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OZET

Pediatrik Onkoloji Hastalarinda influenza Virus Enfeksiyonlar:

Influenza virus enfeksiyonu pediatrik onkoloji hastalarinda morbidite ve
mortalitenin 6nemli bir sebebidir.

Bu cahsmamin amaci pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinda
influenza virus enfeksiyonlarinin insidansi ve influenza A virus alt tiplerinin tespit
edilmesidir. Ocak 2014 ve Eylul 2017 tarihleri arasinda solunum yolu enfeksiyonu
olan 134 cocuktan flocked ekiivyon (Copan Diagnostics, Italy) ile nazofaringeal
surintii 6rnekleri ahnmstir. influenza A ve B virus varhgim arastirmak icin real-
time PCR testi (RealStar Influenza S & T RT-PCR Kit 3.0, Altona Diagnostics,
Germany) ve antijen tespiti icin direkt floresan antikor testi (Argene SA, France)
kullanilmastir. Influenza A virus pozitif érnekler HIN1 ve H3N2 alt tiplerinin
tans icin influenza A HIN1 ve H3N2 Real-TM PCR testi (Sacace, Italy) ile analiz
edilmistir. Real-time RT-PCR ile 134 ¢ocugun %35’inde (47) influenza A virus ve
%6’sinda (8) influenza B virus olmak Uzere influenza virus %41 (55/134) oraminda
tespit edilmistir. Influenza A virus pozitif 6érneklerin 25’i (%18.7) influenza
A/HIN1 ve 22’si (%16.4) influenza A/H3N2’dir. influenza A ve B virus icin real-
time PCR testine gore DFA testinin sensitivitesi sirasiyla %83, %100 ve spesifitesi
%097.7 ve %100 bulunmustur.

Sonug olarak pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinda influenza virus
enfeksiyonlarimin real-time PCR test ile erken tanisi, antiviral tedaviye zamanmnda
baslanmasiyla influenzaya bagh ciddi komplikasyonlar 6nleyecektir.

Anahtar sozcukler: Alt tipleme, direkt floresan antikor test, influenza A virus,
influenza B virus, real-time RT-PCR
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ABSTRACT

Influenza Virus Infections in Pediatric Oncology Patients

Influenza virus infection is a major cause of morbidity and mortaliy in
pediatric oncology patients.

The aim of this study was to determine the incidence of influenza virus
infections and influenza A virus subtypes in pediatric oncology and hematology
patients. Between January 2014 and September 2017, nasopharyngeal swab
specimens were collected by flocked swabs (Copan Diagnostics, Italy) from 134
children with respiratory tracy infection. Real-time PCR test (RealStar Influenza S
& T RT-PCR Kit 3.0, Altona Diagnostics, Germany) was used to investigate the
presence of influenza A and B virus and direct fluorescent antibody test (Argene
SA, France) was performed for antigen detection. Influenza A virus-positive
samples were analyzed by influenza A H1IN1 and H3N2 Real-TM PCR test
(Sacace, Italy) to identify HIN1 and H3N2 subtypes. Of 134 children, influenza
virus was found in %41 (55), of which influenza A virus in 35% (47) and influenza
B virus in 6% (8) by real-time PCR test. Of influenza A virus positive samples, 25
(18.7%) were influenza A/HIN1 and 22 (16.4%) were influenza A/H3N2. In
comparison to real-time PCR test, sensitivity of DFA test for influenza A and
influenza B virus was 83%, 100% and specificity was 97.7% and 100%o,
respectively.

In conclusion, early diagnosis of influenza virus infections in pediatric
oncology and hematology patients using real-time PCR test will prevent serious
influenza-related complications by starting antiviral treatment on time.

Key Words: Subtyping, direct fluorescent antibody test, influenza A virus,
influenza B virus, real-time RT-PCR
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1. GIRIS

Influenza virus, bitiin diinyada yaygin olarak goriilen bulasici akut solunum
yolu hastaligi olan gribin etkenidir. Influenza virus hem mevsimsel endemik
enfeksiyonlara hem de pandemilere sebep olur. Diinya Saghk Orgitii (World Health
Organization; WHO), tarafindan yillik epidemilerin dunya nifusunun %5-15'ini
etkiledigi ve 4-5 milyon ciddi vaka ve 250.000 ila 500.000 6liime sebep oldugu
bildirilmektedir. Yillik mevsimsel epidemilere ek olarak influenza HIN1 ve H3N2
viruslari, 1918'de "Ispanyol gribi", 1958'de "Asya gribi", 1968'de "Hong Kong gribi" ve
daha yeni olarak 2009 H1N1 pandemisi olmak uzere dort buyuk influenza pandemisine
sebep olmustur. Kayitlardaki en siddetli salgin olan 1918 yilinda dinya genelinde
yaklasik 50 milyon insan 6lmiistar @22,

Orthomyxoviridae ailesine ait olan influenza viruslar, 11 proteini kodlayan, tek
sarmalli, negatif polariteli ribonikleik asit (RNA) genomu icermektedir. Bu aile,
internal glikoproteinleri niikleoprotein (NP) ve matriks (M) protein farkliliklarina gore
siniflandirilan doért influenza virus cinsinden (influenza virus A, influenza virus B,
influenza virus C ve influenza virus D) olusmaktadir. influenza A viruslar insanlari,
kuslari, domuzlari, atlar1 ve diger hayvanlar: enfekte ederken, influenza B ve C viruslar
yalmzca insanlarda bulunmaktadir. Influenza A viruslar, viral ylizey glikoproteinleri
hemaglutinin (HA) ve ndraminidaza (NA) gore cesitli alt tiplere ayrilmaktadir.
influenza A virusunun potansiyel olarak 144 HA ve NA kombinasyonu olusturan 18
HA (H1-H18) ve 11 NA (N1-N11) alt tipi vardir. Ordekler, kazlar ve kugular gibi
akuatik kuslar bu alt tiplerin dogal rezervuaridir ¢

Influenza enfeksiyonu genellikle bir hafta icinde dizelen atesli solunum yolu
hastaligindan viral pndmoni ve ensefalit gibi ciddi komplikasyonlara kadar degisen
klinik tabloya sebep olabilir. Influenza icin yiiksek riskli gruplar genel olarak bebekler,
yaslilar ve kronik hastaligi olan insanlardir. Kemoterapi géren hematolojik veya solid
kanserli hastalarda da influenza ile iligkili komplikasyonlarn riski yiiksektir®.

Influenza A ve B tedavisinde baslica kullamlan antiviral ilaclar oseltamivir ve
zanamivir gibi NA inhibitorleridir. Imminsupresif konaklarda oseltamivir, bes gin

stireyle olmak tizere giinde iki kez 75 mg oral doz verilmektedir .



Mevsimsel influenza enfeksiyonlar: yillik olarak gorildigu igin sirkulasyondaki
virus suslart yakindan izlenmekte ve ozellikle tanimlanmis risk popdlasyonlar: igin
yillik glincellenmis asilama saglanmaktadir. En sik kullanilan trivalan inaktive altbirim
asis1 iki influenza A ve bir influenza B susu icermektedir. Influenza asisi, tiim transplant
alicilar, nakil adaylari, bu hastalarin yakinlari ve bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarla temas halinde bulunan saglik calisanlar: icin dnerilmektedir “©.

influenza enfeksiyonlarinin dogru ve erken tanist hem mevsimsel epidemiler
hem de pandemiler sirasinda influenza ile iliskili morbidite ve mortaliteyi azaltmada
antiviral tedavinin hizl: baslatiimas: icin kritik 6nem tagimaktadir. Insanlarda influenza
viruslarinin tespiti igin cesitli yaklasimlar mevcuttur. Bunlar arasinda seroloji, hiicre
kaltarinde viral izolasyon, immunofloresans testler, nikleik asit amplifikasyon testi, ve
immunokromatografi tabanli hizli tani testleri yer almaktadir ®)

Bu galismanin amaci pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinda influenza virus
enfeksiyonlarinin insidansi ve influenza A virus alt tiplerinin real-time revers transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyon testi (reverse transcryptase-polymerase chain reaction; RT-
PCR) ve direkt floresan antikor (Direct Fluorescent Antibody Test; DFA) testleri ile tespit
edilmesidir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. influenza viruslarinin biyolojisi

Orthomyxoviridae ailesine ait olan influenza viruslar, zarfli, segmentli genoma
sahip, tek sarmalli, negatif polariteli RNA viruslaridir. Cekirdek proteinlerinin (NP ve
M proteinleri) antijenik 6zellikleriyle ilgili olarak A, B ve C olmak (izere influenza
viruslarinin tic tipi tanimlanmugtir .

Influenza genomu kiigiiktiir (yaklasik 13-16 kilobaz) ve her bir RNA parcasi, her
biri 890 ila 2.341 niikleotidin bir veya iki genini iceren yedi veya sekiz segmentli
RNA’dan olusur. Influenza A ve B benzer bir yapiya sahipken influenza C daha
farkhdir. influenza A ve B viruslar her biri en az bir protein kodlayan sekiz ayr: gen
segmenti icermektedir. Influenza C viruslar ise yedi segmente sahiptir. Her influenza
RNA segmenti, ribontkleotid-nlikleoprotein  kompleksleri  olusturmak (izere
nikleoproteinler ile iliskilidir "®.

Genomun kodladig1 en az 11 protein yaklasik olarak 76-77 kilodaltonluk (kDa)
HA, 60 kDa NA, 60 kDa NP, 28 kDa M1, 15 kDa M2, yapisal olmayan protein tip 1
(NS1) 26 kDa, yapisal olmayan protein tip 2 (NS2) (NEP olarak da bilinir: nukleer
eksport proteini) 11 kDa, polimeraz asidik protein (PA) 85 kDa, polimeraz bazik protein
1 (PB1) 88 kDa, PB1-F2 80 kDa ve 91 kDa polimeraz bazik protein 2°dir (PB2).

Segment 1-3 {¢li polimeraz kompleksi igin (sirasiyla PB1, PB2 ve PA), HA igin
segment 4, NA icin segment 5, NP icin segment 6, M proteinleri i¢in segment 7 ve
yapisal olmayan proteinler icin segment 8 kodlama yapmaktadir. Gen yapilar: temelinde
segmentler, intronsuz, intron igeren ve “unspliced” ve intron iceren ve “spliced”
(intronlarin gikarilip ekzonlarin birlestirilmesi) olmak Uzere (¢ sinifa ayrilabilir. Gen
ekspresyonunun kinetigine dayanarak “erken" (segment 1-3, 5 ve “unspliced” segment
8 transkripti) ve "gec¢" (segment 4, 6, 7 ve “spliced” segment 8) olarak
stniflandirilabilir. Genellikle, yapisal ve fonksiyonel/kinetik siniflandirmalar uyum
saglamamaktadir.

Ayrica, Ortisen genlerin ve farkli “splicing” mekanizmalarinin varhigi, yakin
zamanda kesfedilen ve karakterize edilen PB1-N40, PA-X, PA-N155, PA-N182, M42
ve NS3 gibi daha fazla yardimci proteinlerin sentezine sebep olabilmektedir. Baska bir
yardimci protein olan NEG8 ORF de 6ngérilmustir 9.



Boylece viral proteom beklenmedik dinamizm ve karmagsikligi ortaya
cikarmaktadir. Matsuoka ve ark.® Nisan 2012’den itibaren 960 faktor ve 456 reaksiyon
iceren FluMap olarak adlandirilan genis bir influenza etkilesimi haritas
tasarlamiglardir.

Pleomorfik olan influenza A virus partikili 80-120 nanometre (nm) arahiginda
degisiklik gosterir ve genellikle kuresel olmakla birlikte 40-100 nm ¢ap ve 300 nm-20
um araliginda uzunlukta uzun ince tubtler formlar olusabilmektedir. Kureselden tiibuler
bicime gecis iyi anlasilamamissa da M1, M2 ve NP'nin bu stireci belirlemede ve modiile
etmede rol oynayabildigi bilinmektedir. Genetik 0Ozelliklerin yan1 sira sekil ve
kutuplasma acisindan konak hicrenin fenotipinin de viral formu etkiledigi
gorulmektedir. influenza C virusu genellikle filament6z ve 500 nm uzunlugundayken
influenza B yapisal olarak influenza A virusdan ayirt edilemeyen benzer bir sekile
sahiptir.

Influenza B virus, HA, NA, NB ve M2 olmak (zere dort protein icerirken
influenza C virus buyuk yuzey glikoproteini (hemaglutinin-esteraz-fiizyon protein) ve
kiicuk ylzey glikoproteininden olusmustur. Bu yiizey glikoproteinleri sirali altigen
diziler olusturmaktadir .

Konak araligi ve patojenite acisindan ¢ virus tipi farklilik gostermektedir.
Influenza B viruslarinin fok baligi ve influenza C viruslarimin domuzlardan ve
kdpeklerden izole edilmis olmasina ragmen influenza B ve C 6ncelikli olarak insanlarla
sinirlidir. Bununla birlikte influenza A viruslar kuslar, domuzlar, atlar, insanlar ve diger
memeliler gibi ok cesitli sicakkanli hayvanlar: enfekte etmektedir 9.

Influenza A viruslar, viriondan cikinti yapan HA ve NA yizey
glikoproteinlerinin antijenik karakterizasyonu ile alt bélimlere ayrilmaktadir. Dogada
influenza A viruslarinin 18 HA ve 11 NA alt tipi bulunmaktadir. HA alt tipleri ayrica
H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13, H16, H17 ve H18'i iceren grup 1 ve H3, H4,
H7, H10, H14 ve H15' igeren grup 2 olmak tzere iki gruba ayrilmistir. Akuatik (su)
kuslardaki avian influenza viruslar, influenza A virusunun bilinen tim alt tipler icin
dogal rezervuar gorevi gorir ve muhtemelen insan pandemik influenza suslarinin nihai
kaynagidir. HA’nin on alti ve NA’nin dokuz alt tipi, primer olarak kuslarin ylksek
vicut sicakhiginda (40°C) barsak yolunda replike oldugu akuatik kuslarda dolasim

gostermekte, a2,3 sialik asit i¢cin hedef hiicre reseptor tercihine sahip ve esas olarak su



aracihgyla fekal-oral yolla yayilmaktadir. Influenza A virusunun yarasalarda iki HA ve
NA alt tipi bulunmaktadir; kulturleri yapilmamustir, ancak polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile tespit edilebilirler, inaparan (belirtisiz) hastaliklara sebep olabilirler ve sialik
asit reseptorlerine baglanmamaktadirlar. Influenza B viruslar, Victoria ve Yamagata
olmak tizere iki koken ile tek bir alt tipe sahiptir %%,

Influenza viruslarinin isimlendirilmesine iliskin WHO yonergelerine gore ilk
olarak virus tipi (A, B veya C), sonra konak (eger insan degilse), izolasyon vyeri,
izolasyon numarasi ve izolasyon yili (egik cizgilerle ayrilmig) belirlenmektedir.
Influenza A icin, parantez icinde HA (H1-H16) ve NA (N1-9) alt tipleri kaydedilmistir.
Ornegin, 2006-2007 sezonunda Amerika Birlesik Devletleri'nde en son trivalan as:
icerisinde A/Yeni Kaledonya/20/1999 (H1N1)-like, A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)-like
ve B/Malezya/2506/2004-like suslari bulunmaktadir @.

Gegtigimiz yuzyilda influenza A viruslarimin (HIN1, H2N2 ve H3N2) sadece (¢
HA alt tipi insanlarda pandemiye sebep olmustur. HIN1 turi 1918'deki pandemide
etken olarak gorulmdastir. HIN1’in soyundan gelenler, yerine H2N2 alt tipi pandemik
susun gectigi 1957 yilina kadar insanlarda gorilmustir. H2N2 viruslar, 1968
pandemisinin H3N2 viruslar: ile yer degistirdigi 1968 yilina kadar dolasimda olmustur.
Influenza A alt tipleri H3N2 ve HIN1, 1977 yilinda 1957 oncesi doneme ait HIN1
suslarinin tekrar ortaya ¢ikmasiyla insanlarda birlikte dolagima girmistir. Bununla
birlikte sadece H1N1, H2N2 ve H3N2'nin insanlarda enfeksiyon olusturabilecegi
hipotezi hakkinda slipheyi arttiran insandan insana tutarl: bulas olmadan avian influenza
viruslarinin nadiren insanlara gecisi (diger bir deyisle, H5, H6, H7, H9 ve H10) hafif-
siddetli hastaliga sebep olur.

Atlarda yillarca sirkiile olan H7N7 influenza alt tipi (Equine-1), memelilerde
stabil soy olusturan influenza A alt tipine bir 6rnektir.

Akuatik kus rezervuar tirlerinde patojen olmayan iki HA alt tipi H5 ve H7, evcil
kanatlilarda oldukga patojen hale gelme yetenekleri ile benzersizdir. Yuksek
patojenitenin tamisal bir karakteristik 6zelligi, HA molekuluntn baglayici peptidinde
coklu temel aminoasidin edinilmesidir. Elde edilen HA, furin enzim ailesi tarafindan
aynistirihir, enfekte konaklarda sistematik olarak yayilim gosterebilecek virus ile
sonuclanir, hemorajik ve nérolojik semptomlara sebep olur. Avian H5 ve H7 influenza

viruslarinin  ylksek patojenitesi, viral gen segmentlerinin spesifik gruplanmasini



gerektiren poligenik bir 6zelliktir. H5 ve H7 viruslar1 1990'h yillardan beri insanlar da
dahil olmak izere memelilere defalarca bulasmistir. Mevcut durumdaki zorluk, insanlar
arasinda devamli olarak bulasma yetenegini kazanmadan 6nce H5N1 ve distk patojen
H7NO9 viruslarinin salginlarini kontrol etmektir.

Avian influenza viruslarinin akuatik kus rezervuarindan memelilere aktarilmasi,
zoonotik yayilimi destekleyen ¢ok sayida degisiklik gerektirmektedir. Bunlar, 40°C'den
(kus) 37°C'ye (memeli) dusen virus replikasyonunun optimal sicakligini, barsaktan
solunuma degisen replikasyon bdlgesi ve o2,3 sialik asitten a2,6 sialik aside degisen
reseptor spesifitesini icermektedir. Kendi hiicrelerinde iki farkli sialik asit reseptérlerine
sahip ara konaklar (6rnegin, domuz ve evcil kanath hayvanlar (bildircin ve hindiler)),

influenza viruslarinin turler arasi gegisinde rol oynayabilir (10)

2.2. Antijenik drift ve antijenik shift

Yuksek siklikta antijenik degisiklige ugrayan influenza viruslar RNA polimeraz
komplekslerinin hata okuma ve duzeltme (proofreading) fonksiyonuna sahip olmadig:
ve boylece replikasyon sirasinda mutasyonlarin strekli biriktigi, segmentli, negatif
polariteli RNA genomuna sahiptir. Antijenik drift ve antijenik shift olarak adlandirilan
bu degisiklikler, “quasispecies” olarak mevcut influenza viruslariyla sonuclanan
devamli sureclerdir. influenza viruslarinin genleri yiiksek mutasyon oranlarina sahiptir
(yilda yaklagik olarak bolge basina 1x10° ila 8x10® mutasyonlar arasinda
degismektedir). Ylzey glikoproteinlerinin antijenik kisimlarindaki aminoasitleri
degistiren mutasyonlar, bagisikliktan kagmalarina izin vererek viral suslar igin mevcut
secici avantajlar saglayabilmektedir. HA molekull, belirli konak hicrelerindeki
reseptorlere baglanarak enfeksiyonu baslatir. HA proteinine kars1 antikorlar reseptdre
baglanmay1 Onler ve ayni susla yeniden enfeksiyonun énlenmesinde etkilidir. HA ve
NA, mutasyonlar: sinirlayan veya antikor baglanmasini 6nleyen antijenik drift veya iki
influenza A virusu arasinda reassortment yoluyla virusun yeni bir alt tip HA'y1 edinigi
antijenik shift yoluyla daha 6nce edinilen imminiteden kacabilir. Yabani kanatlilarda

var oldugu bilinen onalti HA alt tipi insanlara yeni bir HA kaynag: saglamaktadir @),



2.2.1. Antijenik shift

Genetik yapis1 yeniden diizenlenmis suslara sebep olan farkli influenza A virus
suslarinin genetik bilgilerinin karistinlmasina izin veren c¢oklu RNA segmentleri
uzerinde viral genetik bilginin 6zel olarak diizenlenmesi, pandemik salginlar sirasinda
artmig patojenite ile immdanolojik acidan naif insanlari enfekte etme yetenegi ve belirli
araliklarla biyuk o6lgide degismis 6zelliklere sahip virus suslarinin ortaya ¢ikmast ile
sonuclanan antijenik shift olarak adlandirilan surectir. Bununla birlikte, iki influenza
virus aynt anda bir konagi enfekte ettiginde genlerin reassortment’s ile meydana
gelebildigi gibi yeni bir HA, NA veya her iki gen segmentinin akuatik Kkus
rezervuarindan gunumizde sirkilasyondaki insan influenza viruslarina girisi ile ortaya
cikmaktadir. Akuatik kuslarda gorilen virus alt tipleri, insanlarda pandemilere sebep
olanlar (H1, H2, H3) birinci grup, insanlar: sporadik olarak enfekte edenler (H5, H7,
H9) grup 2 ve kalan alt tipler grup 3 olmak Uzere (i¢ gruba ayrilmaktadir. HGN1 ve
H10N8, izole insan enfeksiyonlarina sebep oldugundan, ilave alt tipler muhtemelen
grup 2 olarak yeniden siniflandirilacaktir ¢6:1012)

Antijenik shift ile yeni bir alt tipe sahip influenza susunun insan dolasiminda
ortaya ¢ikmasi, her iki durumda da daha 6nce dolasan postpandemik insan virusunun
tanimlanamayan bir avian veya avian benzeri virusun HA'sint aldigi ge¢cmisteki iki
influenza pandemisinin (1957 ve 1968) sebebi olmustur. Her ne kadar bir pandeminin
mutlak gerekliliklerinden biri HA'nin degismesi olsa da, virusun geri kalaninin ne
Olctde degisebilecegi veya degistirilmesi gerektigi bilinmemektedir. Dolagimdaki
H1N1 insan influenza virusundan HA, NA ve polimeraz kompleksinin alt birimi (PB1)
olmak Uzere Ug gen ile avian benzeri genler 1957 yilinda yer degistirmistir. HA ve PB1
genleri 1968'de benzer sekilde degistirilmistir. Son zamanlarda, 1918 influenza
magdurlarinin akciger dokularindan analiz edilen viral RNA'nin kiiguk fragmanlar igin
Ozel virolojik teknikler kullanilarak RT-PCR uygulanmas: ile 1918 virusunun tam dizi
analizi yapilmistir. Influenza 1918 pandemi virusu avian benzeri bir genoma sahiptir ve
1957 ve 1968 viruslarindan farkli olarak bunun yerine butiin genom adaptasyonuyla

ortaya ¢iktig1 varsayilmaktadir ©.



2.2.2. Antijenik drift

Kigcuk antijenik degisiklikler "antijenik drift" olarak adlandirilir ve reenfeksiyon
ile sonuclanabilen antikor baglanma bolgelerindeki degisimler gibi ylzey
glikoproteinlerinde minor varyasyonlara sebep olur. Antijenik drift, influenza virus ile
konagin immun yaniti arasindaki etkilesim sonucu ortaya ¢ikar ve bu surecte adaptif
mutasyonlar1 hizla elde edebilme yetenegi ile karakterize edilen influenza A virus,
asamali olarak insan immun cevabindan kacar (4.6.10)

HA ve NA yuzey glikoproteinlerinde aminoasit mutasyonunun birinci derecede
Onemi vardir ve eger mutasyon, virusa immun kontrolden kagmasina izin verdigi ve bir
uygunluk avantaji sagladig1 takdirde bu virus dolasan susun yerini alacak yeni bir
epidemik sus olarak ortaya ¢ikma firsatina sahiptir. HA ve NA ylzey glikoproteinlerine
karst monoklonal antikorlarin varhiginda secilen kagis mutantlarinin antijenik olarak
haritalanmas: ve dizi analizi, HA'min kiresel basi Gzerinde dort antijenik bolgeyi
(epitoplar) tammlamis ve daha fazla calisma, bu sayiy1 bes antijenik bdlgeye
yukseltmistir (A-E).

A/Hong Kong/1/1968 (H3N2) virusunun 46 yil O0nce ortaya ¢ikmasindan bu
yana WHO, as1 kompozisyonunda 29 degisiklik onermistir. HA molekiler analizi,
antijenik drifte sebep olan aminoasitlerin mutasyonunun biytk 6l¢ude A-E epitoplariyla
stnirlandigint gostermistir. Antijenik drift icin en az iki antijenik bdlgede dort aminoasit
degisikliginin gereklidir. H3N2 viruslarindaki antijenik drifte iliskin glincel analiz, A ve
B epitoplarinin anahtar oldugunu ve bu bolgelerdeki tekli aminoasit degisikliklerinin
1968'den beri H3N2 alt tipindeki major antijenik degisiklikleri belirledigini

gostermektedir 9.

2.3. Mevsimsel ve pandemik influenza

Influenza A ve B olimcil sonucu olan agir akciger hasari ve hafif soguk
alginhigr semptomlari gibi degisen siddette yillik salginlara sebep olmaktadir.
Pandemiler, klinik ve ekonomik acidan biyuik etki ile immdiinolojik a¢idan naif olmayan
insan populasyonunda son derece hizli yayilan ve siklikla artmis morbiditeye sebep olan
yeniden dizenlenmis (reassortment) insan patojenik influenza A virus suslarinin ortaya

cikmasiyla iligkili beklenmeyen nadir olaylardir.



Influenza virus salginlar: genellikle, dusiik nem ve sicakhik ortam kosullarinin
virus atilimint ve bulagmasini uzattigi gosterilmis 1liman bélgelerde soguk mevsimlerde
(Kuzey yarimkirede: Aralik-Nisan; Glney yarimkirede: Haziran-Eylil) gortilmektedir.
Subtropikal ve tropik boélgelerde, yil boyunca tekrarlayan enfeksiyonlara izin veren
influenza mevsimleri daha az tanimlanmistir. Dolayisiyla evcil kanatlilara yakin temas
gibi diger sebeplerden dolayr Asya kitasinin yalmzca endemik olmayan insan ve ayni
zamanda zoonotik influenza virus tipleri icin belirli bir "rezervuar” 1 temsil ettigi 6ne
surtImustar.

Influenza B virus neredeyse sadece insanlarda bulunurken influenza A virus
insan populasyonunda her yil tekrarlayan epidemik hastalik olarak dolagsmakta ve biyiik
bir zoonotik rezervuardan ortaya ¢cikmaktadir ©

Genel olarak mevsimsel influenza A virus her yil, %10a kadar yetiskin
popllasyonu ve cocuklarin %20'sini etkilemekte ve ciddi morbidite gostermektedir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde influenza viruslar her yil 200.000'den fazla hastaneye
yatis ve 30.000-50.000 6lum ile sonuglanan mevsimsel epidemilerden sorumludur. Bir
kohort arastirmasi, 2003 ve 2009 yillar1 arasinda Birlesik Devletler’de mevsimsel
influenzanin, solunum yetmezligi icin yapilan tim basvurularin %3.8'inden sorumlu
oldugunu ve influenza iligkili akut solunum yetmezligi insidansin yilda 100.000 Kisi
basina 2.7 olarak hesaplandigini tahmin etmektedir @) Bu durum onemli klinik ve
ekonomik yuk ile sonuclanir. Birlesik Devletler icin, influenza kaynakli hastaliklar
dolayisiyla saglik bakimini kapsayan dogrudan tibbi maliyetlerin yani sira is kaybi
sebebiyle ekonomik kayiplarin ve azalan tretimin yilda en az 26 milyar dolar tutarinda
oldugu ileri stirtImiistar ©©.

Yillik kis salginlarina ek olarak mevsimsel influenza ile karsilastirildiginda
pandemiler, her 20-30 yilda bir ortaya ¢ikmis ve saglikli geng niifusu etkileyen daha
fazla ciddi semptomlarla iliskili bulunmustur. Nufusun %50 kadar1 tek bir pandemik
yilda enfekte olabilmekte ve influenzadan kaynaklanan oOltmlerin sayist normalde
beklenenin ustiinde olabilmektedir. Immiinolojik olarak naif insan popiilasyonuna yeni
giren pandemik influenza A virus suslari genellikle kanatli rezervuarlardan kodken
almistir ve insanda hastaliga sebep olmasina, insandan insana etkili bigcimde ge¢cmesine
ve insan solunum vyollarini enfekte etmesine olanak saglayan daha ileri adaptif

mutasyonlarin oldugu domuz gibi bir ara konakta tekrar reassortment’a ugramastir.



Influenza pandemileri kiiresel saglik icin biytk bir tehdit olusturmakta ve insan
populasyonu ile birlikte hayvan rezervuarlarinda ortaya ¢ikan suslar yetkililer tarafindan
siki bir tarama altinda tutulmaktadir. WHO, yeni bir salgin riski degerlendirmek igin
birinci asamadaki ilk hayvan enfeksiyonundan baslayarak, 6. evrede genis bir cografi
bolgeye yayilmis salginlara kadar alti asamali bir pandemi ilerlemesini tanimlamistir.
Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC), susla iliskili ekoloji ve epidemiyoloji,
insan populasyonunun konak cevabi ve virus 6zelliklerine dayali pandemik olaylara yol
acan yeni suslarin potansiyelini nitel ve nicel olarak degerlendiren yeni bir influenza
risk degerlendirme gercevesi (influenza risk assessment framework) tarif etmistir ©

Influenza salgin episodlar: ve virus Ozelliklerinin yan: sira bir pandemiden
digerine degisiklik gosteren iliskili konak yanitlart 19. yuzyilin sonlarindan itibaren
tanimlanmistir. Gegtigimiz 120 yilda 1889, 1918, 1957 ve 1968'de olmak (izere 1700
yilindan beri yaklasik bir diizine influenza A virus pandemisi gergeklesmistir. Daha az
belgelenmis olsa bile ilk olarak bilinen pandemi, 1889 "Rus gribi" (H3NS8)
pandemisidir. En siddetli olan 1918 H1N1 pandemisini (Iispanyol gribi) 1957'de H2N2
salgin1 (Asya gribi) ve 1968'de H3N2 pandemisi (Hong Kong gribi) ve en son 2009
yilinda HIN1 (domuz gribi) pandemisi izlemistir. Insanlardan 1957 yilinda kaybolan
H1N1 virusu 1977'de yeniden ortaya ¢ikmis ve 2009 yilinda 1977 virusu soylart halen
sirkiilasyondayken H1N1 pandemisi meydana gelmistir. En iyi bilinen influenza
pandemileri, 1918 ispanyol gribi pandemisi ve en yeni pandemi olan 2009 yilinda
HIN1 virusunun etken olugu domuz gribi pandemisidir.

Taubenberger ve Morens® tarafindan "tiim pandemilerin annesi" olarak da
adlandirilan kayitlardaki en 6limcul influenza pandemisi olan 1918 yilindaki pandemi
uc ardisik dalga halinde gorulmuis ve dinya nufusunun yaklasik Ugcte birini enfekte
ederek bir yil icinde en az 50 milyon kisinin 6liminden sorumlu olmustur.® Cogu
toplum %25 ila %40 oranlarinda morbidite yasamis ve vakalarin buyuk cogunlugu
kendi kendine sinirli olmustur. Yasa spesifik morbidite, enfeksiyonun en yiiksek oranda
yasandig1 15 yasin altindaki ¢ocuklar ile diger pandemilerdekine benzemektedir. Klinik
olarak 1918 pandemisi genellikle diger yillarin influenzas: ile ayn1 semptomlar1 ve
gidisat: sunmustur ve ciddi komplikasyonlarin biyik oranda solunum yollar: ile sinirh

kaldig1 diger pandemilere patolojik olarak benzerdir.
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Bununla birlikte 1918'deki pandemi, birkag 6nemli klinik ve epidemiyolojik
oOzellikler agisindan diger pandemilerden farklilik gostermistir. Klinik seyir genellikle
kendiliginden sinirlandirict olmasina ragmen olgularin 6nemli bir kisminda ciddi
pndémonik komplikasyonlar gelismistir. Sonug olarak Birlesik Devletler'deki vaka 6lim
orani, mevcut oranin birka¢ katindan daha yiiksek bir oranda ortalama %2.5 olmustur.
Buna ek olarak 1918 pandemisi sirasinda mortalite, olagandisi bir sekilde gen¢ yas
grubunda yogunlasmistir. Yaygin olarak arastirilmis olsa da 1918 pandemisi, 6zellikle
20 ila 40 yas arasindaki popilasyonda ylksek olim oran ile iliskili olan hizh
yayilimdan sorumlu virusun Ozellikleri buyik O6lglde belirsizligini korumaktadir.
Ancak, farelerde yapilan calismalar Ispanyol susunun 6zellikle makrofaj ve nétrofil
aliminda distk patojenik viruslar gibi daha buyik bir immun yanit olusturdugunu
gostermistir. influenza iliskili 6lumlerin %99'dan fazlasin1 1918 yilinda 65 yasin
altindaki insanlar olusturmustur. Buna karsilik, 1957 ve 1968 pandemilerinde 65 yas alti
insanlarda influenza sebebiyle asirt 6ltimler sirasiyla sadece %36 ve %48 oranlarinda
gorilmustdr.

Bununla birlikte, gozlemlenen patolojik degisikliklerin spektrumu, pandemiden
pandemiye veya interpandemik yillara gére cok az farklilik gostermektedir. Daha az
siddetli pandemiler ve mevsimsel influenza enfeksiyonlarinda goriilen vakalarin 1918
influenza vakalarindan ayrimi, ciddi ve 6lumcil vakalarda gdzlemlenen patolojinin
spektrumu degil 6lum oraninin 6nemli Olglide daha yuksek olmasi (sadece 1918
pandemisi) ve siradisi yas dagilimi olan 6lumlerdir. Daha 6nce saglikli olan geng
yetiskinler 1918 yilinda 6limcul influenza enfeksiyonuna yenik diserken yaslilarda
beklenen 6lim oranlar1 daha dustik gézlenmistir. Gegmisteki iki pandemi ve dzellikle
interpandemik mevsimsel influenza vakalarinda olimcil sonuglar, altta yatan kronik
hastaliklar: olan veya asiri ug yastaki insanlarda ortaya ¢ikma egiliminde olmustur @),

Pandemik H1N1 influenza virusu (H1IN1pdm09) 2009 yilinda ortaya ¢gikmis ve
Meksika'da domuzlardan insanlara yayilmistir. "Yeni influenza A (HIN1)" veya
"pandemik 2009 HIN1 gribi" olarak isimlendirilen 2009 "domuz gribi" 18.500
laboratuvarda tanis1 dogrulanmis vaka ile sonuglanmis ve bir model ¢alismasinda, 2009
HIN1 virusunun toplamda 200.000'den fazla influenza iliskili solunum yetmezligine
bagli 6lime ve kardiyovaskiiler yetmezlikten dolay:r 80.000 6lime sebep oldugu

degerlendirmesinde bulunulmustur. Onemli olarak bu oliimciil vakalarin %80'den
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fazlasi geng niifusu etkilemistir (<65 yas). Pandemik 1918 virusunun aksine 2009 susu,
yuksek bulasma orani ve patojeniteye katkida bulunan, erken dogal (innate) konak
immun cevabi baskilayabilir gibi gérinmektedir.

Salgin sirasinda 6grenilenler, influenzanin 6ngorulemezligi ve ciddiyeti
acisindan devam eden zorluklarla basetme konusunda degerli bilgiler saglamigtir. HIN1
Ispanyol pandemisinin soylar1 hala mevsimsel influenzaya sebep olurken, HIN1'in
pandemik potansiyel ile ortaya c¢ikis1 daha 6nce gortilmemis bir olaydir. Bu, insanlarda
H1, H2 ve H3 alt tiplerinin geri donlsimind ve H2N2 influenza viruslarinin devam
eden risk degerlendirmesi ihtiyacini yeniden vurgulamaya olanak vermistir.

Enfeksiyonlarin siddeti 2009 HIN1 pandemisinin 6ngérulemez bir diger yam
olmustur. ispanyol influenza HIN1 virusunun (1918) HA'sina antijenik ve yapisal
benzerlik Gzerine ilk raporlar ve hastaneye yatan genclerin yizdesi (%6.5) ciddi
pandemi olasiligint yikseltmistir. Geng ve immuinolojik olarak naif kisilerde, gebe
kadinlarda ve obez insanlarda siddetli olmakla birlikte, kiresel popilasyonda
dusinildigiinde 2009 HIN1 pandemisi dunya genelinde yaklagik 100.000 6lumle

nispeten hafif sonuclanmistir ©.

2.3.1. H2N2 influenza virus

H2N2 influenza virusu, 1957 yilinda yaklasik 1.5 milyon tahmini kiresel
mortaliteye sahip Asya pandemisine sebep olmustur. Virus, on yil boyunca dolasimda
kalmis ve sonra 1968'de insanlarda gorilmemistir. Bununla birlikte, influenza virusunun
H2NZ2 alt tipi dinyada akuatik kuslarda dolasimini strdiirmekte ve potansiyel pandemi
tehdidi olusturmaktadir, ¢linkii H1, H2 ve H3 alt tiplerinin geri kazanim: igin dncelik
vardir ve diinya nifusunun cogunlugu H2N2 alt tipine karst immunolojik olarak naiftir
(15)

Amerika ve Avrupa'daki akuatik kuslarin sdrveyansi, H2N2 influenza
viruslarinin nispeten seyrek olarak goruldugini ortaya koymustur. Son on yilda
Kanada'da Alberta'daki go¢ eden oOrdeklerden veya Delaware Korfezi'ndeki sahil
kuslarindan ve martilardan gelen 1011 influenza izolatinda H2N2 influenza virus tespit
edilmemistir. Bununla birlikte evcil kiimes hayvanlarinda surveyans, 2004 yilinda
Pensilvanya’da canli kiimes hayvani pazarlarindaki tavuklardan ve 1994-1997 yillan

arasinda New York ve New Jersey'de canli kiimes hayvani pazarinda Afrika tavugunda
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ve tavuklarda disik patojen H2N2 influenza sirkiilasyonun devam ettigini tespit
etmistir. Avrupa ve Asya'da yabani akuatik kuslarda siirveyans, GenBank'da rapor
edilen 10 influenza H2N2 virus ile gectigimiz on yilda H2N2 sporadik izolasyonlar
bildirmistir.

H2N2 influenza viruslar: ile insan enfeksiyonlar: riskini belirlemek icin, son 60
yildaki 22 avian H2N2 influenza virusu, fare ve dag gelinciklerinde ve insan ve domuz
doku kdulturiinde replike olma potansiyeli acisindan analiz edilmistir. Avian H2N2
viruslar, disik genetik ve antijenik evrim oramina sahiptir ve 1957 pandemisi
zamaninda dolasan izolatlara benzer kalmistir. Birgok izolat farelerde replike olmus ve
insan brongiyal epitel hiicrelerini degisime ugratmistir, ancak replikasyon domuz trakea
eksplantlarinda distk bulunmus veya saptanamistir. Birgok izolat dag gelinciklerinde
replike olmus ve dogrudan temas halindeki kafes arkadaslarina ti¢ virus bulasmistir. HA
ve PB2 proteinlerinde memeli adaptasyon markerlar: tiim izolatlarda goérilmemis ve
viruslar, avian benzeri a2,3 baglantili sialik asit reseptorleri icin tercih gostermistir.
Cogu izolat, prototip A/Singapur/1/1957 (H2N2) virusuna antijenik olarak benzer
kalmis ve 1957 pandemik asi aday: tarafindan kontrol edilebilecekleri distntlmustr.
Test edilen H2N2 viruslarinin hepsi anti-influenza ilaglarina (NA inhibitorleri ve
adamantanlar) duyarl: olmustur. Pandemik 1957 H2N2 virus gibi en yiksek riskli H2N2
influenza virusu (mesela A/duck/Hong Kong/319/1979 (H2N2)), Avrasya kuslarinin
soyundan gelmistir. Akuatik kuslarda seyrek olarak izole edilmesine ragmen mevcut
durumda izole edilmis avian H2N2 viruslari, 6zellikle Avrasya viruslari olmak Uzere

kiiresel stirveyans ve risk degerlendirmesinin devamin: gerektirmektedir %%,

2.3.2. H2N3 influenza virus

Son on yilda H2N3, Amerika ve Avrupa'daki go¢ eden akuatik kuslardaki en
yaygin H2 influenza alt tipi olmustur. Amerika Birlesik Devletleri'nde 2006 yilinda
H2N3, kus tdrlerinden domuzlara yayilmis ve solunum yolu hastaliginin ortaya
cikmasina sebep olmustur. H2 glikoproteininin L226 kalintisina sahip olan virus,
reseptor baglanmasinda memeli benzeri 6zelliklere ve fareler ve dag gelinciklerinde
adaptasyon olmadan replikasyon kabiliyetine sahiptir. Sasirtict bir sekilde H2N3 virus,

domuzda replike olmamis ve 0 zamandan beri bu tiirlerden kaybolmustur @9,
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2.3.3. H3N9 virus
Yaklasgik olarak %40 mortalite oranlarina sahip ve ¢oklu organ yetmezligi ile
ciddi pndmoniye sebep olan, kanatlilardan insana bulasan H3N9, 2013 yilindan bu yana

560'dan fazla vakada tespit edilmistir ©.

2.3.4. H7TN7 ve H7N3 viruslar:

Yiksek patojeniteli avian influenza (Highly pathogenic avian influenza; HPAI)
H7N7 virus, Hollanda'da 2003 yilinda kiimes hayvanlarinda salgina sebep olmus ve
bolgesel olarak yayilmistir. Salgin sinirlanmadan 6nce kiimes hayvanlari ile ¢alisan en
az 86 kisi ve kontakt kuran U¢ kisi enfekte olmus ve influenza benzeri hastaligin
(influenza like illness; ILI) eslik ettigi veya etmedigi konjonktivit gorilmustir. Kiimes
hayvanlariyla dogrudan temas edenlerin arasinda bir 6lum tespit edilmistir. Benzer
sekilde, iki kiside 2004 yilinda Kanada'da H7N3 HPAI salgini sirasinda influenza
konjonktiviti gelismistir 9,

2.3.5. H5N1, H7N9 ve HIN2 influenza viruslan

Avian influenza acisindan insanlarda ciddi hastaliga sebep oldugu tespit edilmis
ve insan saghgina yonelik en biyik tehdit, yerli giftliklerde yaygin olarak bulunan
influenza A H5N1 ve H7N9'dur. H5N1 virus 1997'de, H7N9 virus 2013'de olmak Uzere
H5N1 ve H7N9 viruslart 1990'h yillarin sonundan beri evcil kiimes hayvanlarinda
ortaya ¢ikmustir.

Cin'de ortaya ¢ikan ve insanlara yliksek mortalite ile sporadik olarak gecen yeni
H5N1 ve H7N9 influenza viruslar: arasinda pek ¢ok benzerlik ve bazi farkliliklar vardir.
Her iki virus, HON2 influenza viruslarindan alt: gen segmenti ile G¢li reassortantlardr.
H7N9 kuslarda H5N1'den daha az patojeniktir, ancak insan adaptasyonunun isaretlerini
goOstermektedir, cunki insan icin avian influenza reseptorlerine kiyasla daha iyi
affiniteye sahiptir. HSN1 kumes hayvanlari (tavuk ve bildircin) arasinda oldukga
patojen olmasina karsin, H7N9 tavuklarda inaparan (belirtisiz) enfeksiyonlara sebep
olmaktadir. H7N9, H5N1'e kiyasla insanlarda daha fazla bulasicidir, ancak ikincisi
(>60%), ilkinden (~30%) daha yliksek mortaliteye sahiptir. Her ikisi de, 6zellikle akut
respiratuvar distres sendromu (ARDS) ve ¢oklu organ yetmezligi olmak (izere benzer

belirtilere sebep olmaktadir %),
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Her iki virusun sporadik olarak insanlara bulagsma ve yliksek mortaliteye sebep
olma 0zelligi vardir. H5N1, 386 6lumle 650 vakada ve H7N9, 71 6limle 259 vakada
2014 yilinin basinda gorilmustir. Tayland'da 2003 yili sonunda gercgeklesen ilk kanath
hayvan salginini takiben, bugline kadar ¢ocuklarda (<15 yas) genel olarak artmis
morbidite ve %50'den fazla 6lum oranlari ile 15'den fazla tilkede 850'den fazla H5N1 ile
enfekte insan vakasi bildirilmistir. Yeniden ortaya 2003 yilinda ¢iktiktan sonra devam
etmekte olan HPAI H5N1 salgini insanlarda yayilim g0Osteren enfeksiyonlar
olusturmaya devam etmis ve bu virusun insanlara adaptasyonunun bir pandemi ile
sonuclanabilecegine dair endiselere sebep olmustur. Nisan 2007'den itibaren, insan
H5N1 enfeksiyonunun 291 dogrulanmis vakasi belgelenmistir ve bunlarin 172'si
olimcdl olup (64) %59'luk bir 61Gm oranina sahiptir.

Bircok insanin canli kiimes hayvani pazarinda bu viruslara maruz kalmasina
ragmen, H5N1 viruslar: ile ilgili serolojik arastirmalara gére kanmitlandig: gibi nispeten
az sayida kisi virus ile enfekte olmustur. Yiiksek mortalite, interferon-induced
transmembrane protein 3'te bozukluk bulunan kisilerde sitokin firtinasiyla
iliskilendirilmistir. Ylksek patojen H5N1 influenza virusu 17 yildan fazla bir suredir
dolasimdadir ve Cin, Vietnam, Endonezya ve Misir da dahil olmak Uzere birden fazla
ulkede endemik hale gelmistir. Bugiine kadar insanlar arasinda yayilim: nadir olan
H7N9 veya H5N1 "kus gribi" viruslari insanlarda yalnizca dustk replikatif potansiyele
sahiptir, ancak insandan insana geciste oldukca etkili olma adaptasyonlari durumuna
kars1 endise duyulmakta ve buna bagli olarak yakindan izlenmektedirler. influenza
enfeksiyonunun dag gelincigi modeli kullanilarak, t¢ ayri laboratuvarda yapilan islev
kazanma c¢alismalari, HA'da (i¢ kadar az aminoasitin mutasyonunun indirekt aerosol
damlalar1 ile memelilere bulasabilen viruslar tretebildigini géstermistir. Bu viruslarin
hata sonucu ortama salinmasi veya bioterérizm i¢in bu bilgilerin kotd niyetli kullanimi
ile ilgili tartismalara ragmen bu ¢alismalar, memelilere bulasan H5N1 virusunun dogada
ortaya cikabilecegini ortaya koymustur. Epidemiyolojik bilgi kisith olmasina ragmen
H5N1'in insandan insana bulasmasi genellikle aile Gyelerini iceren bazi durumlarda 6ne
strulmastar. Bunun, 6zellikle yakin veya uzun temas ile enfeksiyon riskini veya virus
aktarilabilirligini etkileyen ortak, fakat tanimlanamayan konak faktorleri ile iliskili

enfeksiyonu temsil edip etmedigi bilinmemektedir.
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H5N1 ve H7N9 influenza viruslarinin olusumundaki ortak payda 6nci bir virus,
H5N1 veya H7N9 ile HON2 influenza virus arasindaki reassortment’tir. Son virus,
H5N1 veya H7N9 influenza viruslarinin yizey glikoproteinlerine ve HIN2 viruslarinin
alt1 internal genine sahiptir. insanlarda dusiik veya yiiksek patojen H5 influenza virusu
1997 yilindan 6nce tespit edilmemis, ancak H7 influenza viruslari Hollanda'da 89 kiside
enfeksiyona ve bir 6lum dahil insanlarda az sayida konjonktivit vakasina ve nadiren
solunum yolu enfeksiyonlarina sebep olmustur. HONZ2 ile reassortment, hem H5N1 hem
de H7N9 viuslariyla insan enfeksiyonlarinda belirgin bir artisa yol agmistir bu sebeple
HON2, enfeksiyonun "etkinlestiricisi" olarak dustnilebilir. Internal gen segmentlerini
H5N1 ve H7N9a veren HIN2 influenza viruslarimin soylart ilk olarak 1997'de
Asya'daki tavuklarda tespit edilmistir. HON2 viruslar, coklu soylara ve alt soylara
donusmustir ve Avrasya'daki cogu tlkede tavuk ve bildircinlarda endemiktir. Evcil
kiimes hayvanlarinda, HON2 viruslar éncelikli olarak Ust solunum yollarinda ¢ogalir ve
kuslar bakteriyel, paraziter veya diger viral ajanlarla birlikte koenfekte olmadikca
inaparan (belirtisiz) enfeksiyonlara sebep olur. Koenfeksiyon, yumurta dretiminde
azalma ve solunum yolu hastalig: ile sonuclanabilmektedir. HONZ2 viruslar, insan-
benzeri reseptorlere (02,6 sialik asit) baglanir ve sporadik olarak insanlarda ve
domuzlarda hafif enfeksiyonlarda etken olur 1:19).

H5N1 viruslarinin ortaya ¢ikmasindan bu yana, koken olarak HON2 tarafindan
saglanan internal gen segmentlerinin yer degistirmesi ile birgok genotip gelismistir. Bu
sebeple, HIN2’nin ilk etkinlestirici olarak varsayilmasina ragmen daha fazla
reassortment meydana gelebilmektedir. H7N9 influenza virusunun Subat 2013'te ortaya
cikisi, HON2'den alt1 internal gen segmentine sahip Uc¢li reassortant olarak gortlmdaistar.
Cin'de 2013 sonlarinda H9N2'den gelen internal gen segmentlerine sahip H10N8
influenza virusu ile 6limcul insan enfeksiyonu raporu HIN2'nin etkinlestirici bir virus
oldugu fikrini desteklemistir. HON2'nin bu etkinlestirme yetenegi icin molekiler
temelin belirlenmesi ve HIN2 influenza viruslarinin risk degerlendirmesi ve siirveyans
calismalarin yapilmas: gerekir.

Yeni H5N1 ve H7N9 influenza viruslar: ile ilgili zorluklar tarimsal veya toplum
saglig1 perspektifine bagl: olarak farklilik gostermektedir. Yeni H7N9 reassortant virus,
kiimes hayvanlar1 veya domuz endustrisi i¢in sinirli tehdit olusturur veya hig olusturmaz

ve belirgin hastalik belirtilerinin bulunmamasi insanlara bulas konusunda uyar: vermez,
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bu sebeple H7N9 H5N1'e gore daha sinsidir. HSN1 viruslari asillanmamis kiimes
hayvanlarinda oldukga patojeniktir ve %100'e kadar mortaliteye sebep olabilmektedir,
dolayisiyla bu yuksek mortalite potansiyel insan enfeksiyonu icin bir uyar1 sistemi
olusturdugundan hem veteriner hem de halk saghg: calisanlar: icin buyik bir endise
kaynagidir. Asillanmis kimes hayvanlarinda H5N1 virus, hastalik belirtileri olmadan
atilabilmekte ve bu da kontrol stratejileri konusunda bir ¢ikmaz olusturmaktadir. Canlh
kiimes hayvani pazarlari influenza icin, reassortment ve insanlara bulasmada rol
almaktadir. Hong Kong'da canli kiimes hayvani pazarlarinin 1997'de kapatilmasi bu tur
pazarlarin énemini ortaya koymustur: Hong Kong'daki ilk HSN1 salgininda alti Kisinin
6limu ile sonuglanan 18 insan vakasi gorilmis ve epidemiyolojik egri keskin bir
sekilde artmistir. Canli kiimes hayvani pazarlarinin kapanmasindan sonra, insan vaka
sayisi sifira dusmus ve ilk HS5N1 reassortant’s eradike edilmistir. Kuzeydogu Cin'deki
canli kimes hayvan pazarlarinin 2013'te kapatilmas: yaz aylarinda insan vakalarinin
durmasina katkida bulunmustur. Kiimes hayvani pazarlarinin yeniden agilmas: ve daha
serin hava, Cin'in glney eyaletlerine yayilma ile insan H7N9 vakalarinin giderek
artmasina sebep olmustur. H7N9'un ikinci dalgas: sirasinda enfekte olmus insan sayisti,

2014 yilinin bagindan itibaren ilk dalgadaki sayiy: asmustir 9.

2.4. Klinik ozellikler

Influenza, Ust solunum yolu agaci ve trakeanin inflamasyonu, halsizlik,
yorgunluk, bas agrisi, 6ksuruk, burun akintisi ve ani, ylksek ates baslangici ile kendini
gosteren akut solunum yolu hastaligidir. Cogu durumda pnémonik tutulum klinik olarak
belirgin degildir. Klinik olarak, viral replikasyonun artis1 ile korelasyon gosteren, 24 ila
48 saat inklbasyon suresinden sonra semptomlarin akut baslangici ortaya cikabilir.
Akut semptomlar ve ates siklikla 7-10 giin devam etmektedir. Halsizlik ve yorgunluk
haftalarca surebilmektedir.

Influenza A replikasyonu, nazofarenkse inokulasyondan yaklasik 48 saat sonra
pik yapmakta ve yaklasik olarak alti glin sonra dokdlen virus ile yavasca azalmaktadir.
Virus, hem ust hem de alt solunum yollarinda ¢ogalmaktadir. Viral antijen, enfekte
kisilerin hucrelerinde ve sekresyonlarinda birka¢ gin boyunca gorilebilmektedir.
Kanserli ¢ocuklar icin influenza enfeksiyonu saglikli cocuklarda olan siirece gore iki kat

daha uzun slrebilmektedir. Buna ek olarak viral athlhim 6 haftaya kadar
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gorulebilmektedir. Virus atilimi, 2009 pandemik influenza virus ile enfekte olmus
Kanada’l: cocuklarda medyan 46 giin boyunca devam etmistir ¢,

Influenza A ve B viruslar ILI’'min en yaygin etkenidir, ancak ayn1 zamanda
influenza C viruslar, parainfluenza virus (PIV), respiratory syncytial virus (RSV) ve
Mycoplasma pneumoniae dahil olmak (zere diger patojenler de ILI’ya sebep
olmaktadir. Influenza epidemisinin zirvesinde ILI'lh hastalardaki izolatlarin yaklasik
ucte biri influenza A icin pozitif bulunmustur.

Influenza virus, respiratuvar damlaciklarin iletimiyle insan popiilasyonuna
yayihm gostermekte ve genellikle kis salginlarinda veya epidemilerde (1liman
iklimlerde) enfeksiyon olusturmaktadir. influenza ile her yastan insanlar etkilenmekte,
ancak prevalans okul ¢agindaki ¢ocuklarda en ylksek olup hastalik siddeti bebekler,
yashlar ve altta yatan hastaligi olanlarda en fazladir. Mevsimsel influenza A virus
oOzellikle akciger veya kalp rahatsizligi gibi altta yatan kronik hastaliklara sahip veya
immun yetmezligi olan populasyonlari hedef almaktadir. Avustralya’da 2009 influenza
sezonu sirasinda 14 yogun bakim unitesinde yapilan kohort calismalari, es zamanh
hastaligi olmayan daha saglikli gen¢ nufusta enfeksiyonlarin baskin oldugunu
gostermistir. RSV gibi baska solunum yolu viruslariyla birlikte koenfeksiyon, ¢zellikle
immiin yetmezlikli hastalarda hastahigin ciddiyetini arttirmaktadir ¢7.

2.4.1. Hospitalizasyon

Kanser tedavisi goren cocuklarda viral solunum yolu enfeksiyonlar: daha sik
gorilmekte ve saglikli cocuklara gore daha ciddi olmaktadir. Rutin yillik influenza
astlarinin uygulanmasindan 6nce yapilan calismalar, kanserli cocuklarin saghkli
cocuklara kiyasla benzer ortamlarda influenza ile enfeksiyona daha fazla duyarh
olduklarini ortaya koymustur.

Kanser tedavisi goren cocuklarin influenza ile karsilastiginda saglikl ¢ocuklara
oranla hospitalizasyon olasiliklar: daha yiksektir. Bu ¢ocuklarin (gte ikisi 6éncelikle ates
gorilmesi ile hastaneye vyatrilmaktadir. Hospitalizasyon ortalama 2 ila 7 gun
strmektedir. Cogu hasta, hastalik stresince ateslidir ve ates 1-2 hafta surebilir.

Yogun bakima basvuru, influenza ile enfekte kanserli cocuklarin %10 kadarinda
goriilmekte ve 6lim %5'e kadar yiikselmektedir ©.
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2.4.2. Komplikasyonlar

Kanserli cocuklarda influenza, sik hospitalizasyonun yani sira 6nemli klinik
morbiditeye sebep olmaktadir. Solunum yetmezligi, pnémoni ve solunum destegi
ihtiyaci da dahil olmak zere ciddi solunum yolu komplikasyonlar: hastaneye yatirilan
bu ¢ocuklarin %10-20'sinde gorilmektedir. Hipoksi ve bronkodilator ihtiyaci gibi daha
az siddetli solunum yolu komplikasyonlari da yaygindir. Akut hastalik hafifledikten
sonra az sayida ¢ocukta uzun oksijen tedavisi uygulamasi gerekmektedir (16)

Siklikla kolonize bakterilerle birlikte koenfeksiyon, hastaligin gidisatin1 daha da
agirlastirmaktadir. Influenza enfeksiyonunun komplikasyonu olarak bakteriyemi bu
cocuklarin yaklasik altida birinde gortlmektedir. Sekonder bakteriyel enfeksiyonlar,
pndémoni veya otitis media gibi klinik enfeksiyonlar seklinde de ortaya ¢ikabilmektedir.
Pseudomonas spp., Enterobacter spp., Streptococcus spp ve koagllaz-negatif
stafilokoklar gibi patojenler tamimlanmistir.  Streptococcus pneumoniae ve
Staphylococcus aureus'lu koenfeksiyonlar en yaygin olamdir ve pandemi sirasinda
yiiksek oranda goriilerek pnomoni ile iliskili 6limlerde artisa sebep olmustur. ispanyol
grip dalgas: sirasinda hayatin1 kaybeden 68 askerin otopsisinde ¢ogu vakada akcigerde
bakteriyel pnémoni bulgulart g6zlenmistir. influenza ile 2009 pandemisinde enfekte
olmus cocuklarin notropenik olduklari zaman pnémoni gelisme olasiliginin daha yiiksek
oldugu raporlanmistir. Influenza enfeksiyonunun az gérilen komplikasyonlar: arasinda
mantar pnomonileri (6rn., Aspergillus pnémonisi), diger invaziv fungal enfeksiyonlar ve
hemofagositik lenfohistiyositoz bulunmaktadir 9.

Krup (laringotrakeit) kiglk cocuklarda ciddi bir komplikasyon olabilmektedir.
Kronik pulmoner veya kardiyak hastaligi veya diabetes mellitus olan insanlarda
influenza A viruslarindan kaynakli hemorajik bronsit, pnémoni (primer viral veya
sekonder bakteriyel) ve oOlim dahil ciddi komplikasyonlar gelisme riski ylksektir.
Hemorajik bronsit ve pndémoni saatler icinde gelisebilmektedir. Fulminan o6lumcul
influenza pndémonisi zaman zaman olusmakta ve dispne, siyanoz, hemoptizi, pulmoner
O0dem ve 6lum semptomlarin baslangicindan 48 saat sonra gibi kisa surede ortaya
cikabilmektedir @,

Pandemik ve daha az oranda mevsimsel influenza A virusun Ozellikle
cocuklarda kusma veya ishal ile gastrointestinal hastaliga sebep oldugu agiklanmustir.

influenza enfeksiyonunun ciddi vakalar1 virusun hem 02,6- hem de a2,3-sialik asidin
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bulundugu alveollere yayilmasini icermektedir. Alveolar enfeksiyon, hiyalin
membranlar olusumu, yaygin bronsiyal ve alveolar epitel hlicre apoptozisi, I6kositlerin
kitlesel infiltrasyonu, fibrin birikimi, intra-alveolar hemorajik 6dem birikimi ile
histolojik olarak diger ARDS formlarina benzerlik gosteren yaygin diffiiz alveolar
hasara sebep olur. Bu hastalar, dispne, takipne, hipoksi ve diffiz bilateral pnémoninin
radyolojik bulgulari ve ileride olast 6lumcul sonuglari olan ARDS gibi progresif

solunum yetmezligi ile kendini gostermektedir ©.

2.4.3. Kemoterapi Uzerindeki etkiler

Kanserli ¢ocuklarda influenzaya baglh hastalik, kemoterapi veya diger kansere
spesifik tedavide hastalarin %20-80'inde 6nemli gecikmelere sebep olmustur. En uzun
tedavi gecikmesinin 43 gun oldugu 2009 pandemik influenza enfeksiyonu olan ¢ocuk
popullasyonunda, cocuklarin %55'inde ortalama 3 haftalik gecikmeler yasanmistir.
Digerleri ortalama 3 hafta veya daha fazla sure ile tedavi kesintileri bildirmislerdir.
influenza sebebiyle meydana gelen tedavi kesilmelerinin etkisi spesifik olarak
bilinmemekte bununla birlikte ortaya c¢ikan kanitlar, tam bakim kemoterapisi almayan
akut lenfoblastik I6semili (ALL) cocuklarda relaps oranlarinin daha yiksek oldugunu
distindtrmektedir. Basta yetiskinlerde olmak Uzere diger maligniteler (izerine yapilan
calismalar kesilmelerin zararli oldugunu, ancak tedavi gecikmeleriyle ilgili spesifik

sonuclarin cogu malignite tdrleri igin tanimlanmadigini belirtmektedir ®)

2.5. Risk altindaki populasyonlar

Influenza, ozellikle immun yanitlari degismis insanlari hedef almakta ve
genellikle W bicimi egrileri gosteren hem 1918 hem de 2009 pandemileri haricinde, U-
sekilli mortalite egrisiyle iliskilendirilmektedir. Mevsimsel influenza enfeksiyonlarinda
2 yasindan kuclk cocuklarda ve 65 yasindan biylk yaslilarda yiksek 6lim oranlar
bulunurken genc yetiskinlerin pandemiler sirasinda yiksek mortalite oranlarina sahip
olduklar: gortalmustir ve bu durum yaslilarin énceden var olan bagisiklik sebebiyle bir
dereceye kadar korunabilecegi anlamina gelmektedir. Ciddi influenzaya bagh
komplikasyonlarin gelismesi olasiligint arttiran ek risk faktorleri veya hastaliklarin, yas,
kronik solunum, bobrek hastaligi, hematolojik, norolojik veya kardiyovaskiler hastalik,

diyabet, obezite, imminsupresyon/eksiklik ve gebelik/dogum sonrasi ddnemi
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kapsadigin1 hospitalize 2009 influenza hastas1 lzerine yapilan birgok klinik galisma
gOstermistir. Hastaneye yatirilan 70.000 2009 influenza hastas: tizerinde yapilan global
analiz, ¢ocuklarin (<15 yas) hastaneye kabul edilme riskinin daha yuksek oldugunu,
buna karsilik yash erigkinlerin (>50 yas) daha yiiksek mortalite oranlarina sahip
oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak, morbid obezite, yogun bakim unitesinde yatis
ve olumcul sonug riski ile iliskili gorinmektedir. Immunsupresif kisiler daha ciddi
hastaliga yakalanir ve bu kisilerde ila¢ direnci mutasyonlart gelismesi daha olasidir.
Ozellikle 2009 pandemi vakalar tizerine gesitli klinik calismalar ve WHO veya CDC
Onerileri gebeligi influenza icin komorbidite faktéri olarak tanimlamakta ve bu risk
popllasyonunun genel asilamasini tavsiye etmektedir. Gebe kadinlar influenza ile
enfeksiyona daha yatkindir, kotl gebelik sonuglari ile iliskili daha ciddi bir hastalik
gelistirebilirler, yogun bakima kabul edilme riskleri yiiksektir ve artan mortalite oranina
sahiptirler. Bu yatkinlk icin biyolojik sebepler hentiz tamimlanmamistir, ancak gebelikle
baglantili olarak 6zellikle antiviral yanitlar olmak tizere immun cevaplarda degisiklikler
s0z konusudur ve fetusle iliskili komplikasyonlar muhtemelen anneye ait atese baglidir.
Maternal korumanin yam sira asilama da yenidogan ve bebekleri korumaktadir,
Amerika Birlesik Devletleri'nde ve Avrupa Birligi'nde 6 aylikken asi1 yapilmasinin
onerildigi baska bir risk popilasyonu, cogunlukla maruz kalma riski artmis bebekler ile
sinirlandiriimugtir ©.

Transplantasyon veya onkoloji hastalar1  hakkinda spesifik  bir veri
bulunmamasina ragmen, immdansupresif hastalar agir hastalik riski altindadir. Bununla
birlikte, daha fazla bilgi elde edildiginde, ciddi hastalik veya 6lim riski faktorleri daha
net tanimlanacaktir. Transplantasyon programlarindaki etki, kismen virusun viriilansina
ve kritik hastalar1 yonetmek icin gerekli olan kaynak miktarina baglidir @,

Kisisellestirilmis tedavilerin gelistirilmesine iliskin olarak, son calismalar,
konagin genetik yatkinligint ve influenza viruslarina duyarhilik arasindaki baglantiy:
vurgulamistir. Albright ve ark.™® Utah'daki 6limcil influenza vakalarinda kalitsal bir
pay gozlemlemislerdir. interferona (IFN) bagl proteinler ve sitokinlerin, viruslara kars:
konak savunmasi icin ©6nem tasidigi bilinmesinden dolayi, genom dizeyinde
iliskilendirme calismalart (GWAS, genome-wide association studies) spesifik
polimorfizmler ile influenza yatkinligi arasindaki iliskiye odaklanmistir. IFN-induced

transmembran protein 3, HIN1 ve H7N9'a kars1 konagin savunmasinda agik¢a nemli
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rol oynamaktadir, ancak tek nikleotid polimorfizmi rs12252 ile influenza duyarlilig
arasindaki iligki tartismalara konu olmaya devam etmektedir. Son zamanlarda,
interferon regulator faktor 7 (IRF7) eksikligi ciddi bir influenza enfeksiyon vakasiyla
iliskilendirilmigtir. ILLA ve IL1B genlerinde (interlokin 1-a ve -B icin kodlama),
TMPRSS2 proteazini kodlayan genlerde (transmembran proteaz, serin 2, enfeksiyon
sirasinda viral HA ayrismasina aracilik eden) veya galektin-1’deki mutasyonlar ayrica
konak H1N1 veya H7N9 yatkinligina etki edebilmektedir.

2.6. Onkoloji hastalarinda influenza epidemiyolojisi

2.6.1. Bulasma

Korunma, influenza kontrolu icin yapilan tim cabalarin temel tasidir ve
enfeksiyon kaynagimin anlasiimasinda kritik énem tasimaktadir. influenza, saglik
kurumlarinda kolaylikla bulasabilmektedir. Pediatrik onkoloji birimlerinde meydana
gelen salginlarin arastirilmasinda, enfekte ziyaretciler ve saghk calisanlari ortak
enfeksiyon kaynag: olarak tespit edilmistir. Bu gozlemler, saglik gorevlilerinin evrensel
influenza  asilanmasimin  ve  hastalik izninin  uygun kullaniminin  6énemini
vurgulamaktadir. Birgok rapor, ayn1 zamanda pediatrik onkoloji birimlerinde influenza
salginlarinin yayihminda g¢ocuklarin yaptigi grup etkinliklerinin oynadigi roli de
aciklamigtir. Hastalar igin koruma saglanmasi karmasiktir, cunkl enfekte olmus
bireylerin tanimlanmas: gui¢ olabilmekte ve asemptomatik Kisilerden bulasma meydana
gelebilmektedir. Influenzaya ait olagan inkiibasyon siresi 1 ila 4 gin arasinda
degismektedir. Virus, tipik olarak semptomlarin baslangicindan 1 gin énce solunum
sekresyonlarinda atilmakta ve kiciuk cocuklarda 10 veya daha fazla gun boyunca
atilmaya devam edebilmektedir. Immiinkompromize hastalarda viral dokilme siresi

hastanelerde devamli bulasmaya izin verecek sekilde daha da uzun olabilmektedir 2.

2.6.2. Ciddi influenzaya yonelik risk faktorleri

Notropeni degil, ancak lenfopeni, influenza tanisi ile hastaneye yatirilan kanserli
cocuklarda yaygin olarak saptanmistir. Laboratuvarda teyit edilmis influenza ve
malignite gosteren 27 hasta Uzerinde yapilan bir analiz, kronik steroid kullanimi ve

oseltamivirin gecikmeli baslatilmasinin Gst solunum yolu enfeksiyonu (USYE) ile
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karsilastirildiginda influenza ile disuk iliskili oldugunu ortaya koymustur. EK risk
faktorleri, son donemde uygulanan kemoterapi ve disik mutlak lenfosit sayisidir
(genellikle <500 htcre/uL). Yetiskin onkoloji hastalarinda yapilan ¢alismalar, influenza
A ve hematolojik malignitelerin, agir enfeksiyon igin bagimsiz risk faktorleri oldugunu
gostermistir V.

Malignitesi olan 2009 pandemik influenza ile enfekte ¢ocuklarin birkag vaka
serisi, bu sus ile enfekte oldugunda maligniteli cocuklarin %20'sinde ciddi hastalik
gelistigini bildirmistir. Elbahlawan ve ark.@ pandemik influenza ile hospitalize edilen
28 hastanin 5'inde akut solunum yetmezligi gelistigini raporlamislardir. influenza
susunun essiz epidemiyolojisi sebebiyle bu bulgularin diger influenza suslarinin
dolastig1 yillara gore genellemesini yapmak zordur. Asilama etkili olmakla birlikte,
asitlanan hastalarda ciddi hastaligin gordlmesi immunolojik agidan en savunmasiz

hastalarin asilara optimal cevap vermeyebilecegini diisiindirmektedir ©.

2.7. Replikasyon dongusu

Influenza virusun replikasyon doéngiisii, virionun hedef hiicrelere tutunmas: ve
reseptére baglanma (virus adsorpsiyonu), klatrin aracili endositoz, kaveola bagiml
endositoz, klatrin-kaveola-bagimsiz endositoz ve makropinositoz yoluyla hicresel
bolgelere internalizasyon, endozomlar/kaveozom/makropinozom/lizozomlar yoluyla
perinukleer bélmeye endozomal yolculuk, viral ve endozomal/organel membranlarin
pH'a bagl flzyonu, kapsidin soyulmasi, nikleer import, transkripsiyon ve replikasyon,
nikleer eksport, protein sentezi, post-translasyonal islem ve yolculuk, yeni viruslarin
montaji ve paketlenme, tomurcuklanma, serbest birakilma basamaklarindan olusan
karmasik ve oldukca dinamik bir biyolojik strectir.

Influenza virus tarafindan enfekte olan hiicreler, alveolar ve bronsiyal epitel
doku hicreleri, alveolar makrofajlar, akciger epitelyal doku htcreleri ve 6zellikle tip 11
pnomositler, plazmositoid dendritik hiicreler ve dogal éldurdci hiicrelerdir.

Influenza virus, tutulmasini ve daha sonra elimine edilmesini énlemek icin
Endoplazmik retikulum stresini, kaspaz yolunu etkinlestirebilmekte veya akciger
masinleri gibi salgilanan molekdlleri ¢ok iyi bicimde ayarlayabilmektedir. Ayrica konak
faktorleri alarak kotiiye kullanmaktadir &9,
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2.7.1. influenza virus girisi

Insanlarda enfeksiyon esnasinda meydana gelen ilk 6nemli olay, influenza
virionlarinin apikal hiicre ylzeyine tutunmas: olan virusun adsorpsiyonudur. Nitekim,
influenza virusunun hedef hicrelere girisi viral genomlarin hiicre dis1 virionlardan hiicre
cekirdegindeki transkripsiyon/replikasyon alanlarina gonderildigi 6nemli bir suregtir.
Bu asamada, yuzey glikoprotein HA sayesinde, virus (-2,3) veya (-2,6) baglh sialik asit
reseptorleri ile etkilesime girmektedir. Bu reseptorlerin fizikokimyasal konformasyonu,
virusun dogal rezervuar: olan insan, fok baligi, kus, domuz, at gibi diger hayvan
turlerinde aym degildir. Insan reseptorlerinin blytk cogunlugu tst solunum yolunda
bulunur, ancak ¢ogu, solunum yolunun derinlerinde bulunan kuslara 6zgu reseptorlere
de sahiptir 22,

HA, yaklasik 13.5 nm uzunlugunda, homotrimerik integral tip 1 membran
silindir benzeri glikoproteindir. HA monomerler, hidrofobik sinyal dizisi igeren dnculer
(HAO) olarak sentezlenmektedir. Sentezlendikten sonra glikozile edilir ve distlfid
koprusu ile baglanan 50 kDa HA1 ve 27 kDa HA2 olmak uzere iki kiuguk alt birime
bolinmektedir. Her bir altbirim sialik aside baglama bdlgelerini iceren kiresel bas olan
HAL (reseptOr baglanma cebi olarak da bilinen reseptor baglanma alanlari) ile ortili ve
HA2 tarafindan membranin bagli oldugu uzun, merkezi bir o-heliks ile karakterize
edilmektedir. Ayrisma yerine yakin HA2'nin apolar alani, "fiizyon peptidi" veya
HAfp23 olarak bilinir, ¢unki oldukgca korunmus N-terminal 23 rezidulerinin alan:
olarak nitelendirilmektedir. HAfp23, negatif egriligi baslatmak igin temel olan, sikica
paketlenmis iki helezondan olusan helikal sa¢ tokasi yapisina sahiptir (HA'min
"fuzogenik konformasyonu").

En az on sekiz HA alt tipi vardir. Bu tipler ayrica iki gruba ayrilmistir: grup 1
H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13, H16, H17 ve H18'i (su kuslarindan, son iki
tanesi son zamanlarda Guatemala ve Peru'da yarasalardan izole edilmistir), grup 2 ise
H3, H4, H7, H10, H14 ve H15'i kapsamaktadir. Bununla birlikte yeni bir deney, virusun
yuzeyinde sialik asit iceren glikoproteinlerin ve glikolipidlerin tamamen tukendigi
hlcrelere girebilecegini kanitlamistir. Bu durum alternatif giris yollar1 oldugunu
distindtrmektedir. Nitekim H17 ve H18 sialik aside baglanmaz ve reseptorleri halen

bilinmemektedir.

24



Giris esasen reseptor aracili endositozdur ancak makropinositoz olarak
isimlendirilen alternatif yol yakin zamanda kesfedilmistir.

Klatrin aracili endositoz, virionun benimsedigi en yaygin yoludur. Klatrin Ggli
iskelet yapisi, ¢ok yuzli yapinin omurgasini teskil eden Gg agir zincirden ve Ggla iskelet
yapinin  montajini/demontajint ¢ok iyi bir bigcimde ayarlayan U¢ hafif zincirden
olusmaktadir. AP-2, epsin-1, epsin-15 gibi adaptor proteinler kargo reseptorlerinde
bulunan 6zel internalizasyon sinyallerini tanir ve klatrin kapli ¢cukurlarin olusumunda
yer almaktadir %,

Kaveole, integral membran iskelesi yapisi olarak kaveolin ve yiiksek dizeyde
kolestrol ve glikosfingolipidden olusan membranin kiiglik sise benzeri géruniminde
iceri dogru katlanmasi ile meydana gelir. Geriye kalan giris yollarinin arastirilmas: daha
az yapilmstir. Klatrin kaveole bagimsiz endositozda Ras-fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)
sinyal yolu 6nemli rol oynayabilmektedir.

Inaktif PISK kompleksi (PI3K p110-p85 heterodimer), kompleksin molekdler
olarak yeniden duzenlenmesine sebep olan, p85'in SH2 (Src Homoloji 2) boélgelerinin
reseptor ile iligkili proteinlerde bulunan fosfotirozin kahntilariyla baglandigi yer olan
plazma membranina hareket eder. Boylece pl10 enzimatik olarak aktif olur ve
PtdIns(4,5)P2'den (fosfatidilinositol-(4,5)-bisfosfat) PtdIns(3,4,5)P3 (fosfatidilinositol-
(3,4,5)-trisfosfat) gibi intraselller ikinci haberciyi cagirabilir/Uretebilir. Daha sonra,
pleckstrin homolojisi alanlarina sahip ¢esitli efektor proteinleri Akt, mTOR (Rapamisin
Memeli Hedefi), Protein Kinaz C, Fosfataz ve tensin homologu yollarinin aktive
edilmesi gibi farkl: sinyal basamaklar: dizisine aracilik eder .

Makropinositoz, Epidermal Buyime Faktorii veya Sinir Bliyime Faktorl gibi
hicre blylime faktorleri tarafindan aktive edilebilir veya forbol esterlerle
induklenebilmektedir. Makropinositoz, plazma membranint kapsaml: sekilde yeniden
diizenledigi ve Na'/H" degistirici aktivitesi gibi enerji mekanizmalarini belirttigi icin
Racl-, PAK1- (p21-aktive kinaz tip 1), kolesterol ve aktine baghdir. Ayrica ebolavirus,
arenavirus, adenovirus, human papillomavirus, Human Immunodeficiency Virus (HIV),
Escherichia coli, Trypanosoma cruzi, vaccinia virus, African Swine Fever virus, RSV
ve Hepatit C virus gibi patojenler, digerleri arasinda ek giris yollari olarak

makropinositozu kullanir.

25



Bu farkli yollar (klatrin aracili endosizoz, kaveola bagimli endositoz, non-klatrin
nonkaveole endositoz ve makropinositoz) farkli internalizasyon verimleri ile
sonuclanmakta ve influenza suslarinin farkl virtilans ve patojenite dereceleri ile iliskili

olabilmektedir 7223,

2.7.2. Endozomal yolculuk

Influenza virus solunum yolu hiicresi yiizeyine baglandiktan sonra birden fazla
mekanizma yoluyla hicrenin igine penetre olabilmektedir ve sonug virionlarin
endozomal bélme iginde internalize olmasidir. Onceki rotalara gére virionlar, Klatrin
kapl cukurlar ve klatrin kapl: vezikiller icine veya kaveozomlar/makropinozomlara
paketlenebilir. Daha sonra bunlar erken endozomlara ve ge¢ endozomlara yonlendirilir.

Endozomal yolculuk genellikle influenza virus alimini izlemektedir. Virionlar,
Rab-5/Vps4 ve Rab-7/LAMP (lizozomal iliskili membran proteini) pozitif endozomlara
alinmaktadir. Rab-5/Vps4 ve Rab-7, sirasiyla erken endozomlar ve ge¢ endozomlar igin
yolculuk ve fiizyon islemlerinden sorumlu olan Rab guanozin trifosfatazlardir @)

LAMP1 (CD107a olarak da bilinir), LAMP2 ve LAMP3 (DC-LAMP, TSC403
veya CD208) olmak tizere LAMP’ler, su anda bilinen 3 izoform ile endozomal
olgunlagmayla ilgili bir dizi proteindir. Diger taraftan, LAMP3 ekspresyonunun konagin
influenzaya verdigi yaniti 6ngordiigl bulunmustur.

Cullin-3 (Cul3), Cullin-RING-ligaz ailesine aittir. Bric-a-brac, Tramtrack,
Broad-complex-Cul3-Rbx1 ubiquitin E3 ligaz kompleksinde bir iskele (scaffolding)
proteini olarak islev gorir ve ge¢ endozom olgunlagsmasinda ve endositik kargo
trafiginin dizenlenmesinde rol alir.

Endozomal yolculuk, aktine bagimli olan evre I, dinein ve mikrotibile bagimlh
olan evre Il ve mikrotibile bagimli olan evre Il olmak (zere ¢ asamali ¢ok yonld,

karmasik bir stirectir .

2.7.3. Influenza zarf fiizyonu

Virusun endozomdan ¢ikmas: ve ribonikleoproteinin (RNP) sitoplazmaya
birakilmas: igin zarf, endozom zariyla kaynasmalidir. Virusun yasam donglisunin bu
kismi endozomun limeninin asitlik derecesinin yaklasik pH 5 degerine dismesini

gerektirir. Bu slrecte, sadece iyon kanallarina etki etmeyen dolayisiyla virusun ic
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kisminin asitlestirilmesine izin veren ayn: zamanda viral zarfin egilmesinde degisiklige
sebep olan konformasyonunu degistiren M2, énemli rol oynamaktadir. Bu durum, M1
proteininin RNP'den ayrilmasi ve onun flizyon peptidini ortaya ¢ikarabilecek HA'nin
konformasyonunda dramatik bir degisim olmak (zere iki 6nemli olaya yol agmaktadir.
Bu peptid, viral zarf ve endozom membraninin flizyonuna ve RNP'nin sitoplazmaya
birakilmasina izin verebilmektedir. HA'nin ayrismasi, bir proteazik enzimatik eylem
yoluyla meydana gelmektedir. HA'nin boélinmesine sebep olabilen proteazlar, insan
vicudunda yaygin olarak bulunur ve HA'nin kesilmesinde her birinin oynadig: rol tam
olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte proteazlarin, tripsin benzeri enzimler veya
furin benzeri serin enzimler olmak Uzere iki ana sinifa ait oldugu bilinmektedir. Bu
enzimler, inflamasyon varliginda 6zellikle solunum sistemindeki hicreler tarafindan
uretilmektedir (proinflamatuar sitokinler/kemokinler, nétrofiller, vb.) ®

RNP'nin sitozol igine salinmasi ayni zamanda, konagin agrezomunda islem
mekanizmalar: (dinein, dynactin ve miyozin IlI'den olusur) tarafindan da etkinlestirilir.
Bu stirecte baska molekiller ve yollar da yer alabilmektedir.

M2 sadece basit bir iyon kanali degildir. Aslinda, proton gegirme, iletkenlik ve
asitlestirme mekanizmasi, virusun her bir farkli basamag: ve aktivitesinde ¢ok 6nemli
oldugu icin viral yasam donguslnin tamaminda c¢cok yonlu bir rol oynamaktadir.
Endositozdan sonra, diisiik endozomal pH (5-6 araliginda), HA aracili fiizyon 6ncesinde
M2 kanalint harekete gecirir ve M1 proteininin viral RNP'lerden (viral
ribonukleoprotein; VRNP) ayrilmasini destekler ve boylece RNP'lerin c¢ekirdege
girmesini kolaylastirir. M2, genomun agilmasinda ve viral soyulma sirasinda viral
RNA'in brrakilmasinda temel teskil etmektedir. Ayrica M2, viral olgunlasma ve
montaj, replikasyon ve enfeksiyon sirasinda viral RNA'nin paketlenmesini ve virionun
kesilmesini ve tomurcuklanmasint kolaylastirir: trans-Golgi agi membraninda hicre
ylzeyine transport sirasinda M2 proton sizintt kanali gorevi gorir ve konak hiicrenin
Golgi aparatinin pH'int duizenleyip viral i¢ pH ile pH'in1 dengeleyerek de novo (yeni)
sentezlenmis HA'nin aktivasyonunu onler. pH eger bu sekilde yukseltilmemisse disuk
pH, HA'nin konformasyonel olarak yeniden dizenlenmesine sebep olur ki bu HA'nin
intraseliiler ayrismas: yeni yapilan influenza viruslarint inaktive eder. M2, NS1 ve HA
gibi diger proteinlerle birlikte enfekte olmus hiicrelerin apoptozunun ayarlanmasinda rol

oynayabilmekte ve boylece viral replikasyona katkida bulunabilmektedir @,
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NS1, mRNA ekleme ve translasyonu, hiicre yasami ve bagisiklik savunmasi gibi
cesitli biyolojik gorevlerde bulunmaktadir. Ozellikle, tip 1 IFN aracih yanit s6z konusu
oldugunda, viral RNA-sensor RIG-I (Retinoik asit ile indiklenebilir gen I) tarafindan
ortaya cikan tip I IFN cevab: icin 6nemli bir kofaktér olan PACT/PRKRA (interferon
ile indliklenen protein kinaz protein aktivatorii/ Protein kinaz, interferon ile uyarilabilir
cift sarmalli RNA'ya bagimli aktivator; Protein activator of the interferon-induced
protein kinase / Protein kinase, interferon-inducible double stranded RNA dependent
activator) ile etkilesime girer. Boylece, PACT/RIG-I aracili tip | IFN aktivasyonunu
bloke eder. Ayrica aktiflesmesi viral proteinlerin translasyonunu ve sentezini ve ayrica
TRIM25'i (u¢ parcali motif iceren protein 25; tripartite motif-containing protein 25)
inhibe eden latent protein kinaz R'yi (Protein Kinaz R, ayn1 zamanda Protein kinaz
RNA ile aktive edilmis veya interferon ile indiklenmis, cift sarmalli RNA ile
aktiflestirilmis protein kinaz veya okaryotik translasyon baslatma faktort 2-alfa kinaz 2-
EIF2AK2 olarak da bilinir) baglar. Son zamanlarda, interlokin-6 reseptorti, MHC sinif |
HLA-B, kathepsin B, ubikitin ve RNA (zerinde etkili adenosin deaminaz gibi bir dizi
konak protein ile etkilesime girdigi goésterilmistir.

M2 iyon kanali aktivitesi ile ilgili olarak bu mekanizmanin kalbi, ig
transmembran kalintilarinin HxxxW motifidir. HxxxW motifinde, Histidin 37’nin pH
sensorii gibi davrandigi varsayilmakta ve pH degeri disiik oldugunda imidazolik
halkanin protonlanmasi elektrostatik itme sebebiyle transmembran paketlemesini
dengesiz hale getirmektedir. Primer gecit gorevi goren Triptofan 41, doner, Aspartik
asit 44'ten ("kanal kilidi"") acilir ve artik por eksenine paralel olarak proton akis: saglar.
Buna karsilik Valine 27, sekonder kap1 ("Valine 27 valve" olarak adlandirilir) olarak
gbrev yapar; Liang ve ark. @) tarafindan gerceklestirilen ¢ok olcekli simulasyon ile
6nemi son gunlerde dogrulanmistir. Histidin 37 tetrad'in tam roliine dayanarak, Histidin
37'nin iki proton yikall formunun proton akisi sirasinda degismedigi “shutter” modeli
ve Histidin 37'nin proton durumunun asirt proton transferi sirasinda degisikliklere
ugradigr “shuttle” modeli olmak U(zere iki model Onerilmistir. Bununla birlikte,
protonlarin oldukga segici transportunun kesin mekanizmasi bilinmemektedir.

Asitlesme, PI3K kaskadinin viral aktivasyonu ile arttirilmaktadir.
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2.7.4. NUkleer import

Replikasyonda sonraki olay, RNP'nin c¢ekirdege aktariimasidir. RNP'nin
sitoplazmaya girisi, mikrotubdllerin, ara filamentlerin veya aktin filamentlerin
muidahalesi olmadan, nulkleer por kompleksinden gecerek difiizyon mekanizmasi
vasitasiyla son derece hizli bir sekilde gergeklesmektedir. Nukleer por kompleksinin
bazi 6nemli bilesenleri, nikleoporinler Nup37, Nup43, Nup45, Nup50, Nup54, Nup58,
Nup62, Nup75, Nup88, Nup93, Nup98, Nup107, Nupl133, Nupl53, Nupl160, Nup214,
NuTF2 (Nukleer Transport Faktor 2) ve Nup358/RanBP2'dir.

Nup37, Nup88, Nup96, Nup107, Nup133 ve Nupl160, Nupl07 alt kompleksine,
NupLl (Nup45/Nup58), Nup54 ve Nup62, Nup62 alt kompleksine aittir. Diger
bilesenler Magoh, ALADIN, Transloke promotor bolge, ekzon baglanti kompleksi,
NLP1/CG1 (Nukleoporin benzeri Protein tip 1), Sehl, Rael/Gle2 ve POM121'dir
(nukleer zarf por membran proteini tip 121).

RNP'ler niikleer membrana ulastiginda nikleer import, niikleoproteinin alfa-
importin daha sonra da importin-f ile baglanmas: saglanmaktadir. Ayni anda
importinler, PA, PB1 ve PB2 ile etkilesim icinde olmalidir ve bu durum RNP'nin ayni
importinlerle etkilesimini etkilemektedir. Ozellikle, PB1 ve PA alt birimleri Ran-BP5
veya karyofen beta3 (importin beta3 veya importin 5 olarak da bilinir) tarafindan, alt
birim PB2 ise importin alfa-3 veya importin alfa-7 tarafindan importe olmaktadir.
NP'ler importin alfa-1 ile importe olmaktadir. Nikleer importa katilan diger molekuller
Hsp70 ve Hsp90'dir. importinler cekirdekte RNP'den kopar. Ac¢ik olmamas: veya
mekanizmanin  molekiler diizeyde bilinmesine ragmen RNP'nin ayrilmasi,
importinlerden ayrildiktan sonra gergeklesmelidir. BOylece, RNP'nin nukleoplazmada

yayilmasindan sonra transkripsiyon ve replikasyon baslatilabilir @

2.7.5. Transkripsiyon ve replikasyon

Viral nikleik asidin  transkripsiyonu ve replikasyonu tam olarak
anlasilamamistir. Bununla birlikte olaylar koordine edilmis ve farklit RNA, NP ve RNA
bagimli RNA polimeraz aktivitelerini icermektedir. Genomik segmentlerden (SRNA),
trimerik polimeraz (nitesi ve NP’den olusan paket, influenza virusunun temel

replikasyon birimidir (VRNP). Boylece niikleoplazmada, vRNP'nin replikasyon
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dongusinun ilk turunu baslatmasi, yani genomik bilgilerini mRNA'lara kopyalamasi
gerekmektedir. Ardindan, sitoplazmada mRNA eksportu meydana gelmektedir.

Influenza polimeraz, heterotrimerik ~250 kD komplekstir. Viral yasam
donglsinde merkezi rol oynar ve hem viral replikasyon hem de transkripsiyon igin
RNA sentezinden direkt olarak sorumludur. Ayrica DnaJA1/Hsp40 gibi konak faktorleri
toplamaktadir.

PA altbirimi, mini kromozom koruma kompleksi (mini-chromosome
maintenance complex; MCM. Deoksiriboniukleik asit (DNA) helikazi oldugu
varsayilir.) ve hCLE/CGI-99 gibi konak faktorlerle etkilesime girmektedir. PB2
altbirimi konak RNA bashigint (7-metilguanosin trifosfat) baglamak ve konak pre-
mRNA'lardan kep yakalamak (cap shatching) icin PA'nin endonukleaz aktivitesini
desteklemektedir. Diger taraftan PB2, Okaryotik histon asetiltransferazlarda bulunan
asetil-CoA ile etkilesime girmektedir 3.

Viral mMRNA sentezi, VRNP yapisinin bir pargas: olan ve viral RNA promotore
baglanan bir cis-acting viral RNA polimeraz ile baslatilir. Bununla birlikte, mRNA'lar
genetik mesaji verimli bir sekilde aktaramaz; “kep” yapisi tasimalari gerekmektedir.
Spesifik olarak, virus hiicrenin pre-mRNA'sin1 kullanmalidir ve bu amagla PB2, PA ve
hicresel Polimeraz 1l aracili koordine bir islem gereklidir. Kisaca PB2, endoniikleaz
mekanizma yoluyla hiicresel Pol Il ve PA ile mRNA'lara baglanir ve ribozomlarda
translasyona ugrayabilen kepli mRNA'lar Uretir.

Onerilen bir modele gore, trans-acting polimeraz aktivitesi viral RNA
replikasyonu icin gereklidir @8 Viral RNAMIN negatif polaritesi sebebiyle mRNA
gorevi gorecek pozitif RNA sentezlenmelidir. Viral RNA replikasyonu daha sonra, RNP
paketlerinde polimerazdan farkli olabilen trans-acting RNA polimeraz ile
gerceklestirilebilmektedir. Ornegin NP'ler gibi trans-acting polimerazi tetikleyen
proteinler ile ilgili gesitli hipotezler formule edilmistir. Bu varsayim, NP yoklugunda
viral ¢ogalmay:1 gosteren diger calismalarla ters disse de yeni sentezlenen NP'lerin
varligi viral RNA bolimlerinin uzunlugunu stabilize etmekte 6énemli goriinmektedir.
Ayrica diger calismalar NS2'nin viral RNA sentezini dlizenleyebilecegini 6nermektedir.
Yeni sentezlenmis NP’lerin ve polimerazlarin disardan alinmasi, NP’nin negatif
polariteli viral RNA ile bir araya getirilmesi i¢in de ¢ok énemlidir. Bu olay tam olarak

anlasilamamistir ve Nukleer Lokalizasyon Sinyalleri, PA, PB1, PB2, NP ve importinler
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arasindaki koordineli etkilesimi gerektirmektedir. Buna ek olarak son arastirmalarda
gosterildigi gibi NP, polimeraz altbirimleri ile etkileserek VRNP'nin toplanmasinda
onemli rol oynamakta ve VRNP'nin nlkleer ve sitoplazmik transportunda yer
almaktadir. Spesifik olarak NP, viral RNA segmentleri ve ayrica polimeraz trimerleri ile
etkilesime giren oligomerik halka yapilar seklindedir. Viral RNA, kompleksin bir
ucunda RNA polimeraz kompleksi ile etkilesimde iken diger ucunda ise RNA loop
bolgesi bulunur 2,

Enfeksiyonun devam icin, sitoplazmada sentezlenen proteinler (6rnegin, M1
proteini ve NP) ve nukleusta ¢cogaltilmis viral RNA arasinda koordine edilmis iki yonlu
akis gereklidir. Bu sekilde, VRNA, NP, M1, PA, PB1, PB2 ve yapisal olmayan
proteinlerle dolu olan RNP cekirdekte yeniden olusturabilmektedir. Transkripsiyon
fabrikasi, tim molekiler anatomisi bilinmemekle birlikte, SFPQ/PSF (splicing factor
proline-glutamine rich) gibi bilesenlerden olusmaktadir. Baglanma mekanizmalari,
influenza proteomunun dinamizmini ve karmasikligini arttirmak igin ¢ok onemlidir.
Spesifik olarak RED-SMUL spliceosomal kompleksi PB1 ve PB2 ile etkilesime girer ve
NS1'in eklenmesinden sorumludur. Ekzon baglanti kompleksi, SR (SRp40, SRp55 ve
pre-mRNA Splicing Factor type 2/ Alternative Splicing Factor-SF2/ASF gibi
serin/arginin-rich proteinler), NS1-BP ve heterojen nikleer ribonikleoproteinler K
(heterogeneous nuclear ribonucleoproteins K; hnRNP K) spliceosomal kompleksin
diger bilesenleridir.

Transkripsiyon ve replikasyon, NS1 yoluyla PI3K kaskadinin aktivasyonu ile
arttirilmaktadir.

2.7.6. Nukleer eksport

NS1 ve NS2 gibi niukleer porlardan kolaylikla gecebilen kilcuk proteinlerin
birden fazla mekanizma yoluyla RNP kompleksleri sitoplazmaya eksport
edilebilmektedir. Eksport makineleri, E1B/AP5, Rael/mRNP41, NXF1-TAP (Nukleer
RNA eksport faktort tip 1), CBC (nuclear cap-binding complex, 6zellikle 80 kDa
altbirim), REF/Aly, TREX, P15-INXT, YB-1 (Y-box-binding protein tip 1),
CRM1/XPO1 (exportin tip 1), Rccl (kromozom yogunlasma tip 1 regilatord), CHD3
(chromodomain helikaz DNA-baglayici protein tip 3), RMB15B, RanBP3, DDX19B,
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ATP'ye bagimli RNA helikaz ve Hsc70’in (heat shock cognate protein 70) arasinda
bulundugu birka¢ bilesenden olusan bir fabrikadir.

Kisaca, NXF1'e baglhh ve CRM1'e (chromosome region maintenance 1) bagh
olmak Uzere iki ana eksport yolu tarif edilebilir. RNP'ler CRM1 vasitasiyla eksport
edilirken HA, NA, NXF1 tarafindan tasinmaktadir.

CRM1 yolu digerleri arasinda bulunan Nup88, Nup214, Rccl, Ran-BP3, CHD3,
Hsc70, NS2’yi icermektedir .

2.7.7. Post-translasyonel islem

Translasyondan sonra proteinler degistirildikleri Golgi agina tasinmaktadir. HA
ve NA'nin glikozilasyonu, HA ve M2'nin palmitolasyon/S akilasyonu, NS1'in
fosforilasyonu ve SUMO-1/2/3 (Small Ubiquitin-like Modifier type 1/2/3) ile M1, NS1,
NP, PB1 ve NS2'nin SUMOylasyonu (SUMOQylation) gibi modifikasyonlar islevsel
olarak aktif viral proteinlerin tretiminde gerekli adimlardir. Bu gorevler, Siklin Bagimli
Kinazlar ve hiicre disi sinyalle dizenlenmis kinazlar gibi kinazlar tarafindan
gerceklestirilmektedir.

Proteinler, geriye dogru COPI ve Rab8 tarafindan trans-Golgi aygitindan cis-
Golgi ve endoplazmik retikuluma nakledilir.

Protein katlanmasinin kalitesi ve posttranslasyonel islemin dogrulugu, malektin,

kalneksin, kalretikulin ve ERp57 gibi proteinler tarafindan kontrol edilmektedir @

2.7.8. Apoptozis yolu

Kaspaz 3'Un aktivasyonu yoluyla dogal hiicre 6limi (apoptoz) mekanizmasinin
aktivasyonu ile sonuclanan RNP'lerin eksportu enfeksiyon ilerledikce tercih
edilmektedir. Nukleer membran: degistirerek kaspaz 3'Un aktivasyonu, gecirgenligi
niikleer por boyunca arttirmaktadir. Aslinda, kaspaz sinyal yollar: influenza virusunun
aktivasyonu, replikasyonu, cogalmas: ve patojenitesi agisindan dnemli bir rol oynar ve
bu sebeple influenza semptomlarinin siddeti ve Klinik yikuyle iliskilidir. Virus, apoptoz
induksiyonunun dizenlenmesi ve kontroli sireclerinde yer alan konak hcresel
proteinlerini ¢ok iyi ayarlar ve module eder.

Cekirdekten serbest birakilan RNP birimleri, 06zellikle mikrottbdllerin

duzenlenmesi icin merkez bélgesinde ve daha sonra geri doniisim endozomlar: alaninda
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perinlikleer sitoplazmada yogunlasmistir. Geri dénusim endozomlar: ile etkilesim,
RNP'lerin mikrotibul agiyla daha iyi etkilesime girmesine dolayisiyla kendilerini
yonlendirmeye ve hiicre zarina dogru yolculuk etmesine izin vermektedir. RNP'lerin
eksportu, iyi senkronize edilmis zamanlamay: gerektiren karmasik bir mekanizma olup
viral ¢cogalmanin ge¢ evrelerinde hiicrenin apikal ylizeyinde RNP'lerin birikmesi ile
sonuclanmaktadir 9.

Viral replikasyonun gec evrelerinde, muhtemelen mitojen-aktive protein kinazin
aktive edilmesiyle hicre membrani Gzerinde HA molekillerinin  birikimi hala
bilinmeyen bir mekanizma yoluyla hicrenin apikal yiizeyine yonlendirilmis RNP'lerin
eksportunu arttirmaktadir.

RNP'nin her bir birimi viral genomun sekiz boliminden yalmzca birini
icerdiginden, farkli bolumlerin dogru bir sekilde birlestirilmesi 6nemlidir. Viral
RNA'larin kendileri "hiyerarsik montaj” sinyal mekanizmas: aracihigiyla bu sirece
aracilik etmektedir.

2.7.9. Tomurcuklanma ve serbest kalma

Enfeksiyon ilerledikce apikal membran, uzatilmis HA, NA ve M1 ve M2
proteinlerinin yogunlastigi membran bolgelerinde RNP kompleksinin etrafinda virusun
tomurcuklanmasint baslatan viral proteinler bakimindan zenginlesmektedir. Viral
proteinler daha sonra plazma zarina iletilir ve toplanir. Burada, Rablla ve HIV Rev
baglayici protein 6nemli bir rol oynamaktadir. HA, tomurcuklanma sirecini baglatabilir
ancak tamamlamayabilir. Bu durum, NA, M1 ve M2 proteinlerinin araciligin
gerektirmektedir. Hicre zarinda pozitif kurvatur olusumu sirasinda, uygun sekilde bir
araya getirilmis RNP birimleri viral tomurcugun distal kismina dogru hareket eder,
boylece viral zarf tarafindan uygun sekilde sarilabildiklerini g6z 6niinde bulundurmak
da 6nemlidir. Tomurcuklanma sureci ilerledikge, virionu hiicreye tutan bir sap olusur.
Viral zarf, daha sonra kendini hicre zarindan ayirmalidir. M2 proteini bu streg icin ¢ok
onemlidir. Sferik virionlarin ayrilabilmesi icin hicre membran: pozitif kurvatur
olusturma yetenegine sahiptir. Bununla birlikte, virus henuz 6zgir degildir; HA
molekdllerinin membran yuzeyinin sialik asit birimleri ile baglanmasiyla htcrelere
baglanmaktadir. Bu sebeple, NA molekilleri viral tomurcuklanmay: gerceklestirmek

icin sialik asidi hticre yiizeyinden ayirmahdir ¥,
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Influenza virus sialidaz enzimatik mekanizmasi, enzim Kataliz isleminin
ozellikle karmasik oldugunu ve dort adimdan olustugunu gésteren Taylor ¢ tarafindan
incelenmistir. ilk adimda “sialoside” sialidaza baglandiginda o-siyaloside, sandalye
konformasyonundan psédo-kayik (pseudoboat) konformasyonuna dénusturtlir. Sonraki
adim, oksokarbokatyon ara maddesi olan “sialosyl” katyona onclluk eder. a-anomer
olarak Neu5Ac'nin olusumu tguncl adimdir. Mutarotasyon ve ardindan termodinamik
olarak stabil olan B-Neu5Ac'nin salinmasi dordunct adimi olusturmaktadir. Son olarak,
bu adimlar sialik asit hidrolizine sebep olur.

Gunimuizde NA'min 11 izoformu bilinmektedir; NA10 ve NA11 son zamanlarda
yarasalardan izole edilmis ve sialik asidi pargcalayamamistir. Kesin rolli ve mekanizmasi
hala bilinmemektedir.

NA, temel diziye dayal: olarak grup 1 (N1, N4, N5 ve N8) ve grup 2 (N2, N3,
N6, N7 ve N9) olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir. Grup 1 NA'lar 150-kavite (150-
dongiinin  147-151 aminoasitleri tarafindan olusturulur), aktif katalitik bdlgenin

yakininda bulunan bir cebe sahipken, grup 2 NA'lar bu bosluga sahip degildir.

2.8. Influenza patolojisi

Dogal veya deneysel olarak enfekte olmus insanlarin hem (st hem de alt
solunum vyollarindan izole edilen influenza virus, solunum yolu boyunca epitel
hicrelerinde ¢ogalmaktadir. Histolojik degisiklikler nonspesifik oldugundan tek basina
histolojik analiz spesifik bir tan1 koymak icin yetersizdir ve tani tipik olarak, viral
izolasyon, hizli tani testleri (RT-PCR dahil), serolojik calismalar veya in situ
hibridizasyon veya immunohistokimyasal tekniklerle dogrulanan biyopsi veya otopsi
dokusu kesiti gibi destekleyici tami testlerini gerektirmektedir. Oliimciil olmayan
influenza enfeksiyonlar1 baskin olarak st solunum yollar1 ve trakeay: kapsamakta

slimciil vakalar ise genellikle pnémoni bulgusu gostermektedir .

2.8.1. influenzada trakeobronsial degisiklikler

Influenzanin 1918 pandemisi sirasinda ve sonrasinda yapilan ¢ok sayida otopsi
calismasinda Ozellikle siddetli trakeit gibi degisiklikler bildirilmistir. Otopside, 6lumciil
interpandemik ve pandemik influenzada solunum yolunda sekonder bakteriyel

enfeksiyonlarinin neredeyse sirekli birlikte bulunmas: resmi karmasiklastirmakta ve
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gozlemlenen degisiklikleri yalmzca influenza virus enfeksiyonuna baglamak
zorlagmaktadir.

Akut evrede trakea ve bronslarin yalanci ¢ok katli silindirik epitelyumunun ¢ok
odakli yikimi ve dokilmesi karakteristiktir. Genellikle epitelin sadece bazal tabakasi
kalir. Odem ve submukoz tikamkhk genellikle isaretlidir. Bu degisiklikler 1918

influenza sonrasinda birkag seckin patolog tarafindan 6zenle tarif edilmistir 9.

2.8.2. Trakea ve bronslarin silyah yalanci ¢cok kath epiteli

Baslangicta bizilme ve vakuolizasyonu iceren sitonekroz ve ardindan bu
hicrelerin lumen bosluguna dokilmesi dahil Gst solunum yolunun epitelinde influenza
virusunun sebep oldugu erken yapisal degisiklikler degiskenlik gdstermektedir.
Nekrotik hicreler makrofajlar tarafindan fagositoza ugrayabilmektedir. Epitel
uzerindeki bu yapisal degisiklikler genellikle diizensiz dagilmakta ve patolojik bolgeler
histolojik olarak normal goriinen alanlar ile bitisik bulunmaktadir. Enfeksiyonun erken
evrelerinde belirgin bir 6zellik, infiltratta nétrofil bulunmamasidir ancak epitel hiicresi
nekrozu olustugunda bu htcreler iceri go¢ etmektedir. Daha sonraki safhalar brons

duvarlarinda mononiikleer inflamatuar hiicre infiltratlarin: géstermektedir °).

2.8.3. Bronsiollerin epitel dokusu

Influenzanin 1919 pandemisinde ilk vakalarda bronsiollerin epitelyal bélgeleri
eritemli olup ince kanh kopuk veya sivi ile dolmustur. Daha sonraki vakalarda epitel
nekrotiktir. Bronsiolar epitelin basit yapisi sebebiyle bu hicrelerin inceltilmesi ve
dizlesmesi daha biylik solunum vyollarina kiyasla daha belirgin olabilmektedir.
Epitelyal tabakanin tamamen kaybedilmesi (hem silyali hem de goblet hucreleri)
gorilebilmektedir ve genellikle bu boélgelerde hiyalin membran olusumu ile iliskilidir.
Bronsiolar limende nétrofilik ekstida bulunabilmektedir. interstisyum, konjesyon, 6dem
ve inflamatuar infiltrat gosterebilmektedir. Hava yollar1 6dem, fibrin ve cesitli sayida

nétrofiller ile dolabilmektedir ¢,

2.8.4. Diger histolojik degisiklikler

Ust solunum yolu epitelindeki influenza enfeksiyonu aym zamanda vaskiiler

konjesyon, hiperemi, O6dem, tunika propria ve submukozanin inflamatuar hicre
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infiltrasyonu ile de iliskilidir. Sekonder bakteriyel enfeksiyon bulgusu yoklugunda
kilcal damarlardan virusla enfekte olmus bolgelere niifuz eden nétrofillerin infiltrasyonu
goOzlenebilir, bununla birlikte notrofilik infiltrasyon hicbir zaman buytk degildir. Epitel
tabakasinda bircok notrofil varhig:r rastlantisal veya sekonder bakteri enfeksiyonu
oldugunu kuvvetli bir sekilde gostermektedir. Lenfositler, histiyositler ve plazma
hiicrelerinin mononikleer hiicre inflamatuvar infiltrati, influenza ile enfekte olmus hava

yollarinin tunika proprias: ve submukozasinda siklikla bulunmaktadir 216,

2.8.6. Ust solunum vyolu Kkesitlerinde influenza virus icin in situ

hibridizasyon veya immunohistokimyasal analiz

Trakeobronsiyal epitel hiicrelerinde influenza virus varligi 1950 ve 1960'larda
yapilan calismalar ve yeni calismalarda surekli olarak gosterilmistir. Degisken ve
multifokal histopatoloji gibi boyama genellikle odak noktasidir. Hem nekrotik hem de
histolojik olarak normal gdrinen hiicreler ve ayrica monontkleer inflamatuvar hiicreler

de pozitif boyanabilmektedir .

2.8.7. Epitel onarimi ve rejenerasyonun kaniti

Yenilenen solunum yolu epitelinde mitotik aktivite fokal olarak
gorulebilmektedir. Yapilan calismalardan ve 1918'deki pandemilerden muhtemelen
influenza enfeksiyonunda epitel rejenerasyonun yaklasitk 5 gin sonra basladig:

anlasilmaktadir. Kronik etkiler skuam6z metaplazi ve interstisyel fibroz icermektedir
(2,16)

2.8.8. influenza virus pnémonisi

Influenza otopsi calismalarinin klasik histopatolojik incelemeleri, kapiller ve
kiglk damar trombozlari, interstisyel 6dem ve inflamatuar infiltratlar, alveollerde ve
alveolar kanallarda hiyalin membran olusumu, degisen derecelerde akut intraalveoler
O0dem ve/veya hemoraji ve nekrotizan bronsit ve bronsiolite ek olarak diffliz alveolar
hasar olarak adlandirilan siddetli influenza pnomonisinin karakteristik degisikliklerini
acikliga kavusturmustur. Daha sonraki asamalar, difftiz alveolar hasar, fibroz, epitel
yenilenmesi ve skuamoz metaplazi dizenlenmesini gostermektedir. Sekonder veya

rastlantisal bakteriyel pnomoniler siklikla ortaya c¢ikmakta ve patolojik tabloyu
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karmasik hale getirmektedir. Bu gibi durumlarda nétrofillerin alveolar bolgelere kitlesel
olarak infiltrasyonu gozlenir ve alveolar hemoraji ve 6dem primer influenza virus
pndémonisine gore daha az belirgindir.

Influenza pnémonisinin erken patolojik tanimlamalar, 6demattz, hemorajik
bronkopnémoninin bitin patolojik resmini tasvir eden 1889 pandemisinde yapilmistir.
Influenza pnomonisi hastalarinda sik sik kopikli, kanl: veya acik hemorajik balgam
gorilmektedir.

Onde gelen patologlar tarafindan 1918 influenza pandemisi sirasinda yapilan
genis capl otopsi caligmalarinda ilk olarak influenza virus pndémonisi ile iliskili
degisikliklerin spektrumu tanimlanmigtir. Daha 6nce hi¢ olmadig: kadariyla influenza
pnomonisine iliskin bircok patolojik calisma aciklanmistir. Cogu fokal bakteriyel
pnoémoni ile birlikte gorilen 6demattz, hemorajik bronkopnémoni, 1918'de pandemi
sirasinda birgok doktor ve patolog tarafindan 1889 yilindaki pandemi sonrasi bildirilen
bulgularla uyumlu olarak rapor edilmistir.

Influenza virusunun ilk izolasyonu 1933 yihina kadar yapilmasa da, birgok
patolog uzun zamandir altta yatan bir primer influenza pndmonisinin sekonder
bakteriyel pndmonilerden ayr1 olarak tarif edilebileceginden slphelenmistir. Birgok
patolog 1918'de, Bacillus (simdiki Haemophilus) influenza’nmin (Pfeiffer's basilus) bir
dizi seri otopside sadece az sayida vakada goriilmesi sebebiyle influenzanin etken ajan
oldugu hipotezini reddetmistir.

Influenza enfeksiyonu hakkinda bir dizi mikemmel otopsi calismasi 1957
pandemisi sirasinda ve sonrasinda rapor edilmistir. interpandemik influenza olgularinin
cogunda daha uzun siire¢ ve sekonder bakteriyel pnédmoniler géralmistr.

Yapilan arastirmalarda 1968'deki pandemi sirasinda o6limcil influenza
pnomonisi vakalarinda go6zlenen patolojik degisiklikler bildirilmistir. Genel vaka
mortalitesi 1968 pandemisinde 1957 pandemisine kiyasla diisiik olsa da, ayn patoloji
spektrumu gozlenmistir. Hem 1957 hem de 1968 pandemisinde, altta yatan kronik
hastaligi olmayan, daha Once saglikli kisiler 6lumctl influenza pndmonilerine yenik

dismuslerdir @19,
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2.8.9. Primer influenza virus pnémonisinin histopatolojisi

Alveolar epitel, brons ve bronsiollerin epitel Ortisti kadar influenza
enfeksiyonunun hedefidir. Erken influenza virus pnomonisinde kapiler tromboz,
alveolar duvarda fokal nekroz ve hiyalin membranlar gelisimi olmak Uzere (¢
karakteristik alveoler degisiklik gorultr. Alveolar epitelyumun erken lezyonlarinin,
enfeksiyon ile gelisen hiperemik, kismen hemorajik 6demat6z pnémoni sebebiyle tespit
edilmesi genellikle zordur. Alveolleri kaplayan hucreler ayni zamanda nekrotik
degisikliklere ve dokilmeye maruz kalmaktadir. Imminfloresan calismalar, 1957
pandemi vakalarinda alveolar epitel hicrelerinde influenza replikasyonunu
belgelemistir.

Dejeneratif degisiklikler, sitoplazmik vakuolizasyon ve nukleer piknozdur.
Alveollerin liminal bosluklarinda, alveol kanallarinda ve bronsiyollerde, fagosite olmus
hicresel enkaz gosteren makrofajlarla birlikte c¢ok sayida deskuamatif hiicre
gozlenebilmektedir. influenza virus pnémonisinde belli bir asamada alveoler hiicreler
kismen veya tamamen yok olmaktadir. Ge¢ evreler, yenilenen alveoler epitelin (tip Il
alveoler hiperplazi) varligini gostermektedir .

Sitolojik degisiklikler, Ust hava kanallarindaki Kirpikli htcrelerde gorilen
sitolojik degisikliklere benzemektedir. Etkilenen bolgelerde alveolar makrofajlar bazen
cok sayida bulunmakta ve mitotik aktivite gosterebilmektedir. Dejenere, deskuamatif
alveolleri kaplayan epitel hicreler, lokositler ve bazen eritrositlerin fagositozunu
gosterebilirler. Bazilar1 dejenere degisiklikleri gostermekte ve dncelikle influenza virus
ile enfekte olabilmektedir (in situ hibridizasyon c¢alismalar: ile desteklenir).

Belirgin kapiler konjesyonun sebep oldugu alveolar duvarda hiperemi influenza
virus pndmonisinde slrekli olarak gortlmektedir. Alveoler septa, alveolar kapiler
yatagin genislemesi ile belirgin sekilde kalinlagsmaktadir. Bu dilatasyon, etkilenen
alanlarin diffuz kirmizi renginden sorumludur. Hiperemik alveoler septanin I6kosit
infiltrasyonu, influenza virus pndmonisinin erken evrelerinde her zaman gortilmektedir.
Lokositler agirlikl olarak notrofiller ve bazen de eozinofillerdir. Septal nekroz gosteren
alanlar haricinde infiltrasyon yogun degildir. Hiperemik alveolar septada lokositik
infiltrasyon gorulmediginde, influenza pnomonisi tamsindan suphelenilmelidir.
Influenza virus pnémonisinin  sonraki asamalarinda mononiikleer lokositlerin,

cogunlukla lenfositlerin  ve plazma hicrelerinin interstisyel infiltratlart da
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gorilmektedir. Kapiler yatak icinde yatan megakaryositler de yaygin sekilde
gézlenmektedir *©.

Alveolar duvarin nekrozu, kilcal trombozun bir sonucu olabilmektedir. Nekrotik
alanlarin kapsami ve sayisi degisiklik gostermektedir. Nekrotik bdlgeler, Iokositik
infiltratlar, fibrinin eksudasyonu ve alveolleri kaplayan hicrelerin kaybolmas: ile
iligkilidir. Piknotik cekirdegi olan endotel hiicre nekrozu gorulebilmektedir. Alveolar
bolgelerde hemoraji genellikle, plazma eksudasyonu ve fibrin iplikcikleri ile iliskili
olarak nekrotik alanlarin yakininda go6zlenmektedir. Alveolar duvarlarin nekroz
alanlarina bitisik alveol hava bosluklari genellikle deskuamatif alveolar hicrelerin
birikimini icermektedir.

Hiyalin membranlar ilk 6nce solunum bronsiollerinde ve alveolar kanallarda
gorilmekte, daha sonra alveol duvarlarinda gelismektedir. Daha sonraki asamalarda
(genellikle yaklasik bir haftalik bir klinik seyri izledikten sonra) hiyalin membranlar,
alveol hava bosluklarinda fibrin ag: icine birleserek kaba seritler veya ince seritler
halinde ortaya ¢ikabilmektedir. Alveol icindeki hiyalin membranlarin ag yapisinin bu
resmi, tam gelismis influenza virus pnomonisinde karakteristik bir bulgudur. Bronsiyol
ve kucuk bronglardaki kuguk epitelyal defektleri kapsayan hiyalin membranlar da
go6zlenebilmektedir.

Intravalveoler 6dem ve hemoraji, influenza virus pnoémonisinin Gnemli
Ozelliklerinden biridir. Genel olarak varligi, alveol duvarinin nekrozu ile iliskilidir. Cok
miktarda 6dem 1918'de bircok vakada ortaya cikmis, 1957 yilindaki pandemik
materyalde daha az belirgindir. Alveolar kanallarin genislemesi, 1918'de birgok
arastirmaci tarafindan tarif edilen 6lumcul influenza virus pndémonisinin akut evresinde
ortak bir ozelliktir. Intravalveolar hemoraji her zaman degil ancak genellikle alveol
duvarinin nekroz alanlanyla iliskilidir. Hemoraji bazen genis olabilmekte ve kiicik veya
blyuk hemorajik bolgeler olarak kesilen bir bolgede ve ayrica plevra altinda
gorulebilmektedir. Blylk hemorajik bolgeler bazen sekonder bakteriyel pnémonilerin
bir sonucu olabilmektedir.

Antibiyotikler tarafindan basarili bir sekilde engellenmedik¢e influenza
pnémonisinin ge¢ evreleri, hemorajiye sebep olabilen sekonder bakteriyel pnémoni ile
neredeyse her zaman komplike olmaktadir.
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Influenza virus pnémonisinin sonraki asamalarinin bir diger histolojik ozelligi
onarim ve fibrozisin kanitidir. Alveollerin ve brons agacinin belirgin mitozlarla epitel
tabakasinin yenilenmesi siklikla goriulmektedir. Skuam6z metaplazi siktir ve alveolleri
kaplayan hticrelerin yenilenmesi siklikla tip Il pnémoni hiperplazisini gostermektedir.
Alveolar duvarlarin interstisyel fibrozisi de yaygindir. Ge¢ evrelerde makrofajlar
tarafindan eritrosit fagositozu da g6zlenmektedir. influenza virus pnémonisinin degisen
spektrumunda, akcigerin farkli alanlart g¢ogunlukla enfeksiyonun farkli evreleri ile
uyumlu histolojik lezyonlar gostermektedir. Daha sonraki asamalar, organize pnémoni
bulgulart olsun olmasin, interstisyel fibroz ve bronsiolitis obliterans dahil tipik

organizasyon ve fibroz degisikliklerini de gosterebilmektedir °.

2.8.10. Interpandemik, mevsimsel influenza olgularinda influenza virus

pnémonisi

Oliimcil primer influenza virus pnémonisinin 6zellikleri de dahil olmak izere
1918, 1957 ve 1968 pandemi vakalarinda gorilen patolojik degisikliklerin
spektrumunun  6limcil interpandemik influenza vakalarinda da gozlemlendigi
unutulmamalidir.

Guarner ve ark.®® hem histopatoloji hem de immuinohistokimyasal test ve in situ
hibridizasyon yontemleri kullanarak sekiz 6limcul influenza vakasi bildirmislerdir.
Trakeobronsit grubu ve alveolit grubu olmak (zere olgular baskin histopatoloji
temelinde iki gruba ayrilmistir. Trakeobronsit grubu Kkesitler, intakt ve nekrotik
brongiyal epitel hucrelerinde influenza virus igin fokal pozitif immdnohistokimyasal
veya in situ hibridizasyon boyamanin yani sira brons limeninde degisik derecelerde
epitel deskuamasyonu ve nekrotik ¢cokelti gostermistir. Bu vakalarin iciinde nekrotizan
bronsit tespit edilmistir. Bol miktarda monondiikleer inflamatuar infiltrat bulunan alveolit
ikinci grupta goézlenmistir. Intraalveolar hemoraji bir olguda bildirilmistir. Bu grupta
viral antijen veya nikleik asit bulunamamustir.

Bir baska calismada, Guarner ve ark.?® 2003-2004 influenza mevsiminde
meydana gelen 47 pediatrik Olumde otopsi materyalini incelemislerdir. Diger
calismalarda oldugu gibi, trakea ve bronslarda gorilen degisiklikler vakalarin %901nda
submukozal konjesyon ve %73'iinde mononikleer submukozal inflamatuar infiltrat

olmustur. Olgularin %50'sinde bronsiyal epitelin nekrozu ve submukozal hemoraji
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bulunmustur. Alt solunum yolunda, %66'st mononukleer interstisyel inflamasyon ve
hiyalin zar olusumu, %50’si ise intraalveolar hemoraji bulgusu gostermistir. Vakalarin
%50'sinde noétrofilik, bakteriyel bronkopnémoni de gézlenmistir. Influenza viral
antijenleri icin immdanohistokimyasal test, olgularin %57'sinde pozitif bulunmustur.
Pozitif boyanma bronsiyal epitel hicrelerinde, trakea, brons ve bronsiyollerin
submukozal mukus bezleri ve alveol limenindeki tekli hiicrelerde (alveolleri kaplayan
hicreleri degil dokulmus bronsiyal epitel hucrelerini temsil ettigi dustntlmektedir)
gozlenmistir. En iyi imminohistokimyasal boyama, ¢ gunden daha kisa sirede
kaybedilen  hastalarda  gorilmastir.  Vakalarin ~ %50'sinde  arastirmacilarin
hipersitokinemi ile iligkili olabilecegini duslindiigic hemofagositoz gd6zlenmistir.
Hemofagositoz hem 1918 hem de 1957 pandemisinde bildirilmistir .

Ozellikle alveoler epitel hiicresi deskuamasyonu ve diffiiz alveol hasar1 gosteren
vakalarda olmak (izere alveoler epitel hiicrelerinde influenza virus antijenlerinin veya
nikleik asitlerin bulunmamasi ilgingtir, ancak bu durumun vakalarin sureci ile iliskili

olabilecegi dusunulmektedir.

2.8.11. Yuksek patojeniteli H5N1 avian influenza enfeksiyonlarinda

histopatolojik degisiklikler

Insan H5N1 influenza viral enfeksiyonunun 200 6lim ile 328 belgelenen vakas:
2003 yilindan ginimuze kadar bildirilmistir. To ve ark.G% 1997 yilinda Hong Kong'da
ilk H5N1 insan salgini sonucu 6len alt1 kisiden ikisinin otopsi bulgulari hakkinda bilgi
vermislerdir. Her ikisinde de ¢oklu organ yetmezligine bagl élimler ile bir aydan uzun
stireli klinik seyir gozlenmistir. Solunum yolu bulgulari, yaygin hemoraji, interstisyel
fibroz ile diffuz alveolar hasar ve Kkistik olarak genisleyen hava bosluklarindan
olusmaktadir. interstisyel lenfoplazmasitik infiltrat ve dagilmis histiyositlerde reaktif
hemofagositik aktivite bir olguda gorilmustir. Her iki olgu da sekonder bakteriyel
pnémoni bulgusu gdstermemistir. Bununla birlikte her ikisinde de reaktif
hipersitokinemi ile tetiklendigi ileri surulen hematopoietik organlarda reaktif
hemofagositik sendrom goérilmustir.

Uiprasertkul ve ark.®" akut solunum sikintis: gelisen ve 17 giin sonra hayatini
kaybeden alti yasindaki bir erkek cocugun 6limcil vakasindan otopsi calismasi

yapmiglardir. Bu olguda solunum yolu, diffiiz alveolar hasarin proliferatif fazini,
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interstisyel pndmoniyi, fokal hemorajiyi ve bronsioliti gostermistir. Reaktif hiperplazili
alveolar pnémositler belirgin sitopatik degisiklikler olmaksizin géralmustdr. Morfolojik
olarak aspergillus tlrine benzeyen bir mantarla birlikte sekonder enfeksiyon
belirtilmistir. Hemofagositoz gézlenmemistir. HSN1 i¢in yapilan immunohistokimyasal
analizde, alveolar epitel hiicrelerinde pozitif boyanma tespit edilmistir. Strfaktana kars:
antikorlarla ¢ift boyama, bunlarin tip Il pnomositler oldugunu gostermistir. Ilging
olarak, imminhistokimyasal boyalar trakea epitelyumunda negatif gorulmdastar.
Replikatif HSN1 RNA ic¢in RT-PCR, sadece akciger dokusunda degil ayn: zamanda
kalin barsaklarda da pozitif bulunmustur. Plazma ve diger organlarda RT-PCR sonucu
negatif tespit edilmistir.

H5N1 enfeksiyonlarinin yakin zamanda yapilan calismasinda mevsimsel,
endemik influenza enfeksiyonu olan kontrol hastalarina goére periferik kanda daha
yuksek sitokin ve kemokin diizeyleri ve 6limcil HSN1 enfeksiyonlarinda en yuksek
seviyede oldugu gosterilmistir. HSN1 vakalari ayni zamanda yiksek faringeal virus
titreleri ile karakterize olmus ve bir vakada solunum yollar: disinda sinirlt replikasyon
olasilig1 oldugunu dustinduren bir durum olarak rektumda H5N1 virus tespit edilmistir.
Bu calismada solunum yolu sitokin ve kemokin diizeyleri 6l¢tilmemis ve kan sitokin
sonuglart ile 1918 wve 1957 willarindaki gibi gegmisteki pandemik virus

enfeksiyonlarinda gozlenenler arasinda karsilastirma mimkuin olmamstir 32)

2.8.12. influenza virus enfeksiyonunun deneysel hayvan modelleri

Shope®*** jlk kez influenza A virusunu 1930 yilinda domuzlardan izole etmis
ve 1933 yilinda insan influenza A viruslarinin izolasyonundan sonra dag gelincikleri,
insan influenza icin mikemmel bir laboratuvar modeli olarak tanimlanmstir.
Shope®3%38)  aragtirmasinda trakeobronsiyal hava yollarinin  silyali epitelinin
deskuamasyonu ve peribrongiyal mononukleer hiicre inflamatuvar infiltrasyonlar: olarak
adlandirilan insan influenza virus enfeksiyonunda olanlar ile uyumlu degisiklikleri
tamimlayarak domuz, dag gelincikleri ve farelerin solunum yollarindaki histopatolojik
degisiklikleri bildirmistir. Enfekte olmus domuz ve dag gelinciklerinin akcigerlerinde
alveoler septada cogunlukla belirgin hiperemi, kilcal konjesyon, mononiikleer ve
notrofilik inflamatuvar hiicre infiltrasyonlari, alveolar epitel hiicrelerinin nekrozu ve

deskuamasyonu, interstisyel ve intraalveoler 6dem gorilmustir. Fareler, insan ve
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domuz influenza viruslarina duyarlilik gostermis, ancak enfeksiyonu baska farelere

bulagtiramamistir.  Bunun aksine Shope(®3°

, hem dag gelinciklerinin hem de
domuzlarn, virusu temas ettigi hayvanlara bulastirabildigini gostermistir. influenza A
viruslariyla enfekte edilmis bu deneysel hayvan modelleri ve insanlar, alveolar epitelin
viral dejenerasyonu, hiperemi ve konjesyon, septal inflamatuvar infiltratlari, hava
bosluklarinda nekrotik hicre pargaciklar: ile makrofajlarin gorinum, intraalveolar
6dem ve hemoraji dahil bircok histolojik 0zelligi paylasmasina ragmen insan vakalar
ek olarak hiyalin membranlar ve kilcal tromboz olusumu gdéstermektedir.

Influenza virus enfeksiyonu icin insan olmayan primatlarin kullanimi yakin
zamanda yeniden degerlendirilmistir. Son zamanlarda, Baskin ve ark.®” giiniimiize ait
bir insan HIN1 influenza virusu ile enfekte olmus Guney domuz kuyruklu sebegi (M.
nemestrina) patolojisini bildirmisler, Baas ve ark.®® ise bu hayvanlarda konak gen
ekspresyon profillerini analiz etmislerdir. Intraalveoler 6dem ve interstisyel inflamatuar
hicre infiltrasyonlari olan insan influenza virus pnémonisi ile uyumlu histopatolojik
bulgular ve alveoler epitel hiperplazisi dahil degisiklikleri 7. ginde gdzlemlemislerdir.

Fareler ve dag gelincikleri de dahil olmak Uzere deneysel hayvan modellerinde
HPAI H5N1 viruslari ¢ok sayida arastirmada incelenmistir. Her iki hayvandaki
calismalar, bronkopnémoni, bronsiyal ve bronsioler epitel hiicrelerinin deskuamasyonu,
diffiz alveoler interstisyel inflamasyon, intraalveoler ddem ve alveolar pndmonsit
hiperplazisi ile benzer bir patolojik spektrum sergilemistir. Viral antijenlerin dagilimi
icin immunohistokimyasal analiz, bronsiyal epitel hiicrelerinde, alveolar pnémositlerde
ve alveolar makrofajlarda pozitif boyanma gdstermektedir. Her iki sistemde de viral
ensefalit gozlenmistir. Kuiken ve ark.®® 1997 H5N1 virusu ile sinomolgus
maymunlarinin  patolojisi  Uzerine c¢alismislardir.  Maymunlardaki histopatolojik
degisiklikler, bronsiolar ve alveolar epitelyumda yaygin deskuamasyonu, interstisyel
inflamasyon ve 6demi, intraalveoler 6demi ve ¢ok sayidaki nétrofil ve makrofajlarla
karistirilmis hemorajiyi kapsamaktadir. Bir hayvanda diffuz alveoler hiyalin membran
olusumu tespit edilmistir. Hafif Gst solunum yolu degisiklikleri gézlenmis, ancak fokal
epitelyal deskuamasyon, llserasyon ve inflamasyon gostermistir.

Reverse genetik teknikler kullanarak 1918 influenza virusun agik okuma
cercevelerini iceren enfeksiy6z viruslar Uretmek, fare ve sinomolgus maymun

modellerini kullanarak deneysel hayvan enfeksiyonlarini incelemek, 1918 influenza
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hastalarinin otopsi dokularindan 1918 influenza virus genomunun sekansi igin projenin
tamamlanmasi ile birlikte mimkin olmustur. Her iki hayvanda da 1918 influenza virusu
yuksek titrelerde ¢ogalmistir. Farelerde 1918 virusu ile enfeksiyon, notrofillerin ve
makrofajlarin infiltratlar: ile belirgin bir alveolitli nekrotizan bronsit ve bronsiyolite
sebep olmaktadir. Alveolar 6dem de go6zlenmistir. Sistemik enfeksiyon bulgusu
bulunmamistir.  Gen ekspresyon dizi analizi, enfeksiyondan bir gin sonra
preinflamatuvar ve hicre 6lum yollarinin belirgin bir sekilde aktive oldugunu
gostermistir. Maymunlarda yeniden olusturulmus 1918 influenza virusuyla enfeksiyon,
olimcul ARDS gelistirmistir. Bu olguda gen ekspresyonu analizi, dogustan gelen

immun yanitin diizensizligini gdstermis ve bu yanit koruma icin yetersiz kalmistir @,

2.9. Konak degisimi icin gerekli viral adaptasyonlar ve patojenite belirleyici

faktorler

Kuslardan insana direk gecis yoluyla veya domuzlarda olasi baska bir
adaptasyon sireci yoluyla yeni bir konak olarak basarili bir sekilde insanlara uyum
saglamak icin influenza A viruslarin verimli replikasyon ve tirler arasi gegisi
saglamalari gerekmektedir. Influenza A virusun gastrointestinal epitel hicrelerinde
cogaldigr kuslarin aksine insanlarda ve domuzlarda influenza A virusun primer hedef
hlcreleri solunum yollarinin epitelidir. Sonug olarak, insan konagina basarili bir sekilde
adaptasyon viral replikasyon mekanizmalarinda mutasyon gerektirmektedir “0)

Virionun (st veya alt solunum yolunda veya alveoler epitel hiicrede eksprese
edilen sialik asitlere viral ylzey protein HA yoluyla baglandigi insan konaginda
influenza A virus replikasyonunun ilk adimi hicreye baglanmasidir. Kus epitelyumu
a2,3-baglantil sialik asidi buyuk oOlciide eksprese ederken, a2,6-bagl: sialik asit insan
trakeasinda baskindir. Baglanmadan sonra, virionlar endozomal yola girer. Daha sonra,
viral ve endozomal membranin HA ile indiiklenen flizyonu, viral RNA, polimeraz
kompleksi (viral proteinler PA, PB1 ve PB2) ve viral nikleoproteinden olusan
vRNP’nin M1 proteinden ayrilmasi izlemektedir. Ilging olarak, kus ve memeli influenza
A viruslart bu HA aracili membran flizyonu icin farkli pH optimumu gosterir ve HA
proteinindeki (aminoasitler N104D ve T115I) ilgili mutasyonlar, viral genetik bilgiyi
konak hicrenin icine yeterli diizeyde salma kapasitesiyle iliskilendirilmistir. Bir sonraki

adim VRNP’nin sitozolden cekirdege dogru yolculuk yapmasidir. Bu yer degistirmeye
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memeli sisteminde hiicresel importin-a7 ve kuslarda importin-a3 aracilik etmektedir ve
importin izoformlarinin kullanimindaki degisim hem NP hem de PB2'ye baglidir.
Cekirdek icinde negatif polariteli viral RNA’nin haberci RNA'ya transkripsiyonu
hiicresel translasyon mekanizmasi ile yeni viral proteinlerin yani sira pozitif polariteli
RNA ve yiksek miktarda yeni transkribe edilmis negatif polariteli viral RNA meydana
getirmektedir. Bu noktada avian polimeraz, kuslarin gastrointestinal sisteminde oldugu
gibi 41°C sicakliga adapte olmusken, insan suslarinda PB2 geninde 627 pozisyonundaki
mutasyonlarin, insan akcigerinde bulunan daha disuk sicakhiklara karsi toleransa
katkida Dbulundugu dustnulmektedir. Virus montaji, yeni olusan virionlarin
tomurcuklanmasi, ayrilmas: ve serbest birakilmas: ile sonuglanan viral proteinlerin ve
yeni olusan RNP'lerin lipid raft alanlarinda (lipid raft domains) toplandig: apikal hicre
zan tizerinde gerceklesmektedir ¢+42).

Ozellikle pandemi hazirhig: agisindan énemli gérev, virus varyantlarimin artmis
patojenite ile ortaya ciksim degerlendirmektir. influenza A virus varyantlari, gelismis
replikasyon Ozellikleri veya bagisikliktan kagis yollari gostermektedir. Replikasyon
verimliligini arttiran birgcok mutasyon polimeraz kompleksinde bulunabilmektedir “3)
En 6nemlisi, replikasyon hizinin artmas: ve 1918, 1957 ve 1968 pandemik influenza A
virusda daha yuksek patojenite yaratmak igin NP ile etkilesimini stabilize etmeyi 6neren
PB2 geninde E627K’nin yerini almasidir. Dolasimdaki H7N9 izolatlarinda ve H5N1
varyantlarinin %32'sinde bulunmaktadir. Etkili viral yayilima 6nemli katkida bulunan,
konak dogal immun cevabinin sinirlandirilmasinda 6nemli rol oynayan, viral yapisal
olmayan NS1 protein, dogal sistem tarafindan viral RNA'nin taninmasini onler ve
boylece influenza ile enfekte epitel hicreleri tarafindan antiviral tip 1 IFN Gretimini
bloke eder. Buna ek olarak NS1, protein kinaz R'nin asag: akis sinyalizasyonunu inhibe
eder, IFN reseptoriini azaltarak duzenler ve hicresel mMRNA'nin islenmesi
kisitlamalarini ortadan kaldirir. Azalmis veya eksik NS1 aktivitesine sahip viruslar,
patojenite bakimindan bilyiik 6lciide tehlikeye duser. influenza virus patojenitesinin bir
diger 6nemli belirleyicisi viral HA'dir. HPAI, mevsimsel insan influenza A virus ve
dusuk patojenik kus gribi suslarinin aksine, daha fazla sayida cesitli proteazlarla HA
ayrismasint tesvik eden HA ayrisma bdélgesinde “multibasic” bir aminoasit motifi
tasimaktadir. HPAI kaynakli hastalik, insanlarda artan hastalik siddeti ve yilksek

mortalite ile iliskilidir. Buna ek olarak, popullasyona yeni eklenen influenza suslarinin
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genelde HA'nin globiler ana etki alaninda sadece bir veya iki N-bagli glikozilasyon
bolgesi bulunurken veya hi¢ bulunmazken, mevsimlik suslar antijenik epitoplarin
maskelemek icin daha fazla alana sahiptir. Son 40 yilda H3N2, patojenite azalmasina

paralel olarak glikozilasyon alanlarinin sayisin arttirmistir ©

2.10. influenza virusa kars1 immun cevap

Influenza A virus enfeksiyonuna yenik disen hastalarda, akciger otopsileri
hemen hemen daima diffliz alveol hasar1 gosterir, ancak viral RNA hastalarin yalnizca
bir alt grubunda mevcuttur. Hayvanlarda influenza A virus enfeksiyonu ile ilgili
yayinlanmis arastirmalardan elde edilen bu sonuglar ve bulgular, influenza A virus
enfeksiyonuna bagli mortalitenin, kontrolsuz viral yayilimdan ¢ok abartili bir immun
yanmttan kaynaklanabilecegini dlstndirmektedir. Bagisiklik hicrelerinin birkag alt
grubunun, hasar veren konak yantlarina katkida bulundugu belirlenmis ve terapotik
mudahale icin yeni hedefler saglayan temel molekiiler mekanizmalarin bazilari kisa stire
Once tanimlanmstar.

Influenza A viruslarin birincil hedef hiicreleri, cesitli model tanima reseptorleri
tarafindan patojen/tehlike ile iliskili molekuler kaliplarin (pathogen-/danger-associated
molecular patterns; PAMP/DAMP) tanimlanmasinin Gzerine bir anti-enflamatuar tepki
baslatan epitel hicreleridir. Viral kepsiz 5'-trifosforillenmis RNA, RIG-I (retinoik asit
ile induklenebilir gen-1) ile etkilesime girerek mitokondriye bagli antiviral sinyal
proteini, TRIM25 (Ug parcalt motif iceren protein 25) ve IPS-1 (interferon-p-promotor
uyaricisi-1) ile sonradan ortaya ¢ikan etkilesime sebep olur, tip I ve 11l IFN'lerin IRF-3
ve IRF-7'ye (interferon duzenleyici faktor) bagimli transkripsiyon ve translasyonunu
indukler. Ayrica, viral kaliplarin protein kinaz R tarafindan taninmasi, NF-xB (aktive
edilmis B hucrelerinin “kappa-hafif zincir arttirici” nukleer faktor) translokasyonunu
cekirdege ve proinflamatuar, proapoptotik ve antiviral gen kiimelerinin transkripsiyonel
aktivasyonunu aktive eder. influenza A virus enfeksiyonunu algilayan diger reseptorler
arasinda NLRP3 (NOD benzeri reseptor ailesi pyrin domaini iceren 3) inflamazom ve
endozomal toll-like reseptorler (TLR3 ve TLR7) yer alir. Son kanitlar, viral enfeksiyon
sirasinda high-mobility group box 1 (HMGB1), S100A9 veya plrin metabolitleri gibi
DAMP'lerin  influenza hastaliginin  progresyonunda  6nemli rol  oynadigin

diisiindiirmektedir “4.
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Epitel hicrelerine benzer sekilde akciger yerlesimli makrofajlar ilk savunma
hattin1 temsil eder ve viral kalip tammay: takiben bir immun cevap baslatir. Viral
partikillerin yan: sira enfekte apoptotik hiicreleri fagosite eder ve tip I IFN'lerin, baska
sitokinlerin ve kemokinlerin 6nemli bir kaynagini temsil etmektedirler. Boylece yerlesik
alveolar makrofajlarin, influenza virus enfeksiyonundan sonra viral yayilimi,
morbiditeyi ve mortaliteyi sinirlamada ¢cok 6nemli oldugu defalarca gosterilmistir. Ayni
zamanda, bagisiklik ile iliskili patolojilere sebep olabilecek CD8+ T hicrelerinin
uyariimasiyla dogal immun yamtlarinin yam sira adaptif bagisikligi baglatirlar. Ornegin,
toll-like reseptor 4'e bagli bir sekilde influenza A virus enfeksiyonunda uretilen okside
fosfolipidlerin makrofajlarin sitokin dretimini giclendirdigi ve influenza A virus
kaynakl1 akciger hasarinin progresyonunda 6nemli derecede yer aldig: bildirilmistir.

Notrofiller, alveollere influenza A virus enfeksiyonu sonrasi erken donemde
blyuk olgide alinir ve influenza A virus enfeksiyonunda kararsiz bir rol oynadig:
bulunmustur. Diger taraftan, influenza hastaliginin erken doéneminde nétrofillerin
azalmasi, kontrolstiz viral yayilhim ve hafif hastaligin ciddi hastaliga progresyonu ile
iliskili  bulunmustur. Bununla birlikte, yiksek patojenik HIN1 ve H5N1
enfeksiyonlarinda bulunan fazla nétrofilik stok, akciger hasarina biylk 6lglde katkida
bulunmaktadir. Ayrica, cesitli sinyal molekillerinin  nétrofilik salinmasi, baska
sitokinler de dahil olmak (izere ekstraseliiler proteazlar, 6zellikle influenza A virus
enfeksiyonunda zararli oldugu kanitlanmis histon bilesenleri notrofilik ekstraseltler
tuzaklar ve reaktif oksijen turleri akciger hasarina 6nemli 6lctide sebep olur. No6trofilik
stiperoksit dismutaz ve NADPH oksidazin yam sira miyeloperoksidazin da alveoler
epitel bariyer bitunluguni 6nemli derecede etkiledigi bildirilmistir. Sonug¢ olarak,
influenza A virus enfeksiyonu sirasinda CXCL2 veya CXCL10 ile yonlendirilen
notrofil aliminin kaldirilmasi, klinik 6ncesi modellerde sonlanimi gelistirmektedir ®

Enfekte akcigerde proinflamatuvar ortamin olusturulmasini takiben dolasimdaki
kan monositleri alveolar lumene yonlendirilir ve monosit tlrevi alveolar makrofajlar ve
dendritik hiicrelere farklilasir. Oncekiler, yerlesik alveolar makrofajlarin  aksine
dogrudan influenza kaynakli hasar siddetinin artmasiyla dogrudan baglantilidir.
Proapoptotik mediatorlerin yan1 sira blyltk miktarda proenflamatuvar salinimini
saglarlar. Bunlarin arasinda, 6zellikle tip 1 IFN ile indiiklenen TRAIL’nin (TNF'ye bagh

apoptozu indukleyen ligand) reseptorii olan DR5 (death receptor 5) yoluyla alveoler
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epitel hiicre apoptozunun induklenmesi ile kollateral akciger hasarini indikledigi ve
strdurdigl gosterilmistir. Hem monosit turevi alveolar makrofajlarin alinmasinin
engellenmesi hem de TRAIL sinyallemesinin kaldiriimasinin influenza kaynakli akciger
hasarini azalttigi bulunmustur ve yeni kanitlar farelerde influenza A virus kaynakl
akciger hasarindan sonra 6dem ¢6zultimunin inhibisyonunda TRAIL'nin rolu oldugunu
ortaya koymaktadir “*.

Dendritik hicreler solunum yolunda ve alveolar epitelde bulunur ve dendritik
hlcreleri alveoler lumene kadar uzatir, boylece dogrudan enfekte olabilmekte veya Olen
hiicrelerden antijen alimi yoluyla viral enfeksiyonu algilayabilmektedir. Ozellikle
CD103+ dendritik hticreler alt grubunun, granilosit-makrofaj koloni uyarici faktor
(GM-CSF) gibi aktive sitokinlere ve ayn1 zamanda NLRP3 inflamasyon sitokinleri,
interlokin-1 ve interlokin-18’e yanit olarak drene olan lenf digiimlerine go¢ eden ana
alt grup oldugu bildirilmistir. Ardindan aktive edilen dendritik hicreler, saf CD4+ ve
CD8+ T hicrelerine gapraz antijen sunabilmekte ve boylece adaptif immun yanit
baslatabilmektedir. ilging bir sekilde, insan olmayan primatlarda siddetli H5N1
enfeksiyonunda dendritik hiicre sayilar fazlasiyla artmaktadir ve dendritik hticrelerin
NLRP3 inflamazom bagimli aracilart interlokin-1p, interlokin-lo. ve interlokin-18'i
salgiladigi gosterilmistir. Solunum yolu influenza A virus enfeksiyonuna T hiicre aracili
uyarlanabilir immunite son derece karmasiktir ve epitelyal hucreler, dendritik hicreler
ve notrofillerden tiretilen coklu sinyal olaylarindan etkilenmektedir. Aktive edilmis
CD8+ T hicreleri, enfekte epitel hicrelerini sunan influenza A virus antijenini
parcalayabilen sitotoksik efektor haline gelir ve timor nekroz faktori-o (TNFa) ve
TRAIL'nin Uretilmesiyle hiicre apoptozunun induksiyonuna katkida bulunur. Sitotoksik
grandllerin salinmas: ile enfekte olmus epitelyal hicrelerin spesifik olarak
uzaklastirilmas: aktif olarak virus temizlemesine katilsa da, aktiflestirilmis T hicresi
tarafindan salinan TNFa, CCL3 ve CCL5 gibi proinflamatuvar sitokinlerin spesifik
olmayan aktivitesi ayrica enfekte olmamis epitelyal hiicreleri etkileyebilmekte ve
boylece akciger inflamasyonunu ve yaralanmasin: artirabilmektedir “449,

Ayrica, akciger endotel hucreleri influenza virus enfeksiyonundan etkilenmekte
ve fare influenza modellerinde epitel hasar lizerinde etkisi olabilmektedir. E-selektin, P-
selektin, hicre ici adezyon molekilii-1, vaskiler hiicre adezyon molekili-1, CXCL9 ve

CXCL10 gibi adezyon molekilleri ve kemokinlerin ekspresyonu ile monosit ve
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Iokositlerin akcigerde intravazasyonu ve ekstravazasyonuna aracilik etmekle kalmaz,
ayn: zamanda interlokin-6 ve TNFo gibi inflamatuvar mediatorleri serbest birakir ve
influenza A virus enfeksiyonu sirasinda proinflamatuvar ortami daha da tesvik eder.
Aksine, endotelyal hucreler, anjiyotensin donistirme igin 6nemli bir kaynaktir ve
anjiyotensin 2'yi indirgeyen enzim 2 (ACE2) ve influenza A virus enfeksiyonundan
sonra artmis serum ACE2 duzeyleri epitelyal hicrelerin korunmas: ve insan H5N1 ve
H7N9 enfeksiyonlarinin iyilesmesiyle korelasyon gosterir. Enflamatuvar viral akciger
hasarint dizenleyen bir diger onemli endotel sinyal olay: sfingozin 1 fosfat yoludur.
Endotel kaynakli sfingozin-1-fosfat 1'in bloke edilmesi, influenza bagh akciger
hasarinda dusiik mortalite oranlar: ile korelasyon gosteren azalmis sitokin ve kemokin

duzeyleri ile sonuglanmaktadir.
2.11. influenza viruslarn laboratuvar tamsi
2.11.1. Hucre kaltard yaklasimlarim kullanarak virus izolasyonu

2.11.1.1. Viral kalttr

Influenza viruslarinin, klinik 6rneklerde, memeli hiicrelerinde veya embriyonlu
yumurtada Uretilerek tanisi en geleneksel yontemdir. Viral kiltir yaklasim: 1940'larda
tamtilmis ve viral enfeksiyonlarin tanisi igin altin standartlardan biri olarak kabul
edilmistir. Bu yaklasim, hiicre dizilerinin veya embriyolu yumurtalarin enfekte érnekler
ile inokilasyonunu, sitopatik etkinin gelisimini izlemek icin 7-10 gin boyunca
cogaltilmasini ve immunfloresan mikroskop, spesifik antikor boyama veya eritrositler
kullanilarak hemadsorbsiyon ile influenza virus enfeksiyonunun tespitini icermektedir.
Bu yontem ile yapilan influenza virus izolasyonu genellikle Madin Darby Canine
Kidney hucreleri (MDCK), A549, mink akciger epitelyal hiicre dizisi (Mv1Lu), rhesus
maymun bdbrek hicreleri (LLC MK2) ve Buffalo yesil maymun bébrek hicreleri
(BGMK) gibi bazi hicre dizilerinde veya rhesus maymun bobrek hicreleri (RhMK)
veya Afrika yesil maymun bobregi hiicreleri (AGMK) gibi primer hucre kdlttrlerinde
gerceklestirilmektedir. Bazi laboratuvarlarda virus kilturd, niikleik asit amplifikasyon
testi ile paralel olarak kullaniimaktadur 9.
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2.11.1.2. Shell vial kaltur

Shell vial kdltir, influenza virus enfeksiyonlarinin klinik tanisi i¢in 1990'larin
basindan beri kullanilmakta olan hizli viral kilttr yéntemidir. Bu yontem, kiguk bir
siseye (vial) verlestirilen “shell” Gzerindeki memeli hucrelerinde viruslarin
cogaltilmasini, ardindan influenza virusa 6zgu fluoresan monoklonal antikorlarla
boyamay: icermektedir. Viral tespitin 24-48 saat igcinde mimkin oldugu Shell vial
kiltir yontemi geleneksel viral izolasyon yontemine kiyasla nispeten basit ve daha
duyarhdir. R-mix htcreleri (mink akciger hicreleri ve insan adenokarsinom
hicrelerinin karisimi) kullanilan modifiye Shell vial kultir yontemi, yaklasik 1.4 gin

donds suresi ile Shell vial kaltir yontemine kiyasla daha yiksek sensitivite gostermistir
@)

2.11.2. Direkt floresan antikor testi

DFA testi, influenza virus enfeksiyonlarinin tamisinda rutin olarak kullanilan
antijen temelli bir testtir. Nazofarengeal slrintl veya nazofaringeal aspiratlardan elde
edilmis solunum yolu epitel hiicrelerinin floresan isaretli influenza virusuna spesifik
antikorlarla direkt boyanmasini ve bunu takiben floresan mikroskop altinda
incelenmesini iceren bu yontem 1960'h yillarin basindan beri kullaniimaktadir. Test
proseddriinin sadeligi ve kisa surede sonug vermesi sebebiyle influenza tanisi icin DFA
testleri yaygin bir sekilde kullanilmistir. Su anda piyasada Amerikan Gida ve ilag
Dairesi (Food and Drug Administration; FDA) onayli iki DFA testi bulunmaktadir.
Bunlar Diagnostic Hybrids (Athens, OH, ABD) icin lisansli D3 FastPoint L-DFA testi
ve Intracel Corporation‘a (Issaquah, WA, ABD) lisansl Bartels Viral Solunum Yolu
Tarama ve Identifikasyon Seti’dir. Bu testler esas olarak influenza A ve B viruslarinin
saptanmas: i¢indir. Bununla birlikte, influenza A viruslarinin alt tiplemesini yapmak
icin kullanish degildir. Mevsimsel influenza viruslari icin DFA testleri, geleneksel viral
izolasyon prosedirlerine kiyasla %60-80 arasinda degisen sensitivite sergilemistir. DFA
testleri 2009 HIN1 pandemisi sirasinda, RT-PCR tabanli  yontemlerle
karsilastirildiginda, %38 ila %93 arahiginda degisen sensitiviteler gostermistir. DFA,
virus izolasyonu ve RT-PCR ile hasta basi test (Point of Care; POC) de dahil olmak
Uzere birden fazla testin performansini karsilastiran, 526 solunum 6rneginde 2009

pandemik HIN1 influenza virus tespiti icin yapilan bir ¢alisma, test sensitivitelerinin
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DFA icin %38.7, virus izolasyonu igin %45.7 ve QuickVue POC testi i¢in %18.2
oldugunu bildirmistir “”. Mevsimsel influenza, 2009 pandemik H1N1 influenza virus
ve diger solunum yolu viruslar: tespiti icin DFA ile iki hizli influenza tan: testi (RIDT)
BinaxNOW Influenza A&B testi (BinaxNOW) ve 3M Rapid Detection Flu A+B testi
(BMA+B), R-Mix kilturi ve Luminex XTAG Solunum Yolu Virus Paneli performansini
karsilastiran bir baska calismada sensitivite oranlart DFA igin %46.7, BinaxNOW igin
%17.8, R-Mix kultiirti icin %94.5, Solunum Yolu Virus Paneli icin %97.8"dir “®. Baska
bir calismada dort testin (DFA, kromatografik influenza A ve B virus immunoassay ve
shell vial koltir) performans: degerlendirilmis ve virus izolasyon yontemiyle
karsilastirildiginda, DFA igin %80, hizli testler igin %70.3 ve shell vial kaltir icgin
%98.6 sensitivite oranlar1 tespit edilmistir (“9) Birkag grup tarafindan influenza
tamsinda DFA'min sensitivitesini arttirmak icin  modifiye edilmis sitospin ile
giclendirilmis DFA kullanilmigtir. Bu yaklasim, yetersiz smearleri azaltmak ve test
sensitivitesi ve spesifitesini arttirmak amaciyla hiicre morfolojisini iyilestirmek icin bir
sitospin protokolu uygulamaktadir. Klinik érneklerde influenza A virusunun tespiti igin
sitospin DFA testi, hiicre kaltirine kiyasla %92.5 (49/53) oraninda sensitivite
goOstermistir. Tim dunyada DFA testleri ile klinik tan1 laboratuvarinda daha hassas ve
daha az zahmetli molekiler yaklasimlar yer degistirilmektedir.

2.11.3. Serolojik testler

Influenza virusuna spesifik antikor yanitlarini tespit etmek icin en sik kullanilan
serolojik yontemler hemaglutinasyon inhibisyon testi, mikronétralizasyon veya virus
notralizasyon testi, single radial hemoliz, kompleman fiksasyon testi, enzim bagh

immdunosorbent testi (ELISA) ve Western blot testleridir.

2.11.3.1. Hemaglutinasyon inhibisyon testi

Hemaglutinasyon inhibisyon testi, insanlarda ve diger hayvan modellerinde
dogal enfeksiyon ve asilamay: takiben serumda influenza virus HA'ya spesifik
antikorlarin varhigint belirlemek igin en sik kullanilan y6ntemdir. Bu test, HA'ya
spesifik antikorlarin, tavuk, hindi, insan, at veya kobaylardan elde edilen eritrositlere
influenza virusunun (yaklasik olarak dort hemaglutinasyon (nitesi) baglanmasini

Onleme, inhibe etme Ozelligine dayanmaktadir. Tam hemaglutinasyonu onleyen en
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yuksek serum dillsyonu, serumun hemaglutinasyon inhibisyon testi titresi olarak
adlandiriimaktadir. Bu test basit ve ucuz olmasina ragmen avian influenza A
viruslarinin, 6zellikle H5N1 alt tipinin tanimlanmasinda sensitivitenin zayif oldugu ve

virus tespiti igin kullanilabilirligini sinirladigi gosterilmistir (3.46),

2.11.3.2. Virus notralizasyon testi

Virus notralizasyon testi, dogal enfeksiyon veya asilamay: takiben virusa 6zgl
antikorlarin induksiyonunu 6lgmek icin kullanilan bir baska tekniktir ve mevsimsel
veya avian influenza A virus suslarinin antikor titrelerinin tespiti icin rutin olarak
kullanilmaktadir. Bu yaklasim virusa 0©zgl antikorlarin virusu notralize etme
kabiliyetine dayanmakta ve boylece hicrelerin viral enfeksiyonunu dnlemektedir. Virus
enfeksiyonunun tamamen bloke edildigi en ylksek serum dilisyonunun Kkarsilhig
virusun  noétralizasyon  titresi olarak  ddsundlur.  Virus  notralizasyon  testi
hemaglutinasyon inhibisyon testine kiyasla daha duyarli olmakla birlikte, sertifikal
BSL2+ ve BSL3 laboratuvarlarinda bulasict viruslarin kullanilmas: geregi sebebiyle

rutin tan1 uygulamalar: igin kullanimlar: stnirlandirilmistir (3:46),

2.11.3.3. Single radial hemoliz testi

Single radial hemoliz testi, dogal enfeksiyon veya asilamay: takiben antikorlarin
induksiyonunu belirlemek icin yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Antijen-antikor
kompleksleri tarafindan indiklenen kompleman aracili hemolizi 6lgmek icin
kullanilmaktadir. Single radial hemoliz yonteminin hemaglutinasyon inhibisyon
testinden daha duyarli oldugu disunullir ve bu test nonspesifik inhibitorleri inaktive

etmek icin serumun 6n isleme tabi tutulmasini gerektirmez @

2.11.3.4. Kompleman fiksasyonu

Bu yontem, asilama veya enfeksiyonu takiben influenza virus internal proteinleri
NP ve M'ye kars1 antikor yanitlarinit 6lgcmek icin kullanilan immun diflizyona dayal: bir
yaklasimdir. DUstk sensitivite sebebiyle, kompleman fiksasyon yerine hemaglutinasyon

inhibisyon, virus notralizasyon ve EIA testleri kullaniimaktadir ©,
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2.11.3.5. Enzim bagh immunosorbent testi

ELISA, solid mikrotitrasyon plate veya kagit strip formatinda mevcuttur. Hizlh
testler kagit ELISA formatina dayanmaktadir. ELISA, ilk olarak 1990'larin basinda
hastalik teshisi icin kullanilmis ve sirekli olarak yiksek sensitivite ve spesifite
gostermistir. Cesitli bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin tanisi igin birgok FDA onayli
ELISA mevcuttur. ELISA bir sire kullanilmis olmakla birlikte, niikleik asit esasl
testlere kiyasla daha dislk sensitiviteye sahip olmasi sebebiyle kullaniminda bir buyuk

kisitlama olmustur @

2.11.4. Hizh influenza tan testleri

Hizl influenza tan: testleri (rapid influenza diagnostic tests; RIDTS), hasta basi
test (Point of Care) gibi influenza virus enfeksiyonlarinin hizli tanis: igin gelistirilen
antijen esash testlerdir. Bu testler, viral nukleoproteini hedefleyen monoklonal
antikorlar ve enzim immiinoassay veya immunokromatografik (lateral flow) teknikleri
kullanmaktadir. Dipstick, kaset veya kart formatlarinda mevcut RIDTs, sonuglarin renk
degisimine veya diger optik sinyallere gore gorsel olarak godzlemlenmesi ile 30
dakikadan daha az bir surede tamamlanabilmektedir. RIDTs, uygulamalarinda basitlik
ve test sonuglar: elde etme hizi sebebiyle influenza enfeksiyonlarinin tespitinde yaygin
olarak kullaniimaktadur ©°9.

Gunlmuizde piyasada bircok FDA onayli RIDT bulunmaktadir. Bu testlerin
cogu, influenza A ve B viruslarin tespit edebilir veya ayirt edebilir, sadece influenza A
viruslarint veya influenza A ve B viruslarinin her ikisini de (ancak influenza A ve B'yi
ayirt edemez) tespit edebilmektedir. Bununla birlikte, RIDTs farkli influenza A alt
tiplerini ayirt edememektedir. RIDTs performansi, populasyonda dolasimdaki influenza
viruslarinin prevalansina baghdir. Pik influenza aktivitesi sirasinda pozitif prediktif
degerler yiksektir ve bu sebeple yanlis pozitifliklerin olmas: muhtemel géziikmektedir.
Bununla birlikte, dustk influenza prevalans: sirasinda negatif prediktif degerler yiiksek
ve pozitif prediktif degerler dusuktir. RIDTs genelde mevsimsel influenza virus
enfeksiyonlarinin saptanmasi icin yiksek spesifite (%95-99) gostermistir. Mevsimsel
influenza enfeksiyonlarinin tams: igin RIDTs, standart RT-PCR tabanli testler ile
karsilastirildiginda %10 ile %70 arasinda degisen sensitivite ve %90'a varan spesifite ile

degisken test performansi sergilemistir. RIDTs performansinin, muhtemelen daha
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yuksek viral yuklerden ve yetiskinlere kiyasla ¢ocuklarda daha uzun sireli viral
atilimdan dolay: yetiskinlere oranla ¢ocuklarda daha iyi (yaklasik %13 daha yuksek)
oldugu gosterilmistir. Ticari 26 RIDTs iceren 159 calismanin meta-analizi, influenza
enfeksiyonlarinin (hem mevsimsel hem de 2009 pandemik HIN1 ifluenza virus
enfeksiyonlari) tamisi igin RT-PCR testlerine kiyasla %62.3 oraninda bir sensitivite
gostermistir ©.

RIDTs’nin 2009 HIN1 pandemisi sirasinda, RT-PCR'ye dayali testler ile
karsilastirilldiginda %210-70 arasinda degisen sensitivite oranlarina sahip oldugu
gozlenmistir. Bir calismada BinaxNOW hizli antijen tabanli yontem (Inverness
Medical, KéIn, Almanya) kullanilarak Bonn, Almanya'da 144 PCR pozitif klinik 6rnek
test edildiginde %11.1'lik bir sensitivite oran1 bulunmustur 2 pandemi sirasinda, New
York'tan gelen buyuk bir arastirma, RIDTs BinaxXNOW Influenza A&B testi
(BinaxNOW), Rapid Detection Flu A+B test (3MA+B) kullanarak R-Mix kulttrd ile
karsilastirildiginda %9.6 ve %40 sensitivite bildirmistir ®>*?. Pandemiler sirasinda
RIDTs’nin dusuk sensitivitesi, 0rnegin kotl kalitesine ve laboratuvar calisanlarinin
deneyimsizligine baglanabilmektedir. Pandemik 2009 H1N1 ifluenza virusunun tespiti
icin t¢ farkhh RIDT (BinaxNOW Influenza A&B, Directigen EZ Flu A+B ve QuickVue
Influenza A+B) performansint degerlendiren bir CDC c¢alismas: RT-PCR tabanl teste
kiyasla, BinaxNOW Influenza A&B igin %40, Directigen EZ Flu A+B igin %49 ve
QuickVue Influenza A+B ic¢in %69 sensitivite oranlarini bildirmistir 55), Yanhs negatif
sonu¢ oraninin yiksek olmas: sebebiyle CDC, doktorlara negatif RIDT sonuglarina
ragmen antiviral tedaviyi birakmamalarint énermistir. Baska bir ¢alismada QuickVue
Influenza RIDT testi (Quidel, San Diego, CA, ABD) bir PCR testine kiyasla %51
sensitivite gostermistir ®8 RIDT QuickVue Influenza testi ile RT-PCR tabanli bir
yontemin karsilastirildigi baska bir ¢calismada %84 spesifite ve %66 sensitivite oranlar
bildirilmistir ®”. Bu calismada pozitif ve negatif prediktif degerler sirasiyla %84 ve
%64'tir. RIDTs ve hicre kultiri yaklasimlarint multipleks solunum yolu viral testi
(Luminex XTAG) ile Kkarsilastiran bir calismada, Binax NOW Influenza A+B
(Inverness, Scarborough, ME) ve 3M Rapid Detection Flu A+B (3M Medical
Diagnostics, St. Paul, MN, ABD) igin kombine test sensitivitesinin %17.8 oldugu tespit
edilmistir ©®®. Diger bir calismada 970 kicilk cocuga ait nazofaringeal aspirat

incelenmis ve viral izolasyon yontemiyle karsilastirildiginda RIDT, QuickVue Influenza
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A+B ICT testi (Quidel Corp., San Diego, CA, ABD) %84.1 sensitivite oran1 vermistir
(59)

Avian influenza A viruslarinin  tespitinde RIDTs, RT-PCR'ye dayal
yaklasimlara kiyasla daha duisuk sensitivite gostermistir. FDA gectigimiz glnlerde
H5N1 tespiti icin Arbor Vita Corporation (Sunnyvale, CA, ABD) tarafindan gelistirilen
AV Aventage A/H5N1 Flu RIDT'yi onaylamistir. Bu test, bogaz surunttilerinden NS1
proteini tespit etmek icin monoklonal antikorlarin kombinasyonunu ve rekombinant
proteinleri iceren PDZ (Post sinaptik yogunluk proteini, PSD95), Drosophila disk biylk
timor baskilayici (Drosophila disc large tumor suppressor; DIgl), Zonula occludens-1
protein (zo-1) alanini kullanmakta ve 45 dakika icinde tamamlanabilmektedir. RIDTs
degisken sensitivite gostermis olmasina ragmen, sonuglari elde etme hizi, test
prosediriinde basitlik ve maliyet sebebiyle dinyadaki cogu Kklinik viroloji

laboratuvarinda hala tercih edilen test olmaya devam etmektedir.

2.11.5. Cip ustl laboratuvar teknolojisi

Cok yonlu ve gucli bir teknoloji olan ¢ip Ustl laboratuvar (lab-on-a-chip), yeni
nesil hasta bast (Point of Care) influenza testleri gelistirmek igin yeni bir yol
saglamaktadir. Cip Ustl laboratuvar teknolojisi, kimyasal ve biyolojik uygulamalara
odaklanarak, mikroelektromekanik sistem teknolojisinden kaynaklanmaktadir. Bu
yontem yiksek reaksiyon verimliligi, dustk reaktif/enerji tuketimi, distk atik Gretimi
ve kuclk uygulama alan: gibi bir¢cok avantaja sahiptir. Cip st laboratuvar teknolojisi,
birden fazla patojeni hedefleyen testleri gelistirmek icin kullanilmistir. influenza testleri
ile ilgili olarak Ferguson ve ark.®® HIN1 virusunun genetik analizi icin tek kullanimlik
bir mikroakiskan c¢ip bildirmislerdir. Bhattacharyya ve Klapperich(m), influenza A
HAIN1 virusuyla enfekte memeli hiicrelerinden viral RNA'y1 izole etmek icin bir plastik
mikroakiskan kat1 faz ekstraksiyon aygiti hazirlamislardir. Cao®® yakin bir raporda i
saatten daha kisa bir strede klinik drneklerden dogrudan influenza A RNA'sin1 ekstrakte
ve amplifiye edebilen RT-PCR yontemini ve kati faz ekstraksiyon asamasinin entegre
edildigi tek kullanimlik mikrogip tarif etmislerdir. Domuz kaynakl influenza virusunun
hizli amplifikasyonu ve tespiti igin surekli akisl: bir mikroakiskan RT-PCR ¢ipi ve tek
kullanimhik “disposable electrical printed” ¢ip kullanilmigtir. RT-PCR ¢ip yontemini

kullanarak, sinyaller “disposable electrical printed” cip ile tespit edilmekte ve analiz 15
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dakika icinde tamamlanabilmektedir. K¢tk tasarimli hepsi bir arada real-time RT-PCR
cihazi, 2.5 saat igerisinde otomatik numune hazirlama ve tan1 koyma imkani saglamak
uzere gelistirilmistir. Mevsimsel influenza A H1N1 tiplemesi ve alt tiplemesi bu sistem
kullanilarak gosterilmistir. influenzanin hasta bas1 test (Point of Care) ile teshisi icin
tasinabilir, kullanict dostu bir baska mikrogip nukleik asit esasli test sistemi,
laboratuvarda tezgahusti kullanima uyumlu RT-PCR cihazina yakin sensitivite ile rapor
edilmistir. Swine influenza virus tespit etmek icin lazer kaynakli floresan dedektoru ile
birlestirilmis mikrocip elektroforetik immdiinoassay gelistirilmistir. Bu sistem, viral
partikullerin hizli ve eszamanl olarak konsantrasyonunu ve baglanmamis antikordan
virus-antikor komplekslerinin daha fazla ayrilmasini saglamaktadir. Bu influenza
testleri cip Ustl laboratuvar teknolojisi kullanilarak gerceklestirilebilmekte ve mikrogip
influenza testleri etkileyici sonuglar vermektedir. Bununla birlikte, yeni cip 0sti
laboratuvar teknolojisini gercek hasta basi test (Point of Care) ayarlarina uyarlamak igin
daha fazla sistem iyilestirmesi ve test dogrulamasinda daha fazla caba gerekmektedir ©.

2.11.6. Nukleik asit tabanl testler

PCR tekniginin 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilmesi bulasici
hastaliklarin tanisi alaninda devrim yaratmistir. Nukleik asit tabanli testler, PCR
yontemini temel almakta ve viral antijenler veya antikorlar yerine virus spesifik DNA
veya RNA dizileri/genetik materyali tespit etmektedir. Bu testler, antijen esasli serolojik
testlere kiyasla ¢cok daha duyarlidir ve Kklinik érneklerde viruslari ¢cok daha erken tespit
edebilmektedir. Insanlarda influenza enfeksiyonlarinin tespiti icin cesitli nukleik asit
tabanl: testler mevcuttur. Bu yontemler RT-PCR, ligaz zincir reaksiyonu, sekans temelli
testler, (pyrosekans, yeni nesil sekans (next generation sequencing; NGS) dahil), DNA
mikroarray tabanli testler, nikleik asit sekans bazli amplifikasyon (nucleic acid
sequencing-based amplification; NASBA), Loop aracili izotermal DNA amplifikasyon
(loop-mediated isothermal amplification-based assay; LAMP), basit amplifikasyon
temelli test (simple amplification-based assay; SAMBA), transkripsiyon aracili
amplifikasyon, dizi yer degistirme amplifikasyonu gibi testlerdir. Antijen esash testlere
kiyasla daha yiiksek sensitivite ve spesifite gosteren bu testlerin cogunun tamamlanmasi
2-4 saat surmektedir. GUnumuizde influenza tanisi igin 21 FDA lisansh nikleik asit

tabanl test meveuttur ©.
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2.11.6.1. Reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

RT-PCR, influenza viruslarinin tanimlanmas: icin dinyadaki cogu tam
laboratuvarinda kullanilan en geleneksel ve gucli nikleik asit tabanl test yaklasimdir.
Influenza tansi icin altin standart kabul edilen RT-PCR, klinik 6rneklerden viral RNA
ekstraksiyonu, reverse transkriptaz enzimi kullanarak viral RNA'nin tek sarmalli
komplementer DNA’ya (complementary DNA; cDNA) reverse transkripsiyonu ve
isaretli PCR drinlerinin floresan tespitine bagli PCR Urlnunin amplifikasyonu olmak

tizere tic onemli adim icermektedir “9.

2.11.6.2. Loop-aracih izotermal amplifikasyon testi

LAMP, influenza virus, HIV, monkeypox virus, newcastle hastaligi viruslari,
adenovirus, rhinovirus, siddetli akut solunum yolu sendromu (severe acute respiratory
syndrome; SARS) coronavirus gibi bazi viruslarin saptanmasi icin degerlendirilen DNA
loop aracili izotermal niikleik asit amplifikasyon yaklasimdir. Bu yontem, “high strand
displacement” aktivitesine sahip yeni bir DNA polimerazi (veya RNA ornekleri icin
reverse transkriptaz) ve viral cDNA (zerinde alt: farkli bélgeyi tanimak igin 6zel olarak
tasarlanmis iki primer seti kullanmaktadir. Hedef genin spesifik amplifikasyonu, SYBR
green ilave edildikten sonra renk degisikliginin izlenmesi ile veya reaksiyon sonunda
cozeltide serbest birakilan magnezyum pirofosfat yan Griinintin fotometrik olarak tespit
edilmesiyle gerceklesmektedir. LAMP'ye dayali yaklasimlar, Klinik 6rneklerden
influenza virus tespiti icin RT-PCR tabanl:i testlerle kiyaslanabilir sensitivite ile
basariyla uygulanmistir. Poon ve ark.®® LAMP yaklasgimini kullanarak klinik
orneklerden HIN1 ve H3N2 alt tiplerinden mevsimsel influenza A viruslarinin
saptanmas: igin %100 test sensitivitesi bildirmistir. Testin analitik sensitivitesi her
reaksiyon icin 10 kopyadir. Ayrica, 2009 H1N1 pandemisi sirasinda, real-time reverse
transkripsiyon LAMP-esasli test (RT-LAMP), RT-PCR esash bir test ile
karsilastirildiginda pandemik virus igin %100 spesifite ile %97.8 sensitivite oranlar
sergilemistir 64) LAMP'ye dayal: testler, RT-PCR esasl testlerle kiyaslanabilir veya
daha yuksek sensitivite ile HSN1, H7N7 ve H7N9 alt tiplerinden yiiksek derecede
patojen olan avian influenza A viruslarinin tespiti icin basariyla degerlendirilmistir.
Parida ve ark.® 2009 pandemik HIN1 virusunun klinik tespiti icin HA kodlayan geni
hedefleyen bir RT-LAMP analizi gelistirmislerdir.
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ILI olan hastalardan alinan 239 akut faz bogaz surinti 6rnegi ile yapilan bir
calismada RT-LAMP testi WHO onayl: bir RT-PCR testinden daha iyi sonu¢ vermistir.
WHO onayl, 0.1 TCIDso/mL'lik (tissue culture infective dose 50; doku kaltirt infektif
doz 50) analitik sensitiviteye sahip RT-PCR yontemine kiyasla 10 kat daha yiiksek

sensitivite gostermistir ©.

2.11.6.3. Basit amplifikasyon temelli test

SAMBA, son zamanlarda HIV ve influenza viruslarinin tespiti icin gelistirilmis
dipstick izotermal niikleik asit amplifikasyon yaklasimidir. Bu yontem, viral RNA
ekstraksiyonu, izotermal DNA polimeraz kullanarak hedef DNA amplifikasyonu ve
dipstick tabanli bir sistem ile amplifikasyon Urinunun saptanmasini kapsayan (¢
asamal bir prosediru icermektedir. SAMBA prosediriniin tamamlanmas: yaklasik iki
saat surmektedir. Yontemin klinik performans: hem mevsimsel hem de avian influenza
viruslar igin degerlendirilmistir. Wu ve ark.®® Birlesik Krallik ve Belcika'da 328
hastadan alinan burun/bogaz ve nazofaringeal suruntt orneklerinin degerlendirildigi
calismada RT-PCR testi ile karsilastirildiginda influenza A ve B viruslari igin sirasiyla
%100 ve %97.9 sensitivite oranlari bildirmislerdir. Bu yontemi kullanan analitik
sensitivite influenza A ve B viruslar: icin sirasiyla, viral genomlarin 95 ve 85 kopyasi
olmustur. Ayni grup bir baska calismada, 262 hastaya ait burun/bogaz sirinti
numunesinden ekstrakte edilen RNA oOrneklerinin testine dayanan RT-PCR tabanli bir
yontemle karsilastirildiginda 2009 pandemik HIN1 virusu icin %99.4 spesifite ile

9%95.3'liik sensitivite oran: tespit etmislerdir ©¢7,

2.11.6.4. Nukleik asit sekans bazh amplifikasyon

NASBA, tek bir reaksiyonda avian miyeloblastoz virus reverse transkriptaz,
RNAse H ve T7 RNA polimeraz gibi t¢ enzimin kombinasyonunu kullanan, izotermal
PCR'den bagimsiz bir amplifikasyon metodudur. NASBA, hem mevsimsel influenza A
hem de oldukgca patojen olan avian H5N1 ve H7N9 influenza A viruslarinin
saptanmasinda basariyla degerlendirilmistir. Moore ve ark.©® Cin'de influenza A H5N1
enfeksiyonu tespit edilmis olgulardan elde edilen 19 Kklinik 0Ornekte H5N1
enfeksiyonunun degerlendirilmesi igin NASBA yontemini uygulamiglardir. Yontem,
A/VietNam/1194/2004 H5N1 virusu i¢in 0.01 TCIDs, analitik sensitivite gostermis ve
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%100 test sensitivitesi sergilemistir. Baska bir calismada, Ge ve ark.®® yeni domuz
kokenli 2009 pandemik HIN1 virusunun hizl tespiti igcin NASBA kullanmiglardir. Bu
calismada NASBA, ticari bir domuz kokenli influenza A virus (S-OIV) (H1N1) real-
time RT-PCR kiti ve CDC TagMan testi ile karsilastirilabilir veya daha yiiksek olan,
reaksiyon basina yaklasik 50 kopya test sensitivitesi gostermistir. Son zamanlarda,
Wang ve ark.”® mevsimsel HIN1 ve H3N2 ve 2009 pandemik H1N1 viruslarinin
tespiti icin RNA hedeflerini veya SMART"1 (Simple Method for Amplifying RNA
Targets) amplifiye etmek icin basit bir yontem olarak bahsedilen, degistirilmis bir
NASBA prosediiri gelistirmislerdir. Bu izotermal amplifikasyon yaklasiminda, spesifik
viral RNA sekanslarini yakalamak icin haberci molekiller olarak gorev yapacak tek
sarmalli DNA problart kullanilmistir ki bu viral RNA sekanslar1 daha sonra sifir akis
sartlar1 altinda bir mikroakiskan c¢ip Gzerinde ayrilir. SMART testi, influenza A
viruslarinin tespiti icin %98.3'liik test sensitivitesi ve %95.7'lik spesifite ile 10° viral
RNA kopya/mL kadar analitik sensitivite gostermistir .

2.11.6.5. Mikroarray tabanh yaklasimlar

Mikroarray temelli yaklasimlarin influenza viruslarin tespiti ve alt tiplemesi igin
yararli oldugu kanitlanmistir. Ornegin, diisik yogunluklu DNA mikroarray olan
FluChip mikroarrayin birka¢ saat icinde HIN1, H3N2 ve H5N1 suslarini tespit ettigi
gosterilmistir. Benzer sekilde MChip mikroarray, influenza A virus tanimlamak icin
%95 sensitivite ve %92 spesifite gostermistir. CombiMatrix Corporation (Irvine, CA,
ABD) tarafindan gelistirilen yari iletken tabanli bir influenza A mikroarrayin bilinen
tim influenza A alt tiplerini bes saatten kisa bir stirede tespit ettigi gosterilmistir. HA
geninin bolinme bolgesi icin 97 prob ve M igin kodlanan korunan gen igin bir prob
kullanan disuk yogunluklu mikroarray NanoChip 400 sisteminin (Nanogen Inc., San
Diego, CA, ABD) H5NL1 virus tanisi igin yararl bir test oldugu gosterilmistir. Bununla
birlikte, bu mikroarray bazli analizlerin tum, hibridizasyon o6ncesinde influenza
RNA'sinin iki veya daha fazla enzimatik amplifikasyon adimint icermektedir. Buna ek
olarak tespit, ¢coklu problarin etiketlenmesini veya RT-PCR ile Uretilen ¢ift sarmalli
DNA'ya floresan boya veya biyotinle konjuge edilmis nikleotidlerin eklenmesini
gerektirmektedir.  Ayrica, konvansiyonel  mikroarray  analizlerin  ¢ogunun

sensitivitelerinin, hem amplikonlarin ve problarin hibridizasyonuna hem de hedef
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amplifikasyon verimliligine dayandigi gosterilmistir. Bu testlerde yer alan c¢oklu
adimlar bu yontemleri karmasik, pahali, yogun emekli ve kontaminasyona duyarli
yapmakta ayrica gen mutasyonlarinin, PCR inhibitorlerinin ve RNA degradasyonunun
varlig: sebebiyle yanlis negatif sonuclara egilimli hale getirmektedir. Coklu, virusa 6zgl
primer setleri ve test optimizasyon prosedurlerinin tasarim: gesitli zorluklar ortaya
koymaktadir ¢,

Cogu mikroarray testte yaygin olarak kullanilan, floresan boyalarla
karsilastirildiginda daha iyi sensitiviteye sahip olmalari sebebiyle tan: uygulamalar: igin
glimis boyama ile birlestirilmis nanopartikillerin kullanimina yillar gectikce ilgi
artmaktadir. Bu modifiye yaklasim, hedef kalibin amplifikasyonuna ihtiya¢ duymadan
insan genomik DNA 6rneklerinde tek nukleotid polimorfizmlerin hizl: tespit edilmesini
saglamaktadir. Nanomikroarray sistemi, yiksek oranda hibridizasyon etkinligi ve test
spesifitesine sahiptir. Bu yontem basittir ve influenza A ve B viruslarinin M, HA ve NA
kodlayan genlerin tamamen biitiin genomundan korunan bdélgelerin hedeflenmesi icin
0zel olarak tasarlanmis coklu oligoniikleotidleri kullanilmaktadir. Bu yaklasimda, viral
RNA'nin ¢oklu yakalama, hedef veya ara oligonukleotidlere baglanmas: saglanmakta ve
0Ozel altin nanopartikiillerine hibridize edilmektedir. Bu multipleks oligonikleotit tabanl
yaklasim, genetik cesitlilik gecirmis yeni ortaya ¢ikan suslarin saptanmasina olanak
saglamaktadir. Nanomikroarray testi, influenza A ve B viruslarini tespit etmek ve ayrica
farkl: influenza A virus suslarini (H5N1 ve 2009 pandemik H1NZ1 virus) mevsimsel
influenzadan ayirt etmek icin kullanilabilir. Ayni zamanda, her bir slide icin birden
fazla ornek ile tek bir testte influenza A viruslarinin alt tiplerini ayn1 anda tespit
edebilmektedir. Nanomikroarray'in analitik sensitivitesi, saflastirilmig PCR fragmani ve
H5N1 viral RNA igin 1x10° TCIDsy birimleri  kullanilarak <100 fM'dir.
Nanomikroarray gorintileri ileri analiz icin taranabilmekte ve ciplak gozle spesifik
yogunluk paterni olarak gorilen sonuclardan virus kimligine iliskin sonuclar
cikarilabilmektedir. Bir sonraki nesil sekans analizi ile kombinasyon halinde bu test,
amplifikasyon sayisini blylk 6lciide azaltan, fragman ayirma ve saflastirmay: ortadan
kaldiran minimal manipdle bir prosedirdir. Dolayisiyla, nihai laboratuvar onay: elde
etmek icin genis skalada influenza virus taramas: ve tanimlanmasi zaman ve emek
verimliligi bakimindan uygundur. Yeni influenza tespit algoritmasi, klinik orneklerde

HPAI susunu belirlemek icin kicik bir test seti veya tek bir test secerek bilinmeyen
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influenza  suslarinin  enfeksiyon risklerinin  tanimlanmasinda  ayirici  taninin
hassaslastiriimas: igin yeni bir yol temin etmektedir. Bu yontem, mevsimsel epidemi
veya pandemiler sirasinda dogru teshis ve hizli identifikasyon igin yeni bir arag

saglamaktadir 2.

2.11.7. Nukleik asit sekans yaklasimlari

2.11.7.1. Sanger sekanslama

Dideoksi prosediirii olarak da anilan Sanger dizi analizi yontemi, DNA
sekansinin bir zincir sonlandirma metodudur. Fredrick Sanger ve ark. tarafindan
1970'lerin sonlarinda gelistirilen bu yontemde DNA polimeraz, bir ¢ift DNA primeri,
etiketsiz deoksinlkleotit trifosfatlar (ANTP'ler) ve her bazin benzersiz bir florofor ile
etiketlendigi zincir sonlandirma dideoksintkleotidler (di-ddNTP'ler) kullaniimaktadir.
Burada, di-ddNTP'lerin DNA polimeraz tarafindan yeni sentezlenmis bir sarmal icine
secici olarak dahil edilmesi dizi sonunda floresanla etiketlenmis ddNTP ihtiva eden
cesitli blylklikte DNA fragmanlar: ile sonucglanan hedef DNA'nin daha da uzamasin
onleyen daha sonraki dNTP'lerin ilavesini inhibe etmektedir. DNA dizisi, daha sonra
sekans reaksiyonundan gelen DNA fragmanlarinin buyukligune gore belirlenmektedir.
Bu sekans yaklasimi, reaksiyon basina 1000 bp DNA sekansi okumasi
saglayabilmektedir. Sanger dizi analizi yontemi, influenza viruslarinin tim genom
sekansi icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, dolasan influenza viruslar: arasinda

antiviral direncin saptanmasi icin de tercih edilmistir @

2.11.7.2. Yeni nesil sekans

NGS hizla genisleyen bir teknolojidir ve teknikler potansiyel olarak yasam
bilimi, tip ve ilgili alanlarda ¢ok buyik etkiler yaratabilmektedir. NGS, Sanger dizi
analizi yontemi ile karsilastirildiginda sekans hizi ve veriminde belirgin ilerlemeler
saglamaktadir. Bu yontemin otomatize is akisini dizene koymas: Ornek hazirlamayi
buyuk o6lglide basitlestirmektedir. NGS, 0Orneklerden ekstrakte edilen nikleik asit
fragmanlarini dogrudan analiz etmesi sebebiyle Sanger sekansinda zorunlu olan
kompleks ve zaman alic1 vektor klonlamasint ortadan kaldirmaktadir. Sekans maliyeti

NGS'nin ek bir Gstiinligudur. Sanger dizi analizi ile insan boyutunda bir genomun

61



sekansi icin yapilan harcama 2001'de 100 milyon dolardan 2014 yilinda yaklasik 5000
dolara diismis ve yakin gelecekte daha da azalmasi beklenmektedir. Son yillarda NGS
tekniklerine dayanan birgok uygulama ortaya ¢gikmustir.

NGS teknolojisi, farkli sekans stratejileri, reaktifler ve biyoenformatik
yazilimlar1 kullanan, Ureticiye 6zgi birkag platformdan olusmaktadir. Roche 454 Life
Sciences (Branford, CT, ABD), uzayan baslangic DNA dizisine dNTP'lerin
eklenmesinin ardindan pirofosfatin gercek zamanl salinimini izleyen, yiksek verimli
bir sentez ile sekans biyoliminesans yontemi olan pyrosekansa dayanan NGS
platformlar1 gelistirmistir. Bu sekans platformu, influenza arastirmasinda oncelikle
dolasan influenza A viruslari arasindaki ilag direncinin molekiler belirteclerinin
belirlenmesi icin gesitli gruplar tarafindan tanisal bir arag olarak degerlendirilmistir. Bu
yontemi ilk kez, 1994-2005 yillar1 arasinda diinya genelinde izole edilen alt tip HIN1,
HIN2 ve H3N2'den mevsimsel influenza A viruslari arasindaki adamantine direncin
insidansini incelemek amaciyla Bright ve ark." kullanmislardir. Gézlemin on yili
boyunca ila¢ direncinde belirgin bir artis goriliurken, 1994-1995 yillari arasindaki
%0.4'l0k oran, 2003-2004 yillar1 arasinda %12.3'e yukselmistir. Bu calisma, dolasan
mevsimsel influenza virus suslari arasinda antiviral direng igin hizli taramanin klinik
onemini vurgulamistir. O zamandan beri birka¢ grup, mevsimsel ve yiiksek patojenik
H5N1 avian influenza viruslar: arasinda sirasiyla adamantanlar amantadin ve rimantadin
ve oseltamavire karsi direncgten sorumlu M2 ve NA kodlayan genlerdeki mutasyonlarin
saptanmasi i¢in pyrosekans platformunu basariyla uygulamislardir. Pyrosekans, HA igin
gen kodlamasindaki tek nikleotid polimorfizmleri tanimlamak amaciyla birkag grup
tarafindan da kullanimustir. Levine ve ark." insanlarda artmis virulans ile iliskili
oldugu bilinen HA’nin aminoasit pozisyon 222'sinde 2009 pandemik HIN1 virus
varyantlarinin saptanmasi icin 6zellestirilmis bir pyrosekans protokoli ile ¢alismislardir.
Daha yakinlarda Lee ve ark." oseltamivir ile tedavi edilen influenza A/H3N2 virusu
ile enfekte immunkompromize bir cocukta HA ve NA kodlayan genlerdeki G186D ve
R292K mutasyonlarini belirlemek igin pyrosekans yontemini uygulamislardir. Ekim
2016'da 454 Yasam Bilimleri'nin (454 Life Sciences) kapatilmasinin ardindan Roche
454 NGS araglar1 kullanimdan kalkmastir.

lllumina NGS platformlar1 koprii amplifikasyonu veya kati substrat Uzerinde

nikleik asit fragmanlarinin amplifikasyonuna dayal: farkli “sequencing-by-synthesis”
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yaklasimlar: kullanmaktadir. Rutvisuttinunt ve ark.’® Illumina MiSeq sequencer (San
Diego, CA, ABD) ile influenza virus izolatlarindan eksiksiz genom dizisi bilgisi
edinmis ve mevsimsel influenza A H3N2, 2009 pandemik H1N1 virus ve influenza B
viruslarini eszamanl olarak tanimlamiglardir. Ren ve ark."" virus kaltori olmaksizin
yakin zamanda ortaya ¢ikan influenza A H7N9 susunun tam genom sekansini yapmak
icin Illumina/Solexa GAII sequencer kullanmuslardir. Kuroda ve ark.® 2009 pandemik
HIN1 virus ile enfekte hastanin otopsi akcigerinden ekstrakte edilen RNA’nin [llumina
GAII sequencer kullanarak dizi analizini yapmislardir. De novo duzenegi uygulamislar
ve Streptococcus pneumonia gibi bakterilerin sebep oldugu olas1 koenfeksiyonlar: tespit
etmislerdir. Greninger ve ark.”® bircok 6rnegin incelenmesinde (metagenomik strateji)
hem ViroChip microarray ve hem de Illumina NGS tekniklerini ¢alismislardir. NGS
derin sekans teknigi, virus enfeksiyonuna yanit olarak st solunum yolu mikrobiyotas:
ve konak gen ekspresyonuna iliskin derinlemesine bilgi saglarken ViroChip microarray
kullaniminin influenza 2009 pandemik HIN1 virusun 6nceden bir bilgi olmadan dogru
tespit edilmesine izin verdigini gostermislerdir. Whitehead ve ark.®® derin sekanslama
yoluyla kapsamli dizi fonksiyon haritas: elde etmek i¢in Illumina NGS platformundan
yararlanmiglar ve NGS verilerine dayanarak influenza baglayici proteinleri optimize
etmislerdir. Bu yaklasimin 0Onceden var olan ilaglarin bilisimsel tasarim: ile
kombinasyonunun yeni influenza inhibit6rlerini daha verimli bir sekilde gelistirmek icin
yeni bir yol acabilecegi dustnilmektedir.

Life Technologies/Applied Biosystem's lon personal genome machine (PGM),
lon Proton and SOLID NGS platformlari, Pacific Biosciences' PACBIO RS/RSII single-
molecule ve real-time sekans platformlar1 da dahil olmak Uzere influenza tanisi igin
uygun olabilecek Roche 454 ve lllumina MiSeq platformlarinin yani sira birkag
alternatif NGS platformu bulunmaktadir. Temel 6zel sekans teknikleri oldukg¢a farkl
oldugu icin her platform kendi avantaj ve dezavantajlarina sahiptir. Bu sebeple
verimlilik, okuma uzunlugu, hata oran1 ve maliyet gibi faktorlere dayali olarak spesifik
ihtiyaclart karsilamada en uygun NGS platformlarini segmek arastirmacilar igin ¢ok
Oonemlidir. Quail ve ark.®Y tarafindan yakin zamanda bildirilen karsilastirma calismasi
bazi uygun NGS platform secim Kriterleri saglayabilir. lon PGM, PACBIO RS ve
[llumina's MiSeq olmak (zere U¢ platform, ortalama GC icerigi %19.3 ile %67.7

arasinda degisen dort mikrobial genom sekansi igin uygulanmistir. Karsilastirmada,
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icerik dagihimi, sapma, GC dagilimi, varyant tespiti ve dogruluk deger sekilleri olarak
kullanilmigtir. Aragtirmacilar t¢ platformun da GC bakimindan zengin, nétr ve orta
derecede AT acisindan zengin genomlarla ilgili %100'e yakin bir icerik sagladig:
sonucuna varmislardir. Bununla birlikte, PGM’de Plasmodium falciparum’un AT
bakimindan son derece zengin genomunun sekansinda sistematik sapma gozlenmistir.
Icerige 6zgui hatalar PACBIO RS'nin degil ancak hem lon PGM hem de MiSeq
verilerinde tanimlanmistir. Buna ek olarak, PACBIO RS'nin biyuk 6l¢ekli sekansta
kullaniminin 6ndine gegen, sinirl verim ve baz basina yuksek maliyeti vardir. lon PGM
ve MiSeq, is akisinda kolaylik ve yararlilik agisindan esdegerdir. Bilinen ve yeni ortaya
cikan bir influenza enfeksiyonundan tipik bir genetik matriks kompozisyonu
belirlenebilmektedir. NGS tabanli testlerin gelistirilmesi, halk sagligi strveyanst icin
gelecekteki NGS tan1 platformunun kullaniimasini kolaylastiracak olan yeni verimlilik

ve yenilik seviyelerini ortaya ¢ikarmak icin yardime olacaktir ©,

2.12. As1

Ciddi influenza enfeksiyonlarinin etkin ve zamaninda tedavisinde engeller g6z
ondne alindiginda koruyucu asilama, influenza morbiditesini ve sosyoekonomik yuki
azaltmak icin 6nemli bir aractir. influenza virus asist icin ulusal klavuzlar degisiklik
gosterse de, asilama genellikle sadece daha 6nceden ek tanisi veya yiiksek maruz kalma
riski olan ylksek riskli hastalar igin degil ayn1 zamanda tim populasyonda, (6 aylik
veya daha buyuk) enfeksiyonun bireysel riskini sinirlamak, toplum bagisikligin
artirmak ve reassortment olasiligini azaltmak icin de tavsiye edilmektedir ©.

Bagisiklama Uygulamalarit Danisma Komitesi ve Amerikan Pediatri Akademisi,
malignite tedavisi goren cocuklar icin influenza asilamasini surekli tavsiye etse de,
onkologlar tarafindan bu tavsiye geleneksel olarak pek az kabul gormustir. Genel
himoral immunite tehlikeye atilmis olmasina ragmen, asi cevaplari hala ortaya
cikmaktadir ve asilama kritik bir stratejidir. Bircok hastane su anda, kemoterapi alan
cocuklar arasindaki genel asilama oranlarinin iyilestirilmesi beklenen yiksek riskli
populasyonlarda influenza as1 oranlarini kalite 6l¢iisii olarak icermektedir ®)

Influenza virus suslari mevsimler arasinda kademeli olarak degistikce asi
kompozisyonu, bitin dunyada farkli bolgelerde ortaya c¢ikan ve dolasan influenza

viruslarini izleyen WHO'nun 6nerileri Gzerine yillik olarak giincellenmektedir.
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Global Influenza Siirveyans ve Yanit Sistemi (Global Influenza Surveillance and
Response System; GISRS) olarak bilinen WHO tarafindan kurulan influenza agi,
influenzay: kiresel olarak izleyen 120'den fazla ulusal laboratuvardan olusmaktadir.
Kuzey ve Glney Yarim Kireler’e as1 igerigi hakkinda tavsiyelerde bulunmak igin insan
serumundaki antikor seviyelerine dayanan antijenik analiz, dizi analizi ve populasyon
duyarliligi kullanilmaktadir.

Asinin Uretilebilmesinden 6-8 ay 0nce asi suslari Gzerine tavsiyeler yapilmalidir,
nitekim baskin sus, antijenik drift sebebiyle ara donemde degisebilmektedir. WHO,
baskin sirkilasyon susunu tahmin eden dikkate deger 45 yillik basar1 kaydina sahiptir.
Yalnizca iki durumda 6nerilen sus, ortaya ¢ikan susla eslesmemistir. H3N2 alt turd igin
1997-1998'de tavsiye edilen as1 susu A/Wuhan/359/1995-like (H3NZ2) virustu, ancak
Ameika Birlesik Devletleri Ureticileri bunun yerine yiiksek verimli Greme 6zellikleri
sebebiyle A/Nanchang/933/1995 (H3N2) virusu kullanmayi tercih etmislerdir. Antijenik
drift ile A/Sydney/5/1997 (H3N2) ortaya ¢ikmis ve asilanmis Kisilerin enfeksiyonuna
sebep olmustur. A/Panama/2007/1999 (H3N2) virusu 2003-2004'te 6nerilen as1 susudur,
ancak A/Fujian/411/2002 (H3N2) baskin hale gelmistir 4°#2),

Gunumuzde onaylanmis asilar, yumurta veya hicre kultiriinde Gretilen, kas
icine uygulanan inaktive alt birim asilar veya Amerika Birlesik Devletleri ve
Avrupa'daki cocuklarda intranazal uygulama igin kullanilan canli, zayiflatilmig
influenza viruslarina dayal asilardir. inaktive edilmis trivalan veya kuadrivalan asi
preparasyonlari, sirasiyla iki influenza A virus susunun (guncel olarak pandemik
H1IN1'in soyu ve dolasimdaki bir H3N2 susu) ve bir veya iki influenza B virus susunun
(Yamagata ve Victoria hatti) antijenlerini icermekte ve esas olarak bir imminoglobulin
(Ig) G serum yanitin1 tetiklemektedir. Bu IgG aracili koruma, Ozellikle asilama icin
kullanilan antijenler ile bunlarin mevcut dolasimdaki mevsimsel influenza suslar
arasinda giclu ayrim bulundugu durumlarda, tahminler suboptimal oldugu zaman
yetersiz olabilmektedir. Etkinligin azaltilmasini en aza indirmek icin gesitli suslara kars1
capraz koruma saglayan asilarin gelistirilmesine yonelik calismalar yapilmaktadir ve
antikorlar virusun korunan HA kok bolgesine karsi gelisir. Canli, attenlie asi1 suslan
genellikle bir H2N2 omurgas: ve WHO tarafindan 6nerilen 25°C'de remeye adapte
yuzey proteini ekspresyonu yapabilen ve dolasimdaki HA ve NA genetik bilgilerini

tasiyan  suslarla  reassorte edilerek  Gretilir, boylece insanlardaki  yayilim
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sitnirlanmaktadir. Hafiza T-hicreleri yani sira 1gG ve IgA Uretimi de dahil olmak (zere
daha gugcli bir bagisikhik tepkisi ortaya cikarirlar, ancak sirkile eden virus suslari igin
muhtemel bir reassortment platformu ve zayiflatiilmamis bir forma dénusme olasilig
tasidiklar: icin daha az givenli sayilmaktadirlar. Bu sebeple canli, attenlie asilarin
glivenligini artirmak icin 6rnegin, kesilmis bir NS1 proteini silinerek veya eklenerek
antiviral IFN cevabini engelleyemeyen mduhendislik varyantlari kullanilarak asilar
yapilmaktadir 89,

Influenza asisina verilen serolojik yanitlar, 1970'lerde yapilan iki calismadan
baslayarak simdiye kadarki tim calismalarda tanimlanmistir. Serolojik yanitlarin kritik
bir 6nlem olmasina ragmen, imminkompromize popilasyonda hangi antikor
seviyesinin koruyucu oldugunun goz 6nune alinmas: gerektigi konusunda herhangi bir
gorts  birligi  bulunmamaktadir. Saghkli gen¢ yetiskinlerin cogunda 1:40
hemaglutinasyon inhibisyon titreleri koruma saglamaktadir. Bununla birlikte, pediatrik
onkoloji hastalarinda as1 etkinligi Uzerine yapilan bir ¢calismada, mevcut titreleri 1:320
olan bireylerde bulasici enfeksiyon bulgusu ortaya ¢cikmistir. Calisma populasyonunda
evrensel asilamaya ragmen serolojik konversiyon arastirilarak %15'lik enfeksiyon oran:
bulunmustur. Pozitif PCR testi ikinci bir tan: stratejisi olarak kullanildiginda enfeksiyon
orani yaklasik %8 tespit edilmistir ®9 Bu calismalar asilamanin, yiksek koruma
oranina sahip oldugunu gostermekte, ancak yonetimin daha da optimize edilmesine hala
ihtiya¢ duyuldugunu ortaya koymaktadir.

Kemoterapi alan gocuklarda influenza asisi etkinligi ile ilgili birincil verileri
iceren, 1990 yilindan beri yapilan ¢alismalar genelde malignite tlrleri, hasta yasi ve
kemoterapi evresi veya siresi acisindan heterojen olan hasta populasyonlarini
kapsamaktadir ve genellikle hepsi ayni sonuca ulagsmistir. Yanitlarin blyuklGgi
genellikle saglhkli kontrollerden daha dusiik olmasina ragmen neredeyse tim
calismalarda, hastalarin genellikle bir yanit olusturabildikleri bulunmustur. Birincil
verilere iligkin iki derleme, kemoterapi sirasinda asilamanin genel olarak tavsiye
edilmesine sebep olmustur. Bu ¢alismalarda hastalarin %30-70 anti-influenza antikor
oranlarina sahip olduklar: bulunmustur (en az 1:32 veya 1:40 titreler). Hastalarda %30-
80 (dort kat artis) serokonversiyon oranlar: géralmastr.

Kemoterapi tipinin ve evresinin as1 yamtini etkileyebildigi distndilmektedir.

Yakin zamanda yapilan bir calismada, tumor tipleri arasindaki yanitlar dogrudan
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karsilastirilmistir. Bu calismada, akut miyeloid 16semi (AML) olan kisilerin asiya son
derece sinirh serolojik yanitlarinin bulundugu belirlenmistir. Sasirtici bir sekilde ALL
hastalar: tedavi protokoluniin basinda en iyi serolojik yaniti gostermislerdir ®4 Solid
timorlt ¢ocuklarda yanitlar sinirli olmus, ancak kemoterapide toplam sireye gore
degisiklik gorilmemistir. Uygun strateji, ast mevcut oldugu anda kanserli cocuklari en
kisa zamanda asilamaktir. Kanitlar, ayn1 zamanda ¢oklu as1 dozlarinin verilmesini de
desteklemektedir. Cocuklarda calismalar sinirli olmakla birlikte, diger asamalarinda asi

serolojik yanitlarini artirdigi gosterilmistir.

2.13. influenza virus enfeksiyonunun tedavisi

Antiviral ilaclar hem terapdtik hem de profilaktik etkilere sahip olabilmektedir,
ancak hastaligr 6nlemek icin yuksek influenza etkinliklerinde strekli uygulanmalidir. M
2 iyon kanal blokerleri (amantadin ve rimantadin) influenza A viruslarina kars: etkilidir,
ancak direncli viral suslar hizla gelismekte ve tedavi edilen hastalarin yaklasik lcte
birinde taninmaktadir. Daha yeni gelistirilen NA inhibitorleri zanamivir ve oseltamivir
hem influenza A hem de B viruslarina karsi etkilidir. Her iki ilag sinift profilaktik
uygulandiginda influenzanin énlenmesinde etkilidir 2.

Antiviral ilaclarla tedavinin ates siresini kisalttigi, influenzadan kaynaklanan
komplikasyon riskini azalttigi ve hastanede kalis stiresini genel populasyonda kisalttigi
gosterilmistir.

Influenza virus enfeksiyonunun tedavisinde Karsilasilan en bilyiik zorluk,
influenzaya spesifik antiviral tedavinin en fazla hastaligin basinda etkili olmasi
sebebiyle erken tespittir. lk belirtiler influenza A virusa spesifik olmayip, genel olarak
solunum yolu viral enfeksiyonuna bagl: oldugundan, antiviral tedavinin hizli baslangici
ve diger sebeplerden hizli bir ayrim yapmaya olanak saglamak icin 6zellikle influenza
mevsiminde PCR temelli tan: testleri ile birlikte hizli ELISA'ya dayali antijen testleri
onerilmektedir. Bununla birlikte, WHO kilavuzlar: gecikmis laboratuvar test sonuglarin
beklemeden influenzaya kars1 baslangi¢ tedavisini 6nermektedir.

Hastaneye yatirilmis, ciddi veya ilerleyici hastaligi olan, komplikasyonlar
acisindan yuksek risk altinda ve onaylanmis veya stipheli influenza enfeksiyonu olan
hastalar igin erken tedavi (ideal olarak 48 saat icginde) tavsiye edilmektedir.

Komplikasyon riski yiiksek olan hastalarin tedavisi icin hastaligin laboratuvar onayi
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beklenmemelidir. Hastalar, 2’den kiglik yas, kronik bakim servisinde yatma,
immansdpresif ilaglar, insan immin yetmezlik virusu ve pulmoner, kardiyovaskiler,
renal, hepatik, hematolojik, ndrolojik ve metabolik hastaliklar dahil olmak tzere kronik
hastaliklar, diyabet, mental retardasyon veya ciddi gelisimsel gecikme, kas distrofisi ve
omurilik yaralanmas: gibi morbidite riskini daha da artirabilecek birgok risk faktoriine
sahip olabilmektedir ©.

Birka¢ calisma, spesifik olarak kanser tedavisi goren veya kemik iligi
transplantasyonundan sonra hastalarda influenza tedavisi icin antiviral tedavinin etkisini
degerlendirmistir. Bir calisma, 2009 pandemik influenzanin bulundugu kemik iligi
transplantasyon hastalarinda semptomlarin  kaybolmasindan sonra uzamis viral
dokilmenin (medyan 46 gun) oldugunu gostermis ve daha uzun slre tedavi, viral
dokilme siresinin kisaltilmasiyla korele olmustur (85), Ardisik 12 influenza mevsiminde
62 hastanin dahil oldugu baska bir calismada, erken antiviral tedavinin pnémoni
progresyonunun ve viral dokilmenin azalmasina katkida bulundugu onerilmistir ©9.
Transplantasyondan sonra hastalar daha erken enfekte olursa pnémoni gelisme olasilig
daha yuksektir. Semptomlarin ortaya ¢iktigi 2 glin icerisinde oseltamivir alan baska bir
kemik iligi transplantasyon hastasi ¢calismasinda sadece %5 oraninda pnémoni gelismis
ve influenza kaynakl: 61tim olmamustir &7,

Kemik iligi transplantasyonu olmayan hastalar icin erken antiviral tedavinin
avantajlart saglikli cocuklarda goriilen avantajlara benzerlik gosterir. Oseltamivir ile
tedavi edilen hastalarda solunum yolu hastaliklar1 (pnémoni harig), otitis media ve
hospitalizasyon riski O6nemli oranda azalmistir. Tedavideki gecikmeler, bu
popllasyonda mortaliteye ve alt solunum yolu enfeksiyonuna (ASYE) artmis
progresyon ile iliskilidir.

Antiviraller icin tamamlayici, destekleyici tedavi gereklidir. Bu énlemler ARDS
icin standart bakim icermektedir ve sistemik kortikosteroid tedavisi gibi anti-
inflamatuar stratejiler ile tedavinin bugiine kadar onerilmedigi halde, ekstrakorporal
membran oksijenasyon protokollerinin yararli oldugu bulunmustur. Bakteriyel
enfeksiyonlar hastaligin ciddiyetini arttiran ve sonucu kotulestiren O6nemli  bir
komplikasyon olusturdugundan, influenzaya bagli ARDS'li hastalar ampirik antibiyotik
tedavisine mumkiin oldugunca erken baslamalar: icin dikkatle izlenmelidir. Jain ve

ark.©® g0gus radyografisinde akciger infiltrasyonlar: ve influenza stiphesiyle hastaneye
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yatirilan hastalarin hem antibiyotikler hem de influenza antiviral ajanlar1 ile erken ve

agresif tedavi almalari gerektigini 6nermistir.

2.13.1. influenza virusuna kars: antiviral ilaclar

2.13.1.1. M2 inhibitorleri

Amantadin ve rimantadin influenza antiviral ajanlarinin ilk kusagidir.
Amantadin (1-aminoadamantan), hidrokarbon trisiklo [3.3.1.1.3,7] dekanin bir tlrevidir.
Amantadin, hidroklorid turevi (Symmetrel) 100 mg tablet veya surup olarak veya etkin
tirevi rimantadin (a-metil-1-adamantanmetilamin  hidroklorid, Flumadin) olarak
kullanilabilmektedir. Yuksek konsantrasyonlarda amantadin ve rimantadin, hiicresel
endozomlardaki pH'1 nonspesifik olarak ylkselterek, viral HA'da asit tarafindan
uyarilan konformasyonel degisikligi inhibe etmekte veya geciktirmektedir. Dusik
konsantrasyonlarda amantadin ve rimantadin, M2 proteininin iyon-kanal aktivitesini
spesifik olarak inhibe etmektedir.

Rimantadin disuk advers ila¢ reaksiyon oranlari ile karakterizedir ve amantadine
kiyasla cocuklar ve yaslilar tarafindan daha iyi tolere edilmektedir 2.

Amantadin veya rimantadin ile tedavi diren¢ ytzinden onerilmemektedir. Ne
yazik ki M2 inhibitorlerinin kullanimi, “pore-facing” kalintilarin (V27A, A30T, S31N,
G43E) mutasyonlari, kanalin N-terminal yarisinda bulunan birbirine yakin interhelikal
rezidulerin (L26F)  mutasyonlart ve kanalin C-terminal yarisinda uzak olarak
konumlanmis uzak interhelikal reziddlerin (L38F) mutasyonlari gibi ilaca direngli

influenza virus tiplerinin ortaya ¢ikmasi ile sinirlandirilmastr.

2.13.1.2. NA inhibitorleri

Hafif ve ciddi influenza A ve B virusu enfeksiyonlari igin birincil antiviral ve
ampirik tedavi, tim yiksek riskli (immdnsupresif, agir ek hastaliklar, altta yatan kronik
akciger hastaligi, yas <2 veya >65 yas, morbid obezite, bakim evi sakinleri, gebe veya
dogum sonrasi kadinlar) ve agir solunum yolu hastaligi bulgular: olan hastalarda WHO
tarafindan tavsiye edilen miimkiin oldugunca NA inhibitorlerinin erken uygulanmasidir.
FDA tarafindan onayli NA inhibitorleri olan oseltamivir ve zanamivir influenzanin

kemoprofilaksisi veya tedavisinde influenza A, influenza B ve 2009 pandemik influenza
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virusa Kkarsi aktivite gostermektedir. Oseltamivir, 2 haftadan biylk hastalarda
onaylanirken zanamivir ise 5 yasindan blyuk ¢ocuklarda kemoprofilaksi ve 7 yasindan
buytik cocuklarda tedavi icin onay almistir ©9.

Kimyasal acidan NA inhibitorleri, sialik asit tirevleri (veya 5,6-dihidro-4H-
piran tdrevleri), benzoik asit tlrevleri, siklohekzen tirevleri, siklopentan tdrevleri,
pirolidin tirevleri ve dogal Urtinler olarak siniflandirilabilmektedir.

Oseltamivir ile ayn1 olan zanamivir (4-guanidino-Neu5Ac2en veya 4-GU-
DANA) etki mekanizmasi, molekulln sialik asidi taklit ettigi gercegiyle karakterize
edilir, boylece asit ile rekabete girer ve viral NA molekdllerini geri doniisimlu olarak
baglar. Oseltamivir (GS4104), oral yoldan verildikten sonra yuksek biyoyararlanim
(%80) konsantrasyonuna sahip olacak sekilde tasarlanmisken zanamivir, solunum
yollarinda lokal olarak konsantre olacak sekilde tasarlanmistir. Oseltamivir
gastrointestinal sistemden cok iyi absorbe edilir ve hizla karacigerde hepatik karboksil-
esteraz 1 ile etkin oseltamivir karboksilata (GS4071) ([3R, 4R, 5S]-4-asetamido-5-
amino-3-(1-etilpropoksi)-1-sikloheksen-1-karboksilat fosfat) metabolize olur. Aktif
metabolit Ust ve alt solunum yolu, orta kulak, trakea, burun mukozas: ve akcigerler
dahil olmak Uzere viicuda dagitilir. Plazma yarilanma 6mru, karboksilat formu icin 6-10
saat olmak lizere 1-2 ila 3-4 saat arasinda degismektedir. Oseltamivir yaygin (%95'den
fazla) olarak metabolize olmaktadir V.

Oseltamivir ve zanamivir, klinik profil bakimindan Kkarsilastirilabilmekte ve
adamantanlara gore daha ustin sonuclar vermektedir. Randomize klinik arastirmalar,
NA inhibitorlerinin semptom siresini ve pnémoni komplikasyonlar: riskini azaltmaya
yonelik etkinligini teyit etmistir ve imminsupresif hastalarda tedavi suresi veya doz
arttirilabilmektedir. Jefferson ve ark.®? tarafindan iki ilacin klinik etkinligi ile ilgili
olarak yakin zamanda yapilan bir meta-analiz, her iki ilacin saglikl yetiskinlerde 1limh
bir terapotik etkiye sahip oldugunu ve zanamivir veya oseltamivir ile profilaktik
tedavinin hastaligin 6nlenmesinde etkili oldugunu ortaya koymustur. Zanamivir, her biri
5 mg toz iceren dort blister ile "Rotadisk™ te temin edilmektedir. Diskhaler inhalasyon
cihaz1 ile bes Rotadisk paketlenmistir. Oseltamivir, 75 mg kapsuller halinde veya 12
mg/mL (Oseltamivir fosfat) iceren oral suspansiyon olarak mevcuttur. Advers ilag
reaksiyonlarinda genellikle bulanti ve kusma goériilmektedir. Son zamanlarda, bir yasin

altindaki bebeklerde santral sinir sistemi toksisitesi bildirilmistir.
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Bobrek yetmezligi olan hastalarda diizenlemeler gerekliyken, hepatik yetmezlik
veya hafif obezite olan hastalarda herhangi bir ayarlama yapilmas: gerekmemektedir.
Oseltamivir hamile kadinlara uygulanabilmektedir.

Influenza virusa baglh solunum yetmezligi ile basvuran hastalar icin NA tedavisi
siddetle tavsiye edilir ve semptom baslangicindan 48 saat sonra uygulansa bile sonug
acisindan etkili oldugu bulunmustur. NA inhibitorleri siklikla kritik bakim hastalarinda
intravendz yolla uygulanmaktadir.

Glnlmizde dolasan A ve B suslarinin neredeyse tamami onaylanmis NA
inhibitorlerine duyarlidir. Bununla birlikte, daha 6nce dolasan influenza A H1N1 suslar
oseltamivire Kkarsi direng gostermistir. Immiinkompromize hastalardan izole edilmis
direncli influenzanin birka¢ vaka bildirimi bulunmaktadir. Ison ve ark.®V anti-influenza
ilaclara direncli molekiler belirteclerle influenza enfeksiyonu olan immiinkompromize
uc vaka bildirmistir. Bir baska calismada, kemoterapi alan hastalarin yarisinda hem
tedavi 6ncesi hem de tedavi sirasinda saptanan direncli suslara sahip oseltamivir direncli
influenza viruslar tespit edilmistir ©2) Halen dolasan influenza suslarinin cogunlugu
amantadanlara direncliyken HIN1 ve H3N2 suslarinin ve B tipi viruslarin oseltamivir
ve zanamivire Kkarsi direnci ¢ok duslktir. Bu sebeple Amerika CDC ve WHO,
mevsimsel ve pandemik influenza tedavisinde ve Onlenmesinde bunlarin kullanimin:

Onermektedir.
2.13.2. Diger lisansh ilaglar

2.13.2.1. Diger NA inhibitorleri

Zanamivir ve oseltamivirin Japonya ve diger Asya ulkelerinde halen ruhsatl
olan iki analogu peramivir ve laninamivir oktanoat hidrattir (CS-8958).

Peramivir, ¢ok zayif biyoyararlanim: sebebiyle sadece intraventz olarak
uygulanmaktadir. Japonya'da ve Guney Kore'de lisanslidir, ancak H1N1 pandemisi
sirasinda Amerika’da gecici olarak acil kullanim i¢in onaylanmstir.

Uzun siire aktif inhibitor etkisi sebebiyle ikinci ilag cok umut vericidir. Inavir,
Ekim 2010'da Japonya'da 20 mg kuru toz inhaleri olarak piyasaya surulmistir. Hava
yolunda aktif NA inhibitori olan laninamivire (R-125489) donustirilen ve 40 mg'in tek

bir inhalasyonundan sonra en az 10 giin boyunca yliksek konsantrasyonlarda tutuldugu
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bir on ilactir. Ilacin sadece %15'i oral yolla biyolojik olarak kullanilabilmektedir.
Siklikla bildirilen advers ilag reaksiyonlar: psikiyatrik, gastrointestinal ve merkezi sinir
sistemi bozukluklaridir. Cocuklar ve genc ergenler diizgiin bir sekilde nefesle alamiyor

olsalar bile tek bir inhalasyon dozu inaviri oldukca uygun bir ilag yapmaktadir (1.89),

2.13.2.2. Ribavirin

VRNA'nin transkripsiyonuna ve replikasyonuna karsi hedeflenen bilesikler g6z
Onlinde bulunduruldugunda, ilk gelistirilen ilaglardan biri ribavirindir. Virazol'un ticari
adi olarak da bilinen ribavirin guanozin niikleozid analogudur: 1B-D-ribofuranosil-1, 2,
4-triazol-3-karboksamid. Etki mekanizmasi tamamen bilinmemektedir. Bununla
birlikte, inozin 5'-monofosfat dehidrogenaz molekuliun temel hedefi gibi gorinmektedir.
Bu inhibisyon, Guanozin-5'-trifosfat hicre ici konsantrasyonunu azaltmakta ve bu
durum viral protein sentezini durdurmakta, viral RNA replikasyonunu sinirlamaktadir.
Crotty ve ark.®¥ ribavirinin guanozin veya adenozin ile benzerlik gostererek RNA
replikasyonunda mutasyonlara sebep olan bir viral RNA letal mutajen oldugunu da
gostermislerdir. Bununla birlikte, iyi klinik sonuclara sahip olmak igin ilacin yuksek
dozlarina duyulan ihtiyac, anti-influenza ilaci olarak ribavirinin kullanimini sinirlams
ve Chan-Tack ve ark.’larinin® literatirdeki giincel revizyonu influenza tedavisinde
virazolln faydali kullanim1 hakkinda kesin sonuglarin olmadigini géstermistir.

Ribavirin oral yolla, aerosolizasyon yoluyla ve nadiren intravenéz yolla
uygulanabilmektedir. Advers ila¢ reaksiyonlari, ila¢ intravendz olarak verilirse
ekstravaskiler hemolitik anemi, aerosol haline getirilmis ise bronkospazm olmak tizere

uygulama yoluna bagilidir.

2.13.2.3. Arbidol

HA inhibitorleri olarak islev goren potansiyel olarak etkili bazi ilaglar vardir.
Bununla birlikte sadece bir ilag, kiiguk indol tiirevi arbidol veya umifenovir veya etil-6-
bromo-4-[(dimetilamino)  metil]-5-hidroksi-1-metil-2  [(feniltio)  metil]-indol-3-
karboksilathidrokloriir monohidratin lisans: alinmastir.

Arbidol, Moskova'daki Uyusturucu Kimyas: Merkezi tarafindan yapilmas, 20 yil
once Rusya'da ruhsatlandirilmis ve 2006'dan beri A ve B influenza viruslarinin sebep

oldugu pnémoninin profilaksisi ve tedavisi icin Cin'de kullanilmistir. Arbidol, direkt
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virusidal etki, virusun hiicre giris seviyesinde bir blok (baglanma ve internalizasyon) ve
proteinlere ve lipidlere baglanma kabiliyeti sebebiyle viral replikasyonda bozulma gibi
muhtemelen ¢oklu antiviral etki yapmaktadir. Birgok ¢alisma arbidoliin, hepatit B virus,
hepatit C virus, RSV, baz1 picornavirus (rhinovirus 14 gibi), poliovirus 1, coxsackie
virus B5, PIV 3’0n yani sira avian coronavirus, enfeksiydz bronsit virus, Chikungunya
virus, reovirus, Hantaan virusu, vezikuler stomatitis virusu ve avian onkojenik herpes
virus olan Marek hastalig1 virusu gibi zarfli ve zarfsiz diger viruslara kars1 da etkili
oldugunu gostermistir.

Karacigerde metabolize olmakta ve viicut dokularinda yeniden dagitilmaktadir.

Temel biyotransformasyon yollari, stilfoksidasyon, dimetilamin N-demetilasyon,
glukuronidasyon ve sllfat konjlgasyonunu icermektedir. Baslhica metabolit
sulfinilarbidol ve bunu takiben metabolize edilmemis arbidol, N-demetilsulfinilarbidol
ve sulfonilarbidoldir. Diger P450'ler ve flavin iceren monooksijenazlar minér rol
oynarken CYP3A4, arbidol metabolizmasinda yer alan baslica izoformdur. Plazma

yarilanma 6mri uzundur (25 saate kadar) ©.

2.13.3. Alternatif korunma stratejileri

Kemoprofilaksi ve diger birgcok dnlemler de dahil olmak (izere ek stratejiler,
malignitesi olan c¢ocuklarda influenza enfeksiyon riskini azaltmaya yardimci
olabilmektedir. Bu onlemler asiyr tamamlayici olarak disinilmeli ve asi yerine

kullanilmamalidar.

2.13.3.1. Primer kemoprofilaksi

Primer kemoprofilaksi, influenza enfeksiyonunu 6nlemek icin antiviral ilaglarin
kullanimin1 ifade etmektedir. Cesitli kemoprofilaksi stratejilerinin etkili oldugu
gosterilmis ve bu stratejiler asilanamayan, asiya cevap veremeyen veya heniiz
astlanmamis  yiksek riskli hasta popilasyonlart igin  6nerilmistir. Mevsimsel
kemoprofilaksi, yerel influenza virus dolasiminin zirvesindeyken 14 ila 18 haftalik bir
stre icin bir anti-influenza ilacinin ginlik uygulanmas: demektedir. Dolasan influenza
A suslarinda nispeten yiiksek diren¢ oranlari sebebiyle influenzaya kars1 kemoprofilaksi
icin amantadin ve rimantadin mevcut durumda O©nerilmemektedir. Primer

kemoprofilaksi, influenza asisi alamayan veya influenza asisina cevap veremeyen
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hastalarda (6rn. ciddi primer veya sekonder immun baskilama durumu) asilamaya etkili
bir alternatif olabilir. Bir derlemede, saglikli ¢cocuklarda influenza A'nin 6énlenmesinde
kemoprofilaksinin yaklasik %90 oraninda etkili oldugu belirtilmistir ©) " Bununla
birlikte, tek bir influenza vakasini 6nlemek icin 17 cocugun kemoprofilaksi almasi
gerektigi tahmin edilmektedir.

Pediatrik onkoloji hastalarinda kemoprofilaksi bildiren iki rapor vardir. Bir
calismada, pediatrik onkoloji biriminde bir influenza salgininda enfeksiyona maruz
kalmis hospitalize hastalarin hepsinde uygulanan kemoprofilaksinin basarili oldugu
bildirilmistir. Enfekte hastalarin izolasyonuna, koruyucu ekipmanlarin kullanimina ve
ziyaretcilerin kisitlamalarina ek olarak oseltamivir tedavisi baslatilmigtir. Bu 6nlemlerin
uygulanmasindan sonra yeni bir vaka gelismemistir. Kemik iligi transplantasyon
hastalar: icin ayakta tedavi uygulanan bir merkezde dort influenza A vakasindan olusan
bir baska salgin ortaya ¢cikmistir ©®°. Oseltamivir profilaksisi 45 hastaya verilmistir.
Oseltamivir basladiktan sonra yeni bir influenza A vakas: gelismemistir. Kanserli ve
kemik iligi transplantasyonu olan pediatrik hastalar i¢in influenza mevsiminde
oseltamivir profilaksisini degerlendiren bir caligma bulunmaktadir. Kemoterapi alan
veya kemik iligi transplantasyonu olan hastalara oseltamivir profilaksisi 8 hafta sureyle
verilmistir. Hicbir hastada influenza enfeksiyonu gelismemistir ©8)

2.13.3.2. Sekonder kemoprofilaksi

Sekonder kemoprofilaksi, bilinen veya suphelenilen bir maruziyetten sonra
nispeten kisa bir sire icin antiviral ilaglarin kullantmini ifade etmektedir. influenza
enfeksiyonu dogrulanan bir kisinin bulundugu evlerde yapilan galismalar, antiviral
ilaglarin sekonder influenza vakalarini Onleyebilecegini ortaya koymustur. Bu
calismalar, imminkompromize ¢ocuklu ailelerde yapilmamistir. Daha fazla bulasmanin
onlne gecmek icin onkoloji Unitesinde hastane kokenli influenza salgini ortaminda
oseltamivir profilaksisi Onerilmistir. Temas sonrast profilaksi ev ortaminda
kullanildiginda, genellikle 2 hafta boyunca uygulanmaktadir. Oseltamivir saglik
kurulusunda influenza salginint kontrol etmek icin kullanildiginda, ilaca en son

dogrulanmis nozokomiyal influenza vakasindan 1 hafta sonra devam edilmektedir ©.
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2.13.3.3. Bariyer korumalari

Hastadan hastaya influenza bulasin1 6nlemek igin standart ve bulasmaya karsi
tedbirlerin uygun bir sekilde uygulanmasi 6nemlidir. Hastane ortaminda, influenza
bilinen veya stiphelenilen herhangi bir hasta icin bulasmaya yonelik énlemler alinmasi
onerilmektedir. Bazi kurumlar solunum vyollar1 viral enfeksiyonlar: igin bu viruslarin
bulasma yollarin1 kesmek igin damlacik ve temas onlemlerini kullanirken birgok
kurumda damlacik onlemleri kullaniimaktadir. Enfekte hastalarin enfekte olmayan
hastalarla olan temaslarini sinirlandirmak icin kohort veya ayristirma da influenza
kontrollinin ©6nemli bir bilesenidir ve yatarak veya ayakta tedavi ortaminda
uygulanabilmektedir. Bazen gezi sirasinda grup etkinliklerinde (6rn. partiler, alisveris)
aileler tarafindan kullanilsa da, onkoloji hastalarini influenza enfeksiyonundan korumak
icin halka acik alanlarda maske kullanim: konusunda sistematik bir arastirma

yapilmamustir ©.

2.13.3.4. Sosyal mesafeler ve diger midahaleler

CDC, onkoloji hastalarinin mevsimsel influenzanin énlenmesinin bir bileseni
olarak "iyi saglik ahskanliklarini” izlemelerini 6énermektedir. Bu uygulamalar, hasta
olan insanlarla yakin temasta bulunmamak, sik el temizligi ve gozlerin, burnun ve agzin
mukoza membranlarina dokunmayarak self inokiilasyondan kaginmak gibi dnlemleri
icermektedir. Ek 6nlemler, influenza benzeri hastalik belirtileri bulunan hastalarin erken

belirlenmesi ve diger hastalardan ayrilmasint icermektedir (.89,

2.13.4. Yeni tedavi yaklasimlarn

Ilaca direncli influenza A virus suslarinin giderek artan prevalans: gz o6niine
alindiginda, ginimdizde Klinik arastirmalarda insanlarda uygulama icin test edilen,
influenza A virus enfeksiyonunun sonuclarini iyilestiren ve viral replikasyonu sinirlayan
yeni stratejiler olusturmak icin 6nemli cabalar sarf edilmektedir. Viral proteinleri ve
islevlerini dogrudan hedef alan bir ila¢ sinmifi klasik antiviral ajanlar icermektedir. Daha
genis influenza susu cesidine karsi aktif olan, HA ve M2'ye karsi notralize edici
antikorlar test edilmektedir. Viral HA, glikozilasyon bolgelerine baglanarak HA'y1 bloke
eden ve boylece hiicreye adsorpsiyonu engelleyen karbohidrat baglayici ilaglarin

(6rnegin, cyanovirin-N 56) yam sira tuzak reseptOrleri veya sialik asit iceren
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inhibitorler tarafindan da hedeflenmektedir. Favipiravir, buginlerde viral polimeraz
kompleksinin aktivitesini bloke eden ve direncgli influenza A virusun ¢ok sinirh
gelisimini ortaya koyan faz Ill caligmalarinda degerlendirilen bir nikleozid
inhibitoradar. Viral bilesenleri dogrudan hedefleyen diger stratejiler, kiiguk interferans
RNA ve kiiglik molekul inhibitorlerinin kullanimini igermektedir. Ayrica, farkl antiviral
ilaglart kullanan kombinasyon tedavileri halen detayli olarak incelenmekte ve influenza
A virus replikasyonunun sinirlandirilmasinda etki gostermektedir ©

Yeni bir antiviral ila¢ sinifi, virus enfeksiyonu veya replikasyonu icin gerekli
sinyal yollarint veya konak hiicre proteinlerini etkilemektedir. DAS181 (Fludase),
konak hticre yuzeyinden sialik asidin ayrismasiyla konak hiicreye HA adsorpsiyonunu
ortadan kaldirir. HA, transmembran proteininin dogru posttranslasyon islemesini
Onleyen (Nitazoxanide) ve ayrica internal proteaz HAT ve TMPRSS2 ile HA'nin
ayrismasint bloke eden (Aprotinin) ajanlar tarafindan hedef alinmaktadir. Bir diger
yaklagim, influenza enfeksiyonu (izerine aktive oldugu ve virus replikasyonu igin
destekleyici oldugu kanitlanmis NF-kB transkripsiyon faktorinin inhibisyonudur. NF-
kB inhibisyonunun viral replikasyonda azalma, daha az inflamasyon ve preklinik
modellerde daha iyi sonug ile neticelenmesi gdz 6nine alinarak, solunan bir bilesik olan
L-lizin asetilsalisilat glisin (LASAG), faz Il calismalarinda test edilmistir. Virus
atihmindan sonra hasar goren epitelin onarimini yonlendirmek, pulmoner konak
savunmasin gelistirmek ve virus kaynakli akciger hasari sirasinda dengesiz ve asir
miktarda inflamatuvar yaniti modile etmek icin baska stratejiler de amaclanmaktadir.
GM-CSF, makrofaj ve dendritik hiicre aracili antiviral bagisikligin 6nemli bir
modulatorudir ve alveolar epitelin onariminda da 6nemli bir rol oynamaktadir. Herold
ve ark.®® GM-CSF'nin pnoémoni ve influenza A virus ile indiklenen ARDS'li hastalara
lokal olarak verilmesinin konak savunmasini, oksijenasyonunu ve sonucunu
gelistirecegini One siirmus ve bakteriyel veya viral pnémoni ile indiklenen ARDS
tedavisi igin inhale GM-CSF uzerinde plasebo kontrolll, cift kor, randomize, gok
merkezli bir faz Il caligmas: baslatilmistir. Bu gibi konagi moddle edici tedavilerin
gelecekte influenza kaynakli solunum yetmezliginin sonucunu iyilestirmek igin
antivirallerle kombine edilecegi diisuntlmektedir.

Son olarak, gelecekteki tedavi secenekleri kok hicre temelli yaklasimlardir.

Ilging olarak Klinik o©ncesi calismalar, akut akciger hasarimin tedavisi icin
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immunomodiilator ve rejeneratif 6zelliklere sahip olan kemik iligi kaynakli mezenkimal
stromal hcrelerin uygulanmasinin faydali etkilerini gostermistir ve mezenkimal
stromal hticreler buglnlerde insan ARDS tedavisi icin test edilmektedir. Mezenkimal
stromal hcrelerin potansiyeli simdiye kadar influenza pnomonisinin preklinik
modelleri tzerinde calisiilmamis olmasina ragmen, hiicre tedavisi (sistemik olarak veya
lokal olarak yaral: akcigere uygulanmis) influenza A virus kaynakli ARDS hastalarini
tedavi etmek icgin yenilik¢i bir yaklasim olusturabilir. Ayrica, murin akcigerindeki
endojen epitelyal kok/progenitor hicreler yakin zamanda tanimlanmistir ve distal
akciger epitelini yeniden doldurdugu ve dolayisiyla bir p63/krt5 rejenerasyon
programinin aktivasyonu yoluyla influenzaya bagl hasardan sonra onarim evresine aktif
olarak katilimlari bulundugu tespit edilmistir. Herold ve ark.’larinin® verileri, bu
rejenerasyon yollarinin indiklendigini ve oOzellikle “stem cell niche” enfeksiyonu
esnasinda influenza viruslari tarafindan module edildigini ortaya koymus ve virusa bagli
ciddi hasar sonrasi akciger rejenerasyonunu iyilestirmek igin yeni varsayilan bir hedef

olarak endojen kok hticreleri ve mediyatorlerini vurgulamaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde Ocak 2014 ve Eylil 2017
tarihleri arasinda Pediatrik Onkoloji Bilimdali ve Pediatrik Hematoloji Bilimdali’nda
tedavi gérmekte olan ve solunum yolu enfeksiyonu belirtileri olan 134 hastadan alinan
nazofaringeal suruntt 6rnekleri influenza virus varligini arastirmak igin real-time PCR
(RealStar Influenza S & T RT-PCR Kit 3.0, Altona Diagnostics, Germany) ve DFA
(Argene SA, France) testi ile calisildi. Influenza A virus pozitif bulunan 6rnekler HIN1
ve H3N2 alt tipleri arastirllmasi igin influenza A HIN1 ve H3N2 Real-TM PCR Kkiti
(Sacace, Italy) ile analiz edildi.

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

bilgilendirilerek rizalar: alindi.

3.1. Nazofaringeal suirtinti 6rneklerinin toplanmasi

Hasta ve hasta yakini 6rnek alma isleminin basamaklari ile ilgili
bilgilendirildikten sonra hastanin islem sirasinda kendini arkaya dogru cekmemesi igin
yaslanarak oturmas: saglandi. Yas olarak kilcuk olan hastalarda ise yakinlarindan
hastalarin1 kucaklarina alarak kol ve bacak hareketlerini engelleyecek sekilde
sabitlemesi istendi.

Islem sirasinda agizdan nefes almas: ve gozlerini kapamas: séylenen hastanin
alnindan tutup steril nazofaringeal naylon flocked ekivyon (Copan Diagnostics, Italy)
yuze dik agida burun deligine yavasca kondu. Ekiivyon, kontaminasyonu engellemek
amaciyla burun i¢ yuzeyine degdirilmeden burun ve kulak memesi arasindaki mesafe
kadar nazal boslugun tabanina paralel sekilde direng hissedilinceye kadar arkaya dogru
ilerletildi. Direng hissedildiginde eklvyon 10-15 saniye nazikge dondurtlerek
hlcrelerin toplanmas: saglandi. Higbir yere temas ettirilmeden yavasca geri ¢ekilen
ekiivyon, icinde 3 ml PBS (Phosphate Buffered Saline) bulunan, hastanin ad: ve soyadi
ile etiketlenmig transport tlplne kondu. DFA testi igin Ornegin 2 ml’si kullanildu.

Ornegin geri kalan 1 mI’si ise real-time PCR testi calisilincaya kadar -80°C’de saklandh.
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3.2. Direkt immunfloresan test (DFA) ile antijen tespiti
Nazofaringeal suruntt ornekleri influenza A ve B antijeni tespiti icin DFA testi

(Argene SA, France) ile analiz edildi. Testin yapim suresi 65 dakika idi.

10.

3.2.1. Orneklerin islenmesi ve preparatlarin hazirlanmasi
Calisma oncesinde +4°C’de saklanan ornekler buzdolabindan cikarildiktan sonra
20 saniye yavas bir sekilde vortekslendi.
Tip icerisindeki ekivyon, Uzerindeki htcreleri besiyerine aktarmak icin tip
duvarina yavasca bastirilarak ¢ikarildi.
Ornekler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Supernatant kism atildiktan sonra kalan pellet tizerine 10 ml PBS eklendi.
Tipler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Mukuslu 6rnekler icin bu asama
tekrarland:.
Supernatant kismi atilip tupte kalan pellet Gizerine 400 pl PBS eklenerek pipetaj
yapildi.
Test edilecek olan influenza A ve B virus i¢in immunfloresan lamlarinin iki
kuyucuguna hasta 6rneginden 30 pL eklendi.
Lamlar 35-37°C’de tamamen kuruyuncaya kadar etlivde inkube edildi.
Daha sonra hucrelerin fiksasyonu igin lamlar soguk aseton igerisinde 10 dakika
bekletildi.
Lamlar oda isisinda kurumaya birakildi. Bu stre sonunda kuruyan lamlar
calismaya devam edilmeyecekse ikinci asama yapilincaya kadar -20°C’de
sakland:.

3.2.2. Mikroskopta degerlendirme 6ncesi yapilan islemler
Calisilacak orneklerin preparatlari dondurucuda ise c¢ikartilip kurumasi igin
laminer flow kabin igerisinde 10-15 dakika bekletildi.
Steril ependorf tipleri antijen varligi arastirilan influenza A ve B virus igin
etiketlendi.
Fluorescein isothiocyanate ile konjuge virus spesifik monoklonal antikorlar 1/40
oraninda PBS ile dille edildi.
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4.  Lamdaki kuyucuklarda bulunan 6rnekler tizerine dilie monoklonal antikordan 30
pl eklendi.

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

6.  Inkiibasyonun sonunda preparatlar 5 dakika PBS ile yikandh.

7.  Preparatlar distile su igine daldirilip ¢ikarilarak PBS kristallerinin uzaklasmasi
saglandi.

8.  Preparatlar karanlik ortamda kurumaya birakildi.

9.  Kuruyan preparatlarda oOrnek kuyulari Uzerine 1-2 damla mounting media
damlatildi. Lameller preparatlarin Uzerine arada hava boslugu kalmamas: icin
hafifce kenarlarindan bastirilarak kapatildi.

10. Karanlik alanda floresan mikroskop ile 25X veya 40X buyitme ile antijen varlig

arastirildi.

3.3. Influenza A/H1N1, influenza A ve influenza B real-time RT-PCR
Nazofaringeal suriintl 6rneklerinde real-time PCR (RealStar Influenza S & T RT-
PCR Kit 3.0, Altona Diagnostics, Germany) yontemi ile influenza virus varlig
arastirildi. Real-time PCR testi, 6rneklerden nukleik asit ekstraksiyonu ve real-time
PCR amplifikasyonu asamalarindan olusmaktadir.

3.3.1. RNA ekstraksiyonu
Nazofaringeal surtintli 6rneklerinden viral genom eldesi i¢in yapilan ekstraksiyon
isleminde QlAamp Viral RNA Mini Kit (50) (QIAGEN, Germany) kullanildi. RNA

ekstraksiyonu dretici firmanin Onerilerine gore asagidaki gibi yapildu.

3.3.1.1. Reaktiflerin hazirlanmasi
Liyofilize carrier RNA iceren tiipe 310 pl Buffer AVE eklendi. Carrier RNA
tamamen eritildi. Buffer AVE ve Carrier RNA karisimi 6 6rneklik ¢alisma igin 33.6
ul’lik esit miktarlara bolundi ve calismada kullaniimayacak olan tipler bir sonraki
calismada kullanilmak (izere -20°C’de saklandi.
Buffer AW1 ve Buffer AW2 konsantre halinde temin edilmektedir. Ilk

kullanimlarindan 6nce uygun miktarda etanol (%96-100) eklendi.
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10.

3.3.1.2. RNA ekstraksiyon asamasi
Buffer AVL’den 3360 pl eklenmis 15 ml’lik falkon tupiine 33.6 pl Buffer AVE-
Carrier RNA karisimi eklendi. Tup yavasca 10 kez alt-st cevirerek karistirilda.
Carrier RNA iceren Buffer AVL’den 560 pl hasta numaras: verilmis 1.5 mI’lik
mikrosantriftij tuplerine aktarildi. Uzerine 140 pl nazofarengeal strintii 6rnegi
eklendi. Tupler 15 saniye vortekslendi ve oda isisinda (15-25°C) 10 dakika
inkubasyona birakildi. Ttpler kisaca santrifiij edildi.
Orneklere 560 ul etanol (%96-100) eklendi ve 15 saniye vortekslendi. Vorteks
isleminden sonra tipler kisaca santriftj edildi.
Ornegin 630 pl’si dikkatli bir sekilde column tiiplerine aktarildi. Ttiplerin
kapaklar1 kapatild: ve 6000 g (8000 rpm)’de 1 dakika santriflj edildi. Temiz 2
ml’lik toplama tliptine column yerlestirildi ve stizlintu iceren tip atild:.
Basamak 4’te yapilan islemler tekrarland:.
Tuplere 500 pul Buffer AWL1 eklendi ve tiipler 6000 g (8000 rpm)’de 1 dakika
santriftj edildi. Temiz 2 ml’lik toplama tupine column yerlestirildi ve slzinti
iceren tip atildi.
Tuplere 500 ul Buffer AW2 eklendi. Tiplerin kapaklar: kapatildi ve maksimum
hizda (20000 g; 14000 rpm) 3 dakika santrifuj edildi.
Column yeni bir 2 mI’lik toplama tlpane yerlestirildi ve stizlntl iceren tip atildi.
Tipler maksimum hizda 1 dakika santriftij edildi.
Column temiz 1.5 mI’lik mikrosanrifiij tlplne yerlestirildi. Stzintl iceren eski
toplama tiipu atildi. Oda sicakhigina gelene kadar dengelenmis 60 ul Buffer AVE
eklendikten sonra tlplerin kapaklari kapatildi. Oda sicakliginda 1 dakika
inkubasyon sonrasi tiipler 6000 g (8000 rpm)’de 1 dakika santrifiij edildi.
Elde edilen viral RNA -70°C'de saklandi.

3.3.2. Real-time RT-PCR asamasi

Influenza A/HINZ1, influenza A ve influenza B virus tespiti icin RealStar

Influenza S & T RT-PCR Kit 3.0 (Altona Diagnostics, Germany) kullanildi. Real-time

RT-PCR testi Gretici firmanin 6nerilerine gore asagidaki gibi yapildi.

1.

Real-time RT-PCR asamasinda bir hasta 6rnegi icin 5 pl Master A, 10 pl Master
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B ve 1 ul Internal Control kullanildi.

Yukarida yazilan malzemelerin miktarlar1 cahsilacak 6Ornek sayisina gore
hesaplandi.

Karisimin hazirlanacag: 0.1 mL’lik tup, hasta ve kontrol sayisina gore ayarlanmis
4’10 stripler soguk metal bloga dizildi.

Malzemeler oda 1sisinda bekletilip kisa spin atildiktan sonra steril 0.1 mL’lik tiip
icerisine eklendi. Bu karisim hafifce vortekslendi, érnek ve pozitif kontrol sayis
kadar 15 pL dagitildi. EKleme esnasinda iyice pipetaj yapild:.

Hazirlanan PCR mix tizerine 10 pL 6rnek pipetaj yapilarak eklendi.

Calismanin sensitivitesi ve spesifitesi icin influenza A, influenza B, influenza
A/HIN1 olmak Ulzere 3 pozitif kontrol ve bir negatif kontrol calismaya dahil
edildi. Boylece veriler analiz edilip degerlendirilirken pozitif ve negatif kontroller
g6z 6ninde bulunduruldu.

Stripler kapaklar1 kapatildiktan sonra firmanin protokoliine uygun olarak real-time

PCR cihazina yuklendi ve tablo 1’deki 1s1 dongusu kullanilarak ¢alisma baslatildi.

Tablo 1. influenza A/H1N1, influenza A ve influenza B real-time RT-PCR 1s1 dong(isil

Floresan
Siklus Sicaklik Zaman

Okuma
cDNA sentezi 1 - 50°C 10 dakika
Denatiirasyon 1 - 95°C 2 dakika
- 95°C 15 saniye
Amplifikasyon 45 N 55°C | 45 saniye
- 72°C 15 saniye

Real-time RT-PCR calismasi tamamlandiktan sonra veriler analiz edildi.
influenza A icgin Cy5, influenza B icin ROX, influenza A/HIN1 icin FAM ve
internal kontrol icin JOE kanallarinda degerlendirme yapild:. ilk olarak internal
kontrolin ve pozitif, negatif kontrollerin uygun sekilde c¢ahisip calismadig:
degerlendirildi. internal kontroliin, pozitif ve negatif kontrollerin uygun sekilde

sonu¢ vermesi caligmanin basarili oldugunun gostergesidir. Boylelikle hasta
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ornekleri kontrollere bagh olarak degerlendirilip, influenza A, influenza B,
influenza A/HIN1 RNA’sinin varlig: arastirildi.

3.4. influenza A HIN1 ve H3N2 real-time PCR
Influenza A virus pozitif bulunan o6rnekler HIN1 ve H3N2 alt tipleri
arastirilmast igin influenza A HIN1 ve H3N2 Real-TM PCR Kkiti (Sacace, Italy) ile

analiz edildi.

3.4.1. RNA ekstraksiyonu

Nazofaringeal sdrinti  6rneklerinden viral genom eldesi igin yapilan
ekstraksiyon isleminde Ribo-Sorb RNA/DNA Extraction Kit (influenza A ve B Real-
TM, Sacace, Italy) kullanildi.

1. Lizis solusyonu ve yikama soliisyonu buz kristalleri kayboluncaya kadar 60-
65°C’de bekletildi. Negatif kontrol tipl dahil olmak (zere hasta numarasi ile
etiketlenmis ependorf tupleri hazirlandi.

2. Her tlpe 450 pL lizis solusyon ve 10 pL Internal Control RNA (IC RNA) pipetaj
yapilarak eklendi. Tipler oda 1sisinda 5 dakika inktibe edildi.

3. Lizis sollsyon ve IC igeren tlplere 100 pL 6rnek, Cyeq0larak etiketlenmis negatif
kontrol tupiine 100 pL C- Negative Control eklendi.

4.  Tapler vortekslendi ve 5000 g’de 5 saniye santrifuj edildi. Santrifiij sonrasi
erimeyen ornekler maksimum hizda (12000 g) tekrar 1 dakika santrifiij edildi.

5. Yeni tupe aktarilan supernatant Gzerine iyice vortekslenmis Sorbent’ten 25 pL
eklendi.

6.  Tupler 5-7 saniye vortekslendi.

7. Oda 1sisinda 10 dakika inkiibasyona birakilan tupler periyodik olarak
vortekslendi.

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

9.  Her tiipe 400 pL yikama soliisyonu konuldu. iyice vortekslenen tiipler 1 dakika
10000 g’de santrifuj edildi ve supernatant tekrar atildu.
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10.

11.

12.

13.
14.

15.
16.

Tuplere %70’lik etanolden 500 pL eklendi. lyice vortekslenen tiipler 1 dakika
10000 g’de santrifuj edildi. Supernatant atild:.

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

Her tlipe 400 pL aseton eklendi ve tupler iyice vortekslenip 10000 g’de santrif(j
edildi. Supernatant atildi.

Tipler kapaklari agik olarak 60°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Her tlpe 50 pL RNA-eluent eklenerek pellet tekrar suspanse edildi ve 60°C’de 10
dakika inktbasyona birakilan tlpler periyodik olarak vortekslendi.

Tupler 2 dakika maksimum hizda (12000 g) santrifuj edildi.

RNA iceren supernatant cDNA sentezinde kullaniimak (izere -80°C’ye kaldirild:.

3.4.2. cDNA sentezi
Ornek ekstraktlarindan Reverta Reverse Transcription (Sacace, Italy) kiti ile

cDNA sentezi yapild:.

RT-mix igeren tipe 12 drneklik reaksiyon karisimi hazirlamak igin 5 pL RT-G-
mix-1 eklendi. Karisim kisa bir sure santrif(ij edildi ve 5-10 saniye vortekslendi.
Bu karisima 6 uL M-MLYV pipetaj yapilarak eklendi. VVorteks islemi 3 saniye ve
santriftj islemi 5-7 saniye yapild:.

Hazirlanan reaksiyon karisimi, hasta numarasiyla etiketlenmis PCR tlplerine 10
pL dagitild.

Nukleik asit ekstraktlart maksimum hizda (12000 g) 2 dakika santrifuj edilip
supernatantlarin 10 pL’si dikkatli bir sekilde pipetaj yapilarak reaksiyon karisimi
iceren tiplere eklendi.

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

Elde edilen 20 puL cDNA ornekleri her tipe 20 puL TE-buffer eklenerek 1:2
oraninda diltie edildi. Diliie cDNA 6rnekleri -70°C’ye kaldirildi.
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3.4.3. Real-time PCR asamasi
cDNA ornekleri ile PCR amplifikasyonu, influenza A HIN1 ve H3N2 Real-TM

PCR (Sacace, Italy) kitinin 6nerdigi protokole uyularak yapild:.

1. Kontrol ve klinik érneklerin cDNA amplifikasyonu icin gerekli sayida PCR-Mix-
1 HIN1 ve PCR-Mix-1 H3N2 tipl hazirland.

2.  Her tupe, wax tabakasinin yiizeyine 7 uL PCR-Mix-2 eklendi.

3. Hazirlanan tuplere 6rnege ait cDNA’dan 10 pL eklendi.

4.  Her ¢alismada amplifikasyonun negatif kontrolli olarak etiketlenmis tipe 10 pL
TE buffer, HIN1 pozitif kontrol tiplne 10 pL Positive control cDNA influenza
virus A HIN1, H3N2 pozitif kontrol tlpine 10 pL Positive control cDNA
influenza virus A H3N2 ve internal kontrol DNA pozitif kontrol tipine 10 pL
Positive control STI dagitildh.

5. Reaksiyon tupleri yarim saat 6nceden acgilmis BioRad iQ5 cihazinin kuyularina
yerlestirildi ve tablo 2’deki 1s1 dénglst programinda calistirildi.

Tablo 2. influenza A HIN1 ve H3N2 real-time PCR sicaklik dongust
Sicaklik, °C Sire FloresanTespit Siklus
95°C 15dk 1
95°C 15sn -
£4C . FAM, JOE/HEX/Cy3, 42
ROX/Texas Red
72°C 25sn -
6. Influenza A virus H1 ve influenza virus A H3 JOE/Yellow kanalinda, influenza

virus A N1 ve influenza virus A N2 ROX/Orange kanalinda ve internal kontrol
FAM/Green kanalinda degerlendirildi. Ornekler igin uygun floresan kanaldaki
siklus esik degeri (Ct) <35 oldugunda ve floresan egrisi esik cizgisini gectiginde
sonug pozitif kabul edildi. Orneklere ait Ct degeri yoksa ve internal kontrole ait

FAM kanalindaki Ct degeri <28 ise sonu¢ negatif olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde Ocak 2015 ve Eylil 2017
tarihleri arasinda Pediatrik Onkoloji Bilimdali ve Pediatrik Hematoloji Bilimdali’nda
tedavi gormekte olan, solunum yolu enfeksiyonu belirtileri olan 19 yas ve alti 134
cocuktan alinan nazofaringeal suruntt 6rnekleri influenza virus tespiti icin real-time
PCR ve DFA testleri ile analiz edildi. Real-time PCR ile influenza A virus pozitif
bulunan sirintli 6rneklerinde HIN1 ve H3N2 alt tipleri arastirmas: yapildi.

Nazofaringeal strintt orneklerinin 40’1 (%29.9) poliklinik hastas1 olan ve 94’
(%70.1) serviste yatarak tedavi goren cocuklara aitti. Influenza virus tespit edilen
hastalarin 10’u (%18.2) ayakta ve 45’ (%81.8) ise yatarak tedavi goren cocuklardi.
Calisma grubundaki ¢ocuklarin hicbirinde influenza asisi1 yapilmamastu.

influenza virus enfeksiyonu oldugundan siiphelenilen pediatrik onkoloji ve
hematoloji hastalarinin 97°si (%72.4) erkek, 37°si (%27.6) kiz olmak uUzere buyik
cogunlugu erkekti. Erkeklerin kizlara orani 2.6 idi. Toplam 134 hastanin %13.4°0 2 yas
ve alti, %24.6’s1 3-5 yas, %30.6’s1 6-9 yas, %31.3’0 10 yas ve Ustl gruba aitti.
Cocuklardan 33’0 10 yas ve Ustl erkek iken yalnizca 3’0 2 yas ve alt1 kiz grubunda idi.
(Tablo 3)

Tablo 3. Pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinin cinsiyet ve yas gruplarina gére dagilim

o Yas gruplarn
Pediatrik
<2yas 3-5 yas 6-9 yas 10-19 yas Toplam
hastalar
n % n % n % n % n %
Erkek 15 83.3 | 20 606 | 29 70.7 | 33 786 | 97 724
Kiz 3 16.7 | 13 394 | 12 293 9 214 | 37 276
Toplam | 18 134 | 33 246 | 41 306 | 42 31.3 | 134 100

Pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalar1 en fazla 27 (%20.1) hasta ile ALL
tamst alan ¢ocuktan olusurken bunu 14 (%10.4) hasta ile talasemi ve 10’ar (%7.5) hasta
ile Fanconi aplastik anemi, N6roblastom, Non-Hodgkin lenfoma ve 9 (%6.7) hasta ile
AML izlemistir. (Tablo 4)
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Tablo 4. Toplam 134 pediatrik hastanin tanilart

Hastahk no %
Wilms timoru 7 5.2
ALL 27 20.1
Talasemi 14 10.4
Fanconi aplastik anemi 10 7.5
Noroblastom 10 7.5
Primitif néroektodermal
timorler ) >
Non-Hodgkin lenfoma 10 7.5
Rabdomyosarkom 5 3.7
Aplastik anemi 2 1.5
Lenfadenopati 3 2.2
Ewing sarkom 2 1.5
Germ hcreli tmor 2 1.5
AML 9 6.7
Hodgkin lenfoma 4 3
Langerhans htcreli ) L5

histiositoz
Diger onkolojik hastaliklar 23 17.2

Toplam 134 cocukta real-time PCR yontemi ile influenza A virus %35, influenza
B virus ise %6 oranlarinda bulunmustur. Influenza A virus pozitif 47 6rnegin
tiplendirilmesi sonucu influenza A HINL1 virus %18.7, influenza A H3N2 virus %16.4
oraninda tespit edilmistir.

Influenza virus tespit edilen pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarimn 39°u
erkek (%70.9) ve 16°s1 (%29.1) kiz idi. Erkeklerin 6°s1 (%85.7) 2 yas ve alt1 grupta, 5’i
(%55.6) 3-5 yas, 11’1 (%61.1) 6-9 yas ve 17’°si (%81) 10-19 yas grubunda yer almastir.
Kizlarin ise 1’1 (%14.3) 2 yas ve alt1 grupta olup 4°l (%44.4) 3-5 yas, 7°si (%38.9) 6-9
yas ve 4’0 (%19) 10-19 yas grubundadir. (Tablo 5)
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Tablo 5. influenza virus pozitif hastalarin cinsiyet ve yas gruplarina gére dagilimi

influenza Yas gruplan
virus <2yas 3-5yas 6-9 yas 10-19 yas Toplam
pozitif n % n % n % n % n %
hastalar

Erkek 6 85.7 5 55.6 11 611 | 17 81 39 709

Kiz 1 14.3 4 44.4 7 38.9 4 19 16 291

Toplam | 7 12.7 9 16.4 18 327 | 21 31.3 | 55 100

Influenza virus tespit edilen cocuklardan 19’u (%34.5) ALL, 8’i (%14.5)
talasemi, 5’1 (%9.1) rabdomyosarkom tanisi almis olup ve ndroblastom, primitif
noroektodermal timorler, Non-Hodgkin lenfoma ve AML tanilarinin her biri igin 3

(%5.5) hasta influenza virus pozitif bulunmustur. (Tablo 6)

Tablo 6. influenza virus pozitif hastalarin tanilar:

Hastahk no %

Wilms timoru 2 3.6
ALL 19 34.5
Talasemi 8 145
Fanconi aplastik anemi 2 3.6
Noroblastom 3 5.5
Primitif néroektodermal

timorler 3 >
Non-Hodgkin lenfoma 3 55
Rabdomyosarkom 5 9.1
Aplastik anemi 1 1.8
Ewing sarkom 1 1.8
Germ hucreli timor 1 1.8
AML 3 5.5
Hodgkin lenfoma 1 1.8
Diger onkolojik hastaliklar 3 55
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Influenza virus tespit edilen ve edilmeyen pediatrik onkoloji ve hematoloji

hastalarinda en fazla gorilen Klinik belirtiler ates, oksirik ve burun akintisidir.

Influenza pozitif hastalarda en sik goriilen klinik belirtiler ates (%74.5), oksurik
(%69.1), burun akintis1 (%63.6), bulanti-kusma (%32.7), burun tikanikhg: (%30.9) ve
solunum guclugudir (%30.9). Influenza virusun tespit edilmedigi hastalarda ates
(9%59.5), oksurik (%41.8), burun akintist (%35.4), burun tikanikligi (%24.1), solunum
guclugu (%22.8) ve bulanti-kusma (%22.8) en ¢ok gorulen klinik belirtilerdi (Tablo 7)

Tablo 7. influenza virus pozitif ve negatif pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinin klinik belirtileri

Influenza virus Influenza virus Toplam 134
Belirtiler pozitif 55 hasta negatif 79 hasta hasta
n % n % n %
Ates 41 74.5 47 59.5 88 65.7
Oksuruk 38 69.1 33 41.8 71 53
Bogaz agrisi 14 255 17 215 31 23.1
Burun akintist 35 63.6 28 354 63 47
Burun tikanmkhg 17 30.9 19 24.1 36 26.9
Solunum guclagi 17 30.9 18 22.8 35 26.1
Takipne 11 20 7 8.9 18 134
GOgus agrisi 2 3.6 1 1.3 3 2.2
Bas agrisi 11 20 7 8.9 18 134
Kas agrisi 5 9.1 4 5.7 9 6.7
Bulanti-Kusma 18 32.7 18 22.8 36 26.9
Ishal 8 14.5 17 215 25 18.7
Konfiizyon 1 1.8 0 0 1 0.7
Bas donmesi 2 3.6 1 1.3 3 2.2
Agizdan gida
2 3.6 16 20.3 18 13.4

alamama
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Influenza A virus alt tipleri ve influenza B virus ile enfekte vakalarin influenza
sezonlarina gore dagiliminda 2014-2015 sezonunda influenza A HIN1 %35.4 (17/48),
influenza A H3N2 %20.8 (10/48) ve influenza B virus %6.3 (3/48) oranlarinda, 2015-
2016 sezonunda influenza A H1N1 %19.4 (7/36), influenza A H3N2 %22.2 (8/36) ve
influenza B virus %8.3 (3/36) oranlarinda, 2016-2017 sezonunda ise influenza A HIN1
%4.8 (1/21), influenza A H3N2 %19 (4/21) ve influenza B virus %9.5 (2/21)

oranlarinda tespit edilmistir. (Sekil 1)

@ {nfluenza A HIN
@ [nfluenza A HAN2

winfluenza B

L= SR 1

i

2014 2013 2013 2016 2016 2017
REFOML AETOMI REFONIL

Sekil 1. influenza A ve B virus ile enfekte vakalarin influenza sezonlarina dagilimi

Pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinda influenza A virus 2014-2015
sezonunda Ocak ayinda %42.9 (6/14), Subat’ta %62.5 (5/8), Mart’ta %75 (9/12),
Nisan’da %60 (6/10), Mayis’ta %25 (1/4) oranlarinda, 2015-2016 sezonunda Aralik,
Ocak, Subat, Mart aylarinda sirasiyla %16.7 (1/6), %70 (7/10), %62.5 (5/8), %50 (2/4)
ve 2016-2017 sezonunda Aralik Ocak, Subat aylarinda sirasiyla %16.7 (1/6), %37.5
(3/8), %33.3 (1/3) oranlarinda bulunmustur. Influenza B virus ise 2014-2015 sezonunda
Mart ve Nisan aylarinda sirasiyla %8.3 (1/12), %20 (2/10), 2015-2016 sezonunda Subat
ayinda %12.5 (1/8), Mart ve Nisan aylarinda %25 (1/4) ve 2016-2017 sezonunda ise
Subat ayinda %66.7 (2/3) oranlarinda bulunmustur. (Sekil 2)
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Sekil 2. Pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinda tespit edilen

dagilimi

influenza viruslarin aylara gore

D2FA ile hastalarin influenza A virus 39’unda (%29.1), influenza B virus 8’inde

(%6) gorulmustir. Pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinda influenza A ve B virus

icin real-time PCR testine gore DFA testinin sensitivitesi sirasiyla %83 , %100 ve
spesifitesi %97.7 , %100 bulunmustur. (Tablo 8)

Tablo 8. influenza A ve B virus icin real-time PCR testi ve DFA testi sonuclar

Real-time PCR
DFA Pozitif Negatif Sensitivite Spesifite
influenza A | Pozitif 39 2 %83 %97.7
Negatif 8 85
influenza B | Pozitif 8 - %100 %100
Negatif - 126
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5. TARTISMA

Influenza, kisa inkiibasyon siresi, yiksek ates, solunum yolu semptomlar: ve
sistemik semptomlar ile karakterize bir hastalik olup, hem insan sagligi hem de ekonomi
uzerinde 6nemli bir etki gostererek insanlarda her yil tekrarlayan salginlara sebep
olmaktadir. Orthomyxoviridae ailesine ait olan influenza viruslar ¢ogunlukla solunum
yolu sekresyonlarinin damlaciklart veya kontamine olmus yiizeylerle dogrudan temas
ile bulasan negatif polariteli, tek sarmallt RNA viruslaridir @

Influenza viruslar, insan solunum vyolu enfeksiyonlarinin en sik goriilen
etkenleridir ve yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep olduklari igin en onemliler
arasindadir. Influenzaya bagl: 6lumler, saghkl: insanlar i¢in 100.000'de <10’dan kronik
hastaligi1 olanlarda 100.000°de >600’e kadar degisim gostermektedir. Avrupa Hastalik
Onleme ve Kontrol Merkezi (European Centre for Disease Prevention and Control;
ECDC), Avrupa’da populasyonun vyaklasik %210'unun her yil enfekte oldugunu
ongormektedir. Ayrica Amerika Birlesik Devletleri'nde poptlasyonun %5-20'sinin her
yil influenzaya yakalandig: bildirilmektedir ¢2,

Influenzadan etkilenen insanlarin gogu birkac giin icinde veya en fazla 2 hafta
icinde iyilesmektedir. Bununla birlikte, baz1 hastalarda ¢ok ciddi komplikasyonlar
gelisebilmektedir. En  yaygin  komplikasyonlar  bronsit,  pndémoni,  kulak
enfeksiyonlaridir. Astim, kronik obstruktif akciger hastaligi veya kalp rahatsizlhigi gibi
altta yatan hastaligi olan Kisiler komplikasyonlar acgisindan yiiksek risk altindadir.
Miyozit, akut ensefalopati veya Reye sendromu gibi komplikasyonlar nadirdir. Reye
sendromu klasik olarak kizariklik, kusma ve karaciger hasari ile karakterizedir.
Genellikle uzun bir stire aspirin kullanan cocuklarda viral hastalik sirasinda ortaya
cikabilmektedir 419,

Influenza enfeksiyonunun komplikasyonlar: hematopoietik kok hiicre
transplantasyonu (HKHT) ve solid organ transplant popllasyonlarinda sik
gorilmektedir. Bazi raporlarda, ozellikle akciger transplant alicilarinda ve HKHT
alhicilarinda, viral pndmoniye ilerlemede nispeten yiksek bir oran oldugu gortulmektedir.
Ciddi hastalik siklikla %43 gibi yliksek mortalite oranlari ile HKHT alicilarinda
bildirilmistir. Influenza enfeksiyonu olan 62 HKHT alicisiyla yapilan genis capl bir
derlemede, nakil sonrasi enfekte olanlarda ve lenfopeni gorilenlerde pnémoni gelistigi
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gosterilmistir. Antivirallerle tedavi edilmemis hastalarda %18 oraninda pnémoni
gelismistir. Virus atilimi, 1 mg/kg/gun'lin Uzerindeki steroid dozlarinda daha uzun
sirmis ve oseltamivirin bu atilimi azaltabilecegi 6nerilmistir (86) Lenfopeni (mutlak
lenfosit sayis1 <200 hiicre/mL), influenza pnémonisine ilerleme icin tanimlanan spesifik
bir risk faktoriidir @,

Influenza A viruslann akuatik kuslar ve yarasalardaki dogal rezervuarlarinda
minimal duzeyde evrim gecgirmekte ve inaparan hastaliga sebep olmaktadir, ancak bir
kez diger turlere transfer olduklarinda hizla evrim gecirebilir ve evcil kanath
hayvanlarda, nispeten basit veya ilkel memelilerde ve insanlarda akut solunum yolu
hastalig1 epidemi ve pandemilerine yol acabilmektedir. influenza B virus, periyodik
olarak biyuk epidemilere sebep olabilmekte ancak pandemilerde rol oynamamaktadir.
influenza C virus ise endemiktir ve sporadik olarak hafif solunum yolu hastalig
etkenidir 19,

Her yil influenza viruslar (influenza A ve influenza B) 200.000'den fazla
hastaneye yatis ve 30.000-50.000 olum ile sonucglanan mevsimsel epidemilerden
sorumludur. Yillik mevsimsel epidemilere ek olarak, HIN1 ve H3N2 viruslari, 1918'de
"Ispanyol gribi", 1958'de "Asya gribi", 1968'de "Hong Kong gribi" ve daha yeni olarak
2009 H1IN1 pandemisi olmak Uzere dort biylk influenza pandemisine sebep olmustur.
Amerika Birlesik Devletleri'nde 1957 yilindaki pandemide 66.000°den fazla 6lim
gorilurken 1918'de kaydedilen tarihteki en siddetli salgin, yaklasik 546.000 6lim
(toplam 675.000 6lim) ve dunya genelinde 50 milyon kisinin 6lima ile sonuclanmastir.
HPAI’'nin yeni bir alt tipi olan H5N1 ile insan enfeksiyonlari 1997 yilindan beri
bildirilmistir. H5N1 influenza ile ilk insan enfeksiyonu vakalarinin 1997'de Hong
Kong'daki kiimes hayvanlari ¢iftliklerinde ve pazarlarindaki HPAI salginlarinda 18 vaka
ve 6 O0lime sebep oldugu bildirilmistir. O zamandan beri bu virus, Asya, Afrika ve
Avrupa'daki pek cok ulkeye yayilmis ve %601n Gzerinde 6lim oran1 424'0 asan insan
vakasina sebep olmustur. Buna ek olarak, HON2 ve H7N7 kus gribi alt tiplerinin de
insan enfeksiyonlarina sebep oldugu bildirilmistir. Insanlar: enfekte eden en son sus
olan H7N9, 2011 yilinda Cin'de tespit edilmistir >89,

Siddeti ©6nceden belirlenememekle birlikte, kronik hastaligi olan insanlar
influenzanin etken oldugu ciddi enfeksiyon, komplikasyonlar ve 6lim icin yiksek risk

altindadir. Pediatrik onkoloji hastalarinda influenza virus ile ¢ok ciddi enfeksiyonlar
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gorulebilir. Bu hastalarin enfeksiyona duyarliligi, kronik hastalik ve immun supresyona
baghdir. Asilamay: saglamak, enfeksiyon kontrol dnlemleri ve kisisel koruma ile ilgili
egitim gibi basit stratejiler, ciddi influenzaya duyarl: olan bu nufusu koruyabilmektedir.

Viral ylzey glikoproteinlerinde stirekli olan antijenik drift ve sporadik antijenik
shiftler sebebiyle duzenli olarak gilincellenen influenza asilarinin imminojenitesi
incelenen popilasyona bagh olarak degiskenlik gostermektedir. HKHT alicilarinda
nakil sonrasit 6 aydan once asi yaniti yoktur ve asi1 uygulamak igin 6 aya kadar
beklenmesi Onerilmektedir. Benzer sekilde, solid organ transplant alicilarinda asi,
transplantasyondan 3-6 ay sonra herhangi bir zamanda verilebilmektedir. Bu
popilasyonda asilamanin sonucunda akut veya kronik rejeksiyonu destekleyecek hicbir
veri bulunmamaktadir. intranazal influenza asist canh attenile asidir ve bagisikhk
sistemi baskilanmis popiilasyon icin 6nerilmemektedir. Yakin tarihli bir ¢alismada,
pediatrik onkoloji popilasyonu icin serokonversiyon oranlarinin genel popilasyon
oranlarinin ¢ok altinda oldugu sonucuna varilmistir. Buna ek olarak, ALL hastalarina
tedavi baslangicinda verildiginde daha iyi yanmit almislardir. Influenza asilarimin
mevsimsel dogasindan dolay: bu durum, optimal sonu¢ almak icin as1 zamanlamasinin
diizenlenebilmesinde ek bir soruna sebep olmaktadir. Bununla birlikte genel olarak bu
hastalarda  gorulen  serokonversiyonun, influenza  enfeksiyonundan  veya
komplikasyonlarindan korunmak igin etkili olup olmadigi heniiz net degildir. Pediatrik
onkoloji hastalarinda influenza enfeksiyonunun yol acgtig1 ciddi morbidite ve mortalite
yuksek riskinin yani sira, kemoterapinin kesilmesi ve gecikmesi riski yuksek oldugu
icin, saglikli cocuklarla Kkarsilastirildiginda sinirli immun cevaba ragmen terapinin
tamamlanmasindan itibaren 6 ay icinde olanlari da kapsayacak sekilde kemoterapi alan
tim cocuklar icin yillik influenza asis1 halen Onerilmektedir. Yogun kemoterapi alan
veya kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalarda asi yerine antiviral profilaksi
dustnilmelidir, clnkd bu hastalarda imminsipresyon derecesi sebebiyle asinin
immunojenik olma olasiligi dusuktar. Aile Uyeleri ve saglik hizmeti sunuculari da
asiflanmali ve asilar yillik olarak guncellenmeli, dahil edilen virus antijenlerinin
dolasimdaki suslarla uyustugundan emin olunmalidir (4.84)

Viral replikasyonla ilgili birgok bilgi 1999 yilindan beri edinilmis ve yeni grip
ilaclarinin gelistirilmesi ve hem 6nleme hem de tedavide yeni protokoller igin yeni

deneysel hipotezler gelisim gostermistir. Anti-influenza ilaglari, hastaliga karsi en etkili
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silah olan asilamamin énemli bir tamamlayicisicir. Influenza A ve B igin etkili olan
ndraminidaz inhibitorleri, oseltamivir ve zanamivirden olusan tedavi, semptomlarin
baslangicindan itibaren 48 saat icinde baslatilmalidir. Zanamivir, inhale preparat halinde
bulunan ve semptom baslangicindan itibaren 48 saat iginde baslandiginda genel
popllasyonda influenza A'ya kars: etkili oldugu gosterilen bir sialik asit analogudur.
Zanamivir, influenza A veya B enfeksiyonu olan HKHT alicilarinda da basariyla
kullanilmistir. Onerilen zanamivir dozu 5 giin stireyle giinde iki kez 10 mg'dir (veya iki
puf). Blyik oranda influenza A HIN1 virusunda ve bazi influenza A H5N1 ve
influenza B viruslarinda oseltamivire karsi direng gelismistir. Diger taraftan, H3N2
viruslari zanamivire Kkarst yiksek direng gosterir, ancak oseltamivire duyarh
kalmaktadir. M2 inhibitor sinift (amantadin ve rimantadin), influenza A enfeksiyonu
olan transplant alicilarinda da kullanilabilir, ancak yan etkileri ve antiviral direng
sebebiyle kullanimi sinirhdir. Ribavirin ayrica influenzaya karsi in vitro aktiviteye
sahiptir ve potansiyel olarak diger antivirallerle kombinasyon halinde
kullanilabilmektedir. Ek olarak, peramivir gibi yeni bilesikler ve kombinasyon antiviral
tedaviler de klinik arastirmalarda incelenmektedir 1%,

HKHT alicilarinda influenza virus enfeksiyonlarinin arastirildigi ¢alismalardan
Loria ve ark.®™®™ Amerika’da 2003 ve 2005 kis sezonunda akut solunum yolu
enfeksiyonu olan yatarak veya ayakta tedavi gdren hematoloji-onkoloji hastasi ve
HKHT alicis1 62 ¢ocuktan alinan 78 nazal yikant: 6rnegi ile yaptiklari ¢alismada real-
time RT-PCR yontemi ile érneklerin %6.4’nde (5/78) influenza A virus olmak Uzere
31’inde (%40) solunum yolu viruslarint tespit etmislerdir. Ayrica arastirmaya katilan
cocuklarin sadece %8'inin influenza asis1 yapilmistir. Cocuklarin yas ortalamasinin 9 yil
ve %60'1nin erkek oldugunu bildirmislerdir. Orneklerin %401 HKHT alicis1 ¢ocuklara
ait olup HKHT alicis1 olmayanlarin akut 16semi (21), aplastik anemi (2), Langerhans
hicreli histiyositoz (3), solid timor (5), orak hicre anemisi (3), myelodisplastik
sendrom (1), otoimmiin ndtropeni (1) ve Hodgkin lenfoma (1) hastaligi olan ¢ocuklar
oldugunu belirtmislerdir.

Benites ve ark.(%? Brezilya’da kanser ve akut solunum yolu enfeksiyonu
ve/veya atesi olan pediatri hastalarinda solunum yolu virus enfeksiyonlarinin
prevalansini degerlendirmek amaciyla Ocak 2011 ve Aralik 2012 doéneminde 21

yasindan kuglk akut solunum yolu enfeksiyonu olan c¢ocuklarin nazofarengeal
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orneklerini analiz etmislerdir. Influenza virus (HIN1, B), rhinovirus, PIV, adenovirus,
RSV, human parechovirus, human bocavirus, human metapneumovirus ve human
coronavirus i¢in multipleks real-time PCR (FTD, Respiratory pathogens, multiplex Fast
Trade Kit, Malta) kullanilirken influenza virus tespitinde hizli test (Kit Biotrin, Inc.
Ireland) uygulamislardir. Ortalama yas 12 + 5.2 olan arastirmalarinda 104 kan ve
nazofarengeal 6rnegini analiz etmislerdir. Cocuklarin %51’i erkek, %68’ beyaz, %32’si
tekrarlayan akut solunum yolu enfeksiyonuna sahip, %32’si Onceden antibiyotik
kullanmis, %19.8’i Oksurugu olan, %8’i akut solunum yolu enfeksiyonu olanlarla
temasta bulunanlardan olusmustur. Cocuklarda ALL (%42.3) en yaygin neoplazi
olmustur. influenza A 2 (%1.9), influenza B 3 (%2.9) ve influenza A HIN1 1 (%1)
olmak (zere (toplam 6; %05.8) solunum yolu viruslarint 50 (%48) ornekte tespit
etmislerdir. Notropenik 13 hastanin %13’(inde ates gozlemis ve 4’Unin (%30.7) virus
varlig: agisindan pozitif oldugunu bildirmislerdir. Calismalarinda 61im olmamastir.
Dotan ve ark.’® israil’de solid tiimoérii ve hematolojik malignensisi olan
imminkompromize c¢ocuklarda pandemik influenza A HIN1’in  klinik ve
epidemiyolojik ozelliklerini belirlemek amaciyla Agustos 2009 ve Subat 2011 tarihleri
arasinda pediatrik hematoloji onkoloji Unitesinde yaptiklari calismada demografik ve
klinik verileri, HIN1 enfeksiyonu oldugundan stiphelenilen (yiiksek ates ile solunum
semptomlar1 olan veya olmayan) hospitalize edilmis ¢ocuklardan elde etmislerdir.
influenza A HIN1 laboratuvar tams: igin nazofarengeal yikanti orneklerini PCR
yontemini ile arastirdiklari calismalarinda 40 cocukta 57 epizot tespit etmislerdir.
Influenza A HIN1 sonugclar: alimincaya kadar tiim epizotlarda cocuklar: oseltamivir ve
antibiyotik ile tedavi etmislerdir. Tim epizotlarin 13’0 (%22.8) influenza A HIN1
pozitif bulunmustur. Malignitesi olan 40 cocuktan 16'sinda l6semi, 10'unda lenfoma,
4'Unde noroblastom ve 10'unda diger maligniteler oldugunu goézlemlemislerdir. HIN1
pozitif bulduklart ¢ocuklarin 2’si (%15.4) 6nceden influenza A H1INL1 igin bagisiklik
kazanmis cocuklardir. PCR sonucu pozitif olan 3 (%23) ve negatif olan 1 (%2.3) cocuk
pediatrik yogun bakim Unitesine yatirilmig ve mekanik ventilasyon uygulanmstir.
Calismalarinda hospitalize edilmis pandemik influenza A HIN1 pozitif olan ve olmayan
febril pediatrik onkoloji hastalarinin nispeten iyi sonug ile benzer demografik ve klinik
tabloya sahip oldugunu goézlemlemislerdir. Bu durumun muhtemelen erken antiviral

tedavi ve virusun nispeten dustk virtlansa sahip olmasi sebebiyle gerceklestigi
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sonucuna varmislardir. Bu hastalarda asilamanin tesvik edilmesi gerektigini
vurgulamiglardir.

Schulert ve ark.®® Amerika’da Agustos 2009 ve Aralik 2010 tarihleri arasinda
hastaneye kabulinden 24 saat icinde solunum yolu viral panel istemi yapilan yatarak
tedavi goren pediatri hastalar1 ile yaptiklar: calismada solunum yolu virus sonuglari ve
hastaneye yatis suresi arasindaki iliskinin, hastanin 6zellikle hematoloji/onkoloji servisi
olmak Uzere servise kabult ile baglantili oldugunu gdzlemlemislerdir. Ayrica solunum
yolu viruslart acisindan pozitif olan hastalarda daha kisa intraventz antibiyotik
uygulama siresi oldugunu, fakat bu durumun birincil kabul hizmetinden etkilendigini
tespit etmislerdir. Calisma sireleri boyunca influenza virus %2.8 (20) oraninda
bulunmus olup solunum yolu viral panel pozitif olan 358 hastanin 31’inin (%9)
hemotoloji-onkoloji servisinde oldugunu bildirmislerdir. Bazi ortak solunum yolu tanisi
olan hastalarda kisa sureli antibiyotik tedavisi ve hastaneye yatis siresinin kisa
olmasinin solunum yolu viral paneli pozitif sonuclar ile iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Elbahlawan ve ark.?? Amerika’da H1N1 iliskili akut solunum yetmezligi olan
kritik  pediatrik onkoloji-hematoloji  hastalarinda  klinik  seyir ve sonuclar
gozlemlemislerdir. HIN1 enfeksiyonu olan 5 hastayr 2009-2010 influenza sezonunda
St. Jude Children's Research Hospital yogun bakim Unitesine kabul etmislerdir. Tim
hastalara oseltamivir uygulamislar, ancak oseltamivir direnci belirlenmis olan 2 hastada
intravendz zanamivire gecmislerdir. DFA ile vakalarin yalmzca %60'inda (3/5)
influenza A tespit ederken, tum hastalar icin influenza A icin pozitif PCR sonucu elde
etmiglerdir. Tiplendirme sonucu 4 6rnegi HIN1 olarak tespit etmisler ve bir drnek
tiplendirilememistir. Calisma grubu deneyimlerine gore, HIN1 iliskili akut solunum
yetmezligi sirasinda yogun destegin ve bu yiksek riskli populasyonda oseltamivir
direncli HLN1 enfeksiyonun erken tanisi ve yonetiminin éneminin altini ¢izmislerdir.

Caselli ve ark.’® italya’da pediatrik hematoloji onkoloji merkezlerinde HIN1
pandemisinin gegerli etkisini ve mortalitesini belirlemeyi amacladiklar: ¢calismada PCR
yontemini kullanarak bilinmeyen orjinli atesi, influenza benzeri semptomlari veya
bronkopndmonisi olan hastalardan aldiklar: faringeal swab orneklerini kullanmislardir.
H1N1 enfeksiyonunu 16°s1 tedaviyi henlz birakan, 2’si tan1 asamasinda olan ve 44’0
tedavi alan olmak (izere 62 hastada tespit etmislerdir. Yaslar: 2 ile 19 yas arasinda olan
(medyan 10 yas) hastalarin ilk tanilarinin ALL (25, %40.3), noroblastom (6, %9.6),
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beyin timoru (6, %9.6), non-Hodgkin lenfoma (5, %8), osteosarkom (4, %6.4), Ewing
sarkomu (4, %6.4), miyelodisplazi (3, %4.8), AML (2, %3.2), Wilms tum0ori (2, %3.2)
ve aplastik anemi, agammaglobulinemi, kronik miyeloid 16semi, akut promiyelositik
I6semi veya botryoid sarkom (her biri bir vaka, %1.6) oldugunu gdzlemlemislerdir.
Calismalarinda Klinik seyir, 1 hastada siddetli (yogun bakim tedavisi gerektiren), 38
hastada orta siddetli (hastanede tedavi gerektiren) ve geriye kalan 23 (%37) hastada
ayakta tedavi olacak sekilde hafif seyirli olmustur. HIN1 komplikasyonlarina bagl
olarak hicbir hasta 6lmezken 2 hastay: ilerleyen kanser sebebiyle kaybetmisleridir;
kalan tum olgularda semptomlar 11 gun iginde tedavi edilmistir. Vakalarinin 10’unda
Klinik seyrin solunum sikintist veya bronkopnoémoni ile komplike oldugunu
bildirmislerdir. Hastalarin %82’sine oseltamivir tedavisi uygulamislardir. Vakalarin
%54’(inde kemoterapi tedavisi ortalama 21 gln gecici olarak kesilmistir (4-43 gin
araliginda). Sonug olarak HIN1 enfeksiyonunun kanseri olan cocuklarin hi¢ birinde
6lume sebep olmadigini fakat, yogunlugu azaltilmis anti-kanser tedavisi ile
sonuclandigint belirtmislerdir.

Tasian ve ark.®® Seattle’da Temmuz 2000 ve Haziran 2005 tarihleri arasinda
24 pediatrik onkoloji hastasinda influenza enfeksiyonu tespit etmislerdir. Hastalarinin
%83’U hematolojik veya solid malignensilerden dolay: kemoterapi almistir. Hastalarin
Ucte ikisini ortalama 7.4 gin sireyle hospitalize etmislerdir. Planlanan kemoterapi
tedavisinde hastalarin  %40’inda  influenza enfeksiyonu sebebiyle gecikme
yasamislardir. Primer influenza pnomonisi ve/veya solunum yetmezligi U¢ cocukta
gortlmus ve dort klinik bulguda solunum destegi gerekli olmustur. influenza tams:
konulmasindan 2 giin icinde hastalarin %63’lne antiviral tedavi uygulamislardir.
Hastalarinin 15°i (%63) erkek olup kanser olan 24 cocukta 20 (%83) influenza A ve
dort influenza B (%17) atagi meydana gelmis ve tim influenza enfeksiyonlarinin
%4.7'sini olusturmustur. Uzun sureli influenza ile iliskili hastalik sebebiyle t¢ hasta iki
kez hastaneye kaldirilmistir. Arastirmalarinda altta yatan onkolojik tanilar ALL (10
hasta), AML (1 hasta), Hodgkin lenfoma (1 hasta), non-Hodgkin lenfoma (1 hasta),
Langerhans hicreli histiyositoz (2 hasta), Wilms timord (2 hasta), osteosarkom (2
hasta), rabdomiyosarkom (2 hasta), noroblastom (3 hasta) ve beyin sap: gliomas: (1
hasta) olmustur. Yaptiklar: bu ¢alismada pediatrik onkoloji hastalarinin ciddi influenza

iliskili morbidite yasadigi sonuncuna varmiglardir. Viral solunum yolu enfeksiyonu
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sezonunda influenza virus enfeksiyonu ve ayni zamanda bakteriyel veya mantar
enfeksiyonunun, solunum yolu enfeksiyonu semptomlar: olan febril ¢cocuklarda dikkate
alinmasi gerektigini vurgulamiglardir.

Mendoza Sanchez ve ark.®” Ispanya, Madrid'de yaptiklar: ¢alismada kanser
veya HIV enfeksiyonu olan 14 yas ve altindaki ¢ocuklarda solunum yolu virus
enfeksiyonlarinin -~ klinik  6nemini  degerlendirmislerdir. Demografik 06zellikleri,
enfeksiyon ile iliskili klinik sendromlar1, hospitalizasyon ihtiyacin, ilag ile tedaviyi ve
sonuclart analiz etmislerdir. HIV ile enfekte olmus 129 cocugun 26’sinda (%20) ve
kanser olan 218 cocugun 27’sinde (%12) olmak (izere 53 viral solunum yolu
enfeksiyonu bildirmislerdir.  Solunum yolu enfeksiyonlarinin  20°sinin = (%38)
nozokomiyal oldugunu belirtmislerdir. Calismalarinda viral enfeksiyon tespit edilen 53
cocugun 14’Gnde (%26) influenza A virus ve 2’sinde (%4) influenza B virus
bulunmustur. Influenza A enfeksiyonu kanser hastalarinin %3.2 (7/218), HIV
enfeksiyonu olanlarin %5.4’(inde (7/129) gorulmastir. Antikanser tedavisi alan
cocuklarin 12°si ALL, 6’s1 néroblastom, 2’si Wilms timor(, 2°si rabdomiyosarkom, 1’i
testiktler endodermal sinlis timord, 1’i anaplastik ependimoma, 1’i osteosarkom, 1’i
miyelodisplastik sendrom ve 1’i AML tanmis1 almistir. Genel olarak, 48 ¢ocukta (%90)
USYE semptomlari ve 9 cocukta (%17) solunum sikintist gozlemlemislerdir.
Cocuklarin 35’inde (%65) ates vardi. Basvuruda 3 (%5.6) cocuga bilinmeyen orijinli
ates tanis1 konmus ve nihai tan1 RSV, influenza ve adenovirus enfeksiyonu ile USYE
olmustur. Calismalarinda 37 cocuk (%70) antibiyotik ve 9 cocuk (%17) antiviral
ilaclarla tedavi edilmistir.

Carr ve ark.’%® Memphis’de Ocak 2002 ve Nisan 2009 tarihleri arasinda
yaptiklar: calismada 4201 pediatrik onkoloji hastasinin %2.5’inde (107/4201) influenza
epizodu tespit etmislerdir. Influenza A virusu %1.6 (70/4201), influenza B virusu ise
%0.9 (37/4201) oranlarinda bulmuslardir. Arastirmalarinda cocuklardan %64.4’Gnin
(69/107) hematolojik malignensisi (I6semi ve lenfoma), %17.8’inin (19/107) solid
timord olup %17.8°1 (19/107) ise HKHT alicisidr.

Babor ve ark.1% Almanya’da Diisseldorf Universitesi Cocuk Hastanesi'nin
hemato-onkolojik biriminde Ekim 2009 ve Ocak 2010 tarihleri arasinda pandemik 2009
influenza A HIN1 enfeksiyonu olan 21 vakanin retrospektif calismasini

gerceklestirmislerdir. Arastirmalarinda kiz erkek orani yaklasik 1:1 olan vakalarin 11'i

99



erkek, 10'u kiz olup tanida medyan yas 12 yil 10 aydir (8 ay ila 19 yil 7 ay araliginda).
Pandemik 2009 influenza A H1N1 enfeksiyonu olan 21 ¢ocuktan 7’sinde (%33) akut
l6semi (4’Unde ALL, 2'sinde relaps ALL ve 1'inde relaps AML), 4’linde lenfoma,
2’sinde osteosarkom ve 1’inde rabdomiyosarkom ve 1’inde miyelodisplastik sendrom
oldugunu bildirmislerdir. Malign olmayan hematolojik hastaliklari olan hasta gruplari
ise Fanconi anemisi olan 2 ¢ocuk ve sferositoz, piropoikilositoz ve beta talasemisi
bulunan hastalar: icermektedir. En sik gorllen belirtiler ates (>38.5°C), 6ksurik (%100)
ve burun akintis1 (12 hasta, %57) olmustur. Sadece 1 hastada gastrointestinal semptom
gordlmastir. Ampirik intravendz antibiyotik tedavisi ve Kklinik gdzlem igin 6 hasta
hastaneye yatirilmig, 15 cocuk ayakta tedavi gérmustir. Yiksek dozda veya yogun
kemoterapi ile pandemik 2009 influenza A H1IN1 enfeksiyonu gegiren 2 hastada yogun
bakim veya mekanik ventilasyon gerekli olmamis ve her ikisi de antiviral tedavi altinda
iyilesmistir. Hastalarda gorilen komplikasyonlarin hospitalizasyon (%19), oksijen
takviyesi gereksinimi, antineoplastik tedavinin geciktirilmesi/kesilmesi ve antibiyotik
ve antipiretiklerin uzun sureli uygulanmas: oldugunu bildirmislerdir. Pandemik 2009
influenza A H1IN1 asis1 yapilan 3 ¢ocuktan ikisine asilandiktan 1 glin sonra, 1 ¢ocuga
ise as1 yapildiktan 19 gln sonra sonra pandemik 2009 influenza A HIN1 tansi
konulmustur. Inceledikleri hasta populasyonunda pandemik 2009 influenza A HIN1
enfeksiyonununun c¢ogu vakada hafif seyrettigini, ancak hastalarin bir kisminda
morbiditede 6nemli derecede artisa ve antikanser tedavisinde kesinti ve gecikmeye
sebep oldugu sonucuna varmiglardir.

Cost ve ark.’larnin®™® Teksas, Amerika’da 27 Nisan ve 5 Aralik 2009 tarihleri
arasinda yaptiklari calismada ILI1 olan 218 pediatrik onkoloji hastasindan elde edilen
nazofarengeal swab veya bronkoalveolar lavaj 6rnekleri klinik viroloji laboratuvarinda
test edilmistir. Ornekleri hizli influenza testi (Directigen™ EZ Flu A+B, Becton
Dickinson, Sparks, MD), DFA (D3 Ultra™ Respiratory Virus Screening and ID Kit,
Diagnostic Hybrids, Athens, OH) veya Respiratory Viral Panel PCR ile analiz
etmislerdir. Kanser veya HKHT olan 218 hastadan 30’unda (%13.7) influenza A
mevcut olup ALL (18), merkezi sinir sistemi tumorleri (4), CML (1), Ewing sarkomu
(1), Hodgkin lenfoma (1), LCH (1), agir aplastik anemi (1) ve HKHT (3) olan
hastalarda dogrulanmis (5) ve muhtemel HIN1 (25), hizl test (%73), DFA (%13) veya
Respiratory Viral Panel PCR (%13) testleriyle toplam 30 hastada dogrulanmistir. Bu

100



calismada cocuklarda en sik gorilen belirtiler ates (28; %93), oksuruk (29; %97) ve
burun akintis1 (25; %83) olup bogaz agrisi (6; %20), bas agris1 (5; %17) ve miyaljiler
(2; %7) seyrek olarak gorulmusttr. Ayrica hastalarda istahsizlik (12; %40) ve kusma (5;
%17), diare (4; %13), karin agrnisi ve bulantt (her biri 3; %10) olmak (Uzere
gastrointestinal semptomlar raporlamislardir. Ilk degerlendirmeden sonra hastalarin
10°u (%33) hospitalize edilmis ve 20 hasta ayakta tedavi gormistir. Kemoterapi 5
hastada ertelenmistir. Oseltamivir tedavisini 28 hastaya uygulamislar ve 1 hastanin
oseltamivire direncli bir sus gelistirmesi sebebiyle ve zanamivir ile tedavi etmislerdir.
Mevsimsel influenza asist 18 (%60) cocukta (7 yatan hasta) 2009 HIN1 influenza
hastaligindan 6nce yapilmigken 11 (%37) hasta akut influenza hastaligindan sonra
HAIN1 influenza asist olmustur. Sonug olarak kanser ve HKHT olan ¢ocuklarda 2009
influenza HIN1 enfeksiyonunun cogu hastada hafif seyredebilecegi, ancak ciddi
komplikasyonlara sebep olabilecegi yorumunda bulunmuslardr.

Hakim ve ark.** Ekim 2007 ile Mayis 2011 tarihleri arasinda Tennessee,
Memphis'teki St. Jude Cocuk Arastirma Hastanesi’nde ALL tedavi protokolline kayitl
hastalardan (<18 yas) aldiklari nazofarengeal swab veya yikama, trakeal aspirat ve/veya
bronkoalveoler lavaj drneklerinde influenza A ve B, PIV, human metapneumovirus,
adenovirus ve RSV tespiti icin viral kiltir, DFA ve PCR yontemlerini kullanmiglardir.
ALL tedavisi alan ve akut solunum yolu hastaligi epizodu olan 133 cocukta en sik
gorilen virus 51 (%38) epizot ile influenza virus ve 45 (%34) epizot ile RSV dir.
influenza virus ve RSV ile solunum yolu enfeksiyonlarinda mevsimsel dagilim Subat
ayinda pik yapmustir. Viral akut solunum yolu hastaliginin 133 epizodunda hastalarin
%61'i hospitalize edilmis, %26's1 komplikasyonlu seyir izlemis, %80'inde kemoterapide
gecikme olmus ve %0.7’si hayatin1 kaybetmistir. Bu ¢alismada ALL olan c¢ocuklarda
viral akut solunum yolu hastaligi insidansinin disiik olmasina ragmen, iliskili
morbidite, mortalite ve kemoterapideki gecikmenin Klinik olarak anlamli oldugu
sonucuna varmslardir.

Lee ve ark.®? Ocak 1999 ve Eylal 2011 tarihleri arasinda 41 Amerika ¢ocuk
hastanesinden ALL hastaliginin baslangicinda olan 0-19 yas araligindaki 10698 cocuk
ile retrospektif kohort arastirmasi yapmislardir. Calismalarinda influenzaya baglh
hastaneye yatislarin orani1 ayda 100000 kiside 618.3 olmustur. Hastane mortalitesi %1
(%95 guven arahigi, %0.3-%2.3) olup tanidan itibaren <6 ay (%1.6; %95 given araligi,
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%0.4-%4.5) ve <2 yas (%6.7, %95 guven araligi, %1.3-%22.7) ¢ocuklarda en yiiksek
gortlmustir. Influenzaya bagli hospitalizasyonlarda toplam kahs suresi, genis
spektrumlu antibiyotik kullanma ve yogun bakim siresi influenza kaynakli olmayan
hastaneye yatislarla karsilastirildiginda belirgin olarak daha yiiksek olmustur. Sonug
olarak ALL'li cocuklarda influenzaya bagli hastaneye yatiglarin yiiksek oldugunu ve
o6nemli 6lctde artan kaynak kullanimi ve mortalite ile iliskili oldugunu bildirmislerdir.

Babady ve ark. ™  New York’da, Memorial Sloan-Kettering Kanser
Merkezi'nde pediatrik hastalarda XTAG RVP Fast (Luminex Diagnostics, Toronto,
Canada) ve FilmArray RVP (FA RVP; Idaho Technology, Salt Lake City, UT) olmak
uzere RSV, influenza A ve B virus, PIV 1, 2, 3 ve 4, human metapneumovirus,
adenovirus, enterovirus-rhinovirus, coronavirus NL63, HKU1, 229E ve OC43 ve
bocavirus varligin arastiran iki ticari kitin performansini karsilastirmislardir. Temmuz
2010 ve Mart 2011 tarihleri arasinda USYE ve ASYE olan 173 pediatrik hastadan (0-21
yas arasi) alinan ve daha 6nce DFA ve viral kiltirle test edilen 358 solunum yolu
ornegini test etmislerdir. Calisma gruplarinda en sik rastlanan altta yatan hastalik
hematolojik maligniteler (%46.8) ve ¢cogunlukla akut 16semi (%85) olmustur. Hastalarin
%71.6'sinda (124/173) USYE ve %63.6'sinda (110/173) ASYE semptomlar
gorilmastir. Hastalarda test siiresince ates (>38°C) %48.6 (84/173) oraninda iken 14
(%8) hastada herhangi bir solunum semptomu gézlenmemistir. influenza A virus tespiti,
DFA/kultar tarafindan saptanmayan ilave influenza A izolatlarini tespit eden her iki test
olan hem XTAG RVP Fast hem de FA RVP icin benzer bulunmustur. xTAG RVP Fast,
hem DFA/kultir hem de FA RVP ile tespit edilen iki influenza A virus 2009 H1
orneginden birini tespit etmemis ve bir influenza B 6rnegini influenza A H-3 olarak
yanhs tanimlamistir (DFA/kultir ve FA RVP’de influenza B olarak tanimlanmas).
Influenza A icin XTAG RVP Fast sensitivite ve spesifitesini sirasiyla %95.2 ve %99.6
ve FA RVP'nin sensitivite ve spesifitesini %100 olarak belirlemislerdir. Influenza A
virus %5.8 (21/358), influenza B virus ise %0.5 (2/358) oranlarinda bulunmustur.
Calisma izolatlar1 arasinda kultirde iki influenza B virus tespit edilmis, XTAG RVP
Fast iki izolattan birini, FA RVP ise her ikisini de tespit etmistir.

Tantawy ve ark.** Misir’da Mart 2011 ve Subat 2012 tarihleri arasinda
yaptiklar: calismada hematolojik ve solid malignensileri olan 90 ¢ocuktan %37.7sinde
(34/90) viral patojen tespit etmislerdir. influenza A %17.8 (16/90) ve influenza B %4.4
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(4/90) olmak uUzere arastirmalarinda en sik gorulen influenza virus olup PIV 1 %10
(9/90), PIV 3 %3.3 (3/90) oranlarinda bulunmustur.

Srinivasan ve ark.’lariin™® 2000 ve 2009 vyillari arasinda Memphis,
Amerika’da toplam 820 I6semi veya lenfoma tanili cocuga ait 6rneklerde solunum yolu
viruslarini arastirmislardir. influenza A %9.7 (80/820), influenza B %4.8 (39/820)
olmak (zere influenza virus enfeksiyonlarini %214.5 (119/820) oraninda tespit
etmislerdir. Cocuklarda PIV ~ %10 (83/820), RSV %7.1 (59/820) ve human
metapneumovirus %1.5 (12/820) oranlarinda bulunmustur.

Ulkemizde yapilan calismalardan Ozdemir ve ark.'® Istanbul’da influenza
salgin1 sirasinda (1 Kasim 2009-14 Ocak 2010) pediatri kliniginden 187 cocuga ait
nazofaringeal ve bronkoalveolar Orneklerinde influenza A H1N1 tespiti icin
kullandiklart PCR yontemi ile 63 hastayr (%33.6) pozitif bulmus ve bunlar arasinda
hematolojik hastaligi olan 28 ¢cocugun 10'unun (%35.7) pozitif oldugunu bildirmislerdir.
Altta yatan hematolojik hastaligit olan 10 c¢ocuktan 3’Cnde ALL, 2’sinde
medulloblastom, 1’inde AML, 1’inde osteosarkom, 1’inde yumusak doku sarkomu,
1’inde hepatoblastom ve 1’inde herediter sferositoz gérilmustir. Hastalarin medyan
yaslar1 5 (1-17 yas aralig1) olup 5’1 (%50) erkektir. Cocuklarda en sik gorilen belirtiler
ates (%100) ve oksurik (% 90), daha az gorilen belirtiler ve semptomlar ise bogaz
agnsi (7 hasta), burun akintisi (5), miyalji (4), kusma (2) ve ishaldir (1). Febril
notropeni tanisi ile 5 hastaya sistemik antibiyotik tedavisi uygulamislardir. Hastalarin
4’() yatarak tedavi gormdis, digerlerini tanidan sonra hospitalize etmislerdir. Oseltamivir
ile tedavi edilen 8 hastanin hepsi ilaci iyi tolere etmistir. Kanser olan 9 hastadan 4’(inde
planlanan kemoterapide 7-15 giin gecikme olmustur. Pandemik HIN1 influenza
enfeksiyonunun kanser ve/veya hematolojik hastaligi olan c¢ocuklarda hafif
semptomlara sebep olmakla birlikte, antikanser tedavisinde gecikme ve hospitalizasyon
ve antibiyotik kullaniminda artis ile sonuglandigini vurgulamislardir.

Yontem ve ark.“'”) izmir’de yaptiklari calismada l6semi tedavisi alan 98
cocuktan 8’inde (%8.1) pandemik HIN1 influenza virus tespit etmisler ve hastalarin
2’si (%25) kaybedilmistir.

Calismamizda 134 cocukta %35°i (47/134) influenza A virus, %6°s1 (8/134)
influenza B olmak (izere %41 (55/134) oraninda influenza virus tespit edilmistir.
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Influenza A HIN1 %18.7 (25/134), influenza AH3N2 ise %16.4 (22/134) oranlarinda
bulunmustur.

Influenza virus icin %41 (55/134) olan bulgumuz Amerika’da Hakim ve
ark.’larinin %38 oran ile benzer olup, Amerika’da Srinivasan ve ark.’larinin %14.5
oranindan yuiksektir 119,

Bu calismada %35 olarak bulunan influenza A virus orani diger Ulkelerde
yapilan calismalardan Amerika’da Loria ve ark.’larinin %6.4, Brezilya’da Benites ve
ark.’ larinin %1.9, Amerika’da yapilan baska bir ¢alismada Srinivasan ve ark.’larinin
%9.7, Misir’da Tantawy ve ark.’lanmn %17.8, ispanya’da Mendoza Séanchez ve
ark.’larinin %3.2, yine Amerika’da Carr ve ark.’larinin %1.6, Cost ve ark.’larinin %13.7
ve Babady ve ark.’larinin %5.8 oranlarindan oldukca yiiksektir (101:102:107.108.110.113-115)
influenza A virus oranlarimizin diger calismalara gore daha yiiksek olmasinin sebebi
olarak hastalarin higbirinin influenzaya karsi asillanmamis olmasi ve gogunlugunun
yatan hastalar olup enfeksiyonun nozokomiyal olabilecegi diistintlmustir.

Israil’de Dotan ve ark. tarafindan yapilan arastrmada tespit edilen %22.8
influenza A HIN1 virus oram ¢alismamiza ait %18.7 oranina benzerdir. Ayrica bu
bulgumuz Brezilya’da Benites ve ark.’larinin %1 ve izmir’de Yontem ve ark.’larinn
%8.1 oranlarindan oldukca yiiksek, iilkemizde Ozdemir ve ark.’larinin Istanbul’daki
calismalarina ait %33.6 bulgusundan oldukga diigtiktiir (:02103.116.117)

Calismamizda pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinda influenza B virusa
ait %6 oran1 Amerika’da Babady ve ark.’larinin %0.5, Amerika’da Carr ve ark.’larinin
%0.9 ve Brezilya’da Benites ve ark.’larimin %2.9 oranlarindan yiksek, Misir’da
Tantawy ve ark.’larinin %4.4 ve Amerika’da Srinivasan ve ark.’larinin %4.8 oranlarina
ise yak1nd1r (102,108,113—115).

Toplam pozitiflik oran1 ¢calismamizda 2014-2015 2. ve 20. haftalar arasinda
influenza sezonunda %62.5 olup bu oran WHO Global Influenza Survelliance and
Response System (GISRS) Tiurkiye bulgusu %29.8 ve aynmi sezonda Turkiye Halk
Sagligi Kurumu 40. ve 20. haftalar arasinda Turkiye’de sentinel siirveyans kapsaminda
bulunan %23.8 oranlarindan yiiksektir 819 pozitiflik oranmimizin yiiksek olmasinin
sebebi calisma grubumuzun influenza virus igin yuksek risk grubu olmasindan

kaynaklidir.
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Ulkemizde 2015-2016 grip sezonunda 40. ve 20. haftalar arasinda GISRS
verilerine gore %45.2 olan toplam influenza virus pozitifligi calismamizda tespit
ettigimiz %50 oranina benzerdir. Ayrica bu bulgumuz Turkiye Halk Sagligi Kurumu
2015-2016 grip sezonu sentinel siirveyans oran1 %31°den yiiksektir 8120,

Influenza virus 2015-2016 sezonu Tirkiye Halk Saghg Kurumu
sentinel/nonsentinel siirveyans sonuglarina gére Adana’da toplam pozitiflik %53.2°dir
ve ¢alismamizda %50 olan pozitiflik oranina benzerdir (120)

Turkiye’de 2016-2017 influenza virus sezonunda Turkiye Halk Sagligi Kurumu
%24.9 oram ayni sezonda calismamizda tespit edilen %33.3 oranindan biraz disuktir
(121).

Avrupa’da 2014-2015 grip sezonunda %37 influenza virus oranmi
arastirmamizdaki %62.5 oranindan oldukca dustk, 2015-2016 sezonunda %50 olan
bulgumuz %36.6 oranindan yiiksek ve 2016-2017 sezonunda %33.3 influenza virus
pozitiflik oranimiz Avrupa’nin %35.7 oranina benzerdir 22124,

Calismamizda influenza A virus alt tipleri ve influenza B virus ile enfekte
vakalarin influenza sezonlarina gore dagilhiminda 2014-2015 sezonunda en sik tespit
edilen %35.4 (17/48) oramyla HIN1 alt tipi, 2015-2016 sezonunda %?22.2 (8/36)
oramtyla H3N2 ve 2016-2017 sezonunda %19 (4/21) oramyla yine H3N2 alt tipi
olmustur.

Flu News Europe verilerine gore Avrupa’da 2014-2015 sezonunda influenza A
HIN1 virus %5.4, influenza A H3N2 virus %17.9 ve influenza B virus %12.2, 2015-
2016 sezonunda influenza A HIN1 virus %17, influenza A H3N2 virus %2.7 ve
influenza B virus %16, 2016-2017 sezonunda ise influenza A H1N1 virus %0.4,
influenza A H3N2 virus %26.6 ve influenza B virus %3.8 oranlarinda tespit edilmis
olup 2016-2017 sezonunda calismamizdaki sonuclara (H3N2 %19) benzer olarak
Avrupa’da da (H3N2 %26.6) H3N2 alt tipi baskin bulunmustur. Yine calisgmamizda
2014-2015 influenza sezonunda HIN1 (%35.4) ve 2015-2016 influenza sezonunda ise
H3N2 (%22.2) baskin iken Avrupa’da bu sezonlarda baskin influenza A alt tipi sirasiyla
H3N2 (%17.9) ve HIN1 (%17) olarak bildirilmistir. Buna karsilik Glkemizde Tirkiye
Halk Sagligi Kurumu sentinel stirveyans sonuclarina gore bulgularimizla uyumlu olarak
2014-2015 sezonunda HIN1 (%7.2) , 2015-2016 ve 2016-2017 sezonlarinda H3N2 alt
tipleri (sirastyla %11.1, %17.1) baskin bulunmustur 19124,
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Calismamizda influenza viruslarin aylara gore dagilimina bakildiginda pediatrik
onkoloji ve hematoloji hastalarinda influenza A virus 2014-2015 sezonunda en fazla
Subat, Mart, Nisan (sirasiyla %62.5, %75, %60), 2015-2016 sezonunda Ocak, Subat
(sirasiyla %70, %62.5) ve 2016-2017 sezonunda Ocak, Subat (sirasiyla %33.7, %33.3)
aylarinda tespit edilmistir. influenza B virus ise 2014-2015 sezonunda Nisan (%20),
2015-2016 sezonunda Mart, Nisan (sirasiyla %25, %25) ve 2016-2017 sezonunda Subat
(%66.7) aylarinda en fazla bulunmustur. GISRS verilerine gore tlkemizde 2014-2015
grip sezonunda influenza A virus Subat, Mart ve Nisan (sirasiyla %12.7, %17.6, %15.7)
aylarinda en fazla tespit edilmistir. Influenza 2015-2016 sezonunda ise influenza A
virus Aralik, Ocak, Subat (sirasiyla %25.6, %52.9, %35.9) aylarinda en yogun
gorilmustir. Influenza A virus 2016-2017 sezonunda en sik Aralik, Ocak (sirasiyla
%17.7, %37.9) aylarinda bulunmustur. influenza B virus ise 2014-2015 sezonunda
Mart, Nisan (sirasiyla %17.6, %18.4), 2015-2016 sezonunda yine Mart, Nisan (sirasiyla
%24, %17.6) ve 2016-2017 sezonunda ise Subat, Mart, Nisan (sirasiyla %8.9, %10,
%9.9) aylarinda en fazla bulunmustur 9,

Calismamizda pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinda influenza A virus
icin real-time PCR testine gore DFA testinin sensitivitesi %83 olup diger Ulkelerde
yapilan calismalardan Meksika’da %68.9, Kanada’da %76.7 oranlarindan yiksek,
Italya’da %89 oran ile benzerdir. Meksika’da yapilan ¢alismaya ait %76.3 influenza A
virus spesifite oran1 ¢alismamiza ait %97.7 oranindan diisuk olup bulgumuz Kanada’da

9%99.7 ve italya’da %99 spesifite oranlar: ile benzerlik gostermistir 25127,
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6. SONUC ve ONERILER

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde Ocak 2015 ve Eylil 2017
tarihleri arasinda pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinda influenza virus

enfeksiyonlarinin real-time PCR ve DFA testleri ile arastirildigi galismamizin sonuclars;

1. Toplam 134 pediatrik onkoloji ve hematoloji hastasinin 97°si (%72.4) erkek,
37°si (%27.6) kizdi. Erkeklerin kizlara oram1 2.6 idi. Toplam 134 hastanin
%13.4°0 2 yas ve alti, %24.6’s1 3-5 yas, %30.6’s1 6-9 yas, %31.3’U 10 yas ve
ust gruba aitti.

2. Pediatrik onkoloji ve hematoloji ¢alisma grubu gogunlukla ALL (27; %20.1),
talasemi  (14; %10.4), Fanconi aplastik anemi, No6roblastom, Non-Hodgkin
lenfoma (her biri 10 hasta; %7.5) ve AML (9; %6.7) tanis1 alan ¢ocuklardan
olmustur.

3. Real-time PCR yontemi ile onkoloji ve hematoloji hastasi: 134 gocukta influenza
A virus %35, influenza B virus ise %6 oranlarinda bulunmustur. influenza A
virus pozitif 47 6rnegin tiplendirilmesi sonucu influenza A HIN1 virus %18.7,
influenza A H3N2 virus %16.4 oraninda tespit edilmistir.

4. Influenza virus tespit edilen pediatrik hastalarin 39’u erkek (%70.9) ve 16’s1
(%29.1) kiz idi. Erkeklerin 6’s1 (%85.7) 2 yas ve alt1 grupta, 5’i (%55.6) 3-5 yas,
11’1 (%61.1) 6-9 yas ve 17’°si (%81) 10-19 yas grubunda yer almistir. Kizlarin
ise 1’1 (%14.3) 2 yas ve alt1 grupta olup 4’0 (%44.4) 3-5 yas, 7’si (%38.9) 6-9
yas ve 4’0 (%19) 10-19 yas grubundadir.

5. Influenza virus tespit edilen cocuklardan 19'u (%34.5) ALL, 8’i (%14.5)
talasemi, 5’1 (%9.1) rabdomyosarkom tanisi almis olup ve ndroblastom, primitif
noroektodermal timorler, Non-Hodgkin lenfoma ve AML tanilarinin her biri
icin 3 (%5.5) hasta influenza virus pozitif bulunmustur.

6. En fazla gorilen klinik belirtiler hastalarin 88’inde (%65.7) ates, 71’inde (%53)
Okslrik ve 63’Unde (%47) burun akintisi olmakla birlikte diger semptomlar
(bogaz agrisi, burun tikanikligi, solunum guclugu, takipne vb.) degisen oranlarda

gozlenmistir.
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7. Influenza virus pozitifligi 2014-2015 sezonunda %62.5 olup en sik tespit edilen
%35.4 (17/48) oranyla HIN1 alt tipi, 2015-2016 sezonunda toplam pozitiflik
%50 ve en fazla gorulen %22.2 (8/36) oraniyla H3N2 alt tipi ve 2016-2017
sezonunda pozitiflik %33.3 ve en baskin %19 (4/21) oraniyla yine H3N2 alt tipi
olmustur.

8. Influenza A virus 2014-2015 sezonunda en fazla Subat, Mart, Nisan (sirasiyla
%62.5, %75, %60), 2015-2016 sezonunda Ocak, Subat (sirasiyla %70, %62.5)
ve 2016-2017 sezonunda Ocak, Subat (sirasiyla %33.7, %33.3) aylarinda tespit
edilmistir. influenza B virus ise en sik 2014-2015 sezonunda Nisan (%20), 2015-
2016 sezonunda Mart, Nisan (sirasiyla %25, %25) ve 2016-2017 sezonunda
Subat (%66.7) aylarinda gorulmastar.

9. Pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinda influenza A ve B virus icgin real-
time PCR testine gdre DFA testinin sensitivitesi sirasiyla %83, %100 ve
spesifitesi %97.7 ve %100 bulunmustur.

Sonu¢ olarak calismamizda pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinda
influenza A virus enfeksiyon insidanst %35 ve influenza B virus %6 oranlarinda
oldukga yiiksek bulunmustur. Iinfluenza virus enfeksiyonlar: icin yiiksek risk grubu olan
pediatrik onkoloji ve hematoloji hastalarinda influenzaya bagl: ciddi komplikasyonlarin
onlenmesi, enfeksiyon kontrol ©Onlemlerinin alinarak nozokomiyal yayilimin
engellenmesi, antikanser tedavisinde gecikmenin onlenmesi, hastanede kalis siresinin
kisaltilmas: ve antibiyotik kullaniminin azaltilmas: igin influenza viruslarin real-time

PCR ile erken tanisi onemlidir.
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