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OZET

influenza A Virus Enfeksiyonlarimn Molekiiler Epidemiyolojisi

influenza, influenza virudarinin sebep oldugu akut solunum yolu
hastahgidir. influenza virus enfeksiyonlari yilksek morbidite ile iliskilidir ve
pnomoni gibi ciddi komplikasyonlara sebep olabilir. Bu ¢alismanin amaci solunum
yolu infeksiyonu olan ve hastaneye yatirilan hastalarda influenza tip A ve B virus
enfeksiyonlarimin insidansi ve influenza A virus alttiplerini real-time RT-PCR test,
konvansiyonel RT-PCR test ve direk immunfloresan antikor (DFA) testi ile tespit
etmektir. Toplam 476 hastadan 1 Nisan 2012 ve 31 Arahk 2013 tarihleri arasinda
flocked ekiivyon (Copan Diagnostics, Italy) ile nazofaringeal sirinti ornekleri
toplanmustir. Real-time RT-PCR test (Sacace, Italy) ileinfluenza A virus vakalarin
% 20.5 (98/476) ve influenza B virus % 3.3 Unde (16/476) tespit edilmistir. Calisma
sires boyunca 98 influenza virus izolatimin %63.3'Gnin A(H1N1)pdmO09 ve
%36.7’sinin A(H3N2) oldugu bulunmustur. influenza A(H1IN1)pdmO9 alttipinin
Ocak 2013 (12 vaka) ve A(H3N2) alttipinin (11 vaka) Aralik 2013 de baskin oldugu
gOzlenmistir. Real-time RT-PCR test referans ahindiginda influenza A ve B igin
DFA testinin (Argene SA, France) ve influenza A icin WHO primerlerinin
(M30F2/08 ve M264R3/08) kullamldigi konvansiyonel RT-PCR testinin
senditivitess sirasyla %72.4, %75, %96 ve spesifites %99.2, %99.5 ve %100
bulunmustur. Sonu¢ olarak, calisma grubunda influenza A virus enfeksiyonu
%20.5 oranla oldukca yilksek tespit edilmistir. Influenza virus tipleri ve
alttiplerinin izlenmesi, influenza as1 suslarimin dolasimdaki influenza viruslar ile
uyumunun degerlendirilmes ve pandemik potansiyeli olan alttiplerin tams igin
gereklidir. Etkili korunma ve kontrol 6nlemlerinin zamaninda alinmasi, gereksiz
antibiyotik kullaniminin azaltilmasi ve antiviral tedaviye baslamak icin influenza
virus enfeksiyonlarimin erken tamsinda real-time RT-PCR testinin kullanim
onerilir.

Anahtar Sozciikler: Influenza tip A virus, influenza tip B virus, real-time
RT-PCR, alttipleme, immunflor esan test
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ABSTRACT

Molecular Epidemiology of Influenza A virusInfections

Influenza is an acute respiratory disease caused by influenza viruses.
Influenza virus infections ar e associated with high mor bidity and may lead serious
complications such as pneumonia. The aim of this study was to determine the
incidence of influenza type A and B virusinfections and influenza A virus subtypes
in hospitalized patients with respiratory tract infections by real-time RT-PCR test,
conventional RT-PCR test and direct immunofluorescence antibody (DFA) test.
Nasopharyngeal swab specimens were collected from a total of 476 patients by
using flocked swabs (Copan Diagnostics, Italy) between 1 April 2012 and 31
December 2013. Influenza A virus was detected in 20.5% (98/476) of cases and
influenza B virus in 3.3% (16/476) by real-time RT-PCR test (Sacace, Italy).
During the study period, 63.3% of 98 influenza virus isolates was found to be
A(H1IN1)pdmO09 and 36.7% was A(H3N2). Influenza A (H1IN1)pdmQ9 subtype was
observed to be predominant (12 cases) in January 2013 and A(H3N2) (11 cases) in
December 2013. Compared to real-time RT-PCR test, the sensitivities of DFA test
(Argene SA, France) for influenza A and B and conventional RT-PCR test with
WHO primers (M30F2/08 and M264R3/08) for influenza A were 72.4%, 75%,
96% and the gpecificities were 99.2%, 99.5% and 100%, respectively. In
conclusion, influenza A virus infection was detected rather high with a rate of
20.5% in the study group. The monitoring of influenza virus types and subtypesis
necessary to evaluate the match between influenza vaccine strains and circulating
influenza viruses and to identify subtypes with pandemic potential. It is
recommended to use real-time RT-PCR test for the early diagnosis of influenza
virus infections to take effective prevention and control measures in time, to
reduce unnecessary antibiotic use and to start antiviral treatment.

Key Words. Influenza type A virus, influenza type B virus, real-time RT-
PCR, subtyping, immunofluor escence test
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1. GIRIS

Influenza virus, influenza (grip) denilen akut solunum yolu hastaliginin etkenidir.
Grip insanlarda kendi kendini sinirlayan tst solunum yolu enfeksiyonundan pulmoner
komlikasyonlarla seyreden fulminan hastaliga kadar degisen bir klinik spektruma
sahiptir. Influenza virusunun 6nemli Gzelligi epidemi ve pandemiler olusturmasidir.
Mevsimsal influenza 6nemli morbidite ve mortalite sebebidir. Her yil populasyonun
genellikle %5-20's influenza virus ile enfekte olur. Influenza okul ve is guicli kaybinin
yuksek olmasi, tedavi ve hospitalizasyon giderleri ile major sosyal ve ekonomik kayba
yol acar. Zanamivir ve oseltamivir gibi antiviral ilaglar influenzarin 6nlenmesi veya
tedavisi icin Onerilir, ancak asilama primer kontrol stratgjisidir. influenzaya Kars
korunmada en etkili yontem asidir. Ulkemizde uygulanan influenza asisi inaktive olup
Uc viral susa kars: antijenler iceren trivalan influenza asisidir. Trivalan influenza asisi
(2013-2014), influenza A(H3N2), A(HIN1)pdm09 ve influenza B gibi 3 farkh
influenza virusuna karst koruma saglar. Her yil asilar yaygin olmasi en muhtemel
suslar yansitacak sekilde modifiye edilerek degistirilir®.

Influenza virus, Orthomyxoviridae ailesine ait, 80-120 nm capinda, negatif
polariteli tek sarmalli RNA virusudur. Nukleokapsid ve matriks proteinlerine gore
influenza A, B ve C virus olmak Uzere Uc tipe aynlir. Tip A influenza virudar U¢
influenza tipi arasinda en virdlan olamdir. Influenza A virudanmn yizey
glikoproteinleri hemaglutinin (HA) ve néraminidaza (NA) gore bilinen 16 H ve 9 N
alttipi vardhr. influenzatip A virusunun genis konak dagilim vardir ve segmentli genom
yapisi reassortment ile yeni influenza alttiplerinin sentezine olanak verir. Boylece HA
ve NA proteinlerinin bir¢ok farkli kombinasyonlart mimkindir. Buna karsilik simdilik
dinyada insanlar arasinda en yaygin dolasan influenza A virus attipleri pandemik
A(HIN1) ve A(H3N2)'dir. Yeni bir avian influenza A(H7N9) virus dlttipinin ilk kez
2013 yili Mart ayinda Cin’'de insanlar1 enfekte ettigi bildirilmistir. Cin'de H7N9 virusu
ile enfekte vakalarin sayisinin 30 Haziran 2013 tarihi itibariyla, 132'ye, hayatim
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kaybedenlerin sayisimin ise 44'e ulastigt rapor edilmistir. A(H7N9) virusunun
pandemiye sebep olma ihtimali biyik endise yaratmstir. Influenza viruslarnmn
attiplemesinin yapilmasi toplumda dolasan suslar izlemek, influenzanin yayilimint ve
ciddiyetini izlemek, dolasan suslarin karakterizasyonu ile yillik asimin formilasyonu ve
pandemik potansiyeli olan suslarin tamnmasi yéninden onemlidir. Ancak alttipleme
ciddi hastalig1 olanlar, influenza ile iliskili hastaliktan kaybedilenler, influenzaya bagli
komplikasyonlar icin yiksek riskte olan hastalar ve epidemiyolojik amaclar icgin
6zellikle indikedir®?.

Gribin etkeni olan influenza virus her yil dinyada 250000-500000 Kisinin
olumuyle sonuglanan mevsimsel epidemilere sebep olmasimin yani sira pandemiler
olusturmas: sebebiyle de insan saglig icin son derece 6nemli bir virustur. Influenza,
soguk alginlig: gibi diger solunum yolu enfeksiyonlarinin aksine, pek ¢ok insanda ciddi
hastalik ve hayati tehdit eden pulmoner komplikasyonlara sebep olur. Bitin yas
gruplari influenzaya duyarl: olmakla birlikte, kuguk cocuklar, ileri yasta olanlar, kalp
hastaligi, akciger hastaligi, bobrek hastaligi, seker hastalig: gibi kronik hastalig: olanlar
ve immun sistemi baskilanmis kisilerde influenza virus enfeksiyonlarindan kaynaklanan
komplikasyonlar ve 6lum riski daha yiksektir. influenza enfeksiyonun
komplikasyonlar1 sekonder bakteriyel pnomoni ve altta yatan kronik hastalikliklarin
alevlenmes, ottitis media, ensefalit, ensefalopati, transvers miyelit, miyozit, miyokardit,
perikardit ve Reye sendromudur. influenzamin en énemli komplikasyonu, 6limcl
olabilen influenza virusuna bagli primer vira pndmoni veya sekonder bakteriyel
pnémonidir*>9,

Bu calismanin amaci solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda real-time revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyon testi (Real-time reverse transcriptase-polymerase
chain reaction; RT-PCR), konvansiyonel RT-PCR ve direk immunfloresan antikor (Direct
immunofluorescence Antibody; DFA) testi ile influenza tip A ve B virus

enfeksiyonlarinin insidanst ve influenza A virus attiplerini tespit etmektir.



2. GENEL BILGILER

Influenza bitin dinyada yaptigi salginlar sebebiyle ylzyillardir 6nemini
korumaktadir. Influenza virusu her yil 3-5 milyon vakadan sorumludur ve 250000-
500000 kadari olumle sonuclamr. Influenza, Italyanca “etki” anlamina gelen
“Influenza’ kelimesi olup Latincede “influentia’ kelimesinden gelir. Baslangicta
hastaligin yildizlarin olumsuz etkisinden “influence of stars’ kaynaklandigina inanilirch.
Daha sonraise tib alamndaki distincelerin degismesiyle hastaligin sebebinin, “sogugun
etkisi” anlamindaki Italyanca “influenza del freddo” oldugu kabul edildi. Grip kelimesi
ise Fransizca “grippe”’ ve Frenkce “kapmak” anlamindaki “gripan” kelimesinden gelir.
Grip benzeri hastalik ilk kez Hipokrat tarafindan M.O. 412 yilinda tammlanmustir. ilk
bilinen grip pandemis ise 1580 yilinda yasanmistir ve 0 zamandan beri 31 influenza
pandemisi kaydedilmistir. En blyuk ¢ pandemi 20. yiizyilda gortlmustir. Influenza A
virusunun H1N1 alttipi 1918 de “Ispanyol gribi’’denilen ve milyonlarca 6lime sebep
olan pandemiyi meydana getirmistir. Bu viruslar A/H2N2 alttipinin sebep oldugu
1957'deki “Asya gribi’’ pandemisine kadar sturmis ve bu virus digeri ile yer
degistirmistir. H2N2 alttipinin yerini 10 yi1l sonra 1968 de Hong Kong pandemisinden
sorumlu H3N2 almustir. influenza A’ nin alttipi olan HIN1 1977 de yine bilyik pandemi
sebebi olarak tammlanmustir. Yirmibirinci ylzyilin ilk pandemisine 2009’ da, A/HIN1
alttipi neden olmustur ve domuz orijinlidir. Sporadik olarak hayvandan insana bulasan
H5N1, H7N7 ve HON2 gibi degisik diger attipler tammlanmstir. Ozellikle yiksek
patojeniteye sahip Avian influenza virusunun H5N1 alttipi %60 gibi yiksek oranda
mortaliteye sahiptir. Bilindigi gibi 1997 yilindan beri Guney Dogu Asya da ve 2005
yilinda Ulkemizde de gorilen H5N1 enfeksiyonlart pandemiye donidsmemistir.
Influenza A virusunun HIN1 ve H3N2 adlfttipleri ile influenza B virusu ise

epidemilerden sorumlu mevsimsel grip etkenleridir® 237,



2.1. Virusun Yapist

Influenza A virusu orthomyxoviridae ailesine ait bir virustur. Zarfl, genomu tek
sarmall1, negatif polariteli ve segmentli bir RNA virusudur. Influenza A viruslanmn 8
segmenti hemaglutinin (HA), ndraminidaz (NA), matriks 1 (M1), Matriks 2 (M2),
nukleoprotein (NP), yapisal olmayan protein-1(nonstructural protein-1;NSP-1), yapisal
olmayan protein -2 (NSP-2; Nukleer eksport proteini; NEP olarak da bilinir), polimeraz
asidik protein (PA), polimeraz bazik protein -1 (PB) ve polimeraz bazik protein 1-
F2(PB1-F2) ve polimeraz bazik protein -2 (PB2) olmak tzere 11 viral protein kodlar.

Influenza virusunun zarfi lipid bir tabaka ve bu tabakaya gomulmiis
transmembran proteinler HA, NA ve M2 den meydana gelir. Bu lipid tabaka konak
hiicre membran kokenlidir ve kolesterolce zengin lipid zincirleri igerdigi bilinmektedir.
HA lipid tabakada en ¢cok bulunan zarf proteini olup oram %80 dir, bunu takiben NA
%17 oramnda zarfta bulunmaktadir. M2 zarfda mindr komponenttir, her virionda 16-20

molekiil oramndadir®.

HA ve NA vird lipid membrandaki lipid tabaka ile iliskilidir, buna karsin
M2’ nin boyle bir baglantist mevcut degildir. Viral lipid membranin hemen altinda M1
proteini  bulunmaktadir ki bu protein matriks meydana getirip vird
ribonukleoproteinleri (VRNP) tutar. VRNP ler virus merkezlidir ve NP ile sarli negatif
segmentli viral RNA ¢ok az miktarda NEP icerir. VRNP lerin son kisminda 3 adet
polimeraz (PB1, PB2 ve PA) bulunur, bunlar virah RNA polimeraz kompleksini
meydana getirir. Influenza virusunun hayat siklusu konak hiicreye giris, VRNP lerin
nuklusa gegisi, transkripsiyon ve replikasyon, vRNP lerin nukleusa eksportu ve konak
hiicre membranindan salinimu ile gerceklesir®.

2.2. Viral Proteinlerin Gene Ozellikleri

Influenza A virusunun 8 RNA segmenti 11 protein kodlamaktacir, bunlara
polimeraz proteinleri (PB1, PB2, PA, PB1-F2), nikleokapsid proteinleri, hemaglutinin,
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noraminidaz, matriks proteinleri (M1, M2) ve yapisal olmayan proteinler (NS1, NS2)
dahildir. Hemaglutinin ve noraminidaz major antijenik determinantlarcir ve alt
siniflancirmada kriter kabul edilirler. influenza A virusunun 16 Hemaglutinin (H1-H16)
ve 9 ndraminidaz (N1-N9) alttipi mevcuttur, hemaglutinin konak hiicre membranina
virusun baglanmasindan sorumludur, bunu sialik asit rezidilerine baglanarak yapar,
hemaglutinin ayrica koruyucu humoral immunitede nétralize edici antikorlarin ana
hedefidir. Hemaglutinin hiicre membramnda var olan sialik asit rezidilerine baglanma
affinitesi farkli influenza A alttiplerinin konaga spesifitiesini belirler. insan viruslar:
galaktoza alfa 2,6 baglantil1 sialik asit rezidilerine baglanirlar ki bu insan solunum yolu
epitel hlcrelerinde mevcuttur bunun yam sira; 6zellikle avian viruslarimn Ordek

intestinal epitelinde var olan alfa 2,3 baglantisina baglanma egilimleri vardir™©.

Farkli reseptorlere spesifik baglanma 0Ozelligi insan ve avian arasindaki tar
bariyerini gostermektedir. Domuz trake epitelyumunda afa 2,3 ve afa 2,6
baglantilarimin bulunmasi bu konakta koenfeksiyonlarin olmasi ile yeni viral attiplerin
olusmasina muazzam ortam saglamaktadir. Tavuklarin benzer rolt mevcuttur, intestinal
ve akciger hiicrelerinde her iki tip baglantt mevcuttur. insan respiratuvar epitelinde alfa
2,3 ve alfa 2,6 baglantilar siliali ve silia olmayan hiicrelerde mevcuttur, bu durum avian

virudari ile insanlarin enfekte olmasim mimkiin kilmaktadir™?.

H5 proteinin bir aminoasitinin degismesi A/H5N1 virudarimn reseptore
baglanma affinitesini tamamen degistirir, dolayisiylatir ici enfeksiyonlarda ki bariyerin
ustesinden kolaylikla gelinebilir. Néraminidaz viruslarin konak hiicreden ¢ikisim sialik
asit rezidulerindeki glikozid baglantilarim keserek saglar, aym zamanda néraminidaz
inhibitorleri icin hedeftir. A/HS5N1'de varolan ndraminidazdaki 274. pozisyondaki
histidin-tirozin mutasyonu oseltamivir'e direnc saglamakta, fakat zanamivir'de ise
direnc gorilmemektedir, bu durum Vietnam’da kadinlarindan elde edilen izolatlarda

klinik olarak kanitlanmustir.

M2 iyon kanali pH bagimli matriks proteinlerinin nikleokapsitten kopmasi igin
elzemdir, aym zamanda trans-golgi aginda hemaglutinin maturasyonu iginde bu kanal
gereklidir. M2 iyon kanallarin bloke etmek icin amantidine ve rimantidine kullanlir.

M2 de 31. rezidide meydana gelen serin-asparjin mutasyonu adamantenlere karsi
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direnci beraberinde getirmektedir. Bu durum 2003’ den beri Dogu Asya da sirkile olan
en son A/H5N1 izolatlarinda gozlemlenmistir. PB1-F2 konak mitokondrisinde hiicresel
apoptozis tetikler. Hemaglutinin ve PB2 proteinleri konak spesifitesi ve virulans

acisindan belirleyici 6neme sahiptir2.

2.2.1. Antijenik Shift ve Antijenik Drift

Influenza viruslarinin diger bir onemli ézelligi antijenik shift veya drift yoluyla
antijenik varyasyon kazanmalaridir. Antijenik drift hemaglutinin veya néraminidazda
minor dizeyde alterasyonlara neden olur. Bunun tekrarlanmas konak immunitesinin
baskilanmasi ve nicin her yil farkli insan influenza asi kompozisyonlarina ihtiyac

aciklamaktadir.

Antijenik shift 8 gen segmentinde meydana gelen genetik reassortment yoluyla
yeni hemaglutinin/néraminidaz kombinasyonlarimin ortaya cikmasina neden olur ve
insan populasyonu bu yeni kombinasyonlara karsi ya ¢ok az ya da hi¢ immuniteye sahip
degildir. Sayet bu tip influenza suslarinin insandan insan transmisyonu yaygin olursa
pandemi gelismesi stz konusu olur. Son ylzyilda 1918-1919'da HIN1, 1957’ de H2N2
ve 1968’ de H1N2 suslart maj6r pandemilere sebep olmustur.

2.3.Virusun Yasam Siklusu

Orthomyxoviridae ailesinden olan influenza viruslar zarfl1 olup negatif sarmalli
RNA viruslardir, segmentli genoma sahiptirler ve segment sayilart 7 ile 8 arasinda
degismektedir. Influenza virusu matriks veya niikleoprotein antijenlerine gére A, B ve
C olmak tzere Ug tipe aynlir ve her tip konak hiicre ve patojenite agisindan farkl

Ozellik gosterir. Tip B ve C viruslart ¢ogunlukla insanlardan izole edilir. Bunun yan
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sira influenza B viruslarn su samurlarindan, influenza C viruslan ise domuz ve
kopeklerden izole edilebilmektedir. influenza A viruslarinin ise konak dagilimi genis
olup insanlarin yan sira kuslar, domuz, atlar ve diger memeliler sicakkanli hayvanlarin
cogunlugunu enfekte edebilir. Avian influenza virudan icin akuatik kuslar dogal
rezervuardir, bilinen tim influenza A virus suslar icin ve insanlarda pandemiye neden
olan influenza suslari icin de dogal kaynakdirlar. Influenza A virusarinin
gruplandiriimast  hemaglutinin  antijenik karakterizasyonu ve néraminidaz yilzey

glikoproteinin farklilig: ile yapilir. Bilinen 19 HA ve 9 NA alttipi mevcuttur.

Influenza viruslarimin nomenklatiirii tizerine rehber Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
tarafindan yayinlanmistir. Buna gore; once virus tipi (A, B, C), sonrasinda konak (sayet
insan degilse), izole edildigi yer ve izolasyon yili belirtilir. Influenza A icin, HA (H1-
H16) ve N (N1-N9) parantez icerisinde belirtiimelidir. Ornegin; Amerika da 2006-2007
yilina yonelik Uretilen trivalan asida A/New Celidonia/20/1999(H1IN1) benzeri,
A/Wisconsin/67/2005(H3N2) benzeri ve B/Malaysia/2506/2004 benzeri suslar bulunur.
HIN1 1918 pandemisini meydana getiren susudur, 1957'ye kadar insanlarda sirklle
olmustur ve sonra H2N2 virusu ile yer degistirmistir. H2N2 ise 1968 e kadar sirkile
olmustur, ardindan yerini H3N2 virusuna birakmigtir. HIN1 1957 den sonra 1977’ de
tekrar gortlmdistir ve o zamandan beri influenza A attipi H3N2 ve HIN1 birlikte

insanlarda sirkiile olmustur.

Influenza A ve B’nin benzer yapilan vardir, buna karsin Influenza C gok
farklidir. A ve B tipleri 8 genetik segment tasirlar, bunlarin her biri en azindan 1 protein
kodlarlar. Virusun ylzeyi HA, NA ve matriks proteinleri olmak Uzere 3 protein ile
kaplidir. influenza C viruslar: 7 segment tasir ve bir yiizey glikoproteini mevcuttur. Her
bir influenza RNA segmenti nikleoproteinle enkapside edilmistir. Influenza
viruslarinda replikasyon boyunca nokta mutasyonlar birikir, ¢clinki sahip olduklart RNA
polimerazin dogru okuma aktivitesi mevcut degildir. influenza virus genlerinin yiiksek
mutasyon oranlarina sahip olmasi bu ytzey glikoproteinlerinin antijenik yapisinda
aminoasit degisimlerini tetikler ve viral suslar icin selektif avantgjlar saglar ki bunlardan
en Onemlisi Onceden gelismis immun cevabtan kagmaktir. HA molekilt konak
hiicredeki spesifik reseptore baglanarak enfeksiyonun ilk acimim atar. HA’ya karsi
Uretilen antikorlar HA’ya baglamir ve boylece HA-ligan reaksiyonu bloke olur,
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dolayisiyla ayni susla enfeksiyonunun onine gegilebilir. HA ve NA daha oOnce
kazanilmis immuniteden kacabilmektedirler, bunu (a); antijenik drift yoluyla antikor
baglanmasim engelleyerek ya da simirlayarak, (b); antijenik shift yoluyla yani influenza
A’nin iki alttipi arasinda genetik reassortment yoluyla yeni HA molekiltntin ortaya
cikmas ile gerceklestirirler. Vahsi kuslarda 16 HA tipi bilinmektedir ve insan influenza
viruslar icin de kaynaklik ederler. Antijenik shift sonucu olusan hi¢ bilinmeyen bir
dttiple influenza susunun insanlarda sirkile olmast iki influenza pandemisine sebebi
olmustur. Her iki pandemi de (1957 ve 1968), daha once sirkile olan influenza
virusuna tammlanmayan avian veya avian benzeri virusdan HA importe olmustur.
Pandeminin gerceklesmesi icin kesin gerekli olan olgu HA’min degisimi olarak
bilinmektedir. Sirktle olan HIN1 susundan 3 gen HA, NA ve PB1’ in alt tnites avian
benzeri genlerle yer degistirmistir. Yine 1968 de HA ve PB1 genleri benzer sekilde yer
degistirmistir. Viral arkeoloji ¢alismalarinda 1918’ de pandemi yapan virusun komple
sekanst ¢ikarilmis ve gerekli olan biyopsi materyaleri 1918 kurbanlarinin akciger
dokularindan alinmistir. Boylece 1918 influenza pandemisine neden olan virusun avian

benzeri genoma sahip oldugu ve 1957-1968 viruslarina benzemedigi gosterilmisti @),

Influenza pandemisinin gerceklesmes icin antijenik olarak farkli HA dlttipi
gerekli ise de, hayvan kokenli yeni HA alttipi tasiyan ve insanlarda enfeksiyon meydana
getiren viruslanin kisiden kisiye gecisi verimli sekilde olmadigi icin pandemi
yapamadiklar: bilinmektedir, dolayisiyla pandemik susun ortaya c¢ikmasi icgin
reassortment veya tUm genomun insana adaptasyonunun olmasi gerekmektedir.
Ornegin; 1976’ da Fort Dix, New Jersey’ de birkag askerin domuz kékenli HIN1 susuna

maruz kalmasi bir askerin 6ltimtyle sonucglanmistir.

HPAI HIN7 (yuksek patojeniteli avian influenza; highly pathogenic avian
influenza; HPAI) 2003 de epizootik olarak Hollanda da yayilim gostermis, 86 ciftlik
calisam ve 3 kiside grip belirtileri ile konjuktivit gelismistir. Benzer sekilde, Kanada da
2004’ de HPAI H7N3 salgininda iki kiside konjuktivit gelismistir. HPAI H5N1 2003’ de
tekrar epizootik formda yayilim gostermistir. Bu virusun insanlara adaptasyonunun
pandemilere neden olacagi yaygin kanmt olarak dusUnilmustir. Nisan 2007'de, 291
konfirme HS5N1 vakast tespit edilmistir, 172'si fataldir, oram %59 dur. H5N1
pandemisinde virusun bulasmasi sadece enfekte kiimes hayvanlan ve insanlar arasinda
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degil insandan insanana da bulasmamn mimkin olacag: belirlenmistir. Her ne kadar
epidemiyoljik veriler sinirli ise de 6zellikle aym aile bireyleri arasinda HSN1'in kisiden
kisiye bulasi minktn gordlmektedir. Pandemiler arasinda en cok 6lime neden olarak
1918 pandemisi kayitlara gecmistir. Bir cok toplumda morbidite %25-40 arasindadhir ve
yasa spesifik morbidite diger pandemilerle ayridir, 15 yasin atindaki cocuklarda
enfeksiyon oram en yuksektir. Klinik olarak 1918 influenza pandemisi semptomlar
yonuyle diger yillarda gerceklesen pandemilere benzemektedir, patolojik olarak da

benzerlik mevcuttur.

Bunun yam sira, 1918 pandemisi bircok klinik ve epidemiyolojik yonden
digerlerinden ayrilmaktadir. Vakalarin gcogunlugunda yaygin pnémoni komplikasyonlar:
mevcuttur. Sonug olarak, Amerika da mortalite oram %2.5 olup simdiki orana nazaran
oldukga yuksektir. Dahada fazlas, 1918 pandemisinde en ¢ok etkilenen yas gruplar: 20-
40 yas arasi olup mortalite oramt gen¢ yasta oldukca yuksektir ve bu aisilagelmis
verilerin disindadir. Ayrica 1918 deki pandemide 65 ve Uzeri yaslarin %99 unda 6lUm
meydana gelmistir. Aksine, 1957 ve 1968’ deki pandemilerde 65 ve alti yaslarda 6lUm
oran sirasiyla %36 ve %48’ dir.

HA homotrimer yapida olup viral lipid zarfda bulunur. HA konak hiicre zarimn
Uzerinde bulunan sialik asit rezidulerine baglamr. HA prekirsort olan HAO, iki alt
Uniteden meydana gelir. HA L, reseptdr baglayan domain olup HAZ2 ise flizyon peptidleri
icerir. Bu alt Uniteler birbirlerine disllfit baglari ile baglanirlar. Glikoproteinlerin
yapisindaki galaktoz ile sialik asit arasinda baslica iki baglanti alfa(2,3) veya alfa(2,6)
bulunur. Bunlar HA molekdllerinin farkli turlerde bulunan sialik asit reseptorlerine

baglanmasi agisindan oldukca cnemlidir®?.

Insanlarda enfeksiyon nedeni olan viruslar alfa (2,6) reseptoriine baglanr, avian
virudar ise afa (2,3) reseptorund kullanirlar. Domuzlarda ise her ikisine de tutulum
gerceklesir, dolayisiyla avian ve insan influenza suslarinin karisimi icin uygun konaktir,
bu yolla yiksek patojenitede viruslarin tremesi ¢ok kolaydir.

Konak hiicrenin siaik asit rezidilerine virusun baglanmasi ile resepttr aracili
endositozis olur ve virus endozoma girer. Endozomun pH degeri 5-6 civarindadr, vira

ve endozomal membranlar aras flzyon sz konusudur. Distuk pH HAOda
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konformasyonel degisimlere neden olur, boylece HA1'in reseptdr baglayan bolgesinin
aktiflesmes saglanir, HA2 fuzyon peptidi de agiga cikar ve bu flzyon proteininin
endozomal membranin icine yerlesmesiyle viral ve endozomal membramn birbiri ile
baglantist saglanmis olur. Endozomun asidik c¢evress HAO'in konformasyonunu
induklemede dnemli role sahip olmasinin yam sira viral ve endozomal membranlarin
flzyonunda da 6nemlidir, aym zamanda M2 iyon kanallarimin agilmasinda da éneme
sahiptir. M2 proteini tip 3 transmembran proteini olup tetramer formdadhr, proton secici
iyon kanali gorevi gorir. M2 iyon kanalarimn agilmasi vira merkezi (“core’)
asidiklestirir. Virionun icindeki bu asidik ortam VRNFPlerin serbestlesmesine ve
boylece konak hiicre stoplazmasina giris olur®.

2.3.1. vVRNP' lerin Nukleusa Girisi

Influenzarn viral transkripsiyonu ve replikasyonu nukleusta gerceklesir, bu
ylzden stoplazmaya serbest birakildiktan sonra, VRNP nukleusa girmek zorundachr.
VRNP'yi meydana getiren proteinler; NP, PA, PB1 ve PB2'dir. Bltun bu proteinler
nikleer lokalizasyon sinyali tasimakta olup bu sayede hicresel nikleer import
makinasina baglanirlar ve boylece nukleusa giris gerceklesir. Importin alfa ve beta gibi

proteinler VRNP nin nukleusa tasinmasinda énemli role sahipti rler2®,

2.3.2.Viral Genomun Transkripsiyonu ve Replikasyonu

Influenza virad genomu negatif polaritei RNA’dan meydana gelmistir,
transkripsiyonun siral1 gerceklesmesi icin oncelikle pozitif polariteli RNA’nin olusmasi
gerekir ki bu viral RNA’nin dretimi icin kalip gorevi gortr. Genomun replikasyonunda

primer ihtiyact soz konusu degildir, bunun yerine, viral RNA bagimli RNA polimeraz
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(RNA dependent RNA polymerase; RdRp) RNA sentezini baglatir. Ancak vira

genomun replikasyonunun tam mekanizmasi anlasilmis degildir.

Influenza A virusu sadece 11 protein kodlar ve bu proteinler konak hiicre
mekanizmalarimin virus tarafindan kullamimast igin gerekli tim yollarin saglamasi igin
yeterlidir. Viral transkripsiyonu saglamak igin virus konagin kendi transkripsiyon
faktorlerini essiz bir mekanizmaile kendi lehine cevirmektedir. Olgun hiicre messenger
RNA’st 5" metillenmis kep (“cap”) ve poli A kuyrugu tasimaktadir, ancak VRNP de poli
A kuyrugu mevcut olup 5 kep mevcut degildir™?.

Hucresel RNA polimeraz Il (pol [1) DNA’ya baglanir ve transkripsiyon baslar.
Transkripsiyonun baslamasi ile birlikte, pol [1I’nin C-terminali tekrar eden domain’inde
serin 5 fosforile olur, boylece hiicresel kep sentez kompleksi kurulur. Influenza RdRp
oncelikle pol 11" nin bu formuna baglanir ki bu “cap snatching” (“kepi yakalama’) olarak
bilinir. Segment 7 ve 8 splicing'de (kesip ekleme) gorev alan iki proteini kodlar,
segment 7; M1 ve M2'yi kodlar, segment 8 NS1 ve NEP kodlamasi yapar. M2 ve NEP
“splice” (birlestirilmis) Grdnlerdir, NS1 ve M1'e gore daha az miktarda bulunurlar.
Virus bu proteinleri eksprese etmek igin konagin “splice” mekanizmasini kullanir. Virus
konagin mRNA “splicing” mekanizmasini tamamen durdurur, bunun icin NS1, U6
small (kiiguk) nukleer RNA ve diger “splicing” komponentlere baglanir ve onlar: tekrar

infekte htcrenin nukleusuna génderir.

Viral RNA’nin poliadenilasyonu tam anlasiimis degildir. Hiicresel mRNA’ larin
poliadenilasyonu, poliadenilasyon sinyalinin (AAUAAA) kesilmesi ve poliadenilasyon
spesifik faktér (cleavage and polyadenilation specific factor; CPSF) ve poli(A)
kuyrugunun 3 ucuna baglanmast ile olur. Vird mRNA’da bu sekandar mevcut
degildir, bunun yerine RdRp viral RNA’ min 5’ ucuna baglanir ve boylece viral RNA’ nin

sentezi blokaj yolu ile saglanmus olur™®®.
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2.3.3. VRNP'lerin Nukleusa Eksportu

Sadece negatif polariteli  VRNPlerin - nukleustan eksporte edildikleri
bilinmektedir. vVRNP lerin nikleer eksport proteini olan CRM1'e (chromosome region
maintenance |) bagimli olarak nikleer porlardan eksportu sdz konusudur. NP lerin
CRM1 ile direkt iliski gelistirdikleri bilinmektedir, ancak GTP (guanozin trifosfat)
hidrolizi belirlenememistir. M1 proteinlerinin VRNP ile C-terminal ucundan iliski
gelistirdikleri bilinmektedir. Proteinin N-terminal kismu nikleer lokalizasyon sinyali
tasir ve VRNP lerin importunda 6nemli role sahiptir. M1 proteininin N-terminal kismi
NEP e (nikleer eksport protein) baglanir ve bu yolla nikleer lokalizasyon sinyalini
maskeler. NEP ayrica CRM1' e baglanir ve bu kompleks GTP hidrolizi yolu ile eksport
edilir. Bu yuzden M1'in negatif polariteli VRNP ye baglandigi ve aynm zamanda NEP' e
de baglandig1 hipotez olarak sunulmustur. Donuste ise NEP CRM1’ e baglanmakta ve
VRNP ler nukleusun disina bu yolla eksporte edilmektedir™9.

2.3.4.Virus Montaji1 ve Konak Hucreden Serbest Birakilma

Zarfli virus olmalarindan dolayr konak hiicre membramni kullanirlar, viral
partikdl formunu alirlar ve direkt komsu hticreleri enfekte ederler. Sadece birkag VRNP
ihtiva eden vira partikil formlarina rastlamak muimkinddr, fakat normalde viral
partikilde mutlaka HA, NA ve M2 proteinleri bulunmaktadhr.

Vira partikiller polarize olmus hlicre membrammnin apikal bolgesinden ayrilirlar,
bunun sebebi HA, NA ve M2 proteinlerinin apikal bolgeye tasinmasi ile ilgilidir.
Delesyon ve mutasyon analizlerine dayali olarak M2 kuyruk bolgesinin viral partikdl
olusmasinda 6nemli role sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir. M1 proteini lipid tabakamn
hemen atinda bulunur ve vira partikilin montg: ve plazma membramndan
tomurcuklanmada ©6neme sahiptir. Viral genetik segmentin  virion formatina
paketlenmesine yonelik iki hipotez 6ne surtlmistdr; birincisi, gelisigiizel paketlenme

modeli, oysaki son olarak virionu meydana getiren segmentlerin bir cesit paketlenme
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sinyai tasidiklari ve bu sinyalin bazi vira segmentlerin kodlanmayan 5 ve 3
bolgel erinde ve kodlanan bélgelerinde meveut oldugu tespit edilmistir®®.

Vira partiktllerin plazma membranindan ayrilmadan dnceki 6nemli adimlardan
biri siaik asit rezidilerinin glikoproteinlerden ve glikolipdlerden kesilerek ayrilmasidir.
NA, siaik asitlerden ayrilir ve bu proses gerceklesmezse viral partikiller plazma

membranindan ayrilamazlar®V.

2.4. influenza Virus Enfeksiyonlarimn Patolgjisi

Influenza viruslar st solunum yolu enfeksiyonlarinin baslica sorumlusudur ve
yuksek mortalite ve morbidite sebebiyle dikkat cekicidir. Ortagaglardan beri influenza
salginlan dizensiz araliklarla gerceklesmektedir. Yashilarda, infantlarda ve kronik
hastalig1 olanlarda influenza yiksek mortaliteye sebep olmaktadhr.

Yillik kis salginlan disinda da influenza enfeksiyonlart gorulebilir. Tek bir
pandemik yilda populasyonun %50'si enfekte olabilir ve influenza nedeniyle
gerceklesen olumler beklenen sayinin Ustinde olabilir. Dinya da goérilen onemli
pandemiler; 1889, 1918, 1957 ve 1968’ de gerceklesmistir. Amerika da 1957 pandemisi
66.000 6lime sebep olmustur. En kot gegen pandemi 1918 pandemisi olarak tarihe
kaydedilmis olup Amerika da 675.000 6lime neden olmustur. Dinya genelinde ise 40
milyon insan 6lmiistur. Influenza B virusu ise peryodik olarak biiyiik epidemilere neden
olmakta, fakat pandemi gergeklestirememektedir. influenza C virudar ise endemik ve
sporadik orta siddette hastaliga neden ol maktadhr.

Influenza A virusunun histopatolojik spektrumu degiskendir. Cunki patoloji
calismalar1 genelde otopsi materyali ile yapilmaktadir, influenza virus enfeksiyonu
sonrasi patojenik degisiklikler genis spektruma sahiptir, degiskenlik klinik tablo ve
O0lum Onces hastaligin sires ile ilgkilidir. Koenfeksiyon seklinde veya sekonder

bakteriyel pnoémoninin gerceklesmes influenza enfeksiyonu ile birlikte mumkunddr,
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boyles bir durumda komplike histopatolojik gorinim farklilik kazanmaktadir. Gortlen
patolojik degisimlerin  spektrumu pandemiden pandemiye fark etmekte veya
intrapandemik yillarda ¢ok az degisiklik gostermektedir. Yiksek fatalite oram ve
olumlerin aisila gelmemis yas dagilimn 1918 pandemisinde gozlemlenmistir. Birgok
genc yetiskin 1918 de fatal influenza enfeksiyonuna maruz kalms, tersine yaslilarda
bekelenenden az fatalite oram gbzlemlenmistir. Gegen iki pandemide ve ozellikle
intrapandemik mevsimsel influenza vakalarinda, fatal durum kronik hastalig olanlarda

veyaileri yas gruplarinda daha fazlachr®?.

Y Uksek patojeniteye sahip avian influenza viruslarindan HPAI H5N1'in neden
oldugu influenza pandemilerinin bir diger gegcen pandemiyle patolojik iliskis
degerlendirilmelidir. Ne yazik ki, H5N1 enfeksiyonundan O&len ve otops
degerlendirilmesi yapilan rapora sahip ¢ok az sayida vaka mevcuttur. Her ne kadar tipik
influenza patolojisi bu otopsi materyallerinde gézlemlense de ek patoloji calismalar:
gerekmektedir. H5N1 influenza virus enfeksiyonlarinin patogenezinde Ozellikle essiz
hipersitokinemi godzlemlenmektedir. Elde var olan veriler ayrica H5N1 virusunun
respiratuvar yol disinda da replike oldugunu gostermektedir. H5N1 vira
enfeksiyonlarimin neden oldugu patoloji ve patogenez enfeksiyonun dogal seyrinin iyi
anlasilmasi Ozellikle 6nemli sorulara cevap bulmak icin sarttir, bunun icin otops

calismalarinaihtiyag soz konusudur®,

Influenza viruslar: solunum yolu epitelyum hticrelerinde replike olur. Enfekte
insanlarin Ust ve alt solunum yolundan izole edilebilirler. Histolojik degisikliklerin
spesifik olmamast sebebiyle histolojik analiz spesifik tam icin yeterli degildir. Tam vira
izolasyon, RT-PCR, serolojik testler, in-situ hibridizasyon veya biyopsi veya otopsi
dokularimin immunhistokimyasal tekniklerle konfirme edilmesi ile saglanir.

Ispanya gribi (Spanish Flu) adi verilen 1918 pandemisini gerceklestiren
influenza enfeksiyonu ile baslayan ilk patolojik calismalarda Ust solunum yolu
epitelyum hicrelerinin trakebronsit ve farenjit ile uyumlu degisiklikler gosterdigi
kaydedilmistir. Cok sayidaki otopsi calismasi 1918 pandemisi ve sonrasindaki
vakalarda yaygin trakeitin varligimi ortaya koymustur. Winternitz ve calisma

arkadaslari, trakea, brons ve pulmoner alveol epitelyumunun influenzanin
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replikasyonunda primer bolge oldugunu agikca ortaya koymustur. Akut fazda, trake ve
bronglarin  kolumnar epitelyumunda multifokal destriksiyon ve deskuamasyon
karakterizedir. Epitelyumun bazal bolgesi siklikla saglam kalir. Odem ve submukozada
konjesyon belirgindir.

Ust solunum yolunda epitelyumda influenza virusunun neden oldugu erken
yapisal degisiklikler degiskendir, baslangicta vakuolizasyon ile karakterize sitonekroz,
takibinde ise luminal bosluga bu hticrelerin desukuamasyonu izler, nekrotik hticrelerin
makrofgjlar tarafindan fagosite edilmesi stz konusudur. Epitel yumda meydana gelen bu
yapisal degisiklikler diizensiz dagilim gosterir ve patolojik bolgeler ile histolojik olarak
normal gorinen alanlarnn yan yana gormek olasidir. Epitelyumun desukuamasyondan
etkilenen bolges bazal membran Uzerinde tek tabakali yapr halini air. Kalan
epitelyumun tamamen seperasyonu histolojik artefakt meydana getirebilir.
Enfeksiyonun erken evrelerinin bir 6zelligi de nétrofil infiltrasyonunun gérilmemesi
fakat epitel hilcre nekrozunun gordlmesidir, sonraki evrelerde mononikleer

inflamatuvar hiicreler brons duvarinainfiltre olur.

Kucuk havayollarinda meydana gelen degisimler ile buyuk havayollarinda
meydana gelen degisimler aymadir. Goodpasture 1919'da kiguk ve orta buyuklUkteki
bronsiollerdeki patolojiyi tanimlamistir. Vakalarin ¢cogunda erken donemde epitelyum
eritematozdur ve daha sonra epitelyum nekrotik hale gelir. Bronsiol epitelyumun basit
yapisindan dolayi, biytk hava yollarina gore daha kolay dizlesir ve silili ve goblet
hicreler dahil epitelyal tabakamn tamamen kaybi olabilir ve bu bdlgede hiyalin
membran formasyonunun gorilmesi ile iliskilidir. Bronsiol lumende notrofilik eksudat
gozlemlenebilir. Intersitityumda konjesyon, 6dem ve inflamatuvar infiltrat
gbzlemlenebilir. Havayollarimin 6dem, fibrin ve nétrofille dolmasi mimkinddr. Lucke
ve arkadaslari genellikle dlserin eslik ettigi deskuamatif brongiolit varligint rapor
etmislerdir. Submukozada kapiller konjesyon ve trombus yamsira bronsial duvarinda
bazen tamamen nekrotik ve polimorfonikleer infiltratlar oldugu raporda yer almustir.
Yaygin degisiklikler tim duvarin foka epitelyal nekrozu, peribronsiol hemoraji ve

pnomoni ile karakterizedir®*?529)
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Influenza virusunun sebep oldugu primer vira pnémonideki yaygin patolojik
degisiklikler, kapiller ve kiglk ven trombozu, interstisyel 6dem, inflamatuvar
infiltratlar, alveol ve aveolar kanallarda hiyalin membran formasyonu, degisen
derecelerde intraalveolar 6dem vel/veya hemorgji, nekrotizan brorsit ve bronsiolit,
alveolar hasar, ilerleyen evrelerde alveolar yikilim, fibrozis, epitelyum rejenerasyonu ve
skuamoz metaplazi ile karakterizedir. Genellikle sekonder veya koenfeksiyon seklinde
bakteriyel pnémoni ile komplikedir. Bu tip vakalarda, aveollere nétrofillerin masif
infiltrasyonu gozlenir, alveolar hemoraji ve 6dem primer influenza virus pnémonisine

nazaran daha az mevcuttur®?®),

2.5. Hastahgin Klinik Seyri

Influenza yuksek ates, Okstiriik, burun akintisi, bas agrisi, bogaz agrisi, hasizlik,
ve bitkinlik ile karakterizedir. Hastalik genellikle 7-10 guin siirer. influenza genellikle
kis aylarinda salginlar veya epidemiler seklinde gorultr. Populasyonda tim yas gruplar:
etkilenir, fakat prevalans Ozellikle okul cagindaki cocuklarda yiksektir, infantlarda
hastalik yayilimi fazladir, yaslilar ve kronik hastalarda da yayilim yuksektir. Krup
(laringotrakeit) kiicilk cocuklarda ciddi bir komplikasyondur. influenza A ve B viruslarn
influenza benzeri hastaliklarin yaygin sebebidir, ancak parainfluenza virus (PIV) ve
respiratory syncytial virus (RSV) gibi diger patojenler de influenza benzeri hastaliklara
neden ol abilmektedir.

Kronik pulmoner veya kardiyak hastaligi olan kisilerde veya diabetes mellitus
olan vakalarda influenza A enfeksiyonu sonras ciddi komplikasyonlar gorilmektedir ki
bunlara hemorajik bronsit, primer viral pndmoni veya sekonder bakteriyel pnémoni ve
Oluim dahildir. Hemoragjik bronsit ve pndmoni saatler icerisinde goérulebilir. Fulminan
fatal influenza pndmonisi nadiren meydana gelir ve dispne, siyanoz, hemoptizi,
pulmoner 6dem eslik eder ve 6lim semptomlarin gérilmesinden sonra 48 saat

icerisinde olabilir®?.
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2.6. influenza Virus Enfeksiyonlarimn Laboratuvar Tamsi

Antijenik yapisini degistirmes ile essiz Ozellikteki influenza virus, yillik
epidemilerin ve periyodik pandemilerin baslica sebebidir. influenza enfeksiyonu
komplikasyonlar1 viral ve bakteriyel pnémoni, akut respiratuvar distres sendromu,
ensefalopati, miyokardit, perikardit ve miyozit seklindedir. Influenzatip A icin vahsi su
kuslart dogal rezervuardir, 16 hemaglutinin ve 9 néraminidaz alttipi mevcuttur.
Influenza tip A ve B’de meydana gelen nokta mutasyonlar antijenik drift’ e neden olur.
Mevsimsel influenza nedeniyle mortalite oram en yiksek genglerde ve yaslilardadr,
olumlerin %901 65 yas ve Uzerinde gordlir. Bu olgularla birlikte, yeni susla meydana
gelen ve populasyonun ¢ok az veya hi¢ immuniteye sahip olmadigi pandemilerde, fatal
vakalarin neredeyse tamami cok genc kisilerde meydana gel mektedir®.

Influenzaya kars: en onemli savunma yillik asilanma ile saglanmaktachr, her
mevsim icin asilar baskin olacak suslar dikkate alinarak 6nceden hazirlanmalidir. Terapi
icin ise iki grup antiviral ilag bulunmaktadir, adamantenler (amantadin ve rimantadin)
ve noraminidaz inhibitorleri (zanamivir ve oseltamivir). Antiviral terapiye maksimum
etkinin olusabilmesi icin semptomlarin gorilmesinden 24-48 saat sonra baslamalidhr.

Yillik asilarin  hazirlanabilmes icin sirkile olan suslarin izolasyonu ve
identifikasyonu oldukga onemlidir. Ek olarak, hizli influenza testleri gereksiz olan
testlerin sayisim azaltmakta, akilcil antivira kullamminm saglamakta ve gereksiz
antibiyotik kullanmmini engellemektedir. Mevsimsel influenza HIN1 susunda meydana
gelen nokta mutasyonlar 2008-2009 mevsiminde oseltamivir direncini meydana
getirmistir. Influenza A HINI1'i, H3N2'den ayirmaya yarayan hizli tam testleri,
hastanede yatan vakalarda uygun antiviral terapinin uygulanmasini da saglamaktadir.

Nisan 2009'da yeni HIN1 virusu Mekskada ve Amerika'da ilk oncelikli
goriilmiistir takibinde Haziran ayinda DSO bu sus ile salgim pandemi olarak
nitelendirmistir. Virdlanst hakkinda kesinlik olmamasindan dolayi CDC (Hastalik
Kontrol ve Korunma Merkezi; Centers for Disease Control and Prevention; CDC) yeni
HIN1 icin mevsimse influenzaya nazaran daha ski temas izolasyonu Gnermistir.
Dolayisiyla, alttip tespiti dahil influenza tarisi igin gavenilir, dogru ve hizli bir tan: testi
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gerekir. ilk zamanlarda kiltir tar testi icin kabul edilse de sonrasinda vazgegilmistir,
CDC bunun yerine molekiler test panelini gelistirmistir®1%),

Testlerin performansi, influenza virusunda meydana gelen degisikler ve spesifik
test metotlarindaki simirlamalar ve hasta yasindan oldukga ¢ok etkilenmektedir, 6rnek
tipi, toplama zamani, toplama metodu, eklvyon tipi, transport besiyeri, transport
kosullar1 ve gecikmeleri de test performansini etkileyen faktorler arasindadir. Bunun
yani sira, laboratuvar kosullari, test protokol i, reagenler ve ekipmanlarda test sonuglarin
kalitesini etkilemektedir®?,

2.6.1. Geleneksal Hucre Kultura

Geleneksel influenza virus izolasyonu “altin standart’” olarak kabul gérmustr,
ancak gunumizde daha cok a1 yapminda kullanilacak izolatlarin Gretimi igin
kullanilmaktadir. Rhesus maymunlarinin bobrek hicreleri (rhesus monkey kidney;
RhMK) veya Madin Darby Canine Kidney (MDCK) hucrelerinde vira ¢ogalma
mUmkin olup 10-14 gun sonunda sitopatik etkinin gorilmesi ve hemadsorbsiyon testi
ile tam mimkindir. Influenza virus izolatlar tip A ve tip B seklinde immunfloresan
yoluyla identifiye edilebilmektedir. Tam 2-14 gin arasi veya ortalama 3-5 gunde
mumkindur. Influenza virus suslarinda meydana gelecek olan genetik ve antijenik
degisimler konvansiyonel kultir ile izolasyonu cok az etkiler, fakat influenza
virdlansimin  yiksekliginde veya bilinmediginde biyoglvenlige dikkat edilmesi
Onerilmektedir. Hicre kultirt PCR testine gore daha az sensitifdir. Clnkid influenza
virus labildir, érneklerin dondurulmast veya gecikmis inokulasyon virusun enfeksiyoz
Ozelliginin kaybolmasina neden olabilir ve dremenin gecikmesi veya hatali negatif
sonuglara neden olabilir. PCR testinde enfeksiyoz virusa ihtiyag duyulmaz, prosesler
veya gecikmelerden cok az etkilenme olur ve pozitiflik siresi kiltire nazaran daha
uzundur. Son zamanlarda yapilan iki ¢calismada zayif kiltlr sonuclar: rapor edilmistir ki
bu oldukca yasli vakalardan toplanan orneklerde gorulmuistir. Bu vakalarda virusun
dustk titres mevcuttur, suboptimal protokoller, denemeler veya semptomlarin
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gorilmesinden 14 gin sonra Orneklerin toplanmast virusun enfeksiyoz Ozelliginin
kaybol masina neden ol abil mektedir®**,

2.6.2. Hizh hicre Kltiri

Hizli hicre kdltarleri bircok laboratuvarda konvansiyonel kultUrlerin yerini
amistir, cunkd izl ve basttir. Konvansiyonel kultirde influenza pozitifligi
belirlenenlerin %98.6'st hizl1 kiltlrlerde tespit edilebilmektedir. RT-PCR ve XxTAG
revers-transkripsiyon yontemiyle pozitifligi belirlenenlerin ise %88.9'u hizli kilthrler
ile pozitif bulunmaktadir. Dolayisiyla, hizl1 influenza kdltirt hem hiz hem sensitivite
acisindan degerli bulunmaktadir. Kullanimi yaygin olan hizli kiltarler; A-549 hicreleri
ile ya mink lung (R-Mix) veya MDCK hiicrelerinin (R-Mix Too) karigimidir. R-Mix
Too adli hizli kdltlr testi SARS (severe acute respiratory syndrome) koronavirusun
cogalmasinin engellenmesi icin gelistirilmistir. Ornekler santrifljj edilir ve tek tabakal:
hiicre kultirtne inokule edilir. Boylece enfeksiydz ozellikleri artirilmis olur, 1-2 gin
inkube edilir, sonrasinda 7 veya 8 virusu hedef alan isaretli antikorlar vasitasiyla
immunfloresanda incelenmek Uzere fikse edilir ve boyanrlar. Gunimizde HIN1

alttipini belirleyen immunfloresan reageni vardir®.

2.6.3. Hizh Antijen Testleri

Antijen tespiti spesifik antikorlar vasitasiyla viral proteinin belirlenmes esasina
dayanir. Antijen testlerine direkt immunfloresan antikor (DFA) testi, enzyme

immunoassay (EIA), immunkromotografi ve floroimmunoassay dahildir.

Basit olmalar1 ve 10-30 dakikada sonu¢ vermeleri nedeniyle, hizli influenza tam

testleri (Hizli tam testleri; Rapid Diagnostic Tests; RDTS) en yaygin kullanmlan testtir.
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EIA testi influenza antijeninin yakalanmasim gerektiren bir testtir, bunu yikama
adimlar1 bunu takip eder ve ardindan reagenlerin eklenmes gelir. Buna karsin
gunumizde bircok hizl test, immunkromotografi formatim kullanir, 6rnek test stribine
veya kasete aktanilir, 10-15 dakika sonra sonucg okunabilir. RIDTS de pozitif sonug icin
10*10° araliginda influenza partikiilii gereklidir, testin en iyi performans kiigik
cocuklarda elde edilirki bu hastalarda virus titres oldukca yiksektir. Optimal RIDTs
performanst icin, ornek tipi, eklvyon tipi 6nemlidir ve testin protokole gore dikkatli bir

sekilde uygulanmasi gereklidir.

RIDTS larin pandemilerde HIN1 tarmsindaki kapasites bilinmemektedir. Yaygin
kullamlan 3 RIDT’ ne yonelik CDC'’ nin degerlendirmesi mevsimsel influenzaya nazaran
HINZ1'in daha dusik dizeyde belirlendigine yoneliktir. Kitler degisen sensitivitelere
sahip olup bu oran HIN1 icin %40-69 ve mevsimsel influenzaicin %60-83 arasndadir.
Yanlis negatif sonuclar nedeniyle, CDC test sonucuna bagli olarak antiviral terapinin
uygulanmasinm reddetmektedir. Birgok devam eden calismalar, RIDT lerin HINZ1'i
tespit icin mevsimsel influenzaya nazaran dusuk sensitiviteye sahip oldugunu konfirme
etmistir. Bir calisma RIDT’lerin kiltire gore sensitivitesinin geng yetiskinlerden

nazofarinjgeal suruintt érnekleri kullamldiginda %84.1 oldugunu ortaya koymustur.

Pandeminin erken dénemlerinde, New York’ta yapilan biyidk bir calismada
RDT'in ((BinaxNOW) H1N1 pozitifligini belirlemede sensitivitesinin %9.6 oldugu
bulunmustur. Bu distk sensitivitenin sebebi olarak 6rnek kalitesinin zayifligi veya
uygulamay: yapan personelin yeteri kadar bilgi sahibi olmamasi gosterilmektedir. Her
ne kadar RIDTs yuUksek spesifite gosterse de (%96-99), yapilan iki ¢alismada dustk
spesifite (%48-50.7) tespit edilmistir. Bir ¢alismada tniversitede RIDT'lerin %92.3
oraninda spesifiteye sahip oldugu belirlenmistir. Benzer bir calismada kii¢tik hastane ve
doktor ofiderinde ise bu oran %43.1 olarak tespit edilmistir. Bu sonuclar test
performansinin gozlemlenmesinin kritik 6neme sahip oldugunu gostermektedir, yanlis
pozitif sonuglar yanlis karar alinmasina neden olabilir, bu sonuclar hasta yonetiminde
kullamliyorsa asirt dikkat edilmelidir.

Son gelismeler, otomatik okuyucu kullanan iki floroimmunoassay tasiyan cihazi

bildirmektedir, cihaz inkubasyon peryodu sonunda sonucu otomatik olarak
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yazcdirmaktadir ki bu sonu¢ dogrulugunda artis1 beraberinde getirmektedir. Okuyucu
ayrica hastane hilgi iletisim sistemine baglanabilmekte ve bu sayede gider ve yazilim
hatalar1 asgari seviyeye indirilebilmektedir. Son HIN1 attipinin belirlenmesinde 3M
adli RIDT ilerlemis sensitiviteye sahiptir. Yeni FlulD adh test influenza A ve B'yi ve

mevsimsel H1 ve H3 alttiplerini de belirlenmektedir(33%6:37:383940)

2.6.4. immunfloresan Test

DFA eksfoliye respiratuvar epitelyal hicrelerdeki  viral  antijenleri
belirlemektedir, kaliteli ornek kullanilmalidir ve RIDT’e gbre daha sensitiftir. DFA
Klinik viroloji laboratuvarlarinda gecen 10 yil boyunca oldukca popllariteye
kavusmustur. Bunda etken Ozellikle yiUksek kaliteli havuzlastirilnus monoklonal
antikorlaridir. DFA testi ileinfluenza A ve B, RSV, PIV 1, 2, 3 ve adenovirus tek hticre
spotlunda belirlenebilmektedir. Orneklerin hazirlanmasi ve sonucun raporlastiriimast 2
saat icerisinde gergeklesmektedir. Tespit oram ise %85-95 araligindadir. Sitospin’in
lamlarin hazirlanmasinda kullamlmas: sensitiviteyi glclendirmekte ve 1-2 pozitif
hiicrede bile dogru identifikasyona izin vermektedir. DFA testinin manuel test
olmasindan kaynakli uzmanlik ve dogru yorumlama dnemlidir, dolayisiyla DFA testinin
sensitivites ve spesifites laboratuvarlar arasinda oldukca degiskendir. HIN1 pandemisi
sirasinda DFA testinin sensitivites beklenenden distk cikmistir. RT-PCR’a nazaran
%47-93 araligindadir. “42%),

2.6.5. Nukleik Asit Testleri

Influenza virudar insanlarda respiratuvar bolge enfeksiyonlarimn baslica
sebebidir, morbidite ve mortalite oram yuksektir. Sadece Amerika da her yil 36.000
Kisi bu hastaliktan 6lmektedir ve 200.000 hasta yatis1 olmaktadir, hatta bazi yillarda
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daha yiksek mortalite bildirilmistir. influenza A alttipleri 1918 pandemisi (HIN1),
1957(H2N2) ve 1968 (H3N2) gibi beklenmedik pandemilere neden olmustur. HPAI
H5N1 1996’ da Asya da baslayan pandemiyle giindeme gelmistir. Beklenmedik sekilde,
21. yuzyilin ilk pandemisini yeni HIN1 influenza A virusu Mart 2009’ da Meksika ve
Glney Bati Amerika da meydana getirmistir. ilerleyen aylarda, kiresel boyutlarda
yayilim gostermis olup internasyonel komite tarafindan halk saglhigim tehdit eden
boyutlara ulastigi bildirilmistir. Bu pandemi influenza A’min hizli, dogru ve sensitif

tamsinin acil bir gereksinim oldugunu kesinlikle géstermistir.

Influenza virusun slirveyans: ve ortaya c¢ikis: icin hizli ve dogru tam metotlar
sarttir. Salgin yonetimi, antiviral terapinin zamaninda uygulanmasi, profilaks ve
enfeksiyon kontrolii icin erken taru gereklidir. influenza A virusunun tiplemes ve
attiplemesinde kullamlan geleneksel ‘’altin standart’” virusun izolasyonu ve takiben
antijenik test kullanlarak HA ve NA alttiplemesidir. influenza enfeksiyonlan hakkinda
dogru bilgi serolojik analizlerle de elde edilebilir, fakat bu yontem konvelesan ve akut
serum gerektirdiginden retrospektif bir metottur. Bu her iki metodun pratikte aym anda

uygulanmast mumkuin degildir, zira serolojik reagenlerin eksikligi sdz konusudur.

Embriyonik tavuk yumurtast veya doku kuiltirinde virusun cogaltiimast
karakterizasyon icin yeteri kadar virus saglar, ancak bu yontem oldukc¢a zaman alici ve
emek yogun bir calismadir. Antijenik testlere tabi tutulmasi, transport ihtiyaci veya
uygun saklama kosullarinin gerceklesmesi igin 3-7 gun gerekmektedir. Diger influenza
A virus testlerinden antijen testleri, klinik tan: icin izl tamy: saglar, yaklasik 30 dakika
icerisinde sonu¢ elde edilir, fakat bu testler disUk sensitiviteye sahiptir ve yuksek
kalitede drnege ihtiyag soz konusudur. Bazi antijen testleri, 6rnegin hizli influenza tam
testleri influenza A ve B'yi tespit edebilir, fakat A dlttiplerini belirleyemez. Bu
geleneksel metotlarin sinirlayict  yonlerine ragmen, bu testler influenza A virus
enfeksiyonunun identifikasyonu ve kontrol U i¢in sarttir. PCR-bazl1 teknik uygulamalar,
mikroarray ve diger molekuler sekanslama ve alttipleme metotlari son yillarda oldukca
gelismistir (3343,44,45,46.47)

RT-PCR RNA virusarimin molekller amplifikasyonunda oldukca fazla

kullamlan yotemlerden biridir. Klinik orneklerden ekstraksiyon ve purifikasyonu
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otomatik ekstraksiyon enstrumanlart gerceklestirmektedir. Real-time PCR testi
amplifikasyon ve deteksiyon adimlarini kombine etmektedir, test stiresinin kisa olmasi,
kros kontaminasyonun azalmasi ve viral yuk tespiti onemli 6zelligidir. Buna karsin, tek
multipleks reaksiyonda en fazla 4 realtime test kombine edilebilir. influenza tarisinda
2008’ de 3 molekiler test FDA tarafindan kabul edilmistir; Prodesse Proflu+, multipleks
RT-PCR protokolUdur ve influenza A, influenza B ve RSV'yi belirler. Luminex xTag
respiratuvar Virus Paneli (RPV), Luminex flow sitometrede amplikonlarin tespiti
esasina dayanir ve konvansiyonel RT-PCR sonrasi etken tespit edilir ve son olarak CDC
influenza real-time PCR paneli 0zellikle halk sagligi laboratuvarlar: igin Uretilmistir, 6
monopleks belirlenim igerir. Her 3 test influenza A ve B tiplerini, son ikisi bunun yam
siramevsimsel H1 ve H3 alttiplerini de tespit eder.

CDC, 29 Nisan 2009 da RT-PCR protokultni domuz A ve domuz H1 tespiti
icin DSO web sitesinden onermistir. Laboratuvarda bu testin  kurulumunu
gerceklestirmis ve *’home brew’’ adini vermislerdir, buna karsin bazi modifikasoyn ve
hatalar dolayisiyla test verimli olmamustir, verimlilik kazanmak icin daha hizl
versiyonlar veya multipleks RT-PCR testleri HIN1 belirlenimi ve tiplemes icin
Onerilmektedir. Real-time PCR ekipmanlari olmayan Avrupa daki laboratuvarlar igin
PCR testleri uygundur. Real-time nikleik asit sekans bazli amplifikasyon (NASBA) ve
yeni izoterma metotlar PCR’a nazaran hizli, kolay ve ucuz yeni HIN1 tams ve
tiplemesi icin gelistirilmistir. Birgok yeni ticari HIN1 RT-PCR kitleri yakin zamanda
FDA tarafindan kabul edilecektir. Highir test %100 sensitif degildir, buna RT-PCR da
dahildir. Multipleks testler cok verimli ve dustk maliyetli olsa da, monopleks RT-
PCR’a nazaran daha az sensitiftir. Laboratuvarlarn sirkile olan virusda bir niklelk asit
sekans degisiminden bile molekiler metotlarin etkilenebilecegi konusunda uyariimasi
gerekmektedi (3344 45:46.48)

2.6.5.1. Konvansiyonel Revers Transkriptaz PCR Testi

Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) influenza A virus enfeksiyonlarinin
tamsinda yeterli hizliliga sahiptir. Birgok RT-PCR teknigi tek adimli veya iki adimli
olarak gerceklestirilir. Tek adimli RT-PCR metodunda revers transkripsiyon ve PCR
birlikte gerceklestirilir, buna PCR primerleri, oligo(dT) primerleri veya revers
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transkripsiyon icin gelisigiizel primerler dahildir. ki acimli RT-PCR'da ise ilk 6nce
revers transkripsiyon ardindan PCR uygulamasi stz konusudur. Purifiye influenza viral
RNA’st 6nce revers transkripsiyona tabi tutulur ve komplementer DNA
(complementary DNA; cDNA) elde edilir. Sonrasnda cDNA spesifik primerler ile
amplifiye edilir. Influenza A virusunda bulunan 8 genetik segment icin *’ Multisegment
RT-PCR” yaklasimi gelistirilmistir. Bu yontem virus alttipini belirlemede es zamanli
genomik RNA segmentlerini amplifiye etmekte ve insan nazofaringeal ve orafaringeal
surintisti  kullamlmaktadir. Tam genomun amplifikasyonu ile 0zellikle hicre
kiltarinde izole edilemeyen bazi viruslart analiz etme sorunu ortadan kalkmaktadir ve
sonrasinda sekans analizi ile virus attipi de belirlenebilmektedir. Farkli 16 HA ve 9 NA
bulunmasindan ve sekandlarimin degisken Ozellikte olmasindan dolayr influenza
dttiplerinin belirlenmesi oldukca guctir. Dejenere RT-PCR testi yeni gen ailelerinin
veya yeni genlerin bulunmasinda oldukga guclt bir metoddur. Akraba genlerin tekrar
eden sekandarinin belirlenmesi dejenere primerlerin  hazirlanmasim ve metodun
uygulanmasim  saglamaktadir. Influenza alttiplerinin tarust icin hizli prosedirler
gerekmektedir, bu maksatla bircok grup aym anda farkli HA’lar1 tanimlayabilecek
protokoller gelistirmislerdir.

Ga ve ark.“Y HA belirleyen metot gelistirmislerdir ve buna PanHA RT-PCR
adini vermislerdir. Bu metotta 16 HA alttipinde 164-176 aminoasit icerikli fragmanti
amplifiye etmek icin 5 tane degenere primer kullamimaktadir. Bu PCR drdnleri
prekirsor hemaglutinin olan HAO kesim boélgesinin molekuler karakterizasyonu igin
kullanilabilir. Ayrica H5 ve H7 nin dttiplemes icin ve H5 ve H7 olmayan dlttiplerin
belirlenmesinde kullamlabilir. Alaska vahsi kuslarinda yapilan influenza A
calismasinda, Wang ve ark.®® 4 parca dejenere primer kullanarak bilinen ttim Avian
influenza A dttiplerinin tamamim etanol fikse kloak surtnttisinden amplifiye
edilmesini denemislerdir. Bu degenere primerlerin kullamlmasi, varolan viruslarin
attiplemesini dogru sekilde saglamakta, miks enfeksiyonlarin belirlenmesini de
mUmkin kilmaktadir. Etanolde sirintl drneklerinin fiske edilmesi oda sicakliginda
mUmkindir. Bu sayede saklama ve transport maliyeti azalmakta ve ayrnica zaman
kazandirmaktadir. Avian influenza A virus surveyansinda HA alttiplerini belirleyen bu
metod kolay ve pahali olmayan bir metottur. influenza A virusunun NA genlerinin

belirlenmesi  ve dttiplerinin  belirlenmesi  icin  degjenere RT-PCR testi de
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kullamilabilmektedir. Influenza A ve alttiplerinin belirlenmesi icin gelistirilen ve
yayimlanan bircok RT-PCR testi matriks (M1, M2) ve HA segmentlerinin
belirlenmesine yoneliktir, fakat son zamanlarda NA’'nin belirlenmesine yonelik de
metotlar gelistirilmistir. Alvarez ve ark.®Y 9 NA alttipini belirleyebilecek dejenere
primeri, M13 tag'la birlikte gelistirmislerdir. Bu ¢alismada amplifiye edilen 253 bp’lik
bant 40 femtogramda gorunir halde tespit edilmis ve agaroz jelde gorintilenmis bitin
bantlar direkt sekanslama icin yeterli miktarda elde edilmistir. Bu metod influenza A

virus NA gen alttiplemesi icin tanimlamay: saglamaktachr®®.

2.6.5.2. Real-Time RT-PCR Testi

Real-Time PCR, PCR bazl1 teknolojiler icinde en dnemli gelismedir. Bu teknik
hedef DNA molekilunin amplifiye ve aym zamanda kantifiye edilmesini
saglamaktadir. Simdilerde, TagMan, “molekiler beacons’, “scorpions’ ve SYBR green
gibi farkli teknikler genel kullammdadir. Bltln bu testlerde PCR Urtnlerinin tespiti
yayilan floresan sinyalin olgimu ile gergeklesir. Real-Time RT-PCR ve RT-PCR
influenza A virus tespitinde yaygin ve artan sekilde kullamlmaktadir, tam ve stirveyans
bu protokolle belirlenebilmektedir ki yiksek sensitivite, iyi tekrarlanabilirlik ve
kantifikasyon 6zelligi tasimaktadir. Gegen 10 yilda, real-time PCR avian influenza

virusun yayiliminin belirlenmesi, salgin ve arastirmaicin rutin kullamilmaktadir.

Real-time PCR testlerinin ¢cogu influenza A virusunda Tagman PCR yaklasim
ile gerceklestirilmektedir, PCR Urinuntn internal bolges ile hidrolize olacak probun
varligr yuksek sensitivite ve spesifiteyi beraberinde getirmektedir. Farkli influenza
adttiplerinde matriks gen segmentinin konserve dogasindan kaynakli olarak spesifik
matriks gen primerleri ve problan influenza virus tiplemesi icin kullamlmaktadir ki bu
insan ornekleri icinde gecerlidir. Bir diger matriks gen bazli real-time PCR insan ve
hayvanlarda influenza taramasi ve tiplemesi i¢in kullanilmaktadir. Bu test 6zellikle HA
veya NA negatif oldugunda 6nemlidir, Alaska da vahsi Ordeklerde ¢ok genis alanda
calismalar yapilmis olup, calisma Runstadler ve ark.®? tarafindan gerceklestirilmistir.
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Influenza A virus matriks genine spesifik TagMan prob ve primerleri kullanilms olup,
kloakdan alinan siruntiler incelenmistir ve vahsi Ordeklerin  %25.6'st  pozitif
bulunmustur. Bir diger calismada, Avian influenza A suglari, insan ve domuz orjinli
olarak arastinlmstir, calismada matriks gen sekans homolojisi dikkate alinmistir ve bu
maksatla “Minor Groove Binder’’(MGB) adli problar dizayn edilmistir. Bu test son
derece sensitifdir, bunun yam sira Amerika daki canli kus pazarinda H5 ve H7 avian
influenza virusunun patojenitesini belirlemeicin real-time RT-PCR (rRT-PCR) yontemi
kullanil maktadr®?,

Asya orijinli HPAl H5N1 vahgi ve evcil avian turlerinde enfeksiyona neden
olabilmektedir ki bunun yam sira insanlarda ve memelilerde enfeksiyon yapmaktachr,
Bircok Tagman rRT-PCR metotlart HPAI H5N1'in HA, NA ve matriks proteinlerini
belirlemek icin gelistirilmistir. Kardiyak ve iskelet kaslarinda viral replikasyonun
arastirilmasi igin tavuklaraintranazal inokulasyon yapilmis olup sonrasinda tavuk etinde
HPAI H5N1 varligi rRT-PCR yontemiyle arastirilmustir.

Chen ve ark.®¥ 2007’ de sensitif ve spesifik rRT-PCR yontemini influenza A
alttipi olan H5N1 tespiti igin gelistirmislerdir. Son zamanlarda, HPAI H5N1 virus tarusi
icin HA'nin farkli bolgelerini hedef alan iki set primer ve prob dizayn edilmistir,
sonuglar yukaridaki protokolle yapilan testin H5 alttipi icin spesifik ve enfekte kuslarda
HPAI H5 RNA'y1 tespit edebildigini gostermektedir. Benzer metot daha dnce H5N1 ile
enfekte hastalarin Orneklerinde uygulanmis olup HPAI H5 RNA’mn kantifiye ve

belirlenmesi icin amaglanmistir™®.

Influenza A HINZ1'in 2009’ da pandemisinin ortaya ¢tkmasi ile birlikte, real-time
PCR metotlar1 tami ve yayilimin takibi icin birincil metot olmustur. HIN1 salgimin
ortaya cikmasindan kisa bir stire sonra CDC real-time PCR protokol i gelistirmistir. Tek
adiml1 rRT-PCR yaklasimi olan bu protokol ile hedef olarak A/HIN1'in matriks geni
taminmaktadir. HIN1 tespitinde oldukga basarili sonuglar vermistir ve mevsimsel
influenza A, HIN1 ve H3N2 dlttipleri ile domuz orijinli influenza A(HIN1) kros
reaksiyon gostermektedir. Yeni influenza HIN1 in belirlenebilmes icin aynca HA ve
NA genlerini hedef alan Tagman problarn gelistirilmistir, mevsimsel HIN1 ve H3N2

icin insan respiratuvar ornekleri kullanilmistir. Cok yakin bir zamanda yapilan
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calismada, birgcok floresan isaretli nikleik asit hidroliz problari Universal prob
kituphanesinden secilmis olup, pandemik influenza A(HIN1)’'da HA ve NA gen
segmentlerini hedef alan real-time PCR protokolt gelistirilmistir. Bu testin analitik
spesifite ve senditivites Alman arastincilaninin - verileri  ile  esdeger kabul

edilmigtir“3°5%9),

SYBR green erime egrisinin tek noukleotid polmorfizminin analizinde
kullanilmasi, identifiye edilmesi ve haritalanmast miumkindidr, bundan dolayr bazi
arastirma gruplan influenza A virusunun kantitasyonu ve tiplendirmesi igcin SYBR
green bazli real-time PCR uygulamas: gelistirmislerdir. Krafft ve ark.®" tarafindan
2005’ de etanolle fikse edilmis strintt drneklerinde 2002-2003' de birlikte sirkiile olan
influenza HIN1 ve H3N2'nin matriks genindeki farkli mindr sekans varyasyonunun
erime sicakhigr ile (Tm) tespit edilecegi belirlenmistir. Bu SYBR green testinin
amplifikasyon simirn 390 femtogramdir (yaklasik 50000 viral kopya). Cok yakin
zamanda yayinlanan bir raporda, SYBR green bazli real-time PCR protokoltntn
mevsimsel influenza A (H3N2) ile yeni A HIN1 virusunun ayiriminin egrilik farkindan
belirlenebilecegi bildirilmistir. SYBR green bazli RT-PCR ile Tagman rRT-PCR vahsi
kuslarda influenza A virusu taramalarinda sensitivite agisindan karsilastirilmistir. Bu
calismada, iki SYBR green reaksiyonu ve bir Tagman rRT-PCR protokol U her bir 6rnek
icin karsilastinlmistir. Sonuclarda gostermistirki iki SYBR green testi spesifik prob
kullanilan protokole gore influenza A tespitinde daha iyi performansa sahiptir*®).

2.6.5.3. Multipleks PCR Testi

Multipleks PCR birden ¢ok hedef DNA’y1 amplifiye eden bir protokoldir ve tek
bir reaksiyon tiptnde birden fazla primer kullamlmaktadir. Konvansiyonel RT-PCR
veya real-time PCR ile yaplan multipleks PCR testi basarili sekilde influenza tip
tespitinde ve alttiplemede kullamlimaktadir. Gegen 10 yilda dizayn edilen bir ok
multipleks PCR testi HSN1 identifikasyonu igin gelistirilmistir. Wu ve arkadaslari, tek
tUpte influenza virus A tipleri ve HSN1 tarusini 4 set primer kullanarak multipleks rRT-
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PCR metodu ile basarmuglardir. Chararaein ve arkadsslari, avian influenza virus
dttipleri olan H5, H7 ve H9u dttip spesifik multipleks RT-PCR kullanarak
tammlamislardir. Ong ve arkadaslar: tarafindan yapilan bir calismada, distk patojeniteli
avian influenza dttipleri icin SYBR-green bazli multipleks rRT-PCR metodu
gdlistirilmis olup influenza A virusu ve NP, H9 ve H2 gen bolgelerinin aym anda
belirlenebilecesi ve Tm farklilig: ile bunun yapilabilecegi tespit edilmistir. Influenza A
tespitinde Amerika da FDA (Food and Drug Administration; Gida ve ilag Dairesi)
tarafindan ticari olarak kabul goren ve yukarda bahsedilen metotlara gbre respiratuvar
viral panel (RVP) icin dizayn edilmis tek kit xTAG RVP Assay (Luminex Molecular
diagnostic, Inc., Toronto, CANADA) multipleks RT-PCR kokenlidir ve ayni anda 20
virusu ve attiplerini tespit edebilmektedir®&D,

Influenza HIN1 virusunun neden oldugu 2009 pandemisinin molekiler tespiti ve
yayilimini tespit ile 25 Nisan 2009'da DSO yeni influenza virus (HIN1) salgimim
deklare etmistir. DSO 11 Haziran 2009’ da, pandeminin 6. faza yikseldigini ve virusun
kiresel yayilimim tamamladigim bildirmistir. Bu yeni HIN1 virusunun virllans: ve
sahip oldugu farkl1 6zellikler hakkinda bilgi sinirl1 da olsa, genetik karakterizasyonu ve
erken tespiti politik kararlara, as1 ve ilag tedavisine ve hastane yotnetimine isik
tutmaktadir. Amerika’da, Ulusal Respiratuvar ve Enterik virus yayilimi sistem
laboratuvar influenza tamsim sistemine eklemistir. Influenza 2009 salgininin
baslamasiyla birlikte, serolojik tespit influenza A virus tespiti agisindan c¢ok sik
kullanilmigtir, fakat yeni ortaya ¢ikan domuz orjinli influenza HIN1 virusunu
belirlemekte yetersiz kalmistir. CDC rRT-PCR temelli bir metot gelistirmistir ve yeni
HAIN1 virusunda HA ve matriks genlerini hedef almaktadir. Bu rRT-PCR Domuz Flu
Panel testi FDA tarafindan kabul edilmis olup klinik influenzatesti olarak uygulanmstir
ve dinya genelinde hizl1 bir sekilde arastirma ve klinik |aboratuvarlarina dagitilmistir ki
maksat yeni influenza A(H1N1) virus enfeksiyonu hakkinda dogru bilgi sahibi olmak ve
bunun zamaminda uluslararast komiteye bildirilmesidir. Bu real-time PCR protokoli
respiratuvar klinik orneklerde viral antijen tespiti icin RIDT lerle mukayese edilmistir.
RIDTs ile karsilastinnlan rRT-PCR sonuclarina gore sensitivite mevsimsel influenza
A(HIN1) igin %60-80, mevsimsal A(H3N2) icin %80-83 ve yeni influenza A(H1IN1)
Icin %40-69 araligindadir.
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Ek olarak, sagin sirasinda diger PCR bazli molekiler protokoller hizli bir
sekilde gdlistirilmis ve arastirma ve klinik laboratuvarlarinda kullanilmistir. Yeni
influenza A HIN1 virusunun 2009 Nisan sonlarinda Milwaukee' de (W1, USA) biyuk
bir salgin meydana getirmesi sonrasi, He ve arkadaslari, multipleks RT-PCR enzim
hibridizasyonuna dayal: hizli ve dogrulayici bir test (FluPlex, Medical College of
Wisconsin, WI, USA) gdlistirilmiglerdirki bu protokol eyalette ilk enfekte hastalar
tespitte kullanilmustir. Bu protokol yeni influenza A virus HIN1 ve influenza A ve B
tipleri ile influenzaviruslarinin H1, H2, H3, H5, H7, H9, N1 (insan ve hayvanlarda), N2
veya N7 dttiplemes icin spesifik olarak dizayn edilmistir. Yar1 otomatik sistem olarak
“FluPlex” influenza A virus tespitinde kullansl bir platformdur. Klinik seyir ve kontrol
amaciyla Wang ve arkadaslari, tek tlp reaksiyonunda 2009 pandemik HIN1 virus ve
mevsimsel insan HIN1 virusunu belirleyebilecek ve ayirt edebilecek bir real-time
protokol i gelistirmiglerdir. Hong Kong' da, 2009 pandemik HIN1 virus enfeksiyonunu
konfirme edecek edecek SYBR green | real-time PCR protokoli gelistirilmistir.
Influenza A virus matriks gen segmentinin RT-PCR ile pozitif ve RT-PCR ile H1
(mevsimsel) ve H3 icin negatif olmast durumunda hasta drneklerinden virusun HA

geninin 83bp fragmant: amplifiye edilmistir.

HIN1 2009 pandemisine karsi, birgcok Ulke virolojik tarama sistemlerini
guclendirmis ve yapilandirmistir. PCR bazli molekller tam testler bir¢ok tlkede saglik
kurumlar: tarafindan influenza A, B, mevsimsal A(HIN1 ve H3N2) ve 2009 pandemik
influenza A(HIN1) tammlamasi igin kullamilmaktadir. Y akinlarda, CDC rRT-PCR ve
diger 3 rRT-PCR protokolii kiyaslanarak pandemik influenza A(H1N1) tespitinde
sensitivite ve spesifites: yoninden degerlendirilmistir. Molekuler tan: laboratuvarlarinin
2009 pandemik influenza A(HIN1) virusunu diger sirkile olan influenza A
viruslarindan ayirt edebilmesi kritik éneme sahiptir®®.

2.6.5.4. DNA Mikroarray Testi

DNA mikroarray teknolojisi, sabit oligonukleotidier problar veya robotik

sabitlenmis DNA'’lar icermektedir ve aym anda binlerce farkli nikleik asit sekansi
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taramada  kullamIimaktachr. Influenza A surveyans boyunca identifikasyon ve
alttiplemede anlaml: bilgiler sunabilecek bir uygulamadir. MChip adi verilen (InDevR,
CO, USA) bir mikrocip influenza matriks gen segmentini hedef alarak alttipleri
belirleyebilmektedir. Bu metot daha sonra A/Brewig Mission/1/1918 dahil olmak Uzere
eski yillara ait 16 A HIN1 dttipin tespiti icin gdlistirilmistir. MChip 16 virusa ait
matriks gen segmentini basarili bir sekilde tespit etmistir. Townsend ve arkadaslari,
HIN1, H3N2 ve HS5N1'in tams icin distk dansiteli oligontkleotid mikroarray
gelistirmiglerdir. Respiratuvar patojen mikroarrayin 2009’ da, yeni versiyonu (TessArray
RPM-Flu 3.0 ve 3.1, TessArae, LLC, VA, USA) gelistirilmistir. Bu uygulama tek bir
testte influenzamin tim alttiplerinin HA ve NA genlerini tespit edebilmektedir. Huang
ve arkadaslari, influenza A virusunun H1, H3, H5, N1, N2 ve matriks genlerini ve
influenza B virusunun NS genini tespiti i¢in iki adiml1 revers transkripsiyon- multipleks
PCR'1 mikroarray tipleme ve dlttipleme ile kombine ederek yeni bir uygulama
gelistirmistir626369,

2.6.5.5. Pyrosequencing Test

Pyrosequencing, DNA dizisine yeni bir nikleotid eklenmesiyle pirofosfatin
serbest birakilmasina dayanan DNA sekanslama teknigidir. Enzimatik reaksiyonlar
sonucunda eklenen nikleotid sayisi ile orantili olarak 151k emisyona ugrar ve hedef
DNA ile baglantt gergeklestiren nikleotidler hakkinda bilgi ve veri sunar.
Pyrosequencing’in genomik sekans testinde bazi1 sinirlamalar mevcuttur ki bunlardan en
onemlisi okuma uzunlugunun c¢ok kisa olmasi ile alakalidir. ilaca direncli virudarin
yayiliminin ortaya gikmasi ile birlikte pyrosequencing ¢ok gucl bir teknik sunmaktadir.
Influenza A H5N1 virusunda NA inhibitorlerinin ve M2 iyon kanal1 bloklayicilarina
kars1 direnc hizli olarak bu metotla belirlenebilmektedir ve bunun yam sira NA
inhibitorlerine kars1 diren¢c mutasyonlar: da belirleyebilmektedir. Pyrosequencing, RT-
PCR teknigi ile kombine edilebilmekte, boylece influenza A alttipleri HIN1, H3N2 ve
H5N1 de meydana gelebilecek NA inhibitor direng mekanizmalan aminda, hizli ve

dusik maliyetle tespit edilebilmektedir. HSN1 viruslarinda meydana gelen ve artis
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gosteren farklilik yine pyrosequencing metodu ile belirlenebilmektedir. Pyrosequencing
RT-PCR HA geninin 6zellikle degisken bolgelerini amplifiye ederek farkli HSHA
suslarin: tespit edebilmektedir®®.

2.6.5.6. NUkleik Asit Sekans Bazli Amplifikasyon Testi

Nukleik asit sekans bazli amplifikasyon (Nucleic Acid Sequence Based
Amplification; NASBA) adi verilen teknik izotermal nukleik asit amplifikasyon
metodudur ve transkripsiyon bazli amplifikasyon sisteminden gelistirilmistir. Lav ve
arkadaglar tarafindan 2004’ de avian influenza A virus H5 ve H7 dttiplerinde HA
geninin belirlemek icin tasarlanmistir. NASBA metodu ayrica dustk patojeniteli
influenza virusdarin ve HPAI H5 avian influenza virusun tespiti igin
kullanilabilmektedir. Son yapilan bir ¢calismada, real-time NASBA metodu influenza
A(HIN1) ve A(H3N2) nin tespitinde kullanilmstir, bunun yani sira influenza B, RSV
ve human metapneumovirus (hMPV) tamsi gerceklestirebilmektedir. Bu prosesin
basitligi influenza A virus tamsinda alternatif teknik ve verimli bir test olarak
gorul mektedir®7.

2.6.5.7. Loop-Aracih izoter mal Amplifikasyon Testi

Loop-Aracili  Izotermal ~ Amplifikasyon  (Loop-mediated  isothermal
amplification; LAMP) adh verilen spesifik, verimli ve hizli teknik PCR ile benzerlik
gostermektedir, fakat DNA  amplifikasyonu izotermal  kosullar  atinda
gerceklesmektedir. Bu metotda DNA polimeraz kullamimakta olup hedef DNA’ daki 6
farkli bolge 4 set spesifik primer ile amplifiye edilmektedir. Birgcok deneysel veri
LAMP 1in HPAI H5N1 ve diger influenza viruslarimin tespitinde sensitif ve hizli metot
oldugunu gostermistir. RT-LAMP avian influenza virusun H9 alttipini belirlemek igin
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gelistirilmistir, izl1 ve sensitif bir tekniktir ki RT-PCR’a goére 10 kat sensitiftir, vahsi ve
evcil kuslarda genis capli tarama olanag! da saglamaktadir. Bu metot ayrica influenza
A H1 ve H3 dttiplerini belirleyebilmekte ve influenza B virus suslarim da tespit
edebilmektedir, bunlara HPA| H5N1 tespiti de dahildir 869

2.7. influenza Virus Enfeksiyonlarinda immun Cevap
2.7.1. Dogal (innate) Iimmunite

Influenza virus enfeksiyonlarna kars: ilk defans savunmasi dogal immunite ile
verilir. Mukus ve kollektinler gibi komponentler solunum yolu epitelyal htcrelerinin
enfeksiyondan korunmasim saglar, dogal hticresel immun cevabin hizli gelismesi vira

replikasyonun sinirlandiriimasim beraberinde getirmektedir.

Influenza A Vvirus ile enfekte hiicrelerde, patojenle iliskili molekiler patern
(pathogen-associated molecular pattern; PAMP) olan influenza A viruslannin viral
RNA’st patern tamyan reseptorler araciligi ile (Pattern recognition receptors, PRRS)
tanimir. PRR’ler toll-benzeri reseptorler (Toll-like receptors,TLRS), retinoik asit ile
indUklenebilir gen-1 protein (RIG-1) ve NOD-benzeri reseptor ailesi pryin domaini
iceren 3 (NOD-like receptor family, pryin domain containing 3; NLRP3) proteindir.

TLRY7 tek zincirli viral RNA’ya baglanir. TLR3 ¢ift zincirli viral RNA’y1 tanir.
RIG-1 ise tek zincirli 5° ucunda trifosfat tasiyan RNA’ya baglanir. Bu reseptorlerin
sinyaizasyonu ile proinflamatuvar sitokinler ve Tipl interferonlar Uretilir. Interferon-
beta Uretilir ve interferon regulator faktor 7' nin (interferon regulatory factor 7; IRF7)
regulasyonu ile interferon-afa ve interferon-beta ekspresyonu sitmile edilir.
Interferonlarin glcl antiviral aktiviteleri vardir ve protein sentezini inhibe edip viral
replikasyonu durdururlar. Tip 1 interferonlar JAK/STAT sinyalizasyon yoluyla
interferonu stimiile edici genleri aktiflestirirler. interferonun stimiile ettigi genlerden
biri, myxovirus (MX) genidir. MxA proteinini kodlar, GTPase aktivitesine sahip gticlU
antiviral aktivitess vardir ve influenza virus replikasyonunu inhibe eder. Tip |

interferonlar dendritik hicreleri de stimile ederler bu yolla CD4+ ve CD8+ T
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hiicrelerine antijen sunumu guclenir ve adaptif immun cevabin devamliligi saglanir.
NLRP3 reseptori, stoplazmada molekiler bir kompleks olan NLRP3
inflammozumunun (“inflammasome”) bir parcasidir ve influenza virusuna Kkarsi
immunite ile iliskilidir. influenza virus M2 iyon kanalimn aktivasyonu ile NLRP3
inflammozumu uyarilir ve kaspaz 1 aktive olur, bu sayede pro-IL-1 beta, IL-1 beta'ya
donustr ki bu Thl7 hicrelerinin indiksiyonunda rol oynar, aym zamanda antijen

spesifik CD4+ T hiicrelerinin sayisinda bu yolla artis saglanr{™ 7727379

2.7.1.1. Alveolar Makrofajlar

Influenza virus enfeksiyonlaninda alveolar makrofajlar alveollarda meydana
gelen enfeksiyonla aktive olurlar ve fagositoz yoluyla influenza ile enfekte hicreleri
yok ederler, bu da viral yayilimi sinirlar. Diger taraftan, makrofajlarin aktive olmasi ile
birlikte akcigerde influenza enfeksiyonu stiresince nitrik oksid sentaz (NOS-2) Uretilir.
Bununla birlikte timor nekroz faktér (TNF-alfa) da Uretilir, bu yol influenza virusuna
bagli patolojiye katkida bulunur. Bu iki farkli fonksiyon ile influenza virus
enfeksiyonlarina kars1 dengelenmis 6énemli bir immun cevap gerceklesmektedir, yiksek
patojeniteye sahip avian virus enfeksiyonlarinda yiksek dizeyde immunopatoloji
gelismekte olup bu viruslarin kanda bulunan makrofajlar ve alveolar makrofajlar:

enfekte ettikleri gosterilmistir.

Kanda bulunan makrofajlarin influenza A/H5N1 ile enfekte olmalan yuksek
diizeyde pro-inflamatuvar sitokinlerin dretilmesine neden olmaktadir. Aksine, HSN1 ile
enfekte alveolar makrofgjlar verimli virus Uretimi gostermemektedir ve distk seviyede
pro-inflamatuvar sitokin dretimi soz konusudur. Daha da fazlas, aveolar makrofajlar
immun cevab regile eder ve 6zellikle antijen spesifik T hiicre immunitesinin gelisimini
tetiklerler. H5N1 gibi influenza viruslarimin aveolar makrofgjlar enfekte etmesi bu
hicrelerin immunsupressif fonksiyonunu zorlastirabilir. Alveolar makrofglar ve immun

cevaptaki rolleri daha fazla arastirlmasi gereken bir konudurt™"®.

33



2.7.1.2. Dendritik Hlcreler

Dendritik hicreler antijen sunan profesyonel hicrelerdir, ¢zellikle influenza
virus enfeksiyonlarinda bu gecerlidir. Konvansiyonel dendritik hiicreler bttin solunum
yolu epiteli boyunca epitelin altinda lamina propriada ve bazal membranin Gstlinde
lokalizedir, solunum yolu epitelyum hiicrelerenin arasina uzanan dendritleri ile solunum
yolu lumenini patojenler icin sirekli gozlerler. Konvansiyonel dendritik htcreler
virionlarin tespiti ve opsonize (nétralize) edilmesinde dnemli role sahiptir, virionun
hiicreye girmesi ile birlikte konvansiyonel dendritik hiicreler goc ederler ki bu gocte
CCRT7'ler (C-C chemokine receptor type 7) rol alir, afferent lenfatik sistem yolu ile lenf
nodlarina drene olurlar. Burada influenza virusdan derive antijenleri Th (T helper; T

yardimci) hiicrelerine sunar ve aktive ederler.

Konvansiyonel dendritik htcreler viral proteinleri degrade eder ve olusan
immunopeptidleri (epitop) MHC simif | ve |11 yoluyla sunarlar. MHC | sunumu igin
influenzadan derive olan peptidier sitozole yayilirlar. Bu proteazomlar vasitasiyla
gerceklesir, ardindan endoplazmik retikuluma transporte olurlar ve burada MHC sinif |
moleklllerine baglanirlar. Sonrasinda MHC simif [/peptid kompleks golgi  aygiti
vasitasiyla hiicre membramna tasinir ve CD8+ sitotoksik T hicreleri tarafindan
tamnirlar. MHC simif |1 sunumunda viral proteinler endozom/lizozom yoluyla degrade
olurlar, ardindan olusan peptidier MHC simif 11 molekdillerine baglanirlar. Bu kompleks

hiicre membranina transporte edilir ve CD4+ T hiicreleri tarafindan kabul edilirler™™®).

2.7.1.3. Dogal Olduructi Hicreler

Dogal oldurtct hucreler (natural killer; NK) dogal immun cevapta Onemli
efektdr hucrelerdir. Antikor bagli influenza virus ile enfekte hiicreleri tamir ve lizis yolu
bu hticreleri yok ederler, bu siirece antikor bagimli hiicresel sitotoksisite adi verilir. Bu
hicreler influenza virus ile enfekte hiicreleri NKp44 ve Nkp46 adi verilen sitotoksisite
reseptorleri ile tamr. influenza virusun hemaglutininlerine bu reseptorlerin baglanmas

ile NK hiicreleri aktiflesir ve ve enfekte hiicre lizis yolu ile yok edilirt™.
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2.7.2. Adaptif immunite

Adaptif immun sistem influenza virus enfeksiyonlarina kars1 savunmada ikinci
hattir. Humoral ve hicresel immuniteyi barindiran sirasiyla virus karsi spesifik

antikorlar ve T hiicreleri gorev almaktadhr.
2.7.2.1. Humoral immunite

Influenza virus enfeksiyonu virusa kars: spesifik antikor cevabin indikler. HA
ve NA’ya kars1 spesifik antikorlar salgilanir ki bu proteinler koruyucu immunite ile
koreledir. HA-spesifik antikorlar HA’ min trimerik globular basina tutunurlar ve bu yolla
virusun htcreye girisi inhibe edilir. Dolayisiyla HA-spesifik antikorlar virusu nétralize
ederler. Daha da fazlass bu antikorlar sayesinde Fc eksprese eden hicreler virusu
fagosite edebilmektedir. Ayrica enfekte hiicrelerde eksprese edilen HA’ya antikorlarin
baglanmasi antikor bagimli hicresel sitotoksisiteyi de saglamaktadir. HA-spesifik
antikorlar enfeksiyona sebep olan virusdara baglanmakta ve bdylece koruma
saglanmaktadir. Whittle ve arkadaslarimin yaptigi son ¢alismada, HA’ min baglandigi
reseptoriin bolgesine karsi bir insan antikorunun gelistigi ve antijen olarak farkli, fakat
aynm alttipteki viruslarida inhibe ettigi tespit edilmistir. HA globular bas bolgesinin
oldukca degisken olmasina karsiik HA sap bolgess son derece korunmustur,
glikoproteinin bu kismi immun sisteme kars: fiziksel olarak maskelenmistir. Influenza
enfeksiyonu boyunca sap bolgesine kars1 antikorlar dusik titrede sentez edilir. Ilging
olan ise, bu antikorlarin bazilariin farkli attiplerdeki HA'lara da baglanmasidir ve

genis notralizasyon kapasitesine sahip olmalarichr®.

NA molekuline karsi da sentez edilen antikorlar mevcuttur ve koruyucu
potansiyeli vardir. NA proteinin enzimatik aktivites ile sialik asit rezidulerinde kopma
meydana gelir ve bdylece yeni olusmus viruslar hiicre ylzeyinden ayrlir ve yayilim
gosterirler. NA’ya baglanma ile birlikte, direkt olarak notralizasyon degil, enzimatik
aktivitenin engellenmesi ile virus yayiliminda sinirlama meydana gelir. Daha da fazlas,
NA-spesifik antikorlar, antikor bagiml1 hiicresel sitotoksisitenin aktivitesini saglamakta
vevirusile enfekte hiicrelerin yok edilmes de bu yolla saglanmaktadir.

Matriks protein 2 (M2) ugunci viral membran proteinidir, tetramer formda olup
virionun asitlesmesi ve golgi aginda erken ve gec evre virus replikasyonunda pH
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duzenlemesi saglamaktadir. Tum influenza viruslarinda bu protein yiksek dizeyde
konservedir ve M2 ye kars1t immunite ilk kez fareler aracilig: ile yapilan monoklonal
antikorlar vasitasiyla anlasiimistir. Enfekte hicrelerde protein cok disik dizeyde
mevcuttur ve dolayisiyla M2-spesifik antikorlar dogal enfeksiyonda sinirli diizeyde

sirklle olurlar.

Nukleoprotein (NP) koruyucu T htcreleri igin 6nemli hedeftir. Bununla birlikte,
NP-spesifik antikorlarda koruyuculukta onemli rol oynamaktadir. Her ne kadar
koruyuculukta gercek mekanizma henlz anlasilmamis olsa da, bu antikorlarin

kompleman araciligiyla enfekte hiicrelerin lizisini uyarcig: bildirilmigtir?”885.

Humoral immun cevapta influenza spesifik antikor izotipleri 1gA, IgM ve
IgG'dir. Mukozal veya sekretuvar IgA antikorlarn lokal olarak Uretilir ve transepitelyal
transport vasitasiyla mukusla tasinir ve solunum yolu epitelyum hicrelerinin
enfeksiyondan lokal korunmasini saglar. Bu antikorlar aym zamanda nétralize edici
0zellik de gostermektedir. Serum antikorlar: olan 1gG’ nin alttipleri respiratuvar bolgeye
transude olurlar ve uzun vadeli koruma saglarlar. IgM antikorlar: influenza virusunun

kompleman aracili nétralizasyonunu saglar®?.

2.7.2.2. Hucresdl immunite

Influenza virus enfeksiyonunda CD4+, CD8+ T hiicreleri ile regulator T
hicreleri (Treg) uyarilir. Antijen sunan hicreler Uzerinde MHC sinif 11 ile sunulan virus
derive peptidler araciligr ile CD4+ T hicreleri aktive olur ki antijen sunan hiicreler
ayrica ko-stimulator molekillerde eksprese ederler. CD4+ T hicrelerinin bazlar
enfekte hlicrelere kars1 ayrica sitotoksik aktivite de gosterirler. Th yardimci hicreler
sitokin ekspresyon profiline gére ayrlirlar; Th2, IL-4 ve IL-13 eksprese eder, bu
sitokinler sayesinde B hicre cevan gergeklesir. Thl, interferon gamma ve IL-2
eksprese eder ki hiicresel immun cevapta 6nemlidir. Ek olarak, regulator T hicreler ve

Thl7 de influenza virus enfeksiyonlarinda hticresel immun cevapta 6énemli rol alr.
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Aksine inflamatuvar cevrede ise Th1l7 hicreleri Treg fonksiyonunun inhibe eden IL-6

Ureterek yardimci T hticrelerin cevabim artirirlar.

Virusa kars1 spesifik CD8+ T hiicrelerinin ana fonksiyonu sitotoksik T lenfosit
hiicreleri olmalanidir. Influenza virus enfeksiyonunda lenfoid dokularda bu hiicreler
aktive olurlar ve enfeksiyonun engellemesini gerceklestirirler. Bu hicreler influenzaile
enfekte hucreleri tamr ve elimine ederler. Litik aktiviteyi perforin ve granzim
enzimlerini serbest birakarak saglarlar. Perforinler enfekte hiicrenin membrarminda
permeabilizasyonu artirir ve ardindan granzimler (GrA ve GrB) hiicre igerisine girerek
apoptozisi induklerler. Son yapilan in-vivo calismalarda GrA ve GrB yoklugunda bile
influenza spesifik sitotoksik T lenfositlerinin in vivo hedef hicreyi lizise ugrattiklar
bulunmustur. GrA proinflamatuvar sitokinlerin indiksiyonu ile ilgkilidir, bunun yam
sira sitotoksik olmayan aktivite de gosterirler. Bu sitotoksik olmayan aktivite ile protein
sentezinde rol alan viral proteinler ve konak hiicre proteinleri aynstirilarak viral
replikasyonunun inhibisyonu saglanir. Sitotoksik T lenfositlerinin Fas/FasL etkilesimi
ile enfekte hicrelerin apoptozisini indukledikleri bilinmektedir. Daha da otes,
sitotoksik T lenfositleri antiviral aktivitede rol alan MHC ekspresyonunu stimile etme
kapasitesine sahiptirler.

Enfeksiyon sonrasi, virus-spesifik sitotoksik T lenfositleri lenfoid organlarda ve
sirkilasyonda bulunur. Bu hicreler T hicreleri tarafindan Uretilen IL-17 ve dendritik
hicreler vasitasiyla kontrol atinda tutulurlar. Bu hafizali sitotoksik T lenfositleri
sonraki influenza virus enfeksiyonlarina kars: korumada rol airlar. influenza virus
enfeksiyonu ile uyarilan sitotoksik T lenfosit hiicreleri direkt olarak NP, M1 ve PA
proteinlerine kars1 yonelirler. Bu proteinler yiksek derecede korunmustur ve bu yiizden
sitotoksik T lenfosit cevabr influenza A virusunun farkli alttipleri arasinda bile yiksek

r(77,78,83)

diizeyde capraz reaktivite gosteri

2.8. influenza Viruslarimn immuniteden Kagisi
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Influenza virus proteinleri dogal immun sistemin farkli komponentlerini baglar
ve inhibe ederler. influenza virus genomunun yiksek oranda mutasyona ugramasi
sonucu olusan antijenik olarak farkli influenza viruslart 6nceden gelismis adaptif

humoral ve hiicresel immun repertuvar tarafindan ya hic¢ tamnmaz veya cok az tannr.

2.8.1. Dogal Immuniteden Kags

Influenza virusunun NS1 proteininin viral RNA’ya baglanma 6zelligi vardir,
boylece vird RNA’ya baglanarak interferon-1 sentezini indukleyen Toll-benzeri
reseptorlerin ve RIG-1'in viral RNA’y1 taminmasi engellenebilmektedir. NS1 proteinleri
ayrica Uc¢ parcalt motif iceren protein 25'e (tripartite motif-containing 25; TRIM25)
baglanarak RIG-1 aktivasyonunu inhibe eder veya RNA bagimli protein kinaza
baglanarak (RNA-dependent protein kinase; PKR) kompleks olusturup fonksiyonunu
inhibe edebilirler. Normalde PKR aktivasyonu ortamda cift zincirli viral RNA'nin
varligina baglidir ve translasyonun innhibisyonu bdylece mimkiin olmaktadir ve viral
protein sentezinin inhibisyonu saglanmaktadir. Normalde, PKR aktivites “heatshock”
protein 40 (hsp40) ile kompleks olusturan hiicresel inhibitor P58'™ ile diizenlenir. Son
zamanlarda influenza virus NP nin bu kompleksle etkilesime girerek P58'™ nin
ayrismasina ve aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Ardindan bu faktér PKR'yi
inaktive eder ve boylelikle hiicredeki antiviral durum inhibe edilerek viral protein
sentezi ve virus replikasyonu etkinlesir. Ek olarak, influenzavirus M2 proteini, inhibitor
ve HSP40'a baglanarak P58 proteinini inhibe eder. Bu durum protein sentezinin
durmasi, hiicre apoptozisin indiksiyonu ile sonuclanir ve yeni olusmus virus partikilleri
serbest kalir®?,

Influenza PB1-F2 proteini 66. pozisyonda bulunan serin aminoasidi aracihig: ile
MAVSa (mitochondrial antiviral signaling protein; mitokondrial antiviral sinyal
proteini) baglanip inaktive ederek Tip | interferon Uretimini inhibe eder. HPAI H5N1
virusarn ve 1918/A/HIN1 virusu yuksek virulans ile iligkili olan PB1-F2
polimorfizmine sahiptir. Tlging olan ise, 2009/HIN1 enfeksiyonunda yiksek diizeyde
pro-inflamatuvar sitokinlerin Uretimi  olmasina karsilik virGlansa etkiss minimal
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duzeydedir. PB1-F2 proteini apoptozisin uyarilmasi ile de iliskilidir, bunun yam sira
influenza virusunun PA ve PB2 polimerazlarinin fonksiyonu Uzerinde sinerjik etkiye
sahiptir. PB2 ile MAV S etkileserek PB1-F2 proteinlerine benzer sekilde Tip | interferon
Uretimini inhibe eder. PB2 ayrica normalde interferon-beta Uretimini uyaran interferon
promoter stimilatér 1'e (interferon-beta promoter stimulator 1; 1PS-1) baglanarak 1PS-
1'i inhibe eder®%),

2.8.2. Humor al Iimmuniteden Kagis

Influenza virusunun HA antijeni humoral cevapta ana hedeftir. HA antijeninde
olusan degisiklikler ile virus humoral immuniteden kagmaktadhr. Influenza viruslarinin
hata okuma ve duzeltme (“proof-reading”) 0Ozelligi olmadigindan viral replikasyon
sirasinda genomda rastgele nokta mutasyonlar meydana gelir. HA proteininde nokta
mutasyonlar birikerek olusan antijenik degisime *’ Antijenik Drift"’ ach verilmektedir.
Simdiye kadar influenza HA proteinin globiler bas kisminda 5 antijenik bdlge
belirlenmistir. Bu bolgelerdeki degisimler antijeniteyi degistirmekte veya HA'min
reseptore baglanma affinitesini artirmaktadir. Antijenik driftin aksine, antijenik shift
virus antijenitesinde daha dramatik sonuclar dogurmaktadir. Yeni bir influenza virus
dttipinin (H5N1, H7N7 ve HON2) insan populasyonuna girisi gorilmekte veya insan
influenza A virusunun hayvan influenza A virusu ile genetik reassortment olusturmasi
yepyeni bir susun ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir. Sonuncusu ancak iki virusun ayn
hiicreyi enfekte etmesi ile ortaya cikar ve bu yeni ¢ikan alttip ebeveyn virudarin gen
segmentlerini tasir. Mevsimsel influenza virusuna karsi olusan antikorlar yeni attipi gok

az tanirlar ve dolayisiyla sinirli koruma sdz konusudur®"2®).

2.8.3. Hiicresd immuniteden Kagis

Virusa kars1 spesifik sitotoksik T lenfositleri (cytotoxic T lymphocyte; CTL)
tarafindan taninan epitoplar selektif baski altindadir. Nukleoprotein (NP) geninde
meydana gelen sinonim ve sinonim olmayan mutasyonlarin oram sitotoksik T
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lenfositleri tarafindan tarmnan epitoplardakine gore daha distktur. Influenza A/H3N2
viruslarinin evolisyonu sirasinda spesifik CTL’lerin tamdigi epitpop bdlgelerinde
meydana gelen aminoasit degisimlerinin kagis1 sagladigi belirlenmistir. ilging olan bir
diger durum ise, NP epitoplarinda arginin yerine glisin gelmesi (R384G) gorulmektedir
ve bu mutasyon viral yapiyr degistirmekte ve bu yolla T hicrelerinden kagis mimkin
ol abilmektedir®"®),

2.9. immunoter api

Influenza virudarnna karsi kullamlan antiviral ilaglara karst hizla direng
gelistiginden dolayr farkli antiviral terapilere ihtiyag vardir. immun cevap hakkinda
bilgi edinmek influenza virus enfeksiyonlarina karst immunoterapétik ilaglarin
gelisimini birlikte getirecektir. HA sap kismina ve M2 domainine kars1 son zamanlarda
gelistirilen monoklonal antikorlar umut verici gelismeler olarak gérulmektedir. HA’nin
sap bolges antiviral ilaglar icinde hedef bdlge gosterilmekte ve virusun endozomda
konformasyonel degisiminin engellenmesi ile bunun mimkin olacag: distinulmektedir.
Influenza virus enfeksiyonlarina kars1 proteaz ile aktive olan reseptor 2 (Protease-
activated receptor-2; PAR2) agonistleri, tip | interferonlar ve sitatinler gibi diger

immunmodulator ajanlar ile tedavi secenekleri arastiriimaktadir. (79,

2.10. influenza Asilar1

Influenza virus asilarinda canli zayiflatilmis as1, virusun disik sicaklikla
replikasyona adapte edilmes ile saglanmaktadir. Boylece soguga adapte viruslar asi
maksadiyla 6zellikle Amerika'da kullanilmaktadir. Bunun yam sira NS-1 geninde
meydana gelen mutasyonlara dayali kagis 6zelligi kullanilarak da canli zayiflatilmig
asilar denenmektedir. M1 protein modifikasyonu ile de virudar zayiflatilabilmekte ve
asida kullanilabilmektedirler. Bu tip viruslarla enfekte hayvan modellerinde humoral ve
hiicresel cevap homolog ve heterolog influenza virus enfeksiyonlarina karsi ciddi
koruma gostermektedir. Canli zayiflatilmis asilar sadece serum antikorlarim artirma
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degil, aymi zamanda mukozal immun cevabi ve bunun yam sira hiicresel immun cevabi

da guclendirmektedirler.

2.10.1. Humoral immuniteyi Uyaran influenza Asilar

Geleneksel inaktive asilarin hedefi HAnin globular bas kismina yonelik antikor
cevabim artirmaktadir. HA’mn sap boélgesi, M2 protein ve NP aternatif as1 adaylar
olarak gorilmektedir ve amag virusa kars1 spesifik antikorlarin influenza enfeksiyonu

sirasinda kuvvetli uyariimasidir. influenzaya kars: korunmada en etkili yontem asichr.

Ulkemizde uygulanan influenza asisi (¢ viral susa kars: antijenler igceren trivalan
inaktif influenza asisidir (Trivalent Inactivated Influenza Vaccine, TIV). Trivaan asilar
influenza A(H3N2), A HIN1 ve influenza B gibi 3 farkl influenza virus susu igerir.
Influenza as1si tipik olarak, iki influenza A virus alttipine ve bir influenza B virus
susuna yoneliktir. Grip asis,, virusun genetik ve antijenik yapisim degistirmes
sebebiyle her yil yenilenmektedir. Diinya Saglhik Orgiitii (World Health Organization;
WHO) tarafindan her yil sik goértlen grip virusu attiplerin belirlenerek, o yila 6zel
viruslarin antijenik yapisim iceren influenza asisi Uretilmektedir. Bu sezon 2013-2014
mevsimsel trivalan influenza asist “A/California/7/2009 (H1N1)pdmO09-like virus;
A(H3N2) virus antigenicaly like the cell-propagated prototype virus
A/Victoria/l361/2011 ve B/Massachusetts/2/2012-like virus’ igermektedir. Ast her yil
Eylul ayinin ikinci haftasindan itibaren yapilmaya baslamr ve salginlarin goraldigu
Aralik-Nisan aylarindan 6nce korunmanin saglanmasi igin Kasim ayina kadar yapilmasi
Onerilmektedir. Grip asis1 6 ay- 9 yas arasindaki cocuklarailk kez yapildiginda en az bir
ay ara ile 2 doz seklinde uygulamir. Daha sonraki yillarda tek doz yeterlidir. Dokuz
yasindan buytk cocuklarda ve yetiskinlerde tek doz yapilir

Grip asisimin etkinligi kisiden kisiye ve yildan yila gbre degisir. Geng
eriskinlerde asimin hastaligi 6nleme oramnin %70-90 arasinda oldugu belirtilmektedir.
Y asl1 kisilerde koruma orani daha disik (%60) olsa da, bu oran yeterli kabul edilir. Alti

ay ve yukansindaki butin kisilere yillik influenza asilama yapilmas: tavsiye edilir.
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Ciddi influenza ile iliskili komplikasyonlar igin yiksek riskte olan kronik pulmoner
(astim dahil), kardiyovaskiler, renal, hepatik, norolojik, hematolojik veya metabolik
hastalig: (diabetes mellitus dahil) olan kisiler, bagisiklik sistemi yetmezligi olanlar, grip
sezonunda gebe olan veya olacaklar, asirt sisman olanlar, uzun sireli aspirin tedavisi
alan cocuk ve adolesanlar (6ay-18 yas) ve bu yuzden influenzadan sonra Reye
sendromu gelisimi icin riskte olabilecekler, 50 yasin Ustiindeki kisiler, bakim evinde
kalanlar, saglik personeli ve riskli kisilerle aym ortamda yasayan saglikli kisilerin

asilanmas: onerilmektedir®%Y.

2.10.2. Hiicresel immuniteyi Uyaran influenza Asilar:

Kros-reaktif T hicre cevabinin indiklenmes Umit verici bir yaklasim olarak
gorilmektedir ki bu 6zellikle genis spektrumlu asilarin gergeklestirilmesi icin beklenen
bir aktivasyondur. Sitotoksik T lenfositlerin direkt NP ve M 1 proteinlerine yonelmesi ve
influenza A virudarimin farkli alttiplerinde bile bu proteinlerin yiksek dizeyde
korunmasi, asilarda kullamilmasi icin aday proteinler olmasim saglamistir. CTL
cevabinin verimli bicimde indiklenmesi icin hedef protein sitozole yayilmali, endojen
antijen strecine uymast ve MHC simif | antijen prezentasyonunun gerceklesmesi
gerekmektedir. Bunu basarabilmek icin DNA asisi, rekombinant viral vektorler veya
canli asilar gibi 6zel antijen sunum sistemi gerekmektedir. HA ve NP eksprese eden
DNA agsilar1 ile humoral ve kros-protektif CTL cevabimn indiklenmes hayvan
modellerinde gosterilmistir. influenza NP ve M1 genlerini eksprese eden poksviral
vektor insanlarda CTL cevabini indiiklemek maksadiyla denenmistir’" 2.

2.11. influenza A pandemik H1NZ1 2009 virusu

Influenza A ve B tipi mevsimsal gribe neden olur. Her yil populasyonun
genellikle %5-20's influenzaya maruz kalmaktadir ve her yil 250000-500000 6lUm
meydana gelmektedir. Pandemi sirasinda ise mortalite oram daha da yikselmektedir.
Pandemi genellikle yeni bir influenza A alttipinin ortaya cikmasi ile baslar ki insan
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populasyonunun bu yeni genotipe karst daha 6nceden var olan bir immun korumasi
yoktur veya cok azdir. Pandemiler dizensis araliklarla ortaya cikmaktadir ve 16.
ylzyildan beri her 10 ile 40 yil arasinda 20’ den fazla pandemi meydan gelmistir. En
buyuk salgin 1918(H1N1) pandemisidir.

Simdiye kadar insanlarda sirkile olan ¢ mevsimsel influenza A virusu
mevcuttur, bunlar HIN1, HIN2 ve H3N2' dir. Pandemi viruslarimin belirmesinin sebebi
H2 veya H5 gibi yeni hemaglutinin tiplerinin ortaya ¢ikmasidir. Mevsimsel HIN1
virusundan farkli olan yeni HIN1 virus ilk kez Nisan 2009'da Guney Amerika da
tammlanmustir, hizla insandan insana bulas gostermistir. Mart basinda Meksika da
yaygin hastaliga neden olmustur. Bagslangigtan itibaren domuz orjinli virus olarak kabul
edilmistir ve 11 Haziran 2009'da virus yayilim 70'den fazla Ulke tarafindan
bildirilmistir. Dinya Saglik 6rgiti bu virusu influenza A’nin alt genotipi (H1N1/2009)
olarak tammlamistir. HIN1 2009, 1.5 yil sireyle evcil domuzlarda mevcut olan 3
virusun reassortmenti sonucu ortaya ¢ikmistir, nerede, ne zaman ve nasl reassortment
oldugu ise net degildir. Sekiz segmentin altiss domuz HIN1 virusundan kaynak
amaktadir ve 1999-2000 yillari arasinda Kuzey Amerika daki domuzlardan izole
edilmistir ki bunlara “triple reassortant” viruslar da denmektedir. Bu triple reassortment
1999'da ortaya cikmistir ve domuz virusuna ait segmentleri mevcuttur. Buna karsin
diger iki gen segmenti ise iki farkli Avrasya domuz virusundan gelmektedir. N geni
Avrupa HIN1 virusunda bulunana (1991-1993) oldukca yakindir. Matriks protein geni
ise 1999-2000 yillar1 arasinda Asya da izole edilen H3N2 dekine oldukca yakindir.
Dolayistyla 8 genetik segmentin kokeni 3 farkli domuz iliskili virusdan
kaynaklanmaktadhr. Iki durumu izah etmek oldukca guctir. Birincisi; birbirleriyle yakin
8 segmentin mevcut oldugu virus izolatlart insan pandemisi baslamadan 10 yil 6nce
toplanmustir. Bu zaman araliginda segmentler nerede olusmustur. ikincisi; Avrupa ve
Asya viruslarn nasil oluyorda Amerika virudlan ile reassorte olmustur. Normalde
Atlantik/Pasifik boyunca domuz viruslarinda ¢ok kisitli bir karisim soz konusudur. Bu
iki cevaplanmamus soru virusun evrimi, orijini ve insan aktivitelerinin bu evrimdeki rol G

Uzerine bir takim spekilasyonlarin ortaya cikmasina neden ol mustur®®-

Mevsimsel influenza vakalarinin sadece %2's 65 yas Uzeri bireylerde gordlUr.

Ayrica serolojik calismalar yash insanlarin capraz koruyucu 6zellik tasiyan antikorlar
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tasidigi ve bunun da gegcmis asilama veya H1 viruslan ile enfeksiyondan koken aldigi
belirtilmektedir.

Pandemik enfeksiyonlarin buyik bir kismi 1limli gegmektedir. Asemptomatik ve
cok hafif enfeksiyonlar, 6zellikle cocuklarda beklenenden oldukca yiksektir. Londra ve
Birmingham’ da enfeksiyonun ilk dalgasi 2009 yazinda gortlmastir, yapilan serolojik
testler cocuklarin %30’ unun pandemik viruslarla enfekte oldugunu ortaya koymustur.
Bu sonug klinik tamya gore 10 kat fazladir.

Bu pandemide 6zel risk faktorleri belirgin sekilde ortaya cikmustir ki bu risk
faktorleri gegen pandemilerde mevcut degildir. Norolojik gelisimin  gecikmes,
hamilelik ve obezite grip enfeksiyonlarinda mortalite ve morbiditeyi artiran potansiyel
kofaktorler olarak gorilmektedir. Buna karsin, her 3 risk faktorli gecen pandemide
minor risk faktori olarak gorilmuis, fakat sonradan major risk faktori oldugu

bildirilmigtir® 99,

HIV enfeksiyonunun belirgin bir risk faktori oldugu distnulmektedir. HIN1
2009 enfeksiyonunda HIV stattisiiniin ¢ok ciddi bir etkisinin olmadigi 6ne strilsede,
CD4 sayisindaki dusUs enfeksiyonun gidisatim kottye dogru gekebilir.

Daha oOnce de tartisildigi gibi, influenza virus evrimsel olarak ylzey
proteinlerinin antijenitesinde hizli degisiklik gosterebilmekte, boylece asilanma veya
gecirilmis enfeksiyondan kaynakli antikor cevan yetersiz kalmaktadir. Buna Kkarsin,
simdiye kadar HIN1 2009 virusu ¢ok disik diizeyde genetik degisim gostermistir.
Guney Yarim Kire de kullanilan asidaki viruslar Kaliforniya kokenlidir (pandeminin
basladig1 bdlge) ve yeni izolatlara nazaran kullanimi daha fazladir. Bu disuk mutasyon

diizeyi ilk pandemi dal gasinda seleksiyon baskisinin sinirl: oldugunun gostergesidir®?.

Mevsimsel H1 virus sirkilasyonu 2010'a kadar oseltamivire karsi direncli
bulunmustur ve bu direng aym zamanda gecen iki mevsimsel grip doneminde de
gorulmustdr. N proteinin aktif bolgesinde meydana gelen tek aminoasitlik degisim
dirence neden olmaktadir. Mart 2010'a kadar test edilen 5462 pandemi virusunun
40'1inda oseltamivire kars1 direng mutasyonu tasindigi tespit edilmistir. Oseltamivir
direncinin ortaya gikmasi 0Ozellikle immun yetmezligi olan hastalarda biyuk risk
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faktorudur ve 6zellikle hastamn virusa maruz kaldiktan sonra dusiik profilaktik dozajin

kullamImast ile alakalidir®.

2.12.Yiiksek Patojeniteli Avian influenza Virus H5N1 Siirveyansi

Yuksek patojeniteli avian influenza virus H5N1 1996'dan beri Asya'da
bulunmaktadir ve Guney Cin'de H5N1 virusu (Goose/GD/96-like) ilk kez kaz
kusmugundan izole edilmistir. Asya’'da 2003'den beri, coklu genetik reassortment
olaylar1 olmakta ve farkli antijenik ve genotipik degisimler 6zellikle evcil su kuslarinda
ve kimes hayvanlarinda gerceklesmektedir ki bu Afrika, Avrupa ve bircok Asya
Ulkesinde sbz konusudur. H5N1 ayrica bu bolgelerde vahsi kuslardan da izole
edilmistir. Simdiye kadar, 60 tlkeden 492 HPAI H5N1 vakas bildirilmistir ve bunlarin
291’1 (%59.2) dlumle sonuglanmustir. Bu virus zincirinde insandan insana bulasma
gergeklesmemistir, HSN1'in hizli cografi yayillirm s6z konusudur, insanlarda yuksek
vaka-fatalite oram ve kiimes hayvanlarinda %100’ e yakin mortalite sebebi olmasi diinya
genelinde yogun siirveyans calismasim artirmistir. Virus izolasyonu hala atin standart
olma 6zelligini korumasina ragmen, sirveyans calismalarimin ¢ogu molekiler metod
olarak rea-time RT-PCR, multipleks PCR ve DNA array metotlann ile
gerceklestirilmistir.

Amerika Tarim Departman 2006'da, birgcok eyalet dizeyinde vahsi yasam
platformu ile ishirligi yaparak pasifik rotasini takib eden kanathilarda HPAI H5N1
stirveyansi arastirmasi yapmustir. H5 real-time PCR kullanilarak yaklasik 20.000 6rnek
bu calismada arastirilmis olup, 32 drnekde H5N2, H5N3 ve H5N9 tespit edilmistir,
fakat H5N1' e rastlanmamustir. Avian influenza virusar 2004’ de Avrupa vahsi Kus
tarama programinin bir parcasi olmustur ve Alman Federal Devleti tarafindan ulusal
referans laboratuvarlarinda incelenmeye baslanmistir. Kuzey Almanya da bircok
akuatik kus turinden sahil boyunca taze diski materyali toplanms, 1991 o6rnek
incelemeye tabi tutulmus, rRT-PCR matriks gen metodu ile arastirma yapilmistir. Hong
Kong'da H5 rRT-PCR metodu kullamlarak 82 genusa ait 6li vahsi kuslarda H5N1
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enfeksiyonu arastirilmis ve 2006 Ocak ve 2007 Ekim déneminde 17692 kloak ve trake
sirtinttl 6rnegi 33 HPAI H5N1 virusu tespit edilmistir™.

2.12.1. Epidemiyolgji

Su ordekleri bitin influenza A virudlan icin dogal rezervuardir. Viruslar
evrimsel olarak ilk 6nce bu kus konaklarda var olmuslardir, dolayisiyla kuslar da
enfeksiyon asemptomatiktir ve gok sayida virion barindirirlar. insan avian influenza
virus enfeksiyonlar: viruslarin kuslardan insanlara direkt bulasmasi ile olur. A/H7N7 ile
enfekte sporadik vakalar direkt hayvandan insana bulasma veya laboratuvar kazalan ile

gerceklesmistir, bu tip enfeksiyonlarin cogunlugu konjuktivit ile sonuglanmustir.®%),

Avian influenza viruslarimin insanlar direkt enfekte ettigine dair kamtlar ilk
olarak 1997 yilinda Hong Kong' daki salginla anlasilmistir, bu salginda bildirilmis 18
vaka ve 6 6lum sz konusudur, salginin 6nine 1.5 milyon tavugun itlaf edilmesiyle
gecilmistir. A/H5N1 enfeksiyonlari 2001 ve 2002 tekrar gozlemlenmistir, fakat
insanlarda enfeksiyon stz konusu degildir.

Guney Kore'de, Araik 2003 de A/H5N1 enfeksiyonu gozlemlenmistir. Kisa
sire sonra Vietnam, Japonya, Tayland, Laos, Kambocgya, Cin, Endonezya ve
Malezya da epidemi gelismistir. Vietnam, Tayland, Kambogya, Endonezya ve Cin'de
insanlara direkt bulasma 3 dalga seklinde gortlmus, 133 insana bulas olmus ve 68 61Um
gerceklesmistir. Bunun yam sira Tayvan'da virdlanst disuk vakalar (A/H5N2, A/H7,
A/H9) gorulmustur. A/H5N1 virus enfeksiyonlar: epidemisi iki yolla gergeklesmistir.
Birincisi cografi dagilim, Guney Cin, insan ve avian influenza virusarn igin merkez
kabul edilmektedir. Avian tirlerinde etkin yUksek patojeniteye sahip avian viruslarinin
sirkulasyonu evcil hayvanlar ve ciftlik calisanlarindaki vakalar en ¢cok bu bdlgeden
bildirilmistir. A/H5N1 virus enfeksiyonlari 2004'den beri kuzey ve bati simirlar
arasindaki bu bolgede gorllmektedir ve avian enfeksiyonlan Bati Cin, Mogolistan,
Rusya, Kazakistan, Turkiye ve Romanya dan bildirilmistir. Bu avian viruslarinin

yukardaki bolgelerde var olmast oldukca ylUksek sayida populasyonun tehlikede
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oldugunu gostermektedir. Ikincisi ise, virusdaki genetik degisim ve hayvanlarin degisen
ekolojisi kamt sayilmaktadir. Hong Kong' daki su ¢érdeklerinde 2002  den beri A/H5N1
enfeksiyonlarr gortilmeye baglanmistir. Glineydogu Asya da 2003-2004 yillar: arasinda
toplanan A/H5N1 viruslart gostermistir ki bu virusar Ordeklerde sadece intestinal
bolgeyi degil ayni zamanda solunum yolunu da enfekte edebilmektedir ve viral yik
trakeada kloaka nazaran daha yUksektir. Bu viruslann insanlara bulasta virtlanslarinin
arttig1 bilinmektedir, buna sebep ise PB2' deki aminoasit degisimi (pozisyon 701 de
aspartik asidin asparagjine ve pozisyon 627'de glutamik asidin lizine degisimi) ile
aciklanmaktadir®. Dissemine ekstrapulmoner enfeksiyonlar farelerin  beyninde
gosterilmistir. Guney Cin'de 1997'den beri A/H5N1'in Z genotipi dominant virus
olarak belirmistir ve bunun yam sira bircok Z genotipi susunun M2 gen mutasyonu
tasichgr  belirlenmistir, dolayislyla adamentenlere karst  direng soz  konusu
olabilmektedir.

Diger avian influenza viruslariin insanlarda asemptomatik enfeksiyon yaptigi
son vyillarda gozlemlenmistir. Hong Kong'da 1999'da A/HON2'nin insanlarda
enfeksiyonu iki vaka ile kamtlanmistir. Bu virusar influenza benzeri hastalik
yapmaktadir. Kanada da 2004’ de H7N3 enfeksiyonu iki kiimes iscisinde belirlenmistir.
Hollandada H7N7 avian influenza enfeksiyonu 2003 de gdzlemlenmistir ve 89

konfirme edilmis vaka ve 1 6ltm bildirilmistir® %,

Insanlara avian influenza virus bulasi mukoz membranda var olan enfeksiyoz
sekresyonla direkt temas ve kontamine ciftlik Grinleri olmaktadir. Giriste ana portal Ust
solunum yolu ve konjuktivadir. GUnimUtzde, avian influenza viruslanmin insandan
insana bulasmasi sporadik vakalar halinde az sayida gerceklesmektedir. A/H7N7 ve
A/H5N1 enfeksiyonlarimin insandan insana bulastigina dair kanitlar cesitli Ulkelerde
yapilan calismalarda mevcuttur. Ozetle, avian influenza virusanmn degisen
epidemiyolojisi ve patojenitesi global epidemilerde belirleyici role sahipti r100),

2.12.2. Klinik Y 6netim
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Klinik belirtiler avian influenza virusunun attipine baglidir. A/H7N7
enfeksiyonlart konjonktivit velveya influenza benzeri hastalikga sebep olmaktadir.
Hollanda da 2003’ de meydana gelen salginda 89 vakamin 82’ sinde (%092.1) konjuktivit
gelismistir. Bir veterinerin ciftligi ziyareti sonrast 2 gun igerisinde influenza benzeri
hastalik gelismistir, tedavi edilmemesi ile 7 gun igerisinde pnémoni gelismis ve 5 gin
sonra akut respiratuvar distres sendromu (ARDS) sebebiyle 6lim gergeklesmistir.

Hong Kong'da 1997°de A/H5N1 salgiminda, influenza benzeri hastalik,
hastaligin yayilmasimin baslangicinda gordlmuistir ve konjuktivit bazi hastalarda
gorilmustlr. Hastalarin yas ortalamast 1 ila 60 arasindadir ve 18 hastanin 11'i 14 yas
altidir. Bazi hastalarda gastrointestinal semptomlar, abdomina agri, diare ve mide
bulantisi goralmustir. Onsekiz hastamin 7' sinde influenza benzeri hastalik, 11 hastada
pnomoni, 6’ sinda ise ARDS den 6lim gerceklesmistir. Rey sendromu ve pulmoner
hemoraji diger komplikasyonlardir. Ilerlemis yas, uzun semptomatik peryod, pnémoni,
|6kopeni ve lenfopeni hastaligin ilerlemes ile iliskili diger risk faktorleridir.
Amantadine 8 hastaya verilmistir, fakat klinik verimliligine dair bilgi

verilmemistir®1.

2.12.3. Klinik ve Laboratuvar Tamsi

A/H5N1 enfeksiyonlarinin patognomonik isaretleri ve semptomlart yoktur.
Influenza benzeri hastaliklarin, kazanmlmis pnémoni veya ARDS yonunden klinik
laboratuvar veya radyolojik bulgular yoninden ayirt edilemez. Avian influenza virusu
sUphesi kazandiran bulgular endemik bolgelerle epidemiyolojik baglanti veya kimes
hayvanlariyla temas gecmisidir. Dolayisiyla klinisyenler stpheli vakalarda seyahat
gecmisi ve hayvanlarla temas Uzerinde durmaktadirlar. Temas veya seyahat gecmisi
olan hastalar radyolojik ve mikrobiyolojik arastirmaya tabi tutulurlar. influenza benzeri
enfeksiyon geciren hastalar izole edilebilir ve bu sirec laboratuvar arsstirmalar: ve
gOzlemlerin sonuclanmasina kadar devam eder. Avian influenza virus enfeksiyonu igin
oseltamavir ve genis spekturumlu antibiyotikler kullanilabilir.
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Avian influenza viruslarimin kesin tamst klinik orneklerden pozitif viral kultdr
veya biyoguvenlik seviye 3 olan laboratuvarda avian influenza virusa kars1 serumda
notralize edici antikor titresinin 4 kata ulasmasinin tespiti ile saglamr. Konvelesan
serum hastaligin baglamasindan 14 giin sonra alinir. Nétralizasyon testi Baculovirusda

eksprese edilen rekombinant H5 western blot testi ile konfirme edilir.

Influenza virus tamisi icin bogaz stirtntistl, nazofarinks srintlisli veya aspirat
orneklerinde antijen tespiti veya RT-PCR kullanlabilir. Ornekler mumkiinse antiviral
terapi baglamadan once ainmalidir. Viral antijenlerin tespiti immunfloresan antikor
tespiti, enzim immunoassay veya immunkromotografi ile yapilabilir. Ne yazik ki, bu
ticari kitler nikleoproteinleri belirlemekte olup influenza A virudan ile insan avian
virusan veya dlttipleri (A/H5A/H7,A/H9) ayirt edememktedir. A/H5N1'in
belirlenmesinde bu kitlerin sensitivitesi %33.3-85.7 arasinda degismektedir. Influenza
acisindan pozitif olan drneklerin alt genotipinin belirlenmesi icin molekller tam testleri

kullamlmal10ir®®?.

RT-PCR avian influenza viruslarimn belirlenmesinde en guvenilir test olarak
gorulmektedir. RT-PCR testi icin birgok farkli protokoller tammlanms olup influenza A
viruslarint tamimlayabilir veya H5 ve N1 genlerini spesifik olarak belirleyebilir.
Plazmadan ekstrakte edilmis RNA’da bu test uygulanabilir, ayrica respiratuvar
sekresyona ek olarak diskida, dokularda, serebrospinal sivilarda da bu test
uygulanabilir. Revers transkripsiyona dayal1 polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan
ideal primer kombinasyonu icin kesin 6neri mevcut degildir ve sonuclar viral kultir ile

kombine edilmelidir®®.

2.13. Antiviral Tedavi

Adamantenler (Amantadine ve Rimantadine) ve néraminidaz inhibitorleri
(Oseltamivir ve zanamivir) influenza tedavisinde ve kemoprofilakside yaygin kullanilan
ilaclardir. Adamantenler influenza A virusuna kars1 aktiftir, néraminidaz inhibitorleri

ise influenza A ve B’nin her ikisine kars1 aktiftir. Adamantenler avian influenza virus
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enfeksiyonlarinda tercih edilen ilaglar degildir. Adamanten direncli suslar tedavi sonrasi
hizla ortaya cikar, bulasici ve patojeniktirler. Amantadinle tedavi edilen influenza A
virusu ile enfekte hastalarin %30’ a varan kadarimin bazen tedavinin baslamasindan 2-3

gun kadar kisa bir siire sonra direncli viruslar yaydiklar: tespit edilmistir.

Influenza virudarina kars1 aktivites olan antiviral ilaglar influenzamn
kontrolinde influenza asisina Onemli  yardimcidir.  Antiviral tedavi influenza
komplikasyonlarimin riskini azaltabilir ve hastaneye kaldirilmis ciddi komplikasyonlar
veya progressif hastaligi olan veya influenza komplikasyonu igin yiksek riskte olan
dogrulanmuis veya supheli influenzasi olan herhangi bir hastada mimkin oldugu kadar

erken kullammi 6nerilir.

Antiviral tedavinin faydalan tedavi hastaligin baslangicinda ne kadar erken
verilirse o kadar fazladir. Hastaligin baslangicindan 48 saat icinde tedavi
uygulanmalidir. Antiviral tedavi ciddi komplike veya progressif hastaligi olan ve
hospitalize hastalarda hastaligin baslangicinda 48 saat veya sonrasinda verildiginde de
hala faydalidir. Zanamivir ve oseltamivir simdilik influenzamn 6nlenmesi veya tedavisi
icin Onerilir. Zanamivir ve oseltamivir hem influenza A hem de influenza B’ ye karsi
aktiftir. Zanamivir 7 yas ve Ustl kisilerde komplikasyonu olmayan influenza tedavisi
icin Onerilir. Bes yas ve Ustl icin kemoprofilaks amaciyla kullanilabilir. Oseltamivir 1
yas ve ustl kisilerde tedavi ve kemoprofilaks icin kabul edilir. Saglikli erigskin ve
cocuklara profilaktik olarak verildiginde oseltamivir ve zanamivir influenza A ve
influenza B virus enfeksiyonlarinda hastaliktan korunmada %70-90 etkilidir®*41%).

Insan influenza enfeksiyonlarinda antiviral terapinin verimliligi direkt olarak
zamanlama ile iliskilidir. Yuksek dizeyde koruma noéraminidaz inhibitorlerinin
hastaligin ilk 48 saatinde uygulandiginda gorulmektedir, Enfeksiyondan 60 saat sonraki
uygulamalarda verimlilikte ciddi farklar gortlmektedir. Simdiye kadar, néraminidaz
inhibitorlerine karst dogal dirence dair kamt cok dusik dizeydedir. A/N1 ve A/N2
izolatlart ndraminidaz inhibitorlerine karsi asir1 duyarhidirlar ki %50 inhibitor
konsantrasyon (inhibitory concentration; 1C50) degeri genellikle <Smmol/L gibi ¢ok
dusUktar. Avian influenza virusarimn noraminidaz inhibitorlerine karsi duyarlilig

degisken ve spesifik nGraminidaz tiplerine baglidir.
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A/H5N1 (1997’ de izole edilen) viruslarina karsi néraminidaz inhibitérlerinin
Klinik basarisi oldukga yiksek dizeydedir. Oseltamivir direngli A/H5N1 izolat
Vietnam'da tammlanmistir. Raporda influenza semptomlart olan bir kiz ¢ocugundan
alindig1 ve maruziyet sonrasi 4 gun oseltamivir profilaksisi uygulandigi belirtilmistir.
Bu virusun noraminidaz proteinin 274. pozisyonda histidin-tirozin mutasyonu tasidigi
belirlenmistir ve néraminidaz inhibisyon konsantrasyonu IC50; 90 nmol/L olarak tespit
edilmistir. Sonrasinda hastaya 7 gin boyunca teropatik doz uygulanmis ve ardindan
virus izolasyonu saglanamamstir. Sonug itibariyle yukardaki verilere ek olarak, yiksek
dozda ndraminidaz inhibitord kullamminin direng gelisimini 6zellikle gocuklarda
tetikledigi  bildirilmistir. Dolayisiyla, oseltamivir direngli A/H5N1'in gorulmesi
vakalarin artisiyla dogru orantilidir, bunun yani sira bu ilacin profilaktik ve terapotik
maksatli kullanimi da oldukca yaygin hale gelmistir. A/HON2 ile enfekte hayvan
calismalarinda oseltamivir ve rimantadin kombinasyonunun sinerjitik etkiye sahip
olduklar1 belirlenmistir ki diger influenza viruslarimin bu kombinasyona tepkileri
bilinmemektedir. Daha da fazlas, A/HS5N1 virudannin yiksek virtlansa sahip
izolatlarimin  noraminidaz inhibitorlerinin - verimliligini  azalttiklar1  bilinmektedir.
Oseltamivirin gunlik yiksek doz verimi ve uzun vadeli kullanmm slresi hayvanlarin
Omrund azaltmaktadir.

Kemoterapisi gecikmis ve viral yiUkl fazla olan hastalarda artirilmis doz
kullamimas: Onerilmektedir, ilacin disuk dizeyde ora absorpsiyonu yaygin diareye
neden olabilmektedir. Bunun yam sira, saglikli bireylerde terapttik dozdan fazla
oseltamivirin kullanilmast belirgin yan etkilere neden olmaktadir, yiksek doz
regjimlerinde potansiyel toksisite terOpatik calismaarla gozlemlenmelidir. Avian
influenza enfeksiyonunda sayet artinlmig ndraminidaz inhibitord  kullaniminin

hakikaten verimli olmasi isteniyorsa en belirgin etki pandemik durumda gordldr.

Ilag rejimine yonelik bir goris kombinasyonlarla alakalidir, bir noraminidaz
inhibitord ile bir adamanten, sayet sirkile olan genotip adamantenlere kars: hassas ise
bir néraminidaz inhibitord arti ribavirin kombinasyonlari olumlu sonuglar vermektedir.
Ribavirin insan influenza A virus enfeksiyonlarinda genellikle oral yolla verilir veya
aeresol tarzinda uygulanir. Klinik calismalarda sabit bir fayda gozlemlenmemistir,

ayrca influenza A enfeksiyonlarinda tercih edilen bir ilag degildir. Ribavirinin
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influenza A viruslan Uzerindeki etkilerine yonelik klinik veriler ve in vitro ¢alismalar
oldukca sinirlichr, fakat ribavirinin mannanla guglendirilmis formu influenza B bulasi
bulunan farelerde mortaliteyi azattigina yonelik bulgular mevcuttur, hatta
enfeksiyondan 3 giin sonra uygulanmasina ragmen basaril1 bulunmustur ki bu durumda
oseltamivir etkisizdir. Oseltamivirin ribavirin ile kombinasyonunun gecikmeli
uygulamast fare modellerinde verimi  artirmaktadir.  Viramidin  ribavirinin
karboksiamidin anologu olup genis spektrumlu antiviral aktivites mevcuttur. Anti-
influenza aktivites in-vitro ve hayvan calismalariyla dogrulanmistir. Klinik kullamm

icin heniiz lisanst mevcut degildir®®.

Pandemik influenzaya karst noraminidaz inhibitorlerinin stoklanmasi ¢ok
onemlidir. Insan influenza terapisinde zanamivir ve oseltamivir nGraminidaz
inhibitorlerinin karsilastirmali kanitlanmis faydasina karsin birgok ulusal pandemi
planinda ve DSO'niin bildiriminde tercihen oseltamivir onerilmektedir, buna sebep
olarak zanamivirin disUk serum seviyes ve insanlarda H5N1 enfeksiyonlarina dair
eksik veri gosterilmektedir. Oseltamivir oral yolla alinan bir ilagtir, buna karsin
zanamivirin kuru toz seklinde oral inhalasyon ile uygulanmasi geng ve ¢ok yash
bireylerde problemlere neden olmaktadir, intibe hastalar veya inhalasyonu
gerceklestiremeyen vakalar ¢cok ciddi sorunlar yasamaktadir. Oseltamivir’in alimi daha
kolay ve ciddi pndmoni veya sistemik enfeksiyonlarda daha etkilidir.

Vietnam'da A/H5N1 izolati oseltamivir direngli olup zanamivire Kkarsi
muazzam hassasiyeti s6z konusudur. Zanmivir'in makul dizeyde rezervi sadece
oseltamivir direnci gelistiginde kullamm degil aymi zamanda oseltamivir tuketimi
arttiginda da ikincil ilag olarak kullammi saglanabilir. Zanamivir ciddi enfeksiyonu
olmayan hastalarin tedavisi ve profilaksis igin kullanilabilir, zira bu hastalarda kanda
ilacin yiksek konsatrasyonlarda olmasina gerek yoktur. Klinik dncesi ¢alismalarda, 1V
zanamivir'in 1200 mg/gun uygulamasinda iyi tolere edildigi, yiuksek kan dizeyine ve
solunum sekresyon seviyesine basarili sekilde ulastig tespit edilmistir; bunun yan sira
deneysal insan influenza calismalarinda koruyuculugu da sinanmistir. Noraminidaz
inhibitorlerinin kombinasyonlarinin rol G hakkinda bilgi mevcut degildir, bunun yam sira

diger antivirallerle kombinasyonlar: da bilinmemektedir%”.
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Vira pndmonilerde immunmodulatérlerin  kullammu  kortikosteroidler ve
intraven6z immunglobulin ile yapilmaktadir, Hong Kong, Vietham ve Tayland' da
A/H5N1 ile enfekte vakalain cok azinda kortikosteroidler kullanilmistir ve
kortikosteroid alan vakalarin 3'Unin 2’'si, 7’sinin 6'st ve 8inin 6'st sirastyla élumle
sonuclanmistir. Elde var olan kanitlar A/H5N1 enfeksiyonlarinda kortikosteroid veya

diger immunmodiilatérlerin faydal: bir role sahip olmadigim gostermektedir™®21%),

2.14. Enfeksiyonun Kontroll

Influenzaya kars1 asilama yamsira, enfeksiyonun kontrol (i icin salgin zamaninda
risk gruplarina antiviral ilaglarin verilmes, hastaliga yakalananlara ilk 48 saat icinde
ilag baslanmasi ve sik e yikanmasina 0zen gosterilmesi gerekir. Bunlann disinda
hastaliga yakalananlara solunum izolasyonu uygulanmas (evde veya hastanede),

hapsirma ve 6ksirikle etrafa virus sagmalarina engel olunmasi etkili 6nlemlerdir.

Avian influenza varlig1 stpheli veya dogrulanmamus vakalarda DSO temas ve
damlacik 6nleminin primer dneme sahip oldugunu vurgulamaktadir. Hastane kokenli
kazamlmis enfeksiyonlar bir yana laboratuvar kdkenli kazanlmis postmortem A/H7N2
enfeksiyonlart soz konusudur. Rusya'da 1977 A/HIN1 susu laboratuvar orjinlidir.
A/H2N2 susu 2005'de, 18 ulkede incelenmek Uzere laboratuvarlara gonderilmistir.
Dolayisiyla, dikkat edilmeyen ve yanlis laboratuvar kosullari pandemilere zemin
hazirlayabilmektedir. Avian influenza viruslar birgok dezenfektan tarafindan inaktive
edilebilmektedir ve DSO %1 sodyum hipoklorit veya %70 akol’u dezenfeksiyon igin

onermektedir (102109

K mes hayvanlarinin kontrolindeki tecriibe, kuslarla temasin minimize edilmesi
basit Onlemler olup kesinlikle uygulanmasi gerekmektedir. H5 asisimin  kimes
hayvanlarina uygulanmasi bolgede virus bulasmasinin 6nini kesebilmektedir, su ana
kadar lisans amis H5 influenza asist mevcut degildir, fakat gelistirme calismalar
devam etmektedir. Inaktive edilmis H5N3 asisi daha 6nce insanlarda sinanmuis olup iyi
tolere edildigi bilinmektedir. MF-59 adjuvanti barindiran bir as1 ise gondllulerde
immunojenik 0Ozellik gostermis ve uygulamayla birlikte nétralize edici antikorlara

rastlanmustir.
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Baculovirusda eksprese edilen H5 hemaglutinin asisi insanlarda test edilmistir ve
immunojenik 6zelligi mevcuttur. A/H5N1 asisi hayvan modellerinde test edilmistir ve
koruyuculugu ortaya cikarilmistir. Her ne kadar as1 gelistirilmesi 6nemli bir konu ise de
pandemik susun antijenik farkliliklarin var olmast HSN1 asisimin basarisiz olmasina
neden olabilmektedir. Sayet antijenik farkliliga dayal as1 basarisizligi sbz konusu olursa
yeni as1 versiyonunun 6 ayda gelistiriimes ve ticari olarak hazir olmasi gerekir ki bu

zaman dilimi toplu asilamalar icin gereklidir%1Y,

Insanlarda avian influenzaya karsi asisimn olmamasi durumunda, antiviral
kemoprofilaks spesifik korumada tek alternatiftir. Hollanda da yuksek riskli A/H7N7
pnomonisi salgininda yuksek riskteki kisilere oseltamivir uygulanmistir, uygulananlarin
daha diistik riske sahip ol duklar: tespit edilmistir®®?.
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3. GEREC VE YONTEM

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltes Hastanesi’nde 1 Nisan 2012 ve 30 Aralik
2013 tarihleri arasinda Cocuk Sagligi ve Hastaliklart Ana Bilimdaltr nin yogun bakim,
onkoloji, hematoloji, cocuk enfeksiyon, yenidogan yogun bakim, allerji, siit cocugu ve
blylk gocuk servislerinde, Enfeksiyon Hastaliklari Anabilimdali ve Gogus Hastaliklar
Anabilimdal1 serviderinde yatirilan ve solunum yolu enfeksiyonu tamsi konan 476
cocuk ve eriskin hastadan ainan nazofaringeal siiriintli rnekleri influenza A ve B
varligim tespit igin multipleks real-time PCR (Influenza A and B Real-TM, Sacace,
Italy) ve DFA (Argene SA, France) ile calisildi. Influenza A virus pozitif bulunan
ornekler HIN1 ve H3N2 dttipleri yoninden influenza A HIN1 ve H3N2 Real-TM PCR
kiti (Sacace, Italy) ile analiz edildi. Aynica bitin 6rnekler WHO’ nun 6nerdigi influenza
A virusunun matriks gen bolgesine yonelik M30F2/08 ve M264R3/08 primerlerin
kullanildig1 konvansiyonel RT-PCR ile test edildi™?.

Calismaya dahil edilen hastalarin demografik verileri ve klinik belirtileri
hazirlanan formlara dolduruldu ve yapilacak diger islemler ileilgili hasta ve ebeveynleri

bilgilendirilerek rizalar: alind.

3.1. Nazofaringeal Suruntii Orneklerinin Toplanmasi

Hasta ve hasta yakint 0Ornek ama isleminin basamaklart ile ilgili
bilgilendirildikten sonra hastanin islem sirasinda kendini arkaya dogru gekmemesi igin
yaslanarak oturmasi saglandi. Yas olarak kiclk olan hastalarda ise yakinlarindan
hastalarim kucaklarina alarak kol ve bacak hareketlerini engelleyecek sekilde
sabitlemesi istendi.

Islem sirasinda agizdan nefes almasi ve gozlerini kapamasi sdylenen hastanin

anindan tutup steril nazofaringeal naylon flocked ekiivyon (Copan Diagnostics, Italy)
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yuze dik agida burun deligine yavasca kondu. Ekivyon, kontaminasyonu engellemek
amaciyla burun i¢ yuzeyine degdirilmeden burun ve kulak memesi arasindaki mesafe
kadar nazal boslugun tabamna paralel sekilde direng hissedilinceye kadar arkaya dogru
ilerletildi. Direng hissedildiginde ekivyon 10-15 sn nazikge dondlrilerek hicrelerin
toplanmast saglandi. Hichir yere temas ettirilmeden yavasgca geri cekilen ekivyon,
icinde 3 ml PBS (Phosphate Buffered Saline) bulunan, hastamin adi ve soyad: ile
etiketlenmis transport tiptine kondu. DFA testi icin 6rnegin 2 ml’si kullanildi. Ornegin
geri kalan 1 ml’si isereal-time PCR calisilincaya kadar -80°C’ de saklandh.

3.2. Direkt immunfloresan Antikor (DFA) Testi ile Antijen Tespiti
Nazofaringeal silriintii érnekleri Influenza A ve B antijeni tespiti icin DFA testi
(Argene SA, France) ile analiz edildi.

3.2.1. Orneklerin Islenmesi ve Preparatlarin Hazirlanmas

1 Calisma 6ncesinde +4°C’ de saklanan 6rnekler buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra
20 saniye yavas bir sekilde vortekslendi.

2. Tlp icerisindeki ekivyon, Uzerindeki hicreleri besiyerine aktarmak icin tup
duvarina yavasca bastirilarak ¢ikarildi.
Ornekler 1200 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.
Supernatant kismi atil diktan sonra kalan pellet tizerine 10 ml PBS eklendi.
Tlpler 1200 rpm’ de 10 dakika santrif(jj edildi. Mukuslu érnekler icin bu asama

tekrarland.

6. Supernatant kismi atilip tipte kalan pellet Gzerine 400 ml PBS eklenerek pipetaj
yapild.

7. Test edilecek influenza A ve B virus igin immunfloresan lamlarinin iki

kuyucuguna hasta drneginden 30 pL eklendi.

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

0. Daha sonra hicrelerin fiksasyonu icin lamlar soguk aseton icerisinde en az 10
dakika bekletildi.
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10.

10.

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

3.2.2. Mikroskopta Degerlendirme Onces Y apilan Islemler

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

Steril ependorf tipler antijen varlig: arastirilan viruslar (influenza A ve B) igin
etiketlendi.

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

Lamdaki kuyucuklarda bulunan ornekler Uzerine diltie monoklonal antikordan
30 pL eklendi.

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

InkUibasyonun sonunda preparatlar 5 dakika PBS ile yikand.

Preparatlar distile su icine daldirilip ¢ikarilarak PBS kristallerinin uzaklasmasi
sagland.

Preparatlar karanlik ortamda kurumaya birakil di.

Kuruyan preparatlarda 6rnek kuyulan Uzerine 1-2 damla mounting media
damlatildi. Lameller preparatlarin Uzerine arada hava boslugu kalmamasi icin
hafifce kenarlarindan bastirilarak kapatild.

Karanlik alanda floresan mikroskop ile 25X veya 40X blyitme ile antijen

varlig: arastirild.

3.3. Influenza A ve B Real-Time PCR Testi
3.3.1. RNA Ekstraksiyonu
Nazofaringeal surintii  Orneklerinden viral genom eldesi icin  yapilan

ekstraksiyon isleminde Ribo-Sorb RNA/DNA Extraction (influenza A ve B Real-TM,
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Sacace, Italy) kiti kullamldi. RNA ekstraksiyonu Uretici firmamn Onerilerine gore
asagidaki gibi yapild.

1

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

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

Negatif kontrol tlpl dahil olmak Uizere hasta numaras ile etiketlenmis ependorf
tupleri hazirlandi.

Her tlpe 450 pL lizis solisyon ve 10 uL Internal Control RNA C+ (IC RNA)
pipeta yapilarak eklendi. Tupler odaisisinda 5 dakika inkibe edildi.

Chey Olarak etiketlenmis negatif kontrol tlpune 100 pL C- Negative Control,
diger tlplereise 100 uL ornek eklendi.

TUpler vortekslendi ve 5000 g'de 5 saniye santrifij edildi. Santrifllj sonras
erimeyen ornekler maksimum hizda (12000 g) tekrar 1 dakika santrifdij edildi.
Yeni tipe aktarilan supernatant tizerine iyice vortekslenmis sorbent’ten 25 pL
eklendi.

TUpler 5-7 saniye vortekslendi.

Oda 1sisinda 10 dakika inktbasyona birakilan tUpler periyodik olarak
vortekslendi.

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

Her tiipe 400 L yikama soltisyonu konuldu. lyice vortekslenen tipler 1 dakika
10000 g’ de santrif(jj edildi ve supernatant tekrar atildi.

Tuplere %70 lik etanolden 500 pL eklendi. Iyice vortekslenen tiipler 1 dakika
10000 g’ de santrifi)j edildi. Supernatant atildi.

TUplere tekrar 500 uL %70'lik etanol eklendi. Tlpler iyice vortekslendi, 10000
g de santrifljj edildi. Supernatant uzaklastirildi.

Her tlpe 400 uL aseton eklendi ve tlpler iyice vortekslenip 10000 g’ de santrifij
edildi. Supernatant atilch.

TUpler kapaklar agik olarak 60°C’ de 10 dakika inkibe edildi.

Her tlpe 50 L RNA-eluent eklenerek pellet tekrar stispanse edildi ve 60°C’ de
10 dakika inklbasyona birakilan tipler periyodik olarak vortekslendi.

Tupler 2 dakika maksimum hizda (12000 g) santrifdyj edildi.
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17.

RNA iceren supernatant cDNA sentezinde kullamlmak Uzere -80°C'ye
kaldirildi.

3.3.2. cDNA Sentezi

Ornek ekstraktlarindan aym giin icerisinde Reverta Reverse Transcription
(Influenza A and B Real-TM, Sacace, Italy) kiti ile cDNA sentezi asagidaki gibi
yapild:

Alt1 drneklik reaksiyon karisimi hazirlamak icin 125 uL RT-mix iceren tipe 5
ML RT-G-mix-1 eklendi. Karisim kisa bir stre santrifllj edildi ve 5-10 saniye
vortekslendi.

Bu karistma 6 pL M-MLYV pipetg yapilarak eklendi. Vorteks islemi 3 saniye ve
santrifdj islemi 5-7 saniye yapildi.

Hazirlanan reaksiyon karisimi, hasta numarasiyla etiketlenmis PCR tUplerine 20
ML dagitildh.

Nukleik asit ekstraktlart maksmum hizda (12000 g) 2 dakika santrifj edilip
supernatantlarin 20 pL’s dikkatli bir sekilde pipeta) yapilarak reaksiyon
karisimu iceren tuplere eklendi.

Tdpler MJ Mini Personal Termal Cycler (Bio-Rad Life Science Research,
France) cihazinda 37°C’ de 30 dakika inkibe edildi.

Elde edilen cDNA drnekleri her tipe 40 uL TE-buffer eklenerek 1:2 oraninda
dilte edildi. Dilie cDNA o6rnekleri real-time RT-PCR testinde kullanilmak tizere
-70°C’ye kaldirildh.

3.3.3.Iinfluenza A ve B Multipleks Real-Time PCR
Influenza A ve B Real-TM multiplex RT-PCR kitinin 6nerdigi protokole uyarak

cDNA ornekleri kullamlarak PCR amplifikasyonu yapildi.

1

Influenza A ve B Real-TM kiti buzdolabindan gikarildiktan sonra reagenlerin
erimesi beklendi. Her 6rnek icin yeni steril ependorf tipe 10 uL PCR-Mix-1, 5
pL PCR-mix-2-FRT ve 0,5 uL TagF polymerase olmak lizere 6rnek sayisi kadar
reaksiyon miksi hazirlandi. Ardindan her tipe bu reaksiyon miksinden 15 pL
dagitildi ve Uzerlerine her bir 6rnege ait 10 pL cDNA eklendi.
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Tablo 1.

Her calisma asamasinda negatif kontrol tlipline 10 uL DNA buffer, influenza A
pozitif kontrol tipine 10 pL cDNA influenza A C+, influenza B pozitif kontrol
tiptine 10 pL ¢ DNA influenza B C+ ve internal kontrol DNA pozitif kontrol
tuptne 10 pL 1C DNA dagitildt.

Reaksiyon tipleri Rotor Gene Q aletine yerlestirildi. Sicaklik profili asagidaki
sekilde ayarlandi.

influenza A ve B real-time PCR sicaklik dongiisi

Rotor Gene Q

Adim

Sicaklik °C Sire Siklus

95 15dk 1

95 10sn
54 25sn 10
72 25sn

95 10sn 35

54 30sn (FloresanTespit)
72 25sn

Influenza A virus ROX kanalinda, influenza B virus JOE kanainda ve internal
kontrol FAM kanalinda tespit edildi. Ornekler icin uygun floresan kanaldaki
siklus esik degeri (cycle threshold; Ct) <33 atinda ve floresan egrisi esik
Gizgisini gectiginde sonug pozitif kabul edildi. Orneklere ait Ct degeri yoksa ve
internal kontrole ait FAM kanalindaki Ct degeri <28 ise sonu¢ negatif olarak
degerlendirildi

3.4. influenza A HIN1 ve H3N2 Multipleks Real-Time PCR Protokolii
PCR reagenleri oda isisina getirildi, her 6rnek icin 25 pL reaksiyon miksinden
biri HIN1 digeri H3N2 testinde kullamilmak Uzere 2 tip hazirlandi.
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2. Her bir 6rnek icgin iki reaksiyon miksi; 10 uyL PCR-mix-1 HIN1 veya 10 pL
PCR-mix-1 H3N2, 5 uL PCR-mix-2-FRT ve 0,5 pL TagF polymerase’ dan
olustu.

3. Her bir tlpe 15 pL reaksiyon miks dagitilip Gzerine 6rneklere ait 10 pL cDNA
konuldu.

5. PCR negatif kontrol tupline 10 uL DNA buffer, pozitif kontrol tiptne 10 pL
cDNA H1IN1 veya H3N2 C+ ve internal kontrol DNA pozitif kontrol tUpine 10
ML 1C DNA eklendi. Reaksiyon tUpleri Rotor Gene Q aletine yerlestirildi.
Sicaklik profili Tablo 2'deki sekilde ayarland.

Tablo 2. influenza A HIN1 ve H3N2 real-time PCR sicaklik doéngiisii

Rotor Gene Q
Adim Sicaklik °C Sire Siklus
1 95 15dk 1
95 10sn
2 54 20sn 10
72 10sn
3 95 10sn 35
54 20sn (FloresanTespit)
FAM(Yesil)
JOE(Sar1)
ROX(Turuncu)
72 10sn
6. Influenza A virus H1 ve influenza virus A H3 JOE kanalinda, influenza virus A

N1 ve influenza virus A N2 ROX kanalinda ve internal kontrol FAM kanalinda
tespit edildi. Ornekler icin uygun floresan kanaldaki siklus esik degeri (Ct) <25
altinda ve floresan egrisi esik cizgisini gectiginde sonug pozitif kabul edildi.
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Orneklere ait Ct degeri yoksave internal kontrole ait FAM kanalindaki Ct degeri
<26 ise sonu¢ negatif olarak degerlendirildi.

3.5. influenza A Virusicin Konvansiyonel RT-PCR Test Protokolii
Influenza A virusunun tespiti icin WHO'nun onerdigi influenza A virusunun
matriks geninin 244 bp’lik bolgesini hedef alan M30F2/08 ve M264R3/08 primerler

kullanlch®*?,

3.5.1. cDNA Sentezi

cDNA sentezi icin ornege ait 5 L RNA ekstrakti, 100 pmol random hexamer
primer ve RNaz icermeyen distile sudan olusan 12.5 pL karisitm 70°C’de 5 dakika MJ
Mini Personal Thermal Cycler cihazinda (Bio-Rad, France) inkibe edildi. Ardindan 1-
2 dakika strreyle buz kalibinda sogutuldu. Steril bir ependorf tipte 5X RT buffer 4 uL, 1
mM dNTP miks, RiboLock RNase inhibitdr (40 U/ uL) 0.5 uL ve 200U RevertAid M-
MuLV Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) iceren reaksiyon karisimi buz
kalibinin Gizerindeki 6rnek tlplerine konuldu. Toplam 20 pL’lik karisim 25°C’ de 10 dk,
42°C’de 60 dk ve 70°C’ de 10 dk inkiibe edilerek cDNA’lar elde edildi. cDNA’lar PCR
testine kadar -20°C’ de saklandh.

3.5.2. influenza A Virus Amplifikasyonu

Influenza A virus amplifikasyonu 10X Tag Buffer 5 uL, 200uM dNTP miks,
1.5mM MgCl,, 0.5 uM influenza A reverse primeri, 0.5 uM influenza A forward
primeri, 2U Tagq DNA Polimeraz, distile su ve 5uL cDNA igeren toplam 50 pL
reaksiyon karisimimn 95°C’ de 15 dakika ilk denaturasyondan sonra her siklus 94°C’ de
30 sn, 50°C’'de 30 sn ve 72°C’de 1 dk olmak Uzere 45 siklus ve son elongasyon igin
72°C’ de 10 dakika tutulmasiyla gerceklestirildi.
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3.6. Agaroz Je Elektroforezi

1 Amplifikasyon Urtnleri etidyum bromirli %2 agaroz jel elektroforezi ile
arastirildi. Hem tank tamponunun, hem de agaroz jelin hazirlanmasinda 107.8g
Tris-Base (Sigma), 7.44 g EDTA(Sigma) ve 55 g Borik asit ile yapilan 10X Tris
Borik asit EDTA (TBE) stok tamponu kullamldi. 10X TBE stok soltisyonu
kullamum 6ncesi 1X TBE olacak sekilde distile su ile sulandirildi (pH 7.2).

2. Steril bir balon icine 100ml 1X TBE tamponu ve 2g agaroz (Sigma) eklenerek
mikrodalga firinda eritildi.

Agaroz odaisisinda sogutulup icine 0,5ug/ml etidyum bromar eklendi.

Jel, taraklar1 uygun olarak yerlestirilmis elektroforez tankimin (OWL Separation
Systems Model B2 Mini Gel Electrophoresis System) Uzerine hava kabarcigi
olmayacak sekilde yavasca dokuldi ve oda sicakliginda katilasmasi icin yaklasik
olarak 30 dakika bekletildi. Jel katilastiktan sonrataraklar yavasca cikarildi.

5. Jelin ilk kuyucugunda 6uL 100bp DNA ladder (Fermentas ) olmak Uzere, 10uL
amplikon ile 2uL yikleme tamponu (1X TBE iginde % 20 sukroz, % 0,25
bromfenol mavisi) karistirllarak jel Gzerindeki kuyucuklara yiklendi.

6. Tankin gu¢ kaynagi (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA) 80V ve

120A akima ayarlanarak calistirildi. Yaklasik olarak 45 dakika sonra

elektroforez durduruldu.

Jel tanktan cikarildi ve jel gorintileme sistemi (DNR Bio-Imaging Systems

Visible & Ultraviolet Transilluminator, MiniBIS Bio-Imaging System) ile

gorunttlenerek 244 bp’lik bandlarin varligi icin analiz edildi (Sekil 1).

Sekil 1. RT-PCR uruini 244 bp’lik bandin agar oz jelde gor tintiilenmesi

<«— 244 bp




4. BULGULAR

Cukurova Universitess Tip Fakiiltesi Balcali Hastaness Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar: Anabilim Dali’ min yogun bakim, onkoloji, hematoloji, gocuk enfeksiyon,
yenidogan yogun bakim, siit cocugu, alerji ve biyik cocuk serviseri ve Enfeksiyon
Hastaliklart Anabilim Dal1 ile GOgus Hastaliklart Anabilim Dal1 servislerinde yatirilan
ve solunum yolu enfeksiyonu belirtileri olan 476 hastadan alinan nazofaringeal surtntd
ornekleri influenza A virus ve dttipleri ile influenza B virusu tespit etmek amaciyla
influenza A ve B red-time RT-PCR, influenza HIN1 ve H3N2 real-time RT-PCR,
influenza A virus icin konvansiyonel RT-PCR ve influenza A ve B antijeni icin direk

immunfloresan test ile calisildi.

Solunum yolu enfeksiyonu (SYE) olan toplam 476 hastamn 2781 (%58.4)
erkek, 198'i (%41.6) kizdi. Erkeklerin kizlara oramt 1.4 idi. Toplam 476 hastamn yas
gruplarina gore cinsiyet dagilimina bakildiginda, 2 yas ve atindaki 206 (%43.3)
cocugun 120's (%58.3) erkek ve 86'st (%41.7) kizdi. Yaslart 3-5 arasinda olan 76
(%16) hastanin ise %71'i erkek, %29 u kizdi. Diger 6-10 yas, 11-20 yas ve 20-65 yas
gruplari ise sirasiyla % 13.4, %14.5 ve %12.8 oranlarindaidi (Tablo 3).

Nazofaringeal Orneklerin 146's (%30.7) g¢ocuk yogun bakim, 78'i (%16.4)
cocuk onkoloji, 540 (%11.3) buyuk cocuk, 49'u (%10.3) sit cocugu, 42's (%8.8)
yenidogan yogun bakim, 31'i (%6.5) enfeksiyon hastaliklari, 281 (%5.9) cocuk
enfeksiyon, 23'U (%4.8) gbgus hastaliklari, 18'i (%3.8) cocuk hematoloji ve 7°'si (%1.5)

cocuk allerji bolimlerinde yatirilan hastalara aitti.
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Tablo 3. Hastalarin cinsiyet ve yas gruplarina gore dagilim

SYE ol Yas gruplari
oo l‘(’l Zr” <2yas 35yas | 610yas | 11-20yas | 20-65yas | Toplam
n % n % n % n % n % n %
Erkek | 120 583 |54 71 [39 61 |36 52 |29 475|278 584
Kiz 86 417 |22 29 |25 39 |33 48 |32 525|198 416
Toplam 206 433 |76 16 |64 134 |69 145 |61 128 |476 100

SYE olan toplam 476 hastadan real-time PCR yontemi ile 98 inde (%20.5)
influenza A virusu ve 16’ sinda ( %3.3) influenza B virus tespit edildi. Influenza A virus
enfeksiyonu olan hastalarin cinsiyet ve yas gruplarina gore dagilimina bakildiginda
36's1 (%36.7) <2 yas, 25'i (%25.5) 3-5 yas, 12's (%12.3) 6-10 yas, 16’ s (%16.3) 11-20
yas ve 9'u (%9.2) 20-65 yas grubunda idi. influenza A enfeksiyonu olan 98 hastanin
56's1 (%57.2) erkek ve 42'si (%42.8) kiz idi (Tablo 4, Sekil 2).

Influenza B virus enfeksiyonu olan 16 hastaninise 11'i erkek ve 5'i kiz olup 6'st
(%37.5) <2 yas, 3'U (%18.7) 3-5 yas, 2's (%12.5) 6-10 yas, 3'0 (%18.7) 11-20 yas ve
2's (%12.5) 20-65 yas grubundaidi.

Tablo 4. influenza A virus enfeksiyonu olan 98 hastanin cinsiyet ve yas gruplarina gor e dagilimi

SYE ol Yas gruplari
ocu Igl :rn s2yas 3-Syas 6-10yas | 11-20yas | 20-65yas | Toplam
n % | n % | n % | n % | n % | n %

Erkek | 21 583 |18 72 7 583| 6 375 444 |56 572

4
Kiz 15 41.7 7 28 5 41.7 | 10 62.5 5 55.6 | 42 42.8
Toplam | 36 36.7 | 25 255 | 12 123 | 16 16.3 9 9.2 | 98 100
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Sekil 2. influenza A virusile enfekte vakalar in cinsiyet ve yas gruplarindaki dagilim

25 -

20

15 1 = Erkek
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<2yas 35y 610y 1120y  >20y

Influenza A virus (98 vaka) ve influenza B virus (16 vaka) enfeksiyonu olan
toplam 114 hastamn kliniklere dagilimina bakildiginda 31'i (%27.2) cocuk yogun
bakim, 27'si (% 23.7) cocuk onkoloji, 17’ si (%15) blyik ¢ocuk, 11'i (%9.6) enfeksiyon
hastaliklari, 10'u (%8.8) sit cocugu, 7'si (%6.1) yenidogan yogun bakim, 4’ i (%3.5)
cocuk enfeksiyon, 3'U (%2.6) cocuk hematoloji, 3'U (%2.6) cocuk alerji ve 1'i (%0.9)
g6gus hastaliklar: bolimlerinde yatan hastalard: (Tablo 5).
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Tablo 5. influenza enfeksiyonu olan 114 vakanin kliniklere dagilim

Klinik influenzaA | InfluenzaB | Toplam vaka
n n n %
Cocuk yogun bakim 28 3 31 27.2
Cocuk onkol gji 25 2 27 23.7
Bulyuk cocuk 14 3 17 15
Enfeksiyon hastal iklar 10 1 11 9.6
Sit gocugu 8 2 10 8.8
Y enidogan yogun
bakim 4 3 7 6.1
Cocuk enfeksiyon 4 4 35
Cocuk hematol oji 3 3 2.6
Cocuk allerji 2 1 3 2.6
GOgus hastaliklar - 1 1 0.9
Toplam 98 16 114 100

SYE olan toplam 476 hastarin 138'i pnémoni, 43’ U bronsiolit, 35’i Ust solunum
yolu enfeksiyonu ve 260’1 hematolojik, immunolojik, kardiak, metabolik, nérolojik ve
onkolojik hastalik gibi altta yatan hastaligi olup solunum yolu enfeksiyon 6n tamst alan
vakalardi. Pndmoni, bronsiolit, tist solunum yolu enfeksiyonu (USYE) ve altta yatan
hastaligi olup SYE olan influenza A virus pozitif hastalarin oram sirasiyla %17.4,
%23.2, %25.7 ve %21.1 olup influenza B ile enfekte hastalarda ise bu oranlar arasiyla
% 2.9, %4.6 , %2.8 ve %3.4 idi (Tablo 6).

Tablo 6. influenza A ve B virusile enfekte olan ve olmayan hastalar in klinik tamlari

Hastalik influenza A influenzaB | Virusnegatif Toplam
virus pozitif virus pozitif

n % n % n % n %

Pnoémoni 24 17.4 4 2.9 110 79.7 138 29

Bronsiolit 10 23.2 2 4.6 31 72 43 9
USYE 9 25.7 1 2.8 25 714 35 74

SYE + Alttayatan

hastahik 55 21.1 9 34 196 75.3 | 260 54.6

Toplam 93 20.5 16 3.3 362 76.1 | 476 100
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Influenza enfeksiyonu olan 114 gocuktan 76'sinda (%66.6) oksirik, 63 Uinde
(%55.2) ates, 56’ sinda (%49.1) burun tikanikligi, 50’ sinde (%43.8) solunum guclugu,
45'inde (%39.4) takipne, 39" unda (%34.2) burun akintisi, 37’ sinde (%32.4) bogaz agrisi
ve 30’ unda (%26.3) bulant: ve kusmavardi (Tablo 7).

Tablo 7. influenza olan 114 hastada klinik belirtiler

Belirtiler no %

Oksiiriik 76 66.6
Ates 63 55.2
Burun tikaniklig 56 49.1
Solunum gil igl 50 43.8
Takipne 45 394
Burun akintist 39 34.2
Bogaz agrisi 37 324
Bulant: ve kusma 30 26.3

Calismada 1 Nisan 2012 ve 31Aralik 2013 tarihleri arasinda hastaneye basvuran
476 hastaya ait nazofaringeal drnekler influenza virusicin test edildi. Vakalann aylara
goére dagilimina bakildiginda yilinda 23t Nisan 2012, 19'u Mayis, 6'st Haziran, 8'i
Temmuz, 13’0 Agustos, 21'i Eylll, 28'i Ekim, 34t Kasim, 29'u Aralik, 50'si Ocak
2013, 44’1 Subat, 36’'st Mart, 23’0 Nisan, 15'i Mayis, 6'st Haziran, 8'i Temmuz, 3'U
Agustos, 27's Eylll, 22'si Ekim, 21'i Kasim ve 40'1 Aralik ayindaidi (Tablo 8).

Influenza A pozitif vakalarin 1’i Nisan, 2'si Agustos, 4’ Ui Eylil, 10'u Ekim, 10'u
Kasim, 10'u Aralik, 15'i Ocak 2013, 6'st Subat, 6'st Mart, 2’'si Nisan, 6'st Eylll, 7's
Ekim, 6'st Kasim, 13’1 Aralik ayinda tespit edildi. influenza B pozitif vakalarn ise 1'i
Aralik 2012, 6'st Ocak 2013, 3'U Subat, 2’s Mart, 2'si Kasim ve 2'si Aralik ayinda
gorildii. influenza virus enfeksiyonu 2012 yilimn Mayis, Haziran ve Temmuz ve 2013

yilinin Mayis, Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda tespit edilmedi (Sekil 3).
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Sekil 3. influenza A ve B virusile enfekte vakalar in aylara dagilim
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Influenza A virus alttiplemes yapildiginda 1 Nisan 2012 ve 31 Aralik 2013
doneminde 98 influenza virus izolatinin 62'si (%63.3) A(HIN1)pdm09 ve 36's
(%36.7) A(H3N2) idi.

verilmistir.

Influenza A alfttiplerin aylara gore dagilimi Tablo 8'de

Tablo 8. influenza A virus ve alttiplerin aylara gore dagilim

Ay influenzaA [ HIN1 [H3N2 [Ay influenzaA | HIN1 H3N2
n n n n n n

Nisan 2012 1 1 Eylul 2013 6 3 3

Agustos 2 2 Ekim 7 3 4

Eylul 4 2 2 Kasim 6 2 4

Ekim 10 8 2 Arahk 13 2 11

Kasim 10 8 2

Aralik 10 9 1

Ocak 2013 15 12 3

Subat 6 5 1

Mart 6 1

Nisan 2 2

Toplam 66 52 14 32 10 22
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Influenza A(HIN1)pdm09 alttipi 1 Nisan 2012 ve 30 Nisan 2013 arasindaki
donemde toplam 66 influenza izolatinin 52’ sini (%78.8), A(H3N2) ise 14’ tnu (%21.2)
olusturmustur. Sonraki 1 Mayis ve 31 Aralik 2013 doneminde ise 32 influenza A
izolatimn 10'u (%31.3) A(H1IN1)pdmO9 alttipi olup 22'si (%68.7) H3N2 idi. influenza
A(HIN1)pdmO9 alttipi Ocak 2013 de 12 vaka ile pik yaparken, H3N2 ise Aralik
2013 de 11 vakaile pik yapmustir (Sekil 4).

Sekil 4. influenza A virus HIN1 ve H3N2 alttiplerinin aylara gore dagilim
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Influenza B virus 1 Nisan 2012 ve 31 Aralik 2013 arasindaki siirede SYE olan
toplam 476 hastadan real-time PCR yontemi ile 16'sinda ( %3.3) tespit edilmistir.
influenza B virus enfeksiyon insidanst 1 Nisan 2012 ve 30 Nisan 2013 arasindaki

dénemde %3.5 (12/334) iken sonraki 1 Mayis ve 31 Aralik 2013 doneminde ise %2.8
(4/142) bulunmustur.

Influenza A ve B icin real-time RT-PCR test referans ainciginda influenza A ve
B icin direk immunfloresan testin (Argene SA, France) sensitivitesi sirasiyla %72.4,
%75, spesifitesi %099.2 ve %99.5 bulunmustur (Tablo 9).
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Influenza A virus WHO primerlerinin kullanildig: konvansiyonel RT-PCR testi
ile orneklerin 94’ Ginde (%19.7) tespit edilmistir ve real-time RT-PCR testine goére

sensitivitesinin %96 ve spesifitesinin %100 oldugu bulunmustur.

Tablo 9. influenza virus A ve B real-time PCR testi ve DFA sonuglari

DFA Real-time PCR DFA
Pozitif Negatif Sensitivite Spesifite
influenza A | Pozitif 71 3 %72.4 %699.2
Negatif 27 375
influenzaB | Pozitif 12 2 %75 %99.5
Negatif 4 458
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5. TARTISMA

Grip olarak bilinen influenza ani baslayan yUksek ates, titreme, 6ksirtk, burun
akintisi, bas agrisi, halsizlik ve kas agrilar1 ile seyreden akut solunum yolu hastaligidir.
Enfeksiyonun klinik ciddiyeti asemptomatik hastaliktan 6lumcul olabilen primer viral
pnomoniye kadar degisebilir.

Grip her yil milyonlarcakisiyi ve her yas grubunu etkiler. Bircok viral solunum
yolu enfeksiyonu benzer klinik tabloya yol acabilir. Gribi digerlerinden ayiran temel
Ozellikler salginlar (epidemiler) yapabilmesi, tim dunyada salginlara (pandemiler) yol
acmasi ve onemli olglde is guct ve okul stiresinden kayba sebep olmasidir. Grip, tim
dinyada, is guci kayiplarimin %10’ undan sorumludur ve 6nemli ekonomik kayipla
sonuglanir. Influenza mevsiminde atak hizi genellikle % 5-20 olarak bilinmektedir ve
her yil 250000~ 500000 kisi yasamin: yitirmektedir®.

Influenza virus enfeksiyonlari oldukga bulasict olup, toplumda hizli yayilim
gosterir. Influenza virusu genellikle belirtilerin ortaya gtkmasindan bir guin ve sonraki 5-
7 gun stireyle yayilir. Cocuklar eriskinlere gore daha gok bulastiricidir. influenza baslica
uc yolla yayilir; direkt bulasma (enfekte kisinin baska bir kisinin gz, burun veya agiz
icine direkt olarak hapsirmasi), hava yolu (enfekte kisinin 6ksiirmes veya hapsirmasi
ile yayilan aerosollerin baska birisi tarafindan solunmasi) ve kontamine yiizeylerden ya
da el sikismasi gibi dogrudan kisisel temas ile elden goze, elden buruna veya elden
agiza bulasma yoluyla olur. Havadaki kiguk damlaciklarin caplart 0,5-5 mikron
kadarchr ve sadece bir damlacik enfeksiyon icin yeterli sebep olabilir. influenza, kis
aylarinda pik prevalansa ulasir. Influenza epidemileri genellikle 1liman iklim kusaginda,
kuzey yarim kurede Ekim-Nisan aylarinda, giney yarim kirede Mayis-Eylul aylarinda
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goraldr. Tropika bolgelerde tim yil boyunca gorilebilir. Hastane ve huzurevlerinde
nozokomiyal salginlar gorulebilir. Tarkiye'de influenza epidemiyolojisi ait oldugu
kuzey yarim kure iliman kusak Ozelligini gosterir. Her yil influenza virusunun yeni
suslar enfeksiyonlara sebep olur. Simdilik gelecekte influenzamin yeni bir susunun

pandemik enfeksiyon yapacag: hakkinda endise vardir®™39,

Influenza viruslan internal nikleokapsid veya matriks proteininin antijenik
yapisina dayanarak A, B ve C olmak Uizere (g tipe ayrilir. influenza A virusu sadece
insanlar: degil kus turlerini, atlar ve domuzlarn da enfekte edebilir. Influenza B ve C ise
sadece insanlarda hastaliga sebep olur. En sik gorilen influenza A, daha az oranda
B’dir. Influenza C virusu gok daha hafif hastalik tablosuna sebep olur ve salginlara yol

agmaz.

Influenza virusunun hemaglutinin (HA) ve néraminidaz (NA) olmak tzere iki
onemli yuzey glikoproteini vardir. HA konak hiicre membramindaki siaik asit
reseptoriine baglanir. Bu glikoprotein konakta koruyucu immuniteyi uyaran antijendir.
NA, yeni virus partikllerinin konak hticre membramina baglanmasinda rol alan sialik
asit bagini aynistirarak viruslarin hiicreden serbest birakilmasini saglar. Influenza A ve
B virudarimin HA ve NA proteininde antijenik drift olarak bilinen strekli minor
antijenik degisiklikler olur. Antijenik drift, hemaglitinin veya néraminidazi kodlayan
RNA segmentinde kicglk noktasal mutasyonlarla olusur. Sonugta virusun protein
yapilarinda bir veya birkag aminoasidi ilgilendiren degisiklikler meydana gélir.
Antijenik drift, influenza virusunun epidemilerinden sorumludur. Bu antijenik
degisikliklerin sonucu olarak enfeksiyon sonrasi veya daha Onceki suslara karsi asilama
sonucu influenza virudlarina kars: olusan antikorlar, daha sonraki yillarda dolasan
viruslara kars1 koruyucu olmayabilir. Sonu¢ olarak populasyonlarda genellikle yillik
epidemiler olur. Antijenik degisiklikler, ayni zamanda asinin sirkile eden suslarla
uyumunu saglamak icin influenza asi komponentlerinin siklikla guncellestirilmesini

gerektirir.

Antijenik drifte ilaveten influenza tip A virudlarn antijenik shift denilen daha
dramatik bir degisime ugrar. Antijenik drifte gbre ¢ok daha buyuk bir degisikliktir.
HemaglGtinin, néraminidaz veya her ikisini de kodlayan RNA segmentinde tamamen

farkli bir genetik yapilanma meydana gelir. Antijenik shift gegiren influenza virusunun
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orijinal virusla antijenik yakinligi ¢ok azdir veya yoktur. Antijenik shift, influenza
virusunun pandemilerinden sorumludur. Yeni HA proteini 2009 HIN1 pandemisinde
goruldug gibi virusun aynt alttipini icerebilir, fakat antijenik olarak onemli o6lciide
degisiktir. Antijenik drift sirekli oldugu halde antijenik shift ¢cok sik olusmaz. Yeni
influenza A viruslan hastaliga sebep olur ve insanlar arasinda bulasici ise pandemi
denilen bitin dinyada salginlar ile sonucglanabilir. Sadece influenza A viruslarn
influenza pandemilerine sebep olur. influenza A virusu HA ve NA'’larina gore alttiplere
ayrilir. Influenza A viruslarimn antijenik olarak farkli 16 HA (H1-H16) ve 9 NA dlttipi
(N1-N9) tamnmstir. Memeli tdrlerinden olduk¢ca az sayida alttip (subtip)
kombinasyonlar1 izole edilmesine ragmen tim attipler, bircok kombinasyonlarda
kuslardan izole edilir. Her virus bir HA ve bir NA alttipi gosterir. Insan influenza A
tipleri H1, H2, H3, N1 ve N2'ye sinirlichr®.

Yirminci yuzyilda G¢ influenza pandemisi, 1918 de HIN1, 1957'de H2N2 ve
1968’ de H3N2 pandemileri meydana gelmistir. Insanlarda ortaya gikan yeni bir virus
susunun sebep oldugu bu pandemilerde milyonlarca insan 6lmustir. Bugine kadar
gorulen en siddetli pandemi, 1918 yilinda 20 milyondan fazla insamn yasamin
yitirmesine sebep olan ispanyol gribidir. Yeni suslar genellikle mevcut bir influenza
virusunun, diger hayvan tdrlerinden insanlara yayilmasi ile olusur veya varolan bir
insan susu genellikle kuslar veya domuzlar: enfekte eden bir virustan yeni genler alir.
Asyada 1997 de ortaya gikan avian influenza virusu olan influenza A(H5N1) kuslardan
insanlara bulasmistir ve kus gribi virusu insanlarda %60 mortalite ile seyretmistir.
Influenza A(H5N1) yeni bir influenza pandemisi endisesi yaratmus, ancak insanlar
arasinda kolayca yayilan bir form gelismemistir. Bu virus tipinin nigin tar bariyerini
asarak kanatlidan insana gegis yaptigi arastirnlmaktadir. Bu durum ileriki yillarda
influenza virusunun yeni alttipleri ile karsilasabilecegimizi distndirmektedir. Daha
once kisilerin karsilasmadig: bir antijenik yapinin ortaya ¢itkmasi ve yayilmasi halinde
yeni bir pandemi dalgasi ortaya cikabilecektir. Nisan 2009'da yeni bir influenza
A(HIN1) virusu 40 yildan fazla bir siire sonra 21. yuzyilin ilk influenza pandemisinin
olusmasina sebep olmustur. Yeni influenza A(H1N1) virusu 2009 ki bu insan influenza
A(HIN1) virudarindan farklidir. Nisan 2009 da baslangicta “domuz gribi” olarak
adlandirilan ve aym zamanda influenza A(H1N1) olarak bilinen insan, domuz ve kus

gribi genlerinden kombine yeni bir influenza susu Meksika, Amerika Birlesik Devletleri
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ve diger bazi iilkelerde ortaya ctkmustir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), 11 Haziran 2009
tarihinde pandemik salgim resmen ilan etmistir. DSO agiklamasi, pandemi seviyesinin 6
olmasinin virus yayilmasimn bir gosterges oldugu hastaligin ciddiyetini gostermedigi
idi ve yeni sus aslinda yaygin influenza salginlarina gére daha distk 6lUm oramna
sahipti. DSO enfeksiyonun tedavi ve kontrol altina alinmasinda mevsimsel influenza
virusu ile HIN1 virusunun kesin olarak ayriminin yapilmasimnin ¢ok énemli oldugunu
belirtmistir. Pandeminin sebep oldugu hastalik ve dlimden en az etkilenmek igin
Ulkelerin cok dikkatli planlamalar ve uygun politikalar Gretmes gerekmektedir.
Pandemiler arasinda olusan sik epidemiler antijenik drift denilen baskin susta giderek
artan antijenik degisimin sonucudur. Epidemiler HIN1 ve H3N2 alttipleri gibi influenza

A veinfluenza B virudar ile enfeksiyona bagli olarak btitin diinyada gorul ar®,

Influenza enfeksiyonu genellikle diger respiratuvar viruslara gore daha ciddi
hastaliga sebep olmasina ragmen influenza enfeksiyonlari sadece Kklinik bilgiye
dayanarak diger respiratuvar virus enfeksiyonlarindan kesinlikle ayirt edilemez. Tamy:
dogrulamak icin laboratuvar testi gereklidir. Influenza virus testi icin uygun klinik
ornekler, nazofaringeal sUruntl, nazal surintl, bogaz surintlsi, trakeal aspirat ve
bronkoalveolar lavajcir. Ornekler hem hospitalizasyon gerektiren ciddi hasta
vakalarindan hem de sadece disardan tedavi edilen hafif hastaligi olanlardan
toplanabilir, ¢linkli baskin virus tipi veya attipi hastaligin ciddiyetine gore degisebilir.
Belli bir populasyonda hasta veya hastaneye yatirililanlarda sistematik 6rnek alma
hastalik yukuntin tahminine izin verir. Ornekler hastaligin baslangicindan 72 saat icinde
alinmalidir. influenza tamst igin kullailan metodlar virus izolasyonu (konvansiyonel
hiicre kdltirt ve hizli hicre kiltir metodu), molekiler testler (RT-PCR ve real-time
RT-PCR) ve vira antijenlerin tespiti icin ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), direk veya indirek immunfloresan testtir. Hizli testlerin kolay kullanimi ve
cabuk olmasi hasta yonetimi icin faydalidir, ancak bu testler viral kilttr ve RT-PCR’a
gore daha disik sensitivite ve spesifiteye sahiptir. Influenza A alttiplemesi de
yapilamaz. RT-PCR testinin kus gribi etkeni influenza tip A(H5N1) viruslarimn tamst
icin yaygin kullammmu influenza taramasinda molekiler metodlarin kullaniminda genel
artisa yol agcmistir. RT-PCR testi mevsimsel influenza viruslari ve tiplendirilemeyen

influenza A viruslarinin tanisi icin en sensitif metoddur(®364.
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Influenza virus enfeksiyonlarinin laboratuvar tanist ile dolasimdaki viruslarin
cografik dagilim Uzerine temel bilgi saglanmasimin yamt sira influenza virus
surveyansinin amaglart asi susu secimi igin viruslardaki antijenik degisiklikleri izlemek,
antiviral direnci izlemek ve pandemik tehdit yaratacak yeni influenza alttiplerinin
tespitidir®>,

Spesifik influenza virus suslarimn zamanminda ve dogru tamsi, etkili korunma, ast
hazirlanmasi ve erken antiviral tedavi icin onemlidir. Viral kultdr, tam icin atin standart
olmasina ragmen molekiler metodlar yerine gecmistir. Molekiler testler yiksek
sensitivite ve spesifiteye sahiptir, genellikle %100°e yaklasir®™¥. Solunum yolu
virudarimin erken ve spesifik tamst antiviral tedavinin  baslanmasi, antibiyotik
kullamminda azalma, nozokomiyal yayilimin azaltilmasi, hastanede kalis slresinin
kisalmasi, diger laboratuvar testlerinin azaltiimasi ve hasta yonetimi igin maliyetin

azaltilmast gibi bir gok avantgjlar saglar.

DSO tarafindan 1950'li yillardan beri izlem altina alinan grip ile ilgili diinyada
ve Ulkemizde slrveyans calismalar1 yapilarak o yil dolasimdaki influenza viruslarinin
insidansi, alttipleri, bu tiplerin mevcut antivirallere karsi direng kazamp kazanmadiklar
ve dolasima giren yeni bir alttipin var olup olmadigi saptanmaktadir.

Ulkemizde solunum vyolu enfeksiyonu olan hastalarda vira etyolojinin

arastirildigi calismalardan Akcakaya ve ark

yaptigi calismada 5 Kasim 2009 ve 10
Mart 2010 tarihleri arasinda grip benzeri hastalik tablosuyla istanbul Universites
Cerrahpasa Tip Fakiltesi cocuk acil poliklinigine basvuran ve solunum sikintisi,
tekrarlayan kusma ve genel durum bozuklugu sebebiyle yatirilan hastalara ait nazal ve
nazofaringeal orneklerde PCR yontemiyle influenza A(HIN1) varhg: arastirilmistir.
Caismada 182 hastadan ainan 187 Ornek degerlendirilmistir. Hastalarin yas
ortalamasinin 3.2 olup 2 ay ve 16 yas arasinda oldugu belirtilmistir. Toplam 139
Ornekten 84 Ornekte bir, 23 6rnekte iki ve U¢ Ornekte U¢ ayn respiratuvar virus tespit
edilmistir. Pozitif sonuglanan érnekler dikkate alindiginda sirasiyla; influenza A(HIN1)
(63, 9%45.3), PIV 3 (18, %13), rhinovirus (16, %11.5), coronavirus 229 (8, %5.8), RSV
A (7, %5), RSV B (7, % 5), PIV 1 (6, %4.3), adenovirus (5, %3.6), PIV 2 (4, %2.9),

metapnomovirus (4, %2.9) ve coronavirus 43 (1, %0.7) saptanmustir. Virus pozitif olan
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hastalarin %53.1'i grip benzeri hastalik, %31.2’s bronsiolit, %9.4'G pnémoni ve

%6.3' U akut astim tanmisiylaizlenmistir.

Hatipoglu ve ark."'” Konya'da 1 Ekim 2006 ve 31 Mart 2007 tarihleri arasinda
yaptigi calismada alt solunum yolu enfeksiyonu olup hospitalize edilen yaslar 1 ay-5
yas arasinda olan 147 hastada influenza A virusu %9.3 oraninda, diger virusar ise RSV
%55.6, PIV %27.8, hMPV %13 ve adenovirus %5.6 oranlarinda bulmustur. Hastalarin
%72.1'inin erkek ve 116’ sinin (%79.8) <2 yas ve altinda oldugu kaydedilmistir.

Ozdemir ve ark.™® tarafindan yine Konya da yapilan diger bir calismada 2008-
2009 ve 2009-2010 yillar1 Ekim ve Mart aylar1 arasinda grip benzeri belirtileri olan 130
cocuk ve eriskin hastadan alinan nazofaringeal stirintt 6rneklerinin multipleks PCR test
ile %18.5 inde (24) influenza A ve %3.1'inde (4) influenza B tespit edilmistir.

Beka ve ark.™® istanbul’ da yaptiklari calismada akut solunum yolu enfeksiyonu
olan 109 cocuga ait ornekler multipleks PCR ile test edildiginde solunum virusar
vakalarin %39.4’ tinde (43/109) tespit edilmis olup en yaygin rhinovirus %14.7 iken
RSV B %7.3, influenza A %6.4, hMPV %3.6, adenovirus %3.6, HCoV(Human
coronavirus) %0.9, PIV 3 %0.9, PIV tip 4 %0.9 ve RSV %0.9 oranlarinda bulunmustur.

Sancakl: ve ark.®, Aydin’da Subat 2010 ve Agustos 2010 tarihleri arasinda alt
solunum yolu enfeksiyonu (ASYE) olan 87 cocukta multipleks PCR Seeplex RV 15
ACE detection kiti (Seegene, Seoul, South Korea) ile %67.8'inde (59) virus tespit
etmistir. En yaygin viral etkenler sirasiyla rhinovirus, RSV ve hMPV (%26.4, %10.3,
%6.9) olmustur. influenza A virus ise vakalarn %3.4’ inde (3/87) bulunmustur. Alt
solunum yolu enfeksiyonlarinda PCR ile viral etken saptanmasinin gereksiz antibiyotik
kullanimint  6nleyecegi ve PCR ile virus taramasinin hem hasta hem de ulke

ekonomisinin yararina olacag bildirilmistir.

Yikse ve ark.*** Manisa'da 2002-2004 yillari arasinda yaptiklar: calismada,
direk floresan test ile ASYE olan 151 cocugun %25.2'sinde solunum yolu virusu
saptanmustir. ASYE etkeni olarak en yaygin virudar RSV (%7.9; 12) ve adenovirus
(%7.9; 12) olup ardindan PIV (%6.6; 10) ve influenzavirus (%5.9; 9) izlemistir.
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Kandemir ve ark.’? Afyon'da Ekim 2005 ve Mayis 2006 tarihleri arasinda
Afyonkarahisar Kocatepe Universites Tip Fakiiltes Hastanes ve Afyonkarahisar
Zubeyde Hanim Dogum ve Cocuk Hastanesi’'ne bronsit veya bronsiolit 6n tamsi ile
yatirnlan 1 ay-13 yas arasindaki 46 hastadan (22 kiz, 24 erkek) alinan nazofaringeal
surtintt orneklerinde yedi farkli solunum yolu virusunu multipleks kantitatif RT-PCR
Enzim Hibridizasyon Assay (Hexaplex Plus, Prodesse, USA) ile arastirmuslardir.
Multiplex PCR ile influenza A %17.3 (8/46), influenza B 2.1 (1/46), hMPV %10.8
(5/46), PIV 3 %6.5(3/46) ve RSV %2.1 (1/46) oranlarinda tespit edilmistir.

Direk immunfloresan testinin RT-PCR ile kiyadandigi ¢calismalarda Sandora ve
ark.'? tarafindan Boston'da 29 Nisan 2009 ve 12 Haziran 2009 tarihleri arasnda
yapilan arastirmada 18 yasindan kiiglk 614 hastaya ait nazofaringeal drnekler pandemik
(HIN1) 2009 virus icin RT-PCR, DFA testi ve hizli test BinaxNOW testi ile
incelenmistir. RT-PCR ile pandemik (HIN1) 2009 virusunun 230 (%37.5) ornekte
pozitif, 380 (%61.9) Ornekte negatif ve 4 oOrnekte (%0.7) ise belirsiz oldugu
gbzlenmistir. RT-PCR testine gére DFA testinin sensitivitesi %57.3 ve spesifites %99.7

oraninda bulunmustur.

Ganzenmueller ve ark.®* Almanya Hannover'de, Mayis 2009 ve Eylul 2009
doneminde yaptiklar1 calismada laboratuvara gonderilen rutin 6rneklerde influenza
A(HIN1)2009 virus icin hizli test olan Quidel QuickVue POC test, DFA test (Light
Diagnostics, Millipore), MDCK hticre kulttrinde virus izolasyonu ve RT-PCR ile test
edilmistir. A(H1IN1)2009 6rneklerin %9.1'inde (48/526) pozitif bulunmustur. RT-PCR
testine gore Quidel QuickVue POC test %18.2, DFA test %38.7 ve virus izolasyonu
%45.7 oramnda sensitivite ve sirasiyla %100, %100 ve %99.8 oranlarinda spesifite

gostermistir.

Bakerman ve ark.!®® tarafindan Arizona da 2009 HIN1 influenza A salgini
sirasinda 30 Eyldl ve 1 Aralik 2009 déneminde yapilan calismada 773 ¢ocuga ait
nazofaringeal ¢rnekler DFA ve RT-PCR testi ile andiz edilmistir. RT-PCR ile
hastalarin %31.8’inde (246) 2009 HIN1 influenza A virus taninmistir. DFA testinin

sengitivitesi %65 ve spesifitesi %99.6 bulunmustur.
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Landry ve ark.’mn'®

calismasinda Connecticut’da Mayis 2009 ve Temmuz
2009 tarihleri arasinda, 323 gocuk ve 278 eriskin hastaya ait 601 nazofaringea 6rnek
Cytospin-enhanced DFA (SimulFluor respiratory screen reagents, Millipore Inc.
Temecula, CA) ve RT-PCR iletest edilmistir. RT-PCR test ile 272 (%45.2) 6rnek swine
influenza A pozitif bulunmustur. Cytospin-DFA testinin sensitivites %84.6 (230/272)

ve spesifites %099.3 oramndatespit edilmistir.

Nutter ve ark.'?’

tarafindan yapilan calismada Kaliforniya da Nisan 2009 ve
Ekim 2009 tarihleri arasinda 638 drnek (394 cocuk, 243 eriskin ve 1 yas1 bilinmiyor)
2009 pandemik HIN1 virusicin PCR ve IFA (BartelsH Viral Respiratory Screening and
Identification Kit, Trinity Biotech, PLC, Co Wicklow, Ireland) ile test edilmistir.
Toplam 245 6rnek (%38) influenza A(H1N1)pdmO09 (139 gocuk ve 106 eriskin) icin
pozitif bulunmustur. Hospitalize hastalardan alinan 438 ornekten ise 131'i (%30)
A(HIN1)pdmO9 (82 cocuk ve 49 eriskin) pozitiftir. IFA testinin toplamda sensitivitesi
%71 iken hospitalize cocuklarda ise IFA testinin sensitivitesi %75 ve spesifitess %94
bulunmustur. IFA ile negatif test sonuglarina goére influenza virus enfeksiyonunun

dislanmamasi gerektigi belirtilmistir.

Leonardi ve ark.’”® New Y ork’da 2009 yilinda influenza A(HIN1) virus salginm
sirasinda (22 Mart ve 18 Temmuz 2009 donemi) yaptiklar arastirmada solunum yolu
enfeksiyonu olan 613 hastamn nazofaringeal ornekleri viral transport besiyerine alinmis
(Diagnostic Hybrids, Inc., Athens, OH) ve influenza virus 145’ inde (%23.6) hicre
kiltarinde izole edilmistir. Toplam 50 drnek DFA (Diagnostic Hybrids Inc.) ile
incelenmistir. Hucre kultird sonuclarina gére DFA testinin sensitivitess %80 ve

spesifites %100 bulunmustur.

k. italya, Milano'da yaptiklar: calismada dort sezon boyunca

Esposito ve ar
(2007-2008, 2008-2009, 2009-2010 ve 2010-2011) 1 Kasim ve 30 Nisan dénemlerinde
pnémonili 592 gocuktan 435'i (%73.5) Luminex XTAG Respiratory Virus Panel Fast
test ile en az bir virusicin pozitif bulunmustur. RSV, %31.7, rhinovirus %24.3, human
bocavirus (HBoV) %10.1, influenza virus %9.6 [57 vaka;, 6's mevsimsel influenza
A(HIN1), 17 influenza A(H3N2), 8'i influenza B, ve 26's pandemik A(H1N1)] ve

hMPV %8.2 oranlarinda tespit edilmistir.
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Sentilhes ve ark. min** calismasinda Giineydogu Asya da bulunan Laos da
Agustos 2009-Ekim 2010 tarihleri arasinda ASY E olup hospitalize edilen 292 hastanin
%055’ inde multipleks RT-PCR testi ile virus pozitif olup sirastyla rhinovirus/enterovirus
%35, RSV %26 ve influenza virus %13 oranlarinda bulunmustur. influenza A virus
orneklerin %9.1'inde (17 vaka, 2009 pandemik HIN1 virus), influenza B %2.7’ sinde
(bes vaka) ve influenza C sadece bir vakada pozitiftir. Hastalann yas1 12 gin ve 87 yas
arasinda ve hastalarin %64’ 5 yasin atindadir. Viral enfeksiyonlarin ¢ogu bes yasin

altinda gorilmastar.

Tran ve ark.®* Vietnam’ da Ekim 2008 ve Eylill 2010 déneminde akut solunum
yolu hastaligi olup hastaneye basvuran toplam 2144 cocuk ve eriskin hastadan alinan
burun ve bogaz sirintii 6rneklerinden 1235inde (%57.6) en az bir virus pozitif
bulmustur. En yaygin %17.9 oranla influenza A olup, pandemik influenza A(H1N1)
2009 ve H3N2 suslarin sirasiyla %52 ve %43 Unu olusturmustur. Tespit edilen diger
virudlar rhinovirus (%12.4), enterovirus (%8.9), influenza B (%8.3), adenovirus (%5.3),
PIV (%4.7), RSV (%3.9), human coronavirus (%3) ve hMPV’'dur (%0.3). Virad
enfeksiyonlarin ¢cogu bes yas altindaki cocuklarda gorulmustir.

Zhang ve ark.** Cin'de Sangay’da Mayis 2009 ve Temmuz 2010 tarihleri
arasinda akut solunum yolu enfeksiyonu olup hastaneye yatirilan 3 yasin altindaki 164
cocuktan alinan nazofarinks strintt 6rneklerinde 15 solunum virusunu SeeplexH RV 15
ACE Detection kit (Seegene Inc., Seoul,South Korea) ile aragtirmistir. SeeplexH RV 15
ACE detection kiti kullanarak, virus enfeksiyonu 129 (%8.7) ve koenfeksiyon 49
(%29.9) hastada tespit edilmistir. Human rhinovirus 37 (vakalarin %22.6), 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/HKUL, 2 (%1.2) ve hMPV 1 (%0.6) vakada bulunmustur.

Kosasih ve ark.**®* Endonezya da 2003-2007 yillan arasinda influenza benzeri
hastaligi olan 21030 kisiden %20.1'inde (4236) influenza (%13 influenza A ve %7.1
influenza B) tespit etmistir. Hastaneye yatirilan hastalarin %21.7' sinde (221/1018),
ayakta tam konulan hastalarin ise %20.1'inde (4015/20012) influenza virus

bulunmustur. Influenza virus icin pozitif olan 4236 vakada, influenza A virus ve
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influenza B virus sirasiyla %64.9'unda (2749) ve %35.1'inde (1487) tamnmustir.
Alttipleme yapilan 2314 influenza A virus susunun %64.6'st H3N2, %34.9'u HIN1 ve
%0.4' U H5N 1 dir.

Guerrier ve ark. mn** Kambogya' da Nisan 2007 ve Subat 2010 arasi 3 yillik
calismasinda ASYE olan bes yas atindaki 1006 cocuktan %55’inde (551) virdl
enfeksiyon bulunmustur. RSV %34, rhinovirus %34, PIV %8, hMPV %8, influenza
virus %6, bocavirus %3, adenovirus %3, coronavirus %2 ve enterovirus %1’ inde tespit
edilmistir. Hastalarin %58'i erkek ve %78'i 2 yasin altindadir. Cogunda ates ve oksurik

oldugu belirlenmistir.

Choi ve ark.™® Kore'de Mart 2010-Subat 2011 déneminde yogun bakim
Unitesinde yatan ciddi pnémonisi olan 198 eriskin hastadan alinan nazofaringea
ornekten %36.4' inde (72) viral enfeksiyon tespit etmistir. Influenza A virus vakalarin
%5.6 (11) ve influenza B virus %0.5 inde (1) bulunmustur. Virus pozitif 72 hastada
rhinovirus %23.6 (17), PIV %20.8 (15), hMPV %18.1 (13) influenza virus %16.7 (12),
RSV %13.9 (10) cytomegalovirus %11.1 (8), human coronavirus OC43 %5.6 (4) ve
adenovirug/enterovirus %1.4 (1) oranlarinda bildirilmistir.

Sung ve ark.’® Honk Kong da Kasim 2005 ve Ekim 2006 tarihleri arasinda akut
solunum yolu enfeksiyonu sebebiyle hospitalize edilen bes yasin altinda 475 gocuktan
multipleks PCR ile %7.2' sinde influenza A ve %3.4’ inde influenza B tespit etmistir.

Avrupa da influenza virus enfeksiyonlarinin stirveyans sonuclarina gore 2012-
2013 influenza sezonunda 2012 yilinin 40. haftasindan (1-7 Ekim) 2013 yilinin 17.
haftasina (22-28 Nisan) kadar olan slrede 94358 drnekten %63’ U (59270) influenza A
ve %37’ s (35088) influenza B olarak tespit edilmistir. Alttipleme yapilan 38106 sustan,
%67'si A(HIN1)pdmO9 ve %33 U A(H3N2) olarak bildirilmistir. Grip sezonlar arasi
2013 yilimin 21. haftasindan (20-26 Mayis) 38. haftasina (16-22 Eylul) kadar olan
stirede 449 influenza susundan %58'i (260) influenza A ve %42's (189) influenza B
olarak tammlanmustir. Alttipleme yapilan 137 sustan ise 57°'s (%41.6) A(H1IN1)pdm09
ve 80'i (%58.4) A(H3N2) idi. Ardindan 2013 yilinin 40. haftasindan (30 EylUl-6 Ekim)
52. haftasina (23-29 Aralik) kadar olan sirede ise toplam 1399 influenza susunun
%84’ U A tip ve %16’ s B tipi olarak belirlenmistir. Altipleme sonucu 819 susun %37’s
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A(HIN1)pdm09 ve %630 A(H3N2) tespit edilmistir. Sadece 2013 Aralik ayi
sonuglarina bakildiginda 49. haftada attipleme yapilan 61 sustan %481 (29)
A(HIN1)pdm09, %52's (32) A(H3N2), 50. haftada 78 sustan %530 (41)
A(HIN1)pdm09, %47's (37) A(H3N2), 51. haftada 106 sustan %23'U (24)
A(HIN1)pdm09, %77'si (82) A(H3N2) ve 52. haftada 148 sustan %19'u (28)
A(HIN1)pdm09 ve %81'i (120) A(H3N2) olup bdylece Araik ayinda toplam 393
sustan %31'i (122) A(HIN1)pdm09 ve %69’ u (271) A(H3N2) idi %7,

Ulkemizde 2009-2010 influenza doneminde 18216 érnekten %72.9 influenza
virus pozitif, 2010-2011 doneminde ise 2010 yil1. 40. haftasindan 2011 yil1 20. haftasina
kadar olan slrede influenza sirveyans calismast sonuclarina gore 2831 drnekten
%11.3'U influenza virus pozitiftir. Orneklerin %14,5'inde (410) influenza B,
%8,2' sinde (233) influenza A pandemik HIN1 ve %6,2’' sinde (176) influenza A(H3N2)
bulunmustur. Influenza virus enfeksiyonu %52.9 oranla 2011 yilimin 5. haftasinda pik

yapmustir™®),

Ulkemizde 2011-2012 sezonunda influenza aktivitesi 2011 yilimn 40. haftasi ile
2012 yilinin 18. haftasi arasinda izlenmistir. Bu siregte Ulusal Influenza Referans
Laboratuvarina gonderilen toplam 912 6rnegin 283’ Unde (%31) influenza virusunun
varligi tespit edilmistir. Bunlarin 211'i (%74.6) influenza A(H3N2), 2's (%0.7)
influenza A pandemik HIN1, 70'i (%24.7) ise influenza B seklinde tiplendirilmistir™.

Influenza surveyansi (lkemizde 2012-2013 sezonunda (40. hafta, 1-7
Ekim/2012-20. hafta,13-19 May15/2013) 6109 drnekten %16,8'si (1027) influenza virus
pozitif bulunmustur. Pozitif vakalarin 951'i (%92,5) influenza A(H1N1)pdmO09, 48'i
(%4,6) influenza A(H3N2) ve 28'i (%2,7) influenza B virusudur™®.

Influenza siirveyans raporuna gore Ulkemizde 2013-2014 grip sezonunda 52.
hafta (22 -29 Aralik) itibariyle calisilan 6rneklerdeki influenza pozitiflik ylzdes onceki
haftalara gore artmaya devam ederek %49’ a ulasmis olup influenza A(H3N2) tipi diger
influenza virus alttiplerine gore bu sezon daha fazla gorilmeye devam etmistir. Avrupa
genelinde 51. haftaitibariyle tespit edilen haftalik influenza virus sayilar: artmakta olup,
influenza A Ulkemizde oldugu gibi Avrupa genelinde de en ¢ok tespit edilen influenza

virus tipi olmustur. Grip benzeri hastaligi olanlardan alinan oOrneklerin stirveyans
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calismasinda 30 Eylldl 2013 den itibaren 52. hafta dahil test edilen 1923 Grnekten
%17 sinde (330) influenza virus bulunmustur. Influenza virus pozitif suslarin %92.1'i
(304) A(H3N2), %3.7’si (12) A(HIN1)pdmO9 ve %4.2°0 (14) influenza B olarak

tammlanmistir4?.

Aralik ayindainfluenza aktivitesi ileilgili olarak 49. hafta (2 -8 Aralik) itibariyle
calisilan 126 ornegin %18 inde (23) influenza virus tespit edilmis olup 22'si A(H3N2)

alttipi pozitif iken 1'inde influenza B virus bulunmustur®®?.

Araik ayinda 50. hafta (9-15 Aralik) itibariyle ¢alisilan 6rneklerdeki influenza
pozitiflik ylzdes onceki haftalara gére artmaya devam ederek %25’ e (40/161) ulagmus,
H3N2 alttipi diger influenza virus alttiplerine gore daha fazla tespit edilmistir. influenza
A(H3N2) virusu 35 ornekte, pandemik influenza A HIN1 virusu 4 drnekte ve influenza

B virusu 1 6rnekte bulunmusturt**®,

Araik 51. hafta (16-22 Araik) itibariyle calisilan orneklerdeki influenza
pozitiflik yluzdesi %36’ ya (78/219) yukselmistir. Toplam 78 influenza susundan 77'si
influenza A(H3N2) dttipi olup pandemik influenza A(H1N1) virusu tespit edilmemistir.

influenza B ise 1 vakada pozitif bulunmustur®?.

Aralik ayinda 52. haftada (22 -29 Aralik) taranan 272 6rnekten 134’ iinde (%49)
influenza virus pozitif olup 131'i influenza A(H3N2), 3'U ise influenza B virustur. Bu

donemde pandemik influenza A(H1N1) virusuna rastlanmamustir?.

Cukurova Universitesi Tip Fakilltess Hastanesi’ne 1 Nisan 2012 ve 30 Aralik
2013 tarihleri arasinda basvuran ve solunum yolu enfeksiyonu tamsi ile hastaneye
yatirlan 476 hastada influenza A ve B virudarinin insidans: ve influenza A virus
attiplerinin tespiti icin yaptigimiz bu calismada hastalardan nazofaringeal surtntt
ornekleri flocked ekiivyon ile alindi. Solunum yolu viruslarimn saptanmasinda en
onemli yeniliklerden biri flocked ekivyonlarin kullamimidir. Flocked ekivyon, dik
naylon fiberlerden yapilmis olup hiicreleri toplamak icin yumusak firca gibi davranr ve
hicreleri tasima besiyerine kolayca serbest birakir, diger baz fiber matriksten yapilan

ekiivyonlarin aksine 6rnek materyalinin cogunu icinde tutmaz®*.
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Calisma grubunda SYE olan 476 hastanmin 278'i (%58.4) erkek, 198'i (%41.6)
kizch. Erkeklerin kizlara oram 1.4 idi. Hastalarin %43.3' (i 2 yas ve altinda olup, %16’ st
3-5 yas arasinda olmak lzere toplam %59.3' U 5 yas ve altindaki grupta yer aldi. Diger
6-10, 11-20 ve 20-65 yas gruplarn ise vakaarin sirasiyla %13.4, %14.5 ve %12.8'ini

olusturdu.

Nazofaringeal orneklerin %30.7 oranla ¢ogu cocuk yogun bakim boélimiinde
yatan hastalardan olmak Uzere digerleri azalan oranlarda %16.4'U gocuk onkoloji,
%11.3'U biytk cocuk, %10.3'0 st ¢cocugu, %8.8'i yenidogan yogun bakim, %6.5'i
enfeksiyon hastaliklari, %5.9'u ¢ocuk enfeksiyon, %4.8'i gogus hastaliklar:, %3.8'i

cocuk hematoloji ve %1.5'i ¢cocuk allerji bolimlerinden gonderildi.

Real-time PCR yontemi ile calisma grubunda influenza A virus enfeksiyon
insidansinin %20.5 (98/476) ve influenza B virus enfeksiyon insidansimin %3.3
(16/476) oldugu tespit edildi. Influenza A virus enfeksiyonu %36.7 oranla en yiiksek <2
yas grubunda ve %25.5'i de 3-5 yas grubunda goruldil. influenza A enfeksiyonu olan 98
hastanin 56's1 (%57.2) erkek ve 42'si (%42.8) kiz idi (Tablo 4, Sekil 2). influenza B
virus enfeksiyonu olan 16 hastanin ise 11'i erkek ve 5'i kiz olup vakalarin %37.5'i <2
yas ve altindaidi.

Influenza A virus (98 vaka) ve influenza B virus (16 vaka) enfeksiyonu olan
toplam 114 hastanin kliniklere dagilimina bakildiginda ¢ogu cocuk yogun bakim
(%27.2) ve cocuk onkoloji (%23.7) bolumlerinde yatan hastalardi. Pnémoni, bronsiolit,
USYE ve altta yatan hastalig1 olup SYE olan influenza A virus pozitif hastalarin oram
sirasiyla %17.4, %23.2, %25.7 ve %21.1 olup influenza B ile enfekte hastalarda ise bu
oranlar sirasiyla % 2.9, %4.6 , %2.8 ve %3.4 idi.

Influenza enfeksiyonu olan 114 cocukta gorilen klinik belirtiler srasiyla
Okslrik (%66.6), ates (%55.2), burun tikanmkligr (%49.1), solunum gucligt (%43.8),
takipne (%39.4), burun akintist (%34.2), bogaz agrisi (%32.4) ile bulanti ve kusma
(%26.3) idi.

Influenza A ve B icin real-time RT-PCR test referans ainciginda influenza A ve

B icin direk immunfloresan test (Argene SA, France) ve influenza A icin WHO

primerlerinin kullamildigi konvansiyonel RT-PCR testinin sensitivites sirasiyla %72.4,
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%75, %96, spesifites %099.2, %99.5 ve %100 bulundu. DFA testinin sensitivites biraz
dustik (%72.4) olsa da hasta yonetiminde hizl1 tant igin kullanilabilir, ancak negatif test
sonuclariin RT-PCR test ile dogrulanmast Onerilir. Konvansiyonel RT-PCR test ile
influenza A virus orneklerin 94’ inde (%19.7) tespit edildi. Konvansiyonel RT-PCR
testinin ise sensitivites %96 oraninda oldukca yiksek olup rea-time RT-PCR test
ekipmanin bulunmadig: laboraruvarlarda kullammi uygundur.

Calismamizda DFA testinin sensitivitess %72.4 olup 2009 yilinda influenza A
HIN1 pandemik virus salgim sirasinda yapilan calismalardan Boston’da Sandora ve
ark.” nin bildirdigi %57.3, Almanya da Ganzenmurellave ark.” mn %38.7, ve Arizona da
Bakerman ve ark.’mn %65 bulgularindan yiksek, Kaliforniya'da Nutter ve ark.’mn
%75'lik bulgusuna benzer ve Connecticut'da Landry ve ark.’mn %84.6 ve New
York'da Leonardi ve ark.’mn %80 oranmindaki bulgusundan disuktir. Bu calismada
DFA testinin spesifites ise %99.2 olup yine aym arastiricilarin bildirdigi sirasiyla

%99.7, %99.8, 9%99.6, %94, %99.3 ve %100 spesifite oranlan ile
uyuml udur(123:124125.126.127.128)

Cogu at solunum yolu enfeksiyonu olan 476 hastada buldugumuz %20.5'lik
influenza virus A enfeksiyon insidanst tUlkemizde yapilan benzer calismalarda tepsit
edilen Konya' da %18.3, Afyon’da %17.3 oranlarina benzer, ancak Konya’ da Hatipoglu
ve ark.’min buldugu %9.3, istanbul’'da %6.4, Manisa’'da %5.9 ve Aydin'da %3.4
oranlarindan oldukca yiiksektirt**-122),

Diger Ulkelerde yapilan calismalarda ise Endonezya da %21.7, Cin'de %19.5 ve
Vietnam’' da %%017.9 influenza A virus enfeksiyon oranlan bizim %20.5’lik bulgumuz
ile uyumlu olup, Laos da %9.1, italya da %9.6, Hong Kong' da %7.2, Kambogya da %6
ve Kore'de %5.6 oranlar ise daha duistktiir*®***® . influenza A(HIN1) pandemisinin
oldugu 2009 yilinda Connecticut, Kaliforniya, Boston, Arizonave New Y ork’ da yapilan
calismalarda ise SYE olan hastalarda pandemik A(H1N1) virus enfeksiyonu %45.2,
%38, %37.5, %31.8 ve %23.6 gibi oldukca yiiksek oranlarda bulunmugtur®22125128),

Calismamizda influenza A virus pozitif 98 hastanin 1 Nisan 2012 ve 31 Aralik
2013 doneminde aylara gore dagilimina bakildiginda vakalar en fazla 15 vaka ile Ocak
2013 ve 13 vakaile Aralik ayindatespit edildi. Influenza B pozitif 16 vakadan 6's 2013
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yilinin Ocak ayinda goruldu. Influenza virus enfeksiyonuna 2012 yilimn Mayis, Haziran
Temmuz ve 2013 yilinin Mayis, Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda rastlanmadh.

Influenza A virus alttiplemes yapildiginda 1 Nisan 2012 ve 31 Aralik 2013
doneminde 98 influenza virus izolatimin 62'sinin (%63.3) A(H1N1)pdm09 ve 36’ sinin
(%36.7) A(H3N2) oldugu bulundu. Influenza A(H1N1)pdmQ9 alttipi 1 Nisan 2012 ve
30 Nisan 2013 arasindaki dénemde toplam 66 influenza izolatimn 52'sini (%78.8) ve
H3N2 ise 14’ Uni (%21.2) olusturmustur. Sonraki 1 Mayis ve 31 Aralik déneminde ise
32 influenza A izolatimn 10'u (%31.3) A(HIN1)pdmQ9 alttipi olup 22's (%68.7)
H3N2 idi. Influenza A(H1N1)pdmO9 attipinin Ocak 2013’ de 12 vakaile pik yaparken,
H3N2 alttipinin ise Aralik 2013 de 11 vakaile pik yaptigir gozlendi (Sekil 4).

Influenza B virus 1 Nisan 2012 ve 31 Aralik 2013 arasindaki sirede SYE olan
toplam 476 hastadan real-time PCR yontemi ile 16'sinda ( %3.3) tespit edilmistir.
Influenza B virus enfeksiyon insidanst 1 Nisan 2012 ve 30 Nisan 2013 arasindaki
donemde %3.5 (12/334) iken sonraki 1 Mayis ve 31 Aralik 2013 doneminde ise %2.8
(4/142) bulunmustur.

Bu ¢alismada influenza A(HIN1)pdmQ9 alttipi 1 Nisan 2012 ve 30 Nisan 2013
arasindaki donemde (14. hafta/2012-17. hafta/2013) toplam 66 influenza izolatinin
%78.8'ini, H3N2 ise %21.2'sini olusturmustur. Ulkemizde ise influenza surveyans
2012-2013 sezonunda (40. hafta/2012-20. hafta/2013) 1027 influenza virus pozitif
vakalarin %92,5'i influenza A(H1N1)pdmO09, %4,6' st influenza A(H3N2) olup bizim
bulgularimiz ile uyumlu olarak yine influenza A(H1N1)pdm09 baskin bulunmustur®©.
Infuenza B virus insidanst bu calismada 1 Nisan 2012 ve 30 Nisan 2013 arasindaki

donemde %3.5 olup tlkemize ait %2,7'lik bulguya benzerdir®©.

Yine calismamizda 1 Mayis ve 31 Aralik 2013 déneminde (18. hafta/2013-52.
hafta/2013) ise 32 influenza A izolatindan ¢ogu %68.7 oranla A(H3N2) iken %31.3' U
A(HIN1)pdmO09 dlttipi idi. Ulkemizde grip benzeri hastalhigr olanlardan alinan
orneklerin stirveyans calismasinda 30 Eylll’ den itibaren 52. hafta dahil test edilen 330
influenza virus pozitif susun %92.1’'si A(H3N2), %3.7’si A(H1N1)pdmO09 ve %4.2's
influenza B olarak tamimlanmis olup bulgumuza benzer seklilde yine A(H3N2) baskin
bulunmustur™®. Avrupa daki influenza stirveyans sonuglar: da 2013 yilinin 21. ve 38.

haftalar arasinda A(H3N2) %58.4 oranla A(H1N1)pdmQ9 alttipine (%41.6) gbre daha
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fazla orandaiken 40. ve 52. haftalar aras donemde A(H3N2) artarak %63’ e yiksel mis,
(HIN1)pdmO9 ise daha diisiik, %37 oraminda tespit edilmistir™®".

Calismamizda 2013 Aralik ayinda influenza A virus pozitif 13 susun 11’
(%84.6) A(H3N2) olarak tespit edildi. Ulkemizde de 2013 Aralik ayinda influenza A
virus pozitif suslarin  %96.3'40  (265/275) influenza A(H3N2) olup baskin
bulunmustur™*) . Avrupa'da ise 2013 Araik ayinda %69 (271/393)oranla yine
influenza A(H3N?2) alttipi baskin olup A(HIN1)pdmO09 oram %31’ dir (122/393)™".
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6. SONUC VE ONERILER

Cukurova Universitesi Tip Fakilltesi Hastanesi’nde 1 Nisan 2012 ve 31Aralik
2013 tarihleri arasinda SYE sebebi ile yatirilan 476 hastada rea-time RT-PCR test,
konvansyonel RT-PCR ve DFA testi ile influenza tip A ve B virus enfeksiyonlarinin

insddansinin ve influenzatip A virus dttiplerinin tespiti icin yapilan calismanin sonuglari;

1 Calisma grubunda SYE olan 476 hastamin 2781 (%58.4) erkek, 198'i (%41.6)
kizch. Hastalarin %43.3' U 2 yas ve atinda olup, %16’st 3-5 yas arasinda olmak
Uzere toplam %59.3'U 5 yas ve atindaki grupta yer aldi. Diger 6-10, 11-20 ve
20-65 yas gruplar ise vakaarin sirasiyla %13.4, %14.5 ve %12.8'ini olusturdu.

2. SYE olan hastalara ait nazofaringeal 6rneklerin %30.7 oranla ¢cogu ¢ocuk yogun
bakim bdliminde olmak Uzere digerleri azalan oranlarda %16.4'G0 ¢ocuk
onkoloji, %11.3' U buytk gocuk, %10.3'U stt ¢ocugu, %8.8'i yenidogan yogun
bakim, 9%6.5'i enfeksiyon hastaliklari, %5.9'u ¢cocuk enfeksiyon, %4.8'i gogus
hastaliklari, %3.8'i gocuk hematoloji ve %1.5'i gocuk allerji bdlumlerinden
gonderildi.

3. Real-time PCR yontemi ile calisma grubunda influenza A virus enfeksiyon
insidansinin %20.5 (98/476) ve influenza B virus enfeksiyon insidansimn %3.3
(16/476) oldugu tespit edildi.

4. Influenza A virus enfeksiyonu %36.7 oranla en yiksek <2 yas grubunda ve
%25.5'i de 3-5 yas grubunda gorildii. Influenza A enfeksiyonu olan 98 hastanin
56's1 (%57.2) erkek ve 42'si (%42.8) kiz idi. influenza B virus enfeksiyonu olan
16 hastanin ise 11'i erkek ve 5'i kiz olup vakalarin %37.5'i <2 yas ve atinda
idi.

5. Influenza A virus (98 vaka) ve influenza B virus (16 vaka) enfeksiyonu olan
toplam 114 hastarin kliniklere dagilimina bakildiginda ¢ogu ¢ocuk yogun bakim
(%27.2) ve cocuk onkoloji (% 23.7) bolimlerinde yatan hastalardi. Pnémoni,
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10.

11.

bronsiolit, USY E ve altta yatan hastalig1 olup SYE olan influenza A virus pozitif
hastalarin oranm sirasiyla %17.4, %23.2, %25.7 ve %21.1 olup influenza B ile
enfekte hastalardaise bu oranlar srasiyla % 2.9, %4.6 , %2.8 ve %3.4 idi.
Influenza enfeksiyonu olan 114 cocukta gorilen klinik belirtilerin srasiyla
Oksirok (%66.6), ates (%55.2), burun tikanikligr (%49.1), solunum gucligu
(%43.8), takipne (%39.4), burun akintisi (%34.2), bogaz agnist (%32.4) ve
bulanti ve kusma (%26.3) oldugu goruldu.

Calismamizda influenza A virus pozitif 98 hastamin 1 Nisan 2012 ve 31Aralik
2013 doneminde aylara gore dagilimina bakildiginda vakal ar en fazla 15 vakaile
2013 yilinin Ocak ve 13 vakaile Aralik ayinda tespit edildi. Influenza B pozitif
16 vakadan 6’ st 2013y1l1mn Ocak ayinda gorildi. influenza virus enfeksiyonuna
2012 yilimin Mayis, Haziran Temmuz ve 2013 yilimin Mayis, Haziran, Temmuz
ve Agustos aylarinda rastlanmadi.

Influenza A virus attiplemesi yapildiginda 1 Nisan 2012 ve 31Aralik 2013
doneminde 98 influenza virus izolatimn 62’ sinin (%63.3) A(H1N1)pdmQ9 ve
36’ sinin (%36.7) A(H3N2) oldugu bulundu.

Influenza A(HIN1)pdm09 alttipi 1 Nisan 2012 ve 30 Nisan 2013 arasindaki
dénemde toplam 66 influenza izolatinin 52’'sini (%78.8), H3N2 ise 14’ Unl
(%21.2) olusturdu. Sonraki 1 Mayis ve 31 Aralik déneminde ise 32 influenza A
izolatinin 10'u (%31.3) A(HIN1)pdmOQ9 alttipi olup 22's (%68.7) H3NZ2 idi.
Influenza A(H1N1)pdmQ9 alttipi Ocak 2013’ de 12 vakaile pik yaparken, H3N2
alttipi ise Aralik 2013'de 11 vakaile pik yapdi.

Influenza A ve B icin real-time RT-PCR test (Sacace, Italy) referans alindiginda
influenza A ve B icin DFA testi (Argene SA, France) veinfluenza A icin WHO
primerlerinin (M30F2/08 ve M264R3/08) kullamldigi konvansiyonel RT-PCR
testinin sengitivites sirasiyla %72.4, %75, %96, spesifitesi %99.2, %99.5 ve
%100 bulundu.

Hasta yOnetiminde hizli tam icin DFA testi kullarmlabilir, ancak negatif test
sonuglanmin  RT-PCR test ile dogrulanmas: onerilir. Influenza A virus
konvansiyonel RT-PCR testi ile drneklerin %19.7'sinde (94) tespit edilmistir.
Konvansiyonel RT-PCR testinin sensitivitesi %096 oraninda oldukca yiiksek olup
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real-time RT-PCR test ekipmamin bulunmadig: laboraruvarlarda kullamim

uygundur.

Sonug olarak calisma grubumuzda influenza A virus enfeksiyonu %20.5 gibi
oldukca yiksek bir oranda ve influenza B virus enfeksiyon insidans %3.3 tespit
edilmistir. Calisma siiresi boyunca influenza pozitif vakalarin %63.3' (i A(H1N1)pdmQ9
ve %36.77si A(H3N2) olup influenza asisinda bulunan alttipler ile uyumludur.
Dolasimdaki influenza virus tipleri ve dttiplerinin izlenmes, influenza as1 suslan ile
uyumunun degerlendirilmes ve pandemik potansiyeli olan influenza virus attiplerinin
erken tamst icin gereklidir. influenza enfeksiyonlarina kars: etkili korunma ve kontrol
Onlemlerinin zamaminda alinmasi, gereksiz antibiyotik kullaniminin  azaltiimas: ve
antiviral tedavinin uygulanmasi ic¢in influenza enfeksiyonlarimn erken tamsinda real-

time RT-PCR testinin kullanim onerilir.
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