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OZET

SARS-CoV-2 PCR Negatif Hastalarda Diger Solunum Yolu Viruslarinin

Retrospektif Degerlendirilmesi

Amagc: Mart 2020-Mart 2021 tarihleri arasinda COVID-19 klinik én tanis1 ile Istanbul
Universitesi (IU), Istanbul Tip Fakiiltesi Viroloji ve Temel Immunoloji Bilim Dali
laboratuvarina gonderilen, SARS-CoV-2 PCR testi negatif ¢ikan klinik orneklerde
molekiiler tan1 yontemi ger¢ek zamanli RT-PCR kullanilarak diger solunum yolu

viruslariin arastirilmast amaglanmistir.

Gerec ve yontemler: COVID-19 tanisi, Istanbul Universitesi (IU), Istanbul Tip
Fakiiltesi Viroloji ve Temel immunoloji Bilim Dali COVID-19 laboratuvarinda Bio-
Speedy Viral Niikleik Asit izolasyon kiti ve Bio-Speedy COVID-19 RT-qPCR Tespit
Kiti kullanilarak konmustur.

COVID-19 negatif &rneklerde diger solunum yolu viruslari, IU. Istanbul Tip Fakiiltesi
Viroloji ve Temel Immunoloji Bilim Dali Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda
multipleks ger¢ek zamanli RT-PCR yontemi ile Fast Track FTD Respiratory pathogens
21 kiti kullanilarak Rotor Gene Q Real-Time PCR (Qiagen, Hilden, Germany)

cthazinda yapilmstir.

Bulgular: SARS-CoV-2 PCR testi negatif 397 hastadan 52’sinde diger solunum yolu
viruslart pozitif bulunmustur. Diger solunum yolu viruslar1 pozitif 52 hastadan 35’1
(%67) rinovirus (RV) pozitif, 6’s1 (%11) koronovirus (Cov) OC43, NL63, 229E, HKU1
pozitif, 2°si (%4) adenovirus (AV) pozitif, 2°si (%4) respiratuvar sinsitiyel virus (RSV)
pozitif, 1’i (%2) enterovirus (EV) pozitif, 1’i (%2) insan metapndmovirus (IMPV)
pozitif, 1’i (%2) parainfluenza-4 (PIV-4) pozitif, 4’ii (%8) koenfeksiyon (RV+RSV,
RV+AV, RV+ insan bokavirusu (IBoV), RSV+CoV 229E) pozitif olarak saptanmistir.
Influenza virus (IV), PIV-1, PIV-2, PIV-3, insan parechovirus (IpeV) saptanmamistir.

Sonu¢: Maske, mesafe, el yikama, izolasyon gibi koruyucu onlemlerin solunum yolu

viruslarinin yayilimini énemli 6lgiide azaltti§1 sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

Retrospective Evaluation of Other Respiratory Tract Viruses in SARS-CoV-2 PCR

Negative Patients

Objective: It was aimed to investigate other respiratory tract viruses by molecular
diagnosis method real-time RT-PCR in clinical samples with negative SARS-CoV-2
PCR test, which were sent to Istanbul University (IU), Istanbul Medical Faculty,
Department of Virology and Basic Immunology laboratory between March 2020 and
March 2021 with the clinical pre-diagnosis of COVID-19.

Materials and methods: The diagnosis of COVID-19 was made using the Bio-Speedy
Viral Nucleic Acid Isolation kit and the Bio-Speedy COVID-19 RT-qPCR Detection
Kit in the COVID-19 laboratory of Istanbul University (IU), Istanbul Medical Faculty,

Department of Virology and Basic Immunology.

Other respiratory tract viruses in COVID-19 negative samples were detected in Rotor
Gene Q Real-Time PCR (Qiagen, Hilden, Germany) device using Fast Track FTD
Respiratory pathogens 21 kit with multiplex real-time RT-PCR method in Istanbul
University (IU), Istanbul Medical Faculty, Department of Virology and Basic

Immunology,Molecular Biology Laboratory.

Results: Other respiratory tract viruses were detected positive in 52 of 397 patients with
negative SARS-CoV-2 PCR test. From 52 patients positive for other respiratory tract
viruses, 35 (67%) were rhinovirus (RV) positive, 6 (11%) coronavirus (Cov) OC43,
NL63, 229E, HKU1 positive, 2 (4%) adenovirus (AV) positive, 2 (4%) respiratory
syncytial virus (RSV) positive, 1 (2%) enterovirus (EV) positive, 1 (2%) human
metapneumovirus (HMPV) positive, 1 (2%) parainfluenza virus-4 (PIV-4) positive, 4
(8%) coinfection (RV+RSV, RV+AV, RV + human bocavirus (HboV), RSV+CoV
229E) were positively detected. Influenza (IV), PIV-1, PIV-2, PIV-3, human

parechovirus (HpeV) were not detected.

Conclusion: It was concluded that protective measures such as masks, distance, hand

washing and isolation significantly reduced the spread of respiratory viruses.



1. GIRiS VE AMAC

Solunum yollar1 viral enfeksiyonlarin en sik goriildiigii bolgedir. Solunum
yolu viruslar1 damlacik, aerosol, yiyecek, igecek, tiikiiriik, yakin iligki ve ellerle
yayiliyor. Benzer solunum yolu semptomlarina neden olan birgok farkli virus vardir.
Solunum yolu viral enfeksiyonlarmin semptomlar1 ve siddeti virusun dogasina ve
enfeksiyon bolgesine gore degisir. Viremik fazda interferon ve sitokin salinimi
indiikledikleri icin ates, halsizlik, bas agrisi, viicut agrilar1 gibi klasik grip benzeri

semptomlara neden olan bir¢ok solunum yolu virusu vardir (1).

Akut iist ve alt solunum yolu enfeksiyonlari diinya ¢apinda 6nde gelen morbidite
ve mortalite nedenidir. Kii¢lik ¢ocuklar, yashlar, kronik hastalar ve bagisiklik sistemi
baskilanmis veya zayiflamis kisiler solunum yolu enfeksiyonlar1 acisindan risk
altindadir. Viruslar solunum yolu hastaliklarinin en 6nemli nedenlerinden biridir (2).
Respiratuvar sinsityal virus, influenza virus, parainfluenza virus, metapnomovirus,
rinovirus, enterovirus ve koronavirus gibi RNA viruslar1 daha baskin patojenlerdir.
RNA viruslar1 gibi solunum yolu tutulumuna neden olan DNA viruslar arasinda

adenovirusler, bokavirusler bulunur (3).

Bu viruslar hafif soguk alginligi benzeri, grip benzeri semptomlardan oksijen
takviyesi ve Oliime yol agabilen akut solunum sikintis1 sendromuna kadar sayisiz
semptomlara neden olabilirler. Cogu solunum yolu virusu her yerde bulunur ve

mevsimsel egilim gdsterir. Bazilar ise y1l boyu dolagir (4).

Viral solunum yolu enfeksiyonlarinin patogenezi tam olarak anlasilmamistir.
Viruslar, sistemik enfeksiyona neden olmadan solunum yolu epitelinde lokal olarak
cogalir. Virusa baglh olarak bu, mukozal sekresyonlarda artig, l6kosit infiltrasyonu,
siliyer ve mukus tiiretim aktivitelerinde bozulma ile sonuglanabilir. Hasar, bakteriyel
siiperenfeksiyona yatkinlik yaratabilir. Konak immiin yanitinin patogenezde énemli bir
rol oynadigr goriilmektedir. Siddetli solunum yolu enfeksiyonlarinda, epitelin

iltihaplanmas1 ve nekrozu obstriiksiyonuna yol acabilir, kiigiik hava yollar1 tikanabilir
2).

Solunum yolu viruslari, solunum salgilar1 ile ve bir ka¢ baska yoldan

bulasabilirler. Solunum yolu viruslari, enfekte olmus bir kisi ile duyarli bir kisi



arasindaki fiziksel temas yoluyla, dolayli olarak kontamine yiizeyler veya nesneler ile
temas yoluyla veya dogrudan solunum yoluyla bulagir. Bu dort ana bulas yolu
(dogrudan temas, dolayli temas/nesne, damlacik ve aerosol) genellikle koruyucu
Onlemlerin odaklaridir. Bazi solunum yolu viruslari, gastrointestinal sistemdeki
hiicreleri enfekte edebilir, bu da enfeksiyonun diski yoluyla yayilabilecegini
diistindiiriir; 6rnegin, tuvalet sifonu sirasinda aerosolizasyon yoluyla (5). Damlacik
yoluyla bulas, solunum yolu viruslarinin yayilmasinin birincil yoludur. izolasyon, ev
disindaki zorunlu olmayan aktiviteleri azaltmak ve halka acik alanlarda maske takmak,

solunum yolu virus enfeksiyonlarinin bulagma yollarini biiyiik dl¢iide engelleyebilir (6).

SARS-CoV-2, SARS-CoV, MERS-CoV ve influenza A viruslari, salginlara ve
pandemilere neden olan, dncelikle insan solunum sistemini hedef alan patojenlerdir.
Hafif solunum yolu hastaligindan akut pnémoniye ve hatta solunum yetmezligine kadar
degisen klinik tabloya neden olurlar. 1918'den beri, influenza A viruslar1 dort
pandemiye neden olmustur. HIN1 influenza A virusu susundan kaynaklanan, “Ispanyol
gribi” olarak bilinen ilk ve en siddetli salgin 1918'de meydana geldi. "Asya gribi" olarak
bilinen ikinci pandemi 1957'de meydana geldi ve bir H2N2 Inflenza A susundan
kaynakland1 . “Hong Kong gribi” olarak bilinen {iglincii pandemi, 1968'de meydana
geldi ve bir H3N2 Influenza A susundan kaynaklandi. 2009'dan 2010'a kadar devam
eden dordiincii pandemiye, "yeni grip A virusu" olarak da bilinen influenza A (HIN1)
pdmO09 virusu neden oldu. O zamandan beri, yeni influenza A mevsimsel grip virusu
olarak yayilmaya devam etti. 2002'de Giiney Cin’de SARS-CoV’un neden oldugu ve
siddetli akut solunum yolu sendromu (SARS) olarak bilinen SARS salgini basladi.
Eylil 2012'de Suudi Arabistan, MERS-CoV’un neden oldugu ilk Orta Dogu solunum
sendromu (MERS) vakasi bildirildi (7).

2019'un sonu ve 2020'nin basinda, Cin'in Wuhan kentindeki Huanan Deniz
Uriinleri Toptan Satis Pazar ile ilgili olarak ¢ok sayida yeni koronavirus enfeksiyonu
vakas1 bildirildi. 7 Ocak 2020°de virus yeni bir koronavirus olarak tanimland1 ve DSO
(Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan resmi olarak 2019-nCoV olarak adlandirild1 (8).
SARS-CoV-2’nin neden oldugu akut solunum yolu hastaligi 2019 (COVID-19) DSO
tarafindan resmi olarak pandemi ve uluslaras1 6neme sahip bir halk saglig acil durumu
ilan edildi (9). Patojen, gercek zamanli PCR yontemi ile virus olarak dogrulandi ve yeni

nesil dizileme ile hizla dizilendi. Genomu daha 6nce dizilenmis herhangi bir virus



(93]

genomuyla tam olarak eslesmedigi i¢in yeni virus olarak kabul edildi. “n”nin “novel”
anlamia gelmesi ve bu virusun neden oldugu hastaligin COVID-19 olmasi nedeniyle
yeni virusa 2019-nCoV adi verildi (10). Coronaviridae ailesine ait ve insanlarda patojen
olan viruslar arasinda SARS-CoV-2, SARS-CoV ve MERS-CoV’dan sonra pandemiye

neden olan ti¢lincii virusdur (11).

Etken viral patojenlerin dogru ve hizli teshisi, uygun tedaviyi se¢mek, salginlari
durdurmak ve gereksiz antibiyotik kullanimini azaltmak i¢in Onemlidir. Yukarida
bahsedilen tiim viruslar, hem {ist hem de alt solunum yolu enfeksiyonlarina neden
olabilir, bu da doktorlarin laboratuvar analizi olmadan etkeni ayirt etmesini zorlagtirir.
Solunum yolu viruslarinin hizli ve dogru teshisi, etkili onleme, uygun antiviral

tedavilerin uygulanmasinin ve epidemiyolojik izlemeye yardimci olabilir (12).

Bu calismada Mart 2020-Mart 2021 tarihleri arasinda COVID-19 klinik 6n
tanis1 ile laboratuvarimiza gonderilen SARS-CoV-2 PCR testi negatif olan klinik
orneklerde molekiiler tan1 yontemi gercek zamanli RT-PCR kullanilarak adenovirus
(AV), insan bokavirus (IBoV), koronavirus (CoV) 229E, CoV HKU1, CoV NL63, CoV
0C43, enterovirus (EV), insan metapndmovirus (IMPV) A/B, influenza A virusu,
influenza A (HINT) virusu, influenza B virusu, parainfluenza 1-2-3-4, parechovirus,

respiratuvar sinsityal virus (RSV) A/B, rinovirus arastirilmstir.

Solunum yolu enfeksiyonlarinda influenza viruslart basta olmak iizere bir
cok viral etken Onemli rol oynamaktadir. Bu sebeple COVID-19 pandemisi sirasinda
yukarida adi gecen viral solunum yolu etkenlerinin arastirilmasi; tedavinin
belirlenmesi ve yoOnlendirilmesinin yani sira, epidemiyolojik verilerin elde edilmesi

bakimindan 6nem tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SOLUNUM YOLU VIiRUSLARI

2.1.1. Koronavirus

Koronaviruslar (CoV) zarfli, tek sarmalli, pozitif RNA viruslaridir. Insanlar,
diger memelileri, kuslari, ciftlik ve evcil hayvanlar1 da enfekte ettikleri i¢in sadece halk
sagligr degil, ayn1 zamanda veterinerlik ve ekonomi agisindan da sorun teskil ediyorlar.
Coronaviridae familyast ve dort cinsten olusan (alfakoronavirus, betakoronavirus,
gamakoronavirus ve deltakoronavirus) Orthocoronavirinae alt-familyasi icerisinde yer
alirlar.  Alfakoronaviruslar ve Dbetakoronaviruslar memelileri enfekte eder,

gamakoronavirus ve deltakoronaviruslar kuslar1 enfekte eder (13).

Insan koronaviruslart (ICoV) genellikle solunum yolu patojenleridir (14).
2002°’de SARS-CoV’un tespit edilmesiyle Insan koronaviruslari tanimlandi. SARS-
CoV-2’nin de tespit edilmesiyle suanda yedi insan koronavirusu vardir. Bunlar 229E,
0C43, NL63 ve HKU1 gibi genelde hafif semptomlarla seyreden ve SARS-CoV,
MERS-CoV ve SARS-CoV-2 gibi mortaliteye yol agabilen tiirlerdir (15).

Koronoviruslarin viral genomu dort yapisal protein igerir spike (S), membran
(M), zarf (E) ve nukleokapsid (N) proteini. S proteini (E2) virusun konake1 hiicre
yilizeyine baglanma, flizyon ve viral girisden sorumludur (15). Ayn1 zamanda nétralizan
antikorlarin hedefidir (1). M protein en ¢ok bulunan proteindir ve viral zarfin seklini
tanimlar (15). El glikoproteini transmembran matriks proteinidir. Bazi1 suslar
hemaglutinin néraminidaz (E3) icerir (1). N proteini RNA genomuna baglanan, viral

birlesme ve tomurcuklanmada yer alan tek proteindir (15).

Koronaviruslarin replikasyonu konak hiicreye baglanma ve girisle baglar.
Baglanma S proteini ve onun konak hiicre yilizeyiindeki spesifik reseptorii arasindaki
etkilesimi ile baglar. Baglanmanin ardindan S proteini bir proteaz enzimi tarafindan
boliiniir ve virus flizyon yoluyla konaker hiicre sitozoliine girer. Replikasyon ve viral
RNA sentezini takiben olgun virus olusur ve ekzositoz yoluyla hiicre digina salinir (15).
Hem SARS-CoV hem de SARS-CoV-2'nin S proteinleri, reseptdr olarak konakei

hiicrelerin anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2) reseptorlerini kullanir. ACE2,



anjiyotensin II'yi hidrolize eden, 6zellikle akciger ve ince bagirsak epitelinde bulunan

bir hiicre yiizeyi peptidazidir (16).

Cogu insan koronavirusu i¢in viral tireme sicakligi 33°C ila 35°C’dir. Bu yiizden
enfeksiyon iist solunum yollarinda lokalize kalir. Ancak hayvan koronaviruslari, SARS-
CoV ve MERS-CoV da dahil olmak iizere 37°C’de ¢ogalabilir ve insanlarda sistemik
hastaliga neden olabilir. Koronaviruslar biiyiik 6l¢iide aerosollerle yayilir ve sitolitik
enfeksiyona neden olur. Cogu zaman {ist solunum yolu enfeksiyonlarina neden olurlar.
Rinovirusun neden oldugu soguk alginligina benzer hastaliga neden olurlar, ancak daha

uzun klucka siiresine sahiptirler (1).

2.1.2. influenza

Ortomiksoviruslar zarfli, segmentli, negatif sarmalli RNA viruslaridir ve
Orthomyxoviridae ailesinin iiyeleridir. Genomun segmentli olmasi mutasyon ve farkli
insan ve hayvan suslar1 arasinda gen segmentlerinin yeniden diizenlenmesi ile yeni
suslarin gelisimini kolaylastirir. Bu genetik dengesizlik yillik salginlardan ve periyodik
pandemilerden sorumludur. En bilinen Influenza pandemisi 1918’den 1919°a kadar

devam eden 20-40 milyon insanin dliimiine neden olan Ispanyol gribi olmustur (1).

Bu ailede A, B, C ve D harifleriyle tanimlanan dort influenza virusu vardir.
Tiim inluenza tiirleri omurgali hayvanlar1 enfekte edebilirr ancak yalnizca influenza A
ve B viruslari insanlarda morbidite ve mortaliteye neden olabilir. Influenza C virusu de
insanlar1 enfekte edebilir, ancak insanlarda nadiren semptomatik hastalik yaparlar.

Influenza D virusu ise insanlarda enfeksiyona neden olmaz (17).

Tiim influenza viruslart zarfli, segmenter genoma sahip, tek sarmalli, negatif
iplikli RNA viruslaridir. RNA polimeraz alt birimleri (PB1, PB2, PA), viral
glikoproteinler hemaglutinin ve néraminidaz (HA, NA), viral niikleoprotein (NP),
matriks proteini (M1), zar proteini (M2)’ni kodlayan sekiz RNA segmenti ve yapisal
olmayan proteinleri (NS1) vardir (18).

Zarf, hemaglutinin noéraminidaz (HA NA) ve zar (M2), matriks (M1)
proteinlerini igerir. HA’nin c¢esitli islevleri vardir. HA bir baglanma proteinidir.
Epitelyal hiicre yiizey reseptorlerindeki sialik aside baglanir. Asidik PH’da fiizyonu
destekler. insan, kus, domuz kan hiicrelerini hemaglutine eder. Nétralizan antikorlarin

tepkisini ortaya c¢ikarir. On sekiz farkli HA alt tipi vardir (H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7,



HS8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16, H17, H18). HA minor (drift) ve major
(shift) degisiklige ugrar. Shift sadece influenza A virusunda meydana gelir. NA enzim
aktivitesine sahiptir ve sialik asidi pargalar. Sialik asidin parcalanmasi baglanmay1
sinirlar ve virusun enfekte hiicrelerden salinmasini kolaylastirir. Influenza A virusunun
NA’1 antijenik kayma (shift) ugrar ve farkli NA’lar N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8,
N9, N10, N11 olarak adlandirilir. M1, M2 ve NP proteinleri tipe 6zgiidiir; bu nedenle
influenza A'y1 B veya C viruslarindan ayirt etmek i¢in kullanilirlar. M1 proteinleri
virionun i¢ini kaplar ve birlesmeyi destekler. M2 proteini, zarlarda bir proton kanali

olusturur ve kaplamanin agilmasini ve viral salinimi tesvik eder (1).
Influenza antijenik cesitlilige iki ana mekanizma ile ulasir:

1.Antijenik drift: HA ve NA genlerinin mutasyonlarindan kaynaklanir ve yeni
antijenik varyantlarla sonuglanir. Bdylece dnceden var olan konak bagisikligindan
kacinilir (19). Her iki ila ii¢ yilda bir meydana gelir ve yerel influenza A ve B

enfeksiyonu salginlarina neden olur (1).

2. Antijenik shift: Ayn1 konak icindeki iki farkli influenza virusu arasindaki
gen segmentlerinin yeniden diizenlenmesiyle yeni bir sus olusmasma yol agar (19).
Sadece Influenza A virusunda gergeklesir. Ve genellikle pandemilere neden olur.

Influenza B insan virusudur ve antijenik shift’e ugramaz (1).

Influenza virwsu iist solunum yollarinin epitel hiicrelerinde ¢ogalir. Genelde
kendi kendini siirlayan enfeksiyona neden olur. Ancak virusun alt solunum yollarina
enerek cogalma yetegi de vardir. Konak¢r hiicreye giris viral HA’in epitel hiicre
yiizeyinde bulunan sialik aside baglanmasiyla baslar. Virus daha sonra endozom
icerisine alinir ve endozomun igerisindeki asidik ortam viral M2 iyon kanalinin
agilmasina izin verir. Protonlarin virusa akisi, viral ve endozomal membranlarin
kaynagmasini, viral RNA’nin konak hiicre sitoplazmasina salinimi kolaylagtirir. Diger

RNA viruslarindan farkli olarak RNA transkripsiyonu hiicre ¢ekirdeginde gerceklesiyor
(18).

Virus iist ve alt solunum yollarin1 enfekte eder. Influenza baslangigta iist
solunum yolu enfeksiyonu yapar. Bunu yapmak i¢in virus ilk 6énce mukus salgilayan,
siliyer ve diger epiltel hiicrelerini hedef alir ve 6ldiirtir. Epitel hiicrelerin hasar1 lokal
semptomlara neden olur. Bu yolla birincil savunma sisteminin kaybina neden olur.

Siliyer epitel eksikligi ile yutulan oral ve nazal bakteriler pndmoniye neden olur.



Influenza diisiik seviyeli bir viremiye neden olabilir, ancak nadiren akciger disi
organlar etkiler. influenza enfeksiyonu giiclii bir interferon indiikleyicisidir. Sistemik
interferon ve sitokin salinimi enfeksiyondan ¢ ila dort giin sonra zirve yapar. Tipl

interferon sistemik grip benzeri semptomlara neden olur (1).

2.1.3. Parainfluenza virusu

Parainfluenza viruslar1 (PIV), Paramyxoviridae ailesine ait, zarfli, negatif
sarmall1 bir RNA virusudur. Parainfluenza viruslarinin dort serotipi vardir (PIV-1, PIV-
2, PIV-3 ve PIV-4). PIV-1 ve PiV-3 Respirovirus cinsine, PIV-2 ve PIV-4 Rubulavirus
cinsine aittir (20). Viral genom alt1 temel proteini kodlar. Niikleoprotein (N), polimeraz
fosfoprotein (P), matris proteini (M), fiizyon proteini (F), hemagliitinin néroaminidaz
(HN) glikoproteini ve RNA polimeraz (L) (21). HN ve F proteinleri nétralizan
antikorlarin baslica hedefidir. Niikleokapsid viral ¢ekirdek, viral RNA, NP, P ve L
proteinlerinden olusur. NH glikoproteini viral baglanma proteini olub konak epitel
hiicreleri iizerindeki sialik asite baglanir. F proteini virus-hiicre zar1 fiizyonuna ve
ardindna konak hiicre enfeksiyonuna neden olur. NH proteininin néroaminidaz kismi

virusun hiicre ylizeyinden ayirilamsinda rol oynar (14).

Virusun replikasyonu zarf iizerindeki NH glikoproteinlerinin konak hiicrenin
tizerindeki sialik aside baglanmasiyla baglar (1). Hiicreye baglandiktan sonra, F proteini
virus-hiicre zar1 flizyonuna ve konak¢i hiicre enfeksiyonina neden olur (14).
Transkripsiyon, protein sentezi, replikasyon konak hiicrenin sitoplazmasinda
gerceklesir. Virionlar fiizyon yolu ile hiicreye girer ve hiicreyr Oldiirmeden

tomurcuklama yolu ile ¢ikarlar (1).

Parainfluenza viruslart {ist ve alt solunum yollarimin siliyer epitel hiicrelerini
enfekte eder. Enfeksiyon burun ve orofarinkste baslar. Iki ila bes giin sonra en yiiksek
replikasyona seviyesine ulasir ve alt solunum yollarina yayilir (22). Hastaligin
patogenezinde viral replikasyon ve enfeksiyona karsi konagin immun yaniti rol oynar.
Yiiksek viral replikasyon solunum epitel hiicre degisikligine yol acar. Mukus iiretiminin
artmasi, artan hiicre dongiisii ve miisin hiicre hiperplazisi ile iliskilendirilir (23).
Parainfluenza virusu viremi yapmaz ve sistemik hastaliga neden olmaz. Enfeksiyon
solunum yollar1 ile smrhidir (1). Hastaligin agirligi enfeksiyonun lokasyonu ile

iliskilidir. Ust solunum yollarindaki enfeksiyon soguk algmligi semptomlarina neden



olurken, larinks ve trakea enfeksiyonu krup ve brosiolite, alt solunum yollarinda virusun

replikasyonu pnémoniye neden olur (21).

Parainfluenza virusu temas ve damlacik yoluyla kisiden kisiye bulasir (1).
Virusa maruz kaldiktan sonra iki ila alt1 giinliik klugka donemi sonrasi klinik
semptomlar gelisir. Primer enfeksiyon tipik olarak 5 yasalti ¢oguklarda goriiliir (14).
Krupun baglica nedenleri olan parainfluenza viruslart 1 ve 2 ile enfeksiyonlar
sonbaharda ortaya ¢ikma egilimi gosterirken, parainfluenza virus 3 enfeksiyonlar1 yil

boyunca ortaya ¢ikar (1).

2.1.4. Respiratuvar Sinsisyal Virus

Respiratuvar Sinsisyal Virus (RSV) ilk 1955 yilinda sempanzelerden, 1957
yilinda ciddi alt solunum yolu enfeksiyonu olan bebeklerden izole edildi (24).
Bebeklerde ve ¢ocuklarda akut solunum yolu enfeksiyonunun en sik nedenidir. Hemen
hemen herkes iki yasma kadar RSV ile enfekte olur. Yaslilarda yasamlari boyunca

yeniden enfeksiyona neden olabilir (1).

RSV, Pneumoviridae ailesine ait, zarfli, negatif sarmalli RNA virusudur. RSV
genomu dokuz yapisal ve iki yapisal olmayan proteini kodluyor. Baglanma
glikoproteini (G), fiizyon glikoproteini (F) ve hidrofobik proteini (SH) zar disinda
bulunur. Matris proteini (M) viral zarin i¢ini kaplar. Viral RNA, niikleoprotein (N),
fosfoprotein (P) ve RNA bagimli RNA polimerazdan olusan riboniikleoprotein
kompleksi (RNP) icinde kapsidlenir. Niikleoprotein-RNA kompleksi helikal yapida
olup virus replikasyonu icin sablon olusturur. M2 geni M2-1 ve M2-2 proteinlerini
kodlar. M2-1, RNA'ya baglanir. Iki yapisal olmayan protein NS1 ve NS2 interferon tip

I aktivitesini inhibe ederler (25).

RSV, solunum yollarina lokalize enfeksiyon yapar. Virus hiicre ylizeyi
proteinlerine ve heparan siilfat proteoglikanlarina baglanir. Sinsitiyay1 indiikler ve hiicre
hasarma neden olur. Inflamasyonda nétrofiller esas rol oynar. Bronslarin ve
bronsiyollerin nekrozu, daha kiigiik hava yollarinda mukus, fibrin ve nekrotik tikaglar

olusur. Bebekler ve kii¢iik ¢ocuklarda hava yollar1 bu tiir tikaglarla kolayca tikanir (1).

RSV, genelde yakin temas yoluyla tiikiiriik veya mukus damlaciklar ile bulasir.
Virus, nazofarinks ve iist solunum yolu epitellerinde kisa siire ¢ogaldiktan sonra alt

solunum yollarina gecebilir. Virusla enfekte olduktan ii¢ ila yedi gilin sonra hastalarda



ates, burun akintisi, burun tikanikligi, oksiiriik ve gogiiste sikisma gibi semptomlar

gelismeye baglar (24).

2.1.5. insan Metapnévmovirus

Insan Metapnémovirusu (IMPV), 2001 yilinda, akut alt solunum yolu hastalig
olan Hollandal1 ¢ocuklardan alinan 6rneklerde tespit edilen bir solunum yolu virusudur.
Bu virusun daha 6nce insan respiratuvar sinsityal virusu ile benzer bir patoloji ve klinik
semptomlar gosterdigi bilinmektedir (26). IMPV, daha ¢ok cocuklarda hastaliga neden
olur, ancak yetiskinleri ve bagisiklig1 baskilanmis bireyleri de enfekte edebilir. IMPV
enfeksiyonu hafif bir iist solunum yolu enfeksiyonundan yasami tehdit eden siddetli
bronsiyolit ve pndémoniye kadar ilerleyebilir (27). Hastalik genellikle oksiirtik, bogaz
agrist, burun akintis1 ve yiiksek ates belirtileri gosterir. Hastalarin yaklagik %10'unda,

nefes darligi, pndmoni, bronsit veya bronsiolit goriiliir (1).

IMPV, zarfl1, negatif sarmalli bir RNA virusudur. Viral genom sekiz gen icerir
ve dokuz proteini kodlar: niikleoprotein (N), fosfoprotein (P), matris protein (M),
flizyon proteini (F), matris-2 proteinleri (M2-1 ve M2-2), kiiclik hidrofobik ( SH)
protein, glikoprotein (G) ve biiyiik (L) polimeraz proteini. N, L ve P proteinleri birlikte
viral replikasyon kompleksini olusturur. RSV’den farkli olarak yapisal olmayan NS1 ve
NS2 proteinleri igermez. Ug transmembran yiizey glikoproteini F, G ve SH lipid zarf
tizerinde yerlesmistir. G proteini, viryonun konak hiicreye baglanmasinda rol oynar. F
proteini, viral ve konak hiicre flizyonuna aracilik eder. SH proteininin tam islevi
bilinmiyor (28). G ve F proteinlerinin yardimiyla IMPV, hiicre yiizeyindeki heparan
siilfat reseptorlerine baglanir. Fiizyon isleminden sonra viral niikleokapsid, konak

hiicrenin sitoplazmasina girer ve replikasyona ugrar (27).

IMPV, tiim yas gruplarmni etkileyen ve her yerde bulunan bir patojendir. IMPV,
list ve alt solunum yollarini enfekte eder. IMPV enfeksiyonunun klinik belirtileri RSV
enfeksiyonunun klinik belirtilerine benzerdir. Hafif {ist solunum yolu enfeksiyonundan
bronsiolite ve siddetli pndmoniye kadar degisir. Hastalik agirligi, konagin yasina ve
sagligina gore degisir. En sik goriilen semptomlar ates, oksiiriik ve nezledir. Kulucka
donemi kesin olarak bilinmemekle birlikte, hastane kaynakli bulasma vakalar1 yaklasik

bes ila alt1 glinliik bir kulugka gecirmektedir (14).
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2.1.6. Adenovirus

Adenoviruslar (AV) ilk defa insan adenoid hiicre kiiltiiriinden izole edilmistir.
100’e yakin serotipi tanimlanmustir. Insan adenoviruslarinmn yedi alt grubu (A, B, C, D,
E, F, G) vardir, en yaygin olanlar1 birden yediye kadar numaraldirilmis olanlardir.
Adenoviruslar en ¢ok solunum yolu enfeksiyonlarina, faringo-konjuktivit, hemorajik

sistit ve gastroenterite neden olurlar (1).

Adenoviruslar zarfsiz, cift sarmalli DNA viruslaridir. Viral kapsid hekson,
penton ve fiber adi verilen ii¢ kapsid proteininden olusur. Kapsid 252 kapsomerden
olusur. Kapsomerler de 240 hekson proteini ve 12 penton proteininden olusur. Tabanda
penton proteini ve her tepe noktasinda bir fiber protein ¢ikintis1 vardir. Fiber proteini bir
baglanma proteinidir. Adenovirus serotiplerinin genel yapist ayni gibi goriinse de, fiber
proteinleri uzunlugu degisebilir ve tipe spesifiktir. Antikorlar tarafindan taninan
epitoplarin ¢ogu hekson ve fiber proteinlerinde bulunur (14). Penton ve fiber tipe 6zgii
antijenlere sahiptir. Penton tabani ve fiber proteini hiicreler icin toksiktir. Cekirdek
kompleksi, viral DNA ve en az iki ana proteinden olusur. Adenovirus virionu en az 11

protein igerir bunlardan dokuzunun tanimlanmis yapisal fonksiyonu vardir (1).

AV enfeksiyonlar yil boyunca ortaya ¢ikmakla beraber, adenovirus salginlari
daha ¢ok kisin ve ilkbahar baglarinda olur. Yayilma, damlacik, yakin temas, fekal oral
yolladir. AV bircok dezenfektana, karsi direnclidir. Inkiibasyon siiresi 2-14 giin
arasindadir. Asemptomatik tasiyicilik haftalar ve aylarca siirebilir. Salginlar, hastaneler,
yenidogan kresleri, bakim tesisleri, yatili okullar, yurtlar, ¢oguk evleri gibi kapali
alanlarda hizla yayilir (29).

AV3, AV4, AV7, AVS, AVI14 ve AVS55 genellikle salginlarla iligkili
serotiplerdir, daha oOldiiriiciidiirler ve yayilma olasiliklar1 daha yiiksektir. Bunlar
arasinda AV serotip 7 (AV7) en viriilan olamidir, ciddi komplikasyonlara ve énemli
mortaliteye neden olmaktadir. Tipik semptomlar ¢ogunlukla 6ksiiriik, burun tikanikligi,
ates ve komplike pndomoniye ilerleme olabilir. Pnomoni gelistiginde, akut solunum

sikintist sendromuna ve solunum yetmezligine yol agabilir (30).

AV’ler epitel hiicrelerinde litik, lenfoid hiicrelerde latent enfeksiyona neden
olur. Litik enfeksiyon, virusun konakei hiicrelerin i¢ine girip ¢ogalmasiyla meydana
gelir. Virus, makromolekiiler sentezi inhibe eder ve mRNA'y1 hiicrenin sitoplazmasina

tasiyarak hiicre Oliimiine ve lizisine neden olur. Ayni zamanda viryonlarin olusumu,
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konak¢inin inflamatuar yanitina neden olur. Litik enfeksiyonun ardindan AV'lar yillarca

hiicrelerde latent kalabilir (31).

Virus ilk olarak orofarenksi kaplayan epitel hiicrelerini enfekte eder. Enfeksiyon
farinks, konjuktiva veya iist solunum yollarinda baslar, daha sonra lenf diiglimlerine ve
alt solunum yollarma yayilir. Enfeksiyon iyilesebilir veya latent hale gelebilir ve
bagisikligr baskilanmis bireylerde yeniden aktive olabilir. Viremi lokal replikasyindan
sonra ortaya c¢ikar ve viseral organlara yayilabilir. Bu yayilma daha ¢ok bagisiklig

baskilanmis hastalarda goriiliir (1).

2.1.7. insan Bokavirusu

Insan bokavirusu (IBoV), ilk kez 2005 yilinda nazofarengial rneklerden PCR
yontemi ile izole edilen bir parvovirustur (32). O zamandan beri, virus solunum ve
gastrointestinal orneklerde yaygin olarak bulunmustur. IBoV'nun viral solunum ve
gastrointestinal sistem enfeksiyonlarina neden oldugu bilinmektedir. Ancak virusun
patojenitesi tam olarak bilinmemektedir. IBoV yilin herhangi bir zamaninda ortaya
cikabilir, en ¢ok kis ve ilkbahar aylarinda yaygindir. IBoV her yastan bireyde
enfeksiyona neden olur, ancak ¢ogunlukla 6-24 aylik bebeklerde izole edilmistir (33).

[BoV, Parvoviridae ailesinin, Parvovirinae alt ailesinin iiyesidir. Parvoviridae
ailesinin tyeleri kiigiik, zarfsiz, lineer, negatif veya pozitif tek sarmalli DNA
viruslaridir (34). Genom, ii¢ yapisal ve iki yapisal olmayan proteini kodlar. Bokavirus
solunum epitelinde cogalir ve enfeksiyon yapar. Virus solunum yolu salgilariyla
bulagsmakla beraber diskidan da izole edilebilir. Bokavirus hafif veya siddetli akut
solunum yolu hastaligina neden olabilir. Daha siddetli hastalik, bronsiyolit ve viremi iki

yasindan kiiciik ¢ocuklarda goriiliir (1).

2.1.8. Picornaviruslar

Picornaviridae, en biiyiik virus ailelerinden biridir. Adindan da anlagilacag: gibi
bu virusler, zarfsiz, kii¢iik (pico), riboniikleik asit (RNA) viruslaridir. Genomu bir
mRNA’dir. Picornaviruslarin pozitif RNA’s1 ikosahedral kapsidle ¢evrilidir. Kapsid 12
pentamerik koseden olusur ve her pentamer bes protomerik proteinden olusur.
Protomerler dort virion polipeptidinden (VP1, VP2, VP3, VP4) olusur. Bu proteinler,
virusun hiicresel reseptdre baglanmasiyla salinir. Picornaviruslar sitoplazmada ¢ogalir

ve viruslarin ¢ogu sitolitiktir. Ailenin, Enterovirus (Poliovirus, Coxsackievirus A/B,
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Echovirus, Parechovirus, Enterovirus), Rinovirus, Hepatovirus (Hepatit A virusu),
Cardiovirus ve Aphthovirus dahil olmak tizere dokuz cinse ayrilmig 230'dan fazla iiyesi

vardir (1).

2.1.8.1. Enteroviruslar

Enteroviruslar (EV), picornaviridae ailesine ait zarfsiz, tek sarmalli, kiigiik,
ikosahedral RNA viruslanidir. Enteroviruslar, ¢ogu zaman hafif, grip benzeri
semptomlarla ilerleyen akut enfeksiyona neden olur. Ancak virusun gastrointestinal
veya solunum yollar1 gibi birincil enfeksiyon odagindan, sekonder dokulara (pankreas,
kalp, karaciger veya beyin gibi) yayilmasi daha ciddi hastaliklara neden olabilir. Bu
durum o6zellikle immun yetmezligi olan hastalar ve yenidogan popiilasyonlarinda
goriiliir (35). Insan enteroviruslarinmin doért alt grubu vardir (A, B, C, D) (36).
Enterovirus D68 (EV-D68) ve enterovirus A71 (EV-A71) en sik solunum yolu
hastaligina neden alt gruplardir (37). Aside direngli ve insan gastrointestinal sisteminde
replike olan diger enteroviruslarin aksine, EV-D68 aside direncgli degil, daha diisiik
sicaklikta ¢ogalir. Bu nedenle solunum yollarinda ¢ogalabilir; Insan solunum yolu
endotel hiicrelerinin ylizeyinde sialik asidin varligi, EV-D68'in solunum yollarinda

replikasyonunun nedeni olabilir (38).

Adlarmin aksine enteroviruslar genellikle enterik hastaliga neden olmazlar,
gastrointestinal sistemde cogalirlar ve fekal-oral yolla bulasirlar. Enterovirus
enfeksiyonlari, esas olarak doku tropizmindeki farkliliklar ve virusun sitolitik kapasitesi
ile belirlenir. Virionlar mide asidine, proteazlara ve safraya direnclidir. Enteroviruslar
iist solunum yolu ve agiz yoluyla bulagir. Viral replikasyon bademciklerde, farenksin
mukoza ve lenfoid dokusunda baslar (1). Viremi birkag giin icinde ortaya ¢ikar; EV'lar
karaciger, dalak, kemik iligi ve daha uzak lenf diiglimleri dahil olmak {izere
retikiiloendotelyal sisteme yayilir. Konagin immiin sistemi, viral replikasyonu
sinirlayabilir ve enfeksiyonun diger bolgelere yayilmasini onleyebilir (subklinik
enfeksiyon). Aksi takdirde retikiiloendotelyal sistemdeki replikasyon, sekonder bir
viremiye (iig-yedi giin sonra) yol agabilir. Ikincil bdlgelerdeki viral yiik genellikle
yaklasik yedi glin sonra azalir. Antikorlar, EV enfeksiyonlarina karst en oOnemli
korunma seklidir ve tipe 6zgii notralize edici antikor seviyeleri arttiginda viremi diizelir

(39).



13

Enteroviruslar insandan insana solunum yoluyla, fekal-oral yolla, kontamine
olmus ¢evresel kaynaklar yoluyla bulasir (40). Enteroviruslar neden oldugu klinik
sendromlar, 1) viral serotip; 2) enfektif doz; 3) doku tropizmi; 4) giris portali; 5)
hastanin yasi, cinsiyeti ve saglik durumu dahil olmak tizere ¢esitli faktorler tarafindan
belirlenir. Enterovirus hastaliginin kulugka siiresi, virusa, hedef dokuya gore 1-35 giin
arasinda degismektedir. Solunum yollarini etkileyen viruslar en kisa kulugka siirelerine

sahiptir (1).

2.1.8.2. Rinoviruslar

Rinoviruslar (RV), insanlarda viral enfeksiyonlarin en sik nedenlerinden biridir.
Soguk alginliginin baslica nedenlerinden olup, iist solunum yolu enfeksiyonlariyla
beraber alt solunum yolu enfeksiyonlarma da neden olurlar (14). Son iyirmi yilda
RV’lar hastaneye yatis gerektiren siddetli alt solunum yolu enfeksiyonlarima neden
olmaktadir. Daha siddetli klinik durumlar, RV’larin astim, kronik obstruktif akciger
hastaligi, kronik bronsiolit ve toplum koékenli pndmoni gibi kronik solunum yolu

hastaliklarini alevlendirmeleri ile iliskilidir (41).

Rinoviruslar Picornaviridae ailesine ait, kii¢iik, zarfsiz, tek sarmalli pozitif RNA
viruslardir. Rhinovirus-A (RV-A), Rhinovirus-B (RV-B) ve Rhinovirus-C (RV-C)
olmak ftizere ii¢ tiire ayrilmistir. RV-A ve RV-B daha piiriizsiiz, kiiresel kapsid yapiya
sahipken, RV-C virionun dis ylizeyinde 60 spike benzeri ¢ikintiya sahiptir. RV genomu,
viral kapsidi olusturan dort yapisal proteini (VP1, VP2, VP3, Vp4) ve yapisal olmayan
yedi proteini (2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C ve 3D) kodlar (42).

Rinoviruslar, konak epitel hiicrelerine baglanmak i¢in ii¢ ana tip membran
glikoproteininden birini kullanir. Tiim RV-B ve ¢ogu RV-A tipini olusturan viruslar,
reseptor olarak hiicrelerarast adezyon molekiili (ICAM-1) kullanir. Bazi ana grup
RV'lar, alternatif bir reseptor olarak heparan siilfati kullanabilirler. On iki RV-A tipini
iceren mindr grup viruslar ise, ICAM-1 yerine diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptoriine (LDLR) baglanir. Tiim RV-C, siliyer solunum yolu epitel hiicreleri
tarafindan eksprese edilen bir protein olan kaderin ile iliskili aile {iyesi 3 (CDHR3) ile

reaksiyona girer (43).

Rinoviruslar, tiim {ist solunum yolu enfeksiyonlarinin en az yarisina neden olur.
Rinoviruslar iki mekanizma ile bulasabilir: aerosol yoluyla ve eller veya kontamine

cansiz nesnelerden. Rinoviruslar, enfekte kisilerin sadece yarisinda klinik hastaliga
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neden olur. Asemptomatik bireyler virusu yayabilirler. Rinoviruslar asidik pH'a karsi
dayaniksizdirlar. Enteroviruslarin  aksine, rinoviruslar gastrointestinal kanalda
cogalamazlar. Virus burun, agiz, gozlerden giris yapar ve bogaz da dahil olmak iizere
ist solunum yollarinin enfeksiyonunu baslatir. Cogu viral replikasyon burunda meydana
gelir, ¢iinki RV en iyi 33°C’de ¢ogalirlar. Enfekte hiicreler bradikinin ve histamin
salgilar ve bu da burun akintisina neden olur. Enfeksiyon oranlar1 bebeklerde ve

cocuklarda en yiiksektir (1).

2.1.9. Laboratuvar tanisi

Solunum yolu viruslarinin tespitine yardimci olmak icin ¢esitli laboratuvar
yontemleri mevcuttur. Bunlar virus kiiltiirii, immiinofloresan testleri, hizli antijen tespit
testleri, gergek zamanli RT-PCR, diger niikleik asit amplifikasyon testleri ve serolojik
testleridir. Kiltiirde solunum yolu viruslarinin izolasyonu ve viral antijenlerin hizli
tespiti, on yillardir taniya yonelik geleneksel yaklagimlardir. Ancak, zaman iginde RT-
PCR gibi molekiiler amplifikasyon yontemlerinin gelisimi, salginlarda solunum yolu
viruslarii hizli ve dogru bir sekilde tespit etmemizi biiyiik dl¢iide gelistirdi. Gergek
zamanlt RT-PCR, solunum yolu viruslarinin tespiti i¢in su anda en ¢ok tercih edilen ve

yaygin olarak kullanilan molekiiler yontemdir. (2).

Semptomlar1 olan hastalarda tek solunum yolu virusu saptanabilse de, ayni anda
baska solunum yolu viruslari ile koenfeksiyonlar da olabilir. Ozellikle bes yas alti
coguklarda, koenfeksiyon siklig1 yiiksek bulunur. Tek bir tiipte aym1 anda birkag
potansiyel viral patojenin hizli tespiti yapilabilir. Multipleks ger¢ek zamanli PCR, kisa
sirede birden fazla solunum yolu virusunun aynm1 anda saptanmasini sagliyor.
Singlepleks yaklasimla karsilastirildiginda, multipleks tanimlama yaklasimi daha
yiiksek numune kullanima, daha kisa geri doniis siiresine ve daha az miktarda numune

gereksinimine sahiptir (12).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTA GRUBU

Mart 2020-Mart 2021 tarihleri arasinda COVID-19 klinik 6n tanisi ile Istanbul
Universitesi (IU), Istanbul Tip Fakiiltesi Viroloji ve Temel Immunoloji Bilim Dali
laboratuvarina gonderilen SARS-CoV-2 PCR testi negatif olan klinik 6rnekler
calismaya dahil edilmistir. Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan (Dosya no0:2022/159 Tarih:25/02/2022 04 sayili toplanti)

onaylanmastir.

3.2. COVID-19 TANISI

Istanbul Universitesi (1U), Istanbul T1p Fakiiltesi Viroloji ve Temel immunoloji
Bilim Dal1 biinyesinde bulunan Saglik Bakanlig1 tarafindan yetkilendirilmis COVID-19
PCR laboratuvarinda Bio-Speedy Viral Niikleik Asit izolasyon kiti ve Bio-Speedy
COVID-19 RT-gqPCR Tespit Kiti kullanilarak ekarte edilmektedir. Niikleik asit
izolasyonu manuel olarak yapilmaktadir. COVID-19 RT-qPCR iglemi ise Rotor Gene Q
Real-Time PCR (Qiagen, Hilden, Germany) cihazinda geceklestirilmistir.

3.2.1. Orneklerin toplanmasi, saklanmasi ve transferi

Swab ornekleri, Dacron veya Polyester swablar kullanilarak toplanmistir.
Tasima asamasinda, Bio-Speedy® vNAT® Viral Transfer Tiipleri (Kat No: BS-NA -
513-100) kullanilmustir. Ornekler laboratuvara gelene kadar 2-8°C'de saklanmis ve

taginmustir.

3.2.2. Reaktifler ve Cihazlar
3.2.2.1. Cihazlar
Rotor Gene Q Real-Time PCR

3.2.2.2. Reaktifler
Bio-Speedy COVID-19 RT-qPCR Tespit Kiti
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3.3. SOLUNUM YOLU ViRUSLARININ TANISI

COVID-19 negatif 6rneklerde diger solunum yolu viruslari, 1U. Istanbul Tip
Fakiiltesi Viroloji ve Temel Immunoloji Bilim Dal1 Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda
multipleks gergek zamanli RT-PCR yontemi ile arastirilmaktadir. PCR isleminden 6nce
solunum yolu 6rneklerinden niikleik asit izolasyonu EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen,
Hilden, Germany) kiti kullanilarak EZ1 Advanced XL (Qiagen, Almanya) cihazinda
otomatik olarak yapilmistir. Multipleks gercek zamanli RT-PCR islemi ise Fast Track
FTD Respiratory pathogens 21 kiti kullanilarak (AV, HBoV, CoV 229E, CoV HKUI,
CoV NL63, CoV 0OC43, enterovirus, human metapneumovirus A/B, influenza A
virusu, influenza A (HINI1) virusu, influenza B virusu, parainfluenza 1 -4,
parechovirus, respiratuvar sinsityal virus A/B, rhinovirus) Rotor Gene Q Real-Time

PCR (Qiagen, Hilden, Germany) cihazinda yapilmistir.

3.3.1. Reaktifler ve Ekipman

3.3.1.1. Reaktifler
Qiagen EZ1 Virus mini kiti V2

FTD Respiratory Pathogens 21 (Fast-track Diagnostics) Real-Time PCR Kit’i

3.3.1.2. Cihazlar
Qiagene EZI1 DNA ekstraksiyon cihazi

Rotor-Gene Q PCR cihazi

3.3.2. Orneklerin Secilmesi

Burun siiriintiisii 6rnekleri alinarak ¢aligilmistir.

3.3.3. DNA Ekstraksiyonu:

Qiagen EZ1 Virus Mini Kit V2 ve EZl DNA ekstraksiyon Cihazi
Kullanilmistir. Internal kontrol, Pozitif kontrol, Negatif kontrol (PCR asamasinda
kullanilmistir); FTD Respiratory Pathogens 21 (Fast-track Diagnostics)’ Real-Time
PCR Kit’i ekstraksiyon odasinda - 20 C’de saklanmustir. Internal kontrol, Negatif

kontrol ve hasta serum 6rnekleri ekstraksiyon dncesi buzluktan ¢ikarilarak ¢oziilmiistiir.

3.3.3.1. Orneklerin Hazirlanmasi:
Virus transport medium (virocult) i¢inde siiriintii olarak gelen 6rnekler iizerine,

EMEM c¢ozeltisinden 5 ml’lik tek kullanimlik pipetler ile 2 ml ¢ekilerek konulmustur.
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Virocultiin kapagi kapatilmistir ve vorteksle kuvvetlice karigtirilmigtir. Bu islem
sirasinda virocultun dibi sikistirilarak tiip i¢indeki jelden ve pamuktan sivinin dagilmasi
saglanmistir. Bu islem ve vorveksle karistirma bir iki kez tekrarlanmistir. Boylece
viruslarin sivi ortama ge¢mesi saglanmistir. Daha sonra tek kullanimlik 2 ml’lik pipetle
virocult icindeki sivi ¢ekilerek 2 ml’lik crio tliplere alinmistir ve ekstraksiyonu

yapilmuistir.

3.3.3.2. QIAGEN EZ1 VIRUS Mini Kit V2 ile Ekstraksiyon
Tastyict RNA (liofilize halde, oda 1sisinda), lizerine 310 ul AVE ¢ozeltisi

konarak ¢oziilmiistiir. Kullanildiktan sonra — 20 C’de saklanmustir.
Liziz ¢ozeltisinin hazirlanmasi
3,8 ul tastyict RNA cozeltisi
2 ul internal kontrol
54,2 ul AVE ¢ozeltisi

- Ornek sayisina gore tek tiipte lizis ¢zeltisi hazirlanmistir. Her drnek igin bir

tiip olacak sekilde, cihazin 1,5 mI’lik tiipleri i¢ine 60 sar ul bu karisimdan dagitilmistir.

- Cihazin 2 ml’lik tiipleri numaralandirilmistir, hasta 6rneklerinden ve negatif

kontrolden 400’er ul dagitilmistir.
- Cihazda:

- 1 nolu siraya 1,5 ml lik tiipler {izerleri numaralandirilip kapaklari agilarak

cihaza konulmustur.
- 2 nolu siraya 6nce uglarin kaplar1 sonra u¢lar konulmustur.

- 3 nolu siraya 60 ul lizis ¢ozeltisi dagitilmis olan 1,5 ml’lik tiipler kapaklari

agilarak  konulmustur.

- 4 nolu siraya numaralandirilarak, 6rnek dagitilmis 2 ml’lik tiipler kapaklar

acilarak konulmustur.

Cihaz i¢indeki kartus yerlestirme kismi (metal) disariya alinmistir. Kitin iginden
cikarilan kartuslar vortekslenerek manyetik boncuklar1 karigtirllmistir ve kartuslar metal
tasiyicidaki yerine ok yoniinde yerlestirilmistir. Kartus {izerinde son kisimda bulunan

deliklere 2 ml’lik tiipler kapaklar1 acik olarak konulmustir. Kolonlar gekilerek ¢ikip
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cikmadigr kontrol edilmistir. Tasiyict one egilerek kartusun kulak kisimlar1 yuvaya

yerlesececek sekilde cihazdaki yerine konulmustur.

Ekstraksiyon islemi 45 dk siirmiistiir. Daha sonra ekstraksiyon iiriinleri PCR

asamasinda kullanilmustir.

3.3.4. FTD Respiratory Pathogens 21 (Fast-track Diagnostics)) Real-time Kkiti

3.3.4.1. Temiz odadaki islemler.

Bes adet PCR karisim1 hazirlanacak bos eppendorf tiipde S (sar1), K (kirmizi),
M (mavi), P (pembe, mor), Y (yesil) PCR karisimi hazirlanmistir. Hazirlanan karigim
tiipler alt-iist edilerek veya pipetle karistirilip kisa santiirflij yapilmistir ve ekstraksiyon

odasina gecilmistir.

3.3.4.2. Ekstraksiyon odasindaki islemler:

Ornek ve kontrol tiiplerine sirasiyla temiz odada iizerine S, K, M, P, Y yazan
tiiplerde hazirlanan PCR karistmindan 15 ‘er ul eklenmistir. Daha sonra herbir 6rnek
ekstraksiyonundan 10’ar ul S, K, M, P, Y PCR karistimi iceren 5 PCR tiipiine
dagitilmistir. Birer tiipe de pozitif kontrolden dagitilmistir. Dagitim bitince tiiplerin
kapaklar1 kapatilmigs Rotor Gene PCR aletine yiiklenmistir. Internal kontrolii negatif

olan 6rnekler PCR inhibitorii nedeni ile tekrar edilmistir.

3.3.5. Sonug¢larin degerlendirilmesi:

Negatif kontrole, standartlara, hasta orneklerine ait egrilerin ve ¢alisma
kapsaminda bulunan tiim internal kontrol egrilerinin uygunlugu degerlendirilmistir
Uygunsuzluk durumunda, Negatif kontrolde pozitifligin saptanmasi veya pozitif
kontroliin negatif olarak saptanmasit durumunda tiim g¢alisma tekrar edilmistir. Hasta
orneklerine ait internal kontroliin caligmamasi1 durumunda hasta 6rnegi tekrar ¢alisiimis
veya gerektiginde ornek uygun diliisyonlarda seyreltilerek caligilmistir. Hastaya ait
sonuclarin, hastanin klinik durumu veya ge¢mis sonuglari ile uyumsuzlugu durumunda

yeni klinik 6rnekle ¢alisma yapilmastir.

3.4. Istatiksel analiz
Hastalarin demografik bilgileri hastane bilgi islem sisteminden alinmistir.
Verilerin istatiksel analizi i¢in Istanbul Universitesi tarafindan lisanli olan ‘Statistical

Package for the Social Sciences’ (SPSS) 28 programi kullanilmistir. Kategorik verilerin
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kargilastirilmasinda Ki-Kare testi kullanilmistir. Veriler %95 giiven araliginda

degerlendirilmis olup p>0.05 anlamsiz p<0.05 ise anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada Mart 2020-Mart 2021 tarihleri arasinda COVID-19 klinik 6n
tanis1 ile Istanbul Universitesi (IU), Istanbul Tip Fakiiltesi Viroloji ve Temel
Immunoloji Bilim Dal1 laboratuvarina génderilen SARS-CoV-2 PCR testi negatif ¢ikan
397 klinik O6rnekde molekiiler tan1 yontemi gercek zamanli PCR  kullanilarak
adenovirus (AV), insan bokavirus (IBoV), koronavirus (CoV) 229E, CoV HKU1, CoV
NL63, CoV OC43, enterovirus (EV), insan metapnémovirus (IMPV) A/B, influenza A
virusu, influenza A (HIN1) virusu, influenza B virusu, parainfluenza 1-4, parechovirus,

respiratuvar sinsityal virus (RSV) A/B, rinovirus arastirilmistir.

Calismaya COVID-19 PCR negatif 397 hasta dahil edilmistir. Bu 397 hastadan
52’sinde diger solunum yolu viruslar1 pozitif bulunmustur. Diger solunum yolu viruslari
pozitif bulunan 52 hastadan 35’1 (%67) RV pozitif, 6’s1 (%11) Cov OC43, NL63, 229E
pozitif, 2’si (%4) AV pozitif, 2’si (%4) RSV pozitif, 1’1 (%2) EV pozitif, 1’1 (%2)
IMPV porzitif, 1’i (%2) PIV-4 pozitif, 4’ii (%8) koenfeksiyon (RV+RSV, RV+AV,
RV+IBoV, RSV+CoV 229E) pozitif olarak saptanmustir. 1V, PIV-1/2/3, IpeV

saptanmamistir.

= v

= AV

= RV
EV

= Piv

= RSV

= iPeV

= iMPV

= KOENFEKSIYON

m CoV OC43, NL63, 229E

SEKIL 4.1. COVID-19 PCR negatif hastalarda diger solunum yolu viruslarinin
pozitiflik dagilima.
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Hastalarin 297’si ¢ocuk (0-17 yas), 100’1 yetiskin (>18 yas), 177’si kadin ve
220’si erkek hastadir. Viral solunum yolu viruslari agisindan pozitif bulunan hastalarin
ise 35’1 ¢oguk (0-17 yas), 17’si yetiskin (>18 yas), 22’si kadin ve 30’u erkek hastadir.
Cocukluk yas grubu ve yetiskin hastalar arasinda (p:0.24) diger solunum yolu

viruslarinin pozitifligi acisindan istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

300 297
250
220
200 177
150
100
100
35
50 2 = 17
e}
KADIN ERKEK COGUK YETiSKIN
KADIN ERKEK COCUK YETISKIN

B COVID-19 PCR NEGATIF HASTALAR 177 220 297 100

EVSP TESTI POZITIF HASTALAR

22

30

35

17

E COVID-19 PCR NEGATIF HASTALAR EVSP TESTI POZITIF HASTALAR

SEKIL4.2. Hastalarin yas ve cinsiyet dagilim.

Orneklerin kabul tarihlerine aylara gore bakacak olursak engok drnek gonderilen
ay subat ayidir. Aylara gore pozitiflik oranina bakacak olursak en yiiksek pozitiflik (10
hasta, 9’u RV pozitif) ekim ayindadir.
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SEKIL 4.3. Hastalarin aylara gore dagilimu.
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52 pozitif hastadan 35 hasta RV pozitif olarak bulundu. RV pozitif hastalardan
20’st ¢ocuk, 15’1 yetiskin, 14’1 kadin, 21’1 erkek hastadir. Cocuk hastalar, yetiskin
hastalar, kadin hastalar ve erkek hastalar arasinda diger solunum yolu viruslarinin
pozitifligi ve RV pozitifligi acisindan (p:0.81) istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamastir.

COCUK YETISKIN KADIN ERKEK

m VSP TESTI POZITIF HASTALAR = RV POZITIF HASTALAR

SEKIL 4.4. RV pozitif hastalarin yasa ve cinsiyete gore dagilimu.

Calismaya dahil edilen COVID-19 klinik 6n tanili ancak SARS-CoV-2 PCR
negatif 397 hastanin 37°de SARS-CoV-2 PCR testinin negatif tespit edilmesine ragmen
COVID-19’1a uyumlu BT tablosu vardir. Bu 37 hastanin sadece besinde diger solunum

yolu viruslari pozitif bulunmustur.
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5. TARTISMA

SARS-CoV-2 Cin'in Wuhan kentinde ortaya ¢iktl. Virus hemen tiim diinyaya
hizla yayildi ve pandemiye neden oldu. SARS-CoV-2 damlacik yoluyla yayilir. Bu
nedenle DSO viral enfeksiyonlarin yayilmasini dnlemek icin el yikamayi, sosyal
mesafeyi korumay1 ve kalabalik yerlerden kaginmayi 6nerdi. Bu Onleyici tedbirlere ek
olarak, ¢ogu iilke seyahat kisitlamalar1 ve sokaga ¢ikma yasaklar1 getirdi (44). Pandemi
kontrol Onlemleri, SARS-CoV-2’le beraber bir ¢ok viral solunum yolu
enfeksiyonlarinin insidansini azaltti (45). Bu nedenle COVID-19'a benzer semptomlara
neden olabilecek farkli patojenlerin taranmasi, hastaliga 6zgii uygun onlemleri almak

icin onemlidir (46).

Calismamiza 397 COVID-19 klinik 6n tanili SARS-CoV-2 PCR testi negatif
hasta dahil edilmistir. SARS-CoV-2 PCR testi negatif 397 hastanin 52’de diger
solunum yolu viruslart pozitif olarak tespit edilmistir. Diger solunum yolu viruslari
pozitif 52 hastadan 35’1 (%67) RV pozitif, 6’s1 (%11) Cov OC43, NL63, 229E pozitif,
2’si (%4) AV pozitif, 2’si (%4) RSV pozitif, 1’i (%2) EV pozitif, 1’i (%2) IMPV
pozitif, 1’i (%2) PIV-4 pozitif, 4’ii (%8) koenfeksiyon (RV+RSV, RV+AV, RV+iBoV,
RSV+CoV 229E) pozitif olarak saptanmustir. IV, PIV-1/2/3, IpeV saptanmamustir.
Goriildigl lizere maske, mesafe, el yikama, izolasyon dnlemlerinin SARS-CoV-2’le

beraber diger solunum yolu viruslarinn da yayilimini engellemistir.

Japonya’da 10 Mart-7 Mayis 2020 tarihleri arasinda yapilan bir ¢alismada da
benzer sonuglara ulasilmistir. En yiiksek enfeksiyon oraninin rinovirus / enterovirustan
kaynaklandig1 gériilmiistiir. Influenza virusunun hi¢ tespit edilememesi, &nlemler
almanin influenza viruslarinin yayilimimi onleyebilecegini gostermistir (44). Baska bir
calisma da cerrahi maskelerin, influenza virusu partikiillerinin damlacik yoluyla
yayillamsin1 etkili bir sekilde azaltabildigini, ancak aerosollerde etkili olmadigini

gostermektedir (47).

Giiney Kore'de 2010-2019 ve 2020 yillar1 arasinda 8 solunum virusunun haftalik
pozitiflik oranlarmin karsilastirildigi bir ¢alisma yapilmistir. Bu viruslar i¢in genel
ortalama pozitiflik oran1t 2010-2019'da  %54,7'den 2020'de %39,1'e diistiigii
belirlenmistir. Pandemi kontrol o6nlemlerinin viral solunum yolu enfeksiyonlarinin

insidansini azaltmig oldugu goriilmiistiir. Diisiis en fazla influenza virusunda goriildiigi
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halde, RV igin pozitiflik orani influenzanin aksine artis gostermistir (45). Baska bir
calismada RV tespitinin influenza A virusu ile negatif bir iligskisi oldugu ve RV
enfeksiyonunun, insan solunum yolu epitel hiicrelerinde influenza A virusu
enfeksiyonuna karsi koruma saglayan bir antiviral interferon tepkisini indiikledigi

gosterilmistir (48).

COVID-19'un influenza ve diger solunum yolu virus enfeksiyonlari tizerindeki
etkisini arastirmak i¢in Ocak 2018 ile Eyliil 2020 arasinda Japonya'da solunum yolu
hastaliklar1 olan klinik 6rnekler ¢calismaya dahil edilmistir. Calismada Mayis 2020'den
sonra zarfli viruslart (yani influenza virusu; insan metapndmovirusu; insan
parainfluenza virusu 1, 2, 3 ve 4; ve insan respiratuvar sinsityal virusu) tespit
etmediklerini, ancak rinovirus gibi zarfsiz viruslar tespit ettiklerini belirtmigler. Bu
calismada, Onerilen Onlemlere ragmen cocuklarda rinovirus enfeksiyonunun onemli
ol¢iide arttig1 gosterilmistir (49). Rinovirusun nesneler (50) veya aerosol (51) yoluyla
bulasabilecegini gosteren ve rinovirusun etanol i¢eren dezenfektanlara nispeten direngli
ve ¢evresel ylizeylerde uzun siire hayatta kalabilen zarfsiz bir virus oldugunu gosteren

caligmalar vardir (52).

Calismamiza dahil edilen COVID-19 klinik 6n tanili ancak SARS-CoV-2 PCR
testi negatif 397 hastanin 37°de SARS-CoV-2 PCR testinin negatif tespit edilmesine
ragmen COVID-19’la uyumlu BT tablosu vardir. Bu 37 hastanin sadece besinde diger
solunum yolu viruslar1 pozitif bulunmustur. Daha 6nceki ¢aligmalarda klinik bulgular ve
BT taramasina gore COVID-19 klinik 6n tanili hastalarin oldugu, ancak PCR testlerinin
negatif sonu¢ gosterdigi ortaya konmustur. Bu sekilde, negatif bir PCR testi sonucu
COVID-19 enfeksiyonunu dislamaz. PCR testi BT taramasi1 ve klinik semptomlarla
birlikte dikkate alinmalidir. Orneklerin uygun olmayan kosullarda alinmasi, taginmast,
amplifikasyon inhibitorleri gibi ¢esitli faktorler yanlis negatif sonuglara yol acabilir.
Gercek zamanli RT-PCR sonuglart ayrica hastalik gelisimi doneminden ve numune

alma zamanlamasindan etkilenebiliyor (53).

Caligmamizda diger solunum yolu viruslart pozitif saptanan 52 hastadan
dordiinde koenfeksiyon (RV+RSV, RV+AV, RV+iBoV, RSV+CoV 229E)
saptanmistir. Akut alt solunum yolu enfeksiyonu klinik 6n tanili coguklarda multipleks
PCR yontemiyle yapilan bir prospektif ¢alismada koenfeksiyon saptanan hastalarda
RV, IBoV ve AV daha ¢ok saptanmstir (54). Baska bir calismada AV, iBoV ve RV
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gibi viruslar icin lenfoid dokularin rezervuar gorevi gordiigi ve bu durumda
asemptomatik bireylerin virusu daha uzun siire yaymaya devam ettigi goriilmiistiir (55).
Bir diger ¢alismada, saglikli ¢ocuklardan alinan solunum 6rneklerinin PCR analizinde,
41 giine kadar devam eden RV pozitifligi ve 44 giine kadar devam eden IBoV pozitifligi
saptadiklarini gostermisler (56). IBoV diger viruslarla ¢cok sik ayn1 anda tespit edilse de,
[BoV’nun bir patajen mi yoksa sadece eslik eden bir virus mu oldugu hala

aciklanamamustir (57).
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6. SONUC

Sonug olarak, maske, mesafe, izolazyon gibi pandemi 6énlemlerinin SARS-CoV-
2 ile beraber diger solunum yolu viruslarinin da insidansini azalttigi goriilmektedir.
Calismanin yapildig: tarih araliginda IV un hig tespit edilmemesi ve diinyada da benzer
calismalarin olmasi, koruyucu dnlemlerinin IV’ un yayilmasimi énemli dl¢iide etkiledigi
goriilmektedir. Koruyucu 6nlemlerle beraber hastalarin influenza asisi olup olmadigi da
sonucu degisebilecek etkenlerden biridir. Ancak ¢alismamiza dahil edilen hastalarin
inflenza asis1 olup olmadiklar1 belli olmadigindan bu konunun 6nemi belirtilememistir.
Ayn1 zamanda bir ¢alismada da belirtildigi gibi zarfli viruslarin daha az direncgli olmasi

da IV yayilmasin etkileyen nedenlerden biri olabilir.

Calisgmamizda belirlenen pozitiflik oranlarinin RV pozitif agirlikli olmasi ve
daha ¢ok cocuklarda tespit edilmesi, RV’un sadece damlacik yolu ile degil nesneler
yoluyla da bulasmasi ve zarfsiz virus oldugu icin dezenfektanlara direncli olmasi,
ortamlarda daha uzun silire canli kalmasi ile dogrulanabilir. Pandemi ddneminde
cocuklarin maske aligkalirmin yetiskinlere gore daha az olmasi, el yikama
aligkanliklarinin biiytliklerin kontrolii altinda olmast RV’un ¢oguklarda daha ¢ok

goriilmesini aciklayabilir.
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