIPyV ve
WUPyV’un semptomatik hastalardan ve solunum semptomu olmayan Kkisilerin
orneklerinde benzer oranlarda tespit edilmesi bu viruslarin bagisik ¢ocuklarda solunum
yolu hastaliklarina sebep olmayabilecegini diisiindiirmektedir'>’.

Diger iki insan polyomavirusu BK ve JC, saglikli kisilerde persistan, subklinik
enfeksiyonlar1 takiben yasamin erken donemlerinde hafif veya asemptomatik primer
enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Bununla birlikte bu viruslar oncelikle bobrek, kemik
ilig1 ve lenfoid dokuda reaktive olabilir, ayrica immun sistemi baskilanmis hastalarda
ciddi  hastaliklara sebep olabilmektedir. = Reaktivasyonun klinik  sonuglari
incelenmemesine ragmen benzer sekilde, HIV ile bagisiklik sistemi baskilanmis
kisilerin lenfoid dokusunda KIPyV ve WUPyV reaktivasyonu tanimlanmistir.

KIPyV ve WUPyV’un siklikla solunum semptomlar: ile birlikte tespit edilmesi
inhalasyonun bulagsmada potansiyel bir yol oldugunu diisiindiirmektedir. Solunum
sistemine ait Orneklerde KIPyV ve WUPyV’un prevalans: ile ilgili retrospektif
calismalara ¢ok sayida immun sistemi baskilanmis hastalar dahil edilmistir. Buna
karsilik higbir prospektif veri, insidans, semptomlar, risk faktorleri ve hematopoetik
hiicre nakli alicilarmin solunum 6rneklerinde KIPyV ve WUPyV tespiti ile ilgili
sonuglar1 kapsamli bir sekilde tarif etmemistir. Bu soru o6zellikle immun sistemi
baskilanmis hastalarin 6rneklerinde solunum viruslarinin tespiti i¢in multipleks PCR
panellerinin artan kullanimi ile ilgilidir. Spesifik klinik veya radyolojik bulgularin
eksikligi, diger solunum yolu patojenleri ile sik olarak birlikte tespit edilme, solunum

hastalig1 belirtileri veya semptomlar1 olmayan olgularda izolasyon ve 6lciilen viral yiik
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degiskenligi sonuglar1 kesin bir sekilde gostermeye izin vermemistir. Solunum yolu
enfeksiyonu semptomlar: olan ve olmayan hem immun sistemi baskilanmis hem de
bagisik hastalara ait genis bir drnek yelpazesi ile yapilan prospektif ¢aligmalara ihtiyag

1
vardir'®.
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3. GEREC VE YONTEM

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde Eyliil 2012 ve Mart 2013
tarihleri arasinda Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Ana Bilimdali’nin ¢ocuk yogun bakim,
onkoloji, hematoloji, ¢ocuk enfeksiyon, yenidogan yogun bakim, siit cocugu ve biiyiik
cocuk servislerinde ASYE tanist ile yatan 17 yas ve altindaki 158 hastadan alinan
nazofaringeal siirlintii 6rnekleri solunum yolu viruslarmin varligini arastirmak igin
multipleks real-time PCR (ARVI Screen Real-TM, Sacace, Italy) ve DFA (Argene SA,
France) testi ile ¢alisild1.

Calismaya dahil edilen hastalarin demografik verileri ve klinik belirtileri
hazirlanan formlara dolduruldu ve yapilacak diger islemler ile ilgili hasta ve ebeveynleri
bilgilendirilerek rizalar1 alind1.

Istatistiksel analiz i¢in tablolarin ki-kare hesaplar1 Statistics Calculator StatPac.,

Inc1997-2011 ile yapildi.

3.1. Nazofaringeal siiriintii 6rneklerinin toplanmasi

Hasta ve hasta yakin1 Ornek alma isleminin basamaklar1 ile ilgili
bilgilendirildikten sonra hastanimn islem sirasinda kendini arkaya dogru ¢ekmemesi i¢in
yaslanarak oturmasi saglandi. Yas olarak kiiciik olan hastalarda ise yakinlarindan
hastalarin1 kucaklarina alarak kol ve bacak hareketlerini engelleyecek sekilde
sabitlemesi istendi.

Islem sirasinda agizdan nefes almasi ve gdzlerini kapamasi sdylenen hastanin
alnindan tutup steril nazofaringeal naylon flocked ekiivyon (Copan Diagnostics, Italy)
yilize dik agida burun deligine yavas¢a kondu. Ekiivyon, kontaminasyonu engellemek
amaciyla burun i¢ ylizeyine degdirilmeden burun ve kulak memesi arasindaki mesafe
kadar nazal boslugun tabanina paralel sekilde direng¢ hissedilinceye kadar arkaya dogru
ilerletildi. Diren¢ hissedildiginde ekiivyon 10-15 saniye nazik¢e dondiiriilerek
hiicrelerin toplanmas1 saglandi. Hicbir yere temas ettirilmeden yavasca geri ¢ekilen

ekiivyon, i¢inde 3 ml PBS (Phosphate Buffered Saline) bulunan, hastanin ad1 ve soyadi
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ile etiketlenmis transport tiipline kondu. DFA testi i¢in 6rnegin 2 ml’si kullanild1

Ornegin geri kalan 1 ml’si ise real-time PCR testi ¢alisilincaya kadar -80°C’de saklandi.

3.2. Direkt immunfloresan test (DFA) ile antijen tespiti

Nazofaringeal siiriintii 6rnekleri RSV, hMPV, adenovirus ve PIV antijeni tespiti

icin DFA testi (Argene SA, France) ile analiz edildi. Testin yapim siiresi 65 dakika idi.

10.

3.2.1. Orneklerin islenmesi ve preparatlarin hazirlanmasi

Calisma oncesinde +4°C’de saklanan O6rnekler buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra
20 saniye yavas bir sekilde vortekslendi.

Tiip igerisindeki ekiivyon, lizerindeki hiicreleri besiyerine aktarmak icin tiip
duvarina yavasca bastirilarak ¢ikarildi.

Ornekler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Supernatant kismu atildiktan sonra kalan pellet {izerine 10 ml PBS eklendi.

Tipler 1200 rpm’de 10 dakika santriftij edildi. Mukuslu 6rnekler i¢cin bu asama
tekrarland:.

Supernatant kismi atilip tiipte kalan pellet lizerine 400 pl PBS eklenerek pipetaj
yapild1.

Test edilecek dort virus i¢in immunfloresan lamlarinin dort kuyucuguna hasta
orneginden 30 pl eklendi.

Lamlar 35-37°C’de tamamen kuruyuncaya kadar etiivde inkiibe edildi.

Daha sonra hiicrelerin fiksasyonu i¢in lamlar soguk aseton icerisinde en az 10
dakika bekletildi.

Lamlar oda 1sisinda kurumaya brrakildi. Bu siire sonunda kuruyan lamlar
calismaya devam edilmeyecekse ikinci asama yapilincaya kadar -20°C’de

sakland..
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10.

3.2.2. Mikroskopta degerlendirme oncesi yapilan islemler

Calisilacak oOrneklerin preparatlar1 dondurucuda ise cikartilip kurumasi igin
laminer flow kabin icerisinde karanlikta 10-15 dakika bekletildi.

Steril ependorf tiipleri antijen varligi arastirilan viruslar (RSV, hMPV, adenovirus
ve PIV) i¢in etiketlendi.

Fluorescein isothiocyanate ile konjuge virus spesifik monoklonal antikorlar 1/40
oraninda PBS ile diliie edildi.

Lamdaki kuyucuklarda bulunan 6rnekler iizerine diliie monoklonal antikordan 30
pl eklendi.

Antikor eklenen preparatlar 37°C’de etiivde nemli ortamda 15 dakika inkiibe
edildi.

Inkiibasyonun sonunda preparatlar 5 dakika PBS ile yikandi.

Preparatlar distile su i¢ine daldirilip ¢ikarillarak PBS kristallerinin uzaklasmasi
saglandu.

Preparatlar karanlik ortamda kurumaya birakildi.

Kuruyan preparatlarda 6rnek kuyular1 tlizerine 1-2 damla mounting media
damlatildi. Lameller preparatlarin iizerine arada hava boslugu kalmamasi i¢in
hafif¢e kenarlarindan bastirilarak kapatildi.

Karanlik alanda floresan mikroskop ile 25X veya 40X biiytlitme ile antijen varligi

arastirildi

3.3. Multipleks real-time PCR

Nazofaringeal siiriintii 6rneklerinde multipleks real-time PCR (ARVI Screen

Real-TM, Sacace, Italy) ile RSV, rhinovirus, hMPV, adenovirus, PIV 1, 2, 3 ve 4,
HBoV, HCoV OC43/HKU1 ve HCoV 229E/NL63 olmak iizere toplam 13 solunum

yolu virusunun varlig1 arastirildi. Orneklerden niikleik asit ekstraksiyonu, cDNA sentezi

ve multipleks real-time PCR amplifikasyonu asamalarindan olusan multipleks real-time

PCR testi toplam 180 dakikada tamamlanmustir.
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3.3.1. RNA/DNA ekstraksiyonu

Nazofaringeal siirlintii 6rneklerinden viral genom eldesi i¢in yapilan ekstraksiyon

isleminde Ribo-Sorb ARVI Screen Real-TM RNA/DNA Extraction (ARVI Screen
Real-TM, Sacace, Italy) kiti kullanildi. RNA/DNA ekstraksiyonu iiretici firmanin

onerilerine gore asagidaki gibi yapildi

1.

10.

1.

12.

13.

14.

Lizis soliisyonu ve yikama soliisyonu buz kristalleri kayboluncaya kadar 60-
65°C’de bekletildi.

Negatif kontrol tiipli dahil olmak iizere hasta numarasi ile etiketlenmis ependorf
tiipleri hazirlanda.

Her tiipe 450 pl lizis soliisyon ve 10 pl Internal Control RNA C+ (IC RNA)
pipetaj yapilarak eklendi. Tiipler oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi.

Cheg Olarak etiketlenmis negatif kontrol tiiptine 100 pl C- Negative Control, diger
tiiplere ise 100 ul 6rnek eklendi.

Tiipler vortekslendi ve 5000 g’de 5 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
erimeyen Ornekler maksimum hizda (12000 g) tekrar 1 dakika santrifiij edildi.
Yeni tiipe aktarilan supernatant lizerine iyice vortekslenmis sorbent’ten 25 pl
eklendi.

Tipler 5-7 saniye vortekslendi.

Oda 1sisinda 10 dakika inkiibasyona birakilan tiipler periyodik olarak
vortekslendi.

Ornekler 1 dk 10000 g’de santrifiij isleminden sonra supernatant bariyerli pipet
ucu kullanilarak pellete zarar verilmeden almarak atildi.

Her tiipe 400 pl yikama soliisyonu konuldu. Iyice vortekslenen tiipler 1 dakika
10000 g’de santrifiij edildi ve supernatant tekrar atildi

Tiiplere %70’lik etanolden 500 pl eklendi. Iyice vortekslenen tiipler 1 dakika
10000 g’de santrifiij edildi. Supernatant atild1.

Tiplere tekrar 500 pul %70’lik etanol eklendi. Tipler iyice vortekslendi, 10000
g’de 1 dakika santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirildi.

Her tiipe 400 pl aseton eklendi ve tiipler iyice vortekslenip 10000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Supernatant atildi.

Tiipler kapaklar1 agik olarak 60°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
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15. Her tiipe 50 ul RNA-eluent eklenerek pellet tekrar siispanse edildi ve 60°C’de 10
dakika inkiibasyona birakilan tiipler periyodik olarak vortekslendi.

16. Tipler 2 dakika maksimum hizda (12000 g) santrifiij edildi.

17.  RNA igeren supernatant cDNA sentezinde kullanilmak tizere -80°C’ye kaldirild1.

3.3.2. cDNA sentezi
Elde edilen ekstraktlardan ayni1 giin igerisinde Reverta Reverse Transcription

(ARVI Screen Real-TM, Sacace, Italy) kiti ile cDNA sentezi asagidaki gibi yapildi:

1. Alt1 6rneklik reaksiyon karisimi hazirlamak i¢in 125 pl RT-mix igeren tiipe 5 pl
RT-G-mix-1 eklendi. Karisim kisa bir siire santrifiij edildi ve 5-10 saniye
vortekslendi.

2. Bu karigima 6 pl M-MLYV pipetaj yapilarak eklendi. Vorteks islemi 3 saniye ve
santrifiij islemi 5-7 saniye yapild.

3.  Hazwrlanan reaksiyon karigimi, hasta numarasiyla etiketlenmis PCR tiiplerine 20
pl dagitildi.

4.  Niikleik asit ekstraktlart maksimum hizda (12000 g) 2 dakika santrifiij edilip
supernatantlari 20 pl’si dikkatli bir sekilde pipetaj yapilarak reaksiyon karisimi
iceren tiiplere eklendi.

5. Tipler MJ Mini Personal Termal Cycler (Bio-Rad Life Science Research, France)
cthazinda 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

6.  Elde edilen cDNA ornekleri her tiipe 40 pl TE-buffer eklenerek 1:2 oraninda diliie
edildi. Dilie cDNA oOrnekleri real-time PCR isleminde kullanilmak {tizere -

70°C’ye kaldirildi.

3.3.3. Multipleks real-time PCR amplifikasyonu
ARVI Screen Real-TM Multiplex RT-PCR kitinin gerektirdigi protokole uyarak

cDNA orneklerinde arastirilan solunum viruslarma ait viral genom tespiti yapildi.

1. ARVI Screen Real-TM kiti buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra reagentlerin erimesi

beklendi. Bu sirada 6 farkli PCR-mix-1 i¢in 6 ependorf tiipii etiketlendi. Hasta
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ornekleri icin 9, kontroller i¢in 3 olmak iizere toplam 12 tane 6 tiiplii strip
hazirlanda.
2. Reaksiyon karigimlari; 9 cDNA 0rnegi + 1 pozitif kontrol + 1 negatif kontrol + 1
internal kontrol i¢cin 12 ile ¢arpilarak hesaplandi.
5 ul x 12= 60 pl PCR-mix-2-FRT
10 pl x 12=120 pl PCR-mix-1
0,5 pl x 12=6 pl TagF polymerase
3. Her bir ependorf tiipiine 60 ul PCR-mix-2-FRT eklendi.
4.  Her bir PCR-mix-1 kendisi i¢in isaretlenmis tiipe 120 pl eklendi.
5. En son olarak karigima 6 ul TaqF polymerase eklendi. Vortekslenen tiipler kisa
bir siire santrifiij edildi.
6.  Her hasta 6rnegi i¢in dikey swrada 6 kuyulu strip kullanildi. Stripteki kuyulara
farkli viruslar i¢in hazirlanan PCR-mix-1 karigimlarinin 15 pl’si sirayla dagitildi.
7. Her 6 kuyulu hasta 6rnegi stribine cDNA 6rnegi 10 pl eklendi.
8. Negatif kontrol stribinde her bir tiipe 10 ul DNA-buffer, internal kontrol stribine
10 pl Internal Control DNA C+ eklendi. Pozitif kontrol stribine virus spesifik
Positive Control cDNA uygun kuyucuga 10 ul eklendi. (Sekil 1)

1 2 3 45 67 89101112

—+— pMix] PCR-mm-1hREV-HMpv
—>Mix2 PCR-mm-1hPiv 13

T—>Mix3 PCR-mmx-1hPiv24
- » Mix4 PCR-mm-1hCov
—-Mix 3 PCR-mmx-1hAdv-hBov
— > Mixf PCE-mm-1hEw

— Negatif kontrol stribi
—® Pouzitif kontrol stribi

» Internal kontrol stribi

> Her bir rnek igin 6 tiiplii strip
Sekil 1. Orneklerin ve kontrol karisgimlariin dagitin
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9.  Stripler yarim saat dnceden acilmis BioRad 1Q5 cihazinin kuyularina yerlestirildi

ve tablo 1°deki 1s1 dongiisii programinda ¢alistirildi.

Tablo 1. Multipleks real-time PCR 1s1 dongiisii

Sicaklik, °C | Zaman Dongt
95°C 15 dakika 1
95°C 10 saniye
54°C 25 saniye 10
72°C 25 saniye
95°C 10 saniye

25 sani
4C ﬂf)rS:sar}l, Zlgllama 35
72°C 25 saniye

3.3.4. Sonuclarin degerlendirilmesi

Bir saat sonunda sonuglar degerlendirildi. RSV, HBoV, PIV 2, PIV 3 ve HCoV
229E/NL63 i¢cin Cy3 floresan kanali, hMPV, adenovirus, rhinovirus, PIV 1, PIV 4 ve
HCoV 0OC43/HKU1 i¢in ROX floresan kanali ve internal kontrol i¢in FAM floresan
kanal1 kullanildi.

Ornekler igin siklus esik degeri (cycle threshold; Ct) uygun floresan kanaldaki
esik ¢izgisinin iistiinde bulunursa sonug pozitif kabul edildi.

Orneklere ait Ct degeri yoksa ve internal kontrole ait FAM kanalindaki Ct degeri

<32 ise sonug negatif olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali’nin yogun bakim, onkoloji, hematoloji, ¢cocuk enfeksiyon,
yenidogan yogun bakim, siit cocugu ve biiyiikk ¢cocuk servislerinde ASYE sebebi ile
yatirilan 17 yas ve altindaki 158 ¢ocuktan aliman nazofaringeal siirlintii 6rnekleri
solunum yolu viruslarini tespit etmek amaciyla multipleks real-time PCR ve DFA testi
ile caligildi.

ASYE olan toplam 158 hastanin 94’4 (%59.5) erkek, 64’4 (%40.5) kizdu
Erkeklerin kizlara orani1 1.46 idi. Toplam 158 hastada yas gruplarma gore cinsiyet
dagilimina bakildiginda 2 yas ve altindaki 75 (%47.4) ¢ocugun 43’1 (%57.3) erkek ve
32°s1 (%42,7) kizdi. Yaslar1 3-5 arasinda olan 25 (%15.8) hastanin ise %881 erkek,
%12’s1 kizdi. ASYE, 14 yasa kadar daha ¢ok erkeklerde goriilmekte iken 14 yasindan
itibaren ise kizlarda daha c¢ok gorildi. Fark istatistik olarak anlamli bulundu.
(x2=12.331, sd=4, p=0.0151) (Tablo 2)

Nazofaringeal 6rneklerin 47°si (%29.8) cocuk yogun bakim, 28’1 (%17.7) ¢ocuk
onkoloji, 25’1 (%15.8) biiylik ¢ocuk, 24’1 (%15.2) siit cocugu, 15’1 (%9.5) ¢ocuk
enfeksiyon, 10’u (%6.3) yenidogan yogun bakim ve 9’u (%5.7) cocuk hematoloji

boliimlerinde yatirilan hastalara aitti.

Tablo 2. ASYE olan hastalarin cinsiyet ve yas gruplarina gore dagilim

ASYE Yas gruplan
olan <2yas 3-5 yas 6-9 yas 10-13 yas 14-17 yas Toplam
¢ocuklar n % n % n % n % n % n %
Erkek 43 573 22 88 13 52 9 60 7 389 94 595
Kiz 32 427 3 12 12 48 6 40 11 61.1 64 40.5
Toplam 75 474 25 158 25 15.8 15 95 18 11.4 | 158 100

72=12331 sd=4 p=0.0151
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ASYE olan toplam 158 hastadan real-time PCR yOntemi ile 114’tinde (%72.2)
solunum yolu virusu tespit edildi. Biitiin hastalarin 49’unda (%31) koenfeksiyon
bulundu. Respiratuvar viral enfeksiyonu olan 114 hastadan 65’inde (%57) tekli
enfeksiyon, 39°unda (%34.2) ikili enfeksiyon ve 10’unda (%8.8) ii¢lii enfeksiyon vardi.
(Tablo 3)

Tablo 3. ASYE olan 114 hastada bulunan solunum yolu viruslari

Toplam virus pozitif 114 hasta
Tekli enfeksiyonlar (65, %57)

RSV

hMPV

RV

ADV

HCoV 229E/NL63
HCoV OC43/HKU1
PIV 1

PIV 2

PIV 3

PIV 4

HBoV

—
—

o]

[\
[

BURSIES ARSI ST R iNe)

Ikili enfeksiyonlar (39, %34.2)
RSV + RV
RV + ADV
PIV1+PIV4
RSV + ADV
hMPV + RV
ADV + HCoV OC43/HKU1
RSV +hMPV
RV + PIV 4
RSV + HCoV 229E/NL63
RSV +PIV 4
RV + HCoV 229E/NL63
ADV + HCoV 229E/NL63
ADV +PIV 1
ADV +PIV 4
ADV + HBoV
HCoV OC43/HKUI + PIV 3
PIV1+PIV3
PIV 1 + HBoV
PIV2+PIV4

—=m =] = = = = = = = NN W W W R[] O
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Uclii enfeksiyonlar (10, %8.8)

RSV + hMPV + RV

RSV + RV + ADV

RSV +ADV +PIV 1

RSV +PIV3+PIV4

hMPV + RV + ADV

hMPV + RV + HCoV OC43/HKU1

RV + ADV + HBoV

RV + HCoV OC43/HKU1 + PIV 4

RV +PIV1+PIV4

PIVI+PIV2+PIV4

[UN U (VI U U U U U U —

ASYE olan 158 hastada tek veya koenfeksiyon seklinde RSV enfeksiyonu 28
hastada (%17.7), hMPV 16 (%10.1), rhinovirus 44 (%27.8), adenovirus 28 (%17.7),
HCoV 229E/NL63 enfeksiyonu 3 (%1.8), HCoV OC43/HKU1 enfeksiyonu 7 (%4.4),
PIV 1 enfeksiyonu 12 (%7.5), PIV 2 enfeksiyonu 5 (%3.1), PIV 3 enfeksiyonu 5
(%3.1), PIV 4 enfeksiyonu 15 (%9.4) ve HBoV 10 (%6.3) hastada tespit edildi. (Sekil

2)
30 A
25 17
20 A
15 A
L
glo .
=5
0 T T .
4 A 4 4 p NN Y, PPN
o O A ~ <
e & % \94@"4&' & &
oo
\b
Viruglar

Sekil 2. ASYE olan 158 ¢ocukta solunum yolu viruslarimin dagihim
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Solunum yolu virus enfeksiyonu olan 114 hastanin yasa gore dagilimina
bakildiginda 56°s1 (%49.1) <2 yas, 19’u (%16.7) 3-5 yas, 19’u (%16.7) 6-9 yas, 9’u
(%7.9) 10-13 yas ve 11°1 (%9.6) 10-14 yas grubunda idi. Tekli viral enfeksiyon %57,
ikili %34.2, tglii %8.8 oranlarinda idi. Multiple enfeksiyon oran1 %43 olarak bulundu.
Tekli, ikili ve iiclii viral enfeksiyonlarin (%2=7.870, sd=8, p=0.4462) veya virus pozitif
ve negatif sonuclarin (¥2=2.799, sd=4, p=0.5920) yas gruplarma dagiliminda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Ki-kare degerleri ve p degerleri tabloda

uygun yapilan karsilastirmalarin altinda verilmistir. (Tablo 4)

Tablo 4. Tekli viral solunum yolu enfeksiyonu ve koenfeksiyonu olan 114 hastanin yasa gore
dagilin

Yas Tekli ik-ili I"ngﬁ ' 3 ' '

Gruplan enfekswoonlar enfeksiyonlar | enfeksiyonlar | Virus pozitif | Virus negatif
n %o n % n % n % n %

<2 yas 29 51.8 21 37.5 6 10.7 56 49.1 19 43.2

3-S5 yas 14 73.7 3 15.8 2 10.5 19 16.7 6 13.6

6-9 yas 13 68.4 6 31.6 0 0 19 16.7 6 13.6

10-13 yas 3 333 5 55.6 1 11.1 9 7.9 6 13.6

14-17 yas 6 54.5 4 36.4 1 9.1 11 9.6 7 15.9
Toplam | 65 57 39 342 10 8.8 114 100 44 100
x2=7.870 sd=8 p=0.4462 x2=2.799 sd=4 p=0.5920

Solunum yolu virus enfeksiyonu olan 114 hastanin 68’1 (%59.6) erkek ve 46’s1
(%40.4) kiz idi. Tekli, ikili ve ticlii viral enfeksiyonlar kiz ¢ocuklarin sirasiyla %54.4,
%39.4, %6.5’inde goriildii. Tekli, ikili ve tiglii viral enfeksiyonlarin (¥2=1.087, sd=2,
p=0.5807) veya virus pozitif ve negatif sonuglarmm (y2=0.004, sd=1, p=0.9489)
cinsiyetlere gore dagiliminda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Ki-kare
degerleri ve p degerleri tabloda uygun yapilan karsilastirmalarin altinda verilmistir.

(Tablo 5)
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Tablo 5. Tekli viral solunum yolu enfeksiyonu ve koenfeksiyonu olan 114 hastanin cinsiyetlere gore
dagilin

Tekli ikili Uclii Virus pozitif | Virus negatif
Cinsiyet | enfeksiyonlar | enfeksiyonlar | enfeksiyonlar
n % n % n % n % n %
Erkek 40  58.8 21 30.9 7 10.3 68 59.6 26 59.1
Kiz 25 54.4 18 39.1 3 6.5 46 404 18 409
Toplam 65 57 39 34.2 10 8.8 114 100 44 100
v2=1.087 sd=2 p=0.5807 x2=0.004 sd=1 p=0.9489

Alt solunum yolu virus enfeksiyonu olan 114 hastada tek veya koenfeksiyon
seklinde RSV enfeksiyonu 28 hastada (%24.6), hMPV 16 (%14), rhinovirus 44
(%38.6), adenovirus 28 ((%24.6), HCoV 229E/NL63 enfeksiyonu 3 (%?2.6), HCoV
OC43/HKUI1 enfeksiyonu 7 (%6.1), PIV 1 enfeksiyonu 12 (%10.5), PIV 2 enfeksiyonu
5 (%4.4), PIV 3 enfeksiyonu 5 (%4.4), PIV 4 enfeksiyonu 15 (%13.2) ve HBoV 10
(%8.8) hastada tespit edildi. Solunum yolu viruslarindan RSV pozitif 28 vakanin
%357.1’1 <2 yas, %21.4°1 3-5 yas, %10.7’s1 6-9 yas, %7.2°s1 10-13 yas ve %3.6’s1 14-
17 yas grubundaki ¢ocuklar idi. Diger viruslarin bulgular1 tablo 6’da verilmistir. Her
solunum yolu virusu i¢in yas gruplarindaki vaka sayis1 sekil 3’de verilmistir. Toplam
114 hastada solunum yolu viruslarinin iki yas ve alt1 ile 3 ve istii grupta dagilimina

bakildiginda (x2=7.421, sd=10, p=0.6860) fark bulunmad:. (Tablo 6)
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Tablo 6. Solunum yolu viruslarinin 114 hastada yas gruplarina gore dagilim

Virus <2 yas 3-S5 yas 6-9 yas 10-13 yas 14-17 yas Toplam 114
n % n % n % n % n % n %
RSV 16 57.1 6 214 3 10.7 2 7.2 1 3.6 28 24.6
hMPV 5 313 3 186 5 313 2 12.5 1 6.3 16 14
RV 21 477 8§ 182 7 15.9 5 114 3 6.8 44 38.6
ADV 17 60.7 4 142 5 17.9 1 3.6 1 3.6 28 24.6
HCoV
229E/NL63 1 333 0 0 0 0 2 66.7 0 0 3 2.6
HCoV
OC43/HKU1 5 714 0 0 1 14.3 1 14.3 0 0 7 6.1
PIV 1 7 583 0 0 1 8.3 0 0 4 334 12 10.5
PIV 2 3 60 0 0 1 20 0 0 1 20 5 4.4
PIV3 2 40 1 20 0 0 1 20 1 20 5 4.4
PIV 4 6 40 1 6.7 2 13.3 2 13.3 4 26.7 15 13.2
HBoV 6 60 3 30 0 0 0 0 1 10 10 8.8
25
< 2 }.' as
®3-5Svag
B 6-9yag
5, B 10-13vas
m14-17vas

Sekil 3. Solunum yolu virus pozitif vakalarin yas gruplarima dagilim
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RSV enfeksiyonu olan 28 vakanin %71.4’1i erkek ve %28.6’s1 kiz, hMPV pozitif
16 vakanin %68.75°1 erkek ve %31.25°1 kiz idi. Rhinovirus ile enfekte olan 44 hastanin
%50’si1 kiz ve %50’si erkek idi. (Tablo 7, Sekil 4)

Tablo 7. Viral solunum yolu enfeksiyonlarin cinsiyete gore dagilim

Virus pozitif
Virus Erkek Kiz Toplam
n % n % n %
RSV 20 714 8 28.6 28 100
hMPV 11 68.7 5 313 16 100
RV 22 50 22 50 44 100
ADV 19 679 9 321 28 100
HCoV 229E/NL63 2 66.7 1 333 3 100
HCoV OC43/HKU1 4 571 3 429 7 100
PIV 1 7 583 5 41.7 12 100
PIV 2 1 20 4 80 5 100
PIV 3 3 60 2 40 5 100
PIV 4 7 46.7 8 533 15 100
HBoV 7 70 3 30 10 100
Virus (+) %2=9.491 sd=10 p=0.4862
Erkeklerde virus (+) x2=68.622 sd=10 p=0.0000
Kizlarda virus (+) x2=58.725 sd=10 p=0.0000

Sadece virus pozitif hastalar degerlendirildiginde viral etkenler ile cinsiyetler
arasinda fark bulunmadi (¥2=9.491, sd=10, p=0.4862). Ancak hem erkeklerde
(2=68.622, sd=10, p=0.0000) hem kizlarda (32=58.725, sd=10, p=0.0000) en yaygin
RSV, hMPV, RV ve ADV olmak iizere ilk dort virus grubunun goriildigli saptandi.
(Tablo 7, Sekil 4)
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Sekil 4. Solunum yolu viruslarinin cinsiyetlere gore dagihm

ASYE olan toplam 158 hastanin 54’{i pndmoni, 12’s1 bronsiolit ve 92’si ASYE 6n
tanis1 alan cocuklardan olustu. Altta yatan hastaligi olup pnomonili, bronsiolitli ve
ASYE belirtileri olan virus pozitif hastalarin orani sirasiyla %18.4, %0.9 ve %54.4 olup
altta yatan hastaligi olmayan virus pozitif pndmonili ve bronsiolitli ¢ocuklarda ise
%20.2 ve %6.1 1di. Viral solunum yolu enfeksiyonu olan ve olmayan hastalar klinik

tanilar1 arasinda fark bulunmadi. (y2=4.257, sd=4, p=0.3723) (Tablo 8)

Tablo 8. Viral solunum yolu enfeksiyonu olan ve olmayan hastalarin klinik tamlari

Virus pozitif | Virus negatif Toplam
Hastahk n % n % n %
Pnomoni 23 20.2 4 9.1 27 17.1
Pnmomoni + Altta
yatan hastalik 21 18.4 6 13.6 27 6.3
Bronsiolit 7 6.1 3 6.8 10 23.4
Bronsiolit + Altta
yatan hastalik 1 0.9 1 2.33 2 1.3
ASYE + Altta yatan 62 544| 30 682| 92 582
hastalik
Toplam 114 72.2 44 28.8 158 100

12=4257 sd=4 p=0.3723
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Alt solunum yolu viral enfeksiyonu olan 114 c¢ocuktan 62’sinde (%54.4) ates,
80’inde (%70.2) oksiiriik, 58’inde (%50.9) burun akintisi, 56’sinda (%49.1) takipne,
33’iinde (%29) bulant1 ve kusma, 11’inde (%9.7) kas agris1 vardi. Viral solunum yolu
enfeksiyonu olan ve olmayan hastalarda goriilen klinik belirtiler arasinda fark

bulunmadi. (¥2=0.679, sd=4, p=0.9538) (Tablo 9)

Tablo 9. Viral solunum yolu enfeksiyonu olan ve olmayan hastalarda goriilen klinik belirtiler

Virus pozitif | Virus negatif

Belirtiler 114 hasta 44 hasta Toplam

n % n % n %
Ates 62 54.4 25 56.8 87 55.1
Oksiiriik 80 70.2 30 68.2 | 110 69.6
B. Akintisi 58 50.9 24 54.5 82 51.9
Takipne 56 49.1 18 40.9 74 46.8
Bulanti-Kusma 33 28.9 14 31.8 47 29.7
Kas agris1 11 9.6 11 25 22 13.9

72=0.679 sd=4 p=0.9538

ASYE olan hastalarda bulunan toplam 173 solunum yolu virusunun %25.4’1 (44)
cocuk yogun bakim, %17.9’u siit ¢ocugu bolimiinde yatan hastalarda tespit edildi.
Cocuk onkoloji, biiyiik ¢ocuk, ¢ocuk enfeksiyon ve cocuk hematoloji boliimlerinde
yatan hastalarda rhinovirus sirasiyla %31, %28.5, %33.3, %38.4 oranlarinda en yaygin
virus iken adenovirus, PIV 4, PIV 1 ve RSV degisen oranlarda ikinci sirada izledi. Buna
karsilik cocuk yogun bakimda %22.7 ve siit gocugu boliimiinde %25.7 RSV ilk sirada
iken rhinovirus sirastyla %20.5 ve %19.4 oranlarla ikinci sirada bulundu. Yenidogan
yogun bakimda ise %30 oranla adenovirus birinci sirada olup hMPV ve HBoV her biri

%20 oranlarla ikinci sirada tespit edilen viruslar idi. (Tablo 10)
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Tablo 10. Solunum yolu virusu pozitif 6rneklerin kliniklere gore dagilim

Yenido-
Cocuk | ocuk | Biiyiik Siit Cocuk San Cocuk
. yogun .. 9 enfeksi- 9 hemato-
Virus onkoloji ¢ocuk cocugu yogun ..
bakim o o ° yon loji
o n % | n % | n %o o bakim o
n % n %o o n )
n %o
RSV 10 2271 2 69| 2 71| 8 257| 2 111 1 10| 3 23.1
hMPV 6 136 2 69| 3 107 1 32| 2 11.1| 2 200 0 O
RV 9 205 9 31 8 285 6 194| 6 333 1 10| 5 384
ADV 8 182 | 5 172 5 179 | 5 16.1 1 56| 3 30 1 7.7
HCoV
229E/NL63 0 0 1 341 0 0 1 321 0 0 0 o 1 77
HCoV
OC43/HKU1 4 91| 0 o 1 36| 2 65| 0 0 0 o 0 0
PIV 1 3 68| 3 104 1 36| 2 65| 3 166 0 o 0 0
PIV 2 1 23] 1 34|, 0 O 2 65| 1 56| 0 o 0 0
PIV3 1 23] 0 0 2 711 0 0 1 56| 1 10 0 O
PIV 4 0 0 3 104 5 179 3 97| 2 11.1| O 0| 2 154
HBoV 2 45| 3 104 1 36| 1 32| 0 0 2 20 1 7.7
Toplam 44 254129 168 |28 162 |31 179|18 104 |10 58|13 175

Viral ASYE olan 114 hastada tekli viral enfeksiyon 65 (%57), ikili virus
enfeskiyonu 39 (%34.2) ve tiiglii enfeksiyon 10 (%8.8) hastada bulundu. Vakalarin
%7’si Eyliil, %15.8’1 Ekim, %18.4’1 Kasim, %16.7’si Aralik, %10.5’1 Ocak, %19.3’i
Subat ve %12.3’i Mart ayinda goriildii. Tekli ve ¢oklu viral enfeksiyonu olan hastalarin
aylara gore dagilimi sekil 5°de verilmistir. Solunum yolu tekli viral enfeksiyon, ikili ve
iclii enfeksiyonu olan 114 hastanin aylara gore dagiliminda fark bulunmadi.

(2=18.083, sd=12, p=0.1132) (Tablo 11)
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Tablo 11. Tekli viral solunum yolu enfeksiyonu ve koenfeksiyonu olan 114 hastanmin aylara gore

dagilimm
Tekli ikili Uclii Tonlam
Avlar enfeksiyonlar | enfeksiyonlar | enfeksiyonlar n p %
¥ n % n % n % ¢
1%111;1 4 50 4 50 00 8 7
Egi‘;‘ 12 66.7 5 278 155 18 15.8
Ig*(‘)sl‘;“ 10 476 10 476 1 48 21 184
Az‘;;‘ll;k 15 79 2105 2 105 19 167
(2’3;‘;‘ 5 417 6 50 1 83 12105
Sz‘ggt 14 63.6 7 318 1 46 2 193
%ﬁg‘ 5 357 5 357 4 286 14 123
Toplam 65 57 39 342 10 88 114 100
12=18.083 sd=12 p=0.1132
30
60
LF)
b }
N
=40 mTeklienf
20 m Ikili enf
B m Uglii enf
0 -
Eylil Ekim Kasum Aralikk Ocak Subat  Mart
Avlar

Sekil S. TeKli, ikili ve iiclii viral enfeksiyonlarin aylara gore dagilimm

Viral ASYE olan 114 hastada tek veya koenfeksiyon seklinde tespit edilen toplam
173 virusun (RSV, hMPV, rhinovirus, adenovirus, HCoV 229E/NL63, HCoV
OC43/HKU1, PIV 1, PIV 2, PIV 3, PIV 4 ve HBoV) Eylil 2012 ve Mart 3013
doneminde aylara gore dagilimma bakildiginda 12’si Eyliil ayinda, 25’1 Ekim, 33’1
Kasim, 25°1 Aralik, 20°si Ocak, 31’1 Subat ve 27°si Mart aymda tespit edildi. (Tablo 12,
Sekil 6 ve 7)
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Tablo 12. Real-time PCR ile tespit edilen solunum yolu viruslarimin aylara gore dagihm

Evlul Ekim Kasmu Aralik Ocak Subat

Avlar

Mart

Sekil 6. Real-time PCR ile tespit edilen viruslarin aylara gore dagilim
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Eyliil Ekim Kasim | Arahk Ocak Subat Mart
Virus 2012 2012 2012 2012 2013 2013 2013 Toplam
n % |n % |n % |n % |n % |n % |n % n %
RSV 2 71 ] 3107 | 4143 0 O 6214 5179 | 8 28.6 |28 162
hMPV 1 63| 3187 3187 | 1 63| 0 O 3187 5313|116 93
RV 2 45] 8182 (13296 | 8182 | 0 O 7159 | 6 13.6 |44 254
ADV 2 71 4143 | 0 0 5179 | 6214 | 8286 | 3107 |28 16.2
HCoV
229E/NL63 0 0 0 0 1333 1333 1333 0 O 0 0 3 17
HCoV
OC43/HKU1 0 0 1143 0 0 2286 | 1143 | 3428| 0 O 7 41
PIV 1 2167 | 1 83| 5417 2167 | 1 83 0 0 1 83 (12 6.8
PIV 2 1 20 120 0 0 0 0 2 40 120 0 0 5 29
PIV 3 0 0 120 120 0 0 0 0 120 2 40 5 29
PIV 4 1 67| 2133 | 5334 | 2133 | 320 0 0 2133 |15 87
HBoV 110 110 110 4 40 0 0 3 30 0 0 10 5.8
Toplam 12 69 |25 145 |3319.1 |25 145 (20 11.6 | 31179 |27 15.5 | 173 100
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Sekil 7. Solunum yolu viruslarimin aylara gore dagilim

Real-time PCR testi referans test olarak kabul edildiginde RSV, hMPV,
adenovirus ve PIV i¢cin DFA testinin sensitivitesi sirasiyla %85.7, %75, %46.4, %70.4
ve spesifitesi %96.2, %96.5, %89.4, %94.7 bulundu. Pozitif prediktif deger ve negatif
prediktif degerler tablo 13’de verilmistir.
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Tablo 13. RSV, hMPV, adenovirus ve PIV icin real-time PCR testi ve DFA testi sonuclari

Virus DFA Real-time PCR
Pozitif Negatif
Pozitif Negatif Sensitivite Spesifite Prediktif Prediktif
Deger Deger
RSV Pozitif 24 5 %85.7 %96.2 %82.8 %96.9
Negatif 4 125
hMPV  Pozitif 12 5 %75 %96.5 %70.6 %97.2
Negatif 4 137
ADV  Pozitif 13 4 %46.4 %89.4 %76.5 %89.4
Negatif 15 126
PIV Pozitif 19 7 %70.4 %94.7 %73.1 %93.9
Negatif 8 124
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5. TARTISMA

ASYE biitiin diinyada ¢ocuklarda goriilen morbidite ve mortalitenin baslica
sebebidir. Cocuklarda ASYE’larinin %90’a varan oranindan viruslar sorumludur.
Prematiire bebekler, immun yetmezligi olan cocuklar, kronik akciger hastaligi,
hematolojik, immunolojik, kardiak, metabolik, nérolojik ve onkolojik hastalik gibi altta
yatan hastaligi olan c¢ocuklarda viral solunum yolu enfeksiyon riski ¢ok daha
artmaktadir™'>°.

Viral solunum yolu enfeksiyonlar1 6zellikle bebek ve kii¢iik cocuklarda hastaneye
yatisin Onemli sebebidir. Solunum yolu viruslarindan RSV, hMPV, rhinovirus,
adenovirus, influenza virus tip A ve B, PIV 1, 2, 3 ve hMPV ASYE’larmin ¢ogunda
tanman viruslar olarak kabul edilmistir.

Viral solunum yolu enfeksiyonlarmin tanis1 dnceleri sadece virus kiiltiirii, antijen
ve antikor tespiti ile yapilmistir. Bu metodlar ile alt solunum yolu hastali§1 olan
cocuklarm sadece %40°’dan azmnda virus tespit edilmistir. Molekiiler ampifikasyona
dayali tekniklerin (PCR) 1990’11 yillarda gelistirilmesi ile yeni bir donem baglamistir.
PCR bilinen viruslarin tanisinda sensitiviteyi artirmast yani sira son 10 yilda hMPV,
yeni HCoV’lar (HKU1 ve NL63), HBoV ve rhinovirus C gibi birgok yeni solunum yolu
viruslarinin kesfini etkin kilmigtir'>""%.

Molekiiler tan1 metodlar1 ile bronsiolit, akut hiriltili veya astimi olan ¢ocuklarin
%95'e varan kadarinda ve pnomonisi olan ¢cocuklarin %72’ye varan kadarinda bir veya
daha fazla solunum yolu virusu tespit edilmistir. Niikleik asit testleri asemptomatik
cocuklarda solunum yolu viruslarinin (pik mevsimi boyunca %40-%68 kadar) ve
semptomatik ¢ocuklardaki koenfeksiyon oranlarmin yiiksek (akut astimda %43’e varan)
oldugunu gostermistir''*'.

ASYE’larinda viruslarm siklig1 6rnek alimi, hastalik siddeti, tan1 yontemleri ve

iklim gibi bircok faktore baghdir. ASYE’larmin major sebebi olarak viruslarm 6nemi

giderek artmaktadr. Yiiksek sensitiviteye sahip yeni molekiiler tani testleri
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konvansiyonel tan1 metodlarinin yerine ge¢mistir. Solunum yolu viral enfeksiyonlarin
tanisinda PCR standart metod haline gelmistir'®.

Enfeksiyonlarin ¢ogu viruslara baglidir, ancak bakteriyel enfeksiyon olmasi
yoniinde endise duyulmasi asir1 test yapilmasi, antibiyotiklerin fazla kullanimi ve
hastanede kalig siiresininin uzamasi ile sonuglanir. Bu sebeple hizli ve dogru tani
tedavinin zamaninda baslamasi i¢in esastir. Solunum yolu viruslarmin hizli tanisi
nozokomiyal enfeksiyonlarin yayillmasmin azaltilmasi i¢in korunma stratejilerinin
uygulanmasi, gereksiz antibiyotik kullaniomindan kagmma ve yiiksek riskli hastalarda
erken tedavi segeneklerinin baslatilmasi icin ilk adimdir'®".

Viral solunum yolu enfeksiyonlarmin dogru tanisi oncelikle 6rneklerin uygun
toplanmasi, transportu ve saklanmasina baghdir. Nazofaringeal aspirat, nazofaringeal
yikanti, nazofaringeal sliriintli, bogaz sliriintiisii, nazal siiriintii gibi solunum yolu
ornekleri ideal olarak enfeksiyonun akut fazinda, klinik belirtilerin baslangicindan
sonraki ilk 3 gilinde toplanmalidir. Stiriintli 6rneklerinin toplanmasi i¢in rayon, dacron,
polyester ve naylondan yapilmis ekiivyonlar kullanilabilir. Kalsiyum arjinat uclu ve
ahsap sapli ekiivyonlar viruslarin tespitini inhibe edebilecek toksinler igerebilir.

Solunum yolu viruslarinin tanis1 virus izolasyonu, antijen tespiti, antikor tespiti ve
molekiiler tabanli testler ile gergeklestirilebilir. Viral solunum yolu enfeksiyonlarmin
tanist i¢in hiicre kiiltiiri ve antijen tespiti i¢in testlerin bazi dezavantajlar1 vardir. Altin
standart olarak kabul edilen hiicre kiiltiiri zaman alicidir. Bununla birlikte, hiicre
dizilerinin se¢imi 6nemlidir, bir virus iiretimi i¢in uygun olan hiicre dizisi diger viruslar1
cogaltmak i¢cin uygun olmayabilir. Solunum yolu viruslarini izole etmek i¢in 6zellikle
primer bobrek hiicreleri en etkili sistemdir. Daha ¢ok LLC-MK2, NCI-H292 (insan
akciger hiicre dizisi), A549, HuH7 (hepatokarsinoma hiicre dizisi) veya hibrid hiicre
kiiltiirleri gibi devamli hiicre dizileri kullanilmaktadir. Hiicre Kkiiltlirtinde virus
izolasyonu, sonuglarin ge¢ (15 giin kadar) alinmasi yani sira pahali olup 6zel egitim ve
laboratuvar altyapisinin iyi olmasmi gerektirir. Viruslarin labilitesi veya Ornek
toplanmasi ile ilgili sorunlar sebebiyle veya kiiltiir islemine bagl olarak yalanci negatif
sonuclar siktir. Viral kiiltiir referans laboratuvarlarinda rutin olarak yapilmasina ragmen
test siiresi uzun oldugundan ve bazi viruslar tespit edilemediginden hasta yonetiminde
daha az yardimcidir'®. Bu sebeple kisa zamanda giivenilir sonuglar veren real-time

PCR yontemi ve direkt immunfloresan test pek ¢cok laboratuvarda hiicre kiiltiir yontemi
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yerine tercih edilmektedir’. Antijen tespiti i¢in testlerin ise siklikla sensitivite ve
spesifitesi diisiiktiir. DFA testi hizli bir teknik olup, virus izolasyonu ile korele sonuglar
verir. Ancak tani, subjektif oldugundan yorumlama ile ilgili sorunlardan etkilenebilir.
Caligmalar, IFA ile antijen tespiti veya konvansiyonel viral kiiltiirin NAAT ile
kiyaslandiginda sensitivitesinin = 6zellikle HCoV, rhinovirus ve respiratuvar
polyomavirus i¢in diisiik oldugunu gostermistir. Son zamanlarda, cesitli EIA testleri
kullanarak hizli tam kitleri gelistirilmistir ve bunlar RSV antijen tespiti i¢cin yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu testlerin performanslar1 da sinirhdir ve
sensitiviteleri de hiicre kiiltiiriinde izolasyona gore genellikle daha diisiiktiir*.

Glinlimiizde, RT-PCR testinin hiicre kiiltiirlinde izolasyona gore daha yiiksek
sensitivite gosterdigi bildirilmistir ve sensitivitenin yliksek olmasi1 6zellikle 6rnek
miktar1 az oldugunda ve viral yayillim siiresinin kisa oldugu durumlarda tanida
yararhidir. Virus spesifik PCR yapilmast her virus i¢in ayr1 amplifikasyon ister, zaman
alic1 ve yorucudur. Nested PCR teknigi PCR’a gore daha duyarli olarak kabul edilir. Bu
teknikte ilk PCR iiriinii ikinci bir amplifikasyona ugrar, fakat asir1 6rnek kullanimi
nedeniyle kontaminasyon sorunlar1 ortaya c¢ikabilir. Bu sebeple rutin laboratuvar i¢in
nested PCR testi gibi verimli ve hizli, ancak daha diisiik kontaminasyon riski olan bir
test ideal olacaktir. Bircok c¢alisma multipleks PCR testinin avantajlarini gostermistir,
tek testte solunum viruslari paneli ayni1 anda tespit edilebilir. Solunum yolu viruslarinin
tanist icin yiiksek sensitivite ve spesifitesine bagli olarak multipleks RT-PCR testi
giiniimiizde secilen metoddur. Multipleks RT-PCR uygulamasi ayn1 zamanda multiple
enfeksiyonlarin tamsini saglar’'®,

Cocuklarda solunum yolu enfeksiyonlarmin viral etyolojisi ile ilgili yapilan
calismalardan Almanya’da Temmuz 1996 ve Haziran 2006 arasi 10 yillik donemde,
Weigl ve ark.> tarafindan akut solunum yolu enfeksiyonu olan ve 16 yasindan kiiciik
18899 cocuga ait ornekler 19 solunum yolu patojeni i¢in multipleks RT-PCR ile test
edilmistir. Pozitiflik orami kullanilan test paneline gore %72.9 oranma kadar
yiikselmistir. Orneklerin g¢ogunda picornaviruslar (%35-%39), paramyxovirus (%23-
%28) ve influenza viruslar (%5.8-%12.5) bulunmustur. RSV ve PIV tip 3, hMPV, PIV
1 ve PIV 2 ile zaman zaman birlikte bulunmustur. Reoviruslar ile Legionella
pneumophila hig bulunmamistir ve Chlamydia pneumoniae ile Bordetella parapertussis

sadece nadiren tespit edilmistir.
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Jansen ve ark.'® Hollanda’da 2007-2008 kis aylar1 boyunca akut solunum
enfeksiyonu sebebiyle kabul edilen 133 ¢ocuk hastadan aldiklar1 nazofaringeal aspirat
orneklerini kullanarak solunum yolu viruslarinin multipleks real-time RT-PCR
yontemiyle kapsamli arastirilmasini hedeflemistir. Multipleks PCR test ile 133 6rnekten
%68’inde (90/133) bir veya daha fazla virus icin pozitif sonu¢ elde edilmistir.
Orneklerden %50 sinde tekli enfeksiyon ve %17 sinde ikili enfeksiyon belirlenmistir.
Rhinovirus %27 (36/133) oranla tespit edilen en yaygin virus olup RSV %16.5 (22),
adenovirus %10.5 (14), influenza A %6.7 (9), hMPV %6 (8), HBoV %3 (4), HCoV
%2.2 (3), influenza B %2.2 (3), PIV 1 ve PIV 3 her biri %1.5 (her biri 2 vaka), PIV 2 ve
PIV 4 her biri %0.7 (her biri 1 vaka), enterovirus %0.7 (1 vaka) oranlarinda
bulunmustur.

Cocuklarda ASYE’lar1 ile ilgili yapilan ¢alismalardan Freymuth ve ark.'®
tarafindan Fransa’da Kasim 2003 ve Mart 2004 doneminde akut ASYE olan hospitalize
edilen 263 ve edilmeyen 186 olmak iizere toplam 449 ¢ocukta viruslarin tespiti i¢in dort
multipleks PCR testinin performanslar1 ile DFA ve HuH7 hiicre kiltiirii
karsilagtirilmistir. Hospitalize edilen 263 cocuktan 150’sinde (%7.6) nazal aspirat DFA
pozitif bulunmustur. Orneklerin 1881 (%72.3) DFA ve HuH7 hiicre kiiltiirii ile pozitif
bulunurken 242’si (%92) PCR pozitif idi. Molekiiler metodlara gore pozitif 242
ornekten 158’inde (%65.2) RSV, 17°sinde (%7) hMPV, 20’sinde (%8.2) influenza
virus, 9’unda (%3.7) PIV, 91’inde (%37.6) rhinovirus, 6’sinda (%?2.4) enterovirus,
11’inde (%4.5) HCoV ve 5’inde (%2) adenovirus bulunmustur. Toplam 449 ¢ocuktan
ise 411’1 (%91.5) PCR pozitif bulunmustur. RSV, rhinovirus ve influenza virus en sik
saptanan viruslar olup %43.6, %31.8 ve %8.8 oranlarinda 1di, diger viruslar sirastyla
hMPV (%4.4), HCoV (%3.4), PIV (%3.2), adenovirus (%2.3), ve enterovirus (%2.1)
idi. Toplam 263 cocukta ise RSV %60.1, hMPV %6.7, influenza A virus %6.8,
influenza B virus %0.4, influenza C virus %0.4, PIV 1 %l.1, PIV 2 %0.4, PIV 3
%1.1, PIV 4 %0.8, rhinovirus %34.6, enterovirus %2.3, HCoV 229E %1.9, HCoV
0C43 %1.1, HCoV NL63 %1.1 ve adenovirus %1.9 oranlarinda bulunmustur.

Zappa ve ark.'® italya’da 2004 ve 2008 yillar1 arasinda akut solunum yolu
enfeksiyonu sebebiyle hastaneye yatirilan 3 yasin altindaki 240 ¢ocukta (130 erkek, 110
kiz) hMPV ve HBoV enfeksiyonlarinin molekiiler epidemiyolojisini arastirmiglardir.

Cocuklarmn %66.7’sinde ASYE (bronsit, bronsiolit, pndmoni veya astim) gdzlenmistir.
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Hastalardan alinan faringeal siiriintli 6rnekleri molekiiler yontemlerle hMPV ve HBoV
dahil olmak iizere solunum yolu viruslar1 i¢in test edilmistir. PCR analizi ile 6rneklerin
%354.6’s1 (131/240) en az bir virus i¢in pozitif bulunmustur. Orneklerin 46’°s1 (%19.2)
RSV A/B, %]11.7°si adenovirus, %10’u rhinovirus, %4.6’s1 influeanza A/B, %?2.9’u
HCoV 229E/OC43 ve %0.4’i PIV 3 i¢in pozitif idi. HMPV enfeksiyonu %38.3 ve
HBoV %12.1 oraninda bulunmustur. Her iki virus ASYE’lar1 ile iliskili bulunmustur.
HMPYV bronsioliti olan cocuklarm %7.2°sinde tek bir etken iken, HBoV pndomoni
vakalarinin %18.5 ile iliskili tek bir etken olarak tespit edilmistir. Koenfeksiyonlar akut
viral solunum yolu enfeksiyonlarmin %22.1’inde (29/131), biitiin hastalarin ise
%12’sinde (29/240) bulunmustur.

Culebras ve ark.'® Ispanya, Madrid’de akut solunum yolu enfeksiyonu olup
hastaneye yatirilan ¢ocuklarda birden fazla solunum yolu viruslarmin tespiti i¢in ticari
array-tabanli bir yontem (CLART® PneumoVir Genomica, Coslada, Ispanya)
uygulamislardir. Ekim 2008 ve Nisan 2009 tarihleri arasinda 253 ¢ocukdan elde edilen
281 nazofaringeal Ornekten %80’inde (225) virus tespit edilmistir. Coklu viral
enfeksiyon Orneklerin %33.45’inde (94) bulunmustur. RSV A 82 (9%29.2), HBoV 42
(%14.94), RSV B 38 (%13.5), enteroviruslar 27 (%9.6) rhinovirus 26 (%9.25), hAMPV A
18 (%6.4), influenza A virus 16 (%5.7), hMPV B 16 (%5.7), adenovirus 13 (%4.6),
influenza B virus 8 (%2.8), PIV tip 3, 7 (%2.5), influenza C virus 3 (%1), HCoV 2
(%0.7) ve PIV 4, 1 (9%0.35) 6rnekte bulunmustur. PIV 1 ve PIV 2 tespit edilmemistir.
En yaygm bulunan viruslar RSV A, HBoV, RSV B, enteroviruslar ve rhinovirus
olmustur.

Ursic ve ark.'”” Slovenya’da, HBoV ve diger solunum yolu viruslarinin
prevalansini degerlendirmek ve HBoV DNA viral yiikii ile enfeksiyon siddeti arasinda
iligkili olup olmadigin1 arastirmak i¢in 2 yil siireli retrospektif bir ¢alisma yapmislardir.
Nisan 2007 ve Mart 2009 tarihleri arasinda akut solunum yolu enfeksiyonu sebebiyle
hastaneye basvuran 0-17 yas arasi 760 ¢ocukdan 891 solunum yolu 6rnegi real-time
PCR veya DFA ile solunum viruslarmin varlig: i¢in test edilmistir. Ornekler adenovirus,
influenza virus A ve B ile PIV 1-3 antjjenlerinin varlig1 i¢in rutin olarak DFA ile
calisilmistir. Tiim 6rnekler, rhinovirus, hMPV ve HCoV i¢in RT-PCR ile test edilmistir.
Cocuklarin ¢ogu 3 yasin altinda olup %36.2°s1 0 ile 12 ay arasi, %32.7°s1 3 ile 24 ay ve

%19.9’u 25 ve 36 ay arasi yas gruplarindan olugsmustur. Calisma grubunun sadece
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%]11.2°s1 3 yasindan daha biiyiiktii. Cocuklarin %356.1°1 erkekti. Calisma grubunun
%96’sinda ASYE saptanmustir. Olgularin %59.6’sinda bronsiolit ve %19’unda pnémoni
tanist konmustur. Olgularin %?27.3’linde altta yatan hastalik (kalp ve akciger hastaligi,
prematiirite ve dogustan immun yetmezlik) gozlenmistir. Tekrarlayan hiriltr ve astim
sirasiyla vakalarin %9 ve %6.7’sinde belirlenmistir. Calismada cocuklarm %2.7’s1
yogun bakim iinitesine transfer edilmistir. Solunum yolu Orneklerinin %75’ inde
(668/891) en az bir viral patojen saptanmistir. Pozitif 6rneklerin %75.3’tinde (503/668)
tekli virus enfeksiyonu ve %24.7’sinde (165/668) koenfeksiyon tespit edilmistir.
Rhinovirus ile enfeksiyon tiim hastalarm %33.1°inde, RSV %23.5 ve HBoV
%18.4’linde tespit edilmistir. HMPV ve HCoV enfeksiyonlar1 daha az siklikta, sirasiyla
hastalarin sadece %9 ve %8.4’{linde tespit edilmistir. Adenovirus, influenza virus A ve B
ile PIV 1 ve 3 sirastyla vakalarin %0.8, %0.3, %0.6 ve %0.9’unda bulunmustur. HBoV
solunum yolu Orneklerinin %7.4’tinde (66/891) tek patojen olarak tespit edilmistir.
Sadece HBoV enfeksiyonu olan ¢ocuklarin %97’sinde (64/66) ASYE tanis1 konmustur.
HBoV’un ¢ocuklarda solunum yolu enfeksiyonlarinda 6nemli ve sik goériilen bir patojen
oldugu ve hastaligin siddetinin RSV’una baglhh hastaligin siddetine benzedigi
bildirilmistir.

Louie ve ark.’nin'® calismasinda Kaliforniya’da 21 Subat ve 31 Ekim 2007
tarthleri arasinda ciddi ASYE olan 18 yas altindaki 43 hastadan real-time PCR testi ile
30’unda (%70) patojen taninmistir. Rhinovirus 21 (%49), hMPV 4(%9), PIV 3, 3 (%7),
RSV 1 (%2) ve Mycoplasma pneumoniae 1 (%2) vakada tespit edilmistir. Rhinovirus ile
enfekte hastalar daha ¢ok pndmoni tanisiyla hastaneye yatirilan (10, %48) altta yatan
kronik hastaligi olan (15, %71), anormal akciger grafisi olan (18, %86), mekanik
ventilasyon gerektiren (12, %57) ve hastanede uzun siire kalan (ortalama stire, 7 giin, 1-
29 giin) hastalardi. Diger virus veya bakteriler ile koenfeksiyonlar yaygm (10, %47)
idi. Rhinovirus’un ¢ocuklarda dnceden bilinene gore daha ciddi ASYE ile iliskili oldugu
bildirilmistir.

Bezerra ve ark.'® Kuzey-Dogu Brezilya’da Recife’de bronsiolit, pndmoni, hiriltilt
atak ile USYE olan bes yasm altindaki ¢ocuklarda viral ve atipik bakteriyel etkenleri
arastrmistir. Nazofaringeal aspirat Orneklerinde 17 solunum yolu viral ve atipik
bakteriyel patojeni tespit etmek i¢in multipleks PCR kullanilmistir. Toplam 407

cocugun yas ortalamasi sekiz ay olup %69’u 12 aym altinda idi. Cocuklarda 6zellikle
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koenfeksiyon (%39.5) yiiksek olup viruslar 6rneklerin %85.5’inde tespit edilmistir. iki
patojen 124 (%30.5) 6rnek ve li¢ patojen 33 (%8.1) drnekte saptanmistir. RSV %37,
adenovirus %25, rhinovirus %19, HBoV %19, hMPV %10 ve Mycoplasma pneumoniae
%10 oranlarindadir. PIV’lar, cogunlugu (%4.9) PIV 3 olmak {izere oOrneklerin
%8.4’linde tespit edilmistir. HCoV’lar en fazla OC43 olmak lizere (%1.7) orneklerin
%3.2’sinde bulunmustur. Mycoplasma pneumoniae hastaneye bagvuran cocuklarin
%]17’sinde saptanmistir. Calismanin okul 6ncesi ¢ocuklarda solunum yolu viral ve
atipik bakteriyel patojenlerin dnemini gosterdigi kaydedilmistir. Genel olarak, RSV ve
Mycoplasma pneumoniae sirasiyla bronsiolit ve pndmoni olmak {izere daha ciddi
hastalikla ile iligkili bulunmustur.

Zhang ve ark.’larmm'”’ calismasinda Cin’de Sangay’da Mayis 2009 ve Temmuz
2010 tarihleri arasinda akut solunum yolu enfeksiyonu nedeniyle hastaneye yatirilan 3
yasin altindaki 164 c¢ocuktan nazofarinks siiriintii ornekleri toplanmistir. Calismada
yaygin 10 solunum virusu i¢cin VRDAL multipleks PCR ile 15 solunum virusu igin
SeeplexH RVI5 ACE Detection kit (Seegene Inc., Seoul,South Korea)
karsilagtirilmistir. VRDAL multipleks PCR ile 84 (%51.2) olguda virus tespit edilmis ve
8 (%4.9) hastada miks enfeksiyon saptanmistir. SeeplexH RV15 ACE detection kiti
kullanarak, viruslar 129 (%78.7) ve koenfeksiyon 49 (%29.9) hastada tespit edilmistir.
Human rhinovirus 37 (vakalarin %22.6’s1), influenza A virus 32 (%19.5), PIV 2, 30
(%18.3), PIV 3, 23 (%14), human enterovirus 15 (%9.1), PIV 1, RSV B ve adenovirus
her biri 14 (%8.5), HCoV 229E/NL63, 8 (%4.9), HBoV 6 (%3.7), influenza B virus ve
RSV A her biri 5 (%3), PIV 4, 3 (%1.8), HCoV OC43/HKU1, 2 (%1.2) ve hMPV 1
(%0.6) vakada bulunmustur. Sonu¢ olarak Sangay’da akut solunum yolu enfeksiyonu
belirtileri olan ¢ocuklarda solunum yolu enfeksiyonlar1 (%78.7) ve koenfeksiyonlar
(%29.9) yiiksek siklikta tespit edilmistir. SeeplexH RV15 ACE yonteminin ayni anda
birden fazla solunum virusunu tespit etmek i¢cin VRDAL yOdntemine gore daha giivenilir
oldugu bulunmustur.

Chung ve ark.'”! Kore’de Subat 2006 ve Kasim 2006 aylar1 arasinda akut hir1lt1
sebebiyle hastane yatirilan 5 yasindan kiigiik 231 ¢ocukda hMPV, HBoV, HCoV NL63
ve HCoV HKUI prevalansim tespit igin IFA (DAKO, Cambridgeshire, UK) ve
multipleks RT-PCR testi kullanmistir. Rhinovirus, HCoV NL63, HCoV HKU1, HBoV
ve hMPV i¢in PCR testi yapilmistir. Solunum viruslar: hastalari %61.5’inde (142/231)
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ve %45.5’inde ise (105/231) tek bir virus bulunmustur. Rhinovirus (%33.3), RSV
(%13.8) ve HBoV (%13.8) en sik tespit edilen edilen viruslar olarak bulunmustur.
HMPV ve HCoV NL63 cocuklarin sirastyla %7.8 ve %1.3’linde tespit edilmistir.
Calisma grubunun %16°sinda (37) birden fazla virus tespit edilmistir. Erkeklerin kizlara
oranm1 1.6/1 olarak gozlenmistir. Akut hiriltis1 olan cocuklarda en sik tespit edilen
viruslarin rhinovirus, RSV ve HBoV oldugunu ve HBoV’unun klinik 6nemini
tanimlamak i¢in ileri ¢caligmalara gerek oldugunu bildirmislerdir.

Do ve ark.”® Giiney Vietnam’da ciddi solunum yolu hastalig1 olan 2 ay ve 13 yas
aras1 309 cocukda Kasim 2004-Ocak 2008 siiresinde ii¢ yillik prospektif bir ¢alisma
yapmiglardir. Hastalarm 181’1 (%59) 2 yasindan kiigiiktiir ve 309 hastanin 79°u (%26)
cocuk yogun bakim iinitesine bagvurmustur. Cocuklardan alinan burun, bogaz siiriintii
ve nazofaringeal aspirat orneklerde 15 virus i¢in multipleks RT-PCR kiti (SeeplexTM
RV detection, Seegene) ve ayrica Monoplex real-time RT-PCR kullanarak caligilmistir.
RSV %24, influenza virus A ve B %17, HBoV %16, enterovirus %9, HCoV NL63 %7
ve HCoV OC43 %1 olmak iizere HCoV %8, hMPV %7, PIV 1-3 %6 (sirasiyla %3, %I,
%?3), adenovirus %5 ve human rhinovirus A %4 olmak {izere viruslar olgularin
%72’sinde (222/309) tespit edilmistir. Birden fazla virus ile koenfeksiyonlar hastalarin
%20’sinde (62/309) gbézlenmistir. Burun ve bogaz siiriintiisii 6rneklerine ait bulgular
birlestirildiginde nazofaringeal aspirat Orneklerinin sonuglarma benzer bulunmustur.
Sonug olarak diinyanin diger bdlgelerinde oldugu gibi, RSV ve influenza virusunun
baskin viral patojenler oldugu, burun ve bogaz siiriintiisii Orneklerinin kombine
kullanilmasinin molekiiler testler i¢cin tercih edilebilir 6rnek oldugu kaydedilmistir.
Ciddi solunum yolu hastaliginda tekli ve ¢oklu viral enfeksiyonlarin klinik 6énemini
daha iyi anlamak i¢in daha ileri arastirmalara gerekli oldugu rapor edilmistir.

Chidlow ve ark.'’ tarafindan Papua Yeni Gine’de ASYE ile iliskili viruslari
belirlemek i¢in yapilan ¢alismada yaslari 1 hafta ve 18 ay olan kiiciik ¢ocuklarda
multipleks real-time PCR ile nazal siiriintii 6rneklerinin %86’sinda (69/80) solunum
viruslari tespit edilmistir. Rhinovirus 50 (%62.5), RSV 18 (%22.5), adenovirus B-D 14
(%17.5), HBoV 18 (%22.5), hMPV 3 (%3.8), HCoV HKU1 3 (%3.8), HCoV NL63 3
(%3.8), HCoV 0OC43 5 (%6.2), influenza A virus 10 (%12.5), influenza B virus 2
(%2.5), PIV 14, 8 (%10) ornekte pozitif olup KI polyoma virus bulunmazken WU

polyoma virus 16 (%20) vakada rastlanmistir. Multiple enfeksiyonlar %49 oraninda
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bulunmustur. Papua Yeni Gine’nin daglik bolgelerinde yasayan kiiciik cocuklarda
solunum virusu enfeksiyon yiikiiniin 6nemli oldugu belirtilmistir.

Ozcan ve ark.'” Ankara’da Eyliil 2009 ve 2010 tarihleri arasinda astim atag1 olan
3-17 yas arasi astiml1 104 ¢ocukta multipleks real-time PCR yontemiyle viral solunum
patojenlerin varhigmi arasgtirmistir. Hastalardan alinan nazofaringeal ve nazal siiriintii
orneklerinin %353.8’inde solunum viruslar1 saptanmistir. En sik karsilagilan viral etken
rhinovirus (%35.6) idi. Viral enfeksiyonu olan ve olmayan c¢ocuklarda astim atagmin
ciddiyeti, sistemik steroid ihtiyaci ve yatis oranlari yoniinden karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamh fark bulunmamistir. Viral USYE’lar1 astim ataklarinin en
yaygin sebebi olmakla birlikte alevlenme siddetinin solunum virusu varligindan
bagimsiz oldugu belirtilmistir.

Beka ve ark.'”* Istanbul’da yaptiklar1 ¢alismada akut solunum yolu enfeksiyonu
olan 109 ¢ocuga ait 6rnekler multipleks PCR testi ile RSV, rhinovirus, influenza virus,
hMPV, adenovirus, PIV ve HCoV i¢in test edilmistir. Ayrica C. Pneumoniae igin real-
time PCR, RSV antijeni i¢cin DFA ve influenza virusu i¢in hiicre kiiltiiri metodu da
yapilmistir. Solunum viruslar1 vakalarmn %39.4’tinde (43/109) tespit edilmis olup
sirasiyla rhinovirus %14.7, RSV B %7.3, influenza A %6.4, hMPV %3.6, adenovirus
%3.6, HCoV %0.9, PIV 3 %0.9, PIV 4 %0.9 ve RSV A %0.9 oranlarinda bulunmustur.
C. pneumoniae hicbir 6rnekte tespit edilmemistir. RSV enfeksiyonlarmin tanisi icin
PCR ve DFA testinin sensitvitesi sirastyla %100 ve %100, spesiftesi ise %97 ve %100
olarak tespit edilmistir.

Midilli ve ark.'” Subat ve Mayis 2009 tarihleri arasinda Istanbul’da 114 gocuk ile
yaptiklar1 calismada akut ASYE bulgulariyla bagvuran 0-5 yas arasi ¢ocukta Polyoma
virus KI ve WU varligini saptamay1 amacglamiglardir. Nazofaringeal siiriintii 6rneklerini
Polyoma virus KI ve WU DNA’sma uygun primer dizilerinin kullanildigi PCR yontemi
ile calismiglar ve pozitif sonuglart DNA dizi analizi ile dogrulamiglardir. Polyoma virus
KI 1 (%0.88) 6rnekte ve Polyoma virus WU 1 (%0.88) 6rnekte olmak iizere ayni oranda
tespit edilmistir. Sonug olarak akut ASYE olan 0-5 yas arasi cocuklarda Polyoma virus
KI ve WU DNA’smin varhiginin ilk kez gosterildigi bu ¢aligmada Polyoma virus KI ve
WU’nun solunum yolu hastaliklari ile iliskilerinin ve epidemiyolojik 6zelliklerinin daha
1yl belirlenebilmesi i¢in molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalara gereksinim oldugunu

belirtmislerdir.
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Giiveng ve ark.'’® Antalya’da yaptiklar1 calismada ASYE olan 2 yas altindaki
cocuklarda viral etkenleri DFA ve PCR yontemleri ile arastirmislardir. Akut bronsiolit
atagi tanis1 konan 20 ve bronsiolitis obliterans tanisi ile takip edilen 10 olmak tizere 30
cocuktan nazofaringeal yikama sivi 6rneginde adenovirus, HCoV, PIV, rhinovirus,
RSV, influenza virus, HBoV, hMPV ve enterovirus varligin1 belirlemek amaciyla
multipleks PCR (Respiratory Viruses Detection Kit, Seegene, Italy) yoOntemini
kullanmiglardir. Ayni zamanda adenovirus, RSV, influenza virus ve PIV varligint DFA
yontemi (Imagen Respiratory Screen Kit, Oxoid, UK) ile arastirmiglardir. DFA ile viral
etken belirlenememisken PCR yontemi ile 30 hastanin 29’unda en az bir virus tespit
edilmistir. PCR yontemi ile orneklerin 11’inde RSV, 2’sinde PIV, 2’sinde HBoV,
1’inde rhinovirus, 1’inde adenovirus, 1’inde influenza virus, 1’inde hMPV izole
etmislerdir. Orneklerin 3’{inde rhinovirus ve RSV, 1’inde PIV ve HCoV, 1’inde RSV ve
hMPV, 1’inde PIV ve adenovirus, 1’inde rhinovirus, RSV ve adenovirus, 1’inde
rhinovirus, RSV ve hMPV, 1’inde rhinovirus, RSV ve PIV, 1’inde adenovirus, HBoV
ve hMPV olmak iizere koenfeksiyon belirlemislerdir. Sonu¢ olarak DFA ydnteminin
hizl1 tan1 yontemi olmasina ragmen solunum yolu viruslarinin tanisinda duyarliliginin
disik oldugunu ve multipleks PCR yOnteminin tercih edilebilir oldugunu
bildirmislerdir.

Sancakli ve ark.'”” Aydin’da yaptiklari calismada ASYE tamsiyla yatirilan
hastalarda, multipleks PCR testi ile nazofaringeal siiriintii 6rneklerinde viral etkenlerin
yaslara ve tanilara gére dagiliminin belirlenmesi amaglanmistir. Calismaya Subat 2010
ve Agustos 2010 tarihleri arasinda brongiolit, bronkopndmoni ve pndmoni tanilariyla
izlenmis 87 olgu alinmistir. Nazofaringeal siirlintii Orneklerinde virus taramasi
multipleks PCR Seeplex RV 15 ACE detection kiti (Seegene, Seoul, South Korea) ile
yapilmistir. Toplam 87 olgunun 59’unda (%67.8) PCR ile en az bir virus saptanmistir.
Olgularin %58.6’sinda tek virus ve %9.2’sinde birden fazla virus bulunmustur. Viral
etkenler sirasiyla rhinovirus 23 (%26.4), RSV A-B 9 (%10.3), hMPV 6 (%6.9), PIV 1-3
3 (%3.4), influenza A 3 (%3.4), adenovirus 2 (%2.3), HBoV 2 (%2.3), HCoV 2 (%2.3),
enterovirus 1 (%1.1) ornekte pozitif idi. Koenfeksiyonlar rhinovirus+tRSV A-B 4
(%4.6), rhinovirus+PIV 1-3 1 (%1.1), adenovirus+tRSV A-B 2 (%2.3), HCoV+HBoV 1
(%1.1) hastada tespit edilmistir.
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Kandemir ve ark.'”® Ekim 2005 ve Mayis 2006 tarihleri arasinda Afyon’da
Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Afyonkarahisar
Zibeyde Hanim Dogum ve Cocuk Hastanesi’ne bronsit veya bronsiolit on tanisi ile
yatirilan 1 ay-13 yas arasinda olan toplam 46 hastadan (22 kiz, 24 erkek) alman
nazofaringial siirlintli Orneklerinde yedi farkli solunum yolu virusunu multipleks
kantitatif RT-PCR Enzim Hibridizasyon Assay (Hexaplex Plus; Prodesse, USA) ile
arastrmiglardir. Hastalardan alinan kan Orneklerinde floresan antikor teknigi (FAT-
Euroimmun GmbH, Almanya) ile de RSV, influenza A HINI, influenza A H3N2,
influenza B, PIV 1, PIV 2, PIV 3 ve adenovirusa kars1 IgM antikorlar1 arastirilmistir.
Toplam 46 hastadan 13’1 (%28.3) immunfloresan test ile (hMPV hari¢), 8’1 (%17.4) ise
multipleks PCR yontemi ile (adenovirus hari¢) bir veya daha fazla respiratuvar virus
icin pozitif bulunmustur. Multipleks PCR ile influenza A 8, influenza B 1, hMPV 5,
PIV 3, 3 ve RSV 1 ve immunfluresan yontemi ile influenza A HINI, 9, influenza A
H3N2, 8, influenza B 8, PIV 3, 3 ve RSV 2 hastada saptanmistir.

ASYE olan ¢ocuklarda solunum yolu viruslarinin tespiti i¢in yaptigimiz bu
calismada Eyliil 2012 ve Mart 2013 tarihleri arasmda Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nde yatan 17 yas ve altindaki 158 cocuk hastadan nazofaringeal
stiriintli 6rnekleri flocked ekiivyon ile alindi. Solunum yolu viruslarinin saptanmasinda
belki de en O6nemli yeniliklerden biri flocked ekiivyonlarm kullanimidir. Flocked
ekiivyon, dik naylon fiberlerden yapilmis olup hiicreleri toplamak i¢in yumusak firca
gibi davranir ve hiicreleri tasima besiyerine kolayca serbest birakirken diger bazi fiber
matriksten yapilan ekiivyonlarin aksine érnek materyalinin cogunu i¢inde tutmaz.

Onceleri nazofaringeal aspirat ve nazofaringeal yikant1 Srneklerinin solunum
viruslariin tespiti i¢in siirtintii drneklerinden daha {istiin oldugu kabul edilirdi. Ancak
cocuklardan alinan nazofaringeal aspirat ile flocked ekiivyonla aliman nazal siiriintii
orneklerini karsilastiran calismalar solunum yolu viruslarinin tespiti icin benzer
sensitivite ve hatta bazilar1 daha yiiksek sensitivite gosterdigini bildirmistir'*'*°.

Calisma grubundaki 158 ASYE’lu cocugun 9%59.5’1 erkek ve %40.5’1 kizd.
Cocuklarin %47.4’4 2 yas ve alti, %15.8’1 3-5 yas arasinda olmak iizere toplam
%63.3’1 5 yas ve altindaki grupta yer aldi. ASYE, 14 yasa kadar daha ¢ok erkeklerde
goriilmekte iken 14 yasindan itibaren ise kizlarda daha ¢ok goriildii. (p<0.05)
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Hasta ornekleri Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’nin ¢ocuk yogun
bakim, onkoloji, hematoloji, cocuk enfeksiyon, yenidogan yogun bakim, siit cocugu ve
biiyiik ¢ocuk servislerinden gonderildi. Vakalarin ¢ogu %29.8 oranla ¢ocuk yogun
bakim boliimiinde yatan hastalardi.

Multipleks real-time PCR testi ile ASYE olan 158 hastadan 114’tinde (%72.2)
solunum yolu virusu tespit edildi. Biitiin hastalarin 49’unda (%31) koenfeksiyon
bulundu. Respiratuvar viral enfeksiyonu olan 114 hastadan 65’inde (%57) tekli
enfeksiyon, 39’unda (%34.2) ikili enfeksiyon ve 10’unda (%8.8) tligli enfeksiyon
goriildi. ASYE olan 158 hastada tek veya koenfeksiyon seklinde rhinovirus en yaygin
virus olup 44 (%27.8) hastada tespit edildi. Diger viruslar swrasiyla RSV %17.7,
adenovirus %17.7, hMPV %10.1, PIV 4 %9.4, PIV 1 %7.5, HBoV %®6.3, HCoV
OC43/HKU1 %4.4, PIV 2 %3.1, PIV 3 %3.1 ve HCoV 229E/NL63 %1.8 oranlarinda
bulundu.

Respiratuvar virus pozitif bulunan 114 hastanin %59.6’s1 erkek, %40.4’1 kizdi.
Viral enfeksiyonu olan ¢ocuklarda yas dagilimma bakildiginda %49.1°1 2 yas alt1 ve
%16.7’s1 3-5 yas olmak lizere %65.8 oranla ¢cogunlugunu 5 yas ve altindaki ¢cocuklar
olusturdu.

Solunum yolu virusu tespit edilen 114 hastanin 44’ pnomoni, 8’1 bronsiolit ve
62’si ASYE 0n tanisi alan ¢ocuklardan olustu. Virus enfeksiyonu olan 114 hastanin
84’1linde (%73.6) ve virus enfeksiyonu olmayan 44 hastanin ise 37’sinde (%84) solunum
yolu enfeksiyonuna eslik eden hematolojik, immunolojik, kardiak, metabolik, nérolojik
ve onkolojik hastalik gibi altta yatan hastalik vardi.

Solunum yolu virusu tespit edilen 114 ¢ocukta en sik goriilen semptomlar 6ksiirtik
(%70.2), ates (%54.4), burun akintis1 (%50.9) ve takipne (%49.1) idi.

ASYE olan hastalarda bulunan toplam 173 solunum yolu virusunun %25.4 (44)
olmak iizere ¢ogu ¢ocuk yogun bakimda yatan hastalarda tespit edildi. Cocuk onkoloji,
biiyiik cocuk, ¢ocuk enfeksiyon ve ¢ocuk hematoloji boliimlerinde yatan hastalarda
rhinovirus swrasiyla %31, %28.5, %33.3, %38.4 oranlarinda en yaygm virus iken
adenovirus, PIV 4, PIV 1 ve RSV degisen oranlarda ikinci sirada izledi. Buna karsilik
cocuk yogun bakimda %22.7 ve siit cocugu boliimiinde %25.7 RSV ilk sirada iken

rhinovirus sirasiyla %20.5 ve %19.4 oranlarla ikinci sirada bulundu. Yenidogan yogun
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bakimda ise %30 oranla adenovirus birinci sirada olup hMPV ve HBoV her biri %20
oranlarla ikinci sirada tespit edilen viruslar idi.

Calismamizda solunum yolu viruslar1 ile enfekte hastalar en sik Subat ayinda 22
vaka ile %19.3, Kasim ayinda 21 vaka ile %18.4 ve Aralik ayinda 19 vaka ile %16.7
oranlarida tespit edildi.

Nazofaringeal siiriintli 6rnekleri DFA testi ile RSV, hMPV, adenovirus ve PIV
antijenleri i¢in degerlendirildiginde RSV 24, hMPV 12, adenovirus 13 ve PIV 19
ornekte her iki yontemle de pozitif bulundu. Real-time PCR testi referans test olarak
kabul edildiginde DFA testinin sensitivitesi RSV ve hMPV ig¢in sirasiyla %85.7 ve %75
olup, adenovirus ve PIV icin sirasiyla bulunan %46.4 ve %70.4 oranlarma gore daha
yiiksektir. RSV, hMPV, adenovirus ve PIV i¢cin DFA testinin spesifitesi ise sirasiyla
%96.2, %96.5, %89.4 ve %94.7 idi. Pozitif prediktif degerler sirasiyla %82.8, %70.6,
%76.5, %73.1 ve negatif prediktif degerler %96.9, %97.2, %89.4 ve %93.9 olarak
bulundu.

Cocuklarda ASYE’larinda viral etyolojinin multipleks PCR testi gibi molekiiler
tan1 metodlar1 ile arastirildigi ¢calismalarda %53.8 ve %96 arasinda deg§isen oranlarda

solunum yolu viruslart tespit edilmistir'">'7

. Calismamizda ASYE olan toplam 158
hastanin ise %72.2’sinde multipleks real-time PCR ile solunum yolu virusu bulundu. Bu
oran ASYE’lu ¢ocuklarda virus enfeksiyonlarinin calisildigi Slovenya’daki %75,

Vietnam’da %72 ve Kaliforniya’da %70’lik oranlara benzerdir’®'¢"-'®

. Bulgumuz
Fransa’da yapilan calismada bildirilen %92, Ispanya’da %80, Cin’de %78.7
oranlarndan  diisiik, Kore’de %61.5 ve Italya’da %54.6’lik  oranlardan

164165, 166170171 "[T]kemizde yapilan ¢alismalarda ise Giiveng ve ark.'’® 2 yasm

yiiksektir
altndaki ASYE’lu 30 hastadan %96.6’sinda, Ankara’da Ozcan ve ark.'” astim atag:
olan 104 ¢ocuktan %53.8’inde ve Afyon’da Kandemir ve ark.'” ise ASYE 6n tanili 46
hastanin %39.1’inde viral enfeksiyon tespit etmislerdir.

ASYE olan yenidogan ve kiigiik ¢ocuklarda multiple enfeksiyon orant %70’e

varan oranlarda bildirilmistir'®'"?

. Coklu viral enfeksiyonlar ile hastaligin ciddiyeti
arasinda iliskiyi destekleyen veya desteklemeyen farkli raporlar vardir''’. Calismamizda
¢oklu enfeksiyon orani1 olan %31°lik bulgu Ispanya’daki ¢alismada bulunan %33.4 ve
Cin’deki %29.9 oranlarma yakindir'®*'”’. Buna karsiik Papua Yeni Gine’de %49,

Kaliforniya’da %47, Kore’de %45.5 ve Brezilya’da %39.5 olan koenfeksiyon
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prevalanst bizim %31°lik bulgumuzdan daha yiiksektir'®®!%%171172

%24.7, Italya’daki %22.1 ve Vietnam’daki %20’lik koenfeksiyon oranlar1 ise daha
diisiiktir’®'*1%7 Ulkemizde Antalya’daki calismada 9%33.3, Afyon’da %17.4 ve

. Slovenya’daki

Aydin’daki calismada ise %9.2 oraninda multiple viral enfeksiyon gozlenmistir' 7778,

Calisma grubumuzda 158 hastada rhinovirus %?27.8 oranla en yaygim virus iken
ikinci sirada %17.7 oranlarla RSV ve adenovirus bulundu. Rhinoviruslarin tipik olarak
soguk algmlig1 gibi USYE’larina sebep oldugu kabul edilir. Buna karsilik son yillarda
yeni molekiiler tani testlerinin kullanimi ile 6nceden bilinenin aksine rhinoviruslarin
ASYE’larinda da 6nemli rolii oldugu gosterilmistir. RSV ise bebeklerde ve kiiciik
cocuklarda ciddi ASYE’larinda en yaygin virustur. En baskin virus olarak rhinovirusun
bildirildigi caligmalarda Papua Yeni Gine’de %62.5, Kaliforniya’da %49, Kore’de

168,170,171,172
68, 70’7’7.Buna

%33.3 ve Cin’de %22.6 gibi oldukca yiiksek oranlar tespit edilmistir
karsiik RSV, Fransa’da %60.1, Ispanya’daki calismada %42.7, Brezilya’da %37,
Vietnam’da %24 ve Italya’da %19.2 gibi oranlarla en yaygm goriilen virus olup
rhinovirus Fransa’da %34.6 ile ikinci sirada iken diger iilkelerden Brezilya’da %19,
italya’da %10 ve Ispanya’da %9.25 gibi degisen oranlarda bulunmustur’®'¢4165-166-169
Yine Ankara’da %35.6, Aydin’da %26.4 ve Istanbul’da %14.7 oranlar ile en yaygin
rhinovirus tespit edilirken Antalya’da %36.6 ile ilk swrada RSV bulunmustur. RSV
enfeksiyonu Istanbul’daki ¢calismada %8.2 (RSV A %0.9 ve RSV B %7.3) ve Aydin’da
%10.3 oraninda olup ikinci siraya yerlesmistir'"*'"”.

Adenoviruslar 6zellikle farenjit, rinit gibi USYE’larina ve nadiren bronsiolit ve
pnomoni gibi ciddi ASYE’larina sebep olur. Adenovirus enfeksiyonunun pndmoni
vakalarinda %4-%10 ve bronsiolit vakalarinda 9%2-%10 arasinda gorildiigi
bildirilmistir'®'. Adenoviruslarmn latensiye bagli olarak genellikle koenfeksiyonlarda
bulundugu belirtilmistir'®. Calismamizda da 28 (%17.7) vakada adenovirus tespit
edilmis olup bu vakalarm %32’si (9) tekli enfeksiyon iken ¢oguna, %68’ine (19) diger
viruslar eslik etmekteydi. Calisma grubumuzda %17.7’lik adenovirus enfeksiyon sikligi
Papua Yeni Gine’deki %17.5 oranma benzer, Brezilya’daki %?25’lik orandan
disiiktiir'®'"?, italya’da %11.7, Cin’de %8.5, Vietnam’da %5 ve Slovenya’daki %0.8

58,165,167,170

gibi oranlar bulgumuzdan distktiir Istanbul, Antalya ve Aydin’daki

calismalarda ise swrasiyla %3.6, %3.3 ve %2.3 oranlarinda adenovirus enfeksiyonu

e e . e 174,176,177
gorilmistir ™ .
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Bir¢ok calismada hastaneye yatirilan ASYE olan ¢ocuklarda hMPV enfeksiyon

prevalanst %3-%18 arasinda olup RSV’dan sonra genellikle ikinci en yaygin virus

olarak bildirilmistir''* 2.

Calismamizda hMPV siklig1 %10.1 oraninda olup igiincii
sirada yer almistir. HMPV pozitif 16 vakanin %50’sinde RSV ve/veya rhinovirus ile
koenfeksiyon goriilmiistiir. Ozellikle RSV ile birlikte hMPV unun ikili enfeksiyonlar
bu iki virusun mevsimsel dagilimi aym oldugundan c¢ok sayida c¢alismada
bildirilmistir''®. HMPV prevalansi olan %10.1°lik bulgumuz Brezilya’da %10,
Kaliforniya’da %9 ve Slovenya’daki %9 oranlar1 ile korele, Ispanya’daki %12.1°den
biraz diisiiktiir' 711 jtalya’da %8.3, Kore’de %7.8, Papua Yeni Gine’de %3.8 ve

165,170,171,172

Cin’deki %0.6 oranlar1 ise bizim bulgumuzdan diisiiktiir . Ulkemizde ise

hMPV enfeksiyon oranlar1 Aydm, istanbul ve Antalya’da sirasiyla %6.9, %3.6 ve %3.3
oranlarindadir'"*'7¢177,

Parainfluenza virus tiplerinden PIV 3 yenido8an ve kiigiik c¢ocuklarda
ASYE’larinin major sebeplerinden biridir. PIV 1 daha ¢ok akut krup ile iligkilidir. PIV
2 genellikle PIV 1 veya PIV 3’e gore daha az oranlarda goriilmekte olup ¢ogunlukla
USYE’larindan izole edilir. Parainfluenza grubundan PIV 4 ise yillardir hafif USYE ile
iliskili oldugu bilinmesine ragmen yakinlarda yapilan ¢alismalarda PIV 4’lin 6zellikle
56,183

cocuklarda ciddi ASYE’larinda etken oldugunu bildirilmistir
PIV 4 9%9.4 oranla en yaygin dordiincii virus olup diger PIV’lardan PIV 1 %7.5, PIV 2

. Calismamizda da

ve PIV 3 her biri % 3.1 oranlarinda bulunmustur. PIV 4 enfeksiyon prevalansi Cin’de
%]1.8, Fransa’da %0.8, Ispanya’da %0.35 gibi daha diisiik siklikta bildirilmistir'®*'°*"°.
PIV 1 ve PIV 2 pozitifligi sirasiyla Cin’de %8.5, %18.3 ve Fransa’da %1.1, %0.4
oranlarmdadir'®*'"’. PIV 3 prevalansi ise Brezilya’da %4.9, ispanya’da %2.5, Fransa’da
%1.1 kadar diisiik iken Kaliforniya’da %57 ve Cin’de %14 kadar daha yiiksek
orandadr!64166:168.169.170

Akut solunum yolu hastaligi olan ¢ocuklarda HBoV prevalanst %2.5 ve %19
arahgmmdadir’. Calisma grubumuzda HBoV enfeksiyonu %6.3 oraninda olup
Slovenya’da %18.4, Vietnam’da %16, Ispanya’da %14.9, Kore’de %13.8 ve Italya’daki

. w1 e 58.165,166,167,171
%12.1 oranlarindan diigiiktiir>®'6>166:167.17

170

. Ayrica bulgumuz Cin’de %3.7 oranindan

yiiksektir ™. Antalya’daki ¢alismada %6.6 oraninda bulunan HBoV enfeksiyonu bizim

bulgumuza benzer olup Aydin’daki %2.3 oran1 ise daha disiiktiir'/*'"’.
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HCoV’lar respiratuvar enfeksiyonlarm %3 ile %30'undan sorumludur®.
ASYE’larinda HCoV’un daha cok diger viruslarla birlikte bulundugu bildirilmistir'*.
Calismamizda HCoV enfeksiyon orani toplam %6.2 (10) idi. HCoV pozitif 10 6rnekten
9’u diger viruslarla koenfekte bulundu. HCoV OC43/HKUI %4.4 ve HCoV
229E/NL63 %1.8 oranlarinda tespit edildi. Cin’deki ¢alismada ise HCoV 229E/NL63
%4.9 ve HCoV OC43/HKU1 %1.2 oraninda olup toplam %6.1 oranla bizim bulgumuza
benzerdir'”’. Papua Yeni Gine’de HCoV enfeksiyonu %13.8 (HCoV OC43 %6.2,
HCoV HKUI1 %3.8 ve HCoV NL63 9%3.8), Slovenya’da %38.4, Fransa’da %4.1 (HCoV
229E %1.9, HCoV 0C43 %1.1 ve HCoV NL63 %]1.1), Brezilya’da %3.2 (HCoV OC43
%1.7), Italya %2.9 (HCoV 229E/HCoV OC43) oranlarindadir'®*'¢>1¢71172 Hcoy
prevalans: Aydin’da %2.3 ve istanbul’da %0.9 oranlarinda rapor edilmistir'’*'”’.

Solunum yolu viruslarinin tespiti icin DFA testi ile PCR testinin karsilastirildig:
calismalardan Kanada’da Gharabaghi ve ark.'® tarafindan yapilan bir arastirmada 2008
Kasim ve Nisan 2008 tarihleri arasinda solunum yolu enfeksiyonu olan 17 yas altindaki
cocuklardan alinan 750 nazofaringeal siiriintii 6rneginde solunum yolu viruslar1 dort
multipleks PCR testi, DFA ve hiicre kiiltiirii yontemi ile test edilmistir. Orneklerin 288’1
(%38.4) DFA veya viral izolasyon ile pozitif iken multipleks PCR ile ek olarak 214
(%28.5) ornek pozitif bulunmustur. Total pozitiflik oram1 %66.9’dur. DFA testinin
sensitivitesi PIV (1-4) i¢in %72.4 (21), h(MPV i¢in %68.6 (24), RSV (A/B) i¢in %93.5
(130), adenovirus icin %38.1 (8) iken spesifitesi PIV (1-4) i¢in %99.8, hMPV i¢in %
99.4, RSV (A/B) i¢in % 99.6 ve adenovirus i¢in %100 bulunmustur.

Diger bir calismada ise Ebihara ve ark.'®® Japonya’da Nisan ve Mayis 2004
tarihleri arasinda solunum yolu belirtileri olup hastaneye yatirilan 48 ¢ocuktan alinan
nazofaringeal siiriintli 6rneklerinde hMPV varligin1 RT-PCR ve indirek IFA yontemleri
ile aragtirmislardir. RT-PCR test ile 48 ornekten 15’1 hMPV pozitif olup bu orneklerin
11°1 IFA testiyle de pozitif bulunmustur. IFA testinin hMPV icin sensitivitesi ve
spesifitesi swrasiyla %73.3 ve %97 oranlarinda tespit edilmistir. IFA testinin
sensitivitesinin diisilk olmasina ragmen ¢ocuklarda hMPV enfeksiyon tanisi i¢in hizli ve
faydali bir test oldugu bildirilmistir.

Bizim calismamizda multipleks real-time PCR testine gore DFA testinin RSV
tespiti i¢in sensitivitesi %85.7, adenovirus i¢in %46.4, PIV i¢in %70.4 bulunmus olup
Gharabaghi ve ark.’nin'® bildirdigi sirasiyla %93.5, %38.1 ve %72.4 oranlarma
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benzerdir. Calismamizda hMPV i¢in ise DFA testinin sensitivitesi %75 olup yine ayni
arastiricilarin bildirdigi %68.6 ve ayrica Japonya’dan Ebihara ve ark.’nin'*® tespit ettigi

%73.3 oranlar1 ile uyumludur.
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6. SONUC VE ONERILER

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi’'nde Eyliil 2012 ve Mart
2013 tarihleri arasinda Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilimdali’nin cesitli
servislerinde ASYE sebebi ile yatirilan 17 yas ve altindaki 158 ¢ocukta real-time PCR

ve DFA testi ile solunum yolu viruslarmin tespiti i¢in yapilan ¢alismanin sonuglari;

1.  Toplam 158 hastanin %59.5°1 erkek ve %40.5°1 kizdi. Cocuklarin %47.4°{ 2 yas
ve alt1, %15.8°1 3-5 yas arasinda olmak iizere toplam %63.3’1 5 yas ve altindaki
grupta yer ald1.

2. Cogunlugu %?29.8 oranla ¢ocuk yogun bakim boéliimiinde yatan hastalara ait
olmak tlizere hasta Ornekleri Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’nin
bolimleri olan ¢ocuk yogun bakim, onkoloji, hematoloji, ¢cocuk enfeksiyon,
yenidogan yogun bakim, siit cocugu ve biiyiik cocuk servislerinden gonderildi.

3. Multipleks real-time PCR testi ile ASYE olan 158 hastadan 114’tinde (%72.2)
solunum yolu virusu tespit edildi. Hastalarin 49’unda (%31) koenfeksiyon
bulundu. Respiratuvar viral enfeksiyonu olan 114 hastadan 65’inde (%57)
monoenfeksiyon, 39’unda (%34.2) ikili enfeksiyon ve 10’unda (%8.8) iigclii
enfeksiyon bulundu.

4. ASYE olan 158 hastada tek veya koenfeksiyon seklinde en yaygm virus
rhinovirus olup 44 (%27.8) hastada tespit edildi. Diger viruslar sirasiyla RSV
%17.7, adenovirus %17.7, h(MPV %10.1, PIV 4 %9.4, PIV 1 %7.5, HBoV %6.3,
HCoV OC43/HKU1 %4.4, PIV 2, %3.1, PIV 3 %3.1 ve HCoV 229E/NL63 %1.8
oranlarmda bulundu.

5. Solunum yolu virusu tespit edilen 114 hastanin 44’i pndmoni, 8’1 bronsiolit ve
62’s1 ASYE 0n tanis1 alan ¢ocuklardan olustu.

6. Toplam 158 hastanin 131’inde (%82.9) solunum yolu enfeksiyonuna eslik eden
altta yatan hastalik vardi. Virus enfeksiyonu olan 114 hastanin 84’iinde (%73.6)

ve virus enfeksiyonu olmayan 44 hastanin ise 37’sinde (%84) hematolojik,
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10.

immunolojik, kardiak, metabolik, nérolojik ve onkolojik hastalik gibi altta yatan
hastalik goriildii.

Solunum yolu virusu tespit edilen 114 ¢ocukta en sik goriilen semptomlar 6ksiirtik
(%70.2), ates (%54.4), burun akintis1 (%50.9) ve takipne (%49.1) idi.

ASYE olan hastalarda bulunan toplam 173 solunum yolu virusunun %?25.4 (44)
olmak tizere ¢cogu ¢ocuk yogun bakimda yatan hastalarda tespit edildi. Cocuk
onkoloji, biiyiik cocuk, ¢ocuk enfeksiyon ve ¢ocuk hematoloji boliimlerinde yatan
hastalarda rhinovirus sirasiyla %31, %28.5, %33.3, %38.4 oranlarinda en yaygin
virus iken ¢cocuk yogun bakimda %22.7 ve siit cocugu boliimiinde %25.7 RSV ve
yenidogan yogun bakimda ise %30 oranla adenovirus ilk sirada idi.

Calismamizda solunum yolu viruslar1 ile enfekte hastalar en sik Subat ayinda 22
vaka ile %19.3, Kasim aymda 21 vaka ile %18.4 ve Aralik ayinda 19 vaka ile
%16.7 oranlarinda tespit edildi.

Real-time PCR testi referans test olarak kabul edildiginde DFA testinin
sensitivitesi RSV ve hMPV i¢in sirastyla %85.7 ve %75 olup, adenovirus ve PIV
icin swrastyla bulunan %46.4 ve %70.4 oranlarina goére daha yiiksektir. RSV,
hMPV, adenovirus ve PIV icin DFA testinin spesifitesi ise sirasiyla %96.2,
%96.5, %89.4 ve %94.7 idi.

Sonug olarak caligsma grubumuzda viral solunum yolu enfeksiyonlar1 %72.2 gibi

yiiksek bir oranda tespit edilmistir. Gereksiz antibiyotik tedavisinin azaltilmasi,

nozokomiyal virus yayilimmin 6nlenmesi ve hastanede kalis siiresinin kisaltilmasi i¢in

viral solunum yolu enfeksiyonlarinin erken tanisinda multipleks real-time PCR testinin

yapilmast onerilir ve daha hizli test olan DFA testi de 6zellikle RSV ve hMPV i¢in

tamamlayici bir test olarak kullanilabilir.
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