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OZET

Adenoviruslar, iist ve alt solunum yolu enfeksiyonlari (sirasiyla USYE ve ASYE), konjunktivit, gastroen-
terit ve hemorajik sistit gibi cesitli enfeksiyon hastaliklarinin etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu calis-
mada, klinik 6rneklerden izole edilen adenoviruslarin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve DNA dizi ana-
lizi yontemi kullanilarak tiplendirilmesi amaclanmistir. Calismaya, 01 Ocak 2011-31 Mayis 2011 tarihleri
arasinda rutin viroloji laboratuvarimiza gonderilen cesitli klinik 6rneklerden (295 nazofarengeal siirlintd,
42 konjunktival striintt, 13 diskr) izole edilen 22 adenovirus (AdV) susu dahil edilmistir. Pozitif 6rnekler
(14 nazofarengeal surintt, 7 konjunktival strtintd, 1 diski), ASYE (n= 8), USYE (n= 6), konjunktivit (n=
7) ve gastroenterit (n= 1) klinik tablolariyla basvuran sekizi eriskin (dérdi erkek; medyan yas: 32.5 yil),
14'U cocuk (yedisi erkek; medyan yas: 1 yil) hastaya aittir. Hizli (shell vial) hiicre kiltliri yontemiyle izo-
le edilen ve direkt immiinfloresan antikor yontemiyle tanimlanan AdV pozitif érnekler, hekzon geninin
“hipervariable region 1-6”y1 hedefleyen PCR ve DNA dizi analizi yontemiyle tiplendirilmistir. Viral DNA
amplifikasyonu Lu ve Erdman’in tanimladigi PCR primerleri (Adhex F1, Adhex R1) kullanilarak yapilmis;
ilk reaksiyonda dizi analizi icin yeterli Griin elde edilmediginde Adhex F2 ve Adhex R2 primerleri ile “nes-
ted” PCR uygulanmistir. Dizi analizi, amplifikasyon primerleri ve Sequence Reagent Mix-DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing kiti (Amersham Pharmacia Biotech Inc, ABD) kullanilarak ABI PRISM 310
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Klinik Orneklerden izole Edilen Adenoviruslarin
PCR ve DNA Dizi Analizi Yontemiyle Tiplendiriimesi

Genetic Analyzer cihazinda (Applied Biosystems, ABD) gerceklestirilmistir. Elde edilen AdV DNA dizileri-
nin BLAST analiziyle tiplendirilmesi sonunda, serotip 3, 4 ve 8 olmak lizere ti¢ farkli tip saptanmustir. Ca-
lismamizda, biri gastroenterit, altisi USYE ve ASYE olan toplam 7 (%31.8) hastanin AdV tip 3; yedisi kon-
junktivit, besi USYE ve ASYE olan toplam 12 (%54.5) hastanin AdV tip 8; biri USYE ve ikisi ASYE olan 3
(%13.7) hastanin ise AdV tip 4 ile enfekte oldugu belirlenmistir. Sonug olarak bu calismada, AdV tip 8,
konjunktivit ve USYE olan hastalarda, AdV tip 3 ise ASYE olan hastalarda en sik saptanan tipler olmustur.
Adenoviruslarin molekdler tiplendirmesinde BLAST analizinin en uygun yontemlerden birisi oldugu du-
stiniimiistiir. Ulkemizde, daha fazla érnek sayisi ile adenovirus enfeksiyonlarinda tiplerin belirlenmesine
yonelik calismalarin yapilmasi, ulusal epidemiyolojik verilerin birikmesi acisindan 6nem tagimaktadir.

Anahtar sézciikler: Adenovirus; DNA dizi analizi; molekdiler tiplendirme.

ABSTRACT

Adenoviruses are responsible for a broad spectrum of diseases, including upper and lower respira-
tory tract infections (URTIs and LRTIs, respectively), conjunctivitis, gastroenteritis, and hemorrhagic cysti-
tis. The aim of this study was to determine the adenovirus (AdV) types isolated from clinical specimens
by polymerase chain reaction (PCR) and DNA sequencing methods. A total of 22 AdV strains isolated
between January 1°' 2011 to May 31" 2011, from various samples (295 nasopharyngeal swabs, 42 con-
junctival swabs, 13 stool) sent to our routine virology laboratory were included in the study. Of the 22
patients whose samples yielded adenovirus positivity, 8 were adult (4 were male; median age: 32.5 ye-
ars) and 14 (7 were male; median age: 1 year) were children. Those specimens (14 nasopharyngeal
swabs, 7 conjunctival swabs, 1 stool) were obtained from patients with URTIs (n= 6), LRTIs (n= 8), con-
junctivitis (n= 7) and gastroenteritis (n= 1). For the isolation and identification of adenoviruses, rapid
(shell vial) cell culture and direct immunofluorescence antibody methods were used, respectively. Mole-
cular typing of adenoviruses were performed by PCR and sequencing of a partial region (hipervariable
region 1-6) of the hexon gene. PCR primers (Adhex F1, Adhex R1) used for DNA amplification were from
those described by Lu and Erdman, previously. If insufficient DNA was amplified from the first reaction
for sequencing, a nested PCR was performed using Adhex F2 and Adhex R2 primers. Sequencing was
performed using the amplification primers and Sequence Reagent Mix-DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc, USA) on ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA). Obtained adenovirus sequences were typed by BLAST analysis and three AdV types
namely type 3, 4, and 8 were identified. In our study, AdV type 3 was detected in a gastroenteritis case
and six cases with URTIs and LRTIs (n= 7, 31.8%). AdV type 8 was identified as the cause of conjuncti-
vitis in seven patients and of URTIs and LRTIs in five patients (n= 12, 54.5%). AdV type 4 was found to
be associated with URTI in one, and LRTIs in two patients (n= 3; 13.7%). Our data indicated that AdV
type 8 was the most prevalent type in patients with conjunctivitis and URTIs, while AdV type 3 was the
most prevalent type in patients with LRTI. BLAST analysis was thought to be useful for the molecular typ-
ing of adenoviruses. In conclusion, advanced studies with large number of specimens are necessary to
achive a reliable, detailed national adenovirus database.

Key words: Adenovirus; DNA sequencing; molecular typing.

GiRis
Guniimuzde, Mastadenovirus cinsine dahil olan adenoviruslar yedi alt grupta (A-G) in-
celenir ve bu alt gruplar 55 farkli serotip icerir. Farkli serotipleriyle tim yas gruplarinda

Uist ve alt solunum yolu enfeksiyonu (USYE ve ASYE) konjunktivit, keratokonjunktivit, he-
morajik sistit ve gastroenterit etkeni olabilir'2. Adenoviruslara bagl gelisen bircok enfek-
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siyon kendini sinirlayan klinik tablolarla seyretmekle birlikte, 6zellikle yenidogan, ¢ocuk
ve bagisiklik sistemi baskilanmis olan hastalarda daha ciddi, hatta bazen 6limcdl enfek-
siyonlar ortaya cikabilir. Adenovirus serotiplerinin gosterdigi doku tropizmi nedeniyle,
bazi serotiplerle olusturduklari klinik tablolar arasinda iliski bulunmaktadir. Ornegin; se-
rotip 2-4, 6-8, 19 ve 37 siklikla konjunktivit ve keratokonjunktivit olgularindan, serotip
1-7 akut solunum yolu enfeksiyonu olgularindan, serotip 31, 40, 41, 52 gastroenterit ol-
gularindan, serotip 2, 11, 34 ve 35 ise hemorajik sistit olgularindan izole edilir'*.

Adenoviruslarin tiplendirilmesinde genellikle nétralizasyon ve hemagliitinasyon inhi-
bisyon testleri gibi konvansiyonel yontemler kullaniimaktadir. Ancak glinimiizde bu
yéntemlerin yerini DNA dizi analizi teknikleri almistir’®. Bu calismada, farkl klinik tablo-
lar gosteren olgulardan izole edilen adenoviruslarin hekzon geninin bir bolimini he-
defleyen PCR ve DNA dizi analizi ydontemleriyle tiplendirilmesi ve klinik 6rneklerde bas-
kin olan tiplerin saptanmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Hastalar ve Ornekler

Rutin viroloji laboratuvarina 01 Ocak 2011-31 Mayis 2011 tarihleri arasinda viral Gst
ve alt solunum yolu enfeksiyonu (USYE ve ASYE) 6n tanisiyla gelen 295 nazofarengeal
struintd 6rnegine solunum viruslar hucre kiltird (n= 232) ve solunum viruslar multip-
leks PCR testi (n= 63) uygulandi. Konjunktivit tanisiyla gelen 42 konjunktival surintd,
gastroenterit tanisiyla gelen 13 digki, sistit tanisiyla gelen iki idrar 6rnegine ise sadece
adenovirus hiicre kultiri testi uygulandi. Rutin uygulamada “shell vial” hicre kultirt
teknigi kullanildi. Hep-2, MDCK, A-549 (German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures, DSMZ, Almanya) ve Vero (National Public Health Institute, Helsinki, Finlandi-
ya) huicre dizileri sirasiyla, solunum sinsityal virusu (RSV), influenza virus (INF-V) tip A ve
B, adenovirus (AdV) ve parainfluenza virus (PIV) tip I-lll izolasyonunda kullanildi. Her vi-
rusa 0zqgul floresan izotiyosiyanat ile isaretlenmis monoklonal antikorlarla (Light Diag-
nostic, Millipore, Amerika) etkenler saptandi. RSV, INF-V tip A ve B, PIV tip I-IV, AdV, hu-
man metapneumovirus (hMPV), rhinovirus (RV), coronavirus (CoV) ve human bocavirus
(hBoV)'u ayni anda saptayan solunum viruslari multipleks PCR kiti (RV15 Screening, Se-
egene, Gliney Kore) uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda kullanildi. Bu ¢alismaya ru-
tin uygulama sirasinda, nazofarengeal strinti (n= 14), konjunktival siiriinti (n= 7) ve
diski (n= 1) orneklerinde “shell vial” hiicre kiltiri yontemiyle AdV pozitif bulunan 22
hastanin klinik &rnekleri dahil edildi. Ornekler PCR ve DNA dizi analizi islemleri yapilin-
caya kadar -80°C’de saklandi.

Adenovirus Hekzon PCR ve DNA Dizi Analizi

Viral transport besiyerinde bulunan klinik 6rneklerden 200 pl alinarak Qiagen MinElu-
te Virus Spin kiti (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) ile Uretici firmanin onerileri dogrul-
tusunda DNA ekstraksiyonu yapildi. Lu ve Erdman® tarafindan tanimlanan, hekzon geni-
nin bir bélimu olan hipervariable region 1-6’y1 hedefleyen PCR primerleri [Adhex F1- (nt
19135-19160; 5'-TICTTTGACATICGIGGIGTICTIGA-3’), Adhex R1- (nt 20009-20030; 5'-
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CTGTCIACIGCCTGRTTCCACA-3")] kullanilarak amplifikasyon yapildi [PCR urin biyk-
1Ugl; (AdhexF1-R1): 895 bp]. Bu amacgla 6nce 95°C’de 15 dakika denatlrasyon daha
sonra sirastyla 94°C’de 1 dakika, 45°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakikalik 40 PCR dongu-
st uygulandi. Son olarak 72°C’de 5 dakika bekletildi. ilk reaksiyonda DNA dizi analizi icin
yetersiz trlin elde edildiginde Adhex F2 (nt 19165-19187; 5-GGYCCYAGYTTYAARCCC-
TAYTC-3’) ve Adhex R2 (nt 19960-19985; 5'-GGTTCTGTCICCCAGAGARTCIAGCA-3")
primerleri ile “nested” PCR yapildi [“nested” PCR uriin biyukligu; (AdhexF2-R2): 820
bp]. DNA dizi analizi, amplifikasyon primerleri ve Sequence Reagent Mix-DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing kiti (Amersham Pharmacia Biotech Inc, ABD) kullanilarak
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) cihazinda yapildi. Adenovi-
rus dizileri, BLAST analiziyle GenBank + EMBL + DDBJ + PDB sekans veri tabani kullani-
larak tiplendirildi>’.

Ayrica, adenoviruslarin molekiler tiplendirilmesinde “neighbor-joining” metoduyla fi-
logenetik analiz yapildi. Referans adenovirus sekanslari (Adv A31; AB601037, Adv B3;
F|943637, Adv C5; FJ943627, Adv D8; AB500121, Adv E4; AY599837, Adv
F41;FR849507) GenBank’tan saglandi ve filogenetik aga¢ CLC Sequence Viewer 6.5.1
(CLC bio A/S, Aarhus, Denmark) programi kullanilarak olusturuldu.

BULGULAR

Calismamizda, nazofarengeal sirliintii 6rnegdi gonderilen hastalarin 85 (%28.8)’inde
bir veya birden fazla solunum virusu saptanmis; 10 hastanin iki etken ile enfekte oldugu
izlenmistir. Toplam 95 susun %31.6’sinin INF-V (24°G tip A, 6'si tip B), %22.1’inin RSV
(n= 21), %15.8'inin PIV (4'G tip I, 1'i tip I, 10’u tip lll), %14.7’sinin AdV (n= 14),
%8.4'Unun RV (n= 8), %4.2'sinin CoV (n= 4) ve %3.2'sinin hMPV (n= 3) oldugu belir-
lenmigstir. Solunum viruslari, 20 hastanin 6érneginde multipleks PCR testi, 65 ornekte ise
hicre kiltaridyle tanimlanmugtir.

Solunum o6rneklerinde saptanan adenoviruslarin timu (n= 14) hicre kilturd yonte-
miyle pozitif bulunan 6rneklerdir. Calismaya alinan 42 konjunktival striintii 6rneginin 7
(%16.7)'sinden ve 13 diski 6rneginin 1 (%7.7)'inden AdV izole edilmis, idrar 6rneklerin-
de Ureme saptanmamistir. Buna gore calismaya dahil edilen 6rneklerin 22’sinden AdV
izolasyonu gerceklesmistir. Bu suslar, sekizi eriskin (dort erkek, dort kadin; medyan yas:
32.5 yil) ve 14'U ¢ocuk (yedi erkek, yedi kadin; medyan yas: 1 yil) hastaya ait ornekler-
den izole edilmistir (Tablo I). Rutin laboratuvar calismalarindan kesit olarak alinan bes ay-
lik stirede, USYE ve ASYE olan hastalarin nazofarengeal 6rneklerinde AdV pozitiflik oran
%4.7 olarak bulunmustur. Bu hasta grubunda, diger solunum viruslarina gore adenovi-
rusun etken olarak dordiinci sirada yer aldigi izlenmistir. Konjunktiva orneklerinde ise
adenovirus pozitifligi %16.7 oraninda tespit edilmistir.

izolatlarin tiplendirilmesinde; serotip 3, 4 ve 8 olmak uzere (g farkl tip saptanmustir.
Adenovirus tip 3, biri gastroenterit, altisi USYE/ASYE olgusu olmak iizere 7 (%31.8) has-
tadan; adenovirus tip 8, besi USYE/ASYE, yedisi konjunktivit olmak lizere 12 (%54.5)
hastadan; adenovirus tip 4 ise, USYE/ASYE olan 3 (%13.7) olgudan izole edilmistir (Tab-
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Tablo I. Hastalarin Yas, Cinsiyet ve Klinik Tanilarina Gére Adenovirus Serotipleri

Ornek Klinik Adenovirus GenBank Maksimum
Hasta No Cinsiyet-Yas tipi tani tipi Kayit No Benzerlik (%)
1 K-3 Diski Gastroenterit 3 Fj943637.1 929
2 E-1 NP ASYE 3 Fj943637.1 929
3 E-1 NP ASYE 3 Fj943637.1 96
4 E-4 NP ASYE 3 Fj943637.1 929
5 K-1 NP USYE 3 Fj943637.1 929
6 K-10 ay NP ASYE 3 Fj943637.1 929
7 E-12 NP ASYE 3 Fj943637.1 929
8 K-16 NP USYE 4 AB433753.1 95
9 E-22 NP ASYE 4 AB433753.1 95
10 K- 40 NP ASYE 4 AB433753.1 94
11 K - 1 hafta KS Konjunktivit 8 AB500121 929
12 K -1 hafta KS Konjunktivit 8 AB500121 99
13 E - 3 hafta KS Konjunktivit 8 AB500121 99
14 E - 2 hafta KS Konjunktivit 8 AB500121 929
15 K-27 KS Konjunktivit 8 AB500121 929
16 E-34 KS Konjunktivit 8 AB500121 929
17 K-30 KS Konjunktivit 8 AB500121 99
18 K-32 NP USYE 8 AB500121 95
19 E-33 NP USYE 8 AB500121 95
20 E-37 NP USYE 8 AB500121 97
21 K-10ay NP USYE 8 AB500121 97
22 E-2 NP ASYE 8 AB500121 97

ASYE: Alt solunum yolu enfeksiyonu; USYE: Ust solunum yolu enfeksiyonu; NP: Nazofarengeal siriintii; KS: Konjunk-
tival striintd.

lo 1). Eriskin ve cocuk hastalarin klinik tanilarina gore saptanan AdV suglari, GenBank’tan
elde edilen referans dizilere gore maksimum benzerlik ylizdeleriyle birlikte Tablo I'de
gosterilmistir.

TARTISMA

Bu calismada, USYE; akut bronsit, bronsiyolit ve pnémoni ile seyreden, ASYE; konjunk-
tivit ve gastroenterit olmak lizere dort temel klinik tabloya sahip hastalardan alinan or-
neklerden, hizli (shell vial) hiicre kiiltliri yontemiyle izole edilen adenoviruslar DNA dizi
analizi yontemiyle tiplendirilmis ve bu klinik tablolarda, tip 3, 4 ve 8 olmak Uzere (g fark-
[l adenovirus tipinin etken oldugu saptanmistir. AdV tip 3, genellikle akut solunum yolu
olgularindan izole edilen bir serotiptir. Ozellikle bir arada yasanilan kalabalik ortamlarda
ve askeri birliklerde akut solunum yolu enfeksiyonu salginlarina neden olur. Farenijit, ton-
sillit, bronsit ve pnémoni en sik izole edildigi klinik tablolardir®®. Bizim calismamizda
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AdV tip 3, USYE olan bir hastada ve akut bronsiyolit ve pnémoni bulgulari 6n planda
olan bes ASYE olgusunda saptanmustir. Tip 3’e bagli gelisen alt solunum yolu enfeksiyon-
lar eriskinlere oranla genellikle cocuk hastalarda goriilmektedir®®. Bu calismada da AdV
tip 3 ile enfekte olan hastalarin timi ¢ocuk hastalardir. Ayrica bu grupta, tip 3'Un etken
oldugu bir gastroenterit olgusu bulunmaktadir (Tablo I). Yapilan arastirmalarda, gastro-
enterit olgularindan en sik serotip 40, 41’in izole edildigi, serotip 3'lin ise nadiren bu ol-
gularda saptandigi bildirilmistir®810,

Adenovirus tip 4, faringokonjunktival ates, bronsit ve pnémoni gibi ASYE ve akut so-
lunum sikintisi gibi ciddi solunum yolu enfeksiyonlarinda siklikla izole edilmektedir. Ge-
nellikle bes yas alti cocuk hastalarda akut solunum yolu hastaliklarina neden olur®2, Bu
calismada, biri USYE, ikisi ASYE klinigi olan (ic hastada AdV tip 4 saptanmistir. Hastalarin
ikisi eriskin, biri 16 yasinda cocuk hastadir. ASYE olan hastalarin ikisi de pnémoni klini-
giyle izlenmistir.

Adenovirus tip 8, epidemik keratokonjunkivit ve faringokonjunktivit olgularinda en sik
rastlanilan tiptiré. Tip 8'in etken oldugu konjunktivit olgulari tiim yas gruplarinda goriil-
se de daha cok cocuk hastalar etkilenmektedir®®. Calismamizda, AdV tip 8 cogunlugu
konjunktivit olgusu olmak tizere toplam 12 hastada saptanmistir. Konjunktivit (n= 7) ve
USYE (n= 4) klinigi olan hastalarin timi yenidogan ve yenidogan kliniginde gérevli sag-
Ik calisanlarindan olugsmaktadir. AdV tip 8, ASYE olgularindan nadiren etken olarak izo-
le edilmektedir®. Bu calismada da iki yasinda bir cocuk hastada ASYE nedeni olarak AdV
tip 8 saptanmustir.

Adenovirus enfeksiyonlarinin cinsiyet dagihmi incelendiginde, erkeklerde daha sik goriil-
digu ifade edilmektedir''. Bu calismada erkek/kadin orani 1 olup, bu durumun calisma
kapsamina alinan olgu sayisinin kisith olmasindan kaynaklanmis olabilecegi distintimustur.

Adenoviruslarin tiplendirilmesinde kullanilan klasik yontemler olan serum nétralizas-
yon ve hemaglitinasyon inhibisyon testleri, hiperimmin poliklonal reaktiflerin kullanil-
masini gerektiren, zaman alici ve zahmetli testlerdir. Ayrica bazi AdV serotipleri arasinda
capraz reaksiyon olabildigi icin test sonuglarinin degerlendirilmesi zordur>'2, Son za-
manlarda, adenoviruslarin ortak bolgesi olan hekzon genini hedefleyen PCR ve DNA di-
zi analizi yontemleri konvansiyonel yontemlerin yerine adenoviruslarin tiplendirilmesin-
de kullanilmaktadir. Yapilan calismalarda bu yontemin daha pratik oldugu ve elde edilen
sonuglarin, konvansiyonel ydntemlerle uyumlu oldugu bildirilmistir'2. Bu calismada ade-
noviruslarin tiplendirilmesinde, Lu ve Erdman’in® gelistirdigi, adenoviruslarin hekzon ge-
ni “hipervariable region” 1-6’y1 hedefleyen PCR ve DNA dizi analizi yontemi kullaniimis-
tir. Yontem, direkt olarak klinik 6rnege uygulanmis, diziler hizla elde edilmis ve BLAST
analiziyle tiplendirilmistir’. Adenovirus dizileri BLASTN programinda referans dizilerle
karsilastiriimis ve %94 ile %99 oraninda uyumlu bulunmustur (Tablo 1). Ulkemizde, kli-
nik orneklerden izole edilen adenoviruslarin tiplendirilmesiyle ilgili makaleler oldukca si-
nirl sayidadir. Calismalarda daha ¢cok konjunktiva 6rneklerinin degerlendirildigi ve en sik
adenovirus tip 8'in saptandigi gorilmastiir'>14,
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Sonug olarak, konjunktivit ve USYE olgularinda en fazla AdV tip 8, ASYE olgularinda
ise en fazla AdV tip 3 saptanmistir. Adenovirus tip 4, literatur bilgilerinin aksine bu calis-
mada daha ¢ok (2/3) eriskin hastalarda saptanmistir. Adenovirus tip 8 ile enfekte olgu-
larin cogunlugunun ¢ocuk hastalar ve cocuk kliniginde gorevli saglik personeli oldugu
gorilmistir. Adenovirus serotiplerini belirlemede, hekzon geni dizilerinin BLASTN prog-
raminda tiplendirilmesi secilecek en uygun yéntemlerden birisidir. Ulkemizde, daha faz-
la ornek sayisi ile adenovirus enfeksiyonlarinda tiplerin belirlenmesine yonelik calismalar
yapilmasi, ulusal epidemiyolojik verinin birikmesi acisindan son derece onemlidir.
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