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OZET

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

KONYA BOLGESINDEKi SOLUNUM YOLU PATOJENI OLAN iNSAN
PARECHOVIRUSLARININ (HPeV) ARASTIRILMASI
Semih TOKAK
TIBBi MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi / KONYA-2019

Insan parechovirusu (HPeV) Picornaviridae familyasinda Parechovirus cinsini olusturan,
zarfsiz, tek iplikli RNA virusudur. Bu viruslara olan ilgi son 20 yilda, insan ve hayvan hastaliklari ile
iliskileri nedeniyle onemli oranda artmistir. HPeV’ler yaygin patojenler olup diinya genelinde
ozellikle kiigiik ¢ocuklar1 enfekte etmektedir. HPeV’lerin bulasma yolu fekal-oral yolla meydana
geldigi goriilmekte olup ¢cogu HPeV enfeksiyonu solunum yolu enfeksiyonu ve gastroenterit ile iliskili
olarak hafif seyirlidir. HPeV'ler, diinya capinda yayilan yaygin patojenler olan 19 genotip (HPeV1-19)
icermektedir. Bu ¢alisma ile Parechoviruslarin epidemiyolojik 6zelliklerini daha iyi anlagilmasi ve
bolgemizdeki genotip dagilimini belirlenmesi amaglanmaktadir.

Bu ¢aligma i¢in Konya’da solunum yolu enfeksiyon siiphesi olan hastalardan Eylil 2017 ile
Mart 2019 arasinda solunum yolu 6rnekleri toplandi. Caligmaya toplam 2200 solunum yolu 6rnegi
dahil edildi. Solunum yolu 6rneklerinde multipleks PZR ile HPeV RNA arastirildi ve pozitif bulunan
HPeV’lerin spesifik genotipleri RT-PZR ile VP1 bolgesinin amplifikasyonununa ardindan sekans
analizi ile tanimlandi.

Multipleks PZR ile analiz edilen 2200 solunum yolu numunesinin 11’inde (%0.5) HPeV
tespit edildi. HPeV pozitif 6rnekler daha sonra yapilan RT PZR ve sekans analizinin ardindan HPeV1
(n: 3), HPeV4 (n: 1) olarak genotiplendirildi. HPeV 6ncelikle 3 yasin altindaki ¢ocuklarda tespit
edildi. HPeV’lerin, Ocak-Kasim aylarinda belirgin bir mevsimsel artiga sahip olmak iizere y1l boyunca
dagilim gosterdigi belirlendi. Elde edilen bulgular Konya’da solunum yolu érneklerinde HPeV1 ve
HPeV4’genotiplerinin dolasimda oldugunu géstermistir.

Bu caligma iilkemizdeki solunum yolu enfeksiyonlarinda HPeV'nin neden oldugu ilk
calismadir. HPeV’ler ozellikle yenidoganlarda, sepsis, menenjit veya ensefalitli kiigiik ¢ocuklarda
etken olarak gbéz oOnlinde bulundurulmali ve HPeV tespiti i¢in rutin test panelleri hastane
laboratuvarlarinda bulunmalidir. Molekiiler epidemiyolojik yontemler kullanilarak yapilan ileri
caligmalar etiyolojide yer alan tiim HPeV’lerin genotiplerinin belirlenmesi ve bu enfeksiyonlarin daha
iyi izlenmesi i¢in oldukga yararli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Genotiplendirme; HPeV; RT-PZR; Solunum yolu enfeksiyonlari
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ABSTRACT

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCE INSTITUTE

INVESTIGATION OF RESPIRATORY TRACT PATHOGEN HUMAN
PARECHOVIRUSES (HPEV) IN KONYA REGION
Semih TOKAK
DEPARTMENT OF MEDICAL MICROBIOLOGY
M.Sc THESIS / KONYA-2019

Human parechovirus (HPeV) are non-enveloped, single-stranded RNA viruses that form the
genus Parechovirus in the family Picornaviridae. The interest in these viruses has notably increased
over the past 20 years because of their strengthened associations human and animal diseases. HPeVs
are widespread pathogens, infecting mainly young children worldwide. Transmission of HPeVs seems
to occur via the fecal-oral route and most HPeV infections are mild, associated with respiratory tract
infection and gastro-enteritis. HPeVs include 19 genotypes (HPeV1 to 19) that are globally distributed
common pathogens. The aim of this study is to better understand the epidemiological features of
HPeV and to examine the clinical features more closely.

Respiratory tract samples were collected from patients with suspected HPeV between
September 2017 and March 2019 in Konya. Total 2200 of respiratory tract samples were included in
the study. HPeV RNA were investigated in respiratory tract samples by reverse transcription-PCR and
specific genotypes of enteroviruses were identified HPeV by direct DNA sequencing of the VP1
region.

HPeV was detected in 11 (0.5%) of 2200 airway samples analyzed by multiplex PCR. HPeV
positive samples were then genotyped by RT PCR and sequence analysis followed by HPeV1 (n: 3),
HPeV4 (n: 1). It was determined that HPeVs were distributed throughout the year in January-
November with a significant seasonal increase. The findings showed that HPeV1 and HPeV4
genotypes were circulating in respiratory tract samples in Konya.

This is the first study of HPeV in respiratory tract infections in our country. HPeVs should be
considered as causative agents especially in young infants with sepsis, meningitis, or encephalitis and
routine testing panels for HPeV detection should be available in hospital laboratories. Further studies
using molecular epidemiological methods will be very useful for identifying genotypes of all HPeVs
involved in the etiology and for better monitoring of these infections.

Keywords: Genotyping; HPeV; Respiratory tract infection; RT-PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Human Parechovirus (HPeV) Picornaviridae familyasinda Parechovirus
genusunda zarfsiz tek iplikli RNA virusudur. HPeV’ler ilk tanimlandiginda hiicre
kiltlir karakteristiklerinin temel alinmasiyla Enterovirus genusu i¢inde echovirus 22
ve echovirus 23 olarak siniflandirilmistir. Filogenetik analizler bu viruslarin genetik
olarak Picornavirus genuslarindan farkli oldugunu gostermis (Stanway ve ark. 2000;
Joki-Korpela ve Hyypid 2001) ve bu viruslar Parechovirus ismiyle tekrar

simiflandirilmistir (Stanway ve ark. 2005).

HPeV’ler yeni doganlarda viral sepsis benzeri hastaliklarin ve menenjitin en
onemli ikinci nedenidir (Benschop ve ark. 2006; Wolthers ve ark. 2008). Bu
hastaliklarin ¢coguna HPeV3 neden olmakta ve bu genotip ayn1 zamanda en patojenik
tip olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Harvala ve ark. 2009). Bu tip ayn1 zamanda paraliz,
yeni dogan sepsis benzeri hastalik ve ani 6liimle iligkilidir (Boivin ve ark. 2005;
Harvala ve ark. 2009; Yuzurihara ve ark. 2013). Bu viruslara olan ilgi ge¢miste bilim
camiasinda ¢ok az olsa da gilinimiizde insan ve hayvan hastaliklariyla

iliskilendirildikleri i¢in son 15 yilda 6nemli derecede artis gostermistir.

Bu ¢alisma ile solunum yolu semptomlu hastalarda Parechoviruslarin prevalansi ve

yas gruplarina gore HPeV’lerin genotiplendirilmesi amag¢lanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

Parechovirus genusu, iki tiir igermektedir: Bunlar; HPeV ve Ljungan virus
(LV)’tur. LV ilk defa Isvigre’de tarla farelerinden izole edilmistir. LV nin fiziksel ve
molekiiler oOzellikleri yeni bir parechovirus oldugunu ancak HPeV’dan farkli
oldugunu gostermistir. LV ayrica kuzey Amerika’da kemirici tiirlerinden de izole
edilmistir (Nix ve ark. 2008; Pham ve ark. 2010). Bu virusun Isvigre’deki oryantiring
yapan kisilerde Oliimciill miyokardit olgularimin ortaya ¢ikmasima neden oldugu
diistiniilmektedir. Ancak bugiine kadar insan enfeksiyonuyla ilgili herhangi bir delil
elde edilememistir. Bu virus familyasina ait iiyeler; kiiciik, zarfsiz, tek bir polipeptidi
kodlayan 7 ile 88 kilobazlik pozitif iplikli RNA genomuna sahip RNA viruslaridir.
Bu familya ayn1 zamanda Picornaviridae familyasinin en iyi bilinen ve iyi bir sekilde
karakterize edilen genusu olan Enterovirus gibi sayisiz 6nemli insan ve hayvan
patojenlerini de icermektedir. Bu genus polimyelit etkeni poliovirus, herpanjina; el,
ayak ve agiz hastaliklari, ciddi neonatal hastalik etkeni Coxsackie ve Enterovirus
tirleri ve soguk alginhigmin en biiyiik etkeni olan Rhinoviruslari igermektedir.
Enteroviruslarin aksine Parechoviruslar kesfedildiginden bu yana ¢ocuklarda hafif
seyirli ya da asemptomatik hastaliklarla iliskilendirilmekte dolayisiyla uzun
zamandir klinik olarak iligkisiz oldugu diistiniilmektedir (Ito ve ark. 2004). Ancak
HPeV3 kiiciik ¢ocuklarda sepsis benzeri hastaliklarla ve merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlariyla iliskilendirilmektedir (Harvala ve ark. 2010). 2004°te yapilan bir
calismada HPeV’lerin Oneminin sadece artmadigi ayni zamanda klinik

uyumlulugunun da ayni oranda arttig1 bulunmustur.

2.1. Picornaviridae Familyasinin Taksonomisi

Picornaviridae ailesi 26 cins ve 46 tiirden meydana gelmektedir. Bu virus
familyasindaki tiyelerin sayis1 molekiiler metodlardaki gelismeler sayesinde devamli
olarak artmaktadir. Picornaviridae familyasinin smiflandirilmast en son Mart
2014’de gergeklesmistir (Adams ve ark. 2013). Picornaviridae Kriterlerine uyan

viruslarin tanimlanmasi siirdiikge yeni giincellemelerin olmasi beklenmektedir.

Picornaviruslar genotipik olarak tiir diizeyinde smiflandirilir. Sekans
metotlarindaki  gelismelerden Once, picornaviruslarin tiplendirilmesi  spesifik
antiserum ile virus izolatlarinin nétralizasyonu yontemine dayanmaktaydi,

dolayisiyla viral tipler serotip olarak adlandirilmaktaydi. Serotiplendirmenin yerini

2



bugiin genotipik tiplendirme ya da genotiplendirme almistir (Viral proteinlerin
sekanslanmasiyla tipler tanimlanir). Genotiplendirme metoduyla identifiye edilen tiir
sayisinda onemli derece artis meydana gelmis su an 450°den fazla tiir bu sayede
tiplendirilmistir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Picornaviridae virus familyasinin siniflandirtlmasi. Klinik olarak énemli cinsler

tamimlanmigtir. Tiir ve baz1 genotip/serotip 6rnekleri verilmistir (Lonneke van der Linden ve ark.
2015).

Familya Cins Tir Genotip
—— Enterovirus A —— Enterovirus A71
— Enterovirus B —— Coxsackievirus B3
—— Enterovirus C —— Polioviruses
—— Enterovirus D —— Enterovirus D68

—— Enterovirus ——

— Rhinovirus A —— Rhinovirus A2
—— Rhinovirus B —— Rhinovirus B14
— Rhinovirus C —— Rhinovirus C15

— 5 animal enterovirus species

—— Parechovirus A —— Human parechovirus 1-16
—— Parechovirus —
Picomaviridae —— Parechovirus B
— Hepatovirus ————— Hepatitis A virus

—— Foot-and-mouth disease virus
—— Aphthovirus ——
Equine rhinitis A virus

Encephalomyocarditis virus

—— Cardiovirus —

—— Theilovirus — Saffold virus

‘— 24 other genera

2.2. Parechovirus Genusu

i1k iki Parechovirus, Enterovirus olarak siniflandirilan ve Echovirus 22 ve 23
isimli virtisler olarak tanmimlanmistir (Wigand ve Sabin 1961). 1999 yilinda
Parechoviruslar molekiiler; biyolojik ve fonksiyonel farkliliklardan temel alinarak

Enteroviruslardan ayrilmistir (Hyypia ve ark. 1992; King ve ark. 2000)

Echovirus 22 ve 23 Insan Parechovirus 1 ve 2 olarak yeniden adlandirilmus,
molekiiler virus kesiflerindeki ve reverse transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyon

teknolojisindeki gelisimler yeni Parechoviruslarin tanimlanmasina imkan saglamistir.

Insan Parechoviruslarinin (HPeV) ilk konaklari insanlar olmasma ragmen,

baz1 Parechovirus tipleri insanlarla ayni ortamda yasayan primatlarda da



gozlenmistir. Bu primat tiirleri, vahsi Afrika maymunu (Mandrillus sphinx) ve giiney
domuz kuyruklu sebegi (Macaca nemestrina) (Oberste ve ark. 2013a), ayrica insan
popiilasyonlariyla yakin temasta olan ortamlarda yasayan tiirleri igermektedir
(Oberste ve ark. 2013b). HPeV 12 ve HPeV 15 insanlarin yanisira Hint sebegi
(Macaca mulatta)nde oldugu belirlenmistir. Bu bulgularin yanisira HPeV 1, 4, 5, 6
ve 14 genotipleride sebeklerde rastlanmistir (Shan ve ark. 2010; Oberste ve ark.
2013b). HPeV17 ise 2014 yilinda Fildisi Sahilindeki 9 aylik bir kiz ¢ocugundan,
HPeV18 ise Ganali ¢ocuk diskilarindan izole edilmistir (Bottcher ve ark. 2017; Graul
ve ark. 2017) (Tablo 2.1).

Yapilan tahminlere gore, mevcut tiim HPeV’ler 400 yillik bir ge¢mise uzanan
ortak bir ataya sahiptir (Faria ve ark. 2009). Bu tek bir atadan farkli soylarin ortaya
cikist, RNA viruslarinda oldugu gibi HPeV’lerin yiiksek mutasyon orani
gostermeleri onlara hizli bir evrim saglamaktadir (Drake ve Holland 1999; Faria ve
ark. 2009). Genotipler arasinda meydana gelen rekombinasyon, onlarin genomik
kompozisyonunu biiyiik oranda etkilemekte ve genotip evrimini tesvik etmektedir
(Benschop ve ark. 2008c; Sun ve ark. 2012). Rekombinasyonlar HPeV genomunda
tek nokta mutasyonundan daha biiyiik degisiklige neden olmaktadir (Baumgarte ve
ark. 2008).



Tablo 2.1. Parechovirus genotiplerinin kegfedildigi yila, yere, alinan 6rnege ve kaynaga gore listesi

Genotip Ornekleme Yer Alman Ornek Kaynak
yili
HPeV1 1956 ABD Diyareli gocuk Wigand ve
diskisi Sabin, 1961
HPeV2 1956 ABD Diyareli ¢ocuk Wigand ve
diskist Sabin, 1961
HPeV3 1999 Japonya 1 yasindaki Ito ve ark.
gegici felgli, 2004
atesli ve diyareli
¢ocuk diskis1
HPeV4 2002 Hollanda 8 aylik atesli Benschop ve
bebek diskisi ark. 2006a
HPeV5 1986 ABD Yiiksek atesli 2 Oberste ve
yasindaki ¢ocuk ark. 1998
diskisi
HPeV6 2000 Japonya Reye sendromlu | Watanabe ve
1 yasindaki ark. 2007
¢ocuk BOS
HPeV7 2007 Pakistan Saglikli 2 Li ve ark.
yasindaki ¢ocuk 2009
diskasi
HPeV8 2006 Brezilya Enteritli cocuk | Drexler ve ark.
diskisi 2009
HPeV9 2004 Banglades Disk1 Nix ve ark.
2013
Oberste ve
ark. 2013b
HPeV10 2005 Sri Lanka Gastroenteritli | Kim Pham ve
¢ocuk diskis1 ark. 2010
HPeV11 2005 Sri Lanka Gastroenteritli Pham ve ark.
¢ocuk diskisi 2011
HPeV12 2004 Banglades Maymun diskist Nix ve ark.
2013

Oberste ve




ark. 2013b
HPeV13 2005 Banglades Insan diskist Oberste ve
ark. 2013b
HPeV14 2004 Hollanda Insan digkist Benschop ve
ark. 2008b
HPeV15 2008 Banglades Maymun diskist Oberste ve
ark. 2013b
HPeV16 2008 Banglades Insan diskisi Oberste ve
ark. 2013b
HPeV17 2017 Fildisi Sahili Insan Diskist Bottcher ve
ark. 2017
HPeV18 2017 Gana Insan Diskist Garul ve ark.
2017
HPeV19 2019 Malavi Insan Diskist Brouwer ve
ark. 2019

2.3. Virus yapisi ve genomu

Diger Picornaviruslarla benzer olarak Parechoviruslar zarfsiz, tek iplikli RNA
viruslaridir. Parechovirus virionlar1 yaklasik 22-30 nm olup ikozahedral simetriye
sahiptir. Genomlar1 73 kb’lik protein kilifla kapli RNA molekiiliinden ibarettir. Bu
molekiil translasyona ugramayan 5’ ve 3’ bolgelerinden meydana gelmekte bunu tek
bir protein kodlayan tek bir okuma g¢ercevesi takip etmektedir. 5’ ucundaki
translasyon olmayan bélge tip II internal ribozom giris bolgesini (IRES) igeren
ikincil bir yapiyr meydana getirmektedir (Nateri ve ark. 2000; 2002). Bu genom
IRES aracili translasyon i¢in mRNA olarak rol oynamakta ve viral proteinlerin
timiinii iceren bir poliproteini iiretmektedir. Tasarlanan 3 yapisal protein, viral
protein 0 (VPO), 1 (VPI) ve 3 (VP3) bu poliproteinin 5’ ucunda yer almaktadir. 3
yapisal proteinin kombinasyonuyla da viral kapsidin ¢ekirdek yapisini
olusturmaktadir. ikozahedral kapsid bu g¢ekirdek birimin 60 kopyasmin bir araya

getirilmesinde rol oynamaktadir.

VPO, VP1 ve VP3’i yapisal olmayan 2A-2C ve 3A-3D proteinleri
izlemektedir. Bu proteinlerden 2C proteini NTPaz aktivitesine sahipken replikasyon

olusumuna da katilmaktadir (Krogerus ve ark. 2003; Samuilova ve ark. 2006). 3B
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proteini RNA replikasyonunda primer rol istlenirken, 3C proteini poliprotein
kesiminde proteaz olarak gorev yapmaktadir (Schultheiss ve ark. 1995). 3D protein
RNA bagimli RNA polimerazdir ve genom replikasyonunu yliriitmektedir. 2A, 2B ve
3A proteinlerinin fonksiyonlar1 heniiz detayli bir sekilde bilinmemesine ragmen 2A
proteininin viral replikasyonda isleve sahip oldugu ve 2B proteinin membran
gecirgenliginde isleve sahip oldugu disiiniilmektedir (Stanway ve ark. 2000;
Samuilova ve ark. 2004). Tiirler aras1 genom rekombinasyonu enteroviruslar arasinda
oldukga iyi bilinen bir fenomendir (Wigand ve Sabin 1961; Harvala ve ark. 2010).
HPeV1-6 genomunun tam analizi ile farkli tipler arasinda genomlarin oldukga
yiiksek mozaik oldugu VP1 iizerinde tip spesifik kiimelenmenin oldugu
gozlemlenmistir, bu tip spesifik ayrim, yapisal olmayan 3D pol proteininde mevcut
degildir. HPeV3‘de bu durum farklilik géstermekte olup, kiimelenme farkli HPeV3
suslarinin hem VP1 hem de 3D pol protein bolgesinde gozlemlenmistir (Sekil 2.2).
HPeV1, 4, 5 ve 6 suslart arasindaki rekombinasyon siklikla NS bolgesinde
gozlemlenmekte ancak HPeV3 sekansinda tip spesifik segregasyon kayb1 gosterilmis
olup bu durum farkli bir hiicre tropizmi ile agiklanmistir (Ehrnst ve Eriksson 1993;
Ghazi ve ark. 1998).

Sekil 2.2. Parechovirus genomunun organizasyonu. Her bir genomun fonksiyonu suanki mevcut
bilgilere gore diizenlemistir. Sonda yer alan gri kutucuklar transle edilemeyen iki bolgeyi
gostermektedir (UTR).

capsid proleing nan-atructural probeins
—iB
SUTR | WPD ‘ VP3 ‘ VP1 ‘ 2.&‘ 25‘ 2C ‘:mH ac ‘ aD Ha'um
[ [ T [ L J [ L [ L
0 kp 1kb 2kb 3kb 4 kb 5 kb kb Thb

2.4. HPeV Reseptorleri

HPeV1, avB1l ve avp3 integrinlerini reseptdr olarak kullanmaktadir ancak her
iki integrinin de ifade edildigi hiicrelerde HPeV1, muhtemelen avp3 integrinine
baglanmaktadir (Triantafilou ve ark. 2000). integrinler, 1kositlerin de dahil oldugu
adezyon molekiillerinin 6nemli bir grubunu olusturmakta ve arginin-glisin-aspartik
asid (RGD) motifine baglandigi bildirilmektedir. integrin P1, ekstraseliiler

matriksdeki hiicre baglanmasinda rol alirken, B3 integrinler ise inflamasyon yerinde



trombosit ve notrofillerin etkilesimlerinde ya da vaskiiler hasar bolgelerinde yer
almaktadir (Roitt ve ark. 2001) Toll-Like-Reseptor 7 (TLR) ve TLR8’in, HPeV1 igin
konak immiin algaci olarak gorev yaptigi gosterilmistir. Tek iplikli RNA genomu,
TLR ile endozomal boliimlerde tespit edilmistir. Bu, konak immiin yanitimi
baglatacak  proinflamatuar ~ molekiillerin ~ sentezini  saglayan  sinyalleri
etkinlestirmektedir (Triantafilou ve ark. 2000). Ayrica HPeV2, HPeV4 ve HPeV5 de
VP1’in C terminal ucunda RGD motifine sahiptirr RGD motifi, HPeV1
enfeksiyonlar1 i¢in gerekli olmasina ragmen HPeV3 i¢in gerekli degildir (Ghazi ve
ark. 1998; Ito ve ark. 2004). Bu nedenle RGD bagimsiz bir yol ve hiicre girisinin
muhtemel oldugu diistiniilmektedir (Ito ve ark. 2004).

2.5. Hiicre Tropizmi ve Reseptor Etkilesimleri

BOS’ta HPeV3’iin, belirgin olarak sik saptanmasi, HPeV tipleri arasinda
hiicre tropizmleri agisindan farklilik oldugunu diisiindiirmektedir. HPeV3’iin sinirli
sayida hiicre kiiltiiriinde iiremesi ve zayif sitopatik etkiye neden olmasi da bunu
kanitlamaktadir. HPeV3, farkli bir tiple enfekte hiicreyle nadiren etkilesime
geemektedir. Hiicre tropizmlerindeki farklilik, degisik reseptdr kullanimlariyla
aciklanabilmektedir. HPeV1,2 ve 4-6; VPI’in C terminal ucunda, el ayak-agiz
hastalig1 virusu, koksaki A9, ekovirus 9 gibi diger viruslarin hiicre yiizey
integrinlerine baglanmak i¢in kullandiklar1 RGD motifini igermektedir. RGD motifi
HPeV1 enfeksiyonlar1 i¢in gerekli olmasma ragmen HPeV3, bu motife sahip
degildir. Dolayisiyla HPeV3’iin RGD’den bagimsiz farkli bir reseptor yoluyla
enfeksiyona neden oldugu varsayilmakta ancak bu durum heniiz net olarak
bilinmemektedir. Tropizmin belirlenmesinde, organ gelisimi sirasinda ifade edilen
reseptorlerin 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Gelisim sirasinda ifade edilen
spesifik reseptorlerlerin farkli olmasi; HPeV3’iin, biiyiilk cocuk ve yetiskinlerde
nadiren goriilmesini ya da hi¢ gériilmemesini desteklemekte ve yenidoganlarin neden
enfeksiyona daha egilimli oldugunu da kismen agiklamaktadir (Benschop ve ark.
2012)

2.6. Replikasyon Stratejisi

Parechoviruslarin replikasyon stratejisi diger Picornaviruslarla benzerlik
gostermektedir. Su anki bilgiler agirlikli olarak Picornavirus ¢alismalarina dayansa

da replikasyon dongiisiiniin belli adimlari 6zellikle HPeV1 ile karakterize



edilmektedir. Konak hiicre membranindaki hedef reseptdrlerin taninmasi
Parechovirus yasam dongiisiinii baglatmaktadir. HPeV1 VP1’in C terminalinde RGD
motifini kullanarak avp integrinlere baglanmaktadir (Triantafilou ve ark. 2000;
Seitsonen ve ark. 2010). Fakat bu motif sadece HPeV genotiplerinin bazisinda
mevcuttur. HPeV3 ve son zamanlarda kesfedilen HPeV tipleri RGD motifinden
yoksundur ve reseptorlerin yollart halen bilinmemektedir (Joki-Korpela ve ark.
2001). HPeV1 ¢alismalari, Parechoviruslarin reseptorlere baglanmay: takiben konak
hiicreye klatrin aracili endolitik yol izini kullanarak giris yaptigini gostermistir.
Internalizasyonu takiben, Parechovirus viral genomu sitozol icine salinmakta ve
genomu konak hiicre ribozomlarina ulasmakta IRES aracili translayonu mRNA
uistlenmektedir. Viral protein translasyon ve 3C proteinin proteolitik olarak
parcalanmasiyla iiretilmekte ve viral proteinler iiretildikten sonra yasam dongiisii

RNA replikasyonuna donmektedir.

Bu replikasyon prosesi viral peptid 3D ile yénetilmektedir. ilk olarak pozitif
3D RNA ipliklerini komplement negatif iplikli RNA’ya replike edilmekte, bu iplik
yeni viral genom icin kalip 6devi goérmektedir. HPeV’nin RNA replikasyonu
vezikiiler yapilarda meydana gelmektedir. HPeV1 i¢in replikasyon kompleksi golgi
iligkili vezikiillerden olustugu bu olusumun viral peptid3D araciligiyla meydana
geldigi diistinilmektedir. Yeni tiretilen viral molekiiller, yapisal proteinler ve 5° vpg
kapli pozitif iplikli RNA lar yeni virus partikiilinii olusturmak i¢in bir araya
gelmektedir. Yeni olusan viral partikiiller enfektif olmadan 6nce bir olgunlasma
basamag gecirmektedir. Olgunlagsma prosesinin arkasinda yatan mekanizma halen
bilinmemektedir. VPO proteininin VP2 ve VP4 proteinlerine ayrismasi HPeV’lerde
olmadigr i¢cin bu mekanizma ¢ogu Picornaviruslarda farklilik gostermektedir
(Stanway ve ark. 2000) (Sekil 2.3) Picornaviruslarin litik yasam dongiisiinde, yeni
olusan virionlar konak hiicre lizisinin ardindan serbest kalmaktadir (Cann 2012).
Picornaviruslarin ¢ogu enfeksiyon siirecinde viral proteinlerin iiretimini arttirmak
i¢cin konak hiicre proteinlerinin translasyonunu bozmaktadir. Parechoviruslarda bu

adim mevcut degildir (Coller ve ark. 1990; Stanway ve ark. 2000).



Sekil 2.3. Konak hiicrenin tanimasiyla virus yasam dongiisii baslar ve endositoz araciligiyla viral giris
saglanir. Viral RNA sitozolde serbest kalir, RNA viral protein {iretimi i¢in translasyona ugratilir,
replikasyonda genom ve viral kapsid olusumuna katilir. Yeni olugsan viral RNA konak hiicreden
ayrilmadan dnce kapsid icinde paketlenir.
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2.7. HPeV’lerin Epidemiyolojik Ozellikleri

HPeV’ler kiiresel olarak dagilim gostermekte ve kitalarda yerlesim gosteren
tim insanlarda goriilebilmektedir. Bu viruslarin klinik 6zellikleriyle yapilan ¢ogu
calisma HPeV’lerin insan hastaliklariyla iliskili oldugunu gdstermistir. Bu kiiresel
dagilim HPeV tiplerinde farklilik gdsterebilmektedir. Hastaliklart Kontrol ve Onleme
Merkezi (CDC) verilerine gore, 39 yillik veriler degerlendirildiginde ABD’de
HPeV1’in tanimlanan tiim EV izolatlarina oran1 %1,8 (880/49.637) dir (Khetsuriani
ve ark. 2006). HPeV 1-6 tipleri kiiresel dagilim gosterirken, diger tiplerin dagiliminin
oldukga smirli oldugu belirlenmistir. HPeV 7-16 genotipleriyle ile ilgili ¢ok az bilgi
mevcuttur. Giiney Amerika ve Asya da HPeV 7, 8, 9 ve 12 genotipi gastrointestinal
hastalikli ya da bilinen klinik durumu olmayan ¢ocuklarda rastlanmistir (Drexler ve
ark. 2009; Li ve ark. 2009; Zhang ve ark. 2011; Zhong ve ark. 2011; Alam ve ark.
2012; Alam ve ark. 2013; Nix ve ark. 2013; Oberste ve ark. 2013b). Genotip 10, 11,
13, 14 ve 15 Asya’daki gastroenteritik ya da asemptomatik cocuklarda ve
maymunlardan elde edilen 6rneklerde rastlanmistir (Kim ve ark. 2010; Pham ve ark.
2011; Oberste ve ark. 2013b; Alam ve ark. 2013). Hollandal1 bir ¢ocugun diskisinda
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bulunan HPeV 14 bu tip i¢in Avrupa’daki tek rapordur (Benschop ve ark. 2008Db).
Genotip 16 ise Banglades’teki bir insan digkisinda tanimlanmigtir (Nix ve ark.2013;
Oberste ve ark. 2013b). Bir¢ok HPeV genotipi es zamanli olarak insan
popiilasyonlar1 arasinda dagilim gostermektedir. Iskocya ve Hollanda’dan alinan atik
orneklerin siirveyans verileri HPeV lerin yiliksek oranda mevcut oldugunu gostermis
ve HPeV1, 3 ve 6 genotiplerinin en yaygimn goriilen tipler oldugu bildirilmistir
(Lodder ve ark. 2013; Harvala ve ark. 2014). Kanada ve Finlandiya’dan elde edilen
serolojik veriler ¢ogu bireyin iki yasindan 6énce HPeV1 enfeksiyonuna yakalandigini
gostermektedir (Abed ve ark. 2007; Tauriainen ve ark. 2007). HPeV1 ve HPeV3
agirlikli olarak 3 yas altindaki ¢ocuklarda goriildigi icin, HPeV’lerin oncelikli
hedefinin ¢ocuklar oldugu disiiniilmektedir (Grist ve ark. 1978; Khetsuriani ve ark.
2006; Harvala ve Simmonds 2009). HPeV1 ile enfekte gocuklarin ortalama yasi (6.6
aylik), HPeV3 (1.3 aylik) ile enfekte ¢ocuklardan 6nemli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur. 1983 ve 2005 yillar1 arasinda ABD’de yiiriitiilen ¢alismalara gore
bircok HPeV1 (%73) ve HPeV2 (%68) enfeksiyonlarinin bir yas altindaki ¢ocuklarda
meydana geldigini gostermektedir (Khetsuriani ve ark. 2006). Bu gozlem HPeV’lerin
hedefinin kii¢iik ¢cocuklar oldugunu bir kez daha dogrulamaktadir (Benschop ve ark.
2006D).

Baslica kiiciik cocuklarda rapor edilmesine ragmen, birka¢ rapor HPeV
enfeksiyonlarinin yetiskinlerde de gozlendigini belirtmistir. Japonya’da HPeV3, 30
yasindan biiyiik yetiskinlerde kas agris1 olgularina neden olmustur (Mizuta ve ark.
2012). Japonya’nin yanisira yetiskinlerdeki HPeV bulgulari Kanada ve Jameika’da
rapor edilmistir (Figueroa ve ark. 1989; Abed ve Boivin 2006; Watanabe ve ark.
2007). Cocuklardaki HPeV’lerin sayis1 Enteroviruslardan farklilik gostermekte, tiim

yastaki bireylere etki etme egilimindedir.

Farkli yag araliklarinda HPeV ile enfekte kisilerden HPeV’ye karsi olusan
antikorlar  serolojik olarak belirlenebilmektedir. HPeV1 i¢in Finlandiyali
yetigkinlerin %95’inde antikor tespit edilmistir. Bununla birlikte yeni dogan ve
bebeklik doneminde yeni doganlarin %95°1 pasif olarak bagisiklanmis olup
potansiyel olarak enfeksiyondan korunmaktadir. Yas gruplandirmasi kullanilarak
seropozitiflik oraninin 2 aylik bebeklerde %22, 2 yasindaki c¢ocuklarda %88’e
yiikseldigi PZR temelli ¢aligmalar ile HPeV 1 enfeksiyonunun yiiksek insidansa sahip
oldugu gosterilmistir (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2. HPeV ile enfekte insanlar {izerine yapilan son ¢aligmalarin yasa, yila, ¢alisilan

popiilasyona, virus tipine ve aylara gore dagilimi

Yazarla | Yillar | Calisilan HPeV | Yillara Virus Tipi | Yas En
rve populasyo | prevala | Gore (Olgu (Pozitif | Yogun
Ulke n nsi Prevalan | Sayisi) Olgu) | Oldugu
(6rnekl | s Do6nem
er)
Koleh | 1996- | Cocuklar | % 6.4 Bildirim | HpeV1 <Syas | Eyliil-
mainen | 2007 (144/22 | yok (98) Ekim
ve ark. 36) HpeV6
Finland (diska 4
ornekle HpeV3
ri) @)
Walters | 2005 | <18 yas %23 |2005-0 | HPeV3 6-59 Agusto
ve ark. | 2009 (10/421 | 2006 —2 | (10) glin s-Ekim
USA ) (BOS) | 2007-0
2008 -0
2009 - 8
Harvala | 2005 | Tim % 8.32 | 2005-0 | HPeV3 <3 ay Subat-
veark. | 2010 | yaslar (31/373 | 2006 -6 | (30) Ekim
United 9) (1%) HPeV1B
Kingdo (BOS) 1) Mart-
m 2007 -0 Haziran
2008 —
14
(1.7%)
2009 -0
2010 -
11 (2.2)
Selvara | 2006- | Cocuklar | % 7 2006 — HPeV3 <2 ay Haziran
ngan ve | 2008 (58/780 | 4/218 (52) -Ekim
ark. ) (BOS) | (2%) HPeV1
USA )
2007 —
52/320
(17%)
2008 -0
Schuffe | 2008- | <5 yas % 2.9 2008 — HPeV3 <3ay Nisan-
necker | 2010 (33/112 | 3/286 (28) Kasim
ve ark. 8) (1%) HPeV4
2009 —
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(BOS) | 6/359 1)
(1.7%)
2010 —
24/483
(5%)
France | 2008- | Tiim %05 |2008-6 | HPeV1 <30 yas | Nisan-
] 2010 | yaslar (19/352 | 2009 -7 | (11) Kasim
Piralla 5) 2010 -6 | HPeV3
ve ark. (nazo- @) Ef]
Italy faringe HpeV6 yiiksek
al (1) Ekim-
siirintil Kasim
)
Felsens | 2008- | Cocuklar | % 2.7 Bildirim | Bildirim | <5 yas | Bildiri
teinve | 2012 (12/440 | yok yok m yok
ark. ) (BOS)
USA
Chieoc | 2009- | Tim %6.1 |2009-22 | HPeV1 <2 yas | Bildiri
hansin | 2011 | yaslar (46/759 (30) m yok
ve ark. ) (disk1 2010 - HpeV2
Thailan ornekle 27 (5)
d r|) 2011-9 HpeV3
0.4% M
' HpeV4
(12/295 2)
7) (
HpeV5
(nazo- ()
faringe HpeV6
al (15)
surtintii Hpev10
) 1)
HpeV14
(2)

2.8. HPeV’nin Mevsimsel Dagilimi

HPeV enfeksiyonlar1 y1l boyunca meydana gelebilmektedir. Enfeksiyonlarin
orani1 cografik bolgeler ve genotipler arasinda degisiklik gostermektedir. HPeV1
enfeksiyonlar1 tipik olarak yaz aylarmin sonuna dogru kis aylarinin basinda en

yiiksek seviyeye ulagsmaktadir. HPeV3 en sik Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda
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izole edilmistir. HPeV3 enfeksiyonu 1998 yilindan itibaren sadece ¢ift sayilar olmak
lizere enfeksiyonlar: 2 yilda bir goriilmektedir. Ulkemizde ise HPeV ile ilgili

epidemiyolojik aragtirma heniiz rapor edilmemistir.

2.9. HPeV Enfeksiyonlarmmn Klinik Ozellikleri

Picornaviridae ailesinin diger {iyeleri gibi HPeV ilk olarak ince bagirsakta
replike olmakta ve fekal-oral yolla bulas gerceklesmektedir. Ancak replikasyon
solunum sisteminde de meydana gelmekte olup HPeV’lere solunum sekresyonlarinda
da rastlanabilmektedir (Harvala ve Simmonds 2009). HPeV genellikle diskiyla disari
atildigr icin, bu virusa diski 6rneklerinde de rastlanmaktadir (Noordhoek ve ark.
2008; Pineiro ve ark. 2010; Shoji ve ark. 2013). Gaitadan ortalama yayilma siiresi 51
giin olarak gosterilmistir ancak ¢ocuklarin yaklasik %10’unda 3 aydan fazla devam
etmektedir (Harvala ve ark. 2010). Gastrointestinal ve respiratuar hastalik ile
nedensel iliskisini saptamak i¢in iyi tanimlanmis kontrol gruplarini igeren ileri

arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

HPeV’nin gastrointestinal, solunum ve merkezi sinir sistemi ile iligkili
belirtileriyle ilgili tanisini igeren birkag¢ rapor mevcuttur. Bunlarin cogunda en fazla
karsilagilan semptom diyaredir. DSO verilerine gére HPeV1 olgusunun %29’u
gastroenteritli hastalar oldugu, HPeV1 enfeksiyonlu 109 Isvegli ¢ocukla yapilan
retrospektif calismada diyarenin en yaygin klinik bulgu oldugu, bunlarin %50’sinin
etkeni hastaneden aldig1 belirlenmistir. Buna ek olarak, Isve¢’te 40 yillik bir siireyi
kapsayan calismada nozokomiyal gastroenteritli HPeV2’li hastalarin sayisinin 4
oldugu belirlenmistir. Cocuklarda enfeksiyon ile gastroenterit arasindaki iliski 6
yasindan kiiclik diyareli 335 ¢ocugun %16’simnin bu etkenle enfekte oldugunun
belirlenmesiyle bir kez daha dogrulanmistir. Bu insidans Amsterdam’da 5 yasin
altindaki hastanede yatan hastalardan alinan 1824 fekal oOrnektektekiyle aym

bulunmustur.

HPeV kan dolagimma girebilmekte ve yayillarak organlara etki
edebilmektedir. Tipik bir HPeV enfeksiyonu EV enfeksiyonuna benzerlik
gostermektedir. HPeV enfeksiyonlarinin klinik sayist ve hastadaki etkisi siklikla
hafif ya da asemptomatik olarak goriilmektedir. Cocugun yasi ve HPeV’nin genotipi

enfeksiyon seyrinin siddetini ve sonlanimini etkileyen en 6nemli faktorlerdir.
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HPeV’lere ilk olarak yaz ishalinden miizdarip olan ¢ocuklarda rastlanmaistir.
Ik tespit edildiginden bu yana sayisiz ¢alisma yiiriitiilmiis bu hastalikla ve
gastroenterit etkeni diger tiirlerle olan iligkileri rapor edilmistir. HPeV’lerin solunum
yollariyla iliskili oldugunu belirten ¢alismalarda biiyilk bir artis olmustur.
HPeV’lerin gastrointestinal ve solunum yollar1 hastaliklarinin kesin etkeni oldugu
halen kabul edilmektedir. HPeV ile iligkili hastaliklarin belirtileri her iki olgu da
hafiftir. HPeV1 akut otitis media ile iligskilidir. HPeV ile indiiklenmis
enfeksiyonlarda en sik rastlanan tiptir (Tauriainen ve ark. 2008). HPeV3’iin neden
oldugu Merkezi Sinir Sistemi (MSS) enfeksiyonlarinda bebeklerin %95’ inden
fazlasinda ates ve huzursuzluk rapor edilmistir (Wolthers ve ark. 2008). Cocuklarin
%54-80’ninde; ates veya hipotermi, dolasim ve/veya solunum fonksiyon
bozuklugunun (tasikardi ya da bradikardi, diisik kan basinci ve/veya diisiik
saturasyon) oldugu sepsis benzeri hastalik goriiliir. HPeV3 enfeksiyonlarinda siklikla
goriilen diger semptomlar, makiilopapiiler dokiintii, gastrointestinal ve solunum

sistemi semptomlaridir.

Nispeten yaygin gozlemlerin yanisira HPeV’ler birkag sporadik olguda
Guillan-Barré sendromu, miyokardit, nekrotizan enterokolit, hemolitik tiremik
sendrom, miyozit Reye’s sendromu ve lenf bezi iltihabin1 da igeren ciddi
hastaliklarla iligkilendirilmistir. Cocuklarda HPeV tip 1, 3 ve 6’ya yumusak felg
olgularinda rastlanmistir (Figueroa ve ark. 1989; Ito ve ark. 2004; Watanabe ve ark.
2007). HPeV tip 4’¢ ilk olarak 2002 yilinda atesli yenidogan Hollandali bir bebekte
rastlanmistir (Benschop ve ark. 2006). O zamandan beri HPeV4 asemptomatik
cocuklardan ve gastrointestinal ve solunum semptomlu ¢ocuklarda rastlanmaktadir
(Chen ve ark. 2009; Pajkrt ve ark. 2009; Boros ve ark. 2010; Zhang ve ark. 2011;
Zhong ve ark. 2011). Birkag¢ olgudan baz alinan ¢aligmalarda HPeV4’iin TORCH
sendromu ve lenf bezi iltihabi iligkili oldugunu 6nermektedir (Schnurr ve ark. 1996;

Watanabe ve ark. 2007).

2.10. Yeni dogan Enfeksiyonlar:

HPeV3 yeni doganlarda MSS enfeksiyonlarina ve sepsis benzeri hastaliklara
neden olabilmektedir (Harvala ve ark. 2010). HPeV enfeksiyonlari, hafif seyirli
klinik bulgular gosterdigi daha onceden belirlendigi i¢in bu genotipin kesfinde ve

HPeV ile olan klinik iliskisi acisindan ilgi sayisinda 6nemli derecede artis olmustur.
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HPeV3 ile ilgili ilk raporlardan sonraki yillarda 6zellikle gectigimiz son 10 yilda
MSS tutulumlu ya da sepsis benzeri hastalikli kisilerde ciddi HPeV enfeksiyonlarinin
olduguna dair rapor sayisinda oldukea bir artis olmustur (Harvala ve ark. 2011). Son
zamanlarda HPeV3, MSS iligkili hastalikli ¢ocuklarda en yaygin goriilen
Picornavirus genotipi olmustur. HPeV3’den dnce sadece HPeV 1, paraliz ve ensefalit

gibi oldukea ciddi klinik tablolardan sorumlu genotipdir.

HPeV3 ile indiiklenmis MSS iligkili hastaliklar; viral menenjit ve
meningoensefalittir (Wolthers ve ark. 2007, 2008; Verboon-Maciolek ve ark. 2008a;
Verboon-Maciolek ve ark. 2008b). Bazi ¢alismalar HPeV3’{in yenidoganlarda beyin
dokusu zarartyla iliskili oldugu ve kii¢iik ¢ocuklarda néral HPeV enfeksiyonunun
beyin dokusunda anomaliye neden oldugunu gostermistir (Verboon-Maciolek ve ark.
2008a; Gupta ve ark. 2010; Belcastro ve ark. 2014). Bu ¢ocuklarin bazilarinda
o6grenme bozukluklar1 ve dogum sonrasi epilepsi gelisimini igeren sinir gelisiminde

etkiler mevcuttur (Verboon-Maciolek ve ark. 2008a).

Tipik bir yenidogan HPeV enfeksiyonu yiiksek ates ve duyarhilik ile
karakterizedir. Ayrica hasta da nobet, kasinti ve nefes darligi gibi semptomlar
gorilebilmektedir. Sepsis benzeri hastaliklar tasikardi ya da bradikardi, diisiik
tansiyon ve azalmis oksijen saturasyonuyla Olclilen hipotermi ve solunum
bozukluklarini igermektedir (Wolthers ve ark. 2007). HPeV enfeksiyonuyla
baglantili olarak sepsis benzeri hastalik terimi hasta s6z konusu kriterlerin hepsine
sahip olmasa da sepsis benzeri baz1 semptomlara sahip oldugunda kullanilmaktadir.
Enteroviruslar ile kargilastirildiginda yenidogan HPeV enfeksiyonlari [6kosit
sayisinda diistikliik, yiliksek viicut sicakligi, uzun ates periyodu ve uzun yatis
stiresiyle karakterizedir (Renaud ve ark. 2011; Sharp ve ark. 2012b; Felsenstein ve
ark. 2013).

Bu kadar ciddi 6zelliklerine ragmen, HPeV enfeksiyonlari nadiren 6liime
neden olmaktadir. 1983-2005 yillar1 arasinda Amerika’da yiiriitiilen ¢alismalarda
HPeV1’in neden oldugu 10 6liimciil vaka rapor edilmistir (Khetsuriani ve ark. 2006).
Yenidogan yogun bakim {initesindeki 19 bebegin yakalandigi bir gastroenterit
salgminda 7 kanli diyare ve abdominal radyografide erken nekrotizan enterokolit
bulgusuyla karsilagilmistir. Bunlara ek olarak HPeV ile enfekte yenidoganlarda tek

ya da kombine olarak ates, apne, takipne, respiratuar distres, rinore, konjunktivit ve
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dokiintii gorilmistiir (Ljubin-Sternak S ve ark. 2011). Bir bagka ¢alismada HPeV1, 3
ve 6 genotipinin hastanin Olimiiyle bir iligkisi olmamasma ragmen otopsi
numunelerine rastlanmistir (Sedmak ve ark. 2010). HPeV3 Danimarka, Fransa ve
Hollanda da yenidogan &liim vakalarinin nedeni oldugu bildirilmistir (Van Zwol ve
ark. 2009; Schuffenecker ve ark. 2012; Fischer ve ark. 2014).

2.11. HPeV Enfeksiyonlarimin Tanisi

HPeV enfeksiyonlarmin tanist hiicre Kkiiltiiri ve molekiiler yontemlerle

gergeklestirilse de viral kiiltiirde tiremeleri oldukca zordur.
2.11.1. Hiicre Kiiltiirii

HPeV enfeksiyonlarmin tanisinda kullanilan klasik metodlardan birisidir.
Diski 6rnekleri, bogaz stirtintiileri, BOS ve kandan hiicre kiiltiirii ile virus izolasyonu

gerceklestirilmektedir (Levorson ve ark. 2009).

HPeV’ler, genellikle tersiyer maymun bobrek hiicreleri ve insan embriyonik
akciger hiicre dizileri ve Afrika yesil maymun bdbrek Vero hiicrelerinde
tireyebilmektedir (Benschop ve ark. 2006). HT29 (insan kalin bagirsak
adenokarsinom hiicre hatt1), A549 (insan akciger karsinom hiicre hatt1), RD
(Rhabdomyosarkoma hiicreleri) hiicre dizisi gibi diger hiicreler de HPeV izolatlarinin

kiiltlird i¢in kullanilabilmektedir (Levorson ve ark. 2009).

HPeV’nin klinik tanisinda hiicre kiiltiirii kullanim1 birgok faktér nedeniyle
sinirlanmaktadir. Gosterildigi gibi, HPeV’nin tamisinda kullanilan ticari hiicre
kiiltiirleri metodlar1 tiim hiicre hatlarinin ¢ogalmasin esit olarak desteklemedigi i¢in
duyarliligr oldukga diisiiktiir (Joki-Korpela ve Hyypia 1998; Benschop ve ark. 2010)
HPeV’nin tanist i¢in gerekli olan primer hiicreler ya da hiicre hatlar1 klinik
laboratuvarda kullanilan kullanilan rutin hiicre kiiltiir sistemlerinin bir pargasi
degildir. Hiicre kiiltiiriindeki HPeV’nin cogalabilme yetenegi test edilen Ornekteki
viral yiike baghdir ve drnekteki diisiik viral igerik HPeV’nin kiiltiirdeki verimliligini
olumsuz yonde etkilemektedir (Benschop ve ark. 2010). HPeV’nin hiicre
kiltiiriindeki tanis1 birkag giin aldigindan dolayr akut hastaliklarda klinik olarak

kullanigsiz olmaktadir.
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2.11.2. Serolojik Testler

Serolojik testler enfekte Kkisilerde spesifik antikor yaniti kullanilarak
HPeV’nin belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Fakat bu testlerin yapilabilmesi igin
zamana ihtiyag vardir. Serolojik testler virusa yonelik serotip spesifik antiserumlar
kullanilarak ~ viruslarin tiplendirilmesinde kullanilmaktadir. EV nétralizasyon
panelinin spesifik antikorlar1 HPeV1 ve 2’yi icermektedir. Diger HPeV tiplerinin
(HPeV3-6) spesifik antikorlar1 bulunmadig1 veya hepsinin kiiltiirii yapilamadigi i¢in
(HPeV7-16) icin serotiplendirilmeleri yapilamamaktadir (Benschop ve ark. 2012)

2.11.3. Molekiiler Teknikler

HPeV’nin klinik tanisinda RT-PZR duyarliligi ve klinik olarak anlaml
oOlglide tiim HPeV tiplerinin belirleyebildigi i¢in tercih edilen yontemdir. HPeV’ler
enteroviruslarla iligkilerine ragmen, RT-PZR testleri iki cinsin iiyelerinin 5’UTR
bolgesindeki  sekans  heterojenitesi nedeniyle enteroviruslart  belirlemede
kullan1lmaktadir. HPeV’lerin RT-PZR kullanilarak belirlenmesi 5’UTR
bolgesindeki korunmus niikleik asid sekanslarinin uzatilarak amplifikasyonuna
baglidir. Baslangicta tanimlanan testlerle agaroz jel elektroforezi ya da likid
hibridizasyonu kulanilarak amplifiye edilen bolge belirlenebilmekteydi. Real time
amplifikasyon sitemlerinin ortaya ¢ikmasiyla amplifikasyon tirtinlerinin belirlenmesi
ve es zamanli amplifikasyon yetenegi ve yiiksek duyarliliga sahip HPeV real-time
RT-PZR testlerinin gelisimini saglamistir. Tek ya da iki adimli rRT-PZR HPeV’nin
belirlenmesi i¢in tanimlanmugtir. Iki adimli rRT-PZR ilk olarak HPeV RNA
genomunu hedef bolgedeki komplementer DNA kopyasimna (cDNA) doniistimiinii
saglamaktadir (revers transkripsiyon). Daha sonra cDNA reaksiyonu hedef bdlgenin
amplifikasyonu i¢in ikinci bir reaksiyon kiivetine aktarilir (PZR). Tek adimli RT-
PZR tek bir reaksiyon kiivetinde cDNA sentezi ve PZR bir arada gerceklestirilir
(Corless ve ark. 2002; Nix ve ark. 2008).

VP1 bolgesi de yiiksek degiskenlik gosterdigi icin dejenere primerler
kullanilarak biitiin HPeV tipleri gosterilebilmektedir. Bu yiiksek degiskenlik,
orneklerin zayif pozitiflik vermesine sebep olmakta ve tiplendirilmesini
zorlagtirmaktadir. 5’UTR bolgesi daha korunmus bir bdlgedir ve bu bdlgenin
tiplendirilmesi daha duyarli sonuclar vermektedir. Ancak bu bolge tiplendirme igin

uygun degildir, tip tahmini yapilabilmektedir (Harvala ve ark. 2009). Bu nedenler
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tipe 0Ozgli HPeV identifikasyonu VP1 kodlayan bdolgenin  filogenetik
degerlendirilmesine dayanmakta, HPeV tiplendirilmesi i¢in standart bir kriter olarak

distiniilmektedir.
2.12. Tedavi ve Korunma

HPeV’lere karst etkili bir antiviral tedavi mevcut degildir (Wildenbeest ve
ark. 2010). HPeV enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan hicbir ilag etkin
olamamustir ve klinik raporlar destek tedavisinden ziyade herhangi bir spesifik tedavi
onermektedir. Son zamanlarda kapsamli bir inceleme sonucunda bazi bilesiklerin
picornaviruslar: inhibe ettigi bulunmus ancak bu bilesiklerin HPeV’leri inhibe
ettigine dair bir veri elde edilememistir. HPeV tedavisi i¢in en umut vaat eden aday
kapsid ve 3C proteaz inhibitorlerinin oldugu diisliniilmekte bu bulgularin
caligmalarla dogrulanmasina ihtiya¢ vardir. (De Palma ve ark. 2008; Wildenbeest ve
ark. 2010).

Intravendz immunoglobiilinler HPeV olgularinda destek tedavisinde
kullanilmaktadir, ancak ¢alismalarla tedavi edici etkilerinin olup olmadiginin

gosterilmesine ihtiyag vardir (Li ve ark. 2007)

Bir diger segenek ise monoklonal antikor kullanimidir. Insan monoklonal
antikorlar1 influenza viruslara ve solunum sinsisyal viruslarina karsi etkindir ancak
insan enteroviruslarina karsi olusan antikorlar muhtemelen VP1 kapsid proteinine
kars1 notralize edici 6zellige sahiptir ancak influenza viruslari olgularinda ¢apraz
notralize edici kapasiteye sahip olmadigi belirlenmistir (Friesen ve ark. 2010). Bu
yaklasim daha kii¢iik HPeV gruplart i¢cin VP0’a kars1 ¢apraz reaksiyon gosteren
notralize edici antikorlar i¢in miimkiindiir (Joki-Korpela ve ark. 2010). HPeV3 ¢ok
ciddi hastaliklara neden olmasiyla dikkat c¢ekmekte olup monoklonal antikor
notralizasyonu igin ideal bir hedeftir, ancak semptomatik HPeV3 enfeksiyonu ¢ok
kiigiikk yaslarda annenin koruyucu antikorlarina karsi meydana geldigi de
tartisilmaktadir. Su an HPeV’ye karsi kullanilacak bir asi mevcut olmadigi i¢in
HPeV enfeksiyonlarinin 6nlenmesi diger gastrointestinal patojenlerde de Onerilen

genel iy1 hijyen uygulamalarina dayanmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Solunum Yolu Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Solunum yolu &rnekleri, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip
Fakiiltesi kliniklerine basvuran solunum yolu enfeksiyon semptomu tasiyan ¢ocuk
veya erigkin hastalardan elde edildi. Hastalardan solunum yolu virus incelemesi,
nazofaringeal siirlintii Ornekleri ekiivyon ile her iki burun deliginden girilip
nazofaringeal bolgeye kadar ilerlendikten sonra gubuklar 360° dondiiriilerek alindi.
Higbir yere temas ettirilmeden yavasca geri g¢ekilen ekiivyon, i¢inde 3 ml PBS
(Phosphate Buffered Saline) bulunan, hastanin adi ve soyadi ile etiketlenmis
transport tlipiine konuldu. Alinan tiim Ornekler alindiktan hemen sonra, Tibbi
Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilmis ve Ornekler aymi giin igerisinde
calisilacaksa +4°C’ de, 24-48 saat icerisinde calisilacaksa -20 °C’de, daha uzun siire
sonra ¢aligilacaksa -80°C’de bekletildi. Calismamizda Parechovirus pozitif 6rnekleri
belirleyebilmek i¢in 6nce multipleks PZR islemi yapildi. Pozitif bulunan 6rnekler

sekans yapilmasi i¢in konvansiyonel RT-PZR islemi yapildi.

Calismamiz Necmettin Erbakan Universitesi Ilag ve Tibbi Cihaz Disi
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 03/11/2017 tarihli ve 2017/1061 sayil1 karar ile “Etik
Kurul Onayr”n1 almis ve Necmettin Erbakan Universitesi, Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 181318004 no’lu proje ile desteklenmistir.

3.2. Kullanilan Arac ve Gerecler
3.2.1.Kullanilan Aletler

v" Siif 1T Glivenlik Kabini (Heracus, HERA safe)
v' Hassas Terazi (Scaltec)

v Su Banyosu (Memmert)

v" Derin Dondurucu (Ugur, R134a)

v" Vortex (Heidolph, REAX top)

v' Mikrosantrifiij cihazi (Sigma, 1-15)

v Distile su cihazi (Thermo Scientific, micropure)
v Is1 blogu

v" Otoklav (Hirayama, HVE-50)

v +4°C’lik sogutucu (Indesit)
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v’ -20°C’lik Derin Dondurucu (Indesit)

v" Mikropipet Seti (Thermo Scientific, GJ16637-GJ16827-GJ17112)
v" Light Cycler® 1.5 PZR cihazi (Roche)

v" Elektroforez Cihazi (Consort, EV231)

v' Jel Goriintiileme Cihazi (Slite 200W WIFI Jel, LAT)

3.2.2. Kullamilan Kit ve Kimyasal Malzemeler

v' EZ1 Virus Mini Kit v2. (Qiagen, Inc. Hilden, Almanya)
v' FTD® Respiratory pathogens 21 kits (Luksemburg, Almanya)
v' Saf etil alkol

3.3. Solunum Yolu Orneklerinden RNA izolasyonu

RNA virus izolatlar1 ve solunum yolu 6rneklerinden tiiretici firmanin talimati
dogrultusunda EZ1 Virus Mini Kit v2. (Qiagen, Inc. Hilden, Almanya) kullanilarak
ekstrakte edildi (Nix W A. ve ark. 2010).

EZ1 Virus Mini Kit v2. Icerigi;

v" Reaktif tiipleri

v" Tek kullanimlik tiip tutucular

v" Tek kullanimlik filtre-tutucu

v" Ornek tiipleri (2 ml)

v" Yikama tiipleri (1.5 ml)

v" QIAGEN® Protease (liyofilize edilmis)
v' Proteaz uzaklastirma tamponu

v" Tastyict RNA

v" AVE tamponu

3.3.1. Nazofaringeal Siiriintii Orneklerinden Viral Niikleik Asit izolasyonu
Protokolii

Solunum yolu 6rneklerinden niikleik asit izolasyonu EZ1 Virus Mini Kit v2.0
(Hilden, Almanya) kullanilarak yapildi. Alinan solunum yolu 6rnekleri Qiagen EZ1
Advanced (Hilden, Almanya) cihazi kullanildi.

Qiagen EZ1 Advanced (Hilden, Almanya) cihazinin ¢alisma protokolii;
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. Ornekteki viruslarin proteolizisi yiiksek sicakliklarda denatiire edici kosullar

altinda gerceklestirildi. Lizis iglemi viral kilif proteinlerinin sindirildiginden emin
olmak ve RNAaz’lar inaktive oldugundan emin olmak i¢in proteinaz K ve lizis

tamponu varliginda gergeklestirildi.

. Uygun baglanma kosullarin1 saglamak i¢in baglanma tamponu lizatlara eklendi.

Lizatlar viral niikleik asitlerin silika yiizeye optimal adsorpsiyonunu saglamak
icin manyetik partikiillerle karistirildi. Kullanilan tamponun tuz orani ve pH’si,
PZR’1 inhibe edebilecek protein ve diger kontaminantlarin baglanmasini
engelledi.

Viral niikleik asitler manyetik partikiillere baglanirken, kontaminantlar 1. yikama
tamponu, 2. yikama tamponu ve etanol kullanilarak etkili bir sekilde

uzaklastirildi.

. Yiiksek oranda saflastirilmis niikleik asitler AVE tamponunda yikandi. Saf

haldeki niikleik asitler uygulamalar sirasinda kullanima hazir hale getirildi.

Cihazla otomatik izolasyon yapilmak iizere firma talimatlar1 dogrultusunda asagida

basamaklar uygulanarak gerceklestirildi.

1.

-20°C’de saklanan solunum yolu Ornekleri kantitatif PZR yapilmak iizere oda

1s1sinda ¢ozdiiriiliip vortekslendi.

. Qiagen-EZ1 cihazindaki 4.boliime ¢ozdiiriilen nazofaringeal siiriintii 6rneklerinden

400 pl eklendi.

. Cihazin 3.boliimiine 114 pl AVE soliisyonu, 4 pl 28 tasiyict RNA, 2 pl internal

kontrol karigimindan eklendi.

. Cihazin 2. boliimiine pipet ucu, 1.boliime izole edilen DNA 6rnegini almak i¢in

1,5 ml’lik bos eppendorf tiip yerlestirildi.

. Cihazin arka bolmesine kit kartt ile sicak inkiibasyonu saglamak i¢in 2 ml’lik

eppendorf tiipii yerlestirildi.

. 40 dakikalik ¢aligma siiresinin sonunda 120 pl genom elde edildi.
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Sekil 3.1. Qiagen EZ1 Advanced (Hilden, Almanya) cihazinin boliimleri.

3.4. Multipleks RT-PZR Islemi

FTDRP multipleks PZR testi 16 insan solunum virusunu kapsayan 5 ayri
primer/prob karisimindan meydana gelmektedir. Qiagen EZ1 Advanced (Hilden,
Almanya) otomatik izolasyon cihazi ile edilen viral niikleik asit Fast track
diagnostics (Luksemburg, Almanya) kiti kullanilarak PZR gerceklestirilmek tizere 5
ayr1 kuyucuga primerli karisim hazirlandi. Multipleks PZR islemi iiretici firmanin

talimatlar1 dogrultusunda asagidaki basamaklar uygulanarak gerceklestirildi.

1. Reaktifler (su, 2X RT-PZR tamponu ve Primer/Probe setleri) kulanilmadan 6nce
cozdiirildi.

2. Karigim reaktifleri her bir hasta i¢in primer mix 1,5 pl, enzim 1 pl, 2X PZR
tamponundan 12,5 pl olacak sekilde hazirlandi.

3. Karisim pipetle karistirildi ardindan kisa bir santrifiij islemi gerceklestirildi.

4. Herbir kuyucuga toplam karigim miktar1 15 pl olacak sekilde karigim eklendi.

5. Her bir kuyucugun igerisine izole edilen genomdan 10 pl eklendi.

Sekil 3.2. Karisimlarin kuyucuklardaki yerlesimi

1 2 3 4 5 6 ¢ 8 9 10 11 12

Master mix with enzyme and Flu/Rhino PP |
T

4--| | Master mix with enzyme and Para 2/3/4PP |
T T T T
1 I I 1

= |
T T T T

&I Master mix with enzyme and RS/EPA PP I
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Genom amplifikasyonu Qiagen Rotor-gene Q 29 cihaz1 kullanilarak asagidaki
sekilde gerceklestirildi.

Tablo 3.1. Solunum yolu 6rnekleri igin PZR dongiisii

Sicakhik Zaman Dongii
42°C 15 dakika 1

94 °C 3 dakika 1

94 °C 8 saniye 40

60 °C 34 saniye 40

3.4.1. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Multipleks PZR islemi tamamlandiktan sonra 6rnekler igin siklus esik degeri

(cycle threshold; Ct) uygun floresan kanaldaki esik c¢izgisinin istiinde bulunursa

sonug pozitif kabul edildi. Orneklere ait esik degeri yoksa ve internal kontrole ait

FAM kanalindaki esik degeri <32 ise sonug negatif olarak degerlendirildi.

Sekil 3.3. Sonuglarin degerlendirilmesi

PP Patojen Floresan Boya Cikis Dalga Boyu Belirlenen Dalga
Karisimi haberci Boyu

FLU/ FIu.A FAM green 483 533
Rhino Rhino VIC ellow 523 568
pp FluA (H1IN1) swli Cy5 ﬁ 625 660
FluB ROX orange 585 610
Para Para 3 FAM green 483 533
2/3/4 Para 2 VIC yellow 523 568
op IC (BMV) cys e 625 660
Para 4 ROX orange 585 610
Cor 229 FAM green 483 533
COR Cor 63 VIC ellow 523 568
PP Cor 43 Cy5 h 625 660
Cor HKU ROX orange 585 610
RSVA/B FAM green 483 533
RS/EPA PV VIC ellow 523 568
PP AV Cy5 ﬁ 625 660
EV ROX orange 585 610
Paral FAM green 483 533
Bo/Mp/Pfl | HMPV A/B VIC yellow 523 568
PP Mpneu cys 625 660
HBoV ROX orange 585 610
S.aur FAM green 483 533
RespBac | C.pneu VIC yellow 523 568
PP S.pheu Cy5 625 660
HiB ROX orange 585 610
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Sekil 3.4. Solunum yolu pozitif 6rnek

Quaniitation Analysis - Cycling A.Green [Page 1)
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Sekil 3.5. Solunum yolu pozitif 6rnek
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Sekil 3.6. Solunum yolu negatif 6rnek

Raw Chanimel (Cyoling A-Green)
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3.5. Viral RNA’nin konvansiyonel RT-PZR ile tespit edilmesi

Multipleks PZR ile Parechovirus pozitif tespit edilen solunum yolu 6rnekleri,
es zamanli olarak Benschop (2006)’un bildirdigi primerler (VP1 F’
CCAAAATTCRTGGGGTTC R’ AAACCYCTRTCTAAATAWGC kullanilarak
konvansiyonel RT-PZRile VP1 bolgesi ¢ogaltildi. Analizlerde OneStep RT-PZR Kit
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kullanilmis olup, elde edilen amplikonlar %1.5’lik agaroz jel elektroforezde 120
voltta 30 dakika yiirtitiilerek UV goriintiileme sisteminde degerlendirildi. Her bir 0.2
ml’lik PZR tiipii igin RT-PZR protokolii ve termal dongii programi asagidaki tabloda
gosterildigi gibi yapildi.

Tablo 3.2. Konvansiyonel RT-PZR protokolii

Reaktif Miktar (ul)
5X RT-PZR Buffer 5
5X Q Solution 5
10 mM dNTP mix 1
Primer PPRVF1b (10 pmol/pl) 1
Primer PPRVF2d (10 pmol/pl) 1
Enzyme Mix 1
Viral RNA (30 ng/ul) 3
Distile su 8
Toplam hacim 25

Tablo 3.3. Konvansiyonel RT-PZR asamalari

Asamalar Sicakhik Siire/Dongii
Ters transkripsiyon 50 °C 30 dakika
PZR baslangig 95°C 15 dakika
aktivasyonu
Denatiirasyon 94 °C 1 dakika
Baglanma 50 °C 1 dakika 40 Dongii

Uzatma 72 °C 2 dakika

Son uzatma 72 °C 10 dakika
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3.5.1. RT-PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi

Viral RNA iizerinde bulunan hedef bolgenin amplifikasyonu ve primer
dimerlerin olusup olusmadigindan emin olabilmek i¢in RT-PZR firiinleri %1.5’lik
agaroz jelde yiiriitiilerek UV goriintiileme sisteminde degerlendirildi. 600 mg agaroz
tizerine 90 ml 1X TBE soliisyonu ilave edilerek agaroz jel hazirlandi. Erlenmayer
igerisinde sulandirilarak hazirlanan siispansiyon daha sonra mikrodalga firinda
eritilerek homojen hale getirildi. 9 pl GelRed, 60 °C’ye kadar sogutulan karigimin
icerisine ilave edilerek iyice karistirildiktan sonra taraklari takili olan jel tastyicisina
dokiilerek donmasi i¢in 30 dakika bekletildi. Kullanilan 1X TBE soliisyonu ise, stok
5X TBE soliisyonundan steril distile su ile seyreltilerek hazirlandi (Tablo 3.4.)
Agaroz jelin donmasinin ardindan taraklar uzaklastirildi ve jel tasiyicisi ile birlikte
elektroforez tankina yerlestirildi. Tankin igerisine 1X TBE buffer, jelin lizerinde 3-4
mm olacak sekilde ilave edildi. 5 pl PZR iirlinii 1 ul DNA yiikleme boyasi ile
karistirilarak jele ytiklendi. Elektroforezde 120 voltta 30 dakika yiiriitiilerek Slite
200W WIFI Jel goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiilendi ve DNA marker baz

alinarak degerlendirildi.

Sekil 3.7. PCR sonucunda elde edilen bantlarin elektroforez goriintiisii

DNA Marker 11 DNA Marker
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Tablo 3.4. Tris-Borat-EDTA (TBE) Soliisyon Hazirlama Formiilasyonu (5x/1t)

Kimyasal Adi Miktan
Trizma-base (Thermo Scientific, ABD-Waltham, kat 54 gr
no:T6066)
Borik asit (Thermo Scientific, ABD-Waltham, kat 27.5gr
no:B6768)
EDTA (Thermo Scientific, ABD-Waltham, kat 5.92 gr
no:E5134)

3.6. Sekans Analizi

Amplifikasyon islemi yapilmis PZR firiinlerinin saflagtirllmasi amactyla
EX0SAP-IT saflastirma kiti kullanildi. Bu kit 6zellikle dizi analizi, genotipleme (SNP
analizi), klonlama ve in vitro transkripsiyon gibi uygulamalarda polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) tiriinlerinin hizli ve etkili saflastirilmasini saglayan bir saflagtirma
kitidir. DNA dizi analizi reaksiyonu hem forward hem de reverse primer ile iki
yonlii olarak yapildi. Sekans islemi sonrasi olusan {irtinleri otomatik DNA dizi analiz
cihazinda yiiriitilmeden Once son bir saflastirma islemi daha gergeklestirildi.
Amplifiye edilmis tiriinlerin DNA dizi analizleri ABI Prism '™ 310 Genetic Analyzer
DNA Dizi Analiz Cihaz1 (Applied Biosystems, ABD) kullanilarak gergeklestirildi.
Elde edilen veriler Sequencing Analysis 5.3.1 programi yardimiyla incelendi. Son
olarak; dizi analizi verileri National Center for Biotechnology Information (NCBI,
Bethesda, Md. ABD) BLAST sistemi (available at
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) kullanilarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismada Eyliil 2017 ve Mart 2019 tarihleri Necmettin Erbakan Universitesi
Meram Tip Fakiiltesi hastanesinin gesitli polikliniklerine bagvuran solunum yolu
enfeksiyonu tanist (bronsit, pndmoni, astimli bronsit ve diger solunum yolu
hastaliklar1) konulan 1110’ (% 50,5) ¢ocuk, 1090’1 (% 49,5) yetiskin toplam 2200
hastadan alinan nazal ve bogaz siirlintiileri Ornekleri, virus varligi yoniinden

multipleks PZR ve konvansiyonel RT-PZR ile degerlendirildi.

Toplam 2200 solunum yolu 6rneginin 11’inde (%0,9) HPeV PZR pozitif olarak
saptanmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin kliniklere gére dagilimi Tablo 4.1.’de

verilmistir.

Tablo 4.1. Caligmaya dahil edilen HPeV pozitif hastalarin kliniklere gore dagilimi

Cocuk Saghgi ve Hastaliklari 3
Cocuk Go6giis Hastaliklari 4
Cocuk Acil 3
Cocuk Yogun Bakim 1

Yapilan sekans ¢alismalari ile 7 HPeV’ nin genotipi tanimlanamamistir. Tanimlanan
HPeV’lerin genotipleri; HPeV1 (n:3), HPeV (n:1) olarak saptanmistir. HPeV pozitif

bulunan hastalarin epidemiyolojik 6zellikleri Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. HPeV pozitif hastalarin epidemiyolojik 6zellikleri

1 1 Erkek 5.1.2018 Belirlenemedi
2 2 Erkek 19.3.2018 Belirlenemedi
3 1 Erkek 14.3.2018 Belirlenemedi
4 4 Erkek 17.11.2017 Belirlenemedi
5 2 Erkek 14.11.2017 HPeV1
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6 4 ay Kadin 10.10.2018 HPeV1

7 3 Erkek 9.4.2018 Belirlenemedi
8 1 Erkek 6.1.2018 HPeV1
9 1 Kadin 19.3.2018 Belirlenemedi
10 3 Erkek 6.4.2018 HPeV4
11 1 Erkek 12.4.2018 Belirlenemedi

HPeV genotipleri belirlenen olgularin aylara gore dagilimi Sekil 4.1.°de
gosterilmistir.

Sekil 4.1. HPeV saptanan olgularin aylara gore dagilimi

Olgu Sayisi

Bu olgularin mevsimlere gore dagilimi ise Sekil 4.2.’de gdsterilmistir.

Sekil 4.2. HPeV saptanan olgularin mevsimlere gore dagilimi
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Tanimlan HPeV genotiplerinin filogenetik agactaki yerlesimi Sekil 4.3°de
verilmigtir.
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Sekil 4.3. HPeV genotiplerinin filogenetik agagtaki yerlesimi
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5. TARTISMA

HPeV’ler, diinya ¢apinda ¢ogunlukla kiiclik ¢ocuklar1 enfekte eden yaygin
patojenlerdir. HPeV’lerin fekal-oral yoldan bulastigi goriilmekte ve ¢ogu HPeV
enfeksiyonu hafif, solunum yolu enfeksiyonu ve gastro-enterit ile iliskilidir. HPeV
enfeksiyonlari, sepsis benzeri hastalik, miyokardit, ensefalit, menenjit ve felg gibi
bircok ciddi hastalikla baglantilidir. HPeV1 ve 2 en iyi bilinen genotipler olup, orta
sidette solunum yolu enfeksiyonu ve gastroenterit ile iliskilendirilmistir (Benschop

ve ark. 2008; Harvala ve ark. 2008).

PZR’nin hiicre kiiltiirlinden daha duyarli oldugu, 6zellikle de hacim ve viral
yiikte diisiik miktarda beyin omurilik sivis1 gibi farkli klinik 6rneklerin géz Oniine
alindig1 ve baz1 HPeV tiplerinin kiiltiire zor oldugu kanitlanmistir (Nix ve ark. 2006;
Benschop ve ark. 2008a; Benschop ve ark. 2008 b; Rahimi ve ark. 2009; Ito ve ark.
2010; Mamishi ve ark. 2013). Bu calismada, HPeV’ler RT-PZR amplifikasyon
yontemi ve viral genomda 5’UTR bolgesinden spesifik primerler kullanilarak ayirt

edildi.

HPeV’lerin genotiplemesinin VP1 dizilimine dayandigi ve serotipleme ile
iliskili oldugu gosterilmistir (Oberste ve ark. 2003; Nix ve ark. 2006; Rahimi ve ark.
2009; Mamishi ve ark. 2013). Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, VP1/VP3 baglanti
bolgesi amplifiye edildi ve daha sonra sekans islemi gergeklestirilmistir. HPeV
genotipleri, sadece yetersiz 6rnekleme hacmi veya bu orneklerdeki ¢ok diisiik viral
yiik nedeniyle sadece 4 Ornekte basarili bir sekilde belirlenmis olup bu ¢alisma

sirasinda HPeV1 ve HPeV4 genotipleri tanimlanmigtir.

Hollanda’da HPeV14’iin tek bir bulgusu hari¢ (Benschop ve ark. 2008b),
Avrupa’da yaygin olarak dolasan genotipler HPeV1 ile 6 arasinda oldugu
belirlenmistir. Nadir olarak HPeV2 ve 5’in varlig1 da bildirilmistir. Bu ¢alismadaki
genotip dagilmmiz 1 ve 4 olup, Avrupa’da bildirilen genotiplerle benzerlik

gostermektedir.

HPeV1 genotipi, diinyadaki ana HPeV genotipi olarak bilinmektedir. (Legay
ve ark. 2002; Harvala ve ark. 2008; van der Sanden ve ark. 2008; Sedmak ve ark.
2010). Daha onceki ¢aligmalarin ¢ogu, HPeV1’in solunum veya gastrointestinal
hastaliklarda daha yaygin oldugunu ve sepsis benzeri hastaliklarda ve aseptik

menenjitlerde HPeV3’lerin daha sik tespit edildigini gdstermistir (Boivin ve ark.
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2005; Harvala ve ark. 2008, 2009; van der Sanden ve ark. 2008; Wolthers ve ark.
2008; Zhong ve ark. 2011; Selvarangan ve ark. 2011).

Yapilan bagka bir ¢alismada ise, HPeV3 ile enfekte olan ¢ocuklar, HPeV1 ile
enfekte olan ¢ocuklardan 6nemli 6lgiide daha kiigiiktii; bu durumun ise, HPeV1’e
kars1 maternal antikorlarin mevcudiyeti ile iligkili olabilecegini, ancak HPeV3 ig¢in
olmadigimi gostermektedir (Legay ve ark. 2002; Boivin ve ark. 2005; Wolthers ve
ark. 2008; Sedmak ve ark. 2010; Selvarangan ve ark. 2011). Yapmis oldugumuz bu
calismada, HPeV enfeksiyonu, 3 yasindan daha kii¢lik ¢ocuklarda belirlenmis olup

daha once yapilan bir¢ok ¢alismayla uyumluluk gostermistir.

HPeV ile iligkili yenidogan hastaliklarinin g¢aligmalarinda heniiz HPeV4
bulunamamasina ragmen, HPeV4 tespit edilmeyen nedensel ajanlardan birini temsil
edebilir (Benschop ve ark. 2006b; Harvala ve ark. 2011; Walters ve ark, 2011). Atese
ek olarak (Benschop ve ark. 2006a), HPeV4 daha 6nce solunum ve gastrointestinal
semptomlarla iliskilendirilmistir (Pajkrt ve ark. 2009). Calismamizda solunum yolu

semptomlar1 olan bir hastada HPeV4 saptanmustir.

Hollanda ve Birlesik Krallik’ta yapilan calismalarda cift sayili yillarda
HPeV’in daha yiiksek prevalansmin oldugu bildirilmis ancak Ispanya ve ABD’deki
caligmalarda bu durum goriilmemistir (Romerove ark, 2003; Hayes ve ark. 2005;
Papa ve ark. 2009). Yapmis oldugumuz bu c¢alismada genotipleri belirlenen 4
olgudan 3’tniin ¢ift sayill yilda belirlenmis olup diger g¢alsmalarla uyumluluk

gostermistir.

HPeV enfeksiyonlar1 genellikle yil boyunca goriillmesine ragmen 6nemli bi
rmevsimsel epidemiyoloji sergilemektedir. Tiim diinyada, en sik sonbahar ve kis
aylarinda en yiiksek seviyede goriilmektedir (Siafakas ark. 2004). Calismamizda
genotiplendirilen 4 6rnekten 3’ sonbahar ve kis mevsiminde alinmis olup yapilan

caligmalarla uyum gostermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda 2200 solunum yolu 6rnegi taranmis olup bu 6rneklerin 11’inde
(%0,9) HPeV pozitif olarak saptanmistir. Pozitif olarak belirlenen Ornekler
sekanslanmasi sonucunda ise bu Orneklerden 3’ HPeV1, 1’1 ise HPeV4 olarak
belirlenmistir. Elde ettigimiz bu sonug Tiirkiye’de HPeV epidemiyolojisi hakkindaki

ilk veri olmasi acisindan 6nemlidir.

HPeV’ler, bebeklerde giderek artan oranda goriilen bir morbidite nedenidir.
Bu artis muhtemelen viriisleri ve hastalik epidemiyolojisindeki degisiklikleri
(viriilanstaki degisiklikler veya viriisiin insidansindaki degisiklikler) tespit etmek i¢in
olduke¢a hassas molekiiler tekniklerin kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. HPeV’ler
yenidoganlarda, Ozellikle sepsisli, menenjitli ya da ensefalitli kiiclik ¢ocuklarda
ozellikle goz Oniinde bulundurulmali, HPeV siipheli atesli bir bebegin
degerlendirmesinde BOS, kan, solunum ve diski Ornekleri klinisyen tarafindan
istenmelidir. Molekiiler tan1 yontemleri erken tani i¢in gereklidir ve yenidoganlarda

ve infantlarda sepsis ve menenjit igin standart bir tetkik olarak uygulanmalidir.

Sonu¢ olarak bebeklerde HPeV’nin saptanmasi, gereksiz kapsamli
arastirmalart ve hastanede kalis siiresini en aza indirmekte dolayisiyla

antimikrobiyallerin klinik, ekonomik ve halk sagligi kullanimini azaltacaktir.
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