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OZET

Oksiiz B. Influenza A 2009 (H1N1) viriisinde H275Y Mutasyonunun Real-Time RT
PCR Yoéntemi ile Arastirilmasi. Yeditepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul, 2017

Influenza viriisleri, solunum yolu hastaliklarinin sebep oldugu morbidite ve mortalitenin

baslica etkenidir. Tarih boyunca bir¢ok Influenza epidemisi ve pandemisi goriilmistiir.

21. yuzyilin ilk pandemisi olan 2009 pandemisinde etken, Influenza A 2009 (H1N1)
virlistidiir. Yapilan arastirmalar 2009 pandemisine neden olan etkenin HINT viriisiiniin
yeni bir susu oldugunu gostermistir. Yeni virtis, dort farkli kaynaktan genetik materyal
alarak meydana gelmistir. Influenza A 2009 (H1N1) tedavisinde Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) bir néraminidaz inhibitdrii olan oseltamivir kullanilmasimi &nermektedir.
Pandemi doneminde diinya genelinde oseltamivir direncli vakalarin bildirilmeye
baslanmasiyla DSO, oseltamivir diren¢ durumunun dikkatli bir sekilde izlenmesini
tavsiye etmistir. Oseltamivir direncine, néraminidaz gen bolgesinde meydana gelen

H275Y mutasyonu neden olmaktadir.

Bu tez calismasinda Yeditepe Universitesi Hastanesi’ne basvuran hastalarin Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen klinik 6rneklerinden pandemik Influenza A
2009 (H1N1) oldugu saptanan 131sus oseltamivir duyarlilig1 ve direnci agisindan MGB
tagman proplar1 kullanilarak, hizli ve duyarlilig1 yiiksek bir teknik olmasi nedeniyle
Real-Time Revers Transkriptaz PCR yontemi ile incelenmistir. Calisma sonucunda 58
sus oseltamivir direnci agisindan duyarli saptanirken 73 sus’tan diisik RNA kalitesi

nedeni ile sonug alinamamustir.

Aktif antiviral direng gozlemi yeni tedavi yOntemlerinin ve siirveyans aglarinin

olusturulmasi agisindan 6nem tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Influenza A 2009 (H1N1), pandemi, , H275Y mutasyonu,

surveyans
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ABSTRACT

Oksuz B. Investigetion of H275Y mutation at Influenza A 2009 (H1N1) virus by Real-
Time RT PCR method. Yeditepe University, Institute of Health Science, Molecular
Medicine Department. MD Thesis. istanbul. 2017

Influenza viruses are the main cause of morbidity and mortality caused by respiratory

diseases. Throughout history there have been many influenza epidemics and pandemics.

The 2009 pandemic, which is the first pandemic of the 21st century is the Influenza A
2009 (H1N1) virus. The investigations have shown that the cause of the 2009 pandemic
Is a new strain of the HIN1 virus. Genetic material of the new virus has been occured
from four different sources. WHO (World Health Organization) recommends the use of
oseltamivir which is a neuraminidase inhibitor, in the treatment of pandemic Influenza A
2009 (HAIN1) virus. WHO has suggested that the oseltamivir resistance state be
monitored carefully when begun to report oseltamivir-resistant cases worldwide during
the pandemic period. H275Y mutation that occurs in the gene region of the

neuraminidase is caused oseltamivir resistance.

In this study, 131 virus strains that detected pandemic Influenza 2009 (H1N1) which
obtained from the clinical samples from the Medical Microbiology Laboratory of
Yeditepe University Hospital were investigated by the Real time Reverse Transkriptase

PCR method with MGB tagman probes because of being fast and sensitive technigue.

As a result of the study, 58 strains were susceptible to oseltamivir and 73 strains did not

result in low RNA quality.

Active antiviral resistance monitoring is important for establishing new treatment

modalities and surveillance networks.

Key words: Influenza A 2009 (H1N1), pandemiC, , H275Y mutation, surveillance
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1.GIRIS VE AMAC

Viral solunum yolu enfeksiyonlar1 toplumda hizli yayilim gostermeleri agisindan
onemli bir halk sagligi sorunu olusturmaktadirlar (1). Doktora bagvuru ve hastaneye
yatiglarda artisin yani sira, is giicli kaybina ve sonucta ekonomik kayba neden olmalari

acisindan toplumsal 6neme sahiplerdir (2).

Ortomyxoviridae (Influenza viriisleri) solunum yolu hastaliklarinin sebep oldugu
morbidite ve mortalitenin baslica etkenidir (1). Influenza ates, oOksiiriik, bas agrisi,
halsizlik ve miyalji ile seyreden akut viral bir enfeksiyon hastaligidir. Epidemi ve
pandemiler olusturabilmesi ve pulmoner komplikasyonlar sonucu Oliimlere neden
olabilmesi, Influenza viriisleri diger akut solunum yolu sistemi viral enfeksiyonlarindan

ayiran iki 6nemli 6zelliktir (3).

Tarihin eski ¢aglarindan itibaren Influenza epidemileri ve pandemileri
tanimlanmistir. En bilinen Influenza pandemisi (tiim diinyaya yayilmis olan) Ispanyol
gribi 1918 (Influenza A (H1N1)) tim diinyada 20-40 milyon kisinin &liimiine yol
agmustir. Bu dénemde Influenza enfeksiyonlarina bagli olarak meydana gelen dliimler,
birinci Diinya Savasi1 doneminde meydana gelen dliimlerden daha fazla olmustur. Bu
tarihten sonra da yeni Influenza viriisler1 ile donem donem bir¢ok Influenza epidemi ve
pandemisi meydana gelmistir (4). Son olarak, CDC (Centers for Disease Control and
Prevention), domuz kaynakli pandemik Influenza A 2009 (H1N1) viriistinii belirledikten
sonra hastaligin hizlica yayilim gosterdigi anlasilmis ve DSO (Diinya Saglik Orgiitii)
Haziran 2009’da Influenza A 2009 (H1N1) viriisii i¢in 6. pandemi evresine ulastigini
aciklamistir (5,6).

Influenza’nin hava yolu ile yayilimmin simirlandirilmasi hemen hemen miimkiin
degildir. Viriisii kontroliin en iyi yolu bagisiklanmadir (4). Inaktif viriis asilar;, Amerika
Birlesik Devletleri’nde Influenza korunmasinda birincil olarak kullanilan yoldur. Fakat
Influenza viriislerin bazi Ozellikleri (antijenik siiriiklenme ve kayma) sebebiyle
hastaligin bagisiklanma ile kontrolii de yetersiz hale gelmektedir. Bu nedenle DSO yeni
suslarin ortaya ¢ikisin1 ve yayillimini hemen saptayabilmek amaci ile siirekli olarak

stirveyans programlari ile diinyada dolasan Influenza alt tiplerini takip etmektedir (7).



Influenza enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan ruhsatl dort adet antiviral ilag
mevcuttur. Bunlardan amantadin ve rimantadin sadece Influenza A’nin tedavisinde
kullanilabilen M2 iyon kanal inhibitorleridir. Oseltamivir ve zanamivir ise hem
Influenza A hem de Influenza B nin tedavisinde kullanilabilen ve 1999°dan itibaren
kullanima giren  noraminidaz inhibitorleridir (8). Amantadin ve analogu olan
rimantadine  karsi, Amerika Birlesik Devletleri’nde, 2005 yili Influenza sezonu
sonunda, Influenza A viriislerinin %92’si direngli bulunmusur (7). 1999 yilinda
néraminidaz inhibitorlerine karst olusan direng gelisimini diinya genelinde takip
edebilmek amaciyla Néraminidaz Inhibitorleri Duyarlik Ag1 (Neuraminidase Inhibitors
Susceptibility Network; NISN) kurulmustur. Bu grup antivirallere karsi1 dirence neden
olan bir¢ok mutasyon saptanmistir. Bunlardan biri de N1 geninde saptanan H275Y
mutasyonudur (9,10). 2007 yilinin baslarinda Norvegte HIN1 viriisiinde oseltamivire
kars1 yiiksek oranda H275Y direnci saptanmast DSO’nii endiselendirmis ve tiim

diinyada direng takibinin 6nemine vurgu yapilmustir (11).

Bu calismada Yeditepe Universitesi Hastanesi’ne basvuran hastalarm Influenza
A 2009 (HIN1) pozitifligi saptanan orneklerinde, Influenza A tedavisinde siklikla
kullanimina basvurulan bir antiviral olan oseltamivir etken maddesine karsi direng
nedeni H275Y mutasyonunun hizli bir yontem olan Real-Time Revers Transkriptaz
PCR yontemi ile arastrilmasi hedeflenmistir. Calismadan elde edilen sonucglardan
hastanemize bagvuran hastalardan Influenza A 2009 (H1N1) viriisiiniin oseltamivir

etkenli ilaglara direncinin goriilme siklig1 hakkinda bir fikir elde edilebilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Influenza sozciigii, 1300’li yillarda Italyanca bir kelime olan “Influentia”
sOzcliglinden tiiremistir ve “astrolojik etkiler” olarak ifade edilmektedir (12). Influenza
viriislerin hastalikla iliskisi ilk olarak M.O 412 yilinda Hipokrat tarafindan kayitlara
gecirilmistir (13). ilk Influenza pandemisine ait kayitlar 1580 yilina aittir (3).
Salginlarla ilgili ayritili ilk veriler ise 1889-1892 yilinda yasanan pandeminin ardindan
kaydedilmistir. 1918-1919, 1957-1958 ve 1668-1969 yillarinda meydana gelen
pandemilerde tutulan diizglin kayitlarla birlikte Influenza viriislerin epidemiyolojisi
hakkinda biylik dersler ¢ikarilmistir (14). 1933 yilinda Wilson Smith isimli bir
arastirmact Londra’da yasanmis bir epidemi sonrasinda, epideminin etkenini
saptayabilmek amaciyla arastirmalar yapmis ve etken tam olarak saptanamasa da
salginin sebebinin bir viriis oldugu anlagilmistir. Bu calisma Lanset dergisinde 1933
yilinda Smith Wilson ve arkadaslar1 tarafindan “A virus obtained from influenza
patients” bashigi altinda yayinlanmigtir (15,16). 1941 yilinda Hirst, viriisiin
hemagliitinasyon  6zelligini  tanimlamis ve  hastalii  gecirenlerde  gelisen
hemagliitinasyon inhibe edici antikorlarin 6lgiimiine olanak saglayan ucuz ve basit
testlerin gelistirilmesinde oncii olmustur. Bdylece bu yontemle serolojik arkeoloji
olarak tanimlanan, eski pandemilere sebep olan Influenza tiplerini aydinlatmak

miimkiin olabilmistir (3).

Infuenza viriislerinin tanimlanmasinin ardindan yapilan geriye doniik ¢caligmalar
tiim pandemilerin temeli olarak tarihe gecen ve 40 milyona yakin can kaybina sebep
oldugu diisliniilen 1918 pandemisinin etkeninin Influenza A (H1N1) viriisii oldugunu
gostermistir (17). Virlisiin hizli yayilmasi ve sik sik antijenik degisiklige ugramasi
sebebiyle tiim diinyada Influenza viriis sirkiilasyonunu ve yeni antijenik yapiya sahip
virlis izolasyonlarmi arastirmak, ilgili laboratuvarlara duyurmak ve gelecek Influenza
mevsiminde lretime girecek as1 kompozisyonunu oOnerebilmek i¢in 1948 yilindan
baslayarak uluslararasi is birligi ger¢evesinde Influenza siirveyans agi ¢alismalarina
baglanmistir (18,19).

Son olarak ise 15 ve 17 Nisan 2009°da CDC, DSO’ye iki ¢cocuk hastada domuz
kaynakli Influenza A (HIN1) viriisii saptadigini bildirmistir (5). Kisa siire i¢inde izole

edilen etkenin, {i¢ farkli canlinin (insan, kanatli ve domuz) Influenza viriislerine ait gen
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bolgelerine sahip oldugu bildirilmistir (20). Yeni baslayan domuz kaynakli bu Influenza
A viriisii, sinirli bir viral enfeksiyondan ciddi hastaliga kadar degisen atesli solunum
yolu enfeksiyonu patlamasinin nedeni olarak tespit edilerek 21. yiizyilin ilk
pandemisine neden olmustur (5). Bu tarihler arasinda meydana tim epidemi ve

pandemiler Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Tarihte Influenza Salginlar1 (+ Epidemi, ++ Olas1 Pandemi, +++ Pandemi)

(21)
Yil Epidemik Etki Gosterdigi Ortaya Ciktig1 | Kaynak Bolge
Ozelligi Bolgeler Mevsim

1510 ++ Avrupa, Afrika Bilinmiyor Afrika

1580 +++ Avrupa, Afrika, Yaz Asya
Kuzey Amerika

1729-1733 | +++ Avrupa, Kuzey- Bahar Rusya
Giiney Amerika,
Rusya

1781-1782 +++ Avrupa, Cin, Sonbahar Rusya, Cin
Hindistan, Kuzey
Amerika, Rusya

1799-1802 | ++ Avrupa, Cin, Sonbahar Rusya, Cin
Brezilya, Rusya

1830-1833 | +++ Avrupa, Kuzey Kis Cin
Amerika, Rusya,
Hindistan, Cin

1847-1848 | ++ Avrupa, Rusya, Bahar Asya, Rusya
Kuzey Amerika(?)

1889-1891 | +++ Biitiin Ulkeler Bahar Rusya
Etkilendi

1900 +++ Avrupa,Kuzey-Giiney | Bilinmiyor Bilinmiyor
Amerika, Avustralya

1918-1920 | +++ Biitiin Ulkeler Bahar ABD,Cin
Etkilendi

1957-1958 | +++ Biitiin Ulkeler Kis/Bahar Cin
Etkilendi

1968-1969 | +++ Biitiin Ulkeler Yaz Cin
Etkilendi

1977-1078 | +++ Biitiin Ulkeler Cin, Rusya
Etkilendi

2009-2010 | +++ Biitiin Ulkeler Bahar Meksika
Etkilendi

2.2. Influenza Viriislerin Simflandirilmasi ve Isimlendirme
Influenza viriisler Ortomyxoviridae ailesinde yer alirlar (13). Viriisiin i¢ yapisal

proteinleri olan niikleokapsid (NP) ve matriks (M) proteinlerine ait antijenik farkliliklar
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Influenza viriislerini A, B ve C tiplerine ayirir. Bu {i¢ tipe ait proteinler arasinda ¢apraz
reaksiyon yoktur. Yiizey glikoproteinleri olan heamaglutinin (HA) ve ndraminidaz
(NA) antijenik farkliliklar1 viriislerin alt tiplerini belirlemek igin kullanilir. Sadece A
tipinin alt tipleri belirlenebilir (7). Bilinen 16 adet HA (H1-H16), 9 adet ise NA (N1-
N9) tipi mevcuttur. Influenza viriislerin alt tip gesitliligi sebebiyle isimlendirilmeleri
DSO tarafindan &nerilen formiilasyona gére yapilmaktadir (22). Influenza A
viriislerinin isimlendirilmesinde  sirasiyla viriisiin tipi, izole edildigi canli tiri
(insandan izole edilmisse belirtilmez), ilk izolasyon yeri, sus numarast, ilk izolasyon yili
ve HA, NA alt tipleri parantez iginde olmak iizere ifade edilir. Influenza B ve C
viriisleri de ayni1 sekilde adlandirilir fakat HA ve NA alt tipleri olmadigi i¢in belirtilmez.
Ornek: 1994 yilinda Johannesburg’da insandan izole edilen, sus numaras1 33 ve alt tipi
H3N2 olan Influenza A viriisii: A/Johannesburg/33/94 (H3N2) olarak adlandirilir (7).
1930 yilinda, Iowa eyaletinde, domuzdan izole edilen, sus numarasi 15 ve alt tipi HIN1

olan Influenza A viriisii ise: A/swine/lowa/15/30 (H1IN1) olarak adlandirilir (13).

2.3. Influenza Viriislerin Yapisal Ozellikleri

Influenza viriisleri, 80-120 nm biiyiikligiinde, heliksel niikleokapsidli, zarfli,
riboniikleik asit (RNA) viriisleridir. Elektron mikroskobunda sferik veya pleomorfik bir
gortinim sergilerler (Sekil 1) (23). Konak hiicreden tiiretilmis lipit kilif wviriis
partikiillerini sarar. Glikoprotein yapidaki hemagliitiinin (HA) ve ndrmainidaz (NA)
kilifin i¢ine dogru girinti yapmustir ve 10 cm’lik ¢ikintilar seklinde ylizeyde bulunurlar.
HA, viriis proteininin yaklasik %25’ini; NA ise yaklasik %5’ini meydana getirir (7).
Zarf tizerinden ¢ikint1 yapan tiglincii yapi ise bir integral protein olan M2, iyon kanali
proteini’dir. Viral zarfin hemen altinda ise virlisiin kor bdlgesini saran M1, matriks
proteini bulunur ve virionun yaklasik %40’in1 meydana getirir. Virion igindeki her bir
negatif tek iplikli RNA pargasi, niikleoprotein (NP) ve ii¢ alt {initeden (PB2, PB1, PA)
olusan RNA polimeraz ile iliskidedir. Bu yap1 virlisin RNP  (riboniikleoprotein)
yapisini olusturur (Sekil 2) (23).

Influenza B viriislerinin yapisal 6zellikleri, Influenza A viriisleriyle benzer
ozellikler gostermektedir. Fakat; Influenza B viriislerinde HA, NA, NB (iyon kanali
proteini) ve BM2 (iyon kanali proteini) yiizey proteinleri bulunur; Influenza A
viriistindeki M2 proteininin yerini NB ve BM2 proteinleri alir. Influenza C viriislerinde

ise HEF (hemagliitinin-esteraz-fiizyon) adi1 verilen sadece bir adet yiizey glikoproteini
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ve mindr zarf proteini CM2 bulunur. HEF yiizey proteini Influenza A ve B
viriislerindeki HA ve NA molekiillerinin gorevini goriir. Influenza C viriislerinde M2,

NB ve BM2 molekiillerine benzer yapida bir molekiil bulunmamustir (24).

Sekil 1. Influenza viriislerin elektron mikroskobu goriintiisii (23).

Noraminidaz (NA)

Influenza viriis riboniikleoproteini (RNP) RNA polimeraz Hemaglutinin (HA)
(PB2, PB1, PA}
lyon kanah (M2)
Matriks
ANA proteini (M1)
Polimeraz  Nikleoprotein RNA segmentleri a3 Lipid zarf

kompleksi

proteini (NP)

Sekil 2. Influenza viriisiiniin yapisi (23).

2.4. Influenza Viriislerin Genom Yapisi

Influenza A ve B viriislerinin genomlar1 her biri NP ile iliskili olan ve negatif
polariteli RNA igeren sekiz farkli helikal niikleokapsid segmentinden ve transkriptazdan
(RNA polimeraz elemanlar:: PB1, PB2 ve PA) olusur. Influenza C ise yedi segmentli

bir genom yapisina sahiptir. Influenza A virlisiindeki genetik segmentler 890 ile 2340



baz ¢ifti arasinda uzunluga sahiptir (4). Influenza A viriislerinin gen segmentleri ve

kodladiklar1 proteinler Tablo 2’de gosterildigi gibidir.

Tablo 2. Influenza A viriislerinin gen segmentleri ve kodladiklari proteinler (23).

Tablo 1. [nfluenza tip A virlslerinin gen segmentleri ve kodladiklan proteinler

RNA Boyut Protein
segmenti (miikleotid) Simge Acik adi Fonksiyon
1 231 PB2 Polimeraz RNA transkriptaz; “cap” baflama
bazik 2
2 231 PB1 Polimeraz RNA transkriptaz; elongasyon
bazik 1
3 1233 Py Polimeraz RMA transkriptaz; proteaz aktivitesi
asidik
4 1778 HA Hemaglutinin Sialik aside tutunma; viral zarf-endozom
membrani flzyonu
5 1565 NP Nikleoprotein Genomun yapisal komponenti, viral
RNA'mun niklear/sitoplazmik tranzportu
6 1413 iy Moraminidaz Sialik asidin pargalanmasi, virlsdn
(sialidaz) hiicreden salimm
7 1027 M1 Matriks proteini Virlonun majar komponenti;
viral morfogenez
M2 hyan kanal proteini; virlisin soyulmas:;
paketlenme
8 £90 NS1 Yapisal olmayan protein RNA transportu, “splicing”, translasyon;
interferon sentezinin baskilanmas
NEP Niklear eksport protein Prageni nikleokapsidlerin
(NS2) sitoplazmaya tasinmasi

Sekiz parcali RNA, dokuz yapisal (PB2, PB1, PA, NP, M1, M2, HA, NA,
NEP(NS2)) ve bir yapisal olmayan proteini (NS1) kodlamaktadir (23). Ug biiyiik RNA
segmenti PB1, PB2 ve PA polimeraz proteinleri, RNA’nin replikasyonu ve
transkriptasyonunda gorev alirlar ve 700°den fazla aminoasit iceren biiyiik proteinlerdir.
Diger segmentlerden biri niikleoproteini, digerleri hemaglutinin ve noraminidaz
glikoproteinlerini kodlamaktadir. Yedinci segmentten M1 ve M2 olarak adlandirilan
matriks proteinleri kodlanir ve bu proteinler viriise seklini verirler. Matriks proteinleri
diger gorevi RNA molekiiliine baglanarak RNA’y1 korumaktir. M2 proteini, viriisiin
zarfindan ayrilarak, viral kapsidin acgilmasi ve genetik maddenin ortaya ¢ikmasinda rol
alirken ayn1 zamanda viriisiin igerisine hidrojen iyonlarinin girisini saglayan bir iyon
giris kanali olusturur (25). M1, M2 ve NP proteinleri tip spesifiktir ve bu sebeple

Influenza A’y1 Influenza B ve influenza C viriislerinden ayirt etmek i¢in kullanilir.



Influenza A’nin M2 proteini antiviral ilaglar olan amantidin ve rimantidin i¢in hedef

bolgedir (4).

Influenza viriislerinde yapisal olmayan NS1 ve NS2 diye adlandirilan iki protein
son segmentte kodlanirlar. Yapisal olmayan dimerik NS1 proteini, konagin mRNA
translasyonunu inhibe etmekte; viral pre mRNA’larin “splicing” olayini, mRNA’larin
translasyonunu ve viral polimeraz aktivitesini diizenlemekte ve hiicrenin antiviral yaniti
olan interferon indiiksiyonunu baskilamaktadir (23).

Hemagliitinin ve ndraminidaz proteinlerine, gerek bagisiklikta rol oynamalari
gerekse de antiviral ila¢ kullaniminda hedef bolge olmalari nedeniyle ayrintili olarak

deginilecektir.

2.4.1. Hemagliitinin Proteini (HA)

Eritrositleri belirli kosullar altinda agliitine edebilme yeteneginden dolay1 bu
ismi almigtir (7). Influenza A viriisiiniin 4 numarali segmenti tarafindan kodlanir (26).
Gilinlimiizde bilinen 16 adet HA alt tipi vardir. Bunlardan sadece iicii (H1,H2,H3)
insanlara adapte olmusken tiim HA alt tipleri yabani kanatlilarda saptanmistir (27).
Gilniimiizde Influenza A viriisiinin HA molekiiliiniin alt tiplerinin birgogunun yapisi
belirlenmis ve retrospektif ¢aligmalarla 1918 pandemisine neden olan HINTI viriisiiniin
HA yapis1 da tamamen agiklanmistir (14). Filogenetik olarak bu HA alt tipleri iki grupta
toplanmustir. Birinci grup H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13 alt tiplerini; ikinci
grup ise H3, H4, H7, H10, H14 ve H15 alt tiplerini igerir (Sekil 3) (28).

H1, H2, H3 molekiillerinin kristal yapisi, X 111 kristallografisi ile ii¢ boyutlu
olarak gosterilmistir. Bu nedenle HA molekiiliiniin yap1 ve islevselligini iligkilendirmek
miimkiindiir. Trimer olan yapinin iki monomeri gri ve altin sar1 olarak renklendirilmis;
diger monomer ise fonksiyonel elemanlarina gore ii¢ farkli sekilde renklendirilmistir.
Bunlardan mavi renkli; resptor baglanma bdlgesi, sari; vestigial esteraz domeni, eflatun

ve kirmizi ise flizyon peptidi domenidir (Sekil 4) (28).



H7
H15
H10
H1 H11
Sekil 3. Hemagliitinin proteini alt tiplerinin filogenisi (28).
1918 H1 1957 H2 1968 H3

Sekil 4. H1, H2, H3 molekiillerinin kristal yapist (28).

HA’nin primer dizisinde 566 tane amino asit mevcuttur. Amino ucundaki kisa
sinyal dizisi polipeptidi endoplazmik retikulum igerisine sokar ve sinyal dizisi

uzaklastirilir. Hemagliitinin proteini distilfit bag: ile sikica bagl kalan iki alt birime
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ayrilir; HA1 ve HA2. HA2’nin karboksi ucuna yakin hidrofobik parca HA molekiiliinii
membrana sikica baglar, kisa hidrofilik kuyruk ise stoplazmaya uzanir. Viriisiin
enfeksiyoz olabilmesi icin HA’nin HA1 ve HA2’ye kesilmesi gerekir. HA1 ve HA2
disiilfit (S-S) bagi ile birbirine bagl kalir. Viral membranda proteinleri igeri gomen

hidrofobik amino asitler HA’nin karboksi ucuna yakin yerlesmistir (Sekil 5) (7).

. Proteolitik Hidrofobik
Smy.a'. aktivasyon membran
peptidi klivaj bolgesi

% i o, N, ¢ ? ? ¥ ?

NHx[ ] ] [ oo
L s-s !
HA1 HA2 b
Hidrofobik
Hemaglutinin sitoplazmik
béige

Sekil 5. HA molekiiliiniin primer yapisi (7).

HA proteinini HA1 ve HA2 alt {nitelerine kesim islemi (klivaj) virlis
partikiiliiniin enfeksiydz olabilmesi i¢in gereklidir. Bu islem hiicresel proteazlar
tarafindan yapilir. Influenza viriis’lerin solunum yollarinda yaygm olmalari, HA
molekiiliinii kesen proteaz enzimlerinin sadece bu bodlgelerde yaygin olmalariyla
iligkilidir. Kesilme sonras1 ortaya ¢ikan HA2 molekiiliiniin amino ucu (flizyon peptidi),
fiizyon aktivitesini saglar, bu da virlis enfeksiyonunda temel bir basamak olan viriis
kilifinin hiicre membrani ile birlesmesi i¢in gereklidir. Diisiik PH bu birlesmeyi aktive

edecek yapisal degisikligi tetikler (7).

Hemagliitinin molekiilii karmasik bir yap1 seklinde katlanir. HA1 ve HA2
molekiilii biiyiik bir kiirecik (globiil) ile kapli uzun bir sap seklini alir. Sapin en alt
kismi membranin igine sikica baglanir (7). Molekiilin kiiresel bolgesinde reseptor
baglanma bolgesine ilave olarak antijenik bolge de mevcuttur (29) . HA molekiiliiniin
bes antijenik bolgesinde ¢ok fazla mutasyonlar meydana gelebilir. Bu bes bolge
yiizeyde bulunur ve molekiiliin dayanmiklilii icin gerekli degildir. HA molekiiliiniin
diger bolgeleri molekiilin islevi ve yapisi i¢in gerekli olmalarindan dolayr tiim

izolatlarda korunmustur (7).
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Yukaridaki bilgilerden de faydalanarak kisaca Ozetlemek gerekirse: HA
molekiiliiniin ii¢ temel gorevi bulunmaktadir. Birinci temel gorevi konak hiicre
yilizeyindeki siyalik asit reseptorlerine baglanmaktir ve bu baglanti HA molekiiliiniin
kiiresel bas kismindaki reseptdr baglama bdlgeleriyle gergeklesir, bunu takiben viriis
endozomal yol ile konak hiicre igine alinir. HA molekiiliiniin diger énemli gorevi ise
fiizyon peptidi araciligi ile viral membranla endozomal membranin fiizyonunu saglamak
suretiyle vVRNP’lerin (viral RNP) sirasiyla sitoplazmaya ve ¢ekirdege gecisini saglayip
enfeksiyonu baglatmaktir. Son 6nemli gorevi de NA ve M2 membran proteinleri ile
biraraya gelerek konak hiicrenin apikal bolgesinde viral tomurcuklanmay1 saglamaktir
(13).

2.4.2 Noraminidaz Proteini (NA)

Influenza  virlis partikiiliiniin ~ ylizeyinde bulunan diger glikoprotein
noraminidazdir (1). NA molekiilii Influenza viriisiiniin 6.segmenti tarafindan kodlanir
ve 413 aminoasit sentezleyen 1413 niikleotit uzunlugunda bir molekiildiir (29).
Influenza A viriisiinde NA molekiiliiniin 9 alt tipi (N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8,
N9) saptanmis olup bunlarin sadece ikisine (N1, N2) insanlarda rastlanmistir.
Filogenetik olarak tiim noraminidaz alt tipleri iki grupta toplanir. Birinci filogenetik
grup N1, N4, N5 ve N8alt tiplerini, ikinci grup ise N2, N3, N6, N7 alttiplerini icerir
(Sekil 6). Her iki filogenetik grupta bulunan molekiiller enzimin aktif bolge yapisina
gore birbirinden ayrilirlar (28). Varghese ve ark. 1957 ve 1967 yillarina ait iki Influenza
A virlisiiniin - N2 molekiiliinii  kristalize ederek {i¢c boyutlu yapilarini ortaya
cikarmiglardir. NA molekiiliiniin gévdesi pronaz enzimi kullanilarak bas kisminindan
ayrilmis ve {i¢ boyutlu yapist X-151n1 kristallografi yontemi ile ortaya konmustur (30).
Noraminidaz molekiilii tetramer yapidadir ve birbirinin ayn1 dért monomerden olusur.
Kutu seklindeki bas ince bir sap lizerinde bulunur. Her basin iizerinde de katalitik bir
bolge mevcuttur. Bu da her NA ¢ikintisinin dort aktif bolge bulundurdugu anlamina
gelmektedir (Sekil 7) (7). NA molekiilii N terminal bolgesinde bulunan 29 amino asitlik
tek bir hidrofobik bolge ile viral membrana gomiilidiir. Her bir NA molekiiliinde

karbonhidratlarin baglanabilecegi potansiyel bes glikozilasyon bolgesi mevcuttur (31).
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Grup 2

Sekil 6. Noraminidaz alt tiplerinin filogenetik gruplandirmasi (28).

Sekil 7. Noraminidaz molekiiliiniin tetramer yapisi: Her néraminidaz molekiiliiniin st

yiizeyinde aktif bolgesi mevcuttur (7).

HA ve NA molekillerinin her ikisi de hiicre yiizeyindeki polisakkaritlerin
terminal ucundaki siyalik asidi tanir fakat bu tanmima sekli iki molekiilde de farkli
sekildedir. HA molekiili polisakkaritlerin terminal ucundaki siyalik asidin
konfigiirasyonunu tanir, NA molekiilii ise siyalik asit ile bitisigindeki seker molekiilleri

(¢ogunlukla galaktoz) arasindaki a-ketosidik bagi tanir (29).

NA molekiiliiniin enzimatik ve antijenik olmak iizere iki fonksiyonu vardir.

Enzimatik fonksiyonuyla hiicre yiizeylerindeki polisakkaritlerin terminal ucundaki
12



siyalik asit ile bitisigindeki seker (cogunlukla galaktoz) arasindaki a-ketosidik bagi
ayirir ve tomurcuklanma sirasinda HA molekiiliintin siyalik aside baglanarak hiicre
ylizeyine yapisip kiimelenmesini engellemis olur. Boylece virlis partikiiliiniin serbest
kalarak komsu hiicreleri enfekte etmesine saglanmis olur. Yani ortamda fonksiyonel NA
molekiiliinlin varliginda viriis hiicreden tomurcuklanarak serbest olarak ayrilir fakat NA
molekiiliiniin yoklugunda hiicre ylizeyine yapisarak kiimeler olusturmaktadir ve bu
durumda virtisiin komsu hiicreleri enfekte edebilmesi imkansiz hale gelmektedir (13).
NA molekiiliiniin diger enzimatik fonksiyonu viriisiin hiicreden serbestlesmesinden
sonra da solunum yolu mukozasinda bulunan sialik asit molekiillerinin pargalanmasina
yol acarak virlisiin epiteli kaplayan mukopolisakkaridlerin iginden gecisini
saglamaktadir. Ozetle, NA molekiiliiniin enzimatik rolii viriisiin enfekte hiicreden
sorunsuz bir sekilde yeni hedef hiicrelere yonelmesini saglamaktir (23). NA
molekiiliiniin antijenik 6zelligi nedeniyle molekiile kars1 olusan antikorlar enfeksiyonu
tam olarak nétralize edemez fakat enfeksiyonun siddetini azaltmada 6nemli derecede
etkilidir.

NA aktivitesi Influenza enfeksiyonu agisindan 6nemli bir faktordiir. Bu nedenle
NA molekiiliiniin yapisinin bilinmesi, yeni antivirallerin gelistirilmesi agisindan da

biiyiik 6neme sahiptir (32).

2.5 Influenza Viriisiiniin Replikasyonu

2.5.1 Viriisiin Hiicreye Tutunmasi

Tutunma, viral HA molekiiliiniin biiyiik kiireciginin tepesindeki reseptor
baglanma bdlgesi ile konak hiicre tlizerindeki sialik aside (N-acetyl neuraminic acid)
baglanmasiyla gerceklesir (1,24) . Siyalik asit, bir ¢cok membran glikoproteininin ve
glikolipidlerin yapisinda bulunan karbonhidrat yan zincirlerinin, terminal ucunda yer
alan dokuz karbonlu bir monosakkaritir. Sialik asit galaktoza iki sekilde baglanabilir.
Ya, sialik asidin 2. karbonu galaktozun 3. karbonu ile «-2,3 formunda, (SAa 2,3Gal) ya
da sialik asidin 2. karbonu galaktozun 6.karbonu ile 0-2,3 formunda (SAo 2,6Gal)
baglanti kurar. Bu iki farkli baglanma sekli sialik asidin farkli konfigiirasyon
olusturmasini saglar. Boylece HA molekiiliiniin konak se¢me 6zgiilliigii bu baglanma

sekillerine bagl olarak meydana gelir (24).
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Influenza A viriislerinin  SAa2,6Gal ya da SAoa2,3Gal siyalik asit
konfigiirasyonunu tercih etmeleri HA molekiiliiniin s6zkonusu reseptor baglanma
bolgesindeki amino asitlerin yapisia baghdir. Insan iist solunum yolu epitel
hiicrelerinde ¢ogunlukla SAa 2,6Gal bagi baskin iken , alt solunum yolu epitel
hiicreleri ise SAa 2,3Gal bagi icermektedir (29). 1997 yilindan bu yana HSN1 avian
Influenza A viriisii insanda enfeksiyon olusturabilmesine ragmen SAoc2,3Gal bagini
tercih etmesi ve bu bagin {ist solunum yollarinda yogun olarak bulunmamasi sebebiyle
insandan insana kolayca bulasabilme 6zelligi kazanamamistir (33). Domuzlarin trakeal
epitel hiicrelerinde ise, hem SAa2,6Gal hem de SA02,3Gal molekiilleri bulunmaktadir.
Iste bu sebeple domuz hiicre reseptdrleri, hem insan hem de kus orijinli viriislerin
tutunmasina olanak saglamis olur (27,22). 1918, 1957 ve 1968 yillarinda meydana gelen
pandemilerden sorumlu olan Influenza A virlislerinin ise insanlarda tist solunum
yollarinda yogunlasan SAa2,6Gal oligosakkaritlerini tercih ettikleri ve bundan dolay1

insandan insana hizla bulagsma 6zelligi gosterdikleri kabul gormektedir (34).

.

r¥ Direkt kus-insan o
% gegisi nadir .
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Sekil 8. Influenza viriislerin sialik asit konfiriigasyonuna gore konak 6zgiilligii (23).
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2.5.2 Viriisiin Hiicreye Girisi

Viral HA nin konak hiicre yiizeyindeki siyalik aside tutunmasinin ardindan viriis
reseptore bagli endositozla hiicre igine alinir (23). Endozomal yapiin asiditesi viriis
kilift i¢in iki ag¢idan oOnemlidir. Birincisi; diisik PH, HA molekiiliiniin yapisinda
degisiklige sebep olur ve HA2 bolgesindeki fiizyon peptidinin agiga ¢ikmasini saglar.
Boylece aktiflesen flizyon peptidi endozomal membran ile viral zarfin flizyonunu
saglar. lkincisi; virionun i¢ kismindaki asidite artis1 protein-protein (NP ve M1)
iletisimini bozar ve VRNP’lerin matriks proteininden serbest kalmasina neden olur.

Boylece vVRNP’ler fiizyon ile agilan gbzeneklerden dnce sitoplazmayageger (24).

2.5.3 Viral RNA ve Proteinlerin Sentezi

Viral RNA sentesi c¢ekirdekte gergeklesir. Viriondan serbest kalan viral
RNP’lerin hiicre c¢ekirdegine tasinmasi, sahip olduklari 6zel niiklear translokasyon
dizileri sayesinde olur. Viral RNP, negatif polariteli VRNA’y1 sablon olarak kullanarak
iki tir RNA sentezler. Birincisi; viral proteinlerin translasyonunda kullanilacak olan
MRNA, ikincisi; ara tiriin complate RNA (CRNA) ve cRNA kullanilarak sentezlenen
genomik VRNA’dir (24).

Influenza viriislerin transkripsiyon mekanizmas: diger RNA viriislerinden
farklidir ve transkripsiyonda konak hiicre fonksiyonlar1i 6nemli rol oynar. Diger RNA

viriisleri viral RNA sentezinde hiicresel transkriptazlar1 kullanmazlar (1).

Cekirdege giren gen segmentlerinin transkripsiyonu, RNA polimeraz kompleksi
(PB2, PB1, PA (RbRP) ) tarafindan yapilir. Fakat oncelikle bu kompleksin, hiicresel
RNA polimeraz Il enzimi tarafindan metillenerek aktive edilmesi ve konak hiicre
mRNA’sinin 5° ucundaki “cap” bdlgesini primer olarak kullanmasi gereklidir. Iste bu
nedenle Influenza viriisleri, viral mRNA transkripsiyonu yapabilmek igin ¢ekirdege
bagimlilik gostermektedir (27). Influenza viriislerinde transkripsiyon, PB2 alt
tinitesinin, konak mRNA“sindaki “cap” belirtecini tanmasiyla baglar. Bunu takiben PB1
alt Uinitesi de endoniikleaz aktivitesi ile konak mMRNA*“sindan “cap” bolgesini kesip alir
(cap snatching). Boylelikle viral mRNA transkripsiyonu baslatilmis olur (29). Negatif
polariteli VRNA’nin 5’ucundaki kodlanmayan bdlgesinde 5-7 adet urasil molekiilii
seklinde PolyA kuyrugu bulunur. Viral RNA polimeraz bunu pozitif polariteli
mRNA’ya transkribe ederken urasil molekiillerini adenin molekiilleri ile esler ve polyA

kuyrugu sekillenmis olur. Boylece viral mRNA’nin poly A kuyrugu (poliadenillenme)
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ve “cap” ekleme islemi tamamlanmis olur, viral mRNA c¢ekirdekten sitoplazmaya
tasinir ve ribozomlarda translasyonu gergeklestirilir (23,24). Viral mMRNA’nin zarf
proteinleri olan HA, NA ve M2 ribozomlarda sentezlenerek endoplazmik retikulumda
katlanir ve post-translasyonal modifikasyon i¢in golgi cisimcigine tasmnirlar. Bu ii¢ zarf
proteini modifikasyon sonrasi 6zel sinyaller aracilig1 ile montaj i¢in hiicre memranina

yonelirler (13).

Diger taraftan PA, PBI, PB2 ve NP proteinleri ¢ekirdege geri donerek
cRNA’lardan genomik VRNA ipliklerinin transkripsiyonunu gerceklestirir. Yeni
sentezlenen negatif ipliklerin cogu VRNA’y1 olustururken, bazilari da tekrar mRNA
sentezine katilir (29). Genomik VRNA replikasyonu viral mRNA transkripsiyonundan
farkli olarak poly A ya da “cap” ekleme islemi gerektirmez, tim genom transkribe
edilir. Genomik VRNA’nin ¢ekirdekten tasinmast NEP ve M1 proteinleri tarafindan
regiile edilir. M1 hem viral RNA hem de NP ile iletisim kurar. Bu nedenle M1, bu iki
yaptyt RNP kompleksi olarak biraraya getirir. M1 ayn1 zamanda NEP ile de iletigim
halindedir ve bu iletisim M1-RNP kompleksinin niikleoporin araciligi ile sitoplazmaya
gecisini saglar (24). M1 proteini sitoplazmada sentezlendikten sonra ¢ekirdege geri
doner ve RNP-NEP kompleksini hiicre zarmma yonlendirir ve HA, NA ve M2

proteinleriyle bir araya getirmek suretiyle viriisiin paketlenme islemini baslatir (13).

2.5.4 Viral RNA’nin Paketlenmesi

Influenza viriisler, virion tim gen segmentlerini yapisinda bulunduramadig:
siirece tam olarak enfeksiyoz dzellik gosteremez. Onceleri vVRNA segmentlerinin virion
icerisinde rastlantisal bir sekilde paketlendigi dusiiniiliyordu fakat daha sonra
segmentlerin virion i¢ine segilerek yerlestirildigi, se¢ilimde VRNA’nin kodlama
yapmayan 3’ ve 5’ bolgelerindeki “cis-acting” sinyallerinin rol oynadigr ve boylece
olusan yeni virionlarin tiim segmentleri igerenlerinin enfeksiy6z olabildigi fikirleri ileri

siiriilmiistiir (23,35,36).

2.5.5 Tomurcuklanma ve Hiicreden Ayrilma

Olusan yeni virionlar enfekte hiicrelerin polarize apikal bdlgesinden
tomurcuklanarak ayrilmakta, lateral ya da bazal bolgelerde tomurcuklanma islevi
gerceklesmemektedir. Tomurcuklanma, M1 matriks proteininin - konak hiicre

sitoplazmik membraninin altinda birikmesiyle baglar. Tomurcuklanma islevi
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tamamlandiginda HA c¢ikintilar1  virionlarin  hiicre yiizeyindeki siyalik asitlere
baglanmasina sebep olmaktadir (29). Bu asamada NA, hiicre membranindaki sialik asit
yapilarim1 par¢alamakta ve HA’nin sialik aside yapismasini onleyerek virus salinimini
kolaylastirmaktadir. Virilisiin hiicreden serbest kalmasindan sonra da NA nin fonksiyonu
devam etmektedir. NA, solunum yolu mukozasinda bulunan sialik asit molekiillerini
parcalayarak virusun epiteli kaplayan mukopolisakkaridlerin iginden gegisini
saglamaktadir (37).

Influenza virtislerin replikasyon dongiisii Sekil 9. da 6zetlenmistir.

ik <.
LT

q;n"

Sitoplazma Cekirdek

Hucre Disi J\

Sekil 9. Influenza viriislerinin replikasyon dongiisii.

Viriis ilk olarak HA molekiilii araciligr ile konak hiicre siyalik asit reseptoriine
baglanir (a), endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinir (b). M2 iyon kanali aracilifi ile
sitoplazmadan endozomun i¢ine H iyonlar1 pompalanir ve ortam asiditesi artar. (c). HA
molekiilii “cleavage bdlgesinden™ ikiye ayrilir ve flizyon peptitleri aktive olarak
fiizyonu gerceklestirir, serbest kalan vVRNP“ler niikleer porlardan gecerek cekirdege
ulasir (d). Replikasyon ¢ekirdekte RbRP ile gerceklestirilir ve sonugta hem mRNA hem
de cRNA sentezlenir; cRNA“dan da genomik vRNA sentezlenir (e). Cekirdekte

sentezlenen mRNA’lar sitoplazmaya gecer ve ribozomlarda proteinlere doniistiirtiliir.
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Sitoplazmada sentezlenen M1, NP, NS2 (NEP) proteinleri ve RNA polimeraz ¢ekirdege
geri donerek genomik VRNA ile biraraya gelir ve “kor” kompleksi olusturur. HA, NA
ve M2 proteinleri de konak hiicre membranina dogru yonelirler (g). Cekirdekte biraraya
gelen kor tekrar sitoplazmaya geger ve HA ve NA’nin gittigi yone dogru giderek viriis
partikiiliinii olusturur ve tomurcuklanma yolu ile hiicreden digar1 ¢ikarlar (j). Son olarak
NA olusan bu tomurcugun siyalik asitlerle baglantisin1 keserek yeni viriis partikiiliiniin

serbest hale gelmesini ve konak hiicreden ayrilmasini saglar (I). (29)

2.6 Influenza Viriislerinde Evrim
Influenza viriislerinde genetik ¢esitliligi  saglayan {i¢ temel mekanizma

bulunmaktadir. Bunlar; nokta mutasyonlar, harmanlanma ve rekombinasyon dur (38).

2.6.1 Nokta Mutasyonlar

Influenza virGsleri negatif iplikli RNA igermeleri nedeniyle konak hiicrede
mRNA’larin1 sentezleyebilmek i¢in virion yapisinda RNA’ya bagimli RNA polimeraz
enzimi tasimaktalardir. Viral RNA polimeraz enziminin ise hata orani oldukga yiiksektir
ve bundan dolay1 transkripsiyon sirasinda tiim fragmentlerde nokta mutasyonlari
meydana gelebilmektedir (23). Bu nedenle, Influenza viriislerinin her replikasyon
siklusunda genoma hatali eklenen niikleotidler (6rnegin A yerine T eklenmesi gibi)
nokta mutasyonlarin olugmasina sebep olur ve hata oranlari Influenza viriislerinde her
baz ¢ifti basina 7, 3X10-5, replikasyon basina ise (genom basina) =1 olarak saptanmistir
(29).

2.6.2 Harmanlanma (Reassorment)

Harmanlanma; ayni hiicreyi enfekte eden iki ya da daha fazla farkli Influenza
viriisiiniin genleri arasinda gergeklesen gen aligverisi ile meydana gelmektedir ve ancak
ayni tip viriisler arasinda gerceklesebilir. Ornegin, Influenza A viriisleri ancak yine
Influenza A viriis’leriyle harmanlanabilirler (39). Bir hiicreyi ayn1 anda enfekte eden iki
farkli Influenza A virilis alt tipinin gen segmentlerinde karisimin olmasi ve progeni
virionlar igine karigmis gen pargalarinin paketlenmesi genomun pargali olmasi
nedeniyle kacinilmazdir. Sekiz segment iceren iki farkli virlis tipinin ayni hiicreyi
enfekte etmesi sonunda rastlantisal olarak 256 gen kombinasyonu olasilig1 vardir. Bu
olay “genetik karisim (genetic reassortment)” olarak bilinir ve viral antijenlerin

tamamen degisimiyle sonuglanir. Olusan yeni tipler pandemilere yol agar (27).
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2.6.3 Rekombinasyon

Influenza viriisiiniin gen segmentlerinden birinin, diger gen segmentlerinden
boliimler icermesi rekombinasyon olarak ifade edilir ve bdylece meydana gelen
rekombine genin biyolojik 6zellikleri de degisir. Ornegin, rekombinasyon sonucu HA
gen segmentine NP gen segmentinden bir bolim aktarildiginda HA molekiiliiniin
Klivajinin ~ kolaylastigt  gbzlenmistir  (29). RNA rekombinasyonu gec¢miste
diisiiniildiigliniin aksine gliniimiizde daha sik rastlanan bir olgudur. Rekombinasyon

sonucunda diisiik patojeniteye sahip virlisler yliksek patojenite 6zelligi kazanabilirler
(38).

Influenza viriislerde meydana gelen bu genetik degiskenlikler epidemiyolojik

olarak 6nemli iki duruma neden olurlar. Bunlar; antijenik drift ve antijenik shift’tir (4).

2.6.4 Antijenik Drift (Antijenik Siiriiklenme)

HA ve NA genlerindeki nokta mutasyonlar sonucu gelisen mindr antijenik
degisimlere antijenik drift denir. Antijenik siiriiklenme gosteren suslarda, HA’da bir
veya daha fazla antijenik bolge mutasyonlar1 goriilebilir. Antijenik stiriiklenme olayz,
her {i¢ tip Influenza viriisii ( A,B ve C) i¢in de gecerlidir ve epidemiyolojik olarak
oneme sahiptir (4,23). HI molekiilinde Cal, Ca2, Cb, Sa ve Sb olmak iizere yine 5
antijenik domain, H3 molekiiliinde ise A, B, C, D ve E olmak iizere 5 tane antijenik
domain saptanmistir. Bu antijenik bolgelerdeki tek bir mutasyon bile antijenik
varyasyona neden olabilmektedir (29). Goriilen nokta mutasyonlarin bityiik ¢ogunlugu
notral olup proteinlerin konfiirmasyonunu etkilemezken bazi mutasyonlar, konak
antikorlarinin baglanmalarimi etkileyecek bigcimde virilis proteinlerinde degisikliklere
sebep olurlar. Boylece, daha onceki dolasan suslara karsi gelismis veya asilamayla
uyarilmis antikorlar artik, antijenik siiriiklenmeyle degisime ugramis yeni enfeksiyon
etkeni virlislere karsi koruma saglayamazlar. HA ve NA genlerinin  aminoasit
dizilerindeki mutasyon goriilme sikligimin bir yil iginde % 1’den az oldugu
hesaplanmaktadir . Olusan antijenik farkliliklarin serolojik testlerle saptanabilmesi ise
2-5 yillik bir sitireyi almaktadir. Influenza viriislerindeki bu antijenik degisimlerin
mevsimsel Influenza asilar1 igerisinde bulundurulacak viriislerin belirlenebilmesi

acisindan stirekli izlenmelerini gerektirmektedir (40).
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2.6.5 Antijenik Shift (Antijenik Kayma)

Influenza viriislerinin pargali genom igermesi pargalar arasinda rekombinasyon
ve harmanlanma (reassortment) olaylarinin gerg¢eklesmesine neden olmaktir. Genetik
karisim ya da rekombinasyon ile HA ve NA’y1 kodlayan yeni gen segmentlerinin
kazanilmasiyla meydana gelen major degisiklik antijenik shift (antigenik kayma) olarak
ifade edilir ve sadece Influenza A virtislerinde goriiliir (4,27). Antijenik shift, HA ve
NA’da ayr1 ayr1 veya her iki yiizey glikoproteininde birden olabilir. Yeni olusan alt
tipte eski susa gore % 20-50 oraninda farkli bir aminoasit dizilimi mevcuttur. Yeni
olusan viriise kars1 toplumda bagisiklik olmadigindan hastalik hizla yayilim gosterir ve
pandemiler meydana gelir (41). Ornegin 1947 yilinda Influenza A viriisiiniin HIN1 alt
tipi yaygin olarak goriilmekteydi. 1957 de her iki antijende meydana gelen shift sonucu,
H2N2 subtipi ortaya ¢ikmistir. 1968 yilinda ise H3N2 subtipi goriilmiis ve 1977 yilinda
HINT1 tekrar ortaya ¢ikmistir. HINI in tekrar ortaya ¢ikmasi ile daha dnceden viriisle
karsilagan ve antikor cevabi gelistiren 30 yasindan biiyiilk popiilasyon iiyeleri
korunmustur fakat 30 yasindan daha gen¢ popiilasyon i¢in risk olugmustur (4). 21.
yiizyilin ilk pandemisine neden olan Influenza A 2009 (H1N1) viriisii de antijenik shift
sonucunda kanatli, insan ve domuz Influenza viriis’lerinin gen segmentlerinin

harmanlanmasiyla ortaya ¢cikmistir (42).
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Sekil 10. Influenza A viriisiinde Antijenik drift ve Antijenik shift (23).
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2.6.6 Pandemik Influenza A 2009 (H1N1) Viriisiiniin Genetik Orjini

Influenza A 2009 (H1N1) wirislerinin bilinen tarihi kokeni 1918 yilina
dayanmaktadir. Kus orijinli oldugu bilinen bu viriis, tiirler aras1 gecis i¢in karmasik
engelleri asarak insanlar1 enfekte etme 6zelligi kazanmis ve 20. ylizyilin ilk ve en biiyiik
pandemisine neden olan 1918 pandemisine yol agmustir (37). ilk kez, 1930 yilinda
domuzlardan izole edilen Influenza A (H1N1) viriisiiniin antijenik yapisinin 1918 insan
Influenza A (H1N1) viriisii ile ¢ok biiyiik benzerlik gosterdigi ve aymi ortak atadan
koken aldig ifade edilmistir. 1930 yilindan 1990 yillarinin sonuna dek domuz Influenza
A virtsleri “klasik domuz Influenza viriisii” olarak tanimlanmislar ve bu virlisler uzun
zaman antijenik yapilarint korumuslardir. 1998 yilinda klasik domuz Influenza viriisi,
insan Influenza A (H3N2) ve Kuzey Amerika kus Influenza (alt tipi bilinmiyor)
viriislerinin genetik yapilar1 karisima ugramis ve tiglii reasortan Influenza A (H3N2)
domuz virlisii ortaya c¢ikmistir. Ayni yil Kuzey Amerika’da domuz popiilasyonu
arasinda dolasan tiglii reasortan H3N2 alt tipi, klasik domuz Influenza virtisii ile tekrar
karisima ugramus, iki yeni domuz alt tipi (HIN1 ve HIN2) olusmus ve Asya’da domuz
popiilasyonu arasinda dolasima girmistir. Her ne kadar insan ve domuz HINI
viriislerinin hepsi kus kaynakli ise de bunlarin evrimi farkli konak tiirlerinde
gerceklesmistir (23). Domuz gribi viriisii de diger Influenza virtisleri gibi siirekli
degisiklige ugrama ozelligine sahiptir. Domuzlar ayn1 zamanda kus Influenza viriisleri
ve insan Influenza viriisleriyle de enfekte olabilirler ve bu, domuzlari, viriisiin diger
Influenza virilisleriyle gen degistirmesini kolaylastiran bir konake¢ir haline getirir.

Boylece bir¢ok degisik Influenza alt tipi domuzlarda enzoonotik hale gelmistir. (43,44).

21. yuzyiln ilk pandemisi olan 2009 pandemisinde etken olan viriis ile benzer
antijenik yapiya sahip 1918 pandemisisi etkeni arasinda, benzerliklerin yani sira
farkliliklar da saptanmustir. Ornegin her iki pandemide de etken olan viriislerin yiizey
glikoproteinleri olan HA’lar1, 6zellikle mevsimsel grip etkeni olan HIN1 viriislerinden
farkli olarak diisiik glikozilasyon oranina sahiptir (45). Virolojik acidan incelendiginde
ise, 1918 susunun tiim gen segmentlerinin kanatli kdkenli oldugu; biiylik olasilikla
bilinmeyen bir konakta, paralel olarak ve birlikte evrimsel gelisim gegirdikleri kabul
edilmektedir. Boylece Ispanyol gribinin, kanatlilarda var olan bir susun insana
adaptasyonu sonucunda ortaya ciktig1 konusunda fikir birligine varilmistir. 1957 yilinda
Asya gribinin etkeni olan H2N2 alt tipi ile, 1968 yilinda Hong-Kong gribinin etkeni

olan H3N2 alt tipinin ise, 1918 insan viriisii ile dolasimdaki kanath viriislerinin
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harmanlanmasi sonucunda ortaya ciktigi kabul edilmektedir. Fakat 2009 pandemisinden
sorumlu Influenza A 2009 (H1N1) virusiiniin evrimi tamamen farkli bir sekilde meydana
gelmistir (46). Yapilan arastirmalar sonucu 2009 pandemisine neden olan etkenin HIN1
viriistiniin yeni bir susu oldugunu goéstermistir. Yeni viriis, Kuzey Amerika domuz gribi
viriisii, Kuzey Amerika kus gribi viriisli, insan Influenza virlisii ve Avrasya (Asya-
Avrupa) domuz gribi viriisleri olmak tizere dort farkli kaynaktan genetik materyal
alarak olusmustur. Yeni virlisiin bilimsel olarak tam adi domuz orijinli Influenza
A/California/04/2009 (H1N1) viriisiidiir (47). Sonug olarak yeni etken; Kuzey Amerika
kanatli virtslerinin PB2 ve PA gen bolgelerini, insan H3N2 viruslerinin PB1 gen
bolgesini, klasik domuz gribi viruslerinin H, NP, NS gen bolgelerini ve Asya-Avrupa

domuz gribi virislerinin N ve M gen bolgelerini igermektedir (48).

Pandemik Influenza A 2009 (H1N1) viriisii ve mevsimsel grip etkeni Influenza A
(HIN1), hedef aldigi yas grubu ve etkiledigi hasta profili agilarindan farklilik
gostermektedir. Mevsimsel grip icin risk gruplari olarak bilinen 65 yas tizeri bireyler ya
da siiregelen hastalig1 olan kesimin pandemik HINT1 icin s6z konusu olmadigi, tiim yas
gruplarinin ve saglik sorunu olmayanlarin da bu salginda hedef olduklar: bilinmektedir
(49). Cocuk ve geng eriskinlerin pandemik HIN1 viriislerine kars1 ¢apraz reaksiyon
veren antikorlara sahip olmadigi, 60 yasin iizerindeki bireylerin ise %30-40’1nda gapraz
reaksiyon veren antikorlara sahip oldugu tespit edilmistir. 1950°li yillardan 6nce
insanlar arasinda dolasimda olan HIN1 viriisleri, antijenik olarak klasik domuz HIN1
viriislerine dolayisiyla da pandemik H1N1 viriislerine giiniimiiz mevsimsel H1IN1
serotiplerinden ¢ok daha fazla benzerlik gosterirler. Dolayisiyla da pandemik

H1NTviriisiine karsi ¢apraz koruma saglayan antikorlara sahiptirler (23).
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Sekil 11. Influenza A 2009 (H1N1) viriistiniin genetik orjini (23)

2.7 Influenza Viriislerin Epidemiyolojisi

Influenza viriisleri antijenik driftler sonucu toplumda epidemiler seklinde
enfeksiyon olusturur (41). Influenza virtisleri tiim diinyada yaygin olarak bulunmakta
ve degisen yogunlukta yillik salginlara neden olmaktadirlar. Yillik epidemilerin
diinyada 3-5 milyon agir vakaya ve 250.000-500.000 6liimle sonuglanan vakaya neden
oldugu tahmin edilmektedir (4.) Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) 1976-2007
yillart arasinda erigkin yas grubunda yillik yaklagik 23.483 Influenza iliskili 6lim
saptanmistir. Bu say1 tiim yas gruplarindaki 6liimlerin %99.5’ini olusturmaktadir . 65
yas ve iizeri Oliimlerin ¢cogu gelismis lilkelerde goriilmekle beraber gelismekte olan
tilkelerde de ise ¢ocuk oOliimlerinin daha yiiksek oranda oldugu tahmin edilmektedir
(50). Epidemiler giiney yarimkiirede Mayis - Eyliil aylarinda, kuzey yarimkiirede ise
Ekim - Nisan aylarinda meydana gelir.Tropikal bolgelerde ise tiim yil boyunca
goriilebilir (41). Influenza epidemileri tiim diinyaya hizla yayilarak hastane ve diger
saglik harcamalar1 ve iiretim giicii kayb1 (okul ve is giicii kayb1) ile onemli bir
ekonomik kayba neden olmaktadir. ABD’de yillik 17-167 milyon civarinda bir
ekonomik kayiptan bahsedilmektedir (50).
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Tarihte Ispanyol gribi veya domuz gribi (HIN1) olarak bilinen 1918-19 pandemi
sinin ardindan 1957 de Asya gribi (H2N2), 1968 de Hong-Kong gribi (H3N2), 1977°de
(HINT1) ve 2009 (HIN1) pandemileri farkli boyutlarda gorilmiistiir. 1977°den sonra
Influenza A (HIN1), Influenza A (H3N2) alt tipleri ve Influenza B viriisleri dolasimda
yaygin bir sekilde bulunmaktadir. 2009 Mart’ta Kuzey Amerika’da yeni bir insan-
domuz-kus reassortant HIN1 viriisii meydana ¢ikmis ve pandemiye neden olmustur.
20011 Temmuz’da domuz kokenli Influenza A (H3N2) ile pandemik Influenza A 2009
(HIN1) virtsiiniin etkilesimi sonucu, H3N2 varyant Influenza enfeksiyonu bildirilmis
fakat insandan insana ge¢isi heniiz bilinmememektedir. 2013 bahar aylarinda ise Cin’de

yeni bir avian Influenza A (H7N9) viriisiiniin insan vakalari bildirilmistir (50).

Epidemilerin meydana gelmesine neden olan etmenler su sekilde siralanabilir;
Toplumdaki bagisiklik diizeyi, kronik hastaliklarin  varligr, immiin sistemin
baskilanmasiin etkisi, enfekte olanlarin yaglari, sigara icme aligkanlii, gebeligin

duyarliliga etkisi (41).

Influenza viriisleri ile ilgili epidemiyolojik verilerin eldesi siirveyans aglar ile
saglanmaktadir. DSO, Influenza viriislerinin takibi icin 1952 yilinda Kiiresel Influenza
Siirveyans Ag1 GISN’yi (Global Influenza Surveillance Network) kurmustur. Ulkemizin
de dahil oldugu 104 iilkeyi ve 134 Ulusal Influenza Referans Laboratuari’ni igeren
GISN, her yil dolasimdaki Influenza viriis tipleri belirleyerek antijenik karakterleri
incelemekte ve genetik degisimleri saptamaktadir. Boylece Influenza viriislerinin evrimi
ve epidemiyolojisi hakkinda diinya genelinde veriler elde edilerek bir sonraki yil
dolasimda bulunma olasilig1 en yiliksek olan viriisler tespit edilir ve as1 ¢aligmalar

yapilir (29).

2.7.1 Pandemik Influenza A (2009 H1N1) Viriis Epidemiyolojisi

Yeni bir Influenza viriisiiniin, o virlise karst bagisiklik gelistirmemis olan ¢ok
sayidaki insan toplulugunu etkilemesi “Influenza pandemisi” olarak adlandirilir.
Influenza pandemileri diinya capinda bircok noktada ayni anda epidemilerin
goriilmesine ve ¢ok sayida insanda hastaliklara, ayn1 zamanda Oliimlere neden
olmaktadir. Yeni bir Influenza virlisiiniin yol actigi epidemi kiiresel ulasimdaki
rahathigin da etkisiyle tiim diinyayr hizla etkileyebilmektedir. 20. yilizyil Influenza
pandemileri (1918, 1957, 1968 pandemileri) c¢ok sayida 6liime ve biiyiik ekonomik
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kayiplara neden olmustur. Etken, genellikle hayvan kaynakli bir Influenza virisiiniin

insan Influenza viriisii genleri ile kombinasyonu sonucu olusmaktadir (41).

Pandeminin karakteristik 6zellikleri: ¢ok hizli yayilim gdstermesi, aymi
zamanlarda farkli bolgelerde salginlar gergeklestirmesi, yaz aylart dahil olmak {izere
olagan grip mevsimi disinda da goriilmesi, tiim yas gruplarinda yiiksek atak hizlar ile
seyretmesi, 0zellikle saglikli geng eriskinlerde yliksek mortalite oranlar1 ve hastaligin

salgindan hemen Once ve sonra ¢oklu olgu dalgalar1 seklinde goriilmesidir (51)

Nisan 2009 tarihinde, CDC iki olgudan alinmis 6rneklerde yeni bir Influenza A
(HAIN1) viriisti saptamis ve yeni belirlenen bu viriisiin Meksika’da Mart 2009 tarihinden
itibaren grip benzeri hastalik olgularinda artisa yol actigini belirlemistir. Bu yeni
viriisiin domuzlarda, kanatlilarda ve insanlarda hastalik yapan grip viriislerindeki bazi
segmentlerden olustugu belirlenmistir. DSO 25 Nisan 2009 tarihinde diinyada
pandeminin 4. diizeyde, 30 Nisan 2009 tarihinde ise 5. diizeyde oldugunu bildirmis ve
salgin hizla yayilmaya baslanustir (52). DSO 11 Haziran 2009 tarihinde Influenza
pandemi alarm diizeyini 6’ya yiikseltmistir (53). Pandemi alarm diizeyinin 6’ya
yiikseltilmesi, salgimnin artik her iilkede baslayabilecegi anlamina gelmektedir (41).
Pandemi, ilan edildigi tarihten sonra diinya iizerinde ¢ok hizli bir sekilde yayilmistir.
Agustos 2009 tarihi sonu itibariyla, hem kuzey hem de giiney yarim kiirede goriilen
Influenza vakalarinin neredeyse tamaminin etkeni Influenza A 2009 (H1N1) virisii
oldugu ortaya c¢cikmistir. Pandemi 2009 yili sonbahar aylarinda kuzey yarim kiirede,
batidan doguya dogru hizla yayilim gostermistir (46). Pandemi tiim diinyada 212’den
fazla tilkede milyonlarca grip vakasina ve resmi rakamlara gore 15921 oliime neden

olmustur (51).

Ulkemizde ilk pandemik grip vakast 17 Mayis 2009 tarihinde kayitlara
gecmistir. Ik yerli olgu ise 18 Haziran 2009 tarihinde bildirilmistir. ilk, okul salgini
ekim ayinda goézlenmistir. Bu olaydan on gilin sonra bir saglik c¢alisaninda ilk 6liim
vakas1 goriilmiistiir. Aralik aymndan itibaren hafifleme donemine giren pandemide son
oliim bildirimi 6 Mart 2010 tarihinde yapilmistir (54).Tiirkiye genelinde yaklasik 6.5
milyon kisi enfekte olmus, 13.111 vaka hastanelere yatirilmig, 2721 vaka yogun
bakimda takip edilmis, 1161 vaka ventilatore baglanmis ve 656 vaka ise hayatini

kaybetmistir. Hayatin1 kaybedenlerin %59.1’in1 kronik hastaligi bulunanlar, %6.1’ini
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gebeler veya Ilohusalar olusturmustur (51). Pandemik ve mevsimsel Influenza
donemlerinde hastaneye yatirilan ve kaybedilen vakalarin yas gruplari incelendiginde
pandemik ve mevsimsel Influenza’nin farkli seyir gosterdigi anlasiimaktadir. Ornegin
mevsimsel Influenza enfeksiyonlarinda hastaneye yatirilan vakalarin %60°1, kaybedilen
vakalarin ise %90°1 65 yas iizeri iken, pandemi siiresince hastaneye yatirilan vakalarin

% 90’1, kaybedilenlerin ise % 87’si 65 yas altindadir (55).

DSO, 10 Agustos 2010 tarihi itibariyle pandeminin sona erdigini ve diinya
genelinde “post-pandemik donem”e girildigi ilan etmistir (56). Daha onceki HIN1
pandemilerinde yasanan korku ve kaygilar ileri iletisim teknolojisi ve saglik altyapisinin
etkileri ile asilmis ve 2009 pandemisi bir bucuk yil i¢inde bilinen mevsimsel grip

seyrine geri donmistiir (51).
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Sekil 12. Pandemi dénemi zaman ¢izelgesi, 2009-2010 (54)

2.8. Klinik Belirti ve Bulgular

Viriisiin  yayitlim1 damlacik yoluyla olmaktadir. Hapsirik, oksiiriik yoluyla
havaya dagilan damlaciklar genellikle havada uzun siire asili kalmaz, asagi iner ve
tizerinde bulunduklari yiizeyleri kontamine eder.Viriis, bu yiizeylerde 8-12 saat boyunca
canl kalarak temasta bulunan kisilere bulasabilmektedir. Ayrica aerosol yoluyla bulasin
da olabilecegi diisliniilmektedir. Bulastiricilik hastanin semptomlar1 ortaya ¢ikmadan

24 saat Once baslar ve ortalama yedi gilin kadar siirer . Cocuklarin ve immiin yetmezIligi
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olan kisilerin bulastiriciliklart 10 giinden daha uzun siirebilir. Hastaligin inkiibasyon
stiresi ise bir ila dort giin arasinda degismektedir (50).

Mevsimsel Influenza ates, Oksiiriik, bogaz agrisi, burun akintisi, bas agrisi,
miyalji, halsizlik ve titreme semptomlari ile tanimlanabilir. Karin agrisi, bulanti, kusma

ve ishal nadiren goriilen durumlardir.

Pandemik Influenza’nin semptom ve bulgulart mevsimsel Influenza’nin
semptom ve bulgulariyla benzer 6zellikler tasimaktadir. (53). Tipik Klinik tablo ani
baslayan ates, bas agrisi, kas agrisi ve yorgunluk ile ifade edilir. Hemen ardindan bogaz
agrisi, kuru okstiriik ve burun akintisi eslik edebilir. Ancak klinik tablo atessiz, soguk
algilig1 benzeri bir solunum yolu enfeksiyonundan solunumsal belirtilerin goriillmedigi
sistemik bir hastalik tablosuna kadar degiskenlik gosterebilir. Ozellikle yaslilarda tipik
solunumsal belirtiler olmadan halsizlik, yorgunluk, istahsizlik, bas donmesi gibi genel
belirtiler esliginde enfeksiyon goriilebilir. Ates genellikle 38-40°C arasinda seyreder.
Ozellikle ¢ocuklarda kusma ve ishal Influenza enfeksiyonu sirasinda sik goriilebilir.
Komplike olmayan Influenza olgularinda klinik 2-5 giin iginde diizelir. Fakat bazi
durumlarda bir haftayr asabilir veya haftalarca halsizlik, ¢abuk yorulma durumlari
goriilebilir. Pnémoni en sik goriilen Influenza komplikasyonudur. Bununla birlikte kas,
santral sinir sistemi (SSS) ve kardiyak tutulumlar da gériilebilir (50). Ikincil enfeksiyon
olarak bakteriyel pndmoni ve 2-16 yas arasi aspirin kullanimi olan ¢ocuklarda reye

sendromu goriilebilir (7).

2.9 Tam

2.9.1 Tam icin Ornek Alinmasi

Tan1 i¢in tercih edilen 6rnekler nazofarenks veya orofarenks siiriintiisii, nazal
aspirat veya hem nazofarenks hem de orofarenks siiriintiisiidiir. Entiibe hastalardan
endotrakeal aspirasyon veya bronkoalveoler lavaj ile elde edilecek orneklerin test
edilmesi onerilmektedir (22). En iyi verim hastaligin baslangicindan itibaren 2-3 giin
igerisinde, solunum yollarinda viral atilmin en yiliksek oldugu donemde alinan
orneklerle elde edilir. Ornek alimi antiviral tedavi baslangicindan énce yapilmalidir
(57). Siirtinti 6rnekleri  firgamsi uglu dakron veya polyester ekiivyonlarla alinabilecegi
gibi aliiminyum ya da plastik tipler icinde hazirlanan sentetik uclu ekiivyonlarla

aliabilecegi de onerilmektedir . Pamuk uglu veya kalsiyum aljinat igceren ekiivyonlar
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kesinlikle onerilmemektedir (23). Laboratuvar tanisi i¢in en dogru ornek, enfekte
hiicrelerle en iyi sekilde temas eden ve viral titresi en yiiksek olandir. Toplanan klinik
ornekler uygun transport mediumlar ile miimkiin olan en kisa siirede laboratuvara
ulastirilmalidir. Uygun transport i¢indeki 6rnekler 4°C’de 4 giin boyunca saklanabilir.

Daha uzun siire saklanacak 6rnekler -70 °C’de muhafaza edilmelidir (58).

2.9.2 Tanm Yontemleri

Solunum yolu viral enfeksiyonlarin klinik belirtileri bir ¢ok farkl viriiste ortak
benzerlikler gosterebilir (59). Influenza virlis enfeksiyonlarinin patognomik belirtileri
olmadigindan, sadece klinik 6zelliklere bakilarak kesin tani koymak miimkiin degildir
(57). Bu nedenle klinik laboratuar tanisi, dogru ve erken teshis igin zorunludur.
Influenza viriis’lerin tespitinde kullanilabilen farkli duyarlilik ve 6zgiilliige sahip testler
mevcuttur. Yiiksek duyarlilik ve ozgiillikkte testlerin kullanilmasi, uygun ilaglarin ve
antiviral tedavinin uygulanmasi ve komplikasyonlarin etkisinin azaltilmasi agisindan
onemlidir (59). Influenza viriislerin laboratuvar tanisi i¢in kullanilan yontemler; viriis
izolasyonu, niikleik asit testleri , hizl1 antijen saptama yontemleri ve serolojik yontemler

olarak siralanabilir.

Kullanilan bu laboratuvar tan1 yontemlerinin her birinin, kendine 6zgii avantaj
ve dezavantajlar1 vardir. Yaygin olarak kullanilan yontem hiicre kiiltlirii teknigi ile
“viris izolasyonu” yontemidir fakat; donanimli laboratuvar ve deneyimli personel
gerektirmesi, uzun zaman almasi ve virlis izolasyon basarisin 6rnek alimi ile transport
kosullarina bagli olmasi dezavantajlaridir (60). “Hizli antijen saptama” yontemi ile ise
cok kisa siirede Influenza A ya da B tespiti yapilabilmektedir fakat; Influenza A’nin
pozitif olmasi pandemik Influenza 2009 (H1IN1), mevsimsel Influenza ya da hayvan
kaynakli Influenza hakkinda kesin sonuca ulastirmaz (22). Her ne kadar “hizli antijen
saptama” yontemiyle Influenza A alt tipi belirlenemezse de, pandemi déneminde
dolasimda olan Influenza A alt tipinin %99 oraninda Influenza A 2009 (H1N1) lehine
yorumlanmasi miimkiindiir (23). “Serolojik yontemler” de Influenza viriis
enfeksiyonlariin saptanmasi ve viriis tiplendirilmesinde kullanilan yontemlerdir fakat;
hastanin hem akut hem de iyilesme donmindeki her iki serumuna da ihtiya¢ oldugundan
daha ¢ok retrospektif ¢aligmalar igin kullanilir (61). “Direkt immunfloresan” yontemleri
Influenza virtslerini yiiksek duyarliliklarda tespit edebilmektedir fakat; iyi floresan

mikroskobu kullanimi ayrica bir teknik uzmanlik gerektirirmektedir (62). Klinik taninin
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kisa siirede, hizli ve giivenilir sekilde dogrulanmasi amaciyla, daha ¢ok polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) temelli olan g¢esitli “niikleik asit tan1 teknikleri (NAT)”
gelistirilmistir. Bu tekniklerin yiiksek duyarliga sahip olmalari, hizli sonu¢ vermeleri ve
canl viriise ihtiya¢c olmamasi kullanimlarinin yayginlasmasinda etkili olmustur. Cesitli

NAT yontemleri ile viriis tespitinin yani sira, tip ve alt tip ayrim1 da yapilabilmektedir
(60).

2.9.3 Polimerize Zincir Reaksiyonu (PCR)

Enfeksiyon hastaliklariin teshisi ve epidemiyolojik caligmalari, PCR tabanli
tekniklerin uygulanmaya baglamasiyla giinlimiizde biiyiikk bir hiz kazanmistir. PCR,
niikleik asitlerin tespitinde ve niikleik asitlerle ilgili ¢aligmalarda kullanilan oldukga
duyarli ve 6zgiil bir molekiiler yontem olup spesifik DNA ve RNA bolgelerinin tespiti,
DNA sekanslanma, kiiltiirii yapilamayan mikroorganizmalarin teshisi ve mutasyonlarin

tespiti gibi bir¢ok amagcla kullanilmaktadir.

PCR, Deoksiriboniikleik asit (DNA) veya ribo-niikleik asit (RNA) dizilerinin sayisal
olarak ¢ogaltilmasi temeline dayanir (63). Bir PCR rekasiyonunda olamasi gereken
bilesenler;

eKalip DNA

ePolimereaz enzimi,

eKalip DNA ile eslesebilen iki oligoniikleotit primeri

eDeoksiniikleotit Trifosfat Karigimi (ANTP): dATP, dCTP, dGTP, dTTP

eMgCI2

DNA’nin PCR ile ¢cogaltilmasi; zaman, sicaklik ve dongii sayis1 diizenlenerek

birbirini izleyen {i¢ asamada gergeklesir. Bunlar; denatiirasyon, baglanma

(annealing) ve uzama (extension) asamalaridir.

Denatiirasyon, cift iplikli DNA’nin birka¢ saniyede 94-96°C’de 1s1 ile tek zincirli DNA
haline donmesidir. .

Baglanma, uygun sicaklikta, tek iplikli hale gelen DNA dizilimlerinin her birinin 3’
uclarindaki niikleotitlere primer baglanmasidir.

Uzama polimeraz enzimi yardimiyla tek zincirli DNA kaliplarina baglanan primerlerin

5’—3’ yoniinde uzatilmasi ve ¢ift iplikli DNA olusturulmasidir.
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Bu {i¢ asama bir PCR dongiisiinii olusturur (Sekil 13) ve bir PCR dongiisii ortalama
30-45 dongl arasinda olmaktadir. PCR, thermal cycler adi verilen ve Ornegin
programlanan 1s1 derecelerinde, istenen siirelerde tutmaya Yyarayan cihazlarda
gerceklesir (64,65).

CDC’nin tanimina gore, kanitlanmig Influenza A 2009 (H1N1) virisi
enfeksiyonu, Influenza benzeri hastaligi olan bir kiside real-time revers transkriptaz-
polimeraz zincir reaksiyonu (RRT-PCR) veya viriis Kiltiirii ile Influenza A 2009 (HIN1)
virlisiniin saptanmasi seklinde ifade edilir (53). Real Time PCR ve RRT-PCR
yontemleri Influenza A viriislerin tani, tespit ve siirvelansinda, yiiksek duyarliliklar

nedeniyle yiikselen bir artigla kullanilan testlerdir (61).

{\H‘*ﬂbﬂ’ ‘“"W*ﬁ"ﬁ‘ Kalip DNA

1. Asama
Denatiirasyon

2. Asama
Primer Baglanmasi

5
¥ 3. Asama
Yeni Zincir Sentezi

Sekil 13. Polimeraz zincir reaksiyonunun asamalar1 (64)
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2.9.3.1 Real-Time PCR

PCR artisin1 goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prop ve
boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttigi, yani
sonuglarin ¢alisma aninda goriilebildigi bir yontemdir (64,66). Real time PCR’da
tirlinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilabildigi i¢in agaroz jel elektroforezi, DNA
bantlarinin mor Otesi 1s1k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina da
ihtiya¢ kalmamaktadir. Real time PCR iiriinlerinin analizinde, diziye 6zgiin olmayan
floresan boyalardan, (Syber Green, Etidyum Bromiir) ya da diziye 6zgiin proplardan
(Scorpian primerleri, Hybridizasyon proplari, FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer), Tagman Prop) yararlanilmaktadir. Real time PCR sayesinde DNA ve RNA
ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa silirede analiz edilebilmekte, ¢ok sayida
ornekle son derece diisiik kontaminasyon riskiyle giivenle ¢alisilabilmektedir. Cok hizli
olmasimin yam sira duyarhiligi ve dzgiilliigii yiiksek bir yontemdir. Ozellikle tagman
proplart gibi diziye 6zgiil olan proplar kullanildiginda duyarhilik ve ozgillik de
artmaktadir (64).

Influenza viriislerin tanisinda ve siirveyansinda PCR {iriinlerinin integral
bolgesini hibridize etmek iizere dizayn edilmis ve bu nedenle PCR reksiyonunun yiiksek
duyarlilik ve oOzgiilliikte olmasini saglayan tagman prop temelli bir ¢ok test
kullanilmaktadir (61).

2.9.3.2 Tagman Prop

5’ ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli tagman proplar: (dual labelled
probe) kullanilan sistemde probun 5° ucunda raportor florokrom, 3’ ucunda ise
baskilayic1 florokrom bulunur. Prop, tek sarmal hale getirilen hedef bolge iizerinde,
primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan yere baglanir ve prop ile hedef bolge
arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece 5’ucundaki raportor florokrom maddenin
sinyal olusturmasi, 3’ ucundaki baskilayici florokrom madde tarafindan engellenir.
Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasinin ardindan baslatilan primer uzamasi
probun baglandig1 noktaya geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢cin taq DNA
polimeraz enzimi 5°-3 ekzoniikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ucundan itibaren
yikmaya baglar ve raportor florokrom serbest hale geger, boylece sinyal olusturur. Her
dongiide ¢ogaltma sonucu {iriin arttikca, floresan miktarinda da artis meydana gelir. Bu

yontemde 1s1ma, probun DNA’ya baglanmasiyla degil, probun kirilarak ayrilmasini
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saglayan 5°-3” ekzoniikleaz aktivitesi ile olusur. Bundan dolay1 bu tiir problara hidroliz

proplari ad1 verilir (Sekil 14) (67).

2.9.3.3 Reverse-Transkriptaz PCR (RT-PCR)

Revers-Tarnskriptaz PCR teknikleri ile, spesifik viral RNA genom niikleik asit
dizileri duyarl bir sekilde tespit edilip Influenza viriis enfeksiyonu tanis1 hizli ve dogru
bir sekilde konulabilmektedir. 2009 pandemisinin giindeme gelmesiyle birlikte real-time
PCR metotlar1 taninin hizli bir sekilde konulabilmesi i¢in primer test yontemi haline
gelmigtir. CDC salginla birlikte yeni Influenza A 2009 (H1IN1) viriis’iiniin matriks
genini hedefleyen ve basarili bir sekilde tespit edebilen tek basamakli bir RRT-PCR
protokolii dizayn etmistir (61). RRT-PCR ile RNA molekiillerinden , revers transkriptaz
enzimi yardimiyla komplementer DNA (cDNA) sentezi gergeklestirilir. CONA sentez
reaksiyonlarinda random-hegzamer primerler, oligo (dT) primerler veya gen spesifik
primerler (GSP) ve sentez i¢in Retroviriis’lerden elde revers transkriptaz enzimleri
kullanilir (68). RRT PCR tek basamakli ya da iki basamakli olarak dizayn edilebilir.
Tek basamakli RRT PCR reasksiyonunda revers transkripsiyon ve PCR aymi kosullar
altinda, PCR primerleri , oligo (DT) veya random primerleri birlikte kombine edilir. ki
asamali RRT PCR reaksiyonunda ise Once reverse transkripsiyon asamasi

gerceklestirilir. Bunu, arkasindan PCR asamasi takip eder (61).

Polymerization

Forward Q = Quencher
Primer Probe
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Primer
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Sekil 14. Tagman Prop calisma prensibi
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2.10 Tedavi

Influenza tedavisinde noéraminidaz inhibitorleri (zanamivir, oseltamivir ve
peramivir) ve M2 blokorleri amantanlar (amantadin ve rimantadin) olmak tizere iki grup
antiviral mevcuttur. Néraminidaz inhibit6rleri hem Influenza A hem de Influenza B’ye,
amantanlar ise sadece Influenza A’ya karsi etkilidirler. Hastaneye yatig gerektiren
hastalik, ilerleyici, agir veya komplike hastalik varliginda veya komplikasyon gelisme
riski yiiksek olan kisilerde 48 saat i¢inde tedavinin baslanmasi onerilir (69). Ancak 65
yas altinda yiiksek risk grubunda olmayan kisilerde 6zellikle de hastaligin baglamasinin
lizerinden 48 saatten fazla gectiyse test veya tedavi baslanmasi nerilmemektedir. ilk 48
saat i¢inde basvurdularsa tablonun siiresini kisaltmak i¢in tedavi baglanabilir. Antiviral
tedavi igin ilk tercih noraminidaz inhibitorleridir (oseltamivir veya zanamivir). Eger
hasta oseltamivir veya zanamiviri tolere edemiyorsa intravendz peramivir kullanilmasi

onerilir ancak heniiz tilkemizde bulunmamaktadir (70).

Amantadin ve Rimantadin Influenza A viriis’lerinin M2 proteininin fonsiyonunu
bozarak antiviral etki gosterirler. Bu antiviraller Influenza A viriislerinin M2 kanalina
baglanarak iyon kanalini olusturan bolgenin yapisini, dolayisiyla iglevini bozarlar (71).
Amantadin ve rimantadin 1966’da FDA (Food and Drug Administration) ’dan onay
almis olmasina ragmen sadece Influenza A viriislerine kars1 etkin olmalari, hizla direng
gelisimi gostermeleri ve istenmeyen yan etkilerinden dolayr genis kullanim alani
bulamamiglardir. 2005-2006 yillarinda CDC’nin yaptigi bir c¢alismayla ABD’de
dolasimdaki Influenza A viriis’lerinin %91“inin amantadin ve rimantadine direngli
oldugu saptanmig ve 2005-2006 sezonunda bu antivirallerin proflaksi ya da tedavi

amagcla kullanilmasinin 6nerilmedigini bildirmistir (72).

Pandemik Influenza A 2009 (H1IN1) tedavisinde M2 inhibitorleri
kullanilmamaktadir. Aralarinda DSO ve CDC’nin de bulundugu otoriteler, pandemik
Influenza A 2009 (H1N1) tedavisinde néraminidaz inhibitorleri olan oseltamivir ya da

zanamivir kullanilmasini 6nermektedir (53).

2.10.1 Noraminidaz Inhibitorleri (Zanamivir ve Oseltamivir)
Bir¢cok Influenza antiviral ajaninin gelisririlmesinde NA hedef molekiil

olmustur. Ila¢ dizayn ¢alismalarinda Grup 2 NA’larin kararli enzim aktif bolgeleri
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miikemmel bir hedeftir. ilk bilinen inhibitér, bir gecis durumu analogu olan 2-deoksi-
2,3-dehidro-N-asetilnoromik asittir (DANA). 1970’lerde yapilan invitro ¢alismalarda
DANA’nin trifluoroasetil tiirevinin potansiyel bir ndéraminidaz inhibitorii oldugu
diistiniilmiis, hiicre kiiltiirlerinde basar1 saglansa da hayvan modellerine uygulamada
ayni basarit saglanamamistir. Sonraki calismalarda sialik asitin aktif bolgeye nasil
konumlandiginin bilinmesi ile DANA’ya 4-guanidino grubu eklenmis, molekiiliin
baglanma 6zelligi gelistirilmis ve siyalik asit analogu olan bu bilesige zanamivir adi

verilmistir (37) .

Zanamivir 1999 yilinda kullanim lisans1 alan ve ilk gelistirilen ndéraminidaz
inhibitoridir (73). Oral yoldan inhalasyon yolu ile kullanim1 olan bir antiviraldir (74).
Zanamivir inhalasyonu bronkospazm riskini artirdigindan astim veya KOAH (Kronik
Obstriiktif Akciger Hastaligi) gibi reaktif hava yolu hastalig1 olanlarda ve ciddi kalp

hastalig1 olanlarda kullanilmamalidir (53).

Zanamivirin oral yolla uygulandiginda biyoyararlilik oraninin cok diisiik
olmasi, oral yolla uygulanabilir antiviral arayiglarimi glindeme getirmistir. Bilim
adamlar1 yine NA molekiiliiniin aktif bolgesinin kristal yapisini kullanarak sentezi daha
kolay ve biyoyararlanimi daha yiiksek bir molekiil aragtirmis ve bulmustur. Bu molekiil,
etil ester pro-drug sekli olan oseltamivir fosfattir (32). Oral yolla alinan oseltamivir
fosfatin %80“inin sistemik olarak emildigi, emilen oseltamivir fosfatin karaciger
esterazlar tarafindan aktif ilag oseltamivir karboksilata doniistiirildiigii saptanmigtir

(75).

Oseltamivir, zanamivirin aksine agizdan kullanildiginda biyoyararlanimi yiiksek
olan bir On ilagtir. Subat 2011 itibariyla yiizden fazla iilkede onay almis ve piyasaya
girdiginden beri 83 milyondan fazla hastada kullanimistir. DSO, ciddi ya da ilerleyici
Influenza enfeksiyonu goriilen tiim hastalara oseltamivir tedavisini onermekte,
immunsupresif hastalarda klinik yanita bagh olarak daha yiiksek doz ve daha uzun
stireli tedaviyi tavsiye etmektedir. Oseltamivir genelde az yan etkisi olan bir ilag olup
en c¢ok goriilen yan etki mide bagirsak sistemi ile ilgilidir (76). Oseltamivir ile erken
tedaviye baslandiginda, yatan hastalarda Onemli oOlgiide sagkalim saglandigr ve
Influenza 2009 (H1N1) viriisii ile enfekte olan agir hastalarda sagkalimi 6nemli dlglide
etkiledigi gosterilmistir (77,78).
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2.10.2 Noraminidaz Inhibitorlerinde Direng

Direngli mutantlarin ortaya ¢ikisinda, iki mekanizma rol oynamaktadir. Birinci
mekanizma; NA geninin aktif enzim bolgesinde bulunan aminoasitlerde degisime yol
acan mutasyonlardir. Bu mutasyon NA’in aktif bolgesi ile ilag arasindaki etkilesimin
bozulmasina neden olarak ilacin inhibitor etkisini azaltir (79). Oseltamivirin NA
molekiiliine baglanmasi sirasinda enzimin aktif bolgesinde morfolojik bir degisiklik
olusurken, zanamivirin baglanmasi sirasinda bdyle bir morfolojik degisiklik gdzlenmez.
Bundan dolayi, NA molekiilinde meydana gelen ve oseltamivir direnci olusturan bazi
mutasyonlar zanamivir direncinin goriilmesine neden olmazlar. Molekiiler ¢aligmalar
gostermektedir ki; NA molekiiliinde oseltamivir yan zincirini i¢ine alan kovugun
olugmasi i¢in E276 amino asidinin rotasyon yaparak R224 aminoasiti ile bag kurmasi
gerekir. R292K, N294S, ve H275Y mutasyonlar1 E276 amino asitinin rotasyonunu
engelleyerek kovuk olusmasini engeller ve boylece oseltamivir NA’ya baglanamaz. Bu

mutasyonlar zanamivir baglanmasini engellemezler (29).

>
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Sekil 15. Oseltamivir direng mekanizmasi (29).
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Noraminidazin aktif bolgesinde maydana gelen sekil degisikligi ile oseltamivirin
baglanmasi i¢in bir kovuk olusur, zanamivir baglanmasi i¢in herhangi bir morfolojik
degisiklige gerek yoktur (A). Meydana gelebilecek mutasyonlardan herhangi biri aktif
bolgedeki morfolojik degisikligin olusumuna engel olarak oseltamivirin baglanmasina
da engel olur. Fakat; oseltamivir direnci meydana gelen viriis konak hiicredeki siyalik
asit reseptoriine ve zanamivire baglanabilme 6zelligini devam ettirir (B). E276 amino
asiti rotasyon yaparak R224 amino asiti ile bag kurar ve kovuk olusur. R292K, N294S,
ve H274Y mutasyonlar1 amino asitler arasinda meydana gelen rotasyonunu engeller.
Kovuk olusumunun engellenmesi sonucu oseltamivir baglanamaz ve viriis oseltemivire

kars1 direng kazanir (C) (29).

Dirence neden olan ikinci mekanizma ise; HA nin, sialik asit baglama bolgesi
¢evresinde mutasyonlarin meydana gelmesi ile olusur. HA’deki degisikliklerin ilag
duyarliliginin azalmasina etkisi tam olarak bilinmemektedir. Fakat HA ile sialik asit
reseptorii arasindaki etkilesimin degismesinden meydana gelen reseptor afinitesindeki

azalmanin, ilag direncine neden oldugu disiiniilmektedir (79).

DSO, Influenza A viriis enfeksiyonlarmin tedavisinde oseltamivir kullanimini
tavsiye etmektedir. Ancak, 2007-2009 yillar1 arasinda, mevsimsel Influenza A (H1IN1)
virtislerinin tiimiinde H275Y mutasyonunun neden oldugu oseltamivir direng gelisimi
gozlenmistir. 2009 yilinda direngli mevsimsel Influenza A (HIN1) viriislerinin yerini,
oseltamivire genellikle duyarli olan ve tiim diinyada yaklasik %1 oraninda oseltamivir
direnci goriilen pandemik Influenza A 2009 (H1N1) viriisii almistir. Ancak 2011 yilinda
H275Y mutasyonu dikkat ¢ekici bir oranda artmistir (80). Oseltamivir direngli
pandemik Influenza A 2009 (H1N1) viriis’inlin gesitli iilkelerde izole edilmis olmasi
tim diinyada saglik hizmeti saglayicilar1 arasinda endiseye sebep olmustur (81).
H275Y mutasyonu, NA (N1) proteininin 275. pozisyonunda bulunan Histidin amino
asitinin tyrosine doniisiimii (H275Y) olarak ifade edilir ve oseltamivir direncinin
genetik isaretidir (61,82). Oseltamivir direngli viriislerin izlenmesi ve takibi direng
oranlarinda gozlenebilecek ani artiglarin Oniine gegilebilmesi agisindan 6nemlidir (82).
Noraminidaz inhibitorlerinin  diinyanin ¢esitli  bolgelerinde 1999-2000 yillarinda
kullanima girmesinden sonra olas1 direng gelisimini izlemek iizere kurulan NISN, DSO
tarafindan koordine edilen GISN aracilig: ile elde edilen klinik izolatlar1 inceleyerek

noéraminidaz inhibitorlerine kars1 direng durumunu takip etmektedir (29).
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2.10.3 Antiviral Direncin Saptanmasi

Influenza virlislerde antiviral direng, NA enzim inhibisyon yontemi ve
molekiiler saptama teknikleri (Pyrosekans ve RRT-PCR) ile saptanabilmektedir.
Antiviral duyarlilik testleri klinik laboratuarlarda rutin olarak kullanilan yontemler

degildir, daha ¢ok epidemiyolojik ¢alismalar i¢in kullanilirlar.

NA enzim inhibisyon yontemi; hiicre kiiltiirleri kullanilarak uygulanan
gelenekesel bir yontemdir (83). Viriis hiicre Kkiiltiirlerinde antiviralin ¢esitli
konsantrasyonlar1 kullanilarak ¢ogaltilir ve antiviral ilaglara karsi olusan direncin
viriisiin ¢ogalmasi iizerine etkisi arastirilir. Antivirale karst direngli oldugu saptanan
virtislerin genetik analizi yapilir ve dirence neden olan mutasyon saptanir (29). Bu
yontemle viriisiin genetik temelinin bilinmesi ile ilag direncine neden olan mutasyonlari
hizli bir sekilde saptayabilen molekiiler saptama teknikleri gelistirilmistir ve bdylece

antiviral direng saptanabilmektedir.

Molekiiler teknikler; NA enzim inhibisyon teknigine gore klinik Orneklere
direkt uygulanabilmesi ve cansiz viriisler kullanilabilmesi gibi avantajlara sahiptir.
Pyrosekans yontemi son yillarda ortaya ¢ikan, antiviral dirence neden olan mutasyonlari
basarili bir sekilde saptayabilen sekanslama yontemidir. Bu yontem CDC tarafindan
klinik 6rneklerden direk olarak antiviral diren¢ saptamak, ya da yeni veya daha once
varolan mutasyonlar1 saptayabilmek i¢cin NA enzim inhibisyon yontemi ile kombine
olarak kullanilan bir yontemdir. Adamantan direncine neden olan mutasyonlar
saptayabilmede basarilili iken, NA inhibitdrlerine tam olarak karakterize edilememistir.
Spesifik materyaller ve 6zel egitim gerektirdiginden klinik laboratuarlar i¢in uygun bir
yontem degildir (83). RRT-PCR teknikleri hizli olmalar1 ve yiiksek duyarhiliklar ile
sekans yOntemine spesifik bir alternatif olusturmaktadirlar (59). Cesitli ¢alismalar
gostermektedir ki RRT-PCR teknigi, oseltamivir direncine neden olan H275Y
mutasyonunu saptama yontemi olarak ifade edilmis ve oseltamivir direngli Influenza A

2009 (H1IN1) viriisleri bu yontemle analiz edilmistir (83).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Tez Cahsmasida Kullanilan Ornekler

Bu tez calismasinda 2009-2011 yillar1 arasinda Yeditepe Universitesi
Hastanesi’ne basvuran hastalarin Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen klinik
orneklerinden saptanan Influenza A 2009 (H1N1) viriis RNA’lar1 kullanilmigtir. Klinik
orneklerden rutin laboratuar ¢aligmasi sirasinda Roche marka Magna Pure Compact
Niikleik Asit izolasyon cihazinda, “ Roche Magna Pure Compact Nucleic Acid isolation
Kit I” ile niikleik asit izole izole edilip, Light Cycler 2.0 Real-Time PCR cihazinda,
“Roche Real-Time Ready Influenza A/HIN1 Detection Set” kullanilarak hedefe yonelik
PCR c¢alismasi yapilmistir. Virlis RNA’lar1 daha sonraki ¢aligmalarda kullanilabilmek
tizere -80°C’de saklanmistir. Klinik Ornekler, burun siirlintlisii ya da nazofarengeal
aspirat 6rnekleridir. Burun siiriintii 6rnekleri Copan marka “UTM'" Viral Transport
Media” ile, nazofarengeal aspirat ornekleri ise steril tiipler ile laboratuvara transfer
edilmistir. Tez c¢alismasinda toplam 131 adet Influenza A 2009 HIN1 viriisii

kullanilmustir.

3.2 Kullanilan Reaktif ve Ticari Kitler
eReal Time Ready Virus Master Kit; Roche
eReverse ve Forward primerler, Alpha DNA
eTagman MGB proplari, Applied Biosystems
eSyber Gold
o6x Loading Dye, Fermentas

eDNA Ladder 100 bp, Invitrogen

3.3 Kullamilan Ekipmanlar
eLightCycler® 480 Sistem, Roche
eLightCycler® 480 Multiwell Plate 96, Roche
eAllegra® X-22 santrifiij, Beckman Coulter

eMicrofuge 16, Beckman Coulter
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eMikropipet 1000, 200, 100, 10, 2.5 ul, Thermo E. C. Finnpipette
eAgaroz jel goriintiileme cihazi, Biorad Chemi Doc (for PC), Biorad® Gel Imager

eBiyolojik Koruma Kabini, Thermo E. C. Holten LaminAir

3.4 Kullamilan Kimyasallar

¢EDTA; Scharlau AC0940
oTris; Ultra Pure MP Biomedicals Inc.
eBorik Asit; Scharlau AC0577

3.5 Kullanilan Yontemler

Bu tez calismasinda Influenza A 2009 (H1N1) viriislerinde, NA geninde
meydana gelen ve oseltamivir direcine neden olan H275Y mutasyonu, WHO “Real-
Time RT PCR Allelic Discrimination Analysis for Detection of the Substitution at
Amino Acid 275 in the Neuraminidase (NA) of A(HIN1)pdmQ9 Influenza Viruses”
isimli kaynaktan referans Real-Time RT PCR (Tagman prop) yontemi kullanilarak

arastirilmistir (84).

3.5.1 Primer ve proplarin korfirmasyonu

WHO “Real-Time RT PCR “Allelic Discrimination Analysis for Detection of
the Substitution at Amino Acid 275 in the Neuraminidase (NA) of A(H1N1)pdmOQ9
Influenza Viruses” isimli kaynakta kullanilan primer ve proplar, yayinda referans sus
olarak verilen A/Denmark/528/2009 Influenza viriisiiniin (85) NA gen bolgesi sekans
dizisinin NCBI (National Center for Biotechnology Information)’dan bulunmas ile

konfirme edilmistir.

Tablo 3. Real-Time RT PCR ¢alismasinda kullanilan primer ve prop dizileri

H1N1 NA Forward Primer 5" ATGTGCATGTGTAAATGGTTCTTGCTTTAC 3'

H1N1 NA ReversePrimer 3> ACACATGTGATTTCACTAGAATCAGG 5’

FAM-274Y
(Direng mutasyonu) (FAM)TACTATGAGGAAT (MGB)
VIC- H274 (VIC) CACTATGAGGAAT (MGB)
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= NCBI Resources ) How To [+

Influenza Virus Resource @ Influenza Virus Genome Set

Information, Search and Analysis

Flu home Database Genome Set Alignment Tree BLAST Annctation Submissicn FTP Virus resources ¥

Protein (FASTA) v| Customize FASTA defline @

8 sequences (1 full set) to
¢ Accession Length  Host Segment Subtype Country Region Date Virudname Mutationg
¥ CY043347 2280 Human 1(PB2) HIN1 Denmark N 200%/06/09  Influenza A virus (A/Denmark/528/2009(H1N1))

# CY043348 2298 2 (PB1) N

I« CYD43345 2151 3 (PA) N

I« CY043350 1733 4 (HA) M

# CY043351 1520 5 (NP) N

[« CY043352 1424 6 (NA) N H274Y
[« CY043353 986 7 (MP) N S3IN
# CY043354 838 8 (NS) N

Sekil 16. NCBI veri tabani kullanilarak referans viriisiin NA gen bdlgesinin bulunmasi

ATGAATCCAAACCAAAAGATAATAACCATTGGTICGGTICIGTATGACAATTIGGAATGGCTAACTTAATAT
TACAARATTGGAAACATAATCICAATATGGATTAGCCACTCAATTICAACTIGGGAATCAAAATCAGATTIGA
AARCATGCAATCAARAGCGTCATTACTTATGAAARACAACACTTGGGTARATCAGACATATGTTAACATCAGC
AACACCAACTTTGCTGCTGGACAGTCAGTGGTTTCCGTGAAATTAGCGGGCAATTCCTICTCTICTGCCCTG
TTAGTGGATGGGCTATATACAGTAAAGACAACAGTATAAGAATCGGTICCAAGGGGGATGTGTTIGTICAT
AAGGGAACCATTICATATCATGCTCCCCCITGGAATGCAGAACCTTCTITCTITIGACTCAAGGGGCCTITGCTA
AATGACAAACATTICCAATGGAACCATTAAAGACAGGAGCCCATATCGAACCCTAATGAGCTGTCCTATTG
GTGAAGTTCCCICTICCATACAACTCAAGATTTGAGTCAGTCGCTIGGTCAGCAAGTGCTIGTCATGATGG
CATCAATTIGGCTAACAATIGGAATTITCTGGCCCAGACAATGGGGCAGTGGCTIGTGTTAAAGTACAACGGC
ATAATAACAGACACTATCAAGAGTIGGAGAAACAATATATTGAGAACACAAGAGTICIGAATGTGCATGIG
TAAATGGTICITGCITTACTGTAATGACCGATGGACCAAGTGATGGACAGGCCTCATACAAGATCTICAG
AATAGAAAAGGGAAAGATAGTCAAATCAGTCGAAATGAATGCCCCTAATTAT I GC T CC
TGTTATECIGATTCTAGCTCARATCACATETGTGTGCAGGGATAACTGGCATGGCTICGAATCGACCGTGGG
TGTCTTICAACCAGAATCIGGAATATCAGATAGGATACATATGCAGTGGGATTTTCGGAGACAATCCACG
CCCTAATGATAAGACAGGCAGTTGTGGTCCAGTATCGTCTAATGGAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCA
TICAAATACGGCAATGGTIGITIGGATAGGGAGAACTARAAGCATTAGTTCAAGAAACGGTTITTIGAGATGA
TTTGGGATCCGAACGGATGGACTGGGACAGACAATAACTTCTCAATAAAGCAAGATATCGTAGGAATAAA
TGAGTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTTGTTCAGCATCCAGAACTAACAGGGCTGGATTGTATAAGACCT
TGCTTCIGGGTTGAACTAATCAGAGGGCGACCCAAAGAGAACACAATCTGGACTAGCGGGAGCAGCATAT
CCTITIGIGGTGTAAACAGTIGACACTGTGGGTIGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTITACCAT
TGACAAGTAATTTGTTCAAAAAAC

Sekil 17. Influenza A viriis (A/Denmark/528/2009 (H1N1)) segment 6 (NA) sekans
dizisi (Accession no: CY043352) Sar isaretli dizi Forward primer, yesil isaretli dizi
reverse primer, pembe isaretli dizi ise FAM boyasi ile isaretli (mutasyon bolgesi) prop

dizisi

3.5.2 Primer ve proplarin hazirlanmasi

Alpha DNA tarafindan seztezlenen primerler firma protokoliine uygun olarak
hazirlandi. Liyofilize olarak gelen primerlerden forward primer, 610 ul; reverse primer
ise 599 ul DNA, RNA icermeyen steril molekiiler su ile sulandirilmis ve 100 uM stok
elde edilmistir. “RealTime Ready RNA Virus Master Kit” protoliine uygun olarak
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primerlerin son konsantrasyonu 0.5uM olmasi igin stok soliisyon molekiiler su ile 1/10

oraninda sulandirismig ve 10uM’lik ara stoklar elde edilmistir.

Applied Biosystems tarafindan sentezlenen 50 nmol konsantrasyonunda 100 uM
stok sollisyon seklindeki proplar yine kulanilan kitin protokoliine uygun olarak son
konsantrasyon 0.5uM olmasi i¢in molekiiler su ile 1/10 oraninda sulandirilmis ve
10uM’lik ara stoklar elde edilmistir.

3.5.3 Real-Time RT PCR asamasi

H275Y (N1 numaralandirma sistemine gore) mutasyonu bir tek nokta
mutasyonudur. Influenza A 2009 (H1N1) viriis’iiniin NA geninin 823. pozisyonundaki
“C” (sitozin) niikleotitinin “T”” (Timin) niikleotitine farklilasmasiyla meydana gelir. (85)
NA geninde meydana gelen bu tek nokta mutasyonuyla proteinin 275. pozisyonundaki

“Histidin” amino asiti yerine “Tirozin” aminoasiti kodlanmis olur (86).

Influenza A 2009 (HIN1) virlslerinin biiyiikk ¢ogunlugu daha Onceki
caligmalarda oseltamivire duyarli bulundugu i¢in ¢alisma iki asamali olarak

planlanmistir.

Ik asamada tiim orneklerin duyarhilik agisindan (VIC)CACTATGAGGAAT
(MGB) prop dizisi kullanilarak reverse tarnskripsiyon basamagi ile birlikte tek asamali
real-time RT PCR ile taranmasina karar verilmistir. Mutasyon goriilmeyen (ilag direnci
olmayan) tim Influenza A 2009 (HIN1) viriislerinde PCR amplifikasyonu
gerceklesecegi diisiiniilmiistiir. Ikinci asamada ise ilk c¢alismada amplifikasyon
saptanmayan Orneklerin secilip bu oOrneklerin H275Y mutasyonu agisindan
(FAM)TACTATGAGGAAT(MGB) prop dizisi kullanilarak yine reverse tarnskripsiyon
basamagi ile birlikte tek asamali real-time RT PCR ile taranmasina karar verilmistir. Bu
amacla, her iki PCR ¢alismasinda viral RNA’nin yiiksek duyarlilik ve ozgiilliikte tek
basamakli real-time RT PCR ile hizli bir sekilde saptanmasi i¢in dizayn edilmis olan
Roche marka “RealTime Ready RNA Virus Master Kit” kullanilmistir.
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Calismada kullanilacak olan tiim Influenza A 2009 (H1N1) virislerinin niikleik
asitlerinin DNA, RNA ve protein konsantrasyonu agisindan spektrofotometrik olarak
kalite 6l¢iimii yapilmasi planlanmis fakat deneyin farkli bir merkezde calisilacak olmasi
nedeniyle ve uzun zaman saklanmig virlis RNA’larmin kalitesinin dondurma-
¢ozdiirme’den dolayr daha fazla etkilenmesini onlemek amaciyla spektrofotometrik

Olctim yapilamamis ve RNA’lar direkt olarak PCR caligsmasina alinmistir.

PCR hazirlig1 sirasinda asagidaki agsamalar izlenmistir.

¢ Tiim reaktifler kisaca vortekslenip kapaklar1 agilmadan 6nce santrifiij edilmistir.

e Calisilacak ornek sayisina gore PCR karisimi hazirlanmis ve plate kuyucuklarina
pipetlenmistir.

e Kuyucuklara ¢alisilacak 6rnek RNA’lar1 pipetlenmis ve plate {izerine film, hava
almayacak sekilde kapatilmistir.

e Plate santrifiij edildikten sonra cihaza yiliklenmis ve program baslatilmistir.

e Duyarlilik analizi igin kullanilan VIC-H274 probu ile uygulanan PCR ¢alismasinin
sonucu 533-580 filtre kombinasyonuyla; diren¢ analizi igin kullanilan FAM-
274Y probu ile uygulanan PCR calismasi ise 465-510 filtre kombinasyonuyla

analiz edilmistir.

Tablo 4. Real time RT PCR miks bilesenleri

Bilesen Miktar
Enzyme Blend 0.4 pl
Reaction Buffer 4.0 pl

Forward Primer (10 uM) 1.0 pl
Reverse Primer (10 uM) 1.0 pl

Prop (10 uM) 1.0 pl
Molekiiler su 7,6 ul
RNA 5.0 pul
Toplam Hacim 20 pl
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Real-time RT PCR protolii LightCycler 480 real-time PCR cihazinda uygulanmuistir.

Protokol su asamalardan olusur.
eViral RNA’nin revers transkripsiyonu
ocDNA/RNA hibritinin denatiirasyonu
«cDNA amplifikasyonu

eTermal blogun sogumasi

Tablo 5. Real time RT PCR protoklii

Sicakhk
Dongii | (°C) Siire

Revers
Transkripsiyon |1 50 8 dk.
Denatiirasyon |1 95 5 dk.

95 15 sn.
Amplifikasyon |45 55 45 sn.

72 1 sn.
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4. BULGULAR

4.1 Birinci PCR Asamasi (Oseltamivir duyarh érneklerin saptanmasi)

VIC-H274 probu kullanilarak galisilan Real-Time RT tagman PCR sonucunda
toplam 131Influenza A 2009 (H1N1) viriisiinden 58 tanesinde amplifikasyon saptanarak
bu suslar oseltamivir duyarli bulunmustur. Bu suslarin PCR CT degerleri asagidaki

gibidir.

Tablo 6. Oseltamivir duyarli Influenza A 2009 (H1N1) viriislerinin amplifikasyon ct
degerleri

No: Ct: No: Ct: No: Ct: No: Ct: No: Ct:
1 25 13 24 25 20 37 23 49 23
2 25 14 26 26 18 38 25 50 24
3 25 15 25 27 18 39 24 51 25
4 22 16 26 28 22 40 25 52 24
5 22 17 27 29 18 41 24 53 24
6 23 18 25 30 18 42 15 54 23
7 26 19 26 31 24 43 22 55 24
8 26 20 17 32 24 44 24 56 25
9 26 21 20 33 24 45 24 57 24
10 26 22 20 34 25 46 25 58 22
11 23 23 18 35 25 47 25
12 25 24 18 36 25 48 25
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Sekil 18. Oseltamivire duyarli saptanan Influenza A 2009 (H1N1) viriislerinin  Real-
Time RT PCR goriintiisti

4.2 ikinci PCR Asamasi (Oseltamivir direncli 6rneklerin saptanmasi)

Birinci asamada amplifikasyon saptanmayan 73 Influenza A 2009 (H1N1)
viriisiinlin 65 tanesine FAM-274Y probu kullanilarak Real-Time RT PCR
uygulanmigtir. 8 Ornek, yetersiz 6rnek miktar1 nedeniyle calisilamamistir. Deney

sonucunda, calisilan 65 drnekte herhangi bir amplifikasyon saptanmamustir.

Tagman propla c¢ogaltilma sirasinda, hedef niikleik asit dizisi {izerinde
primerlerin baglanma bdlgeleri arasinda kalan bolgede tagman problar baglanirlar.
Primerlerin baglanmasinin ardindan yeni zincir olugsmaya bagslar. Probun bagli oldugu
bolgeye gelindiginde tag DNA polimeraz enzimi 5-3 niikleaz aktivitesi ile raportor
florokromu probdan ayirir. Serbest hale gegen FAM sinyal olusturur. Her bir dongiide
iriin ¢ogalimi arttikga floresanda ona bagli olarak artmaya devam eder. Deney
sonuclarimizda herhangi bir amplifikasyon goremedigimize gére mutasyon goriilmesi
beklenen bolgede hedef prop baglanmasi ger¢ceklesmemis anlamina gelmektedir. Ayn
orneklerden calismanin planlanan her iki PCR asamasinda da sonu¢ alinamamasi
nedeniyle ikinci PCR c¢alismasi sonrasinda tiim PCR f{iriinlerine jel elektroforezi
yontemi uygulanarak niikleik asit varligi kontrol edilmistir. Elektroforez islemi sonrasi
hedef bolgeye ait herhangi bir bant goriintiilenememistir. Bu nedenle PCR sirasinda
primer baglanmasinin ger¢eklesmedigi hedef bdlgenin ¢ogalmadigi kanaatina
varilmistir. Bunun nedeninin ise uygun kosullarda saklanmasina ragmen uzun siire

bekleyen sus RNA’larimin biitiinliigiiniin bozulmasi olarak diisiiniilebilir.
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5. TARTISMA

Influenza enfeksiyonu Influenza A ve B viriislerinin neden oldugu, 6zellikle kis
aylarinda, epidemiler ve pandemiler seklinde goriilebilen akut solunum yolu
enfeksiyonudur. Saglik alanindaki ve asilardaki tiim gelismelere ragmen oOzellikle
kronik hastaligi olan kisiler igin 6nemli bir mortalite ve morbidite sebebidir. Hastalik
tanisinin - hizli konulmasi, 6zgiil tedavinin erken baslanmasi ve koruyucu onlemlerin
alinmasi kisilerin ve toplumlarin sagligi igin olduk¢a Onemlidir. Influenza
enfeksiyonlart sezonluk epidemilerle hizla biitiin diinyada etkisini gostererek saglik
harcamalar1 ve okul , is giicli kaybi ile 6nemli bir ekonomik yiike neden olmaktadir

(50).

Domuz gribi, Influenza A viriisiiniin etken oldugu ve domuzlarda hizla yayilan
salginlara neden olan bir hayvan solunum yolu enfeksiyonuna verilen addir. Klasik
domuz gribi virtisii Influenza A (HIN1); ilk olarak 1930 yilinda izole edilmistir (47).
Mart 2009’da Kuzey Amerika’da yeni bir insan-domuz-kus reassortant Influenza A
(HIN1) viriisii meydana ¢ikarak pandemiye yol agmustir. Iste 2009-2010 pandemisine
neden olan bu yeni Influenza A (H1N1) viriisiiniin, genetik bdlgelerinin bir kismi1 domuz
Influenza viriisiinden koken aldigi igin, hastalik domuz gribi (Swine flu) olarak
isimlendirilmistir (50). DSO 11 Haziran 2009°da Influenza pandemi alarm seviyesini
6’ya yiikseltmistir (53). Pandemi, ilan edildigi tarihten sonra diinya iizerinde ¢ok hizli
bir sekilde yayilmistir. Agustos 2009 tarihi sonu itibariyla, hem Kuzey hem de Giiney
yarim kiirede goriilen Influenza vakalarmin neredeyse tamaminin etkeni Influenza A
2009 (H1N1) viriisii oldugu ortaya cikmistir (46). Insan pandemik Influenza A 2009
(HIN1) viriisti tim diinyada biiyiik bir saglik sorunu haline gelmis ve ¢ok sayida insan

virlisle enfekte olmustur (81).

Influenza tedavisinde noraminidaz inhibitorleri (zanamivir, oseltamivir ve
peramivir) ve M2 blokoérleri amantanlar (amantadine ve rimantadin) olmak tizere iki

grup antiviral kullanilmaktadir (69). DSO ve CDC gibi otoriteler, pandemik Influenza
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A 2009 (H1N1) tedavisinde néraminidaz inhibitorleri olan oseltamivir ya da zanamivir
kullanilmasimi  6nermektedir (53). Oseltamivir, zanamivirin tersine oral olarak
kullanildiginda biyoyararlanimi1 yiiksek olan bir ilagtir (76). Oseltamivir ile erken
tedaviye baslandiginda, yatan hastalarda O6nemli Olgude sagkalim saglandigr ve
Influenza A 2009 (H1N1) ile enfekte olan agir hastalarda da sagkalimi 6nemli Glgiide
etkiledigi gosterilmistir (77,78). Noraminidaz inhibitorleri enfekte hiicrelerden yeni

virionlarin ayrilmasini ve diger hiicrelere sigramasini 6nlemektedir. (82)

Antiviral tedavi sirasinda 1ilaca direncli suslarin ortaya cikisi biiyiik bir endise
sebebidir (82). NAI'nin, 6zellikle oseltamivirin  yaygin kullanimi ilaca direngli viral
suslarin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi igin seg¢ici bir baski yaratmaktadir (90).
Oseltamivire direngli suslar N1 numaralandirma sistemine goére NA geninin 275.
pozisyonunda bulunan Histidin aminoasitidinin Tirozin’e degisimi ile karakterizedir
(82).

Kuzey yarim kiirede 2007-2008 Influenza A sezonunda, Influenza A (H1N1)
viriislerinde oseltamivir direnci ortaya cikincaya kadar Influenza viriislerinde NAI
direnci yaygin degildi (86). 2007-2008 Influenza sezonunun baslangicinda Influenza A
(HIN1) virtslerinde oseltamivir direncinin ortaya c¢ikmasiyla o6zellikle Avrupa’da
birgok direngli sus raporlanmis ve oseltamivir direngli Influenza A (HIN1) viriislerinin
prevelans: tiim diinyada dramatik bir sekilde artmistir. 2009 Influenza sezonu Oncesi
son raporlar ¢ogu Influenza A (HIN1) viriisiiniin oseltamivire karst direngli oldugunu
gostermektedir (91). DSO verilerine gore diinya genelinde 2007-2008 sezonunda
Influenza A (H1N1) virtislerinde direng %15 iken 2008-2009 sezonunda %96’ya
yiikselmistir (92).

2009 bahar aylarinda pandemik Influenza A 2009 (H1N1) ortaya ¢ikmasi ve tiim
diinyaya yayilmasiyla birlikte baglangic raporlart tim pandemik HIN1 viriislerinin
NAI’ne karst duyarli oldugunu gostermektedir (82). DSO, 15 Aralik 2009 da sporatik
oseltamivir  direngli vakalarin sayisinin diinya genelinde yaklasik 100 vakaya
ulastiginini bildirilmesiyle oseltamivir direncgli vakalarin dikkatli bir sekilde izlenmesini
onermistir (90). Fakat pandemi siiresince Japonya, Cin, ABD, Hong Kong, Singapur,
Vietnam, Danimarka ve Kanada gibi birkac iilkeden bildirilen ¢ok az sayida (DSO

kayitlarina gore 168) oseltamivir direngli koken disinda antiviral direng sorunu
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yasanmamistir. Direngli  kokenlerle enfekte olan olgularin  %89’unda Onceden
oseltamivir kullanma 6ykiisii belirlenmistir (93). Pandemi sonrasi doneme bakildiginda
da CDC tarafindan 1 Ekim 2015 tarihinden itibaren test edilen pandemik Influenza A
2009 (H1N1) viriislerinde oseltamivir direnci %0,9 olarak tespit edilirken, 2013-2014
Influenza mevsimi siiresince oseltamivir direnci gosteren Influenza A 2009 (H1N1)

viriis prevelanst ABD’de yaklasik %1 olup; diisiik bulunmustur (94).

Oseltamivir'e direngli Influenza A wviriislerinin fenotipik analizi, Influenza
viriislerinde ilag direncini tespit etmek i¢in "altin standart" olarak olarak kabul
edilirken, genotipik analizler (pyrosekans), nokta mutasyonlarinin saptanmasi igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat bu testler uzun zaman alan, yogun emek, 6zel
ekipman ve personel gerektiren tekniklerdir. Bu nedenle oseltamivir direncinin
saptanmasi icin kisa siireli ve yiiksek verimli analizler gereklidir (90). Pandemik
Influenza A 2009 (HIN1) ve / veya antiviral ila¢ direngli mutasyonlari tespit etmek i¢in
gelistirilen birgok PCR tabanli testler mevcuttur (95). Real Time RT-PCR testleri hizli
olmalar1 ve yiiksek duyarliliklar1 ile spesifik bir alternatif olusturmaktadirlar (59).
Musa Hindiyeh ve arkadaslart Pandemik Influenza A 2009 (H1N1) viriisiinde
oseltamivir direncinin hizli bir sekilde tespit edebilmek i¢in “Rapid Detection of
Influenza A Pandemic (H1N1) 2009 Virus Neuraminidase Resistance Mutation H275Y
by Real-Time Reverse Transcriptase PCR ” isimli ¢alismalarinda Real-Time Revers
Transkriptaz PCR “ yontemini kullanmiglardir (90). Yine Glenys R. Chidlow ve
arkadaslari, “The detection of oseltamivir-resistant pandemic influenza A/HIN1 2009
viruses using a real-time RT-PCR assay” isimli ¢aligmalarinda, Sunchai Payungporn ve
arkadaslar1, “Detection of oseltamivir sensitive/resistant strains of pandemic influenza A
virus (HIN1) from patients admitted to hospitals in Thailand” isimli ¢alismalarinda;

ayn1 yontemi kullanmiglardir (86,81).

Bu tez calismasinda da oseltamivir duyarli ve direngli suslar1 saptayabilmek
amaciyla MGB tagman proplan kullanilarak hizli ve duyarliligi yiiksek bir teknik

olmasi nedeniyle real-time revers transkriptaz PCR yontemi uygulanmuistir.

Tagman proplart MGB ve non-MGB olmak iizere ikiye ayrilirlar (87). Normal
sartlarda probun primerden 6nce hedef bdlgeye baglanabilmesi i¢in prop TM (melting-

temperature) derecesinin, primer TM derecesinden daha yiiksek olmasi gerekir (88,89).
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Bu nedenle non-MGB prop dizilerinin primer dizilerinden daha uzun olmasi gerekir
(87). Fakat probun fazla uzun olmasi baglanma sirasinda hatali eslesmelere, ¢ok kisa
olmasi ise Ozgiilliigiiniin azalmasina neden olmaktadir (88,89). Ancak gen ekspresyonu
ya da tek nokta mutasyonu saptanmasi gibi c¢alismalar yiiksek oOzgiilliik isteyen
calismalardir., MGB Tagman proplarinda, MGB grubu (minor groove binding)
“guencher” boya ile 3’ ucuna baghdir. Prop hedef bolgeye baglandiginda MGB, ¢ift
sarmal DNA’nin minér olugunu kusatir ve bu kusatma TM derecesini ylikselterek
baglanmay1 gii¢lendirir. Bu 6zelliginden dolayr tagman MGB proplar1 primerlerden
daha kisa olabilir. Diger tagman proplara gore daha kisa dizilere sahip oldugu halde
primerlerden daha yiiksek sicaklikta baglanma 6zelligi ve daha yliksek 6zgiilliige sahip
olmasindan dolay1 birgok kompleks genetik uygulamalarda tavsiye edilen prop tipidir

(87). Bu nedenlerden dolayi bu tez ¢alismasinda MGB tagman prop tercih edilmistir.

Glenys R. Chidlow ve ark. (86) Mayis , Ekim 2009 tarihleri arasinda toplanan
ve pandemik Influenza A 2009 (H1N1) viriis oldugu bilinen 388 Grnegi oseltamivir
direnci agisindan RRT PCR yontemiyle incelemis ve 4 ornekte H275Y mutasyonu
saptanmigtir. Bu dort 6rnegin ikisi yogun bakimda tedavi goren hastalardan diger ikisi

ise hastanede yatmakta olan hastalardan izole edilmistir.

Sunchai Payungporn ve ark. ( 81) Nisan 2009, Aralik 2010 tarihleri arasinda
Tayland’da, pandemik Influenza A 2009 (H1N1) viriisii oldugu saptanan 1288 6rnek
RRT PCR yontemi ile oseltamivir direnci agisindan incelenmis ve sadece 4 tanesinde

(%0,31) direng saptamistir.

Margaret Okomo-Adhiambo ve ark. (96) Ekim 2013, Nisan 2014 tarihlerinde
Birlesik Devletler’de, toplamda 4968 pandemik Influenza A 2009 (HAIN1) virisi,
pyrosekans ve ndraminidaz inhibisyon testleriyle oseltamivir direnci acisindan

incelenmis ve 59 tanesinde (%]1.2) direng¢ saptamistir.

Yasushi Suzuki, ve ark. (82) Ocak 2008, Aralik 2009 yillar1 arasinda,
Japonya’da toplam 427 Influenza A (H1N1) virisiinii, cycling prop Real-Time PCR
metodu ile oseltamivir direnci agisindan taramis ve 2007-2008 Influenza sezonunda 72
mevsimsel Influenza A (HLN1) izolatinin higbirinde direng saptamamistir. Fakat 2008-

2009 sezonunda 282 mevsimsel Influenza A (HIN1) izolatinin hepsinde oseltamivir
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direnci saptamistir. 2009-2010 sezonunda ise hi¢ mevsimsel Influenza A (HIN1) viriisii
saptanmamis olup 73 pandemik Influenza A 2009 (H1N1) viriisiiniin higbirinde

oseltamivir direnci saptamamustir.

Hoang Vu Mai-Phuong ve ark. (97) 2009-2012 yillar1 arasinda, Viet Nam’da
toplam 341 6rnek Influenza A pozitif bulunmus ve bunlardan 215 tanesinde pandemik
Influenza 2009 (H1N1) virlisii saptanmistir. Bu ornekler pyrosekans yontemi ile

oseltamivir direnci agisindan arastirilmis ve 3 6rnekte direng (H275Y) saptanmustir.

Weijuan Huang ve ark. (98) Eyliil 2013, Mart 2014 tarihlerinde, Cin’de 1123
Influenza A 2009 (H1N1) viriisiinii oseltamivir direnci agisinda floresan temelli testlerle

taramis ve toplam 24 (%2,14) 6rnekte H275Y direnci saptanmustir.

Mosqueda-Gomez JL ve ark. (99) 2009-2012 yillar1 arasinda Guajanuta,
Meksika’da toplam 575 Influenza A 2009 (H1N1) viriisiinii end-point real time RT PCR
yontemiyle oseltamivir direnci agisindan incelemis ve sadece 1 6rnekte H275Y direng

mutasyonu saptanmigtir.

Guldemir D ve ark. (100) Tiirkiye’de post pandemik donemde yaptiklari
caligmada, real-time RT PCR yontemi ile analiz edilmis 2601 klinik ornekten 233
tanesinde Influenza A 2009 (H1N1) viriisii saptanmis ve bu suslarin HA ve NA gen
bolgeleri sekans yontemi ile analiz edilmistir. Izolatlarn NA bolgelerinin analizi,

oseltamivir direncinin Tiirkiye’de heniiz bir sorun olusturmadigin1 ortaya koymustur.

Ertek M ve ark. (101) 15 Mayis-30 Kasim 2009 tarihleri arasinda Tiirkiye’de
19.973 6rnegi pandemik /nfluenza A 2009 (HIN1) agisindan real-time RT PCR yéntemi
ile analiz etmisler ve Orneklerin %43.7’sinde virlis RNA’sina rastlamiglardir.
Randomize olarak sec¢ilen 29 ornek sekans analizi ile incelenmis ve higbirinde NA

geninde H275Y mutasyonu saptanmamistir.

Bu tez calismasinda Yeditepe Universitesi Hastanesi’ne basvuran hastalarin
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen klinik Orneklerinden pandemik
Influenza A 2009 (H1IN1) oldugu saptanan 131 viriis oseltamivir duyarliligi-direnci

acisindan incelenmistir. Toplam 58 6rnek oseltamivire duyarli saptanmistir. Calismada
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kullanilacak olan suslarin niikleik asitlerinin DNA, RNA ve protein konsantrasyonu
acisindan spektrofotometrik olarak Ol¢limiiniin yapilmasi planlanmis fakat deneyin
farkli bir merkezde calisilacak olmasi ve uzun zaman saklanmis viriis RNA’larin
kalitesinin dondurma-¢ozdiirme’den etkilenmesini 6nlenmesi amaciyla RNA’lar direkt
olarak PCR c¢alismasma alinmigtir. Duyarli Influenza A 2009 (H1N1) viriislerinin
disinda kalan 65 6rnek oseltamivir direnci agisindan incelenmis olup sonug¢ alinamama
nedenin diisik RNA kalitesi olabilecegi diisliniilmiistiir. Calismamizda H275Y
mutasyonu saptanmis standart direngli bir susun pozitif kontrol olarak kullanilmasi
planlanmis fakat yetersiz biit¢e nedeni ile temin edilememistir. Yapilan ¢alismalarda da
goriildiigii gibi pandemik Influenza 2009 (HIN1) virislerinde oseltamivir direnci tiim
diinyada oldukga diisiik oranlara sahipken {ilkemizde ise heniiz direng¢li bir vakaya
rastlanmamistir. Bu nedenle, ¢alismamizin basinda 6rneklem sayimizin az olmasinin
direng saptama sansimizi da oldukga diislireceginin bilincindeydik. Calismamizda
oseltamivir duyaliliginin yiiksek oranda saptanmasi beklenildigi icin WHO nun standart

protoliinii uygulayarak duyarli Influenza A 2009 (H1N1) viriislerini tespit etmis olduk.

Stirveyans, belirli bir bolgede dolasimdaki viriislerin tipleri, alt tiirleri, antijenik
ozellikleri, antiviral direng profilleri ve Influenza aktivitesi 6zellikleri hakkinda degerli
veriler saglar (102). DSO, 1952 yilindan itibaren Influenza viriislerini Global Influenza
Siirveyans Agi ile izlemektedir. Tiirkiye bu aga 2005 senesinde katilmigtir (50).
Influenza salginlarmin etkili bir sekilde gézlemlenmesi ve izlenmesi, hastaligin toplum
tizerindeki etkisini degerlendirmek ve hastalik yonetim politikalarini tasarlamak, yeni
alt tiplerin ve antiviral direngli suslarin ortaya ¢ikmasinin tespiti i¢in Snemlidir.
(103,104). Bu nedenle, pandemik suslarin antiviral direnci igin aktif gozetim,
klinisyenler, laboratuvarlar ve ajanslar tarafindan siirdiiriilmelidir. Bu viriisiin bilgisi
halen smirlidir, in vitro ve in vivo modellerde bu direngli varyantin aktarim

ozelliklerinin karakterize edilmesi gereklidir (105).
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