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OZET

Adenoviruslar tiim diinyada epidemik, endemik veya sporadik olarak yil boyunca ve her yasta gori-
lebilen akut solunum yolu enfeksiyonlarina yol acmaktadir. Adenovirus enfeksiyonlari alt solunum yolla-
rina ilerleyerek, bronsit, bronsiyolit ve pnémoni tablolarina da sebep olmaktadir. Bu ¢alismada alt solu-
num yolu enfeksiyonu (ASYE) olan ¢ocuklarda etken olarak adenoviruslarin hiicre kiiltiiri, polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PCR) ve direkt floresan antikor testi (DFA) yontemleriyle arastirilmasi ve sonuglarin hasta-
larin klinik bulgulariyla birlikte degerlendirilmesi amaclanmistir. Calismaya, Ocak 2011-Nisan 2012 tarih-
leri arasinda hastanemize bagvuran ve ASYE tanisi konulan 0-5 yas arasindaki 206 hasta alinmistir. Hasta-
larin klinik, radyolojik ve laboratuvar bulgulari kaydedilmistir. Tim hastalardan nazofarengeal siriinti or-
nekleri flocked ekiivyon ile alinarak, shell-vial hiicre kiiltird, gercek zamanl PCR ve DFA testi ile adenovi-
rus varhigr arastinlmistir. Orneklerin %89.3'li Ocak, Subat ve Mart aylarinda alinmis olup, %38’inde eslik
eden kromozomal anomali, konjenital kalp hastalg, kalp yetmezIligi, astim, kistik fibrozis, [6semi, bob-
rek yetmezligi ve prematiirite gibi bir veya birden fazla kronik hastalik bulunmaktadir. Orneklerin 12
(%5.8)'sinde PCR ile, 7 (%3.4)'sinde hiicre kiiltiirii ile adenovirus pozitifligi saptanmistir. Yedi (%3.4) or-
nek hem hiicre kiltiri hem de PCR ile pozitifken, 194 (%94.2) 6rnek her iki testle de negatif bulunmus-
tur. PCR ile pozitif bulunan bes 6rnek hiicre kiiltliriinde Grememistir. DFA testi ile incelenen 153 6rnek-
ten 12’si hiicre miktari yetersiz oldugundan degerlendirilememis, geri kalan 6rneklerin %2.8 (4/141)’in-
de adenovirus antijenleri saptanmustir. Bu 6rnekler diger iki testle de pozitif bulunan 6rneklerdir. Hiicre
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kiltardyle karsilastinildiginda PCR testinin duyarllik, 6zguilliik, pozitif ve negatif prediktif degeri sirasiyla
%7100, %97.5, %58.3, %100; DFA testinin ise sirasiyla %57, %100, %100, %97.7 olarak belirlenmistir.
PCR testi ile karsilastirldiginda hiicre kiltiriniin duyarliligi, t¢ gilinlik inkiibasyon sonrasinda ¢ok dusiik-
ken (%16.6), bes gunliik inkiibasyon sonrasinda %58.3’e ylkselmistir. Adenovirus pozitifligi, kronik has-
talik varhidi, radyolojik bulgular ve laboratuvar bulgulariyla iligkili bulunmamistir. Adenovirus pozitif 6r-
neklerin %83.3’niin Ocak, Subat ve Mart aylarinda alinan 6rnekler oldugu izlenmistir. Sonug olarak ca-
lismamizda, ASYE olan cocuklarin yaklasik %6’sinda adenoviruslarin etken oldugu saptanmistir. Solunum
yollarinda adenovirus izolasyonunda en 6nemli basamak kaliteli ve yeterli miktarda 6rnek alinmasidir. Es-
nek flocked eklivyonlar cocuklarda nazofarengeal sirlintii 6rnegi alinmasini kolaylastirmaktadir. Adenovi-
rus enfeksiyonlarinin tanisinda altin standart hiicre kilttiri olmakla birlikte, tanida yiiksek duyarllik ve 6z-
glllige sahip ayni giin sonug veren PCR yontemi kullanilabilir, ancak ekstraksiyon asamasinda yeterli 6r-
nek alinip alinmadigr kontrol edilmelidir. DFA'nin diistik duyarlilidi, kullanimini kisitlamakla birlikte 6rnek
kalitesinin bu yontemle anlagilabildigi akilda tutulmaldir.

Anahtar sézciikler: Adenovirus; alt solunum yolu enfeksiyonu, cocuk; hiicre kiilttirti; polimeraz zincir re-
aksiyonu; direkt floresan antikor.

ABSTRACT

Adenoviruses which are one of the causative agents of acute respiratory tract infections at all age
groups worldwide, can lead to epidemic, endemic or sporadic infections year-round. Adenovirus infec-
tions in lower respiratory tract can be presented as bronchitis, bronchiolitis and pneumonia. The aim of
this study was to investigate the presence of adenoviruses as the etiologic agent of lower respiratory tract
infections (LRTIs) in children by cell culture, polymerase chain reaction (PCR) and direct fluorescence an-
tibody (DFA) test. The results of the laboratory tests were evaluated in the light of patients’ clinical fin-
dings. The study consisted of 206 patients aged between 0-5 years old and who were admitted to the
hospital with the complaints of LRTI between January 2011 and April 2012. The clinical, radiological and
laboratory findings of the patients were recorded. Nasopharyngeal specimens were taken with flocked
swab from all patients and adenoviruses were investigated by shell-vial cell culture, real-time PCR and
DFA test, simultaneously. Of all the samples 89.3% were taken in January, February and March and 38%
of the patients have one or more chronic underlying diseases as chromosomal abnormalities, congeni-
tal heart disease, heart failure, asthma, cystic fibrosis, leukemia, kidney failure and prematurity. Adeno-
virus was detected in 12 (5.8%) of the samples by PCR, seven (3.4%) of the samples by cell culture met-
hod. While seven samples were found positive with both PCR and cell culture, 194 samples yielded ne-
gative results in both tests. Five samples, which were found positive by PCR, were not grown in cell cul-
ture method. Twelve of the 153 samples examined with DFA test, could not be evaluated due to insuf-
ficient amount of cells, however 2.8% (4/141) of the samples were found positive for adenovirus anti-
gens by DFA method. Those samples were also positive ones in the other two methods. Compared with
cell culture, the sensitivity, specificity, positive and negative predictive values of PCR were 100%, 97.5%,
58.3% and 100%, respectively; those values were 57%,100%,100% and 97.7%, respectively for DFA
testing. Compared to PCR the sensitivity of cell culture is very low (16.6%) after three days of incubati-
on, however, it increased to 58.3% after five days’ of incubation. There was no significant relationship
between adenovirus positivity and the presence of chronic diseases, the radiological findings and the la-
boratory findings. Of all adenovirus positive samples 83.3% were obtained in January, February and
March. Our data indicated that the etiological agent was adenovirus in approximately 6% of children
with LRTI. The most important step for the isolation of adenovirus from respiratory tract, is high quality
and sufficient amounts of sample. The flexible flocked swabs made it easy to take nasopharyngeal swab
from children. Although cell culture is still the gold standard for the diagnosis of adenovirus infections,
PCR which is a fast method with high sensitivity and specificity can also be used. However, specific ca-
re should be taken during the DNA extraction stage, since the amount of the nucleic acid in the samp-
le is critical for the best results. Even though the low sensitivity of DFA restricts its use in routine diagno-
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sis of adenovirus infections, it should always be kept in mind that the quality of the clinical samples is
most reliably evaluated by this method.

Key words: Adenovirus; lower respiratory tract infections; children; cell culture; polymerase chain reacti-
on; direct fluorescent antibody.

GiRis$

Adenovirus enfeksiyonlari tim diinyada epidemik, endemik veya sporadik olarak tim
yil boyunca ve her yasta goriilmektedir. TiUm akut solunum yolu enfeksiyonlarinin %2-3’u
adenoviruslara baglidir'. Adenoviruslarla iligkili Gist solunum yolu enfeksiyonlari siklikla so-
guk alginhg, farenijit ve tonsillit seklinde goriilmekte ve olgularin yaklasik %50’sinde vi-
rus, adenoid ve tonsiller dokuda latent olarak kalmaktadir. Bronsit, bronsiyolit ve pnomo-
ni gibi alt solunum yolu enfeksiyonlari, adenovirus enfeksiyonuna bagli sik gortilen komp-
likasyonlardir. Virusun ozellikle okul, yurt, askeri birlik, yenidogan Uniteleri gibi toplu ya-
sam kosullarinda salginlara neden olabilecegi bilinmektedir'-3. Ozellikle 6 ay-5 yas aras
cocuklarda enfeksiyon gorilme sikhgr daha fazladir; 6-12 ay arasi cocuklarin %33l en az
bir kez virusla karsilasmistir; 5 yasindaki cocuklarin ise %75'i seropozitiftir'#. Cocukluk ca-
g1 pnémonilerinin %710’undan adenoviruslar sorumlu tutulmaktadir>.

Adenovirus enfeksiyonlarinin klinik olarak bakteriyel ve diger viral enfeksiyonlardan
ayinmi zor oldugundan tani icin laboratuvar testlerine ihtiyac vardir. Ozellikle salginlar-
da etkenin erken tanimlanmasi 6nemlidir'. Enfeksiyonlarin tanisi, virus izolasyonu ve vi-
ral antijen ya da viral genomun saptanmasi gibi direkt yontemlerle yapilmaktadir. Sero-
lojik testlerle adenovirus antikorlarinin saptanmasi, duyarlihginin disik olmasi ve ozellik-
le immiuinitesi tam olmayan konakta yetersiz antikor yaniti nedeniyle tercih edilmez. Ta-
nida altin standart olmasina karsin, hiicre kiltiriniin zaman alici ve zahmetli olmasi, bu-
na karsin viral DNA'nin molekiler ydntemlerle hizli ve duyarli sekilde saptanabilmesi, son
yillarda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli testlerin tani laboratuvarlarinda yaygin
kullanilmasina neden olmustur>”. Diger yandan bircok klinik tani laboratuvarinda klasik
hicre kilturtnin yerini daha kisa siirede sonug veren shell-vial ydntemi almistir. Adeno-
virus izolasyonunda konvansiyonel hiicre kiltiirtiyle karsilastirildiginda, shell-vial yonte-
miyle iki glinde %50-85 duyarlilik oranlarinda saptama yapilabilirken, inkiibasyonun bes
gline uzatiimasinin duyarliigi artirdigi belirtilmektedir?.

Bu calismanin amaci alt solunum yolu enfeksiyonu (ASYE) tanisi alan cocuklarda etken
olarak adenoviruslarin hticre kiltiirti, PCR ve direkt floresan antikor (DFA) yontemleriyle
arastirilmasi ve sonuclarin hastalarin klinik bulgulariyla birlikte degerlendirilmesidir.

GEREC ve YONTEM
Hastalar

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan bu calismaya, Ocak
2011-Nisan 2012 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk
Saghg: ve Hastaliklan Kliniginde bronsit, bronsiyolit, pnomoni seklinde ASYE tanisi alan O-
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5 yas arasindaki 206 hasta alindi. ASYE varligi 6ksuruk, hiriltili solunum, ates yakinmalari
ve muayenede solunum sikintisi, takipne, oskiiltasyonla patolojik solunum sesi varhg, di-
rekt akciger grafisinde patolojik goriinim ve laboratuvar bulgulariyla belirlendi.

Hasta yakinlarinin onami alindiktan sonra, hastalarin nazofaringeal strinti ornek-
leri flocked ekiivyon (Copan Diagnostics, Italya) ile alinarak, viral tasima besiyeri (Co-
pan Diagnostics, italya) iceren tiip i¢inde laboratuvara ulastirildi. Ttpler 30 saniye
vortekslenerek ekiivyonun tzerindeki 6rnek materyalinin besiyerine gecmesi saglan-
di. Ornekler, shell-vial (SV) hiicre kiiltiiri, PCR ve DFA testleri icin ayrildi.

Hiicre Kiiltiiri

Hucre kultirt icin A549 (insan akciger karsinoma) hicreleriyle %10 fetal dana seru-
mu (Sigma, Almanya), %2 L-glutamin (Sigma, Almanya), %1 HEPES (Sigma, Almanya),
%1 penisilin-streptomisin (Sigma, Almanya), %0.1 gentamisin (Sigma, Almanya) ve
%0.4 amfoterisin B (Sigma, Almanya) soltisyonu iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium (Sigma, Almanya) besiyeri kullanildi. Hasta 6rnekleri 1000xg’de bes dakika santri-
fuj edildikten sonra her 6rnekten Ucer adet olmak lzere 300 pl 6rnek SV tiplerine ino-
kile edildi. Tupler 700xg’de oda isisinda bir saat santrifij edildi ve 37°C’de %5 CO, ice-
ren nemli ortamda bir saat virusun hicreye adsorbe olabilmesi icin bekletildi, ardindan
her tiipe besiyeri eklendi. SV tipleri 37°C’de %5 CO, iceren nemli ortamda ve farkli si-
relerde (her ornekten biri g, biri dort ve biri bes glin olmak (izere) inkiibe edildi. Stre-
nin sonunda hiicreler asetonla fikse edilerek lameller Adenovirus DFA Kit (Light Diagnos-
tics, Millipore, ABD) ile Uretici firmanin onerileri dogrultusunda boyandi. Floresan mik-
roskopta (Olympus BX50, Japonya) 20x ve 40x biyutmede degerlendirildi. En az iki ve-
ya daha fazla sayida hicrenin tipik floresans verdigi ornekler pozitif olarak kabul edildi
(Resim 1). Hasta ornekleriyle birlikte kit icerisinde bulunan pozitif ve negatif kontroller
de boyanarak degerlendirildi.

Gercek Zamanh PCR

Hasta orneklerinden DNA ekstraksiyonu EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, Almanya) ile
yapildi. Ger¢cek zamanli PCR ise LightMix Kit Human Adenovirus (TIB MOLBIOL, Alman-

Resim 1. Solda: Ekim yapilmamis A549 hticreleri (40x). Sagda: A549 hticrelerinde adenovirus varliginin FITC
ile isaretli monoklonal antikorla gésterilmesi (40x).
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ya) kiti ile Light Cycler 2.0 (Roche Diagnostics) cihazinda gerceklestirildi. Bu kitte, ade-
novirus hekzon geninin 129 baz cifti (bp) uzunlugundaki bir boélgeyi hedef alan primer-
ler kullaniimakta ve heterojen internal kontrol bulunmaktadir. Kitin alt saptama limiti
100, kantitasyon arahgr ise 100-1.000.000 kopya/ml’dir. Amplifikasyon goriilen 6rnek-
lerde 6zgulligln kontrold, urlnlerin erime egrisi analiziyle yapild.

DFA Testi

Adenovirus DFA kiti (Light Diagnostics, Millipore, ABD) ile Uretici firmanin onerileri
dogrultusunda calisildi ve sonuclar degerlendirildi. Kisaca; 4°C isida santrifiijde (Eppen-
dorf Centrifuge 5804 R, Almanya) 400xg hizla 10 dakika santriflij edilen orneklerin dibe
¢oken kismindan 80 pl alinarak 800 rpm hizda 3 dakika sitosantrifij (Thermo Electron
Corporation Cytospin 4, ABD) uygulandi ve yayma hazirlandi. Yaymalar havada kuru-
duktan sonra hiicreler asetonla fikse edildi. Tekrar havada kurutulan yaymalar kullanilan
kit ile Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda boyandi. Hiicre miktarinin yeterli sayida
oldugu yaymalar floresan mikroskopta 20x ve 40x blytitmede tarandi. En az iki veya da-
ha fazla sayida intakt hiicrenin adenovirus icin tipik floresan verdigi yaymalar pozitif ola-
rak degerlendirildi. Enfeksiyon gostergesi olarak hicrelerde duizgiin parlak nikleer
ve/veya noktali sitoplazmik floresan varligr arastirildi (Resim 2). Yaymalar degerlendirilir-
ken, kit iceriginde yer alan pozitif ve negatif kontroller de incelendi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel veri analizi icin SPSS 18.0 programi kullanildi. Veriler arasinda karsilastirma
yaparken Mann-Whitney U, Pearson Chi-Square ve Fisher’s Exact testlerinden yararlanil-
di. p degeri < 0.05 olan sonuclar anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 206 hastanin 12 (%5.8)'sinde en az bir yontemle adenovirus sap-
tanmistir. Hastalara ait demografik bilgiler, 6rnegin alindigi birim, klinik tani ve muaye-
ne bulgular Tablo I'de gosterilmistir.

Resim 2. Nazofaringeal siirtintii 6rneginde DFA ile adenovirus antijen pozitifligi (40x).
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Tablo 1. Hastalarin Demografik Bilgileri, Klinik Tani ve Bulgulari ile Orneklerin Alindigi Birimler

Adenovirus
B Negatif (%) Pozitif (%)
Ozellikler Toplam (%) (n=194) (n=12) p
Ortanca yas, (aralik) 12 ay (0.4-60) 18 ay (1-48) 0.6
Erkek 113 (54.9) 105 (54.1) 8 (66.8) 0.3
Kadin 93 (45.1) 89 (45.9) 4 (33.4) 0.3
Eslik eden klinik tani varhig 79 (38) 73 (37.6) 6 (50) 0.5
Ornegin Alindigi Birim: CSHA
Acil poliklinigi 125 (60) 116 (59.8) 9 (75)
Genel poliklinik 7 (3.4) 6 (3.1) 1(8.3)
Klinik (servis) 59 (28.6) 57 (29.4) 2(16.7)
Yogun bakim 15(7.3) 15(12) 0
Klinik Tani
Bronsit-Bronsiyolit 156 (75.7) 145 (74.7) 11 (91.7) 0.3
Pnémoni 50 (24.3) 49 (25.3) 1(8.3)
Muayene Bulgulari
Oksiiriik 169 (82) 157 (80.9) 12 (100) 0.1
Farenjit 123 (59.7) 113 (58.2) 10 (83.3) 0.1
Tonsillit 39 (18.9) 34 (17.5) 5(51.7) 0.05
Konjonktivit 8 (3.9) 7 (3.6) 1(8.3)
ishal 20 (9.7) 17 (8.8) 3 (25) 0.9
Otit 16 (7.7) 15(7.7) 1(8.3)
Ates (> 37°C) 105 (51) 99 (51) 6 (50) 0.9
Ortanca °C (aralik) 37.2 (36-40) 37.2 (36-39) 0.7
Takipne 87 (42.2) 81 (41.8) 6 (50) 0.5
Hinltih solunum 78 (37.9) 72 (37.1) 6 (50)
Solunum sikintisi 50 (24.3) 45 (23.2) 5(41.7) 0.1
Patolojik solunum sesi varhigr 112 (59.2) 114 (58.8) 8 (66.7) 0.7
Ornek alinirken antibiyotik 78 (37.9) 74 (38.1) 4 (33.3) 1

tedavisi alan hasta sayisi
CSHA: Cocuk Sagligr ve Hastaliklari Anabilim Dalr.

Orneklerin %89.3'li Ocak, Subat ve Mart aylarinda alinmistir. Hastalarin %38’inde es-
lik eden kronik bir hastalik [kromozomal anomali (down sendromu, pompe hastahdr),
konjenital kalp hastaligi (ASD, VSD), kalp yetmezIigi, astim, kistik fibrozis, |6semi, bob-
rek yetmezligi ve prematirite] mevcuttur. Adenovirus saptanan cocuklarda kronik hasta-
hk variigi [kromozomal anomali + konjenital kalp hastaligi (n= 1), konjenital kalp hasta-
hgr (n= 2), metabolik hastalik + koanal atrezi (n= 1), ¢dlyak hastahgr (n= 1), atopik der-
matit (n= 1)], adenovirus negatif cocuklardan daha fazla olmasina ragmen aradaki fark
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anlamli bulunmamistir (sirasiyla %50 ve %37.6; p= 0.5). Ornek alindigi sirada hastalarin
%37.9'u antibiyotik tedavisi almaktadir.

Adenovirus saptanan 12 hastadan 10’unun klinik sikayetleri 1-3 glin 6nce baglamis
olup, 4’4 ornek alindiginda antibiyotik kullanmaktadir. Adenovirus pozitif orneklerin
%383.3'U Ocak, Subat ve Mart aylarinda alinan 6rneklerdir.

Calisilan 206 6rnegin 7 (%3.4)'sinde hem hiticre kiltiiri hem de PCR ile adenovirus
saptanirken, 194 (%94.2) drnek her iki testle de negatif bulunmustur (Resim 1). Ornek-
lerin 12 (%5.8)’sinde PCR ile, 7 (%3.4)'sinde hticre kiiltiri ile adenovirus saptanmistir.
Toplam 12 adenovirus pozitif 6rnegin %100’G PCR ile, %58.3'l hicre kalturd ile tanim-
lanmistir. PCR ile pozitif bulunan bes 6rnekte hiicre kiltiiriinde adenovirus Gremesi ol-
mamistir (Tablo 1I). DFA testi ile 153 ornek incelenebilmis; bunlarin 12'si hiicre miktari
yetersiz oldugundan degerlendirilememis; kalan 141 6rnegin 4 (%2.8)’U her t¢ yontem-
le de pozitif bulunmustur (Tablo II) (Resim 2).

Hucre kilturiyle karsilastirildiginda PCR ve DFA testlerinin duyarhhk, 6zgullik, pozitif
ve negatif prediktif degerleri sirasiyla Tablo Il ve Tablo 1V'te verilmistir. PCR testi ile kar-
silastinldiginda hiicre kaltirtindn duyarlihgr t¢ gunlik inkiibasyon sonrasinda ¢ok du-
stikken (%16.6), bes gunlik inkiibasyon sonrasinda %58.3’e yiikselmistir (Tablo V).

Hastalarin radyolojik ozellikleri, laboratuvar bulgularn ve tedavi uygulamalan Tablo
VI'da gosterilmistir. Adenovirus pozitif ve negatif hastalarin radyolojik 6zellikleri ve labo-
ratuvar bulgular acisindan anlaml bir fark saptanmamustir. Ayni sekilde her iki gruba uy-

Tablo Il. Adenovirus Pozitif Orneklerde Test Sonuclari ile Hastalara Ait Bilgiler

Ornegin PCR Hiicre kiltiiri Eslik eden
alindigi tarih  Cinsiyet Yas (ay) (kopya/ml) DFA (iiredigi giin) Tani hastahk
26.10.2011 E 18 <100 - - B-B  Colyak hastaligi
20.12.2011 E 2 15.200 ND - B-B Yok
09.02.2012 K 18 <100 - - PN  Down sendromu,
KKH
05.03.2012 K 9 <100 + + (4. guin) B-B Koanal atrezi,
metabolik hastalk
07.03.2012 K 18 787 - - B-B Yok
10.03.2012 E 16 <100 - + (5. giin) B-B Yok
13.03.2012 E 9 <100 - - B-B Yok
14.03.2012 K 18 >1.000.000 + + (3. giin) B-B  Atopik dermatit
14.03.2012 E 1 <100 - + (3. gin) B-B ASD
16.03.2012 E 18 <100 - + (5. glin) B-B Yok
20.03.2012 E 48 8880 + + (4. gun) B-B  Kalp yetmezligi
25.03.2012 E 48 <100 + + (5. giin) B-B Yok

E: Erkek; K: Kadin; ND: Yapilmadi; B-B: Bronsit-bronsiyolit; KKH: Konjenital kalp hastaligi; PN: Pnomoni; ASD: Atriyal
septal defekt; (-): Tipik floresan veren pozitif hiicre goriilmedi; (+): Tipik floresan veren en az 2-3 hiicre goriildii.
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Tablo Ill. PCR Testinin Hiicre Kiiltiirtiyle Karsilastirimasi

Kiiltir
Pozitif Negatif Toplam
PCR Pozitif 7 5 12
Negatif 0 194 194
Toplam 7 199 206
Duyarlilik: %100, Ozgiillik: %97.5, PPD: %58.3, NPD: %100.
Tablo IV. DFA Testinin Hiicre Kiiltiiriiyle Karsilastirimasi
Kiiltir
Pozitif Negatif Toplam
DFA Pozitif 4 0 0
Negatif 3 134 137
Toplam 7 134 141
Duyarlilik: %57, Ozgiilliik: %100, PPD: %7100, NPD: %97.7
Tablo V. Hiicre Kiiltiiriiniin PCR ile Karsilastiriimasi
PCR
Pozitif Negatif Toplam
Kiiltir Pozitif 7 0 7
Negatif 5 194 199
Toplam 12 194 206

Duyarlilik: %58.3, Ozgiilliik: %100, PPD: %100, NPD: %97.5.

gulanan tedavi protokolleri de benzerdir (Tablo VI). Hastalar, tedaviye yanitlari ve prog-
nozlar agisindan degerlendirilmemistir.

TARTISMA

ASYE cocukluk caginda oldukga sik goriilmekte olup, etken olarak ilk sirada viruslar
karsimiza ¢ikmaktadir. Adenoviruslarin neden oldugu ASYE erken yaslarda daha sik go-
rilur ve genellikle iyi seyirlidir. Ancak ozellikle iki yasin altinda gegirilen ve/veya tekrarla-
yan akciger parankim enfeksiyonlari, doku hasarina zemin hazirlayarak, enfeksiyon son-
rasi bronsiyolitis obliterans gibi ciddi obstriiktif akciger hastaliklarina yol acabilir®. Bu ca-
ismada, ASYE olan c¢ocuklarda adenoviruslarin prevalansi PCR yontemiyle %5.8 olarak
bulunmus; 6rneklerin 7 (%3.4)’sinden virus izolasyonu yapilmistir. PCR ile adenovirus
pozitifligi saptanan 12 6rnegin sekizinde viral ylk oldukca disiik (< 100 kopya/ml) olup,
bu orneklerden dordiinde hiicre kiiltiriinde ge¢ tGreme (4. ve 5. glinlerde) gorilmustir.
Aslan ve arkadaslari® 1997-1998 yillarinda iist ve alt solunum yolu enfeksiyonu olan ¢o-
cuklarda adenovirus pozitifligini shell-vial (SV) yontemiyle sirasiyla %6 ve %10 olarak bil-
dirmislerdir. Bodur ve arkadaslar® 2007 yilinda solunum yolu enfeksiyonu sikayetleri
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Tablo VI. Hastalarin Radyoloji, Laboratuvar Bulgulari ve Tedavi Uygulamalari

Adenovirus
(n= testin uygulandigi Negatif (%) Pozitif (%)
hasta sayisi) Toplam (%) (n=194) (n=12) p
Akciger grafisi (n= 122) 115 7
Patolojik gorinim var 65 (53.2) 64 (55.6) 1(14.3) 0.05
Dogal 57 (46.7) 51 (44.3) 6 (85.7)
CRP diizeyi (n= 116) 109 7
Ortanca (aralik) (mg/dl) 0.78 (0.01-26) 1.4 (0.02-11.2) 2.1
Yiksek 75 (64.7) 69 (63.3) 6 (85.7) 0.4
Lokosit sayisi (n= 121) 113 8
Ortanca (aralik) (1000/mm?) 11.0 (14.5-38.4)  11.79 (6.8-14.7) 0.9
Yiksek 64 (52.9) 59 (52.2) 5 (62.5)
Distk 5(4.4) 5(4.1) 0
Notrofil sayisi (n=121) 113 8
Ortanca (aralik) (1000/mm?) 4.13 (7.8-29) 5.31 (0.94-8.65) 0.7
Yiksek 27 (22.3) 23 (20.3) 3(37.5)
Distk 15 (12.4) 13 (11.5) 2 (25)
Lenfosit sayisi (n= 121) 113 8
Ortanca (aralik) (1000/mm?3) 4.02 (0.35-1.8) 4.23 (1.09-8.4) 0.7
Yiksek 73 (60.3) 68 (60.2) 5(62.5)
Distik 9 (7.4) 8(7.1) 1(12.5)
Trombosit sayisi (n=121) 113 8
Ortanca (aralik) (1000/mm?) 346.0 (25-891) 356.5 (285-582) 0.3
Yiksek 37 (30.6) 34 (30) 3(37)
Distik 9 (7.4) 9 (8) 0
Tedavi (n= 206)
Antibiyotik 112 (54.4) 107 (55.2) 5(41.5) 0.3
Bronkodilator 80 (38.8) 75 (38.7) 5(41.7) 0.1
inhale beta-2 adrenerjik agonist 166 (80.6) 156 (80.4) 10 (83.3) 1
inhale steroid 79 (38.3) 73 (37.6) 6 (50) 0.5

CRP: C-reaktif protein.

olan ilkogretim cagi 6grencilerinin bogaz siirtintii 6rneklerinden %2.2 oraninda, Beka ve
arkadaslan'® akut solunum yolu sikayetleri olan cocuklarin bogaz siiriintiilerinden %3.6
oraninda adenovirus izole etmislerdir. Bizim saptadigimiz oran llkemizden bildirilen bu
degerlerle benzerdir. ASYE olan ¢ocuklarda adenovirus sikigi Arjantin’de'! %2.7; Brezil-
ya'da'? %12; Cin'de'? %26.5 olarak bildirilmistir. Adenovirus enfeksiyonlarinin yil boyu
gorildigu bildirilse de, bizim calismamizda oldugu gibi olgularin kis aylarinda artmasi
izolasyon oranini etkileyebilir.
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Cocuklarda ASYE daha c¢ok bronsit-bronsiyolit seklinde karsimiza ¢ikmakta ve bu iki
klinik tani birbirinden zor ayrildigi gibi birbirini takip de edebilmektedir. Bu nedenle ¢a-
hsmamizda hastalar gruplandiriirken bu iki klinik tani birlikte degerlendirilmistir. Calis-
mamizda adenovirus pozitifligi saptanan hastalarin %51.9'u 1 yas ve altinda, %74.8'i ise
2 yas ve altinda olmakla birlikte, adenovirus negatif olan hastalarda da yags ortalamasi du-
stiktiir (Tablo I). Bronsit-bronsiyolit tanisi alan 156 (%75.7) hastada adenovirus pozitifli-
§i %7.1 oraninda (11/156) saptanmustir. Ricart ve arkadaslari'* bronsitli cocuklarda PCR
yontemiyle bu orani benzer sekilde (%7.8) bulmuslardir.

Viral kiilttr, solunum yolu viruslarinin tanisinda altin standarttir. Ancak yontemin basa-
risi icin uygun hasta ve 6rnek secimi, 6rnek miktarinin yeterli olmasi, 6rnegin uygun ko-
sullarda alinarak laboratuvara tasinmasi ve calisiimasi cok 6nemlidir’. ASYE’de viral etken-
lerin tanimlanmasinda nazofarengeal aspirat, orofarenks ve/veya nazofarenks surtintusd,
nazofarenks yikama sollisyonu, trakeal aspirat, balgam, bronkoalveoler lavaj (BAL) ve bi-
yopsi gibi 6rnekler kullanilabilir'*!5. Ancak BAL ve akciger biyopsisi gibi invazif islem ge-
rektiren yontemler rutin kullanimda pek tercih edilmemektedir. Yapilan calismalarda, na-
zoferenks yikama solisyonunun surlintl orneklerine gore daha iyi virus izolasyonu sagla-
digr gériilmiis; ancak bu islemin her hastaya uygulanmasinin zor oldugu belirtilmistir'>.
Hucre kiltirt icin nazofarengeal suriinti orneklerinin alinmasinda viruslar icin toksik
madde icermeyen ve hasta toleransini kolaylastiran esnek sapli ekiivyonlarin kullaniimasi
onerilmektedir. Bu calismada da kullanilan esnek flocked eklvyonlarin, 6rnegin alinmasi si-
rasinda cocuklarda hasta uyumunu kolaylastirdigr gortlmastir. Ancak calismanin baglan-
gicinda alinan ve DFA ile degerlendirilemeyen 12 6rnekte hiicre miktarinin yetersiz oldu-
gu saptanmistir. Bu nedenle, bircok mikrobiyolojik calismada ilk basamak olan ornek al-
ma isleminin de tecriibeli ve hastayl dogru yonlendirebilen kisiler tarafindan yapilmasi
onemlidir. Virus izolasyonunda 6rnek aliminda flocked ekiivyon kullaniminin adenovirus
izolasyon oranini azalttgi'® bildiriimekle beraber, saptama oranini anlamli olarak etkile-
medigine'”18 isaret eden yayinlar da vardir. Ornek aliminda farkli yéntemler denenmedi-
gi icin flocked ekiivyonun saptama oranina etkisi hakkinda bir yorum yapilamamustir.

Adenovirus enfeksiyonlarinin tanisinda SV yontemiyle virus izolasyonu klasik hticre kul-
turtindeki gibi sitopatik etkinin olusmasi beklenmedigi icin daha erken tani saglamakta,
Ustelik floresan-isaretli monoklonal antikorlarin kullaniimasi virusun tanimlanmasini kolay-
lastirmaktadir. Ancak klasik hicre kilturd ile kargilastinldiginda duyarliiginin daha dustik
(%90'a karsi %83) oldugu belirtimektedir'®. Bununla birlikte inkiibasyon siiresi iki giin-
den bes giine uzatildiginda duyarliligin %77’den %100’e ulastigini bildiren calismalar da
vardir®. Calismamizda SV hiicre kiiltiirii yonteminin, PCR ile karsilastinldiginda 3, 4 ve 5
glinliik inkiibasyonlar sonrasi duyarlihginin giderek arttugi (sirasiyla; %16.6, %33.3 ve
%58.3) izlenmistir. Bu durum o6rnekteki virus miktariyla da iliskili olabilir. En ylksek viral
yuke sahip 6rnek (> 1.000.000 kopya/ml) lictincl giinde Gremis ve DFA’sI da pozitif ola-
rak degerlendirilmistir. ikinci yliksek viral ylike sahip olan 6rnek (15.200 kopya/ml) kilttr-
de Grememis, bu durumun 6rnegin saklanmasi sirasinda virusun canliigini kaybetmesi
nedeniyle oldugu distinilmustir (bu 6rnege DFA testi uygulanmamistir). Enomoto ve ar-
kadaslari?! calismalarinda, 100 kopya/ml adenovirus DNA iceren érneklerde 21 giinliik in-
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kiibasyon sonrasi hiicre kiltiri pozitifligini %60 olarak bulmuslardir. Calismamizda bes
glinlik inkiibasyon sonrasi %62.5 gibi benzer bir oran bulunmustur. Ayrica PCR icin bas-
langi¢c hacmi 400 pl iken, hiicre kiiltiiriine 300 pl hacimle ekim yapilmig, bu da %25 ora-
ninda bir kayba yol acmistir. Bir baska calismada, PCR yontemi klasik hicre kiltirtyle ki-
yaslanmis, duyarlilik ve 6zgiilligi %100 bulunmustur’. Solunum yolu viruslarinin tanisin-
da kiltur altin standart olarak kabul edilse de, PCR testlerindeki gelismeler nedeniyle bu
testler tanida daha fazla tercih edilir olmustur. Ozellikle 6rneklerin saklanmasi ve calisilma-
sinin daha kolay olmasi, cok miktarda 6rnegin calisilmasina olanak saglamalari ve duyar-
lihklarinin diger yontemlere gore daha yuksek olmasi bu testleri avantajli hale getirmekte-
dir. Ancak solunum yollarindan adenovirus saptanmasi gibi, orneklerde virus iceren hiic-
relerin bulunmasinin gerekli oldugu durumlarda PCR ile alinan negatif sonuclarda 6rnek
kalitesinin dogrulanmasi gereklidir. Ticari PCR kitlerinde internal kontrol bulunmasi, hiic-
re icindeki bir geni saptamaya yonelik olmadikgca, bu tip ornekler icin yeterli olmamakta-
dir. Calismamizda PCR pozitif bulunan bes 6rnek SV hiicre kiltirinde Gretilememistir.
Bunlardan uygun kosullarda transfer edilmedigi saptanan bir 6rnek disinda digerlerinin
kopya sayisi dusutiktir. Kopya sayisi dugtik diger orneklerde inkiibasyon uzatildiginda viru-
sun izole edilmesine ragmen, bu orneklerde izolasyon mimkin olmamistir.

Viral antijenlerin direkt tanimlanmasi hizli ve kolay bir yontemdir. Ancak diger solu-
num yolu viruslarinin aksine adenoviruslar icin duyarlihgr diisiiktir (%50)°. DFA testinin
6zgilluglnun yiiksek oldugu bilinmektedir. DFA testi, PCR ile kargilastirildiginda duyar-
ik ve 6zgulligu sirasiyla %36.4 ve %100, hiicre kiilturiyle kargilagtinldiginda %57 ve
%100 olarak bulunmustur. Orneklerin icerdigi viral yiik diisiik oldugundan PCR ile kiyas-
landiginda duyarliigi dusik, hicre kultirt ile kiyaslandiginda ise literatiirle uyumlu-
dur??, Yiiksel ve arkadaslari?®>, ASYE olan cocuklarda adenovirus sikligini DFA yéntemiyle
%7.9 olarak bulmuslardir. Bizim calismamizda saptanan DFA pozitiflik orani ise %2.8'dir.

Hastalarin fizik muayenesinde oksuruk, farenjit, patolojik solunum sesi varligi (whe-
ezing, ronkus, ral, uzamis ekspiryum), ates yuksekligi, takipne, hiriltili solunum, respira-
tuvar distres, tonsillit, ishal, otit ve konjunktivit gibi klinik bulgularin oldugu gorilmus-
tar. Yiksek ates haric diger bulgular adenovirus pozitif hastalarda daha fazla gorilmek-
le birlikte, aradaki fark hicbir degiskende anlamli diizeyde bulunmamistir (p> 0.05). Sa-
dece tonsillit, adenovirus pozitif hastalarda istatistiksel olarak sinir degerde daha yuksek-
tir (p= 0.05). Videla ve arkadaslari®*, solunum sinsityal virusu (RSV) ve adenovirus etken-
li ASYE olan cocuklar karsilastirmislar ve klinik bulgular arasinda anlamh bir fark bulama-
miglardir. Hastalarin eslik eden kronik hastaliklarinin varligi, solunum sistemi enfeksiyon-
larinin sikh@ini ve ciddiyetini artirmaktadir. Ancak calismamizda eslik eden kronik hasta-
liklarin adenovirus enfeksiyonlariyla iliskisi saptanmamustir (p= 0.5). Kim ve arkadaslari?®
Kawasaki hastaliginda viruslarin klinik Gnemini arastirdiklari calismalarinda adenoviruslar
da dahil hicbir virusla anlamli bir iliski saptamamuglardir.

Akciger grafisi cekilen hastalarda adenovirus negatif olan grupta daha ytksek oranda pa-
tolojik bulguya rastlanmis, ancak adenovirus pozitif olan sadece bir pnémonili hasta oldu-
gundan bunun yorumlanmasi dogru bulunmamustir. Laboratuvar bulgularinda CRP, lenfo-
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sit, I6kosit, trombosit ve notrofil yiksekligi gorulmis, ancak bu degerlerin yiiksek olmasi is-
tatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (o> 0.05). Farng ve arkadaslari?®, adenovirus ve bas-
ka etkenlere baglh pnomonisi olan ¢ocuklarin klinik bulgularini karsilastirmislar; yas, cinsiyet
ve ates suresi acisindan fark bulamamuslar, ancak akciger disi bulgularin (konjunktivit, ishal,
lenfadenopati, CRP) adenovirus pozitif cocuklarda daha sik (> %50) oldugunu belirtmisler-
dir. Bu calismada da benzer sekilde, akciger disi bulgular ve laboratuvar bulgulari sayisal de-
gerler olarak yiiksek olmakla birlikte aradaki fark anlamli degildir. Alharbi ve arkadaslari®”
adenovirus porzitif ASYE olan cocuklarda ortalama yasi 11.1 + 8.1 ay, hastaneye yatis orani-
ni %66, ates yuksekligini %67, konjunktivit oranini %7, otitis media oranini %10 ve ishal
oranini %20 olarak saptamislardir. Reina ve arkadaslari® 1997-2003 yillari arasinda 15 ya-
sin altindaki (ortalama yas= 14 ay) cocuklardan aldiklari 5746 solunum yolu 6rneginde SV
hticre kiltiriyle %1.7 oraninda adenovirus izole etmisler, hastalarin %61’inde bronsiyolit,
%710’unda pnomoni oldugunu rapor etmislerdir. Ayni calismada Aralik ve Mart aylarinda en-
feksiyonun sik goriildiigu, sadece bes hastada ishal sikayeti oldugu, hicbirinde konjunktivit
olmadigi belirtiimektedir. Adenovirus enfeksiyonlar yilin her mevsiminde gértilebilir, ancak
kis ve ilkbahar aylarinda sikligi artmaktadir?”. Bu calismada adenovirus pozitif érneklerin bi-
yuik bir kismi (%83.3) Ocak-Mart aylarinda alinmistir. Sonugta adenovirus izolasyonuyla kli-
nik bulgular ve mevsimsel dagilim arasinda anlamli bir iliski saptanmamustir.

Sonug olarak bu calismada, ASYE olan cocuklarin yaklasik %6’sinda etiyolojik etken ola-
rak adenoviruslar saptanmistir. Solunum yollarindan adenovirus izolasyonunda en 6énemli
basamak kaliteli ve yeterli miktarda ornek alinmasidir. Esnek flocked ekiivyonlar ¢cocuklarda
nazofarengeal srintl 6rnedi alinmasini kolaylastirmaktadir. Adenovirus enfeksiyonlarinin
tanisinda altin standart hiicre kiiltiiri olmakla birlikte, tanida yliksek duyarllik ve 6zgiilli-
ge sahip ayni gtin sonug veren PCR yontemi kullanilabilir; ancak ekstraksiyon asamasinda
yeterli ornek alinip alinmadigi kontrol edilmelidir. DFA'nin duistik duyarlihd@r kullanimini ki-
sitlamakla birlikte, 6rnek kalitesinin bu yontemle anlasilabildigi akilda tutulmalidir.
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