AKUT SOLUNUM YOLU ETKENLERININ
TANIMLANMASINDA YENI BIR YONTEM:
VIRAL SOLUNUM YOLU PANELI

Akut solunum yolu infeksiyonlari, her yil
tiim diinyada infeksiyon hastaliklarina bagli
morbidite ve mortalitenin en sik etkenidir.
Bu infeksiyonlarin yaklasik %801 virus
kaynaklidir. Hastalik tiim yas gruplarinda
gortilebilir, ancak ¢ocuklarda erigkinlerden
daha sik goruliir (1). Yasamin ilk yilinda,
yaklasik %630 oraninda infant, akut solunum
yolu infeksiyonu gecirmektedir. Bu oran
okul ¢ocuklugunda %5-10’a, saglikl:
erigkinlerde %5’e inmekte, yaslilikta tekrar
%17’ye yiikselmektedir (2). Viruslarin yol
agtig1 rinit, farenjit, larenjit gibi tist solunum
yolu infeksiyonlarina sekonder olarak otitis
media, astim ataklari, bronsit, bronsiolit,
pnomoni gibi komplikasyonlar
gelisebilmektedir. Klinik tablo belirsiz
infeksiyondan dlimcil infeksiyona kadar
degisebilir. Tiim diinyada akut solunum
yolu infeksiyonlar: infant ve ¢ocuklarda
hospitalizasyonun en onemli sebebi iken,

gelismekte olan iilkelerde ozellikle

pnomoniye bagli 6liim orani 5-10 kat daha
fazla bildirilmektedir (1). Diinya Saglik
Orgiitii 5 yas altindaki cocuk 6liimlerinin
yaklagik %20’sinin alt solunum yolu
infeksiyonlar1 sebebiyle oldugunu rapor
etmistir (3). Cok geng ve ¢ok yasli kisilerde,
bagisiklik sistemi baskilanmis olanlarda,
altta yatan kronik kardiyak ve pulmoner
hastalig1 olanlarda siklikla pnémoni ve buna
bagli olarak solunum yetmezligi
gelismektedir. Viral solunum yolu
infeksiyonlarina sekonder olarak %30-40
oraninda ortaya ¢ikan bakteriyel siniizit,
otitis media ve pnémoni ataklari, morbidite
ve mortaliteyi 6nemli oranda artirmaktadir.
Ust solunum yolu infeksiyonlar: (USYT),
okuldan devamsizlik, ¢cok sayida saglik
merkezine bagvuru, gereksiz antibiyotik
kullanimi gibi 6nemli sosyal kayiplara yol
agmaktadir. Viral tst solunum yolu
infeksiyonlarinin siklikla olusturdugu akut

otit tablosu, en sik antibiyotik kullanimina




neden olan klinik tablodur (1). Bu nedenlerle
akut solunum yolu infeksiyonlarinda dogru

etkeni saptamak ¢ok 6nemlidir.

Dogru tani ile;

1. Hastada uygun antiviral ila¢ kullanimini
saglar. Ornegin influenza infeksiyonlarinda
“oseltamivir” tedavisine erken baglamak
hastaligin komplikasyonlarini 6nlemekte
cok onemlidir. Ayn: zamanda gereksiz

antibiyotik kullanim: da engellenmis olur.

2. Saptanan virus i¢in kullanilabilecek uygun
antiviral ajan olmasa da, tani koymak i¢in
gereksiz test yapilmasini engeller, maliyeti

disiirir.

3. Hastalik etkeni olarak dolagan viruslarin

saptanmast toplum saglig: politikalarinin

dogru organizasyonunu saglar.

4. Etkeni belirlemek, cogunlukla damlacik
yoluyla ve ¢ok hizli yayilan viruslara kars:
uygun kontrol ve korunma programlari
belirleyerek, nosokomiyal salginlarin

onlenmesini saglar.

ut Solunum Yolu eni
Olan Viral Patojenler

Klinik a¢idan 6nemli viral respiratuvar

etkenler tablo 1’de goriillmektedir.

Influenza, tek sarmallit RNA virusudur. Kis

aylarinda ortaya ¢ikan salginlarda akla gelen

Tablo 1. Klinik a¢idan 6nemli viral respiratuvar etkenler

Adenoviridae Mastadenovirus | Human adenovirus Farenjit, pnomoni, gastroenterit, konjuktivit
C id Coronavirus Human coronavirus’lari, | Soguk alginligi, Ciddi akut respiratuvar
oronaviridae .
SARS coronavirus’lari sendrom (SARS)
Influenza A virus | Influenza A, Grip, bronsiolit, pnomoni
Orthomyxoviridae Avian Influenza A
Influenza B virus | Influenza B Grip
Metapneumovirus, Human Farenjit, bronsit, pndmoni
metapneumovirus
Pneumovirus Human respiratuvar Krup, bronsiolit, pnomoni
o sinsisyal virus (RSV) (6zellikle yenidogan ve cocuklarda)
Paramyxoviridae
Respirovirus Human parainflunza Krup, nonspesifik iist solunum
virus tip 1,3 yolu infeksiyonlari, bronkopnémoni
(6zellikle gocuklarda)
Rubulavirus Human parainfluenza Krup, farenjit ve soguk alginlig:
virus tip 2,4 (6zellikle cocuklarda)
Bocavirus Human bocavirus Brongiolit, pnémoni gibi cesitli
Parvoviridae respiratuvar infeksiyonlara yol agtig1
diistiniilmektedir.
Picornaviridae Rhinovirus Human rhinovirus A ve B | Soguk alginlig:




ilk etken olmalidir. Ust solunum yolu

infeksiyonu sonrasinda hastalarin %20’sinde
pnomoni gelisir. Genellikle yaglilari
etkileyen pndomoni yapar. Hastalarin
%80’den fazlasi 65 yasin iizerindedir.
Cocuklarda, kronik hastaligi olan, immun
sistemi baskilanmis, kardiyak ve pulmoner
hastalig: bulunan kisilerde pnémoniye

dontigme orani yiiksekeir.

Respiratuvar sinsisyal virus (RSV),
yenidogan ve ¢ocuklardaki en sik viral
pnomoni ve brongiolit etkenidir. Hastaneye
yatan ¢ocuklardaki viral pnémonilerin dortte
birinden, ti¢ yas alt1 pnomonilerin ise
yarisindan sorumludur. Ancak o6zellikle
yaslilar ve bagisikligi baskilanmig hastalar
olmak iizere, erigskinlerde de patojen olma
ozelligi giderek daha iyi anlagilmaktadir.
Kis ve bahar aylarinda lokal epidemiler
yapmaktadir. Aile icinde ve kreglerde kisiden
kisiye bulasabildigi gibi, nozokomiyal
salginlar da bildirilmektedir. RSV'nin A ve
B olmak tizere iki alt grubu vardir. Tip A
daha agir seyreden infeksiyonlara neden

olur.

Parainfluenza virus yenidogan grubunda,
hastaneye vyatis gerektiren wviral
pnomonilerde RSV’den sonra ikinci
sikliktaki patojendir. Parainfluenza tip I ve
tip II” ye bagli epidemiler bahar aylarinda
saptanir. Ozellikle PIV 1 ve 3 siklikla kiiciik
cocuklarda gozlemlenen bir alt solunum
yolu infeksiyonu olan laringotrakeobronsitin
(Krup Sendromu) en sik goriilen etkenidir.
Eriskinlerdeki viral pnomonilerin

%15’inden parainfluenza virusu sorumludur.

Herpes simplex virus, 6zellikle bagisiklig:

baskilanmis hastalarda pnémoni etkeni

olarak saptanmaktadir.

CMV, toplum genelinde yaygin, belirtisiz
infeksiyon yapar. Ancak %6 oraninda
pnomoni gelisebilir. Ancak kemik iligi
transplantasyonu, organ transplantasyonu
yapilan ya da HIV pozitif hastalardaki

pnomonilerin dortte biri bu etkene baglidir.

VZV’niin primer infeksiyonu varisella
(sucicegi) dir. Ancak varisella sonrasi %5-

14 oraninda pndémoni gelisebilir.

e
Yeni Tamimlanms

Viral Etkenler

1990’ 11 yillardan bu yana viroloji alaninda
molekiiler testlerin yardimiyla pek ¢ok
gelisme kaydedilmigtir. Nikleik asit
amplifikasyon yontemleri, akut solunum
infeksiyonuna neden olan bir¢ok yeni
solunum iligkili virus saptanmasina olanak
saglamistir. Bunlardan bazilar:
metapneumovirus, ciddi akut respiratuvar
sendrom-coronavirus (SARS-Cov),
coronavirus Hollanda (HCoVNLG63),
coronavirus-Hong Kong (HCoV-HKU1),
bocavirus, adenovirus AD14, kus iligkili
influenza A HSN1, H7N7, H7N3, domuz
kaynakli influenza A (H1N1), Hendra ve

Nipah viruslaridir (1).

Human metapnomovirus (HMV), ilk olarak
Hollanda’da 2001 yilinda tanimlanmus,
paramiksovirus ailesinden tek sarmall1 bir
RNA virusudur. RSV’ye benzer bir klinikle
seyreder, cocuklarda bronsiolit, pndmoni
ve iist solunum yolu infeksiyonlarina neden

olur. Cogunlukla erken ¢cocukluk doneminde



gecirilir. Hong Kong’da alt solunum yolu
infeksiyonu sebebiyle hastaneye yatirilan
hastalarin izlendigi 2003 tarihli bir
calismada, % 6 HMV, % 8 RSV, % 8

influenza etken olarak saptanmigtir (4).

Coronaviruslar, ilk defa USYE etyolojisini
caligsan aragtirmacilar tarafindan tespit
edilmistir. Ilk basta iki ana serolojik grup
tanimlanmigt1; 229E ve OC43, daha sonra
2003’de SARSCoV, 2004’de Coronavirus
NLG63 ve 2005’de Coronavirus HKU1
bulundu. SARSCoV Kasim 2002-temmuz
2003 arasinda 8000 kisiyi infekte ederek,
32 tilkede 800 kisinin dliimiine yol agmustir.
Cocuklarda, 6zellikle 12 yag altinda daha
hafif SARSCoV

infeksiyonunun, ategli bir alt solunum yolu

seyredebilen

infeksiyonu olarak basladigi, bunu izleyen
3-7 giin icerisinde dispne ve okstirtigiin
ortaya ¢iktig1 ve bu evreden sonra siddetli
solunum vyetmezligi gorildigu
bildirilmigtir. Cocuk ve ergenlerde bu virusa

bagl: 6lum bildirilmemistir (1).

Coronavirus NL63 USYI ve ASYT'larinin
%1.7-9.3 tinde
bildirilmektedir. Coronavirus HKU1 ise
%1-3.1

infeksiyonuna neden olmaktadir (1).

etken olarak

oraninda solunum yolu

Adenovirusun insana 6zgii 51 serotipi vardir,
ancak siddetli seyreden hastalik tablosunun
cogunda tip 3, 4 ve 7 etkendir. Siklikla
farenjit, adenit ve konjunktivit etkenidir.
Pnomoni daha enderdir, ancak nekrozitan
bronsit/bronsiyolit yapabilir. Adenovirus
ADI14’{in, Kastm 2007’ de ABD’nin dort
eyaletinde ciddi infeksiyona yol agtig:
bildirilmigtir (1).
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Infeksiyonlarina Yol Acan
Viruslarin Tamimlanmast

Klinik olarak viral pnomonileri ayirt etme
olanagi yoktur. Ancak 6zellikle epidemiler
sirasinda viral pnomonileri akla getirmek
gerekir. Viral etkenleri belirlemek icin

cesitli yontemler gelistirilmistir.

1. Viral kiiltiir
2. Sitolojik degerlendirme
3. Immunolojik testler

4. Molekiiler yontemler

Viral kiiltiirler etkenin varligini ve tiiriini
kesin olarak ortaya koyar. Viral etkenlerin
identifikasyonunda ge¢misten giiniimiize
“altin standart” olarak bildirilmektedir (5,
6,7,8). Hiicre kiiltiirtinde sitopatik etki ya
da influenza i¢in embriyonlu tavuk
yumurtasinda hemadsorbsiyon
gozlemlenerek tani konur. Ancak kiilttirdeki
sitopatolojik etkinin saptanmasi giinler,
haftalar boyu siirebilir, kiiltiiriin devamliligi
olmayabilir. Kiltir pozitifligi viral
infeksiyon i¢in tanisal olsa da duyarlilik
disuktiir. Pozitif sitopatik etki
saptandiginda pasajlar alinarak,
subkiiltiirlerle konfirme edilmesi gerekir.
Ne var ki, bu yontem zahmetli, zaman alan

ve pahali bir yontemdir (1,5).

Sitolojik ve histopatolojik degerlendirme
icin solunum vyolu sekresyonlari,
bronkoalveolar lavaj sivisi, akciger doku
ornekleri kullanilir. Orneklerde inkliizyon
cisimcikleri aranir. Genel olarak DNA
viruslar: intraniikleer, RNA viruslar: ise

sitoplazmik inkliizyon cisimciklerine neden



olur. Inkliizyon cisimcikleri viral

infeksiyonlar i¢in tanisal olsa da duyarlilig1
diisiiktiir. Inkluzyon cisimciginin

goriilmemesi taniy1 ekarte ettirmez (1,5).

Immunolojik testler antijen ve antikor
saptama amagcli gelistirilmistir. Antijen,
dogrudan hastadan alinan 6rneklerde aranur.
Testler immunfloresans (IFA), enzim
(ETA) vya da

immunokromatografik yontemlerle 2-3 saat

immunoassay

icinde sonug¢ verebilir. Duyarlilik ise
kullanilan yonteme gore degisebilmektedir.
IFA duyarliligi RSV ve influenza i¢in %87-
93, adenovirus ve parainfluenza i¢in %51-
67 olarak bildirilmektedir (5). Son yillarda
gelistirilen immunokromatografik
yontemlerle RSV, Influenza A ve B
viruslarinin antijenleri ¢ok hizli bir sekilde
saptanabilmektedir. Bu yontemler 6zellikle
salgin zamanlarinda hizli tani koyabilmek
icin tercih edilmektedir. Genel olarak
antijen saptama testlerinin duyarlilig: viral
kiiltiirlerden daha dusiikeiir. Buna kargilik
antijenler, kiiltlirde tiremenin artik
saptanmadigi donemlerde, haftalar sonra
bile saptanabilmektedir. Uygulamadaki
pratiklik ve sonug alma stiresinin kisa olusu
sebebiyle viral kiiltiirlere tercih

edilmektedir.

Antikor testlerinin de tanisal 6nemi
biiytiktiir. Ancak antikor yanitinin olugmasi
ve antikor titresinin artiginin saptanma
koymay1

gerekliligi hizlt tan:

gliclestirmektedir (1).
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), bir gen

amplifikasyon yontemidir; tani koymada

yitksek duyarlilik ve 6zgiilluge sahiptir.

Kisa zamanda tani konulabilmesi bir diger
avantajidir. Konvansiyonel yontemlerle
gosterilemeyen rinovirus, coronavirus,
metapneumovirus gibi solunum sistemi
viruslart RNA sekanslama gibi PCR
yontemleri ile tanimlanabilmektedir. Viral
genom lzerinde odaklanarak, molekiiler
yontemlerin 6zgiilligii ve duyarlilig: 6nemli
ol¢tide artirilmaktadir. RNA viruslari i¢in
kullanilan temel amplifikasyon teknigi, ters
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR)’dur. Teorik olarak bu teknik 24
saat i¢inde tek bir virus tespit etme
ozelligine sahiptir. Amplifikasyon
sekanslamasi reaksiyon tamamlandiginda
durdurulabilir ya da real-time PCR ile
sekanslama siirdiiriilebilir. Real-time PCR

virusun kantitasyonunu saglayabilmektedir

(1,5).

Viral solunum yolu infeksiyonlarinin
tanisinda molekiiler testler biiyiik ilerleme
gostermistir. Niikleik asit amplifikasyon
testleri (NAAT) non-niikleik asit bazli
testlerden daha duyarlidir. Artmig duyarlilik
infekte olan hastalarin tanisinin daha hizl
ve dogru konulmasini saglar. Ozellikle
infeksiyon seyri sirasinda, virus
konsantrasyonunun daha diisiik oldugu
asamalarda, konvansiyonel yontemlerle
etken saptanamayabilir. SARS, kus gribi
HS5N1 gibi yeni viral etkenler ortaya
¢iktiklarinda potansiyel pandemi riski
olusturmuglardir. Bu durumlarda niikleik
asit amplifikasyon testleri etken olan ajani
belirlemede ve izlemede 6nemli rol

istlenmiglerdir. Gelecekte de 6nemlerini

siirdiireceklerdir (6).
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Yeni Bir Yontem : Multiplex PCR Testleri

Solunum yolu viruslar tespitinde kullanilan
NAAT leri

etkilenmektedir. Fazla ya da az miktarda

pek c¢ok faktorden

ornek ekstraksiyonu sonugta 6nemli
tarkliliklar yaratabilir, bu sebeple hangi
ozellikte ve ne kadar 6rnek alinacaginin iyi
belirlenmis olmast gerekir. Solunum yolu
viruslart RNA virusu ve DNA viruslarina
gore daha sik mutasyona ugradiklari igin,
yeni serotip ve genotipler a¢iga ¢iktiginda
belirlenmis oligoniikleotid primerleri veya
problari yeterli olmayabilir. Bu nedenle
tim NAAT testleri i¢in gegerli suglarin
kullanilmas: saglanmal: ve diizenli olarak
izlenmelidir. Ornegin influenza ile infekte
olan bir kisinin 6rneginde RT-PCR
sonucunun negatif saptanmasi, gerekli

onlemlerin alinmasini engelleyerek,

nosokomiyal salginla kargilagma riskine yol
a¢cmaktadir. Ayni zamanda viral solunum
yolu hastaliklari birden fazla etkenle
meydana gelebilmektedir. Bu durumlarda
tek etkeni belirleyen uniplex PCR testleri
ile tan1 koymak maliyet artisi ve zaman
kaybina yol agmaktadir (5). Bu durum
immunfloresans ve EIA gibi konvansiyonel
yontemler i¢in de gecerlidir. Ayrica son
yillarda kesfedilen NL63, HKU1, HCoV
gibi viruslarin tanisinin konulmas: i¢in
heniiz gelistirilmig immunolojik yontemler

bulunmamaktadir.

Son yillarda gelistirilmis olan multiplex
PCR testleri ayni anda birden fazla solunum

yolu virusunu saptama 6zelligine sahiptir

(Tablo 2).

Tablo 2. Multiplex PCR yontemi ile saptanabilen viral solunum yolu viruslari

Human metapneumovirus RNA

Human adenovirus DNA

A PANELI

Human coronavirus 229E/NL63 RNA

Human parainfluenza 2 RNA

Human parainfluenza 3 RNA

Human parainfluenza 1 RNA

Influenza B virus RNA

Human coronavirus OC43/HKU1 RNA

B PANELI

Human rhinovirus A/B/C RNA

Human respiratory syncytial virus A RNA

Human respiratory syncytial virus B RNA

Influenza Paneli

Influenza B virus RNA

Pandemic HIN1 virus RNA

*Yintem 3 panelden olusmaktadyr, toplam 12 virus aranmaktadsr.



Bu yontem tek bir test ile rinovirus, RSV

gibi bilinen viruslarin yani sira yeni
kesfedilen viruslari da saptayabilmektedir.
Tek bir test ile tani koyabilmek maliyet ve
zaman agisindan 6nemlidir. Multiplex PCR
yonteminin gelistirilmesinden sonra yapilan
caligmalarda ayni anda iki ya da ti¢ etkenle
geligen viral solunum yolu hastaliklarinin
oraninin % 8-11 oldugu bildirilmektedir
(1). Ayn1 anda birden fazla virusun etken
oldugu respiratuvar viral hastaliklar,
ozellikle geng hastalarda gortilmektedir.
Birden ¢ok virusun etken oldugu
hastaliklarda klinik daha agir seyretmekete,
daha yiiksek ateg, daha uzun hastanede kalig
gerceklesmektedir (7). Multiplex PCR
testleri viral solunum yolu infeksiyonlarinin
epidemiyolojisini belirlemede dnemli
katkilar saglamaktadir. Viral etkenlerin
takip edilmesi mevsimsel 6zellikler, cograti
dagilim ve risk gruplarint belirlemeye
yardimci olmaktadir. Multiplex PCR
testlerinin kullanimi, klasik test
yontemlerine gore respiratuvar viruslarin
tanimlanmasint %30-50 oraninda artirmistir
(1). 2010 yilinda

bildirimine gore konvansiyonel yontemlere

Arens ve ark. nin

gore %35.3 fazla saptayabilmektedir (6).
Bu testlerin klinik performanslari, duyarlilik
ve ozgiilliikkleri konusunda siirekli yeni
caligmalar yayimlanmaktadir. Multiplex
PCR yontemininin 6zgiilligi % 96.7 ile
100 oraninda, duyarlilig: ise %95.1 ile
%100 oraninda bildirilmektedir (5,9,10,).
Sallene ve ark. respiratuvar viral solunum
yolu salginlarinda multiplex PCR
yonteminin immunfloresans ve uniplex PCR

yontemine gore daha duyarli, hizli tani

konulmasina uygun ve her bir viral etken
icin tek tek test yapilmas: gereken diger
testlere gore daha ekonomik oldugunu
bildirmislerdir (11). 2011 yilinda Ali ve
ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada konvansiyonel
yontemler yerine, RT-PCR yontemiyle
multiplex PCR yontemini kargilagtirilmigtir.
Bu c¢alismada her iki yontemin yakin
duyarlilikta oldugu, ancak multiplex PCR
yontemiyle metapneumovirus ve RSV, RT-
PCR yontemiyle ise influenza A virusunun

daha ¢ok saptandig: bildirilmistir (8).

Multiplex PCR yontemiyle calisilan viral
solunum yolu panelinde, semptomatik
hastalardan alinan nasal suriunti,
nazofaringeal aspirat, nazofaringeal siirtinti
ya da bronkoalveolar lavaj 6rneklerinde
caligtlmaktadir. Semptomlarin bagladig: ilk
glinlerde, yani viral yiikiin yiiksek oldugu
donemde testin ¢aligilmasi, saptanabilirlik

oranini yiikseltmektedir (7).

Molekiiler tan1 yontemleri, altin standart
kabul edilen “viral kiiltiir”, immunfloresans
ve EIA gibi konvansiyonel yontemlerin

yerini almaktadir.

Son on yilda kesfedilen 6 yeni virus
sebebiyle, respiratuvar viral hastaliklarin
tanimlanmasinda hassas ve 6zel testlere
gereksinim giderek artmaktadir. Yeni
respiratuvar viruslarin kesfedilmesine de
devam edilecegi bir gercektir. Multiplex
PCR yontemiyle caligilan viral solunum
yolu paneli, akut solunum yolu
hastaliklarinda hizli tani koymada

klinisyenlere 6nemli katkida bulunacaktir.
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