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KISALTMALAR

A549 : Insan alveoler bazal epitelyal hiicre kiiltiirii
AdV : Adenoviriis

BOS : Beyin omurilik s1vis1

CAR : Coxsackie-Adenoviriis reseptorleri
CD : Cluster of differantiation

cm : Santimetre

CPE : Sitopatik etki

DFA : Direkt immiinofloresan antikor

DNA : Deoksiriboniikleik asit

EIA : Enzyme immunoassay

ELISA : Enzyme linked immunosorbent assay
EM : Elektron mikroskopi

FITC : Fluorescein isothiocyanate

gr : gram

HAI : Hemagliitinasyon inhibisyon

HEK : Insan embriyonik bobrek hiicre kiiltiirii
HeLa : Insan serviks kanseri hiicre kiiltiirii
HEp-2 : Insan laringeal epidermoid karsinom hiicre kiiltiirii
IC : Immiinokromatografi

IF : Immiinofloresan

IFN : Interferon

Ig G : Immiinoglobiilin G
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kb
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mg
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mL
pL
pm
mM
mRNA
nm
PBS
PCR
PFGE
pH
ppm
Rb
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Uv

: Immiinoglobiilin M

: kilobaz

: Kompleman birlesme deneyi

: miligram

: Major histocompatibility complex
: mililitre

: mikrolitre

: mikrometre

: milimolar

: messenger RNA

: nanometre

: Phosphate buffer solution

: Polymerase chain reaction

: Pulsed field gel electrophoresis
: Potansiyel hidrojen

: Parts per million

: Retinoblastoma

: Restriksiyon enzim analizi

: Restriction fragment length polymorphism
: Radioimmunoassay

: rotation per minute

: Tumor necrosis factor

: Unite

: ultraviyole



TABLO VE SEKIL LISTESI

Tablo 1. Adenoviral hastaliklar, iliskili serotipler ve konaklar-............................
Tablo 2. Konjonktival siirtintii orneklerinde PCR ve HEp-2 hiicre kiiltiirii
bulgularmin kargilagtirtlmast ............ooovviiiiiiiiiiiiiiiieeeen
Tablo 3.  Shell-vial hiicre kiiltiiriine ekilen konjonktival siiriintii 6rneklerinin
PCR yontemi ile karsilastirtlmast ...........c.evveeeeeeeeeiiiiiiiiiieee e
Tablo 4. Shell-vial hiicre kiiltiiriine ekilen konjonktival siiriintii 6rneklerinin
HEp-2 hiicre kiiltiirii yontemi ile karsilastirilmasi.........cccceeeeeennnnnneen..
Tablo 5. Konjonktival siiriintii 6rneklerinde PCR, HEp-2 hiicre kiiltiirii ve
shell-vial hiicre kiiltiirii bulgularmin karsilagtirilmasi .............cccoeeneeens
Tablo 6. PCR ve shell-vial hiicre kiiltiirii yontemlerinin

duyarhilik ve 6zglillik degerleri.........coccvriiiieeeeeeiiiiiiieeee e,

Sekil 1.  Adenoviriislerin hiicre i¢ine girisi ve replikasyonu .............ccccvvveeeeeennnn.
Sekil 2.  Tek tabaka halindeki HEp-2 hiicre kiiltiirii.............coveveeeeeiniiiiiiieeeeennn.
Sekil 3.  HEp-2 hiicre kiiltiiriinde Adenoviriis’iin yaptigi
sitopatik etki (8.ZUN) ...uvvvvriereeeeiiiiiiiiee e
Sekil 4.  HEp-2 hiicre kiiltiiriinde direkt immiinofloresan (Argene, Fransa)
yontemi ile Adenoviriis antijeninin gosterilmesi ........ccccceeeeeeeercnnnneennn..
Sekil 5.  Shell-vial hiicre kiiltiiriinde direkt immiinofloresan yontemi

ile Adenoviriis antijeninin gOStErilmMesi .......ceeeeereerriiiiiiiieeeeeeeniiiieeenn.

Vi



KONJONKTIVITLI HASTALARDA ADENOVIRUSUN
CESITLi YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

OZET

Amacg: Adenoviriisler, toplum kokenli ve nozokomiyal viral konjonktivit salginlarinin
en sik goriilen etkenidir. Fiziksel ve kimyasal etkenlere direngli olmalari, kolay
bulagabilmeleri nedeniyle adenoviral gbz enfeksiyonlarinin hizli ve dogru tanisi ¢ok
onemlidir. Bu caligmada, adenoviral konjonktivit siipheli hastalarin konjonktival
siiriintii Orneklerinden hiicre kiiltiirii ve PCR yontemleri uygulanarak Adenoviriis

arastirilmasi1 amaglandi.

Gerec ve Yontem: Mart 2012- Aralik 2012 tarihleri arasinda adenoviral konjonktivit
diisiiniilen 50 hastadan konjonktival siiriintii 6rnegi alindi. Orneklerde Adenoviriis DNA
real-time PCR (Qiagen, Almanya) yontemi ile arastirildi. Ornekler HEp-2 hiicre
kiiltiiriine ve shell-vial hiicre kiiltiiriine ekildi. HEp-2 hiicre kiiltiiriinde viriis izolasyonu,
iki farkli immiinofloresan kiti (Argene, Fransa) ve (Vircell, Ispanya) kullanilarak
dogrulandi. Hiicre kiiltiirii altin standart kabul edilerek PCR ve shell-vial hiicre kiiltiirii

yontemlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikleri hesaplandi.

Sonuclar: PCR yontemiyle 50 adet konjonktival siirlintii 6rneginden 23’iinde (%46)
Adenoviriis DNA tespit edildi. HEp-2 hiicre kiiltiiriinde 19 (%38) 6rnek Argene kiti ile,
13 ornek ise Vircell kiti ile gosterildi. Shell-vial hiicre kiiltiirii sadece 24 klinik ornege
uygulanabildi ve 17 ornekte iireme saptandi. Bu yontemle pozitif bulunan 17 ornek,
ayn1 zamanda PCR ve HEp-2 hiicre kiiltiirii yontemleriyle de pozitif olarak bulundu.
Dort ornekte Adenoviriis DNA pozitif olmasmna ragmen her iki hiicre kiiltiirii
yontemiyle de viriis izole edilemedi. iki 6rnek PCR ve HEp-2 hiicre kiiltiirii
yontemleriyle pozitif bulunurken, shell-vial hiicre kiiltiiriinde Adenoviriis izole
edilemedi. PCR yOonteminin duyarliligi % 100, ozgiillugii % 87, shell-vial hiicre kiiltiirii
yonteminin duyarliligi % 89 ve 6zgiilliigii % 100 olarak belirlendi.
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Tartisma: Adenoviral goz enfeksiyonlarinda hiicre kiiltiirli yontemi halen Onemini
korumakla beraber hizli tan1 saglayamamakta, ayrica deneyimli personel ve donanimli
laboratuvar ortamu gerektirmektedir. Shell-vial hiicre kiiltiirii yontemi, nisbeten daha
hizl1 sonu¢ vermektedir ancak iki ornekte HEp-2 hiicre kiiltiiriinde viriis iiretilmesine
ragmen shell-vial hiicre kiiltiiriinde iiretilememistir. Hiicre kiiltiirii yontemlerine kiyasla
en kisa siirede sonu¢ veren ve duyarliligi son derece yiiksek olan real-time PCR
yonteminin, adenoviral goz enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilmasinin daha uygun

olacagi kannatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Adenoviriis, hiicre kiiltiirii, konjonktivit, PCR.
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INVESTIGATION OF ADENOVIRUSES IN PATIENTS
WITH CONJUNCTIVITIS BY VARIOUS METHODS

ABSTRACT

Purpose: Adenoviruses are the most common causative agents of epidemics of
community acquired and nosocomial conjunctivitis. Adenoviruses are resistant to
physical and chemical factors and they can spread easily. Due to these factors, rapid and
accurate diagnosis is very important in adenoviral eye infections. In this study, it was
aimed to investigate adenoviruses from conjunctival swab samples of patients suspected

of adenoviral conjunctivitis by cell culture and PCR methods.

Materials and Methods: Conjunctival swab samples from patients suspected of
adenoviral conjunctivitis were taken between March 2012- December 2012. Adenovirus
DNA was investigated by real-time PCR (Qiagen, Germany) method in specimens.
Samples were inoculated on HEp-2 cell culture and shell-vial cell culture. Virus
isolation in HEp-2 cell culture was confirmed with two immunofluorescence Kkits
(Argene, France) and (Vircell, Spain). Considering HEp-2 cell culture as gold standart,

sensitivities and specifities of PCR and shell-vial culture methods were calculated.

Results: Adenovirus DNA was found positive in 23 (%46) of 50 conjunctival samples
by real-time PCR. Virus isolation in HEp-2 cell culture was shown in 19 (38%) samples
by Argene kit and 13 (26%) samples by Vircell kit. Shell-vial culture could be
performed in 24 swab samples and 17 of samples were found positive. These 17
samples that found positive in shell-vial culture were also positive with PCR and HEp-2
cell culture methods. Additionally, 4 samples were found positive by PCR but we could
not isolate adenovirus by HEp-2 and shell-vial cell culture methods. Two samples that
were found positive with PCR and HEp-2 cell culture methods were found negative by
shell-vial cell culture. The sensitivities and specifities were found as % 100 and % 87

respectively for PCR, % 89 and % 100 respectively for shell-vial cell culture.



Conclusion: The cell culture method is stil important in adenoviral eye infections but
can not provide rapid diagnosis. Additionally, cell culture method requires experienced
staff and well-equipped laboratory conditions. Shell-vial cell culture method provides
relatively more rapid diagnosis but adenoviruses could not be isolated by shell-vial cell
culture in two samples that were found positive by PCR and HEp-2 cell culture
methods. In adenoviral eye infections, compared with the cell culture methods, it is
considered that real-time PCR is a more useful method that gives results in the shortest

period of time with high sensitivity.

Keywords: Adenovirus, cell culture, conjunctivitis, PCR.



1.GIRIS VE AMAC

Insan Adenoviriisleri, Mastadenovirus cinsinde Adenoviridae ailesi icinde yer alan,
milyonlarca insan1 enfekte ederek konjonktivit, solunum yolu enfeksiyonlari,
genitoiiriner enfeksiyonlar, gastroenterit gibi cesitli enfeksiyonlara neden olan
viriislerdir (1,2). Adenoviriisler, diinya genelinde konjonktival enfeksiyonlarin % 15-
70’inde baglica etkenlerdir (3). Adenoviral goz enfeksiyonlar1 klinik olarak folikiiler
konjonktivit, faringokonjonktival ates ve epidemik keratokonjonktivit seklinde

goriilmektedir (4).

Adenoviriislerin etken oldugu salginlara siklikla rastlanmaktadir (5). Cevresel etkenlere
yikksek diizeyde direngli olmalar1 nedeniyle oda sicakliginda haftalarca enfeksiyoz
ozelligini korumakta, sonug¢ olarak da bulas kolaylikla meydana gelebilmektedir (5,6).
Bulas kisiden kisiye olabildigi gibi su, objeler ve tibbi cihazlar aracilifiyla da

olmaktadir. Bu nedenle nozokomiyal enfeksiyonlar da goriilebilmektedir (6).

Insanlarda hastalik etkeni olan adenoviriislerin giiniimiizde bilinen 57 serotipi ve 7 tiirii
(A-G) mevcuttur (5,7). Konjonktivit etkeni olarak one ¢ikanlar AdV 1-11, 15, 16, 17,
19, 20 ve 22 serotipleridir (3). Epidemik keratokonjonktivite siklikla AdV 8, 19, 37
serotipleri neden olmakla beraber AdV 2, 3, 4, 5, 7, 10, 11, 21, 22, 29, 34, 53, 54 ve 56
serotipleri de etkenler arasindadir (3,8). Faringokonjonktival ates genellikle ¢ocuklar:

etkilemekte olup AdV 3, 4 ve 7 serotipleri en sik goriilen etkenlerdir (3,9).

Adenoviriis enfeksiyonlarinin tanis1 ¢ogunlukla hiicre kiiltiiriinde viriis izolasyonu,

niikleik asit ve antijen belirlenmesi gibi direkt yontemlerle yapilmaktadir (6,10).



Serolojik yontemlerin kullanildigr indirekt tam ise diisiik duyarlikli olmasindan dolay:

tanidan ¢ok epidemiyolojik arastirmalarda kullanilmaktadir (10).

Adenoviral goz enfeksiyonlarinda, 0zellikle nozokomiyal konjonktivit salgmlarinda
hizli tani; klinik taninin dogrulanmasi, nozokomiyal yayilimm sinirlandirilmasi, uygun
koruyucu tedbirlerin alinmasi ve uygun olmayan tedavinin engellenmesi agisindan
gereklidir (11). Gerek toplum, gerekse hastane kaynakli salginlarda enfekte bireylerin
derhal izole edilmeleri, salginlarin kontrol altina alinmasi acisindan kritik Oneme

sahiptir (12).

Bu calismada, adenoviral konjonktivit siipheli hastalarin konjonktival siiriintii
orneklerinden hiicre kiiltiirii ve PCR yontemleri uygulanarak Adenoviriis arastirilmasi

amagclandu.



2.GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

Adenoviriislerin  kesfedilmesi 1950°1i yillarda gerceklesmistir (13). Hilleman ve
Werner, 1952-53 yillarinda Fort Wood’ta bir askeri birlikte meydana gelen primer
atipik pnomoni salgin1 sirasinda askerlerin bogaz c¢alkanti sularinda yeni bir viriise
rastladilar (10). Rowe ve arkadaslari, 1953’te rutin adenoidektomi yapilan cocuklarin
adenoid doku kiiltiirlerinde spontan dejenerasyon oldugunu gozlemledi ve bunu bir
adenoid dejenere edici ajan varligi ile agiklamaya ¢alisti. Her iki grup iizerinde yapilan
testler sonucu her iki ajanin immiinolojik olarak baglantili oldugu sonucuna varildi.
Baslangigta bu viriisler ‘adenoid dejenere edici ajan’ ve ‘RI-67" “’respiratory infection
from recruit 67’ olarak adlandirildi. Ancak 1956’da bu viriisler ilk olarak adenoid
dokulardan elde edildigi i¢in ‘Adenoviriis’ terimi benimsendi (10). Bu kesiften sonraki
yillarda ayn1 gruba ait olan bir¢ok viriis insanlardan ve bir¢ok degisik hayvan tiiriinden

izole edilmistir (14).
2.2. SINIFLANDIRMA

Adenoviriisler, Adenoviridae ailesinin dort cinsinden biri olan Mastadenovirus cinsinde
yer almaktadir (14). Diger ii¢ cinsi ise Aviadenovirus, Atadenovirus ve Siadenovirus
cinsleridir. Aviadenovirus cinsi kuslar1 infekte eden viriislerden olugmaktadir.
Atadenovirus cinsi genomunda yiiksek oranda adenin ve timin igerdigi i¢in bu sekilde
adlandirilmis olup kuslardan, siiriingenlerden, keseli hayvanlardan ve gevis getiren

hayvanlardan izole edilmistir. Siadenovirus cinsi ise sialidaz homolog geni olarak



varsayilan genin tanimlanmasi ile bu ad1 almistir ve kuslar ile cift yasayish canlilardan

izole edilen viriisleri icermektedir (10).

Mastadenovirus cinsi, adin1 Latince ‘mastos’ (meme) kelimesinden almis olup insanin
da icinde bulundugu memelileri enfekte eden viriislerden olusmaktadir (10). Insan
adenoviriisleri bu cins icinde yer almaktadir. Simdiye kadar tanimlanmis olan toplam 57
serotipten olusmaktadir ve bu serotipler yedi tiir i¢cinde (A-G) toplanmis durumdadir
(7,15). Bu tiirlerin ayrimi genom biiyiikliigli, kompozisyon ve organizasyonu, DNA
homolojisi, hemagliitinasyon Ozellikleri, notralizasyon ve onkojenik Ozellikleri g6z

Oniinde bulundurularak yapilmistir (16,17).
2.3. GENEL OZELLIiKLER VE ANTIJENIiK YAPI

Adenoviriisler 70-90 nm ¢apinda, orta boyutlu, zarfsiz, ikozahedral kapsidli viriislerdir.
Her bir partikiil 36 kb biiyiikliigiinde cift sarmalli lineer DNA icerir (10). Protein yapili
kapsidi 252 adet kapsomerden olugsmaktadir. Kapsomerlerin 240’1 yiizeyde yer alan
hekzonlar, 12’sini ise koselerde yer alan pentonlar olusturur (6). Hekzonlar kapsidin
toplam 20 adet olan eskenar iicgen yiizeylerini olustururken, pentonlar koselerde
yerlesmis halde bulunur. Hekzonlar biitiin insan adenoviriislerinde ortak olan antijenik
yapiya sahiptir (10). Penton kapsomerleri ise tipe 6zgiil antijeniteyi verir ve viriisiin
hiicre Kkiiltiirlinde olusturdugu erken sitopatik etkiden sorumludur. Pentonlarmn her
birinde birer adet penton bazi ve bu baza bagli birer uzanti halinde fiber yapisi bulunur.
Fiber antijeninin uzunlugu tiplere gore farklilik gostermektedir (18). Fiber ve penton

bazi birlikte konak hiicreleri ile viral kapsid arasindaki etkilesimden sorumludur (19).

Viral kapsidin ¢evrelemekte oldugu kor yapisi; viral DNA, polipeptid V, polipeptid VII,
Mu polipeptidi ve terminal proteinden meydana gelmektedir (14). Viral DNA, yaklasik
35-36 kilobaz uzunlugundadir ve 30 civarinda virion ve viriise Ozgiil protein
kodlamaktadir (18). Adenoviriis serotip 2, 5 ve 7’nin tamamen, diger serotiplerin ise
kismen DNA dizilim verileri mevcuttur. Viral DNA replikasyonu 6ncesinde genomun 5
farkli bolgesinden erken mRNA’lar sentezlenir. Bunlardan E1 proteini, enfeksiyonun
baslamas1 ve gelisimi agisindan ¢ok Onemlidir. Bir diger erken viral protein olan E1A,
viral genler ve bazi konake1 hiicre genleri i¢in transaktivatdr gorevi yapmaktadir. E1B,
viral ge¢c mRNA transportunu saglamakta ve hiicresel mRNA’nin sitoplazmaya
ulasmasmi engellemektedir. E2A, replikasyon i¢in gerekli olan DNA baglayicit bir

proteindir. E2B ise DNA polimeraz sentezinden sorumludur. E3 erken proteinlerinin



makrofajlarda MHC polipeptidlerinin plazma zarma tasinmasi Onledigi ve enfekte
hiicreleri TNF tarafindan lizise kars1 korudugu gosterilmistir. E4 erken proteinleri E1B

proteinleri ile birlikte transformasyonda gorev almaktadir (18).

Erken bolge transkripsiyon iriinlerinin belirgin olarak azalmasi ile es zamanl sekilde
gec bolge proteinleri sentezlenmeye baslar. Sentezlenen gec proteinler (L1-L5) viriisiin
yapisal proteinleri olan hekzon, penton, fiber ve kor proteinleridir. Adenoviriisler
replikasyon ve olgunlagma icin gereken RNA polimeraz ve niikleer faktor 3 gibi enzim

ve proteinleri de kullanmaktadirlar (18).
2.4. ADENOVIRUS’UN HUCRE iCiNE GiRiSi VE REPLIKASYONU

Adenoviriislerin dokulara tropizmi serotiplere ve serotiplerin bulundugu tiirlere gore

degismektedir (Tablo 1) (19,20).

Adenoviriislerin B tiirii disindaki diger tiirleri, ¢esitli organlarda bulunan coxsackie-
adenoviriis reseptorlerini (CAR) kullanir (Sekil 1) (19). B cinsine ait serotipler ise
CD46 reseptorlerini kullanmaktadir (13). Adenoviriislerin hiicreye girisinde CAR ve
CD46 disinda, CDS80, CD86, integrinler, sialik asit ve heparan siilfat gibi
proteoglikanlarin da roli vardw (19,21). Virlis primer konak hiicre reseptoriine
yanastiktan sonra; hiicre ylizeyindeki integrinler ile viriisiin penton bazi iliskisi
sayesinde, viriis partikiili hiicrede endositik bir vezikiille girer. Endozomun
asidifikasyonu ile viral kapsid yapisinda endozomal lizis ve virionlarin sitoplazma icine
kacmasiyla sonuglanacak olan konformasyonel degisiklikler meydana gelir. Daha sonra
geceklesen kapsid soyulma siireci, enkapside viral proteazin aktivitesine dayanan bir
stirectir. Rezidiiel virion vezikiil icinden kactiktan sonra adenoviriis genomu

mikrotiibiiller araciligiyla hizli bir sekilde niikleusa tasinir (13,19).



Tablo 1. Adenoviral hastaliklar, iliskili serotipler ve konaklar (20)

HASTALIK ILISKILI SEROTIPLER
Sik Goriilen Sik Goriilmeyen Sik Goriildiigii Konaklar
Serotipler Serotipler

Ust Solunum 1-3,5,7 4,6,11,14,15,18,21,29,31 | Yenidoganlar, cocuklar

Yollar1 Hastalig1

Alt Solunum 3,4,7,21 1,2,5,7,8,11,14,35 Yenidoganlar, cocuklar,

Yollar1 Hastalig1 immiinkompromize bireyler

Bogmaca benzeri 5 1,2,3,12,19 Cocuklar

sendrom

Akut Respiratuar 4,7 2,3,5,8,11,14,21,35 Askeri birlikler

Hastalik

Akut Konjonktivit | 1-4,7 6,9,10,11,15- Cocuklar

17,19,20,22,37

Akut Hemorajik 11 2-8,14,15,19,37 Cocuklar

Konjonktivit

Faringokonjonktival | 3,4,7 1,2,5,6,8,11-17,19- Cocuklar

Ates 21,29,37

Epidemik 8,9,37 2,3,4,5,7,10,11,13- Biitiin yas gruplari

Keratokonjonktivit 17,19,21,23,29

Gastroenterit 40,41 1,2,3,5,7,12- Cocuklar

18,21,25,26,29,31,52

Hemorajik Sistit 11 7,21,34,35 Cocuklar, immiinsupresif
bireyler

Hepatit 1-3,5,7 4,31 Yenidoganlar, ¢ocuklar,
immiinsupresif bireyler

Myokardit 7,21 Cocuklar

Meningoensefalit 7 1-3,5,6,11,12,26,32 Cocuklar, immiinsupresif
bireyler

Cinsel Yolla 2,37 1,4,5,7,9,11,18,19,31,49 | Gengler, eriskinler

Bulasan Hastalik

Dissemine Hastalik |1,2,5,11,34,35 3,6,7,14,21,29,31,32,37- Immiinsupresif bireyler,

39,43,45

yenidoganlar




Viral DNA replikasyonu erken faz, gecikmis erken faz ve gec faz olmak iizere ii¢c fazda
gerceklesir (10). Erken fazda viral DNA replikasyonu, ge¢ fazda ise viral kapsidin
yapisal proteinlerinin ekspresyonu gerceklesir. Enfeksiyondan kisa bir siire sonra erken
viral transkripsiyon iiniteleri olan E1A, E1B, E2A, E2B, E3 ve E4 iiniteleri aktive olur
(19). E1IA ve EIB, enfekte hiicreyi adenoviriis genlerinin replikasyonu ve
transkripsiyonu yoniinde uyarir. E1A, IFN ile indiiklenmis gen ekspresyonunu ve p53
ve Rb gibi tiimor supressor genlerin fonksiyonlarini bloke etmektedir. E1B proteinleri
ise uyarilmig olan hiicrede apoptozu inhibe eder (10). Enfeksiyondan yaklasik 7 saat
sonra E2 gen {iiriinleri ortaya ¢ikar ve konak hiicre oliinceye kadar siirecek olan viral

DNA sentez asamasi baglar (19).

Adenoviriis genomu DNA replikasyonu i¢in gereken DNA baglayici protein (DBP),
prekiirsor terminal protein (pTP) ve DNA polimeraz, niikleer faktor LII ve III gibi
hiicresel proteinleri kodlar (19). DNA replikasyonu asimetrik ozelliktedir ve tek
iplik¢igin 3’ ucundan baslar. DNA sonunda bulunan tekrarlayan diziler sayesinde
replikasyon swrasinda tek iplikli cembersel DNA olusur. Cembersel tek iplikli DNA
daha sonra sentez swrasinda acilarak c¢ift iplikli DNA haline gelir (18). DNA
replikasyonu basladiktan sonra adenoviriis major ge¢ promoter (MLP) aktivasyonu ile
gec faz genleri eksprese olur. Bu genler viral yapisal proteinleri, viriis partikiillerinin
olgunlagmalar1 ve enkapsidasyonu icin gereken proteinleri kodlamaktadir. Virionlar
enfekte hiicrenin niikleusunda niikleer inkliizyon cisimciklerine benzer sekilde
agregatlar halinde toplanirlar. Replikasyon siklusu yaklasik 30 saat siirmektedir. Her bir
enfekte hiicrede 10 000-1 000 000 adet viral partikiil iiretilir, ancak bunlarmn % 1-5’1
enfeksiyoz Ozelliktedir. Enfeksiyonu takiben 3 giin icinde de hiicre lizisi ile serbest

kalirlar (10,19).
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Sekil 1. Adenoviriislerin hiicre i¢ine girisi ve replikasyonu (22)

2.5. FiZIKSEL VE KIMYASAL ETKILERE DIRENC

Adenoviriisler cevresel etkenlere yiiksek diizeyde direnclidir ve genel olarak
kullanilmakta olan bircok dezenfektan soliisyonu icinde canli kalabilirler. Oda
sicakliginda haftalarca enfeksiyoz ozelliklerini korumakta ve bu nedenle nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (5). Herhangi bir sekilde adenoviriis kaynakli
nozokomiyal enfeksiyondan siiphelenildiginde en kisa siirede tanmin dogrulanmasi ve
korunma 6nlemlerinin alinmasi gerekmektedir. Her ne kadar siki enfeksiyon kontrol
onlemleri alinsa da adenoviral konjonktivit genellikle ciddi nozokomiyal salginlara yol
acmaktadir (23). Nozokomiyal enfeksiyonlar disinda adenoviriisler nehirler, kiy1
bolgeleri, ylizme havuzlar1 ve icme sularinda da bulunmaktadir. Adenoviriislerin UV ile

dezenfeksiyona diger enterik viriislerden daha direncli olduklar1 gosterilmistir (24).



Piirifikasyon ve dezenfeksiyon islemlerine direngli olmalari, virtis DNA’sinin ¢ift iplikli
yapist ile iligkili olabilir. Viral DNA’nin cift ipliklerinden herhangi biri cevresel
faktorler nedeni ile hasarlanirsa, diger iplik replikasyonda kalip gorevi iistlenir (25).
Sodyum hipoklorit (500ppm) ile 10 dakikada, % 70 etanol ile en az bir dakikada, sicak
su banyosunda 75° C’de 30 saniyede inaktive olurlar (6,10). Yiizey dezenfeksiyonu i¢in
% 70 etanol, % 65 etanol ve % 0,63 kuarterner amonyum tiirevleri iceren soliisyonlarla

en az bir dakika temas saglanmalidir (10).

2.6. PATOLOJi VE PATOGENEZ

Adenoviriisler mukoza epiteli ve lenfoid hiicrelere tropizm gostermektedir (26).
Ozellikle goz, solunum, intestinal ve genitoiiriner sistem organlarmm yiizeyel
hiicrelerini enfekte ederler (18). Gozii tutan adenoviral enfeksiyonlarda inflamatuvar
membran, konjonktival hemoraji, konjonktival o6dem ve folikiiler reaksiyon
goriilebilmektedir (27). Enfekte olmus hiicre c¢ekirdeg§inde yogun intraniikleer
inkliizyonlar goriiliir ancak hiicrede biiylime goriillmez. Enfeksiyon bdlgesinde

mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve epitelyal nekroz goriilebilmektedir (18).

2.7. KLiNiK OZELLIiKLERIi

Adenoviriisler baslica goz, solunum sistemi, genitoiiriner sistem ve gastrointestinal
sistemde enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Bunlarin disinda 6zellikle immiinsupressif
hastalarda hayati tehdit eden firsat¢i enfeksiyonlara neden olmaktadir (7). Enfeksiyonun

klinigi konaga ve etken olan serotipe gore degismektedir (10,28).

2.7.1. Goz Enfeksiyonlari

Adenoviral goz enfeksiyonlarinda bulas genellikle damlacik yolu ve direkt temas yolu
ile olmaktadir. Ozellikle hastane gibi saglik bakim alanlarinda kontamine arag
gereclerin kullanimi ile salginlar goriilmektedir (29). Adenoviral goz enfeksiyonlari
klinik olarak folikiiler konjonktivit, faringokonjonktival ates ve epidemik

keratokonjonktivit seklinde goriilmektedir (4,30).

Klinik oftalmolojide adenoviral konjonktivit ¢cok sik rastlanan bir durumdur (31).
Toplum kokenli ve nozokomiyal viral konjonktivit salgimlarinin en sik goriilen etkenidir
(32). Konjonktivit etkeni olarak one ¢ikan serotipler AdV 1-11, 15, 16, 17, 19, 20 ve 22

serotipleridir (3). Enfeksiyon kontamine olmus eller, medikal araglar ve yilizme



havuzlar1 araciligiyla okullar, igyerleri, hastaneler gibi kalabalik yerlerden bulasarak
genis capl salginlara neden olur (33). Genellikle tek tarafli olarak baslayip birkac¢ giin
icinde cift tarafli hale gelir. Gozde yabanci cisim hissi, fotofobi, konjonktival lenfoid
dokuda folikiiler reaksiyon goriiliir. Siddetli vakalarda konjonktival hemoraji ve fibrin
pseudomembranlar olusabilir (31). Go6z bulgularma preaurikular lenfadenopati
eklenebilir. Hastalik genellikle 3-5 giin siirer, kendini simnirlar ve gérme etkilenmez

(30,31). Yaklasik iki hafta boyunca bulastiricilik devam eder (34).

Adenoviral goz enfeksiyonlarinin bir diger formu olan faringokonjonktival ates,
bilateral folikiiler konjonktivit, rinit, ani baslangich ates ve farenjit ile karakterizedir
(33,35). Daha cok c¢ocuklarda ve geng¢ eriskinlerde sporadik olarak veya salgmlar
halinde ortaya cikar (33). Hastalik genellikle 5-7 giin siirer ve kendiliginden diizelir.
Bazen semptomlar iki hafta kadar siirebilmektedir (30,34). Adenoviriis serotip 3 ve 7

basta olmak iizere 1-7, 11-17, 19 ve 21 faringokonjonktival ates etkenlerindendir (10).

Epidemik keratokonjonktivit, faringokonjonktival atesin aksine son derece bulasici ve
siddetli bir enfeksiyondur (10). AdV serotip 4, 8, 19 ve 37 basta olmak {izere serotip 53,
54 ve 56’y1 da kapsayan bir¢ok serotip epidemik keratokonjonktivit etkeni olarak
gosterilmistir (8,36). Folikiiler konjonktivitte gézlenen diger konjonktival semptomlara
ek olarak o6dem, kiiclik petesiyal hemorajiler ve inflamatuvar pseudomembranlarin
olusumu epidemik keratokonjonktivit i¢in karakteristiktir (33). Korneal tutulumla
beraber yiizeyel korneal erozyon, daha derinde karakteristik sekilli subepitelyal korneal
infiltratlar gozlenir. Hastalik ilk defa 1941 yilinda gemi tersaneleri calisanlarinda
tanimlandig1 icin ‘tersane gozii’ olarak adlandirilmustir. inkiibasyon siiresi 4-10 giindiir.
Konjonktivit iki haftada gecse bile gormede azalma, fotofobi, agr1 ve gdzde yabanci
cisim hissi aylarca hatta yillarca devam edebilmektedir (10). Diinya genelinde 6zellikle

toplu bulunulan yerlerde epidemik keratokonjonktivit salginlarma sikc¢a rastlanmaktadir

(5,10).

2.7.2. Solunum Sistemi Enfeksiyonlar

Adenoviriislerin  solunum sistemi enfeksiyonlar1 alt ve {ist solunum yollarinda
goriilmekte olup farenjit, tonsillit, laringotrakeobronsit, bronsiolit ve pnomoni gibi
farkli klinik formlarda olabilmektedir (37). Ust solunum yolu enfeksiyonlar1 genellikle

C tiiriine ait serotipler ile olusurken, alt solunum yolu enfeksiyonlar1 Ozellikle
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cocuklarda B tiirii serotipleri ile olusmaktadir (10). Adenoviral solunum yolu
enfeksiyonlar1 genel olarak yil boyu goriilmekte ancak kis ve ilkbahar mevsimlerinde

pik yapmaktadir (10,38).

Akut respiratuvar enfeksiyonlar genellikle kiiciik ¢ocuklarda goriiliir, bes yasina kadar
gecirilen akut respiratuvar enfeksiyonlarin yaklasik % 5’1 adenoviriislere baghdir (17).
Bu enfeksiyonlar genellikle serotip 1, 2 ve 5’e¢ bagh olup genellikle kendi kendini
siirlar (24). Adenoviral pnomoni genellikle AdV 3, 4, 7, 14 ve 21 serotipleri ile ortaya
cikmakta olup 6zellikle okullar, askeri birlikler gibi kalabalik yerlerde salginlara neden

olmaktadir (10).

Bunlarin disinda, AdV serotip 5 bogmaca-benzeri sendrom etkeni olarak izole
edilmistir. Bogmaca etkeni olan B.pertussis ile enfekte olan hastalarda AdV 5 bulunma
oranmi ¢ok yiiksek bulunmustur. Ancak bunun bir koenfeksiyon sonucu veya bogmaca
hastaliginin latent haldeki adenoviriislerin reaktivasyonu i¢in uygun sartlar olusturmasi

sonucunda gelisip gelismedigi bilinmemektedir (10).

2.7.3. Genitoiiriner Sistem Enfeksiyonlar

Adenoviriisler pediatrik popiilasyonda akut hemorajik sistit etkenidirler. Ani baslangi¢l
hematiiri, diziiri ve sik idrara ¢ikma ile karakterize olan bu enfeksiyonun en sik goriilen
etkenleri serotip 11, 34 ve 35’tir. Immiinsupressif hastalarda adenoviriisler bobrekte

persistan enfeksiyonlara neden olarak ara ara reaktive olmaktadir (10).

2.7.4. Gastrointestinal Sistem Enfeksiyonlar:

Adenoviriisler iki yas alt1 ¢ocuklarda viral gastroenteritlerin en sik goriilen ikinci
etkenidir. Fekal-oral yolla bulag goriiliir. Adenoviral gastroenterit yil boyu
goriilebilmekte olup, insidansi % 4-12 arasinda degismektedir. En sik etken olan
serotipleri AdV 40 ve 41’°dir. Diyare genellikle bol sulu, kansiz 6zelliktedir ve 16kosit
icermez. Hafif ates, karin agris1 ve kusma eslik edebilir. Semptomlar ortalama 10 giin
kadar siirer. Adenoviral gastroenteriti takiben bazi hastalarda 5-7 aya kadar uzayabilen
laktoz intoleransi gelisebilmektedir. Adenoviriisler gastroenterit disinda intussepsiyon,

akut mezenterik lenfadenit ve apandisite de neden olabilmektedir (10).
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2.8. LABORATUVAR TANI

2.8.1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Biitiin viral enfeksiyonlarda oldugu gibi adenoviriis enfeksiyonlarinda da optimal tani
icin hastaligin erken doneminde Ornek alinmalidir. Balgam, bogaz yikama suyu,
nazofaringeal aspirat, konjonktival siirlintii, idrar, BOS, kan ve ¢esitli biyopsi ornekleri
tanida kullanilabilir. Semptomlarin ortaya ¢ikmasindan itibaren viriis salinimi solunum
yolu enfeksiyonlarinda ortalama bir hafta, goz enfeksiyonlarinda ortalama iki hafta

siirmektedir (10).

Konjonktival siiriintii 6rnekleri alt palpebral konjonktivadan elde edilmektedir (39).
Adenoviriisler hiicre niikleusunda replike olduklar1 igin siiriintii alinirken miimkiin
oldugu kadar fazla konjonktival hiicre alinmasi onemli bir noktadir (40). Siiriintii
ornekleri mutlaka serum, antibiyotik, antimikotik, albiimin veya jelatin iceren viral
transport besiyeri iginde tasinmalidir. Adenoviriisler stabil viriislerdir ve oda
sicakliginda tasmabilir ancak buna ragmen laboratuvara en kisa siirede gonderilmesi

tavsiye edilmektedir (10). Ideal olarak transport siiresi 4 saati gegcmemelidir (38).

Eger hiicre kiiltiirii yapilacaksa ornekler viral transport besiyeri icinde kiiltiir iglemi
yapilana kadar soguk ortamda saklanmalidir. Sicaklik aniden degil, kademeli bir sekilde
diisiiriilmelidir. Eger ornekler 24 saatten daha kisa bir siirede isleme alinacaksa +4°C’de
saklamak en iyi yontemdir. Ancak Ornekler daha uzun siire bekleyecekse -70°C’de

muhafaza edilmelidir (41).
Adenoviriis enfeksiyonlarinin 6zgiil tanisinda;
1. Direkt inceleme,
* Viral partikiil tayini
* Antijen tayini
* Molekiiler yontemler
2. Viriis izolasyonu,

3. Serolojik yontemler,
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4. Tiplendirme testleri kullanilmaktadir (10,20).
2.8.2. Direkt inceleme

2.8.2.1. Viral Partikiil Tayini

Viriis partikiiliiniin gésterilmesi amaciyla kullanilan elektron mikroskopi (EM) yontemi
pratikte kullanimi sinirh, zahmetli ve pahali bir yontemdir (42). Bu yontem daha ¢ok
viral partikiillerin daha yiiksek oranda (10°-10° partikiil/mL) bulundugu adenoviral akut
gastroenterit olgularinda daha kullanigshdir (10,42). Elektron mikroskopi giiniimiizde
rutin tanidan ¢ok arastirma amagli kullanilmaktadir (6,43). Bu yontem immiin elektron

mikroskopi (IEM) teknikleri ile kombine edilirse duyarlilik orani artar (44).

2.8.2.2. Antijen Tayini

Viral antijen tayininde en sik kullanilan testler enzyme immunoassay (EIA) ve
immiinfloresan (IF) testleridir (43). Adenoviral goz enfeksiyonlarinda son zamanlarda
kullanima girmis olan bir diger antijen belirleyici test ise immiinokromatografi (IC)

yontemidir (23).

EIA yontemi daha cok enterik adenoviriislerin tanisinda kullanilmakta olan bir
yontemdir ancak goz enfeksiyonlarinda duyarliligi % 65-75 gibi diisiik oranlardadir

(10).

IF yonteminde genellikle hekzon proteinlerine karst monoklonal antikorlar kullanilir.
Ozellikle solunum yolu, siiriintii ve biyopsi orneklerinde kullamshidir. Bu yontemin
avantaji hizli olmasidir ancak hiicre kiiltiirii ile karsilastirildiginda duyarlihigir % 30-60

olarak bulunmustur (10). Ayrica degerlendirme asamasi kisiye baghdir (43).

IC yontemi, 6rnegin membran bir strip boyunca lateral olarak ilerledigi, antijenin viriise
spesifik antikorlara baglanarak birka¢ dakika i¢cinde renkli bir ¢izginin goriildiigii hizli
bir tan1 yontemidir (10). Yontemin duyarliligi % 60-70 gibi diisiik oranlardadir (45).

Adenoviral antijen arayan ticari hizli testler her ne kadar pratik kullanimda kolay ve
hizli olsa da, niikleik asit belirleyen testler ile karsilastiridiginda duyarlilik ve

Ozgiilliikleri daha diisiiktiir (5).
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2.8.2.3. Molekiiler Yontemler

Adenoviriislere baghh goz enfeksiyonlar1 kolaylikla salginlara yol acarak ekonomik
kayiplara neden olurlar. Bu nedenle hizli ve duyarli tam1 yontemlerine gereksinim
duyulmaktadir (40). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi hizli sonu¢ veren ve
yiiksek duyarlhiliga sahip molekiiler yontemler giiniimiizde sik olarak tercih edilmektedir

27).

Amplifikasyonlu veya amplifikasyonsuz molekiiler tanm1 yontemleri ile DNA
belirlenmesi miimkiindiir. Amplifikasyonsuz hibridizasyon teknikleri diisiik duyarlilik
oranlariyla bilinmektedir (10). Son yillarda PCR yoluyla DNA amplifikasyonu kullanan
molekiiler yontemlerin kullanima girmesi, artmis duyarlilik ve hizli taniyi
saglamaktadir. Adenoviral enfeksiyonlarin tanisinda temel olarak konvansiyonel PCR
ve real-time PCR yontemleri uygulanmaktadir. Her iki yontemde de serotipler arasinda
yiiksek oranda korunmus olan hekzon geni, fiber geni, viral iligkili RNA I ve RNA II

bolgelerinden primerler kullanilmaktadir (6).

Konvansiyonel PCR kalitatif bir yontemdir ve sonuclar 1-2 giin i¢inde elde edilir. Real-
time PCR ise amplifiye olmus iiriinlerin en kisa siirede belirlenebildigi, saatler i¢inde
sonu¢ alinabilen, kantitatif sonu¢ verebilen bir yontem olmasi agisindan daha

avantajhidir (6,10).

2.8.3. Viriis izolasyonu

Adenoviral goz enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda altin standart yontem hiicre
kiiltiiriidiir (40). Enterik adenoviriisler diginda biitiin adenoviriisler primer insan
embriyonik bobrek hiicre kiiltiirii (HEK), epitelyal orijinli devamli hiicre kiiltiirleri olan
insan servikal kanser hiicre kiiltiirii (HeLa), insan epidermoid karsinom hiicre kiiltiirii
(HEp-2) hiicrelerinde replike olurlar (18). Viriisler hiicre Kkiiltiiriinde iirediklerinde
hiicrelerde sitopatik etki (CPE) olarak adlandirilan morfolojik degisiklikler yaparlar
(43). Adenoviriislerin sitopatik etkisi hiicrelerin yuvarlaklasip bir araya toplanmasi ile
liziim salkimina benzer bir goriiniim olan agregasyon seklinde olmaktadir (46). Hiicre
kiiltiiriinde sitopatik etki 2-28 giin icinde goriiniir hale gelmektedir. Sitopatik etki
olusumu monoklonal antihekzon antikorlarla floresan boyama, radioimmiinoaasay
(RIA), elektron mikroskopi, notralizasyon veya ELISA gibi yoOntemlerle
dogrulanmalidir (10,47).
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Son zamanlarda shell-vial yontemiyle yapilan hizli hiicre kiiltiirii yontemi giderek artan
bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemde viriis izolasyonu 24-72 saat gibi
kisa siirede belirlenmektedir (11). Hiicre kiiltiirleri shell-vial tiiplerde bulunan
lamellerin tizerinde hazirlanir. Shell-vial hiicre kiiltiiriine ekim yapilirken, viriisiin hiicre
icine girisini hizlandirmak ve iireme siiresini kisaltmak amaciyla santrifiij islemi
uygulanir. Lameller yaklasik 24-48 saat sonra etkene 6zgiil FITC ile isaretli monoklonal
antikorla boyanir (46). Boylece sitopatik etki olusmasi beklenmeden hiicre igcindeki
erken viral proteinler saptanmis olur (42). Shell-vial yontemi, konvansiyonel hiicre
kiiltiirii yontemlerine gore daha kisa siirede pozitif sonu¢ vermektedir (27). Ayrica
adenoviriislerin laboratuvar tanisinda shell-viall yonteminin duyarliligi konvansiyonel

hiicre kiiltiirleri ile aymidir (11).

2.8.4. Serolojik Yontemler

Adenoviriis enfeksiyonlarinin  tanisinda  spesifik IgM veya IgG varliginin
gosterilmesinde EIA, IF, hemagliitinasyon inhibisyon (HAI), nétralizasyon ve
kompleman birlesme deneyi (KBD) yontemleri uygulanmaktadir (10,18). KBD gruba
0zgiil antikorlar1 saptar ancak serotipe 6zgiil degildir. Ayrica duyarlilig1 diisiik olmakla
beraber adenoviriislerin herhangi bir serotipi ile olusan enfeksiyonda, akut ve
konvelesan donemler arasinda antikor titresinde en az dort kat artis anlamlidir.

Notralizasyon ve HAI testleri ise serotipe 6zgiil sonug verir (47).

Serolojik yontemlerde; spesifik IgM’nin enfeksiyonlarin % 20-50’sinde goriilmesi,
zaylf immiin cevap durumunda yanlis negatif sonuclarin tespit edilebilmesi, yanlis
pozitif sonuglarin saptanabilmesi ve serokonversiyon tabanli testlerin retrospektif tani
saglamasi1 gibi ¢esitli sinirlamalar mevcuttur. Ancak serolojik testler epidemiyolojik

caligmalar agisindan 6nemini korumaktadir (10).

2.8.5. Tiplendirme

Adenoviriislerin tiplendirilmesi daha c¢ok epidemiyolojik arastirmalarda, patogenez
caligmalarinda, sik rastlanmayan ciddi enfeksiyonlarn etkeninin arastirilmasinda

kullanilmaktadir. Tiplendirme serolojik veya molekiiler yontemlerle yapilir (10).

Adenoviriisiin tiplendirilmesinde serolojik yontemler notralizasyon, hemagliitinasyon ve
hemagliitinasyon inhibisyon testleri uygulanmaktadir. Bunlar i¢inde nétralizasyon

testinin tanimlayicilig1 daha yiiksektir (6,10).

15



Molekiiler tiplendirmede restriksiyon enzim analizi (REA), DNA dizi analizi,
“Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP) ya da “Pulsed Field Gel
Electrophoresis” (PFGE) gibi yontemler uygulanmaktadir. Son zamanlarda PCR ile

tiplendirme bir¢ok laboratuvarda tercih edilen bir yontem haline gelmistir (6,10).

2.9. EPIDEMiYOLOJi

Adenoviriis enfeksiyonlar1 direkt temas, damlacik yolu, fekal-oral yol, yiizme havuzlari,
okiiler enstriimanlar ve ortak kullanilan esyalar yoluyla bulagsmaktadir (10). Ozellikle
yiizme havuzlarindan kaynaklanan enfeksiyonlarda en sik goriilen etken
adenoviriislerdir (35). Goz enfeksiyonlar1 cok bulasicidir ve okullar, askeri birlikler ve
oftalmoloji klinikleri gibi kalabalik bulunulan yerlerde siklikla goriiliirler (19).
Enfeksiyon ¢ok hafif formdan ciddi hastaliga kadar degisen goriiniimlerde olabilir.
Asemptomatik enfekte hastalar ve hastane calisanlar1 farkinda olmadan viriisii
bulagtirabilmektedir (48). Bu sekilde diinya genelinde epidemik salginlar goriilmekte ve
bu durum hastanelerde bazi boliimlerin kapatilmasma kadar gidebilmektedir (5).

Bundan dolay1 adenoviriis salginlar1 ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir (19).

Adenoviriis enfeksiyonlar1 genellikle yil boyu goriiliir ancak yiizme havuzlu kaynakl

konjonktivit yaz aylarinda pik yapar (47).

Adenoviriis serotipleri doku tropizmi gostermektedir. Serotip 2-4, 6-8, 19 ve 37 siklikla

konjonktivit ve keratokonjonktivit olgularindan izole edilmistir (49).

Adenoviriis enfeksiyonlar1 epidemiler disinda sadece klinik kriterler ile belirlenemedigi
icin, genel epidemiyolojik caligmalarda viriisiin saptanmasina veya serolojik kanitlara
ihtiya¢ vardir. Ayrica bu enfeksiyonlarin bildirimi zorunlu olmadigindan heniiz ulusal

mortalite ve morbiditeyi iceren veriler mevcut degildir (18,31,50).

2.10. KORUNMA

Biitiin enfeksiyonlarda oldugu gibi adenoviral enfeksiyonlarda da el yikama en basta
gelen korunma Onlemidir. Kontamine oldugu diisiiniilen yiizeyler sodyum hipoklorit ile
dezenfekte edilmelidir. Kalabalik yasanilan yerlerde kontamine havlularla salgmlar
olabildigi icin tek kullanimlik kagit havlularin kullamimi tavsiye edilmektedir. Su

kaynakl1 enfeksiyonlarda yiizme havuzlarinm yeterli klorlanmasi gerekmektedir (47).
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Salginlarm Onlenmesinde adenoviral konjonktivit tanisinmn hizli ve dogru tanis1 ¢ok
onemlidir. Enfeksiyondan siiphelenilen herhangi bir hasta goriilmesi halinde;
oftalmolog taniyr dogruladiktan sonra nozokomiyal enfeksiyonu oOnlemek igin el
yikama, enstriimanlarin sterilizasyonu, yiizeylerin dezenfeksiyonu ve hastalarin
izolasyonu gibi kontrol dnlemlerinin alinmasini saglamalidir. Hastanimn birlikte yasadigi
kisilerin izolasyonu da dahil olmak iizere kisisel hijyen Onlemleri alinmalidir. Ayni
zamanda hastanin ise/okula gitmemesi saglanmali ve bu siire gerektiginde iki haftaya
kadar wuzatilabilmelidir (38). Biitiin Onlemlere ragmen adenoviral konjonktivit,
kliniklerin kapanmasina kadar varan ciddi nozokomiyal salginlara neden olmaktadir

(23,48).

Amerika Birlesik Devletleri’nde askeri birliklerde adenoviriislere bagl solunum sistemi
enfeksiyonlardan korunma amaciyla serotip 4 ve 7’yi igeren canli asilar kullanilmistir.

Ancak 1999 yilindan sonra iiretici firma as1 iiretimine son vermistir (47).

2.11. TEDAVI

Adenoviriis enfeksiyonlarinin spesifik tedavisi yoktur (47). Ribavirin ve sidofovir ile
yapilmis olan kii¢iik capli ¢calismalar mevcuttur ancak degisken sonuglar bulunmaktadir
(19). Sidofovir antiviral ilaglar i¢inde en giiclii etkiye sahiptir. Ribavirin ve gansiklovir

ise daha az etkili bulunmustur (10).

Ribavirin genis spektrumlu bir antiviral ajandir. Hiicre membranini gecerek hiicre i¢inde
fosforile olur, inozin monofosfat dehidrogenazi inhibe eder. Adenoviral goz
enfeksiyonlarinda topikal kullanimi1 hakkinda yeterli etkinligi bulunamamis olup, daha
fazla caligmaya ihtiya¢c vardir (30). Sidofovir viral DNA polimerazi inhibe eden bir
sitozin monofosfat analogudur. Sidofovir daha ¢ok sistemik adenoviral enfeksiyonlarda
calisgtilmig olup giiniimiizde bazi hastanelerde 6zellikle immiinsupresif hastalarin
preemptif tedavilerinde kullanmilmaktadir. Intraven6z immiinglobiilinlerin kullanimi s6z

konusu olsa da bu konuda sinirhi veri bulunmaktadir (10).

Klinik pratikte halen adenoviral konjonktivitli hastalarda antiviral tedavi
bulunmamaktadir (31). Akut donemde steroidler, suni gdzyas1 damlalar1 ve bazi
olgularda siiperenfeksiyonu dnlemek amaciyla antibiyotikli damlalar gibi semptomatik

tedavi yontemleri kullanilmaktadir (5).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Viroloji Laboratuvarinda yapildi.

3.1. ORNEKLER

Mart 2012-Aralik 2012 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Arastirma
ve Uygulama Hastanesi Go6z Hastaliklar1 Poliklinigine konjonktivit On tanisi ile
basvuran ve adenoviral konjonktivit diisiiniilen 50 hastadan alinan konjonktival siiriintii
ornegi calismaya dahil edildi. Adenoviral konjonktivit 6n tanili hastalarin gozlerinin alt
palpebral konjonktiva bolgesinden ikiser adet plastik sapli dakron ekiivyon ile siiriintii
ornegi aliarak viral transport besiyeri (Vircell, Spain) igcerisine konuldu. Viral transport

besiyerlerinden biri PCR, digeri hiicre kiiltiiriinde kullanilmak {izere -70°C’de muhafaza

edildi.

3.2. ADENOVIRUS DNA’NIN PCR iLE ARASTIRILMASI

Biitiin 6rneklerde niikleik asit izolasyonu EZ1 Virus Mini Kiti v2.0 (Qiagen, Almanya)
kullanilarak test kitin prosediirine uygun olarak calisildi. Adenovirus DNA
amplifikasyonu icin Realstar Adenovirus PCR Kit 1.0 (Altona Diagnostics, Qiagen,
Almanya) kiti ile PCR islemi uyguland1.

Niikleik asit izolasyonu

Ornekler ¢alismadan 6nce 15-25°C oda sicakligina getirildi.
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Kit icerigi (EZ1 Virus Mini Kiti v2.0 (Qiagen, Almanya)

- Buffer AVE (3 adet)

- Carrier RNA (1 adet)

- Izolasyon kiti (48 adet)

- Reagent cartridges viriis mini v2.0 (8 adet)
- Sample tiip, conical 2 mL (100 adet)

- 1,5 mL tiip (100 adet)

- Disposable pipet ucu (50 adet)

- Disposable tip holders (50 adet)

Siiriintii 6rneklerine uygulanan niikleik asit izolasyon prosediirii

1.

Transport besiyeri i¢inde bulunan siiriintii ornekleri vortekslendi, 400’er uL

almip ependrof tiiplere konuldu.

Her ornek icin 3,8 uL Carrier RNA, 7,2 uL internal kontrol ve 49 uL buffer

AVE’den olusan karisim hazirlandi ve 1,5 ml’lik tiiplere konuldu.

Izolasyon cihaz1 EZ 1 Advanced (Qiagen, Almanya) icine izolasyon islemi icin

gerekli soliisyonlar yerlestirildi.
Cihaz prosediirii secilerek izolasyon islemi baslatildi.
Izolasyon islemi sonunda izolatlar alinarak numaralandirildi.

Hasta ornekleriyle birlikte negatif kontrol olarak deiyonize sudan niikleik asit

izolasyonu yapild1.

Ependrof tiiplerinde bulunan izolatlar niikleik asit PCR calismasi i¢in ¢alismaya

almana kadar en fazla iki giin -20°C’de sakland1.
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Adenoviriis DNA Amplifikasyonu

Biitiin Orneklere Adenovirus DNA belirlenmesi icin Rotor-Gene Q5 plex (Qiagen,

Almanya) cihazinda PCR islemi uygulandi.

Kit Icerigi (Realstar Adenovirus PCR Kit 1.0, Altona Diagnostics, Qiagen,

Almanya)

- Master A (4 adet)

- Master B (4 adet)

- Internal kontrol (1 adet)
- Steril distile su (1 adet)
- Standartlar Si, S,, S3, S4

* PCR kitinde hedef bolge ‘hekzon geni’dir.

Testin uygulanmasi

1.

Amplifikasyon asamasi izolasyon odasindan farkli bir odada yapildi. Onceden %
10’luk hipokloritli su ile silinmis ve ultraviyole 15181 ile sterilize edilmis laminar

akimli kabin igerisinde ¢alisild1.

Amplifikasyon icin kullanilacak kit +4°C’den ¢ikarildi.

. Hasta bagina Master A’dan 2,5 puL, Master B’den 7,5 uL hesaplanarak PCR-

miks hazirlandi.

PCR-miks karistmindan her bir tiipe 0,1 uL dagitild.

Her bir tiipe sirayla numaralandirilmis DNA izolatlarindan 5’er uLL dagitildi.
Standartlar S;, S,, S3, Ssolarak 10’ar pLL dagitild.

Negatif kontrol tiipiine deiyonize sudan elde edilen DNA izolat1 eklendi.

Tiiplerin kapaklarina hasta numaralar1 ve kontrollerin isimleri sirasiyla yazildi.
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9. Tipler Rotor-Gene QS5 plex (Qiagen, Almanya) cihazina yerlestirilip PCR
programi baglatildi. PCR programi asagidaki gibidir:

95 °C’de bekleme 10 dakika
95 °C’de 10 dakika

95 °C’de 15 saniye

42 siklus
58 °C’de 60 saniye

+4 °C’de 0
10. Reaksiyon sona erdikten sonra PCR iiriinleri cihazin i¢inden alind1.

11. Degerlendirme asamasinda her bir hastanin hedef bolge ve internal kontrol egrileri
kiyaslandi. Threshold cizgisi iizerinde kalan egriler pozitif olarak kabul edildi ve

orneklerin viral yiikleri degerlendirildi.

3.3. ADENOVIRUS’UN KONVANSIYONEL HUCRE KULTURUNDE
IZOLASYONU

Adenoviriis izolasyonunda HEp-2 hiicreleri kullanildi. Hiicre Kkiiltiirii ¢alismalarinin
biitiin asamalar1 6nceden % 70’lik alkolle silinmis ve ultraviyole isinlarina maruz
birakilmis laminar akimli kabinde yapildi. Biitiin 6rneklerden HEp-2 hiicre kiiltiiriine
ekim yapildi ve 37°C’de % 5 CO;’li etiivde inkiibe edildi. Hiicreler invert mikroskopla
incelendi.

Kullanilan besiyerleri ve soliisyonlar:

1. Hanks’ dengeli tuz soliisyonu

* Hanks’ soliisyonu (Gibco, 10X) 10 mL
* Steril deiyonize su 90 mL
* %4.,4’liikk NaHCO3 1 mL
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2.Gelisme besiyeri

* RPMI 1640 besiyeri (Lonza) 10 mL
* Steril deiyonize su 90 mL
* %4.,4’liikk NaHCO3 3,5 mL
* 200 mM L-glutamin (Biological Industries) I mL

* Fetal bovine serum (56°C’de 30 dakikada inaktive edilmis) 10 mL

* 10 000 U/mL penisilin stok soliisyonu 1 mL
* 10 000 U/mL streptomisin stok soliisyonu 1 mL
* 5 mg. amfoterisin B stok soliisyonu 1 mL

3. Stok soliisyonlarin hazirlanis

PENISILIN STOK SOLUSYONU: Bir sise penisilin (1 000 000 iinite) 1 mL deiyonize
su ile sulandirildi, 100 kez diliie edildikten sonra birer mL olacak sekilde ependroflara

boliinerek saklanda.

STREPTOMISIN STOK SOLUSYONU: Bir sise streptomisin (1gr) 1 mL deiyonize su
ile sulandirildi, 100 kez diliie edildikten sonra birer mL olacak sekilde ependroflara

boliinerek saklanda.

AMFOTERISIN B STOK SOLUSYONU: Bir sise amfoterisin B (50 mg) 10 mL
deiyonize su ile 10 kez diliie edildi. Bu soliisyondan 0,3 mL ayrildi. Daha 6nceden
hazirlanmis olan %4,4’liik NaHCOj soliisyonundan 1,47 mL alinarak 13,23 mL Hanks’
soliisyonu ile karistirildi. Toplamda 14,7 mL soliisyon elde edildi. En son olarak 0,3 mL
amfoterisin B soliisyonu ile 14,7 mL Hanks’ ve NaHCOs soliisyonu karistirilarak 15 mL
final soliisyon elde edildikten sonra birer mL olacak sekilde ependroflara bdliinerek

saklandi.

* Penisilin, streptomisin ve amfoterisin B soliisyonlar1 0.22 um filtreden gecirilerek

steril edildi.
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4. Devam besiyeri

Gelisme besiyeri hazirlanirken kullanilan soliisyonlar ve miktarlart ayni sekilde

kullanildr ancak fetal bovine serumu 2 mL olarak eklendi.
5. Sodyum Bikarbonat Hazirlanmasi

4,4 gr. NaHCO; 100 mL deiyonize su iginde ¢Oziinerek otoklavda steril edildi ve
+4°C’de sakland1.

6. Tripsin Hazirlanmasi

2,5 gr tripsin (Biological Industries) 100 mL Hanks’ soliisyonu icine eklenip manyetik
karistiricida bir saat karistirildi. pH 7.4 olacak sekilde sodyum bikarbonat ile ayarlandi.
0.22 um filtreden gegirilerek steril edildi. 1 mL’lik esit hacimlerde ependrof tiiplere
boliinerek -20°C’de saklandi.

7. L-Glutamin Hazirlanmasi

1,46 gr L-glutamin (Biological Industries) 10 mL deiyonize suda eritildi. Bu karigimdan
1 mL alinarak 4 mL deiyonize su eklendi ve 200 nM’lik L-glutamin ¢ozeltisi elde
edildi. 0.22 pm filtreden gecirilerek steril edildi. 1 mL’lik esit hacimlerde ependrof
tiiplere boliinerek -20°C’de saklanda.

Kullanmilan cihazlar:

1. COy’li etiiv

2. Class 2A laminer akiml1 kabin

3. Santrifiyj

4. Benmari

5. Invert mikroskop
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Hiicre Kiiltiirii

HEp-2 Hiicrelerinin Pasaj Edilmesi

1.

Tam tabaka teskil etmis olan hiicre kiiltiir sisesindeki (75cm?) besiyeri alindi.

Kiiltiir sigesi tizerine 10 mL Hanks’ dengeli tuz soliisyonu eklenerek hiicreler

yikandi. Hanks’ dengeli tuz soliisyonu dokiildii.

Hanks’ dengeli tuz soliisyonundan 10 mL alinarak igerisine 1 mL tripsin
eklendikten sonra elde edilen soliisyon sise iizerine eklendi. Birka¢ dakika

bekletildikten sonra karigim dokiildii.

Siseler 37°C’de 5-10 dakika bekletilerek hiicrelerin sisenin yiizeyinden

ayrilmasi saglandi.

Hiicreler sisenin yiizeyinden ayrilip hareket etmeye baslayinca iizerine 10 mL
gelisme besiyeri konuldu. Hiicrelerin kiimelesmesini énlemek igin iyice pipetaj

yapildiktan sonra, iki adet bos hiicre kiiltiirii sisesine esit olarak dagitildi.

Yeni hazirlanan hiicre kiiltiirii siseleri {iizerine sise hacminin % 10’unu
tamamlayacak kadar (yaklasik 20-25 mL) gelisme besiyeri konuldu ve pipetaj
yapildi.

Tripsin uygulanan hiicre kiiltiirii sisesi tizerine 25-30 mL kadar gelisme besiyeri

eklendi.
Hiicre kiiltiirii siseleri % 5 CO;’li ortamda 37°C’de inkiibe edildi.

Hiicreler hiicre kiiltiirii siselerinin yiizeyini tek tabaka halinde tamamen

kaplayana kadar, besiyeri 24-48 saatte bir gelisme besiyeri ile degistirildi.

Hiicrelerin Dondurulmasi

1.

Hiicreler {iizerindeki besiyeri alinarak yukarida anlatildigi sekilde pasaj

islemlerinde yapildig1 gibi tripsin ile muamele edildi.

2. Hiicreler santrifiij tiiptine almarak 1000 rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi.
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3.

Ustteki siipernatan atild1. Hiicre pelleti iizerine 1 mL gelisme besiyeri eklendi ve
pipetaj yapildi. Bu hiicre siispansiyonunun iizerine 1 mL fetal bovine serum
eklendi, pipetaj yapildi ve mL’de 1x10° hiicre olacak sekilde ticari saklama
tiiptine (kriyotiip) eklendi.

Hazirlanan hiicre karigimi iizerine, toplam hiicre siispansiyonunun %10’u kadar

dimetilsiilfoksit konuldu ve pipetaj yapildi.

Hiicreler +4 °C’de 30 dakika bekletildikten sonra -20 °C’de 1 saat ve takiben -
70 °C’de bir gece tutulduktan sonra kriyotiipler alinip sivi azot tankina

yerlestirildi.

Muayene Maddelerinin Hiicrelere Ekimi

1.

Tam tabaka teskil etmis olan hiicre kiiltiir sisesindeki (75cm?) besiyeri alindi.

Hiicreler pasaj islemlerinde yapildigi sekilde tripsin ile muamele edilerek

kaldirild.

Hiicreler birbirinden ayrildiktan sonra yaklasik 10 mL devam besiyeri siseye
ilave edildi. Cam pipet yardimiyla pipetaj yapilarak hiicrelerin sise icerisinde

homojen siispansiyonu saglandi.

Hiicre siispansiyonunun {iizerine 20 mL devam besiyeri eklendi ve pipetaj
yapilarak karistirildi. Bu siispansiyondan 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarinin
her kuyucuguna birer mL dagitildi ve 37°C’de % 5 CO;’li ortamda bir giin
inkiibe edildi.

Hiicrelerin plak tabanimi kaplayip kaplamadigi invert mikroskop ile kontrol
edildi. Plak tabani hiicre ile kaplandiktan sonra plak i¢cinden besiyeri pipet

yardimiyla hiicrelere zarar vermeden alind1.

Muayene maddesi iceren tasima besiyerleri iki dakika vortekslendi ve tasima
besiyerinden 200 pl almarak hiicre iceren kuyucuklara ekim yapildi. Plaklar
37°C’de % 5 CO,’li ortamda bir saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda pipet yardimiyla hiicrelere zarar vermeden hasta

ornekleri bosaltildi. Her bir kuyucuga 1 mL devam besiyeri eklendi.
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8. Her giin invert mikroskop ile hiicreler incelenerek sitopatik etki degerlendirildi.

9. Bu siire igerisinde rengi sariya donen (hiicre metabolizmasindan dolayr asidik

ortamin olusmasi) besiyerleri yenisi ile degistirildi.

10. Hiicre kiiltiiriine inokiilasyondan sonra 8. giinde, sitopatik etki goriillen ve

goriilmeyen biitiin drneklerdeki devam besiyeri pipet yardimiyla bosaltildi.

11. Plak tabanindaki hiicreler ucu kiint, plastik pastor pipetleri ile kazind1 ve pipetaj
yapildi. Hazirlanan bu hiicre siispansiyonunda immiinofloresan yontemi ile

Adenovirus antijeni iki farkl kit kullanilarak arastirildi.

Konvansiyonel Hiicre Kiiltiiriinde Adenoviriis Antijeninin Direkt immiinofloresan

Yontemle Arastirilmasi

Siispansiyon haline getirilen hiicrelerde Adenoviriis antijeni direkt immiinofloresan

yontemle (Argene, Fransa) kit prosediiriine uygun olarak arastirildi.
Kit icerigi

* Primer antikor (FITC ile isaretli antikor)

Testin yapilisi;

1. Hazirlanmis olan hiicre siispansiyonundan pipet yardimiyla 30 pl alinip teflon
kapli lamin bir kuyucuguna damlatildi ve oda 1sisinda kuruyuncaya kadar

bekletildi.

2. Kuruyan preparat iizerine aseton damlatilarak tamamen buharlagincaya kadar

bekletildi.

3. Preparat iizerine bir damla FITC ile isaretli primer antikor damlatildi ve nemli

ortamda 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.
4. Teflon kapli lam PBS ile 5 dakika siireyle yikandi.

5. Preparat iizerine bir damla gliserinli PBS damlatilarak lamel kapatildi.
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6. Preparatlar floresan mikroskopta x20 ve x40’lik objektif ile incelendi.
Adenoviriis’e 6zgii floresan veren antijenler arastirildi. Bir tane floresan veren

hiicre goriildiigiinde test pozitif olarak degerlendirildi.

Hiicre Kiiltiiriinde Adenoviriis Antijeninin Direkt Immiinofloresan Yontemle

Farkh Kit Kullanilarak Arastirilmasi

Siispansiyon haline getirilen hiicrelerde Adenoviriis antijeni direkt immiinofloresan

yontemle (Vircell, Ispanya) kit prosediiriine uygun olarak arastir1lda.
Kit icerigi

* Monoklonal antikor 2 mL (FITC ile isaretli antikor)

* Birer adet pozitif ve negatif kontrol

Testin yapilisi;

1. Hazirlanmis olan hiicre siispansiyonundan pipet yardimiyla 30 pl alinip teflon

kapli lamin bir kuyucuguna damlatildi ve oda 1sisinda kuruyuncaya kadar
bekletildi.

2. Kuruyan preparat iizerine aseton damlatilarak tamamen buharlagincaya kadar
bekletildi.

3. Fiksasyon asamasindan sonra her bir lamel iizerine 25 ul FITC ile isaretli
monoklonal antikor damlatildi ve nemli ortamda 37 °C’de 30 dakika inkiibe

edildi.
4. Inkiibasyon sonunda lamlar PBS ile 10 dakika boyunca yikand.
5. Preparat iizerine bir damla gliserinli PBS damlatilarak lamel kapatild.

6. Preparatlar floresan mikroskopta x20 ve x40’lik objektif ile incelendi.
Adenoviriis’e 6zgii floresan veren antijenler arastirildi. Bir tane floresan veren

hiicre goriildiigiinde test pozitif olarak degerlendirildi.
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3.4. ADENOVIRUS UN SHELL-VIAL HUCRE KULTURUNDE iZOLASYONU

Adenoviriis izolasyonunda HEp-2 hiicreleri iceren shell-vial tiipleri (Vircell, Ispanya)
kullanildi. Caligmanin biitiin asamalar1 6nceden % 70’lik alkolle silinmis ve ultraviyole
1sinlarina maruz birakilmig laminar akimli kabinde yapildi. Shell-vial hiicre kiiltiiriinde

izolasyon iglemi 24 klinik 6rnege uygulandi.
1. Shell-vial tiiplerinin i¢indeki besiyeri bosaltildi.
2. Hasta ornekleri iki dakika vortekslendi ve 200 ul alinarak tiiplere ekim yapildi.
3. Ekim yapildiktan sonra 1200 rpm devirde 45 dakika santrifiij edildi.
4. Santrifiij sonrasi tiipler 37 °C’de bir saat inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonrasi tiiplerin icindeki 6rnekler bosaltildi ve her birine 1’er mL

devam besiyeri eklendi.

6. Tipler ii¢ giin boyunca 37°C’de % 5 CO;’li ortamda inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda monoklonal antikor kiti (Vircell, Ispanya) ile Adenoviriis antijeni

arastirildi.

Shell-vial Hiicre Kiiltiiriinde Adenoviriis Antijeninin Direkt immiinofloresan

Yontemle Arastirilmasi

Shell-vial hiicre kiiltiiriinde direkt immiinofloresan yontemle (Vircell, Ispanya)

Adenoviriis antijeni kit prosediiriine uygun olarak arastirildi.
Kit icerigi
* Monoklonal antikor 2 mL (FITC ile isaretli antikor)
* Birer adet pozitif ve negatif kontrol
Testin yapilisi;
1. Biitiin tiiplerin icindeki devam besiyeri bosaltild1.

2. Atesle yakilan steril birer bistiiri ile tiiplerin icindeki lameller ¢ikarildi. Her
defasinda yakilarak steril edilen penset ile lameller lam iizerine yapistirict

yardimiyla yerlestirildi.
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. Lamellerin iizerine aseton eklenerek 10 dakika siireyle kurumasi beklenip

fiksasyon saglandu.

. Fiksasyon asamasindan sonra her bir lamel iizerine 25 ul FITC ile isaretli
monoklonal antikor damlatildi ve nemli ortamda 37 °C’de 30 dakika inkiibe
edildi.

. Inkiibasyon sonunda lamlar PBS ile 10 dakika boyunca yikandi.
. Preparat iizerine bir damla gliserinli PBS damlatilarak lamel kapatildi.

. Preparatlar floresan mikroskopta x20 ve x40’lik objektif ile incelendi.
Adenoviriis’e 6zgii floresan veren antijenler arastirildi. Bir tane floresan veren

hiicre goriildiigiinde test pozitif olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Arastirma ve Uygulama Hastanesi Goz Hastahklar
Poliklinigine konjonktivit 6n tanis1 ile bagvuran ve adenoviral konjonktivit diisiiniilen

50 hastadan konjonktival siiriintii 6rnegi aliarak caligmaya dahil edildi.

4.1. SURUNTU ORNEKLERINDE PCR BULGULARI

PCR ile calisilan toplam 50 siiriintii 6rneginin 23’tinde (%46) Adenoviriis DNA pozitif

bulundu.

4.2. SURUNTU ORNEKLERINDE HEP-2 HUCRE KULTURU BULGULARI

Tek tabaka halindeki HEp-2 hiicre kiiltiiriiniin goriintiisii Sekil 2’de gosterilmistir. HEp-
2 hiicre kiiltiiriine ekim yapilan konjonktival siiriintii 6rneginin hiicre Kkiiltiiriinde 8.
giindeki Adenoviriis sitopatik etkisi Sekil 3’te gosterilmistir. HEp-2 hiicre kiiltiiriine
ekimi yapilan 50 siiriintii 6rnegi immiinofloresan yontemle incelenerek, 19’u (%38)
Argene kiti ile pozitif bulunurken (Sekil 4), 13’1 (%26) Vircell kiti ile pozitif bulundu.
Hiicre Kkiiltiirtinde Argene kiti ile elde edilen sonuglar, calismanin hiicre kiiltiirii

bulgular1 olarak degerlendirildi.
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Sekil 2. Tek tabaka halindeki HEp-2 hiicre kiiltiirii

Sekil 3. HEp-2 hiicre kiiltiiriinde Adenoviriis’iin yaptig1 sitopatik etki (8. giin)
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Sekil 4. HEp-2 hiicre kiiltiiriinde direkt immiinofloresan (Argene, Fransa) yontemi ile

Adenoviriis antijeninin gosterilmesi

PCR yontemi ile pozitif bulunan 23 konjonktival siiriintii 6rneginin 19’u HEp-2 hiicre

kiiltiirii yontemi ile pozitif bulunmustur (Tablo 2).

Tablo 2. Konjonktival siiriintii 6rneklerinde PCR ve HEp-2 hiicre kiiltiirii bulgularinin

karsilastirilmasi
PCR yontemi HEp-2 hiicre kiiltiirii yontemi

Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 19 4 23
Negatif 0 27 27
Toplam 19 31 50
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4.3. SURUNTU ORNEKLERINDE SHELL-VIiAL HUCRE KULTURU
BULGULARI

Shell-vial hiicre kiiltiiriine ekim yapilan 24 adet konjonktival siiriintii rneginin PCR ve
HEp-2 hiicre kiiltiirii yontemleri ile ayr1 ayr1 karsilagtirilmas: Tablo 3 ve Tablo 4’te
gosterilmistir. Shell-vial hiicre kiiltiiriine ekimi yapilan 24 siiriintii 0rneginin 17’si

immiinofloresan yontemi ile pozitif bulundu (Sekil 5).

Tablo 3. Shell-vial hiicre kiiltiiriine ekilen konjonktival siiriintii orneklerinin PCR

yontemi ile karsilagtirilmasi

PCR yontemi Shell-vial hiicre kiiltiirii yontemi®

Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 17 6 23
Negatif 0 1 1
Toplam 17 7 24

X Shell-vial hiicre kiiltiirii yontemi ile sadece 24 hasta 6rnegi calisilmustir.

Tablo 4. Shell-vial hiicre kiiltiiriine ekilen konjonktival siiriintii 6rneklerinin HEp-2

hiicre kiiltiirii yontemi ile karsilastirilmasi

HEp-2 hiicre Shell-vial hiicre kiiltiirii yontemi®

kiiltiirti yontemi Poritif Negatif Toplam
Pozitif 17 2 19
Negatif 0 5 5
Toplam 17 7 24

X Shell-vial hiicre kiiltiirii yontemi ile sadece 24 hasta 6rnegi calisilmustir.
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Sekil 5. Shell-vial hiicre kiiltiiriinde direkt immiinofloresan yontemi ile Adenoviriis

antijeninin gosterilmesi

4.4. PCR, HEP-2 VE SHELL-VIiAL HUCRE KULTURU BULGULARININ
KARSILASTIRILMASI

Konjonktival siiriintii orneklerinde PCR, HEp-2 hiicre kiiltiirii ve shell-vial hiicre

kiiltiirii bulgular1 karsilastirilarak Tablo 5°te 6zetlendi.

Her ii¢ yontemle de toplam 17 ornek pozitif olarak bulundu. Iki 6rnek PCR ve HEp-2
hiicre kiiltiirii yontemleriyle pozitif bulunurken, shell-vial yontemiyle negatif olarak
saptand1. Dort ornekte Adenoviriis DNA saptandi ancak bu orneklerde her iki hiicre

kiiltiirii yontemiyle de viriis izole edilemedi.
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Tablo 5. Konjonktival siiriintii drneklerinde PCR, HEp-2 hiicre kiiltiirii ve shell-vial

hiicre kiiltiirii bulgularinin karsilastirilmasi

Ornek Sayis1 PCR HEp-2 Hiicre Shell-vial Hiicre
Kiiltiirii Kiiltiirii®
27 - - x
17 + + +
4 + - -
2 + + i

X Shell-vial hiicre kiiltiirii yontemi ile sadece 24 hasta 6rnegi calisilmustir.

HEp-2 hiicre kiiltiirii altin standart kabul edilip, diger testlerin duyarlilik ve 6zgiilliikkleri

hesaplandi. PCR yonteminin duyarliligis % 100 ve ozgiilliigii % 87, shell-vial hiicre

kiiltiirtiniin duyarlilig1 % 89 ve 6zgiilliigii % 100 olarak bulundu (Tablo 6).

Tablo 6. PCR ve shell-vial hiicre kiiltiirii yontemlerinin duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri

Yontem Duyarhlik (%) f)zgiilliik( %)
PCR 100 87
Shell-vial Hiicre Kiiltiirii 89 100
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5. TARTISMA

Adenoviriisler insanlarda solunum yolu enfeksiyonlari, g6z enfeksiyonlari, gastroenterit
gibi genis spektrumlu enfeksiyonlara neden olmaktadir (8). Hastane ve toplum kokenli
viral konjonktivitlerde en sik goriilen viral etkenler adenoviriislerdir (32). Goz
enfeksiyonlarinda bulas parmaklar, ortak kullanilan esyalar, medikal cihazlar ve yiizme
havuzlar1 araciligiyla olmakta ve okullar, isyerleri ve hastane ortamlarinda genis capta
salgilar goriilebilmektedir (33). ABD ve Avrupa iilkelerinde okiiler Adenoviriis
enfeksiyonlarinin insidansi ve epidemiyolojisi ile ilgili veriler kisitli olmakla beraber,
Japonya’da ulusal surveyans c¢aligmalar1 ile yilda bir milyonun {izerinde vaka
bildirilmistir (29,30). Almanya’da dogrulanmis adenoviral konjonktivit vakasi 2001
yilinda 132, 2002 yilinda 82, 2003 yilinda 397 ve 2004 yilinda 652 olarak bildirilmistir
(51). Enfeksiyon o6zellikle tropikal iklime sahip, kalabalik yerlerde ve kotii hijyen
kosullarinda salgmlar seklinde goriilmektedir (52). Ulkemizde okiiler adenoviriis

enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Adenoviral goz enfeksiyonlar1 asemptomatik enfeksiyondan ciddi konjonktivite kadar
degisebilen formlarda olabilmektedir (23). Tanida genellikle klinik goriiniim ile karar
verilmekte ve laboratuvar tanisina nadir olarak basvurulmaktadir (31). Viroloji
laboratuvarlarinda  enfeksiyonun dogrulanmasi amaciyla konjonktival siiriintii
orneklerinden antijen tayini ve molekiiler yontemler uygulanmaktadir (10,20). Klinik
Ornegin miimkiin olabildigi kadar erken donemde alinmasi ve hiicreden zengin olmasi,
laboratuvar tamida duyarliligi arttirmaktadir (20). Ayrica alinan Orneklerin soguk

ortamda (2-8°C) laboratuvara hizla gonderilmesi de c¢ok Onemlidir (20). Yapilan
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arastirmalarda da hastaligin ge¢ fazinda ornek alinmasi veya alinan Orneklerin uygun
olmayan kosullarda saklanmasi gibi nedenlerden dolay1 pozitif sonuclarin sayisimin
diisiikk olabildigi gosterilmistir (51). Wolfel ve ark. (40) yaptig1 c¢alismada, gozden
stirtintii 0rnekleri alinmadan Once lokal anestezik uygulanmasinin elde edilen hiicre
sayisint arttirdigini gostermislerdir. Yine ayni ¢alismada ticari olarak bulunabilen iki
farkli viral transport besiyeri ile sodyum kloriir iceren transport besiyerleri
karsilastirildiginda, sadece sodyum Kkloriir igeren transport besiyerinin gerek viriis
izolasyonu, gerekse kantitatif PCR sonuglarini etkileyecek derecede daha iyi sonug
verdigi gosterilmistir (40). Calismamizda adenoviral konjonktivit 6n tanili hastalardan
akut donemde herhangi bir anestezik ilag uygulanmadan siiriintii 6rnekleri alinmis ve
ornekler ticari olarak elde edilen bir viral transport besiyeri i¢inde -70°C’de ¢alisma

giiniine kadar muhafaza edilmistir.

Adenoviral goz enfeksiyonlar1 salgilar seklinde goriilebildigi icin, etkin tedavi ve
kontrol Onlemlerinin alinmasinda hizli ve giivenilir tanm1 yOntemlerine ihtiyac
duyulmaktadir (40,53). Klinik olarak adenoviral konjonktivit diisiiniildiigiinde taninin
laboratuvar yontemleriyle dogrulanmasi, gerekli hijyenik Onlemlerin bir an ©nce
alimmas1 ve enfeksiyonun epidemiyolojik ©neminin belirlenmesi agisindan yararh
olmaktadir (5). Giiniimiizde bir¢ok viroloji laboratuvarinda enfeksiyonun dogrulanmasi

amaciyla hiicre kiiltiirii yontemleri ve molekiiler yontemler uygulanmaktadir (5,48).

Adenoviral konjonktivit tanisinda hiicre kiiltiiriinde izolasyon altin standart yontemdir
(45). Adenoviriisler en iyi A549, HEp-2, Hela gibi insan epitelyal hiicre dizilerinde
tirerler (20). Konjonktival siiriintii Orneklerinden viriis izolasyonu semptomlarin
baslangicindan 9-14 giin sonrasina kadar miimkiin olabilmektedir (50). Hiicre kiiltiiriine
ekim yapildiktan sonra pozitif sonu¢ almma siiresi ¢esitli ¢alismalarda 3-29 giin
(ortalama 9 giin) olarak belirtilmistir (27). Bu siireyi ortalama 6 giin olarak bildiren
kaynaklar da mevcuttur (54). Epitelyal hiicre dizilerinde adenoviriis {iremesi sonucu
hiicreler yuvarlaklasarak {iziim salkimina benzer kiimelenmeler olusturur (55).
Adenoviriisler her ne kadar stabil olsalar da hiicre kiiltiirinde pH ve sicaklik
degisiklikleri, nem orani, Ornekteki viriis yogunlugu, kullanilan besiyerinin 6zellikleri,
hiicrelerin canlilik durumu ve kullamlan hiicrenin tipi viriisiin  liremesini
etkileyebilmektedir (56). Bakteriyel veya fungal kontaminasyon ihtimali de goz ardi

edilmemesi gereken bir durumdur (6). Yapilan bir calismada, alinan Ornekte baska
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patojenlerin de olmasi durumunda adenoviriis iiremesi maskelenebilecegi icin
sonuglarin  etkilendigi  gosterilmistir  (56). Viriisler izole edildikten sonra
immiinofloresan, hemagliitinasyon inhibisyon veya nétralizasyon testleri ile dogrulama
yapilmaktadir (47). Bu calismada HEp-2 hiicre dizisi kullanilmis ve inokiilasyondan
sonra 8.glinde sitopatik etki gozlenen ve gozlenmeyen biitiin Orneklere direkt

immiinofloresan yontemi uygulanmustir.

Ulkemizde Ankara bolgesinde HEp-2 hiicrelerinin  kullamldig1 bir ¢alismada
konjonktival siiriintii 6rneklerinden Adenoviriis izolasyon orani1 %20 olarak bulunmus,
dogrulama yontemi olarak da lateks agliitinasyon testi kullanilmistir (31). Calismamizda
dogrulama amaciyla iki farkli kit kullanilarak direkt immiinofloresan yontemi
uygulanmistir. Immiinofloresan yontemlerinden birinde (Argene, Fransa) viriis

izolasyon oranm1 % 38, digerinde (Vircell, Ispanya) % 26 olarak bulunmustur.

Konvansiyonel hiicre kiiltiirii yontemleriyle karsilastirildiginda, shell-vial hiicre kiiltiirii
daha hizli sonu¢ vermektedir ancak bu yontemin dezavantaji pahali olmasidir (27).
Ozellikle shell-vial yonteminde HEp-2, HeLa gibi epitelyal kokenli hiicrelerin kullanimi
adenoviriis tanisinda daha da hizli sonu¢ vermektedir (44). Shell-vial yonteminin
duyarliligi alinan Orne8in tipine, santrifiij asamasinin siiresine, ortamin sicaklik
derecesine, izole edilmesi amaglanan viriisiin Ozelliklerine, kullanilan hiicre tipine,
dogrulama amacl kullanilan antikorun 6zelliklerine, boyama ve fiksasyon asamalaria
baghdir (38). Percivalle ve ark. (11) adenoviral konjonktivitli hastalardan alinan siiriintii
orneklerinde, konvansiyonel hiicre kiiltiirii ile shell-vial hiicre Kkiiltiiriiniin
duyarliliklarii esit olarak bulmus ve bu calismada shell-vial yonteminde sonug¢ alma
stiresi 3 giin iken konvansiyonel kiiltiir yonteminde 9 giin olarak belirtilmistir. Kowalski
ve ark. (57) adenoviral konjonktivitli hastalarin siiriintii 6rneklerini alarak
konvansiyonel hiicre kiiltiirii ile shell-vial yontemini karsilagtirmiglar ve shell-vial
kiiltiirtinde duyarlilig1 % 95, 6zgiilliigii % 100 olarak rapor etmislerdir. Bu ¢alismada da
pozitif sonu¢ almmasi shell-vial yonteminde ortalama ii¢ giin, konvansiyonel hiicre
kiiltiiriinde ise sekiz giin olarak belirlenmistir. Okiiler adenoviriis enfeksiyonlarmin
tanisinda shell-vial yonteminin etkinligi konvansiyonel hiicre kiiltiirii ile esit bulunmus
ve tanida daha hizli sonu¢ alinmasi nedeniyle tercih edilebilecegi bildirilmistir (57).
Ayn1 calismada konvansiyonel hiicre kiiltiirii ile pozitif olarak belirlenen ii¢ adet

konjonktival siiriintii Ornegi shell-vial yontemi ile negatif olarak bulunmustur.
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Calismamizda konvansiyonel hiicre kiiltiirii yontemiyle pozitif bulunan 19 konjonktival
stirtintii 6rneginin 17’s1 shell-vial yontemiyle de pozitif bulunurken iki 6rnek negatif
olarak belirlenmistir. Her iki yontemde de HEp-2 hiicre dizileri kullanilmistir. Shell-vial
yontemiyle 1iki Ornegin negatif bulunmasi santrifiij, fiksasyon veya boyama
asamalarindaki herhangi bir aksakliktan kaynaklanmis olabilir. Bu c¢alismada
konvansiyonel hiicre Kkiiltiirii altin standart olarak kabul edildiginde shell-vial

yonteminin duyarliligi % 89, ozgiilliigi % 100 olarak bulunmustur.

Giiniimiizde viriislerin tanisinda bir¢ok mikrobiyoloji laboratuvarinda kantitatif sonug
veren real-time PCR yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir (10). Bu yontem gerek
hizl1 sonug verdigi, gerekse diisilk miktarda da olsa genetik materyali tespit edebildigi
icin erken donemde tedavi ve korunma oOnlemlerinin alinmasi acisindan son derece
etkilidir (19,57). Ornekteki viral yiik miktar1 kiiltiir ile tespit edilemeyecek kadar
diisiikse veya viriis non-enfeksiyoz ozellikteyse viral genomun amplifikasyonu ve
belirlenmesi yiliksek duyarhlik saglamaktadir (6). Son yapilan arastirmalarda adenoviral
konjonktivit tanisinda PCR yonteminin hiicre Kkiiltiirtine goére daha duyarli oldugu
belirtilmektedir (7,9,11,45,56). Percivalle ve ark. (11) konjonktival siiriintii 6rneklerinde
PCR, DFA ve konvansiyonel hiicre kiiltiirii yontemleriyle Adenoviriis arastirmiglar ve
duyarlilik oranlarimi hiicre kiiltiirii i¢in % 76,9, PCR icin % 88,4 olarak, 0zgiilliikk
oranlarini ise her iki yontem icin de % 100 olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada real-
time PCR yonteminin duyarhiligi % 100, 6zgiilliigii % 87 olarak bulunmustur. Wolfel ve
ark. (40) konjonktival siiriintii 6rneklerinde hizli hiicre kiiltiirii ve real-time PCR
yontemlerini uygulamislar ve oftalmolojik tarama agisindan hizli ve yiiksek duyarliliga
sahip olmasi nedeniyle real-time PCR yonteminin daha elverisli oldugu sonucuna
varmiglardir. Yapilan bir ¢caligmada real-time PCR yonteminin adenoviral konjonktivit
salginlarinda tarama amacli kullanimini tavsiye etmislerdir (23). ilaveten Damen ve ark.
(2) gerek arastirma, gerekse tani protokollerinde real-time PCR yOnteminin 6nemini

vurgulamiglardir.

Bu caliymada 23 adet konjonktival siiriintii 6rnegi real-time PCR yontemiyle pozitif
bulunmus ancak bu Orneklerin hepsinden konvansiyonel ve shell-vial hiicre kiiltiirii
yontemleriyle Adenoviriis izole edilememistir. Shell-vial yontemi ile 24 klinik 6rnek
caligilabilmistir. Her ne kadar hastalardan akut donemde oOrnek alinmis olsa da

adenoviral konjonktivit tablosu iginde kronik veya persistan enfeksiyonlar da soz
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konusu olabilmekte, bu durumda PCR yontemi ile pozitiflik goriilebilmektedir. Ayrica
stirtintii 6rnekleri -70 °C’de aylarca beklemistir. PCR yontemi ile canliligimi kaybetmis
viriisiin genomu da tespit edilebildiginden, bu yontemle pozitif bulunan 6rneklerin

hepsinin hiicre kiiltiiriinde izole edilememesi olagandis1 degildir.
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6. SONUCLAR

Okiiler adenoviriis enfeksiyonlar1 cok kolay bulasmalar1 ve hizli yayilmalar1 nedeniyle
onemli bir halk saglhigi sorunudur. Bu nedenle yalniz bir vaka tespit edilse bile hizli
tanmin ve bulastiriciligr 6nlemenin saglanmasi gereklidir. Ulkemizde bu konuda daha
fazla calisma yapilmasina ihtiya¢ vardir. Konvansiyonel hiicre kiiltiirii yontemleri hala
Onemini korumakta ancak uzun siirede sonug¢ vermeleri, deneyimli personel ve ekipman
gerektirmeleri dezavantajlarin1 olusturmaktadir. Shell-vial hiicre kiiltiirii yontemi,
konvansiyonel hiicre kiiltiirii yontemine kiyasla daha kisa siirede sonu¢ vermektedir ve
uygun sartlar mevcut ise tanida kullanilabilir. Hiicre kiiltiirii yontemlerine kiyasla daha
kisa siirede sonu¢ veren ve duyarliligi son derece yiiksek olan real-time PCR
yonteminin, adenoviral goz enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilmasinin daha uygun

olacagi kanaatine varildi.
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