T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

2019-2020 SEZONUNDA SOLUNUMSAL ENFEKSIYON
ETKENI VIRUSLERIN DAGILIMI VE SAPTANAN
INFLUENZA VIRUSLERININ OSELTAMIiVIR
DIRENCININ BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Tugba KAYA

Enstitii Anabilim Dali : Tibbi Mikrobiyoloji
Enstitii Bilim Dali : Tibbi Mikrobiyoloji

Tez Danismani : Prof. Dr. Mustafa ALTINDIS

HAZIRAN-2021



T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU

2019-2020 SEZONUNDA SOLUNUMSAL ENFEKSIYON
ETKENI VIRUSLERIN DAGILIMI VE SAPTANAN
INFLUENZA VIRUSLERININ OSELTAMIiVIR
DIRENCININ BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Tugba KAYA

Enstitii Anabilim Dah : Tibbi Mikrobiyoloji
Enstitii Bilim Dali : Tibbi Mikrobiyoloji

“Bu tez ..../..../202.. tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Oybirligi / Oycoklugu ile
kabul edilmistir.”

JURI UYESI KANAATI iMZA




BEYAN

Bu ¢alisma T.C. Sakarya Universitesi Klinik Arastirmalar Girisimsel Olmayan Etik
Kurulu’'ndan 23/01/2020 tarihinde 62 sayili karar numarasi ile onay alarak
hazirlanmistir. Bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, planlanmasindan yazimina kadar
hicbir agamasinda etik dig1 davranisimin olmadigini, tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢cinde elde ettigimi, tez caligmasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 kaynaklar listesine aldigimi, tez
caligmas1 ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin

olmadigini beyan ederim.

12021
Adi1-Soyadi

Imza



TESEKKUR

Sakarya Universitesi yiiksek lisans siiresi boyunca her konuda ilgi ve destegini benden
esirgemeyen, hosgoriisii, Oneri ve elestirileriyle beni yonlendiren, tez planlama
siiresince bilgi ve tecriibelerini benimle paylasarak yardimci olan tez danismanim
degerli hocam sayin Prof. Dr. Mustafa ALTINDIS e, sayin hocam Prof. Dr. Mehmet
KOROGLU’na, laboratuvar teknik desteklerinden dolayr Uzm. Dr. Fatma
BAYRAKDAR ve Uzm. Dr. Yasemin COSGUN’a, destegini her zaman ve her konuda
hissettigim Uzm. Dr. Hande TOPTAN’a, her tiirlii bilgiyi ve yardimini esirgemeyen
Uzm. Dr. Hiiseyin Agah TERZI’ye, yasamim boyunca sevgisini ve desteklerini hep
yanimda hissettigim degerli annem Kezban KAY A, kiymetli babam Mikail KAYA ve
canim kardesim Burhan KAYA’ya bana olan inan¢ ve destekleri i¢in tesekkiirlerimi

sunarim.

Saygilarimla



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ottt ettt [
ICINDEKILER .....oviuiiiieiiicctcie ettt bbb i
KISALTMA VE SIMGELER .....c..ccotiiiiiiiniiniieinsiesississessi e iv
SEKILLER LISTEST ....ooiuiiititciecceee ettt en st vi
TABLOLAR LISTESI....coiuiiiiiiiiieieisiceeece ettt vii
RESIMLER LISTESI ...cocuiviiiiiiieeeece et viii
OZET ...ttt ix
SUMMALRY ettt ettt e s et e st e re e te e ane e re e e anes X
LI 128 A N 1N PR X
2. GENEL BILGILER .....ceoiiiiiiiiiiiisirissisesiss s 3
2.1. INFLUENZA VIRUSLERI......ccooiiiiiiniiiininiissiesessiese s 3
2.1.1. VAral OZEIKIET ...ttt an e 4
2.1.1.1. SInHlandirma........ooeeieiec e 4
2.1.1.2. Virlis Morfolojisi ve Genom YapiSl.......ccoeverireiiiieiiniiciieiinenseens 5
2.1.1.3. REPIHKASYON ...ttt 7
2.1.1.4. ANIJeniK Varyasyon ..o 8

2.1.2. EPIAeMIYOIOJi.cueiiviiiiiieiiiecie ettt 9
2.1.3. SUIVEYANS ..coiiiiiiiti e 11
2.1.4. KINiK OZEIHKIET .......cvevevveiiiececreieieeeeie et 13
2.1.5. Laboratuvar TanIS1.......c.uciiuiiiiiiieiiiie it 14
2.1.5.1. Orneklerin Toplanmast ve Saklanmast..............ccoveeevereverrerererinnennnnn, 14
2.1.5.2. Hizli Antijen Testleri......coovviiiiiiiiiiiiiiiiie e 17
2.1.5.3. Embriyonlu Yumurtada Viriis 1zolasyonu ............cccccceeveecvererrnnnnne, 17
2.1.5.4. Hiicre Kiiltiiriinde Viriis [zolasyonu ..............cccovveueveriireeecrerensnnnene, 18
2.1.5.5. Serolojik Tant........ccovvveiiiiiiiiiiiei e 18
2.1.5.6. Molekiiler YONtemIeri........cocueiuieiiiiiieiie e 19

2.1.6. Tedavi V& KOTUNMA .......coviiiriieiniiieese s 19
2.1.6.1. Antiviral 1aGlar .....c.covveeiiieiie i 19
210602, AST i 21

B R D 1 (< 1 LTS PRUPRRPPRIS 24



2.1.8. Antiviral Direng Saptama YOntemleri ..........cocvvveeeieieneneneieseseeeen 26

2.2. INFLUENZA DISI SOLUNUM YOLU VIRUSLERI ......c.cccccovevrrerernnee, 27
2.2.1. ParainfluenZa VirUS.........cccoiiiiiiiieieie e 27
2.2.2. Human MetapneumoVirus (NMPV) ..o 28
2.2.3. Respiratuvar Sinsityal Virlis (RSV)......ccoooviiiiiii 28
2.2.4. RNINOVITUS.....ciiiiiiieiieeie ettt sttt sbe e sneenneas 30
2.2.5. ENEEIOVIITS ..eieiiiiieeeiiieeie e e sttt e e e stee e e st e e e e sate e e e et e e e e snnaa e e e e e nnneaeesnnnneeeans 30
2.2.6. Adenovirusler (Human Adenovirus- HAAV) ..., 31
2.2.7. Bocavirus (Human Bocavirus- HBOV)........cccocevieiiiie i 32
2.2.8. COTONAVITUS....ceueietieiteesieeiiesieeeeseesteestesseesseessesseesseeseeaneesseeseeseesseessesseessens 32

3. GEREC VE YONTEM ....cooiieiiietcetetetete ettt bttt 35

3.1. CALISMA GRUBU ....coooiiieeeeeeeeeee oo eeeeeeeseeee e s esesees e esse s 35

3.2. ORNEKLERIN ALINMASI VE SAKLANMASI .....cooovvviiiirieieinieissieneens 35

3.3. QIASTAT-DX® RESPIRATORY PANEL ILE VIRUSLERIN TESPITI ..... 36
3.3.1. Ornek Alma Ve Kartus YUKIEME. .......cccovevveieeiieieeseeeee s 37

3.4. VIRUS HUCRE KULTURU ....ccoviiriririiniiiniisinsiesesessessiesssesssesessssessssesseens 38

3.5. DNA DIZI ANALIZI (SEKANS) ....cooviiieiieieieie et 39

A, BULGULAR ...ttt ettt e et e e e e e ne e e e nee e 41

4.1. CALISMA GRUBUNUN DEGERLENDIRILMESI ........cccooovvviviiiiiiiieene. 41
4.1.1. Demografik VEriler..........ooooveiiieie e 41
4.1.2. Orneklerin Gonderildigi KINIKIET ...........ccocvevireiicreiieeeeeeeen, 42

4.2. QIASTAT-DX® RESPIRATORY PANEL TEST SONUCLARTI................. 44

4.3. DNA DIZILEME ANALIZI SONUCLARI .......c.oooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeenes 49
4.3.1. HINI Izolatlarinda Oseltamivir Direng Sonuglart ..........c.cccevevevereveenane. 50

5. TARTISMA VE SONUC ....coouitieieeeeeeeeeseeeeees e stesese s sees s s senenesines 52
KAYNAKLAR ettt e e e et e e e a e e e sbrae e e e ennaeeas 62
[0Y/€) 2161\ 1 1S OO 76



CDC
cDNA
DSO
EIA
FDA
GISRS
GIS
HA
HADV
HBOV
HEF
HSGM
HSYS
IBH
M1
M2
MDCK
MERS-COV
NA
NASBA
NAT
NP
NS1
NS2
nm

PA
PB1

KISALTMA VE SIMGELER

: Centers for Disease Control and Prevention

: Komplementer Deoksiriboniikleik Asit

: Diinya Saglik Orgiitii

: Enzyme Immunoassay

: Food and Drug Administration

: Global Influenza Surveillance and Response System
: Gastrointestinal Sistem

: Hemagliitinin

: Human Adenoviriis

: Human Bocavirlis

: Hemagliitinin- Noraminidaz Fiizyon Proteini
: Halk Saglig1 Genel Miidirligi

: Halk Saglig1 Yonetim Sistemi

: Influenza Benzeri Hastalik

: Matriks Proteini 1

: Matriks Proteini 2

: Madin-Darby Canine Kidney

: Middle East Respiratory Syndrome-Coronavirus
: Noraminidaz

: Nucleic Acid Sequence Based Amplification
: Niikleikasit Tespiti

: Niikleoprotein

: Niiklear Eksport Protein 1

: Niiklear Eksport Protein 2

: Nanometre

: Polimeraz Asidik

: Polimeraz Bazik 1



PB2
PZR
RSV
RT-PZR
RNA
SARI
SARS
VTM

: Polimeraz Bazik 2

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Respiratuvar Sinsityal Virlis

: Revers Transkriptaz- Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Riboniikleik Asit

: Severe Acute Respiratory Infections

: Severe Acute Respiratory Syndrome

: Viral Transport Medium



SEKILLER LISTESI

Sekil 1. Influenza VIrliSUNUN YAPIST ...cvcveveveveverererereeeeieesee ettt 5
Sekil 2. Influenza viriisiiniin elektron mikroskobundaki goriiniimii ............c.cocevevevee.. 6
Sekil 3. influenza virlisiniin replikaSyonu ..........cccoocerverereiererercrerseeesese e 7

Sekil 4. Ulkemizde sentinel SARI numunelerindeki influenza pozitiflik yiizdesi,

Influenza alt tipleri say1s1 ve pozitif numunelerin alt tipinin yiizde dagilimi, 2019-2020

INfIUENZA SEZONU......cveviiviiecieicie e 13
Sekil 5. Bogaz strtintlisii allNmast .........cccoceeiiiiiiiiiiiiiiese e 15
Sekil 6. Burun sUrlintiisti alinmast ..........cccovviiiiiiiieiin e 16
Sekil 7. Nazofaringeal slriintlisti alinmast ...........ccoeieeiiiinii i 16
Sekil 8. Nazofaringeal aspirasyon 6rneginin alinmast .........ccocerererenenesieerenseeneenns 17
Sekil 9. Embriyonlu yumurtada virlis iZolasyonu ..........c.cccceveeirieiiiienienieie e 18
Sekil 10. Oseltamivir direng MEKaNIZMAST .....ocveereeeriiriiiiiie e 25
Sekil 11. Kartusu cihaza yerleStirme ...........cccooveiiieiieiiieiiceesee e 37
Sekil 12. Amplifikasyon egrileri eKrant ..........c.ccocveiiiiiiiiii i 38
Sekil 13. Hastalarin yas donemlerine gore dagilimi ........cccoeevviiiiiiiinieniciiiicne 42
Sekil 14. Orneklerden solunum yolu viriisleri saptama orant ..............c..cceeveevernnnss 44
Sekil 15. Solunum yolu viriislerinin haftalara gére dagilimi ..........ccoocevviiiiiiinnn, 45
Sekil 16. Solunum yolu viriislerinin aylara gore dagilimi ..........cccoceviiiiiiiiiiinnn, 46
Sekil 17. Tespit edilen influenza cins ve serotiplerinin dagilimi ...............ccccevevnnne. 46
Sekil 18. Tespit edilen influenza cins ve serotiplerinin aylara gore dagilimi ........... 48
Sekil 19. Diger solunum yolu viriislerinin (Influenza dist) dagilimi ...............c....... 48
Sekil 20. Cocuklarda solunum yolu viriislerinin yaglara gére dagilimi .................... 49
Sekil 21. Agaroz jel eleKtroforez SONUCU ...........cocoiiiiiiiiiieee e 50
Sekil 22. influenza HIN1 izolatlarinda direng Kromotogrami...........ccccevevevevevennee. 51

vi



TABLOLAR LIiSTESI

Tablo 1. Influenza A SUDHPIETE ......c.cviveviecveiieeieicre et 4
Tablo 2. influenza A gen segmentleri ve fonksiyonlart .............ccocoevvveveveveeseennnn, 6
Tablo 3. Influenzaya bagh komplikasyon gelisme riski olan gruplar ...................... 11
Tablo 4. Sentinel iBH ve sentinel SARI siirveyans merkezleri ............ccccocoeuvvnen. 12
Tablo 5. CDC’nin pandemik grip olgulari klinik bulgular1 kategorileri .................. 14

Tablo 6. Solunum yolu enfeksiyonlar1 teshisinde kullanilabilecek 6rnek ¢esitleri... 14
Tablo 7. Tedavide etkili néraminidaz inhibitorii ilaglar ...........ccccceeviiiieiieeiie e, 20
Tablo 8. 2010-2015 yillar1 arasinda iilkemizde tespit edilen influenza viriis antijenik
tipleri ile as1 i¢erigindeki viriislerin kargilagtirilmast........cccocceeveiiiieniiniie e 22
Tablo 9. 2015-2018 yillar1 arasinda kuzey yarimkiirede grip mevsiminde 6nerilen grip
ASTLATT ICETIZT ettt sttt ettt et et e e nsn e e b e e snneenee e 23

Tablo 10. 2018-2021 yillari arasinda kuzey yarimkiirede grip mevsiminde Onerilen

GUIP ASATT IGETIZE vttt nne s 23
Tablo 11. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan vasatlar ............ccooooveiiininiiiciccc 38
Tablo 12. Hastalarin yas gruplarina ve cinsiyetlerine gore dagilimi .............coeveeen. 41
Tablo 13. Incelenen drneklerin kliniklere gore dagilimi .........c.ccocevevevevcecverenenennne, 43
Tablo 14. Influenza alt tiplerinin yas gruplarina gore dagilimi .............cccevevrnnnnene, 47

Vii



RESIMLER LiSTESI

Resim 1. QlAstat-Dx® Respiratory Panel

viii



OZET

GIRIS VE AMAC: Bu calismada iist solunum yolu enfeksiyonu semptomlarryla
bagvuran hastalardaki viral etkenlerin sezonal dagiliminin multipleks PCR yontemi ile
irdelenmesi ve Influenza A (HIN1) pozitif bulunan 6rneklerde Oseltamivir ilag

direncinin aragtirilmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM: Sakarya Universitesi Sakarya Egitim ve Arastirma
Hastanesi’ne 12 Eylil 2019- 19 Subat 2020 tarihleri arasinda iist solunum yolu
enfeksiyonu semptomlari ile bagvuran 0-94 yas arasindaki 354 hastanin multipleks
PCR yontemiyle (Qiastat-Dx Respiratory panel-Qiagen, Almanya) c¢alisiimis
nazofaringeal siirlintii ve bronkoalveoler lavaj 6rneklerinin verileri retrospektif olarak
irdelenmistir. Sonugcta, Influenza A (HIN1) pozitif drnekler arasindan secilen 11
numunede, Saglik Bakanligi Halk Sagligi Genel Miidiirliigii Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarlar1 ve Biyolojik Uriinler Daire Baskanligi, Ulusal Viroloji Referans

Laboratuvarinda Sanger sekans analizi ile Oseltamivir direnci arastirilmustir.

BULGULAR: Incelenen 354 6rnegin 233’iinde bir ya da daha fazla solunum yolu
viral etkeni tespit edilmistir. Bunlardan 64’ii Influenza A/HINI, 4 influenza A/H3N2,
24 Influenza B, 64 Respiratuvar Sinsityal Virlis A/B (RSV A/B), 58
Rhinoviriis/Enteroviriis, 18 Adenoviriis, 12 Human Metapneumo Viriis (hMPV), 10
Bocaviriis, 4 Parainfluenza 1, 7 Parainfluenza 3, 3 Parainfluenza 4, 5 Coronaviriis
HKUI ve 13 Coronaviriis NL63 olarak bulunmustur. influenza A/HINI pozitif olan

suslardan secilen 11 numunenin higbirinde Oseltamivir direnci saptanmamistir.

SONUC: Bu ¢alismada incelenen Influenza A/HIN1 pozitif érneklerinde Oseltamivir
direnci saptanmamustir. influenza A/HIN1 suslarinin Oseltamivir direnci acisindan
belirli araliklarla analizinin yapilmasi ampirik tedavinin yonlendirilmesinde

Onemlidir.

Anahtar Kelimeler: Solunum yolu viriisleri, Influenza, Oseltamivir, Direng, Sekans.



SUMMARY

Distribution of Respiratory Infection Viruses in 2019-2020 Season and

Determination of Oseltamivir Resistance of Influenza Viruses

INTRODUCTION AND AIM: In this study, we aimed to determine the seasonal
distribution of viral factors in patients presenting with symptoms of upper respiratory
tract infection by multiplex PCR method and investigating Oseltamivir drug resistance

in samples found to be influenza A (H1N1) positive.

MATERIALS AND METHODS: The data of the Nasopharyngeal swab samples and
bronchoalveolar lavage samples which were studied by multiplex PCR method
(QlAstat-Qiagen, Germany), of 354 patients aged 0-94 who applied to Sakarya
University Sakarya Training and Research Hospital with symptoms of upper
respiratory tract infection between 12 September 2019 and 19 February 2020 were
examined retrospectively. As a result, Oseltamivir resistance was investigated by
sanger sequence analysis in 11 samples selected among Influenza A (H1N1) positive
samples, in the National Virology Reference Laboratory of the Ministry of Health,
General Directorate of Public Health, Microbiology Reference Laboratories and

Biological Products Department.

RESULTS: One or more respiratory viral factors were identified in 233 of the 354
samples examined. Of these, 64 were Influenza A/H1IN1,4 Influenza A/H3N2, 24
Influenza B, 64 Respiratory Sympathy Virus A/B (RSV A/B), 58
Rhinovirus/Enterovirus, 18 Adenovirus, 12 Human Metapneumo Virus (hMPV), 10
Bocavirus, 4 Parainfluenza 1, 7 Parainfluenza 3, 3 Parainfluenza 4, 5 Coronavirus
HKU1 and 13 Coronavirus NL63. Oseltamivir resistance was detected in none of the

11 samples selected from strains that tested positive for influenza A/HIN1.

CONCLUSION: Oseltamivir resistance was not detected in any of the Influenza
A/HIN1 positive samples examined in this study. It is important to test influenza
A/H1N1 strains at certain intervals in terms of Oseltamivir resistance in order to direct

empirical treatment.

Keywords: Respiratory viruses, Influenza, Oseltamivir, Resistance, Sequence.



1. GIRIS VE AMAC

Grip, influenza viriisiine bagh ortaya ¢ikan bir solunum yolu enfeksiyonudur. Viriis
iceren damlaciklarin enfekte bireylerin hapsirmasi, 6ksiirmesi veya konusmastyla 100-
180 cm mesafeye kadar ulasabildigi gosterilmistir. Konusma, oksiirme, aksirma ile
damlacik yoluyla gelip yakindaki kisilerin agiz ve burunlarina yerlesebilen viriis,
bireyin tizerinde grip viriisii bulunan bir esyaya veya zemine temasinin ardindan kendi
agiz, burun veya gozlerine dokunarak da gribe sebep olabilmektedir (Yildirim 2019).
Farkli klinik tablolar gosteren influenza viriisiiniin bazi tiirleri, insandan insana
kolaylikla bulagarak ozellikle kis aylarinda mevsimsel salginlara ve pandemilere
neden olur. Her yil influenza ile enfekte olan kisiler hastane yatislariyla tedavi
gorebilirken bazi yiiksek risk gruplarinda bu durum mortaliteye neden olabilmektedir

(Grohskopf et al 2019).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde 1976-2007 yillar1 arasinda yetiskin yas
grubunda yillik yaklasik 23.483 influenzaya bagli 6lim ger¢eklesmistir. Bu say1 tiim
yas gruplarindaki viral pnomoni Sliimlerin %99,5’ini olusturmaktadir (Casey et al
2010). Gelismis ilkelerde dlimlerin ¢ogunun 65 yas ve lizeri insanlarda gorildiigi
gozlenmistir. (Ozisik, Calik Basaran ve Unal 2016). 2016°da yapilan bir ¢alismaya
gore diinya genelinde influenza sebepli hastane yatiglarinin gelismekte olan iilkelerde

sanayilesmis tilkelere gore 3 kat fazla oldugu belirlenmistir. (Yildirim 2019).

Gripten korunmanin en iyi yolu grip agisidir. Ozellikle influenzaya bagh
komplikasyon gelisme riski olan kisilerde asilama biiylik 6neme sahiptir. Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) gebeler oncelikli olmak iizere bu riskli gruplarin ve saglik
calisanlarinin mevsimsel grip asisi ile agilanmasini 6nermektedir. Amerika Birlesik
Devletleri Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (CDC- Centers for Disease Control
and Prevention) 6 aylik ve iizeri herkesin her sene asilanmasini 6nermekte, grip
viriisleri dolasimda oldugu siirece, grip sezonu boyunca asilama yapilabilecegini
belirtmektedir. Bu sayede grip olma riski, gribe bagli hastane yatislar, okul/is giicii
kayiplar, gereksiz ila¢ kullanimi ve doktora bagvuru azalacak, daha da Onemlisi

cocuklarda hayat kurtarici olacaktir (Yildirim 2019).



Influenza aktivitesinin diisiik oldugu dénemlerde diger solunum yolu viriislerinin
(Rhinoviriis, Respiratuar Sinsityal Viriis (RSV), Parainfluenza, Adenoviriis,
Coronaviriisler...) neden oldugu hastaliklarda influenza benzeri semptomlar
gosterebilir. Bu durumda influenzayr diger patojenlerden ayirmak ve kesin tam
koymak i¢in antijen tespiti yapilmalidir. En yaygin kullanilan yontemler direkt viriis
izolasyonu ya da ters transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile
influenza spesifik RNA’nin saptanmasidir (Aktiirk et al 2015).

Solunum yolu viriislerinden o6zellikle pandemik influenza A/HIN1 nedeniyle
hastaneye yatirilan veya komplikasyon riski yiiksek hastalarda en kisa siirede antiviral
tedaviye baglanmasi Onerilmektedir. Yapilan calismalarin biiyiik bir kisminda
hastaligin baslangicinda ilk 48 saatte baslanilan antiviral tedavinin sag kalim oranin
arttirdigl goriilmiistiir ve sik tercih edilen antiviralin ndéraminidaz inhibitorii olan

Oseltamivir oldugu belirlenmistir (Cift¢i, Karbuz ve Kendirli 2016).

Bu calismada 2019-2020 sezonundaki influenza epidemisi sirasinda {ist solunum yolu
enfeksiyonu semptomlar1 ile Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesine
basvuran hastalardaki viral etkenlerin dagiliminin irdelenmesi ve influenza A (HIN1)
pozitif olarak bulunan hasta Orneklerinde, en yaygmn kullanilan antiviral olan

Oseltamivir ilag direnci arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. INFLUENZA VIiRUSLERI

Ust solunum yollar1 enfeksiyonlari ok eski yillardan giiniimiize kadar gelen hastalik
etkenleridir. Tlk kez M.O. 412°de Hipokrat tarafindan tamimlanmis ve Influenzaya
benzer ilk pandemi 1580 yilinda gergeklesmistir. Noble tarafindan toplanan 1500-
1800 yillar1 arasindaki doneme ait verilerde, epidemilerin goreceli olarak siklikla ve
diizensiz zaman araliklarinda goriiliip kayboldugu bildirilmistir. Richard Shope,
1920’11 yillarin sonuna dogru yaptig1 ¢alisma ile domuz influenza viriisliniin insana
bulasabilecegini gostermistir. 1933’ te insan influenza viriisliniin ilk izolasyonunun
ardindan biiylik antijenik kaymalar goriildiigli ve neticesinde pandemilere neden

oldugu belirlenmistir (Ozden 2010).

Bu zamana kadar goriilen pandemilerin en biiyiigii 1918-1919 yillarinda goriilen ve
yaklasik 20 milyon insanin Sliimiine yol agan Ispanyol gribidir. Onu takriben 1957-
1958 yillar1 arasinda Asya gribi, 1968-1970° te Hong Kong gribi ve 1977-1978’ de
salginlar1 goriilmistiir. 1997°de Hong Kong’da tespit edilen kus gribi, avian influenza
H5NI1 viriisiine ait degismis bir sus gosterilememistir ve su an i¢in insandan insana
geemedigi bilinmektedir (Ozisik ve ark 2016). Son pandemi 17 Nisan 2009’ da CDC’
nin iki pediatri olgusunda “domuz gribi” (swine influenza) tanisini ile baslamis;
etkenin insan, kanatli, domuz influenza viriislerine ait gen bolgelerini toplayan (licli
bir harmanlama/reasorman) viriis olarak tanimlanan HINT susu oldugu belirlenmistir
(Patient 2009). Giinlimiize kadar goriiliip pandemiye neden olan influenza A subtipleri

ve bunlara bagli meydana gelen mortaliteler Tablo 1.” de gosterilmistir.



Tablo 1. Pandemiye Neden Olan Influenza A Subtipleri (Badur 2012)

YIL Subtip Tahmini Oliim Pandemi adi
sayisl
1889 H2N2 1 milyon Asya gribi/Rus gribi
1900 H3N8 — Hong Kong gribi
1918 HIN1 20-50 milyon Ispanyol gribi
1957 H2N2 1-4 milyon Asya gribi
1968 H3N2 1-4 milyon Hong Kong gribi
1977 HIN1 - Rus gribi
1997 H5N1 - Kus gribi
2009 HIN1 100 bin-400 bin Domuz gribi/2009 influenza
pandemisi

2.1.1. Viral Ozellikler

2.1.1.1. Smiflandirma

Gribe neden olan influenza viriisleri Orthomyxoviriis aile aittir. Biiytikliikleri 80-120

nanometre ¢apinda olup pleomorfik yapidadirlar. Negatif polariteye sahip, zarfl, tek

zircirli viriislerdir. Segmentli RNA bulundururlar. Insanlarda goriilen influenza

viriisiiniin niikleokapsidi ve matriks proteinlerine gore A, B ve C seklinde 3 ana tipi

ve yakin zamanda tarif edilen D tipi vardir (Celebi ve Ayyildiz 2008). influenza tip A

viriislerinin dogal kaynag1 yabani kuslardir fakat bu viriisler genis konak 6zgilliigi

(evcil kuslar, memeli hayvanlar, insanlar) gostermektedir. influenza tip B’nin dogal

kaynagi insandir; influenza tip C’nin ise insan, nadiren domuz ve kopek seklindedir.

Yeni tanimlanan Infuenza D’nin kaynag sigir, domuz, koyun seklindedir ve insan

enfeksiyonu ile iligkilendirilmemistir (Ducatez, Pelletier and Meyer 2015). A ve B

sekiz segmentli iken C ve D yedi segmentlidir (Celebi ve Ayyildiz 2008).



PB1,PB2, PA
RNA polimeraz

_ HA(Hemaglutinin)

M2 (iyon kanali)

M1 (Matriks Proteini)
NA (Noraminidaz) —

N Lipid Tabakasi

Niiklear Eksport Protein
NP (nukleokapsid Protein)

Sekil 1. Influenza viriisiiniin yapis1 (Caliskan Eryegen 2011)

Yapisinda hemagliitinin (HA) ve néraminidaz (NA) isimli zarf glikopretinleri vardir.
HA viriisiin hiicreye baglanmasini saglarken NA ise miisin tabakasini uzaklastirarak
baglanmaya yardimci olur. Influenza A ve B alttipleri, HA ve NA aktivitesi gdsterirken
Influenza C’de NA yoktur. Influenza C’de ayn1 fonksiyonlar1 gdsteren Hemaglutinin-
Néraminidaz ve fiizyon proteini (HEF) vardir (Paketgi 2008). influenza A viriisii HA
ve NA glikoproteinlerine gore alt tiplere ayrilmistir. Simdiye kadar toplam 18 HA ve
11 NA alt tipi belirlenmistir (Ozdemir 2018).

2.1.1.2. Viriis Morfolojisi ve Genom Yapisi

Influenza viriisii elektron mikroskobu ile incelendiginde 120 nm ¢apinda ve yuvarlak
partikiiller seklinde gozlenmistir. Virlis morfolojisi insanlardan ilk izole edilen ve
pasajdan sonra elde edilen seklinde farklilik gostermektedir. Fakat hiicre kiiltiirii ya da
embriyonlu yumurta pasajlarinda ¢ogunlukla yuvarlak morfolojilidirler. Ayrica
viriisiin yiizeyinden disar1 dogru 1simsal sekilde dizilmis uzantilar goriiliir (Ozdemir
2018).
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Sekil 2. Influenza viriisiiniin elektron mikroskobundaki gériiniimii (Aslan 2006, Celebi

ve Ayyildiz 2021, Ozdemir 2011)

Influenza A ve B’nin yapilari benzerdir fakat Influenza C viriisiiniin yiizey

glikoprotein yapisi farklidir. HEF adinda yiizey uzantisina sahiptir. Influenza A’ nin

segmentleri ve fonksiyonlar1 Tablo 2’te gosterilmistir.

Tablo 2. influenza A Gen Segmentleri ve Fonksiyonlari (Us Diirdal 2010)

Segment Protein Fonksiyonu
Simge Acik adi
1 PB2 Polimeraz bazik 2 RNA bagimli RNA polimeraz kompleksi.
2 PB1 Polimeraz bazik 1 Replikasyon sirasinda viriise 6zgii RNA
3 PA Polimeraz asidik sentezinde rol alma
4 HA Hemaglutinin Sialik aside tutunma;endositozla membran
fiizyonu;Noétralizan antikor olusumu
5 NP Niikleoprotein Genomun yapisal komponenti,viral RNA’nin
niiklear/ sitoplazmik transportu
6 NA Noraminidaz D gliktozamin ile Sialik asidin arasindaki bagin
kesilmesini, viriisiin hiicreden salinimi
7 M1 Matriks Proteini 1 Virionun i¢ini kaplama ve dis yap1 elemanlarinin
tutulmasini saglama
M2 Matriks Proteini 2 Membran i¢inde protein kanalt
olusturma,tabakalar1 kaldirip viral salinimi
saglama
NS1 Yapisal olmayan RNA transportu,interferon sentezinin
8 proteinler baskilanmasi
NS2 Niiklear eksport Progeni niikleokapsidlerin sitoplazmaya
(NEP) protein taginmasi




2.1.1.3. Replikasyon

Influenza negatif sarmalli bir RNA viriisiidiir. Bu nedenle replikasyondan &nce
enzimlerin sentezi igin pozitif polariteli mRNA olusturulmas1 gerekir. Influenza A ve
B viriisleri, HA glikoproteinleri ile konak hiicrenin glikokaliks tabakasindaki sialik
asit reseptoriine baglanir. Influenza C viriisii ise bu baglanma olayin1 HEF proteini ile
saglar. Hiicreye tutunan viriis endositozla hiicreye girer ve HA’nin ii¢ boyutlu
yapisinda modifikasyonlara sebep olur. Bu sayede proteinin hidrofobik fiizyon
baslatan bolgeleri agiga ¢ikmis olur ve viral zarf, endozomal membranla birlesir. M2
proteini ile meydana gelen kanallar, NP ve M1 arasindaki baglantiy1 koparmak igin
zarf igeriginin asidifikasyonunu baglatir, niikleokapsid, kilifin yirtilmasina ve

sitoplazma igerisine atilmasina imkan saglar (Celebi ve Ayyildiz 2008).

Konak hiicrede replikasyon proteinlerinin {iretimi i¢in Oncelikle transkripsiyon
gerceklesir. Influenza niikleokapsidi niikleusa gider ve mRNA’ya cevrilir. RNA konak
hiicrenin niikleusuna gidince PA, PB1 ve PB2, hiicresel RNA polimeraz II ile primer
mRNA transkripsiyonunu baslatir (Yildirim 2019).

Influenza A ve B viriisiinde genomun 8 segmentinin translasyonu ile 10 protein
kodlanmaktadir. Bunlar HA, NA, PB1, PB2, NP, PA, M1, M2 ve iki NS proteinleridir.
Viral genomun replikasyonu viriis tarafindan kodlanan ayn1 polimeraz proteinleri ile
sonlanir. Sekiz RNA segmentinin plazma membranina gelmesi ile tomurcuklanma
baglar. NA membrandaki sialik asit reseptorlerinin yikimini saglar ve tomurcuklanma

ile viriis hiicreyi terk eder (Celebi ve Ayyildiz 2008).

Sekil 3. Influenza Viriisiiniin Replikasyonu (Gékge 2019)



2.1.1.4. Antijenik Varyasyon

Influenza viriisii mevsimsel 6zellik gosterir ve 1limli iklime sahip iilkelerde iyi
gozlemlenmektedir. Dolasimda olan bir onceki viriisiin yerine antijenik varyanti
geldigi gozlenmektedir. Influenza, solunumsal viriisler arasinda en ¢ok antijenik
varyasyon gosterendir. “Drift” ve “shift” olmak tizere iki ana degisiklik goriiliir (Yildiz

2016).

2.1.1.4.1. Antijenik drift (Antijenik Siiriiklenme)

Viral transkripsiyonlar sirasinda nokta mutasyonlar meydana gelebilir ve viral RNA
polimeraz enziminin hata diizeltme yetenegi yoktur. Bu mutasyonlarin ¢ogalmasi ile
HA ve NA glikoproteinlerinde mindr degisimler olur (Yildiz 2016). Bu duruma
antijenik drift denir. H1 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 (Ciplak 2011). Goriilen nokta mutasyonlarin biiyiik
cogunlugu notral olup proteinlerin konfiirmasyonunu etkilemezken bazi mutasyonlar,
konak antikorlarinin baglanmalarini etkileyecek bi¢imde virlis proteinlerinde
degisikliklere sebep olurlar (Oksiiz 2017). Bu nedenle dolasimda olan suslara kars
bulunan antikorlar, yeni virilislere koruma saglamayabilir ve olusan bu yeni suslar

epidemilere neden olur (Yildiz 2016).

2.1.1.4.2. Antijenik shift (Antijenik Kayma)

Sadece Influenza A viriislerinde ortaya ¢ikan ve major antijenik degisimlere sebep
olan antijenik sift, iki mekanizma ile gelisir. Bunlardan birincisi, insan-insan, kanatli-
kanatli ve insan-kanatli viriisleri arasinda gergeklesen harmanlanma sonucunda
gerceklesen antijenik shifttir. ikincisi ise kanatl ya da domuz viriislerinin direkt olarak
insan populasyonuna transmisyonu ve bu populasyona yerleserek mevcut virtislerin
yerini almasiyla olusan antijenik shifttir (Ciplak 2011). Boylece dnceden dolagimda

bulunup izole edilen viriislerden farkli NA ve/veya HA glikoproteinlerine sahip yeni



bir influenza A viriisii alt tipi olusur. Yeni sus ve eski sus arasinda benzerlik ¢ok azdir
veya yoktur. Insanlar yeni antjene kars1 bagisik olmadigindan hastalik pandemi ile
sonuglanir. Insanlarda yeni pandemik suslarin, transferle gectigi ya da dolasimdaki
insan influenza virtislerinin kanatlilar ve domuz influenza viriisleri ile gen aligverisi
yapmasiyla ortaya ¢iktigi bilinmektedir (Us Diirdal 2010). Yillarca epidemiye neden
olup sakli kalan ve pandemi olusmasina kadar degisiklik gostermeyen viriisler de
pandemiye neden olabilmektedir (Ozdemir 2018). Gegtigimiz yiizyilda antijenik
sapma sonucunda toplam dort pandemi meydana gelmistir: 1918°de HINT1 alt tipi ile
“Ispanyol Gribi”, 1957°de H2N2 alt tipinin mevcut HIN1’in yerini almasiyla ortaya
cikan “Asya Gribi”, 1968’de H3N2 alt tipinin mevcut H2N2’nin yerini almasiyla
“Hong Kong Gribi” ve son olarak da 1977°de HINI alt tipinin yeniden dolagima
girmesiyle meydana gelen “Rus Gribi”dir. 21. ylizyilin ilk pandemisine neden olan
pdm A(HINT1) 2009 viriisii de antijenik sapma sonucunda kanatli, insan ve domuz
influenza virtislerinin gen segmentlerinin harmanlanmasiyla ortaya ¢ikmistir (Ciplak

2011).

2.1.2. Epidemiyoloji

Influenza viriisleri tiim diinyada yaygim olmakla beraber her sene kuzey yarimkiirede
kis aylarinda, giiney yarim kiirede ise yaz aylarinda salginlara neden olmakta ve
onemli morbilite ve mortaliteye yol agmaktadir. Tropikal bolgelerde tiim y1l boyunca
goriilebilmektedir. Her sene diinya niifusunun %-15’ini etkileyen influenza
epidemileri, yaklasik olarak 500 bin kisinin 6liimiine neden olmaktadir (Russell et al
2008). ABD’de influenza nedenli hastaneye yatis orani ortalama 114000 kisi iken,
6liim oranlar1 20000 ile 40000 arasindadir (Centers for Disease ve Prevention 2006).
Ulkemizde ilk pandemik grip (swine influenza) vakas1 17 Mayis 2009 tarihinde
kayitlara gegerken, ilk yerli olgu 18 Haziran 2009’ da bildirilmistir. ilk defa okul
salgini ise ekim ayinda yasanmistir ve bu olaydan on giin sonra ilk 6liim vakas1 bir
saglik calisganinda goriilmistiir. Aralik aymdan itibaren azalma donemine giren

pandemide son 6liim bildirimi 6 Mart 2010’da yapilmistir (Sorrell et al 2005).



Epidemilerin aniden baslayip iki-li¢ haftada pik yapmalar1 ve uzun siire devam edip
toplumda hastalik yapmalar1 karakterizedir. Ozellikle okul ¢cag1 ¢ocuklarin yayilisa hiz
kazandirdig1 bilinmektedir. Bu duruma viriisiin damlacik yoluyla yayilmasi veya
direkt bulas seklinde sebep oldugu gozlenmektedir. Ayrica epidemiler sirasinda
genellikle tek influenza susu hakimdir ve nadiren iki farkli sus veya iki farkli subtip es
zamanl etkinlik gosterebilir. Arastirmalara gore mortalite oranlar1 suslara gore
farklilik gostermektedir. Ornegin H3N2 susu ile olusan epidemiler HINI susu ile
olusanlara gore daha yiiksek mortalite oranlarina neden olmaktadir (Treanor 2005).

Tiim diinyada hizla yayilarak saglik, ekonomi ve sosyal agidan 6nemli kayiplara neden
olmaktadir. Hastaligin epidemi ya da pandemilerde ¢ok sayida insanda ayn1 zamanda
baslamasi, infekte kisinin duyarh kisilere viriis bulastirmasinin sonucudur (Tung ve
Atic1 2020). Ayrica toplumun bagisiklik diizeyi, kronik hastaliklarin varligi, immiin
sistemin baskilanmasinin etkisi, sigara icme aligkanlig1, gebeligin duyarliliga etkisi de
epidemilerin meydana gelmesine neden olmaktadir (Sanli 2010). Influenzaya bagh

komplikasyonla karsilagsma ihtimali olan gruplar Tablo 3’te gdsterilmistir.

Tablo 3. Influenzaya bagli komplikasyon gelisme riski olan gruplar (Grohskopf,
Alyanak, Broder, Walter, Fry and Jernigan 2019).

6 ila 59 aylik cocuklar
6 aylik 18 yas aras1 olup uzun siire asprin kullanan kisiler
Huzurevleri veya diger kronik bakim merkezlerinde yasayanlar
50 yas ve iizeri kisiler
Gebeler ve hamile olma ihtimali olanlar
Morbid obezler
Kronik tibbi hastaliga sahip olanlar
Astim, kronik akciger hastaliklari
Kardiyovaskiiler hastaliklar
Kronik bobrek yetmezligi
Karaciger yetmezligi
Diabetes mellitus
Orak hiicreli anemi hemoglobinopatiler

Insan immiinyetmezlik viriisii (HIV) ile infekte kisiler
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Tablo 3. ( devam) Influenzaya bagl komplikasyon gelisme riski olan gruplar
(Grohskopf, Alyanak, Broder, Walter, Fry and Jernigan 2019).(

Organ veya hematopoietik kok hiicre nakli alicilari
Immiinsiipresan ilaglarla tedavi edilen inflamatuvar hastaliklar

Kronik norolojik hastaliklar

2.1.3. Siirveyans

Infuenza sezonunun baslangi¢ ve bitis zamanin1 tespit etmek igin yapilan siirveyans
caligmalari, dolagimdaki suslarin erkenden tespit edilip gerekli antiviral tedaviye
baslanmasiyla mortalite sayisini azalmasina yardimci oldugu goriilmektedir (Zambon

et al 2009).

Gribin pandemiyle hizli sekilde yayilmasi ve diinyanin her tarafinda goriilmesi
nedeniyle DSO Global Influenza Siirveyans ve Yanit Sistemi (GISRS) isimli bir
iletisim ag1 kurmustur. Bu ag sayesinde diinyada dolasimda olan influenza virtislerin
subtipleri ve antijenik yapist takip edilmektedir. Ayrica viriis izolasyonlarinin
belirlenmesi ve ilgili laboratuvarlara bilgi aktarilmasi ile gelecek yil i¢in as1 iiretimine

yardimci olmaktadir (Ciplak 2011).

Ulkemizde dolasimda olan viriislerin takibi 2004 yilindan itibaren sentinel ve non-
sentinel influenza siirveyansi olmak {izere iki sekilde yapilmaktadir. Non-sentinel
influenza siirveyans: kapsaminda, Tiirkiye genelinde belirlenen merkezler disindaki
saglik kurumlarindan goénderilen ve vaka tanimina uyan kisilerin numuneleri ile vaka
bilgi formlar1 degerlendirilmektedir. Sentinel influenza siirveyans: kapsaminda ise
siirli sayida belirlenen noktalardan rutin veri toplanmaktadir. 2005 yilindan beri
uygulanan Sentinel influenza benzeri hastaliklar (IBH) siirveyansinin veri toplamada
yetersizligi sebebiyle 2015 yili sonunda SARI (Severe Acute Respiratory Infections
/Agir Akut Solunum Yolu Enfeksiyonu) siirveyansi uygulanmaya baslamistir.
2017’den beri influenza sezonu (yilin 40. Haftasiyla sonraki yilin 20. Haftas: arast),
web tabanli Halk Sagligi Yonetim Sistemi (HSYS) modiiliinden takip edilmektedir.

Doktorlardan ve hastanelerden elde edilen haftalik veriler degerlendirildikten sonra
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Halk Sagligi Genel Midiirligii (HSGM) Bulasict Hastaliklar Dairesi Baskanligi
haftalik analiz yapmaktadir. Analizlerin sonuglar1 Saglik Bakanligi web sayfasinda

rapor halinde yaymlanmaktadir (Pandemik Influenza Ulusal Hazirlik Plan1 2019).

Tablo 4. Sentinel iBH ve Sentinel SARI Siirveyans Merkezleri (Pandemik Influenza
Ulusal Hazirlik Plan1 2019)

Sentinel iIBH Adana Istanbul Samsun
Siirveyans Ankara Izmir Sivas
Merkezleri Antalya Kars Sanlrfa

Bursa Kocaeli Tekirdag
Diyarbakir Konya Trabzon
Edirne Malatya Usak
Erzurum Mugla Van
Sentinal SARI Adana Erzurum Samsun
Siirveyans Ankara Istanbul [zmir
Merkezleri

2019-2020 influenza sezonunun ilk 6 haftasina bakildiginda numunelerde influenza
A/HINI tiirtinlin en sik rastlanan influenza tiirii oldugu goriilmektedir. (Sekil 4)

(Pandemik Influenza Ulusal Hazirlik Plan1 2019).
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Sekil 4. Ulkemizde Sentinel SARI numunelerindeki Influenza pozitiflik yiizdesi,
Influenza alt tipleri sayis1 ve pozitif numunelerin alt tipinin yiizde dagilimi, 2019-2020

Influenza sezonu (Pandemik influenza Ulusal Hazirlik Plan1 2019)

2.1.4. Klinik Ozellikler

Influenza enfeksiyonlar1 eriskinlerde asemptomatik belirtilerden pnomoniye kadar
degisebilen tablolar gostermektedir. En 6nemli belirtisi yaklasik 3 giin siiren 38-40 °C
arasi atestir. Halsizlik, bas agrisi, kas agrisi, bogaz agrisi, oksiirlik ise gozlenen diger
belirtilerdir. Bulanti, kusma, ishal sikayetleri ¢ocuklarda daha yaygindir. En sik
rastlanan komplikasyonlar akcigerle ilgili olan “Primer viral pnémoni” ve “Sekonder
Bakteriyel Pnomoni” seklindedir. Akciger dist komplikasyonlar ise Miyozit,
Miyokardir, Perikardit, Ensefalit ve nadiren Guillain-Barre Sendromu’dur. Ayrica
hastaligin ilk giinlerinde yiiz kizarik, cilt sicak ve nemli olup; burun akintis1 /
tikaniklig1, hapsirma sik goriiliir (Ozdemir 2018). Tam iyilesme hali 1-2 hafta veya

daha uzun zaman siirede olabilir (Yildirim 2019).
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Tablo 5. CDC’nin Pandemik grip olgular1 klinik bulgulari kategorileri (Balkan 2013)

Hafif veya nonkomplike Tlerleyici hastalik Agir veya komplike
olgular (Tipik sendromlara olgular
ilaveten)
Ates Gogiis agrisi Oksijen destegi

gerektiren hipoksi

Oksiiriik Takipne Akciger grafisinde
patoloji

Bogaz agrisi Hipoksi Mekanik ventilator
ihtiyaci

Burun akintisi

Hipotansiyon

Ensefalit, Ensefalopati

Kas agris1 Biling bulaniklig: Sok, Organ yetmezligi
Bas agrisi Agir s1vi kaybi Myokardit veya
rabdomiyoliz
Bitkinlik Altta yatan hastaligin Sekonder bakteriyel
alevlenmesi enfeksiyon bulgulari

Ishal veya kusma -

2.1.5. Laboratuvar Tanis1

2.1.5.1. Orneklerin Toplanmasi ve saklanmasi

Influenza viriislerinin tanisinda numune kalitesi, saklanmasi ve laboratuvara génderim
kosullar1 6nemlidir. Numuneler hastalik belirtilerinin baslangicindan itibaren ilk 3 giin
igerisinde ve antiviral ilag tedavi baslanmadan 6nce alinmalidir. Daha sonraki giinlerde
alinan numune viriisiin saptanma olasiligini azaltmaktadir. Tanida kullanilabilecek
numune tipleri tablo 6’da verilmistir. Calisilacak solunum yolu &rnekleri viriis
tasinmasi i¢in Ozel olarak hazirlanan VTM (Viral Transport Medium) igerisine
alinarak laboratuvara gonderilmelidir. Ornekler +4°C’de maksimum 4 giine kadar

tutulabilir. Fakat uzun siire saklanacaksa -70°C’de tutulmas1 uygundur.

Tablo 6. Solunum yolu enfeksiyonlari teshisinde kullanilabilecek ornek cesitleri

(Pandemik Influenza Ulusal Hazirlik Plan1 2019)

Endotrakeal aspirat
Nazotrakeal aspirat
Orotrakeal aspirat

Trakeal doku

Burun siiriintiisii
Bogaz struntiisi
Nazofarengeal siirlintii
Nazal/ Nazofaringeal
aspirat

Bogaz calkanti suyu
Bronkoalveolar lavaj
Akciger biyopsisi
Postmortem akciger doku
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Numune alma prosediirleri:

Bogaz siiriintiisii numunesi i¢in agiz i¢i ve farinks net goriilecek sekilde aydinlatilir.
Dil, bir dil basacag: ile bastirilip steril ekiivyon tonsillalar iizerine dondiiriiliir. Bu
islem sirasinda ekiivyonun yanak i¢ kisimlarina ve dile degdirilmemesine dikkat
edilmelidir. (Sekil 5) Plastik sapli steril dakron ekiivyon ile tonsiller ve posterior
farinkse siirtiilerek alinan 6rnek, virolojik incelemeler i¢in VTM igerisine konulur.
Bogaz siiriintii 6rnegi genellikle influenza virtisiiniin replike olmadigi squamoz epitel

hiicreleri igermektedir. Bu yiizden burun ve bogaz siiriintiisii birlikte alinmalidir.

Sekil 5. Bogaz Siiriintiisii Alinmasi

(https://medlineplus.gov/ency/imagepages/9950.htm ‘dan uyarlanmistir.)

Burun siiriintiisii i¢in ince sapl bir steril ekiivyonla (dacron/polyester ekiivyon) nazal
mukozaya degecek sekilde 6rnek alinir (Sekil 6) Diger burun deligi i¢in yine aym

ekiivyonla islem tekrarlanarak 6rnek VTM igerisine konur.

Sekil 6. Burun Siiriintiisii Alinmas1 (Pandemik Influenza Ulusal Hazirlik Plan1 2019)
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Nazofaringeal siirlintii i¢in govdesi burgulu ve rahatgca esneyebilen dacron uglu
ekiivyonlar (viral 6rnekler igin) tercih edilir. Burun deliginden sokularak anterior
burun boslugunun ilerisine itilen ekiivyon, fariks duvarina kadar ulasilip
dondirildikten sonra geri ¢ekilir. (Sekil 7) VIM igerisine alinan 6rnek, viroloji

incelemesi i¢in laboratuvara gotiirtiliir.

Nasopharynx

Sekil 7. Nazofaringeal Siirtintiisiit Alinmasi (Satzke, Turner, Virolainen-Julkunen,

Adrian, Antonio, Hare, Henao-Restrepo, Leach, Klugman ve Porter 2013)

Nazofaringeal aspirat 6rnegi i¢in basi arkaya egik sekilde oturtulan hastanin burun
deligine 1-1,5 ml steril serum fizyolojik verilir. Plastik bir kateter veya tiip, 2-3 ml
serum fizyolojikle yikanir. Tiip, damaga paralel sekilde burun igine sokulup
nazofaringeal sekresyonlar aspire edilir. (Sekil 8) Diger burun deligi i¢inde bu islem

uygulanir ve kateter geri ¢ekilip siringadan ayrilarak aspirat hemen steril tiipe konulur.

VJ kL

Sekil 8. Nazofaringeal Aspirasyon Orneginin Alinmasi (Pandemik Influenza Ulusal

Hazirlik Plan1 2019)
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2.1.5.2. Hizh Antijen Testleri

Klinik 6rneklerden direkt olarak viriise ait korunmus antijenlerin tipe 6zgl spesifik
monoklonal antikorlarla saptanmasi esasina dayanan direkt immiinofloresan,
immiinoenzimatik testler (ELISA) ve immiinokromatografik testler bulunmaktadir
(Ciplak 2011). Direkt immunfloresan yontemi Influenza viriislerini yiiksek
duyarliliklarda tespit edebilmektedir fakat; iyi floresan mikroskobu kullanimi ayrica
bir teknik uzmanlk gerektirmektedir (Oksiiz 2017). ELISA kisa siirede ¢ok sayida
etkeni incelemek i¢in yliksek duyarli bir yontemdir. Temel bileseni enzimle konjlige
edilmis bir antikor olup, bunun faaliyeti ile reaksiyona substrat ilavesi sonucu renk
degisikligi meydana gelir. Enzim aktivitesiyle olusan renk degisikligi g6z ile ya da
spektrofotometreyle degerlendirilmektedir (Demircili 2018).

Hizli antijen testlerinin en yaygin kullanilani ise immiinokromatografik testtir. Test {i¢
bolgeden olusmaktadir: 6rnegin konuldugu, isaretli antikorla baglandigi ve olusan
immiin kompleksleri tutan antikorlarin bulundugu test bdlgesi seklinde. Ornek
konulduktan sonra Kapiller o6zellikle akim gergeklesmekte; aranan antijen var
oldugunda test bdlgesinde renkli bir bant olugsmaktadir (Ozdemir, Feyzioglu ve Ugur
2021).

Hizli antijjen saptama testleri ¢ok kisa siirede influenza A ya da B tespiti
yapabilmektedir fakat influenza A’nin pozitif olmas1 durumunda pandemik influenza
2009 (HINT), mevsimsel influenza ya da hayvan kaynakli influenza hakkinda kesin

sonuca varilamamaktadir (Sullivan, Jacobson, Dowdle and Poland 2010).

2.1.5.3. Embriyonlu Yumurtada Viriis izolasyonu

Influenza viriisiiniin izolasyonunda hiicre kiiltiirii veya embriyolu tavuk yumurtasina
inokiilasyonu “altin standart” olarak kabul edilmektedir. Ornekler 11 giinliik
embriyonlu yumurtanin ilk iiretim i¢in amniyotik sivisina ekim yapilir. Daha sonraki
tiretimler i¢in allontonik siviya ekim uygun olmaktadir (Sekil 9). Ekim yapilan

yumurtalar 3 giin 38°C’de inkiibe edilir ve silire sonunda bu sivilar alinip

17



hemagliitasyon uygulanarak taniya gidilir (Murray, Baron, Jorgensen, Pfaller and
Yolken 2003).

Hava keses!
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Sekil 9. Embriyonlu yumurtada viriis izolasyonu

(http://www.virology.ws/2009/12/10/influenza-virus-growth-in-eggs/ ‘den

uyarlanmistir.)

2.1.5.4. Hiicre Kiiltiiriinde Viriis izolasyonu

Influenza A ve B viriisleri primer rhesus maymun bobrek hiicreleri (PRM) veya
Madin-Darby Kopek Bobrek Hiicresi (Madin-Darby Canine Kidney- MDCK)
kiiltiirlerinde tiremektedir. Madin- Darby kopek bobrek hiicrelerindeki {ireme,
sitopatik etkinin saptanmasi ve tavuk ya da kobay eritrositleri ile yapilan
hemadsorbsiyon testiyle saptanir (Zambon 1998). Hiicre kiiltiiriinde iirer fakat
sitopatik etki yapmazlar. Virlisiin iireme durumu Enzyme Immunoassay (EIA),
Floresan Antikor (FA), hemadsorbsiyon gibi yontemlerle saptanir. Kiiltiirler -70°C’de
dondurularak saklanir. Influenza A viriisiiniin sitopatik etkisi, hiicrelerin
dejenerasyonu ve yuvarlaklagmasiyla karakterizedir. Fakat sitopatik etkinin

goriilmemesi ya da sitopatik etki belirlemenin gii¢ olmasi,

2.1.5.5. Serolojik Tan1

Serolojik tani, enfeksiyonun akut devrede ve 2-3 hafta sonra alinan kan o6rnekleri
arasindaki antikor artismnin dort kat veya daha fazla saptanmasiyla yapilir (Ozdemir

2018). Influenza viriis enfeksiyonlarmin saptanmasi ve viriis tiplendirilmesinde
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kullanilan yontemlerdir fakat akut enfeksiyonun gosterilmesinde hem akut hem de
iyilesme donemindeki her iki seruma da ihtiya¢ oldugundan daha c¢ok retrospektif
caligmalar ic¢in kullanmilir (Wang and Taubenberger 2010). Genellikle Enzyme
Immunoassay (EIA) teknigi kullanilmaktadir. Bunun disinda Hemagliitinasyon
Inhibisyon testi, Single Radial Diffusion (SRD), kompleman birlesmesi (KB), Double
Immundiffusion (DID) testleri de uygulanabilir (Karaarslan 2019).

2.1.5.6. Molekiiler Yontemler

Infuenza viriisiiniin tanisinda birgok molekiiler yontem tercih edilmekle birlikte, en
¢ok PCR temelli yontemler kullamimdadir. Son yillarda Influenza viral RNA’smin
saptanmasinda daha kisa siirede gergeklesen ve daha duyarli olan yontemler tercih
edilmektedir. (Oksiiz 2017). influenza viriislerinin tanis1 icin multipleks PCR, PCR-
Enzyme Immuno Assay, Nucleic Acid Sequenced Based Amplification (NASBA),
real-time PCR, microarray DNA gibi molekiiler yontemler kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde bu yontemlerden en 6nemli olani real-time PCR’dir. Bu yontemde PCR
iriiniin ~ ¢ogaltilmast ve ortaya ¢ikan drinlerin  gozlenmesi es zamanl
gerceklesmektedir. PCR {iriinii arttikca, floresan isaretli iirlin ve sinyal artar. Bu artis,
calisma sirasinda cihaz ekranindan takip edilebilmektedir. Niikleik asitin ¢ogaltilmasi
ve sinyal tespitinin birlikte gerceklesmesi, PCR ardindan igslem gerektirmediginden
zaman tasarrufu saglamaktadir. Bu test genellikle diger solunum viriislerini de i¢ceren
multipleks paneller seklinde piyasada bulunmaktadir (Ozdemir, Feyzioglu ve Ugur
2021).

2.1.6. Tedavi ve Korunma

2.1.6.1. Antiviral ilaglar

Antiviraller, virlislerin ¢ogalmasini 6nlemek icin dogrudan viriisleri etkileyen
ilaglardir. Influenzanimn profilaksi ve tedavisinde yararlanilan antiviraller iki grupta

toplanmakladir: M2 (Matriks proteini) inhibitorleri (Amantidin, Rimantidin) ve NA

(Noraminidaz) inhibitorleri (Oseltamivir, Zanamivir, Peramivir). M2 inhibitdrleri,
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Influenza A viriislerinin M2 kanalina baglanarak islevini bozarlar. FDA’dan onay
almasina ragmen sadece Influenza A viriislerine etkin olmalar1 ve yiiksek seviyede
direng gelistirdikleri i¢in yaygin kullanilmamaktadir. NA inhibitorleri, viriis salinimini
ve replikasyonunu engelleyerek etki etmektedirler. Bunlar antivirallerden Oseltamivir,
oral kullaniminda biyoyararlanimi1 yiiksek oldugu icin ve tedaviye erken
baslanildiginda hastalarda sag kalim oranmi 6nemli Ol¢iide etkiledigi i¢in yaygin

kullanilmaktadir (Oksiiz 2017).

Tablo 7. Tedavide Etkili Néraminidaz Inhibitorii Ilaglar (Pandemik Influenza Ulusal
Hazirlik Plan1 2019).

Antiviral ilag¢ Kullanim amac1  Hedef Kitlesi Yan etkileri
Oral Oseltamivir ~ Tedavi Tiim yaslarda Bulanti*
Profilaksi 3 ay ve lizeri Kusma*
Bas agris1
Deri alerjik
reaksiyonlari

Nadiren gegici

noropsikiyatrik
ataklar
Inhale Zanamivir Tedavi 7 yas ve lizeri Nadiren alerjik
Profilaksi 5 yas ve iizeri reaksiyonlar
Bronkospazm

(6zellikle siniizit vb.
solunum yolu
rahatsizliklarinda)

Cok nadiren gegici

noropsikiyatrik
ataklar

Intravenoz Tedavi 2 yas ve lizeri Diyare

Peramivir Profilaksi Profilakside Ciddi deri reaksiyonu

kullanimi yoktur Nadiren gegici

noropsikiyatri ataklar

*Bu yan etkiler gecicidir ve genellikle ilk dozdan sonra goriiliir.
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Influenza viriislerinin replikasyon mekanizmasini hedefleyen RNA polimeraz ve
niikleoprotein inhibitorleri de gelistirilmistir. Bu ilaglardan ikisi: Baloxavir marboxil
ve Favipiravir’dir. Fakat su anda yaygin olarak kullanilmamaktadir. Baloxavir
marboxil Japonya, Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Hong Kong, Avustralya ve
Avrupa'da lisans altindadir, Favipiravir ise Japonya'da siirli kullanim i¢in ve ABD ve
Avrupa'da faz III klinik deneme kapsaminda lisanslanmistir (Bai, Jones, Wong and
Zanin 2021).

2.1.6.2. As1

Mevsimsel influenzaya kars1 her sene igerigi DSO’niin belirledigi sezonal influenza
asist koruyucudur. Asilamayla birlikte hastalik yiikii ve sinirli sayidaki antiviral
ilaglarin kullanim1 zamanla azalacaktir. Bugiine kadar {iiretilen influenza asilar1 dort
sekildedir: inaktif, hiicre kiiltiirii kaynakli, rekombinant ve canli-attentiie (zayiflatilmig)
asilar. Igerikleri diinya genelinde ulusal influenza merkezleri ve DSO referans
merkezlerinden gonderilen veriler analiz edilerek belirlenir. Her sene Eyliil ve Subat
aylarinda DSO Kiiresel Influenza Programi gercevesinde sonraki influenza mevsimi
icin ast igerikleri belirlenmektedir. Giliney yarimkiirede Nisan-Eyliil, Kuzey
yarimkiirede ise Ekim-Mart aylarinda belirlenen viriisler degerlendirilmektedir. 2010-
2015 yillar1 arasinda iilkemizde tespit edilen influenza virlis antijenik tipleri ve as1
icerigindeki virlislerin karsilagtirilmasi tablo 9°da gosterilmistir. Halihazirda olan
sezonal influenza asilar1 2 influenza A- 1 influenza B antijeni veya 2 influenza A- 2
influenza B antijeni olmak iizere {i¢ veya dort antijen igermektedir. Influenza asismin

Ekim ayindan itibaren influenza sezonu boyunca uygulanmasi 6nerilmektedir (Murray
and Skull 2002).
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Tablo 8. 2010-2015 yillart arasinda iilkemizde tespit edilen influenza viriis antijenik

tipleri ile as1 icerigindeki viriislerin karsilastirilmasi (Altas, Bayraktar ve Korukluoglu

2016)
Sezon Tip/Alttip Asl icerigi Tiirkiye bulgulari
2014- A(H1IN1) AJ/California/7/2009 AJ/California/7/2009
2015 pdm09
A(H3N2) A/Texas/50/2012 A/Switzerland/97
15293/2013
B B/Massachusetts/2/2012 B/Massachusetts/2/2012
(Yam) (Yam) B/Phuket/3073/2013
(Yam)
2013- A(HIN1) A/California/7/2009 A/California/7/2009
2014 pdm09
A(H3N2) A/Victoria/361/2011, A/Victoria/361/2011,
A/Texas/50/2012 A/Texas/50/2012
B B/Massachusetts/2/2012 B/Massachusetts/2/2012
(Yam) (Yam)
2012- A(H1IN1) AJ/California/7/2009 AJ/California/7/2009
2013 pdm09
A(H3N2) A/Victoria/361/2011 A/Victoria/361/2011
B B/Wisconsin/1/2010 B/Wisconsin/1/2010(Yam)
(Yam) B/Massachusetts/2/2012
(Yam)
2011- A(H1IN1) AJ/California/7/2009 Saptanmadi
2012 pdm09
A(H3N2) A/Perth/16/2009 AlVictoria/361/2011
B B/Brisbane/60/2008 B/Brisbane/60/2008(Vic)
(Vic)
2010- A(H1IN1) Al/California/7/2009 A/California/7/2009
2011 pdm09
A(H3N2) A/Perth/16/2009 A/Perth/16/2009
B B/Brisbane/60/2008 B/Bangladesh/3333/2007
(Vic) (Yam)
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Tablo 9. 2015-2018 yillar1 arasinda Kuzey Yarimkiirede grip mevsiminde Onerilen

grip asilart icerigi (WHO)

Sezon Tip / Alt tip Asl icerigi
2017-2018 A(H1IN1) pdm09 A/Michigan/45/2015
A(H3N2) A/Hong Kong/4801/2014

B/Phuket/3073/2013 (Yam)
B/Brisbane/60/2008 (Vic)

2016-2017 A(HIN1) pdm09 AlCalifornia/7/2009

A(H3N2) A/Hong Kong/4801/2014

B/Phuket/3073/2013 (Yam)
B/Brisbane/60/2008 (Vic)

2015-2016 A(HINI) pdm09 AlCalifornia/7/2009

A(H3N2) A/Switzerland/9715293/2013

B/Phuket/3073/2013 (Yam)
B/Brisbane/60/2008 (Vic)

Tablo 10. 2018-2021 yillar1 arasinda Kuzey Yarimkiirede grip mevsiminde onerilen

grip asilari igerigi (Haftalik Influenza Raporlar1 2018-2021)

Sezon Sus cesidi

Ast icerigi

2020-2021  Dortlii(quadrivalan)

as1 icerigi

A/Guangdong-Maonan/SWL1536/2019
(H1N1) pdm09

A/Hong Kong /2671/2019 (H3N2)

B/Washington/02/2019-(B/Victoria)

B/Phuket/3073/2013-(B/Yamagata)

A/Hawaii/70/2019 (HIN1) pdm09

A/Hong Kong /45/2019 (H3N2) benzeri

viris

B/Washington/02/2019-(B/Victoria)

B/Phuket/3073/2013-(B/Yamagata)

Uclii (trivalan) as1

icerigi

A/Guangdong-Maonan/SWL1536/2019
(HIN1) pdm09

A/Hong Kong /2671/2019 (H3N2)
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Tablo 10. (Devamm) 2018-2021 yillar1 arasinda Kuzey Yarimkiirede grip
mevsiminde &nerilen grip asilari igerigi (Haftalik Influenza Raporlar1 2018-2021)

B/Washington/02/2019-(B/Victoria)

A/Hawaii/70/2019 (HIN1) pdm09

A/Hong Kong /45/2019 (H3N2)

B/Washington/02/2019-(B/Victoria)

2019-2020 Dortlii A/Brisbane/02/2018 (H1N1) pdm09
(quadrivalan) as1 A/Kansas /14/2017 (H3N2)
igerigi B/Colorado/06/2017-(B/Victoria/2/87)
B/Phuket/3073/2013- (B/Yamagata/16/88)
Uclii (trivalan) as1 A/Michigan/45/2015 (H1N1) pdm09
igerigi A/Kansas /14/2017 (H3N2)
B/Colorado/06/2017- (B/Victoria/2/87)
2018-2019 Dortlii A/Michigan/45/2015 (H1IN1) pdm09
(quadrivalan) as1 A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016
icerigi (H3N2)
B/Colorado/06/2017- (B/Victoria/2/87)
B/Phuket/3073/2013- (B/Yamagata/16/88)
Uclii (trivalan) as1 A/Michigan/45/2015 (H1IN1) pdm09
icerigi A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016
(H3N2)
B/Colorado/06/2017- (B/Victoria/2/87)
2.1.7. Direncg

Noraminidaz inhibitorlerinde direng iki sekilde gerceklesmektedir. Ik yol NA geninin

aktif enzim kismindaki aminoasitlerde degisime neden olan mutasyonlardir ve aktif

bolge ile ila¢ arasindaki etkilesimi bozan ilacin inhibitor etkisini azaltir. Bu durum

oseltamivir baglanmasinda morfolojik degisiklik sorunu ¢ikartirken Zanamivir de

degisiklik gostermez. Bu nedenle NA molekiiliinde olusan mutasyonlar Oseltamivir

direnci olustururken zanamivir direnci goriilmez. Molekiiler caligmalarda NA

molekiilinde Oseltamivir yan zincirini i¢ine alan kovugun olugmasi i¢in E276

aminoasidinin rotasyon yaparak R224 ile bag kurmasi gerektigi fakat R292K, N294S
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ve H274Y mutasyonlarinin E276 rotasyonunu engelleyerek kovuk olusmasini
dolayisiyla Oseltamivirin NA’ya baglanmasini engelledigi goriilmiistiir (Ciplak 2011).
NA’nin aktif bélgesinde olusan sekil degisikligiyle Oseltamivirin baglanmasi i¢in bir
kovuk olusur, zanamivir baglanmasi i¢cin morfolojik degisiklige gerek yoktur (Sekil
10.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 sialik asit reseptoriine ve
zanamivire baglanabilme ozelligini devam ettirir (Sekil 10.b.). E276 aminoasidi
rotasyon yaparak R224 aminoasidiyle bag kurar ve kovuk olusur. R292K, N294S ve
H274Y mutasyonlari aminoasitler arasinda meydana gelen rotasyonunu engeller.
Kovuk olusumunun engellenmesi sonucu Oseltamivir baglanamaz ve virlis

Oseltemivire kars1 direng kazanir (Sekil 10.c.) (Ciplak 2011).

Dirence neden olan ikinci yol ise HA’nin sialik asit baglanma bdlgesi ¢evresinde
mutasyonlarin meydana gelmesidir. HA’daki degisikliklerin ilag duyarhiliginin
azalmasina etkisi net bir sekilde bilinmemektedir. Fakat HA ile sialik asit reseptori
arasindaki etkilesimin degismesinden meydana gelen reseptdr afinitesindeki

azalmanin ilag direncine neden oldugu diisiiniilmektedir (Zambon 1998).

(SN ' ’ Stallk J )
Al -

.......

Sekil 10. Oseltamivir direng mekanizmasi (Moscona 2005)

DSO’niin influenza A viriisiine kars1 tavsiyesi oseltamivir kullanimidir. Fakat 2007-

2009 wyillar1 arasinda tiim mevsimsel influenza A(HINI1) virlislerinde H274Y
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mutasyonunun neden oldugu oseltamivir direnci gozlenmistir. 2009 yilinda direngli
mevsimle Influenza A/HINI viriislerinin yerini oseltamivire genellikle duyarli olan
ve tiim diinyada yaklasik %1 oraninda oseltamivir direnci goriilen pandemik Influenza
A 2009 HINI viriisii almistir. Fakat 2011 yilinda dikkat g¢ekici derecede artan
(yaklasik %24) H274Y mutasyonu, NA (N1) proteininin 274. Pozisyonunda bulunan
Histidin aminoasidinin Tirozine donisimi (H274Y) seklinde ifade edilir ve
oseltamivir direncinin genetik isaretidir. (Oksiiz 2017). Bu direncin artis1, tiim diinya
iilkelerini direng sorununa karsi harekete gecirmis ve antiviral direng g¢alismalari

baslatilmistir.

2.1.8. Antiviral Diren¢ Saptama Yontemleri

Influenza antiviral direnci iki yolla saptanmaktadir; NA enzim inhibisyon yontemi ve
molekiiler saptama teknikleri. Antiviral duyarlilik testleri daha ¢ok epidemiyolojik

calismalar i¢in kullanilmaktadir.

NA enzim inhibisyon yontemi geleneksel bir yontemdir ve hiicre kiiltiirleri
kullanilarak yapilir. Hiicre kiiltiirlerinde viriis, antiviralin ¢esitli konsantrasyonlarina
maruz birakilir. Antivirale karsi olusan direncin viriisiin cogalmasina etkisi arastirilir.
Direngli viriislerin genetik analizi yapilarak dirence neden olan mutasyon saptanir.

Molekiiler teknikler, klinik Orneklere direkt uygulanabilmesi ve cansiz viriislerin
kullanilabilmesi acisindan diger yonteme gdre daha avantajlidir (Oksiiz 2017). Bu
yontemler klasik dizileme ve yeni nesil dizileme (NGS-New Generation Sequencing)
teknolojileri seklindedir. Klasik dizileme yontemleri: Sanger dizileme ve Maxim
Gilbert dizilemesi’dir. NGS yontemleri: Kitlesel Paralel Dizileme, Poloni dizilemesi,
Pirodizilemesi, Solexa dizilemesi, SOLID dizilemesi, Iyon yari iletken dizilemesi,

DNA nanotop dizilemesi’dir (Petterson, Lundeberg and Ahmadian 2009).

Sanger dizileme olarak isimlendirilen zincir sonlandirma yonteminde tek iplikli kalip
DNA, primer, DNA polimeraz, normal deoksiniikleotid trifosfatlar (dATP, dGTP,
dCTP ve dTTP) ve zincir uzamasini sonlandiran modifiye dideoksiriboniikleotid

trifosfatlar (ddNTP) kullanilmaktadir. Radyoaktif veya floresan molekiiller ile
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isaretlenmis olan bu modifiye ddNTP’lar iki niikleotid arasinda bir fosfodiester
baginin olugmasi igin gerekli olan 3’-OH sahip degildirler. Bu nedenle ddNTP’lardan
sonra yeni bir niikleotid eklenemediginden zincir uzamasi sonlanmis olur. Bu
yontemde her bir reaksiyonda farkli bir ddNTP’ nin kullanildig1 doért farkli polimeraz
zincir reaksiyonu paralel olarak gerceklesmektedir. Dort reaksiyonun her birindeki
DNA pargalari jel elektroforzinde yan yana yiiriitiildiikten sonra bantlarin goéreceli

konumlarina bakilarak DNA dizisi okunmaktadir (Otlu ve Giirsoy 2018).

NA enzim inhibisyon yontemi ile kombine kullanilan Pyrosekans yontemi antiviral
dirence neden olan mutasyonlari saptayabilen bir sekanslama yontemidir. Amantadin
direncine neden olan mutasyonlar1 saptamada basarilidir fakat NA inhibitorlerine tam

olarak karakterize edilememistir (Oksiiz 2017).

2.2. INFLUENZA DISI SOLUNUM YOLU VIiRUSLERI

2.2.1. Parainfluenza Virus

Paramyxoviridae ailesine dahil olan Parainfluenza viriisler, zarfli, negatif polariteli ve
tek zincirli RNA viriisleridir. Sekilleri ve Sialik asit reseptorlerine olan afinitesi
bakimindan Ortomiksoviriislere benzerler fakat daha biiytiktiirler. Farkli yapilara sahip
4 tip parainfluenza virlisii vardir. Bunlardan tip 4, sadece notralizasyon veya
hemadsorbsiyon inhibisyon testleriyle ayirt edilebilecek iki alt tipe (4a ve 4b) sahiptir
(Akarsu Celebi 2009).

Parainfluenza virtisler genellikle krup, ist solunum yolu infeksiyonlari ve bazi
hastalarda bronsiolit ile iliskilidir. Inkiibasyon siiresi 3-6 giin olan viriisiin solunum
yollarinda lokal olarak yayildig1 diisiiniilmektedir. [liman bolgelerde parainfluenza tip
1 infeksiyonlart kis aylarinda sik goriiliirken tip 3 yaz infeksiyonudur ve her sene
kiiclik salginlara neden olmaktadir. Tip 4 infeksiyonlari, uygun reaktiflerin eksikligi
nedeniyle yetersiz teshis edilebilir ve raporlanan sayilar gercek verilere gore diistiktiir.
Teshis edilen infeksiyonlarin ¢ogu okul oOncesi ve ilkokul c¢ocuklarindadir.

Reinfeksiyonlar gelisebilir fakat fatalite nadirdir. Solunum sekresyonlarinda bulunan
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viriisler, infekte olmus damlaciklarin solunmasi ve kisiden kisiye temasla
bulagsmaktadir (Tortora, Funke and Case 2016). Heniiz asis1 yoktur. Molekiiler
yontemlerle (RT-PCR gibi) viriis RNA’s1 tespit edilmektedir. Nazofarengeal
orneklerden immiinfloresan boyama ile hizli tami testleri de uygulanabilir.
Parainfluenza tip 4 daha nadir olmakla birlikte 1, 2 ve 3’{in immiinofloresan tespiti
icin monoklonal antikor reaktifleri bulunur. ELISA (Enzim immiin assay) yontemleri
ile viral antijenler tespit edilebilir ve viriis maymun bobrek hiicre kiilttirlerinde izole
edilebilir (Ozdemir ve ark. 2021).

2.2.2. Human Metapneumovirus (hMPV)

Pneumoviridae ailesine dahil olan insan metapnomovirisleri (hMPV-Human
Metapneumovirus) zarfli, pleomorfik yapiya sahip RNA viriisleridir. Genom analizleri
ile A ve B olarak iki genotipe ayrilmistir. Yiizey glikoproteinleri baglant1 (G) ve
fizyon (F) dizi degisikligine gore bu iki genotip de Al, A2, B1, B2 alt gruplarina
ayrilir (Devrim 2005, Broor and Bharaj 2007).

Klinik belirtileri 06zellikle c¢ocuklarda Respiratuvar sinsityal virlisiinden ayirt
edilememektedir. Genellikle bronsit, bronsiolit ve pndmoni tanis1 alan hastalarin
belirtileri Oksiiriik, ates, list solunum yolu ve alt solunum yolu enfeksiyonlari
seklindedir. Bulas havadaki damlaciklarla olur. Cok az sayida verilerde enfeksiyonun
tedavisi ve kontrolii icin ribavirin, immunoglobulin ve fiizyon inhibitorleri

kullanilabilecegi diisiiniilmelidir (Cigek 2014).

hMPV enfeksiyonunun tanisinda hiicre kiiltiirii nadir, RT-PCR veya miiltipleks RT-
PCR gibi molekiiler yontemler daha yaygin kullanilmaktadir. Viriise kars1 konakta
olusan antikorlar immiinofloresan ve ELISA ile saptanabilir (Oz ve Altindis 2018).

2.2.3. Respiratuvar Sinsityal Viriis (RSV)

Pneumoviridae ailesine dahil olan Respiratuvar sinsityal viriisii (RSV), zarfli, negatif

polariteli ve tek zincirli RNA viriisleridir. Paramiksoviriislerden fiziksel farkliliklar ve
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hemaglutinin, hemolizin ve nodraminidaz eksikligi nedeniyle ayr1 bir cinse
(pnémoviriis) yerlestirilir. Hiicre baglanmasi i¢in reseptor olan bir G lipoproteine ve
hem viriis penetrasyonuna hem de konak¢iya yayilmasindan sorumlu olan F proteinine

sahiptir (Hall et al 2009).

Erken bebeklik doneminde brongiolit seklinde ciddi bir hastaliga neden olur.
Cogunlukla 1 yas altindaki bebeklerde goriiliir. Bronkopulmoner displazi, konjenital
kalp defektleri olan ve immiin sistemi yetersiz veya baskilanmig kisilerde yagsami
tehdit edebilir. Ani bebek 6liim sendromlarinin (SIDS-Sudden infant death syndrome)
bir kisminda RSV tespit edilmistir. Bronsiektazi ve astim gibi kronik solunum yollari
hastaliklarina  yatkinlik saglayabildigi bilinmektedir. Biiyiikk c¢ocuklarda ve
yetiskinlerde hava yollar1 genis oldugu i¢in infeksiyon daha hafif seyretmektedir.
Yiizey proteinlerinde meydana gelen antijenik driftler nedeniyle reinfeksiyon

gelismekte ve asinin tiretilmesini zorlagtirmaktadir (Hall et al 2009).

RSV sonbahar ve kis aylarinda ortaya ¢ikar ve her yil kis salginlarina neden olur. Bu
nedenle RSV epidemisi iklim faktorlerine ayni varyasyonu gostermez, yil boyunca
sporadik vakalar seklinde goriiliir. Virlis hastaligin akut fazinda RT-PCR,
immiinofloresan, ELISA veya kiiltiirle nozafaringeal 6rneklerden kolaylikla tespit
edilebilir. Immiinfloresan yoOntemiyle 1 saatten daha kisa zamanda hizli tam
konulabilir ve benzer sonuglar ELISA ile de elde edilebilir. Bu yontemlerin kiiltiire
gore duyarhiliklar diisiiktiir ancak kiiltiir sonuglar1 geg¢ elde edildiginden tedaviye
katkis1 sinirlidir (Chu et al 2013).

Cogu bebek semptomatik olarak tedavi edilebilir. Kemoterapi i¢in mevcut tek spesifik
antiviral ilag, kiiciik partikiil inhale ribavirin’dir. Akcigerlerin en ¢ok etkilenen
bolgeleri iyi havalanamadigindan aerosolize ilacin klinik etkinligi tartismalidir. Insan
monoklonal antikorlar ve hiperimmiin RSV immiinglobulinler gibi pahali preparatlar,
prematiire bebekler veya dnceden bronkopulmoner displazisi olan hastalar gibi ¢cok

yiiksek risk altindaki gruplarda kullanilabilir (Ozdemir, Feyzioglu ve ark. 2021).

29



2.2.4. Rhinovirus

Picornaviridae ailesine dahildir. Bu aile zarfsiz, 30 nm ¢apinda, ikozahedral kapsidle
cevrelenmis, tek iplikli, pozitif polariteli RNA genomuna sahip viriislerden
olugsmaktadir. Rhinoviriis ve Enteroviriis cinslerinin morfolojileri tamamen aynidir;
klinik, biyofizik ve epidemiyolojik verilerle birbirlerinden ayrilmaktadir. Hayatin ilk
yillardinda solunum yolu hastalig1 etkeni olarak yaygin sekilde goriliir. Iliman
iklimlerde sonbahar ve ilkbaharda salginlara neden olur (Hershenson 2013). Ust
solunum yolu semptomlart 7 giinden kisa slirmektedir. Sekonder olarak bakteriyel
siniizit ve orta kulak iltihab1 gelisebilir. Astim ve kronik obstriiktif pulmoner hastalik
alevlenmelerine neden olabilir. Klinik 6rneklerden RT-PCR yontemiyle viral niikleik
asit belirlenmesi duyarli, 6zgiil, hizli ve giivenilirdir. Viral kiiltlir yapilabilir fakat
rutin laboratuvar uygulamalarinda yer almaz. Tedavi igin spesifik antiviral
bulunmamaktadir ve tedavi cogunlukla semptomlara yéneliktir (Ozdemir, Feyzioglu

ve ark. 2021).

2.2.5. Enteroviriis

Enteroviriis infeksiyonlar tiim diinyada yaygin olarak goriiliir. 2014 yilinda ABD’de
ilke genelinde agir solunum yolu salginina neden olan Enteroviriis D68, 6zellikle
cocuklarda sinir sistemi infeksiyonlaridan sorumlu oldugu distiniilmektedir (Trip,
Schonenberg, Starreveld and Versteegh 2009). Poliomyelit beneri hastalikla iliskili
bulunmaktadir. Ozellikle Asya kitasinda ¢ocuklarda Enteroviiis 71 kaynakli el-ayak-
ag1z hastalif1 salginlar1 sik goriiliir. Enteroviriis 71 infeksiyonlar1 fatal beyin sap1
ensefaliti gibi agir norolojik hastalikla iligkilidir. Goriilme sikhigr 12-23 aylik
bebeklerde yiiksek olsa da Enteroviriis 71 infeksiyonu 6 aydan kii¢iik ¢ocuklar agir ve
Oliimciil hastalik bakimindan en riskli gruptur. Bu risk yas artisiyla beraber diiser
(Ozdemir, Feyzioglu ve ark. 2021). Enteroviriislerin hiicre kiiltiiriinden izolasyonu
miimkiindiir ve viriis insan rabdomiyosarkom hiicrelerinde iiretilebilir. Tani i¢in burun
slirlintiisti, nazofarengeal aspirat,bronkoalveolar lavaj 6rnegi, kan ve beyin omurilik

stvist kullanilarak molekiiler yontemlerden yararlanilabilir (Altindis ve Dal 2016).
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2.2.6. Adenovirusler (Human Adenovirus- HAdV)

Adenoviridae ailesine dahil olan insan adenoviriisleri (HAdV) zarfsiz, ikosahedral, gift
sarmalli DNA viriisleridir. ilk olarak insan adenoid doku kiiltiirlerinden izole
edilmistir. HAAV tiirleri 7 grupta toplanmistir (HAdV-A ila HAdV-G) ve giiniimiize
kadar 67 HAdV serotipi raporlanmistir. Bunlardan bazilari  menenjit,
keratokonjonktivit, faringokonjonktival ates, solunum yolu enfeksiyonlari, akut
gastroenterit ve akut hemorajik sistite neden olan enfeksiyonlardir. Birgok tipi
cocukluk doneminde enfeksiyona neden olurken, semptomlar hafif ve kendini
sinirlayan iist solunum yolu enfeksiyonlarina kadar degiskenlik gosterir. Ozellikle
bakim evleri, askeri iisler, okullar gibi kalabalik yerlerde salginlara yol agabilir.
Inkiibasyon siiresi genellikle 4-8 giin arasidir ve bu siirede ¢ok bulasicidir (Heim
2020). Yayilma olasiligi yiiksek olup salginlara neden olan serotipler HAdV tip
3,4,7,8,14 ve 55’tir. Enfeksiyonlar1 bagisiklik sistemi baskilanmis kisiler harig
genellikle hayati tehdit edici degildir. HAdV, viral konjonktivitin en yaygin nedenidir
ve kriptik goriintimlii akut farenjit yapar. Enterik suslari ise gastroenterite neden olur.
Gastrointestinal Sistem (GIS), solunum yolu, g6z ve mesane epitel hiicrelerinde litik
enfeksiyona sebep olur. Farkli serotiplerin farkli doku ve hiicrelere tropizmleri vardir.
Bazi1 adenovirtis tiirleri, adenoidlerde ve tonsillalarda latent olarak uzun yillar kalirlar.
Enfeksiyon bagindan itibaren aylarca digkiyla atilirlar (Crenshaw, Jones, Bell, Kumar
and Matthews 2019).

HAdV’ler dis ortamda dayaniklidir. Klor ve etanol gibi diisiik/orta seviyelerde
dezenfektanlara ve 1s1 ile inaktivasyona (<60°C) dayaniklidir. Bu sebeple HAdV’ler
yiizeylerde yaklasik 3-8 hafta kalip enfeksiyon riski olustururlar. Klor seviyesi diisiik
havuzlardan da bulas meydana gelebilir (Cosgun 2021).

Tan1 i¢in molekiiler yontemlerden ELISA ve PCR testleri kullanilirken ayrica diski
hizl1 antijen testleri de yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiiriinden viral
izolasyon, diski, solunum yolu ve konjonktival 6rneklerde HAdv’leri tespit etmek i¢in

kullanilan bagka bir standart yontemdir. Viral izolasyon i¢in en giivenilir numune
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diskidir. Tedavisi mevcut olmayan adenoviriis igin tip 4 ve 7’ ye karst sadece 17-50

yas arasi askeri personel i¢in as1 6nerilmektedir (Crenshaw, Jones et al 2019)

2.2.7. Bocavirus (Human Bocavirus- HBoV)

Parvoviridae ailesine dahil olan insan Bocaviriisleri (HBoV) kiiglik, ikozahedral
simetrili, zarfsiz, tek zincirli negatif polariteli DNA viriisleridir. Dort tiirii vardir:
HBoV-1, HBoV-2, HBoV-3 ve HBoV-4 seklinde. Kis ve bahar aylarinda daha sik
goriilen HBoV enfeksiyonlari, viriisiin solunum yolu epitel hiicrelerini enfekte edip bu
hiicrelerin  hasarina yol ag¢masiyla meydana gelmektedir. Soguk alginlig
semptomlariyla beraber burun akintisi, 6ksiirme ve akut otitis media goriiliir. Solunum
veya diski Orneklerinin serum Ornekleriyle birlikte degerlendirildigi viriisiin
laboratuvar tanist1 PCR ile yapilmaktadir ve FDA tarafindan onaylanmis Multiplex
PCR kitleri mevcuttur. HBoV enfeksiyonlari igin 6zel bir tedavi yoktur ve as1 mevcut

degildir (Uzuner ve Karadenizli 2018).

2.2.8. Coronavirus

Coronaviridae ailesine dahil olan Koronaviriisler zarfli, tek zincirli, pozitif polariteli
RNA virtisleridir. Dort alt tipi vardir: insanlari infekte edebilen a- ve B- koronaviriisleri
ile sadece hayvanlarda bulunan y- ve A- koronaviriisleri seklinde. Hayvanlardan
insanlara bulasabilen bu zoonatik viriisler, havadaki damlaciklar ve aerosoller yoluyla
insanlar arasinda infeksiyonlara yol agmaktadir. Insan infeksiyonlarma yol agan tiirler
icin baglica rezervuar hayvan yarasalar olsa da s18ir, deve, hindi, domuz, kedi, kopek,
fare, yaban gelincigi ve vizon gibi genis hayvan rezervuarlari vardir. Ilk koronaviriis
infeksiyonlar1 soguk alginligi nedeni olarak 1960 yilinda bildirilmistir. 2002” ye kadar
dort infekte koronaviriis alt tipinin insanlar1 infekte ettigi ve rutin olarak iist ve/veya
alt solunum yolu infeksiyonlarina neden oldugu bildirilmistir. Bunlar: iki o-
koronaviriis-229E ve NL63, iki B-koronaviriis OC43 ve HKU1’dir. 2002°de ilk
Olimciil siddetli akut solunum sendromuna (SARS- Severe acute respiratory
syndrome) neden olan koronaviriisiin ortaya ¢ikmasiyla koronaviriis kaynakli hastalik

anlayis1 6nemli dlglide degismistir (Van Doremalen et al 2020).
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Cin’in Guangdong Eyaletinde ortaya ¢ikan SARS-CoV, 29 iilkede sekiz binin tizerinde
vaka ve yedi yliziin ilizerinde O6lime neden olmustur. 2012 yilinda ise Suudi
Arabistan’da bir hastada daha 6nce insanlarda rastlanmayan yeni bir B-koronaviriis
bildirilmistir. Orta Dogu Solunum Sendromuna neden olan ve MERS-CoV (Middle
East respiratory syndrome-Coronavirus) olarak bilinen bu yeni koronaviriis 27 lilkede
iki binin {izerinde vaka ve sekiz yliziin iizerinde 6liime sebep olmustur. Son olarak 8
Aralik 2019°da Cin’in Hubei eyaleti Wuhan’da bildirilen ilk vakayla pnoémoniye
neden olan yeni bir koronaviriis tiirii bildirilmistir. Ik zamanlar 2019-nCoV
sonrasinda ise SARS-CoV-2 olarak adlandirilan yeni viriis, insandan insana hizla
bulasan B-koronaviriis alt tipi olarak tanimlanmistir. Viriisiin neden oldugu Covid-19
hastalig1, Nisan 2021 itibariyle 137 milyonun iizerinde vaka ve 2.5 milyonun iizerinde
oliime yol agan pandemik bir hastalik olarak insanligi tehdit etmektedir (Zhu et al
2020).

Koronaviriislerin genomu dort yapisal protein i¢in gen icerir: zarf (E), membran (M),
niikleokapsid (N) ve sivri ug (S). Virionlar yiizeyde “Corolla” veya “cicek yapraklar1”
seklinde birden fazla 20 nm’lik basak benzeri uzantilarla karakterize, boyut olarak
degisken (80-160 nm) lipid c¢ift katmanli zarfli partikiillerdir. Virion g¢ekirdeginde
ikosahedral simetriye sahip bir niikleokapsid, merkezi net olan elektron yogun bir
tabaka igerir. Genomik niikleik asidi, virion montaji i¢in genomik RNA’nin yani sira
subgenomik protein kodlayan RNA’lar iireten bir negatif RNA replikasyon dongiisii
ara maddesi gerektiren tek iplikli pozitif RNA’dir. Cekirdek ayrica gesitli koronaviriis
tiirleri arasinda 6nemli dl¢tide farklilik gosteren yardimer proteinlere de sahiptir. Hedef
hiicreye girmek i¢in kullandiklar1 birincil reseptor ACE2 (anjiyotensin doniistiiriicti
enzim II) reseptoriidiir. Fakat bazi suglar CD209L gibi alternatif reseptorleri de
kullanirlar. ACE2 solunum yolunda, bagirsak mukozal hiicrelerinde, damarlarin
endotel hiicreleri ve kalp hiicrelerinde, bobrek epitel hiicrelerinde, bagisiklik hiicreleri
ve serebral noron hiicreleri gibi hiicreler iizerinde yaygin bulunur (Acar ve Kogak 2020

, Batirel 2020).

SARS-CoV-2 solunum damlaciklar, tiikiiriik, mekanik olarak iretilen aerosoller ve

diskida gosterilmistir. Kulugka siiresi 2-14 giin arasinda degisirken, ortanca kulucka
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stiresi 5.1 giindiir. Hane halki bulusmalarinin analizi, viriise maruz kalindiktan 3-7 giin
sonra ates ve solunum semptomlarinin ortaya ¢iktigi yoniindedir. Ates, yorgunluk,
kuru oksiiriik daha sik bildirilirken; burun tikaniklig1, bogaz agrisi, rinore ve kas agrisi
nispeten daha azdir. Bazen ¢arpinti, ishal veya bag agrisi gibi solunum dis1 semptomlar
solunum semptomlarindan daha once gelmektedir. Covid-19’un spektrumu
asemptomatik ila O6limciil pnomoni arasinda degigsmektedir. Baslangicta
asemptomatik infeksiyonlarin ¢ogu sonunda semptomatik hale gelebilmektedir

(Batirel 2020).

SARS-CoV-2 laboratuvar tanisi i¢in preanalitik asamada dogru solunum yolu
Orneginin dogru anatomik bolgeden dogru zamanda alinmasi gerekmektedir. Analitik
asamada RT-PCR molekiiler yontemi kullanilmaktadir. Spesifik ilag mevcut degildir
fakat siddetli Covid-19 tedavisinde remdesivir acil kullanim onay1 verilen
antivirallerden en bilinenidir. Ulkemizinde i¢inde oldugu pek c¢ok gelismis iilkede

yiizlerce as1 arastirma asamasindadir (Dikmen, Kina, Ozkan ve Ilhan 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU

Calismamizda 12 Eylil 2019- 19 Subat 2020 tarihleri arasinda T.C. Sakarya
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi’nin farkli kliniklerinden solunumsal
yakinmalar1 olan hastalarin gonderilen 354 6rneginde calisilan sendromik solunum
panel testi rutin verileri retrospektif olarak degerlendirilmistir. Sakarya Universitesi
Girisimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurulu 23.01.2020 tarih ve 62 sayili etik kurul

izni alinmastir.

Calismaya Dahil Edilme Kosullar:

e 2019-2020 kis sezonunda solunumsal yakinmali bireylerden alinan ve
laboratuvara gonderilerek rutin solunum panel testi ¢alisilan
nazofaringeal siiriintii ve bronkoalveoler lavaj 6rnekleri

Cahisma Dis1 Birakilma Kosullari:

e Nazofaringeal siiriintii ve bronkoalveoler lavaj sivi rnekleri harici

ornekler olmast

3.2. ORNEKLERIN ALINMASI VE SAKLANMASI

Solunum yollar1 enfeksiyonu semptomlar: ile T.C. Sakarya Universitesi Egitim ve
Aragtirma Hastanesi’nin farkli kliniklerine basvuran hastalardan alinan ve rutin
solunumsal virtisler ¢alisilmasi i¢in mikrobiyoloji laboratuvarina génderilen, ¢aligma
sonrasi saklanmis nazofaringeal siiriintii ve bronkoalveoler lavaj 6rnekleri ve verileri
degerlendirilmistir. Ornekler multipleks PCR ydntemi ile Solunum Panel testi
(QlAstat-Dx®-Qiagen, Almanya) ile degerlendirilip viral etkenlerin dagilimi
retrospektif olarak irdelenmistir. Influenza A (HIN1) pozitif olarak bulunan 64 hasta
ornegi, laboratuvarda -80 derecede saklanmistr. Influenza A (HIN1) pozitif 6rnekler
arasindan sekans analizi i¢in segilen 11 numune Ulusal Influenza Merkezi olarak gorev
yapan T.C. Saglik Bakanligi Halk Sagligi Genel Miidiirligii Mikrobiyoloji Referans

Laboratuvarlart ve Biyolojik Uriinler Daire Baskanligi, Ulusal Viroloji Referans
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Laboratuvarinda ilag direnci ¢alisilmak {izere soguk zincir tasima kosullarina dikkat

edilerek (dondurulmus 6rnekler kuru buzda) laboratuvara ulagtirilmistir.

3.3. QIASTAT-DX® RESPIRATORY PANEL ILE VIRUSLERIN TESPITI

Solunum yolu viriislerin tespiti, multipleks PCR yontemi ile Solunum Panel

(Respiratory Panel) testi (QIAstat-Dx®, Qiagen, Almanya) ile degerlendirilmistir.

Resim 1. QlAstat-Dx® Respiratory Panel

Panel, solunum yolu enfeksiyonundan siiphelenilen hastalardan alinan nazofaringeal
stirlintii 6rneklerini viral ve bakteriyel niikleik asitler agisindan analiz eden kalitatif bir
testtir. Test, entegre niikleik asit ekstraksiyonu ve multipleks real time PCR saptamasi
icin QlAstat-Dx Analyzer 1.0 ile birlikte kullanilmaktadir. Saptanan ve ayirt edilebilen
patojenler: Influenza A, Influenza A alt tip HIN1/2009, Influenza alt tip H1, Influenza
alt tip H3, Influenza B, Coronavirus 229E, Coronavirus HKU1, Coronavirus NL63,
Coronavirus OC43, Parainfluenza viriis 1, Parainfluenza viriis 2, Parainfluenza viriis
3, Parainfluenza viriis 4, Respiratuvar Sinsityal viriis A/B, Insan Metapndmoviriis A/B
(hMPV), Adenovirus, Bocavirus, Rhinovirus/Enterovirus (RSV saptanir ancak ayirt
edilmez), Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophila, Bordetella

pertussis’dir.
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Panele yerlestirilen kartus (QIlAstat-Dx Respiratory Panel Cartridge), solunum yolu
patojenlerin saptanmasi i¢in otomatik molekiiler testler yapilmasini saglayan, gereken
tim reaktifleri iceren tek kullanimlik plastik bir Kittir. Tim 6rnek hazirlama, test

adimlari kartus i¢inde gergeklestirilir ve sonuglar yaklagik 1 saatte alinir.

3.3.1. Ornek Alma ve Kartus Yiikleme

Panel icin saglanan kitte; kartuslar (QIAstat-Dx Respiratory Panel Cartridge) ve
transfer pipetleri bulunmaktadir. Alinan nazofaringeal siiriintii Ornegi, tasima
besiyerine yerlestirilip ardindan 6rnek bilgilerinin bulundugu etiket kartusa yapistirilir.
Ornek kartusa manuel olarak yiiklenir. Kuru siiriintii 6rnek tipi (nazofaringeal siiriintii
Ornegi) kartusun siirintii portuna, tasima besi yeri sivi Ornegi transfer pipetler
yardimiyla kartusun ana portuna aktarilir. Ornek barkodu ve kartus barkodu (QIAstat-
Dx Respiratory Panel Cartridge) cihazda (QIAstat-Dx Analyzer 1.0) taranip,
yerlestirilir. (Sekil 11.)

0

Sekil 11. Kartusu cihaza yerlestirme

Ornekteki niikleik asitlerin ekstraksiyonu, amplifikasyonu ve saptanmasi otomatik
olarak gergeklestirilir. Test sonuglari “saptandi, kuskulu, test edildi” seklinde 3 grupta

aciklanmaktadir. Ayrica her patojene karsilik atanan renklerle olusturulan



Amplifikasyon grafigi ile her patojene ait esik deger (Ct- Cycle threshold) ve sonlanim

noktasi floresans degerleri goriintiilenmistir.

PATHOGENS .

G Frot Repor [5] save fiegon

Sekil 12. Amplifikasyon egrileri ekrani

3.4. VIRUS HUCRE KULTURU

Influenza A HIN1 PCR pozitif saptanan 6rneklerden 11°i T.C. Saglik Bakanh@
Ankara Halk Sagligi Genel Miidiirliigli Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar1 ve
Biyolojik Uriinler Daire Bagkanligi, Ulusal Viroloji Referans Laboratuvarinda viriis
hiicre kiltlirtinde tretilmistir. Klinik 6rneklerden influenza viriis izolasyonu ig¢in
Madin-Darby Canine Kidney MDCK-SIAT (Modifiye sialik asit reseptorleri)
hiicreleri kullanilmistir. Klasik hiicre kiiltiir yontemi uygulanmistir. Kullanilan

vasatlarin ozellikleri Tablo 11°de gdsterilmistir.

Tablo 11. Hiicre Kiiltirinde Kullanilan Vasatlar

Cogaltma Vasati Idame Vasati
DMEM 100 mi 100 ml
NaHCO3 3,5ml 45 ml
FBS/FCS 10 ml 2ml
Penisilin/Streptomisin 1mi 1mi

Soliisyonu
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Monolayer olmus saglikli hiicrelerin bulundugu 25 cm?‘lik flasklarimn igindeki biiyiitme
vasat1 bosaltilmistir. %10 FCS iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
vasatindan flasklara 5’er mL konulmustur. Uzerine 1 mL VTM soliisyonu inokule
edilmis ve 37°C CO2 etiive kaldirilmistir. Flasklar 10 giin boyunca inkiibe edilip 2.
giinden sonra hiicre dejenerasyonunu (Cytopathic effect-CPE) izlemek igin, flasklar
mikroskop altinda incelenerek degerlendirilmistir. Ureme (CPE) gdzlenen flasklardan
mikrotiiplere alinan ornekler extraksiyon islemine alinmistir. Viral genomik RNA,
tireticinin talimatlarina gore Qiagen EZ1 Virus Mini Kit v2.0 ve EZ1 Advanced
ekstraksiyon robotu (Qiagen, Almanya) kullanilarak iiremis olan kiiltiir vasatindan 400
ul alinarak ekstrakte edilmistir. Extraksiyon {irlinii, sekans ¢alismas1 yapilmak tizere

konvansiyonel PCR calisiimistir.

3.5. DNA DiZi ANALIZi (SEKANS)

Qiagen One Step RT PCR kit ile 1410 bp uzunlugundaki NA geni N1F1, N1R1099,
N1F401 ve NARUc primerleri ile amplifiye edilmistir. Kullanilan mataryaller
asagidaki sekildedir:

. 5x Tampon (Reaction buffer) (10 pl)
. dNTP (2 pl)

. 10 uM Forward Primer (1,5 pl)
. 10 uM Reverse Primer (1,5 pl)
. Enzim karigimi1 (Enzyme Mix) (2 pl)

. RNase inhibitor (optional) (0,5 pl)
. Template RNA (10 uM)
. RNase icermeyen su (RNase-free water) (22,5 ul)

120 V da %]1,5 lik agaroz jelde amplikonlar yiiriitiiliip 1410 bplik bant gézlenmistir.
HINI1 viriisii oldugu tespit edilmistir.

PCR iiriinlerinin piirifikasyonu

PCR firiinleri Agencourt AMPure XP (cat. No: A63881) ile iireticinin talimatlarina

gore plirifiye edilmistir.
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Cycle Sekans Reaksiyonu

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (4337454) ile reaksiyon hazirlanmistir.
. 5x sequencing buffer 2 ul

. Primer F veya R (5 uM) 2 ul

. Big dye Terminator 2 pl

. DNA Template 2 pl

. Toplam hacim (Total voliime) 10 ul

Cycle Sekans iiriinlerinin piirifikasyonu

Axygen AxyPrep MAG DyeClean-Up Kit (Cat.No: MAG-DYECL-250) ile iireticinin

talimatlarina gore yapilmistir. DNA dizi analizi i¢in ABI 3500 sanger sekans cihazi
kullanilmuistir.

Elde edilen veriler asagidaki referans suslarla karsilastirilarak analiz edilmistir.
Referans Suslar
Al/California/7/2009 Apr
A/Bayern/69/2009 Jul
A/Lviv/N6/2009 Oct
A/Astrakhan/1/2011 Feb

AJSt Petersburg/27/2011 Feb
AJ/St Petersburg/100/2011 Mar
A/Hong Kong/5659/2012 May
A/South Africa/3626/2013 Jun
A/Slovenia/2903/2015 Oct
Allsrael/Q-504/2015 Dec
A/Michigan/45/2015 Sep
A/Norway/3433/2018_Oct
A/Switzerland/3330/2017
Allreland/84630/2018
A/Switzerland/2656/2017
A/Paris/1447/2017
A/Slovenia/2903/2015
A/Hong_Kong/110/2019
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4. BULGULAR

4.1. CALISMA GRUBUNUN DEGERLENDIRILMESI

Calismada, Sakarya Universitesi Sakarya Egitim ve Arastirma Hastanesinin farkli
kliniklerine bagvuran 354 hastanin laboratuvara gonderilen orneklerinin rutinde
caligilan verileri retrospektif olarak irdelenmistir.

4.1.1. Demografik Veriler

Hastalarin 192’si (%54,2) erkek 162’si (%45,8) kadindir. Yas gruplart 0-1 yas, 1-5

yas, 5-10 yas, 10-15 yas,15-40 yas, 40-65 yas ve 65 yas lizeri seklinde belirlenmistir.
(Tablo 11.)

Tablo 12. Hastalarin Yas Gruplari ve Cinsiyetlerine Gore Dagilimi

Cinsiyet
Erkek Kadin Toplam
Yas arah@ N % N % N %
0-1Yas 57 16,1 48 13,6 105 29,7
1-5Yas 33 9,3 29 8,2 62 17,5
5-10 Yas 24 6,8 24 6,8 48 13,6
10-15 Yas 18 51 11 3,1 29 8,2
Ara toplam (Cocuk) 132 37,3 112 31,6 244 68,9
15-40 Yas 28 79 23 6,5 51 14,4
40 — 65 Yas 22 6,2 17 4.8 39 11
65 Uzeri Yas 10 2,8 10 2,8 20 5,6
Ara toplam (Yetiskin) 60 17 50 14,1 110 31,1
Toplam 192 54,2 162 45,8 354 100

Hastalarin sosyodemografik 6zellikleri degerlendirildiginde ¢ocuk hastalarin hakim
oldugu goriilmiistiir. Hastalarin 244’1 (%68.9) ¢ocuk, 110°u (%31,1) yetiskindir (Sekil
13).
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B Cocuk M Yetiskin

Sekil 13. Hastalarin yag donemlerine gére dagilimi

4.1.2. Orneklerin gonderildigi klinikler

Laboratuvara rutin test amaciyla gonderilen ve kayitlari irdelenen 6rneklerin Kliniklere
gore dagilimi 130 (%36,7) kisi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Poliklinikleri ve Servisi,
64 (%18,1) Cocuk Yogun Bakim Servisi, 55 (%15,5) Enfeksiyon Hastaliklar1 ve
Klinik Mikrobiyoloji Poliklinik ve Servisi, 44 Cocuk Acil Servisi, 15 (%4,2) Cocuk
Hematolojisi ve Onkoloji Klinigi, 10 (%2,8) Nefroloji Klinigi ve 36 (%10,2) diger
klinikler seklindedir (Tablo 12).
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Tablo 13. incelenen &rneklerin kliniklere gore dagilimi

Klinikler

Cocuk Saghgi ve Hastaliklar
Poliklinikleri ve Servisi

Cocuk Yogun Bakim Servisi

Enfeksiyon Hastahklar: ve Klinik
Mikrobiyoloji Poliklinik ve Servisi

Cocuk Acil Servisi
Cocuk Hematolojisi ve Onkoloji Klinigi

Nefroloji Klinigi

Cocuk Immunoloji ve Alerji
Hastaliklar1 Klinigi

Anesteziyoloji ve Reaminasyon Yogun
Bakim Servisi

Dahiliye Yogun Bakim Servisi
Gogiis Hastaliklar: Poliklinikleri ve
Servisi

Gogiis Hastaliklar1 Yogun Bakim
Servisi

Bobrek Nakil Servisi

Cocuk Kardiyolojisi Klinigi

Cocuk Endokrinoloji Klinigi
Hematoloji Klinigi

Onkoloji Klinigi

Koroner Yogun Bakim Servisi
Cerrahi Yogun Bakim Servisi

As1 Poliklinigi

Toplam

Cinsiyet
Kadin Erkek Toplam
n % n % n %
58 16,4 72 20,3 130 36,7
29 82 35 9,9 64 18,1
27 76 28 79 55 155
19 53 25 7,1 44 124
6 1,7 9 2,5 15 4.2
4 1,1 6 1,7 10 28
2 0,6 4 1,1 6 1,7
3 0,8 2 0,6 5 14
3 0,8 2 0,6 5 14
3 0,8 1 0,3 4 11
3 0,8 1 0,3 4 11
- - 3 0,8 3 0,8
3 0,8 - - 3 0,8
1 0,3 - - 1 0,3
- - 1 0,3 1 0,3
1 0,3 - - 1 0,3
- - 1 0,3 1 0,3
- - 1 0,3 1 0,3
- - 1 0,3 1 0,3
162 458 192 542 354 100
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4.2. QIASTAT-DX® RESPIRATORY PANEL TEST SONUCLARI

Incelemeye alian 354 hasta 6rneginin 121’inde (%34) herhangi bir solunum yolu viral
etkeni saptanmazken, 233’{inde (%66) solunum yolu viral etkenleri tanimlanmigtir
(Sekil 14).

34%

66%

m POZITIF NEGATIF

Sekil 14. Orneklerden solunum yolu viriisleri saptama orani

Pozitif sonug veren drneklerdeki viriislerin dagilimi; 64 (%27,5) influenza A/HIN1, 4
(%1,7) Influenza A/H3N2, 24 (%10,3) Influenza B, 64 (%27,5) Respiratuar Sinsityal
Viriis A/B (RSV A/B), 58 (%24,9) Rhinoviriis/Enteroviriis, 18 (%7,7) Adenoviriis, 12
(%5,2) Human Metapneumo Viriis (hMPV), 10 (%4,3) Bocaviriis, 4 (%1,7)
Parainfluenza 1, 7 (%3) Parainfluenza 3, 3 (%1,3) Parainfluenza 4, 5 (%2,1)
Coronaviriis HKU1 ve 13 (%5,6) Coronaviriis NL63 seklindedir. Viriislerin ki sezonu
haftalara gore dagilimi sekil 15° de gosterilmektedir.
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14

12

Haftalar
e NF A HIN1 e [INF A H3/N2 e [N F B RSV A/B e RHINO/ENTERO s ADENOVIRUS e BOCAVIRUS
e H VPV A/B e PARAINF. 1 e P ARAINF. 3 e PARAINF. 4 e CORONA HKU1 ~ e CORONA NL63

Sekil 15. Solunum yolu viriislerinin haftalara gére dagilimi
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Grip ve benzeri semptomlar Orneklerin toplandigi Eyliil-Subat aylar1 arasinda,
Ozellikle en sik bagvurunun yapildigi Aralik-Ocak-Subat aylarindaki artislarla

gozlenmektedir. Solunum yolu viriislerinin aylara gore dagilimi sekil 16° da

gosterilmektedir.
40
30
20
) | | ‘ |
0 = i..1 I . Illl.. sl L “Il..lll“l |
EVLOL EKIM KASIM ARALIK OCAK SUBAT
Aylar
m INF A/HIN1 = INF A/H3 = INFB RSV A/B ® RHINO/ENTERO
m ADENOVIRUS m BOCAVIRUS mHMPV A/B W PARAINF.1 W PARAINF.3
W PARAINF.4 B CORONAHKUL  mCORONA NL63

Sekil 16. Solunum yolu viriislerinin aylara gére dagilimi

Hasta numunelerinden yapilan sendromik PCR sonucuna gore tespit edilen Influenza
viriislerinin dagilimi 8 (%9) influenza A (tiplendirilmeyen), 59 (%64) influenza
A/HINI1, 1 (%]) influenza A/H3N2, 24 (%26) influenza B seklindedir. influenza

viriislerinin dagilim1 sekil 17° de verilmistir.

9%

® influenza A
(Tiplendirilmeyen)

= influenza A/HIN1

= influenza A/H3N2

Sekil 17. Tespit edilen Influenza cins ve serotiplerinin dagilimi

46



Influenza A pozitif hastalarin yaslara gore dagilimi incelendiginde; 0-5 ve 40-65 yas

gruplarinda yogunlastig1 gortilmiistiir (Tablo 13.).

Tablo 14. Influenza alt tiplerinin yas gruplarma gore dagilimi

Subtipler
Influenza A Influenza Influenza  InfluenzaB  Toplam
(Tiplendirilem A/HIN1 A/H3
eyen)

Yas Arahgi % = % = % % = %
0-1Yas 3 3,26 13 14,13 0 0,00 1 1,09 17 18,48
1-5Yas 0 0,00 14 1522 0 0,00 5 543 19 20,65
5-10 Yas 2 2,17 6 6,52 1 1,09 10 10,87 19 20,65
10-15 Yas 1 1,09 2 2,17 0 000 3 326 6 6,52
15-40 Yas 0 0,00 6 6,52 0 000 5 543 11 11,96
40 — 65 Yas 1 1,09 13 1413 0 000 O 000 14 1522
65 Uzeri 1 1,09 ) 5,43 0O 000 O 000 6 652
Yas
Toplam 8 8,70 59 6413 1 1,09 24 26,09 92 100,0

Influenza serotiplerinin aylara gore dagilimi incelendiginde Aralik ve Ocak aylarinda

artis goriilmektedir. Ozellikle influenza A digerlerine gore daha sik rastlanan tiirdiir

(Sekil 18).
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45

40
35
30 = INF A
(tiplendirilmeyen)
25
= |NF A/H1N1
20
15 ——— INF A/H3N2
10
INF B
5 —A
0 T 1

EYLUL EKIM KASIM ARALIK OCAK SUBAT

Sekil 18. Tespit edilen Influenza cins ve serotiplerinin aylara gore dagilimi

Tespit edilen diger solunum yolu viriislerin dagilimi ise 64 (%33) RSV A/B, 58 (%30)
Rhinovirus / Enterovirus, 18 (%9) Adenovirus, 10 (%5) Bocavirus, 12 (%6) HMPV
A/B, 4 (%2) Parainfluenzal, 7 (%4) Parainfluenza3, 3 (%1) Parainfluenza4, 5 (%3)
Coronavirus HKU1, 12 (%7) Coronavirus NL63 olarak belirlenmistir (Sekil 19). RSV
A/B ve Rhinovirus / Enterovirus daha sik goriilmektedir. Bunun nedeni o donemde
daha cok cocuk hastalardan 6rnek gelmesidir ve bu viriis ¢esitleri 6zellikle 0-5 yas

arasinda yaygin gozlenmektedir (Sekil 20).

m RSV A/B
m RHINOVIRUS/ENTEROVIRUS
= ADENOVIRUS
BOCAVIRUS
= HVIPV A/B
m PARAINF. 1
m PARAINF. 3
®m PARAINF. 4
m CORONAVIRUS HKU1
® CORONAVIRUS NL63

Sekil 19. Diger solunum yolu viriislerinin (influenza dist) dagilimi
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50
45
40
35
30
25

20
5 | ‘ I I ||I :
o 1 Il . Illl - II I | - - - .l - -

15
1
0-1vyas 1-5yas 5-10vyas 10-15 yas

o

HINFA B INF A/HIN1 INF A/H3N2 INF B H RSV A/B
B RHINO/ENTERO B ADENOVIRUS B BOCAVIRUS mHMPV A/B B PARAINF.1
W PARAINF.3 H PARAINF.4 m CORONA HKU1 CORONA NL63

Sekil 20. Cocuklarda solunum yolu viriislerinin yaslara gore dagilim1

4.3. DNA DIiZi ANALIiZi SONUCLARI

Bu siirecte ilk olarak viral hiicre kiiltiirii ile virlis izolasyonu gerceklestirilmistir.
Orneklerin Madin-Darby Canine Kidney (MDCK-SIAT) (Modifiye sialik asit
reseptorleri olan) hiicre kiiltiiriine ekimi yapilmistir. Uremis kiiltiirlerden 120 V’da
%1,5’lik agaroz jelde yiiriitilen amplikonlarda 1410 bp’lik bant gozlenmistir ve
orneklerin Influenza A HIN1 viriisii agisindan pozitif oldugu saptanmistir (sekil 21).
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Sekil 21. Agaroz jel elektroforez sonucu

4.3.1. HIN1 izolatlarinda Oseltamivir Direnc Sonuclar

Oseltamivir direncini saptamak igin Influenza A/HIN1 suslarinda yapilan dizileme
sonuglar1 kromotogram seklinde sekil 22°de gdsterilmistir. Kromotogramda her bir
renk farkli bir niikleotidi gostermektedir. H275Y mutasyonu bir tek nokta
mutasyonudur. Influenza A 2009 (HIN1) viriis iiniin NA geninin 823. pozisyonundaki
“C” (sitozin) niikleotitinin “T” (Timin) niikleotitine farklilasmasiyla meydana gelir.
NA geninde meydana gelen bu tek nokta mutasyonuyla proteinin 275. pozisyonundaki
“Histidin” amino asiti yerine “Tirozin” aminoasiti kodlanmig olur. Referans susla
karsilastirildiginda bu sekilde bir degisim gozlenmedigi icin arastirilan 11 izolatin

higbirinde dirence rastlanmamuistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Akut solunum yolu enfeksiyonlari, {ist ve alt solunum yolu enfeksiyonlar1 olmak iizere
iki grupta incelenebilir. Akut solunum yolu enfeksiyonlari enfeksiyon etkeni veya
toksinleri sebebiyle sadece solunum yolu ile sinirli kalmamakta, inflamasyona, akciger
fonksiyonlarinda bozulmaya ve sistemik etkilere yol agabilmektedir (Simoes et al
2006).

Ust solunum yolu enfeksiyonlarinda (USYE) sik goriilen viral etkenler; Rhinoviriis,
RSV, hMPV, Influenza, Parainfluenza viriis, HCoV, Adenoviriis (ADV) ve diger
virtisler (%10) sorumludur (Denny Jr 1995). Alt solunum yolu enfeksiyonlari (ASYE)
cok yaygin goriilen, ozellikle gelismekte olan iilkelerde ¢ocukluklardaki hastaneye
yatis ve mortalitenin 6nemli bir sebebi olan, tan1 ve tedavileri 6nem arz eden bir
hastalik grubudur (Fischer et al 2013). Tiirkiye’de ASYE %4,6 oran ile tiim 6liimler
icerisinde altinct sirada yer almaktadir. Hem gelismis hem de gelismekte olan
tilkelerdeki okul 6ncesi ¢ocuklarda yapilan ¢aligmalar, solunum yolu enfeksiyonlarinin
¢ogunun genel olarak viral etiyolojiye sahip oldugunu gostermektedir (Waters et al
2013). Etkenlere gore karsilastirildiginda belirtiler arasinda spesifik bir fark
bulunmadigindan belli bir mevsimsel durum veya salgin yoksa taniyr koymak c¢ok
zordur. Etkenlerin hizli ve dogru saptanmasi taniya giden yolda yol gosterici olacaktir.
Boylece bakteriyel ve viral enfeksiyon ayirimi yapilabilir, gereksiz antibiyotik
kullanim1 ve bunlarin yiiksek maliyetleri ve diren¢ sorunu gibi problemler 6nlenebilir

(Ozdamar ve Tiirkoglu 2018).

Enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda molekiiler testlerin yeri biiyiiktiir. Bu katkilar
arasinda tanis1 zor ve konvansiyonel yontemlerle iiretilemeyen mikroorganizmalarin
(kiiltiirde tiretilemeyen veya gii¢ lireyen viriisler) saptanabilmesi, duyarliliktaki artisla
cok diisiik miktardaki mikroorganizmalarin bile saptanabilmesi ve de birgok etkenin
ayn1 anda ve hizlica saptanabilmesi molekiiler yontemlerin getirdigi kolayliklardir
(Ozdamar ve Tiirkoglu 2018).

Multipleks Real time PCR test sonuglart degerlendirildiginde hastanede yatan

hastalardaki agir pnomoni etkenlerinin belirlenmesinde bu testlerin kullanish oldugu
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goriilmektedir. Pnomoninin muhtemel etkenleri ¢ocuklarin %76’sinda bu yontem
kullanilarak teshis edilmistir. Bu grupta neoplastik hastalig1 olan ¢ocuklar sayilmadigi
zaman bu oran %79,54’e ylikselmektedir. Literatiirde benzer ylizde oranlarindaki
pozitif sonuglarla siklikla karsilasilmaktadir (Weigl, Puppe, Grondahl and Schmitt
2000, Bierbaum et al 2012, Esposito et al 2013). Bierbaum, Konigsfeld et al (2012),
calismalarinda solunum yolu semptomlar1 olan 6 yasindan kiigiik ¢ocuklarin oldugu
grupta multipleks Real time PCR ile viral etkenler %76 oraninda saptanmustir.
Mengelle, Mansuy, Pierre, Claudet, Grouteau, Micheau, Sauné and Izopet (2014),
calismalarinda ise solunum yolu enfeksiyonu (SYE) semptomlar1 olan 914 c¢ocukta

toplanan o6rneklerin %90 i pozitif bulunmustur.

Ulkemizde yapilan calismalarda ise; Cigek ve ark. na gore (2015), 2002-2014 yillart
arasinda 2104 hastayr kapsayan c¢aligmalarinda 1705 hastada viral etken tespit
etmislerdir. , 0-5 yas arasindaki alt SYE tanist olan 124 ¢ocuktan alinan 6rneklerin 35
(%28,2)’inde viral ajan tespit etmislerdir. Pelit, Bayraktar, Bulut, Karabulut ve
Nuhoglu (2015) ¢alismalarinda, pediatrik hastalarda viral ajan pozitifligi %46,9 olarak
gosterilmistir. Yiksel H (2008) calismasinda ASYE belirtileri olan g¢ocuklarin

%25,2’sinde viral ajan pozitifligi gostermistir.

Bicer ve ark. na gore (2013), 6zellikle alt solunum yolu enfeksiyonu bulgulari ile
hastaneye yatirilan 9 yas alti1 155 c¢ocugun nazofaringeal aspiratini inceledikleri
caligmalarinda 14 tane solunum yolu etkeni aragtirmislar ve 155 hastanin %66’sinda
(s: 103) etken tespit etmislerdir. Ak¢ali, Yilmaz, Giiler, Sanildag ve Anil (2013) ise
Izmir'de yapilan ¢alismalarinda yine benzer ¢ocuk hasta grubunda (s: 160) %42
oraninda (s: 67) etken tespit edebilmislerdir. Sancakli, Yenigiin ve Kirdar (2012)
calismalarinda, etken saptama oranlar1 %67,8 olmustur. Ozdamar ve Tiirkoglu (2018)
caligmalarinda bu oran %87 olarak bildirilmistir. Kanberoglu, Giideloglu, Bag ve
Ecevit (2021) c¢alismasinda 152 hastanin 103’tiinde (%67,8) multipleks PCR ile

solunum patojeni saptanabilmistir.
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Bizim ¢aligmamizda ise 354 hastanin 233’linde (%65,8) en az bir viral etken tespit
edildi. Caligmamizda akut alt solunum yolu enfeksiyonu tanisi ile izlenen olgularda

viral etkenleri saptama oran1 daha 6nceki ¢alismalarla benzer bulunmustur.

Solunum yolu enfeksiyonlarinin etiyolojisi ve solunum yolu viriis prevalansi farkli
calismalarda degisiklik gostermektedir. Fransa'da yapilan bir ¢alismada en sik
saptanan viriisler hMPV ve RSV bulunurken (Ju et al 2014), Amerika Birlesik
Devletleri'nde yapilan calismalar Influenza viriis, RSV ve Parainfluenza virtisun en
yaygin oldugunu gostermistir. Almanya’da yapilan bir caligmada ise en sik RSV tespit
edilmistir (Bierbaum, Konigsfeld et al 2012). Cin'in ¢ogu bolgesinde solunum yolu
enfeksiyonlu ¢ocuklar arasinda en sik saptanan solunum viriisleri Influenza viriis, RSV
ve Rhinoviriis bildirilmistir (Esposito, Daleno et al 2013). Rusya’nin bat1 kesiminde
ise RSV, Rhinoviriis, Parainfluenza viris ve Influenza viriis'in anlamli olarak

saptandig1 goriilmistiir (Tam 2013).

Ulkemizde yapilan calismalarda da akut ASYE olan ¢ocuklarda RSV, Influenza viriis
ve Rhinoviruslar sik saptanan etkenler arasinda yer almaktadir (Sancakli, Yenigiin ve
ark. 2012, Akgal1, Yilmaz ve ark. 2013, Torun ve ark. 2013). Diinyada yapilan diger
calismalar ile benzer sekilde Rhinoviriis, RSV, Parainfluenza ve Influenza viriisden
sonra en sik saptanan viriis Bocaviriis olmustur (Jacques et al 2008, Calvo et al 2010,
Qiu, Soéderlund-Venermo and Young 2017). Kanberoglu, Giideloglu ve ark. (2021)
caligmasinda en c¢ok saptanan etken Rhinoviriisler olup onu sirasiyla RSV,
Parainfluenza viriisler ve Influenza viriisler izlemektedir. Bicer, Giray ve ark. (2013)
calismasinda da Respiratuvar sinsityal virlis (%32,0), Adenovirus (%26,2),
Parainfluenza viruslar ilk iki sirada iken, Akgal1, Yilmaz ve ark. (2013) ¢alismasinda,
en sik Respiratuvar sinsityal virus (%61), daha sonra Rhinovirusu saptamislardir
(%36). Sancakli, Yenigiin ve ark. (2012) tarafindan yapilan calismada, en sik
Rhinovirus (%26), ikinci sirada RSV (%10) etkeni bulmuslardir. Ozdamar ve
Tiirkoglu (2018) calismalarinda, en sik rastlanan etken Rhinovirus, ikinci sirada

Adenovirus olmustur. RSV iigiincii sirada gelmistir.
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Uyar, Gilinaydin ve ark. (2000) ¢alismasinda en ¢ok saptanan etkenler sirastyla; RSV
%40, Parainfluenzaviriis tiirleri %28,6, Influenza B viriisii %11,4, Coronaviriis %8,6,
Influenza A viriisii %5,7 ve ADV %S5,7 seklinde bulundu. Yiiksel H (2008)
calismasinda en cok saptanan etkenler olarak RSV ve ADV (%31,5) bulmuslardir.
Bunlar1 Parainfluenzaviriis (%26,3) ve Influenza viriisii (%23,6) izlemistir. Pelit,
Bayraktar ve ark. (2015) calismasinda ise en sik rastlanan viriis RSV (%35,3) iken
hastalarin %#4,2’sinde Influenza A, %1,9’unda ise influenza B tanimlanmistir. Sik,
Demirbuga, Annayev, Cabiri, Deliceo ve Citak (2020) calismasinda 19 (%23,8)
hastada RSV B pozitifligi, 17 (%21,3) hastada ise RSV A enfeksiyonu saptandi. Diger
etkenler ise; Rhinoviriis (%32,5), Parainfluenzaviriis 1 (%8,7), ADV (%7), hMPV
(%6), influenza A (%S5) ve influenza B (%5) olarak saptandi.

Calismamizda ise ¢ocuklarda (0-15 yas arasi) saptanan solunum yolu enfeksiyon
etkeni  virtislerin  dagilimi  sikhik  sirasmma  gore; RSV A/B  (%23),
Rhinoviriis/Enteroviriis (%17), Influenza A (%16), Influenza A/HIN1(%13),
Influenza B (%7), Adenoviriis (%6), Bocaviriis (%4), hMPV A/B (%4), Coronaviriis
NL63 (%4), Parainfluenzaviriis 3(%3), Influenza A/H3N2 (%2), Parainfluenzaviriis 1
(%1), Parainfluenzaviriis 4 (%]1), Coronaviriis HKU1 (%1) seklindedir.

Solunum yolu viral enfeksiyonlarmnin tanisinda multipleks PCR gibi molekiiler
yontemler ayn1 anda ¢ok sayida ajanin test edilmesini saglamakta ve bir hastada birden
fazla ajani saptayabilmektedir. Baz1 viriislere sik ve iist iliste maruziyet sonrasi
gecirilen enfeksiyonlar, klinik olarak gecirilmis olsalar bile kullandigimiz duyarh
yontemler sayesinde laboratuvar olarak uzun siireler saptanabilmektedir. Mevcut
virlise ek olarak yeni bir viriisle meydana gelen enfeksiyon ikili-iiglii enfeksiyonlar
olarak nitelenmektedir. Koenfeksiyonlar olarak da bilinen ayn1 anda birden fazla
etkenin saptandig1 enfeksiyonlar, bu tiir calismalarda ¢ok onemli oranda saptanan
ilging ve anlasilmasi gerekli durumlar olarak ortaya cikmaktadirlar (Ozdamar ve

Tiirkoglu 2018).

Frobert et al (2011), pediatrik YBU’deki gocuklar1 dahil ettikleri bir ¢alismalarinda
coklu enfeksiyon orani %35 olarak bildirilmistir ve RSV 9%24,3’liik bir oranla ¢oklu
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enfeksiyonlarda en sik rastlanan viriis olmustur. Cevey-Macherel et al (2009) bir
calismasinda 5 yas alt1 ¢ocuklarda PCR yontemi kullanilarak pnomoni vakalarinin
%385 1nin etkenleri arastirildi, sonuglar incelendiginde %67’sinde viriisler, %52’sinde
bakteriler, %33’iinde de her iki mikroorganizma etken olarak gosterildi. 5-14
yaslarindaki ¢ocuklarin oldugu italya'daki bir ¢alismada molekiiler analizle vakalarin
%77’sinde etken tespit edildi. Virlislerin varlig1 6rneklerin %65’inde, bakteriler ise
%40’ 1nda gosterildi. Viriis ve bakteri birlikteligine ise ¢ocuklarin %28’ inde rastlanildi
(Tsolia et al 2004). Mengelle, Mansuy ve ark. (2014), birden fazla viriisiin neden

oldugu enfeksiyonlarin oranini, calismalarindaki ¢ocuklarin %30’unda bildirmislerdir.

Multipleks Real time PCR yontemi ile virlis saptanirken duyarlilik 9%90’a
ulagmaktadir (Caliendo 2011). Cesitli patojenlerin genetik materyalleri PCR yontemi
ile gosterildigi icin patojenin neden oldugu es zamanli bir enfeksiyona veya
enfeksiyonlu bir hastanin hala tasidig1 diger patojene rastlanabilir. Bu ayni1 zamanda
gecirilmis bir enfeksiyondan sonraki viral genetik materyalin varliginin (viral ¢ikis
yoluyla) belirlenmesinden de kaynaklanabilir. Pnémoni etkenlerinin de ¢ocuklarda
yaklasik %30 oraninda ¢oklu etken oldugu tahmin edilmektedir (Anders et al 2015).
Bazi ¢alismalar viral faktor tipiyle konfeksiyon riski arasinda bir iligki olduguna dikkat
¢ekmektedir. Martin, Kuypers, Wald and Englund (2012), farkli patojenlerin oldugu
koenfeksiyonlarin %50 sinde adenovirus kaynakli enfeksiyonlar bulunmustur. Gowin
et al (2017) ise galismalarinda bulduklar1 yiiksek koenfeksiyon oranlarini, ¢aligma
gruplarindaki spesifiteyle agiklamiglardir. Bu gruptaki ¢ocuklarin ¢ogunda kronik
hastalik bulundugu ve bu hastalarin bazilarinda da immiin yetmezlik oldugu

bildirilmistir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ise Bicer, Giray ve ark. (2013), hastalarin %20’sinde
(s: 21) koenfeksiyon, bunlarin yalnizca 3 tanesinde 3 patojeni ayni anda belirlemisler
ve hastaligin ciddiyeti ve koenfeksiyon arasinda bir iliski saptamamislardir. Akgals,
Yilmaz ve ark. (2013), calismalarinda hastalarin %10,4’linde (s: 7) ¢oklu etken
saptamislardir. Ayni kiside 3 etkene rastlamamiglardir. Ozdamar ve Tiirkoglu (2018)
caligmasinda, koenfeksiyon orani %20 (s: 50) olarak belirlenmis ve bunlarin 3

tanesinde 3 etken bir arada saptanmistir. Sancakli, Yenigiin ve ark. (2012),
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calismalarinda %9 oraninda ¢oklu etken ile karsilagmiglardir. Sik, Demirbuga ve ark.
(2020), calismasinda 13 hastada ¢oklu viral enfeksiyon bulunmustur. Birden fazla
etkenin saptandig1 enfeksiyonlarda en sik konulan tan1 Rhinoviriis ve RSV oldugu
tespit edilmistir. Calismamizda ise 244 c¢ocuktan 44’tinde birden fazla etkenin
saptandig1 enfeksiyona rastlanmistir. En sik rastlanan Rhinoviriis/Enteroviriis ve

RSV’dir. Hastalarin 1’inde 4 etken, 5’inde 3 etken bir arada saptanmaigtir.

Mevsimsel influenza viriisleri insanlar arasinda dolasan ve her yil enfeksiyonlara
neden olan viriislerdir. Ozellikle baz1 yiiksek riskli bireylerde hafif veya siddetli
hastaliga ve hatta 6liime neden olabilir (Oshansky and Thomas 2012). Diizenli olarak
meydana gelen influenza virlis salginlarinin siddeti, viriisteki farkli gen bolgelerine
gore degisebilmektedir. Influenza viriis salgmlarmin en son 6rnegi Influenza A

(HINT) dir (Neumann, Noda and Kawaoka 2009).

Influenza A ve B iki ana tiir olarak mevsimsel gribe neden olmaktadir. Bunlardan
influenza A viriisleri yiizey proteinlerinde olusturduklari farkliliklara gére pandemi
olusturabilme yetenegine sahiptir. DSO verilerine gore diinya genelinde influenza
goriilme sikliginin artig gosterdigi donem aralik-nisan aylar1 arasinda iken Tiirkiye’de
bu dénem Aralik-Mart aylarini kapsamaktadir. Bizim ¢alismamizda da Influenza A ve

B pozitifliginin en fazla Aralik-Ocak ayilarinda oldugunu bulduk.

Calismamizdaki verilere bakildiginda; Influenzanin mevsimsel dagilim &zelligi
gosterdigi  goriilmektedir; Influenza A pozitifligi Arallk ve Ocak aynda
kiimelenmistir. Bicer, Giray ve ark. (2013), Influenza alt tipinin ayrimmi yapmadan
bu viriisiin sikligin1 %12,6 olarak rapor etmislerdir. Giilen, Yildiz, Cigek, Demir ve
Tanag (2014), Influenza sikligin1 A alt tipinde %36/%20 ve B alt tipinde ise %1/%4
olarak vermislerdir. Calismamizda ise Influenza viriislerinin dagilimi 8 (%9) Influenza
A (tiplendirilmeyen),59 (%64) Influenza A/HIN1, 1 (%]) Influenza A/H3N2, 24
(%26) influenza B seklindedir.

Halk Sagligi Midiirliigiiniin haftalik influenza raporuna gore 2019/45. haftasina kadar

dolasimda influenza B viriisii yer alirken, 2019/45. haftasindan itibaren influenza
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A(HIN1) viriisii dolagima girmistir. Literatiirde Aralik- Mart aylar1 arasinda goriilen
Influenza B viriisii calismamizda da benzer sekilde 50. Haftadan itibaren goriilmeye

baslamustir (Haftalik Influenza Siirveyans Raporu 2019).

Antiviral ilaglar, virlislerin ¢ogalmasini 6nlemek i¢in dogrudan viriislere etki eden
ilaglardir. influenza profilaksi ve tedavisinde, B tipi influenza viriislere etkili olmadig1
icin ayrica A tipi influenza viriislerine diren¢ gelistirdigi i¢in M2 inhibitorleri
kullanilmamaktadir. Giliniimiizde direng diizeyi diisiik olarak bilinen NA inhibit6rleri
tercih edilmektedir. Bu antivirallerden Oseltamivir, viriis tizerinde olumlu etki
gosterdigi icin ve ciddi bir yan etkisi olmadig1 icin DSO tarafindan tavsiye

edilmektedir.

Influenza olgularinda erken dénemde baslanan antiviral tedavi hayat kurtarmaktadir.
Vietnam’dan bildirilen bir ¢alismada pandemik HINT1 i¢in PCR testi pozitif olan 292
hastaya oseltamivir verilmistir ve tedavinin besinci giiniinde hastalarin %86’sinin
pandemik HINT igin yapilan PCR testi negatif ¢cikmigtir (Hien et al 2010).

Jain, Kamimoto, Bramley, Schmitz, Benoit, Louie, Sugerman, Druckenmiller, Ritger
and Chugh (2009), ¢alismasinda ciddi pandemik HIN1 sebebiyle hastaneye yatirilan
hastalarin biiyiik kismina Oseltamivir verilmistir ve tedaviye baslama zamani ortalama
3 giin, yogun bakim gereksinimi olan hastalarda 6 giin, 6len hastalarda (48 saat i¢inde

tedavi baglanmamig) 8 giin olarak tespit edilmistir.

Antivirallerin kullanima girmesinden sonra NA inhibitorlerine karsi direng takibi
baglamistir. Sheu et al (2008), 2004-2008 yillar1 arasinda diinya genelinde izole edilen
2364 influenza A susu ile yaptig1 calismada NA inhibitorii direnci aragtirilmistir.
Sonugta 6 tane A/HINI izolatinda H275Y oseltamivir diren¢ mutasyonu, 1 tane

A/H3N2 izolatinda da E119V Oseltamivir direng mutasyonu tespit edilmistir.

Suzuki et al (2011), Ocak 2008, Aralik 2009 yillar1 arasinda, Japonya’da toplam 427
Influenza A (HIN1) viriisiinii Oseltamivir direnci agisindan taramis ve 2007-2008
Influenza sezonunda 72 mevsimsel Influenza A (HIN1) izolatinin hi¢birinde direng

saptamamistir. Fakat 2008-2009 sezonunda 282 mevsimsel Influenza A (H1N1)
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izolatinin hepsinde oseltamivir direnci saptamigtir. 2009-2010 sezonunda ise hig
mevsimsel Influenza A (HIN1) viriisii saptanmamis olup 73 pandemik Influenza A

2009 (HINT1) virtisiiniin higbirinde oseltamivir direnci saptamamuistir.

Payungpom et al (2011), Nisan 2009- Aralik 2010 tarihleri arasinda Tayland’da,
pandemik Influenza A 2009 (HIN1) viriisii oldugu saptanan 1288 6rnek RRT PCR
yontemi ile oseltamivir direnci acisindan incelenmis ve sadece 4 tanesinde (%0,31)

direng saptamistir.

Hoang, Nguyen, Nguyen, Nguyen and Le (2013), 2009-2012 yillar1 arasinda,
Vietnam’da toplam 341 ornek Influenza A pozitif bulunmus ve bunlardan 215
tanesinde pandemik Influenza 2009 (HIN1) virlisii saptanmistir. Bu Ornekler
pyrosekans yontemi ile oseltamivir direnci agisindan arastirilmis ve 3 6rnekte (%1,4)

direng (H275Y) saptanmustir.

Mosqueda-Gomez et al (2015), 2009-2012 yillar1 arasinda Guajanuta, Meksika’da
toplam 575 Influenza A 2009 (H1N1) viriisiinii oseltamivir direnci agisindan incelemis

ve sadece 1 (%0,17) 6rnekte H275Y direng mutasyonu saptanmistir.

Huang et al (2015), Eyliil 2013- Mart 2014 tarihlerinde, Cin’de 1123 Influenza A 2009
(HINT) viriislinii oseltamivir direnci agisinda taramis ve toplam 24 (%2,14) ornekte

H275Y direnci saptanmustir.

Chidlow et al (2010), pandemik HIN1 viriisii oldugu bilinen 388 &rnekte yaptigi

diren¢ ¢alismasinda 4 6rnekte H275Y mutasyonu saptanmistir.

Okomo-Adhiambo et al (2015), Ekim 2013-Nisan 2014 tarihleri arasinda Birlesik
Devletler’de toplanan 4968 pandemik influenza A/HIN1 viriisii ile yapilan ¢alismada

oseltamivir direnci incelenmistir. Orneklerin 59 (%1,2) *unda direng saptanmustir.

Mohan et al (2021), EKim 2019- Eyliil 2020 tarihleri arasinda Amerika’nin Teksas

eyaletinde toplanan 951 pandemik infuenza A/HINI izolatiyla yaptiklari oseltamivir
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direng ¢alismasinda, 4 (%0,4) 6rnekte H275Y mutasyonu saptanmistir. Kasim 2019-
Mart 2020 arasinda 18 eyaletten toplanan 282 viriis lizerinde yiiriitiilen ek siirveyans
calismasinda ise 6 (%2,1) 6rnekte daha H275Y virlisti saptanarak lilke ¢apinda tespit
edilen direngli 6rnek sayist 10 olarak belirtilmistir. Bunlardan 4'i Teksas kaynakli 52

viriis arasinda tespit edilmistir.

Guldemir, Kalaycioglu, Altas, Korukluoglu ve Durmaz (2013), post pandemik
donemde Tiirkiye’de yaptiklar1 calismada, pandemik influenza A/HINI1 viriisi

saptanmig 233 drnekte oseltamivir direnci arastirilmistir ve dirence rastlanmamustir.

Oksiiz (2017) iin yaptif1 tez calismasinda, pandemik influenza A/HINI oldugu
saptanan 131 sus oseltamivir duyarliligi ve direnci agisindan incelenmistir. Dirence
rastlanmayan ¢aligmada 58 (%44,3) sus oseltamivire duyarli bulunurken 73 (%55,7)

sus’tan diisitk RNA kalitesi sebebiyle sonug alinamamustir.

Bu tez calismasinda da 2019-2020 sezonundaki influenza epidemisi sirasinda iist
solunum yolu enfeksiyonu semptomlari ile Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesine bagvuran 354 hastadaki viral etkenlerin dagiliminin irdelenmesinin yani
sira Influenza A (HIN1) pozitif olarak bulunan 11 (%3,1) hasta érneginde, en yaygin
kullanilan antiviral olan Oseltamivir direnci arastirilmistir. Izolatalarm higbirinde
Oseltamivir direncine rastlanmamistir. Calismanin sinirliligi ise kisith sayida segilen
hasta 6rneklerinde direng analizinin yapilmis olmasidir. Ulkemiz i¢in daha fazla sayida

ornekler ile yapilacak olan yeni ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Sonucta;
e Solunum yolu enfeksiyonlarinin yarisindan fazlasinda (%66) viral
etken saptanmistir.
e incelenen Orneklerin %12,7 oraninda birden fazla viral etken
saptanmistir.
e En sik karsilagilan viral etkenin ¢ocuklarda RSV A/B (%23), tiim yas
gruplarinda Influenza A/HINI1 viriisii (%27,5) saptanmistir.
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¢ Bu c¢alismada incelenen hasta 6rneklerinde influenza A viriislerinde
Oseltamivir direncine rastlanmamuistir.

e Influenza A/HINI suslarmin Oseltamivir direnci acisindan belli
aralarla analizinin yapilmasi ampirik tedavinin yonlendirilmesinde
onemlidir. Influenza benzeri semptomlar ile basvuran hastalarda,
oseltamivir tedavisine gerekirse sadece klinik 6ngorii ile baslanmasi,
Influenza enfeksiyonunun tedavisi ve komplikasyonlarin énlenmesi

acisindan 6nemli olabilir.
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