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OZET

Keratokonjonktivit On Tamih Hastalardan izole Edilen Adenoviriis Suslarinin

Alt Tiplendirilmesi
Ayfer Giliner, Aysegiil Karahasan, Mikrobiyoloji Anabilim Dal1

AMAC: Bu ¢alismanin amaci klinik olarak keratokonjonktivit 6n tanili hastalardan
aliman konjonktival siiriintii 6rneklerinde insan adenovirlisii (hAdV) varligim

arastirmak ve alt tiplerini belirlemektir.

GEREC ve YONTEM: Ocak 2018 ve Kasim 2019 tarihleri arasinda, AdenoPlus
™ (Rapid Pathogen Screening Inc., ABD) hizli tani kiti ile pozitif sonug veren
keratokonjonktivit O6n tanili 82 hasta g¢alismaya dahil edildi. Nukleik asit
ekstraksiyonu ve kantitasyonu, kantitatif gercek zamanli PCR yontemi kullanilarak
ELITe InGenius (ELITechGroup, Italya) cihazi ile gerceklestirildi. DNA dizi
analizi ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) cihazi
ile yapildi. Elde edilen hADV DNA dizileri BLAST analizi ile tiplendirildi ve
genotipler NCBI'nin referans hADV dizileri kullanilarak tanimlanda.

Oftalmoloji polikliniginde uygulanan dezenfeksiyon etkinligini degerlendirmek ve
farkindalig1 arttirmak amaciyla c¢evresel suruntli 6rnekleri alarak adenovirisin

varlig1 aragtirild.

BULGULAR: Keratokonjonktivit 6n tanili 82 hastada hADV pozitifligi
dogrulandi. Hekzon geni pozitif 72 6rnekte U¢ genotip tanimlandi: hAdV-8 (n: 69,
%95.8), hAdV-4 (n: 2, % 2.8), hAdV-19 (n: 1, % 1.4). Viral yiik ortanca degeri 7,1
log 10 kopya / mL (4,7-7,4) saptandi. Filogenetik agagta baskin genetik yakinlik
gozlemlenmedi. Cevresel orneklerde dezenfeksiyon sonrasinda dahi hADV

pozitifligi saptandi.

SONUCLAR: Calismamiz okiiler enfeksiyonlarda adenoviriislerin
genotiplendirilmesine yoénelik ilimiz ve bdlgemizde yapilan ilk c¢alismadir ve

bulgularimiz ilgili ulusal molekiiler epidemiyolojik verilere katkida bulunacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Keratokonjonktivitit, adenoviriis, genotiplendirme



SUMMARY

Subtyping of Adenovirus Strains Isolated from Patients Pre-Diagnosed with

Keratoconjunctivitis
Ayfer Gliner, Aysegiil Karahasan, Department of Microbiology.

AIM: The aim of this study was to investigate the presence and determine the
subtypes of human adenovirus (hAdV) in conjunctival swab samples taken from

patients clinically pre-diagnosed as keratoconjunctivitis.

MATERIALS/METHODS: Between January 2018 and November 2019, 82
patients with pre-diagnosed keratoconjunctivitis who had positive results with the
AdenoPlus ™ (Rapid Pathogen Screening Inc., USA) rapid diagnostic kit were
included in the study. The nucleic acid extraction and quantitation were performed
by ELITe InGenius® (ELITechGroup, Italy) instrument using quantitative real-time
PCR method. DNA sequence analysis was performed with ABI PRISM® 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). The obtained hAdV DNA
sequences were typed by BLAST analysis and the genotypes were identified by
using the reference hAdV sequences of the NCBI.

In order to evaluate the disinfection effectiveness applied in the ophthalmology
outpatient clinic and to raise awareness, we investigated the presence of adenovirus

by taking environmental swab samples.

RESULTS: hADV positivity was confirmed in 82 patients with pre-diagnosis of
keratoconjunctivitis. Three genotypes were identified from 72 hexon gene positive
samples: hAdV-8 (n: 69, 95.8%), hAdV-4 (n: 2, 2.8%), hAdV-19 (n: 1, 1.4%). The
median viral load was 7,1 log 10 copies/mL (4,7- 7,4). No predominant genetic
relation was observed from the phylogenetic tree. hADV positivity was detected

even after disinfection procedures in environmental samples.

CONCLUSIONS: Our study is the first study in our province and region for the
genotyping of adenoviruses in ocular infections, and our findings will contribute to

relevant national molecular epidemiological data.

KEY WORDS: Keratoconjunctivitis, adenovirus, genotyping



1.GIRIS VE AMAC

Adenovirtsler tiim diinyada viral géz enfeksiyonlarinda en sik rastlanan
etkenlerdir ve spesifik olmayan folikiiler konjonktivit, faringokonjonktival ates
(FKA), epidemik keratokonjonktivit (EKK) olmak UGzere u¢ klinik formu
bulunmaktadir. Adenoviriislerin tropizm gosterdigi dokular oldukca genistir ve
sebep oldugu hastaliklarin klinik seyri ve bulgular1 viriisiin alt tipine gore

degismektedir.

Adenoviruslerin etken oldugu g6z enfeksiyonlar1 olduk¢a bulasicidir ve
hastanede meydana getirdigi salginlarin atak hizi %25’i bulabilmektedir (Rutala
WA ve ark., 2006). Bu nedenle adenoviriis enfeksiyonlarinin hizli bir sekilde
taninmasi ve olusabilecek salginlara kars1 gerekli enfeksiyon kontrol énlemlerinin
alinmasi hem toplum sagligt hem de hastane enfeksiyonlar1 agisindan oldukga

onemlidir.

Epidemiyolojik caligsmalar, toplumda dolasan adenoviriislerin genotiplerinin
belirlenmesi ve salginlarin mevsimsel 6zelliklerinin saptanmasina iligkin bilgi
saglayarak olusabilecek salgmlarin engellenmesine yardimci olmaktadir.
Adenoviral keratokonjonktivitlerin alt tiplendirilmesi konusunda birgok ulkeden

¢ok sayida yayin olmakla birlikte iilkemiz ile ilgili veriler oldukca sinirlidir.

Bu calismada, 2018-2019 yillar1 arasinda, Marmara Universitesi Egitim
Arastirma Hastanesi’ne basvuran ve klinik olarak adenoviral keratokonjonktivit 6n
tanis1 alan hastalara ait konjonktival siirlintli 6rneklerinde adenoviriis genotiplerinin
saptanmas1 ve iilkemizde yapilacak olan yeni epidemiyolojik calismalara 11k

tutulmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Adenovirtsler ilk kez 1953 yilinda, Rowe ve arkadaslarimin g¢ocuk
adenoidlerinde polioviriislerin arastirilmasi {izerine yapilan bir ¢aligma sirasinda
tanimlanmistir. Arastirmacilar polioviriisiin bulunmadigr bir dokuda sitopatik
degisiklikler meydana getiren ve kiiltiirlerin spontan dejenerasyonunu stimile eden
uyarani ‘‘adenoid dejenarasyon ajani’’ olarak isimlendirmislerdir (Rowe WP ve
ark., 1953). Ikinci olarak 1954 yilinda Hilleman ve Werner isimli arastirmacilar, bir
askeri birlikte meydana gelen primer atipik pnémoni salgini sirasinda askerlerin
bogaz calkant1 sularinda benzer bir etkene rastlamislardir ve bu etkeni ‘‘R1-67"’
olarak adlandirmislardir (Hilleman MR ve Werner JH, 1954). Sonraki yillarda bu
iki viriisiin birbirleri ile iligkili oldugu bulunmustur. 1956 yilinda, viriisler ilk kez
adenoid dokudan elde edildigi icin kaynagini belirtmek adina adenoviriis ismini

almistir (Enders JF ve ark., 1956).

2.2. Smmiflandirma

Insan adenoviriisii (Human Adenovirus; hADV) Adenoviridae ailesi icerisinde
Mastadenoviris cinsi icerisinde bulunur. Mastadenovirus cinsi adin1 kéken olarak

Latince mastos (meme) kelimesinden alir ve memelileri enfekte eden viriislerden

olusur (Echavarria M, 2008).

hADV; niikleotid dizi analizleri ve kompozisyonlari, genom biiyiikliigi,
filogenetik farkliliklar, rekombinasyon yetenegi, onkojenik 0&zellikleri, konak
duyarliligi, hemagliitinasyon ve notralizasyon ozellikleri gibi farkliliklar g6z
ondinde bulundurularak yedi gruba (A-G) ayrilmistir. Bu gruplar igerisinde genomik
ve biyoinformatik c¢alismalar sonucunda 50°den fazla serotip tanimlanmigtir

(Buckwalter SP ve ark., 2012; Jhanji V ve ark., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ROWE%20WP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13134217

2.3. Yapisal Ozellikler

Adenovirusler 70-90 nanometre (nm) ¢apinda, zarfsiz, ikozahedral yapida, lineer

cift zincirli deoksiribonikleik asit (DNA) iceren viruslerdir (Echavarria M, 2008).

Adenoviruslerin protein kapsid kilifi 252 kapsomerden olusur. Kapsomerlerden
12 tanesi kapsidin koselerinde bulunur ve penton adini alir. Pentonlarin her biri bir
taban ve bu tabana bagli uzanti seklinde fiber yapidan meydana gelir. Pentonlar tim
adenovirislerin ortak antijenidir ve virtisiin hiicre kiiltiiriinde meydana getirdigi
erken sitopatik etkiden sorumludur. Fiber ve penton bazi birlikte konak hiicre ile
viral kapsid arasindaki etkilesimde rol oynar. Kalan 240 kapsomer ylzeyde bulunur
ve hekzon adini alir. Hekzonlar tim insan adenoviruslerinde ortak antijenik
yapidadir (Willke Topcu A ve ark., 2008; Wold WS ve Toth K, 2013).

Viriisilin kor kisminda 6 adet yapisal bilesen mevcuttur. Bunlardan V, VII, Mu,
IVa2 ve terminal protein ¢ift zincirli DNA genomu ile iliskilidir, diger bilesen
proteaz ise virion saliniminda gorev alir. Kapsid kilif, bir kismi kor ile kilif arasinda
kopru gorevi goren ve kicuk kapsid proteinleri olarak adlandirilan Illa, VI, VIII,
IX proteinleri tarafindan saglamlastirtlir (Russell WC, 2009).

Sekil 1. Adenovirislerin yapis1 (Russell WC, 2009)



2.4. Replikasyon Mekanizmasi

Adenovirtslerin A, C, D, E, F, G grubuna ait serotipler konak¢i hiicrenin
yiizeyine ‘Coxsackie-Adenoviriis Reseptor (CAR)’ araciligiyla baglanir. B grubuna
ait serotipler ise CD46 reseptoriinii kullanirlar (Willke Topcu A ve ark., 2008). Bu
reseptorler disinda CD80, CD86, sialik asit, integrinler ve heparan siilfat gibi hiicre
yiizey molekiillerinin de rolii vardir (Arnberg N, 2009).

Virsun fiber proteini, konak hiicreye yapismada gorev alir. Penton proteinleri
ise hiicrenin integrinleri (avB3 ve avp5) ile etkilesime girerek viriisiin endositoz
yolu ile hiicre igerisine girisinde rol oynar. Virlis endozom igerisinde girdikten
sonra soyunma evresi baglar, fiber proteinleri dokiiliir, pentoz bazlar1 agiga ¢ikar ve
viriis igeren endozom icerisinde pH azalmaya baslar. Endozomun asidifikasyonu
sonucu viral kapsid yapisinda endozomal lizis olusur ve virionlar sitoplazma
igerisine girer. Viral proteazin aktivitesi ile kapsid soyulur ve adenovirlis genomu
mikrotibdller vasitasiyla nukleusa taginir (Medina-Kauwe LK, 2003; Zuckerman
Al ve ark., 2009).

Adenoviriis replikasyon siklusu 6zel viral genlerin eksprese edilme zamanina
gore erken ve ge¢ faz olmak iizere ikiye ayrilir. Erken fazda viral DNA
replikasyonu, ge¢ fazda ise viral kapsidin yapisal proteinlerinin ekspresyonu
gerceklesir. Geg faz 4-6 saat kadar surerken, erken faz 6-8 saat gibi nispeten daha
uzun siirede tamamlanir (Russell WC, 2000; Lenaerts L ve ark., 2008).

Virilis genomu ¢ekirdek icine birakildiktan sonra erken adenoviriis genlerinin
(E1-E2-E3-E4) sentezi baglar. El bolgesi adenovirlis replikasyonunun
baslamasindan sorumludur. E1A ribonikleik asit (RNA) sentezi aktivasyonunda,
E1B virtsle enfekte hucrelerin apoptoza gitmesini engellemede rol alir. E2 bolgesi
DNA polimeraz enzimini kodlar. E3 ve E4 bdlgesi ise hiicre sinyalini ve konakg1
bagisiklik tepkilerini degistirmede etkilidir. Viral mesajc1 riboniikleik asitlerin
(mRNA) sitoplazmada translasyonundan sonra, yapisal proteinler ¢ekirdege taginir

ve yeni sentezlenmis genomik DNA’lar ile bir araya gelerek tim virls partikili



olusturulur. Progeni virionlar hiicre lizisi ile hiicre disina atilir (Montone KT ve

ark., 1995; Ison MG, 2006).

Spesifik reseptir 'l I'm e

/ ' . " Endozom
{ nlln-n I® . -
M ¢ ’ ‘\\

\\
Viral DNA ErkenFaz g riom viral genlerin
salwmmny Transkripsiyonu :
o — v 38
F: 0% L
Nilkloor por e °° .
MLP- geg virsl genlerin @ % .
transkripsiyona

: o l’ Erkenviral @ -
U4 Y -
f + , Gegviral DNA replikasyonu g = y
\‘\ t\ L= Hicrelizisiyle Q"Q :

Viriis birlegmesi Nilkleer

Sekil 2. Adenoviriislerin hiicre igine giris ve replikasyonu (Waye M.M.Y ve Sing
C.W., 2010)

2.5. Adenoviriisiin Neden Oldugu Hastaliklar

Adenovirusler hicrelerde; litik, latent ve onkojenik enfeksiyonlara neden
olabilir. Litik enfeksiyonlarda virls insan epitel hicrelerinde replikasyon
dongusunu tamamlar. Latent enfeksiyonda virtis bademcik ve adenoid gibi lenfoid
dokularda latent olarak kalir ve bu hiicrelerden sadece az sayida viriis salinimi
gergeklesir. Latent enfeksiyonlar yillarca siirebilir ve immun sistemin baskilandigi
durumlarda reaktive olarak hastaliga yol acabilir. Adenoviral enfeksiyonlara karsi
immun yanit; inokiilasyon bolgesi, genotip, konagin bagisiklik durumu gibi
faktorlere baghdir. Onkojenik trasformasyonda ise viriis DNA’sinin hiicre
DNA’sina entegrasyonu gerceklesir. Hiicrenin sentezlegi proteinlerin adenoviriise
ait olmasi sonucu tani alir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda adenoviriislerin

onkojenik rolii ¢esitli hayvan ¢alismalarinda gosterilmis olmasina ragmen



insanlarda adenoviriislerin onkojenik donilisiimiinii destekleyen kesin bir kanit

iceren ¢aligma bulunmamaktadir (Murray PR ve ark., 2009; Jhanji V ve ark., 2015).

Adenovirlis enfeksiyonlari; g6z, solunum yolu, gastrointestinal sistem,
genitodriner sistem enfeksiyonlari olarak temelde dort baslik altinda toplanabilir
(Lebeck MG ve ark., 2009). Genelde asemptomatik seyretmekle birlikte
immunsupresif hastalarda firsat¢1 enfeksiyonlara da neden olabilir (Buckwalter SP
ve ark., 2012).

Adenoviruslerin tropizm gosterdigi dokular oldukga genistir ve farkli serotipleri
farkli doku ve organlara tropizm gosterir. Adenoviriislerin sebep oldugu
hastaliklarin klinik seyri ve bulgulari serotipe ve konagin immun durumuna gore
degisir. Genellikle D grubuna ait serotipler g6z enfeksiyonuna neden olurken; A ve
F grubuna ait serotipler gastrointestinal sisteme; C, E ve bazi B grubuna ait
serotipler ise solunum sistemi enfeksiyonuna tropizm gostermektedir (Schmitz H
ve ark., 1983; Wilhelmi I ve ark., 2003; Lenaerts L ve ark., 2008).

Adenoviriis enfeksiyonlarini tutulum yerlerine gore incelenirse:
2.5.1. GOz enfeksiyonlari

Adenoviriisler tiim diinyada viral goz enfeksiyonlarmin en sik rastlanan
nedenidir (Romanowski EG ve ark., 2009). Bu enfeksiyonlarin spesifik olmayan
folikiiler konjonktivit, faringokonjonktival ates ve epidemik keratokonjonktivit
olarak adlandirilan klinik formlar1 bulunur (Tabbara KF ve ark., 2010). Adenoviral
konjonktivit tanisi genellikle klinik bulgulara dayanir (Maranhao AG ve ark.,
2009).

2.5.1.1. Spesifik olmayan folikuler konjonktivit

Adenovirusler hafif seyirliden ciddi klinik tablolara varan hastaliklara sebep
olabilir. Belirtilerinde genel olarak; goézde yabanci cisim hissi, fotofobi,
konjonktival lenfoid dokuda folikiiler reaksiyon gdzlemlenir. ileri vakalarda
konjonktival hemoraji ve fibrin pseudomembranlar meydana gelebilir (Leppard KN
ve ark., 2010). Hastalik genellikle tek tarafli baslayip birkag giin i¢inde ¢ift tarafli
hale gelebilir. Bulasicilik ortalama iki hafta boyunca devam edebilir (Mueller JB ve
McStay CM, 2008). Bulas siklikla kontamine olmus eller, medikal araglar veya



solunum yolu damlaciklariyla ger¢eklesir (Mahmood AR ve Narang AT, 2008).
Folikiiler konjonktivite siklikla serotip -1-11 (subgrup B-E) izole edilen etkenlerdir
(Adlhock C ve ark., 2010).

2.5.1.2. Faringokonjonktival ates (FKA)

FKA, 6zellikle B subgrubuna ait serotip -3’iin etken oldugu bir enfeksiyondur
(Kua SC ve ark., 2008). Daha nadir olarak da serotip -2, -4, -7 ve -14 ile de
gorilebilir (Aoki K ve ark., 2008). Ozellikle gocuklarda ve gen¢ eriskinlerde
sporadik olarak veya salginlar halinde ortaya ¢ikar (Mahmood AR ve Narang AT,
2008).

Bulgularda genel olarak folikiler konjonktivit, ani baslangich ates, farenjit ve
hiperemiye rastlanir (Heerden JV ve ark., 2005). Inkiibasyon siiresi 5-12 giin
stirmekle birlikte semptomlar 3-5 giin devam eder. Genellikle kendini sinirlayan
enfeksiyondur. Bulasin ana kaynagi kontamine sular, su rezervuarlari ve yiizme

havuzlaridir (Aronson B ve ark., 1956; Gonzalez-Lopez JJ ve ark., 2013).
2.5.1.3. Epidemik keratokonjonktivit (EKK)

Epidemik keratokonjonktivit, faringokonjonktival atese gore ¢ok bulasici ve
ciddi bir enfeksiyondur. Ozellikle toplu yasanilan yerlerde, her yas grubunda
salginlara yol agabilir. Epidemik keratokonjonktivit toplum kaynakli olabilecegi
gibi nozokomiyal enfeksiyon olarak da karsimiza ¢ikabilir (Ishiko H ve ark., 2008).
Folikiiler konjonktivitte gézlenen semptomlara ek olarak goz kapaklarinda 6dem,
kiiglik petesiyal hemorajiler ve inflamatuvar pseudomembranlar olusumu epidemik

keratokonjonktivit icin karakteristiktir (Mahmood AR ve Narang AT, 2008) .

En sik neden olan serotipler -8, -19, -37 iken; -2-5, -7, -9-11, -14, -16, -21 ve -
29 da nadir olarak EKK etkenidir. hADV-8, 1959 yilinda ilk kez bu hastaligin
etkeni olarak tanimlandigindan beri epidemik keratokonjonktivitte saptanan

predominat serotiptir (Chang C ve ark., 2001).

Inkiibasyon siiresi 2-24 giin arasinda siirebilirken; semptomlar 7-21 giin arasinda
devam edebilir (Ghebremedhin B, 2014). EKK siklikla tek tarafli baslayip %70
oraninda ¢ift tarafli hale gelebilir (Gonzalez-Lopez JJ ve ark., 2013).
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2.5.2. Solunum sistemi enfeksiyonlari

Adenovirtisler solunum yollarinda farenjit, tonsillit, laringotrakeabronsit,
bronsiolit ve pndmoni gibi farkl1 klinik tablolara neden olabilir. Ozellikle iki yas
altt cocuklardaki bronsiolit ve pndmoni ataklarinin ¢ogunlugunda adenoviriisler
sorumludur. Inkiibasyon dénemi 2-14 giin arasinda degisir. Enfeksiyon kis ve
ilkbahar mevsimlerinde artis gostermekle birlikte genellikle yi1l boyunca goriiliir

(Faden H ve ark., 2005; Wang W ve ark., 2016).

Adenoviruslerin solunum yolu enfeksiyonlari alt solunum yolu enfeksiyonlari
ve st solunum yolu enfeksiyonu olarak ikiye ayrilir: Alt solunum yolu
enfeksiyonlarina B alt grubu serotipleri, iist solunum yolu enfeksiyonlarina ise C
alt grubuna ait serotipler etkendir (Echavarria M, 2009). Tip -3, -7 ve -21 infant ve
erken ¢ocukluk doneminde en sik pndmoniye sebep olan adenoviriislerdir. Erken
cocukluk déneminde tip -1, -2, -5 ve -6 endemiler olusturur (Xu W ve Erdman DD,
2001).

2.5.3. Gastrointestinal sistem enfeksiyonlari

Adenovirus bebekler ve cocuklardaki viral gastroenteritlerin rotavirislerden
sonra en sik goriilen etkendir. En sik etken olan serotipleri 40 ve 41°dir. Bulas fekal-
oral yolla gergeklesmektedir. Hafif ates, karin agris1 ve kusma gibi belirtileri ile
birlikte ishal genellikle bol sulu, kansizdir ve I6kosit igermemektedir. Semptomlar
ortalama 10 gln kadar uzun sire devam edebilir (Suat Bicer S ve ark., 2009;
Chhabra P ve ark., 2013).

2.5.4. Genitouriner sistem enfeksiyonlari

Ozellikle erkek cocuklarda adenoviriis tip —11 ve —21 sistit etkeni olarak

karsimiza ¢ikar. Ani baslangicli hematiiri, diziliri ve sik idrara ¢ikma istegi ile

karakterizedir (Echavarria M, 2009).

hADV -2, -19 ve -37 genital lezyonlardan izole edilmistir. Erkeklerde penil iilser
kadinlarda ise servist ve labial iilser seklinde klinik bulgular goriiliir. Yaklasik 4

haftaya kadar siirebilen bu hastalikta siire¢ igerisinde cinsel bulas s6z konusudur

(Swenson PD ve ark., 1995).
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2.6. Adenovirus Epidemiyolojisi

Adenovirisler diinyanin her yerinde epidemi, endemi ve sporadik enfeksiyonlar
olarak cok sik ve yaygin goriiliirler. Cocuk kresleri, yatili okullar, askeri birlikler

ve hastaneler gibi kalabalik yerlerde enfeksiyonun insidansi ¢ok ylksektir

(Cakmakliogullar1 E, 2011).

Virlis konjonktiva, solunum yolu, gastrointestinal ve genitolriner sistem
mukozal epitelyal hiicrelerine tropizm gdsterir. Ayn1 anda birden fazla sistemi de
tutabilir (Ampuero J ve ark., 2012). Bulas baslica direkt temas, damlacik yolu,
fekal-oral yol, ylzme havuzlari, okiiler araglar ve ortak kullanilan esyalar yoluyla
gerceklesir (Echavarria M, 2009). Ozellikle yiizme havuzlarindan kaynaklanan
enfeksiyonlarda en sik karsilasilan etken adenoviriislerdir (Van Heerden J ve ark.,
2005).

Adenovirusler, diunya genelindeki tiim konjonktivit olgularinin %15-70 temsil
ederek konjonktivitin 6nemli nedenlerinden biri olmustur (Maranhao AG ve ark.,
2009). Adenoviriis etken goz enfeksiyonlart oldukca bulasicidir ve hastanelerde
meydana getirdigi salginlarin atak hizt %25°i bulabilir. G6z muayenesi sirasinda
daima eldiven kullanilmasi, muayene sonrasi el, cihaz ve yiizeylerin dezenfekte
edilmesi gerekmektedir. Ayrica hastalarin ve varsa enfekte salgin personelinin
izolasyonu, kisiye 6zgii tek kullanimlik damlaliklarin kullanim1 ve gerektiginde
poliklinigin kapatilmas1 gerekir. Adenoviriisler cansiz ylizeylerde 30 giinli askin
slireyle enfeksiydz olarak kalabilir. Bu nedenle cansiz yiizeylerin ve oftalmik
aletlerin dezenfeksiyonu bilylik 6nem tasir (Rutala WA ve ark., 2006; Meyer-
Rusenberg B ve ark., 2011).
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2.7. Adenoviruslerin Laboratuvar Tanisi

2.7.1. Orneklerin toplanmasi ve saklama kosullar

Adenovirls enfeksiyonlarinda optimal tani i¢in hastaligin erken doneminde
ornek alinmasi gerekir. Tanida konjonktival siiriintii, balgam, bogaz yikama suyu,
nazofaringeal aspirat, idrar, beyin omurilik sivisi, kan ve ¢esitli biyopsi 6rnekleri
kullanilir. Belirtilerin ortaya ¢ikmasiyla beraber virlis salinimi solunum yolu
enfeksiyonlarinda ortalama 1 hafta iken g6z enfeksiyonlarinda ortalama 2 hafta

stirer (Echavarria M, 2009).

Konjonktival siiriintii O6rnekleri alt palpebral konjonktivadan alinmalidir.
Ornekler mutlaka serum, antibiyotik, antimikotik, aloumin veya jelatin iceren viral
transport besiyeri i¢inde tasinmalidir ve ideal olarak transport suresi 4 saati
asmamalidir. Eger Ornekler 24 saat icerisinde isleme alinacaksa +4°C’de
saklanabilir. Ancak daha uzun sire bekletilmesi gerekirse -70/-80°C’de muhafaza
edilmelidir (Koneman EW ve ark., 2006; Liesegang TJ ve ark., 2010).

Adenovirtisler, zarfsiz yapida olmalarindan dolayr farkli 1silardaki cevre
kosullarinda uzun siire stabil kalabilir. Gastrik salgilara, safra ve pankreatik
proteazlara direng gosterir. Formaldehit, 1s1 ve camasir suyu ile inaktive edilir

(Gordon YJ ve ark., 1993; Rutala WA ve ark., 2006).
2.7.2. Mikrobiyolojik tamis
Adenoviriis tanisinda kullanilan yontemler;
1. Direkt inceleme
e Viral partikil tayini
e Antijen tayini
e Molekuler Yontemler

2. Virls izolasyonu

3. Serolojik Yontemler
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4. Tip Tayini

Notralizasyon Testi

Hemagliitinasyon ve Hemagliitinasyon Inhibisyon Testi

Restriksiyon Enzim Analizi

Nikleotit Dizi Analizi

2.7.2.1. Direkt inceleme
2.7.2.1.1. Viral partikil tayini

Viral partikiliin gosterilmesi amaciyla kullanilan elektron mikroskopi (EM)
yontemi pahali ve zahmetlidir. Yontemin duyarliligi 6rnekte bulunan viral
partikiillerin sayisina gore de@isim gostererek en az 10°-10° viriis partikiliniin
olmasi gerekir (Ustagelebi S ve Us D, 2008).

Tespit edilmis doku parcalari ince kesitlere ayrilarak negatif boyanir ve niikleus
icerisindeki virlis partikiillerinin kristal dizileri elektron mikroskobisi altinda
incelenir. Eger siv1 ise yavas hizla santrifiijleme ile arindirildiktan sonra aym
sekilde boyanarak elektron mikroskobisi altinda partikiil kiimeleri incelenir
(Hammond GW ve ark., 1981).

EM giinlimiizde rutinden ziyade siklikla belirli referans laboratuvarlarinda
kullanilir. Bu yéntemin daha hassas ve 6zgll olan immun elektron mikroskopisi
(IEM) teknikleri ile kombine edilirse duyarlilik orani arttirilabilir. Burada 6rnek
daha Once viriisa 0zgiil antiserumla muamele edilir, 6zgiil antikorlarin viriis
partikiillerini agrege etmesiyle daha kolay goriinmesi saglanir (Kojaoghlanian T ve
ark., 2003).

Sekil 3. Iimmun elektron mikroskobi ile insan gdzyasinda adenovirlis (X45 000)
(Van Rij G ve ark., 1982)
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2.7.2.1.2. Antijen tayini

Antijen saptama Ozellikle solunum yollarinin ve gastrointestinal sistemin
adenoviral enfeksiyonlarinda hizli ve yeterli diizeyde duyarli sonuglar verdigi igin
kullanilir. Adenoviriis antijeni, immunfloresan (IF) veya enzim immunoassay

(EIA) temelli, genellikle ticari olarak elde edilebilen testler kullanilmaktadir
(Echavarria M, 2008).

Immunfloresan 6zellikle solunum yolu, siiriintii ve biyopsi ornekleri igin
kullanilmaktadir. Genellikle hekzon proteine kars1t monoklonal antikorlar kullanilir.
IF solunum Orneklerinde adenoviriisleri saptamadaki o6zgiilliigii yiiksektir ama
hiicre kiilttirti ile karsilagtirlldiginda duyarliligt %40-60 olarak bulunmustur.
Sitosantrifiigasyon yontemi ile duyarlilik %70-75 diizeylerine ¢ikartilabilir (Landry
ML ve Ferguson D, 2000; Echavarria M, 2009).

Enzim immunoassay yontemi daha ¢ok enterik adenovirtslerin serotiplerinin
tanisinda kullanilan hizli, basit ve maliyet etkin olandir. EIA duyarliligis EM ve
hiicre kiiltiirii ile karsilastirildiginda %90°nin tizerindedir ve 6zgiilliigi ise %97 nin

uzerindedir (Kowalski RP ve Gordon YJ, 1989).

Adenoviral goz enfeksiyonlarinda kullanilan diger antijen belirleyici test ise
immunokromatografi (1C) yontemidir. Burada 6rnek membran strip boyunca lateral
olarak goc eder, antijen viriis spesifik antikorlara baglanir ve dakikalar i¢inde renkli
bir ¢izginin gorildigi hizli bir tan1 yontemidir. Duyarliligi %60-70 gibi diisiik
oranlardadir. Bir diger antijen belirleyici test ise lateks agliitinasyondur. Ozellikle
gaitada enterik adenoviriislerin tayininde kullanilmaktadir. Diisiik duyarliliga sahip
bu testlerde monoklonal antikorlar kullanilmasi ile duyarliliklart arttirllmaktadir
(Jin X, 2011).

2.7.2.1.3. Molekuler yontemler

Adenovirislere bagl géz enfeksiyonlari salginlara yol agarak maddi-manevi
zararlara neden olmaktadir. Bu nedenle hizli ve duyarli tan1 yontemlerine ihtiyag

vardir (Wolfel R ve ark., 2006).

Viral genomda hedeflenen gen boélgesinin ¢ogaltilmasi esasina dayanan

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), adenoviriilerin tanisinda en ¢ok tercih edilen
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yontemidir. Hizli sonug veren yiiksek duyarliliga sahip bu yontemde viral yiikiin az
oldugu ve az miktarda Ornekle calisilmasi gerekilen durumda dahi

kullanilabilmektedir (Rodriguez PH ve Ramirez AG, 2012; Pinto RD ve ark., 2015).

Ik olarak hedef DNA denatiire edilerek tek iplikli hale getirilir. Cogaltilmak
istenilen gen bolgesine spesifik primerleri, Tag DNA polimeraz enzimi sayesinde
hedef bolgeye baglanir ve ¢ift zinciri DNA molekiilii olusur. Sentezlenen her yeni
¢ift zincirli DNA molekiilii bir sonraki dongii i¢in kalip gorevindedir. Bu yontem
ile yaklagik ti¢ amplifikasyon sonucunda tek zincirli DNA molekillerinden bir
milyondan fazla kopya iiretilmektedir. Cogaltilan PCR firiinleri jel elektroforezi,
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) veya sekans analizi gibi
islemlere tabi tutulabilir (Lam WY ve ark., 2007).

Adenoviral enfeksiyonlarinin tanisinda PCR ve Real-Time PCR temel olarak
kullanilan konvansiyonel yontemlerdir. Her iki yontemde de serotipler arasinda
yiiksek oranda korunmus olan hekzon geni, fiber geni, viral iligkili RNAI ve RNAII
bolgelerine ait primerler kullanilmaktadir (Echavarria M, 2008).

Yaklasik 2.9 kb (kilobaz) olan hekzon geni, tim insan adenovirislerinde ortak
antijenik bolgeler ve noétralizan antikorlar1 uyaran tipe Ozgii bolgeler igerir.
Adenoviriislerin tanisinda ve tiplendirilmesinde hekzon geninin farkli bolgelerini
hedef alan universal, tipe-spesifik, tir-spesifik ve kantitatif bir¢ok farkli PCR
yontemi raporlanmistir (Okada M ve ark., 2007).

Konvansiyonel PCR kalitatif bir yontemdir ve sonuglar1 1-2 glin icerisinde elde
edilir. Real Time PCR ise niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanl olarak artis
gosteren floresan sinyalin  Olculmesiyle, elektroforeze gerek kalmadan
amplifikasyon sirasinda sonu¢ veren bir yontemdir. Real-Time PCR amplifiye
olmus tiriinlerin en kisa siirede belirlenebildigi, saatler i¢cinde kantitatif sonug veren

yontem olmasindan dolay1 daha avantajlidir (Echavarria M, 2008).

Kullanim sekillerine gore diger PCR yontemlerinden Nested PCR, ornekte tek
bir hedef DNA molekiilii bulunsa bile iki asamali amplifikasyonla ¢ok sayida DNA
elde edilmesini saglar. Multipleks PCR’da ise farkli hedef bolgeler icin 6zgii
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primerler kullanilarak ¢ok sayida hedef ayni anda ¢ogaltabilir (Rodriguez PH ve
Ramirez AG, 2012).

2.7.2.2. Virus izolasyonu

Hiicre kiiltiirlinde izolasyon viriis tiizerindeki daha detayli c¢alismalarin
yapilabilmesine olanak saglar ve adenoviriislerin tanisinda standart olarak kabul
edilir. Virilisiin izolasyonu i¢in Ornekler enfeksiyonun goriildiigii bolgeden,
hastaligin erken déoneminde alinmalidir (Percivalle E ve ark., 2003; Murray PR ve
ark., 2009).

Hicre kalturunde Gretilmesi zor olan enterik virGsler (tip 40 ve 41) disinda
adenovirtsler primer insan embriyonik bobrek hticre kulttrd (HEK), insan servikal
kanser hucreleri (HeLa), insan epidermoid karsinom hticre kaltirt (HEp-2), insan
embriyonik akciger fibroblastlarda ve diger embriyonik fibroblastik hiicrelerde
tireyerek sitopatik etki (CPE) olarak adlandirilan morfolojik degisiklikler meydana
getirirler (Echavarria M.,2008). Enterik adenoviruslar ise en iyi adenovirus tip5 ile
transforme insan embriyonik bébrek hicrelerinin (HEK) stirekli dizisi olan Graham
293 hucrelerinde Urer (Takiff HE ve ark., 1981).

Adenoviriislerin sitopatik etkisi hiicrelerin agrege olarak {iziim salkimina benzer
bir goériinim olusturur. Sitopatik etkinin meydana gelme siresi adenovirusiin
serotipine, drnekteki viral partikiil yogunluguna ve hiicre dizisi duyarliligina gore
degismekle beraber 2-28 gln icerisinde gorinir hale gelir (Engler HD ve J Preuss,
1997)

Hcre kultirinde adenovirislerin tretilmesi 2-4 hafta surebilen uzun bir strrectir
ve zahmetlidir. Son yillarda shell-vial yontemiyle yapilan hizli hiicre kiltiiri
yontemi inokilasyonundan sonra 1-2 gun igerisinde pozitif kilturlerin biydk bir

kismini tespit ettigi icin laboratuvar teshisinde 6nemli yere sahiptir (Brooks GF ve
ark., 2006).

Shell-vial hicre kultiriinde santrifiij islemi uygulanarak virilisiin hiicre igine
girisi hizlandirilir ve iireme siiresinin kisaltilmasini saglar. “‘Shell-vial”’ tlplerinde
icerisindeki lamlara tizerinde iiretilmis hiicre kiiltiirline ekim yapilir. 24-48 saat

sonra lamlara siiphelenen virlise 6zgiil ve floresan madde ile isaretli antikorlara

16


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Percivalle%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14522064

baglanarak degerlendirilir. Bdylece sitopatik etki olusumu beklemeden hiicre
icerindeki erken viral proteinler saptanmis olur. Bu yontemin adenoviriislerin hizli
teshisinde kullanilabilecegi belirtilmistir (Engler HD ve J Preuss, 1997; Van
Doornum GJ ve De Jong JC, 1998; Lee JH ve ark., 2010).

2.7.2.3. Serolojik yontemler

Adenoviriis enfeksiyonu tanisinda spesifik IgM  veya IgG varliginin
gosterilmesinde; EIA, IF, notralizasyon, hemaglitinasyon inhibisyon (HAI) ve

kompleman birlestime deneyi (KBD) yontemleri kullanilmaktadir.

Kompleman Birlestirme Deneyi gruba 6zgii antijenleri saptar ancak serotipe
0zgli degildir. Adenoviriislerin herhangi bir serotipi ile olusan enfeksiyonlarda;
akut ve konvelesan donemler arasinda antikor titresinde en az dort kat artisin
anlamli oldugu, duyarhilig: diisiik bir testtir. Notralizasyon ve hemagliitinasyon
inhibisyon testleri ise serotipe 6zgul sonuclar vermektedir (Brooks GF ve ark.,
2013).

Serolojik yontemler; spesifik IgM nin enfeksiyonlarin %20-50'sinde gortlmesi,
zaylf immun cevap durumda yanlis negatif sonuglar verilmesi, yanlis pozitif
sonuglarin saptanabilmesi gibi gesitli sinirlamalar1 olmasina karsin epidemiyolojik

caligmalar agisindan 6nemini korumaktadir.
2.7.2.4. Tip tayini
2.7.2.4.1. Notralizasyon testi

Notralizasyon testi bagisiklik serumunda bulunan ve viriisiin notralize eden
antikorlar kullanilarak yapilan, uygulamasi zor ve zaman alict olmasina ragmen
serolojik tanida altin standart olarak kabul edilen tiire 6zgii testlerdir. Hiicre kiltru

veya deney hayvanlari kullanilmaktadir (Murray PR ve ark., 2009).
2.7.2.4.2. Hemaglutinasyon ve hemaglttinasyon inhibisyon testi

Adenoviriis izolatlariin tip spesifik identifikasyonunda grup belirlemek icin
hemaglutinasyon testi daha sonra spesifik serotipleri belirlemek icin
hemaglitinasyon inhibisyon ve nétralizasyon testi uygulanabilir. Testin

uygulanabilmesi i¢in hastaligin akut veya konvelesan donemlerinde alinan hasta
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serumuna, standart bir eritrosit siispansiyonuna ve titre edilmis standart antijenlere

gerek duyulur (Ustagelebi S ve Us D, 1999).
2.7.2.4.3. Restriksiyon enzim analizi

Genomik yap1 ve genetik dizilim, viris tipleri ve tiirleri arasinda gosterdigi
farkliligt DNA’nin Restriksiyon endoniikleazlar (RE) yardimiyla kesimini

gostermek mumkuandr.

Restriksiyon endoniikleazlar, kisa DNA dizilerini 6zgiil olarak taniyan ve bu
bolgelerden veya bu diziler igindeki spesifik bolgelerden DNA’y1 kesen
enzimlerdir. RE’lar ‘Restriction Fragment Length Polymorphism’ (RFLP) ya da
‘Pulse Field Gel Electrophoresis’ (PFGE) gibi niikleik asit tabanli tiplendirmede
siklikla kullanilan yontemler arasindadir (Pingoud A ve ark., 1993).

2.7.2.4.4. Nukleotit dizi analizi

DNA dizi analizi, DNA’nin niikleotit dizilerinin belirlenmesini ifade eder.
Niikleotit dizilerinin saptanmasinda Maxam-Gilbert kimyasal degradasyon yontemi
ile Sanger’in 2-3 dideoksi enzimatik yontemi olmak uzere iki temel teknik
gelistirilmistir (Maxam AM ve Gilbert W, 1977; Sanger F ve ark., 1977).

Giliniimlizde yaygin olarak kullanilan Sanger dizi analizi yoOnteminde,
amplifikasyon ile elde edilmis tek iplikci DNA, DNA polimeraz enzimi,
deoksiniikleotid (ANTP) ve substrat olarak deoksiribozun 3’ noktasinda hidroksil
grubu bulundurmayan dideoksiniikleotid (ddNTP) ‘ler kullanilmaktadir.
Sentezlenen DNA iplik¢igine dNTP eklenmesiyle uzama devam ederken ddNTP
ilavesi halinde zincir uzamasi sonlanir. Kalip DNA, primer, dNTP ve enzim igeren
dort reaksiyon tiipiiniin her birine farkli ddNTP eklenmesiyle reaksiyon tiiplerinde
ddNTP’lerin kullanimina bagli olarak farkli uzunlukta DNA pargalari meydana
gelir. Bu DNA pargalar1 poliakrilamid jelde yiiriitiilerek gorunttlenir ve uzunluk
sirasina gore dizilen parcalarin sonunda bulunan ddNTP’ler okunarak hedef
niikleotid dizisi ¢ikarilir. Elde edilen niikleotid dizileri Gen Bankasindaki gruplara
Ozgii gen bankasi dizileri ile karsilastirilarak identifikasyon islemi yapilir (Erdin
BN, 2012).
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Gliniimiizde siklikla kullanilan otomatik DNA dizi analizi yonteminde Sanger’in
enzimatik DNA dizisine dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilir. Otomatik
DNA dizi analizi cihazlar1 bilgisayarda yikli programlar ve bu programlarin
yonettigi elektroforez sistemlerinden olusur. Zaman ve standart ¢alisma kosullar

acisindan oldukca avantaj saglar.

2.8. Adenovirus Enfeksiyonlarindan Korunma Ve Tedavi

Adenoviris enfeksiyonlarindan basta gelen korunma yontemi el yikamadir.
Enfeksiyondan siliphelenilen hastanin goriilmesi halinde; okiiler araglarin ve
ylizeylerin dezenfeksiyonu, hastanin izolasyonu gibi kontrol 6nlemleri alinmalidir.
Hastalarin birlikte yasadigi kisilerin de gerekli kisisel hijyen dnlemlerini almasi
gerekir (Liesegang TJ, 2010). Adenoviral konjonktivit, kliniklerin kapatilmasina
kadar ciddi nozokomiyal salginlara neden olmaktadir. Nozokomiyal bulas halinde
klinik/poliklinik bir siire kapatilmas1 ve dezenfeksiyonu gerekmektedir (Cheung D
ve ark., 2003; Kaneko H ve ark., 2008).

Adenoviriis enfeksiyonu tedavisinde etkinligi kesinlesmis bir antiviral ajan

bulunmamaktadir.

Sidofovir antiviral ilaglar i¢inde en giiclii etkiye sahip olandir ve adenoviriisiin
tim tiplerinde etkilidir. Sidofovir viral DNA polimeraz: inhibe eden sitozin
monofosfat analogudur. Immun yetmezlik durumunda gelisen adenoviriis
enfeksiyonlarinda yaygin olarak kullanilir ~ (Sdiri-Loulizi K ve ark., 2008;
Echavarria M, 2009).

Ribavirin hiicre membranindan gegerek hiicre i¢ine fosforile olur ve inozin
monofosfat dehidrogenazi inhibe eder. Adenovirlis enfeksiyonlarinda yeterli

etkinligi bulunamamis olup daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir (Kinchington PR ve
ark., 2005).

Gansiklovir DNA polimeraz inhibisyonu iizerinden etki mekanizmasina sahip

bir niikleozid analogudur. Adenoviral keratokonjonktivit tedavisindeki etki
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mekanizmasi, adenoviriislerin viral timidin kinaz eksikligine baglanabilir (Naesens

L ve ark., 2005; Huang J ve ark., 2014, Lion T, 2014).

Akut donemde steroidler, suni gozyasi damlalari ve bazi olgularda
stiperenfeksiyonu Onlemek amaciyla antibiyotiklli damlalar gibi semptomatik

tedavi yontemleri kullanilmaktadir (Meyer-Risenberg B ve ark., 2011).

20


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naesens%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15728896
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naesens%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15728896
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24511226

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan besiyerleri

UTM® (Copan Diagnostic, italya)

3.1.2. Kullamlan kimyasal maddeler

25 mM MgCI2 (Thermo Fisher, ABD)

25 mM dNTP (Thermo Fisher, ABD)

Tagq DNA Polimeraz (Thermo Fisher, ABD)

Agaroz (Canvaxbiotech, Isyanya)

10X Tris-EDTA (Canvaxbiotech, Isyanya)

GreenSafe DNA Gel Stain (Canvaxbiotech, Ispanya)

Yiikleme boyasi-Loading Dye (Canvaxbiotech, Ispanya)

100 bp Ladder (Canvaxbiotech, ispanya)

Primerler;

Hekzon7 (R):5’CTGATGTACTACAACAGCACTGGCAACATGGG3’
Hekzon7 (F):5°GCGTTGCGGTGGTGGTTAAATGGGTTTACGTTGTCCAT3’
Distile Su

3.1.3. Kullamilan ticari kitler

AdenoPlus™ (Rapid Pathogen Screening Inc., Sarasota, Florida, USA)
ELITe MGB® Kit (ELITechGroup, Italya)

EX0SAP-IT™ (Thermo Fisher Scientific, ABD)
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BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)
3.1.4. Kullamlan cihazlar

ELITe InGenius (ELITechGroup, italya)

T100™ Thermal Cycler (BioRad)

ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)
Guvenlik Kabini (Heraeus-HERA safe, Turkiye)

Elektroforez Tanki (AE-6110, Japonya)

Mikrodalga Firin (Arcelik, Tlrkiye)

+4°C’lik sogutucu (Arcelik, Turkiye)

Derin Dondurucu (Arcelik, Tlrkiye)

Vortex (Heidolph, Almanya)

Santrifuj (Eppendorf, Almanya)

Mikropipet Seti (Thermo Fisher, ABD)
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3.2. Yontem

3.2.1. Konjonktival suruntt érneklerin toplanmasi

Ocak 2018-Kasim 2019 tarihleri arasinda Marmara Universitesi Egitim ve
Aragtirma Hastanesi G0z Poliklinigi’ne gozde sulanma, yabanci cisim hissi,
kizariklik, fotofobi sikayetleri ile basvuran ve klinik olarak adenoviral
keratokonjonktivit 6n tanili hastalara ait 82 konjonktival siiriintii 6rnegi dakron
ekidvyon ile alinarak UTM® (Universal Transport Medium) (Copan Diagnostic,

Italya) icerisinde mikrobiyoloji laboratuvarina ulastirildi.

Resim 1. UTM® (Copan Diagnostic, Italya)
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3.2.2. Viral konjonktivit olgularinda hizh tam Kkiti ile antijen tayini

AdenoPlus™ (Rapid Pathogen Screening Inc., Sarasota, Florida, USA)
adenoviral antijenlerinin (hekzon proteini) dogrudan insan goz sivisindan gorsel,

nitel, in vitro olarak saptanmasi igin hizli bir immunoassay testidir.

—~_| RPS

‘& Sampling PO Kt s, s
‘\ Fleece (C)
WIS \ \~\ Buffer ) SampleTransfer 1ot Cassette
 § Vial Window (6) Body (D)

Sample \\\b
Collector (o) N Test C(gisette

=
Absorbent Tip (E)

with Result
Protective Cap (F)  Window (H)

Resim 2. AdenoPlus™ Test Aleti

Goziin alt kapagin i¢c kismmi (palpebral konjonktiva) aciga cikarmak igin
hastanin goz kapagini yavasga indirildi. Test gubugu goz yast sivist ile doyurulana
kadar palpebral konjonktiva boyunca gezdirdi. Ornek alimindan sonra test yatay
olarak 10 dakika boyunca duiz bir yiizeyde bekletildi.

;

Resim 3. AdenoPlus™ Test Aleti ile Ornek Alimi
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Kontrol ¢izgisi, kontrol bolgesinde mavi bir ¢izgi olarak goriiniir. Testin dogru
uygulandigini ve performansini gosterir, testin gegerli olmasi i¢in goriinmesi

gerekir.

Kontrol bolgesinde mavi ¢izginin ve sonug bdlgesinde kirmizi ¢izginin
bulunmasi pozitif bir sonucu belirtir, bu durum adenoviriis antijenlerinin varligin

ifade eder.

Kontrol bdlgesinde sadece mavi ¢izgi beliriyorsa olumsuz sonu¢ olarak
degerlendirildi.

Positive
il

- J

T
Nl

-

i i

Negative
Tadl

o Lt

Invalid
D]
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Resim 4. AdenoPlus™ Testi Sonu¢ Okuma

»
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3.2.3. Dezenfeksiyon etkinliginin degerlendirilmesi icin cevresel siiriintii

orneklerinin toplanmasi

Adenovirlis enfeksiyonu siipheli hastalarin muayenesi sirasinda, hastalar
arasinda c¢apraz bulas riskini degerlendirmek icin poliklinikte uygulanan
dezenfeksiyon prosediriunden 6nce (n=9) ve sonra (n=9) olmak tzere iki farkl

kosulda ve zamanda ¢evresel siriintii 6rnekleri toplandi.

Ornekler oftalmoskopi cihazi, hasta koltugu, hekim masasi, lavabo, odanin kapi

kolu gibi hastanin olas1 temas edebilecegi alanlardan alindi.

3.2.4. Viral nukleik asit ekstraksiyonu ve adenoviriis DNA’sinin kantitasyonu

Hastalardan steril dakron ekiivyon ile konjonktival siiriintii 6rnekleri alind1 ve
viral transport medium (UTM: Copan Italia. SpA, Brecia, Italya) icerisinde,
+4°C’de mikrobiyoloji laboratuvarina transportu saglandi. Ornekler molekiiler
calismaya uygun kosullarda c¢alisma yapilincaya kadar -80°C’de saklandi.
Orneklerden adenoviriis DNA izolasyonu, amplifikasyonu ve Kantitasyonu
adenovirls ELITe MGB® Kkiti ile gergek zamanli PCR yontemi ile tam otomatize
olarak ELITe InGenius sisteminde (ELITechGroup S.p.A., ref. INTO30, Italy)

iiretici firmanin Onerilerine gore calisildi.

ELITe MGB® Kiti tam kan, plazma ve swab 6rnekleri i¢in valide edilmistir ve
klinik drneklerde insan adenoviriis A, B, C, D, E, F ve G (57 serotipi iceren)
genotiplerinin gercek zamanli PCR yontemi ile kalitatif ve kantitatif tayinini

saglamaktadir. Testin saptama hedefi adenoviriisiin hekzon protein genidir.

Kontrol ve kalibratorler: Kalibrasyon icin; ADV ELITe_STD, pozitif kontrol
amplifikasyon igin; ADV ELITe_PC, negatif kontrol amplifikasyonu igin; ADV
ELITe NC kullanildu.

Internal Kontrol: Niikleik asit izolasyonunun pozitif kontrolii ve amplifikasyon
inhibisyon kontroll igin internal kontrol olarak iki plazmid DNA’s1 igeren stabilize
plazmid solusyonu ve MS2 genomic RNA iceren CPE- Internal Control
(ELITechGroup S.p.A., ref. CTRCPE) kullanild1.
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DNA izolasyonu: Orneklerdeki adenoviriis DNA’smin izolasyonunda klinik
orneklerden DNA izolasyonu igin valide edilmis Elite InGenius® SP 200
ekstraksiyon kartusu kullanildi.

Amplifikasyon ve Saptama: Her 6rnekten izole edilen DNA igin adenoviris
hekzon gen hedefini ve internal kontrol olarak degerlendirmek tizere insan 3 Globin
genini saptamak i¢in iki amplifikasyon reaksiyonu gergeklestirildi. ADV spesifik
prob FAM florofor ile internal kontrol spesifik probu ise AP525 floroforu ile
isaretlenmistir. Her iki prob da amplifikasyon reaksiyon tiirlini ile hibridize
oldugunda aktive olur ve floresan 1s1ma agiga cikar. Amplifikasyon reaksiyonu
spesifik Urini ortamda artmaya devam ettikce olusan floresan sinyal diizeyi de
artar, bu sinyal cihaz tarafindan optik sistemle 6l¢iiliir ve bilgisayara kaydedilir. Bu
verinin analizi Ornekte baslangictaki ADV DNA’sinin varligini ve titresini

saptamaya olanak tanir.
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Sekil 4. Sentetik bir bicimde ELITe MGB® teknoloji probunun aktivasyonu ve
floresans emisyon mekanizmasi

Kullanilacak kitin i¢inde yer alan, kantitasyonlar: bilinen 4 farkli logaritmik
dilisyona sahip ADENOVIRUS ELITe Standartlar1 (ELITechGroup S.p.A.,
ref.STDO78PLD) kullanilarak olusturulan standart egri araciligiyla Kklinik

orneklerde kantitatif virlis miktar1 saptandi. Kitin adenoviriis DNA i¢in kantitasyon
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araligi 250-25000000 kopya/mL ve en diisiik saptama sinir1 250 kopya/mL’dir. Bu
nedenle 250 kopya/mL'in alt1 degerlendirme dis1 birakilmistir.

Resim 5. ELITe InGenius®- ELITechGroup

3.2.5. PCR

Elde edilen ekstraktlarin PCR’1 i¢in Sarantis ve arkadaslarinin (Sarantis H ve
ark., 2004) calismasinda tanimlandig1 gibi viral hekzon geninin “Hypervariable
Region 77 (HVR-7) bolgesini de iceren ve genotipe gore farklilik gdsteren 605-629

bazlik bir bolgesini hedef alan primerler kullanilda.
PCR reaksiyonu T100™ Thermal Cycler (BioRad) cihazinda gerceklestirildi.

Tablo 1: PCR’da kullanilan primerler

Hekzon7(R) | S>CTGATGTACTACAACAGCACTGGCAACATGGG3’

Hekzon7(F) | 5’ GCGTTGCGGTGGTGGTTAAATGGGTTTACGTTGTCCAT3’
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Tablo 2: PCR Bilesenleri ve Reaksiyon Basina Miktarlari

REAKSIYON BiLESENLERI KULLANILACAK MIiKTAR (uL)
10X PCR Tampon 2,5

MgCI2 (25 mM) 1,5

dNTP Mix (25 mM) 0,2

Primer 1 (ADV A-F) (10 pmol/uL) 0,7

Primer 2 (ADV A-R) (10 pmol/uL) 0,7

Taq DNA Polimeraz 0,25

DNA 06rnegi 3

Distile Su 16,15

TOPLAM 25

Tablo 3: PCR Reaksiyon Dongusu

PCR REAKSIYON DONGUSU
Reaksiyon Sicaklik (°C) Sire (dk) Dongu
Asamalari
On denatiirasyon 95 15 1X
Denatiirasyon 95 1
Baglama 52 1 40X
Uzama 72 1
Son Uzama 72 10 1X

3.2.6. PCR urunlerinin jel elektroforezi ile gérinttlenmesi

PCR iirtinlerinin varlig1 ve biiyiikliigii jel elektroforezine tabi tutularak incelendi.

%1,5’lik agaroz jel hazirlamak i¢in beher icerisinde 1.5 gr agaroz tartildi ve
uzerine 100 ml 1X TBE buffer eklendi. Tampon igindeki agaroz eriyip seffaflasana
kadar 1s1ticida kaynatildi. [limasi beklendikten sonra 2 ul 1000X syber green boyasi
eklenerek kasete dokuldl, taraklar yerlestirilerek polimerlesmesi beklendi. Jel
polimerlestikten sonra tarak yavasca ¢ikarildi ve icerisinde 1X TBE buffer bulunan
tankin igerisine yerlestirildi. 5 ul PCR {irlinii alinarak 2 pl yiikleme boyasi ile
kanigtirilip jel igerisindeki kuyucuklara yiiklenerek 120V’de 20 dk yiiriitiildii.
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Elektroforez sonucunda ultraviyole transilluminatorde fotograflanarak bant

olusumu degerlendirildi.

3.2.7. PCR reaksiyonu purifikasyonu

PCR reaksiyonu sonunda PCR firiinleri icerisinde baglanmamis primerler ve
dNTP’ler kalir. Kalan primer ve dNTP’lerin enzimatik olarak uzaklastirilmasi igin

Exo-SAP enzim karigimi kullanildz.
Her reaksiyon 2 pl enzim karigimi ve 5 pl PCR iriinii ile gergeklestirildi.

Uriinler ‘ExoSap-IT" ile saflastirildiktan sonra, sekans asamasi i¢in uygun hale

geldi.

Tablo 4. PCR Piirifikasyon Reaksiyonu Bilesenleri ve Reaksiyon Bagina Miktarlari

Kullanmilacak Miktar (uL)

PCR Urini 2
ExoSap 5
TOPLAM 7

Tablo 5. PCR Purifikasyon Reaksiyonu Dongsti

ExoSAP-IT- DONGUSU

Sicaklik Sire Dongu
1.ADIM 37°C 15 dk 1X
2.ADIM 80 °C 15 dk 1X
3.ADIM 4°C o0 1X

3.2.8. Sekans Reaksiyonu

PCR iirtinlerinin saflastirildiktan sonra dizinlemesi i¢in Sanger yontemi temeline
dayali BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullanildi. Yontemde bir reaksiyonda sadece tek bir kalip zincirin okumasi

saglanacagi i¢in sadece forward primer kullanildi.
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Tablo 6. Sekans Reaksiyon Igerigi

Kullamilacak Miktar (uL)

DW 11.3
5X Sekans Buffer 2
Primer (5 mM) 0.7
Hazir Reaksiyon Karigimi 4
Ornek 2
TOPLAM 20

Tablo 7. Sekans Reaksiyon Dongust

SEKANS REAKSIYON DONGUSU
Sicaklik Sire Dongu
1.Adim 96 °C 1 dk 1X
96 °C 10 sn 25X
2.Adim 50°C 5sn 25X
60°C 4 dk 25X
3.Adim 4°C 0 1X

3.2.9. Sekans ornekleri pirifikasyonu

1.

Sekans reaksiyonu orneklerinde baglanmamis floresan isaretli ddNTP’lerin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in kolon piirifikasyon islemi gergeklestirildi.

240 pl binding tamponu ile kolona yiiklenen sekans ornekleri 3000 g’de 2 dk
santriftj edildi.

Daha sonra alt sivi bosaltilip 300 pl yikama tamponu eklenerek 3000 g’de 5 dk
santrifiij islemi yapildi.

Kuruyan kolon tizerine 15 pl formamid eklenerek 3000 g’de 2 dk santrifiij islemi
tekrarlandi.

Kolondan gecen 6rnekler cihaz igin uygun tiiplere aktarilip tizerleri septa ile

kapatilarak cihaz hazir hale getirildi.
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3.2.10. Kapiller elektroforezde dizileme asamasi

Saflastirilmis sekans iiriinleri ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA) cihazinin oOrnek yiikleme tablasina yerlestirilip sekans

matriksinde POP-4 ve 36 cm kapiller kullanilarak dizileme okumasi baslatildi.

Resim 6. ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)

3.2.11. Sonug¢larm kontrol edilmesi

ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) cihazinda

yurittlerek elde edilen ham veri Finch TV ve Bioedit programlart ile analiz edildi.
3.2.12. Sekans analizi yorumlanmasi

Elde edilen DNA dizileri BLAST analizi ile tiplendirildi. ‘MEGA-X’ programi1
kullanilarak “neigbour-joining” metodu ile filogenetik agac ¢izilmistir. Filogenetik

agacin glivenilirligi 1000 tekrardan olusan “bootsrap” testi ile incelenmistir.
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4 BULGULAR

4.1. Konjonktival Sturiintti Orneklerinde Hizh Tam Testi ve Kantitatif Gergek
Zamanh PCR Sonuclarn

Adenoviral keratokonjonktivit 6n tanili hastalardan alinan ve AdenoPlus™ hizli
tani kiti ile pozitif sonug veren 82 konjonktival siiriintii 6rneginde kantitatif gercek

zamanli PCR ile adenoviral DNA pozitifligi dogrulandi.

Jel elektroforezinde bant varligi gosteren 72 6rnek DNA dizi analizine dahil
edildi.

Orneklerin viral yiik ortanca degeri log 10= 7,1 kopya /mL (aralik: log 10= 4,7-
log 10= 7,4 kopya /mL) olarak saptandi.

Tablo 8. Konjonktival Siiriintli Orneklerinde Hizli Tam Testi ve Kantitatif Gergek
Zamanli PCR Sonuglari

HIZLI TEST VIRAL YUK
SONUCLARI (KOPYA/ML)

1. HASTA Pozitif 47 768

2. HASTA Pozitif 240 148
3. HASTA Pozitif 258 108
4, HASTA Pozitif 282 944
5. HASTA Pozitif 458 074
6. HASTA Pozitif 487 074
7. HASTA Pozitif 635 958
8. HASTA Pozitif 765 324
9. HASTA Pozitif 777 500
10. HASTA Pozitif 809 257
11. HASTA Pozitif 823 152
12. HASTA Pozitif 1141183
13. HASTA Pozitif 1320 131
14. HASTA Pozitif 1473027
15. HASTA Pozitif 1655116
16. HASTA Pozitif 1871323
17. HASTA Pozitif 2 428 829
18. HASTA Pozitif 2 646 187
19. HASTA Pozitif 2 742 451
20. HASTA Pozitif 3064 619
21. HASTA Pozitif 3108 977
22. HASTA Pozitif 3493947
23. HASTA Pozitif 3661470
24. HASTA Pozitif 3663 106
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Tablo 8. Konjonktival Siiriintii Orneklerinde Hizli Tam Testi ve Kantitatif Gergek
Zamanli PCR Sonuglar1 (devam)

25. HASTA POZITIF 4092 219
26. HASTA Pozitif 4 600 523
27. HASTA Pozitif 5 306 706
28. HASTA Pozitif 5455670
29. HASTA Pozitif 6 280 483
30. HASTA Pozitif 6 769 827
31. HASTA Pozitif 7702 499
32. HASTA Pozitif 8 256 465
33. HASTA Pozitif 8 883 097
34. HASTA Pozitif 9 189 809
35. HASTA Pozitif 9867 131
36. HASTA Pozitif 11 395 860
37. HASTA Pozitif 12 800 476
38. HASTA Pozitif 13 191 136
39. HASTA Pozitif 14 374 843
40. HASTA Pozitif 17 922 252
41. HASTA Pozitif 18 292 624
42. HASTA Pozitif 18 377 834
43. HASTA Pozitif 20 724 289
44, HASTA Pozitif 21030 791
45. HASTA Pozitif 24 010 385
46. HASTA Pozitif 24 572 754
47. HASTA Pozitif >25 000 000
48. HASTA Pozitif >25 000 000
49. HASTA Pozitif >25 000 000
50. HASTA Pozitif >25 000 000
51. HASTA Pozitif >25 000 000
52. HASTA Pozitif >25 000 000
53. HASTA Pozitif >25 000 000
54. HASTA Pozitif >25 000 000
55. HASTA Pozitif >25 000 000
56. HASTA Pozitif >25 000 000
57. HASTA Pozitif >25 000 000
58. HASTA Pozitif >25 000 000
59. HASTA Pozitif >25 000 000
60. HASTA Pozitif >25 000 000
61. HASTA Pozitif >25 000 000
62. HASTA Pozitif >25 000 000
63. HASTA Pozitif >25 000 000
64. HASTA Pozitif >25 000 000
65. HASTA Pozitif >25 000 000
66. HASTA Pozitif >25 000 000
67. HASTA Pozitif >25 000 000
68. HASTA Pozitif >25 000 000
69. HASTA Pozitif >25 000 000
70. HASTA Pozitif >25 000 000
71. HASTA Pozitif >25 000 000
72. HASTA Pozitif >25 000 000
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4.2. Cevreden Ahnan Siiriintii Orneklerinde Kantitatif Ger¢ek Zamanlh PCR

Sonuc¢lan

Poliklinikte uygulanan dezenfeksiyon etkinligi; muayene Oncesi ve sonrasi
olmak tizere iki farkli kosul ve zamanda alinan ¢evresel siiriintii 6rneklerinde hADV

varlig1 arastirilarak degerlendirildi.

Dezenfeksiyon islemi uygulanmadan 6nce alinan tiim ¢evresel 6rneklerde (9/9)
adenovirlis varligi saptandi. Dezenfeksiyon islemi uygulandiktan sonra alinan
orneklerin Gcunde (3/9) (oftalmoskobi cihazi ile hastanin ¢enesinin temas ettigi
bolge, hastanin oturdugu koltuk ile sag elinin temas ettigi bolge, odanin kap1 kolu)

adenoviris pozitifligi devam etti.

Cevresel siiriintii 6rneklerinde adenoviriis varligini tespit etmekle birlikte
orneklerdeki viral yikin zayif olmasi sebebiyle jel elektroforezinde bant goriintusu

gbzlemlenmedi ve sekans analizine dahil edilmedi.
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Tablo 9. Cevresel siiriintii 6rneklerinin alindig1 yerler ve kantitatif gergek zamanli
PCR ile hADV varlig1 sonuglari

Cevresel Surunti Orneklerinin Dezenfeksiyon Dezenfeksiyon
Alindig1 Yerler Oncesi Sonrasi
Oftalmoskobi cihazi ile hastanin alninin Saptandi Saptanmadi

temas ettigi bolge

Oftalmoskobi cihazi ile hastanin Saptandi Saptandi
cenesinin temas ettigi bolge

Hastanin oturdugu koltuk ile sag elinin Saptand1 Saptandi
temas ettigi bolge

Hastanin oturdugu koltuk ile sol elinin Saptandi Saptanmadi

temas ettigi bolge

Oftalmoskobi cihazinin bulundugu Saptand1 Saptanmadi
masa

Hekimin ¢alisma masasi Saptandi Saptanmadi
Lavabo Saptand1 Saptanmadi
Odanin kap1 kolu Saptandi Saptandi
Poliklinik girisindeki kap1 kolu Saptand1 Saptanmadi
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4.3. Sekans Sonuclarn

Jel elektroforezinde bant varlig1 gdosteren 72 6rnek DNA dizi analizi islemine

dahil edildi. Saptanan 6rneklerin 33’1 2018 yilina, 39’u ise 2019 yilina aittir.

ORNEKLERIN YILLARA VE AYLARA GORE DAGILIMI

12 11 11 11
10 S
B 7
[ =]
<] 5
a4
2
2 1 1 1 1
0 0 0 0 0 L] ] L] L] o0
o N I || | ||
B T B I I S
o A ) o 3
N =3 ¢ & @& F
F §F & & § & o & & &

m 2018 w2015

Sekil 5. Orneklerin yillara ve aylara gore dagilimi

DNA dizi analizi yapilan 72 6rnekte hADV-8 (%95,8), hADV-4 (%2,7) ve
hADV-19 (%]1,4) olmak tiizere {i¢ farkli genotip saptandi.

GENOTIPLERIN TOPLAM SAYILARI

21

69

= hADV-8 = hADV-4 hADV-19

Sekil 6 . Saptanan adenovirls genotiplerinin toplam sayilar
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Suslar arasindaki genotipik yakinlik derecelerini inceleyebilmek i¢in filogenetik
agac olusturuldu. Ornekler hastaneye gelis tarihine goére giin/ay/y1l olarak
numaralandirildi (Sekil 7,8).

2018 yilina ait DNA dizi analizi yapilan tiim 6rneklerde (n:33) hADV-8 (%100)
genotipi tespit edilmistir. 2019 yilina ait DNA dizi analizi yapilan 6rneklerde (n:39)
hADV-8 (n:36, %92,3), hADV-4 (n:2, %5,1) (6rnek no: 2.13 12.07.2019 ve
2.16_12.07.2019) ve hADV-19 (n:1, %2,6) (6rnek no: 2.10_02.08.2019) olmak
tizere Ui¢ farkli genotip saptanmistir (Tablo 9).

Tablo 10: Saptanan genotiplerin yillara gore dagilimi

2018 2019 TOPLAM
hADV-8 33 36 69
hADV-4 - 2 2
hADV-19 - 1 1
TOPLAM 33 39 72

Filogenetik analiz sonuglarina bakildiginda, suslar arasinda baskin genotipik
yakinlik derecesi gozlemlenememesi sebebiyle bir salgin analizi yapilamayacagi

distinildii.
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48

{ 1.23 21.06.2018
20 1.29_28.03.2018

1.19_16.04.2018

1.22_30.04.2018

A { 1.24_26.03.2018
25 1.25_17.04.2018

1.14_21.06.2018

57 { 1.9_12.02.2018
9% 1.28_31.05.2018

1.33_19.02.2018

47

1.30_07.03.2018

o 1.10_29.03.2018

L 126 09.042018

31

1.31_20.04.2018

1.27_16.04.2018

38 1.16_11.01.2018
{ 1.21_19.04.2018

93 1.2_03.04.2018

45 —: 1.5_05.06.2018

1.18_30.03.2018

1.15_11.06.2018

1.3_11.04.2018

o —: 1.1_30.03.2018
42 1.8_22.10.2018
89 1.4_20.04.2018

= l: 1.20_01.05.2018

1.17_21.03.2018

57

1.7_26.06.2018

30

1.12_11.05.2018

1.6_23.05.2018

o —: 1.11_02.04.2018
56 1.32_05.06.2018

Sekil 7. 2018 yilina ait suslarin filogenetik agacta gosterilmesi
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2.11_15.08.2019
2.17_23.07.2019
2.7_08.07.2019

2.8_22.07.2019

2.14_16.08.2019
2.1_03.07.2019

2.9_18.07.2019

2.3_12.07.2019

2.16_12.07.2019
2.2_15.08.2019

2.4_15.08.2019

2.12_03.07.2019
2.10_02.08.2019
2.5_19.06.2019

2.19_26.08.2019
2.15_19.08.2019
2.18_16.07.2019
2.21_12.09.2019
2.26_03.09.2019
2.20_02.09.2019
2.6_01.07.2019

2.25_02.09.2019
2.35_02.10.2019
2.36_03.10.2019
2.22_18.09.2019
2.24_23.08.2019
2.37_09.10.2019
2.13_01.07.2019
2.27_26.08.2019
2.28_16.09.2019
2.30_24.09.2019
2.23_03.09.2019
2.31_26.09.2019
2.32_30.09.2019
2.38_09.10.2019
2.34_02.10.2019
2.29 17.09.2019
2.39_25.10.2019
2.33_02.10.2019

Sekil 8. 2019 yilina ait suslarin filogenetik agacta gosterilmesi
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5. TARTISMA-SONUC

Adenovirusler insanda en sik goz, solunum yolu, gastrointestinal, genitoiiriner
sistem enfeksiyonlarina neden olurlar (Ariga T ve ark., 2005). Nadiren hepatit,
menenjit ve miyokardit etkeni olarak da karsimiza ¢ikar (Landry ML ve Hsiung
GD, 1988; Martin AB ve ark., 1994).

Tiim diinyada viral keratokonjonktivit etkenleri arasinda adenoviriisler ilk sirada
yer almaktadir (Butt AL ve Chodosh J, 2006). Hastaligin klinik sekli ve siddeti,
virisun alt tipine ve konagin immiin durumuna gore degisiklik gostermektedir. Gz
enfeksiyonlarinda bulas genellikle parmaklar, ortak kullanilan esyalar, medikal
cihazlar, yiizme havuzlar araciligiyla gergeklesip okul, hastane, igyeri gibi
kalabalik bulunan yerlerde salginlara sebep olabilir (Mahmood AR ve Narang AT,
2008). Bu nedenle etkin tedavinin uygulanmasi ve gerekli enfeksiyon kontrol
onlemlerinin alinmasinda hizli ve giivenilir tan1 yontemlerine ihtiya¢ vardir (Lu X

ve Erdman DD, 2006; Wolfel R ve ark., 2006).

Epidemiyolojik ¢aligmalar, toplumda dolasan adenoviriislerin genotiplerinin
belirlenmesine ve salginlarin mevsimsel 6zelliklerinin saptanmasina iliskin bilgi
saglayarak olusabilecek salginlarin engellenmesine yardimci olmaktadir. Japonya
ve Amerika gibi Tlilkelerin bu konuda ulusal siirveyans programlart da
bulunmaktadir (Aoki K ve ark., 2002; Gray GC ve ark., 2007). Bu sirveyans
programlar1 toplumdaki hADV sirkllasyonunu izlenerek; salginlarla iliskili tiplerin
tanimlanmasina ve dogrulanmasina yardimci olup tanisal test ve asilarin

gelistirilmesine yonelik veri saglanmaktadir (Binder AM ve ark., 2017).

Diinyanin ¢ok farkli yerlerinden okiiler adenoviriis enfeksiyonlarinda saptanan
genotiplerin belirlenmesine yonelik molekiiler c¢alismalar1 igeren birgok yayin
yapilmustir. Literatire bakildiginda g6z enfeksiyonuna neden olan adenovirls
genotipleri arasinda en sik saptananlar hADV-3, hADV-4, hADV-7, hADV-8§,
hADV-19 ve hADV-37’dir (Sundaramoorthy R ve ark., 2016).
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Japonya Sapporo’da 1979-1980 yillar1 arasinda 343 vakanin 196’sinda (%57)
adenoviral konjonktivit tanis1 konulmustur. Genotip tayini sonucu hADV-8 %63,3
(124/196) oraninda en sik saptanan genotip olup bunu sirasiyla hADV-4 (33/196,
%16,8), hADV-3 (24/196, %12,2) ve hADV-19 (15/196, %7,6) takip etmistir (Aoki
K ve ark., 1982). 1995-2010 tarihleri arasinda Japonya’da Fukui’de epidemik
keratokonjonktivitli 157 hastanin 124 (%79)’tinde hADYV tespit edilmis, dizi analizi
sonucu hADV-54 (66/124, %53,2), hADV-37 (40/124, %32,5), hADV-8 (8/124,
%6,4), hADV-53 (5/124, %4), hADV-19 (4/124, %3,2) ve hADV-56 (1/124, %0,8)
genotiplerine rastlanmistir (Nakamura M ve ark., 2012). Japonya, Tokyo’da 2005
ve 2006 yillart arasinda toplum temelli kliniklerde adenoviriis enfeksiyonunu
inceleyen baska bir ¢alismada ise, 189 hastadan g6z surinti 6rnekleri toplanilmis
ve %82’sinde (155/189) hADV saptanmustir. Sekans analizi ile hADV-8 (34,8),
hADV-11 (%23,2), hADV-3 (%16,8), hADV-37 (%15,5) ve hADV-4 (%9,7)
olmak iizere bes farkli genotip bildirilmistir (Matsui K ve ark., 2008).

Cin, Pekin’de akut adenoviral konjonktivitlerin epidemiyolojisi ve tip dagilimi
hakkinda ¢ok az veri bulunmasina karsin 2011-2013 yillar1 arasinda 18 hastaneyi
dahil ederek yapilan akut konjonktivit strveyans ¢alismasinda, PZR ile %39,8
(349/876) oraninda hADV pozitifligine rastlanmigtir. Adenoviral konjonktivit
vakalarmin %81,1’inden 5 tipin sorumlu oldugu belirtilerek bunlarin hADV-4
(%18), hADV-37 (%17,5), hADV-53 (%16,9), hADV-64 (%14,6) ve hADV-8
(%13,5) serotipleri oldugu bildirilmistir (Li J ve ark., 2018).

Bati Hindistan’da  2013-2014 yillann arasinda yapilan ¢aligmada,
keratokonjonktivit olgularinda %60,9 (14/23)’unda hADV varlig1 tespit edilmistir.
hADV-8’in %78,6 (11/14) oraninda baskin genotip olarak belirlendigi ve diger
saptanan genotiplerin ise hADV-37 (%7,2, 1/14), hADV-3 (%7,2, 1/14) ve hADV-
4 (%7,2, 1/14) oldugu belirtilmistir (Gopalkrishna V ve ark., 2016). Kuzey
Hindistan’da 2014-2015 yillar1 arasinda akut konjonktivitli hastalarda yapilan
bagska bir ¢caligmada ise, olgularin %65,2 (15/23)’sinde PZR ile hADV pozitifligine
rastlanmistir. DNA dizi analizine dahil edilen 7 6rnekte hADV-8 (1/7) ve hADV-
4(1/7) genotipleri saptanmistir (Singh MP ve ark., 2018).
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Vietnam’da 2006’da yapilan ¢alismada, 21 6rnegin 14’iinde (%66,7) gercek
zamanli PCR ile hADV DNA tespit edilmis ve 6rneklerde hADV-8(11/14, %78,6),
hADV-3 (2/14, %14,3), hADV-37(1/14, %9,1) genotiplerine rastlanmistir (Jin XH
ve ark., 2006).

Suudi Arabistan’da 2002-2007 tarihleri arasinda toplanan, PZR ile hADV DNA
pozitif bulunan 73 6rnegin genotip tayini sonucunda; %67,1’de hADV-8(49/73),
%11’inde hADV-3(8/73), %8,2’sinde hADV-37(6/73), %6,8’inde hADV-4(5/73),
%2,7’sinde hADV-19(2/73), %2,7’sinde hADV-22(2/73), %]1.4’tinde hADV-
14(1/73) genotipleri saptanmistir (Tabbara KF ve ark., 2010). Ekim 2013-Nisan
2014 wyillar1 arasinda bir baska c¢alismada, akut folikller konjonktivitli 404
hastanin 83’tinde (%520,5) hADV varlig1 saptanmistir. DNA dizi analizi sonucu
hADV-4(%28,9), hADV-19(%22,9), hADV-8(%8,4), hADV-37(%4,8), hADV-
11(%3,6) ve hADV-3(%3,6) tespit edilmistir (Mohammed AG ve ark., 2016).

Brezilya’da 2004-2007 yillar1 arasinda hADV sikligin1  ve genotiplerini
belirlemeyi amaglayan g¢alismada; 75 Ornegin 45’inde (%60) hADV pozitifligi
saptanmigtir. Sekans analizi sonucunda %46,7’sinde hADV-19(21/45), %15,5’inde
hADV-8 (7/45), %6,7’isnde hADV-3 (3/45) ve sadece birer 6rnekte hADV-1,
hADV-2, hADV-3, hADV-4 ve hADV-6 genotipleri bulunmustur, geriye kalan 9
ornek icin genotip belirlenememistir (Maranhao AG ve ark., 2009).

Kuzey Afrika, Tunus’da yapilan bir ¢aligmada, iki yi1l boyunca (2012-2013)
konjonktivit belirtileri ile bagvuran 240 hastaya ait goz surtintt 6rneklerinde hADV
DNA pozitifligi %65 (156/240) oraninda bulunmustur. Pozitif 6rnekler arasinda
baskin genotip olarak hADV-8 (128/146, %87,6) belirtilmis ve diger genotiplerin
hADV-4 (10/146, %6,8), hADV-3 (5/146, %3,5), hADV-55 (2/146, %1,3) ve
hADV-37 (1/146, %0,6) oldugu bildirilmistir (Fedaoui N ve ark., 2017).

Yunanistan’in Selanik sehrinde, 1998-2002 yillar1 arasinda 30 adenoviriis susu
(11°1 sporadik vakalardan ve 19°u salgindan) izole edilmistir. 1998-2000 yillari
arasinda sporadik konjonktivit vakalarinda hADV-2, -3, -4, -8 ve —15 genotiplerine
rastlanilmistir. 2002 yilinda meydana gelen keratokonjonktivit salgini sirasinda
18’inde hADV-8 ve 1’inde hADV-4 genotipleri bildirilmistir (Frantzidou F ve ark.,

2005). Yunanistan’da 2012 yilinda viral konjonktivit olgularinin - molekduler
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epidemiyolojisinin nested-PZR ile degerlendirildigi baska bir ¢alismada hADV
sikligr %83,3 (40/48) olarak bildirilmis olup, yapilan genotip analizi ile en fazla
hADV-17 (%72,5, 29/40) gorildigi, goriilen diger tipin hADV-54 (%12,5, 5/40)
oldugu ve kalan oOrneklerin (%15, 6/40) de tiplendirilemedigi bildirilmistir
(Balasopoulou A ve ark., 2017).

Adenoviral keratokonjonktivitlerin alt tiplendirilmesi konusunda birgok tilkeden

cok sayida yayin olmakla birlikte lilkemizde yapilan ¢alismalar oldukca kisithdir.

Ankara’da 2003-2004 yillar1 arasinda yapilan ¢alismada, 34 hastanin
konjonktival surunti 6rneklerinde PZR ile pozitif bulunan 9 (%26,5) 6rnegin dizi
analizi sonucu hADV-8 (%44,4, 4/9), hADV-3 (%33,3, 3/9), hADV-4 (%11,1, 1/9)
ve hADV-B (%11,1, 1/9) genotipleri saptanmistir (Yagci R ve ark., 2010).

2012 yilinda Malatya’da neonatal yogun bakim {initesinde meydana gelen
adenoviral konjonktivit salginina iliskin 14 olguya ait sekans analizi c¢alismasi
sonucunda tamaminda hADV-8 genotipinin etken oldugu gosterilmistir (Ersoy Y
ve ark., 2012).

[zmir’de 2006-2010 yillar1 arasinda viral konjonktivitli hastalardan toplanan
448 konjonktival strtntt 6rneklerinin 213’unde (%44) adenoviral DNA PCR ile
tespit edilmistir. Bunlardan rastgele segilen 101 (%47) 6rnegin filogenetik analizi
sonucunda hADV-8 (%66,3, 67/101) ve hADV-4 (%24,7, 25/101) baskin genotip
olarak saptanmistir. Diger saptanan genotiplerin ise hADV-3, hADV-11, hADV-
19, hADV-37 ve hADV-53 (%8,9, 9/101) oldugu bildirilmistir (Erdin BN ve ark.,
2015).

Mersin’de akut konjonktivitli hastalardan konjonktival siiriintii 6rnekleri
(n=100) alinmis ve 6rneklerin 30’unda (%30) hADV pozitifligi saptanmistir. Dizi
analizine dahil edilen 27 6rnekte hAADV-8 (n =17, %63), hADV-53 (n =4, % 14.8),
hADV-4 (n= 4, % 14.8), hADV-7 (n= 1, %3,7 ve hAdV-37 (n= 1, % 3,7) olmak
iizere bes farkl1 genotip tespit edilmistir (Tezcan Ulger S ve ark., 2019).
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Calismamizda adenoviral keratokonjonktivit 6n klinik tanis1 almis ve PCR ile
hADV varligi dogrulanmig 82 konjonktival siiriintii 6rneginde, jel elektroforezinde
bant varligi gozlemlenen 72 6rnek (%87,8) dizi analizi ¢aligmasina dahil edildi.
Kalan 10 ornekte PCR 0rininin zayif olmasi sebebiyle dizi analizi islemi
gerceklestirilemedi. Genotip tayini yapilan 72 6rnekte hADV-8 (69/72, %95,8),
hADV-4 (2/72, %2,7) ve hADV-19 (1/72, %1,4) olmak iizere li¢ farkli genotip

ortaya konuldu.

Ulkemizde okiiler lezyonlarda en sik rastlanilan genotipin hADV-8 oldugu ve
dagilim oraninin %44,4- %100 arasinda degistigi yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir
(Yagci R ve ark., 2010; Ersoy Y ve ark., 2012; Erdin BN ve ark., 2015). Yaptigimiz
calismada bu veriler ile uyumlu olarak %95,8 oraninda hADV-8 baskin genotip

olarak saptanmustir.

hADV-8’in epidemik keratokonjonktivite etken birinci ajandir ve epitele olan
tropizminin fazla olmasi sebebiyle ciddi klinik ve patolojik bulgulara neden
olmaktadir. Birgok llkeden bu genotipin sporadik veya nozokomiyal salginlara yol
act1g1 dair yayinlar yapilmistir. Amerika’da hastanede (Jernigan JA ve ark., 1993),
Madrid’de huzurevinde (Sendra-Gutiérrez JM ve ark., 2004), Macaristan’da yedi
farkli yerlesim yerinde (Reuter G ve ark., 2007), Cin’de ilkokulda (Lei Z ve ark.,
2016) meydana gelen salginlara iliskin hADV-8’in etken olarak gosterildigi

bildiriler mevcuttur.

Calismamizda olusturulan filogenetik agac ile suslar arasinda yakinlik derecesi
incelendiginde; baskin genotipik yakinlik gézlemlenmemesi sebebiyle bir salgin
analizi yapilamayacagi sonucuna vardik. Bunun yaninda hastaneye ayni tarihte
bagvuran iki kardese ait konjonktival siiriintii 6rneginde hADV-4 (n:2, %2,7)
genotipine rastlanilmistir ve aralarindaki baskin genotipik yakinlik tespit edilmistir.

Burada ise kardesler arasinda ¢apraz-bulas ger¢eklesmis olabilecegini diistindiik.

Calismamiza adenoviriis goz enfeksiyonu stipheli hastalarin muayenesi sonrasi
diger hastalar arasinda olasi c¢apraz-bulas riskini analiz etmek, uygulanan
dezenfeksiyon prosediirleri ve personellerin egitimini degerlendirebilmek amaciyla
cevresel sirdnti Orneklerini dahil ettik. Adenoviral gdz enfeksiyonuna sahip

hastanin muayenesi sonrast dezenfeksiyon islemi yapilmadan alinan tim cevresel
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strintu orneklerinde (9/9) hADV varligi gozlemledik. Standart dezenfeksiyon
prosediiriine goére %1’lik c¢amasir suyu ile yiizey alanlari silinip kurumaya
birakildiktan sonra ayni bolgelerden tekrar siiriinti 6rnekleri aldik ve U¢ ylizeyde
(3/9) adenoviris varliginin halen devam ettigini tespit ettik. Adenoviriislerin cansiz
yiizeylerde 30 giinli agkin siireyle enfeksiyoz olarak kalabilmesi sebebiyle cansiz
ylizeylerin ve oftalmik aletlerin dezenfeksiyonun biiyilk Onem tasidigi
vurgulanarak, personel egitimleri ile olast nozokomiyal salginlarin Oniine

gecebilmeyi amagladik.

Sonug¢ olarak ¢alismamiz ilimizde ve bolgemizde okuler enfeksiyonda
adenovirslerin genotip tayini ile ilgili yapilan ilk calismadir. Ulkemiz goc alan
ilkeler arasinda oldugu i¢in gé¢menlerden gelebilecek farkli serotipler s6z konusu
olabilir. Bu ylizden adenoviriislere bagli goz enfeksiyonlarinin epidemiyolojisine

yonelik bilgi edinmek i¢in dinamik ¢alismalara gerek duyulmaktadir.
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