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1. GIRIS VE AMAC

Rhinovirus (RV) tiim diinyada yaygin olarak goriilen bir solunum yolu patojenidir.
Viriisiin her yil tim diinyada, akut solunum yolu enfeksiyonlarinin yaklasik % 50’sinden
sorumlu oldugu bildirilmistir (1). Virtisiin 150’den fazla serotipi belirlenmistir (2). Viriis
genellikle hafif Gist solunum yolu enfeksiyonu ve soguk alginligina neden olur (3). Soguk
alginligy; isglici kayb1 ve gereksiz antibiyotik kullanimi ile toplumsal agidan ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (4). Son zamanlarda RV’lerin astim, kistik fibrozis (KF) ve kronik
obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) hastalarinda alevlenme, pnomoni, siniizit, otit ve
ozellikle kiigiik ¢ocuklarda hisilti ile iliskili oldugu bildirilmistir (5). RV enfeksiyonlari iliman
bolgelerde ilkbahar baslangic1 ve ge¢ sonbahar donemlerinde epidemik salginlar yapabilir (6).

Rhinoviriisler insan diploid fibroblast hiicre kiiltiirlerinde tipik sitopatolojik etkisi ve
asit ortama duyarliiginin gosterilmesi ile tanimlanabilir. Son yillarda, virlisin hizli
tanimlanmasini saglayan niikleik asit saptama testleri gelistirilmistir. (7). VP4/VP2 ve VP1
bolgelerinin dizi analizi ile bilinen tiim serotiplerin RV-A ve RV-B olarak iki temel RV tiirii
icinde yer aldigi gosterilmistir (8). Ancak 2006 yilinda genetik olarak farkli iigiincii bir tiir
olan RV-C tanimlanmistir (9). Daha sonra yapilan ¢aligmalarda ise RV-A ve RV-C’nin daha
cok alt solunum yolu enfeksiyonu ve astim alevlenmeleri ile iliskili oldugu, RV-B’nin ise bu
tiirlere gore alt solunum yolu enfeksiyonlarinda daha az oranda goriildiigi gosterilmistir (10).
Ayrica RV-C’nin 6zellikle ¢cocuk hastalarda daha siddetli enfeksiyonlara neden oldugu da
belirlenmistir (5).

Bu calismada, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve
Hastaliklar1 Poliklinik veya Kliniginden ve Gogiis Hastaliklart Kliniginden Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina gonderilen daha dnce multipleks real-time PZR
yontemi ile RV pozitifligi saptanan Orneklerde rhinovirus tiir dagilim: ve bu belirlenen
rhinovirus tiirleri ile hastalarin yas, cinsiyet, viral yiik ve klinik tanilar1 arasindaki iliskinin

arastirilmasi amaclanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Rhinovirus Tarihcesi

Diinyada bilinen en yaygin enfeksiyonlardan biri olan soguk alginligimin tarihi, eski
Misir uygarligt donemine kadar uzanmaktadir. Bazi hiyeroglif ve papiriislerde soguk alginligi
semptomlar1 gosterilmekte ve tedavi sekilleri tarif edilmektedir. Sonraki donemlerde ise ilk
kez M.O 5. yiizyilda Hipokrat tarafindan burun akintis1 ve ates semptomlari ile seyreden bir
hastalik olarak tanimlanmistir. On sekizinci ylizyillda etken olarak soguk ve iisiitme
diisiiniilmiis ve enfeksiyonun “’soguk alginligi’’ olarak isimlendirmesi bu donemde uygun

gorilmistiir (11).

Viriislerin varligr gosterilene kadar enfeksiyondan bakteriler sorumlu tutulmustur.
1914 yilinda Dr. Kruse, Almanya’da hastalardan alinan nazal sekresyonlar1 bakteri
filtrelerinden gecirerek enfeksiyonu saglikli goniilliilere aktarmis ve goniilliilerin yaklasik
yarisinda hastaligi gostermistir. Dochez ve arkadaslart 1930 yilinda insanlardan aldiklar
filtrelenmis nazal sekresyonlar1 sempanzelere inokiile ederek, bu hayvanlarda enfeksiyonu
gostermis ve etkenin viriis oldugu kanitlanmistir. Sempanzeler arasinda yayilan enfeksiyonu
daha sonra tekrar insanlara bulastirarak virlisli izole etmek isteyen arastirmacilar basarili

olamamuglardir (12).

[k basaril in-vitro izolasyon, viriisiin insan embriyo akciger dokusuna seri pasajlarla
inokiile edilmesi ile saglanmistir. Ingiltere’deki Soguk Alginhigi Unitesinde ¢alisan ve akut
solunum yolu enfeksiyonu bulgulari olan Dr. Donna Chaproniere’den alinan 6rnekten izole
edilen virlise, onun adima ithafen D.C izolati ad1 verilmistir. Embriyo doku hiicrelerinde
dejenerasyon (sitopatik etki) goriillmemis fakat onuncu seri pasaja kadar kiiltlir vasatindan
alman siv1i saglikli bireylere nazal damla seklinde uygulandiginda soguk alginlig
olusturmustur (13). Amerika’da 1956 yilinda iki ayr1 laboratuvarda, Rhesus maymunu bobrek
doku kiiltiirleri kullanilarak izole edilen iki kdkenin (JH ve 2060) serolojik olarak ayni oldugu
gosterilmis ve bu kdkenler RV 1A olarak adlandirilmislardir (14). 1960’11 yillarda dis ortamda
burun dokusu kosullart (sicaklik: 33°C, pH: 7.0) olusturularak, insan embriyo bobrek hiicre
kiiltiiriinde (IEBH) izolasyon daha basarili olmustur (15). Ayrica insan diploid embriyonik



akciger fibroblast dokusu (WI-26) gibi yeni ve duyarli hiicre dizilerinin bulunmasi bir ¢ok

yeni kokenin saptanmasini saglamistir (16).

Etkenin sadece soguk alginligina neden oldugunun diisliniilmesi yiiziinden, saptanmast
ve tanimlanmasina gerek duyulmamistir. Ancak 1990’Ii yillarda rhinoviriisleri saptayabilen
PZR (polimerize zincir reaksiyonu) temelli yontemlerin gelistirilmesi ile etkenin izolasyon
orani hizla artmistir (17). Molekiiler yontemlerle RV’ler, RV-A, RV-B ve RV-C olarak {ig tiir
icinde tanimlanmistir (18). Bilinen tiim RV serotiplerinin tiim genom dizi analizi 2009 yilinda

yapilmis ve yaymlanmigtir (19).
2.2. Rhinovirus Siniflandirilmasi

Ik izole edildikleri tarihten itibaren RV lerin siniflandirilmasi bir¢ok kez degisiklige
ugranustir. 1k calismalarda farkli hiicre dizilerinde iireyebilme dzelliklerine gére “H” veya
“M” susu olarak adlandirilmalar1 uygun goriilmiistiir. Bu yontemle siniflandirilan 29 sustan
27 tanesi sadece insan embriyonik bdbrek hiicresinde iireyebildigi i¢in H susu; iki tanesi hem
insan hem maymun bobrek hiicrelerinde tireyebildigi i¢in M susu olarak adlandirilmistir.

Hiicre kiiltiirii 6zelliklerine dayali bu siniflandirma giiniimiizde artik kullanilmamaktadir (20).

Rhinoviruslarin tanimlanmalar1 serolojik yontemlerin kullanilmasiyla baslamistir.
Rhinovirus kokenlerini nétralize eden poliklonal antiserumlar, plak nétralizasyon yontemi
kullanilarak saflastirilmis ve yeni izole edilen her kdken igin nétralizan potansiyelleri test
edilmistir. Tanimlanmis serotiplerle ¢apraz reaksiyon vermeyen kokenler yeni bir serotip

olarak tanimlanmustir (6).

Rhinovirus A ve B i¢in, kullandiklar hiicre yiizey reseptorii tipi de siniflandirmada ek
bir kriter olarak kullanilmistir. RV reseptorlerini belirlemek i¢in yapilan ¢esitli calismalarda
bliylik ¢ogunlugunun aymi tip reseptorii kullandigr belirlenmistir (21). Bu reseptoriin,
endotelyal hiicrelerde fazla miktarda sunulan bir hiicre yiizey glikoproteini olan, hiicreler arasi
adhezyon molekiilii ( intercellular adhesion molecule 1: ICAM-1) oldugu belirlenmistir (22).
Tiim bilinen RV-A ve B tiirleri kullandiklari reseptdrlere gore iki gruba ayrilmistir. Buna gore
91 serotip major grup igerisinde; 9 serotip mindr grup icerisinde yer almistir. Daha sonra
mindr grup reseptoriin diisiik dansiteli lipoprotein reseptor ailesi (Low dansity lipoprotein:
LDLR) iiyelerinden oldugu gosterilmistir (23). HRV-87 serotipinin ise bu iki reseptérden
farkli olarak hiicrelere baglanabilmek i¢in sialik aside ihtiya¢ duydugu belirlenmistir. Bu



serotip yeniden siniflandirilarak enterovirus D (EV-D) tiirleri arasinda Enterovirus 68 (EV-

68) olarak yer almistir (24).

Rhinoviruslar, bazi antiviral ila¢ gruplarina kars1 duyarliliklarma  gore
siniflandirilmiglar ve bilinen 100 serotipin tamami, 15 antiviral bilesik igeren bir panel ile test

edilmis ve grup A ve B olmak iizere iki antiviral duyarlilik grubunun var oldugu gosterilmistir

(25).

Dizi analizi verilerine dayali filogenetik yontemlerin kullanilmasi tiir tanimlamasini
daha hizli ve kolay bir hale getirmistir (26). Daha 6nce tanimlanmis 100 serotip filogenetik
analiz yontemi ile RV-A ve RV-B olarak iki gruba ayrilmistir. Bu ayrim; kapsid kodlayan
bolge, 5’ kodlanmayan bolge (5° untranslated region: 5’UTR) ve 3D pol bolgesinin 3" ucu
kullanilarak yapilmistir (27, 28). Bu iki gruptan farkli olarak, 2006 yilinda ii¢iincii bir tiir
tanimlanmis ve Uluslararast Virlis Siniflandirma Komitesi (International Committee on

Taxonomy of Viruses: ICTV) tarafindan 2009 yilinda RV-C olarak adlandirilmistir (29).

Rhinoviruslar yakin zamana kadar ‘Human rhinovirus (HRV)’ olarak adlandirilmakta
iken 2013 yilinda ICTV tarafindan tiir adinin ‘rhinovirus (RV)’olarak degistirilmesi kabul
edilmistir. Buna gore ii¢ rhinovirus tiirii RV-A, B ve C olarak tanimlanmistir. Ancak her bir
tiiriin serotipleri hala "HRV “’seklinde kisaltilarak kullanilmaktadir. Ornegin; Rhinovirus A
tiirii serotip 2 HRV- A2 olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde RV-A tiirline ait 80, RV-B

tiirtine ait 32 ve RV-C tiirline ait 55 olmak tizere toplam 167 genotip (tip) tanimlanmuistir. (30)
2.3. Rhinovirus ozellikleri
Biyolojik Ozellikleri

Filogenetik olarak birbirlerine en yakin tiirler olan enteroviruslar ve rhinoviruslar
asidik ortama kars1 dayanikliliklarina gore birbirinden ayrilirlar (15). Rhinoviruslar 6.0 ile 8.0
arasindaki yiiksek pH degerlerine kars1 dayanikli iken pH 6.0’1n altindaki asidik ortamlarda
kolayca inaktive olabilirler. HRV-14 ile yapilan bir ¢alismada pH 5.0’da 20 dakikada
infektivitesi azalan viriisiin, pH 3.0’da 10 saniyede tamamen inaktif oldugu gosterilmistir
(31).

Zarf yapilar1 olmadigindan dolay1 RV’ler eter, kloroform, florokarbon ve deterjanlara

direnglidirler (32). 24-37°C arasinda infektif olduklari igin kap1 kollar1 gibi cansiz yiizeylerde



giinlerce canli kalabilirler (33). Cok diisiik sicakliklarda ise yillarca canliliklarini
koruyabilirler (34).

Yapisal Ozellikler ve Genom Organizasyonu

Rhinovirus; Picornaviridae ailesi ve Enterovirus cinsi icerisinde yer alan, yaklagik
7200 baz ¢iftinden olusan, pozitif polariteli, tek zincirli (sSSRNA) bir RNA viriisiidiir (18).

Kapsid Yapisi: Viriis, 60 kapsomer (protomer)’den olusan, yaklasik 30 nm ¢apinda ve
ikozahedral simetri gosteren bir protein kilif (kapsid) yapisina sahiptir. VP1, VP2, VP3 ve
VP4 olmak tizere dort adet kapsid proteini bulunan viriiste, VP4 proteini kapsidin i¢ kisminda
bulunur ve genom ile etkilesim halindedir (1). VP1 proteini igerisinde; ‘’kanyon ‘’ad1 verilen,
hidrofobik yapida, reseptor ve bazi antiviral bilesikler ile baglanan bir bolge bulunmaktadir
(35).

VP1
VP2
vP3
VP4

OViralZone 2008

Swiss Institute of Bioinformatics

Sekil 1: Rhinovirus kapsid yapisi (viralzone.expasy.org)

Genom Yapisi: Yaklasik 7200 niikleotitten olusan viriis genomu; bir 5> UTR bélgesi,
onu takiben dort adet kapsid proteinini (VP1, VP2, VP3, VP4) ve yedi adet yapisal olmayan
proteini (2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C, 3D) kodlayan uzun bir agik okuma cergevesi (open reading
frame: ORF) igerir ve kisa bir 3’ kodlanmayan bdlge (3’UTR) ve poli A kuyrugu ile sonlanir



(36). 5'UTR yaklasik olarak 650 baz, ORF boélgesi yaklasik 6500 baz (~2100 kodlanmis
aminoasit) ve 3'UTR bdlgesi yaklasik 50 baz icermektedir

Tim RV’ler 5'UTR bolgesinde, iiridilasyona ugramis formu (VPgpUpUOH) genom
replikasyonu i¢in primer islevi géren ve replikasyonun erken asamalarinda genomdan ayrilan
22-24 aminoasit igeren kiiglik bir viral proteine (VPg) kovalent bir bag ile baglanmis
durumdadir (37). Yine bu bdlgede translasyon igin gerekli olan bir internal ribozoma giris
bolgesi (internal ribosomal entry site: IRES) bulunmaktadir. Tiim enteroviriisler 5’ terminal
kisimlarinda “’yonca yapragi benzeri’’(cloverleaf-like motifs : CL) yapilar icerirler. Bu yapilar
viral ve hiicresel proteinlere baglanarak viral translasyondan transkripsiyona gegiste rol alirlar

(38).

Acik okuma cercevesi, translasyon sonucunda yaklasik 215 kD biiyiikliiglinde bir
poliprotein olusturmaktadir. ORF ;P1, P2 ve P3 olarak ii¢ bolgeye ayrilir. P1 bolgesi dort
kapsid proteinini (VP1-4) kodlarken, P2 ve P3 bolgeleri yapisal olmayan proteinleri (2A-C ve
3A-C) kodlamaktadir (37).

Kapsid kodlayan bolge igerisinde RNA replikasyonu igin gerekli olan cis-acting
replikasyon elementi (cre) yer almaktadir. Yapilan c¢aligmalarda bu yapinin VPg
tiridilasyonunda rolii oldugu gosterilmistir (39). Cre yerlesim yeri RV genotipleri arasinda
farklilik gostermektedir. RV-A’da 2A ORF, RV-B’de VPl ORF, RV-C’de ise VP2 ORF
bolgesinde yer almaktadir. (40).

2.4. RV Replikasyon Dongiisii
Hiicreye Baglanma

Rhinoviruslar i¢in hedef hiicreler, alt ve {ist solunum yolu silyali epitel hiicreleridir
(41). Reseptor olarak; major grup RV’ler, ICAM-1"i, minor grup RV’ler ise diisiik dansiteli
lipoprotein reseptor (low- density lipoprotein receptor : LDLR) ailesi iiyelerini kullanirlar
(42). LDRL ailesi; LDLR (low-density lipoprotein receptor : LDLR), ¢ok diisiik dansiteli
lipoprotein reseptor (very-low dansity lipoprotein receptor : VLDLR) ve LDLR-iligkili
protein’den (LDRL-related protein: LRP) olusmaktadir (43). Baglanma, ICAM-1 ve
VLDL’nin N-terminal kisimlarinin kanyon igerisindeki bazi bdlgelere tutunmasi ile

baglamaktadir (44). Bazi major grup RV’lerin, bir proteoglikan olan heparan siilfati alternatif



reseptor olarak kullanabildigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (45). RV-C tiiriine ait reseptori
tanimlamak i¢in 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada bir transmembran protein olan kadherin
iliskili protein ailesi iiyesi 3 (cadherin-related family member 3: CDHR3)’iin normalde
duyarli olmayan hiicrelere baglanmay1 ve replikasyonu sagladigi gosterilmistir (46). Yapilan
caligmalar sonucunda RV-A tiiriinde 71 genotipin (A7, A8, A9, A10, All, Al2, Al13, Al5,
Al6, Al18, Al19, A20, A21, A22, A24, A27, A28, A32, A33, A34, A36, A38, A39, A40, A4l,
A43, A45, A46, A50, A51, A53, A4, A55, A56, A57, A58, A59, A60, A6l, A63, A64, A65,
A66, A67, A68, A71, A73, A74, A7T5, A76, A77, A78, A80, A81, A82, A85, A88, A89, A90,
A9%4, A9%6, A100, A101, A102, A103, A104, A105, A106, A107, A108, A109) ICAM-1
reseptoriinii, 12 genotipinde (AlA, AlB, A2, A23, A25, A29, A30, A3l, A44, A47, A49,
A62) reseptor olarak LDLR ailesi iiyelerini kullandigi; RV-B tiiriine ait 32 genotipin
tamaminin (B3, B4, B5, B6, B14, B17, B26, B27, B35, B37, B42, B48, B52, B69, B70, B72,
B79, B83, B84, B86, B91, B92, B93, B97, B99, B100, B101, B102, B103, B104, B105,
B106) ICAM-1 reseptoriinii ve RV-C tiirline ait 55 genotipin tamaminin (C1, C2, C3, C4, C5,
C6, C7, C8, C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23,
C24, C25, C26, C27, C28, C29, C30, C31, C32, C33, C34, C35, C36, C37, C38, C39, C40,
C41, C42, C43, C44, C45, C46, C47, C48, C49, C50, C51, C52, C53, C54, C55) CDHR3

reseptoriinii kullandig belirlenmistir (1).
Hiicreye Giris

Zarfsiz virlslerin hiicreye girisi icin dort temel yol tanimlanmistir. Bunlar: klatrin
bagimli endositoz, kaveola bagimli endositoz, klatrin ve kaveola bagimli olmayan endositoz
ve makropinositozdur. Klatrin bagimli endositoz ve makropinositozda igeri alinan vezikiiller
lizozoma yonlendirilerek hizla asidifiye edilirler. Kaveola bagimli endositozda ise vezikiiller
kaveozom adi verilen noétral pH’a sahip organellere ve sonrasinda endoplazmik retikulum’a

taginurlar (47).

Virlisler ¢esitli ortam sartlarina ve konak hiicrelerine adaptasyonlarina gére birden
fazla yol kullanabilirler. Major grup RV’ler klatrin bagimli veya klatrin ve kaveola bagimli
olmayan endositoz yolunu kullanirlar. Minor grup RV’ler ise tercihen LDRL ailesi iiyelerinin

aktive ettigi klatrin bagimli endositoz yolunu kullanirlar (48).



Kapsid Soyulmasi

Kapsid soyulmasi, virlis RNA’siin sitoplazma igine ge¢mesi islemidir. Tam viriis ve
bos partikiillerin yapilarinin Kriyoelektron mikroskobisi ve X 1gin1 kristallografi yontemleri ile
incelenerek karsilastirilmasi ile, RNA’nin hiicreden ¢ikis noktalar1 gosterilmistir. Mindr grup
viriislerde kapsid soyulmasi reseptérden bagimsiz olarak ger¢eklesmektedir (49). HRV2’nin
virion ve bos partikiil yapisi incelendiginde; bos partikiillerin daha biiyiik oldugu ve 6zellikle
kanyon tabaninda acilmig porlar oldugu gézlenmistir. Bu por yapilarinin RNA zinciri si§acak
biiyiiklikte oldugu ve RNA’nin buradan ¢ikarak sitoplazmaya ulastigi gosterilmistir (50).
Major grup virlislerde ise kapsid soyulmasi diisiik endozomal pH yardimi ile reseptor
tarafindan indiiklenmektedir (51). Yapilan bir ¢alismada agiklanan mekanizmaya gore:
oncelikle kapsomerler arasi baglanti noktalari gegici olarak agilmakta ve reseptor iki
kapsomer arasindaki kanyon bolgesine baglanarak virion yapisini agik halde sabitlemektedir
(52). RNA’nin agik kanyon bolgesi yoluyla ayrilmasindan sonra VP1 yapisinda degisiklik
meydana gelerek reseptor ile bos kapsid birbirinden ayrilmaktadir (53).

Gen ekspresyonu

Pozitif polariteli oldugu icin rhinovirus RNA’st sitoplazmaya ulagtiktan sonra
dogrudan translasyon baslayabilir. Okaryotik mesajet RNA (messenger RNA: mRNA)
yapisinda bulunan 5’ terminal kep yapisi rhinoviruslarda bulunmamaktadir. Translasyon
5’UTR bolgesinde yer alan IRES bolgesinden baslamaktadir (54). IRES, gerekli translasyon
faktorlerini konak hiicreden karsilamaktadir. Viris, tek bir ORF icermektedir ve bu ORF’den
bir poliprotein sentezlenmektedir. Viral proteazlar yardimiyla poliproteinden ii¢ temel bolge
olusmaktadir. Bunlardan P1 bolgesi yapisal proteinlerin sentezinde; P2 ve P3 bdlgeleri ise gen
ekpresyonu, replikasyon ve konak hiicre ile etkilesimi saglayan proteinlerin sentezinde

gorevlidir (55).
Replikasyon

IRES bolgesinin stabilizasyonunu saglayan IRES trans-aktive edici faktoriin (IRES
trans-activatig factor: ITAF) translasyon sonrasi proteazlarla yikilmasi ile translasyon sona
erip transkripsiyon baslatilir. Viral proteinler membranlarin igine dogru sokularak vezikiil
olusumunu indiikler ve viral replikasyon proteinleri mebranlara toplanarak membrana bagh

viral replikasyon kompleksi olusur. RNA bagimli RNA polimerazin 6nciilii ile viral genom



dairesel hale geldikten sonra, replikasyon icin gerekli konak hiicre proteinleri biraraya
getirilir. VPg onciilii, viral replikaz tarafindan iiridilasyona ugrayarak, hem pozitif hem
negatif RNA zinciri sentezinde primer olarak kullanilir. Uridilasyon isleminde; viral 3D
polimeraz, bir cre’yi (cis-replicating element) kalip olarak kullanarak VPg yapisindaki tirozin

grubuna iki tiridin monofosfat (UMP) baglanmasini katalizler (56).
Biraraya Gelme, Olgunlagsma ve Salinim

Viral poliproteinin P1 bdlgesinden, VPO, VP1 ve VP3 proteinlerini sentezlenir.
Kapsomerler kendiliginden pentamerik subunitlere doniisiir ve 12 tanesi biraraya gelerek
ikozahedral kapsid yapisini olusturur. RV igin litik olmayan bir salinim mekanizmasinda;
replikasyon kompleksi ile bagli olan viral vezikiil i¢ce dogru katlanarak replikasyon kompleksi
ve olusturulan kapsid yapisini ¢ift katlh membran halinde halinde cevreler. Bu ¢ift katli
membran yapisi plazma membrani ile birleserek, tek katli ve stabil olmayan bir hale gecerek

dagilir ve viriis salinimi gergeklesir (57).
2.5. RV Enfeksiyon Patogenezi

Rhinoviruslarin nazal mukoza igerisine girisi ve ¢ogalmasi ile ilgili bir ¢alismada;
saglikli goniilliilerin nazofarinks arka duvarma 25ul viriis i¢eren sollisyondan uygulanmis ve
her giin inferior konka ve nazofarinks arka duvarindan siiriintii 6rnegi alinmistir. Bu ¢aligma
ile genellikle RV’lerin 6nce nazofarinks bolgesinde, daha sonra 6ne dogru yayilim gostererek
inferior konka bolgelerinde goriildiigii belirlenmistir (58). Bu yayilimi viriisii igeren mukus
tabakasini ileri itecek sekilde burundan siimkiirme isleminin kolaylastirdigi ve nazofarinks
bolgesinin mukosiliyer temizlenmenin bittigi noktada olmasi nedeniyle bu bdlgede viriis

yiikiiniin fazla oldugu diistintilmektedir (59).

Rhinovirus A ve B tiirlerinin ¢ogunun, epitel hiicrelerine ICAM-1 reseptorii yoluyla giris
yaptig1 bilinmektedir (44). ICAM-1, normalde skuamoz epitel hiicreleri ve silyali epitel
yiizeyinde sentezlenmemesine ragmen; saglikli ¢ocuk ve eriskinlerin adenoid ve nazofarinks
dokularinda bulunan silyasiz ve silyali epitel hiicrelerinin bazal tabakalarinda diisiik
diizeylerde saptanmaktadir. RV’ler normal insan bronsiyal epitel hiicrelerinde (Human
brongial epitelial cells: HBEC) niikleer faktdr kappa B (NF-«kB) bagimli bir mekanizma
aracilig1 ile ¢oziinebilen ICAM-1 salinimini azaltip, membrana bagli ICAM-1 ekspresyonunu



artirirlar (60). Bu ICAM-1 ekspresyonu artisi, saglikli bireylerde deneysel olarak olusturulan

RV-39 enfeksiyonu sonrasinda da nazal epitel hiicrelerinde in vivo olarak gosterilmistir (61).

Influenza viriis gibi diger solunum yolu viriisleri epitel hiicrelerinde pargalanmaya
neden olurken, RV’ler nadiren sitopatolojik etkiye yol acarlar. Elektron mikroskobi
kullanarak nazal biyopsi Orneklerinin incelendigi bir ¢alismada, epitel hiicrelerinde sekil
degisikligi olmakla beraber hiicre sinirlarinin saglam oldugu gosterilmistir (62). Ancak RV
hiicreler arasi baglantiy1 saglayan zona okludens 1’in ayrilmasina yol agip epitelyal hiicre
bariyer fonksiyonunu bozarak, toll benzeri reseptor (Toll-like receptor: TLR) gibi epitelyal
hiicre reseptorlerinin agiga ¢ikmasini saglamakta ve bakterilerin hiicrelere gecisini
kolaylagtirmaktadir (63).

Alt solunum yolu patojeni olarak RV’nin roli ile ilgili erken donem deneysel
calismalarda, viral replikasyonun 33°C’de optimal diizeyde oldugu ve 37-39°C ‘de azaldigi
diistiniilmektedir. Ancak sekiz farkli RV kokeni ile yapilan bir c¢alismada viriislerin
replikasyon kapasiteleri arasinda 33°C ve 37°C sicakliklarda minimal diizeyde bir farklilik
oldugunu gosterilmistir (64). HBEC hiicre kiiltiirlerinde, yiiksek viriis titresi ile inokiilasyon
sonrasinda biiyiikk ya da kii¢iik boyutlarda, yuvarlak, piknotik ¢ekirdek ve hiicresel debris
igeren hiicre kiimeleri gibi karakteristik sitopatik etkiler gézlenmistir.

Rhinovirus Enfeksiyonlarinda Bagisikhik Yamti

Solunum epitel hiicreleri lizerinde dogrudan etkinin yan1 sira, dogal ve adaptif konak
cevabinin da patogenezde rolii vardir. Viriisiin dogal bagisiklik sistemi tarafindan taninmasini
anlamak i¢in HBEC kiiltiirii ile in-vitro ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda RV-6 kapsid
yapisinin TLR-2 ile, tek zincirli RNA (Single-stranded RNA: ssSRNA) yapisinin ise hiicre
icine alindiktan sonra endozomlarda bulunan TLR-7 ve TLR-8 ile tanindig1 gosterilmistir.
Cift zincirli RNA (Double-stranded RNA: dsRNA) yapisi olustuktan sonra ise melanoma
farklilagma iligkili gen 5 (melanoma differentiation- associated gene 5: MDA-5) ve retinoik
asit indiiklenebilir gen 1(retinoic acid-inducible gene 1: RIG-1) tarafindan tip | interferon
(IFN) cevabr indiiklenmektedir (65). Bu reseptorlerin katilimi ile, viriisiin indiikledigi IFN-p,
IFN-y yanit1 ve RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted),
Interferon gamanin indiikledigi protein (Interferon gamma-induced protein 10: 1P-10),

Interlokin-6 (IL-6), Interlokin 8 (IL-8) ve epitelyal nétrofil ile aktive peptid 78 (epithelial
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cell-derived neutrophil-activating peptide 78: ENA-78) gibi proinflamatuvar sitokinlerin

saliimu artirilir (66).

Bradikinin ve lizilbradikinin gibi kininler de semptomatik RV enfeksiyonu
patogenezinde dnemli rol oynarlar. Deneysel olarak ya da dogal yolla gelisen RV enfeksiyonu
olan hastalarda, saglikli kontrol grubuna gore nazal lavaj Orneklerinde, bradikinin ve

lizilbradikinin diizeylerinde anlamli bir artig oldugu gosterilmistir (67).

Dogal yolla gelisen ya da deneysel olarak olusturulan enfeksiyonlarda burun yikama
orneklerinde IL-6 diizeyleri yiiksek bulunur (68). Enfeksiyon semptomlarinin siddeti ile IL-6
polimorfizmi arasindaki iligskinin degerlendirildigi bir c¢alismada; deneysel RV-39
enfeksiyonu sonrasinda diisiik diizeyde IL-6 liretimi goriilen hastalarda (pozisyon 174, C/C
genotipi) nazal sekresyon miktari ve mukosiliyer aktivite hiz1 degismemesine ragmen hastalik
semptomlarinin daha siddetli oldugu gozlenmistir. Ayrica IFN-y (pozisyon +874)
polimorfizmi goriilen hastalarda serokonversiyonun daha geg¢ gelistigi gosterilmistir. Buna
karsin IL-10 ve tiimor nekroz faktér o (Tumor necrosis factor-a: TNF-o) ile semptom siddeti

ve serokonversiyon iligkisinin bulunmadigi belirlenmistir (69).

Rhinoviruslar nazal epitelyal hiicrelerde sitokin ve kemokin sentezi yoluyla solunum
yolu inflamasyonuna neden olmalarinin yanisira bazi potansiyel antiviral molekiillerin
sentezlenmesine yol agarlar (70). Tip-2 veya indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS), epitel
hiicrelerinde yaygin olarak saptanan NOS formu olup 6nemli miktarda nitrik oksit (NO)
sentezler. RV enfeksiyonunda iNOS sentezi in-vivo ve in-vitro olarak uyarilmaktadir.
Sentezlenen NO hem RV replikasyonunu hem de virlisiin uyardigi sitokin ve kemokin
tiretimini baskilamaktadir (71). Bu bulgulara dayanarak NO’nun enfeksiyona karsi koruyucu
oldugu ve disaridan NO uygulamasiin klinik olarak faydali olabilecegi diisiiniilmektedir
(72). Enfeksiyona kars1 koruyucu 6zellikleri olan bir bagka protein de viperin (virus inhibitory
protein, endoplasmicreticulum associated, IFN-inducible) dir. Viperin’in RV replikasyonunu
hangi mekanizma ile inhibe ettigi bilinmemekle birlikte, viperin ekspresyonunun engellendigi

hiicrelerde viriisiin replikasyonunun arttig1 ¢calismalarla gosterilmistir (70).

Seronegatif bireylerde enfeksiyon sonrasinda solunum yollarinda sekretuvar antikorlar

(IgA) ve serotipe spesifik notralizan antikorlar (IgG) olusur. Seronegatif bireylerin deneysel
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olarak RV-2 ile enfekte edildigi bir ¢alismada, spesifik antikorlarin enfeksiyondan sonraki iki

hafta i¢inde ortaya ¢iktig1 ve yaklasik bir yil siire ile yiiksek kaldigi saptanmistir (73).

Antiviral bagisiklikta T hiicrelerinin rolii; viral antijenlerin taninmasi ve sonrasinda
sitotoksik ve antikor aracili bagisik yanitin tetiklenmesi ile iligkilidir. Viriis ile enfekte
endotelyal hiicrelerden T hiicre kemotaksisini aktive eden RANTES ve IP-10 salinimi
olmaktadir (74).

Kronik Akciger Hastaliklar1 Olusum Mekanizmalari

Astim, solunum yollarinda yumusak kas tabakasinda kalinlagma, epitel altinda matriks
depolanmasi, anjiogenez, goblet hiicre hiperplazisi ve artmis mukus iiretimi gibi degisikliklere
yol acan bir hastaliktir (75). Rhinovirus’a bagli solunum yolu enfeksiyonunun erken
donemlerinde dogal bagisik yanit olarak viriis tarafindan indiiklenen IFN cevabinin énemli
oldugu bilinmektedir. Astimda viriisle uyarilan IFN tip 1 ve 3 sekresyonlarindaki azalmanin
daha uzun siireli ve daha siddetli bir enfeksiyona neden oldugu diisiiniilmektedir (74). Astim
alevlenmesi sirasinda, 6zellikle alt solunum yollarinda nétrofil yanit1 ve vaskiiler endotelyal
biiytime faktorii (vascular endothelial growth factor: VEGF), NO, transforme edici biiyiime
faktorii (transforming growth factor: TGF) ve fibroblast biiylime faktorii (fibroblast growth
factor: FGF) gibi solunum yollar1 yapilanmasi ve alveoler gelisimi diizenleyen faktorlerin
sentezinin arttig1 gosterilmistir (76). Bu faktorlerin sentezinin artmasi ile birlikte enfeksiyona
karst daha siddetli bir inflamatuvar cevabin olusmasinin, solunum yollarinda 6dem ve

yumusak kas kasilmalarina neden olarak astimi siddetlendirebilecegi dngoriilmektedir (77).

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi, progresif hava akimi kisitliligi ve solunum yolu
inflamatuvar yanitinda artisla seyreden, tedavi ile Onlenebilir bir hastaliktir. KOAH
alevlenmesi ise, hastaligin dogal seyri sirasinda akut baslayan, tedavi degisikligi
gerektirebilen, hastanin bazal dispne, Oksiiriik ve/veya balgaminda anormal bir degisiklik

goriilmesi durumudur (78).

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi alevlenmelerinin etyolojisinde solunum yolu
viriisleri; 6zellikle de RV 6nemli yer tutmaktadir (18). KOAH alevlenmesi ve RV arasindaki
iliskiyi arastirmak icin, deneysel olarak enfekte edilen 13 hasta ve esit sayidaki kontrol grubu
kullanilarak yapilan bir ¢alismada, hasta grubunda bronkoalveolar lavaj (BAL) 6rneklerinde

notrofil elastaz, 1L-8 ve IL-6 diizeylerinde artis saptanirken; TNF diizeyleri her iki grupta
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belirgin bir artis gostermemistir. Hasta grubunun BAL 6rneklerindeki alveolar makrofajlarda
kontrol grubuna gore IFN-B yanitinda azalma oldugu belirlenmis ve bu durumun KOAH

hastalarinda RV enfeksiyonunun siddetli gegirilmesinin sebebi oldugu diistintilmistiir (79).

Kistik fibrozis, en sik solunum ve gastroentestinal sistem olmak {izere birden ¢ok
sistemi etkileyen, otozomal resesif gecisli kalitsal bir hastaliktir. KF hastalarinda RV
tarafindan indiiklenen alevlenmelerin mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Yapilan bir

calismada IFN yanitindaki azalmanin neden olabilecegi belirlenmistir (80).
2.6. Rhinovirus Bulasi ve Epidemiyoloji
Bulas

En yaygin bulas yolu, parmak uglariyla viriisiin alinip burun ve goézlere temas
ettirilmesidir (81). RV’nin parmak uglariyla bulasi, tokalasma yoluyla veya enfekte bir kisinin
nazal sekrasyonlariyla ortami kontamine etmesi ile gergeklesir. RV ile kontamine ylizeyleri
tespit etmek igin, enfekte kisiler ile evler ve otellerde RT-PCR yontemi ile yapilan bir
calismada sik dokunulan yiizeylerin % 40-50’sinde viral RNA saptanmistir (82). RV nin
genellikle nazal bolgeyi enfekte ettigi bilinmekle beraber, konjonktivaya bulasindan yirmi
dort saat sonra viriisiin nazofarenkste tespit edildigini gésteren ¢alismalar mevcuttur. Viriisiin
gozyast kanali yolu ile nazal kaviteye tasindigi ve burada nazofarenkse ulastigi
diistiniilmektedir (83). Viriisiin aerosollerle inhalasyonu daha az goriilen bir bulas yoludur
(84).

Rhinoviruslar ¢ogunlukla solunum yolu enfeksiyonlar1 ile iliskili olmasina karsin,
disk1 Orneklerinde viriisiin saptandig1 calismalar da mevcuttur. Ingiltere’de iki yas alt1
cocuklardan alinan digki 6rnekleri ile yapilan bir ¢calismada, saptanan EV ve RV viral yiikleri
birbirine yakin oranlarda yiiksek bulunmustur. RV’lerin bagirsakta ¢cogalabildigi ve fekal oral
yol ile bulas olabilecegi diistiniilmektedir (85).

Mevsimsel Dagilim

Epidemiyolojik ¢alismalarda rhinoviruslarin iliman iklimli bolgelerde genellikle erken
sonbaharda ve bazen de baharda pik yaptigi gosterilmistir (86). Yaz aylarinda goriilme orani
nispeten diisiik olsa da RV’ler bu dénemde de en sik saptanan viral solunum yolu etkenidirler

(87). Tum RV tipleri iliman, tropikal, subtropikal ve yar1 kurak iklim boélgelerinde tiim

13



aylarda saptanabilmektedir (88). Rhinovirus-C iliman ve subtropikal iklim bolgelerinde kis ve
sonbaharda pik yaparken tropikal iklim bolgelerinde yagmurlu donemlerde pik yapmaktadir.

Rhinovirus-A ve B ‘nin de benzer mevsimsel 6zellikler gosterdigi diistintilmektedir. (89).
2.7. Rhinovirus Enfeksiyonu Klinik Seyri
Asemptomatik Enfeksiyon

Molekiiler yontemlerin kullanilmaya baslanmasi ile, asemptomatik RV enfeksiyonlarinin
ozellikle cocuk yas grubunda yaygin olarak goriildiigli belirlenmistir. Cocuk hastalar ile
yapilan c¢aligmalarda asemptomatik enfeksiyon oranmnin %12-22 arasinda goriildiigi
belirlenmistir (90). Orta yas ve tlizeri erigskinlerde ise asemptomatik enfeksiyon orani
cocuklara gore oldukca disiiktiir. Asemptomatik eriskinlerle yapilan iki ¢alismada RV
oranlar1 sirasiyla %0 ve %2 olarak belirlenmistir (91). Immiinyetmezlikli hastalarda ise

asemptomatik enfeksiyon orani %9 olarak belirlenmistir (90).
Ust Solunum Yolu Enfeksiyonlari

Molekiiler yontemler ve hiicre kiltliri yontemi kullanarak yapilan g¢aligmalarda
RV’nin soguk alginhigi vakalarmin %50-75’inden sorumlu oldugu gosterilmistir (92).
Bagisiklig1 normal bireylerde soguk alginligi; genellikle yaklasik iki giinliik bir inkiibasyon,
7-14 giinliik semptomatik donemle seyreden ve kendi kendini sinirlayabilen bir enfeksiyondur
(93). Hastaligin yaygin semptomlari; burun akintisi, bogaz agrisi, Oksiiriik, bas agrisi,

subfebril ates ve viicutta halsizliktir (18).

Cocuk yas grubunda RV’nin soguk algmligi vakalarinin yaklasik tigcte birinde
komplikasyon olarak goriilen otitis media (OM) ile iliskili oldugu belirlenmistir (94).
Finlandiya’da iki ay-iki yas arasit 329 ¢ocugun dahil edildigi bir calismada 458 OM atagi
gbzlenmistir. Nazofaringeal asSpirat veya orta kulak sivist 6rneklerinin gergek zamanli PZR ile
incelenmesi ile ataklarin %41’inde RV saptanmigtir (95). Viriisiin {ist solunum yolu
enfeksiyonlart ve OM ile iligkisini gdstermek icin adenoid doku ornekleri ile yapilan bir
calismada, tekrarlayan OM ve adenoid hipertrofi Oykiisii olan ¢ocuklardan alinan adenoid
doku Orneklerinin in-situ hibridizasyon yontemi ile incelenmesi sonucunda Orneklerin

%45’inde RV RNA tespit edilmistir (96).
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Soguk alginligi gegiren hastalarda siniis anomalileri bilgisayarli tomografi (BT) ve
manyetik rezonansli goriintileme (MRG) ile gosterilmistir (97). Akut siniizit tanisi alan
hastalarda maksiller siniis aspirat ve nazofaringeal siiriintii 6rneklerinde RT-PZR yontemi ile

%50 oraninda RV RNA saptanmustir (98).
Alt Solunum Yolu Enfeksiyonlari

Krup, yaygin olarak parainfluenza viriis (PIV) enfeksiyonlarinda goriilmesine karsin
RV enfeksiyonlarinda nadir olarak krup bildirilmistir. Amerika’da akut solunum yolu
enfeksiyonu tanist ile hastaneye yatan bes yas altt ¢ocuklarin %10’unda krup gelismis ve
bunlarin %3’linlin solunum yolu 6rneklerinden RV izole edilmistir (99). Cocuk acil servisine
krup semptomlari ile bagvuran ¢ocuklar % ile yapilan bir calismada hastalarin %12’sinde RV
etken olarak saptanmigtir (100). Krup enfeksiyonlari igin solunum yolu viriisleri ile yapilan
mikrobiyolojik silirveyans ¢alismalarinda PIV enfeksiyonlar1 daha ¢ok kis ve bahar aylarinda
(Aralik-Nisan), RSV enfeksiyonlar1 kis aylarinda (Aralik-Subat)goriilirken, RV
enfeksiyonlarinin daha ¢ok sonbaharda (Eyliil-Kasim) goriildiigii belirlenmistir (18).

Bronsiolit, RV enfeksiyonu nedeni ile hastaneye yatan c¢ocuklarda en sik goriilen
Klinik durumdur. Pediatrik yogun bakim {initesine yatis gerektiren RV ile iliskili alt solunum
yolu enfeksiyonlarmin %14’tinii olusturur. (101). Cok merkezli prospektif bir ¢alismada
RV’iin, RSV’den sonra hastanede yatan cocuklarda en sik bronsiolit etkeni oldugu
gosterilmistir (102). RV iligkili bronsiolit, hayatin ilk bir yilinda tekrarlayan hisilti ataklar1 ve
astim gelisimi i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir (103). Hisilt1 tanisi ile hastanede yatan 81
gocugun altt yillik takiplerinde, RV iliskili higilt1 Oykiisii olan ¢ocuklarda, baska viral
etkenlerle iliskili higilt1 6ykiisii olan ¢ocuklara gore gocukluk ¢agr astim riskinin dort kat daha

fazla oldugu saptanmistir (104).

Toplum kokenli pnomoni (TKP) tanisi ile hastaneye yatan ¢ocuklarda yapilan Klinik
caligmalarda, RV’nin %18-26 oranmi ile viral pnomoni etkenleri arasinda yaygin olarak
goriildiigii belirlenmistir. (105). Erigkinlerde ise viral TKP oranmi yaklasik %5 olarak tespit
edilmistir (106).
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Immiinyetmezlikli Hastalarda Enfeksiyonlar

Multipleks gercek zamanli PZR gibi molekiiler yontemlerin tanida kullanilmaya
baglanmasi ile RV’nin immiinyetmezlikli hastalarda akut solunum yolu enfeksiyonlarinda
onemli bir etken oldugu anlasilmaya baslanmistir (107). influenza benzeri hastalik nedeniyle
acil servise yatan hastalarla yapilan bir ¢alismada, immiinyetmezlikli hastalarda RV

enfeksiyonunun siddetinin pandemik HIN1 influenza viriisiine benzer oldugu gosterilmistir.

Isvigre’de yapilan bir calismada immiinyetmezlikli {i¢ akciger transplant hastasinda
akut ve kronik (8-15 ay) RV enfeksiyonu RT-PZR yontemi ile gosterilmistir (108). italya’da
36 eriskin transplant alicisi ile yapilan bir ¢alismada iki yillik siiregte 15 (%42) hastadan
alinan tim BAL Orneklerinin %13’tinde RV tespit edilmistir (109). Cocuklarda yapilan
caligmalarda ise erigkinlere gore transplantasyon sonrasi ilk bir yil iginde % 22, ilk 22 ay

icinde %30 orani ile RV enfeksiyonunundaha yaygin olarak goriildiigi saptanmistir (110).

Hematolojik malignite hastalarinda RV hem {ist hem alt solunum yolu enfeksiyonuna
neden olmaktadir (111). Kok hiicre nakli alicilarinda haftalik siirveyans i¢in alinan
nazofaringeal siiriintii 6rnekleri ile yapilan bir ¢aligmada nakilden sonraki ilk 100 giin igin
kiimilatif RV insidanst %22 olarak bulunmustur (112). Yaygin olmamakla birlikte RV ile
iliskili pnémoni gelisen hastalarda ise morbidite ve mortalite oranlar1 yiiksek bulunmustur
(1112).

Kronik Akciger Hastalik Alevlenmeleri

Dogumdan {i¢ yasina kadar olan donemde RV ile iliskili higilt1 ataklar1 ge¢irmis olan
259 ¢ocugun, alti yillik takiplerinin yapildigi bir prospektif kohort g¢alismasinda; bu
cocuklarda ilk alt1 yas doneminde astim gelisme riskinin 10 kat arttigi gosterilmistir (113).
Viral bronsiolit tanisi1 ile hastaneye yatan infantlarda da ¢ocukluk domeminde astim gelisme
riski iki-ti¢ kat artmaktadir. Bu risk RSV, PIV ve influenza enfeksiyonlart ile
karsilastirildiginda RV enfeksiyonlarinda daha fazla bulunmustur (114). Rhinovirus ayrica
astim alevlenmelerinden de sorumludur. Viriislerin neden oldugu astim alevlenmelerinin

yaklasik tigte ikisi RV ile iligkilidir (115).

Viral solunum yolu enfeksiyonlari ile KOAH alevlenmeleri arasinda belirgin bir iliski

oldugu bilinmektedir. KOAH tanisi olan 62 hastanin ortalama 26 ay izlendigi bir ¢alismada
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hastaneye yatis gerektiren durumlarin %58’1, acil servise yatis gerektiren durumlarin %6 ‘s1
viral solunum yolu etkenleri ile iligkili bulunmustur (116). Akut KOAH alevlenmesi olan
hastalarin %37’sinde, stabil KOAH enfeksiyonu olan hastalarin %12’sindeve obstriiksiyonu
olmayan sigara igicilerinin %12’sinde viral etkenler saptanmustir. Alevlenmesi olan hastalarda
%24 orant ile en sik RV izole edilmistir (117).

Kronik obstriiktif akciger hastaligi alevlenmelerine benzer sekilde kistik fibrozis
alevlenmelerinde de viral etkenler arasinda en sik RV saptanmaktadir. Bir ¢alismada tiim

alevlenmelerin %16’sinda RV gosterilmistir (118).
2.8. Rhinovirus Tan1 Yontemleri

Solunum yolu 6rneklerinde semptomlarin baslangicindan sonraki iki giin i¢inde viriis
titresi en yliksek diizeydedir; ancak semptomlarin baslamasindan bir giin 6nce ve alt1 giin
sonrasina kadar viriis saptanabilmektedir (119). Ust solunum yolu enfeksiyonlar1 igin naylon
silge¢ ile alinmis nazofaringeal siiriintii veya nazofaringeal aspirat Ornekleri tercih
edilmektedir (120). Ornekler viral tasima vasat1 i¢ine konularak laboratuvara génderilmelidir.
Alt solunum yolu enfeksiyonlarinin tanisinda; trakeal veya bronsial aspirat, BAL sivisi ve
akciger biyopsi Ornekleri kullanilmaktadir. Solunum yolu Ornekleri alindiktan sonra eger
hastane disina taginmasi gerekiyorsa dondurulmali ve kuru buz ile tasinmalidir. Eger 6rnek iki
giin igerisinde calisilamayacaksa -70°C’de dondurulmalidir (18). RV tanist igin solunum yolu

ornekleri disinda digki 6rnekleri ile yapilan bazi ¢alismalar da mevcuttur (85).
Viriis Kiiltiirii

Molekiiler yontemler viriisiin tespiti i¢in daha duyarli yontemler olmasina karsin;
aragtirmalarda viriis 6zelliklerini ve enfeksiyon patogenezini gdstermek icin kiiltiir yontemi
daha ¢ok tercih edilmektedir. RV-A ve B tiirleri i¢in insan fetal embriyonik akciger fibroblast
hiicreleri (WI-38, MRC-5), baz1 HeLa hiicre klonlar1 (HeLa H, HeLa I, HeLa Ohio, HelLa
R19) ve insan embriyonik bobrek hiicreleri laboratuvarlarda en sik kullanilan RV hiicre kiiltiir
dizileridir (121). RV-A ve RV-B enfeksiyonuna duyarli hiicre dizilerinde iiretilemeyen RV-
C’nin, sadece siniis organ kiiltiiriinde iiretilebildigi gosterilmistir (122). RV aside duyarli

oldugu igin kiiltiirler notral pH’da bekletilmektedir (119).

17



Hiicre kiiltiirlerinin 33°C’de inkiibe edilmesinin 37°C’ye gore daha iyi sonug¢ verdigi
belirlenmistir. Hiicre dizilerinin ¢ogunda sitopatik etki gdozlenmekte olup sitopatik etki
gostermeyen kokenler de bildirilmistir. Morfolojik degisiklikler en iyi fibroblast hiicre
dizilerinde gozlenebilmektedir. Fibroblast hiicrelerinde yuvarlaklasma ve ¢ekirdegin piknotik
goriiniim almasi gibi degisiklikler gdzlenmektedir. Hiicre kiiltiirlerinin 14 giin siire ile inkiibe

edilmesi ve sitopatik etkinin belirlenmesi ile tan1 konulmaktadir (121).

Konvansiyonel kiiltiiriin yan1 sira RV i¢in hizli kiiltiir yontemi de tanimlanmistir. Bu
yontem; viriise duyarli HeLa hiicreleri ile kaplanmis lamlar {izerine, hastadan alinan 6rnegin

inokiilasyonu ve inkiibasyon sonrasi immiinfloresan yontemi ile viriis antijen tespitini kapsar

(123).
Seroloji

Cok fazla sayida rhinovirus serotipinin olmasi ve tiim serotipleri kapsayacak bir
antijeninin bulunmamasi nedeni ile RV i¢in antijen testleri rutin tam1 yoOntemi olarak
kullanilmamaktadir. Ancak epidemiyolojik ¢aligmalarda serum ve nazal sekresyon
orneklerinde nétralizasyon, kompleman fiksasyon ve ELISA testleri ile antikor Sl¢limii

yapilmaktadir(124).
Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemlerin tanida kullanilmaya baglamasi ile solunum yolu 6rneklerinde
virlisii belirleyen PZR temelli testler 6n plana ¢ikmistir (125). Molekiiler testlerin duyarliligi
yiiksek olup ayrica hiicre kiiltiiriiniin aksine tani siiresi daha kisadir. Multipleks RT-PZR ya
da gergek zamanli RT-PZR yontemlerinde, tiim RV ve EV’ler igin korunmus bir bolge olmasi
sebebiyle 5’UTR bolgesi en ¢ok kullanilan hedef bolgelerden biri olmustur. Ancak bu bolgede
RV ve EV arasindaki benzerlikten dolay1 ¢apraz reaksiyonlar gozlenmekte ve ayrimlar1 zor
olmaktadir. 5’UTR bolgesi i¢in PZR sonrasinda RV ve EV ayrimi; RFLP (Restriction
fragment length polymorphism) yontemi ile amplikon boyutlarina gére ya da RV’e 6zgii
problar kullanilarak hibridizasyon yontemi ile yapilabilir (126). VP4/VVP2 kapsid kodlayan
bolgenin iyi korunmus bir bdlge olmasi ve her li¢ RV tiiriiniin ayrimim1 da yapabilmesi
nedeniyle RV epidemiyolojisi ve RV tiirleri ile klinik tami arasindaki iliskiyi arastiran

calismalarda siklikla kullanilmaktadir (127).
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Bazi calismalarda yiiksek viral yiik ile semptomatik hastalik arasinda bir korelasyon
olabileceginin gosterilmesi, pozitif sonuglarin klinik 6nemini degerlendirmek i¢in kantitatif
testleri 6n plana ¢ikarmaktadir (128). Ancak ornek tipi ve 6rnek alma prosediirii, test yontemi,
hasta yas1 ve hastanin immiin durumu gibi degiskenler kantitasyonu etkilemekte ve testlerin

standardizasyonunu zorlastirmaktadir (18).

RT-PZR’a alternatif olarak klinik laboratuvarlarda en sik kullanilan molekiiler yontem
niikleik asit dizi temelli amplifikasyon (nucleic acid sequence-based amplification:
NASBA)’dir. RT-PZR ve NASBA testlerinin karsilastirildigi bir klinik ¢alismada duyarlilik
ve Ozgiillik NASBA i¢in sirasiyla %85.1 ve %98.3 olarak; RT-PZR i¢in ise sirasiyla %82.9
ve %93.4 olarak bulunmustur (129). Son yillarda multipleks solunum viriis saptama

testlerinin kullanima girmesi solunum viriislerinin belirlenmesi daha da kolaylagmistir (130).
Genotiplendirme

Serotiplendirme yomteminde ¢apraz reaksiyon oraninin fazla olmasi tiirler arasindaki
ayrimi zorlagtirmaktadir. PZR temelli yontemler ile farkli gen bolgeleri ¢ogaltilarak RV ler
tiplendirilebilmektedir (18). 3D (RNA bagimli RNA polimeraz) bolgesi ve 5’UTR bolgelerine
uygulanan dizi analizi ile RV tiir ayrim1 yapilabilirken, ayni tiir igerisindeki farkli genotiplerin
ayrimi yapilamamaktadir. VP4/VP2 bdlgesi, iyl korunmus olmasi ve ii¢ RV tiiriinlin aym
primer seti ile c¢ogaltilabilmesi nedeniyle epidemiyolojik c¢alismalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (131). Filogenetik analiz igin RT-PZR sonrasinda VP1 ve VP4/VP2 gen
bolgeleri dizilenmektedir. VP4/VVP2 bolgesi ile RV tiirlerinin ayrimi daha kolay yapilirken,
VP1 bolgesinin dizi analizi ile bir tiir icerisindeki genotipler de belirlenebilmektedir (18).

Tiim Genom Dizi Analizi

Yaklagik 150 RV serotipinin tamaminin tiim genom dizi analizi 2009 yilinda
yapilmistir. Bu c¢aligma, genetik oOzelliklerin belirlenmesi yaninda RV tiplendirme ig¢in
kullanilan ¢ok sayidaki gen bolgesi dizilerinin karsilastirilmasi i¢in bir referans olmustur (19).
RV rekombinasyonunun gosterildigi ¢caligmalar ile tiim genom dizi analizinin 6nemi artmaya
baglamistir. Tek bir gen bdlgesinin dizi analizi yontemi ile RV tiplendirmesinde hatali
sonuglar ortaya cikabilmektedir. Tiim genom dizi analizi verilerinin artmasi ile analiz igin
yeni gen bolgelerinin belirlenmesi sonucunda rekombinasyon gibi evrimsel degisiklikler daha

iyi anlasilabilecektir (131).
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2.9. Rhinovirus Enfeksiyonunlarinda Tedavi

Rhinovirus enfeksiyonlarinin 6zgiil bir tedavisi yoktur. Semptomatik tedavi
uygulanmaktadir. Tedavide kullanilabilecek ¢ok sayida antiviral ajan bulunmaktadir, ancak bu

ajanlarin higbirisi onay almamustir (18).

Viral kapsid, replikasyon inhibitorleri gelistirilirken ilk hedeflenen viral
proteinlerdendir. Kapside baglanan bilesikler, virion stabilitesini artiran bir konformasyonel
degisimi indiikleyerek, virionun hiicresel reseptorle etkilesimini engellerler (132). Viriisiin

baglanmasini 6nleyen ilaglar arasinda pleconaril, vapendavir ve pirodavir bulunmaktadir.

Pleconaril; biyoyararlaniminin fazla olmasi, uzun yar1 6miirlii olmasi ve santral sinir
sistemine iyi penetre olmasi nedeniyle EV enfeksiyonlar1 igin tercih edilebilen bir oral
terapdtik ajandir (133).

Vapendavir, VP1 kapsid proteinine baglanarak viral RNA’nin salinmasini inhibe eden
ve oral olarak kullanilan bir antiviral ajandir. Bilinen RV-A ve RV-B serotiplerine karsi

antiviral etkinligi belirlenmistir (134).

Rhinovirus serotiplerinin biiyiik ¢ogunlugunun ICAM-1 reseptdriine baglanmasi
nedeniyle, ICAM-1 reseptoriine karst ‘mAb 1A6° adi verilen bir monoklonal antikor ve
‘CFY 196’ adi verilen bir multivalan rekombinant fiizyon proteini gelistirilmis ve yapilan
hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda CFY196’nin RV enfeksiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
(135).

Enfeksiyondan korunma

RV enfeksiyonunun kisiden kisiye bulasi, kiigiik ve biiyiik partikiillii aerosoller, direk
temas ya da enfekte ylizeylerle temas yolu ile ger¢eklesmektedir (136). Kalabalik ortamlardan
uzak durma, maske kullanma ve el hijyenine dikkat etmenin viriis bulasini azalttig

bilinmektedir.

Enfekte ellerle bulas RV enfeksiyonunun yayilmasinda onemli yer tutmaktadir. Bu
nedenle etkin el hijyeninin viral bulasi engellemede onemli olabilecegi diisiiniilmektedir
(137).
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Rhinovirus kokenleri igin as1 gelistirme ¢alismalari, antijenik heterojenite nedeniyle
basarili olamamustir. Giiniimiizde 167 serotipi olan RV’ler i¢in polivalan as1 gelistirme

calismalar1 devam etmektedir (138).

21



3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada; Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda akut solunum yolu enfeksiyonlu hastalardan alinan nazofaringeal siiriintii
orneklerinden daha once iki ticari multipleks ger¢ek zamanli PZR Kkiti [(FTD Respiratory
pathogens 21 (Fast-track diagnostics Ltd., Malta) ve Anyplex™ II RV16 Detection V1.1
(Seegene Inc., Seoul, Korea)] ile RV pozitifligi belirlenmis olanlarda, kantitatif gercek
zamanlt PZR ile RV viral yiik miktar1 aragtirildi. Viral yiikii gosterilemeyen Ornekler
calismadan ¢ikarildi. Viral yiikleri belirlenen 6rneklerde RV tiir dagilimi ve bu RV tiirleri ile
hastalarin yas, cinsiyet, viral yiik ve klinik tanilar1 arasindaki iliski arastirildi. Tanimlayici
kesitsel bir calisma olarak planlanan bu calisma i¢in Adnan Menderes Universitesi Tip

Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurul onay: (TF, 2013/268) alindi.
3.1. Cahsma Grubu

Calisma grubu, Ocak 2014-Ocak 2016 tarihleri arasinda Adnan Menderes Universitesi
Hastanesi Cocuk Hastaliklar1 ve Gogiis hastaliklart Polikliniklerine bagvuran ve Cocuk
Hastaliklar1, Gogiis hastaliklar1 ve Hematoloji-Kemik iligi Servislerinde yatan, akut solunum
yolu sikayetleri ile takip edilen ticari Kitle RV pozitifligi belirlenmis olan 46 eriskin ve 50
cocuk hastadan olugmaktadir. Hastalarin klinik, yas ve cinsiyet gibi demografik verileri
hastane veri tabanindan alindi. Cocuk hastalarin klinik tanilar1; dokuz akut {ist solunum yolu
enfeksiyonu (USYE), sekiz hisilti, on ii¢ akut bronsiolit, dokuz pndémoni ve on bir astim
olarak ve eriskin hastalarin klinik tanilari ise; 20 akut USYE, 19 pnomoni, bes KOAH ve iki
astim olarak belirlendi. Gliney Kibris’ta RV-A, RV-B ve RV-C olarak tanimlanmis ti¢ tiir
pozitif kontrol olarak ¢aligmaya dahil edildi.

3.2 Kantitatif gercek zamanh PZR

Multipleks ger¢cek zamanli PZR ile daha dnce RV pozitifligi saptanmis olan 6rnekler
viral yiik tespiti i¢in kantitatif gercek zamanl sistemi olan LightCycler® 480 RNA Master
Hydrolysis Probes kiti ile LightCycler®480(Roche) cihazinda ¢alisildi.
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a) Primerler ve problar i¢in optimizasyon:

Oncelikle primerler kullanim klavuzlarinda dnerilen 100uM icin gerekli su miktari
eklenerek 100 uM’a (yani 100pmol/ ul’ye) sulandirildi. Forward (F) ve Revers (R) primerden
10uM (100uM’lik ana stoktan 10ul alinip tizerine 90ul su eklendi) ara stok olusturulup
calisildi. LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes ile cDNA sentezi ve gergek

zamanli agamasi bir arada yapildi.

b) Kantitatif gercek zamanh PZR karisiminin hazirlanmasi

Tablo I: LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes karigim1

Tek reaksiyon (hacim) Tek reaksiyon Bilesenler
(konsantrasyon)

5.3ul - Su, PCR-grade ( Roche FastStart ile birlikte
saglanmaktadir)

1.3 ul 3.25mM Aktivator

1l 1x Enhancer

1l 1x Eva Green(Dye)

1l 0,5 uM Forward Primer
(CCCCTGAATGYGGCTAA tm: 55-60)
(ara stok 10 pM)

1l 0,5 uM Reverse Primer
(GAAACACGGACACCCAAAGTA tm:
59)
(ara stok 10 uM)

7.4 ul X RNA master hydrolysis master (Roche )

2 ul RNA

20ul Toplam

¢) PZR reaksiyonunun Gergeklestirilmesi

Tablo I1: LightCycler®480 (Roche) cihaz protokolii

CDNA | Denaturasyon Amplifikasyon Meiting curve Cooling
Parametre ‘
Analiz modu yok yok Kuantifikasyon modu Erime Egrisi modu Yok
DoNgik 1 1 40 1 1
Hedef [Cl 63 35 s | 7 | m» 95 58 g5 40
Sure
- )04 00 ) ] 14X ( 0010 00 0
[hhomm:ss|
Acquisition ‘1‘0\ vok yok yok smglc vok yok Continuous yok
Mode
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Sekil 2: LightCycler®480 (Roche) cihazinda amplifikasyon egrilerinin gériiniimii
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Sekil 3: LightCycler®480 (Roche) cihazinda erime sicakligi(tm) egrilerinin goriiniimii

c¢) Data Analizi

LightCycler 480 yaziliminda kantitasyon,

analizi’ 530 kanali kullanilarak belirlendi.

hesaplandi. Daha sonra melting (erime) analizi ile pozitif 6rneklerin verdigi erime 1s1s1 pikleri

degerlendirildi.
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3.2. Konvansiyonel PZR

Kantitatif ger¢cek zamanli PZR sonrasinda elde edilen {iriinlerdeki bantlar1 gostermek
icin, “FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack” kiti kullanilarak konvansiyonel PZR
yontemi uygulandi. Cogaltilan gen bolgesine ait bant (549 bg) goriilen 6rnekler segilerek dizi

analizi asamasina devam edildi.
a) Konvansiyonel PZR i¢in cCDNA sentezi

cDNA sentezi, “First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR?” Kkiti ile iiretci firmanin

onerileri dogrultusunda calisildi.

1. 0,2 ul’lik PZR tiipleri 6rnek sayisi kadar ¢ikarildi ve sogutma kabina yerlestirildi.
2. Konvansiyonel PZR karisimi hazirlanarak tiiplere eklendi.

b) Konvansiyonel PZR karisiminin hazirlanmasi

Tablo I11: ‘First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR’ kiti ile cDNA sentezi i¢in PZR

karigimi

Bilesenler (tek reaksiyon icin) Hacim Son Hacim Konsantrasyonu
Uretici firma tarafindan 6nerilen;

Total RNA veya mRNA 10 ul total RNA;10 -5000ng
mRNA;1- 100ng

Anchored oligo(dt) 1ul 2,5 uM

Random Hexamer Primer 2 ul 60 uM

Toplam 13 ul

3. Tiipler 1s1 dongii cihazina yerlestirildi

4. 65°C *de 10 dk’da denatiire edildikten sonar tiipler hizli sekilde buz iizerine alinarak 2 dk
beklendi.
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5. ‘Mastermix’ hazirlandi. (Bu miktarlar 6rnek sayistyla ¢arpilarak hazirlandi)

Tablo IV: ¢cDNA sentezi igin ‘mastermix’ karigimi

Mastermix Bilesenler (tek reaksiyon i¢in) Hacim Son Hacim Konsantrasyonu
Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction
4 ul 1x (8 mM MgCly)
Buffer(5x)
Protector RNase Inhibtor(40 U / ul) 0,5 ul 20U
Deoxynucleotide mix(10 mM each) 2 ul 1mM
Transcriptor Reverse Transcriptase (20 U /
0,5 ul 10U
ul)
Toplam 7 ul

6. Her tiipe 7 pl ‘mastermix’ karigimindan dagitildi ve pipetle 3-4 kez karigtirildu.

7. Tiipler 1s1 dongii cihazina yerlestirildi ve asagidaki protokole gore ¢alisildi.

Tablo V: “First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR” kiti ile cDNA sentez PZR

protokolil
Sicakhik Siire
25°C 10 dk
50°C 60 dk
85°C 5dk
4°C bekleme

¢) Konvansiyonel PZR reaksiyonu

Primerlerin optimizasyonu:

Primerler kullanim kilavuzlarinda onerilen 100 pM igin gerekli su miktart eklenerek 100

uM’a (yani 100pmol/ ul’ye) sulandirildi. Forward (F) ve Revers (R) primerden 10uM’lik

(100uM’lik ana stoktan 10ul alinip tizerine 90ul su eklendi) ara stok olusturuldu.
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Primer ara stok hazirlanmsi:

F ve R primerden 4 pM (100uM’lik ana stoktan 10ul alinip iizerine 240 ul su
eklenerek) ara stok olusturuldu.(C1.V1=C2.V2)

d) Konvansiyonel PZR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

Tablo VI: “FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack” kiti ile konvansiyonel PZR

karigimi

Bilesenler Hacim
Distile su 28,5 ul
FastStart High Fidelty Reaction Buffer10x 5ul
PCR Grade nucleotide mix(10 mM) 1 pl
*F primer(4 uM) 5ul
(GGGACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGT)
*R primer(4 uM) S5ul
(GCATCIGGYARYTTCCACCACCANCC)
FastStart High Fidelty Enzyme Blend (5 U/ul) 0.5 ul
Cdna 5pl
Toplam hacim 50 wl

*VP4/VP2 gen bolgesi (Savolainen ve ark.), yaklasik 549 bp

Tablo VII: “FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack” kiti ile Konvansiyonel PZR

protokolil
Dongii Sicakhk Siire

1 95°C 2 dakika
95°C 30 saniye

35 55°C 30 saniye
72°C 40 saniye

1 72°C 7 dakika

1 4°C
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e) PZR iiriinlerinin jel elektroforezi

PCR o6rneklerinde bant olusumunu gézlemlemek i¢in %1 lik TAE igerisinde %1.2°lik
agaroz jel hazirlandi. Orneklere, 100V 80A akim ile 50 dakika elektroforez yapildi.

3.3. Konvansiyonel PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

Bant goriilen konvansiyonel PZR iiriinleri “DNA Clean & Concentrator™-25

(ZYMO)” kiti kullanilarak asagidaki protokole gore kolon yontemi ile saflagtirildi.

“DNA Clean & Concentrator™-25 (ZYMO)” Kiti ile saflastirma protokolii

1. Oncelikle her bir PZR iiriinii i¢in 1,5 ml ‘lik mikrosantrifuj tiipiine bir’e bes oraninda
binding buffer eklenip iyice karistirildi.(iiriin / binding buffer=1/5)

2. Karisim kolon igerisindeki Zymo-Spin™ filtrelere aktarildu.

3.30sn 10.000g’ de santrifiijlenir. Altta kalan kisim atildu.

4.200 ul DNA Wash Buffer eklendi; 30 sn 10.000g’ de santrifiijlendi. Altta kalan kisim atildu.
(x2)

5. Filtreler temiz 1,5 pl ‘lik mikrosantrifuj tiiplerine kondu ,iizerlerine 25-50 ul ‘DNA Elution
Buffer’ eklendi. 30 sn 10.000g° de santrifiijlendi.

3.4. Dizi Analizi-Déngii (cycle-sekans) PZR

Saflagtirma sonrasinda elde edilen PZR iiriinleri ‘BigDye® Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit” kullanilarak dizi analizi 6ncesi PZR uygulandi.
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Dizi analizi 6ncesi PZR karisiminin hazirlanmasi:

Tablo VIII: Her bir amplifikasyon tiipti (10ul) i¢in dizi analizi 6ncesi PZR karigimi

Bilesen Hacim
BigDye Ready Reaction Mix Tul
F veya R Primer (3.2pmol/ul)
F: (GGGACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGT) 0.5 ul
R: (GCATCIGGYARYTTCCACCACCANCC)
Distile su 3.5.ul
1x dilution buffer 2 ul
Dye saving 2 ul
Saflastirilmis PZR {iriinii 1l
Tablo IX: Dizi analizi 6ncesi PZR reaksiyonu protokolii
Dongii Sicaklik Siire
1 96°C 10 saniye
25 50°C 5 saniye
60°C 4 saniye
1 4°C 10 dakika

3.5. Dizi analizi i¢in PZR Sonras1 Saflastirma Islemi

Elde edilen dizi analizi-dongili PZR iiriinleri ‘ZR DNA Sequencing Clean-up Kit™’ kit

Ile saflastirildi.

“ZR DNA Sequencing Clean-up Kit™ kit protokolii:

1) 10 pl PZR iiriinii tizerine 200 pl DNA binding buffer eklendi.

2) Hazirlanan karisim Zymo-spin kolona aktarilir ve 10000g ‘de 60 saniye santrifiijlendi.

3) Akan siv1 tiiplerden uzaklastirilarak kolona 200 ul Wash Buffer ilave edilir ve 10000g’de

60 saniye santrifiijlendi.
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4) Zymo-spin kolon yeni temiz bir tiipe aktarilarak iizerine 20 pl distile su ilave edilir ve

10000g ‘de 60saniye santrifiijlendi.

Saflastirilmis dizi analizi-dongti PZR rtnleri ABI Prism 3100/3100 cihazina
yiiklenerek ¢ift yonlii olarak dizi analizi gerg¢eklestirildi. Cihaz kapiller elektroforez teknigi ile

Sanger dizi analizi yontemine gore dizi analizini ger¢eklestirmektedir.

3.6. istatistik Analiz

Calismada veriler SPSS 17 (Inc, Chicago, IL, USA) paket programi ile degerlendirildi.
Nicel degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi.
Normal dagilim gosteren nicel degiskenler i¢in tamimlayici istatistikler + standart sapma
seklinde belirtildi. Normal dagilim gostermeyen nicel degiskenler i¢in ise medyan (25-75)
persantil olarak belirtildi. Nicel degisiklikler bakimindan gruplar arasi farklilig1 arastirirken;
normal dagilim gosterenler i¢in bagimsiz iki 6rneklem T testi, normal dagilim gostermeyenler
icin Mann-Whitney U testi uygulandi. Nitel degiskenler bakimindan gruplar arasi farkliligin
incelenmesinde ki-kare testi uygulandi ve tanimlayici istatistikler frekans olarak verildi. Tip 1

hata diizeyi 0=0,05 olarak alind1

3.7. Filogenetik Analiz

Filogenetik analizler Geneious 9.1.3 programi kullanilarak yapildi. Analizlerde
rhinovirusun VP4/VP2 kapsit kodlayan bolgesinin yaklasik 400 bp uzunlugundaki kismi
kullanild1. Tirler VP4/VP2 proteini kodlayan referans dizilerin neighbour-joining metodu
kullanilarak degerlendirilmesi ile filogenetik aga¢ olusturuldu. Referans sekanslar (RV-A12:
EF173415, RV-A22: FJ445122, RV-A78: FJ445183, RV-B48: DQ473488, RV-B86:
FJ445164, RV-C23: EU752424, RV-C patl0: EU590054) NCBI GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) web sitesinden indirildi. Test parametreleri minimum
identifikasyon %70, Bootstrap degeri 1000 tekrar olarak ayarlandi. Referanslar ile ayni

kiimede (cluster) toplanan izolatlarin tiirleri belirlendi.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismaya, daha 6nce iki ticari multipleks gercek zamanli PZR testi ile RV
pozitifligi belirlenmis olan 50 ¢ocuk ve 46 eriskin olmak iizere 96 hasta dahil edildi. Cocuk
hastalarin yas median degeri 24 ay (6,19-72) ve eriskin hastalarin yas ortalamalari

57,63+15,68 olarak belirlendi. Erkek/kadin hasta oran1 birbirine esit olarak (%50) bulundu.
Kantitatif ger¢cek zamanh PZR sonuclari

Daha once rhinovirus pozitifligi belirlenmis olan 127 hastaya ait orneklerden viral
yiikleri belirlenemeyen 31 Ornek caligmadan c¢ikarildi. Pozitiflik saptanan toplam 96 (46

eriskin ve 50 ¢ocuk) 6rnekte viral yiikler asagidaki formiile gore hesapland.
VY (kopya/ml)= ODXxEHFxOF

VY=Viral yikk, OD=Olgiilen deger (reaksiyon basma kopya sayisi),
EHF=Ekstraksiyon hacim faktorii (Son ekstraksiyon hacmi/érnek hacmi), OF=Ornek faktorii
(1000p1/ 6rnegin ekstrakte edilen hacmi)

Tablo X’da 6rneklerdeki viral yiikler gosterilmistir.
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Tablo X: Kantitatif ger¢ek zamanli PZR ile RV pozitif 6rneklerdeki viral yiikler

YETISKIiN VIRAL YUK VIRAL YUK
HASTA
1 1,20E+05
2 1,18E+05
3 1,63E+04
4 6,72E+03
1 1,20E+06 5 5,28E+04
2 6,12E+06 6 1,10E+05
3 7,48E+02 7 1,13E+06
4 4,34E+05 8 1,92E+04
5 1,55E+05 9 2,69E+03
6 1,38E+04 10 8,57E+04
7 1,18E+05 11 1,40E+05
8 5,18E+03 12 8,57E+04
9 6,88E+03 13 2,41E+06
10 8,03E+05 14 1,85E+06
11 3,81E+03 15 4,24E+03
12 3,06E+05 16 4,09E+03
13 5,34E+05 17 1,47E+04
14 3,79E+05 18 1,99E+04
15 2,90E+06 19 2,77E+05
16 1,59E+05 20 5,79E+03
17 1,53E+04 21 1,04E+05
18 4,73E+04 22 8,95E+05
19 1,16E+04 23 1,17E+04
20 7,86E+06 24 1,77E+04
21 4,29E+04 25 1,98E+05
22 5,51E+05 26 1,80E+06
23 7,97E+05 27 2,89E+04
24 1,38E+04 28 1,14E+04
25 2,23E+06 29 1,57E+04
26 2,50E+04 30 1,41E+04
27 3,69E+06 31 1,92E+05
28 4,10E+04 32 1,63E+03
29 1,69E+04 33 4,58E+03
30 8,24E+03 34 5,62E+04
31 8,63E+04 35 5,46E+05
32 6,33E+04 36 1,43E+04
33 1,88E+04 37 1,95E+03
34 6,33E+04 38 1,76E+04
35 5,46E+04 39 2,73E+03
36 8,79E+03 40 9,77E+03
37 5,14E+03 41 4,21E+03
38 7,04E+03 42 2,93E+03
39 3,24E+03 43 9,17E+03
40 3,25E+03 44 3,52E+05
41 6,83E+03 45 7,32E+03
42 5,46E+03 46 8,63E+04
43 2,34E+03 47 6,72E+04
44 5,46E+03 48 5,46E+05
45 9,23E+03 49 5,73E+04
46 4,18E+04 50 5,51E+05
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Konvansiyonel PZR Sonuclari

Viral yiikleri belirlenen 6rneklerin ¢ogaltilan gen bolgesine (VP4/VVP2) ait elektroforez
sonrast 32’si erigkin ve 33’1 cocuk olmak lizere toplam 65 drnekte beklenen boyutlarda (~549
baz cifti) bantlar goriildii (Sekil 4). PZR sonucu bant goriilen 6rnekler dizi analizi islemine

alindi.

Sekil 4: Konvansiyonel PZR sonrasi bant goriintimleri

VP4/VP2bolgesi

549 be

Dizi Analizi Sonuc¢lari:

Dizi analizi uygulanan 65 ornekten elde edilen diziler, National Center of Biotechnology
Information‘in web sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) nucleotide-BLAST programi
kullanilarak referans kokenlerle karsilastirildi. Tiim hasta orneklerinde 28 (%43,07) RV-A, 7
(%10,76) RV-B ve 28 (% 43,07) RV-C ; birer 6rnekte ise EV-D68 (%1,53) ve EV-C (%1,53)
belirlendi (Tablo XI). Eriskin hasta 6rneklerinde tiir dagilimi 15 (%48,3) RV-A, 5 (%16,1)
RV-B, 11 (%35,4) RV-C ve c¢ocuk hasta 6rneklerinde 13 (%40,6) RV-A, 2 (%6,3) RV-B ve
17 (%53,1) RV-C olarak belirlendi (Tablo XII, XIII).
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Tablo XI: Tiim Hastalarda dizi analizi sonuglari

1,53%1,53%
B RV-A

B RV-B
BRV-C
B Ent D68

EntC

10,76%

Tablo XII: Eriskin hastalardaki RV tiir oranlari

%48,30
50,00% - o
40,00% -
30,00% - 9
20,00% -
10,00% -

0,00% T T T f
RV-A RV-B RV-C

Tablo XI11: Cocuk hastalardaki RV tiir oranlari

60,00% /
40,00% -+
I %53,10
20,00% - %6,53
0,00%
RV-B
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VP4/VP2 bolgesi dizi analizi yapilan 65 drnekte belirledigimiz tiirler, hastalarin yas ve

tanilar1 ¢ocuk ve erigkin yas grubunda olmak tizere tablo X1V ve XV’ da gosterilmistir.

Tablo X1V: Cocuk hastalarda tiir dagilimi ve klinik tanilar

Dizi Analizi No Rhinovirus Tiirii Yas Klinik Tam
48 RV-C 1 Higilt1
49 RV-B 1 pnémoni
50 RV-C 1 Akut brongiolit
53 RV-A 1 Astim
54 RV-A 2 ay 15 giin pnémoni
55 RV-A 2 Higilt1
56 RV-A 6 Akut USYE
57 Ent-C 3 ay 25 giin Hisilti
58 RV-A 10 Akut USYE
59 RV-A 6 ay 16 giin Akut bronsiolit
60 RV-C 3 ay 10 giin Hisilti
61 RV-A 2 ay 24 giin Hisilti
63 RV-C 9ay 18 giin pnémoni
64 RV-A 2 Akut brongiolit
65 RV-C 4 pnémoni
66 RV-C 5 ay 5 giin Akut bronsiolit
67 RV-C 1 ay 22 giin Hisilti
68 RV-A 6 Astim
69 RV-C 7 Astim
71 RV-A 7 Astim
72 RV-C 3 Akut USYE
75 RV-B 1 ay 28 giin Akut bronsiolit
76 RV-C 11 Akut USYE
77 RV-C 22 giin Akut bronsiolit
78 RV-C 3 Astim
79 RV-C 6 Astim
80 RV-A 1 Akut brongiolit
82 RV-C 2 Akut USYE
83 RV-C 1 ay 21 giin Akut bronsiolit
84 RV-A 1 Astim
86 RV-A 10 ay 13 giin Astim
90 RV-C 4 ay 7 giin Akut bronsiolit
91 RV-C 9 ay 24 giin Akut bronsiolit

35



Tablo XV: Erigkin hastalarda tiir dagilim1 ve klinik tanilar

Dizi Analizi No Rhinovirus Tiirii Yas Klinik Tam
2 RV-A 65 Pnoémoni
4 RV-C 68 KOAH
5 RV-C 82 KOAH
7 RV-A 61 Akut USYE
8 RV-B 73 Pnoémoni
10 RV-A 71 Pnoémoni
11 RV-A 56 Akut USYE
12 RV-C 52 Akut USYE
13 RV-B 69 Pnoémoni
14 RV-B 36 Akut USYE
15 Ent-D68 28 Akut USYE
16 RV-B 77 Pn6émoni
18 RV-A 43 Akut USYE
19 RV-C 86 Akut USYE
20 RV-A 58 Pnoémoni
21 RV-C 70 Pnoémoni
22 RV-C 62 KOAH
23 RV-C 52 Akut USYE
24 RV-C 38 Akut USYE
25 RV-A 44 Pn6émoni
26 RV-C 74 KOAH
27 RV-A 67 KOAH
31 RV-C 51 Pn6émoni
32 RV-A 38 Akut USYE
33 RV-A 82 Pn6émoni
34 RV-C 52 Akut USYE
35 RV-A 50 Pn6émoni
41 RV-A a7 Pn6émoni
94 RV-B 18 Akut USYE
98 RV-A 55 Astim
99 RV-A 64 KOAH

100 RV-A 47 Akut USYE

Hastalarda belirlenen RV tiirleri ile klinik tani, viral yiik, yas ve cinsiyet arasindaki iligkinin
ortaya konmasi i¢in yapilan istatistik analizi sonucunda; hem ¢ocuk hem erigkin hastalarda
belirlenen tiirler ve hastalarin klinik tanilari, yas ve cinsiyet verileri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki bulunamamistir (p> 0,05)(Tablo XV1).
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Tablo XVI: Cocuk ve erigkin hastalarin Ki-kare testi sonuglari

Cocuk (p degeri) Eriskin (p degeri)
RYV tiirii-klinik tam | 0,796 0,444
RV tiirii-cinsiyet 1,000 1,000
RV tiirii-yas 0,457 0,273
RV tiirii-viral yitkk | 0,493 0.762

Mevsimsel Dagilim

Caligmamizda, tiir ayrimi yapilmaksizin RV dagilimima bakildiginda viriisiin en sik Eyliil-
Ocak aylar1 arasinda ve en yiiksek oranda Kasim ayinda goriildiigii belirlenmistir (Tablo
XVII). Tiir ayrimi yapildiktan sonra RV tiirlerinin mevsimsel dagiliminda ise yine her ii¢
tiiriin y1l boyunca saptandigi, en sik Eyliil-Ocak aylar1 arasinda goriildiigii ancak en fazla

Kasim ayinda goriildiigii belirlenmistir (Tablo XVI111)

Tablo XVII: Tiim hastalarda rhinoviruslarin mevsimsel dagilimi

18
16 +
14 4
12 4

§i }it:lJ!i =

Tiirlerin mevsimsel dagilimi incelendiginde, RV-A tiiriiniin Mayis ve Ekim-Kasim aylarinda,

m Tiplendirilemeyen

J

—
oON_OIXO

RV-B tiiriiniin Kasim- Subat arasinda ve RV-C’nin Eyliil-Kasim arasinda pik yaptigi

gbzlenmistir.
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Tablo XVI11: Tiim hastalarda belirlenen RV tiirlerinin mevsimsel dagilimi

10
8
6 mRV-C
4 = RV-B
2 - - l = RV-A
0 T —
o ey
¥ e @*”'\\;;»‘«e ”i; 3 c*‘) &

Cocuk hastalarda tiim RV tiirlerinin en fazla Kasim ve Eyliil aylarinda saptandigi
belirlenmistir. RV tiirlerin dagiliminda; RV-A’nin Mayis-Aralik aylar1 arasinda, en sik olarak
yaz aylarinda (Mayis-Haziran), RV-C’nin sonbahar ve kis aylarinda 6zellikle Eyliil ve Kasim
aylarinda daha yiiksek oranda ve RV-B’nin ise sadece Ocak ve Ekim aylarinda belirlendigi
goriilmistiir (Tablo XIX).

Tablo X1X: Cocuk hastalarda belirlenen RV tiirlerinin mevsimsel dagilimi

F
&
5
4 RV
3 - RvV-R
2

- RV-A
1
0

Eriskin hastalarda tiim RV’lerin sonbahar, kis ve ilkbahar aylarinda, RV-A’nin en
fazla sonbahar ve kig aylarinda RV-C’nin ise en yiiksek oranda Ekim ayinda belirlendigi
goriilmiistiir (Tablo XX).

Tablo XX: Erigkin hastalarda belirlenen RV tiirlerinin mevsimsel dagilimi

8
7
6
5
4 W RV-C
3 = RV-B
2 ®RV-A
1
0
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Filogenetik Analiz Sonuclar:

s RhinsVirus A
s R Views ©

Sekil 5: Rhinovirus VP4/VP2 bolgesini niikleik asit dizilerini temel alan filogenetik aga¢ goriiniimii
(400 bg, Neighbour-joining yontemi, minimum identifikasyon=%70, Bootstrap degeri=1000 tekrar )

(Referans kokenler GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) dan alinmigtir. RV-Al12: EF173415, RV-

A22: FJ445122, RV-AT78: FJ445183, RV-B48: DQ473488, RV-B86: FJ445164, RV-C23: EU752424,
RV-C pat10: EU590054. Giiney Kibris 103,277 ve 424 kokenleri Archbishop Makarios Hastanesi’nde
izole edilmis ve Giiney Kibris’tan saglanmistir.)
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Filogenetik analiz sonucunda, dizi analizi ile belirlenen 28 kokenin RV-A, yedi
kokenin RV-B ve 28 kokenin RV-C tiirii igerisinde yer aldigi gosterilmistir. RV-C tiirleri
arasinda, Aydin 19, 21, 23, 34, 48, 63, 65, 66, 69, 72, 79 ve 90 kokenlerinin birbirine yakin
oldugu goriilmiistiir. Aydin 26 kokeninin referans olarak alinan RV-C23 ile yakin oldugu
goriilmiistiir. Aydin 76 kdkeninin Giliney Kibris’dan alinan 103 nolu referans koken ile yakin
oldugu goriilmiistiir. RV-B tiirleri arasinda ise, Giliney Kibris 424 referans kokeni ile Aydin 8§,
13, 14 kokenleri arasinda digerlerine gore daha fazla yakinlik bulunmaktadir. RV-A tiiri
kokenler arasinda, Aydin 2, 7, 11, 27, 58, 59, 61, 86, 100 kokenleri RV-A78 referans kokeni
ile yakin bulunmustur. Benzer sekilde Aydmn 56, 71, 18, 25, 33, 64, 35, 98, 80 ve 83 nolu
izolatlar RV-A22 ile yakin bulunmustur. Gergek zamanli PZR ile RV olarak belirlenen iki

ornek, filogenetik analiz sonucunda EV-D68 ve EV-C olarak tanimlanmuistir.
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5. TARTISMA

Rhinovirus, c¢ocuk ve eriskinlerde akut solunum yolu enfeksiyonlarinda en sik
saptanan viral etkendir. Birincil olarak soguk alginlig1 etkeni olmasina karsin, son yillarda
immiin yetmezlikli hastalarda alt solunum yolu enfeksiyonlari ile iligkilendirilmekte; KOAH,
astim, otitis media ve siniizitte etken olduklari bildirilmektedir (1). Rhinoviruslar molekiiler
yontemler ile RV-A, RV-B ve RV-C olmak iizere li¢ tiir olarak tanimlanmiglardir. Bu
tiirlerden RV-A ve RV-C tiirleri ile bronsiolit, astim ve pndmoni gibi ciddi akut solunum yolu
enfeksiyonlar1 arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir (103). Ozellikle RV-C tiiriiniin gocuk
hastalarda daha siddetli enfeksiyonlara neden oldugu belirlenmistir (139).

Rhinovirus laboratuar tanisinda hiicre kiiltiirii, serolojik testler ve molekiiler testler
kullanilmaktadir. Viriisiin 150’den fazla serotipinin olmasi ve tiim bu serotipleri kapsayacak
bir antijenin olmamasi nedeni ile RV tanisinda serolojik testler rutin tan1 yontemi olarak
kullanilmamaktadir (140). Hiicre kiiltlirii yontemi, sitopatik etkilerin gézlenmesi i¢in yedi ile
14 giin gerektirmesi nedeniyle zaman alic1 bir yontemdir (119). Enterovirusler de RV’ler ile
ayni hiicre dizilerinde ireyebilmektedir. RV ile EV ayriminin yapilabilmesi i¢in farkli
inkiibasyon sicakliklart (RV i¢in 33°C ve EV igin 37°C) uygulanmasi ve aside duyarlilik testi
yapilmasi1 gerekmektedir. Ayrica bilinen hiicre kiiltiirlerinde tiim genotipler iiretilememekte,
RV-C tiiriiniin ¢ogaltilabilmesi i¢in sadece siniis organ kiiltiirleri gerekmektedir (140). RV
belirlenmesinde, molekiiler yontemlerin hiicre kiiltiirii yontemine gore duyarliligi daha
yiiksektir. Molekiiler yontemler ile hiicre kiiltiirii yonteminin karsilastirildigi ¢aligmalarda
PZR yontemlerinin duyarliligi %72-98 arasinda belirlenirken; hiicre kiiltlirii yonteminin

duyarliligi %39-66 arasinda degismektedir (129, 141).

Calismamizda VP4/VP2 bolgesi dizi analizi uygulanarak RV tiirleri tanimlanmistir.
Dizi analizi sonucunda 6rneklerde esit sayida (n=28) RV-A ve RV-C ve daha az sayida (n=7)
RV-B bulunmustur. ki &rnekte ise EV-D68 ve EV-C saptanmustir. Viral tanida hiicre
kiiltiiriiniin altin standard bir yontem olmasina karsin uzun zaman almasi ve viral yiiklerin bu
yontem ile belirlenememesi nedeniyle daha onceden rhinoviriis pozitifligi belirlenmis
orneklerde Once kantitatif gergek zamanli PZR ile 6rneklerdeki viral yiikler belirlenmis daha
sonra dizi analizi uygulanmistir, Iyi korunmus bir bélge olmasi nedeni ile 5'-UTR bélgesi

molekiiler yontemlerde uygun bir hedef bolgesidir. Ancak bu bolgede EV ve RV ayrimi
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yapilamamaktadir (141). VP4/VP2 bolgesinin de iyi korunmus bdlge olmasi ve ii¢ RV tiiriin
birlikte ayriminin yapilabilmesi nedeni ile RV tiplendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir
(142).

Eriskin ve c¢ocuk hastalarda VP4/VP2 boélgesinin dizi analizinin yapildig
arastirmalarda ¢alismamizdan farkli olarak RV-A tiirii daha yiliksek oranda bulunmustur.
Fransa’da yapilan bir ¢aligmada 58 eriskin ve ¢ocuk hastanin RV pozitif 6rneginde dizi analizi
sonucunda 33(%52) RV-A, 6(%6) RV-B ve 24(%40) RV-C belirlenmistir (143). Tayland’da
yapilan bir ¢alismada 225 RV pozitif eriskin ve ¢ocuk orneginde VP1 ve VP4/VP2 bolgesi
dizi analizi sonucunda 91 RV-A, 31 RV-B, 82 RV-C saptanmustir (90). Latin Amerika
iilkelerinde 632 RV pozitifligi saptanan eriskin ve ¢ocuk hasta Orneklerinde dizi analizi
sonucunda sirasiyla %58(278) RV-A, %38(192) RV-C ve %4(20) RV-B belirlenmistir (144).
Calismamizda hem eriskin hem de ¢ocuk hasta grubunda klinik tan1 ve RV tiirleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamustir (p>0.05). Calismamiza benzer sekilde,
Fransa (143), Tayland (90) ve Latin Amerika’da (144) yapilan ¢alismalarda da klinik tan1 ve

tiirler arasinda anlamli bir iligki bulunmamustir.

Rhinovirus tiirleri ile Klinik tan1 arasinda iligki bulunamayan g¢alismalarin yanisira
iliski bulundugunu gosteren calismalar da mevcuttur (145-147). Amerika’da 84 RV pozitif
eriskin ve g¢ocuk hasta Ornegi ile yapilan bir calismada 54RV-A, 11RV-B, 19 RV-C
belirlenmistir. Erigkin hasta grubunda RV-A tiirii daha siddetli solunum yolu enfeksiyonu ile
iliskili bulunmus, ¢ocuk hastalarda herhangi bir tiir ile klinik tan1 arasinda iliski
gosterilememistir (145). Cin’de yapilan bir ¢alismada 220 RV pozitif erigkin ve g¢ocuk
Orneginin dizi analizi sonucunda 111 RV-A, 18 RV-B, 91 RV-C belirlenmistir Erigkin hasta
grubunda RV-C ciddi enfeksiyon ile iligkili bulunmus, yine ¢ocuk hastalarda herhangi bir tiir
ile klinik tan1 arasinda iligski gosterilememistir (146). Brezilya’da 138 RV pozitif eriskin ve
¢ocuk hasta orneginde dizi analizi sonucunda 74 RV A, 21 RV B, 27 RV C saptanmistir Hem
eriskin hem ¢ocuk yas grubunda RV-A tiiriiniin daha siddetli {ist solunum yolu enfeksiyonu

ile iliskili bulunmustur (147).

Calismamizda ¢ocuk hastalarda RV-C tiirli daha yiliksek oranda (%53.1) saptanmistir.
Diinyanin c¢esitli iilkelerinde ¢alismamiza benzer sekilde VP4/VP2 bolgesi dizi analizi ile
sadece cocuk hastalarin dahil edildigi caligmalarin bir kisminda RV-C tiirii yliksek olarak

bulunmustur. Kenya’da bir calismada 441 RV pozitifligi saptanan ¢ocuk hasta orneklerinin
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332’sinde dizi analizi sonucunda 155(%47) RV-A, 18(%5) RV-B ve 159(%48) RV-C tiirii
saptanmustir (148). Italya’da yapilan bir ¢alismada 517 RV pozitifligi saptanan ¢ocuk hasta
orneklerinin 326’sinda dizi analizi sonucunda 72RV-A, 29RV-B ve 122RV-C belirlenmistir
(149).

Cocuk hastalar ile yapilan baz1 c¢alismalarda ise RV-A tiirii yiiksek olarak
belirlenmistir (142, 150). Paraguay’da bir calismada 34 RV pozitifligi saptanan Ornegin
18’inde dizi analizi sonucunda 13 RV-A, bir RV-B ve dort RV-C belirlenmistir (150).
Ulkemize en yakin cografya olarak Giiney Kibris’ta 68 ¢ocuk ile yapilan calismada 5’UTR
veVP4/VP2 bolgesi dizi analizi sonucunda 36 RVA, 5 RV-B, 27 RV-C saptanmustir (142). Bu
caligmalarda bizim ¢alismamizda (p>0.05).oldugu gibi ¢ocuk yas grubunda RV tiirleri ve

klinik tanilar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamustir. (p>0.05).

Cocuk hastalar ile yapilan bazi ¢aligmalarda ise tiirler ile klinik tani arasinda anlaml
bir iliski saptanmigtir. Avustralya’da klinik olarak astim tanisi olan 128 ¢ocuk ile yapilan bir
calismada 5’UTR bdlgesi dizi analizi sonucunda RV-C tiiriinlin ¢ocuk hastalarda astim ile
iligkili oldugu belirlenmistir (139). Amerika’da ¢ocuk hastalardan alinan 181 6rnek ile yapilan
bir ¢aligmada RV-A ve RV-C nin ¢ocuklarda daha agir solunum yolu enfeksiyonuna neden
oldugu bildirilmistir (151).

Eriskin yas grubunda ise RV-A tiirii ¢alismamizda daha yiiksek oranda bulunmustur.
Cocuk yas grubunda oldugu gibi bu grupta da RV tiirleri ile klinik tanilar arasinda anlamli bir
iliski bulunamamistir (p>0.05). Cin’de 294 eriskin yogun bakim hastasinda, Amerika’da
hematolojik maligniteli 110 eriskin hastada, Giiney Kore’de 165 pnomoni tanili hastalar
arasinda notropenik olanlarda ¢aligmamiza benzer sekilde RV-A tiirli en yaygin tiir olarak
belirlenmis, tiirler ve klinik tanilar arasinda ise anlamli bir iliski bulunamamistir (146, 152,

153).

Calismamizda hem eriskin hem de ¢ocuk yas grubunda RV tiirleri ile hasta yaslari
arasinda anlamli bir iligki bulunamamasina karsin (p>0.05) birka¢ calismada RV-A’nin
bebeklik doneminde RV-C’nin ise biiylikk cocuklarda daha yaygin olarak saptandigi
bildirilmistir (18, 90, 154). Hasta yaslarinda oldugu gibi ¢aligma grubunda cinsiyet ve RV
tiirleri arasinda daha 6nceki caligmalara benzer sekilde anlamli bir iliski bulunamamaistir (142,

143).
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Rhinovirus, kisin en sik goriilen Influenza ve RSV’nin aksine genelde ilkbahar ve
sonbaharda akut solunum yolu enfeksiyonlarina neden olur (18). Iliman bolgelerde ise yil
boyunca goriiliir. Calismamizda, tiir ayrimi yapilmaksizin tim RV enfeksiyonlar ele
alindiginda, en yiiksek enfeksiyon oraninin Eyliil-Ocak arasinda goriildiigii belirlenmistir
(Tablo XVII). RV tiirii belirlenebilen 6rneklerin mevsimsel dagilimina bakildiginda, her iig
tiirliin tim y11 boyunca ve yine en sik Eyliil-Ocak aylar1 arasinda goriildiigii; ancak en fazla
Kasim ayinda etkin oldugu gortilmustir (Tablo XVIII). Tir tamimlamasi yapilamayan

RV’lerin mevsimsel dagilimi degistirmedigi belirlenmistir.

Rhinoviriis tiirlerinin hepsi iliman, tropikal ve subtropikal bolgelerde yil boyunca
goriilebilmektedir. Ancak, RV-C tiirli cogu 1liman ve subtropikal bolgelerde sonbahar ya da
kisin olmak iizere mevsimsel dagilim gostermeye egilimliyken, tropik bolgelerde en fazla
yagmur sezonunda goriiliir (89). Calismamizda da RV-C’nin sonbahar ve kis aylarinda en
fazla, RV-A’nin tiim yil boyunca ve RV-B’nin ise daha ¢ok kis aylarinda goriildiigi belirlendi
(Tablo XVIII). Giiney Kibrista yapilan bir ¢alismada arastirmacilar, RV-C insidansinin diger
aylarda daha az olmak iizere, sonbahar ve kis aylarinda arttigini, RV-A tiirlerinin sonbahar ve
ilkbaharda daha fazla, kisin daha diisiik oranlarda goriildiigiinii belirtmislerdir (142). Cinde
cocuk yas grubunda yapilan bir ¢alismada, ii¢ RV tiirii ilkbahar ve kis aylarinda en sik oranda
belirlenmis, RV-A tiirli Haziran ve Temmuz aylar1 hari¢ tiim y1l boyunca, RV-B tiirii yazin,
sonbahar ve kisin, RV-C tiiriinii ise en sik Aralik ve Nisan aylarinda gozlenmistir (155).
Italya’da 2007-2012 yillar1 arasinda ¢ocuk yas grubunda yapilan diger bir calismada, RV-A
ve RV-B tiirleri herhangi bir mevsimsel dagilim gostermeksizin tiim yil boyunca gozlenmis,
RV-A en sik Subat-Mart aylarinda goriilmesine karsin RV-C en sik Aralik aymnda
belirlenmistir (156).

Calismamizda dizi analizi yapilan 6rneklerin viral yiikleri ile klinik tanilari arasinda
anlamli bir iliski bulunamamistir (p>0.05). Ornek alma teknigi, hastanin immiin durumu, yast,
kullanilan PZR yonteminin etkinligi gibi faktorler viral yiik tespitini etkileyebilmektedir.
(157). Calismaya baslarken hedef hasta grubunun ¢ok genis tutulmasi nedeniyle ¢alismamiza
dahil edilen hastalarin yaglari, immiin durumlari, klinik tanilar1 ve enfeksiyon siiresi gibi bir
takim verilerin homojen olmamasi nedeni ile RV tiirleri ile 6rneklerdeki viral yiikler arasinda
anlaml bir iligki bulunamadigini diisiinliyoruz. Literatiirde viral yiik tespiti i¢in yapilan diger

caligmalarda, genellikle 6zel hasta gruplart (yogun bakim hastalari, pndmonili hastalar,
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immiinyetmezlikli, astiml1 hastalar v.b) incelenmis ve RV tiir ayrim1 yapilmaksizin, RV viral

yiikii ile enfeksiyon siddeti arasindaki iligki arastirilmistir (157, 158).

Rhinovirusun VP4/VP2 gen bolgesinin filogenetik analizi ile genotiplendirilmesi altin
standart bir yontem olup bu yontemin gelistirilmesi gelecekte yeni RV tiir ve genotiplerinin
tanimlanmasina olanak saglayacaktir. Calismamizda VP4/VP2 gen bolgesi filogenetik analizi
sonucunda iki yillik siiregte, ilimizde her {i¢ tiiriin hastalar arasinda etken oldugu ve bu {ig tiir
icerisinde de farkli genetik 6zellikte bir cok genotipn bulundugu belirlenmistir. Calismamiza
benzer sekilde diinyanin bagka bolgelerinde yapilan ¢alismalarda da belirlenen tiirlere ait cok

sayida tipin goriildiigii saptanmistir(88, 142, 148, 159).

Dizi analizi ile belirlenen 28 kokenin RV-A, yedi kokenin RV-B ve 28 kokenin RV-C
tiirii igerisinde yer aldig1 gosterilmistir. RV-C tiirleri arasinda, Aydin 19, 21,23, 34,48,63, 65,
66, 69, 72, 79 ve 90 kdokenlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir. Aydin 26 kdkeninin
referans olarak alinan RV-C23 ile yakin oldugu gorilmiistiir. Aydin 76 kokeninin Giiney
Kibris’dan alinan 103 nolu referans koken ile yakin oldugu goriilmiistiir. RV-B tiirleri
arasinda ise, Giiney Kibris 424 referans kokeni ile Aydin 8, 13, 14 kokenleri arasinda
digerlerine gore daha fazla yakinlik bulunmaktadir. RV-A tiirii kokenler arasinda, Aydin 2, 7,
11, 27, 58, 59, 61, 86, 100 kokenleri RV-A78 referans kokeni ile yakin bulunmustur. Benzer
sekilde Aydin 56, 71, 18, 25, 33, 64, 35, 98, 80 ve 83 nolu izolatlar RV-A22 ile yakin

bulunmustur.

Gergek zamanli multipleks PZR ile RV olarak belirlenen iki 6rnek, filogenetik analiz
sonucunda EV-D68 ve EV-C olarak tanimlanmistir. Benzer sekildebaska bir ¢calismada gergek
zamanli multipleks PZR ile RV olarak belirlenen bir 6rnek filogenetik ile EV-D68 olarak
gosterilmistir (148).
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6. SONUC VE ONERILER

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde Cocuk Hastaliklar, Gogiis
hastaliklar1 ve Hematoloji-Kemik 1ligi poliklinik veya servislerine Ocak 2014- Ocak 2015
tarihleri arasinda bagvuran ve RV pozitifligi saptanmig olan 46 eriskin ve 50 ¢ocuk hastanin

RV tiirlerini ve saptanan tiirler ile klinik tan1 arasindaki iliskiyi arastirdi§imiz ¢alismamizda;

1.Esit sayida(n=28) RV-A ve RV-C, daha az sayida RV-B tiiri saptanmistir. Erigkin yas
grubunda RV-A, ¢ocuk yas grubunda RV-C daha yiiksek oranda belirlenmistir.

2.Belirlenen RV tiirleri ile hastalarin klinik tani, yas ve cinsiyet verileri arasinda anlamli bir

iliski bulunamamistir.(p>0.05)

3.Bu caligma ile iilkemizde ilk defa RV tiirlerinin epidemiyolojisi ortaya konmaya
calisilmigtir. Elde edilen veriler, RV enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ve patogenezinin daha

1yl anlagilmasini saglayabilecektir.

4 Klinik tam1 ve RV tiirleri arasindaki iliskinin gdosterilebilmesi i¢in daha genis hasta

popiilasyonlari ile yapilacak ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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OZET

Giris: Rhinovirus (RV) tiim diinyada akut solunum yolu enfeksiyonlarinda en sik belirlenen
patojendir (1). Virisiin her y1l tim diinyada akut solunum yolu enfeksiyonlarinin yaklasik %
50’sinden sorumlu oldugu bildirilmistir. Genellikle hafif {ist solunum yolu enfeksiyonu ve
soguk alginligina sebep olur. Ancak, astim, kistik fibrozis ve kronik obstriiktif akciger
hastaligi (KOAH) hastalarinda alevlenme, pndmoni, siniizit, otit ve Ozellikle kiigiik
cocuklarda wheezing (hisilt) ile iliskisi bilinmektedir. Rhinoviruslar molekiiler yontemler ile
RV-A, RV-B ve RV-C olarak {ig tiir altinda tanimlanmiglardir. Yapilan ¢alismalarda ise RV-
A ve RV-C’nin daha ¢ok alt solunum yolu enfeksiyonu ve astim alevlenmeleri ile iligkili
oldugu, RV-B’nin ise bu tiirlere gore alt solunum yolu enfeksiyonlarinda daha az oranda
goriildiigli  gosterilmistir. Rhinovirus-C’nin  0zellikle c¢ocuk hastalarda daha siddetli
enfeksiyonlara neden oldugu da belirlenmistir. Bu ¢alismanin amaci, solunum yolu
enfeksiyonu olan hastalardan alinan nazofaringeal ornekler i¢inde RV pozitif olarak
saptanmis olanlarin dizi analizi yontemi kullanilarak RV tiirlerinin belirlenmesidir. Ayrica
belirlenen tiirler ile hastalarin klinik tani, viral yiik, yas ve cinsiyetleri arasinda bir iliski olup

olmadiginin gosterilmesidir.

Gerec-Yontem: Calisma grubu, Ocak 2014-Ocak 2016 tarihleri arasinda Adnan Menderes
Universitesi Hastanesine akut solunum yolu sikayetleri ile basvurmus ve daha once iki farkli
ticari miiltipleks gergek zamanli PZR kiti ile(FTD Respiratory pathogens 21 (Fast-track
diagnostics Ltd., Malta) ve Anyplex™ II RV16 Detection V1.1 (Seegene Inc., Seoul, Korea))
RV pozitifligi belirlenmis olan 46 eriskin ve 50 c¢ocuk olmak iizere toplam 96 hastadan
olusmaktadir. RV Pozitif 6rneklerin viral yiikleri kantitatif ger¢ek zamanli PZR Kiti
(LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes, USA) ile belirlendi. Kantitatif gercek
zamanli PZR sonrasinda elde edilen iirlinlerdeki bantlar1 gdstermek icin, FastStart High
Fidelity PCR System, dNTPack kiti kullanilarak konvansiyonel PZR yontemi uygulandi.
Saflagtirilan PZR {iriinlerine BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit kullanilarak
dizi analizi-dongii PZR uygulandi. PZR firtinleri tekrar saflastirilarak ABI Prism 3100/3100
cihazina yiiklendi ¢ift yonlii dizi analizi gerceklestirildi. Elde edilen diziler National Center of
Biotechnology Information ‘in web sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
Nucleotide BLAST programi kullanilarak karsilastirildi. Calismada elde edilen veriler SPSS
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17.0 (Inc, Chicago, IL, USA) paket programi ile degerlendirildi. Analitik analizlerde ki-kare
testi kullanildi. Filogenetik analizler Geneious 9.1.3 programi kullanilarak yapildi.
Analizlerde rhinovirusun VP4/VP2 kapsit kodlayan bolgesinin yaklasik 400 bp
uzunlugundaki kismi kullanildi. Tirler, filogenetik aga¢ ve VP4/VP2 proteini kodlayan
referans dizilerin neighbour-joining metodu ile degerlendirilmesi ile belirlendi. Referans
sekanslar GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) dan indirildi. Test parametreleri minimum
identifikasyon %70, Bootstrap degeri 1000 tekrar olarak ayarlandi. Referanslar ile ayni

kiimede (cluster) toplanan izolatlarin tiirleri belirlendi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen ¢ocuk hastalarin yaslar1 22 giin-16 yas arasinda degismekte
olup yas ortalamasi 24 ay (6,19-72), eriskin yas grubundaki hastalarda ise yas aralig1 18-86
yas olup, yas ortalamas1 57,63+15,68 olarak belirlendi. iki ticari multipleks ger¢ek zamanli
PZR testi ile RV pozitifligi saptanan 127 6rnege uygulanan kantitatif ger¢ek zamanli PZR
sonucunda, viral yiikleri belirlenemeyen 31 ornek c¢alismadan c¢ikarildi. Viral yiikleri
belirlenen 96 6rnege uygulanan konvansiyonel PZR sonucunda 32 eriskin, 33 c¢ocuk olmak
lizere toplam 65 Ornekte beklenen boyutlarda bant goriildii. Dizi analizine alinan 65 6rnekte
28 (%43,07) RV-A, 7 (%10,76) RV-B ve 28 (% 43,07) RV-C ; birer ornekte ise EV-D68
(%1,53) ve EV-C (%1,53) belirlendi. Eriskin hastalarda tiir dagilimi 15 (%48,3) RV-A, 5
(%16,1) RV-B, 11 (%35,4) RV-C; Cocuk hastalardaki dagilim ise ise 13 (%40,6) RV-A, 2
(%6,3) RV-B ve 17 (%53,1) RV-C olarak bulundu. Hem g¢ocuk hem eriskin hastalarda
belirlenen RV tiirleri ve hastalarin klinik tanilari, viral yiikleri, yas ve cinsiyet verileri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski bulunmamustir (p> 0,05).

Sonug¢: Calismamizda tiim hasta grubunda RV-A ve RV-C esit oranda, RV-B daha az oranda
saptanmistir. Cocuk hastalarda RV-C, eriskinlerde ise RV-A en sik tiir olarak belirlenmistir.
Hem eriskin hem de ¢ocuk hasta gruplarinda, belirlenen RV tiirleri ve hastalarin klinik
tanilar1, viral yiikleri, yas ve cinsiyet verileri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
bulunmamuistir. Bu calisma ile iilkemizde ilk defa RV tiirlerinin epidemiyolojisi ortaya
konmaya calisilmistir. Elde edilen veriler, RV enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ve
patogenezinin daha i1yl anlagilmasini saglayabilecektir. Klinik tan1 ve RV tiirleri arasindaki
iliskinin gosterilebilmesi i¢in daha genis hasta popiilasyonlar1 ile yapilacak ¢aligsmalara ihtiyag

vardir.

Anahtar Kelimeler: Rhinovirus tiirii, dizi analizi, akut solunum yolu enfeksiyonu
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ABSTRACT

Introduction: Rhinovirus (RV) is the most frequent cause of acute respiratory illness. RV is
usually the causative agent of upper respiratory infections with mild symptoms and cold.
However, it is related with asthma, cystic fibrosis and chronic obstructive pulmonary disease
(COPD), pneumonia, sinusitis otitis and wheezing especially in children. RV was identified in
three species by molecular methods which are RV-A, RV-B and RV-C. In most of the cases,
it was reported that RV-A and RV-C were related to lower respiratory tract infections and
asthma inflammation, while RV-B was rarely reported in lower respiratory tract infections. It
was also reported that RV-C causes severe infections in children. The aim of the present study
was detection of RV species by sequence analysis among the patients with respiratory tract
infections and RV positive in nasopharyngeal samples. Additionally, the relation between
species and clinical picture, viral load, age and gender was also in the purpose of study.

Materials and Methods: The study group was consisted of the patients who admitted to
Adnan Menderes University Hospital with acute respiratory claims, totally 96 patents of them
46 were adults and 50 were children. Nasopharyngeal smears from patients were subjected to
the viral RNA isolation with two commercial kits (RibospinTM VvRD Il VIRAL RNA
PURIFICATION and SEEPREP12™ viral NA). cDNA synthesis was performed with cDNA
Synthesis Premix (SeeGene) then multiplex PCR was set with two kits (FTD Respiratory
pathogens 21 RT-PCR, Luxemburg and Anyplex™ II RV16 Detection v1.1, South Korea).
Viral loads of samples were determined with a quantitative Ger¢ek zamanli PCR
(LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes, USA). Following the Gergek zamanli in
order to represent the amplicons FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack was used as a
conventional PCR method. After purification of PCR products BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit was used in sequence analysis PCR. Purified PCR products were also
loaded to ABI Prism 3100/3100 and sequencing was performed in two directions. Data from
study was evaluated with SPSS 17.0 (Inc, Chicago, IL, USA) pocket program for Windows.
Chi-square test was used for analytical comparisons. Phylogenetic analysis was performed
with Geneious 9.1.3 program. In the analysis a 400 bp region of VVP4/\VVP2 rhinovirus capsid
protein coding region was included. Rhinovirus species were determined by analysing the

sequences with references for VP4/VP2 coding region by neighbour-joining method.
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References were downloaded from GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Test parameters
were set as minimum identification 70%, Bootstrap value 1000 replication. Clustering of

sequences with references was the approach that we used to determine species of isolates.

Results: The age of children were changing from 22 days to 16 years and the mean was 24
months (6,19-72) and the age of adults were changing from 18 to 86 and the mean was
57,63+15,68. After the quantitative PCR analysis, 31 isolates were excluded from the study
among 127 samples which were positive with commercial multiplex PCR. Of the 96 samples
in which expected amplicons were observed in 32 of adults and 33 of children, totally 65
isolates. After sequence analysis, 28 were (43,07%) RV-A, 7 were (10,76%) RV-B and 28
were (43,07%) RV-C; moreover one sample was EV-D68 (1,53%) and one sample was EV-C
(1,53%). The distribution of species in adults was: 15 (48,3%) RV-A, 5 (16,1%) RV-B and 11
(35,4%) RV-C. The distribution of species in children was 13 (%40,6) RV-A, 2 (%6,3) RV-B
and 17 (%53,1) RV-C. There was statistically significant relations with RV species and

clinical Picture, viral loads, age and gender in both of the age groups (p> 0,05).

Discussion: We detected RV-A and RV-B species in same rates, RV-B in lower rate. In child
patients RV-C, in adult patients RV-A was the most common species. No statistically
significant relationship was found with RV species and clinical severity, viral loads, age and
gender in both of the age groups. This was the first study from Turkey that reported the RV
species. The findings will have a contribution to understanding of rhinovirus epidemiology
and pathogenesis. There is a gap in the field of clinical picture and RV species and that
indicates the need for further studies including larger patient populations.

Keywords: Rhinovirus species, sequence analysis, acute respiratory infection
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