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influenza viriis enfeksiyonlari tiim diinyada mevsimsel epidemilere sebep olmanin yani sira pandemiler
olusturmasi sebebiyle de insan saghg icin son derece nemlidir. influenza yiiksek morbidite ile iliskilidir ve
hayati tehdit eden viral veya bakteriyel pnémoni gibi ciddi komplikasyonlara sebep olabilir. Ozellikle kiigiik
cocuklar, ileri yasta olanlar, kalp hastaligi, akciger hastaligi, bébrek hastaligi, seker hastaligi gibi kronik
hastaligi olanlar ve immdn sistemi baskilanmis kisilerde influenza viriis enfeksiyonlarindan kaynaklanan
komplikasyonlar ve oliim riski daha yiiksektir. Bu calismanin amaci, solunum yolu enfeksiyonu olan ve
hastaneye yatirilan hastalarda gercek zamanli revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR,
Sacace, italya), konvansiyonel RT-PCR ve direkt immiin floresan antikor (Direct immunofluorescence
Antibody; DFA, Argene SA, Fransa) testleri ile influenza tip A ve B virlsi enfeksiyonlarinin sikhgini
ve influenza A virlisi alt tiplerini tespit etmektir. Solunum yolu belirtileri olan toplam 476 hastadan,
01.04.2012-31.12.2013 tarihleri arasinda “flocked ekiivyon” (Copan Diagnostics, italya) ile nazofarengeal
strtinti ornekleri toplanmistir. RT-PCR testi ile olgularin %20.5 (98/476)'inde influenza A viriisii ve %3.3
(16/476)'tinde influenza B virlisu tespit edilmistir. Calisma slresi boyunca 98 influenza virlsi izolatinin
%63.3’linilin influenza A(HTN1)pdm09, %36.7’sinin influenza A(H3NZ2) alt tipleri oldugu bulunmustur.
influenza A(H1N1)pdmO9 alt tipine bagl en fazla Ocak 2013 tarihinde 12 olgunun, influenza A(H3N2) alt
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tipine bagli en fazla Aralik 2013 tarihinde 11 olgunun oldugu gézlenmistir. Gercek zamanli RT-PCR testi
referans olarak alindijinda influenza A ve B icin DFA testinin ve influenza A icin Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
primerlerinin (M30F2/08 ve M264R3/08) kullanildigi konvansiyonel RT-PCR testinin duyarlihd: sirasiyla
%72.4, %75, %96 ve 6zgllligl %99.2, %99.5 ve %100 bulunmustur. Sonug olarak, ¢calisma grubunda
influenza A viriisii enfeksiyonu oldukga yiiksek oranda (%20.5) tespit edilmistir. influenza viriis tipleri ve alt
tiplerinin izlenmesi, influenza asi suslarinin dolasimdaki influenza virisleri ile uyumunun degerlendirilmesi
ve pandemik potansiyeli olan alt tiplerin tanisi icin gereklidir. influenza viriisii enfeksiyonlarinin erken
tanisinda gergek zamanh RT-PCR yontemi kullanilarak uygun antiviral tedavinin planlanmasi hastanin
tedavi yonetimine 6nemli katki saglayacaktir. Boylece gereksiz ilag kullanimi 6nlenecek ve hastaligin etkin
tedavisiyle enfeksiyon zamaninda kontrol altina alinacaktir.

Anahtar sézciikler: influenza tip A virtisti; influenza tip B virtisti; gercek zamanli RT-PCR; alt tiplendirme;
immidin floresan test.

ABSTRACT

Influenza virus infections are extremely important for human health due to the occurence of seasonal
epidemics and pandemics worldwide. Influenza is associated with high morbidity and may result in serious
complications such as life threatening viral or bacterial pneumonia. Especially, young children, older
adults, patients with chronic diseases such as heart, lung, kidney, and diabetes and immunosuppressed
people are at higher risk for complications and death from influenza virus infections. The aim of this study
was to determine the incidence of influenza type A and B virus infections and influenza A virus subtypes
in hospitalized patients with respiratory tract infections by real-time reverse transcriptase-polymerase
chain reaction (RT-PCR, Sacace, Italy), conventional RT-PCR and direct immunofluorescence antibody
(DFA, Argene SA, France) tests. Nasopharyngeal swab specimens were collected from a total of 476
patients with respiratory tract symptoms by using flocked swabs (Copan Diagnostics, Italy) between
1 April 2012 and 31 December 2013. Influenza A virus was detected in 20.5% (98/476) and influenza
B virus in 3.3% (16/476) of the cases by real-time RT-PCR test. During the study period, 63.3% of 98
influenza virus isolates were found as influenza A(HIN1)pdmO09 and 36.7% were influenza A(H3N2)
subtypes. Influenza A (HIN1) pdmO09 subtype was observed in 12 cases in January 2013 and influenza
A(H3N2) subtype was observed in 11 cases in December 2013 as the highest values. When the real-time
RT-PCR test was regarded as the reference test, the sensitivities of DFA test for influenza A and B and
conventional RT-PCR test with WHO primers (M30F2/08 and M264R3/08) for influenza A were detected
as 72.4%, 75%, 96% and the specificities were detected as 99.2%, 99.5% and 100%, respectively. In
conclusion, influenza A virus infection was detected rather high with a rate of 20.5% in the study group.
The monitoring of influenza virus types and subtypes is required for the evaluation of influenza vaccine
strains and circulating influenza viruses and for the identification of subtypes with pandemic potential.
Planning for appropriate antiviral therapy using real-time RT-PCR in the early diagnosis of influenza virus
infections will significantly contribute to the management of the patient’s treatment. Thus, unnecessary
drug use will be prevented and controlled with effective treatment of the disease at the time of infection.

Keywords: Influenza type A virus; influenza type B virus; real-time RT-PCR; subtyping; immunofluorescence test.

GiRis

Grip, insanlarda kendi kendini sinirlayan st solunum yolu enfeksiyonundan pulmoner
komplikasyonlarla seyreden fulminan hastalia kadar degisen genis bir klinik spektruma
sahiptir. influenza viriisiiniin 6nemli 6zelligi epidemi ve pandemiler olusturmasidir. Mev-
simsel influenza 6nemli morbidite ve mortalite sebebidir. Her yil popiilasyonun genellikle
9%5-20si influenza viriisii ile enfekte olmaktadir. influenza; okul ve is giicii kaybinin yiik-
sek olmasi, tedavi ve hastane giderleri ile blyiik oranda sosyal ve ekonomik kayba yol
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acmaktadir. Zanamivir ve oseltamivir gibi antiviral ilaclar, influenzanin 6nlenmesi veya
tedavisi icin 6nerilse de, influenzaya kargi korunmada en etkili yontem asidir. Ulkemizde
uygulanan influenza asisi inaktive asi olup Ug viral susa karsi antijenler iceren trivalan
influenza asisidir. Trivalan influenza asisi, influenza A(H3N2), A(HTN1)pdm09-like viriis
ve influenza B gibi ¢ farkli influenza virtsiine kargi korunma saglar. Her yil asilar yaygin
olmasi en muhtemel suslari yansitacak sekilde modifiye edilerek degistirilmektedir'-2.

influenza virislerinin alt tiplendirmesinin yapiimasi toplumda dolasan suslari, influen-
zanin yayillimini ve ciddiyetini izlemek, dolasan suslarin karakterizasyonu ile yillik asinin
formilasyonu ve pandemik potansiyeli olan suslarin taninmasi yoniinden énemlidir. Ay-
rica influenza A virlistiniin alt tipleri, ciddi hastaligi olanlar, influenza ile iliskili hastaliktan
kaybedilenler, influenzaya bagl komplikasyonlar icin yliksek riskte olan hastalar ve epide-
miyolojik arastirmalar icin ézellikle saptanmalidir®.

Bu calismanin amaci, solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda gercek zamanl re-
vers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), konvansiyonel RT-PCR ve direkt
floresan antikor (DFA) testleri ile solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda influenza
virlslerinin sikligini tespit etmektir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma icin, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Bagkanhgindan “Etik Ku-
rul Onay1” alindi. Calismaya dahil edilen hastalarin demografik verileri ve klinik belirtileri
hazirlanan formlara kayit edildi.

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde 01.04.2012-31.12.2013 tarihleri
arasinda Cocuk Saghgr ve Hastaliklari Anabilim Dalinin yogun bakim, onkoloji, hemato-
loji, cocuk enfeksiyon, yenidogan yogun bakim, allerji, stit cocugu ve buiyiik cocuk servis-
lerinde, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve G6gis Hastaliklari
Anabilim Dali servislerinde yatan ve solunum yolu enfeksiyonu tanisi konan 476 cocuk
ve eriskin hastadan nazofarengeal stiriintli 6rnekleri steril nazofarengeal naylon “flocked
ekiivyon” (Copan Diagnostics, italya) kullanilarak alindi. Ornedin 2 ml’si DFA testi icin
geri kalan 1 ml'si ise gercek zamanh RT-PCR calisilincaya kadar -80°C’de saklandi. Na-
zofarengeal surlinti 6rnekleri influenza A ve B antijeni tespiti icin DFA testi (Argene SA,
Fransa), influenza A ve B varliini tespit icin multipleks gercek zamanli RT-PCR (Influenza
A and B Real-TM, Sacace, italya) testleri ile incelendi®.

influenza A viriisii pozitif bulunan érnekler HIN1 ve H3N2 alt tipleri yoniinden inf-
luenza A HIN1 ve H3N2 Real-TM PCR kiti (Sacace, italya) ile arastirildi. Ayrica, biitiin
érnekler Diinya Saglik Orgitii (DSO)’niin énerdigi influenza A viriisiiniin matriks geninin
244 bp'lik bolgesine yonelik M30F2/08 ve M264R3/08 primerlerin kullanildigr konvan-
siyonel RT-PCR ile test edildi®>. Amplifikasyon Uriinleri etidyum bromiirlii %2 agaroz jel
elektroforezi kullanilarak jel goriintileme sisteminde (DNR Bio-Imaging Systems Visible
and Ultraviolet Transilluminator, MiniBIS Bio-Imaging System) 244 bp’lik bandlarin var-
g1 yoniinden incelendi.
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BULGULAR

Solunum yolu enfeksiyonu olan toplam 476 hastanin 98 (%20.5)'inde influenza A
virlist, 16 (%3.3)’sinda influenza B virlisii ger¢cek zamanh RT-PCR yontemi ile tespit edil-
mistir.

influenza A viriisii (98 olgu) ve influenza B viriisii (16 olgu) enfeksiyonu olan toplam
114 hastanin kliniklere gore dagihmina bakildiginda; 31 (%27.2)'i cocuk yogun bakim,
27 (%23.7)'si cocuk onkoloji, 17 (%15)'si buyiik cocuk, 11 (%9.6)’i enfeksiyon hastalik-
lari, 10 (%8.8)"u sut cocugu, 7 (%6.1)'si yenidogan yogun bakim, 4 (%3.5)’l cocuk en-
feksiyon, 3 (%2.6)'l cocuk hematoloji, 3 (%2.6)'l cocuk allerji, 1 (%0.9)'inin de gogus
hastaliklari boliimlerinde yatan hastalar oldugu saptanmustir.

Solunum yolu enfeksiyonu olan toplam 476 hastanin 138‘inin pnémoni, 43'Unln
bronsiyolit, 35’inin st solunum yolu enfeksiyonu ve 260’inin hematolojik, immiuinolojik,
kardiyak, metabolik, nérolojik ve onkolojik hastaliklar gibi altta yatan hastaliklari olan so-
lunum yolu enfeksiyonu 6n tanisi alan olgular oldugu saptanmistir. Pnémoni, bronsiyolit,
Ust solunum yolu enfeksiyonu ve altta yatan hastaligi olup solunum yolu enfeksiyonu
olan influenza A virlisu pozitif hastalarin orani sirasiyla %17.4, %23.2, %25.7 ve %21.1,
influenza B ile enfekte hastalarda bu oranlarin sirasiyla %2.9, %4.6, %2.8 ve %3.4 oldu-
Ju tespit edilmistir (Tablo I).

influenza A viriisii alt tiplendirmesi yapildiginda 01.04.2012-31.12.2013 déneminde
98 influenza virus izolatinin 62 (%63.3)'sinin influenza A(HTN1)pdmO09, 36 (%36.7)'sI-
nin influenza A(H3N2) oldugu saptanmustir. influenza A viriis A(HTN1)pdmO9 alt tipi
Ocak 2013 tarihinde 12, Aralik 2012 tarihinde 9, ekim ve kasim aylarinda sekiz izolatta
gorilirken, influenza A virlis A(H3N2) en ¢cok 2013 yili aralik ayinda 11, ekim ve kasim
aylarinda dort, ocak ve eyliil aylarinda Ug izolatta tespit edilmistir (Tablo II).

influenza A(HIN1) pdmO09 alt tipi 01.04.2012-30.04.2013 arasindaki dénem-
de toplam 6 influenza izolatinin 52 (%78.8)’sinde, influenza A (H3N2) alt tipi ise 14

Tablo . influenza A ve B Viriis ile Enfekte Olan ve Olmayan Hastalarin Klinik Tanilar:

influenza A influenza B

virlisii pozitif ~ virisi pozitif
Hastalik n (%) n (%) Negatif n (%) Toplam n (%)
Pnomoni 24 (17.4) 4(2.9) 110 (79.7) 138 (29)
Bronsiyolit 10 (23.2) 2 (4.6) 31 (72) 43 (9)
USYE 9(25.7) 1(2.8) 25 (71.4) 35(7.4)
SYE + altta yatan hastalk 55(21.1) 9(3.4) 196 (75.3) 260 (54.6)
Toplam 98 (20.5) 16 (3.3) 362 (76.1) 476 (100)

USYE: Ust solunum yolu enfeksiyonu, SYE: Solunum yolu enfeksiyonu.
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Tablo Il. influenza A Viriis ve Alt Tiplerin Aylara Gére Dagilimi

influenza A HIN1 H3N2 influenzaA  HIN1 H3N2

Ay Sayi Sayi Sayi Ay Sayi Sayi Sayi
Eylul

Nisan 2012 1 1 2013 3 3
Agustos 2 2 Ekim 3 4
Eylul 4 2 2 Kasim 6 2 4
Ekim 10 8 2 Aralik 13 2 11
Kasim 10 8 2
Aralk 10 9 1
Ocak 2013 15 12 3
Subat 6 5 1
Mart 6 5 1
Nisan 2 2
Toplam 66 52 14 32 10 22

16

14

12

10 )

3 Em [hfluenza A (+)
6 —T—H1N1

4 A H3N2

; i

. 5

FFFEF L EE T LS

Sekil 1. Influenza A viriis HINT ve H3N2 alt tiplerinin aylara gére dagihimu.

(%21.2)’Unde gozlenmistir. 01.05.2013-31.12.2013 doneminde ise 32 influenza A
izolatinin 10 (%31.3)’'unda influenza A(HTN1)pdmO09 alt tipi, 22 (%68.7)'sinde influenza
A(H3N2) alt tipi saptanmugtir (Sekil 1).

influenza B viriisii 01.04.2012-31.12.2013 arasindaki siirede solunum yolu enfeksiyo-
nu olan toplam 476 hastanin 16 (%3.3)’sinda gercek zamanh RT-PCR yontemiyle tespit
edilmistir. influenza B viriisii enfeksiyon sikligi 01.04.2012-30.04.2013 arasindaki dé-
nemde %2.5 (12/476) olarak gozlenirken, 01.05.2013-31.12.2013 ddneminde %0.8
(4/476) olarak bulunmustur.
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influenza A ve B icin RT-PCR testi referans alindiginda influenza A ve B icin direkt
immiuin floresan testinin duyarliligi sirasiyla %72.4 ve %75, 6zgulligu %99.2 ve %99.5
bulunmustur.

influenza A viriisii, DSO’niin primerlerinin kullanildigi konvansiyonel RT-PCR testi ile
orneklerin 94 (%19.7)’liinde tespit edilmis ve gercek zamanli RT-PCR testine gore duyar-
g1 %96 ve 6zgulligi %100 olarak bulunmustur.

TARTISMA

influenza enfeksiyonu genellikle diger solunum viriislerine gére daha ciddi hastaliga
sebep olmasina ragmen sadece klinik bilgiye dayanarak diger solunum virusleri enfeksi-
yonlarindan kesinlikle ayirt edilemez. Taniyr dogrulamak icin laboratuvar testi gereklidir.
Ornekler hastaligin baslangicindan itibaren 72 saat icinde alinmalidir. influenza tanisi icin
kullanilan yontemler virls izolasyonu (konvansiyonel hiicre kiltiri ve hizli hiicre kaltur
yontemi), molekuiler testler (RT-PCR ve gercek zamanli RT-PCR) ve viral antijenlerin tespiti
icin ELISA, direkt veya indirekt immun floresan testleridir. RT-PCR testinin kus gribi etkeni
influenza tip A(H5N1) virUslerinin tanisi icin yaygin kullanimi influenza taramasinda mo-
lekiiler yontemlerin kullaniminda artisa yol acmistir®”.

Calismamizda influenza A ve B icin gercek zamanl RT-PCR testi referans olarak alin-
diginda influenza A ve B icin direkt immiin floresan test ve influenza A icin DSO pri-
merlerinin kullanildidi konvansiyonel RT-PCR testinin duyarliigi sirasiyla %72.4, %75 ve
%96, 6zglllugu ise %99.2, %99.5 ve %100 olarak bulunmustur. DFA testinin duyarlihgi
goreceli olarak distik (%72.4) olmakla birlikte hasta yonetiminde hizh tani icin kullani-
labilecegi, ancak negatif test sonuclarinin RT-PCR testi ile dogrulanmasi gerektigi goz-
lenmistir. Konvansiyonel RT-PCR testi ile influenza A virlsu 6rneklerin 94 (%19.7)'linde
tespit edilmis ve bu testin duyarliligi %96 oraninda saptandigindan gercek zamanl RT-
PCR test ekipmaninin bulunmadigi laboratuvarlarda kullaniminin uygun oldugu kanisina
variimigtir.

Calismamizda DFA testinin duyarliligi %72.4 olup, bu oran 2009 yilinda influenza
A HINT pandemik virlsu salgini sirasinda yapilan calismalardan Meksika’da Zazueta-
Garcia ve arkadaslarinin® bildirdigi %58.9, Polonya’da Nitsch-Osuch ve arkadaslarinin’
bildirdigi %60 oranlarindan yiiksek, Kaliforniya’da Nutter ve arkadaslarinin'® bildirdigi
%75 oranina yakin olarak saptanmistir. Bu calismada DFA testinin 6zgulligi ise %99.2
olup yine ayni arastiricilarin sirasiyla %76.3, %96 ve %94 olarak bildirdikleri 6zgulliik
oranlariyla uyumlu gézlenmigtir®1°,

Calismamizda, alt solunum yolu enfeksiyonu olan 476 hastada %20.5 oraninda bulu-
nan influenza A viriisii sikhigi, istanbul’da yapilan calismalarda bulunan %6.4 ile %33.5
oranlar arasinda yer alirken, Konya’da yapilan bir calismada saptanan %18.5 oranina
benzer olarak tespit edilmistir' "3,

Diger lkelerde yapilan calismalarla karsilastirma yapildiginda influenza A virisi en-
feksiyonu goriilme oranlari Endonezya’da %21.7, Cin‘de %19.5 ve Vietnam’da %17.9
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olarak bulunurken, bu calismada saptadigimiz %20.5 influenza A virlisii enfeksiyonu ora-
niyla uyumlu, fakat italya’da yapilan bir calismada gézlenen %9.6'lik orandan daha yiik-
sek oldugu saptanmstir'*'7. 2009 yilinda gériilen influenza A(H1N1) pandemisi sirasin-
da Meksika, Polonya ve Kaliforniya’da yapilan calismalarda ise solunum yolu enfeksiyonu
olan hastalarda influenza A(HTN1)pdmO9 virisu enfeksiyonu %51.3, %30.5 ve %30 gibi
oldukca yiiksek oranlarda bulunmustur®1°,

influenza A viriisiiniin alt tipleri analiz edildiginde 01.04.2012-31.12.2013 déne-
minde 98 influenza virlsl izolatinin 62 (%63.3)'sinin influenza A(HTN1)pdmO09 ve
36 (%36.7)'sinin influenza A(H3N2) oldugu bulunmustur. influenza A(HTN1)pdm09
alt tipi 01.04.2012-30.04.2013 arasindaki donemde toplam 66 influenza izolatinin
52 (%78.8)'sini, A(H3N2) alt tipi ise 14 (%21.2)lGnl olusturmustur. Bu donemi takip
eden 01 Mayis-31 Aralik doneminde ise 32 influenza A izolatinin 10 (%31.3)'u A(HTN1)
pdm09 alt tipi olup 22 (%68.7)'si A(H3N2) alt tipi olarak tespit edilmistir. influenza A
virisi A(HTN1)pdmO9 alt tipi Ocak 2013 tarihinde 12, Aralik 2012 tarihinde 9, ekim ve
kasim aylarinda sekiz izolat gorulirken, influenza A virisi A(H3N2) alt tipi en ¢cok 2013
yil aralik ayinda 11, ekim ve kasim aylarinda 4, ocak ve eyliil aylarinda ¢ izolat tespit
edilmistir (Tablo II).

Bu calismada, 2013 yili aralik ayinda influenza A virlisi pozitif olan 13 susun 11
(%84.6)'i influenza A(H3N2) alt tipi olarak tespit edilmistir. Ulkemizde de 2013 yili aralik
ayinda influenza A viriisii pozitif suslarin %96.3 (265/275)l influenza A(H3N2) olup
bu alt tipin baskin oldugu gézlenmistir'®2'. Avrupa’da ise 2013 yili aralik ayinda %69
(271/393) oraniyla yine influenza A(H3N2) alt tipi baskin olup, A(H1N1)pdm09 orani
%31 (122/393) olarak bildirilmistir'®.

Sonug olarak, calismamizda influenza A viriisii enfeksiyonu %20.5 gibi oldukga yiik-
sek bir oranda bulunurken, influenza B virlisi enfeksiyonu sikligi %3.3 oraninda tespit
edilmistir. Calisma siiresi boyunca influenza pozitif olgularin %63.3'l influenza A(HTN1)
pdm09, %36.7’si influenza A(H3N2) alt tipleri olup influenza asisinda bulunan alt tipler
ile uyumlu oldugu gozlenmistir. Dolasimdaki influenza viriisu tipleri ve alt tiplerinin her
yil izlenmesi, influenza asi suslari ile uyumunun degerlendirilmesi ve pandemik potansi-
yeli olan influenza virtsi alt tiplerinin erken tanisi icin gereklidir.
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