T.C
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBI MIKROBIYOLOJi
ANABILIM DALI

KERATOKONJONKTIVIT YAPAN
ADENOVIRUSLARIN GENOTIP PREVALANSI

DR. BEGUM NALCA ERDIN

UZMANLIK TEZI

[ZMIR, 2012



T.C
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBI MIKROBIYOLOJi
ANABILIM DALI

KERATOKONJONKTIVIT YAPAN
ADENOVIRUSLARIN GENOTIP PREVALANSI

DR. BEGUM NALCA ERDIN

UZMANLIK TEZI

TEZ DANISMANI:

PROF. DR. AYCA ARZU SAYINER



TESEKKUR

Asistanlik hayatim boyunca bana her tirll destegi sunan, egitim hayatima ve tez calismama
bilgisi ve tecribeleriyle yon veren sevgili danisman hocam Prof. Dr. Ayga Arzu Sayiner'e ve

yetismemde bilyuk emegi olan tiim hocal arima sonsuz tesekkurlerimi sunarim.

Sunduklar1 sonsuz sevgi, anlayis ve destekle hayatimin her amnda yanimda olan aileme,
tamstigim ginden beri hayatimi guzellestiren esim Soner Erdin’e ve hayatima yaptiklar essz
katkilarindan dolay: biitiin arkadaslarima tesekkur ederim.

Begim Nal¢aErdin



ICINDEKILER

TABLO DIZINI ..ottt ss s sss e ss s ssss s sesensses iii
=130 (I 174 1\N] ST iv
GRAFTK DIZINI ..ottt st sesss st sss st st sssseneses v
KISALTMALAR ettt et ettt se e Vi
1. OZET-ANAHTAR SOZCUKLER ...ttt sse st ses s ses s ses st ssnsensnnes 1
2. SUMMARY-KEYWORDS.......coo ettt s 3
B.GIRIS VE AMAG ..ottt s 5
4. GENEL BIL GIL ER ...couuuivtieeieeeeeesseessssessss e ssssse st sssssss s sss st sesssssssssssssssssessssans 7
4.1.Adenovirudarn Genel OZellTKIEN .........c..vvevveiveeeeereeiee e, 7
4.1.1 Adenovirudlarin Yapist ve Sinflandirtlmast..........coooeenececnnncceee 7
4.1.2 Adenoviruslarin Hiicre icine Girisi ve REPIIKaSyONU .........c.cccevvvveecevecrereenae, 10
4.1.3 Adenoviruslarin Neden Oldugu Enfeksiyonlar, Patogenez ve Klinik................. 13
4.1.4 Adenoviruslarin Neden Oldugu Gz Enfeksiyonlar..........coeeeveevrnececnineceeene. 17
4.1.5 Adenovirus Enfeksiyonlarinda Bagisik Yanit..........ccoveevreecinennceenesseenne 18
4.2 AAENOVITUSI I TANMISL ...cueeviiieiiiete ettt en e 18
4.2.1 1Z01aSyON Y ONEEMIENT .....ooveieieecieivceeeeeve sttt ss s 19
4.2.2 DOZIUAaN SGPTAIMEL.......coeueueeriieierisiierese ettt eb e s en e 20
4.2.2.1 MIKIOSKOPI ....cveaeireeeeeieesieieie st isese st ss st 20
4.2.2.2 ANEHEN SAPLAIMA .....ceeeireriiieisesire ettt er et 21
4.2.2.3 NUKIETK ASIt SAPLAMAL......ccoceceeierecreeie et senes 22
4.3 Adenovirudarn TiplendiriImESI ... 24

4.3.1 NOUAlIZBSYON TESH ...uvveiireeeeieieses ettt 24



4.3.2 Hemaglutinasyon ve Hemaglutinasyon Inhibisyon TeSti.........ccoeeeeeveeveeverenenne. 24

4.3.3 Restriksiyon ENZIM ANSIZI ... 24
4.3.4 NUKIEOtid DIZi ANBIIZI ....cooeveeiieiiesiiceeseseee ettt 25

4.4 Adenovirus Enfeksiyonlarindan Korunmave TeJaVi .........cccceerereeeienennieeesineeeeenens 26

5. GEREC VE YONTEM w...ooooreeeeeecesesseeeses s sssesesssessssssssssssssssssssssssssesssssesssssssne 27
ST = = oSSR 27
5.1.1 CalISMAGIUDU......coeiieeecee et en e 27

ST 0011 1 SO PPRRPTRTRPRPRTI 27
5.2.1 Viral NUKIelk ASit EKSIraKSIYONU........cccoveviiireeieiiinesicre s 27
5.2.2 Gergek Zamanli PCR ile Adenovirus DNA’sinin Kantitasyonu ............ccceceneee. 27
5.2.3 SEKANS PCR......ceiiiicteei ettt sttt er s 28
5.2.4 PCR Uriinlerinin Jel Elektroforezi ile GOrintilenmesi.............oc.ceeeuevveinevcinnns 30
5.2.5 SEKANS REEKSIYONU ...ttt ettt 30
5.2.6 SEKANS ANELIZI ...ttt 31

B. BUL GULAR . ..ttt st sttt ettt sttt e e bt et e seeneebeneas 32
6.1 Kantitatif Gergek Zamanlt PCR SONUGIANT .......c.covviiriiininirieeiee s 32
6.2 SEKANSAME SONUGTAIT ...ttt 32
L TARTEISM A ettt e s e s s e s e s e e et ae st et nnas 37
B KAYNAKLAR ettt sttt sttt eb e st e st et nn e 41



TABL O DiZiNi

TABLO 1: insan Adenoviruslarinin Onkojenik Y etenek ve Morfolojik Ozelliklerine

GOre SINIFIANAINTTIMES ... 10
TABLO 2: Adenoviruslarin DOKU TIOPIZMI ......c.ceueeririerinininieeenesineeeesesess s ssssese s 15
TABL O 3: Adenoviruslarin Neden Oldugu Hastaiklar ve Goruldigi Yas Gruplart........ 16
TABLO 4: Gergek Zamanli PCR’da Kullanilan Primer ve Problar............cooocvviininnes 28
TABLO 5: Sekans PCR’da Kullanilan Primerler...........coooienneeiinsscese s 29
TABLO 6: Genotip 4 ve 8'in Yillarave Mevsimlere Gore Dagilimi...........cccovveeerinennnes 36



SEKIL DiZiNi

SEKIL 1:
SEKIL 2:
SEKIL 3:
SEKIL 4:
SEKIL 5:
SEKIL 6:
SEKIL 7:
SEKIL 8:

SEKIL 9:

AJENOVITUSUN Y BDISI ..vueeiiiisesiieee e es ettt en e s 7
Adenovirusun Farkli Antijenik Yapidaki Kapsomerleri.........ccoovvvvnnnecncenne 8
Adenovirusun Kapsid ve Kor Proteinlefi ... 9
Adenovirusun Huicre icine Alinmasi ve Replikasyon DONGUSL..............cueenneee. 11
Adenoviral Genomun ve Transkripsiyon Unitelerinin Haritas .............c.......... 12
Adenovirus Enfeksiyonl arnin PaLOGENEZI ...........covveennereeeiieneseeie s 14
Adenovirusun Elektron Mikroskop GOFUNTUSU ..........cereveeeemneresieieieneseseesesees 20
Baz1 Orneklerden Elde Edilen PCR Urinlerinin Jel Elektroforez Goruntuisi .. 30

FHOGENELIK AZBG ...ttt 33



GRAFIK DiZiNi

GRAFIK 1: Saptanan Adenovirus Genotiplerinin Toplam Sayilari...........

GRAFIK 2: Saptanan Adenovirus Genotiplerinin Yillara Gore Dagilim



KISALTMALAR

Ad: Adenovirus

CAR: Coxsackie-Adenovirus Reseptori
CPE: Sitopatik Etki

DBP: DNA Baglayan Protein

DFA: Direkt Floresan Antikor

ElA: Enzim Immunoassay

EKK: Epidemik Keratokonjonktivit
FK: Folikuler Konjonktivit

FKA: Faringokonjonktival Ates
HVR: “Hypervariable Region”
[EM: Immun Elektron Mikroskopisi
IF: Immun Floresan

ITR: “Inverted Terminal Repeat”
MLP: “Mgor Late Promoter”

NPC: Nukleer Por Kompleks

pTP: Prekirsor Termina Protein
PCR: Polimeraz Zincir Tepkimesi
RE: Restriksiyon Endonukleaz
REA: Restriksiyon Enzim Analizi

RFL P: “Resriction Fragment L ength Polimorphism”



1. OZET

K eratokonjonktivit Yapan Adenoviruslarin Genotip Prevalansi
Dr. Begum Nalca Erdin

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal

inciralt1/ izmir-TURKIYE

Adenovirudar insanda solunum sisteminde, gbzde, Uriner sistemde ve gastrointestinal
sstemde enfeksiyonlara neden olabilmektedirler. Bunlar arasinda en sk rastlanan
keratokonjonktivitlerdir. Keratokonjonktivite siklikla genotip 3, 4, 8, 19 ve 37 neden olur.
Adenovirus keratokonjonktivitleri ¢cok bulasicidir ve epidemilere neden olabilir. Bu ylzden
taninin hizli ve dogru yapilmas: 6nemlidir. Tamda siklikla hizl, duyarli ve 6zgul bir yontem olan
PCR kullamimaktadir. Genotipin belirlenmesi, spesifik tiplerle klinik tablo arasindaki iliskiyi
belirlemek ve virusun cografi dagilimin takip edebilmek agisindan dnemlidir. Bu konuda basta
A.B.D ve Japonya kokenli olmak Uzere yapilmis bir ¢cok ¢alisma olmakla birlikte Turkiye ile
ilgili veriler simirhicir. Bu calismada 2006-2010 yillan arasinda Dokuz Eylil Universitesi
Hastanesi’ne basvuran keratokonjonktivitli olgulardaki adenoviruslarin genotip prevalansinin

belirlenmesi amaclanmustir.

Dokuz Eylil Universites Hastanesi Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari’na, 2006 Ocak
ve 2010 Agustos aylarn arasinda vira konjonktivit / keratokonjonktivit 6n tams: ile gonderilen
488 konjonktiva suruntisiinden PCR ile adenovirus DNA pozitif bulunan 213 6rnek (%44)
calisma grubunu olusturmustur. Bunlardan 101 tanesi (%47) randomize olarak secilerek DNA
dizi andizi ile genotiplendirilmistir. Genotiplendirme igin viral hexon geninin “Hypervariable
Region 77 (HVR-7) bolgesini de igeren ve genotipe gore farklilik gosteren 605-629 nikleotidlik
fragman PCR ile saptanmis, elde edilen amplikonlarin sekans analizi yapilarak, referans “Gen-
Bank” dizileriyle birlikte filogenetik aga¢ yardimmyla degerlendirilmistir. Genotiplendirme

calismalan Erasmus Universitesi Viroloji Departmani'nda gerceklestirilmistir.



Orneklerde 3, 4, 8, 11, 19, 22 ve 37 olmak Uzere 7 adenovirus genotipi saptanmustir. 101
ornegin %66.3'Unde genotip 8 ve %24.7'sinde genotip 4 bulunmustur. Diger bes genotip,
orneklerin %8.9' unu olusturmustur. Genotip 8, 2008 disindaki tim yillarda en sik saptanan
genotip olurken, 2008 yilinda en sik genotip 4'e rastlanmustir.

Genotip 8, 2006 ve 2010 yillart arasinda merkezimizde en sik rastlanan genotip olmustur.
Daha dnce yapilan ¢calisma arda da genotip 8'in bircok tlkede hem sporadik enfeksiyonlar hem de
sdginlar sirasinda en sik rastlanan genotip oldugu bildirilmistir. Turkiye de okiler 6rneklerde
adenovirus genotiplerini belirleyen iki adet ¢alisma vardir. Bu ¢alismaarda incelenen 6rnek
sayilan azdir ve ¢caismalardan biri salgin incelemesidir. Her iki ¢alismada da genotip 8 en sik

saptanan genotip olmustur.

Caismamiz bu konuda Turkiye de yapilan ve yaklasik 5 yillik bir dénemde degisiklikleri
inceleyen ilk kapsamli ¢alismadir. Calismanin kisitliliklar, tek merkezli olmasi ve hastaneye
basvuran olgulart degerlendirmesidir. Turkiye'de adenoviruslara bagli gbz enfeksiyonlarinin

epidemiyolojisini degerlendirmek i¢in daha genis kapsamli ¢alismalaraihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: adenovirus, genotip, keratokonjonktivit



2. SUMMARY

Genotype Prevalance of Adenoviruses Causing K eratoconjunctivitis
Dr. Begum Nalca Erdin

Dokuz Eylul University Faculty of Medicine

Medical Microbiology Department

Inciralti/ Izmir-TURKEY

Adenoviruses are common human pathogens that cause infections in eye, urinary system
and gastrointestinal system. Keratoconjunctivitis is the most common type of adenoviral infection
which is usually related to genotype 3, 4, 8, 19 and 37. Rapid and accurate diagnosis of
adenovira keratoconjunctivitis is necessary since it is very contagious and can cause epidemics.
PCR is the most-preferred diagnostic method due its rapid, sensitive and specific nature.
Genotyping of the adenovirus is aso required in order to determine the relation between a
specific type and clinical presentation and follow the geographical distribution of the virus. Many
studies, especially from Japan and USA, have been published related to the topic, yet there is
very limited data about ocular adenovird infections in Turkey. This study aimed to determine the
adenovirus genotypes among the patients with keratoconjunctivitis followed in Dokuz Eylil
University Hospita between 2006 and 2010.

Between January 2006 and August 2010, 488 conjunctival swab samples of patients with a
diagnosis of viral conjunctivitis / keratoconjunctivitis have been sent to the Molecular
Microbiology Laboratory of Dokuz Eylul University Hospital to be tested for adenoviruses.
Forty-four percent of these samples (213 of 488) have been found to be positive for the
adenovira DNA with PCR and generated the study group. Forty-seven percent of (101 of 213)
positive samples were randomly chosen and genotyped by sequence anaysis. Fragment of the
hexon gene made up of 605-629 nucleotides, containing “Hypervariable Region 77 (HVR-7), has
been targeted for the sequencing. Amplicons and the reference Gen-Bank sequences were
analyzed by a phylogenetic tree. Genotyping studies were carried out in Erasmus University

Virology Department.



Seven genotypes including 3, 4, 8, 11, 19, 22 and 37 were determined in the samples of the
study. Type 8 was the dominant genotype detected in 67 samples (66.3%) while the second
common genotype was 4 which determined in 25 (24.7%) of the samples. Other five genotypes
were isolated in 8.9% of the samples. Genotype 8 was the most common type detected during the
five-year period, except 2008, in which genotype 4 was the dominant type.

Genotype 8 was found to be the most common genotype between 2006 and 2010 in our
center. Genotype 8 has been reported as the predominant genotype worldwide in both sporadic
infections and during epidemics. There are two published studies about the adenovirus genotypes
in ocular infections in Turkey. Although, sample size is very small and one of them is an

investigation of an epidemic, genotype 8 is also the predominant genotype in both of the studies.

In conclusion, this is the first comprehensive study, providing data related to genotypes of
adenoviruses that cause ocular infections and their variations during a five-year period in Turkey.
Main limitations of the study are that it evaluated a single center and only patients applying to the
hospital. Further studies are needed to understand the epidemiology of adenoviral ocular
infectionsin Turkey.

Key words : adenoviruses, genotype, keratoconjunctivitis



3. GIiRIS VE AMAC

Adenoviruslar tim dinyada viral gbz enfeksiyonlarinda en sik rastlanan etkenlerdir (1). Bu
enfeksiyonlar epidemik  keratokonjonktivit (EKK), folikuler konjonktivit (FK) ve
faringokonjonktival ates (FKA) seklinde gorllebilir ve hastalarin uzun sire is yada okuldan
uzak kalmasina, morbiditeye ve 6zellikle EKK tablosunda gormeyi etkileyen kornead infiltratlara
neden olabilir (1).

Adenoviral keratokonjonktivitler sporadik vakalar seklinde gorulebilmekle birlikte
toplumda, hastaneler ve okullar gibi toplu yasanilan yerlerde EKK tablosu ile ciddi salginlara
neden olabilirler. Sporadik vakalara, ulkeler, bolgeler ve yillara gore farkli veriler olmaklia
birlikte, bircok adenovirus genotipinin neden olabildigi ancak ciddi salginlarla giden EKK
tablosuna, siklikla genotip 8'in neden oldugu bildirilmistir (2, 3). Adenoviral
keratokonjonktivitler konusunda birgok tlkeden ¢ok sayida yayin olmakla birlikte bizim tlkemiz

ileileilgili veriler simrlidir.

Cok bulasici olan adenovira goz enfeksiyonlar: hastalar ve hatta saglik personeli arasinda
hizla yayilarak, poliklinigin yada yatakl1 servisin kapatiimasina kadar gidebilecek problemlere
neden olabilirler. Adenovirus enfeksiyonlarinin hizli bir sekilde tamnmasi, olusabilecek
salginlara hazirlikli olunmast ve gerekli enfeksiyon kontrol Onlemlerinin alinarak yayilimin
engellenmesi, hem toplum sagligt hem de hastane enfeksiyonlari agisindan biyidk ©6nem
tasimaktadir. Bu konuda yapilacak epidemiyolojik calismalar, toplumda dolasan adenovirus
genotiplerinin belirlenmesi ve salginlarin mevsimsel Ozelliklerinin sgptanmast konusunda veri

saglayarak salginlarailiskin onlemlerin ainmasinayardimct olmaktadir.

Tarkiye'den bu konuyla ilgili olarak simirli sayida vaka ile yapilmis, birkag calisma
bulunmaktadir. Bu calismalar bolgemizde yada Ulkemizde dolasan adenovirus genotipleri veya

adenovira keratokonjonktivit salginlart konusundayeterli veri olusturmamaktadir.

Bu calismada, 2006-2010 yillarn arasinda, Dokuz Eylul Universites Tip Fakiiltesi
Hastanesi GO0z Hastaliklarn Anabilim Dali’na basvuran keratokonjonktivit olgularindaki

adenovirus prevalansinin ve calisma populasyonunda dolasan adenovirus genotiplerinin



saptanmast ve bu sayede bolgemiz yada Ulkemizden yapilacak olan yeni epidemiyolojik

calismalaraisik tutulmas: amaglanmustir.



4. GENEL BiL GiLER

4.1 Adenovirusun Genel Ozellikleri
4.1.1 Adenovirusun Yapisi ve Siniflandirilmas

Adenovirudar 1950'li yillarda insan adenoidlerinden izole edilmistir ve ilk kaynagim
belirtmek Uzere bu ismi almiglardir (4). Dogada yaygin olarak bulunurlar, insan ve hayvanlardan
izole edilebilirler. Adenoviridae ailesinde yer aan 4 cinsten (Mastadenovirus, Aviadenovirus,
Atadenovirus ve Siadenovirus) biri olan Mastadenovirus cinsi, memelileri enfekte eder.
Mastadenovirus cinsinde yer alan insan adenovirudar: 70-90 nm buyuklGgtinde, ¢ift sarmal lineer
DNA igeren, ikozahedral simetrili, zarfsiz viruslardir (Sekil 1).

Sekil 1: Adenovirusun yapisi (5)

Adenoviruglarin protein kapsidinde, virusun siniflandirilmasinda ve hastalik tamisinda 6nem
tasiyan, antijenik yonden farkli, 3 tip kapsomer bulunmaktadir. Toplam 252 kapsomerin 12'sini

koselerde yer aan ve penton adi verilen; 240 tanesini ise ylzeyde yer alan ve hekzon adim alan



kapsomerler olusturur. Pentonlardan ¢ikan iplik seklindeki kapsomerler ise fiber adin alir (Sekil
2).

Sekil 2: Adenovirusun farkli antijenik yapidaki kapsomerleri (6)

Hekzonun tum insan adenoviruslarinda ortak olan antijenik bolgeleri kapsidin iginde
kalirlar ve bunlara kars1 notralizan antikorlar olusturulamaz. Hekzonun ve fiberlerin tipe 6zgul
olan ve serumda nétralizan antikorlar olusturan bolgeleri bulunmaktadir. Fiberdeki antijenik
belirleyicilerin in vitro hemaglutinasyondan sorumlu oldugu bilinmektedir (7). Penton antijeni ise
tim insan adenovirudarninda ortak antijenik Ozelliktedir ve viruslanin hicre kiltlrinde
olusturdugu erken sitopatik etkiden sorumludur (8). Bu Ui¢c major kapsid proteinin yaninda, kapsid
yapisini sabitlemeye yarayan mindor kapsid proteinleri olan Illa, VI, VIII ve IX bulunur. V, VI,
Mu ve terminal protein (TP) ise kapsid icerisinde DNA’'nin paketlenmesini saglayan histon
benzeri vira kor proteinleridir (Sekil 3). VII, DNA’y1 paketler, TP ise DNA zincirlerinin 5’
uclarina baglamir. Ayrica, virion icerisinde adenovirusun hiicre i¢i endozomdan kagmak icin

kullandig1 dustintlen adenoviral proteazlar bulunur.



Major kapsid . Minor kapsid

proteinleri Kor proteinleri proteinleri
- Hekzon |\ Y Vil
- X
— — Fiber ® w - e
' Penton baz i Mu = Vi

Sekil 3. Adenovirusun kapsid ve kor proteinleri (9)

Insan adenoviruslan farkl: 6zelliklerine gore cesitli sekillerde siniflandirilmislardir. En son
1999 yilinda, nikleotid ve aminoasit sekanslan baz amarak ‘International Committee on
Taxonomy of Viruses' tarafindan 6 tir ve 51 serotipe ayrilmislardir (10). 6 tirden olusan A-F
siniflamasi  adenoviruslarin farkli tirlere ait eritrositlerle gosterdiklere agliitinasyona gore

yapilmistir ancak morfoloji ve DNA 0Ozellikleri gibi diger vira ozellikler bu simiflama ile
uyumludur (Tablo 1).



% DNA Smal RE
Fiber Homolojisi analizi
Altgrup | Serotip Onkojenik | inten SRR %
vetenek (nmjh Grup | Gruplar | 404 sayist G+C
ici arasi Teerigi
A 12,1831 Ewrvetli | 28-31 48-69 8-20 4-5 4740
B |3.,711,1416| Zanf 9-11 80-04 0-20 8-10 50-52
21, 34,3550
C 1.2.5.6 "ok 23-31 | 99-100 | 10-16 10-12 57-59
8-10.13.15,
D 17.19, 20, ‘ok 12-13 0490 4-17 14-18 57-60
22-30, 32,
33.36-39.
424051
4 ‘ok 17 423 16-19 57
40.41 ‘ok 20 §2-69 1522 9-12 52

Tablo 1: insan adenoviruslarinin onkojenik yetenek ve morfolojik 6zelliklerine gore

siniflandinimasi (7)

4.1.2 Adenovirusun Hiicre icine Girisi ve Replikasyonu

Group B disindaki adenoviruslar konakgi hicrenin yizeyine Coxsackie-Adenovirus
Reseptor (CAR) araciligiyla baglanir. Grup B adenoviruslarin ise CD46, CD80/86, sialik asit ve
heparan sulfat gibi htcre yuzey molekillerini kullandiklar: belirlenmistir (11). Bu proteinlere
baglanan adenovirus, penton bazinda eksprese edilen “RGD motifi” ile avp integrinlere
baglanarak klatrin bagimli, reseptor aracili endositoz ile hiicre igine alinir (12) (Sekil 4).

10
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Sekil 4: Adenovirusun hiicre igine alinmasi ve replikasyon dongusi (12)

Virus dinein yardim ile sitoplazma iginde mikrotubullere baglanarak cekirdege ilerler ve
ardindan “Nukleer Por Complex” (NPC) ile birlesir (13). NPC'de kapsidin ayrismast ile viral
genom cekirdege girer ve vira transkripsiyon programi bagslar. Adenovirus replikasyon siklusu
0Ozel vira genlerin eksprese edilme zamanina gore erken ve geg olarak ikiye ayrilabilir (11). Virus
genomu cekirdek icine birakildiktan sonra, erken adenovira genlerin (E1-E4) sentezi baslar ve
genler erken adenovirus proteinlerinin yapimim saglarlar (sekil 5). Bu erken proteinler diger
adenovirus transkripsiyon Unitelerinin transaktivasyonu, optimal viral replikasyonu saglamak
icin hiicre siklusunun deregilasyonu yada konagin antiviral immun yanitinin moduil asyonu

yoluyla fonksiyon gosterirler (11).

11



E1A E1B E3
y —>—> e
ITR < 4— 1R
E2 E4

Sekil 5: Adenoviral genomun ve transkripsiyon tnitelerinin haritasi. Merkezdeki kalin ¢izgi viral
genomu simgeler. Sag ve solda yer alan “Inverted termina repeat” (ITR) yada ters yineleyen
dizilerin konumlari, paketleme sekansi, erken transkripsiyon Uniteleri ( E1A, E1B, E2, E3, E4)
ve magjor geg transkripsiyon tnitleri (MLP, L1-L5) gosterilmistir (13).

Enfeksiyonu takiben yedi saat iginde E2 gen Urlnleri birikir ve konak htcrenin 6limine
kadar siirecek olan viral DNA sentezi baglar. Adenovirus genomunun kendisi viral replikasyon
icin gerekli olan 3 protein kodlar: DNA baglayan protein (DBP), prekirsor termina protein
(pTP) ve adenovirus DNA polimeraz. Buna ek olarak niklear factor 1, 2, 3 gibi selller proteinler
de replikasyonu kolaylastirir (14). Replikasyon 6zel bir protein-priming mekanizmas ile baglar.
Primer pTP viral DNA polimeraz ile iliskiye girer, ters yineleyen diziler (inverted terminal
repeat, ITR) bolgesinde yer alan replikasyon orijininde siki bir preinisiasyon kompleksi olusturur
ve bu sekilde replikasyon baglar (15). Bundan sonra, kalip ipligin 4.- 6. nukleotidlerin karsisina,
pTP nin serin rezidusuna kovalan bag ile bagli bir CAT trintkleotidi sentezlenir. pTP — CAT,
ITR lerin yardimu ile baz ciftlesmesine izin vermek Uzere geriye dogru atlar. Bundan sonraki
elongasyon icin DBP ve adenovirus DNA polimeraz gereklidir. pTP ITR'lere bagl: kalir fakat
enfeksiyonun geg¢ safhalarinda adenovird proteinaz tarafindan, daha kuglik TP lere parcaanir.
Parental ipliklerden birtanesi tamamen duplike olduktan sonra, serbest kalan tek iplikli DNA
molekulleri, her iki ucta yer alan ITR ler araciligiyla gembersel hale gelir ve replikasyon stirer
(16). DNA replikasyonunun baslangicindan sonra, adenovirus major geg promoter (MLP) aktive
olur ve ge¢ genlerin ekspresyonu baslar. Bu genler viral yapisa proteinleri ve vird
enkgpsidasyon ve maturasyon icin gerekli proteinleri kodlar.
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Sitoplazmada sentezlenen yapisal proteinlerin de hticre gekirdegine tasinmast ile tam virus
yapimi gergeklestirilir. Tam virus olusumu enfeksiyonu takiben U¢ gin icerisinde olur.
Adenovirus E3-11.6K proteininin neden oldugu lizis ile hticre 6lur ve adenoviruslar serbest kalir
7).

Onciil olarak viral bir protein kullanmalar ve cift iplikli DNA virusu olmalarina ragmen,
genomlarin: tek iplikli ara formlar araciligiyla eslemeleri adenovirus replikasyonunu ilging kilar
(18).

Adenovirudlar infekte ettikleri hicrelerin cekirdeklerinde replike olurken gekirdek igi

bazofilik inkltizyonlar olustururlar. Bu inkllzyonlar adenoviruslarin tanisinda kullamilabilir.
4.1.3 Adenoviruslarin Neden Oldugu Enfeksiyonlar, Patogenez ve Klinik

Adenovirudar hicre ile en az U¢ degisik yol ile etkilesim kurarlar. Bunlar: ¢cogunluklia
epitel hucrderinin icinde meydana gelen prodiktif enfeksiyon, bademcikler ve adenoidler gibi
lenfoid doku ve mukozalarda meydana gelen latent veya persistan enfeksiyon ve baglica A

serotipi ile rodent hiicrelerinde olusan transformasyondur (7).

Virus temas, solunum damlaciklart ve sindirim yolu ile bulasabilir. Epitel htcrelerini
enfekte eder, cogalir ve lenfoid dokuya yayilir. Genellikle bolgesel lenf noddllerinin disina
yayilmaz. Ancak immun sistem zayif ise viremi olusturup sistemik infeksiyona yol acabilir.
Bobrek, karaciger ve merkezi sinir sistemine yayilabilir. Hastalik iyilestikten sonra, tonsillerde,
adenoidlerde ve diger lenfoid dokularda (Peyer plaklari, |6kositler gibi) adenovirusun (6zellikle C
grubu) latent persistan enfeksiyonu yillarca sirebilir ve immun sistemin baskilanmasi hainde
kolaycareaktive olabilir (sekil 6).

13



p—- | (507
f-‘«lt solunum
_,-'"l.--.- _ .-."“x_‘
| Adenovirus | -
/| Ustsolunum | __
E=s Epitel hiicrelerini infakta r_QEF'r’EH.___
1 : : ; s
e Gastrointestinal — L:""f”':”jla"
== _'_'_'_____-_
= | Genitolrineryol [~
- immun sistem
zayif ise

e | Vir2mi

Sekil 6: Adenovirus enfeksiyonlarinin patogenezi (19)

Adenovirus enfeksiyonlart temelde 4 ana baslik altinda toplanabilir: solunum yolu
enfeksiyonlari, goz enfeksiyonlari, gastrointestina sistem enfeksiyonlari ve immunsipresif
hastalarda meydana gelen enfeksiyonlar. Adenovirus enfeksiyonlar: arasinda en sik gortlenler
epidemik keratokonjonktivit ve faringokonjonktiva atestir (20).

Adenoviruglarin neden oldugu hastaliklarin klinik seyri ve bulgular1 serotipe ve konagin
immun durumuna gore degisiklik gosterir. Adenovirudarn farkli serotipleri farkli doku ve
organlara tropizm gosterir. C, E ve baz1 B serotipleri tipik olarak solunum sisteminde enfeksiyona
neden olurken, diger B serotipleri Uriner sisteme, A ve F serotipleri gastrointestina sisteme, D
serotipleri ise gbze tropizm gosterirler (Tablo 2) (11,21, 22).
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Grup Doku tropizmi Serotipler

A Gastrointestinal yol 12,18, 31

B Uriner yol, Resp.yol 3,7,11, 14, 16,21, 34,
35,50

C Ust respiratuvar yol 1255

D Goz, gastrointestinal 8-10, 13,15,17,19, 20

yol 22-30, 32, 33, 36-39,

42-49, 51

E Respiratuvar yol, géz 4

Gastrointestinal yol 40,41

Tablo 2: Adenoviruslarin doku tropizmi (11)

Enfeksiyonlar tim dinyada yaygindir, yil boyunca gorulebilir. Fakat solunum yolu

enfeksiyonlar genelde kis sonu, ilkbahar ve yaz basinda gordlr.

Adenovirus enfeksiyonlari her yasta gorllebilmekle birlikte,  siklikla okul cagi
cocuklarinda gorulir ve enfeksiyonlarin %50's asemptomatiktir. Toplumdaki Ust solunum yolu
enfeksiyonlarinin % 1-5i, yeni askere alinanlardaki Ust solunum yolu enfeksiyonlarimin % 50'si,
infant ve okul dncesi gocuklardaki akut gastroenteritlerin %5-15'i adenoviruslara baglhidir (7).
Askeri kamplarda 0zellikle serotip 4 ve serotip 7' nin neden oldugu solunum yolu enfeksiyonu
saginlart bildirilmistir (23, 24). Ulkemizden de 2005 yilinda askeri bir kampta meydana gelen
adenovirus salgint bildirilmistir (25). Adenovirudar vira konjonktivit etkenlerinin de basinda
gelir (7). Tablo 3'te adenovirudarin neden oldugu hastaliklar ve bu hastaliklarin goruldigl yas

gruplar1 6zetlenmistir.
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HASTALIK

HASTA POPULASYONU

Solunum yolu hastaliklar:

Ates ve USYE

Sut gocugu, kucuik cocuklar

Faringokonjonktival ates

Cocuklar ve gengler

Akut solunum yolu hastaliklari

Askeri personel

Bogmaca benzeri hastalik

Sut gocugu, kucuk cocuklar

Pndmoni

Sut gocugu, kuguk cocuklar

Askeri personel, immunsuprese hastalar

Diger hastahklar

Akut hemoragjik sistit

Cocuklar, KIT hastalan

Epidemik keratokonjonktivit

Her yas, bobrek transplant hastal art

Gastroenterit

Sut ¢cocugu , kiigtk cocuklar

Hepatit

Karaciger trangplantasyonu hastalari,
immunsuprese hastal ar

Meningoensefalit

Cocuklar, immunsuprese hastalar

Tablo 3: Adenoviruslarin neden oldugu hastaliklar ve goruldigu yas gruplar
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Adenovirusun neden oldugu hastaliklar genelde héfiftir ve sekelsiz iyilesir. Son yillarda
immun yetmezlikli hastalarin artmasiyla birlikte adenoviruslarin neden oldugu ciddi ve hayati
tehdit eden enfeksiyonlarda artis gorulmustir. Bu tir enfeksiyonlar 6zellikle hematopoetik kok
hiicre transplantasyonu yapilanlarda gorilir. Ik kez 2005 yilinda bir hematoloji Unitesinden
adenovirusun neden oldugu isha salgim bildirilmistir (26). Enterit, hemorajik sistit, hepatit,
ensefalit ve coklu organ yetmezligi gorilebilen klinik tablolar arasindadir. Vakalarin ¢ogunda
genel populasyonda nadir gorilen B ve C serotipleri saptanmaktadir (11).

Bulasma cogunlukla fekal-ora yol ile olurken, kontamine esyaar ve damlacikl1 aerosoller
aracilig1 ile de olabilmektedir. Virus, kontamine yuzeyler, eller, oftalmik aletler ve solusyonlar ile
kolaycayayilir. Bu nedenle hastanelerde 6zellikle gbz enfeksiyonlar: ve salginlarina sik rastlanir.
Toplu yasam ortamlarinda da (askeri birlikler, vb) salginlar olusturur ve aile ici enfeksiyonlar

gorulur.

Adenovirusun neden oldugu goz enfeksiyonlarina, ¢alismamizin konusu olmasi nedeniyle

dahaayrintili olarak deginilecektir.
4.1.4 Adenovirusun Neden Oldugu Goz Enfeksiyonlar:

Adenovirudar, tim dinyada viral goz enfeksiyonlarinin en sik rastlanan ganlardir (1). Bu
enfeksiyonlar epidemik  keratokonjonktivit (EKK), folikuler konjonktivit (FK) ve
faringokonjonktival ates (FKA) seklinde gorllebilir ve hastalarin  uzun sire is yada okuldan
uzak kalmasina, morbiditeye ve 6zellikle EKK tablosunda gormeyi etkileyen kornead infiltratlara
neden olabilir (1). Gz enfeksiyonlarina ¢ogunlukla subgrup D'nin elemanlar: (serotip 8, 19, 37)
ve serotip 3, 4 ve 7 neden olur (27). Sporadik vakalara birgok adenovirus serotipi neden olur ve
her mevsimde gorulebilir. FKA ¢ogunlukla gocuklar: etkiler ve siklikla serotip 3 ve 7 tarafindan
olusturulur (28). EKK’e siklikla adenovirus 8, 19 ve 37 neden olur fakat birgok serotipin bu
tabloya neden olabildigi bildirilmistir (28, 29). Ad — 8, 1959 yilinda ilk kez bu hastal1gin etkeni
olarak tanimlandigindan beri hastaligin asil etkeni olarak kalmistir. Ad-8 haabirgok tlkede EKK
tablosunda sagptanan predominant serotiptir (2, 30-32). EKK toplum kaynakli olabilecegi gibi,
nazokomiya enfeksiyon olarak da karsimiza cikabilir (27, 33-35). EKK her yas grubunda
meydana gelebilen ciddi keratokonjonktivit tablosudur ve 6zellikle hastanelerde olmakla birlikte
toplu yasanmlan bircok yerde salginlar seklinde gorultr (27). Hastanelerde meydana gelen
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salginlarda atak hizi %25'i bulur (29). Bu nedenle adenoviruslara bagli goz enfeksiyonlarinin
hizl1 bir sekilde tannmas: ve tedavi edilmesi blyik dnem tasir. Hastalarin hastanede mumkun

olduguncaaz siire kalmasi ve diger hastalardan izolasyonu saglanmalidir.

Bulasma genellikle insandan insana, saglik personellerinin elleriyle, kontamine oftalmik
aetler ve solUsyonlar ile olur. Enfekte saglik personeli, rezervuar olarak hastaara enfeksiyonun
bulasmasinda rol oynayabilir. Adenoviruslar kontamine cansiz ylUzeylerde 30 gin sireyle
enfeksiyoz olarak kalabilirler. Bu ylUzden nozokomiyal saginlarin 6nlenmesi igin cansiz
yuzeylerin ve oftalmik aetlerin adenovirustan temizlenmes ¢ok 6nemlidir. Ayrica hastalarin ve
enfekte saglik personelinin izolasyonu, kisiye 6zgi / tek kullanimlik damlaiklarin kullanim,
gerektiginde Klinik / poliklinigin kapatiimas: gerekir. Alet dezenfeksiyonunda, sabun ve suyla
yikandiktan sonra 5-10 dakika dezenfektan (%70 etil alkol, 5000 ppm klor) icinde bekletme
Onerilen yontemler arasindadhr (29).

4.1.5 Adenovirus Enfeksiyonlarinda Bagisik Yanit

Adenovirusar immun sistemi gucli bir sekilde uyararak hayat boyu koruma saglayan
immun yanmit agiga cikarirlar. Direkt olarak virion yuzeyindeki antijenleri hedef alan serotip-
spesifik notralizan antikorlar olusur (11). Dolasimdaki nétralizan antikorlar sayesinde semptomlu
re-enfeksiyonlara kars: etkili ve uzun streli bir bagisiklik saglanir. Norma saglikli yetiskinlerde
genellikle gesitli tiplere kars1 antikorlar saptanabilir.

Maternal antikorlar genellikle bebekleri ciddi respiratuvar adenovirus enfeksiyonlarina
kars1 korur. 6-11 aylik bebeklerin % 50'sinde bir veya daha fazla tip adenovirusa kars1 antikor
pozitifligi bulunur (36).

Gruba 6zgul antikorlar ise kompleman: baglayan antikorlardir, koruyucu degildirler ve
zamanlaazalrlar.

4.2 Adenovirudlarin Tamsi

Adenovirudarin tamsinda elektron mikroskopisi (EM), virusun htcre kilturinden izole
edilmesi, antikor saptanmasi, antijen ve nikleik asit aranmast kullamlan yontemlerdir (37, 38).
Tamda atin standart kabul edilen virusun hticre kilturinde izolasyonu bir-iki hafta gibi uzun bir

sire air (39). Bu nedenle giinimiizde adenoviruslarin tanisinda siklikla diger yontemler, 6zellikle
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hizl1 ve guvenilir bir tam yontemi olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile vird DNA'nin

saptanmast kullamimaktadhr.
4.2.1 izolasyon Y 6ntemleri

Izolasyon yontemleri virus tizerinde daha ileri calismalarin yapilabilmesine olanak saglar
ve kabul edilebilir duyarliliga sahiptir. Bu nedenle tamamlanmasi 1-2 hafta stirebilecek olan bu
yontem, halen tamda“atin standart” olarak kabul edilmektedir (7, 40)

Virudarin izolasyonu igin ornekler, hastaligin erken doneminde, enfeksiyonun goruldugt
bolgelerden ainmalidir. Farkli hastalik tablolarinda adenoviruslarin gikartiima stiresi degiskendir
(36). Ornekler semptomlarin ortaya ¢ikisindan sonra miimkiin olan en kisa zamanda toplanmal,

trangport sirasinda soguk (2-8°C) tutulmalidir.

GOz, akciger ve Uriner sistemden adenovirus izolasyonu tani koydurucu iken bogazdan
izole edilen adenovirus, klinik bulgularla birlikte degerlendirildiginde anlamlidir. Adenovirudlar,
barsak ve lenfoid dokuda uzun sire kalabilir, bu yizden diskidan virus izolasyonu, ancak kiside

gastroenterit tablosu bulunmas: durumunda nemlidir (36).

TUm Ornekler adenoviral kdltirler icin uygundur fakat enterik adenoviruslarin hicre
kulturiinde Uretilmesi diger tlrlere gbre daha zordur. Bu nedenle enterik adenoviruslarin tanisinda
kultir dis1 yontemler (EM, antijen saptama) kullamlmaktadir (7, 36). insan epitel hiicre dizileri
adenoviruslar i¢cin en uygun hicre dizileridir. Enterik adenovirusar disinda bitlin insan
adenoviruslar: primer insan embriyonik bobrek htcre kiltirt (HEK), insan serviks karsinomu
(HeLa), insan larinks epidermoit karsinomu (HEp-2) ve insan nazofarinks karsinomu (KB)
hicrelerinde replike olup sitopatik etki (CPE) olusturabilirler. Adenovirus tip 40 ve 41 bazi erken
proteinlerini bu hiicrelerde sentezleyemedikleri icin, Adenovirustip 40 ve 41'in Uretilmesi igin,
Adenovirus tip 5 genomunun E1A ve E1B bolgelerinin transformasyonuyla elde edilen ve
Graham 293 hiicre susu olarak adlandirilan insan embriyonik bobrek hticreleri kullanilmaktadir
(41, 42).

Adenovirudlarla enfekte hiicrelerde, genisleme, yuvarlaklasma ve tzim salkimi seklinde
bir araya toplanma, yani agregasyon tipi sitopatik etkiler meydana gelir (43, 44). Hucre
kiltarlerinde sitopatik etkinin saptanmasi, virusun Uredigini gosterir fakat tipini belirlemez.
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Ureyen virusun tiplendirilmes icin gruba veya tipe 6zgul antikorlar kullanilarak notralizasyon

veya floresan antikor testleri uygulanmalidir.

Hucre kulturlerinde adenoviruslarin Uretilmesi 2-4 hafta stirebilir ve tiplendirme de zaman
alici ve zahmetlidir. Daha kisa stirede sonug veren “shell-via” yontemi kullamlabilir (45). ‘ Shell-
via’ yontemi ile bes gun icinde pozitif sonuclar alinabilmektedir (43).

Dezavantglarina ragmen virusun elde edilmesine, virusun tiplendirilmesine ve virus
Uzerinde ileri calismalara izin verdigi icin hicre kultird, tanida ‘adtin - standart’ olarak kabul
edilmektedir.

4.2.2 Dogrudan Saptama
4.2.2.1 Mikroskopi

Klinik ornekte adenovirus partikllleri veya htcre cekirdeginde olgunlasmis virlslarin
olusturdugu karakteristik yapilar elektron mikroskobisi ile saptanarak daha ileri tanimlamaya
gerek kalmadan adenovirus tamsi konabilir. EM 0©zellikle patoloji calismalarinda doku

orneklerinde tan igin kullamlmaktadir.

EM ileincelenecek olan tespit edilmis doku ince kesitlere ayrilir, negatif boyanir ve siklikla
cekirdek icinde bulunan virus partikillerinin kristal dizilimleri incelenir (7). Yavas hizla
santriflijleme sonrasinda elde edilen arindirilmis sivi da ayni sekilde boyanarak, direkt EM ile

partikil kiimeleri agisindan incelenir.

Sekil 7: Adenovirusun elektron mikroskop goruntiisii (46)
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Bu yontemin duyarliligi, 6rnekte bulunan virts partikillerinin miktarina bagli olarak
degisir. Virusun EM ile saptanabilmesi icin drnegin mililitresinde en az 10°-10° virus partikilil
olmast gerekir (47). Duyarlihg arttirmak igin ultrasantrifujleme ve diger konsantrasyon
yontemleri kullanilabilir (7). Kullamlabilecek bir diger yontem, immun elektron mikroskopisi
(IEM) ile duyarliligin arttirilmasidir (44). Burada, 6rnek dnce virusa 6zgul antiserumla muamale
edilir, 6zgul antikorlarin virus partikillerini agrege etmesi ve bdylece daha kolay gorinmeleri
saglanir. IEM  hizli ve duyarlt bir yontem olarak okller adenovirus enfeksiyonlarinin tanisinda

Onerilmistir (48).

EM ile hizl1 bir sekilde adenovirus tamsi konabilir (49). Fakat EM zahmetli ve pahal1
oldugu icin pratik kullanimi sinirlidir. Hicre kdltirlerinde Uretilmesi zor olan virtslarin klinik
orneklerde gosterilmes amaciyla ya da virus partikillerinin morfolojisinin incelenmesinde tercih

edilen bu yontem, ancak belirli referans laboratuvarlarinda uygul anabil mektedir.
4.2.2.2 Antijen Saptama

Antijen sgptama, genellikle solunum yolu enfeksiyonlarimn  ve  gastrointestinal
infeksiyonlarin tanisinda kullanilir. Cogunlukla hekzon proteinin korunan bolgelerine karsi
monoklonal antikorlar kullanilir. Immunfloresan (IF) veya enzim immunoassay (EIA) temelli,
genellikle ticari olarak elde edilebilen testler kullamlir. Bu yontemler genellikle yeterli duyarliga

sahiptirler ve hizl1 sonug verirler.

IF cogunlukla solunum sisteminden virusun saptanmast icin kullanilir. Posterior
nazofarenksten silli kolumnar epitel iceren yikanti, aspirat veya surtunti ornekleri ainir.
Ornekteki epitel hiicreleri lam Uzerine ¢oktiriilerek asetonla sabitlenir, isaretli monoklonal
antikorlar ile boyanir ve floresan mikroskop ile incelenir. Genellikle daha duyarl: olan direkt
floresan yontemleri tercih edilir. Kultur ile karsilastirildiginda solunum yolu 6rneklerinde Direkt
floresan antikor (DFA) yonteminin duyarliligt %40-60 arasindacir. Sitosantrifijleme ile
duyarlilik %70 lere gikarilabilir. Ozgullik birgok calismada %99’ un tzerinde bildirilmistir (7).
2004 yilinda Rochol ve arkadaslarinin pediatrik hastalarda, 1188 solunum yolu 6rnegi tzerinde
ticari bir sistem ile yaptigi DFA testinin, adenovirus saptamadaki duyarliligi %62.5, 6zgulltgu
%100 olarak belirlenmis ve sonug¢ verme sliresi ortalama 4 saat olarak bildirilmistir (50). Yine
Landry ve arkadaslarimin yaptigi baska bir ¢alismada ortalama sonu¢ verme siiresi 2.25 saat
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olarak belirlenmis fakat daha Onceki calismalarda da oldugu gibi DFA'nin adenovirusar
saptamadaki duyarliliginin  kilttre gore ¢ok daha distk oldugu bildirilmistir (51). Bu nedenle

negatif sonuclarin kultdr ile dogrulanmasi 6nerilmektedir.

DFA’'nin diger dezavantglari, Ornekte degerlendirme icin yeterli sayida epitel hicresinin
bulunmamast ve degerlendirme icin deneyimli personele ihtiyag duyulmasidir.
Sitosantrifijlemenin her iki konuda da yararli olabilecegi bildirilmistir (51). DFA tim bu
dezavantgjlarina ragmen hizli sonu¢ vermesi, ucuz ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle
adenoviruslarin neden oldugu solunum yolu enfeksiyonlarinin  tanisinda halen dnerilmektedir
(50, 51).

Antijen saptama yontemlerinden olan EIA veya lateks aglutinasyon yontemi gendllikle
gastroenterit etkeni olan adenovirus tip 40 ve 41'in tamsinda kullamlir. EIA bu viruslerin
tamsinda hizli, basit ve maliyet etkin bir tam yontemidir (38). Bu tiplerin klasik hiicre kilttrinde
Uretilmesi zordur. EIA duyarliligi, EM ve hucre kilturt ile karsilastinldiginda genellikle
%90'nin {izerindedir ve sagilan virus miktari 10% partikil / gr diski oldugunda yeterlidir.
Ozgulliik ise genellikle %697’ nin tizerindedir. Immun yetmezlikli hastalarda virus sagilini daha az
olabildigi icin tamda PCR yada hicre kultird gibi daha duyarli yontemlerin kullanilmas
Onerilmektedir (38).

4.2.2.3 Nukleik Asit Saptama Y ontemleri

Cesitli molekiler yontemler (Southern blot, dotblot gibi hibridizasyon yontemleri; PCR,
ligaz zincir reaksiyonu gibi amplifikasyon yontemleri; sekanslama, restriksiyon enzim analizi-
REA-gibi DNA dizi inceleme yontemleri) ile klinik ©rneklerde adenovirus DNA’si
saptanabilmektedir.

Adenoviruglarin 6zellikle immun yetmezlikli  hastalarda neden oldugu ciddi enfeksiyonlar
nedeniyle daha duyarli ve hizli tan1 yontemlerine duyulan gereksinim artmistir (52). Bunun
yaninda adenoviruslarin oftalmik enfeksiyonlarinda gorulen yiksek bulasicilik nedeniyle, etkenin
hizl1 ve dogru bir sekilde tammlanmast salginlarin énlenmesi veya sonlandiriimas: bakimindan

Onem tasimaktadir. PCR ile karsilastinldiginda konvansiyel yontemler iz ve duyarlilik
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bakimindan yetersiz kalmaktadir (52, 53). Bu nedenle son yillarda adenoviruslarin tanisinda PCR
en sik kullanilan yontem haline gelmistir (54-56).

Bugune kadar grup veyatip spesifik primerleri kullanan, korunmus veya degisken bolgeleri
hedef aan bircok PCR temelli test ve bunlarin klinik uygulamalar: tammlanmistir (57-59).
Adenovirus DNA’sinin saptanmast yaninda, son yillarda adenoviruslarin serotiplendirilmesine
yonelik artan bir ilgi gorulmektedir. Serotiplendirme 0Ozellikle epidemiyolojik arastirmalar,
patogenez calismalari, ciddi veya olagandisi enfeksiyonlarda dnemli olmakla birlikte, spesifik
serotiplerin hastaligin tirt ve ciddiyeti ile baglantili olmasi serotiplendirmeye olan ihtiyaci

arttirnmstr.

Adenovirudar serolojik ve molekiler olarak tiplendirilebilirler. Noétralizasyon testlerine
dayal1 serolojik tiplendirme zahmetli ve zaman alicidir, tip spesifik serum ve izolataihtiyag duyar
(52). Molekuler tiplendirme ise hem izolatlara hem de orijinal 6rneklere uygulanabilen hizli ve
kolay bir yontemdir. PCR ve ardindan restriksiyon enzim analizi (37, 60) veya dizi analizi (52,
61) ile tiplendirme yapil abilir.

Nukleik agt tabanli testlerde E1A ve E1B (62), hekzon (52, 58, 63) ve fiber (64)
bolgelerine yonelik grup veya tip spesifik primerler kullamimaktadir. Butin adenovirus
serotipleri ile reaksyon veren hekzon primerleri tamisal viroloji laboratuarlarinda en sk

kullanilan primerlerdir (44).

Y aklasik olarak 2.9 kb olan hekzon geni, tim insan adenoviruslarinda ortak olan antijenik
bolgeler ve ayrica nétralizan antikorlar uyaran tipe 6zgul bolgeler icerir. Ug farkli segmentten
olusur. Bunlar: santral degisken bdlge (yedi cok degisken bdlge icerir) ve santral bolgeyi
cevreleyen, yiksek dizeyde korunmus iki bolgedir. Adenovirusun serotip-spesifik sekanslari
kapsomerdeki hekzonlarin, yedi farkli cok degisken bdlgesinde (“Hypervariable Region”-HVR)
dagilmis olarak bulunmaktadir (65, 66). Adenoviruslarin tamisinda ve tiplendirilmesinde hekzon
geninin farkl1 bolgelerini hedef alan universal, tip-spesifik, tlr-spesifik ve kantitatif bircok PCR
yontemi rapor edilmistir (67).
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4.3. Adenoviruslarin Tiplendirilmes
4.3.1 Nétralizasyon Testi

Test, bagisik serumlarda bulunan ve virusu nétraize eden antikorlar kullamlarak yapulir.
Virusun, 6zgul antikorlarin varligi ve yoklugunda Greme ¢zelliklerine dayalidir. Hucre kaltura
veya deney hayvanlart kullanilir. Noétralizasyon testi tire 6zgudir. Uygulamas: zor ve zaman
alicidir, fakat notralizasyon testi serolojik tanida “atin standart” olarak kabul edilir (7) .

4.3.2 Hemagliitinasyon ve Hemagliitinasyon Inhibisyon T esti

Adenovirus izolatlarimin tip spesifik identifikasyonunda 6nce grup belirlenmelidir. Bunun
icin hemaglltinasyon testi uygulamir. Daha sonra da spesifik serotiplerin  belirlenmesinde
hemagl Gtinasyon inhibisyon testleri ve nétralizasyon testleri yapilabilir. Testin yapilabilmesi icin
hastaligin akut ve konvalesan donemlerinde alinmis hasta serumlarina, standart bir eritrosit

slispang yonuna ve titre edilmis standart antijenlereihtiyag duyulur (68).
4.3.3 Restriksiyon Enzim Analizi

Genomik yap1 ve genetik dizilim, virus aileleri, tipleri ve tirleri arasinda farklilik
gostermektedir. Bu farkliligit DNA'min restriksiyon endontikleazlar (RE) yardimiyla kesimi ile

gostermek mumkundur.

Restriksiyon endonukleazlar, kisa DNA dizilerini 6zgul olarak taniyan ve bu dizilere yakin
bolgelerden veya bu diziler icindeki spesifik bolgelerden DNA’y1 kesen enzimlerdir. Aym RE ile
farkli DNA’lar kesildiginde birbirinden farkli uzunlukta parcalar olusur. REA, “Restriction
Fragment Length Polymorphism” (RFLP) yada “Pulse Field Gel Electrophoresis’ (PFGE) gibi
nikleik asit tabanl: tiplendirme sistemlerinde siklikla kullamlmaktadir ve molekdler tiplendirme
yontemlerinden biri olarak kabul edilmektedir (69)

Son zamanlarda adenovirus serotiplendirilmesini kolaylastiran, PCR ve REA’ni kombine
eden birgok metod tanimlanmustir (37, 70, 71). Adenovirus tip 43 — 49 ve adenovirus 50 ve 51 bu
yontem sayesinde belirlenebilmistir (54, 72). Adenoviruslarin hizl: tiplendirilmesi igin kullamlan
PCR-REA kombinasyonu ile 51 adenovirus serotipini ve 1, 3, 4, 5, 7, 11, 19, 40 ve 41’e ait 44
farkl1 varyanti saptamak mimkin hale gelmistir (37).
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4.3.4 NUkleotid Dizi Analizi

DNA dizi analizi (DNA “sequencing’) DNA’nin nukleotid dizilerinin sgptanmasin ifade
etmektedir. NUkleotid dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik gelistirilmistir. Bunlar,
Maxam-Gilbert kimyasa degradasyon yontemi ile Sanger’in 2-3 dideoksi enzimatik yontemidir
(73, 74). Sanger’in yontemi guntimizde daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Sanger DNA dizi
analizi yonteminde, amplifikasyon ile elde edilmis tek ipgikli DNA, DNA polimeraz enzimi,
dideoksintikleotid (ddNTP) ve deoksinukleotid (ANTP) kullanlir. Substrat olarak deoksiribozun
3' noktasinda hidroksil grubu bulundurmayan ddNTP ler kullanilir. Sentezlenen DNA iplikgigine
dNTP eklendiginde uzama devam ederken ddNTP eklenmesi halinde zincir uzamas: durur. Kalip
DNA, primer, dNTP ve enzimin konuldugu dort reaksiyon tupundn her birine farkli bir ddNTP
eklenmesinden sonra baglanma ve uzama islemleri uygulanmaktadir. Bdylece reaksiyon
tuplerinde ddNTP lerin kullanimina bagli olarak farkli uzunluklarda DNA pargalar: olusmaktadhr.
Bu DNA parcaar: poliakrilamid jelde yuratilerek gorunttlenmektedir. Uzunluk sirasina gore
dizilen parcalarin sonunda bulunan ddNTP ler okunarak hedef nikleotid dizisi c¢ikarilir. Elde
edilen nuikleotid dizileri Gen Bankasindaki gruplara 6zgu gen dizileriyle karsilastirilirak, eldeki
Urtinuin identifikasyonu yapulir.

Gunumuzde otomatik DNA dizi anaiz yontemleri kullamlmaktadir. Otomatik analizde
siklikla Sanger’in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yontemi kullamlmaktadir.
Otomatik DNA dizi andiz cihazlarn basit olarak, bilgisayarda yukli programlar ile bu
programlarin yonettigi elektroforez sistemlerinden olusur. Otomatik DNA dizi anaizleri zaman

kazancinin yaninda, standart calisma kosullart da saglamaktadir.

Birgok virus gibi adenoviruslarin tiplendirilmesinde de DNA dizi andizi, siklikla kullamlan
molekiler yontemlerden biri haline gelmistir. Yapilan X-ray kristalografi ve sekans analizleri
adenoviruslarin hekzon bélgesinde yer aan HVR’lerin tip spesifik ndétralizasyondan sorumlu
oldugunu gostermis ve birgok calismabu bdlge tizerine odaklanmistir (61). Takeuchi ve ark.(61)
hekzon HVR’lerinin PCR ile amplifikasyonu ve direkt olarak sekanslanmasimin, akut
keratokonjonktiviti olan hastalardan amnan sirintulerden, adenoviruslarin tiplendirilmesinde
kullamlabilecegini gostermis ve Blasiole ve ark.(24) bu metodu askeri personelden elde edilen

adenoviruslarin tiplendirilmesinde kullanmustir. Fakat HVR'ler hekzon geninin stirekli olmayan,
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blyUk bir bolgesini icermektedir ve bu nedenle ¢ok sayida PCR ve sekans reaksiyonu yapilmasi
gerekmektedir (75). HVR referans sekanslarimin  bitin  adenovirus prototip suslart icin

bulunmamas: da molekdil er tiplendirmede bu bolgenin kullanimini simirlamaktadir.

Son yillarda hekzon geninin daha kisa bélgelerinin de serotip ile korele oldugu gosterilmis
ve rutin molekiler tiplendirmede kullaniminin daha pratik olabilecegi dne sirtlmistir. Sarantis
ve arkadaslart HVR 7'nin PCR ve sekansina dayal1 bir tiplendirme yontemi tammlamglardir
(52). Calismamizda kullanilan bu yontem bilinen tim insan adenoviruslarim sgptamakta ve
tiplendirebil mektedir.

4.4 Adenovirus Enfeksiyonlarindan Korunma ve Tedavi

Korunmada en kolay yol el yikama gibi enfeksiyon kontrol onlemlerinin alinmasidir.
Nozokomiyal salginlarin 6nlenmesi igin cansiz yizeylerin ve oftamik aletlerin adenoviruslardan
temizlenmesi cok Onemlidir. Hastalarin ve enfekte saglik personelinin izolasyonu, g6z
polikliniklerinde kisiye 6zgu / tek kullammlik damlaliklarin kullanilmast 6nerilir. Nozokomiyal
bulas durumunda ilgili klinik / poliklinigin bir sire kapatilmas: ve dezenfeksiyonu gerekebilir.
Kontamine yuzeyler sodyum hipoklorit ile temizlenebilir. Alet dezenfeksiyonunda sabun ve suyla
yikadiktan sonra 5-10 dakika dezenfektan (%70 etil akol, 5000 ppm klor) icinde bekletme

Onerilen yontemler arasindadr.

Adenovirus enfeksiyonlarindan korunma amaciyla tip 4 ve tip 7'den hazirlanmis attentie as1
1971 yilinda kullanima girmis ve Ozellikle askeri personelde kullanililan asimin etkin oldugu

gosterilmistir. Fakat 1996 yilinda asinin Uretimi durmus ve kullanimdan kalkmustir (76)

Adenovirudarin tedavisinde etkinligi kesin olarak kabul edilmis bir antivira agan
bulunmamaktadir. Birgok nikleozit veya nukleotid analogu invitro olarak etkin bulunmakia
birlikte, klinik etkileri tartismalidir. Ribavirin ve sidofovir Uzerine yapilmis kuguk klinik

caligmalar olmaklabirlikte, sonuglar tartigmalidir (11).

Immunsuprese kisilerde immunsupresyonun azaltiimas: en etkin yol olarak gériinmektedir
(44).

26



5.GEREC VE YONTEM

5.1 Gereg
5.1.1 Galisma Grubu

Ocak 2006 ve Agugtos 2010 tarihleri arasinda, Dokuz Eylil Universitesi Merkez
Laboratuvart bunyesinde yer aan Molekiler Mikrobiyoloji laboratuvarina, Dokuz Eylul
Universitess Goz Hastaliklari Anabilimdali’ ndan adenoviral konjonktivit / keratokonjonktivit
sUphesi ile 488 konjonktival sirintl ornegi gelmistir. Bu 6rneklerden 213 tanesinde (%43.6)
Allard ve ark.’nin (37) tammladigi PCR yontemi ile adenoviral DNA pozitif bulunmustur. Battn
pozitif érnekler dikotlanarak -80 °C’ de saklanmustir.

Pozitif bulunan 213 6rnekten 101'i (%47.4'U) genotiplendirme icin randomize olarak
secildi ve her hastadan sadece bir 6rnek ¢alismaya dahil edildi.

Caisma grubunda 69 erkek ve 32 kadin hasta yer aldi. Hastadarin yas ortalamasi 28.9
(£21.9) idi.

5.2 YOntem
5.2.1 Viral Nukleik Asit Ekstraksiyonu

Orneklerden niikleik asit ekstraksiyonu “Nucleic Acid Isolation Kit” ile “MagNA Pure LC”

(Roche) cihazinda, treticinin onerileri dogrultusunda yapilmistir.
5.2.2 Gergek Zamanh PCR ile Adenovirus DNA’simin Kantitasyonu

Heim ve arkadaslarinin (77) calismasinda tammlandig sekilde, hekzon genini hedef aan
primer ve problar kullamlarak yapilmistir. PCR reaksiyonu “7500 Rea Time PCR System’
(Applied Biosystems) cihazinda gergeklestirilmistir.
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Onciil adh Tip Dizi (5°-3) Referans

Adenoquant 1| sense | GCC-ACG-GTG-GGG-TTT-CTA-AAC-TT 77

Adenoguant 2 | antisense | GCC-CCA-GTG-GTC-TTA-CATGCA-CAT-C 77
Adenoprobe prob | TGC-ACC-AGA-CCC-GGG-CTC-AGGTAC-TCC-GA 77
Tablo 4: Gergek zamanli PCR’da kullanilan primer ve problar

Her reaksiyon 30 mikrolitre (ul) karisim ve 20 pl DNA ile gerceklestirilmistir.

Karisim icerigi (Toplam Hacim 30 ul )

2X TagMan DNA MESEEN MIX....ceveueuiriririereresineeeeseme e sese s sssese e e sese s sesese s senens 25 pl
Primer/probe mix (10pmol/50 pl sense primer, 45pmol/50 pl antisense primer,

SPMOI/S0 P PrOD)....eeceieseeeeeeie ettt 1l
DISHIE SU ettt et b bbbt 4ul

5.2.3 Sekans PCR

Sekans PCR icin Sarantis ve arkadaslarimn.(52) ¢calismasina gore tasarlanmis olan, hekzon

geninin HVR-7"yi de iceren 605-629 nikleotidlik bir bolgesini hedef alan primerler kullanld:.

“PCR Gene Amp PCR System 9700” (Applied Biosystems) cihazinda gercgeklestirildi.
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Oncul Ad Tip Dizi Referans
AD1 Sense CTGATGTACTACAACAGCACTGGCAACATGGG 52
AD2 Antisense GCGTTGCGGTGGTGGTTAAATGGGTTTACGTTGTCCAT 52

Tablo 5 : Sekans PCR’dakullanilan primerler

Her reaksiyon 40 pl karisim ve 10 pl DNA ile gerceklestirildi.

Kanisim icerigi (Toplam Hacim 40 ul)

10X tamMPON (QIBOEN).......cueueueereeieieee st es et eb et er e e et se bbbt n s en s 5ul

25 MM IMOCL 2 ..ttt eb et ee e e bbbttt s en e 2ul

SOX ANTPKarisimi (ROCNE) ........ccoueuiiririieiresirieteee et 1

Prmer L(20DM0N) ....veuiieeeeieieee ettt 1

Prmer 2(20DM0N) .....coiiieeeeieee sttt 1

Hot start DNA polimeraz (QIB0EN) .......ceourreeeieiieeeiesesessiere s es e sese s ene s 05 ul

DISHIE SU .ttt bbbt 29.5ul

Reaksiyonun Ist D6ngusi

95°C’ de 15 dakika 6n denatiirasyon

95°C’ de 1dakika denattirasyon
52°C’de 1 dakikabirlesme
72°C'de 1 dakikauzama

72°C’ de 10 dakika son inkiibasyon

> 40 dongu
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5.2.4 PCR Urinlerinin Jel Elektroforezi ile Gor tintlilenmesi

10 pl PCR drund ticari olarak satin alinan, etidiyum bromir iceren %2’ lik agaroz jelde (E-
Gel, Invitrogen) elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonunda ultraviole transilluminatrde

fotografl anarak bant olusumu degerlendirildi

RN ERERFR TR LR LR

- - - - - - -

Sekil 8: Baz1 orneklerden elde edilen PCR sonuclarinin jel elektroforez gorintisi. 91-102 no’lu

orneklerde ve pozitif kontrolde beklenen yaklasik 620 bazlik amplikon goruntilendi.

5.2.5 Sekans Reaksiyonu

Sekans resksiyonu sekans PCR’daki primerler kullamlarak, “Gene Amp PCR System
9700" (Applied Biosystems) cihazinda gerceklestirildi.

Her reaksiyon 10 pl karisim ve 1 pl PCR truint ile gercgeklestirildi.

Karisim Icerigi (Toplam Hacim 10 ul)

Big Dye Terminator v 3.1 reaksiyon karisimi (Applied BioSysStems)..........cooveererrrecenenes o 1ul
5X sekans tamponu (APPlEd BIOSYSIEM) ........cvriieeiireeeee e 15ul
PrMEN ([ 5PMOL) ettt en e e 1l
DISHHIE SU .ttt bbbt 6.5 ul

Uriinler “ Performa Short Plate (Edge Bio)” ile saflastirildiktan sonra, amplikonlar direkt ve
iki yonlu olarak “ABI Prism 3130X Genetic Analyser” cihazinda sekanslandi.
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5.2.6 Sekans Analizi

Elde edilen DNA dizileri “DNASTAR Lasergene 8" programi ile andliz edilerek, “Clustal
W Multiple Alignment” yontemi ile hizalandi. Filogenetik agaclar Sarantis ve ark.(52)
caligmasindan segilen referans diziler ve GenBank’tan elde edilen diziler ile “neigbour-joining’

metodu (Treecon, v1.3b) kullanilarak cizildi. Filogenetik agaglarin guvenilirligi 1000 tekrardan
olusan” bootsrap” testi ileincelendi.
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6. BULGULAR

6.1 Kantitatif Gergek Zamanh PCR Sonuclari

Secilen 101 drnegin tumunde kantitatif gergek zamanli PCR ile adenovira DNA pozitif
bulundu. Orneklerin Ct degerleri 15,42 ile 32,2 arasinda idi (ortalama: 22,81 +4,66). Genotip 4
saptanan orneklerin ortalama Ct degeri 20,1376 (+ 3,44926) iken genotip 8 saptanan 6rneklerin
ortalama Ct degeri 23,3894 (+4,38820) bulundu. Genotip 4 ve 8 saptanan rneklerin Ct degerleri
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Mann-Whitney U Test, P<0,001).

6.2 Sekanlama Sonuglari

Caisilan orneklerde filogenetik analize gore 3, 4, 8, 11, 19, 22 ve 37 olmak Ulzere yedi
farkli adenovirus genotipi sgptandi. Genotiplerin saptanmasinda sekil 9'da gosterilen filogenetik

agac kullamld.
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Sekil 9: TREECON (versiyon 1.3b) programu ile
“neighbor  joining” metodu  kullanilarak,
amplikonlarin nikleotid sekandar: ile cizilmis
filogenetik aga¢c. Prototip suslar  serotip
numaralart ile gosterilmistir. Klinik izolatlar
ornek numaras: ve izole edildikleri ay / yil ile
gosterilmistir.
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Genotip 8, en sik saptanan genotip olup, 101 drnegin 67’ sinde (%66.3) bulundu. Genotip 4,

25 0rnek (%24.7) ileikinci siradayer alirken diger 5 genotip (3, 11, 18, 22 ve 37 ) drneklerin

%8.9'undan izole edildi (Grafik 1).

cenotiplerin toplam savilar:
a0
70

7
alk
abh -
a0
30 15 ®m toplam sayi
20 |
10 14 2 1 1 1

genotip genctip gendotip genotip genotip penttip genotip
3 il 2 11 14 a2z a7

Grafik 1: Saptanan adenovirus genotiplerinin toplam sayilari

Caismamiza dahil edilen 6rneklerin ait olduklar: 5 yilda, genotip 4’'Un en sik rastlandig:

2008 yil1 disindaki tim yillarda genotip 8 en sik saptanan genotiptir. ilk yillarda saptanan

adenovirus genotipleri gesitlilik gosterirken, yillar icinde bu gesitliligin giderek azaldigi goruldu

ve 2010 yilinda bir 6rnek disindatim érneklerde genotip 8’ e rastland: (Grafik 2).
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Yillara gore genotip dagilimi

120
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Grafik 2: Saptanan adenovirus genotiplerinin yillara gore dagilimu

Orneklerin %91’ inde saptanan genotip 4 ve 8' e 2006, 2007 ve 2010 yillarinda en sik
ilkbahar aylarindarastlandi. 2009 yilindaizolasyonlarin yaklasik yarisi (11/23, %47.8) yaz
aylarinda, 6zellikle de Haziran ayindayapildi (Tablo 6).
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2006 2007 2008 2009 2010
tip-4 tip-8 | tip-4 tip-8 | tip4 tip-8 | tip4 tip-8 | tip-4 tip-8
Kis 0 1 1 1 1 0 0 5 0 9
TIkbahar 3 10 3 2 4 0 2 2 0 13
Yaz 0 2 0 3 3 0 4 7 1 4
Sonbahar 0 0 0 0 1 4 0 3 0 0

Tablo 6: Genotip 4 ve 8'in yillara ve mevsimlere gore dagilimi

(Kis:

Aralik-Ocak-Subat,

Sonbahar: Eylul-Ekim-Kasim )

fikbahar: Mart-Nisan-May:s,

Yaz: Haziran-Temmuz-Agustos,
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. TARTISMA

Adenovirudar tim dinyada viral keratokonjonktivit etkenleri arasinda ilk sirada yer
amaktadir. Adenoviral keratokonjonktivitler, sporadik enfeksiyonlar veya toplumda, g0z
kliniklerinde, yatakl1 servislerde hizla yayilan ciddi salginlar seklinde gorulebilirler. Sonugta, bu
enfeksiyonlar, hastalarin uzun sire is yada okuldan uzak kalmasina, kalict kornea hasarina ve
hastanelerde meydana getirdikleri salginlarla maddi ve manevi problemlere neden olabilirler (78).
Tdm bu nedenlerle adenovira keratokonjonktivitlerin hizli bir sekilde tamnmasi, olusabilecek
salginlara hazirlikli olunmast ve gerekli enfeksiyon kontrol Onlemlerinin alinarak yayilimin
engellenmesi hem toplum saghigi hem de hastane enfeksiyonlari agisindan buytk ©6nem
tagimaktadir (79, 80).

Epidemiyolojik caismaar, toplumda dolasan adenovirus genotiplerinin belirlenmesi ve
salginlarin mevsimsel Ozelliklerinin saptanmast konusunda veri saglayarak saginlara iliskin
Onlemlerin alinmasina yardimer olmaktadir. Japonya ve Amerika gibi bazi tlkelerin bu konuda
ulusal siirveyans programlart bulunmaktadir (81-83). Bunun yaninda 6zellikle son yillarda, tim
dunyadan okuler adenovirus enfeksiyonlarinda saptanan genotipler ileilgili molekuler galismalart

iceren bircok yayin yapilmustir (32, 84, 85).

Turkiye' de keratokonjonktivite neden olan adenovirus genotipleri ile ilgili sinirl1 sayida
¢alisma bulunmaktadir. Yagc: ve arkadaslarinin (86) 2003-2004 yillarinda toplanmis dokuz adet
olguya ait calismasi ile Ersoy ve arkadaslarinin (87) neonatal yogun bakim tnitesinde meydana
gelen adenoviral konjonktivit salginina iliskin 14 olguya ait sekans andizi bu alandaki nadir
yayinlardir.

Caismamizda, 2006-2010 yillar1 arasinda merkemizdeki adenovira keratokonjonktivit
prevalanst ve genotip dagilimn sgptanmustir. Calismamiz, ornek sayisi ve incelenen yillar
bakimindan Turkiye' de adenovira keratokonjonktivitler konusunda bugtine kadar yapilmis olan
en kapsamli caligmadir. Yaklasik bes yillik bir donemde (Ocak 2006 — Agustos 2010) viral
etiyoloji 6n tanist ile incelenmesi istenen 488 konjonktival struntl 6rneginin yariya yakininda
(n:213, %43.6) adenovirus DNA’s1 pozitif bulunmustur. Adenoviruslar, cesitli Ulkelerde yapilan
caigmalarda da vira keratokonjonktivit etkenleri arasinda ilk sirada yer amaktadir (1, 81).
A.B.D’nin Florida eyaetinde vira okuler enfeksiyonlar: inceleyen bir calismada, 1987 — 2001
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yillart arasinda toplanan 1964 o6rnekte konjonktivadan izole edilen vira etkenler arasinda
adenoviruslann ilk sirada yer aldigi (%66) saptanmistir (88). Japonya nin ulusal surveyans
programinda yer adan 2007 — 2011 yillarn arasindaki raporlara gore de, adenoviruslar EKK
etkenleri arasindailk sirada gelmektedir (89).

Cdismamizda adenoviral DNA pozitif saptanan orneklerin yaklasik yarist (n:101)
randomize olarak secilerek sekans andlizi ile genotiplendirilmistir. Genotip 8 en sik saptanan
(%66.3) genotiptir. ikinci ve tclincli en sik sgptananlar ise sirasi ile genotip 4 (%24.7) ve genotip
3 (%4) olmustur (Grafik 1). Literatirde goz enfeksyonlarina neden olan adenovirus genotiplerine
iliskin calismalarda ulkeler, bolgeler ve yillar arasinda farkliliklar gorulmekle birlikte en sik
rastlanan genotipler 3, 4, 8, 19 ve 37'dir (3, 90). Calismamizin bulgular: bu veriler ile uyumludur.
Bu tipler arasinda. genotip 8, 1959 yilinda ilk izole edildiginden beri EKK’e neden olan temel
gandir. Konjonktival epitele olan tropizmi daha fazladir ve ciddi klinik, patolojik bulgulara
neden olmaktadir (85). Bu genotipin toplumda sebat ettigi, okiler muayene araclan ile
tasinabildigi ve bircok Ulkede sporadik veya nazokomiyal salginlara neden oldugu bildirilmistir
(91-96).

Japonya ulusal slirveyans programinin 2005-2006 verilerine gore adenoviral EKK etkenleri
arasindatip 2, 3, 4, 8, 11, 19 ve 37 ye rastlanmis; 3 ve 8'in baskin oldugu bildirilmistir (89) Aym
yillar arasinda Tokyo’ dan yapilan bir ¢alismada genotip 3, 8 ve 11’in en ¢ok saptanan genotipler
oldugu rapor edilmistir (97). Meksika dan 2005-2006 (84) ve Norveg'ten 1989-1996 yillar
arasindaki adenovira olgulart degerlendiren (32) caismaarda degisik genotipler saptanmus,
salginlar sirasinda ise genotip 8'in baskin oldugu bildirilmistir. Macaristan’dan 2006 yilinda
genotip 8'in neden oldugu bir salgin bildirilmistir (98). Suudi Arabistan’da 2002-2007 yillari
arasinda toplanan 65 ornegin incelendigi ¢calismada genotip 8 6rneklerin %67’ sinde saptanmustir
(99). Ulkemize cografi agidan yakin olan Yunanistan'in Selanik sehrinde, 1998-2000 yillar
arasinda sporadik vakaardan izole edilen 10 adenovirus un 4’ inde genotip 8'e, 4'tinde genotip
4'e rastlanmistir (85). Ayni ¢calismada 2002 yilinda meydana gelen bir sagin sirasinda izole
edilen 19 adenovirusun 18'inin genotip 8 oldugu belirlenmistir. TUm bu ¢alismalar daha 6nce de
belirtildigi gibi yillar ve Ulkelere gore genotiplerin degisebildigine fakat salginlarda siklikla
genotip 8'e rastlandigina dikkat cekmektedir. Genotip 8, ¢calismamizda 2008 yili1 disinda tim
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yillarda en sik rastlanan genotip olmus; 2010 yilinda izole edilen 27 Ornegin 26’sinda
saptanmustir. Bu veriler, merkemize basvuran olgular agisindan, 2010 yilinda genotip 8'e bagl
bir sdgin yasancigim dustndirmektedir. Ulkemizden Yagci ve arkadaslarinin Ankara da
yaptiklar ¢alismada dokuz drnekte genotip 3, 4 ve 8'e rastlanmis ve genotip 8'in baskin oldugu
bildirilmistir. Maatya dan bir neonatal yogun bakim unitesindeki salgina ait 16 drnegin, 15’inde
adenoviral DNA pozitif bulunmus; bunlardan 14’'Unin genotip 8 oldugu belirlenmistir .Az
sayidaki ornekle ve sinirli bir bdlgede yapilmis olan bu ¢alismalardan tlkemizle ilgili ¢ikarimlar
yapmak mimkin degildir. Ulkemiz yada bolgemizdeki populasyonda dolasan adenovirus
genotiplerini ve varsa salginlar belirleyebilmek icin daha kapsamli galismalaraihtiyag vardir.

Caismamizda tip 4, drneklerin %24.7'sinde saptanarak ikinci en sk saptanan genotip
olmustur. Genotip 4 adenoviral konjonktivitlerde sik rastlanan bir gandir ve Asya, Avrupa ve
Avustralya’ dan salginlar rapor edilmistir (100-102).

Caismamizdaki genotiplerin yillara gore dagilimina bakildiginda 2006 ve 2007 yillarinda
genotip 8 baskin olmakla birlikte, genotip ¢esitliligi oldugu belirlenmistir. Genotip 4’ Gin oraninin
2006 yilindan itibaren giderek arttigi, 2008 yilinda baskin tip haline geldigi, izleyen yillarda ise
oramnin giderek azaldigi gozlenmistir. Genotip 8 ise genotip 4'Un baskin oldugu 2008 yil1
disindaki tim yillarda en sik izole edilen genotip olmus, 2010 yilinda ise bir 6rnek disinda tim
izolatlarin genotip 8 oldugu gorulmistir. Bu veriler genotip 8'in toplumda sebat ettigi ve zaman

zaman hastane ve / veya toplum kaynakl1 salginlar yaptig: bilgisini destekler niteliktedir.

Caismamizda elde edilen genotip 4 ve 8 dizileri ile, “ GenBank” da bulunan, diinyanin farkl1
bolgelerinden ve konjonktival drneklerden elde edilmis genotip 4 ve genotip 8 dizilerinin
iligkisini arastirmak amaciyla filogenetik degerlendirmeler yapilmistir (sonuglar sunulmamustir).
Ancak calismadaki hedef bolge olan hekzon geninin HVR-7 bdlgesini iceren viral DNA
fragmanina ait dizilerin bu tdr bir incelemeye izin verecek yeterli farkliliga sahip olmadig:
gorulmustdr. Mizuta ve ark. yaptiklart ¢calismada, HVR'lerin serotipe 6zgl korunmus bdlgeler
oldugunu belirlemisler ve bu bolgeleri “serotip-spesifik bdlgeler” olarak isimlendirmeyi
Onermislerdir (103). Bu veriler 1s131nda, bu gen bolges kullamlarak bir salgin andizi de
yapilamayacag1 ongorulebilir.
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Caismamizda kantitatif bir yontem ve buna uygun ornek tipi kullanilmamasina ragmen, en
sik saptanan genotip 4 ve 8 6rneklerinin ortalama Ct degerleri karsilastirilarak viral yik hakkinda
bilgi edinilmeye calisilmistir. Genotip 8 Orneklerine ait ortdlama Ct degerleri, genotip 4
orneklerine ait ortalama Ct degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek
bulunmustur. Aradaki fark 3.2 Ct olup, yaklasik 1 loglO kopya/ml’ye karsilik gelmektedir.
Literatirde keratokonjonjoktivit 6rneklerinde genotip-vira yuk iliskisine ait bilgi bulunmamakla
birlikte, genotip 8'in daha bulasici ve patojen oldugu bildirilmistir. Bu nedenle genotip 8
saptanan drneklerde daha yuksek vira yuk olabilecegini 6ngdérmis olmamiza ragmen verilerimiz
bu hipotezi desteklememistir. Bunda calismamin yontemine iliskin eksiklikler rol oynams
olabilir.

Caismamizda orneklerin %91’inde saptanan genotip 4 ve 8e 2006, 2007 ve 2010
yillarinda en sik ilkbahar aylarinda rastlanmigtir. 2009 yilinda izolasyonlarin yaklasik yarist
(%47.8) yaz aylaninda, Ozellikle de Haziran ayinda gerceklesmistir (Tablo 7). Mevsimsel
patternlerin viral serotiplere ve ¢alisma grubuna bagli oldugu bildirilmekle birlikte, Florida da
adenoviral konjonktivitlere en gok yaz ve sonbahar aylarinda rastlandigi rapor edilmistir (88).
Japonya dan yapilan ¢alismalarda ve ulusal stirveyans programinin raporlarinda degisik veriler
olmaklabirlikte enfeksiyonlarin daha cok bahar ve yaz aylarinda oldugu gorulmektedir (97, 104).
Calismamiz bu verilerle benzer sonuclar vermis, enfeksiyonlar yil boyu saptanabilmekle birlikte
agirlikli olarak bahar ve yaz aylarinda goralmustur.

Sonug olarak, calismamiz Turkiye'deki adenovira g0z enfeksiyonlar ile ilgili olarak
yapilmis olan ilk kapsamli ¢alismadir. 2006-2010 yillarina ait 101 drnegin incelendigi ¢alismada
genotip 8'in baskin oldugu, onu genotip 4'tn izledigi gorilmustir. Saptanan diger genotipler ise
3, 19, 22 ve 37'dir. Caismamizin kisitliliklar:, 6rneklerin izmir de tek bir merkezden toplannus
olmast ve hastaneye basvuran olgulart degerlendirmesidir. Bdlgemiz ve Ulkemizdeki
adenoviruslara bagli g0z enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi hakkinda bilgi edinmek icin daha
kapsamli ¢alismalara gereksinim vardr.
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