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OZET

Adenoviruslar (AdV), konjunktivit, ishal, hepatit, sistit, miyokardit ve ensefalit gibi pek cok klinik du-
rumla iligkili olmasina ragmen, ozellikle cocuklarda ve askeri personelde solunum yolu enfeksiyonlariyla
iliskili 6nemli viral patojenlerdir. Bu calismanin amaci, herhangi bir salgin durumu olmaksizin secilmis bir
bolgedeki askeri personelde akut solunum yolu hastaligiyla iliskili AdV’lerin saptanmasi ve alt gruplarinin
belirlenmesidir. Calismaya, Subat 2006-Mart 2006 tarihlerinde ates (= 38.0°C) ve solunum yolu semp-
tomlari olan 20-29 yas arasindaki tamami erkek 180 askerden alinan bogaz siirtintlisti 6rnekleri dahil edil-
mistir. Tim orneklerde AdV varligi HEp-2 hiicre kiltirlerine ekim ve 6zgll primerler ve probun kullanil-
digi gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle arastirilmistir. AdV’ye 6zgi sitopatik et-
kinin gorildigu pozitif hiicre kilturlerindeki Greme, gercek zamanli PCR ile de dogrulanmistir. AdV B, C
ve E alt gruplarinin ayirmi ise, bu alt gruplara 6zgul primerlerin kullanildigi konvansiyonel PCR yonte-
miyle yapilmistir. Alt gruba ait PCR Urinleri, 6zgul olup olmadiklarinin kontrol edilmesi amaciyla Msp/
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Calismamizda 180 ornegin 8 (%4.4)'inde hiicre kiltiir ile, 9 (%5)’un-
da ise gercek zamanli PCR ile AdV pozitifligi belirlenmis, hiicre kiiltiirinde pozitif bulunan 6érneklerin hep-
si PCR ile de pozitif sonug vermistir. PCR ile pozitif saptanan 9 6rnekten 8 (%88.8)inin E alt grubuna ait
oldugu bulunmus (bu grupta sadece AdV tip 4 yer almaktadir), bu veri restriksiyon enzim kesimi ile dog-
rulanmis, bir sus ise mevcut primerlerle tiplendirilememistir. Sonug olarak, bogaz suriintist 6rneklerinde
AdV’lerin saptanmasinda ve alt grup tayininde gercek zamanl TagMan PCR ve restriksiyon enzim anali-
zinin duyarli ve 6zgiil yontemler oldugu belirlenmis ve calisma grubumuzda saptanan dusiik oran nede-
niyle AdV enfeksiyonlarinin askerler arasinda asi uygulamasini gerektirecek bir saglk problemi olmadig
distincesine varilmistir.

Anahtar sézciikler: Adenovirus, solunum yolu enfeksiyonu, askeri personel.
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Solunum Yolu Enfeksiyonu Olan Askerlerin
Nazofarengeal Orneklerinde Adenovirus Varliginin ve
Alt Gruplarinin Arastiriimasi

ABSTRACT

Adenoviruses (AdV) are important pathogens primarily associated to respiratory infections of child-
ren and military staff even though it is also associated to many clinical manifestations, such as cystitis,
conjunctivitis, diarrhea, hepatitis, myocarditis, and encephalitis. The goals of this study were to detect
and type acute respiratory disease associated AdV isolates among military trainees in a selected region
without an evidence of an outbreak. Throat swab samples were obtained during February 2006-March
2006 period, from 180 military male trainees aged 20-29, who were presented with respiratory tract
symptoms and an oral temperature of > 38.0°C. All specimens were tested by HEp-2 cell culture and re-
al-time TagMan PCR with AdV specific primers and probes. Positive cell culture results, presented as AdV-
specific cytopathic effects, were confirmed by real-time polymerase chain reaction (PCR). AdV subgro-
up differentiation were performed using conventional PCR assays with the primer set specific for subg-
roup B, C or E. Subgroup specific PCR products were restricted with Mspl enzyme in order to check
whether they were specific or not. AdV positivity was detected in 8 (4.4%) samples by cell culture and
in 9 (5.0%) by the real-time PCR. All culture positive samples were also positive by real-time PCR. Eight
of the nine real-time PCR-positive specimens were found to be in the subgroup E (this group contains
only AdV type 4) and the results were confirmed with restriction enzyme analysis. One isolate could not
be typed with the available primers. These data indicated that both real-time TagMan PCR and restric-
tion enzyme analysis provide sensitive and specific tools for AdV detection and subgroup differentiation
for throat swab specimens. It can be concluded that since the prevalence of AdV infections was low in
the study group, AdV infections were not considered as a vaccine requiring health problem in Turkish
armed forces, however, larger scale studies were needed to reach a more precise conclusion.

Key words: Adenovirus, respiratory tract infections, military personnel.

GiRiS

Adenoviruslar (AdV) hemen hemen butlin organ sistemlerinden izole edilebilmekte
olup pek cok klinik sendromla iliskilidir'. AdV enfeksiyonlari tiim yil boyunca endemik
olup her yas grubunda gorilebilmektedir. AdV’lar, kis ve ilkbahar aylarinda bolgesel so-
lunum yolu enfeksiyonu (SYE) salginlarina, yaz aylarinda ytizme havuzuyla iliskili faren-
gokonjunktival ates salginlarina ve yilin herhangi bir zamaninda endustriyel g6z travma-
s veya oftalmolojik islemlere bagli olarak keratokonjunktivit epidemilerine yol acabil-
mektedir. AdV’lerin bugtine kadar insanlarda hastalik yapan 51 serotipi tanimlanmuistir.
AdV'lerle iligkili Gst SYE'ler soguk alginhig, farenjit ve tonsillit seklinde gorilmekte olup
ozellikle 1'den 7’ye kadar olan serotiplerle iligkilidir. Tip 1, 2, 5 ve 6 ile olusan enfeksi-
yonlarda dikkat cekici bir 6zellik, yaklasik %50 olguda virusun adenoid ve tonsillar doku-
da latent durumda kalmasidir. Bronsit, bronsiyolit ve pnémoni gibi alt SYE’ler AdV en-
feksiyonuna bagl sik gériilen komplikasyonlardir. Ozellikle toplu yasam kosullarinda, ye-
nidogan unitelerinde salgin seklinde SYE’lere neden olabilecegi bilinmektedir. Bu duru-
mun 6zellikle 3, 4, 7 ve 21 serotipleriyle iliskili oldugu gésterilmistir'.

Literaturdeki calismalar incelendiginde, AdV’lerin toplu yasam kosullarinda &zellikle
de yogun fiziksel ve psikolojik stresin yasandigi acemi er egitim birliklerinde SYE salgin-
larina yol actigi hatta 6liimle sonuglanan olgularin oldugu gériilmektedir?. Son yillarda
yapilan calismalar, askerler arasinda karsilasilan salginlarda diger etkenlerle birlikte
AdV’lerin de arastiriimasi seklinde olmus ve sonuclari bilimsel olarak dokiimante edilme-
mistir. Bu ¢alismada, herhangi bir salgin durumu olmaksizin, ategle birlikte SYE bulgula-
ri olan askerlerin nazofarengeal suriintli 6rneklerinde AdV’lerin hiicre kultiri ve gercek
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zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemleriyle saptanmasi, PCR ve restriksiyon
enzim kesimi yontemleriyle alt gruplarin tayin edilmesi ve boylece secilen bir askeri bol-
gedeki AdV insidansinin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Orneklerin Toplanmasi

Subat 2006-Mart 2006 tarihleri arasinda Ankara Garnizonu’nda bulunan bir askeri bir-
likte SYE sikayetleri ve ates (= 38°C) ile revire miiracaat eden, yaslari 21 ile 35 arasinda
(ortalama: 23) ve tumi erkek 180 hastadan bogaz surintlst ornekleri steril dakron
ekiivyon cubuklar ile farenks duvarinin lateral ve posterior bolgelerinden alindi. TUmu
ayaktan tedavi edilen hastalarin hepsinde okstiriik ve bogaz agrisi sikayetleri ile farenks
hiperemisi vardi.

Ornekler streptomisin (100 mg/I) ve penisilin (100.000 U/l) iceren Eagle’s Minimum
Essential Medium (MEM) icine konularak soguk zincir ile laboratuvarimiza gonderildi.
Ornekler calisma zamanina kadar -80°C’de dondurularak saklandi. Bu calismanin tama-
mi Giilhane Askeri Tip Akademisi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Vi-
roloji Bilim Dali Laboratuvarinda yapildi. Orneklerdeki AdV variginin arastirimasinda
hiicre kiltirt ve AdV DNA'sinin arastiriimasinda gercek zamanh PCR yontemi kullanildi.

Hiicre Kiiltira

AdV izolasyonu amaciyla kullanilan insan larenks karsinomu kokenli HEp-2 hiicre kdl-
tiirli Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Bolimiinden temin edildi. Hiicre kiil-
tird cahsmalarinin tumi biyogilvenlik kabini icerisinde gerceklestirildi. Antibiyotik
(streptomisin + penisilin) ve %10 fetal dana serumu iceren MEM vasati ile tek tabakali
olarak uretilen hiicre kilttrleri 6rneklerin ekimi icin kullanildi. Ekimler her 6rnek icin iki
kez tekrarlandi ve kiilttrler 37°C’de inklbe edilerek 1 hafta boyunca her giin mikrosko-
bik olarak sitopatik etki (CPE) varligi yoniinden takip edildi. Kontaminasyon veya toksik
etki gozlenen ornekler icin ekim islemi tekrarlandi. CPE saptanan 6rneklerden asagidaki
sekilde DNA izolasyonu yapildi ve AdV genel primerleri kullanilarak gercek zamanli PCR
ile AdV olup olmadiklari kontrol edildi®. CPE gériilmeyen hiicreler -80°C’de dondurulup
¢Ozuldu ve her bir kuyucuk ayri bir 6rnek olarak kor pasaj yapildi. Kér pasajdan sonra
hicreler yine her giin mikroskobik olarak CPE yoniinden takip edildi. Bir hafta boyunca
CPE gorilmeyen hicreler yine dondurup ¢ozilerek tekrar bir hafta siireyle takip edildi.
Bu sekilde kultirler toplam 3 hafta izlenmis oldu. Bu sire zarfinda CPE gorilmeyen ku-
yucuklardaki 6rnekler negatif kabul edildi. Hiicre kiltirlerinin hicbirisinde bakteriyel ya
da fungal kontaminasyon saptanmadi.

DNA izolasyonu

Hem bogaz suriinti orneklerinden hem de CPE gorilen hicre kiltirlerinden AdV
DNA'si arastirmak amaciyla alkali fenol-kloroform-izoamil alkol yéntemine gore yapildi®.
Buna gore; 250 pl reaksiyon tamponu [20 mM (pH: 7.8) Tris-HCI (Sigma/Almanya), 10
mM EDTA (Sigma/Almanya), %0.2 SDS (Sigma/Almanya)] icine 70 mg/ml’lik pronase E
(Serva/Danimarka) soliisyonundan 10 pl ve son olarak 100 ul 6rnek eklendi. Karisim
42°C’'de 2 saat inkibe edildi. inkiibasyon sonunda ttiplere 500 ul alkali fenol-kloroform-
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izoamil alkol (25:24:1) (Amresco/ABD) eklendi ve santrifiij sonunda elde edilen Ust sivi
ayri bir tipe alindi. Alinan st sivinin Gzerine 500 pl izopropil alkol eklendi ve santrif(j
sonrasl elde edilen pellet 1000 pl %75'lik etil alkol ile yikandi. Etanol tamamen uctuktan
sonra elde edilen DNA pelleti 100 pl steril distile su ile tekrar stispanse edildi.

Primer ve Prob Dizayni

Calismada kullanilan tiim primerlerin ve probun dizayni OligoYap 3.0 isimli bilgisayar
yazimi yardimiyla yapildi®. AdV ortak primerleri ve prob secilirken GenBank’tan® prog-
ram arsivine dahil edilen 62 tam genom dizisi kullanildi. Ayni sekilde B alt grubu icin 10,
C alt grubu icin 5 ve E alt grubu icin 8 tam genom dizisi kullanildi. Dizayn edilen tim
diziler (oligolar) internet yardimiyla GenBank’in BLAST 6zelligi (National Institute for Bi-
otechnology Information, Bethesda, MD, ABD) kullanilarak istenilen bélgeye 6zgul olup
olmadiklari yoniinden kontrol edildi. Tim oligolar MWG-Biotech (Almanya) firmasina
sentezlettirildi (Tablo I).

Ger¢ek Zamanh PCR

Bu islem icin 6nce 0.2 ml’lik optik tiipler icine her bir 6rnek icin son hacmi 20 pl ola-
cak sekilde PCR karisimi hazirlandi ve bu karisima 5 pl DNA ¢ozeltisi konuldu. Hazirlanan
karnigimlar PCR cihazina yerlestirildi. PCR déngiileri Kubar ve arkadaglarinin’ tanimladigs
sekilde 95°C’de 10 dakika [Hot Start Tag DNA Polimeraz (AmpliTaq Gold-DNA Polyme-
rase, Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) aktivasyonu icin] ve 40 siklus 95°C’de 15
saniye -60°C’de 1 dakika olacak sekilde uygulandi. Amplifikasyon, verilerin elde edilme-
si ve tim analizler ABI PRISM 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems, Foster City,
CA, ABD) cihazi ile yapild.

Adenovirus Alt Gruplarinin Belirlenmesi

AdV yoniinden pozitif bulunan 6rneklerden daha 6nce aciklandigi gibi DNA izolasyo-
nu yapildi. izole edilen DNA'lar gruba 6zg(il (B, C ve E alt gruplar) primerler (Tablo 1) kul-

Tablo I. Calismada Kullanilan Primerler ve Prob

Amplikon
Adi Primerler* ve prob** (5’ - 3') uzunlugu (bp)
adenoP1 TCGATGMTGCCSCARTGGKCDTAC 140
adenoProb JOE CACATCKCSGGVCAGGACGCYTCGGAGTA TAMRA
adenoP2 GCCACNGTGGGRTTYCTRAACTTGTT
ADVBP1 CATGATCCATCGTCTCAGCGGCA 789
ADVBP2 CAGGATAATGCTTGGGGAATG
ADVCP1 GCTGTGACTCCGGTCCTTCTAAC 321
ADVCP2 CGGCGCATTATATACCCTTTAAG
ADVEP1 GCCCAGAAACCGGTGACACA 120
ADVEP2 CGGTCGACGGAATTTGAAAG

* M, K, R, S ve Y dejeneratif bazlar géstermektedir (Wobble bazlar): M= A/C, K= G/T, R= A/G, S= G/C, Y= C/T,
N= Herhangi biri, D= A/G/T, V=A/C/G.
** JOE ve TAMRA proba ait floresan isaretlerdir.
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lanilarak konvansiyonel PCR islemi yapildi. Elde edilen amplikonlarin 6zgdl dirtinler olup ol-
madigini kontrol etmek icin restriksiyon enzim kesimi yapildi. Bu islemde kullanilacak en-
zimin seciminde OligoYap 3.0 isimli bilgisayar yaziimindan yararlanildi®. Her alt grup icin
farkh biyukliklerde DNA parcalar olusturan Mspl enzimi secildi. Arsivimizde bulunan 8
AdV E alt grubuna ait dizilere gore, C/CGG tanima bolgesinden kesim yapan bu enzimin
120 baz cift (bp)’lik PCR Grtiniini yaklasik 10, 50 ve 60 bp buyukliglnde Ug parcaya ayir-
masi beklenmektedir. PCR islemi ve restriksiyon enzim kesimi asagidaki sekilde uygulandi.

PCR iglemi: Son hacmi 40 pl olan ve icerisinde 2 mM dNTP (Sigma/Almanya), 1x PCR
buffer, 2.5 mM MgCl,, 1.5 U Taq DNA polimeraz ve 20 pmol sens ve antisens primer-
ler olan reaksiyon karisimina 10 pl DNA ilave edildikten sonra “thermal cycler” cihazin-
da 94°C’de 5 dakika daha sonra her bir siklus 94°C’de 30 saniye, 60-57-54°C’de (sira-
siyla; B-C-E grubu) 30 saniye, 72°C’de 35 saniye olmak tizere 40 siklus ve en son uzat-
ma asamasl icin 72°C’de 5 dakika olacak sekilde PCR islemi gerceklestirildi. Elde edilen
arinin 5 pl'si jel elektroforezde (%1.5 agaroz, 1 x TBE) 100 bp molekiler standart
(K180-250 UL, Amresco, ABD) kullanilarak 200 V’'de 15 dakika sureyle yirutuldd. Jel
etidyum bromiir ile boyandi ve bant gorintdleri UV isik altinda GelDoc goriintiileme sis-
temi yardimiyla bilgisayar ortamina aktarildi.

Restriksiyon enzim kesimi: PCR islemi sonrasi elde edilen amplikonlar Mspl enzimi
ile (New England BiolLabs/ABD) Uretici firmanin onerileri dogrultusunda kesildi. Bunun
icin hazirlanan ve son hacmi 10 pl olan karisima 1x (1 pl) enzim tamponu (NE buffer 2),
10 U (1 pl) Mspl enzimi ve 8 pl PCR uriini konduktan sonra karisim 37°C’de 2 saat bek-
letildi. Daha sonra restriksiyon enzimle kesilen parcalar %2’lik agaroz jelde yuratulda.
Elektroforez islemi 200 V'de 15 dakika streyle gerceklestirildi. Etidyum bromiir ile boya-
nan jeldeki bant gorintileri UV isik altinda GelDoc goriintiileme sistemi yardimiyla bil-
gisayar ortamina aktarild.

BULGULAR

Calismaya alinan 180 6rnegin 20 (%11.1)'sinde hiicre kiltirlerinde farkl tipte CPE’ler
gorulmus; bu CPE’lerin daha ziyade hiicrelerin yuvarlaklasmasi ve/veya agregasyon olus-
turmasi seklinde oldugu izlenmistir. CPE gorilen kuyucuklardaki hiicrelerden DNA izo-
lasyonu yapilarak gercek zamanli PCR ile incelendiginde, AdV DNA'si pozitif bulunan ku-
yucuklarin (8/20; %4.4), hiicrelerin yuvarlaklasarak kiimelesme egilimi gosterdigi kuyu-
cuklar oldugu belirlenmistir (Tablo II).

Tablo IlI. Hiicre Kiiltiirti Sonuglari

CPE pozitif olanlar
AdV DNA (+) AdV DNA (-)

ilk ekim 5 7
ikinci pasaj 2 3
Uciincii pasaj 1 2
Toplam 8 12
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Bogaz surtintiisti 6rneklerinde AdV DNA'sinin dogrudan gercek zamanli PCR ile aras-
tinlmasi sonunda; 180 6rnegin 9 (%5)'unda pozitiflik saptanmis, bu 6rneklerden 8’inin
hicre kilttriyle de pozitif bulunan 6rnekler oldugu belirlenmistir (Resim 1).

AdV B, C ve E alt gruplarina 6zgii dizayn edilen primerler kullanilarak yapilan PCR is-
lemi sonucunda izolatlarin hicbirinde B ve C primerleriyle PCR Urini olusmazken, 9 izo-
lattan 8 (%89)'inde E primerleriyle yapilan PCR islemi sonrasi 120 bp bdlgesine uyumlu
bulyukltikte PCR Griind olugmustur (Resim 2). Bu Urtinlerin 6zgl olup olmadiklarini kont-

10*0

-_ - ! ..]
101 i
— —— = — EESERgme=SiE
— = . 5 —— L = 2
1 ! - L L | = -
111 WP, q
i . : || | .
10* -2:_5 [ P8 [ o o o T R o o o o B = P [ I O S T [ 11&' =t =
. - ---'—vq!- .r .--I--| r-'!r—-! ! - ..,..:- =t ‘Ir'-;ﬂ' o - 'I': - "
- - R mEmr ey«
| | ¥1 | [ |
10* _3_ = F=gg= E = e !4 oy = = 2 _1.;’
- SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSES T EE T Fi=
| e '&""'."'"- L ’ . § =1 £ II' et ¥ ol
LA UL E s L LE L TIAT LT = S I B 5 00
* B y 7 s "' ' j 11 | |
10* -4 e T T

UL
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Resim 1. Gercek zamanli PCR ile AdV olduklari saptanan izolatlar. X ekseni PCR dongtilerinin sayisini Y ekseni
normalize edilmis raportér boya emisyon miktarini (AR ) gdstermektedir. Yildiz isareti esik degeri gostermek-
tedir.

Resim 2. Adenovirus E alt grubu izolatlarina ait bant goriintiileri (SM: DNA él¢ti birimi; 4 no’lu hat haricin-
dekiler pozitif bulunan dérneklere aittir).
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Resim 3. Adenovirus E alt grubuna 6zgti primerler ile elde edilen PCR triinlerinin Mspl restriksiyon enzimi
ile kesilmesinden sonra elde edilen jel gériintiisii (SM: DNA 6l¢ti birimi 100-1000 bp; 1 no’lu hat alt grup
E’ye 6zgti PCR triinii, 2 no’lu hat RE kesimi sonrasi elde edilen bantlar).

rol etmek icin Mspl restriksiyon enzimi kullaniimis ve kesim sonrasi E alt grubuyla uyum-
lu olarak agaroz jelde 50-60 bp bdlgesinde bant olustugu gortlmustir (Resim 3). 10
bp’lik DNA parcasinin ¢cok hizli hareket etmesi nedeniyle goriilmedigi dusindlmustdr.

TARTISMA

Toplu yasam kosullarinda bulunan askerler arasinda SYE’lere sik rastlanmaktadir. im-
munitenin baskilanmasi, fiziksel ve mental stres, birliklerin sik yer degistirmesi ve buna
bagl olarak yeni virus suslariyla temas SYE'lerin sikhgini artiran risk faktorleridir®. AdV'ler,
salginlara ve bazen olimle sonuglanabilen solunum yolu enfeksiyonlarina yol acabilme-
si yonuyle blyiik 6neme sahiptir. AdV’lere bagli enfeksiyonlar siklikla hayatin ilk yillarin-
da gorildigu icin tlkemizde konuyla ilgili son 20 yil icerisinde yapilan sinirli sayida ca-
lisma, daha cok okul éncesi ve okul cagi cocuklariyla ilgilidir®'3. Tirk Silahli Kuvvetle-
rinde konuyla ilgili ilk calismalar 1960’1 yillarin sonlarinda yapilmistir'*. Son yillarda ya-
pilan calismalar ise ortaya cikan salginlarda diger etkenlerle birlikte AdV’lerin de arastiril-
masi seklinde olmustur. Bu calisma, hem konvansiyonel hem de molekiler yontemler
kullanilarak, herhangi bir salgin durumu olmaksizin toplu yasam kosullarina maruz kalan
ve SYE sikayetleri olan askerlerde AdV’lerin arastiriimasi, saptanan suslarin alt gruplarinin
belirlenmesi ve sonucta da elde edilen verilerin dokiimante edilmesi yonuyle yapilan ilk
calisma sayilabilir.
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AdV’lerin laboratuvar tanisinda kiltir “altin standart” olarak kabul edilmektedir. An-
cak AdV’lerin kltiirde replike olabilmeleri icin 6rnege ve 6rnek icinde bulunan virus kon-
santrasyonuna bagli olarak 3 guin ile 3 hafta arasinda bir streye ihtiyag vardir. Ayrica kul-
tirde Uretilebilmesi icin viruslarin canli olmasi gerekmektedir. Uygun sekilde alinip uy-
gun kosullarda laboratuvara gonderilmezlerse veya 6rnek alimi ile kiltir ekimi arasinda
uzun bir suire varsa AdV’ler inaktive olabilmektedir. Bakteriyel kontaminasyon veya orne-
gin kendi toksik etkisine bagl olarak da virus izolasyonu engellenebilir'>. Bu ¢alismada
ilk ekimden sonra AdV’lere bagli CPE en erken 3. glinde en gec ise 3. pasajin 4. gliniin-
de (18. glinde) olusmustur. Bakteriyel kontaminasyon ise hi¢ gorilmemistir. Hiicre kil-
tiriinde CPE olusan hiicrelerden AdV tanimlanmasi, konvansiyonel olarak AdV'lerin hek-
zon antijenine karsi olusan monoklonal veya poliklonal antikorlarin kullanildigi immuinf-
loresan (IF) yéntemiyle yapilabilmektedir'. Bu calismada ise CPE gériilen hiicrelerde AdV
tanimlanmasi icin hticrelerden DNA izolasyonunu takiben molekiler bir yéntem olan
gercek zamanli PCR yontemi kullaniimistir. Nazofarengeal siirtintli 6rneklerinin homojen
olmamasi ve ornekler arasinda alimdan kaynaklanan degiskenlik olmasi nedeniyle kanti-
tasyon yapmak pratik olarak anlamli degildir'®. Bu calismada kantitatif sonug verebilen
gercek zamanh PCR yonteminin kullanilmasindaki amag kantitasyon yapmak degil, da-
ha hizli sonug verebilen, giivenilir ve daha duyarl bir yéntemin kullanilmasidir. AdV'le-
rin saptanmasinda kullanilmak Gzere bugtine kadar pek ¢cok PCR protokoli tanimlanmis-
tir'7-2°, Ancak bunlarin timiinde PCR driinlerinin agaroz jel elektroforezi ve etidyum bro-
mdrle boyamayi takiben UV altinda goriintiilenmesi gibi asamalar vardir ve bunlar hem
zaman alici hem de kontaminasyon riski tasimaktadir. Ayrica duyarlihg da gercek za-
manli PCR y6ntemine gére daha diisiiktiir'®2'. Tek basamakli PCR yénteminin duyarlili-
gini artirmak icin “nested” primerlerle ikinci bir PCR islemi yapmak miimkiindiir?2. An-
cak bu da zaman alici olup kontaminasyon riskini beraberinde getirmektedir. Yapilan ba-
zi calismalar, gercek zamanli PCR yonteminin AdV’lerin tanimlanmasinda “altin stan-
dart” kabul edilen hiicre kiltiiri yonteminden de daha duyarli oldugunu gostermekte-
dir®1823 By calismada da hiicre kiiltiiriyle 180 &rnekten 8 (%4.4)'i pozitif bulunurken
gercek zamanli PCR yontemiyle 180 6rnekten 9 (%5)’u pozitif olarak bulunmustur. Tim
bu nedenlerden dolayi bu calismada gercek zamanli PCR yonteminin secilmesinin uygun
oldugu kanisina varlmistir. Ger¢cek zamanlh PCR ile pozitif bulunan 6rnegin hicre kilta-
riyle negatif bulunmasinin nedeninin yukarida sayilan virus izolasyonunu engelleyen ne-
denlerden birisi olabilecegi diisunulmustar.

immin stipresif hastalarda sitomegalovirus, Epstein-Barr virus ve AdV'lere baglh enfek-
siyonlarin takibinde Iokositlerdeki veya plazmadaki viral yiikiin kantitasyonu oldukca de-
gerlidir?*. Ozellikle dissemine adenoviral hastaliklardaki antiviral tedavinin takibi ve kk
hiicre nakli yapilanlarda AdV DNA yiikiiniin izlenmesinde AdV'lerin kantitatif olarak sap-
tanmasi 6nemlidir?*2>. Bu calisma icin dizayn edilen primerler ve prob sayesinde her tiir-
I klinik 6rnekte adenoviral kantitasyon yapilabilecek olmasi bu calismanin sekonder bir
kazanimi olarak degerlendirilmistir.

Toplu yasam kosullarina maruz kalinan askeri birliklerde SYE salginlarina sik rastlan-
maktadir. Bu nedenle ABD ordusundaki askerlere AdV’lere karsi koruyucu olarak 1970’li
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yillarda FDA (Food and Drug Administration) onayli enterik kapli kapsul verilmeye bas-
lanmistir'. Ancak ekonomik nedenlerden dolay: asiyi iireten tek firma (Wyeth-Lederle
Vaccines-St. David, PA) 1996 yilinda agi tretimini durdurmustur. ABD ordusunda acemi
askerler arasinda yeniden AdV'lerle iligkili salgin seklinde SYE gorulmesi tzerine konuyla
ilgili epidemiyolojik, klinik ve molekiiler tani ve tiplendirmeye yonelik pek ¢ok calisma ya-
piimistir®®26-31 By calismalardan birinde Ekim 1996-Haziran 1998 tarihleri arasinda
%78'i erkek olmak lzere semptomatik hastalardan alinip incelenen 3413 bogaz kiiltu-
rinin 1841 (%53)'inden AdV izole edilmistir. Bulunan tipler 4, 7, 3 ve 21; yuzdeleri ise
sirastyla %57, %25, %9 ve %7'dir?®. Yine baska bir calismada, 1997-1998 yillari arasin-
da gorilen bir salginda hastane tedavisine alinan toplam 126 hastaya ait bogaz strin-
td 6rneginden hiicre kiltlri ile 99 (%79)'unda ve PCR ile 100 (%79)'linde AdV pozitif-
ligi bulunmustur. Bunlarin %88'i tip 4, %9’u tip 3 ve %3l tip 21 olarak tanimlanmis-
tir’8, ABD ordusunda 1997 yilinda bir birlikte ortaya cikan salginda 119 kisiden 57
(%47.9)'sinde, baska bir birlikte ise 147 kisiden 73 (%49.7)’linde hiicre kiiltuiriyle bo-
gaz suriintl érneklerinde tip 4 AdV pozitifligi bulunmustur®. AdV tip 4 siklikla askerler-
de ve nadiren sivillerde salginlara neden olurken, ABD’de 1966-2000 yillari arasinda go-
rulen AdV tip 7 enfeksiyonlarinin molekiler epidemiyolojisi incelendiginde tip 7’nin sivil
popiilasyonda siklikla salginlara neden olabildigi gériilmistiir*2. Ulkemizde Tiirk Silahl
Kuvvetleri'nde AdV’lerle ilgili ilk calismalar 1960’ yillarin sonunda Saglam ve arkadasla-
n'# tarafindan yapilmis ve en sik gériilen tipler 3, 4, 5, 6 ve 7 olarak bulunmustur.

Bu calismanin amaclarindan biri secilmis askeri bir bolgedeki AdV sikligini ortaya koy-
maktir. Calismamizin verilerine gore, Turk ordusunda AdV'lerin asi kullanimina gerek du-
yulacak seviyede bir saglik problemi olmadigi yoniinde bir kanaat olusmustur. Ancak ge-
lecekte daha genis ve geneli temsil edebilecek popiilasyonlar tzerinde yapilan calisma-
lar sonucunda elde edilecek verilere gore daha saglikh 6nerilerde bulunmak mumkiin
olacaktir. Kaygusuz ve arkadaslarinin'’ SYE sikayetiyle hastaneye basvuran cocuk ve ye-
tiskinlerde bakteriyel ve viral antijenleri IF yontemiyle arastirdiklari caismada, AdV sikhgi
76 cocukta %3.9, 135 yetiskinde %14.8 olarak bulunmustur. Ulkemizde cocukluk cagin-
da AdV enfeksiyonlari ile ilgili yapilan serolojik bir calismada, SYE olanlarda %28 oranin-
da AdV pozitifligi bulunmus, en sik AdV gorilme yasinin 13-24 ay arasinda oldugu be-
lirtilmistir'®. Séyletir ve arkadaslar®® da, 0-15 yas grubunda 206 cocukta AdV gruba 6z-
gl antikor pozitifligini %4.8 olarak bildirmisler, en yiiksek seropozitifligin 0-2 yas arasi
cocuklarda oldugunu vurgulamiglardir. Baska bir calismada, 50 alt SYE olan ¢ocukta AdV
sikligr hiicre kiltlriyle %10 (5/50) olarak bulunmus, bu oran Ust SYE olan 45 cocuk icin
%6 (3/45) olarak verilmistir’. Ege bolgesinde 1995-1996 yillari arasinda kis mevsiminde
gorulen SYE etkenleriyle ilgili yapilan bir baska calismada, 131°i cocuk, 56'si eriskin (32’si
acemi er) influenza benzeri hastalik tablosuna sahip hastalarda hiicre kilturinu takiben
IF yontemiyle %3.7 (7/187) oraninda AdV porzitifligi saptanmistir'®. Bu 7 izolattan 5'i
erigkin yas grubuna ait olup timu acemi erlerdir. Bu calismaya dahil edilen acemi asker-
ler arasinda AdV pozitifligi %15.6 (5/32) olarak bulunmustur'3,

Calismamizda bir salgin durumu olmaksizin SYE semptomlari ile revire miracaat eden
ve ayaktan tedavi edilen askerlerin bogaz siirinttisi 6rneklerinde %5 (9/180) oraninda
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AdV porzitifligi saptanmistir. AdV oraninin baska ordulardaki askerlerle ilgili yapilan calis-
malara gore disiik oldugu gorilmis; bunun nedeninin calismaya alinan popiilasyonda
bir salgin durumu olmamasina ve tlkemiz gibi gelismekte olan Ulkelerde virusla karsilas-
ma yasinin dusiik olmasi nedeniyle askerlik cagindaki poptlasyonun AdV’lere karsi bagi-
stk olmalarina bagl olabilecegi dusunulmustdr. Pozitif saptanan 9 Ornekten 8
(%88.8)’inin E alt grubuna ait oldugu bulunmus, bir sus ise elimizdeki primerlerle tip-
lendirilememistir. Bilindigi lizere E alt grubunda sadece AdV tip 4 bulunmaktadir. Bagka
bir deyisle pozitif orneklerin buyik cogunlugu (%88.8) literatiirle uyumlu sekilde tip 4
olarak saptanmistir. Tip 4 AdV’lerin ozellikle asker popiilasyonunda salginlara yol actig
bilinmekle birlikte, bu suslar calismamizda herhangi bir salgin durumu olmaksizin izole
edilmistir. Bu calismada izole edilen tip 4 AdV’lerin salgina yol agmamasinin nedeni, as-
kerlerimizin bagisik olmalari veya bizim izolatlarimizin salginla iligkisiz genom tiplerinden
birine ait olmasi olabilir. Ancak bunun ortaya konulmasi icin daha detayli bir molekdiler
epidemiyolojik calismaya gereksinim vardir.

Sonug olarak, yapilan bu calismayla hem “altin standart” bir yontem olan konvansi-
yonel hicre kiltliriyle hem de kisa stirede ve glivenilir bir sekilde sonug veren, bazi ca-
ismalara gore hiicre kiltiriinden bile duyarli olan gercek zamanli PCR ydntemiyle,
SYE'lerde sik karsilasilan AdV’lerin, secilen askeri bir bolgedeki nazofarengeal sikhigr alt
grup duzeyinde belirlenmistir. Bu ¢calismanin tlkemizde gelecekte yapilacak AdV calis-
malari i¢in veri tabani olusturmasi, hiicre kultiiri ve molekiler yontemlerle ilgili labora-
tuvar pratigimizi artirmasi, daha once konvansiyonel PCR ile AdV arastiriimasi yapilan la-
boratuvarimiza, dizayn edilen primerler ve prob kullanilarak her tirlu klinik 6rnekte ade-
noviral kantitasyona imkan veren bir testin kazandirlmasi yonleriyle faydali oldugu du-
stinilmektedir.
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