T.C.
AKDENiZ UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBI MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

Viroloji Bilim Dah

(\

NI

COCUKLARDA GORULEN ALT SOLUNUM YOLU
ENFEKSIYONLARINDA ADENOVIRUSLARIN
SIKLIGININ ARASTIRILMASI

YANDAL UZMANLIK TEZI

UzDr. imran SAGLIK

Antalya, 2012



T.C.
& QW AKDENiZ UNIVERSITES! TIP FAKULTES
% g TIBBi MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI
W 1073 A . T
Viroloji Bilim Dal

COCUKLARDA GORULEN ALT SOLUNUM YOLU
ENFEKSIiYONLARINDA ADENOVIRUSLARIN
SIKLIGININ ARASTIRILMASI

YANDAL UZMANLIK TEZI

Uz.Dr. imran SAGLIK

Tez Damismani: Prof.Dr. Dilek COLAK

“Tezimden Kaynak¢a Gosterilerek Yararlanilabilir”

Antalya, 2012

“Bu ¢alisma, Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan 2011.04.0103.011 Proje No ile desteklenmistir”



TESEKKUR

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda
sirdiirdiglim “Viroloji Bilim Dali” yan dal uzmanlik calismalarim siiresince, tez
calismam ve tiim egitimim sirasinda katki ve desteklerini esirgemeyen danigman hocam
Saym Prof.Dr. Dilek COLAK basta olmak iizere, yardimlarmni ve destegini gérdiigiim
T1ibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali hocalarim Saym Prof.Dr. S.Tiimer VURAL, Saym
Prof.Dr. Meral GULTEKIN, Saymn Prof.Dr. M.Dilare OGUNC, Saym Do¢.Dr. Gozde
ONGUT, Saym Dog.Dr. Derya MUTLU, Saym Yrd.Dog.Dr. Betil OZHAK BAYSAL,
Saym Dog¢.Dr. Mete EYIGOR’e ve Sayin Dog.Dr. Sadi KOKSOY’a, Enfeksiyon
Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan Sayin Prof.Dr. Filiz
GUNSEREN ve Anabilim Dalinin diger 6gretim iiyelerine, Cocuk Saglgi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dalindan Sayin Dog.Dr. O.Alphan KUPESIZ ve Anabilim
Dalmin diger 6gretim tliyelerine,

Caligmalarim boyunca laboratuvar ortaminda desteklerini gordiiglim Merkez
Laboratuvarinda gorev yapan tiim calisma ve asistan arkadaslarima, her zaman

destegini yanimda hissettigim sevgili esime tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Simgeler ve Kisaltmalar Dizini
Sekiller ve Resimler Dizini

Tablolar Dizini

1. GIRIS

2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Siniflandirma

2.2. Virusun Yapist

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

3.2. Hastalar

3.3. Hiicre Kiiltiirii

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
3.5. Direkt Floresan Antikor Testi
3.6. istatistiksel Calisma

4. BULGULAR
5. TARTISMA
6. SONUCLAR
7. OZET

8. ABSTRACT

9. KAYNAKLAR

Sayfa
iii

iv

17

17
17
17
19
19
20

21

28

34

35

36

37

1



CAR
CMV
DNA
EIA
EM
HEK
HEp-2
IEM

PZR

UT™M

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZIiNi

Hiicre Yiizey Reseptoru

Sitomegalovirus

Deoksiriboniikleik asit

Enzim Immuno Assay

Elektron Mikroskopi

Insan Embriyonik Bobrek Hiicreleri

Insan Larinks Epidermoid Kanser Hiicresi
Immiin Elektron Mikroskopi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Riboniikleik asit

Universal Transport Medium

111



v

SEKILLER ve RESIMLER DiZiNI

ekil Sayfa
2.1.  Adenovirus yapisi 4

2.2. Viral replikasyon sirasinda transkripsiyonu olan gen bdlgeleri ve 5

islevleri
Resim Sayfa
4.1.  Adenovirus pozitif DFA yaymas1 (x20’lik biiyilitme). 26
4.2.  Adenovirus pozitif DFA yaymas1 (x40’lik biiyilitme). 26
4.3. Ekim yapilmamis A549 hiicreleri (x40’lik biiylitme). 27

4.4. Adenovirus iremis ve FITC ile isaretli monoklonal antikorla 27
boyanmis A549 hiicresi (x40’lik biiylitme).



Tablo
2.1.
2.2.
2.3.

4.1.

4.2.
4.3.
4.4.
4.5.

4.6.

TABLOLAR DIZIiNi

Adenoviruslarin smiflandirilmasi
Insan adenoviruslarinin 6zellikleri
Viralh DNA’nin genom lizerindeki mRNA sentez bolgeleri

Adenovirus pozitif ve negatif hastalarin klinik bulgularmin
karsilagtirilmasi

Adenovirus pozitif 6rneklerde test sonuglarinin karsilastirilmasi
PZR testinin hiicre kiiltiiriyle karsilagtiriimasi

DFA testinin hiicre kiiltiirliyle karsilagtirilmasi

Hiicre kiiltiirtiniin PZR ile karsilastirilmasi

Adenovirus negatif ve pozitif hastalarin radyoloji, laboratuvar ve
uygulanan tedavi verilerinin karsilastiriimasi

Sayfa

22

23
24
24
24

25



1. GIRIS

Adenoviruslar ilk kez 1953 yilinda insan adenoid hiicre kiiltiirlinden izole
edilmislerdir. izolasyonlarindan kisa bir siire sonra adenoviruslarm cocuklar ve
askere alinan bireyler arasinda daha sik olmakla birlikte, tiim bireylerde cesitli
enfeksiyonlara yol ac¢tig1 saptanmistir (1). Adenovirus enfeksiyonlar: tiim yil boyunca
endemik olup, her yasta goriilmektedir. Virusun neden oldugu klinik tablolar
arasinda; kis ve bahar aylarinda siklikla kii¢lik ¢cocuklarda goriilen akut febril farenjit;
yazin yiizme havuzlarindan kaynaklanan faringokonjunktival ates; yilin herhangi bir
zamaninda oftalmolojik islemler, g6z travmalar1 ve gevresel kirliligin oldugu ortamlar
ile iliskili epidemik keratokonjonktivit; kiigiik ¢ocuklarda gastroenterit; kislalar ve
askeri birliklerde ortaya ¢ikan akut solunum hastaligi (trakeobronsit ve pnomoni)
epidemileri; bronsit ve predispozan faktorlerin varliginda pndmoni; 6zellikle erkek
cocuklarda hemorajik sistit sayilabilir (2). Bunlarm disinda adenoviruslar aseptik
menenjit, ensefalit ve hepatit etkeni olarak da tanimlanabilirler. Ayrica immiin
sistemi baskilanmis hastalarda biitiin yas gruplarinda yaygin ve agir seyreden

enfeksiyonlara da neden olmaktadirlar (3,4).



2. GENEL BILGILER

Adenoviruslar; epiteloid hiicrelerde akut litik enfeksiyon olusturmalarinin yani
sira lenfoid hiicrelerde latent olarak kalma, hayvanlarda tiimor olusturabilme, hiicre
kiiltiirlerinde transformasyon meydana getirme kapasitesine sahip olmalar1 nedeniyle
molekiiler biyolojinin de arastirma konusu olmuslardir. 1960’larin ortalarinda bazi
adenoviruslarin hayvanlarda tiimor gelisimine neden olduklar1 saptanmis ve
sonrasinda bu alanda bir¢ok calisma yapilmistir. Ancak virusun insanda kanserle
baglantist ikna edici bulunmamistir (1). Boliinmekte olan ve boliinemeyen hiicreleri
kapsayan genis konak hiicre spektrumuna sahip olmalari, hazirlanmalar1 ve
saflagtirilmalar1 gorece kolay olmasi nedeniyle giiniimiizde gen tedavilerinde vektor
olarak kullanimlar1 da olduk¢a yaygmdir (5). Son olarak 2000’11 yillardan bu yana
adenoviruslarin bazi serotiplerinin insan obezitesine sebep oldugu bulunmus ve bu

yonde ¢aligmalar yapilmistir (6).

2.1. Siniflandirma

Insan adenoviruslar1 yakmn zamanda 5 cinse ayrilmis olan Adenoviridae
ailesinin Mastadenovirus cinsinin bir liyesidir. Bu ailede yer alan diger cinsler
Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus ve Ichtadenovirus’dur (Tablo 2.1).
Mastadenovirus cinsi Yunanca meme anlamina gelen mastos kelimesinden gelir ve
memelileri infekte eder. Yaklasik 19 Mastadenovirus tiiriinden 7’si insanlar1 enfekte

eder ve bu tiirler A’dan G’ye kadar belirlenmistir (4,7).

Tablo 2.1. Adenoviruslarin smiflandirilmasi (8).

Aile | Cins | Tip | Konakg!
Atadenovirus Koyun adenovirus D Omurgali
Aviadenovirus Klimes hayvani adenovirus A Omurgali
Adenoviridae Ichtadenovirus Balik adenovirus A Omurgali
Mastadenovirus insan adenovirus C Omurgali
Siadenovirus Hindi adenovirus B Omurgali

Bugiline kadar insan adenoviruslar1 (Mastadenovirus) farkli 6zellikleri goz
oniinde bulundurularak gesitli sekillerde smiflandirilmistir. Insan, sican ve maymun

eritrositlerini agliitine etme yeteneklerine gore, rodentlerde tiimdr olusturma



ozelliklerine gore, restriksiyon enzimleriyle kesimleri sonrasi olusan paternlere gore,
viral DNA’nin G+C oranma gore ve DNA dizi homolojilerine gore, yapilan cesitli
siniflandirmalar mevcuttur. Bu giin icin insan adenoviruslarmi niikleotid dizi
analizine gore A’dan G’ye kadar yedi tiirli (farkli kaynaklarda “grup”, “alt grup” ya
da “alt cins” olarak da ge¢cmektedir) ve fiber antijenlerindeki varyasyona gore 52

serotipi tanimlanmustir (Tablo 2.2) (2,3,8).

Tablo 2.2. Iinsan adenoviruslarmin 6zellikleri (4,9,10).

Onkojenik | DNA'nin % Hemagliitinasyon Fiber

Serotip ozellik G+C orani uzunlugu (nm)

A 12,18,31 Yiksek 48-49 - * 28-31
B1 3,7,16,21,50 Zayf 50-52 + - 9-11
B2 11,14,34,35 Zayif 50-52 + - 9-11
c 1,2,5,6 Yok 57-59 * 23-31
° | pmmmmess | % | % | & |+ |ww
E 4 Yok 57-61 * 17

40,41 Yok 57-59 * ~29
G 52 Belirlenmedi Belirlenmedi Belirlenmedi Belirlenmedi Belirlenmedi

2.2. Virusun Yapisi

Adenoviruslar orta biiyiikliikte, 70-90 nm ¢apinda, zarfsiz, ikozahedral yapida
cift zincirli DNA igeren viruslardir. Her bir partikiil yaklasik 40 genden olusan, 36
kb’lik, tek, dogrusal DNA molekiilii i¢erir. Virion 252 kapsomerden olusur ve bu
kapsomerlerden 240’1 eskenar iiggen yiizleri, 12’si ise koseleri olusturur. Eskenar
iicgen yiizleri olusturan kapsomerler hekzon, koseleri olusturan kapsomerler ise
penton adini alir. Penton kapsomeri 2 yapisal kisimdan olusur. Bunlardan kdsede
bulunan kapsomer alt yapist “penton baz” ve bunlardan ¢ikan uzant1 “fiber” olarak
adlandirilir. Fiber yapis1 virusun hiicreye baglanmasini saglar (3,11) (Sekil 2.1).
Adenoviruslarin dis yiizeyinde bulunan bu yapisal elemanlar seklen olduklar1 gibi
birbirlerinden antijenik yap1 olarak da farklidirlar. Hekzon antijenleri gruba 6zgiidiir
ornegin insan adenoviruslari i¢in ortakdir; penton antijenleri ise tiim adenoviruslar
icin ortaktir. Fiber antijenleri ise serotipe Ozgldiirler ve hemagliitinasyondan
sorumludurlar (ancak capraz reaksiyon goriildiiglinden hekzon antijenleri kadar 6zgiin

degildirler) (3,4,9).
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Replikasyon

Adenoviruslar, enfekte ettikleri hiicrelerin niikleuslarinda replike olarak niikleus
icinde bazofilik inkliizyonlarin olugsmasina neden olurlar. Replikasyon 6. saat i¢cinde
baglar ve 20-24 saatte tamamlanir. Adenoviruslarin hiicreye girisi Once fiber
proteininin hiicre yiizeyindeki reseptorlere tutunmasi, ardindan penton baz
proteinlerinin o/f integrinlere baglanmasiyla baslar. Cesitli hiicrelerde (akciger,
trakea, kornea, bagirsak, kalp ve karaciger gibi) bir¢ok adenovirus tiirii i¢in (A,C,E ve
F) major reseptor CAR (coxackievirus-adenovirus receptor) iken, bazi tiirler (D ve F)
baska reseptorlerle hiicreye baglanirlar (2,10). Bir¢ok dokuda bulunan bu hiicre ylizey
reseptorii (CAR) ile baglanma sonucu reseptore bagimli endositozla virus hiicre i¢ine
girer. Endozom i¢inde asidik ortam olusmasi ve viral proteinlerin toksik etkisi ile
endozom membranmin harabiyeti sonucu sitoplazmaya gecer (2). Fiber ve penton
antijenlerinden ayrilarak kismen soyunan niikleokapsid, hiicrenin transport sistemi ile
(hekzon antijeni ile mikrotiibiillere baglanarak) niikleus membranina tagmir ve viral
DNA niikleer porlardan gecerek hiicre cekirdegine girer. Burada viral genlerin

transkripsiyonu iki asamada gergeklesir. Once sentezlenen en erken ve erken



proteinler DNA replikasyonunda gorev alir; ge¢ proteinler ise virusun yapisal
tinitelerini olusturur. Adenoviral DNA replikasyonu 6ncesi genom lizerinden 5 farkl
bolgeden erken m-RNA sentezlenir (Sekil 2.2.). Bunlardan E1 bolgesi adenovirus
replikasyonunun baslamasi1 (RNA sentezini aktive eder) ve diizenlenmesi yoniinden
onem tasir. Ayrica hiicresel transformasyon ve onkojeniteden sorumludur. E1B
virusla enfekte olan hiicrelerin apopitoza gitmesini engeller. E2B DNA polimeraz
enzimini kodlar. E3 ve E4 ise viral replikasyonun farkli donemlerinde rol oynar.
(Tablo 2.3.). Ge¢ mRNA’larin stoplazmada translasyonundan sonra (genellikle
virusun yapisal proteinleri: hekzon, penton ve fiber proteinleri gibi) yapisal proteinler
cekirdege doner, yeni sentezlenmis genomik DNA’lar ile bir araya toplanma
gerceklesir. Sentezlenen yeni virus partikiilleri otolizis ile serbest hale gecerler Her
bir hiicre basina iiretilen 10.000-1.000.000 arasindaki viral partikiilden sadece %1-51
enfeksiyozdiir (2,8,12,13).

Tablo 2.3. Viral DNA’nin genom iizerindeki mRNA sentez bolgeleri (8).

Evre Kopyalanan genler

En erken E1A
Erken E1B, E2A, E2B, E3, E4, bazi virion proteinleri
Geg Geg genler, gogunlukla virion proteinleri

o 2 4 =) 2 10 12 14 1 12 2Ch
Event: 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Genes-
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e L=, L2, TF
MLclza Tacalization of gencrnz L T
Early Traiszriplion L™ i E14.E2AE4
O & Feplication S;—. EZa. TP PO
1
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. b3
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E
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T
u] 2 4 = 2 1m0 12 1< 16 1% 206

Sekil 2.2. Viral replikasyon sirasinda transkripsiyonu olan gen bélgeleri ve islevleri (8).



Epidemiyoloji

Adenovirus enfeksiyonlar1 tiim diinyada epidemik, endemik veya sporadik
olarak tiim yil boyunca (ki ve bahar aylarinda daha sik) ve her yasta
goriilebilmektedir. Tiim akut solunum yolu enfeksiyonlarinin %2-3’1 ve akut ishalli
infeksiyonlarin %5-15’1 adenoviruslara baghdir (14). Adenoviruslarla iligkili st
solunum yolu enfeksiyonlar1 soguk alginhigi, farenjit ve tonsillit seklinde goriilmekte
olup, 6zellikle 1°den 7’ye kadar olan serotiplerle iliskilidir. Tip 1, 2, 5 ve 6 ile olusan
enfeksiyonlarda dikkat ¢ekici diger bir 6zellik, yaklasik %50 olguda virusun adenoid
ve tonsiller dokuda latent durumda kalmasi ve uzun siire intermittan olarak digki ile
atilmasidir. Bronsit, bronsiyolit ve pndmoni gibi alt solunum yolu enfeksiyonlari
adenovirus enfeksiyonuna bagh sik goriilen komplikasyonlardir. Ozellikle toplu
yasam kosullarinda (okul, yurt, askeri birlik, yenidogan iiniteleri gibi) salgmlara
neden olabilecegi bilinmektedir. Bu durumun 6zellikle 3, 4, 7 ve 21 serotipleriyle
iliskili oldugu gosterilmistir (1). Ozellikle 6 ay-5 yas arasinda ¢ocuklarda enfeksiyon
goriilme siklig1 daha fazladir; 6 - 12 ay arasi ¢cocuklarin %33’ en az bir kez virusla
karsilagsmistir (3) ve 5 yasmndaki cocuklarin %75°1 serolojik testlerle pozitiftir
(3,11,14). Cocukluk c¢ag1 pnomonilerinin %10’undan adenoviruslar sorumlu
tutulmaktadir (15).

Cografik dagilima gore farkliliklar goriilse de klinik orneklerden en yaygin
izole edilen serotipler C grubu (tip 1, 2 ve 5), B grubu (tip 3, 7) ve gastroenteritlerde
ise tip 40 ve 41°dir. Goz enfeksiyonlarina yol acan serotipler (8,19,37) hijyenik
kosullarin saglanmadigi ylizme havuzlarindan kaynaklanan enfeksiyonlar sik
goriilmekte, bazen kontamine aletlerin kullanimi1 nedeniyle nazokomiyal enfeksiyon
olarak da karsimiza ¢ikabilmektedir (3).

Virionlar kuruluga, deterjanlara, gastrointestinal sekresyonlara (asit, proteaz ve
safra) dayanikli oldugundan fekal-oral yolla, kontamine eller ve aletlerle ve iyi
klorlanmamis yiizme havuzlar ile kolayca yayilir. Insandan-insana baslica solunum
yoluyla ve fekal-oral kontaminasyonla bulasir. Hayvan rezervuari yoktur (3,11).
Adenoviruslar oda 1sisinda 3 haftaya kadar enfeksiyoz kalabilirler. Virus 56°C’de 30
dakikada, 0.5 pg/ml konsantrasyondaki serbest klor varliginda, ultraviyole 1smlamas1
ile %70 etanolle 1 dakikalik muamele ile inaktive olur. Ozel dnlemlere gereksinim

kalmadan liyofilize edilebilirler ve infektivitelerini 4-10°C’de korurlar (14,16,17).



Patogenez

Genellikle viral partikiilleri iceren damlaciklarla bulasarak orofarinks epitel
hiicrelerini enfekte eden viruslar burada replike olarak enfeksiyona yol acar ve lokal
yayilimla tiim solunum yolu hiicrelerini enfekte edebilirler. Ya da kontamine el veya
aletlerle solunum, g6z, sindirim ve idrar yollar1 mukéz membranlarin epitel
hiicrelerini enfekte edebilirler (2). Inkiibasyon periyodu 2-15 giin (ortalama 10 giin)
arasinda degisir (3). Adenoviruslar hiicrelerde litik (mukoepitelyal hiicrelerde), latent
(lenfoid ve adenoid hiicrelerde) ve tranformasyona neden olan (farelerde, insanda
yok) enfeksiyonlar olusturabilirler (11). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) testleri
ile saglikli yetigskinlerin yarisinda akciger dokusunda, iicte birinde duodenum
epitelinde adenovirus DNA’s1 saptanmustir (3).

Enfeksiyonlarda siklikla bolgesel lenf nodlari da tutulur ve lenfadenopati
goriiliir (2). Akcigerlerde histopatolojik olarak yaygin interstisyel pnoémoni; brons
epitellerinde nekroz, mononiikleer hiicre infiltrasyonlar;; mukoz glandlarda fokal
nekroz ve hyalen membran olusumu gozlenir. Isik mikroskobuyla DNA ve proteinden
olusan intrantikleer inkliizyonlar goriilebilir. Bu tiir inkliizyonlar CMV’de de goriiliir
ancak Adenoviruslar farkli olarak hiicreyi biiylitmezler (3,11).

Konak hiicrede makromolekiil sentezinin inhibisyonu sonucu hiicrenin hasarina
ve O0liimiine yol acarlar. Adenovirus yapisal proteinlerinden olan penton direkt olarak
hiicrelere sitotoksik etki yapar (3). Ozellikle immiindiiskiin hastalarda virusun lokal
olarak replikasyonu sonrasinda veya latent virusun reaktivasyonu sonrasinda sistemik
enfeksiyonlar goriilebilir. Bu enfeksiyonlarda mortalite orani yiiksek olup, %50-70
olarak belirtilmektedir. T hiicre iligkili immiin yanit akut enfeksiyonun iyilesmesinde
onem tagimakta olup 6zellikle hiicresel immiin yanit1 diisiik olan hastalarda sistemik

enfeksiyon riski artmaktadir (4).

Adenoviruslarin olusturdugu hastahklar

Adenoviruslarla iligkili hastaliklar farkli serotiplere gore ve farkli doku
tropizmine gore degisen genis bir spektruma sahiptir. insanlarda genellikle solunum
yollarini, gastrointestinal sistemi ve gozii etkilerler ancak idrar yollari, kalp, merkezi
sinir sistemi, karaciger, pankreas ve genital sistem tutulumu da yapabilirler. Ayrica

gilinlimiizde baz1 adenovirus tiirlerinin obeziteyle iligkili oldugu da diisiiniilmektedir

(6).



Akut febril farenjit

Siklikla bebek veya kiigiik cocuklarda goriiliir. Farenjit yada tonsillit seklinde
karsimiza ¢ikar. Ates, Oksiiriik, nazal konjesyon, burun akintis1 ve bogaz agrisi
mevcuttur. Klinik bulgular 3-5 giin siirer ve kendiliginden iyilesir. Diger viral
enfeksiyonlardan ve streptokokal farenjitten ayirimi giictiir. Bu tablodan genellikle
adenovirus tip 1, 2, 3, 5, 6 ve 7 sorumludur. Virus ¢ocuklarm %50’sinde adenoid

dokuda ve/veya lenf nodlarinda latent olarak kalir ve uzun siire digki ile atilir (2,9).

Faringokonjunktival ates

Akut febril farenjit bulgularma konjonktivit de eklenirse tablo
faringokonjunktival ates admi alir. Cocuklar arasinda zaman zaman epidemiler
halinde goriiliir. Yaz kamplar1 veya tatil kdylerinde salginlar seklinde ortaya ¢ikabilir.
Adenovirus tip 3 ve 7 (tip 4, 14 daha az) faringokonjunktival atese sebep olmaktadir
(9).Siklikla periaurikiiler lenfadenopati vardir. Konjonktivit genellikle tek taraflidir
ve klinik olarak diger etkenlerden (bakteriyel, alerjik veya viral) ayirt edilemez. Hafif
g0z agrisi, kasint1 ve ¢apaklanma goriiliir. Hastalik genellikle tedavi gerektirmez ve

1-2 haftada kendini sinirlar (3).

Akut solunum yollar1 hastahg:

Akut trakeobronsit ve pndmoni ile karakterizedir. Kalabalik ve yogun yasamin
oldugu yerlerde 6zellikle askeri birliklerde (ilk kez 1954'de tanimlandi) ortaya ¢ikar
ve salginlara yol acar. Bu gruplar disinda eriskin yas grubunda pek sik enfeksiyon
etkeni degildir (3). Semptomlar diger viral etkenlere bagl respiratuvar enfeksiyonlara
benzer; tonsillitle birlikte farenjit, ates, basagrisi, oksiirlik, bronsiti ve pndmoniyi
icerir. Pnodmoni genellikle enfeksiyonun komplikasyonu olarak karsimiza ¢ikar. Akut
solunum yollar1 hastaligina tip 3, 4, 7, 14 ve 21 neden olabilir (15). Baslica sebep
olan adenovirus tip 4 ve 7 i¢in 1971 yilinda enterik kapl tabletler seklinde hazirlanan
canl1 virus asis1 askeri birliklerde kullanilmak tizere rutin olarak uygulanmaya
baslanmistir (18). Mart 2011 tarihinde ise yeni bir canli, ateniie olmayan as1 17-50
yas arast askeri personele uygulamaya yonelik ABD’nde onay almis ancak ¢ocuklara
ve sivillere endikasyon olmadigi i¢in uygulama alani askeri personelle smirl

kalmistir (2).



Goz enfeksiyonlan

Adenoviruslar akut konjunktival enfeksiyonlarin en yaygin sebebidir. Dort adet
sendroma yol acar: Akut follikiiler konjonktivit, epidemik keratokonjonktivit,
faringokonjunktival ates ve respiratuvar hastaliklarla iligskili olarak ortaya ¢ikan
konjonktivit.

Akut follikiiler konjonktivit gozlerde kizariklik, kasinma, yanma, batma ve
sulanma ile seyreder ve bir hafta i¢inde kendiliginden diizelir. Sporadik olarak veya
salgin seklinde goriilebilir. Epidemik keratokonjonktivit siklikla tip 8, 19 ve 37’nin
neden oldugu goreceli olarak daha hafif semptomlarla baglayan ancak 1-2 hafta sonra
keratit gelisen ve 1-2 yil siiren bir enfeksiyondur (4,14). Endiistriyel alanlarda
calisanlarda (gemi yapim tezgahlar1 gibi), toz ve travmaya maruz kalanlarda, g6z
kliniklerinde (kontamine aletler ve ellerle bulas), kamplarda siktir. Gozlerde ve goz
kapaklarinda sisme, kizariklik, gozlerde agri, batma ve fotofobi sonrasinda
enfeksiyon iki hafta i¢inde iyilesebilir veya uzun siiren subepitelyal keratit ve korneal

opasiteler sonucu gérme bozukluklarina yol agabilir (3,14).

Gastrointestinal sistem hastahklar

Cocuklardaki gastroenteritlerin rotaviruslardan sonra ikinci siklikla viral etkeni
adenoviruslardir. Gastroenterit nedeni ile hastaneye yatan cocuklarda %4-15 oraninda
etken olarak saptanmustir (3,19). Siklikla tip 40 ve 41 (nadiren 31) etken olarak
karsimiza ¢ikar. Yaz aylarinda daha siktir. Klinik olarak ishal, ates ve kusma ile

karsimiza cikar ve genellikle 1 haftada kendiliginden iyilesir (3,14).

Diger Hastahklar

Erkek cocuklarda akut baslangicli hematiiri, diziiri ve poliiiri ile karakterize
hemorajik sistitlerde adenoviruslar etken olarak saptanmistir. Yine immiindiiskiin
hastalarda da (kemik iligi veya solid organ transplantasyonu sonrast) hemorajik sistit
ortaya ¢ikabilir ve disseminasyonun ilk belirtisi olabilir. Bu grup hastalarda pnomoni,
hepatit, kolit, pankreatit ve sonrasinda virusun sistemik yayilimi goriilebilir. Bu hasta

grubunda dissemine hastaligin mortalitesi %50-70 olup olduke¢a yiiksektir (4).



Tam

Klinik olarak diger viral ve/veya bakteriyel enfeksiyonlardan ayirimi zor
oldugundan tan1 i¢in laboratuvar testlerine ihtiya¢ vardir. Ozellikle salgm seklinde
enfeksiyonlar goriildiigiinde etkenin erken tanimlanmasi Onemlidir (14).
Enfeksiyonlarda tan1 genellikle hiicre kiiltiiriinde virusun izolasyonu, antijen veya
genomun saptanmasi gibi direkt yontemlerle yapilmaktadir. Elektron mikroskobu
klinik laboratuvarlarda pek kullanilmaz. Indirekt tam ise (seroloji) duyarliligmin
diisiik olmas1 ve yetersiz antikor yanit1 (6zellikle immiindiiskiin hastalarda) nedeniyle
tercth edilmez. Hiicre kiltiirii ise zaman alici1 ve zahmetlidir (4). Son yillarda
molekiiler yontemlerdeki gelismelerle PZR yOntemi ile viral DNA tespitinin hizli ve
duyarli sekilde yapilabilir hale gelmesi bu yOntemin tani laboratuvarlarinda
yayginlagsmasina neden olmustur (20).

Adenoviruslarin tiplendirilmesi baglica epidemiyolojik arastirmalar, patogenez
calismalar1 veya Ozellikle ciddi, olagan dis1 bir enfeksiyonun nedenini agiga
cikarilmast i¢in kullanilir. Serolojik veya molekiiler tiplendirme uygulanabilir.
Serolojik tiplendirme lif geni ve hekzon geni tizerindeki epitoplardaki farkliliklar:
saptar. Molekiiler tiplendirmede ise lif geni ve hekzon genindeki DNA sekans

farkliliklar1 belirlenir (1).

Virusun izolasyonu

Adenoviruslar digki, bogaz siiriintiisii, nazofarengial aspirat, konjunktiva
siriintii ve kazmnt1 Ornekleri, idrar, BOS ve g¢esitli biyopsi orneklerinden izole
edilebilirler. Ornek hastaligin klinik bulgularina bagli olarak virus miktarmin en fazla
oldugu bolgeden alimmalidir. Bir¢cok adenovirus enfeksiyonunda diski ile virus atilimi
oldugundan diski1 pratik bir tercih olabilir ancak virusun diski ile atilimi aylarca
siirebildiginden izolasyonu her zaman enfeksiyon etkeni oldugunu gdstermez. Klinik
bulgularin baslangicindan sonra bir hafta i¢inde 6rnek alinmalidir. Zamanla virus

miktar1 azalacagindan izolasyon sansi da azalacaktir (3).

Hiicre kiiltiiri
Tanida altin standart yontem hiicre kiiltiirli olarak kabul edilmektedir. Serotip
40-41 hari¢ tiim adenovirus serotipleri hiicre kiiltiirlerinde kolayca iirer ve sitopatik

etki olusturur. Bu amacla insan akciger karsinom hiicre (A549) dizisi, insan larinks
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epidermoid kanser hiicresi (HEp-2), insan serviks kanser hiicresi (HeLa)
kullanilabilir. Enterik adenoviruslar (tip 40-41) en iyi adenovirus tip 5 ile transforme
insan embriyonik bobrek hiicrelerinin (HEK) siirekli bir dizisi olan Graham 293
hiicrelerinde tirer (21). A 549 hiicre dizisi lireme zamani ve izole edilen virus miktar1
dikkate alindiginda daha kisa siirede daha yiiksek miktarda iireme saglamaktadir
(22,23).

Adenoviruslarla enfekte hiicrelerde virusun ¢ogalmasina bagh olarak genellikle
tek tabaka hiicrelerin kenarmdan baslayan hiicrelerin yuvarlaklagsmasi, genislemesi ve
iiziim salkimi seklinde bir araya toplanmasi (agregasyonu) seklinde sitopatik etki
olusmasi tipiktir (3). Sitopatik etki genellikle 2-7 giinde ortaya ¢ikar ancak virus
konsantrasyonuna bagli olarak 21 giine kadar beklemek gerekmektedir (4,11,24).
Hiicre kiiltiirlerinde sitopatik etkinin saptanmasi, virusun iredigini gostermekle
birlikte virusu tanimlamaz. Ureyen virusun tiplendirilmesi i¢in gruba veya tipe 6zgiil
antikorlar kullanilarak ndtralizasyon veya floresan antikor testleri uygulanmalidir.
Hiicre kiiltiiriinde 1yi sonu¢ alinabilmesi, orneklerin uygun sekilde alinmasi, uygun
kosullarda laboratuvara gonderilmesi, viruslarin aktivite kaybina ugramamasi ic¢in
ornek alimi ile kiiltiir ekimi arasindaki slirenin uzun olmamasi gibi pek cok faktore
baghdir. Striintii ve biyopsi 6rnekleri bir transport besiyeri i¢cinde tasinmalidir ancak
disk1 ve BOS o6rnekleri steril bir kapta tagmabilir. Adenoviruslar optimum iireme igin
+4°C’de veya buz lizerinde tasimmmalidirlar ancak dis ortam kosullarma goreceli
olarak dayanikli olduklarindan oda 1sisinda tasindiklarinda bile kiiltiirde iireyebilirler.
Ayni zamanda bakteriyel kontaminasyon ya da orne§in kendi toksik etkisine bagli
olarak virus izolasyonunun engellenmesi hiicre Kkiiltiiriiniin bir diger kisitlayici
yoniidiir. Ayrica adenoviruslarin klasik hiicre kiiltiiriinde ¢ogalabilmeleri i¢in 6rnek
icindeki virus konsantrasyonuna bagli olarak 3-21 giin gibi uzun bir zamana
gereksinim duyulmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolayr giiniimiizde klasik hiicre
kiiltlirii yonteminin tanisal amag¢h kullanimi oldukea kisitlidir (3,24).

Bir¢ok klinik tani laboratuvarinda klasik hiicre kiiltiiriiniin yerini daha kisa
siirede sonug veren “shell-vial” yontemi almistir. Bu yontemde i¢inde bir lamel iceren
diiz tabanl1 tiipler kullanilir. Lameller {izerinde iiretilmis tek tabaka hiicre kiiltiirlerine
ekilen ornekler santrifiij edilerek hiicrelere virusun inokiilasyonu saglandiktan sonra
2-3 giin inkiibe edilir sonrasinda lameller hekson antijenine karst monoklonal

antikorlar kullanilarak immiinfloresan ya da immiinperoksidaz yontemiyle boyanarak
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incelenir. Boylece sitopatik etki olusumu beklenmeksizin, hiicre i¢inde olusan erken
viral proteinler saptanabilir.

Ondort giindeki tiip kiiltiiriiyle karsilastirildiginda, adenoviruslarin shell vial
yontemi ile 2 giinde boyanarak saptanma duyarliligi %50 ile %85 arasindadir. Bu
saptama orani, bir¢ok diger solunum virusu i¢in daha azdir. Maksimal adenovirus

dretimi i¢in, tiip kiiltliri veya shell vial kiiltiiriin 5 glinde boyanmasi onerilir (1).

Antijen saptanmasi

Solunum ve gastrointestinal enfeksiyonlarin tanisinda direkt antijen saptanmasi
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Adenoviral solunum yolu enfeksiyonlarmin
tanisinda da antijen tespiti yapilabilmesine karsin bu yontemlerin duyarliligi diger
solunum yolu viruslarina gore daha distktiir (%40-60) (2,25).

Ancak Ornegin degerlendirilmesini kolaylastiran ve hiicre yeterliligini arttiran
sitosantrifiigasyon yontemi kullanilarak daha yiliksek (%70-75) duyarhilik elde
edilebilir (26). En 1yi duyarlilik i¢in hastaligin baslangicindan itibaren 4-5 giin i¢inde
ornek alinmalidir (3,4).

Antijen saptanmasi i¢in solunum yolu 6rneklerinde, siiriintii ve biyopsilerde
immiinfloresan, fekal 6rneklerde ise enzim immiino-assay kullanimi yaygindir. Grup
spesifik hekson antijenine kars1 monoklonal veya poliklonal antikorlar ticari olarak
mevcuttur. Immiinofloresan ydntemde ¢alisma, hiicrelerin lam iizerine ¢oktiiriilmesi,
asetonla fikse edilmesi, florokrom isaretli monoklonal antikor ile boyanmasi ve
floresan mikroskop altinda incelenmesi seklinde uygulanir. Pozitif hiicreler, koyu
niikleer veya graniiler stoplazmik boyanma sergilemelidir.

Kiiltiirde iireyen adenoviruslarin erken donemde saptanmasi icin de
immiinfloresan yontemden yararlanilabilir.

Enterik adenoviruslar kiiltiirde iy1 iiremediginden tanida antijen saptanmasi
tanida daha genis yer bulmustur. Bunun i¢in genellikle lateks, immiinokromatografi
veya enzim immiinoassay yOntemlerinden yararlanilir. Immiinokromatografi
yonteminde Ornek membran strip boyunca lateral olarak goc¢ eder, antijen virus
spesifik antikorlara baglanir ve dakikalar icinde renkli ¢izgi gelisir. Az sayida 6rnek
icin uygundur ve 5-10 dakikada sonu¢ verir. Enterik adenoviruslarin tanisinda
kullanim1 yaygin olup duyarliligi ve 6zgilliigii oldukca ytliksektir (%93-%100) (19).

Immiinokromatografi yonteminin solunum yolu 6rneklerinde adenoviruslarin
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tanisinda kullanimiyla ilgili yapilan ¢alismalarda duyarliligi ve 6zgiilliigii %72-90 ve

%100 bulunmustur (27,28).

Niikleik asit tayinine yonelik testler

Niikleik asit dizilerinin tayinine yonelik molekiiler testler; yiiksek duyarliliklari,
cok sayida 6rnegin bir arada caligilabilmesi, 6rneklerin uygun kosullarda uzun siire
saklanabilmesi ve kisa siirede sonu¢ vermeleri gibi avantajlarindan dolayi, diger
bircok enfeksiyonda oldugu gibi adenovirus enfeksiyonlarinin tanisinda da tercih
edilir olmustur. Viral genomun amplifikasyonu ve saptanmasi olduk¢a duyarli bir
yontemdir, ayrica viral yiik cok diisiik oldugunda kiiltiire gére avantaj saglar. Niikleik
asit tayinine yonelik bazi calismalarda, bu testler kiiltiirle kiyaslandiginda %100
duyarl ve 6zgiil bulunmustur (4,29).

Ancak virusun enfeksiyon sonrasinda latent olarak kalmasi ve bu ylizden PZR
testleri ile non-enfeksiyoz virionlarin da saptanmast mevcut enfeksiyon etkeninin
belirlenmesinde kafa karistirici olabilir. Testlerde kullanilan PZR primerleri serotipler
arasinda 1yi korunmus olan hexon geni, fiber geni veya virusla iligkili RNA I ve 11
bolgelerine yonelik secilmektedir (4). Ornek se¢imi diger tani yontemlerinde oldugu
gibi klinik bulgulara gore degismekte olup, dissemine olgularda kan (plazma veya
serum), diger olgularda enfeksiyon bolgesinden alinan 6rnekler calisiimalidir (30).

Gercek zamanli PZR’lar daha az is yiikii ve daha az kontaminasyon ile birlikte
saatler icinde kalitatif ve kantitatif sonuglar saglar. Bir real-time testinde
adenoviruslarin tiim serotiplerinin saptanmasi i¢in birden fazla primer ve prob seti
gerekebilir. Glinlimiizde kantitatif real time PZR"in birkag sinirlamasi vardir. Birincisi
testin kalibrasyonu ve laboratuvarlar arasinda karsilastirmada uluslararasi bir
standardin olmamasidir. Ikincisi tiim serotiplerin uniform olarak saptanmasi ve
kantitasyonu icin uluslararasi olarak kabul edilmis bir primer prop kombinasyonu
olmamasidir. Bunun i¢in mutlak viral yiikleri raporlamaktansa, viral kinetikleri

(zamanla adenoviral yiikteki relatif degisikligi) raporlamak tercih edilebilir (4,31).

Seroloji
Serolojik tan1 IgM yanitinin saptanmasi veya akut ve konvelasan serum
ornekleri arasinda IgG’de en az dort kat titre artisinin gosterilmesine dayanmaktadir.

Klinik ¢aligma amaciyla kompleman fiksasyon veya Enzim Immuno Assay (EIA)
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gibi bir test secilir. Her iki yontem de hekzon antijenini kullanir. Kompleman
fiksasyon testinin duyarliligt %50-70, EIA testinin duyarliligi %70-80 arasinda
degisir (3). Duyarlilik enfekte eden virusa ve antijen olarak kullanilan serotipe gore
degisir. Rutin tanida daha ¢ok EIA testleri tercih edilmektedir.

Serotip spesifik antikor testleri tanisal ¢alismalarda pek kullanilmaz. Bu testler,
viral izolatlarin elde bulunmadigi durumlarda enfeksiyonlardan sorumlu serotiplerin
belirlenmesi, smirl sayidaki serotiple iligkili hastaliklarin tanis1 ve immiin yanitla
ilgili c¢alismalarda degerlidir. Bu amacla noétralizasyon ve hemagliitinasyon

testlerinden yararlanilir. Immiindiiskiin hastalarda ise serolojik taninin yeri yoktur (2).

Elektron mikroskopi

Klinik o6rnekte adenovirus partikiilleri veya hiicre ¢ekirdeginde olgunlasmis
viruslarm olusturdugu kristal yapilar elektron mikroskopi (EM) veya daha hassas ve
0zgiil olan immiin elektron mikroskopi (IEM) ile saptanabilir (13). Tespit edilmis
doku pargalar1 ince kesitlere ayrilarak negatif boyanir ve genellikle niikleus i¢inde
bulunan virus partikiillerinin kristal dizeleri EM ile incelenir. Sivi ise yavas-hizla
santrifiijleme ile arindirildiktan sonra ayni sekilde boyanrr ve EM'de partikiil
kiimeleri incelenir. EM bdlmeleri iizerine virusun ultrasantrifiijlenmesi, antihekzon
antikorlar ile virusun On agregasyonu veya diger konsantrasyon teknikleri
kullanildiginda duyarlilik artar (32). EM oldukga spesifik ve giivenilir bir yontemdir
ancak diger yontemler daha duyarl ve pratik oldugundan giiniimiizde bu yontem pek
tercih edilmemekte; ancak c¢esitli arastirma laboratuarlarinda ve bazi merkezlerde

viral yiikiin fazla oldugu gastroenteritlerde kullanilmaktadir (4,19).

Tiplendirme

Temel olarak epidemik, patogenez ve tedavi yaklasimlari ile ilgili ¢alismalarda
yapilmaktadir. Baslangigta insan ve bazi hayvan eritrositlerini agliitine etme
ozelliklerine gore yapilan tiplendirme calismalar1 glinlimiizde molekiiler yontemlerle
yapilmaktadir. Multipleks PZR ile c¢ogaltilan amplikonlar tiir spesifik problarla
saptanarak tip tayini yapilabildigi gibi; sekanslama yOontemi ile veya restriksiyon
enzim analizi ile de tiplendirme yapilabilir. Bir¢ok laboratuvar tiplendirme i¢in bu tiir
yontemleri kullanmaktadir. Bu testlerde temel olarak 6nce hexon veya fiber geni

primerleri ile ekstrakte DNA’nin amplifikasyonu (ortak veya tip spesifik PZR ile)
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yapilir. Ardindan {iriiniin uzunlugu, boyutu Olciilerek, DNA sekanslama islemi
yapilarak veya restriksiyon enzimleri ile DNA fragmanlara ayrilarak tip tayini yapilir
(4). Hexon geni sekanslama yontemi ve klasik serolojik tiplendirme ydntemleri

kiyaslandiginda aralarindaki korelasyon %71 ile %97 arasinda degisir (33,34).

Tedavi

Tedavide kullanilan 6zgiil bir antiviral ila¢ yoktur; semptomatik tedavi
uygulanir. Adenovirus enfeksiyonlar1 genellikle kendiliginden iyilesir. Ancak
immiindiigskiin hastalarda dissemine enfeksiyon sik goriildiiglinden tedavi secenekleri
degerlendirilir. Tedavide gansiklovir, vidarabin, ribavirin ve sidofovir gibi antiviral
ilaglar tercih edilebilir. Immiindiiskiin hastalardaki ¢alismalar sidofovir ve ribavirin
iizerine yogunlagmustir.

Ribavirin bir pilirin niikleozid analogu olup, RNA capping aktivitesinin
inhibisyonu, viral polimerazlarin direkt inhibisyonu ve yeni sentezlenen DNA’da
mutasyona yol agma gibi mekanizmalarla etkili olur. En sik goriilen yan etkisi gegici
anemidir (4). Adenoviruslarin neden oldugu hemorajik sistit, pndmoni, gastroenterit
ve hepatit olgularinda tedavide basarili oldugunu bildiren ¢alismalar oldugu gibi,
(35,36) basarisiz oldugunu bildiren ¢alismalar da (37,38) yaymlanmistir. Basari
oraninin erken donemde tedaviye baslama ve etkenin serotipi gibi nedenlere bagl
oldugu diisiiniilmektedir. Yine son donemde invitro olarak yapilan bir calismada
ribavirinin sadece C grubundaki suslara (serotip 1, 2, 5 ve 6) etkili oldugu
yaymlanmistir (39).

Cidofovir genis antiviral etki spektrumuna sahip asiklik niikleozid fosfat
anologudur. Viral DNA’ya entegreolarak zincirin uzamasini inhibe eder. Tiim
Adenovirus serotipleri ilaca invitro olarak duyarlidir. Ciddi yan etkileri olmasina
ragmen (nefrotoksisite, myelosiipresyon ve T{veit) transplant sonrasi gelisen
Adenovirus enfeksiyonlarinda yaygin sekilde kullanilmaktadir (4). Cok merkezli bir
calismada farkli klinik bulgular1 olan hastalarda %69 tedavi basaris1 bildirilmistir (40).

Baska bir calismada yakin takip, klinik bulgular ve viral ylike bakilmaksizin
kat1 bir tedavi uygulamasi ile bu oran %98’e ¢cikmustir (41).

Hastaligin ve hastalarin iyilesme siirecinde immiin yanit onemli olup viral
yiikiin azalmasi ile lenfosit miktar1 ve CD4 miktar1 arasinda giicli bir iligki

saptanmistir (42).
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Iki veya daha fazla bolgeden alinan drnekte pozitiflik saptanmasi durumunda;
hastanin immiinsiipresyonu azaltilamiyorsa veya hasta ciddi lenfopenik ise antiviral
tedavi giindeme gelmektedir. Yine hastanin kan Orneginde yiiksek viral yik
saptanmast da dissemine enfeksiyona isaret ettiginden tedaviye baslamak i¢in bir

gosterge olarak kabul edilmektedir (43).

Korunma

Adenovirus enfeksiyonlarindan ve daha da 6nemlisi salginlarindan korunmanin
en giizel yolu kalabalik yasam alanlari, ortak kullanilan tibbi aletler veya esyalar ve
havuzlarin hijyenik kosullara uygun olmasmin saglanmasidir. Immiinizasyon etkili
bir yontem olmakla birlikte ekonomik zararlar ve is giicii kayb1 da goz Oniinde
bulundurularak sadece askeri personele uygulanmasi onay almistir. Ayrica uygulanan
as1 canl as1 oldugundan (immiin diiskiin hastalarda ve yenidoganlarda) uygulanmasi

kisithidir.

Cahsmanin amaci
Bu calismanin amaci alt solunum yolu enfeksiyonu tanisi alan c¢ocuklarda
Adenovirus enfeksiyonu sikligmin hiicre kiiltiirii ve PZR yontemleri ile arastirilmasi

ve hastalari degerlendirilmesidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Bu ¢alisma Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 14.01.11
tarihinde B.30.2.AKD.0.20.05.05/10 sayil1 kararla onaylanmustir.

3.2. Hastalar

Ocak 2011 ve Nisan 2012 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi
Hastanesi Pediatri boliimiinde alt solunum yolu enfeksiyonu (bronsit, bronsiolit,
pndmoni) tanisi alan 0-5 yas arasindaki 206 hasta ¢alismaya alind1.

Hastalar rastgele olarak secildi ve ¢alisma prospektif olarak yiiriitiildii. Ornek
alimi sirasinda es zamanl olarak hasta yakilarindan ve dosyalarindan elde edilen
veriler kaydedildi. Bu asamada ulasilamayan veriler ise daha sonra hasta dosyalar1
taranarak ve hastane veri sistemi olan MEDI-LiS’den de yararlamlarak elde edildi.
Alt solunum yolu enfeksiyonu varligi oksiiriik, hiriltili solunum, ates yakinmalar1 ve
muayenede solunum sikintisi, tasipne, oskiiltasyonla patolojik solunum sesi varligi
(ekspiryum uzunlugu, ral ve ronkiis), direkt akciger grafisinde patolojik goriiniim ve
laboratuvar bulgular1 (CRP, 16kosit ve lenfosit) ile belirlendi.

Hastalardan igerisinde bir adet esnek naylon flocked swab (ekiivyon) ve 3 ml
viral tasima besiyeri (Universal Transport Medium: UTM) bulunan bir adet tiip iceren
viral transport kiti (Copan Diagnostics, Brescia, Italya) ile alinan nazofarenks siiriintii
ornekleri hemen laboratuvara tasind1. Ornekler dnce 30 sn vortekslenerek ekiivyonun
icindeki Ornek materyalinin besiyerine gegmesi saglandi ve ekiivyon atildi
Beklemeden direkt floresan antikor i¢in yayma hazirlandi. Daha sonra 24 saat i¢ginde
hiicre kiiltiiriine ekim yapilacak 6rnekler 4°C’de, daha sonra ekim yapilacak drnekler

calisma zamanina kadar -70°C’de saklandu.

3.3. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirti i¢in adenoviruslarin iiretilmesine uygun bir hiicre hatt1 olan A549
(tip II akciger epitelyal hiicre) kullanildi. Hiicrelerin idamesi i¢in %10 Fetal bovine

serum (Sigma F7524), %2 L-glutamin (Sigma G7513), %1 HEPES (Sigma H0887),
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%1 penisilin-streptomisin (Sigma P0781), %0.1 gentamisin (Sigma G1272) ve %0.4
amfoterisin-B  (Sigma A2942) soliisyonu iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (Sigma D-6546) besiyeri hazirlandi. Tek tabaka olusturarak flaski kaplayan
hiicre hattt 4-7 giinde bir tripsi/EDTA (Sigma 59429C) ile 1/5-1/10 oraninda
pasajlanarak c¢alisma siiresince hiicrelerin idamesi saglandi. Hasta Orneklerinin
ekilecegi shell-viallerin hazirlanmasi igin flaski kaplayan tek tabaka hiicre hattmin
iizerindeki besiyeri steril bir pipet yardimiyla alindiktan sonra hiicre tabakasi 2-3 ml
tripsin/EDTA ile yikandi. Tekrar (kullanilan flaskin biytikligiine gore) 1-2 ml
tripsin/EDTA ilave edildi ve 37°C’de yaklasik 5 dakika bekletilerek hiicrelerin
ayrismasi saglandi. Iki-lic ml besiyeri ilave edilerek nazikce pipetaj yapildi ve
hiicrelerin yogunlugu ayarlanarak (ml’de 1-2x10° hiicre olacak sekilde) icerisine
lamel konularak steril edilmis (180°C’de 2 saat) shell viallere 1’er ml hiicre
stispansiyonu dagitildi. Viallerin {izeri kapatilarak 24 saat siiresince 37°C’de %5 CO,
iceren nemli ortamda inkiibe edildi. Ertesi gilin hiicreler viallerin i¢indeki lamelin
ylizeyini %80-90 oraninda kapladigi mikroskopla dogrulandiktan sonra vialin
icindeki besiyeri steril bir pipet yardimiyla alindi ve hiicreler bir kez besiyeri ile
yikandi. Hasta Ornekleri 1000 g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra her 6rnekten
3’er adet olmak tizere 300 pl ornek viale inokiile edildi ve vialler 700 g’de oda
1s1sinda 1 saat santrifiij edildikten sonra 37°C’de %5 CO, iceren nemli ortamda 1 saat
virusun hiicreye adsorbe olabilmesi i¢in bekletildi. Her bir viale 1,5 ml 37°C’ye
getirilmis besiyeri ilave edildi. Vialler tizeri kapatilarak farkl siirelerde (her 6rnekten
biri 3, biri 4 ve biri 5 giin olmak tizere) 37°C’de %5 CO; iceren nemli ortamda inkiibe
edildi. Siirenin sonunda viallerden besiyeri alind1 ve her lamel 1 kez 1 ml PBS ile
yikandi. Kuruyan lamellerin iizerine 2 ml aseton konarak -20°C’de 10 dakika
bekletildi. Aseton bir pipet yardimi ile tamamen alinip lamellerin kurumasi beklendi.
Lameller Adenovirus DFA Kit (Light Diagnostics, MILLIPORE, ABD & Kanada) ile
boyandi. Daha sonra floresan mikroskopta 6nce x20 biiylitmede taranan lameller
siipheli alanlar gorildiigiinde x40 biiylitmede degerlendirildi. Adenovirus ile enfekte
hiicreler niikleer ve/veya stoplazmik floresan verebilir ve hiicre kiiltiirlerinde enfekte
hiicreler yuvarlaklasip iizim salkimi seklinde gruplar olusturabilirler. Niikleer
boyanma diizgilin parlak, stoplazmik boyanma ise noktalidir. En az 2 veya daha fazla
sayida hiicrenin bu sekilde tipik floresan verdigi yaymalar pozitif olarak kabul edildi.

Yaymalar degerlendirilirken kullanilan kitin igerisinden ¢ikan pozitif ve negatif
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kontrol yaymalar1 da dikkate alindi. Ornek ekimi sonrasinda kontaminasyon goriilen
orneklerin ekimi Ornekler 1000 g'de 10 dakika santrifiij edildikten sonra ekilerek

tekrarlandi.

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hasta orneklerinden adenovirus DNA varliginin arastirilmas: amaciyla PZR
islemi tim oOrneklerde DNA ekstraksiyonu EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagene,
Almanya) ile 400 pl 6rnek ile baslanip 60 pl eluat elde edilerek gerceklestirildi.
Gergcek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ise LightMix Kit human Adenovirus
(TIB MOLBIOL, Almanya) kiti ile Light Cycler 2.0 (Roche Diagnostics) cihazi
iizerinde gergeklestirildi. LightMix human Adenovirus (TIB MOLBIOL, Almanya)
kiti hexon geni iizerindeki 129 bp uzunlugundaki bir gen bdlgesini hedef alan
primerler kullanmakta; PZR inhibit6rii varligmin arastirilmasi i¢in de kit i¢cinde 278
bp uzunlugunda internal kontrol yer almaktadir ve 690 kirmizi isaretli problar 705
kanalinda tespit edilir. Analiz asamasinda renk diizeltme (color compensation) islemi
LightCycler Multicolor Demo Set (Roche Diagnostics) kiti ile yapildi. Kitin alt
saptama limiti 100, kantitasyon araligi ise 100-1.000.000 kopya/ml idi. Kit
kantitasyon i¢in 10 ile 1.000.000 kopya arasinda 6 farkli standart icermekteydi. Her
bir reaksiyon i¢in kullanilan amplifikasyon karigimi ise: 3.4 pul PCR-grade su, 1.6 pl
Mg soliisyonu, 4 pl reagent mix (6zgiil primer-prob karisimi), 4 pl internal kontrol
karisimi, 2 pl Roche master (enzim) ve 5 ul 6rnek ekstrakti olmak tizere toplam 20 ul
olarak hazirland1 ve kapiller tiiplere konuldu. Hazirlanan kapillerler 1000 rpm de 1
dakika santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5417 C, ABD) edildi ve amplifikasyon i¢in
Light Cycler 2.0 (Roche Diagnostics,) cihazina yerlestirildi. Amplifikasyon protokolii
95°C 10:00 dk (1 siklus), 95°C 00:05 sn, 62°C 00:05 sn, 72°C 00:15 sn (50 siklus) ve
erime egrisi (melting curve) (1 siklus) olarak uygulandi. Amplifikasyon goriilen

orneklerde spesifikligin kontrolii {irtinlerin erime egrisi analizi ile kontrol edildi.

3.5. Direkt Floresan Antikor Testi

4°C 1sida 400 x g hizla 10 dakika santrifiij edilen orneklerin dibe ¢dken
kismindan 80 pl almarak 800 rpm hizda 3 dakika sitosantriftij (Thermo Electron
Corporation Cytospin 4, ABD) islemi uygulandi ve direkt floresan antikor testi i¢in
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yayma hazirlandi. Hazirlanan yaymalar havada kuruduktan sonra hiicrelerin
fiksasyonu i¢in soguk aseton ile ilizeri kaplanarak 10 dakika -20°C’de bekletildi.
Tekrar havada kurutulan yaymalar Adenovirus DFA Kit’1 (Light Diagnostics,
MILLIPORE, ABD & Kanada) ile boyandi. Bu amagla {izeri bir damla (30-40 ul)
Adenovirus/FITC antikorla kaplanarak nemli ortamda 37°C’de 30 dakika bekletilen
yaymalarin Tlzerindeki Adenovirus/fluorescein isothiocyanate (FITC) antikor
soliisyonu fosfat tampon soliisyonu (phosphate buffered saline: PBS) ile akitildi ve
lamlar PBS dolu bir salenin i¢inde 5-10 dakika arada bir hafif¢e calkalanarak
bekletildi. Lamlar iizerindeki fazla PBS bir kurutma kagidi yardimi ile (hiicre spotu
korunarak) alinarak hiicre spotu kurumadan lizerine mounting medium damlatildi ve
bir lamelle kapatildi. Hiicre miktarinin yeterli sayida oldugu yaymalar floresan
mikroskopta x20 biiyiitmede tarandi, siipheli alanlar x40 biiylitmede degerlendirildi.
En az 2 veya daha fazla sayida intakt hiicrenin adenovirus i¢in tipik floresan verdigi
yaymalar pozitif olarak degerlendirildi. Enfeksiyon gostergesi olarak hiicrelerde
diizglin parlak niikleer ve/veya noktali stoplazmik floresan varligi arastirildi.
Yaymalar degerlendirilirken kullanilan kitin igerisinden ¢ikan pozitif ve negatif

kontrol yaymalar1 da dikkate alind1.

3.6. Istatistiksel Cahsma

Istatistiksel veri analizi igin SPSS 18,0 programm kullanildi. Veriler arasinda
karsilastirma yaparken Mann-Whitney U, Pearson Chi-Square ve Fisher’s Exact

testlerinden yararlanildi. p degeri <0.05 olan sonuglar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya aliman 206 hastanin 113’1 (%54.9) erkek, 93 (%45.1)’1i kadindi.
Hastalarin %51.9’u 1 yas ve altinda, %74.8’1 i1se 2 yas ve altindaydi (median deger 12
ay, aralik: 0.4-60). Cogunlugu bronsit-bronsiolit (n=156,%75.7), daha az kismi
pnomoni (n=50, %?24.3) tanis1 almisti. Yine bir ¢ogu (%63,3) poliklinik hastas1 iken
%35.9’u yatan hastaydi. Orneklerin %89.3’{i Ocak, Subat ve Mart aylarida almmist,
%38’inde eslik eden kronik bir hastalik tanisi (kromazomal anomali: down send,
pompe; konjenital kalp hastaligi: ASD, VSD; kalp yetmezligi, astim, kistik fibrozis,
16semi, bobrek yetmezligi ve prematiirite) vardi. Adenovirus pozitif ¢ocuklarda
kronik hastalik tanis1 olmasi siklig1 (kromazomal anomali + konjenital kalp hastalig::
n=1, konjenital kalp hastaligi: n=2, metabolik hastalik + koanal atrezi: n=1, ¢6lyak
hastaligi: n=1 ve atopik dermatit: n=1) (%50) adenovirus negatif cocuklardan (%37.6)
daha fazla olmasma ragmen arada anlamli bir fark yoktu (p=0.5). Ornek alindig:
sirada hastalarn %37.9’u antibiyotik tedavisi almaktaydi (Tablo 4.1). ikiyiiz alt1
hastanin 12’°sinde (%5.8) en az bir yontemle adenovirus saptandi.

Adenovirus pozitif hastalarin demografik 6zellikleri incelendiginde ortalama
yas 18,5 ay (median: 18, aralik 1,5 - 48), 4’1 kadin (%33.3) 8’1 erkekdi (%66.7).
Orneklerin 10°u (%75) pediatri polikliniginden (9°u acil, 1°i normal poliklinik), 2’si
(%25) pediatri servisi yatan hastalarindan almmaisti. Onbir hasta bronsit-bronsiolit
(%91.7), 1 hasta (%8.3) pnomoni tanis1 almisti. Hastalarin 10’unun klinik sikayetleri
baglayali 1-3 giin olmustu, 4’0 Ornek alindiginda antibiyotik kullanmaktaydi.
Orneklerin %85.3’{i Ocak, Subat ve Mart aylarinda alinmust1. Pozitif ¢ikan drneklerin

%75’de Nisan ayina aitti (Tablo 4.1 ve 4.2.).
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Tablo 4.1. Adenovirus pozitif ve negatif hastalarn klinik bulgularmin
karsilagtirilmasi.

Adenovirus Adenovirus

Ozellikler negatif (%) pozitif (%)

(n=194) (n=12)

Demografik ozellikler

Yas (ay): median, (aralik) 12 (0.4-60) 18 (1- 48) 0.6
Erkek 113 (54.9) 105 (54.1) 8 (66.8) 0.3
Kadmn 93 (45.1) 89 (45.9) 4 (33.4) 0.3
Eslik eden klinik tan1 varlig 79 (38) 73 (37.6) 6(50) 0.5

Ornegin alindig1 birim

Pediatri acil poliklinigi 125 (60) 116 (59.8) 9(75)
Pediatri poliklinigi 7(3.4) 6(3.1) 1(8.3)
Pediatri servisi (yatan hasta) 59 (28.6) 57 (29.4) 2 (16.7)
Yogun bakim 15(7.3) 15(12) 0(0)
Ok oot [ mowy | sy |
Klinik Tam
Bronsit-Bronsiolit 156 (75.7) 145 (74.7) 11(91.7) 0.3
Pnémoni 50 (24.3) 49 (25.3) 1(8.3) 0.3
Muayene bulgulan
Oksiiriik 169 (82) 157 (80.9) 12 (100) 0.1
Farenjit 123 (59.7) 113 (58.2) 10 (83.3) 0.1
Tonsillit 39(18.9) 34 (17.5) 5(51.7) 0.05
Konjonktivit 8(3.9) 7 (3.6) 1(8.3)
Ishal 20(9.7) 17 (8.8) 3(25) 0.9
Otit 16 (7.7) 15(7.7) 1(8.3)
Ates (>37°C) 105 (51) 99 (51) 6 (50) 0.9
Median (aralik) °C 37.2 (36-40) 37.2 (36-39) 0.7
Tasipne 87 (42.2) 81 (41.8) 6 (50) 0.5
Hiriltili solunum 78 (37.9) 72 (37.1) 6 (50)
Solunum sikintisi 50 (24.3) 45 (23.2) 5(41.7) 0.1
Patolojik solunum sesi varlig 112 (59.2) 114 (58.8) 8 (66.7) 0.7
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Tablo 4.2. Adenovirus pozitif 6rneklerde test sonuglarinin karsilastirilmasi.

. Kiiltiirde
Orneg!n I Yas | DNA kopya lireme Eslik eden
alindigi Cinsiyet
tarih (ay) saylsl (kaginci hastalik
giin)
26.10.11 E 18 <100 - Uremedi Bronsit-bronsiolit Colyak
20.12.11 E 2 15200 Yapilmadi Uremedi Bronsit-bronsiolit Yok
] Down Sendromu
09.02.12 K 18 <100 - Uremedi Pnomoni Konjenital Kalp
hast

. . - Koanal atrezi,
05.03.12 K 9 <100 + 4. gin Bronsit-bronsiolit metabolik hastalik
07.03.12 K 18 787 - Uremedi Bronsit-bronsiolit Yok
10.03.12 E 16 <100 - 5. glin Bronsit-bronsiolit Yok
13.03.12 E 9 <100 - Uremedi Bronsit-bronsiolit Yok
14.03.12 K 18 >1000 000 + 3.gln Bronsit-bronsiolit Atopik dermatit
14.03.12 E 1 <100 - 3. glin Bronsit-bronsiolit ASD
16.03.12 E 18 <100 - 5. glin Bronsit-bronsiolit Yok
20.03.12 E 48 8880 + 4.gln Bronsit-bronsiolit Kalp yetmezligi
25.03.12 E 48 <100 + 5. glin Bronsit-bronsiolit Yok

Pozitif hiicre goriilmedi : (-), tipik floresan veren en az 3-4 hiicre gorild:(+).

Calismaya alinan 206 6rnegin 7°si (%3.4) hiicre kiiltiirii ve PZR ile pozitifken
194°{i (%94.2) her ikisi ile de negatifdi. Orneklerin 12’sinde (%5,82) PZR ile, 7’sinde
(%3,39) hiicre kiiltiirii ile adenovirus saptandi.

PZR ile pozitif bulunan 5 6rnek hiicre kiiltiiriinde iiremedi. Adenovirus DFA
testi uygulanan 153 Orne8in 12°st hiicre miktar1 yetersiz oldugundan
degerlendirilemezken, 141 6rnegin 4’1 (%2.8) her ii¢ yontemle de pozitif bulundu.
DFA testiyle pozitif bulunan 6 6rnek PZR ve hiicre kiiltiirii ile negatif bulundu. PZR
ve hiicre kiiltiirii testleri tekrarlandi, ancak pozitiflik saptanmadi ve yalanci pozitiflik
olarak degerlendirildi.

Hiicre kiiltiirtiyle kiyaslandiginda PZR testinin duyarlhilik, 6zgiillik, PPD ve
NPD’leri sirastyla %100, %97.5, %58.3, %100; DFA testinin %57, %95.5, %40,
%97.7 olarak belirlendi (Tablo 4.3. ve 4.4). PZR testi ile karsilastirildiginda 3 giinliik
inkiibasyon sonrasinda hiicre kiiltiirtin duyarliligi ¢ok diisiikken (%16.6), 5 giinlik
inkiibasyon sonrasinda duyarlilik %58.3’e yiikseldi (Tablo 4.5).
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Tablo 4.3. PZR testinin hiicre kiiltiiriiyle karsilastirilmasi.

Kiiltiir
Pozitif Negatif Toplam
PZR Posz 7 5 12
Negatif 0 194 194
Toplam 7 199 206

Duyarlilik %100, Ozgiillikk %97.5, PPD%58.3, NPD%100

Tablo 4.4. DFA testinin hiicre kiiltiiriiyle karsilastiriimast.

Kiiltiir
Pozitif Negatif Toplam
DFA Posz 4 6 10
Negatif 3 128 131
Toplam 7 134 141

Duyarlilik %57, Ozgiilliik %95.5, PPD%40, NPD%97.7

Tablo 4.5. Hiicre kiiltiiriiniin PZR 1ile karsilastirilmasi.

PZR
Pozitif Negatif Toplam
Kiiltiir Posz 7 0 7
Negatif 5 194 199
Toplam 12 194 206

Duyarlilik %58.3, Ozgiilliik %100, PPD%100, NPD%97.5

Bagvuru anindaki yakinmalarma ve muayene bulgularina bakildiginda oksiiriik
(%82), farenjit (%59.7), patolojik solunum sesi varligr (%59.2) (ral, ronkiis,
wheezing, uzamis ekspiryum) ve ates yiiksekligi (%51), tasipne (%42.2), hirilti
(%37.9), respiratuvar distres (%24.3), tonsillit (%18.9), ishal (%9.7), otit (%7.7) ve
konjonktivit (%3.7) olarak bulundu. Alt solunum yolu enfeksiyonuna ek olarak
tonsillit goriilen hasta sayis1 adenovirus pozitif hasta grubunda (%51.7) negatif olan
gruba (%17.5) kiyasla nisbeten fazla olmakla birlikte, her iki grup arasinda
istatistiksel olarak sinirda bir fark vardi (p=0.05) (Tablo 4.1).

Laboratuvar bulgularina bakildiginda adenovirus pozitif olan grupta (%63.3) ve
negatif olan grupta (%85.7) oraninda CRP yiiksekligine ve adenovirus pozitif olan
grupta (%60.2) ve negatif olan grupta (%62.5) artmis lenfosit miktarma olmak {izere
daha sik rastlandi. Akciger grafisi ¢ekilen hastalara bakildiginda (n=122) patolojik
bulgu (fokal konsolidasyon, dansite artigi, bronkovaskiiler dallarda belirginlesme vb.)

goriilme orani adenovirus pozitif hastalarda daha azdi (%14.3), ancak aradaki fark

24



istatistiksel olarak sinir degerdeydi (p=0.05). Diger tiim bulgular karsilastirildiginda
her iki grup arasinda anlamli bir fark goriilmedi. Ayni sekilde her iki gruba uygulanan
tedavi ajanlar1 da benzerdi (Tablo 4.6.).

Hastalar tedaviye yanitlar1 ve prognozlari agisindan degerlendirilmedi.

Tablo 4.6. Adenovirus negatif ve pozitif hastalarin radyoloji, laboratuvar ve

uygulanan tedavi verilerinin karsilastiriimasi.

Ozellikler Adenovirus Adenovirus pozitif
(n=testin uygulandig hasta Toplam (%) negatif (%) (%) )/
sayisi) (n=194) (n=12)
Akc(l;tl,rili ;gzr)aﬁm 115 7
Patolojik goriiniim var 65 (53.2) 64 (55.6) 1(14.3) 0.05
Dogal 57 (46.7) 51 (44.3) 6 (85.7)
CRP miktar1 (n=116) 109 7
Yiiksek 75 (64.7) 69 (63.3) 6 (85.7) 0.4
Median (aralik) (mg/dl) 0.78 (0.01-26) 1.4 (0.02-11.2) 2.1
Lokosit (n=121) 113 8
Median (aralik) (bin/mm?) 11.0 (14.5-38.4) 11,79 (6.8-14.7) 0.9
Yiiksek 64 (52.9) 59 (52.2) 5(62.5)
Diisiik 544 54.1) 0
Notrofil miktar1 (n=121) 113 8
Median (aralik) (bin/mm?) 4.13 (7.8-29.0) 5.31(0.94-8.65) 0.7
Yiiksek 27 (22.3) 23 (20.3) 3 (37.5)
Disiik 15 (12.4) 13 (11.5) 2 (25)
Lenfosit n(l:ll;tlazr; )test edilen 13 8
Median (aralik) (bin/mm?) 4.02 (0.35-1.8) 4.23(1.09-8.4) 0.7
Yiiksek 73 (60.3) 68 (60.2) 5(62.5)
Diisiik 9(7.4) 8(7.1) 1(12.5)
Trombosit (l:lnzl;tzalr)l test edilen 13 8
Median (aralik) (bin/mm?) 346.0 (25.0-891.0) 356.5 (285.0-582.0) 0.3
Yiiksek 37 (30.6) 34 (30) 337
Diisiik 9(74) 9(8) 0
Tedavi
Antibiyotik tedavisi (n=206) 112 (54.4) 107 (55.2) 5(41.5) 0.3
Bronkodilatator kullanimi 80 (38.8) 75 (38.7) 5(41.7) 0.1
Inhaler beta-2 adrenerjik 166 (80.6) 156 (80.4) 10 (83.3) 1
agonist kullanimu
Inhaler Steroid kullanimi 79 (38.3) 73 (37.6) 6 (50) 0.5
Sistemik Steroid kullanimi 18 (8.7) 16 (8.2) 2 (16.7) 0.2
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Resim 4.1. Adenovirus pozitif DFA yaymas1 (x20°lik biliyiitme).

Resim 4.2. Adenovirus pozitif DFA yaymas1 (x40’lik biiylitme).
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Resim 4.3. Ekim yapilmamis A549 hiicreleri (x40°lik bliyiitme).

Resim 4.4. Adenovirus iiremis ve FITC ile isaretli monoklonal antikorla boyanmis
A549 hiicresi (x40’ ik biiyiitme).
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5. TARTISMA

Bu calismada cocuk yas grubunda alt solunum yolu enfeksiyonlarinda
adenoviruslarin goriilme siklig1 %5.8 olarak bulunmus ve 6zellikle bronsit-bronsiolit
tablolarindan sorumlu olduklar1 saptanmistir.

Adenoviruslar siklikla solunum sistemi, gastrointestinal sistem ve goz tutulumu
ile seyreden enfeksiyonlar seklinde karsimiza c¢ikan genis spektrumlu hastalik
etkenidirler (44). Alt solunum yolu enfeksiyonlarmin %35-10’undan adenoviruslar
(6zellikle serotip 1, 3, 5, 7 ve 21) sorumlu tutulmaktadir (45,46).

Alt solunum yolu enfeksiyonlar1 ¢ocukluk ¢aginda oldukga siktir. Brong ve
bronsiollerin inflamasyonu ve/veya akciger parankiminin inflamasyonu olarak
karsimiza c¢ikan klinik tablolar birbirini izleyebildigi gibi birlikte de goriilebilirler.
Cocukluk ¢aginda bu enfeksiyonlarin en sik sebebi viruslardir. Adenoviruslarin neden
oldugu alt solunum yolu enfeksiyonlar1 erken yaslarda daha sik goriiliir ve genellikle
1yi seyirlidir. Bu ylizden virusun izolasyonu bir ¢ok tani laboratuvarinda yapilmaz.
Ancak erken yaslarda gecirilen (6zellikle 2 yasindan Once) ve/veya tekrarlayan
akciger parankim enfeksiyonlar1 gelisimi heniiz tamamlanmamis oldugundan doku
hasarina zemin hazirlayarak, enfeksiyon sonrasi brongiolitis obliterans (%47
oraninda) gibi ciddi obstruktif akciger hastaliklarina yol agabilir (47,48).

Bronsiolitis obliterans, ¢ocukluk c¢aginda gecirilen viral alt solunum yolu
enfeksiyonlarmin en énemli ge¢ komplikasyonudur. Ozellikle adenoviruslarin etken
oldugu bazi hastalarda, siliregen inflamasyon nedeniyle brons duvarinda geri
doniisiimsiiz  degisiklikler meydana gelmektedir. Dolayisiyla viral etyolojisinin
belirlenmesi, prognozun tahmin edilmesi ve izlemin planlanmasma yardimci olabilir.

Bu calismada adenovirus pozitifligi saptanan hastalarm %51.9’u 1 yas ve
altinda, %74.8’1 ise 2 yas ve altinda bulunmustur (median, aralik: 18, 1 — 48 ay).
Adenovirus negatif olan hastalarda da yas ortalamasi diisiiktiir (median, aralik: 12,
0.4 — 60 ay) ve her iki grup arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (p=0.6).

Hastalarmm eslik eden kronik hastaliklarmin  varligi  solunum sistemi
enfeksiyonlarinin sikliginit ve ciddiyetini arttirmaktadir. Ancak calismamizda eslik

eden kronik hastaliklarin adenovirus enfeksiyonlari ile iligkisi saptanmamaistir (p=0.5).
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Viral kiiltiir solunum yolu viruslarmin tanisinda altin standarttir. Ancak
yontemin basarisi i¢in uygun hasta ve 6rnek se¢imi, 6rnek miktarmin yeterli olmasi,
ornegin uygun kosullarda alinarak laboratuvara tasmmasi ve c¢alisilmasi ¢ok
onemlidir (44). Alt solunum yolu enfeksiyonlarinda viral etkenlerin tanimlanmasinda
nazofarenks aspirasyonu, orofarenks ve/veya nazofarenks siiriintiisii, nazofarenks
yikama soliisyonu, trakeal aspirat, bronkoalveolar lavaj, balgam ve akciger biyopsisi
gibi Ornekler kullanilabilir (44,49). Invaziv bir islem gerektiren yontemler
(bronkoalveolar lavaj ve akciger biyopsisi gibi) rutin kullanimda pek tercih
edilmezler. Yapilan caligmalarda nazofarenks yikama soliisyonunun nazofarenks ve
orofarenks siiriintiisiine gore daha iyi virus izolasyonu sagladigi goriilmiistiir. Ancak
bu islemin de her hastaya uygulanmasi zahmetlidir (49). Hiicre kiiltiirii yapilacaksa
viruslar i¢in toksik madde icermeyen ekiivyonlar (dakron veya polyester), 6zellikle
hasta toleransini kolaylastirdig1 i¢in esnek sapli ekiivyonlar bu alanda yaygin sekilde
kullanilmaya baslanmistir. Bu c¢alismada kullanilan esnek flocked ekiivyonlarin
ornegin almmasi sirasinda ¢ocuklarda hasta uyumunu kolaylastirdigi goriilmiistiir.
Ancak c¢alismanin baslangicinda alinmis olan 12 (%5.8) Ornekten hazirlanmig
yaymalarda hiicre miktarmin yetersiz oldugu goriildiigiinden, bu yaymalar DFA ile
degerlendirilememistir. Bu yilizden bir¢ok mikrobiyolojik ¢alismada ilk basamak olan
ornek alma isleminin de tecriibeli ve hastay1 dogru yonlendirebilen kisiler tarafindan
yapilmas1 6nemlidir. PZR ile adenovirus pozitifligi goriilen 8 oOrnekte viral yiik
oldukca diisiiktiir (<100 kopya/ml). Bu orneklerden 4’iinde hiicre kiiltiirlinde geg
ireme goriilmistir (4. ve 5. giinlerde). Solunum yolu enfeksiyonlarinda
nazofarengial yikama sivisinin almmasi Onerilmekle birlikte, bu yontem tecriibe
gerektirmektedir ve Ozellikle kiiciik cocuklarda oldukca zahmetlidir. Flocked
ekiivyonlar ise ¢cok kolay uygulanabilirler ve bu nedenle tercih edilmektedirler. Virus
izolasyonunda Ornek aliminda bir c¢alismada flocked ekiivyon kullaniminin
adenovirus izolasyon oranini azalttig1 bildirilmekle beraber (C.DeByle ve ark. 2012),
flocked ekiivyon kullaniminin saptama oranimi anlamli etkilemedigine isaret eden
yayinlar da vardir (50,51,52).

Calismamizda alt solunum yolu enfeksiyonu olan c¢ocuklarda adenovirus
enfeksiyon orani %5.8 oranmnda bulunmustur. Ornek aliminda farkli yontemler
denenmedigi i¢in flocked ekiivyonun saptama oranina etkisi hakkinda bir sey

s0yleyemiyoruz.
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Shell vial yontemi ile viral izolasyon klasik hiicre kiiltiirlindeki gibi sitopatik
etkinin olusmasi1 beklenmedigi i¢in daha erken tani saglamakta, {istelik floresan
isaretli  monoklonal  antikorlarin  kullanilmasi  virusun  tanimlanmasini
kolaylastirmaktadir. Ancak klasik hiicre kiiltiirii ile karsilastirildiginda duyarlilig:
daha diisiik kalmaktadir. Inkiibasyon siiresi uzatildiginda duyarlihigmin yiiksek
oldugunu bulan caliymalar vardir. Rabalais ve ark. adenovirus i¢in klasik hiicre
kiiltiirii yontemi ile (ortalama 7.6 giinliik inkiibasyon sonrasi) shell vial yontemini (2
giinliik inkiibasyon sonrasi) karsilastirdiklarinda, shell vial yonteminin duyarliligini
%383 bulmuslardir (53). Mahafzah ve ark. ise A549 hiicrelerini Adenoviruslar i¢in en
duyarli hiicre dizisi olarak tanimlamis ve santrifiigasyon yonteminin duyarliligini
klasik hiicre kiiltiirii ile karsilastirdiklarinda 2 giinliik inkiibasyon sonrasi %77; 5
giinliik inkiibasyon sonrasi ise %100 oldugunu bildirmislerdir (54). Bu ¢alismada tiim
orneklere hiicre kiltliri shell wvial yontemi ile uygulanmistir. PZR ile
karsilastirildiginda 3, 4 ve 5 giinlik inkiibasyonlar sonrasi hiicre Kkiiltiiriniin
duyarliligi giderek artmustir (%16.6, %33.3 ve %58.3) ve 5 giinliik inkiibasyonun
duyarhilig1 daha yiiksektir. Bu durum 6rnekteki virus miktari ile de iligkili olabilir. En
yiiksek viral yiike sahip 6rnek (>1000000 kopya/ml) 3. giinde iiremis ve DFA’s1 da
pozitif olarak degerlendirilmistir. Ikinci yiiksek viral yiike sahip olan &rnek (15200
kopya/ml) kiiltiirde lirememis, bunun Ornegin saklanmasi swrasinda viruslarin
canliligi1 kaybetmesi nedeniyle oldugu diisiintilmiistiir (bu 6rnege DFA testi de
uygulanmamistir). Enomoto ark’lar1 ¢alismalarinda 100 kopya/ml adenovirus DNA
iceren Orneklerde 21 giinlilk inkiibasyon sonrasi kiiltiir pozitifligini %60 olarak
bulmuslardir. Calismamizda bu oran (5 giinliik inkiibasyon sonrasi) %62.5 olup, bu
calismayla kiyaslandiginda yaklasik olarak ayni degerdedir (22). Ayrica PZR i¢in
baslangi¢ hacmi 400 pl iken, hiicre kiiltiirtine 300 pl hacimle ekim yapilmis bu da
%25 oraninda bir kayba yol acmistir. Pehler-Harrington ve ark’lar1 ¢aligmalarinda
kullandiklar1 PZR yontemini klasik hiicre kiiltiiriiyle kiyaslamig, duyarlilik ve
ozgiilliigii %100 bulmuslardir (29).

Solunum yolu viruslarinin tanisinda kiiltiir altin standart olarak kabul edilse bile
PZR testlerindeki gelismelerle bu testler tanida tercih edilir olmustur. Ozellikle
orneklerin saklanmasi ve c¢alisilmasmin daha kolay olmasi, ¢cok miktarda 6rnegin
calisiimasma olanak saglamalari ve duyarliliklarmin diger yontemlere goére daha

yiiksek olmasi bu testleri avantajli hale getirmektedir.
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Viral antijenlerin direkt tanimlanmasi hizli ve kolay bir yontemdir. Ancak diger
solunum yolu viruslarinin aksine adenoviruslar i¢in duyarlhilig: diisiiktiir (%50) (44).
DFA testinin 6zgiilliigliniin yiiksek oldugu bilinmektedir. DFA testi PZR testi ile
karsilastirildiginda duyarhlik ve ozgiilliigii sirasiyla %36.4 ve 9%95.4, hiicre
kiiltiiriiyle karsilastirildiginda %57 ve %95.5 olarak bulundu. Orneklerin icerdigi viral
yiik diisiik oldugundan PZR ile kiyaslandiginda duyarlilik diisiikdii, hiicre kiiltiirii ile
kiyaslandiginda ise literatiirle uyumlu bulundu (25). Bu c¢alismada DFA ile 10
ornegin yaymasinda pozitiflik saptanmis ancak bunlarin 6 tanesi diger yontemlerle
dogrulanamamuistir. Kullanilan ticari DFA kitinin i¢eriginde non spesifik periniikleer
veya diffiiz stoplazmik boyanmalarin herpesviruslarla infekte hiicrelere antikorlarin
Fc reseptorleriyle baglanmasi sonucu olabilecegi belirtilmektedir (55). Bu nedenle bu
6 preparat yalanci negatif olarak degerlendirilmistir. Yiiksel ve ark.’lar1 2008 yilinda
yayinlanan caligmalarinda alt solunum yolu enfeksiyonu olan ¢ocuklarda DFA
yontemi ile adenovirus sikligi %7.94 olarak bulmuslardir (56). Bu ¢alismada bu
oran %?2.8’dir.

Ulkemizde solunum yolu enfeksiyonu etkenleri ile ilgili ¢alismalar genellikle en
sik etken olan RSV iizerinde yogunlasmis olup adenovirus ile ilgili ¢alismalar kisith
sayidadir. Aslan ve ark.’lar1 1997-1998 yillar1 arasinda 45 iist solunum yolu
enfeksiyonlu ¢ocukta shell vial ve klasik kiiltiir yontemiyle adenovirus pozitifligini
%06 bulurlarken, 50 alt solunum yolu enfeksiyonlu ¢ocukta shell vial ydontemiyle bu
orani %10 bulmuslardir (57). Bodur ve ark.’lar1 2007 yilinda Ankara’da yaptiklar1 bir
calismada solunum yolu enfeksiyonu sikayetleri olan ilkdgretim ¢agi 6grencilerinden
aldiklar1 bogaz siirlintii Orneklerinde PZR yOntemi ile adenovirus pozitifligini
arastirmislar ve %2.2 (11/500) oraninda pozitiflik saptamislardir (24). Cocuklardaki
alt solunum yolu enfeksiyonlarmin Israil’de %?2’sinde, Arjantin’de %14.3’iinde
etkenin adenovirus oldugu belirtilmistir (58,59). Katircioglu ve ark.’lar1 kronik
tonsilliti olan ¢ocuklarda Adenovirus antikor pozitifligini 12/22 oraninda
bulmuslardir (60).

Cocuklarda alt solunum yolu enfeksiyonlar1 daha ¢cok bronsit-bronsiolit seklinde
karsimiza ¢ikmakta ve bu iki klinik tani birbirinden zor ayrildigi gibi birbirini takip
de edebilmektedir. Bu yiizden hastalar gruplandirilirken bu iki klinik tani birlikte

degerlendirildi. Bronsit-bronsiolit tanis1 alan 156 (%75.7) hastada adenovirus
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pozitifligi %7.05 oraninda (11/156) saptandi. Ricart ve ark.’lar1 bronsitli cocuklarda
PZR yontemiyle bu orani benzer sekilde (%7.8) olarak bulmuslardir (61).

Hastalarin fizik muayenesinde (%82 ile %3.8 arasinda giderek azalan siklikla)
Oksiiriik, farenjit, patolojik solunum sesi varligi (wheezing, ronkiis, ral, uzamis
ekspiryum), ates yiiksekligi, tagipne, hirilti, respiratuvar distres, tonsillit, ishal, otit ve
konjonktivit gibi klinik bulgularin oldugu goriildii. Yiksek ates harig digerleri
adenovirus pozitif hastalarda daha fazla goriilmekle birlikte aradaki bu fark hicbir
degiskende anlamli diizeyde degildi (p>0.5). Sadece tonsillit adenovirus pozitif
hastalarda istatistiksel olarak sinir degerde daha yiiksekti (p=0.05). Videla C ve
ark.’lar1t RSV ve adenovirus etkenli alt solunum yolu enfeksiyonu olan ¢ocuklari
karsilagtirmiglar ve klinik bulgular arasinda anlamli bir fark bulamamiglardir (62).

Akciger grafisi ¢ekilen hastalarda adenovirus negatif olan grupta daha ytiksek
oranda patolojik bulguya rastlanmis, ancak adenovirus pozitif olan sadece 1 pndmoni
tanil1 hasta oldugundan bunun yorumlanmasi dogru bulunmamustir. Laboratuvar
bulgularinda sirasityla CRP (%64), lenfosit (%60.3), lokosit (%52.9), trombosit (%30)
ve notrofil yiiksekligi (%22.3) goriilmiis ancak hem bu degerlerin yiiksek olup
olmamasi, hem de kantitatif olarak median degerleri -fizik muayene bulgularinda
oldugu gibi- adenovirus pozitif hastalarda daha yiiksek oranda olmasina ragmen
hicbir deger icin fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Frank ve
ark.’lar1 caligmalarinda benzer sekilde adenoviruslara bagli pndmonisi olan
cocuklarda ve baska etkenlere bagli pndmonili c¢ocuklarda klinik bulgular
karsilastirdiklar1 ¢aligsmalarinda yas, cinsiyet ve ates siiresi acisindan fark bulamamuis,
ancak ekstra pulmoner bulgularm (konjonktivit, ishal, lenfadenopati, CRP)
adenovirus pozitif cocuklarda daha sik (yaridan fazla) oldugunu belirtmislerdir (63).
Bu calismada da benzer sekilde ekstra pulmoner bulgular ve laboratuvar bulgulari
say1 degerleri olarak yiiksek olmakla birlikte, aradaki fark anlaml diizeyde
bulunmamistir. Alharbi ve ark.’lar1 adenovirus pozitif alt solunum yolu enfeksiyonu
olan ¢ocuklarda yas ortalamasmi 11.1£8.1 ay, kadin %35, yatan hasta %66, ates %67,
konjonktivit %7, otitis media %10, ishal %20 olarak bulmus; tedavide %72
antibiyotik, %66 bronkodilatator %31 steroid kullanim1 oldugunu belirtmislerdir (64).
Reina ve ark.’lar1 1997 ve 2003 yillar1 arasinda 15 yasin altindaki ¢ocuklardan
aldiklar1 5746 solunum yolu 6rneginde shell vial hiicre kiiltlirii yontemi ile %1.7

oraninda adenovirus izole etmis, bu hastalarda yas ortalamasmi 14 ay; klinik tanilar
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%61 bronsiolit, %10 pnomoni olarak bulmuslardir. Aralik ve Mart aylarinda
enfeksiyonun sik goriildiigiinii, sadece 5 hastada ishal sikayeti oldugunu, higbirinde
konjonktivit olmadigini1 belirtmislerdir (65).

Adenovirus enfeksiyonlar1 yilin her mevsiminde goriilebilir ancak kis ve
ilkbahar aylarinda siklig1 artmaktadir. Bu calismada adenovirus pozitif 6rneklerin
biiytik bir kism1 (%83.3) Ocak, Subat ve Mart aylarinda alinmistur.

Kiigiik ¢cocuklarda, immiin diiskiin hastalarda ve hastanin eslik eden kronik bir
tanist varliginda adenoviruslarin neden oldugu alt solunum yolu enfeksiyonlar
yiiksek mortalite (%16-28) ile seyredebilir ve bu oran bazi serotiplerde daha
yiiksekdir (63,66,67). Adenovirus enfeksiyonlarindaki klinik bulgularin enfeksiyona
neden olan tiplere gore degisebilecegi ¢esitli caligmalarda bildirilmistir (68). Ancak

bu ¢alismada izole edilen adenovirus serotipleri arastirilmamastir.
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6. SONUCLAR

. Alt solunum yolu enfeksiyonu yakmnmalar1 ile Akdeniz Universitesi
Hastanesi’ne bagvuran 206 cocugun flocked ekiivyonla alinan nazofarengial

stirtintii 6rneginde %5.8 oraninda adenovirus izole edilmistir.

. Adenovirus izolasyonu ile klinik bulgular ve mevsimsel dagilim arasinda

anlamli bir iligki saptanmamustir.

Solunum yollarinda adenovirus izolasyonunda en 6nemli basamak kaliteli ve

yeterli miktarda 6rnek alinmasidir.

Solunum yollarindan adenovirus izolasyonunda hiicre kiiltiirleri altin standart
olmakla birlikte Ornegin yeterli miktarda hiicre igermesi ve inokiilasyon

yapilana kadar uygun kosullarda saklanmasi1 en 6nemli basamaktir.

. Nazofarengial siirlintli Orneklerinden adenovirus saptanmasinda yiiksek
duyarhlik ve 6zgiilliige sahip olup ayni giin i¢inde sonug verilebilen PZR
yontemi kullanilabilir. Ekstraksiyon agsamasinda yeterli 6rnek alinip alinmadigi

kontrol edilmelidir.

. Nazofarengial siiriintli Orneklerinden adenovirus saptanmasinda DFA
yonteminin duyarlilig1 diistiktiir bununla birlikte bu yontemle 6rnegin yeterli

alinip alinamadig1 preparatin incelenmesi sirasinda anlagilabilmektedir.

. Nazofarengial siirlintii 6rnegi alinmasinda flocked ekiivyon c¢ocuklarda

kolaylikla uygulanabilmektedir.
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7. OZET

COCUKLARDA GORULEN ALT SOLUNUM YOLU ENFEKSIYONLARINDA
ADENOVIRUSLARIN SIKLIGININ ARASTIRILMASI

Adenoviruslar siklikla solunum sistemi, gastrointestinal sistem ve goz tutulumu
ile seyreden enfeksiyonlar seklinde karsimiza c¢ikan genis spektrumlu hastalik
etkenidirler. Alt solunum yolu enfeksiyonlarmin %5-10"undan adenoviruslar sorumlu
tutulmaktadir.

Bu calismada c¢ocuk yas grubunda alt solunum yolu enfeksiyonlarinda
adenoviruslarin goriilme siklig1 hiicre kiiltiirli, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve
direkt floresan antikor (DFA) yOntemleri ile arastirilmis ve pozitiflik orani %5.8
olarak bulunmustur. Adenoviruslarin 06zellikle bronsit-bronsiolit tablolarindan
sorumlu olduklar1 goriilmiis ancak yas, eslik eden kronik hastalik, fizik muayene ve
laboratuar bulgulari, radyolojik bulgular ve mevsimsel dagilim ile aralarinda anlaml
bir iligki saptanmamistir. Hiicre kiiltlirii referans test olarak alindiginda PZR ve
DFA’nin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif deger
(NPD) 6zellikleri sirast ile; %100, %97.5, %58.3, %100 ve %57, %95.5, %40, %97.7
olarak bulunmustur.

Sonug olarak alt solunum yolu enfeksiyonu olan ¢ocuklarda adenoviruslarin
etken oldugu bu ¢aligmada saptanmistir. Adenovirus enfeksiyonlarinin tanisinda altin
standart hiicre kiiltlirii olmakla birlikte tanida yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip
PZR yontemi kullanilabilir. DFA’nin diisiik duyarliligi kullanimin1 kisitlamaktadir,

bununla birlikte 6rnek kalitesinin bu yontemle anlasilabildigi akilda tutulmalidir.

Anahtar kelimeler: Adenovirus, alt solunum yolu enfeksiyonlari, hiicre kiiltiirt,
polimeraz zincir reaksiyonu.
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8. ABSTRACT

RESEARCH OF THE FREQUENCY OF CHILDREN’S LOWER
RESPIRATORY TRACK INFECTIONS

Adenoviruses are wide spectrum illnes apents those we often see as the
infections keep in the respiratory system, gastrointestinal system and eyes. The
adenoviruses are responsible for the 5-10% of the lower respiratory track infections.

In this study the frequency of adenoviruses appearence as lower respiratory
track infection in children’s age group is searched by the cell culture, polymerase
chain reaction (PCR) and direct fluorescent antibodies staining (DFA) methods and
the positivity ratio is found 5,8%. It is found that adenoviruses are especially
responsible for bronchitis-bronchiolitis picture but a significiant relationship is not
determined between age, accompanying chronic disease, phisical examination,
laboratory findings, radiologic findings and seasonal distribution. If cell culture is
taken as the reference test PCR and DFA’s sensitivity, specificity, positive predictive
value (PPV) and negative predictive volue (PPV) charecteristics are found 100%,
97.5%, 58.3%, 100% and 57%, 95.5%, 40%, 97.7% in order.

As a result in this study it is detected that adenoviruses are factors of the
cildren’s lower respiratory track infection. However the golden standart for
adenoviruses infections diagnosis is the cell culture, PCR method can be used, which
is highly sensitive and spesific in diagnosis. DFA’s low sensitivity restricts its
application, however it should be kept in mind that the sample quality could be

understood by this method.

Key words: Adenovirus, lower respiratory track infections, cell culture, polymerase
chain reaction.
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