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OZET

Astim ve kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH)’ nda akut atak bu hastaliklarda
yasam kalitesini azaltmasi ve mortalite-morbiditeye olan etkisinden dolayr dnemlidir. Akut
ataklarin %90’ indan infeksiyonlar sorumlu tutulmaktadir. Bunlarin da yaklasik %50’ sinde
bakteriler, %30’ unda viriisler, %10-20" sinde de atipik etkenler saptanmaktadir.

Bu solunum yolu patojenlerini saptamaya yonelik en sik kullanilan konvansiyonel testler,
viriisiin hiicre kiiltiiriinde izolasyonu (viral kiiltlir) ve/veya immunfloresan (IF) yontemiyle
viral antijen saptanmasini igermektedir. Son yillarda daha hizli tan1 amaciyla DNA
“chip”lerinden yararlanilan yeni teknikler gelistirilmistir. “Chip”teki kii¢iik bir ylizeye DNA
fragmanlar1 uygulanarak, bir mikroorganizmaya ait genlerin PCR f{iriinleri veya baz dizisi
bilinmeyen mikroorganizmanin tim genom fragmani, tasiyict bir ylizeye baglanarak
transkripsiyon analizinde veya genom karsilagtirmalarinda kullanilmaktadir.

Bu arastirmada DNA chip teknolojisi kullanilarak astim ve KOAH’ 1 bulunan ve akut
atakla hastaneye basvuran hastalarda akut atak etyolojisini saptamaya yonelik solunum yolu
viral etkenleri arastirilmistir.

Bu amagla 2005-2006 yillar1 arasinda Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Acil Servis
ve Gogiis Hastaliklar1 Klinigi’ ne akut solunum sikintisi ile bagvuran, KOAH ve astim tanisi
almig ya da geldigi sirada bu taniy1 alan, 86 hasta ¢alismaya dahil edilmistir. Hastalardan
alinan nazofaringeal siirlintii 6rneklerinde DNA “chip” yontemi ile (bcs Biotect S.p.A., Italy)
SARS ( Severe Acute Respiratory Syndrome ), influenza virlis A, B, parainfluenza viriis tip
1, 2, 3, adenovirus ve respiratuvar sinsityal viriis varligi arastirilmastir.

86 akut atakli hastanin ikisinde parainfluenza viriis tip 1, birinde de influenza viriis B
olmak iizere 9%3.5’ unda viral etken tespit edilmistir.

Hentiz ¢ok yeni gelistirilmis bir yontem olmasi nedeniyle, literatiirde ayni hasta grubunda
bu yontemle yapilan herhangi bir calismaya rastlanmadigindan, saptanan pozitiflik oraninin
gercek pozitiflik oranimi yansitip yansitmadigi konusu tartigmalidir. Ayrica ydntemin
duyarliligmi ve oOzgilliigiinii belirleyebilmek amaciyla, viral solunum yolu etkenlerini
saptamada ‘“gold standart” yontem olarak kabul edilen viral kiltir ile O6rneklerin
calisilamamis olmasi, ¢alismamizi kisitlayan bir diger dnemli unsurdur. Bu nedenle DNA
“chip” yontemini solunum yolu viriislerinin rutin tanisinda kullanmaya baslamadan 6nce
ozgiilliik, spesifiklik ve tekrarlanabilirlik gibi degerlendirmelerin dikkatlice yapilmasi
gerektigi ve rutin uygulamalarda mutlaka baska bir yontemle eszamanli kullanilmasi
gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Astim, KOAH, chip, solunum viriisleri
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IDENTIFYING THE VIRAL RESPIRATORY TRACT PATHOGENS IN AN ACUTE
ATTACKS OF THE PATIENTS WITH ASTHMA AND COPD BY CHIP TECHNOLOGY

Acute attacks in asthma and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) are
important because of their effects on mortality, morbidity and reducing patient’s life
quality. Infections are responsible for 90 % of acute attacks. In these infections, about 50
% there are bacteria, 30% viruses and 10-20 % atypical factors are found.

Most common conventional tests to find these respiratory tract pathogens includes,
isolation of the virus in cell culture (viral culture) and viral antigen determining by
immunflorescence (IF) methods. To diagnose in shorter time, in recent years new methods
using DNA “Chips” are developed. By applying DNA fragments to a small surface on the
“Chip”, PCR products of a microorganism’s genome or all genome fragment of a
microorganism with unknown genome sequence are used in transcription analysis or in
genome comparing, by binding to a carrying surface.

In current study, respiratory tract viral pathogens are investigated to determine using
DNA Chip technology acute attack aetiology in the patients who has asthma or COPD and
admitted to the hospital because of acute attacks.

Sixty-eight patients were enrolled in the study, consisting of people consulted
Emergency Service and Thorax Diseases Department of Celal Bayar University, Faculty of
Medicine, Manisa, in 2005-2006 for having respiratory distress; diagnosed earlier with
asthma / COPD, or newly diagnosed with one of these diseases. Using the DNA “Chip”
method (bcs Biotect S.p.A., Italy); SARS (severe acute respiratory syndrome), influenza
virus A and B, parainfluenza virus type 1, type 2, type 3, adenovirus and respiratory
sinsitial virus are investigated in the nasopharyngeal swabs of patients.

Parainfluenza virus type 1 is found in two, and influenza virus B is found in one of the

86 patients with acute attacks; totally viral aetiology is found in 3.5% of the patients.
Since it’s a recently developed method and there isn’t any study with the same patient
group and method such our study, it’s controversial whether our positive ratio is reflecting
the real ratio. Also to determine sensitivity and specifity of the method, the lack of viral
culture which is accepted as “gold standard” method for identifying viral respiratory tract
pathogens, is another restricting and important factor for our study. Therefore, before using
DNA “Chip” method to diagnose respiratory tract viruses as a routine, the valuations such
as sensitivity, specifity must be carefully done, and in routine practice another method
must be used simultaneously.

Key words: Asthma, COPD, chip, respiratory viruses
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1.GIRIS

Astim ve kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH)’ nda akut atak Okstiriik, ptriilan
balgam ve nefes darlig1 gibi belirtilerde kotiilesme olarak tanimlanmaktadir. Akut atak bu
hastaliklarda yasam kalitesini azaltmasi ve mortalite-morbiditeye olan etkisinden dolay1
onemlidir. Astim ve KOAH’ ta akut atagin %90’ indan infeksiyonlar sorumlu tutulmaktadir.
Bunlarin da yaklasik %50’ sinde bakteriler, %30’ unda viriisler, %10-20’ sinde atipik
etkenler saptanmaktadir. Influenza viriis A, B, C, parainfluenza viriis tip 1-4, respiratuvar
sinsityal virlis, metapnomoviriis, koronaviriis OC43 ve 229E (HCoV), rinoviriis ve bazi
enteroviriisler astim ve KOAH akut ataklar1 da dahil olmak iizere insanlarda en sik solunum
yolu infeksiyonlarina neden olan viral etkenlerdir.

Bu solunum yolu patojenlerini saptamaya yonelik en sik kullanilan konvansiyonel testler,
viriisiin hiicre kiiltiirlinde izolasyonu (viral kiiltiir) ve/veya immunfloresan (IF) yontemiyle
viral antijen saptanmasini icermektedir. Ancak konvansiyonel yontemlerdeki bazi
kisithliklar, ilgiyi yeni niikleik asit temelli yoOntemlerin gelistirilmesi {izerine
yogunlagtirmigtir. Reverse transcriptase-PCR solunum yolu viriislerini saptamada hizl,
duyarli ve 6zgiil bir yontem olarak molekiiler yontemler arasinda ilk siray1r almistir. Son
yillarda daha hizli tan1 amaciyla DNA “chip”leri gelistirilmistir. “Chip”’teki kiigiik bir yiizeye
DNA fragmanlar1 uygulanarak, bir mikroorganizmaya ait genlerin PCR {iriinleri veya baz
dizisi bilinmeyen mikroorganizmanin tiim genom fragmani, tasiyici bir ylizeye baglanarak
transkripsiyon analizinde veya genom karsilastirmalarinda kullanilmaktadir.

Bu arastirmada DNA chip teknolojisi kullanilarak astim ve KOAH’ 1 bulunan ve akut
atakla hastaneye bagvuran hastalarda akut atak etyolojisini saptamaya yonelik solunum yolu

viral etkenleri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

KOAH ve astim hava yollarinda kronik ve ilerleyici daralmayla seyreden hastaliklardir.

2.1. KOAH

Amerikan Toraks Dernegi (ATS)’nin tanimlamasina gore KOAH “Kronik bronsit veya
amfizeme bagl hava akimi kisitlanmasiyla karakterli bir hastaliktir; hava akimi obstriiksiyonu
genellikle progresif olup, hava yolu hiperreaktivitesi ile birlikte olabilir ve kismen reverzibl
olabilir” (1). Avrupa Solunum Dernegi (ERS) KOAH’1 “Maksimum ekspiratuvar akimin
azalmasi ve akcigerlerin zorlu bosalmasinin yavaslamasidir; yavas sekilde ilerler ve mevcut
tibbi tedavilere kars1 ¢ogunlukla irreversibldir.” (2) seklinde tanimlarken, Global Initiative
for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) ise; “Tam reversibl olmayan hava akimi
kisitlanmasiyla karakterli bir hastaliktir. Hava akimi kisitlanmasi genellikle progresif olup,
zararll gaz ve partikiillere akcigerlerin anormal inflamatuvar cevabi ile birliktedir” olarak
tanimlanmaktadir .

Pek ¢ok KOAH taniminda kronik bronsit ve amfizem terimi vurgulandigi halde, GOLD
raporundaki KOAH tanimina bu terimler dahil edilmemistir. Baz iilkelerde bunlarin diginda
tanimlamalar da yapilmaktadir. Burada belirtilen li¢ farkli kurulusun, KOAH taniminda
kullandiklar1 hava akimi kisitlanmasinin, reverzibilite ve hastaligin agirlik dereceleri ile ilgili
degerleri birbirinden farklidir. Ayrica kronik bronsit, amfizem ve astim tanimlar1 da
farkliliklar gostermektedir .

Diinya saglik orgiitii 1998 verilerine gore tiim diinya iilkelerinde 600 milyon KOAH
hastas1 bulunmakta ve her yil 2.3 milyon insan bu hastaliktan 6lmektedir (3).

Ulkemizdeki KOAH’ I1 hasta sayis1 mevcut verilere gére 2.5 -3 milyon oldugu tahmin
edilmektedir (4).

KOAH’ It bir hastanin bir yillik takibini kapsayan longutidunal calismada yillik atak

sayisindaki artigin hayat kalitesini 6nemli 6l¢iide bozdugu gdsterilmistir (5).
2.1.a Evreleme
Epidemiyolojik ve klinik caligmalarda, saglik harcamalarinin planlanmasinda, prognoz ve

maliyetin belirlenmesinde evreleme yararlidir. Bu hastalarda morbidite ve mortalite ile en iy1

korelasyonu gosteren parametre, birinci saniyedeki zorlu ekspiratuvar voliimdiir (FEVI)



ATS ve ERS, KOAH evrelemesini FEV1’ e gore yapmistir, ancak kriterler arasinda
farkliliklar bulunmaktadir (Tablo 1) (6).

Tablo 1. ATS ve ERS’ e gore KOAH evreleri.

EVRE FEV1(%)

ATS 1 >50
2 35-49

3 <35

ERS HAFIF >70
ORTA 50-69

[LER] <50

2.1.b KOAH Atag

KOAH atag stabil seyreden bir olguda artan nefes darliginin varlig: ile birlikte, -viicut
1s1sinda, Oksiiriikte, balgam miktar1 ve renginde degisiklik olsun ya da olmasin- giinliik
performansin azalmasi ve/veya mental durum bozuklugu olarak tanimlanmaktadir

KOAH hastalarinda yilda yaklasik 1-4 kez atak gozlenir. Ataklarin biiyiik kismi hafif
dereceli olup evde tedavi edilebilirlerse de, agir ataklarin tedavilerinin hastaneye yatirilarak
yapilmasi daha uygundur. Atak tedavisi nedenlerinin bilinmesini gerektirir.

Bununla birlikte KOAH hastasinin hangi kosullarda tedavi edilecegine karar verirken atak
siddetinin de bilinmesi gerekir. Atak siddeti hafif, orta, agir dereceli olarak
tanimlanmaktadir.

En sik KOAH atak nedenleri arasinda trakeobronsial agacin infeksiyonlar (siklikla viral),
pndmoni, sag ve sol kalp yetmezligi, pulmoner emboli, pndmotoraks, yetersiz oksijen
kullanimi, ilaglar, reflii, metabolik hastaliklar (diabet), kotli beslenme ve miyopati yer
almaktadir (7). KOAH’ ta akut atagin %90’ indan infeksiyonlar sorumlu tutulmaktadir.
Infeksiyonlarin da yaklasik %40-60° dan bakteriler sorumludur (8). Viral infeksiyonlardan
ozellikle influenza virilisiiniin, akut ataklarin yaklagik olarak %30’ undan sorumlu oldugu

cesitli caligmalarda gosterilmistir (9).



2.2. ASTIM

Hava yollarinin kronik inflamatuar bir hastaligt olan astimin, genetik ve ¢evresel
faktorlerin etkisi ile olusan T-lenfosit farklilagsmasi sonucu basladigi kabul edilmektedir.
Kronik inflamasyon ve buna bagl degisiklikler hava yolu asir1 duyarliligin artmasina neden
olmaktadir. Duyarli hale gelen hava yolu bir takim spesifik ve nonspesifik uyarilara kolayca
yanit verir. Mukozada akut inflamatuar degisiklikler ve hava yolu daralmasi seklinde
gergeklesen yanittan Ozellikle mast hiicresi kaynakli mediatdrler sorumlu tutulmaktadir.
Astimda akut ataklara neden olan bu uyarilar tetigi ¢eken faktorler olarak adlandirilirlar.
Bunlar allerjenler, solunum yolu infeksiyonlari, ilaglar, gastro-osofajial reflii, hava kirliligi,
sigara, egzersiz, hormonal ve emosyonel faktorlerdir (10).

Ust hava yolu infeksiyonlar1 astim tetikleyici etkenler arasinda en sik rastlanilanidir. Tki
yasin altindaki ¢ocuklarda respiratuvar sinsityal viriis (RSV) infeksiyonlar1 6nemli etyolojik
faktor olarak rol oynamaktadir. Yasin ilerlemesi ile rinoviriis, influenza viriis, parainfluenza
virlis ve mikoplazma infeksiyonlar1 6n plana ¢ikmaktadir (11).

Infeksiyonlarm astimi tetikleyen mekanizmalari tam olarak anlagilamamis olmakla
birlikte, infeksiyondan sonra 2-8 hafta kadar siiren ve epitel hasarinin baslattig1 hava yolu
asir1 yanit1 olaydan sorumlu tutulmaktadir. Astim atak siddetinin evrelemesi de KOAH’ ta
oldugu gibi hafif, orta, agir olarak degerlendirilmekteyken, hastalik siddeti hafif intermittan,
hafif persistan, orta persistan ve agir persistan olarak siniflandirilmaktadir (Tablo 2) (12).

Infeksiyonlarin astim ve KOAH ataklarinin gelismesine neden oldugu artik bilinmektedir.

Tablo 2. Astimin hastalik siddetinin siniflandirilmasi.

FEV1(Beklenen) PEF Degiskenligi
Hafif intermittan >%380 <%20
Hafif Persistan >%380 %20-30
Orta Persistan %60-80 >%30
Agir Persistan <%060 >%30




2.3. ATAK OLUSTURAN ViRAL ETKENLER

2.3.a influenza Viriisleri

Influenza viriisleri “grip” olarak isimlendirilen ates, oksiiriik, bas agris1, halsizlik, kas
agrilart gibi bulgular veren solunum yolu hastaliginin viral etkenidir. Tiim yas gruplarinda
genis yayillim gosterir. Epidemi ve pandemiler olusturmasi, pulmoner komplikasyonlar
sonucu Oliime neden olabilmesi diger solunum sistemi viral infeksiyonlarindan ayirict
ozellikleridir.

Influenza ¢ok eski yillardan beri bilinmektedir. Bilinen ilk pandemi 1510 yilina aittir.
Bilinen en biiyiik pandemi ise 1918-1919 yillarinda goriilen, yaklasik 20 milyon insanin
oliimiine yol agan Ispanyol gribi (Influenza A/HIN1) olarak adlandirilan salgindir. Bu
pandeminin diginda 20. yiizyillda 1957-1958 yillarinda Asya gribi (Influenza A/H2N2),
1968-1970' de Hong Kong gribi (Influenza A/H3N2) ve 1977-1978 yillarinda Rus gribi
(Influenza A/HIN1) olarak adlandirilan pandemiler yasanmistir. Bu pandemilerin dérdii de
Cin' den baslayip tiim diinyaya yayilmistir. influenza salginlarinda hayvanlarin énemli rol
oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Ornegin 18. ve 19. yiizyillarda atlarda goriilen solunum yolu
infeksiyonlarinin insanlarla baglantili oldugu saptanmistir. Giliniimiizdeki influenza
salginlarinda ise domuzlarin etkin rol oynadig1 diisiiniilmektedir. 1997 yilinda Hong Kong'
da 6 kisinin 6liimii ile sonuglanan, dnceden insanlarda patojen olarak rastlanmamis, kuslarda
hastalik etkeni olarak goriilen HSN1 subtipi ile infeksiyon saptanmistir.

Yapisal 6zellikleri : Influenza viriisleri Orthomyxoviridae ailesinde yer almaktadirlar.
80-120 nm ¢apinda pleomorfik yap1 gosteren, negatif polariteli, tek zincirli RNA viriisleridir.
Genetik madde segmentli yap1 gostermektedir. Influenza A ve B sekiz, influenza C yedi
segmentlidir. Sekiz segment 10 viral protein kodlamaktadir. Ug biiyiilk RNA segmentinden
biri PB1, PB2 ve PA ile ifade edilen polimeraz proteinlerini kodlamakta olup, RNA' nin
replikasyonu ve transkripsiyonundan sorumludur. Diger segmentlerden biri niikleoprotein
(NP), digeri hemaglutinin (HA) ve néraminidaz (NA) glikoproteinlerini kodlamaktadir. HA
ve NA virus zarfinda yer almaktadirlar. Influenza C viriisiinde NA yoktur; onun yerine
hemaglutinin esteraz fiizyon proteini (HEF) olarak ifade edilen yapi1 yer alir. Viriis zarfinin i¢
kisminda matriks proteinleri M1 ve M2 yer alir. M1 proteini viriise seklini verir. M2 proteini
ise virlislin zarfindan soyulmasina yardimci olarak viryon i¢ine hidrojen iyonlarinin girisini
saglayan bir iyon kanali olusturmada rol oynamaktadir. Influenza viriislerinde ayrica NB

olarak adlandirilan ikinci bir matriks proteini ile iki adet yapisal olmayan protein NS1 ve



NS2 de bulunmaktadir. Influenza B, BM2 olarak adlandirilan yapisal olmayan bir proteine
de sahiptir.

Influenza viriisleri niikleoprotein ve matriks antijenlerindeki farkliliklara gére A, B ve C
olarak isimlendirilen ii¢ tipe ayrilmaktadirlar. influenza A viriislerinde genetik madde 8
segmentlidir. Insan, domuz, at, deniz memelileri ve kuslarda infeksiyon olustururlar.
Influenza B viriislerinde de genetik madde 8 segmentlidir, sadece insanda hastalik
olustururlar. Influenza C viriislerinde ise genetik madde 7 segmentli olup, insanlarda ve
domuzlarda hastalik yapmaktadirlar.

Influenza A viriisleri HA ve NA yiizey glikoproteinlerine gére alt tiplere ayrilmaktadirlar.
Influenza A viriislerinde 15 HA ve 9 NA tipi belirlenmistir. Insanlardan izole edilenlerde ise
3 HA ve 2 NA saptanmustir.

Influenza viriislerinin adlandirilmasinda izole edilen viriisiin tipi, izole edildigi canli tiirii
(insan belirtilmez), izole edildigi yer, yi1l, HA ve NA alt tipleri parantez ic¢inde belirtilir.
Ornek: A/Johannesburg/33/94 (H3N2),B/Harbin/07/94.

Influenza viriisleri konak hiicrenin sialooligosakkarit reseptorlerine hemaglutinin yapilari
ile baglanirlar. Endositoz ve fiizyonu takiben virlis konak hiicrenin sitoplazmasina geger.
Viriisiin replikasyonu konak hiicre niikleusunda, viral proteinlerin sentezi sitoplazmada
gergeklesir. Yeni olusan viriis partikiilleri viral zarflarim1 konak hiicre sitoplazma
membranindan alirlar.

Epidemiyoloji: Influenza viriisii ile olusan salgmlar her yil kis aylarinda goriiliir.
Hastaligin hizli yayilmasi ve sik antijenik degisiklige ugramasi nedeni ile Diinya Saglik
Orgiitii bir iletisim ag1 kurmustur. Diinyadaki influenza viriis sirkiilasyonunda, hangi tip ve
antijenik yapidaki virlistin etken oldugunun bilinmesi, izolasyonlar1 saptayip ilgili
laboratuvarlara bilgi vererek 6nlem almada ve sonraki yil icin iiretilecek as1 ile ilgili bilgi
birikimini saglamada 6nem tagir. Avrupa' da 1997' den bu yana WHO Flunet sistemi klinik
ve epidemiyolojik verileri toplayarak degerlendirmektedir. Toplumun bagisikliginda rol
oynayan en énemli etken viriisiin antijenik yapisindaki degisikliklerdir (13).

Antijenik degisim esas olarak viriisiin iki dis glikoproteini olan HA ve NA’ da goriiliir.
Ayrica viryonun yapisal olan veya olmayan proteinlerinde de degisiklikler olabilmektedir.
Bunlar arasinda HA degisiklikleri en 6nemli olanidir. Ciinkii bu antijende hem daha ¢ok
degisim saptanmaktadir ve hem de HA’ ya kars1 olusan antikorlar infeksiyondan iyilesmede
onemli bir role sahiptirler. Antijenik degisim baslica iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir:

a) Antijenik drift (kayma): Influenza alttiplerinde her y1l veya birkag yilda bir gériilen kiiciik

antijenik degisimlerdir. Antijenik kayma, bir gendeki noktasal mutasyonlarin birikmesi



sonucu, bu bolgenin kodladigi aminoasitlerde ortaya c¢ikan antijenik bir degisimdir.
Boylelikle viryonun antijenik bolgelerindeki dizinlerin degismesi, viriisiin konagin bagisik
sisteminden kagabilmesine olanak saglar. Bu durumda yeni sus immunolojik seleksiyon ile,
ozellikle kendisine karsi az miktarda antikor tasiyan yash kisiler arasinda gerceklesen
bulaslar ile yayilim gdosterir. Ayni fenomen hiicre kiiltlirlerinde de goriilebilmekte, diisiik
titrede antikor iceren hiicre kiiltiirlerinde pasajlar1 yapilan suslarda ufak antijenik kaymalar
ortaya ¢ikmaktadir.

b) Antijenik shift (sapma): Bu deyim viriisiin yiizey proteinlerinde goriilen biiyiik antijenik
degisiklikler icin kullanilir. Burada saptanan degisiklik basit bir mutasyon ile
aciklanmayacak kadar oOnemlidir. Genetik degisim, daha oOnce 8 segmentli olduguna
degindigimiz niikleik asitin, bir segmentinin tamamen de§ismesi sonucu ortaya ¢ikar. Bu
olay daha c¢ok ayni hiicrenin iki farkli influenza viriisii tarafindan infekte oldugu durumlarda,
bu viriisler arasindaki genetik aligverise bagli olarak goriiliir, yeni sus diger ilk iki viriise
benzemeyen bir rekombinandir. Antijenik sapma A tipi influenza viriislerinde saptanan, B ve

C tiplerinde goriilmeyen bir genetik degisimdir (14).

2.3.b Parainfluenza Viriisleri

[1k olarak 1955 yilinda kruplu (laringotrakeobronsit) yenidoganlardan izole edilmistir.

Yapisal 6zellikleri: Parainfluenza viriisleri Paramyxoviridae ailesi iginde yer alan, lineer,
tek zincirli RNA igeren, negatif polariteli, pleomorfik bazen filamant6z yapida, 150-300 nm
biiyiikligiinde, zarfli viriislerdir. Orthomyxoviruslar’ a benzerlerse de daha biiyiik olmalari
ve genetik maddenin segmentsiz olmasi ile ortamiksoviriislerden farklilik gosterirler.
Parainfluenza genomu sekiz veya dokuz protein kodlar. Bu proteinlerin alt1 tanesi yapisaldir.
Yapisal olmayan proteinler sadece enfekte hiicrelerde bulunur. Viral RNA' nin kodladigi
yapisal proteinler NP, polimeraz fosfoprotein, M, flizyon (F), hemaglutinin-ndraminidaz
(HN) ve biiyiik protein CO' dur. NP niikleokapsitte gorev alir ve RNA' ya sikica baglanmig
olarak bulunur. M proteini viral zarfin hemen alt kisminda yer alir ve viral zarftaki
glikoprotein yapilar ile niikleokapsit arasindaki baglantida rol oynar. M proteini ayrica HN
ve F proteinlerinin konak hiicre sitoplazma membraninda olugmast ve virusun
tomurcuklanarak konak hiicreden ayrilma agsamalarinin baglamasini saglar. Viriis konak
hiicreye HN glikoproteinleri ile baglanir. Konak hiicre ile fiizyon olabilmesi i¢cin HN

glikoproteinleri gereklidir. Viral zarfta yer alan F glikoproteini virusun hiicre igine



penetrasyonunda, konak hiicreler arasi hiicre flizyonunda (sinsityum olusumu), hemoliz ve
notralizan antikor olusumunda rol oynar.

Parainfluenza virtislerinin tip 1, tip 2, tip 3 ve tip 4 olmak iizere dort antijenik serotipi
vardir. Parainfluenza viriis tip 4' {in ayrica iki alt tipi (4A ve 4B) bulunmaktadir.

Parainfluenza viriisleri direkt temas veya infekte damlaciklarin solunum yolu ile alinmasi
sonucu bulagir. Solunum yolu silli epiteline tutunan virlis, burada g¢ogalarak infeksiyon
olusturur. Ik 6zgiil korunma mekanizmasi lokal antikorlardir. Dogal sekresyonlarda bulunan
antikorlarin, serum antikorlarima oranla diren¢ mekanizmasinda daha etkili olduklari
bilinmektedir.

Virlis konak hiicre yiizeyindeki sialik asit i¢eren reseptdrlere HN glikoproteinleri ile
baglanir. F glikoproteinleri yardimi ile penetre olur ve hiicre fiizyonu gergeklesir. Viral zarf
konak hiicrenin disinda kalir, niikleokapsit hiicre sitoplazmasi icine geger. Niikleokapsitin
acilmasiyla serbest kalan viral RNA sitoplazmada replike olmaya baslar. Genetik maddenin
replikasyonu iki asamada gerceklesir. Once (-) RNA' dan komplementer (+) RNA
kopyalanir. Komplementer RNA genomik RNA sentezinde kalip gorevi goriir ve bundan
yeni viriis RNA' lar1 sentezlenir.

Viriisiin sentezlenmesinde ilk asama olan viriisiin konak hiicreye baglanip girmesinde HN
ve F glikoproteinleri rol oynar. (-) viral RNA'nin mRNA' ya transkripsiyonunda gorevli
RNA'ya bagimli RNA polimerazin aktivitesinde P proteini, L proteini ve NP proteininin de
rolii vardir, mRNA' lar konak hiicre ribozomlaria (poliribozom) giderek viral proteinlerin
sentezlenmesini saglarlar. Konak hiicrenin sitoplazmasinda da viriis niikleik asitleri (RNA)
replike olarak (+) RNA’dan (-) RNA' lar1 olustururlar. Bu islemler olurken viriis zarfinda yer
alan glikoprotein yapilar da konak hiicrenin sitoplazma membraninda yerlerini alirlar. Yeni
olusan (-) RNA dizileri ribozomlarda sentezlenen proteinler ile cevrilir; konak hiicrenin
sitoplazma membranindan zarfin1 alip tomurcuklanarak konak hiicreden ayrilirlar.

Epidemiyoloji: Parainfluenza virlisleri tim diinyada yaygindir; tip 1 ve tip 2' nin
sonbahar-kis aylarinda, tip 3' iin ise ilkbahar aylarinda salginlara neden oldugu
bilinmektedir. RSV' den sonra ¢ocuklarda en sik alt solunum yolu infeksiyonuna neden olan
viriistiir. Tip 3 prevalandir ve tiim ¢ocuklarin hemen hemen yaris1 yasamlarinin ilk yilinda

infeksiyonu gecirmektedirler. Parainfluenza viriisleri ile reinfeksiyon sik goriiliir (13).



2.3.c Respiratuvar Sinsityal Viriis (RSV)

Yenidogan ve kii¢iik cocuklarda alt solunum yollarinda infeksiyon etkeni olan énemli bir
patojendir.

Yapisal oOzellikleri: RSV, paramyxoviridae ailesi paramyxovirinae alt ailesinin
pneumovirus cinsinde yer almaktadir. Diger paramiksoviriisler ile ayni yapisal 6zellikleri
tasimasina ragmen, farkli olarak HA ve NA icermez. Hemolizin ve hemadsorpsiyon yapma
ozellikleri de yoktur, sadece F ve G proteini tasir. Yapisal proteinler niikleokapsitte yer alan
N, P ve L proteinleri, viral zarfin ylizeyinde yer alan F ve G proteinleri ile zarfta yer alan Ml
ve M2 proteinleridir. Onceleri 1B ve 1C olarak isimlendirilen iki yapisal olmayan protein de
arttk NS1 ve NS2 olarak isimlendirilmektedir.

N proteini orta biiylikliiktedir ve niikleokapsitin major yapisal proteinidir. P ve L
proteinleri transkripsiyon ve replikasyonda yer alirlar. N proteinine karsi gelistirilen
monoklonal antikorlar immunfloresan yonteminde intrasitoplazmik inkliizyon cisimlerini
boyar. Diger RSV proteinlerinin tersine P proteini ileri derecede fosforiledir ve nispeten
asidiktir. P' ye kars1 monoklonal antikorlar da intrasitoplazmik inkliizyon cisimlerini boyar.
L proteini ¢ok biiyiiktiir ve nispeten hidrofobiktir; biiylikligi ve niikleokapsitteki
lokalizasyonu nedeni ile L proteininin viral RNA-bagimli RNA polimeraz oldugu
distintilmektedir (13).

Yiizeyel V antijenlerindeki mindr farkliliklar nedeniyle 4 tipe ayrilmaktadir. RSV
izolatlar1 monoklonal antikorlar araciligiyla veya genetik analizler ile A ve B olmak iizere iki
alt gruba ayrilirlar. Bunlar niikleotid sekans seviyesinde ve viriisiin konak hiicreye
baglanmasini saglayan G proteinlerinin aminoasit sekanslarindaki farkliliklarla birbirlerinden
ayrilirlar. Her bir grup da kendi i¢inde subtiplere ayrilir, ancak detayli bir siniflandirma
heniiz tam olarak yapilamamistir (15).

Epidemiyoloji: RSV tiim diinyada yaygindir. Her yil kis aylarinda epidemiler yapar;
bebeklerde ve kiiclik ¢ocuklarda en sik alt solunum yolu infeksiyonuna yol agan viral
etkendir. Tlim yas gruplart RSV ile infeksiyona duyarlidir. Salgin déneminde olgularin ¢gogu
1-2 ay arasindadir. RSV ile infeksiyon sonucu olusan hastaliga bagli hastaneye yatis
genellikle 2-6 aylik bebeklerde goriiliir. Bronsiolit ve pndmoniye bagli hastaneye yatig oran,
primer RSV infeksiyonu geciren bebeklerde 24/1000 kadar yiiksek olabilmektedir.
Endiistrilesmis bolgelerde bebeklerde ve sigara dumanina maruz kalanlarda da RSV ile
infeksiyon daha agir seyretmektedir. Hayatin ilk yilinda bebeklerin %50' si, ikinci yilin

sonunda da hepsi RSV infeksiyonuna yakalanmis olur. Ozgiil lokal ve sistemik antikorlar ile



notralize edici antikorlar RSV ile infeksiyonu takiben olustugu halde, reinfeksiyonlar sik

gorlilmektedir (13).

2.3.d Adenoviriisler

Yapisal ozellikleri: Insan adenoviriisleri, Adenoviridae ailesinde Mastadenovirus cinsinde
yer alan zarfsiz, ¢ift iplikli DNA viriisleridir. 70-90 nm ¢apinda, ikosahedral simetrili olup,
molekiiler agirliklar1 5.000-120.000 arasinda degisen 10 yapisal protein igerirler.

Adenoviriisler konak hiicrenin niikleusunda ¢ogalirlar ve konak tiiriine 6zgiildiirler. Viriis
tipik sitopatik etki olusturur. Hekzon kapsomerleri {iizerinde cinse 0zgli antijenik
determinantlar igerirler. Her bir viryon 240 hekzon ve 12 pentondan olusur. Ciplak
viriislerdir; kiibik yapinin her bir kdsesinde bir fiber yer alir. Fiberin uzunlugu her bir altcins
iiyesi i¢in karakteristiktir. Kapsit i¢cinde tek molekiil halinde lineer, ¢ift iplikli DNA bulunur.
Cogu adenoviriis siispansiyonlart pH 6-9 arasinda -20 ile +100 °C de uzun siire stabil kalir.
Virlis 56°C’ de, %0.25 sodyum dodesil sulfat, 0.5 pg/ml serbest klor, UV 1simnlamas1 ve
1:400-1:4000 sulandirnmindaki formalinle inaktive olur; etken eter ve kloroform ile
muameleden etkilenmez. Ozel 6nlemlere gereksinim kalmadan liyofilize edilebilir ve
infektivitelerini 4 -10 °C’ de korurlar.

Insan adenoviriisleri niikleotid dizi analizine gére A' dan F' ye kadar 6 alt cinse
ayrilmislardir. Adenoviriisler 6nce Rosen tarafindan hemaglutinasyon ozelliklerine gore
siniflandirilmiglardir. Bu siniflandirma 1973 yilinda Hierholzer tarafindan genisletilmistir.
1967 yilinda Hueber adenoviriisleri onkojenik 6zelliklerine gore siniflandirmistir. En son
olarak da viryonda yer alan yapisal proteinlerin biiyiikliikklerine ve viral genomun DNA
homolojisine gdére bilinen tiim insan adenoviriisleri 6 alt cinse ayrilmistir. Insan
adenoviriisleri yenidogmus hamsterlarda onkojenite agisindan model olarak da kullanilmistir.
A alt cinsindeki adenovirlislerin ¢ogu yenidogan hamsterlarda inokiilasyonu takiben 2 ay
icinde timdr olusturur. B ve E adenoviriisler az sayida hayvanda 4-18 ayda timor olusturur.
C, D ve F alt cinslerindeki adenoviriisler in vitro sigan hiicrelerini transforme ederler.
Sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi ile viryon polipeptidlerinin molekiiler
agirliklanin analizi, insan adenoviriisleri arasindaki iliski ile ilgili daha detayl bilgi verir.

Altcins A’ da tip 12, 18 ve 31 yer alir. Tumii saghkl kisilerin digkilarindan izole
edilebilir. Tip 31 bagisiklik yetersizligi olan kisilerden ve diyareli ¢ocuklardan izole
edilebilir. Altcins B’ de iki farkli grup bulunur. 3, 7, 16, 21 ve 51 tiplerinden olusan

gruptakiler 6zellikle solunum yolu infeksiyonu salginlarindan sorumludur. Bu tipler diyare
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de dahil sistemik infeksiyona yol agabilirler. Diinya Saglik Orgiitii' ne bildirilen tiim
izolatlarin 1/3' i bu tiptendir. ikinci grup 11, 14, 34 ve 35' den olusur. Uriner sistemde
persistan infeksiyonlara yol agarlar. Tip 11 ve 14 solunum yolu infeksiyonu salginlarina yol
acabilir. Altcins C’ de tip 5 ve 6 yer alir. Lenfoid dokuda yillarca kalip, intermitan olarak
digkiyla atilirlar. Altcins D goze tropizmi ile karakterize olan tip olup, bu alttipte 30 serotip
yer alir; serotip 8, 19a ve 37 epidemik keratokonjuktivit ve sporadik keratokonjunktivit
etkenidir. Tip 40 ve 41 bilinen epitelyal hiicre dizilerinde iiremezler. Bu enterik
adenoviruslar uzun siiren infantil diyareden sorumludurlar.

Epidemiyoloji: Adenoviriisler insanlarin hemen hemen tiim organ sistemlerinden izole
edilmistir. Bir ¢cok klinik sendrom ile iliski kurulmustur. Adenoviriis infeksiyonlar1 tiim yil
boyunca endemik olup her yasta goriiliir. En sik okul ¢cagi cocuklarinda infeksiyona yol agar,
bu infeksiyonlarin %50' si asemptomatiktir. Adenoviriislar kis ve bahar aylarinda lokalize
solunum yolu infeksiyonu salginlarina, yazin yiizme havuzlarindan kaynaklanan
faringokonjunktival ates, yilin herhangi bir ayinda oftalmolojik islemler ya da endiistriyel
g0z travmalart ile iliskili epidemik keratokonjunktivite yol agarlar. Adenoviriisler bebeklerde
ve okul Oncesi ¢ocuklarda gastroenterit olgularmin %5-15" inden sorumludurlar. Askeri
birliklerde sik olarak goriilen akut solunum yolu infeksiyonu epidemileri, giiniimiizde uygun
serotipleri igeren asilarla 6nlenmektedir. En sik infeksiyona yol aganlar1 1, 8, 11, 12, 21, 31,
35, 37,40 ve 41 olup, 51 serotipi tanimlanmaistir.

Adenoviriislerin yol agtig1 iist solunum yolu infeksiyonlar farenjit veya tonsillit seklinde
olup genellikle bebek ve ufak ¢ocuklarda goriilmektedir. Klinik tablodan genellikle tipl’ den
7’ ye kadar sayilan adenoviriisler sorumludur. Tip 1, 2, 5 ve 6' ya ait 6nemli bir 6zellik,
virlisiin yaklasik %50 cocukta adenoid ve tonsil dokusunda latent halde persistans
gostermesidir. Bir diger epidemiyolojik 6zellik ise viriisiin digkida semptomlarin tekrari
olmadan aylarca atilmasidir.

Bronsit, bronsiolit ve pndmoni gibi alt solunum yolu infeksiyonlari, siklikla adenoviriis
infeksiyonlarinda komplikasyon olarak goriiliir. Oliimciil olabilen agir pndmoni, bebek ve
cocuklarda -nadiren eriskinlerde- tip 3, 4, 7 ve 21 tarafindan meydana gelir. Bobrek ve
karaciger tutulumu gibi ekstrapulmoner tutulum, ozellikle bebeklerde ve bagisiklik
yetersizligi olanlarda goriillir ve bu tiir hastalarda yaygin hastalik genellikle fatal seyirlidir.
Tip 3, 7 ya da 21' den iyilesen bazi ¢ocuklarda kalici akciger hastalig1 gelisir. Adenoviriis tip
1-3, nadiren tip 5 ile bogmacaya benzer oksiiriik tablosu bildirilmistir. Adenoviriisler nemli

hastane infeksiyonu etkenleridir. Hastanede yatan c¢ocuklardaki pnomonilerin %10' undan
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adenoviriisler sorumludur. Digkiyla uzun siire atilirlar, damlaciklar ya da esyalarla

bulasabilirler (13).

2.3.e Rinoviriisler

Soguk alginligi ve iist solunum yolu infeksiyonlarinin 6nemli etkenlerinden biridir.
Rinoviriis ad1 viriisiin replikasyon yeri olan burun kelimesinden kaynaklanmaktadir. Nezle
etkenidirler.

Yapisal oOzellikleri: Rinovirlisler Picornoviridae ailesinde yer alirlar. 20-27 nm
biiytikliikte, ikosahedral simetrili, zarfsiz virlislerdir. Niikleokapsitte VP1, VP2, VP3, VP4
olarak gosterilen dort protein igerirler. VP1, VP2, VP3 genetik maddeyi Orten protein
tabakada, VP4 ise icte yer alir. Niikleik asit tek zincirli, pozitif polariteli, 7200 niikleotid
uzunlugunda RNA’ dir. Yapilan dizi analizi sonucunda rinovirlis genomunun poliovirus
genomu ile %45 -62 homoloji gosterdigi saptanmigtir. Bugilin bilinen 113 serotipi
bulunmaktadir. Rinoviriislerin %80-90’ 1 ortak reseptor kullanmaktadir (13).

Epidemiyoloji: Rinoviriis infeksiyonlari, insandan insana, viriisle kontamine solunum
sekresyonlart ile bulasir. Asemptomatik kisiler de virusu bulagtirabilirler. Viriistin %40-90
oraninda elde, %6-15 oraninda kapt kolu, bardak, oyuncak gibi ev esyalarinda bulundugu
gosterilmistir. Genellikle Eyliil-Mayis aylarindaki soguk mevsim olarak kabul edilen aylar
boyunca, sonbahar basinda ve bahar aylarinin sonunda rinoviriis infeksiyonlar1 sik olarak
goriilmektedir. Rinovirlisler yaz aylarinda da goriilen soguk alginliklarindan sorumlu
tutulurlar. Rinoviriislerin bahar-yaz-sonbahar mevsimlerindeki hakimiyeti, bu viriislerin kig
aylarinda infeksiyon yapmadiklar1 anlamina gelmemekte, yil boyunca degisen oranlarda
infeksiyona neden olmaktadirlar. Parainfluenza viriis tip 1, tip 3 ve RSV gibi solunum yolu
viriislerinden farkli olarak, bireysel rinoviriis tipleri popiilasyon i¢inde yildan yila nadiren
tekrarlar. Rinoviriis infeksiyonlar1 akut solunum yolu infeksiyonlar1 i¢cinde en sik en yaygin

olanmidir. Cocukluk cagindan baslayarak yasam siiresinin her boliimiinde goriiliir (16).

2.3.f Koronaviriisler

Yapisal 6zellikleri: Koronaviriisler Coronaviridae ailesinin tiyesi pozitif sarmalli, zarfl
en biliylilk RNA viriisiidiir. Ailenin diger liyesi toroviriislerdir. Koronaviriislerin konak

hiicrenin intraselliiler zarlarindan koken alan zarfinda biiyiik glikoprotein yapisinda ¢ikintilar

bulunur. Virlis ismini elektron mikroskopundaki goriiniimii tact andiran ¢ikintilarindan
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almistir. Koronaviriisler insanlarda solunum yolu ve enterik infeksiyonlara neden olurlar.
Nezle ya da soguk alginlig1 olarak adlandirilan klinik tablonun rinoviriislerden sonra ikinci
en sik etkenidir. Soguk algmmhiginin yaklasik 1/3° den koronaviriisler sorumludur.
Koronaviriisler ayrica SARS’ 1n da etkenidir.

Viriisiin ylizey glikoproteinlerinden biri olan S proteinin dig boliimii globiiler yapidadir
ve hiicre yiizeyindeki siyalik asit reseptorleri i¢in baglanma bolgesi igerir. S proteinin ig
boliimii ise konak hiicre membraniyla flizyon olusumundan sorumludur. S proteininde
immunglobulinlerin tutundugu Fc gama reseptorlerine benzer boélgelerde bulunur. Bu
proteinler viriisii kaplayarak immun saldiridan korur. Ayrica S proteini viriisiin
hemagliitinasyonundan da sorumludur. S proteinine karsi notralizan antikorlar olusur. HE
bazi koronaviriislerde bulunan bir hemagliitininesteraz proteinidir. Viriisiin yiizeyinde S
proteininden daha kii¢iikk ¢ikintilar olusturan HE proteini hiicre yiizeyindeki siyalik
reseptorlerine baglanir. HE’ nin esteraz aktivitesi siyalik asiti parcalayarak replike olmus
viriisiin hiicreden uzaklagmasini saglar. HE proteinine karsi olusan antikorlarda nétralizan
Ozelliktedir. Koronaviriislerde ayrica viriisiin niikleokapsitinin golgi cisimcigi gibi hiicre ici
yapilara tutunmasma yardim eden M (membran) proteini ile E (zarf) proteini ve
N (niikleokapsit) proteini de bulunur. Koronaviriisler infeksiyondan sonra kendi genomlarini
mRNA olarak kullanarak once RNA polimerazi ardindan yukarida sozii edilen yapisal
proteinleri sentezlerler. Koronaviriislerin RNA polimerazinin hatali sentezini diizeltecek
mekanizmalar1 olmadigi i¢in bu virlislerde ¢ok stk mutasyon olur.

Epidemiyoloji: Koronaviriisler ¢cevre kosullarindan ¢ok fazla etkilenirler. Viriis hapsirik
gibi nazal sekresyonlarin aerosolizasyonu ile bulasir. Diger solunum yolu viriislerinde
oldugu gibi yakin temasin artmasina bagl olarak infeksiyon kis aylarinda daha sik goriliir.
Koronaviriislerin insanda en 6nemli replikasyon bdlgesi solunum yolu epitel hiicreleridir.
Inkiibasyon siiresi yaklasik 3 giindiir. Klinik bulgular soguk alginlig1 seklindedir. Hastalarin
¢ogunda viral yayilim bagisik yanitla sinirlandirilir. Buna karsin bagisiklik kisa siirelidir.
Bir¢ok koronaviriis infeksiyonunda tani klinik olarak konur. Mikrobiyolojik tanidan da
yararlanilir.

Severe acute respiratory syndrome (SARS): SARS’ in etkeni yeni bir koronaviriis olan
SARS-coV’dir. Yapis diger koronaviriislere benzer. S, E, M ve N proteinleri bulunur. Ilk
SARS olgular1 2002 yilinin sonlarinda Cin’ den bildirildi. Bunu ¢esitli Asya, kuzey Amerika
ve Avrupa llkelerinden yapilan bildirimler izledi. Salgin 2003 Nisan ayinda en yiiksek
diizeyine ulasti ve ayni1 yilin haziran aymdan itibaren azalmaya basladi. Salgin sirasinda

yaklasik 8000 SARS olgusu ve 775 6liim bildirildi. SARS kugkusu olan hastalar karantinaya
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alinmalidir. SARS-coV solunum yolu ile bulasir. Hastalik %3-30 oraninda 6liime yol
acabilmektedir. Viriis maymun vero E6 hiicre kiiltiiriinde iiretilebilir. Buna karsin tanida
serum antikorlarinin saptandigi ELISA ile serum, diski, solunum yolu ornekleri, cesitli
dokular ve idrar gibi klinik 6rneklerden viriis RNA’sinin saptandigi RT-PZR yaygin olarak
kullanilir. Ayrica serolojik tanida immunfloresan yontemler de kullanilir. Center for Disease
Control SARS-coV antikorlarinin saptanmasinin infeksiyonun en giivenilir gostergesi

oldugunu kabul etmektedir (17).

2.4. VIRUSLERIN LABORATUVAR TANISINDA KULLANILAN YONTEMLER

2.4.a Viriis Izolasyonu

Ag1z calkanti s1visi, bogaz veya burun siirlintiisiiniin hiicre kiiltlirlerine ekilmesiyle etken
virlisiin Uretilmesi esasina dayanan tekniktir. Viriisiin iiremesi sitopatik etkinin varligi
gozlemlenerek ve immiinfloresan antikor yontemi uygulanarak belirlenir. Hiicre kiiltiiriinde
influenza A ve B viriisleri primer rhesus maymun bobrek (PRMK) hiicreleri veya Madin-
Darby Canine Kidney (MDCK) hiicrelerinde iiretilir. Influenza viriisleri hiicre kiiltiirlerinde
iirer, ancak sitopatik etki yapmazlar. Viriisiin iiremesi Enzyme Immuno Assay (EIA),
Floresan Antikor (FA), hemadsarbsiyon gibi yontemlerle saptanir. Kiiltiirler -70°C’ de
dondurularak saklanir. RSV Hep-2 hiicre kiiltiiriinde ¢ok niikleuslu dev hiicreler olusturur.
Bu sitopatik etki RSV i¢in karakteristiktir. Cesitli primer maymun bobrek ve insan fibroblast
hiicreleri de RSV izolasyonunda kullanilabilir. Adenoviriisler Hela, KB, A549 ya da Hep-2
gibi devamli insan hiicre dizilerinde, insan embriyonik akciger fibroblastlarinda (HELF,
W138, MRC-5) ve diger embriyonik fibroblast hiicrelerinde iirerler ve sitopatik etki
olustururlar (18).

2.4.b Serolojik Tani
Akut ve konvelasan donem serumlar1 kullanilarak yapilir. Antikor yaniti nétralizasyon,

hemagliitinasyon inhibisyon ve EIA yontemleri ile saptanir. Dort kat antikor artisinin

gosterilmesi anlamlidir. Hastaligin ilk {i¢ glinlinde nazofarinksten alinan aspirasyon sivisinda
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antijen tayini rutin tanida duyarli bir yontemdir. Antijen immiinfloresan ya da EIA

yontemleri ile gosterilir (13).

2.4.c Molekiiler yontemler

Solunum viriislerinin tanisinda niikleik asit temelli testlerin gelistirilmesi maliyet ve hiz
yoniinden olumlu bir gelisme olmustur. Reverz transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PZR) solunum yolu viriislerini saptamada hizli, duyarh ve 6zgiil bir yontemdir. Ancak
mono-spesifik RT-PZR yontemleri ilgili her bir virlis i¢in ayri amplifikasyonu
gerektirmektedir; solunumsal patojenler benzer klinik semptomlara yol agtiklarindan
etyolojinin belirlenmesinde her bir virlisiin ayr1 ayr1 arastirilmasi gerekti§inden potansiyel
olarak pahali yontemlerdir. Multipleks PZR tek bir reaksiyon siiresinde ¢esitli viriislerin ayni
anda amplifikasyonuna olanak saglamasi, maliyet-etkin taniy1 kolaylastirmasi ve klinik
tedaviyi yonlendirmesi (6rnegin influenza A ve B virlis infeksiyonlarinda antiviral tedavi)
gibi belirgin avantajlara sahiptir.

Son yillarda daha hizli tan1 amaciyla DNA “chip”lerinden yararlanilan yeni teknikler
gelistirilmistir. Klasik kat1 faz hibrizidasyona gore daha iyi diizenlenen ve kompleks olan bu
yaklagim, bir tiir semikondiiktor endiistri teknolojisidir. Sensor olarak silikon chipler iistiine
baz dizisi bilinen oligoniikleotitler belirli bir diizende yerlestirilerek, kompleks yapilar
olusturulur.

Silika zemin tlizerinde bir koseden digerine, yiizlerce veya binlerce yerlesim yeri
hazirlanabilir. Her bir yere her defada bir niikleotid olmak {izere spesifik oligoniikleotid
problar yerlestirilir ve 1s1kla aktive edilir. Arastirilacak niikleik asitler floresan bir boya ile
etiketlenerek olusturulan matrikse eklenir. Hibrizidasyondan sonra tarayicili lazer konfokal
floresan mikroskobu ile chip iizerindeki floresans siddeti degerlendirilir. Mikroskobun
konfokal 6zelligi sadece chipin iizerindeki floresansi tespit ettigi i¢in zemindeki floresans
problem olmaz. Mikroskop tarafindan otomatik taranarak birka¢ dakika ig¢inde chipin
ylizeyinin imaji alinir. Floresans imajin veri analizi bir bilgisayar programi ile incelenir.
Sinyal yogunlugu ile baglanan prob molekiillerinin sayis1 hakkinda bilgi edilebilmektedir.

DNA chipleri ¢ok farkli yollarla {iretilebilir. En sik kullanilan yontem, oligoniikleotitlerin
direkt olarak fotolitografik yolla chip ylizeyine baglanmasi ve sentezlenmesidir. Bu teknik,
peptit sentezindeki ¢alismalardan elde edilen basasagi senaryosundan gelistirilmistir (19, 20).

Chipteki kiiciik bir ylizeye kisa oligomerlerler yerine DNA fragmanlar1 da uygulanabilir.

Bu yontem bir mikroorganizmaya ait genlerin PZR {iriinlerini saptayabildigi gibi, baz dizisi
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bilinmeyen mikroorganizmanin tiim genom fragmani tasiyict bir yiizeye baglanarak
transkripsiyon analizinde veya genom karsilagtirmalarinda da kullanilmaktadir.

Matriks hibrizidasyonun avantaji, amplifiye edilen baz dizilerinin kompleks yapilarin
cozebilmesidir. Yiizlerce yiizeye, binlerce mikrobiyal hedef i¢in DNA problu chipler
hazirlandiginda infeksiyon hastaliklarinin tanist kolaylagacaktir. Bu tiir chipler bilinen tiim
bakteriyel ilag direng genlerini i¢erecek sekilde hazirlanabilir. Koloniden elde edilen bakteri
RNA”’ s1 chip ile inkiibe edilirse baz dizisi tespit edilebilir ve gen ekspresyon farkliliklar
aciklanabilir.

DNA chip teknolojisi giinliik yasantimizda tiim alanlarda uygulanabilir. Tan1 koyma ile
siirli kalmayip tedavinin diizenlenmesinde de katkida bulunabilir (21).

Chip tipleri farkli olsa da 6zetle uygulamada alt1 basamak esastir:

Prob se¢cimi (¢cDNA klonlari, PZR iiriinleri, oligoniikleotidler)

Chip fabrikasyonu

Ornek/hedef (DNA/RNA) izolasyonu ve isaretleme (kolorimetrik, radyoaktif, floresans)
Hibridizasyon (prob + hedef)

Okuma (sinyal kantitasyonu)

AN

Verilerin analizi.

Chiplerin {iretiminde prob se¢imi Onemlidir. Problar “GenBank” veya diger veri
tabanlarindan dogrudan seg¢ilebilir. cDNA klonlari, PZR {iriinleri ve oligontikleotitler baslica
prob secenekleridir. Segilen problar kati destek faz iizerine mekanik yerlestirme (robot
yardimiyla) veya “ink-jet printer” teknigi ile yerlestirilir. Problarin dogrudan chip iizerinde
sentez (fotolitografi teknigi) edilmesi de yaygin kullanilan diger bir yontemdir. Arastirilacak
ornekten DNA/RNA izolasyonu yapildiktan sonra, siklikla floresan madde ile isaretlenerek
DNA chipi ile hibridize edilir. Konfokal floresan mikroskobisine dayanan bir lazer tarayici

ile chipin imaj1 alinir. Bilgisayar programlari ile veriler analiz edilir (22).

2.4.d Solunum viriisleri tanisinda ProDect BCS RV CHIP yontemi

Bu sistem niikleik asit ekstraksiyonu, revers transkripsiyon, PZR ve hibridizasyondan
olusan molekiiler bir yontemdir. Hastalarda klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasindan sonra
bu yontemle tani konulabilmektedir. Hibridizasyondan sonra hedef DNA kolorimetrik
reaksiyonla ortaya c¢ikarilmaktadir. Bu yontemle birgok solunum viriisii ayni anda
saptanabilmektedir. Bunlar SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome), influenza viriis A,

B, parainfluenza viriis tip 1,2,3, adenovirus ve RSV’ dir.
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“Chip” tlizerindeki dizilime gore drnekler yorumlanarak sonuglar degerlendirilmektedir.
“Chip”te bulunan spesifik oligoniikleotid problar, hedef komplementer DNA’ y1
hibridizasyon islemi ile yakalamaktadir. Hibridizasyon ve kolorimetrik reaksiyon sonrasi
spesifik problar yalnmizca O6rnekte patojen varliginda hedefi yakalamaktadir; tam olarak
birbirine uygun prob-hedef hibridizasyonu sonucunda ‘“chip” te  mavi-mor renk
olusmaktadir. Degerlendirmede hem kontrol kuyucuklari, hem de 6rnek kuyucuklar1 ayr
ayr incelenmektedir. Testin basarili oldugunu hibridizasyon pozitif kontrol ve PZR pozitif

kontrol kuyucuklarindaki mavi-mor renk olusumu gostermektedir (Sekil 1).

O Hybridization Positive Control
O Hybridization Negative Control
@ PCR Positive Control

. SARS Coronavirus

@ parainfluenza I

O Parainfluenza IT

@ Parainfluenza III

Orsv

@ flucnza A

@ nfluenza B

@ Adenovirus

o) JOI0)0)
Ce00eo
ol X JOF
C00eO
OOOOO/

Sekil 1. ProDect BCS RV CHIP yonteminde spesifik problarin yerlesimi.
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Sekil 2. Pozitif ve negatif sonug goriintiilerinden 6rnekler.

Sonuglar dokuz viriisiin goriintiilerine gére degerlendirilmektedir. invalid sonuclarin

goriintiilerinin  6rnekleri ise sekil 3° de gosterildigi gibi gorlintilenmektedir. Pozitif

amplifikasyon kontroliiniin yoklugu (a), pozitif hibridizasyon kontroliiniin yoklugu (b),

pozitif amplifikasyon ve hibridizasyon kontroliiniin yoklugu (c), hibridizasyon negatif

kontrol (d).

Sekil 3. Invalid sonug goriintiilerinden &rnekler.
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3. GEREC YONTEM

3.1. Ornekler

2005-2006 yillar1 arasinda Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Acil Servis ve Gogiis
Hastaliklar1 poliklinigine akut solunum sikintis1 ile basvuran, KOAH ve astim tanis1 almis ya
da geldigi sirada bu taniy1 alan 86 hasta calismaya alindi. Ayrica kontrol amaciyla Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD  Viroloji
laboratuvarinda hiicre kiiltiirii yontemi ile adenovirus, RSV ve influenza viriis tip B oldugu
dogrulanmis 3 6rnek de ¢aligmaya dahil edildi. Hastalardan elde edilen nazofaringeal siiriintii
ornekleri viral tasima besiyerleri igerisine alindiktan sonra, ¢alisma giinline kadar  -80°C’

de saklandi. Ayrica hastalara ait demografik veriler anket formlarinda toplandi (Form 1) .

3.1.a Orneklerin hazirlanmasi

Kat1 viral tagima besiyerindeki (Delta lab. Spain) 6rnekler, siv1 besiyeri ile (HealthLink,
Italy) karistirilip 15 dk bekletildikten sonra santifiij edildi.

3.2. ProDect BCS RV chip yontemi ile ¢calisma

3.2.a Ekstraksiyon

High pure viral nucleic acid kit (Roche Diagnostics GmbH, Germany) kullanilarak

ekstraksiyonlar yapildi. Kullanilmadan 6nce tiim soliisyonlar 15-25°C’ ye getirildi.

1.5 ml nuclease free mikrosantrifiij tiipiinde 200ul 6rnek, 200ul calisma soliisyonu
[binding buffer (2.5ml) Poly A (50 ul )eklenmis] ve 50ul proteinaz K hizla karistirilip, 10 dk
72 °C’ de inkiibe edildi. Ornege 100 pl binding buffer eklendi. Collection tiip i¢ine high pure
filter tiip yerlestirilerek, ornegin tiimii filtreye pipetlendi. 1 dakika 8000xg’ de santrifiij
edildi. Collection tiipten filter tlip ¢ikarilip, i¢cindeki sivi ile birlikte atildi. Filter tiip yeni bir

collection tiip i¢gine kondu. 500 ul inhibitor removal buffer filter tiiplere eklendi ve 1 dakika
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8000xg’ de santrifiij edildi. Collection tiipten filter tliip yeniden ayrild1 ve i¢indeki sivi ile
birlikte atilarak, filter tlip yeni bir collection tiip i¢cine kondu. 450 pl wash buffer filter tiipe
eklendi. 1 dakika 8000x g’ de santriflij edildi. Yine ayn1 sekilde collection tilipten filter tiip
ayrilarak i¢indeki sivi ile birlikte atildi. Filter tiip yeni bir collection tiip i¢ine kondu.
Ardindan 450 ul wash buffer filter tiipe eklendi. 1 dakika 8000xg’ de santrifiije edildi. 10 sn

residiiel wash buffer’ 1 uzaklastirmak i¢in maximum hizda santrifiijlendi ve spinlendi.
Collection tiipten filter tiip ayrild1 ve igindeki siv1 ile birlikte atildi. Filter tiip nuclease

free 1.5 ml mikrosantrifiij tlipline alindi. 50 ul elution buffer filter tiipe eklendi. 1 dakika
8000xg’ de santrifiij edildi.

Mikrosantrifiij tiiplinde eliie edilmis stabil viral niikleik asit elde edildi. Viral RNA’ lar
caligma giiniine kadar -80°C’ de saklandi.

3.2.b Amplifikasyon

cDNA sentezi:

ProDect BCS RV CHIP (bcs Biotect S.p.A., Italy) kiti kullanildi. Kit igerigi calisma
giiniine kadar -20°C” de saklandi. Soliisyonlar kullanilmadan 6nce spin edildi. Enzim islem

sirasinda buzda bekletildi.

Her bir 6rnek i¢in 2 tane DNase/RNase free tlip c¢ikarildi ve islem sirasina gore
numaralandi. Birinci tiipe RT PZR-mix 1 soliisyonundan 2pl, ikinci tiipe ise RT PZR-mix 2
soliisyonundan 2 pl eklendi. Her iki tiipe de 4ul ekstrakte edilmis niikleik asit soliisyonundan
eklendi. Ready to go RT PZR bead’ ler 20 ul DEPC su iginde ¢oziildii. Tiip 1 ve 2° ye 4 ul
eklendi (son hacim 10ul) . Tiipler thermal cycler’a yerlestirilip, 42 °C’de 45 dk inkiibe
edildi.

DNA amplifikasyonu:

Her 6rnek icin 79 pl RM soliisyonu ile 1 pl DNA polimeraz enzimi karistirildi. Bu
karisimdan 1ve 2 no’ lu tiiplere 40 ul dagitildi (son hacim 50 pl).
Tiipler thermal cycler’a yerlestirildi. 95°C’de 5 dk bekletildikten sonra, 35 dongii 95°C’de 20
sn, 50°C°de 20 sn ve 72°C’de 40 sn olacak sekilde thermal cycler programi ayarlandi. 35

dongii tamamlandiktan sonra 72°C’de 10 dk bekletilerek amplifikasyon tamamlandi.
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3.2.c Hibridizasyon

BCS mini oven 50°C’ye getirildi. Ornek sayis1 kadar 1.5 ml’ lik ependorf tiipe 240 ul
BCS Hyb buffer eklendi. 1 ve 2 no’ lu PZR fiirlinlerinden 5 pl ilave edilip, pipetle karistirildi
(toplam 10 ul ). Tiipler 99°C’ de 5 dk bekletilerek, drnekler denatiire edildi. Hemen ardindan
tiipler buza gomiilerek 2 dk daha bekletildi.

Ornek sayis1 kadar chip ¢ikarildi. Tiim karisim chip iizerine aktarildi. Kapaklari kapatildi.
Chipler 50°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda chip iizerindeki karisim dokiildii.
250 ul wash buffer eklenerek 1 dk beklendi. Ardindan wash buffer dokiilerek, yeniden 250
ul wash buffer ilave edilerek, bekletilmeden “chip” lizerinden uzaklastirildi. Kurutma kagidi

yardimiyla kalan fazla sivi atildi ve bu islem 3 kez tekrarlandu.

3.2.d Deteksiyon

Bos falcon tiiptine 200 pl blocking reagent ve 0.2 ul Strep-AP eklendi. Bu miktarlar 6rnek

sayis1 kadar hazirlandi. Bu karisimdan 200 pl alinip, chip iizerine aktarildi. 30°C’de 30 dk
inkiibe edildi.

Blocking reagent eliminasyonu i¢in 250 pl wash buffer eklenerek, 1 dk beklendi.
Ardindan wash buffer dokiilerek, yeniden 250 ul wash buffer ilave edilerek, bekletilmeden
“chip” tizerinden uzaklastirildi. Kurutma kagidi yardimiyla kalan fazla siv1 atildi ve bu islem

3 kez tekrarlandi. Ardindan chiplere 250 pl detection buffer eklenip hemen dokiildii.

Falcon tiipiin etrafi folyo kagit ile sarildi. Ornek bagma 200 pl detection buffer ile 4 pl
NBT/BCIP bu tiipte hazirlandi. Bu karigimdan 200 pl chip lizerine dagitildi. 10 dk oda
sicakliginda, karanlikta bekletildi.

Chip tiizerindeki soliisyon dokiildii, reaksiyonu durdurmak i¢in distile su ile yikand,

kurutuldu.

En son asamada chip okutuldu.
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4. BULGULAR

Calismamizda astim ve KOAH hastalarindan toplanan nazofaringeal siiriintii 6rnekleri
DNA chip yontemi ile galisilarak ataklara neden olabilecek solunum sistemi viral infeksiyon
etkenleri arastirildi. Hastalarin genel demografik bilgileri ve hastalikla ilgili 6zellikleri tablo
3’ te kisaca ozetlendi. Altmis KOAH ve 26 astim olmak iizere toplam 86 hastada DNA chip
yontemi ile 2 parainfluenza viriis tip 1, 1 influenza B viriisii etken olarak saptandi. KOAH
hastalarinin kis aylarinda ve yilda ortalama 3 atakla hastanemize basvurduklar1 gézlendi.
Parainfluenza viriis tip 1 tespit edilen birinci hastamiz 5 yillik tani almis, agir KOAH’ 11 bir
hasta olup orta atakla bize basvurmustu. Ikinci hastamiz da 5 yillik tanisi olan orta derecede
KOAH’ 11 bir hasta olup, hafif atakla hastanemize bagvurmustu. Influenza B viriisii saptanan
ticlincii hasta 7 yillik tanist olan, orta derecede KOAH’ 11 bir hasta olup, nisan ayinda orta
atakla bize bagsvurmustu. Kontrol amagh ¢alismaya dahil edilen hiicre kiiltiiriinde iiretilen ii¢
solunum viriisiinden adenovirus ve RSV olumlu olarak tesbit edildikleri halde, influenza B
virlisii sistem tarafindan influenza A virus olarak belirlendi. Yine bes hastamiz ilk
calismada PZR kontrollerinin ¢alismamasi sonucu tekrara alindi ve bu hastalar ikinci

calismada negatif olarak saptandi.
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Tablo 3. Calisma grubundaki hastalarin demografik verileri.

HASTALAR ASTIM KOAH TOPLAM
(N=26) (N=60) (N=6)
Cinsiyet (E / K) 7/19 52/9 59/28
Yas (ortalama y1l) 52,6 66,1 62
Yasam yeri
Kent 22 46 68
Kirsal 4 14 18
Meslek
Ev hanimi 15 8 23
Ciftei 1 5 6
Isci 2 33 35
Memur 5 13 18
Diger 3 1 4
Tan1 alma zamamn
<Swyil 8 11 19
5-10yil 7 29 36
>10 yil 11 20 31
Son 1 yil i¢indeki atak sayisi
1 10 19 29
2 12 16 28
3 3 18 21
4 1 3 4
5 0 3 3
>5 0 1 1
Atak siddeti
Hafif 10 6 16
Orta 8 22 30
Agir 8 32 40
Hastalik siddeti
Astim KOAH
hafif intermitan hafif 4 4
hafif persistan orta 7 21
orta persistan agir 5 35
agir persistan 10
Sigara kullanimi (paket/y1l)
Yok 22 9 31
1-10 2 1 3
11-20 2 3 5
21-50 0 26 26
51-80 0 12 12
81->100 0 9 9
Son 1 ay i¢indeki solunum yolu
infeksiyon gecirenlerin orant 5 12 17
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5. TARTISMA

Solunum sisteminde infeksiyonlara neden olan viriislerin ¢esitliligi ve bu viriislere karsi
yapilabilecek medikal tedavinin genel kabulden uzak olmasi nedeniyle paramiksoviriisler,
ortomiksoviriisler, adenoviriisler, koronaviriisler veya picornaviriisler gibi cesitli viriis
ailelerinin neden oldugu solunum sistemi infeksiyonlarinda, niikleik asit amplifikasyonuna
yonelik tan1 yontemlerinin kullanimi diger viral infeksiyonlara gore geri kalmistir (23).

Gilinlimiizde bu solunum yolu patojenlerini saptamaya yonelik en sik kullanilan
konvansiyonel testler, virlisiin hiicre kiiltiiriinde izolasyonu (viral kiiltiir) ve/veya
immunfloresan (IF) yontemiyle viral antijen saptanmasini icermektedir. Viral kiiltiir bu
patojenleri saptamada “altin standart” olarak kabul edilmektedir, ancak bu yontem genellikle
zaman alic1 olup, sonuglar1 14 giinden 6nce alinamamaktadir. IF ile viral antijen saptanmasi
hizl1 sonug verir, ancak siklikla bazi viriisleri saptamadaki duyarlilig kisithdir ve viral kiiltiir
gibi ileri incelemelerle sonuglarin dogrulanmasini gerektirir. Her iki teknigin kombine
edilerek kullanilmasi pozitif sonug yiizdesinde bir artisa neden olmakla birlikte, klinik ve
epidemiyolojik olarak viral infeksiyon siiphesi olmasina ragmen belirgin sayida 6rnegin her
iki yontemle c¢alisildiginda bile negatif olarak saptandigi cesitli calismalarda
gosterilmektedir.

Tim bu kisithliklar, ilgiyi yeni niikleik asit temelli yontemlerin gelistirilmesi iizerine
yogunlastirmistir. RT-PZR solunum yolu viriislerini saptamada hizli, duyarli ve 6zgiil bir
yontemdir. Ancak mono-spesifik RT-PZR yontemleri ilgili her bir viriis i¢in ayri
amplifikasyonu gerektirmektedir; solunumsal patojenler benzer klinik semptomlara yol
actiklarindan etyolojinin belirlenmesinde her bir viriisiin ayr1 ayr1 arastirilmasi gerektiginden
potansiyel olarak pahali yontemlerdir. Multipleks PZR tek bir reaksiyon siiresinde cesitli
viriislerin ayni anda amplifikasyonuna olanak saglamasi, maliyet-etkin taniy1 kolaylagtirmasi
ve klinik tedaviyi yonlendirmesi (6rnegin influenza A ve B viriis infeksiyonlarinda antiviral
tedavi) gibi belirgin avantajlara sahiptir (24).

Son yillarda daha hizli tan1 amaciyla DNA “chip”lerinden yararlanilan yeni teknikler
geligtirilmistir.  “Chip”teki kiigiik bir yiizeye DNA fragmanlart uygulanarak, bir
mikroorganizmaya ait genlerin PZR {iriinleri veya baz dizisi bilinmeyen mikroorganizmanin
tliim genom fragmani tasiyici bir ylizeye baglanarak transkripsiyon analizinde veya genom
karsilastirmalarinda kullanilmaktadir. Bu yontemin avantaji, amplifiye edilen baz dizilerinin
kompleks yapilarim1 ¢6zebilmesidir. Yiizlerce veya binlerce mikrobiyal hedef icin DNA
problu “chip”ler hazirlandiginda infeksiyon hastaliklarinin tanist kolaylasacaktir. DNA
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“chip”leri sadece tan1 opsiyonlarini arttirmakla kalmayip, ayni zamanda tedavinin
diizenlenmesine de katkida bulunabilir (25).

Biz de calismamizda bu yeni gelistirilen DNA chip teknolojisini kullanarak astim ve
KOAH’ 1 bulunan ve akut atakla hastaneye basvuran hastalarda, akut atak etyolojisini
saptamaya yonelik solunum yolu viral etkenlerini arastirdik. Altmis KOAH ve 26 astim
olmak iizere toplam 86 akut atakli hastanin ikisinde parainfluenza viriis tip 1, birinde de
influenza viriis B’ yi etken olarak saptadik. Bulgularimizi karsilastirmak amaciyla literatiire
baktigimizda, ¢cok yeni bir yontem oldugu i¢in bizim ¢alisma grubumuzda daha 6nce bu
yontemle yapilan bir ¢alismaya rastlayamadik. Ancak ayni hasta grubunda basta multipleks
RT-PZR olmak tizere farkli yontemlerle yapilan aragtirmalar bulunmaktadir. Akut astim atak
hastalarinda yapilan bir caligmada hastalarin %26’ sinda viral etken tesbit edilmistir (26).
Yine Tan ve ark. larinin (27) yaptiklarn bir arastirmada, akut astim ya da KOAH atag:
nedeniyle hastaneye yatirilan 60 hastanin 31’ inde (%52) viral niikleik asitler RT-PZR ile
belirlenmis olup, en sik saptanan viriisler pikornaviriisler, adenoviriisler, influenza A viriisii
ve influenza B viriisii oldugu belirtilmektedir. Ingiltere’ de yapilan bir baska arastirmada
akut astim atag1 olan hastalardan alinan 115 6rnegin %24’ {inde viral etkene rastlanmis olup,
rinoviriis, koronaviriis OC43 ve 229E, influenza B viriis, RSV ve parainfluenza viriislerle
astim ataklar1 arasinda anlamli bir iligki oldugu bildirilmektedir (28).

Benzer oranlara KOAH akut atakli hastalarda yapilan ¢alismalarda da rastlanmaktadir.
Seemungal ve ark. lar1 (29), 168 akut KOAH atagmin 66’ sinda (%39.2) viral etken
saptayarak, bunlar1 da en sik %58.2 ile rinoviriis, %11 koronaviriis, %16 influenza A ve B,
daha az siklikta da parainfluenza, adenoviriis ve klamidya olarak bildirmislerdir. Yine
Avustralya’ da yapilan bir arastirmada ventilasyon gerektiren 107 akut KOAH atakl
hastanin 69’ unda (%64) olasi bir infeksiydz etyoloji tespit edilmis olup, bunlarin da
46’sinda (%43) viriislerin etken oldugu bildirilmektedir. Olgularin 35’ inde (%33) tek etken,
11° inde (%10) ¢oklu etken saptanmustir (30). Singapur’ da yapilan bir calismada ise, 90
KOAH’ 11 olgunun 26’ sinda serolojik yontemler kullanilarak viral infeksiyon saptanmis, bu
infeksiyonlarin da % 20’ sinde etken olarak influenza A belirlenmistir (31). Beckham ve
ark. larinin (32), Amerika’ da KOAH akut atakli hastalardan elde ettikleri 194 6rnekte RT-
PZR ile solunum yolu viral infeksiyon etkenlerini arastirdiklar1 caligsmalarinda, akut ataklarin
%41.8” inde viral etken saptanmistir. Arastirmacilar ¢alisma grubunda pikornaviriis (%20.1)
ve koronaviriisleri (%8.2) RT-PZR yontemi ile en sik saptanan etkenler olarak

bildirmektedirler.
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Ulkemizde astim ve KOAH akut ataklarinda solunum yolu viriislerinin sikliginin
aragtirildigi kisith sayida ¢aligmaya ulagilmistir. Kaygusuz ve ark.lar1 (33) KOAH akut atagi
ile bagvuran 53 hastada immunfloresan yontemle %17 oraninda Chlamydia pneumoniae,
%9.4 Mycoplasma pneumoniae, %3.8 influenza viriis, %3.8 parainfluenza viriis, %1.9
adenoviriis, %7.5 coklu etken saptamuslardir. Giildaval ve ark. larinmn (34), Izmir’ de
Enzyme Immuno Assay yoOntemiyle solunum yolu infeksiyon etkenlerine ait antikorlari
arastirdiklar1 baska bir arastirmada, 86 akut atakli hastanin %29’ unda RSV, %15’ inde
mikoplazma, %7’ sinde adenoviriis, %3’ linde klamidya, %?2.5” unda lejyonella, %5’ inde
RSV ve mikoplazma, %2.5’ unda RSV ve klamidya antikorlar1 saptanmistir. Yine yapilan bir
baska calismada KOAH akut ataginin en sik nedeni olarak influenza A ve Chlamidya
pneumoniae bulunmus, bu etkenlerin ataklarin etyolojisinde diisiiniilmesi gerektigi
vurgulanmustir (35).

Bizim c¢alismamizda kullandigimiz gibi molekiiler yontemlerin yukarida sézii gegen
bircok calismada kullanilan molekiiler dis1 yontemlerden daha duyarli oldugu cesitli
caligmalarda belirtilmesine ragmen, arastirmamizda asttim ve KOAH akut atagiyla
hastanemize bagvuran hastalardan sadece 3 tanesinde (%3.5) viral etken saptamis olmamiz,
bizi kullandigimiz chip yonteminin duyarliligt hakkinda siipheye diisiirmektedir. Chip
yonteminin duyarliligi ve 6zgilliglinli saptayabilmemiz igin gerekli olan, ayni orneklerin
“gold standart” olarak kullanilan viral kiiltiir yontemiyle de calisilmasi gerekliligini, bizim
arastirmamizdaki bir eksiklik olarak degerlendirmekteyiz.

Hiicre kiiltiirii, IFAT ve calismamizda kullandigimiz chip yonteminin performanslarinin
karsilastirilmast amaciyla Cicek ve ark. larmm (36), Izmir’ de yaptiklar1 ¢alismada
orneklerin 22' si (%55.0) hiicre kiiltiirii (besi ikili etken), 16" s1 (%40,0) IFAT (dordii ikili
etken), 9' u BCS RV CHIP (%22.5) (biri ikili etken) ile pozitif bulunmustur. BCS RV CHIP,
hiicre kiiltiirli ile karsilagtirildiginda, 18 drnek her iki yontemle negatif, dort 6rnekse her iki
yontemle pozitif (etkenler ayni, biri ikili etken) saptanmustir (Test gegerliligi 22/40, %55.0).
Hiicre kiiltiirtinde 19 6rnekte iireyen parainfluenza viriis tip 3, BCS RV CHIP ile tespit
edilememistir. Hiicre kiiltiirlinde parainfluenza viriis tip 3 iireyen 6’ sar ornekte, BCS RV
CHIP ile RSV bulunmustur. IFAT sonuglar1 degerlendirildiginde, BCS RV CHIP ile
saptanan bes RSV' nin ti¢ti, bir 6rnekteki adenoviriis ve iki drnekteki parainfluenza viriis tip
3 direkt yontemle de dogrulanmistir. Arastirmacilar BCS RV CHIP yontemini uygulanmasi
kolay, uygulama stiresi yaklasik 4.5-5 saat olan, tek ornekte bir reaksiyonla sekiz etkeni
(SARS, influenza viris A ve B, parainfluenza virlis tip 1, 2, 3, adenovirlis, RSV)

tanimlayabilmesi yOniiyle zaman kazandirict molekiiler temelli bir test olarak
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degerlendirirken, calismada muhtemelen transport kosullarindan kaynaklanan ve hiicre
kiiltiirti ile bes ornekte izole edilemeyen RSV' yi saptamasiyla taniya katkida bulundugunu
belirtmektedirler. Calisma kapsamina alinan 40 6rnek ile test hakkinda kesin bir kaniya
varilmamas1 gerektigi de vurgulanarak, 0Ozgiilliigli yiiksek olmasina karsin ozellikle
parainfluenza viriis tip 3’ {i saptama performansinin iyi olmadig bildirilmektedir. Ayni
calismada Ozellikle ikili etken izole edilen 6rneklerde de parainfluenza viriis tip 3' i
saptayamadig1 tespit edilmis, testin parainfluenza viriis tip 3' e ait oligoniikleotid prob
dizayninin yeniden gbzden gecirilmesi gerektigi vurgulanmistir.

Biitiin mikrobiyolojik caligmalarda olmasi gerektigi gibi orneklerin uygun sekillerde
alinip saklanmasinin ve calismaya hazirlanmasinin da sonuglarin duyarlilifi agisindan
onemli oldugu bilinmektedir. Ornegin niteligi iyi degilse yalanci negatif sonug alinabilmesi
miimkiindiir. Bu arastirmada bunlara dikkat ederek planlamamiz siirdiirdiik. Orneklerimiz
caligma giiniine kadar -80°C’ de bekletilmistir. Calismada kuskulu pozitif sonu¢ ¢ikan
ornekler, 2-3 kez distile suyla yikanarak tekrar ¢aligilmig, bunun sonucunda negatif sonug
almmagtir. Yine PZR kontrolleri ¢galismayan hastalarin tekrarlar1 yapilmistir. Bu nedenle PZR
islemi tamamlandiktan sonra chip calismasina baglanmadan once jel elektroforez yontemi ile
amplifikasyon  kontrolii  yapilmasinin,  kayiplarin ~ Onlemesini  saglayabilecegi
diisiiniilmektedir. Calismamizda kullandigimiz hiicre kiiltiiriinde iiretilen 3 6rnekten birisinin
farkli sonu¢ vermesi yontemin yanilgilarinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle
yontemin mutlaka farkli bir yontemle karsilastirilmasinin uygun oldugu diisiiniilmektedir.

DNA chip yonteminin en énemli problemleri, tiretimin pahali ve kompleks olmasi, test
maliyetinin yiiksek ve islem siiresinin uzun olmasidir. Bir prob i¢in ideal olan sartlar diger
bir prob i¢in olduk¢a degisken olabilir. Bu nedenle, bir “chip” iizerine yerlestirilen birgok

prob hibridizasyon sartlarini degistirebilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak ¢alismamizda astim ve KOAH akut atagiyla hastaneye bagvuran hastalarin
DNA “chip” yontemi ile %3.5” unda viral etken saptanmustir. Heniiz ¢ok yeni gelistirilmis
bir yontem olmasi nedeniyle, literatiirde ayn1 hasta grubunda bu yontemle yapilan herhangi
bir caligmaya rastlanmamistir. Ancak farkli yontemlerle yapilan calisma sonuglartyla
kiyasladigimizda bizim bu yontemle saptayabildigimiz pozitif hasta sayisi oldukea diisiiktiir.
Ayrica yontemin duyarliligini ve 6zgiilliiglinii belirleyebilmek amaciyla viral solunum yolu
etkenlerini saptamada “gold standart” yontem olarak kabul edilen viral kiiltiir ile 6rneklerin
calisilamamis olmasi, ¢aligmamizi kisitlayan onemli bir unsurdur. Bu nedenle DNA “chip”
yOntemini rutin tan1 amaciyla kullanmaya baslamadan once 6zgiil, duyarli ve tekrarlanabilir
olmasi1 gibi degerlendirmelerin dikkatli yapilmasi gerektigi ve rutin uygulamalarda mutlaka

baska bir yontemle eszamanli kullanilmasi sonucuna varilmistir.
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7. EKLER

HASTA BILGi FORMU
AD-SOYAD: BASVURU TARIHI:
ASTIM: KOAH:
YAS:
ADRES:

MEDENIDURUM: * BEKAR *EVLI

OGRENIM DURUMU- MESLEK:

YASAM YERI: * KENT *KIRSALALAN (*topluyasam *aile *yalmz)
TANI ALMA ZAMANI:

HASTALIGA BAGLI KULLANILAN iLACLAR:

DIGER KRONIK HASTALIKLAR:

SON BIR YIL iICINDE GECIRILMIS OLAN ATAK SAYISI VE MEVSIMI:
ATAK SIDDETI:

HASTALIK SiDDETI:

ATAK TEDAVISI:

SFT:

ARTERIYEL KAN GAZI:

AILE OYKUSU:

INFEKSIYON OYKUSU (yakin zamanda gegirilmis):

SIGARA ALISKANLIGI (*non smoker * ex smoker * smoker...... paket yil):

ALKOL vb KOTU MADDE BAGIMLILIKLARI:
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