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TURKCE OZET

Rhinovirus (RV), Enterovirus (EV) cinsindeki Picornaviridae familyasinda
siniflandirilir. RV-A, RV-B ve RV-C olmak iizere ii¢ tiirden olusur ve 170’in iizerinde
RV alt tipi bulunmaktadir. Bu calismada, Bursa Uludag Universitesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali PCR laboratuvarina génderilen nazofaringeal siiriintii
orneklerinde saptanan RV’lerin molekiiler olarak alt tiplendirilmesini yapmak ve
tiplerin mevsimsel dagilimini, yas ve cinsiyet kategorileriyle olan iligkisini belirlemek
hedeflendi.

RV pozifligi saptanan, 0-90 yas araligindaki hastalara ait 80 adet 6rnekten viral RNA,
PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific, ABD) kullanilarak
ekstrakte edildi. Niikleik asit amplifikasyonu OneStep RT-PCR Kiti (Qiagen,
Almanya) kullanilarak gergeklestirildi. 5°UTR’de korunmus bolgeleri hedefleyen RV
evrensel primerleri kullanilarak amplifiye edildi. Amplifikasyon islemi sonrasinda
ornekler agaroz jel elektroforezine tabi tutularak piirifiye edildi. Piirifikasyon sonrasi
elde edilen PCR iiriinleri Sanger dideoksi dongii dizileme metodu kullanilarak tek
yonlii DNA dizi analizi yapildi. Elde edilen diziler MEGA 11 programi kullanilarak
degerlendirildi.

Bu calismada, RV’lerin yil boyu dolagimda oldugu ve sonbaharda zirve yaptiklari
tespit edildi. Calismaya dahil edilen 80 6rnekte, RV-A 33 (%41,25), RV-B 8 (%10) ve
RV-C 31 (%38,75) adet bulundu. Orneklerin iicii (%3,75) EV-D68 olarak
tiplendirilirken, bes (%6,25) 6rnek tiplendirilemedi. RV-A i¢in 16, RV-B i¢in 3, RV-
C i¢in 12 olmak lizere, toplam 31 farkl: alt tip tespit edildi. RV-A, dort mevsimde de
tespit edildi. RV-C enfeksiyonlar1 siklikla sonbaharda meydana geldi (p<0,05). RV-B
yalnizca ilkbahar ve sonbaharda tespit edildi. RV-A enfeksiyonlarinin daha erken
(p<0,05), RV-C enfeksiyonlarinin ise daha ge¢ yaslarda gorildigi tespit edildi
(p<0,05). RV tiplerinin ve dagiliminin, pandemi dncesi lilkemizde yapilan ¢aligmalarla
benzerlik gosterdigi ve pandemiden etkilenmedigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Rhinovirus, dizi analizi, molekiiler epidemiyoloji
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INGILIiZCE OZET

Typing of Rhinoviruses Detected from Respiratory Tract Samples by Molecular
Methods: A Retrospective Study

Rhinovirus (RV) is classified in the Picornaviridae family in the Enterovirus
(EV) genus and consists of three species, RV-A, RV-B, and RV-C, and there are over
170 RV subtypes. This study aimed to make molecular subtyping of RVs detected in
nasopharyngeal swab samples sent to Bursa Uludag University Medical Microbiology
Department PCR laboratory and to determine the seasonal distribution of types and
their relationship with age and gender categories.

Viral RNA was extracted from 80 samples of patients aged 0-90 years using
the PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific, USA). Nucleic
acid amplification was performed using the OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Germany)
by using RV universal primers targeting conserved regions in the 5'UTR. After the
amplification process, the samples were purified after agarose gel electrophoresis.
One-way DNA sequencing analysis of the PCR products obtained after purification
was performed using the Sanger sequencing method. The obtained sequences were
analyzed using the MEGA 11 program.

In this study, RVs were found to circulate year-round and peak in the fall. In
80 samples, RV-A, RV-B, and RV-C were found in 31 (38.75%), 8 (10%), and 33
(41.25%) samples, respectively. Three samples (3.75%) were typed as EV-D68, while
five (6.25%) samples could not be typed. Thirty-one subtypes were identified 16 for
RV-A, 3 for RV-B, and 12 for RV-C. While RV-A was detected in all seasons, RV-C
was frequent in autumn (p<0.05), and RV-B was detected in spring and autumn. We
found that RV-A infections were seen at earlier ages (p<0.05), and RV-C infections
were seen at later ages (p<0.05). It was found that RV types and distribution were
similar to the studies conducted in our country before the pandemic, and types were
not affected by the pandemic.

Keywords: Rhinovirus, sequence analysis, molecular epidemiology
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1. GIRIS

Rhinoviruslar (RV), solunum yolu enfeksiyonlarinin dikkat ¢ekici bir etkeni
olarak soguk alginligi denilen hastaliga sebep olup diinya ¢apinda halk saglig1 tizerinde
agir bir yik olusturmaktadir. Bu kiigiik, zarfsiz ve pozitif polariteli RNA viriisii
Picornaviridae familyasinin Enterovirus (EV) cinsine aittir. Yaklasik 7200 baz
ciftinden (b¢) olusan genomlar1 dordii yapisal, yedisi yapisal olmayan toplamda 11
proteini kodlar (Duechler ve ark., 1987; Palmenberg, Rathe, & Liggett, 2010). VP1,
VP2, VP3 ve VP4 olarak adlandirilan dort yapisal protein, genomu ¢evreleyen ve
hiicre yiizey reseptorleri ile etkilesen viral kapsidi olusturur (Palmenberg ve ark.,
2010). Bircok RV-A ve RV-B alt tipi hiicresel reseptor olarak Intraseliiler Adezyon
Molekiilii-1 (ICAM-1)’i kullanir. Diistik Dansiteli Lipoprotein Reseptor (LDLR) ise
RV-A tiirliniin kii¢iik bir kisminin kullandig1 hiicresel reseptordiir (Kim, Jang, & Jang,
2021). Cadherin-Related Family Member-3 (CDHR-3), RV-C igin hiicresel
reseptordiir (Bochkov ve ark., 2015).

Yiiz yetmisten fazla alt tipi RV-A, RV-B ve RV-C olmak iizere ii¢ tiirde
simiflandirilmaktadir (Pan ve ark., 2018; Royston, & Tapparel, 2016; Touabi,
Aflatouni, & McLean, 2021). RV’ler, 1956 yilinda kesfedilmis olup molekiiler tabanli
yontemlerin gelisimiyle birlikte RV-C tiirii de 2006 yilinda kesfedilmistir (Lamson ve
ark., 2006; Price, 1956). Yetiskinleri yilda ortalama 2-3 kez, ¢ocuklari ise 8-12 kez
enfekte edebildigi bildirilen RV’ler oldukg¢a bulasicidir ve solunum damlaciklar
yoluyla veya kontamine yiizeylere dokunarak bulasabilir (Savolainen-Kopra ve ark.,
2012).

Gecmiste yapilan birgok ¢alisma RV enfeksiyonlarinin genetik ¢esitliligine ve
mevsimsel dagilimina 151k tutmus olsa da ozellikle RV-A, RV-B ve RV-C
enfeksiyonlarinin prevalansi ve klinik 6nemi ile ilgili olarak literatiirdeki bosluklar
dikkat ¢ekicidir. Bu molekiiler epidemiyolojik ¢aligma, RV tiirlerinin mevsimsel
dagilimini belirleyerek yas ve cinsiyet kategorileri ile olan iligkisini anlamlandirmay1
ve bu hedefleri gerceklestirirken kullanilan yontemlerin etkinligini vurgulamayi

amaclamistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Rhinoviruslarin Tarihgesi ve Siniflandirilmasi

2.1.1 Kesfi

Giliniimiizde en sik karsimiza ¢ikan enfeksiyonlardan biri olan solunum yolu
enfeksiyonlari, nezle de denilen soguk alginligina yol acar. Soguk alginligi, antik
caglardan bu yana dikkat ¢eken hastaliklardan biridir. Antik ¢aglardan giliniimiize
ulasan kaynaklara yapilan atiflar sayesinde soguk alginligi ile ilgili yapilan ¢alismalar
ve gelismeler takip edilebilmektedir.

Eskiden insanlar soguk havanin ve riizgarin soguk alginligina neden olduguna
inanirlardi. MO yaklagik 1550 yilma tarihlenen Antik Misir donemine ait Ebers
Papiriisiinde soguk alginligi benzeri semptomlar ve hastalifa yonelik tedaviler
hakkinda bilgiler yer almaktadir. Bu eserde soluma yolu enfeksiyonlar1 yani bugiinkii
soguk alginlig1 benzeri hastaliklarin tedavisi i¢in zencefil, bal, tar¢in, sogan, sarimsak,
nane, mentol gibi bitkisel maddelerin kullanimi 6nerilmektedir (Hallmann-
Mikotajczak, 2004). Hipokrat gibi antik Yunan bilginlerinin de soguk algiligi ile ilgili
caligmalar yaptig1 bilinmektedir. Hipokrat’in peripneumonia olarak tanimladigi
semptomlar agik bir sekilde bugiinkii soguk algmligini isaret etmektedir. Antik
Roma’nin en 6nemli hekimlerinden olan Galen, soguk alginligi nedeninin soguk hava
ve riizgar degil viicudun dogal 1sismnin diigmesi oldugunu savunmustur. Soguk
alginlhigina stresin, hijyen sorunlarmin ve bagisiklik sistemindeki zayifligin sebep
olacagini da eserinde belirtmektedir. Her iki tip bilgini de hastaligin bulasict oldugunu
belirtmistir (Tyrrell, & Fielder, 2002).

Batida Avicenna adiyla anilan ibn-i Sina’nin El-Kanun fi’t-Tib adli eserinde
soguk alginligina neden olan faktorler, semptomlar ve tedavi yontemleri ele alinmistir.
Caligsmalari, Orta Cag Avrupa’sinda ve Ronesans doneminde biiylik etki uyandirmistir.
Bugiin modern tiptaki gelismelerin temelini olusturan caligmalara imza atmistir
(Ramazani, Emami, Tayarani-Najaran, Sahebkar, & Tayarani-Najaran, 2021).

Soguk alginlig1 ifadesi ilk olarak 16. yiizyilda kullanilmaya baslanmistir.
Yaygin kullanimi ise 19. yiizyil sonlar1 ve 20. yiizyil baslarin1 bulmustur (Tyrrell, &
Fielder, 2002).



1914 yilinda Dr. Krause tarafindan gergeklestirilen deneyde, bir grup enfekte
insanin burun salgilar1 bir diger gruba verilerek soguk algiliginin insanlar arasinda
nasil yayildigi ve bulasici oldugu kanitlanmistir. 1930°1u yillarda Dochez ve ekibinin
sempanzeler ve insanlar tizerinde gerceklestirdigi deneysel ¢alismalar, solunum yolu
enfeksiyonlariin nedenlerinin ve bunlarin nasil yayildiginin anlasilmasina yol acarak
gbozlemlenen bagisiklik tepkisinin ag1 gelistirme siirecine 1s1k tutabilecegi
distintilmistiir (Howley, Knipe, & Whelan, 2020).

Diger viral etkenlere gore daha sik soguk alginligina yol agan RV’ler 1956
yilinda kesfedilmistir. Maymun bobrek hiicreleri kullanilarak izole edilen viriis, JH
olarak adlandirilmigtir (Price, 1956). Akabinde farkli bir grup tarafindan yapilan
caligmalarla izole edilen RV, 2060 olarak adlandirilmistir (Pelon, Mogabgab, Phillips,
& Pierce, 1957).

2.1.2 Siniflandirilmasi

Soguk alginliginin en yaygin nedeni olan RV’ler, 1956 yilindaki kesfi
sonrasinda uzunca bir siire ciddi hastaliga sebep olmadigi gerekgesiyle yeterince
onemsenmemistir. Cogu RV enfeksiyonu hafif siddette seyretse de genel morbitide
tizerindeki etkileri ve kiiresel ekonomik maliyetleri dikkate degerdir. Molekiiler
tabanli yontemlerin gelisimiyle birlikte RV’lerin kronik akciger hastaligi
alevlenmeleri, astim ataklari, yenidoganlarda, bebeklerde ve cocuklarda siddetli
bronsiyolit; yasli ve immiin sistemi baskilanmis yetiskinlerde siddetli ve oliimciil
pnomonilere yol ac¢tifinin tespit edilmesiyle viriise verilen 6nem giin gectikge
artmaktadir (Jacobs, Lamson, St. George, & Walsh, 2013).

Rhinovirus alt tipleri, 1967 yilinda Ulusal Alerji ve Bulasici Hastaliklar
Enstitiisii (NIAID- ‘National Institute of Allergy and Infectious Diseases’) Asi
Gelistirme Subesi (VDB- ‘Vaccine Development Branch’) ve Diinya Saglk Orgiitii
(WHO- ‘World Health Organization’) destegiyle gerceklestirilen ¢alisma sonucunda
1’den 55’¢ kadar numaralandirilmistir (Schieble, Fox, & Lennette, 1967). 1970’te
caligmanin ikinci asamasi tamamlanmis ve 34 farkli alt tip tanimlanmistir. Bu alt tipler
56’dan 89’a kadar numaralandirilmistir (Kapikian ve ark., 1971). RV alt tiplerinin

sayisint belirlemek i¢in yapilan programin {iglincli asamasinda 11 farkli alt tip daha



belirlenerek numaralandirma sistemi 100 alt tipi igerecek sekilde genisletilmistir
(Hamparian ve ark., 1987).

Antiviral duyarliliga dayali olarak gruplandirma yapan c¢alismada, 15 farkl
antiviral ajandan olusan bir panel kullanilarak RV’ler antiviral grup A ve antiviral grup
B olarak adlandirilmigtir (Andries ve ark., 1990).

Rhinoviruslarin tanimlanmig 102 alt tipi, hiicresel reseptor setlerine gore major
ve mindr gruplara ayrilmistir. Alt tiplerin 91°1 major gruba, 10’u mindr gruba dahil
edilmistir. RV-87 olarak adlandirilan alt tipin ise herhangi bir hiicresel reseptorii
kullanmadig belirtilmistir (Uncapher, DeWitt, & Colonno, 1991). RV-87 daha sonra
yapilan filogenetik analizlere dayanan ¢aligmalar sonucunda Enterovirus D-68 (EV-
D68) olarak adlandirilmistir (Ishiko ve ark., 2002).

Molekiiler tabanli yontemlerin gelismesiyle RV tir ve alt tiplerinin
tanimlanmasi kolaylasmistir. Viriisiin genomunda yer alan spesifik bazi bolgeler hedef
alinarak yapilan ¢aligmalarda Rhinoviruslar, RV-A ve RV-B olarak gruplandirilmistir
(Savolainen, Laine, Mulders, & Hovi, 2004). Cok gegmeden RV-A ve RV-B’den farkli
oldugu diistiniilen bir tiir kesfedilmistir (Lamson ve ark., 2006). Bu tiir 2009 yilinda
Uluslararas1 Viriis Taksonomi Komitesi (International Committee on Taxonomy of
Viruses: ICTV) tarafindan RV-C olarak adlandirilmistir. Giiniimiizde bilinen 83 adet
RV-A, 32 adet RV-B ve 57 adet RV-C alt tipi bulunmaktadir ve her gecen giin alt tip
sayilar1 artmaktadir (Pan ve ark., 2018; Royston, & Tapparel, 2016; Touabi ve ark.,
2021).

2.2 Rhinovirus Virolojisi

Tek zincirli (single stranded RNA- ssSRNA), zarfsiz, pozitif polariteli bir RNA

viriisii olan RV’ler, Baltimore siniflandirmasina gére Enterovirus cinsine, Picornaviridae

familyasi i¢inde yer alan, RV-A, RV-B ve RV-C olarak adlandirilan {i¢ tiirden olusur

(MclIntyre, Knowles, & Simmonds, 2013). RV tiirleri i¢in diizenlenen siiflandirma

seviyeleri Tablo 1’de gdsterilmektedir.



Tablo 1: Rhinovirus siniflandirma seviyeleri (“Current ICTV Taxonomy Release”, 2022)

2022 | Tirler | Riboviria>Orthornavirae>Pisuviricota>Pisoniviricetes>Picornavirales>Picornaviridac>Ensavirinae>

Enterovirus>Rhinovirus A

2022 | Tirler | Riboviria>Orthornavirae>Pisuviricota>Pisoniviricetes>Picornavirales>Picornaviridae>Ensavirinae>
Enterovirus>Rhinovirus B

2022 | Tirler | Riboviria>Orthornavirae>Pisuviricota>Pisoniviricetes>Picornavirales>Picornaviridac>Ensavirinae>

Enterovirus>Rhinovirus C

2.2.1 Kapsid Yapisi

Kapsid, viriisiin i¢indeki genomu koruyan dig kabuktur. RV kapsidi, VP1, VP2,
VP3 ve VP4 olarak adlandirilan dort adet yapisal proteinin her birinden altmis kopya
(protomer) icermektedir. Bu proteinler, ¢cap1 yaklasik 30 nanometre (nm) olan simetrik,
ikosahedral bir yap1 olarak birlesmektedir.

Ikosahedral yapiy1, her biri ii¢ yapisal proteinden (VP1, VP2, VP3) olusan 20
adet tiggen yiizey meydana getirmektedir. Her bir liggenin koseleri, VP1, VP2 ve VP3
proteininin {izerinde yer alan bes adet VP4 kopyasindan olusmaktadir. VP1 proteini
her bir liggenin tepesinde yer alirken VP2 ve VP3 proteinleri liggenin tabaninda yer
almaktadir. Her bir yapisal proteinin molekiiler kiitlesi sirasiyla 32, 29, 26 ve 7
kDa’dir. VP1, VP2 ve VP3 yapisal proteinleri ylizey proteinleridir. Genomda en
yuksek degiskenlige sahip kisimda yer alirlar. VP4 ise kapsidin i¢ kisminda yer alirken
viral genomla yakindan iliskilidir. Bes adet VP1 proteininin sekillendirdigi 2,5 nm
derinligindeki ¢okiintii kapsidin simetri ekseni etrafinda hidrofobik bir cep veya
kanyon yapisini olusturur (Sekil 1). Bu cep yapisinin kapsidin soyulmasina yol actigi,
konak hiicre yiizeyinde yer alan reseptorlere baglanma yeri olarak gorev aldigi ve
antiviral bilesikler tarafindan hedeflendigi disiinilmektedir (Hadfield ve ark., 1997).

Rhinovirus kapsidinin yapisi, iglevi tizerinde Onemli etkilere yol agar.
Ikosahedral simetri sayesinde viral genom verimli bir sekilde paketlenirken yapisal
proteinlerin altmisar kopyasi, kapsidin stabilitesini korur ve ¢evresel faktorlere karsi
direngli olmasini saglar. RV’ nin konak hiicrelere giris yeteneginde énemli rol oynayan
kapsid yapisi, hiicrelere baglanmasini ve girmesini saglayan reseptorler igerir

(Valiente, Lopez-Argiiello, Rodriguez-Huete, Valbuena, & Mateu, 2022).



Sekil 1: A. RV ikosahedral yapisi ve ylizey proteinleri. B. Kapsid igine gomiilii olan VP4 proteininin konumu ve kanyon yapisi
(Kennedy, Turner, Braciale, Heymann, & Borish, 2012).

2.2.2. Viral Genom Organizasyonu

Rhinovirus genomu, yaklasik 7,2 kb (kilobaz) (7200 baz ¢ifti (b¢)) boyutunda
olan tek zincir pozitif polariteli RNA sarmalindan olusur. Olduk¢a kompakt ve etkin
bir organizasyon gosterir (Duechler ve ark., 1987).

Tek bir genden yani a¢ik okuma cergevesinden (ORF) olusan genomun birincil
tiriinii tek bir poliproteindir. Viral proteazlarin pargaladigi dordii yapisal (VP1, VP2,
VP3, VP4), yedisi yapisal olmayan (2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C, 3D) toplamda on bir
proteini kodlar. Kapsidi, yapisal proteinler olustururken diger proteinler
replikasyondan sorumludur (Palmenberg ve ark., 2010).

ORF, 5’ ve 3’ uglarda 2 adet kodlanmamis bolge (UTR- ‘Untranslated
Region’) ile gevrilidir. 5’UTR bolgesi ~650 bg, ORF ~6500 bg, 3> UTR bolgesi ise
~50 b¢ boyutundadir. 3’UTR bélgesinin sonunda poliA kuyrugu bulunmaktadir.
5’UTR bolgesi, protein ifadesi i¢in gerekli olan ribozoma giristen sorumlu bolgeyi
(IRES- ‘Internal Ribozomal Entery Site’) igerir. RV’ler, 5° terminal bolgesinde yer
alan ve primer gorevi iistlenen VPg’ye (‘Viral Priming Protein’) kovalent bag ile
baglhdir (Paul, van Boom, Filippov, & Wimmer, 1998).

ORF tarafindan ifade edilen poliproteinin boyutu 200-300 kDa arasinda
degismektedir ve yaklasik 2200 amino asitten olusur. ORF, viriisiin dis kabugunu
olusturan kapsid proteinlerini kodlayan kismi iceren P1, yapisal olmayan proteinleri

kodlayan P2 ve P3 olmak iizere ii¢ bolgeden olusur. P2 bolgesinde yer alan 2A ve 2B



konak hiicrenin protein sentezini inhibe etmekte gorevlidir. 2C ise viral replikasyonda
gorev alir. P3 bolgesi diger yapisal olmayan proteinleri kodlar. Bunlardan 3A ve 3B,
replikasyon kompleksinin olusumunda goérev alirken 3C, poliproteini pargalayan
proteazdir. 3D ise viral replikasyonda gorev alan RNA’ya bagimli RNA polimeraz
(RdRp) enzimidir (Sekil 2) (Hung, Gibbs, & Tsiang, 2002). Replikasyon i¢in gerekli
olan dahili bir cis-etkili elementin (cre) genomun kapsid kodlayan bolgelerinde
yerlestigi bildirilmistir (McKnight, 2003).

YAPISAL OLMAYAN
Ao KAP_SID----_ --------- p| € PROTEINLER -~ >
PROTEINLERI
< P1 > < P2—»|«—— pP3——»
.‘—|w4lwzlw3ﬁmlzc 3A 3C_ | 8D | —AAAn
VPg —
Protein .* . Proteaz VPg Proteaz  RdRp
{7 sUTR Molekiiler 3'UTR
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@ — hedef balge
& &
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& —_—
Molekiiler tespit
cahigmalan igin
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Sekil 2: Rhinovirus genomunun sistematik organizasyonu (Jacobs ve ark., 2013)

2.2.3 Viral Replikasyon

Rhinoviruslar, tist ve alt solunum yolunda yer alan epitel hiicreleri enfekte eder.
RV tiirleri, hiicreyi enfekte ettikleri sirada kullandiklar1 reseptorlere gore
gruplandirilirlar. RV-B alt tiplerinin tamamini ve RV-A tiplerinin bir¢ogunu igine alan
Major Grup, ICAM-1’i kullanir (Kim ve ark., 2021). Buna ek olarak RV-A89, RV-
A54 gibi bazi major grup RV’lerin alternatif olarak ICAM-1 ifadesi olmayan
hiicrelerde bir polisakkarit olan heparan stilfat1 (HS) kullandig: bildirilmistir (Khan,
Pichler, Rosemann, & Blaas, 2007). LDLR reseptoriinii kullanan Minor Grup ise
sadece RV-A tiplerinin kiigiik bir kismini igerir (~12 RV-A) (Kim ve ark., 2021). RV-
C tiplerinin tamami ise CDHR-3 resept6riinii kullanir (Bochkov ve ark., 2015). Tiire
spesifik reseptorlerle etkilesen RV’ler konak hiicreye baglanir. Boylece replikasyonun

ilk asamasi gerceklesir.



Rhinovirusun konak hiicre reseptorleri ile etkilesimi sonrasi hiicre igine giris
stireci baglar. Bu siireg, klatrin bagimli endositoz, kaveola bagimli endositoz, klatrin
ve kaveola bagimsiz endositoz ve makropinositoz dahil olmak iizere farkl
mekanizmalarla gergeklesir. Viriis endozomlarin igine girdiginde asidik ortam viral
kapsidin konformasyonunu degisiklige ugratir. Bu degisiklikler hidrofobik subviral
pargaciklarin olusmasini saglar. Bu sayede konak hiicre sitoplazmasina viral genom
salinimi gergeklesir (Fuchs, & Blaas, 2010).

Klatrin bagimli endositoz siirecinde viriis, konak hiicre zarinda klatrin bagimli
cukur olusturarak viriisii igeren endozomu olusturmak amaciyla ige dogru
tomurcuklanir. RV16 gibi bazi tipler bu mekanizmayi kullanir (Lau ve ark., 2008).

Kaveola bagimli endositoz siirecinde viriis, konak hiicre zarinda yer alan
kaveola ad1 verilen invajinasyonlar yani kiiciik kivrimlar i¢ine alinarak hiicre igine
girer. RV1B gibi bazi tipler bu mekanizmay1 kullanir.

Klatrin ve kaveola bagimsiz endositoz siirecinde viriis, konak hiicre zarinda
kiigiik vezikiillerin olusumuna yol acar. Fakat vezikiiller klatrin ile kapl degildir ya da
kaveola proteinleri ile iligkili degildir. Bunlar yerine viriis hiicreye girmek igin farkli
mekanizmalar kullanir. RV14 gibi bazi tipler bu mekanizmayi kullanir.

Mikropinositoz siirecinde ise konak hiicre zarinda biiyiik ve spesifik olmayan
vezikiiller olusur. Bu vezikiiller hiicre disinda yer alan viriisii i¢ine alir (Bartlett, Wark,
& Knight, 2019; Blaas, 2016).

Konak hiicre sitoplazmasina salinan viral RNA, viral proteinlerin ifadesi i¢in
kalip gorevi goriir. Viral genom, pozitif polariteli RNA oldugundan mRNA
(messenger RNA) gibi davranir ve konak hiicre ribozomlari tarafindan direkt olarak
proteine cevrilir. Cevrilen tek bir poliprotein, viral proteazlar tarafindan parcalanarak
11 adet protein olusur. Bu proteinler replikasyondan sorumlu olan RdRp’yi ve kapsid
proteinlerini igerir (van der Linden, Wolthers, & van Kuppeveld, 2015).

Rhinovirus genomu, 5’ cap yapisindan bagimsiz olarak ifade edilir. Yani
hiicresel RNA’lardan farklidir. Bu sebeple viriis, konak hiicrenin ribozomlar ile viral
genomu bulusturmak i¢in IRES bolgesini kullanir. Primer gorevli VPg’nin
tiridilasyonuyla replikasyon siireci baglatilir (Yang ve ark., 2002). RdRp viral RNA’ya
baglanir ve negatif polariteli RNA sentezi i¢in kalip olarak kullanir. Negatif polariteli
RNA ise pozitif polariteli RNA genomunun ¢oklu kopyalarinin sentezi i¢in kalip



olarak kullanilir. Tiim bunlar viral proteinler ve konak hiicre faktorlerinin olusturdugu
sitoplazmik replikasyon kompleksinde meydana gelir (Gerber, Wimmer, & Paul,
2001).

Viral genom, ¢ok sayida replikasyon dongiisiine tabii tutulabilir. Yeniden
negatif polariteli RNA’ya ¢evrilebilir ya da viral proteinlerle birlikte paketlenerek
virionlar halinde birleserek hiicre disina salinabilir (Zitzmann ve ark., 2023). Yapisal
proteinler viral genomu dis etkenlere kars1 korumak amaciyla kapsidi olusturur. Yeni
virionlar konak hiicre zarindan tomurcuklanarak hiicre disina salinir. RV replikasyon
dongiisii konak hiicrede ciddi hasara neden olmaz ve virionlarin salinimi hiicre lizisi
ile sonuglanmaz. Tiim bu replikasyon siirecinin tamamlanmas1 8-12 saat stirer (Sekil

3) (Harris, & Gwaltney, 1996).

‘@/./ 1.Resepidre baglanma
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Sekil 3: Rhinovirus replikasyonu. Viral partikiiliin ilgili reseptore baglanmasi ve endositoz yoluyla konak hiicreye
igsellestirilmesi (1,2). Kapsidin soyulmasi ve viral RNA’nin sitoplazmaya salinmasi (3). Sitoplazmada viral RNA
translasyonu ve replikasyonu ile virionlarm birlesmesi (4,5,6). Virionlarin hiicre digina saliimi (Esneau, Bartlett, & Bochkov,
2019)



2.2.4 Viral Patogenez Mekanizmalar1 ve Bagisikhik Sistemi Tepkileri

2.2.4.1 Patogenez

Rhinovirus enfeksiyonlarina viriis ile konak hiicre arasindaki karmasik
etkilesim neden olur. Konjonktiva ya da burun tipik olarak RV’lerin viicuda ilk girig
noktalaridir. Yapilan {ist solunum yolu biyopsileri nazofarenksin yani adenoid
cevresindeki alanin RV enfeksiyonunun ortaya ¢iktigi ilk yer olabilecegini
diistindiirmiistiir. RV'nin nazal mukozaya nasil girdigini daha iyi anlamak i¢in saglikli
goniilliilerin gdzyas1 kanalina yakin arka nazofaringeal duvara veya sag konjonktival
keseye 25ul viral inokulum uygulanan ¢alismada ¢ogu durumda RV ’nin bulundugu ilk
yerin nazofarenks oldugu daha sonra anterior alt konkalardan birine veya her ikisine
ilerledigi bildirilmistir (Winther, Gwaltney, Mygind, Turner, & Hendley, 1986).
Finlandiya’da yapilan bir ¢alisma cerrahi olarak ¢ikarilan adenoidlerin ¢ogunlukla
RV’leri igerdigini bildirmistir (Rihkanen, Carpén, Roivainen, Vaheri, & Pitkéranta,
2004). Nazal, faringeal ve oral sekresyonlarin yani sira Oksiliriik ve hapsirma
damlaciklarinin karsilastirmali titrasyonlarina gore, RV replikasyonu biiyiik 6l¢iide
burunda gerceklesir. Yine de ¢ok sayida calisma, RV replikasyonunun alt solunum
yollarinda da gerceklestigini dogrulamistir (Gern, Vrtis, Grindle, Swenson, & Busse,
2000; Jamieson, Warner, Leigh, & Proud, 2015; Mosser ve ark., 2002).

Major grup RV’ler immiinoglobulin siiper ailesinin bir iiyesi olan ICAM-1
araciligiyla hava yolu epitel hiicrelerine baglanirlar. In situ hibridizasyon, RV
replikasyonunun nazal epitel ve nazofarenkste az sayida hiicreye lokalize oldugunu
ortaya ¢ikarmigtir. Bunun ICAM-1'in sinirli ifadesi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir
(Winther ve ark., 1997). ICAM-1, saglikli ¢ocuklarin ve yetigkinlerin adenoid ve
nazofaringeal dokularinda az sayida tekli siliyer olmayan lenfoepitelyal hiicrede ve
siliali epitelin bazal tabakasinda saptanir; buna ek olarak ICAM-1 normalde skuamoz
epitel hiicrelerinde ve siliyer epitelin liimen ylizeyinde ifade edilmez. Bununla birlikte,
normal primer insan bronsiyal epitel hiicrelerinde (HBEC'ler) RV, ¢6ziiniir ICAM-1'in
salinimint asag1 dogru diizenlerken, NF-kf'ya bagli bir mekanizma araciligiyla zara
bagli ICAM-1 ifadesini yukar1 dogru diizenler (Papi, & Johnston, 1999; Whiteman,
Bianco, Knight, & Spiteri, 2003). In vivo olarak yapilan deneysel bir calisma saglikli

goniilliilerin RV-39 ile enfekte edilmesi sonrasinda burun epitel hiicrelerinde ICAM-
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1'in ifadesinin arttigini bildirmistir (Winther ve ark., 2002). RV ile enfekte kisilerin
burun salgilarinda glandiiler proteinler (laktoferrin, lizozim, salgilayici IgA ve 7F10
immiinoreaktif miisin) ve plazma proteinleri (alblimin ve immiinoglobulin G (IgG))
artis gostermistir (Igarashi ve ark, 1993; Yuta ve ark., 1998). Nazal epitel hiicrelerinin
in vitro farkhilagtirillarak RV (RV16 alt tipi ile enfeksiyon) enfeksiyonunun ilk
bagisiklik tepkilerinin modellendigi ¢alismada, RV nin siliyer hiicrelerini hedef aldigi,
enfeksiyon sonrasi gergeklesen ilk klinik olayimn tip I ve tip III interferon (IFN)
aktivitesindeki artis oldugu ve IFN’lerin aktivite artisim1 Toll benzeri reseptor 7
(TLR7) ve Retinoik asitle indiiklenebilir gen I (RIG-I) olarak adlandirilan iki spesifik
molekiiler sensoriin hiicre i¢indeki sinyal olaylarini baglattig1 bildirilmistir (Tan ve
ark., 2018). Ust solunum yollarina giren RV lerin ilk olarak mukozal bariyerle temas
ettigi ve bariyerin patojeni bertaraf etmek i¢in proteinlerden olusan bir tabakayla
kaplandig1 anlasilir. RV’lerin epitel hiicrelerde replikasyonu sonrasi hiicrelerde bazi
sitopatolojik semptomlar goriiliir. Bu durum nétrofiller, makrofajlar, eozinofiller ve T
hiicreleri gibi bagisiklik hiicrelerini enfeksiyon bolgesine ¢eken IL-1f3, TNF, IL-8, IL-
6 ve IL-11 dahil proinflamatuar sitokinlerin ve MCP-1, CXCLD9,
CXCL10, CXCL11 ve RANTES gibi  kemokinlerin  salinmasiyla  sonuglanir.
Bagisiklik hiicreleri viriisii, fagositoz ve antiviral sitokinlerin liretimi yoluyla bertaraf
etmeye ¢aligir. Bununla birlikte doku hasari ve iltihaplanmalar meydana gelebilir veya
bireyde dnceden var olan solunum yolu hastaliklarinin siddetlenmesine yol acabilir
(Kirchberger, Majdic, & Stockl, 2007; Winther, 2011). Bu reaksiyonlar viicudun
viriisle savagmasina yardimci olurken, viriis kaynakl iltithaplanma da kisinin kendini
hasta hissetmesine neden olabilmektedir.

Rhinoviruslarin B lenfositlerine girebildigini ve ¢ogalmalarini indiikledigi
sonucuna ulasan ¢alismada, in vitro kiiltiirlenmis insan periferik kan mononiikleer
hiicreleri, HeLa hiicrelerinde ¢ogaltilan RV 16, 14, 1B ve 29 alt tiplerine maruz
birakilmistir. B lenfositleri olarak bilinen beyaz kan hiicreleri edinilmis bagisiklik
yanitinda rol oynar. Bu durum RV nin bireyin bagisiklik sisteminden kacabilecegi bir
mekanizma ihtimalini distindiirmektedir. RV’nin B lenfositleri ile olan etkilesiminin
anlasilmas1 astim ve kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) gibi solunum yolu

hastaliklarinin anlasilmasina katkida bulunur (Aab ve ark., 2017).
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Periferik kan mononiikleer hiicrelerinin RV ile enfekte edilerek gerceklestirilen
baska bir ¢aligmada dogal 6ldiiriicii (NK- Natural Killer) hiicrelerin yiizey reseptorii
GARP araciligiyla transforme edici bliylime faktorii-beta (TGF-B) sunma yetenegi
tizerindeki etkisi aragtirilmistir. Bulgular, RV enfeksiyonunun, NK hiicrelerinin, viral
enfeksiyonlar sirasinda solunum yolundaki bagisiklik tepkileri icin etkileri olabilecek
GARP yoluyla TGF-p sunma yetenegini baskilayabildigini gostermistir (Krammer ve
ark., 2022).

Rhinoviruslar, bagisiklik hiicreleri ve epitelyal hiicreler {izerinde dogrudan
etkileri olmalarinin yani sira alerji ve astim semptomlarinin gelisimi ile iligkili Th2 tipi
bir yanit1 tesvik ederek konagin dogal ve edinilmis bagisiklik tepkilerini
diizenlemektedir (Pritchard ve ark., 2012). Bu durumun astim vb. solunum yolu
hastaliklarina sahip bireylerde RV enfeksiyonlarinin yiiksek insidansinda rol oynadigi
ve terapotiklerin  gelistirilmesi  noktasinda potansiyel hedef olabilecegi
diistiniilmektedir (Bryant, & Muehling, 2022).

IL-33’{in tip 2 inflamatuar yaniti indiikledigini varsayarak RV’nin astimin
patogenezindeki roliinii fare modeli kullanarak agiklayan calisma, astimi olan
bireylerin solunum yollarinda IL-33 ve tip 2 sitokinlerin (IL-4, IL-5 ve IL-13) RV
tarafindan indiiklendigini ve bu proteinlerin ifade seviyelerinin astimin siddeti ile
iligkili oldugunu bildirmistir. Ayrica insan bronsiyal epitel hiicrelerinde
gerceklestirilen in vitro RV enfeksiyonunun IL-33 iretimini onemli olglide
indiikledigini kesfetmislerdir. Insan bronsiyal epitel hiicrelerinden elde ettikleri {ist
stvimin T hiicreleri ve dogal lenfoid hiicreler tarafindan tip 2 sitokin iiretimini
indiikledigini ve bu durumun IL-33 reseptoriinii inhibe ettigi sonucuna varmislardir.
Bu sonuglar, IL-33"lin RV kaynakli astim alevlenmelerinde 6nemli bir araci oldugunu
ve sitokin hedeflemenin bu durum i¢in potansiyel terapotik stratejilere katkida
bulunacagini diisiindiiriir (Jackson ve ark., 2014).

Arastirmacilarin, RV16'ya maruz kalmadan once ve sonra hem saglikl
goniillilerde hem de KOAH’l1 olan hastalarda cesitli degiskenleri degerlendirdigi
caligmaya her iki grup icin 13’er goniillii dahil edilmistir. Nazal lavaj, balgam ve
bronkoalveoler lavajdaki (BAL) viral yiikiin yani sira klinik verileri (semptomlar gibi),
kan, balgam ve BAL'daki enflamatuar mediatorleri degerlendirilmistir. KOAH

grubunda goniilliilerin viral enfeksiyonu takiben saglikli gruba gore daha ciddi alt

12



solunum yolu semptomlari, hava akimi obstriiksiyonu ve inflamasyon (hem sistemik
hem de hava yollarinda) yasadigi kaydedilmistir. Ayrica KOAH grubunda viral yiikiin
daha fazla oldugu, BAL hiicrelerinin IFN {iretiminin bozuldugu bildirilmistir. Bu
durum KOAH’l bireylerin RV enfeksiyonlarina daha yatkin olabilecegini ve basarili
bir bagisiklik sistemi tepkisi olusturma kapasitelerinin zayiflamig olabilecegini
diistindiiriir (Mallia ve ark., 2011).

Basta RV’ler olmak iizere solunum yollarin1 enfekte eden viriisler KOAH
alevlenmeleriyle iliskili olsa da virtislerin tetikleyici rollerine iligskin tartismalar devam
etmektedir. Deneysel enfeksiyonlar lizerine yapilan ¢aligmalar, viral kaynakli
alevlenmelerin ardindaki mekanizmalara iliskin bilgi birikimini biiylik o6l¢iide
ilerletmis ve viriis enfeksiyonu ile KOAH alevlenmeleri arasindaki iliskiyi destekleyen
onemli yeni veriler eklemistir (Cafferkey, Coultas, & Mallia, 2020).

Rhinoviruslarin alt solunum yollar1 enfeksiyonlarina yol a¢tigina dair kanitlar
her gecen giin artmaktadir. RV replikasyonunun daha disiik sicakliklarda en iyi
oldugunu ve daha yiiksek sicakliklarda azaldigini 6ne siiren ¢aligmalar olsa da RV
enfeksiyonlarini astim alevlenmelerine baglayan klinik calismalar, arastirmacilar
RV'lerin sicaklik hassasiyetini yeniden incelemeye sevk etmistir. RV 1b, 2, 7, 9, 14,
16, 41 ve 70 alt tipleri, Ohio-HeLa hiicreleri kullanilarak 33°C ve 37°C'de
kiiltiirlendiginde sekiz farkli RV alt tipinin replikasyon yetenekleri arasinda yalnizca
kiigtik farkliliklar oldugu ve ayn1 zamanda tiim RV alt tiplerinin 37°C'de yiiksek viriis
titreleri sergiledigi bildirilmistir (Papadopoulos, Sanderson, Hunter, & Johnston,
1999).

Rhinovirus enfeksiyonunun patogenezi bulgular 1s1ginda kapsamli bir sekilde
arastirtlmaktadir. Bu aragtirmalar, RV nin bagisiklik sistemini nasil etkilediginin yani
sira enfekte hiicrelerin nasil tepki verdigini netlestirmeye yardimci olacaktir. Son
arastirmalar, semptomlar1 tedavi etmek ve Onlemek i¢in yeni terapdtiklerin
gelistirilmesini tesvik etmektedir. Bu arastirmalarin sonuglar1 diger solunum yolu

hastaliklarinin anlagilmasi ve yonetimi i¢in de etkili olabilir.
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2.2.4.2 Bagisik Yanit

Rhinovirus enfeksiyonuna karsi olusturulan bagisiklik tepkisinde dogal ve
edinilmis bagisiklik mekanizmalar1 gorev alir.

Bir RV enfeksiyonuna kars1 ilk savunma hatt1 dogal bagisiklik sistemidir. Toll
benzeri reseptorler (TLR'ler), RIG-I benzeri reseptorler (RLR'ler) ve niikleotid
baglayici oligomerizasyon alani (NOD) benzeri reseptorler (NLR'ler) gibi patojen
tanima reseptorleri (PRR'ler), konak hiicrenin RV’yi tanimasini saglar (Royston, &
Tapparel, 2016). Akciger epitel hiicrelerinin dogal bagisiklik tepkisinin RV6 alt tipini
spesifik olarak nasil tanidigini arastiran ¢alismada Toll benzeri reseptorlerin (TLR'ler),
enfeksiyonun erken evrelerinde RV6’nin taninmasinda onemli rol oynadig
kesfedilmistir. Bununla birlikte farkli TLR'ler, ¢esitli RV6 bilesenleri taniyabilir ve
viriis replike oldugunda ve ¢ift sarmalli RNA {irettiginde, tip I interferon (IFN)
inflamatuar yanitina MDA-5 olarak bilinen farkli bir reseptor aracilik eder. RV6
kapsid, TLR2 tarafindan taninirken, viral genom, hiicreye tek sarmalli RNA olarak
girdiginde TLR7 ve TLRS tarafindan taninir. Tip I IFN yanit1, viriis ¢ift sarmalli RNA
tirettiinde MDA-5 tarafindan saglanir. RV'nin neden oldugu soguk alginligi, farkli
TLR’ler ve MDA-5'in aktivasyonu ve bunlarin agir1 ifadesi ile tetiklenen gii¢lii bir
inflamatuar yanit ile karakterize edilir (Triantafilou ve ark., 2011).

Major grup RV’ler konak hiicre yiizeyindeki ICAM-1 reseptoriine baglanarak
hiicreyi enfekte eder; bu CXCL10 dahil kemokinler olmak iizere bagisiklik tepkisi ile
ilgili molekiillerin olusmasia neden olan bir dizi sinyali harekete gecirir (Korpi-
Steiner ve ark., 2010). Viral genom konak hiicre sitoplazmasina salindiktan sonra
hiicrenin TLR'leri, retinoik asitle indiiklenebilir gen-I-benzeri reseptorleri (RLR'ler)
ve PRR’leri tarafindan taninir. Viriisiin genomunda bulunan paternler olan "Patojenle
iligkili molekiiler paternler" (PAMP'ler) bu reseptdrler tarafindan taninir. Bu, hiicrenin
antiviral savunmasin etkinlestiren sinyal yollarini harekete gecirir. TLR'ler, endozom
ad1 verilen hiicresel bolmelerde bulunan bir PRR sinifidir. TLR-3, 7 ve 8, RV'lerin
taninmasinda énemli bir rol oynar ve tek ve c¢ift sarmalli RNA (dsRNA) dahil olmak
tizere ¢esitli viral RNA tiplerini saptama yetenegine sahiptir (Hatchwell ve ark., 2015;
Saito, T., & Gale, 2008). Viral replikasyon oncesinde bile hiicrenin yiizey proteini
TLR-2, viral kapsidin tizerindeki spesifik molekiilleri taniyabilir. Viral RNA'y1 tespit
edebilen bagka bir PRR smifi RLR'lerdir. RIG-I, MDA-5 ve LGP-2 bunlardan
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birkagidir. Ek olarak, bu reseptorler, bagisiklik sisteminin virlise karsi savunmasini
etkinlestirmede rol oynar (Slater, 2010).

Edinilmis bagisiklik sistemi, patojenin yiizeyindeki belirli antijenleri taniyan T
hiicreleri ve B hiicreleri gibi bagisiklik hiicreleri tarafindan, patojeni hedefleyen
antikorlarin ve diger bagisiklik molekiillerinin olusturulmasini kapsar. Edinilmis
bagisik yanitinin 6zgiilligi ve hafizasi, gelecekte yeniden ortaya ¢ikmast durumunda
bir hastaligi daha hizli tanimlayip tepki vermesini saglar. RV enfeksiyonlari ile
edinilmis bagisik yanmit arasindaki iliskiyi arastiran ¢ok sayida calisma vardir. T
hiicreleri, sitotoksik ve antikor aracili bagisiklik tepkilerini baslatan viral antijenleri
tanimlayarak antiviral bagisiklifi destekler. Bronsiyal epitel hiicrelerinde RV
enfeksiyonuna karsi bagisiklik tepkisinin arastirildigi calismada, enfekte hiicrelerin
yanit olarak yiiksek miktarlarda IP-10 (Interferon gama kaynakli protein 10),
RANTES ve IL-6 ve daha az miktarlarda IL-8 ve TNF- salgiladiklari dogrulanmistir
(Wark ve ark., 2007). RV enfeksiyonunu takiben miktarlari artan IFN-y ve TNF-a
sitokinlerine tepki olarak bronsiyal epitel hiicreleri, monositler, lenfositler, notrofiller
ve NK (Natural Killer) hiicreler, bir kemokin olan IP-10"u iiretir. Saglikli bireylerden
alinan hafiza CD4+ T hiicrelerinin korunmus RV kapsid protein epitoplarini tanidigini
bildiren ¢aligma, bu hiicrelerin RV enfeksiyonuna kars1 bagisik yanitta oynadig kritik
rolii gostermistir. CD4+ T hiicrelerinin deneysel bir RV enfeksiyonuna hizli tepki
verme yetenegi, bunlarin gercek bir enfeksiyona karsi ilk bagisiklik tepkisi i¢in ¢ok
onemli olma olasiligini artirir (Muehling ve ark., 2016). Bagisiklik hiicrelerinin RV
enfeksiyonuna karst ne Olglide savunabilecegini kesfetmek ve asi gelistirme

siireclerinde en verimli hedefleri belirlemek i¢in daha fazla ¢alisma gereklidir.

2.2.5 RV Inkiibasyonu ve Bulas

Rhinovirus inkiibasyon siiresi tipik olarak 1-4 giin arasindan degisir ve genel
olarak 2-3 giinliik bir siireyi kapsar. RV nin tiikiiriik veya mukus gibi solunum salgilari
yoluyla bulagsma olasiliginin en yiiksek oldugu zaman viral sagilmanin zirve yaptigi
zamanlardir. Bu tipik olarak enfeksiyondan 2-4 giin sonra ortaya ¢ikar ve 7-10 giin
veya l¢ haftaya kadar da devam edebilir (Allan, & Arroll, 2014). Astim, alerji gibi
atopik durumlar1 olan bireyler yetersiz viral temizlige sahip olabilir yani diger

insanlardan daha uzun siire enfekte olabilirler (Gern, Vrtis, Grindle, Swenson, &
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Busse, 2000). Bu siire akut astim alevlenmelerinde alt1 haftay1 dahi bulabilir (Kling ve
ark., 2005).

Rhinoviruslar enfekte birey oksiirdiigiinde, hapsirdiginda, konustugunda veya
nefes aldiginda, baskin bulas yolu olan solunum damlaciklar1 ve mikro damlaciklar
yoluyla yayilir. Bununla birlikte, enfeksiyonun yayilmasi, enfekte olmayan biri kap1
kollari, tezgahlar ve oyuncaklar gibi kontamine yiizeylere veya nesnelere dokunduktan
sonra agzina, burnuna veya gozlerine dokundugunda da gergeklesebilir (Savolainen-
Kopra ve ark., 2012). Yiizeyleri kontamine eden RV’lerin, kontaminasyondan 18 saat
sonra bile bireylerin olagan giinliik aktiviteleri sirasinda bulasa sebep olabilecegi

bilinmektedir (Winther, McCue, Ashe, Rubino, & Hendley, 2007).

2.3 RV Molekiiler Epidemiyolojisi ve Enfeksiyonlarmin Klinigi

2.3.1 Mevsimsel Dagilim Modlar: ve Kiiresel Yayilim

Diinyada ¢apinda goriilen tiim solunum yolu enfeksiyonlarinin %30 ila %70’1
RV kaynaklidir. “Soguk alginlig1 viriisii” olarak da adlandirilan RV’ler, yilin farkli
mevsimlerinde zirve yaptigi bir dolasim modeline sahiptir (Price, 1956; Price,
Graham, & Ramalingam, 2019). RV enfeksiyonlarinin insidansi, spesifik olarak
Eyliil’den Kasim’a kadar sonbaharin baglarinda ve yine Mart’tan Mayis’a kadar
ilkbaharda olmak iizere mevsimsel olarak yil boyunca iki kez zirve yapar. Soguk
alginlig1 semptomlarinin %80’e varan oran1 bu yiiksek insidans donemlerinde bilinen
bir RV enfeksiyonu ile iliskili olabilir (Turner, 2007). RV’lerin kiiresel yayilimi
spesifik bir cografi bolge veya herhangi bir iilke ve toplulukla smirli degildir. italya,
Hollanda gibi Avrupa iilkelerinde (Giardina, ve ark., 2022; van der Linden ve ark.,
2016); Cin, Tayland gibi Asya iilkelerinde (Fry ve ark., 2011; Lu ve ark., 2014); Mali,
Giiney Afrika, Zambiya gibi Afrika iilkelerinde (Baillie ve ark., 2019) ve Amerika
Birlesik Devleri (ABD)’nde (Chow ve ark., 2022; Jacobs ve ark., 2015) yapilan RV
epidemiyoloji calismalar1 bunu kanitlar niteliktedir. RV’ler diinya capinda farklh
bolgelerde, farkli mevsimlerde ve siklikta goriiliir. Cografi bolgelerin ve dolayisiyla
iklim kosullarinin farkliligi ve nem sicaklik, hava durumu gibi mevsimsel degiskenler

bu durumu agiklar (Moriyama, Hugentobler, & lwasaki, 2020).
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Rhinoviruslarin ~ genetik  ¢esitliligini  ve evrimini ortaya koymak,
enfeksiyonlarmin tiirler arasi klinik 6zelliklerini belirlemek amaciyla epidemiyolojik
acidan ¢ok sayida molekiiler ¢alisma yapilmistir ve halen yapilmaktadir. 2013-2014
yillar1 aras1 Japonya’da bir ¢ocuk hastanesinde yapilan, tiim solunum yolu viriislerinin
insidansina yonelik calismada RV’ler, diger ajanlar arasinda en sik tespit edilendir.
Dizi analizi sonuglarina gore; RV-C’nin ¢ogunlukla kisin, RV-A’nin yil boyu, RV-
B’nin ise az sayida tespitinden dolay1 mevsimselliginin belirlenemedigi bildirilmistir
(Morikawa ve ark., 2015). Daha uzun bir zaman dilimini kapsayan benzer ¢alisma
Sanghay’da 2012-2020 yillar1 arasinda RV’lerin her yil, y1l boyu dolagimda oldugunu,
RV-A’nin baskin tiir oldugunu ve en sik sonbaharda ardindan yaz, kis ve ilkbaharda
tespit edildigini bildirmistir (Jiang, 2022). RV’lerin y1l boyu dolastigini bildiren farkli
bir ¢calisma Amsterdam’da 2007-2012 yillarim1 kapsamaktadir. Baskin tiir olan RV-
A’y1 RV-C’nin takip ettigi ve son olarak RV-B’nin az da olsa dolasimda oldugu tespit
edilmistir. En sik tespit edilen RV alt tipleri RV-C2’nin ve RV-A78’in her yil benzer
bir sekilde sonbahar-kis aylarinda dolastig1 bildirilmistir. Bunlar diginda RV-A12, RV-
Al101, RV-B104, RV-C16 ve RV-C43 alt tiplerinin digerlerine gore daha yiiksek
siklikta tespit edildigi gosterilmistir (van der Linden ve ark., 2016). RV’lerin, solunum
yolu etkeni olan viral ajanlarla yapilan uzun siireli ¢alismalarda en sik tespit edilen
viriis oldugu aciktir. Tanzaya’da sekiz aylik zaman dilimini kapsayan epidemiyoloji
calismasinda pek cok calismaya benzer olarak RV-A baskin tiirdiir. Bunu RV-C ve
RV-B sirasiyla izlemistir. Baskin alt tiirler tespit edilmekle birlikte cok sayida alt tiiriin
dolagimi kaydedilmistir. Haziran-Agustos aylar1 arasi siklig1 zirve yapan RV’lerin
bolgedeki uzun siiren yagisli mevsimin sonunda ve kurak mevsimin baslangicinda
dolagimda oldugu goriilmektedir (L'Huillier ve ark., 2015).

Arjantin’de iki yil boyunca izlenmis olan RV dolagimimin her iki yilinin
tamaminda gergeklestigi ve bahar aylarinin baslangicinda zirve yaptigi bildirilmistir.
Bununla birlikte RV-A ve RV-C tiirlerinin her iki yilin tamaminda tespit edildigi ve
RV-A’nin baskin tiir oldugu belirlenmistir (Marcone, Culasso, Carballal, Campos, &
Echavarria, 2014). [liman iklim bolgelerinden bildirilen sonuglara benzer olan diger
calisma da Giiney Brezilya’da yapilmistir. RV’lerin 2012°de c¢ogunlukla Mayis-
Agustos aylar1 aras1 dolastigini ve Agustos’ta zirve yaptigini, 2013 te ise Mayis ayinda

zirve yaptigini ve cogunlukla Mart-Mayis aylar arasinda dolastigini bildirmistir
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(Leotte ve ark., 2017). Yine Brezilya’da yapilan bir ¢alismada RV’lerin kurak
mevsimin sonunda, Kasim-Aralik aylar arasinda zirve yaptigi kaydedilmistir (Lopes
ve ark., 2020). Her iki ¢alismanin bulgular kurak ve yagisli donemlerindeki kiigiik
farkliliklara ragmen benzerdir. RV’lerin dolasiminin benzer iklim 6zelliklerine sahip
bu bolgelerde kurak mevsimlerde oldugu sdylenebilir.

RV-A’nin baskin tiir olarak kaydedildigi yukarida bahsedilen g¢alismalarin
aksine RV-C’nin baskin tiir oldugunu tespit eden galismalar da bulunmaktadir.
Bunlardan biri hastanede yatan 14 yasin altindaki ¢ocuklarin dahil edildigi
Guangzhou, Cin’de gerceklestirilendir. Bir yildan uzun bir siire boyunca toplanan
orneklerin higbirinde RV-B tespit edilmemistir (Li ve ark., 2021). Ug yillik verileri
iceren ve RV-C’nin baskin tiir olarak belirlendigi bir diger ¢alisma da Cin’de
yapilmistir. RV-C’nin Kasim ve Nisan, RV-A’nin Eyliil ve Subat aylarinda daha sik
goriildiigii; RV dolasiminin siklikla sonbaharda gercgeklestigi, onu takip eden ilkbahar
ve yazin sikliginin oldukga yakin oldugu ve kis mevsimindeki dolasim sikliginin diger
mevsimlere oranla diisik oldugu bildirilerek calismanin subtropikal bolgede
gerceklestirildigine dikkat ¢ekilmistir (Zheng ve ark., 2018).

Rhinoviruslarin 6zellikle ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde siklasan
enfeksiyon insidanslart ile iliskili olduguna dair ¢ok sayida ¢alisma vardir. Fakat RV
viriilansi kig aylarinda daha fazladir (Civljak ve ark., 2019; Lee ve ark., 2012).

Yogun bakim iinitesinde yatan yetiskin hastalardan ii¢ yil siireyle alinan
orneklerden tespit edilen RV ’lerin yarisinin yaz ayinda, kalanlarin ¢ogunun kis ayinda
dolasima girdigini ve bunu yaz ayimin takip ettigini bildiren Hong Kong’daki ¢alisma,
Ekim ve Kasim aylarinda yani sonbaharda hi¢bir RV pozitifligi kaydetmemistir (To
ve ark., 2016). Hong Kong’daki, orneklerinin ¢ogunun yatan ¢ocuk hastalara ait
oldugu diger bir ¢aligma ise RV’lerin dolagiminin ¢ogunlukla sonbahar ve onu takip
eden kis aylarinda oldugunu bildirmistir (Lau ve ark., 2009). Calismalarin sonuglar
birbirleriyle ¢elismektedir. ilk ¢alisma drneklerini bir y1l boyunca (2004-2005), ikinci
caligma ise ii¢ y1l boyunca (2011-2013) toplamistir. Olas1 sebepler; ¢ogunlukla farkli
hasta gruplartyla ve farkli siireler boyunca toplanan, farkli sayida hasta gruplartyla
calismalari olabilir.

Rhinoviruslarin mevsimsel dagilimimni etkileyen ¢ok sayida parametre vardir.

Bunlar; sicaklik ve nemdeki farkliliklar, havalarin sogumasiyla birlikte kapali
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alanlardaki kalabalik artis1 ve yakin temas, kuru hava ve bagisiklik sistemindeki
zayifliklar sebebiyle kis aylarinda solunum yollarindaki duyarlilik artist olarak

siralanabilir (Moriyama ve ark., 2020).

2.3.2. RV Klinigi

Soguk alginlig1 ve iligkili semptomlar gdsteren bireylerden izole edilen RV ler,
60 yil1 agkin bir siiredir taninmaktadir (Price, 1956). RV’ler, uzun yillar hafif siddette
hastaliklara sebep oldugu gerekgesiyle goz ardi edilseler de molekiiler tabanli
yontemlerin gelisimini takiben, simdilik son RV tiirii, RV-C’nin kesfi ve orta veya agir
siddette seyreden solunum yolu hastaliklariyla iligkilendirildikge ilgi odagi olmustur.

Rhinovirus enfeksiyonlarinin klinik seyri, etkilenen bireyin yasina, enfeksiyon
bolgesine ve bagisiklik durumuna gore degiskenlik gosterebilir. RV’lerin ana
rezervuarinin ¢ocuklar oldugu diisiiniilmektedir. Yetigkinler yilda 2-3 kez enfekte
olurken ¢ocuklarda bu say1 8-12 arasinda degismektedir (Royston, & Tapparel, 2016).

Temelde bir grup tist ve alt solunum yolu enfeksiyonu i¢in genel bir tanim olan
RV enfeksiyonunda, oksiirlik, bogaz agrisi, hapsirma, halsizlik, ates, bas agrisi, burun
akintisi, istahsizlik gibi semptomlar tipiktir (DeGeorge, Ring, & Dalrymple, 2019).
Cogunlukla st solunum yollarinda krup, orta kulak iltihab1 gibi hastaliklara sebep
oldugu bilinse de alt solunum yollarin1 yadsinamayacak derecede etkiledigi ve kronik
akciger hastaliklarini alevlendirdigi bilinmektedir (Peltola ve ark., 2008).

Rhinovirus tiirlerinin sebep oldugu klinik durumlara dair kesin olmamakla
birlikte ¢ok sayida calisma ve goriis vardir. Ozellikle cocuklar ve bebekler iizerinde
yapilan caligmalar dikkat c¢ekicidir. Bir yil boyunca takip edilen bebeklerin dahil
edildigi ¢alismada RV-A ve RV-C tiirlerinin bebeklerde daha siddetli solunum yolu
hastaligina sebep oldugu bildirilmistir (Lee ve ark., 2012). Sahra Alt1 Afrika’sinda, 1-
59 ay arasinda siddetli/¢ok siddetli pndmoni tanisiyla hastaneye yatan gocuklarin dahil
edildigi calisma, RV-A’nin kiiciik cocuklarda yaygin oldugunu, RV-C’yle
kiyaslandiginda daha siddetli hastalik tablosuyla iliskili oldugunu, RV-C’nin ise daha
biiyiik gocuklarda hisilti tanisiyla yaygin oldugunu bildirmistir (Baillie ve ark., 2019).
Urdiin’de akut solunum yolu enfeksiyonu (ASYE) veya atesle yatan 5 yasin altindaki
cocuklarin dahil edildigi ¢calisma RV-C’yi hisiltiyla ve siddetli hastalik tablosuyla
iliskilendirmistir (Miller ve ark., 2009). Vietnam’da yetimhanede yasayan 6 aydan
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kiigiik, siddetli ASYE olan bebeklerin dahil edildigi c¢alismada RV’lerin 6liime
sebebiyet verecek siddetli pndmoniye yol agtigi bildirilmistir (Hai ve ark., 2012). RV-
C’nin sebep oldugu enfeksiyonun ¢ocuklar arasinda daha yaygin fakat yetiskinlerde
siddetli hastalik tablosuyla iligkili oldugunu ileri siiren ¢aligmalar da vardir (Lau ve
ark., 2009).

2007-2010 yillar1 arasinda 11 Avrupa iilkesinin dahil oldugu ASYE olan
yetigkinler ve asemptomatik kontrol grubu iizerinde yiiriitiilen ¢alismada, RV-B ve
RV-C ile karsilastirildiginda, RV-A ile iliskili ASYE'nin yetiskinlerde ¢cok daha
yaygin oldugunu, ancak RV-B enfeksiyonlarinin daha siklikla asemptomatik oldugunu
bildirmislerdir (Zlateva ve ark., 2020).

Rhinovirus tiirleri ile viral yiik arasinda iliski kurulabilir. Yatan g¢ocuk
hastalarda yapilan bir ¢alisma RV-C viral yiikiiniin RV-A’dan daha yiiksek oldugunu
bildirmis ve ayni1 zamanda RV-C ile enfekte olan hastalarin semptomlarinin daha
siddetli oldugunu kaydetmistir (Li ve ark., 2021).

Astim alevlenmeleriyle iligkilendirilen RV’lerin, en sik tespit edilen viral ajan
oldugunu bildiren ¢ok sayida ¢alisma vardir. 2-16 yas arasinda acil servise bagvuran,
cogunlugunun orta veya siddetli astima sahip oldugu ¢ocuklarin dahil edildigi
calismada, viral ajanlar arasinda en sik (%87,5) RV’ler saptanmistir. RV-C’nin astim
alevlenmeleriyle iligkili oldugu bildirilmistir (Bizzintino ve ark., 2011). RV-C’nin
asttim alevlenmelerinde en sik rastlanan viral ajan oldugunu bildiren diger bir
caligmada ise RV-A yiiksek viral yiikii, astim alevlenmeleriyle iligkilendirilirken RV-
C viral yiikii ve hastalik siddeti arasinda bir korelasyon olmadigi bildirilmistir (Zheng
ve ark., 2018). Almanya’da ¢ocuklarin dahil edildigi yakin tarihli bir ¢alisma, RV-A’y1
yiiksek ates ve daha sik pnomoni tanisiyla ile iliskilendirmistir. En yiiksek ko-
enfeksiyon oraninin RV-A ile enfekte ¢cocuklarda goriildiigii bildirilmistir. RV-C’nin
asttimi olan c¢ocuklar arasinda daha sik goriildiigii, normal viicut sicakligiyla
karakterize oldugu ve brosiyolit ile iliskilendirildigi bildirilmistir (Neugebauer, Bergs,
Liebert, & Honemann, 2022). 6 yasindan kii¢iik ¢ocuklarin dahil edildigi c¢alisma,
RV’lerin en sik tespit edilen ve ko-enfeksiyonun en sik oldugu solunum yolu patojeni
oldugunu bildirmistir. Ko-enfeksiyonda (%8,5) en sik goriilen tanilarin bronsiolit
(%55) ve pnomoni (%13) oldugu kaydedilmistir. ASYE’ye neden olan RV’lerin
hastane yatiglarinin nedenselligini acikladigi goriilmiistiir. RV-A ve RV-C igin klinik
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verilerin benzer oldugu, RV-B’nin az siklikta tespit edildigi bildirilmistir (Marcone ve
ark., 2014).

Yetiskinlerde ve cocuklarda kronik akciger hastaliklarin1 alevlendirdigi
saptanan RV’ler, astim ve KOAH ile kistik fibroz (KF) tanis1 konan bireylerde dikkat
ceker.

Akciger hava yollarinin sigara igmek gibi faktorler sebebiyle kronik olarak
daralmas1 ve tahribatt KOAH olarak adlandirilir. KOAH’I1 bireyler solunum yolu
enfeksiyonlarina kars1 daha yiiksek duyarliliga sahiptir (Edwards, Ritchie, & Johnston,
2019). Deneysel RV enfeksiyonlarinin KOAH alevlenmelerini tetikledigini bildiren
calismalar vardir (Mallia ve ark., 2011). Londra’da gergeklestirilen, ilk kez dogal
olarak olusan KOAH alevlenmelerindeki RV prevalansini inceleyen ¢alisma stabil
durumdaki hastalara goére anlamli derecede yiiksek oldugunu ve RV enfeksiyonu ile
ikincil bakteriyel enfeksiyon arasinda iliski oldugunu bildirmislerdir (George ve ark.,
2014). RV ile ikincil bakteriyel enfeksiyon arasindaki iligkiyi inceleyen, orta-giddetli
KOAH’l1 hastalarda yapilan ¢alisma RV’lere eslik eden en sik rastlanan etkenin
Haemophilus influenzae oldugunu bildirmistir (Wilkinson ve ark., 2006).

Kistik fibroz kalitsal bir hastaliktir ve mukus, ter gibi viicut sivilarinin yapisini
etkiler. Bu sivilar saglikli bireylerde kaygandir fakat KF’li hastalarda kalinlasir ve
tikanikliklara sebep olur (Ratjen, & Doring, 2003). En sik akcigerleri etkileyen bu
durum tekrar eden solunum yolu hastaliklarina yol agar (Edwards ve ark., 2019). KF’li
cocuklardan alian burun siirlintiileri ve balgam 6rnekleriyle yapilan ¢alismada, viral
ajanlar solunum alevlenmeleriyle iliskilendirilmistir. En sik saptanan Influenza A ve
B’yi RV’lerin takip ettigi bildirilmistir (Wat ve ark., 2008). Avustralya’da KF’li
cocuklarin {ist ve alt solunum yolu 6rnekleri (nazal siiriintii, orofaringeal siiksiyon,
balgam ve bronkoalveoler yikamalar) RV i¢in test edilmistir. Cocuklarin yarisindan
¢ogunu enfekte eden viral ajanin RV oldugu bildirilmistir. RV’nin, solunum
alevlenmesi yasayan 5 yasin altindaki ¢ocuklarin %43’{inde, daha biiyiik ¢cocuklarin
%12’sinde tespit edildigi bildirilmistir (Stelzer-Braid ve ark., 2017). Brezilya’da KF’li
cocuklarda yapilan ¢alismada solunum yolu 6rneklerinde en sik tespit edilen viral
ajanin RV oldugu, RV-C’nin solunum alevlenmeleriyle iliskilendirildigi bildirilmistir

(de Almeida ve ark., 2010). Fransa’da KF’li erigskin hastalarda yapilan ¢alismada, en
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stk tespit edilen solunum yolu viral ajani olan RV’ler solunum alevlenmeleriyle
iliskilendirilmistir (Goffard ve ark., 2014).

Yash bireyler ve Human Immunodeficiency Virus (HIV) ile enfekte veya
kemoterapi gorenler gibi bagisikligi baskilanmis olanlar RV’lerin etkiledigi gruplar
arasindadir (Jacobs ve ark., 2013). Belirgin klinik semptomlar olmaksizin solunum
giicliigii yasayan yasl hastalardan alinan 6rneklerden en sik saptanan solunum yolu
viral ajan1 RV’lerdir (Pierangeli ve ark., 2011). Yash hastalarda tespit edilen RV’ler
ylksek morbitide ve mortalite oranlariyla da iliskilendirilmistir (Hung ve ark., 2017).
RV enfeksiyonu bagisikligi baskilanmis hastalarda saglikli bireylere oranla daha
siddetli seyredebilir ve hatta yasami tehdit edebilir (Cohen ve ark., 2015).
Antiretroviral tedavi goren 51 yasindaki HIV’li hastay1 bildiren olgu sunumunda saf
RV pnomonisi tanis1 konuldugu bildirilmistir (Haranaga, Kinjo, Tateyama, & Fujita,
2014). Akut solunum yetmezligi sebebiyle yogun bakima alinan, ¢ogunlugunun
antiretroviral tedavi gordiigii yetiskin HIV’li hastalarin dahil edildigi ¢alismada,
solunum yolu viral patojenleri arasinda en sik RV tespit edilmistir. RV prevalansinin
CD4 lenfosit sayist 200 hiicre/ul'nin altinda olan hastalarda en yiiksek oldugu
bildirilmistir (Elabbadi ve ark., 2020). RV’ler, Hematolojik Malignitesi (HM) olan
hastalarda ASYE ile iliskilendirilmistir. Tiirlerden en sik rastlanan RV-A’y1 RV-C’nin
takip ettigi ve tipik olarak RV-B’nin en az siklikta tespit edildigi bildirilmistir. RV-
Al, RV-A44 ve RV-B42 alt tiirlerinin en sik dolasimda olanlar oldugunu
vurgulamislardir. 30 giinliik takip siiresince mortalite oraninin %25, solunum yolu ile
iligkili mortalite oraninin %16 oldugu kaydedilmistir. Solunum yolu iligkili
mortalitenin, RV kaynakli ASYE’si olanlarda daha sik oldugu gozlenmistir (Jacobs ve
ark., 2015).

Rhinovirus enfeksiyonlarinin ¢ogu halka agik alanlardan bulasir. Ancak son
zamanlarda saglik personelini ve hastalar1 etkileyen hastane kaynakli salginlar da

bildirilmistir (Vandini, Biagi, Fischer, & Lanari, 2019).
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2.4 RV Tespiti ve Karakterizasyonu i¢in Laboratuvar Yontemleri

2.4.1 Ornek Toplama ve isleme Yontemleri

Laboratuvar yontemlerinin ilk adimi olan 6rnek toplama ve isleme, RV’lerin
dogru bir sekilde tespit edilmesinde 6nemli rol oynar. Giivenilir verilerin elde edilmesi
icin uygun Orneklerin se¢imi ve bu orneklerin usuliine uygun sekilde alinmasi ve
islenmesi kritiktir. Semptomlarin baslamasini takiben uygun olan en kisa zamanda
ornekler alinarak laboratuvara ulastirilmalidir. RV’ler, semptomlarin baglamasindan
birkag giin once ve semptomlar bagladiktan sonraki 6 giin boyunca tespit edilebilse de
viral yiik enfeksiyon sonrasindaki ilk 2 giin boyunca en yiiksek seviyededir (Jorgensen
& Pfaller, 2015). Orofaringeal ve nazofaringeal siirlintiiler, nazal aspiratlar {ist
solunum yollarindaki viriisii tespit etmek i¢in alinan 6rneklerdir. Alt solunum yollar
icin ise BAL, balgam, trakeal aspirat gibi 6rnekler alinir. Alinan 6rneklerdeki viral
ajanin aktivitesini koruyabilmek i¢in 6rnekler, steril bir viral tasima ortamina (VIM)
yerlestirilir. VTM’ler, bakteri, mantar gibi mikroorganizmalarin ¢ogalmasini
engelleyen antimikrobiyal ajanlar ve tamponlar igerir. Herhangi baska bir yere nakli
so6z konusu oldugunda ornekler, -70 °C’de dondurularak disariyla 1s1 aligverisi

minimum olan ve kuru buz i¢eren kopiik kutularla tasinmalidir (Jacobs ve ark., 2013).

2.4.2 Kiiltiir Tabanh Virolojik Yontemler

Viral kiiltiir, enfeksiy6z viral ajanlari cogaltmak ve izole etmek i¢in kullanilan
yontemlerden biridir. RV’lerin kiiltiirde ¢ogalmasini saglamak icin spesifik kosullar
ve kiiltiir ortami gereklidir. Ortam, kiiltiiri yapilan hiicrelerin biiylimesine ve
virislerin ¢ogalmasia imkan verecek gerekli besin ve faktorleri igerir. Viral ajani
icerdigi diislintilen ornek, ilgili kiiltiirdeki hiicreler ile muamele edilerek enfeksiyon
gergeklestirilir.

Rhinovirusun ilk izolasyonlari 1950’lerin sonlarinda iki farkli laboratuvar
grubu tarafindan bildirilmistir. RV’lerin hiicreye giris yerlerinden biri olan burnun
sicaklik ve pH kosullariyla eslesen kiiltiir sistemleri gelistirmislerdir. Ik ¢alisma
izolasyonu maymun bobrek hiicrelerini kullanarak gergeklestirmistir (Pelon ve ark.,

1957; Price, 1956). Soguk alginligina dair yapilan ilk ¢alismalarda viriisiin 33°C’de
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daha iyi ¢cogaldig: belirlenmesine ragmen ilerleyen yillarda bazi durumlarda 37°C’de
daha iyi ya da ayni etkinlikte ¢ogaldig1 tespit edilmistir (Behbehani, & Lee, 1964;
Foxman ve ark., 2015). Kiiltiirde olusturulan ilk insan hiicre hatt1 HeLa (Henrietta
Lacks), 1951°de rahim agz1 kanserinden Glen bir hastanin tiimor hiicrelerinden elde
edilmistir (Landry ve ark., 2013). Bugiin hala ¢ok sayida molekiiler ¢alisma igin
kullanilan HeLa hiicre hatlari, RV’lerin virolojik 6zelliklerine yonelik ¢alismalarda
kullanilmaktadir. HeLa hiicrelerine benzer sekilde modifiye edilmis farkli hiicre
hatlar1 da vardir. Tim bu hiicrelerin kaynagi solunum yolu epitel hiicreleridir
(Amineva, Aminev, Gern, & Palmenberg, 2011). RV’lerin asidik ortamlarda stabil
olmadiklar1 bilinmektedir (Jorgensen ve ark., 2015). Kiiltiir ortami bu durum dikkate
alinarak ndtr pH degerinde sabitlenir. insan doku kiiltiirlerinde daha iyi cogaldig
bilinen RV’ler, embriyonik akciger fibroblast hiicre hatlarindan da izole edilebilir
(Arruda, Crump, Rollins, Ohlin, & Hayden, 1996).

Rhinoviruslarin izolasyonu sabir ve ¢aba gerektir. RV-C, molekiiler yontemler
araciligiyla kesfedilmistir ve sonrasinda kiiltiirlenmeleri zaman almistir (Lee ve ark.,
2007). Siniis mukozasinin organ kiiltiirii kullanilarak ilk kez ¢ogaltilmigtir (Bochkov
ve ark., 2011).

2.4.3 Molekiiler Tabanh Yontemler

Molekiiler tabanli yontemlerin gelisimini takiben RV’lerin virolojik ve
epidemiyolojik Ozelliklerine dair ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu c¢alismalarin
verileri RV’lerin basit bir soguk alginlig1 etkeni olmadigini dogrulamistir.

Molekiiler tabanli yontemlerin gelisimi, 1953°te ¢ift sarmal DNA nin kesfiyle
baglamistir (Watson, & Crick, 1953). Ardindan kesfedilen DNA polimeraz, DNA
replikasyonunun nasil gerceklestiginin anlasilmasini saglamistir. Bu kesifler, 1977°de
Sanger dideoksi dongii dizileme, 1980’lerde de Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR
‘Polimerase Chain Reaction’) olarak bilinen tekniklerin gelistirilmesine zemin
hazirlamigtir. Reverse Transkriptaz PCR (RT-PCR) ve real-time PCR (r-PCR)
tekniklerinin tanitilmasiyla viral genomun (RNA) es zamanli cDNA’ya
(complementer DNA) c¢evrimi ve amplifikasyonuna olanak saglanmistir (Heid,
Stevens, Livak, & Williams, 1996). PCR tekniginin RV’lerin analizi ig¢in kullanimi

1980’lerin sonunu bulmustur (Torgersen, Skern, & Blaas, 1989). insan genomuyla
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capraz reaksiyon gostermesi nedeniyle bu calismalarin verilerinin dizi analiziyle
dogrulanmasi gerekmektedir. Yapilan ilk caligsmalar, viriisiin evrimsel agidan yiiksek
oranda korunmus 5’ UTR bolgesini hedefleyerek tiplendirme yapmistir. Ancak bu
bolge EV’ler arasinda da korunmus oldugundan birbirlerinden ayirt etmeyi
zorlastirmistir (Hyypid ve ark., 1998). Bu sorunu ¢ézmek igin ¢esitli yaklagimlar
gelistirilmistir. Amplikonlarin, Restriksiyon Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP),
prob hibridizasyon, jel elektroforezi gibi bir dizi zaman alic1 ve maliyetli isleme tabii
tutulmas1  gerekmistir. Ilerleyen yillarda RV/EV ayrmmini  yapan stratejiler
gelistirilmistir (Guan ve ark., 2016; Lu ve ark., 2008). Tiim RV’ler ACTV tarafindan
EV cinsi altinda siniflandirildigindan beri laboratuvar sonuglarinin RV veya EV olarak
bildirilmesine izin verilmistir (Jacobs ve ark., 2013).

Rhinoviruslar da dahil olmak iizere ¢ok sayida solunum yolu viral ajaninin
tiplerini es zamanli olarak tespit edebilen multipleks PCR stratejileri de gelistirilmistir
(Mahony ve ark., 2007; Mahony, Petrich, & Smieja, 2011).

Rhinoviruslar, gelistirilen stratejiler sayesinde RV-A, RV-B ve RV-C olmak
tizere li¢ tlirde siniflandirilmiglardir (Lamson ve ark., 2006). Dizileme, yalnizca yeni
tirlerin veya alt tiplerin kesfedilmesi i¢in bir ara¢ degildir. Ayn1 zamanda RV
enfeksiyonlarmin zaman igindeki filogenetik benzerliginin incelenmesine ve
epidemiyolojik verilerin elde edilmesine de olanak saglar. Tiplendirme c¢alismalari,
5’UTR bolgesinin hedeflenmesinin yani sira evrimsel olarak korunmus bir diger bolge
olan VP4-VP2 gen bolgesinin hedeflenmesiyle gergeklestirilen PCR’nin ardindan
dizileme yapilmasini da igerir (Adam ve ark., 2021). Tipler ve alt tipler arasindaki
evrimsel iligkiyi agikliga kavusturmak icin RV genomunda VP1, kismi olarak 2A
bolgesi ve 3D polimeraz bolgeleri de hedeflenmistir (Laine, Savolainen, Blomqvist, &
Hovi, 2005; Savolainen ve ark., 2004). RV enfeksiyonunun hizli tespitini
gerceklestirmeye yonelik olarak yapilan ¢aligsmalardan biri, RT-gPCR yontemine gore
cok daha hizli olan yiiksek analitik duyarlilik (%96) ve 6zgiilliige (%100) sahip Ters
Transkripsiyon Ipligi Invazyon Tabanli Amplifikasyon (RT-SIBA) ad1 verilen yeni bir
izotermal niikleik asit amplifikasyon yontemi gelistirdiklerini bildirmislerdir
(Kainulainen ve ark., 2019).

RV’lerin filogenetik ve genomik 6zellikleri hakkinda bilinenler ile ilgili olarak

Tim Genom Dizileme (WGS- ‘Whole Genome Sequencing’) onemli bir rol
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oynamustir. Alt tiplerin siniflandirilmasinda etkili olan WGS, arastirmacilarin farklr alt
tipler arasindaki evrimsel iligkileri anlamlandirmalarini saglamistir (Palmenberg ve

ark., 2009).

2.4.4 Serolojik Tabanh Yontemler

Glinimiize kadar 170’ten fazla alt tipi tanimlanan RV’ler, yiiksek oranda
genetik cesitlilik gosterdiginden ortak bir antijene sahip degildirler. Bu nedenle viriis
tespitine yonelik rutin testlerde antijen tespiti yapilamaz (Kainulainen ve ark., 2019).
Ancak virolojik ¢alismalarda, terapotik yaklagimlarin gelistirilmesine veya tasarlanan
asilarin etkinliginin degerlendirilmesine yonelik olarak yapilan ¢alismalarda serolojik
tabanli yontemlere basvurulur. Hasta antikorunun bulasicili§i nétralize etme ve
hiicreleri enfeksiyondan koruma etkinligini yani antikorlarin koruyuculugunu
degerlendiren nétralizasyon testleri altin standarttir (Peaper, & Landry, 2014). RV14
ve RV16 alt tiplerinin kullanildig1 ¢aligmalardan birinde RV tiirleri arasinda yiiksek
oranda korunmus olan VP4 bdlgesini hedefleyen anti-VP4 antikorlarinin ¢apraz
serotipik aktivite gosterdigi yani ¢ok sayida alt tiire etki eden bir nétralizasyon
gerceklestirdigi gosterilmistir (Katpally, Fu, Freed, Casimiro, & Smith, 2009). Yakin
tarihli farkl bir calisma, RV 89 alt tipinin (RV-A) rekombinant olarak {iretilen kapsid
proteinlerinde (VP1-VP2) nétralize edici antikorlari indiikleme yetenegine sahip
spesifik epitoplari tanimlamistir. Tanimlanan bu epitoplarin farkl alt tipler arasinda

korundugunu bildirmistir (Niespodziana ve ark., 2022).
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2.5 RV Enfeksiyonlarina Yonelik Tedavi ve Kontrol Stratejileri

En sik karsilasilan RV enfeksiyonu olan soguk alginligi semptomlari
cogunlukla hafif seyreder. Bu sebeple tedavi, semptomlara yonelik rahatlatici; siniizit,
orta kulak iltihabi, kronik akciger hastaliklarinin alevlenmesi gibi komplikasyonlar1 ve
bireyler arasindaki bulasi 6nlemeye yonelik yaklasimlari i¢erir. Temel olarak enfekte
bireylere dinlenmeleri, siniislerdeki mukuslarin temizlenmesi igin bol siv1 tiiketmeleri
onerilir (Turner, 2001).

Viral enfeksiyonlarin tedavisine yonelik 13 farkli fonksiyonel gruba ayrilmig
90’dan fazla antiviral ajan bulunmaktadir. Ancak RV’leri hedefleyen onaylanmis bir
as1 veya ilag yoktur (De Clercq, & Li, 2016). RV’leri hedefleyen spesifik antivirallerin
gelistirilmesi i¢in c¢alismalar halen devam etmektedir. Kapsid baglayici bir anti-RV
ajan1 olan vapendavirin, in vitro viriis replikasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
(Tijsma ve ark., 2014). IFN-B’nin inhalasyon yoluyla uygulandig1 ¢alisma, viicudun
akcigerlerdeki ve potansiyel olarak viicudun her yerindeki dogal bagisiklik tepkilerini
artirabilecegini One siiren kanitlar sunmustur (Djukanovi¢ ve ark., 2014). IFN-A, in
vitro, ex vivo, hayvan modelleri kullanilarak yapilan deneyler ve devam eden klinik
calismalardan elde edilen verilere gore ¢ok sayida solunum yolu viral ajanina karsi
terapotik bir yaklasima olanak saglar (Martinez-Espinoza, & Guerrero-Plata, 2023).
Bir guanozin niikleoziti olan ribavirin, kapsid soyulmasin1 bloke eden pleconaril,
pirodavir, bir proteaz inhibitdrii olan rupintrivir gibi antiviral bilesiklerin RV lere etki
ettigi, en etkili bilesiklerin ise kapsid baglayici bilesikler oldugu bildirilmistir
(Casanova, Sousa, Stevens, & Barlow, 2018).

Rhinoviruslara yonelik, ¢ok sayida koruyucu asi gelistirme ¢alismalar
yapilmustir. Ancak yiiksek oranda antijenik cesitlilige sahip olmasi, replikasyonlarini
viral kiiltiirlerde indiiklemenin zorlugu, tasarlanmis uygun hayvan modellerinin
olmayis1 gibi sebeplerden dolay1r heniiz basarili olunamamistir (McLean, 2014).
Notralize edici antikorlar1 indiikleyen epitoplari anlamak etkili agilarin gelistirilmesine
yonelik umut vermektedir. Asilar korunmus epitoplar1 hedefleyerek potansiyel olarak
bir dizi RV alt tipine kars1 koruma saglayabilir. Bu yaklagim, ¢ok sayida alt tip
tarafindan korunmus epitoplarin kesfini gerektirir (McLean, 2020).
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Rhinoviruslarin bulasint 6nlemek icin bireysel olarak uygulanmasi gereken
bir¢ok parametre vardir. Aslinda bunlar temelde tiim solunum yolu enfeksiyonuna
sebep olan ajanlardan korunmak i¢in uygulanabilir. Hasta bireylerle olan mesafenin
korunarak temastan kaginmak, kap1 kollari, yiirliyen merdiven bantlar1 gibi ¢ok sayida
kisinin temas ettigi ylizeylere dokunduktan sonra elleri sabun ve suyla yikamak veya
antiseptik kullanarak temizlemek, temizlenmemis ellerle burun, agiz, géz vb. viriisiin
giris yerlerine dokunmamak, kalabalik ortamlarda 6rnegin toplu tagimalarda cerrahi
maske kullanmak, oksiirtirken, hapsirirken bir mendil kullanmak veya dirsekle agzi
kapatmak gibi parametreler hayata entegre edilip uygulanirsa enfeksiyon biiylik

oranda 6nlenmis olur (“Rhinoviruses: Common Colds | CDC”, 2023).

2.6 COVID-19 Pandemisinde RV’nin Onemi ve Etkisi

Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) olarak adlandirilan hastaliga sebep
olan, 30 Aralik 2019 Wuhan Jinyintan Hastanesi’nde ii¢ hastanin BAL sivisindan izole
edilen Siddetli Akut Solunum Yolu Sendromu Koronaviriis 2 (SARS-CoV-2), tiim
diinyay1 etkisi altina alarak bugiin hala i¢cinde bulundugumuz pandemiye sebebiyet
vermistir (Zhu ve ark., 2020). Onemli kiiresel morbidite ve mortaliteye neden olan
salgin, iilkelerin enfeksiyonun yayilmasini kontrol altina almak i¢in farmasotik
olmayan sosyal mesafe kurallari, sokaga ¢ikma yasaklari, maske kullanimina
zorunluluk getirmek gibi miidahalelerde bulunmasina yol a¢mistir. COVID-19
pandemisi, diinya ¢apinda solunum yolu enfeksiyonlarina sebep olan viral ajanlarin
dolasimindaki dikkat ¢eken degisikliklerle iliskilendirilmistir. Farmasotik olmayan
miidahalelerin solunum yolu enfeksiyonlarna sebep olan ajanlarin dolasimini ve
dolayistyla bulasi1 azaltmak i¢in tasarlandig diisiiniildiigiinde sasirtic1 degildir. Ancak
solunum yoluna etki eden ajanlarin prevalansindaki degisikliklere ¢cok sayida faktoriin
etki ettigi de aciktir (Chow, Uyeki, & Chu, 2023).

Solunum yolu viral ajanlarindan biri olan influenza vakalarindaki diisiisler
farkli yarimkiirelerde ve bolgelerde dikkat ¢ekmistir (Olsen ve ark., 2020). COVID-
19 kontrol onlemleri boyunca vaka sayilarindaki diisiisiin dikkat c¢ektigi bir diger
solunum yolu ajan1 Respiratuar sinsityal viriis (RSV) olmustur (Tempia ve ark., 2021).

Bununla birlikte RV’ler ve solunum EV’lerinin dolasimmnin pandeminin ilk
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zamanlarinda azaldig: fakat alinan 6nlemlere ragmen devam ettigi bildirilmistir (Agca
ve ark., 2021; Olsen ve ark., 2021). Calismalar RV’lerin SARS-CoV-2 ile dolagimda
olan ana viriis oldugunu kaydetmislerdir (Varela ve ark., 2022). Farmasotik olmayan
Onlemlerin yani sira virlis-viriis etkilesimlerinin solunum yolu viral ajanlarinin
dolasimin1  etkiledigi distiniilmektedir. RV’lerin COVID-19 pandemisindeki
dolagimima dikkat g¢eken calismalardan biri SARS-CoV-2 reseptorii ACE2’nin
aktivitesinde gozlemledikleri akis asagi regiilasyonu RV’lerin olusturdugu IFN aracili

dogal bagisiklik yanitiyla iliskilendirmislerdir (Dee ve ark., 2021).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

-80 °C Derin Dondurucu (SANYO, Japonya)

+4°C Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

-20 °C Derin Dondurucu (Argelik, Tiirkiye)

Biyogiivenlik Kabini (BILSER, Tiirkiye)

Vorteks Cihazi (Labinco, Hollanda)

Kisa santrifiij (spin) Cihaz1 (Biosan, Almanya)

Otomatik mikropipetler (10 ul, 100 pl, 1000 ul) (Eppendorf, Almanya)
Mikrosantrifiij Cihazt (HERMLE LABNET Z 233 MK-2, Almanya)
Benmari (GFL 1092, Almanya)

Thermal Cycler (QIAGEN, Almanya)

Hassas Terazi (SHIMADZU, Japonya)

Mikrodalga Firin (Argelik, Tiirkiye)

Elektroforetik Jel Sistemi (E-C Apparatus Corporation, ABD)

Gii¢c Kaynagi MP-250 V (Cleaver Scientific, Ingiltere)

UV Transilluminator (WEALTEC, ABD)

3.1.2 Kullanilan Kitler ve Sarf Malzemeler

Steril filtreli pipet uclart (10 pl, 100 pl, 1000 pl) (Sehagen, Tiirkiye)
Mikrosantrifiij tiipleri (2ml) (ISOLAB, Tiirkiye)

PCR Tiipleri (0,2 ml) (Gunster Biotech, Tayvan)

PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific, ABD)
OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN, Almanya)

Expin™ Gel SV Mini Kit (GeneAll, Giiney Kore)

Primerler (MetaBion, Almanya)

Agaroz (Prona Agarose,Biomax, AB)

5x Loading Buffer (GeneAll-GENESTA, Giiney Kore)
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100 b¢ DNA Ladder (GeneAll-GENESTA, Giiney Kore)
10X TBE Buffer (ATB, Tiirkiye)

3.1.3 Biyoinformatik ve Istatistiksel Analizler icin Kullanilan Programlar

MEGA X 11 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Software v11), IBM SPSS
Statistics v22 (Inc, Chicago, IL, USA).

3.2 Yontem

3.2.1 Solunum Yolu Orneklerinin Toplanmasi ve Solunum Viriisii Tespiti

Bu calismada, Bursa Uludag Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma
Merkezi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali PCR laboratuvarina gonderilen
nazofaringeal siiriintii 6rnekleri Multipleks PCR (Agustos 2022’ye kadar QIASTAT
kitleri (QIAGEN, Almanya), sonrasinda BioFire kitleri (BioMérieux, Fransa)
kullanildi) ile solunum yolu viriisleri i¢in tarandi. RV pozitifligi saptanan 6rnekler -
80°C’de saklandi. Restrospektif olarak saklanan 0-74 yas arast olan Orneklerden
22.10.2021-13.12.2022 tarihleri arasinda RV pozitifligi saptanan 80 adet
nazofaringeal sliriintli 6rnegi secilerek ¢calismaya dahil edildi.

Bu calisma, 23 Subat 2022 tarihinde 2022-4/15 karar numarasi ile Bursa
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan

onaylandi.

3.2.2 Viral Niikleik Asit (RNA) Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon protokolii PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (ABD) kullanilarak
gergeklestirildi.
e Protokole bagslarken oOrneklerdeki kriyopresipitatlari uzaklastirmak icin -
80°C’de saklanmis her bir nazofaringeal siiriintii 6rnegi 20 sn vortekslendi.
e Steril mikrosantrifijj tliplerine 25 pl Proteinaz K eklendi.
e Proteinaz K eklenen her bir mikrosantrifiij tiipiine hiicresiz numune olan

nazofaringeal siirlintii 6rneklerinden 200 pl ilave edildi.
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e Protokole baglamadan 6nce Tasiyici (Carrier) RNA (5,6 ug) stok soliisyonu
hazirlandi. 1 pg/1 pl stok soliisyonu elde etmek i¢in kit ile verilen 310 ug
liyofilize Carrier RNA’ya 310 ul RNase-free su (kit igeriginde olan) eklendi.
Iyice vortekslendikten sonra c¢ozelti alikotlanarak mikrosantrifiij tiipleri
icerisinde -20°C’de saklandi.

e Asagida verilen formiil kullanilarak Lysis Buffer (L22) ile 6nceden hazirlanan
Carrier RNA stok soliisyonu istenen sayida ornegi ayni anda islemek igin
hazirland.

N = Ornek Sayist
A = Lysis Buffer (L22) Hesaplanan Hacmi
B = Lysis Buffer eklemek i¢in hesaplanan 1 pg/1 pl Carrier RNA stok soliisyonu
N x0,21=Aml
Ax28ul=B pnl

e Bu protokolde 1 pg/l ul Carrier RNA 6 6rnegin ayni anda islenmesini
saglayacak sekilde alikotlanarak saklandi. Bunun sebebi 1 pg/1 ul Carrier
RNA stok soliisyonunun tekrar tekrar dondurulup ¢6zmeden kullanilmak
istenmesidir.

e 6 0rnek igin; 35,28 pl 1 pug/1 ul Carrier RNA stok soliisyonuna 1260 pl Lysis
Buffer ilave edilmistir.

e 1 pg/1 ul Carrier RNA stok soliisyonu ilave edilerek hazirlanan Lysis Buffer
her bir mikrosantrifijj tiiptine 200 pl ilave edildi. Tiiplerin kapaklar: kapatilarak
15 saniye vortekslenerek karistirildi. Vorteks sonrasi tiiplere kisa santrifiij
(spin) uygulandi.

e Ornekler benmaride 56 °C’de 15 dk inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasi drnekler kisa siire santrifiije tabii tutuldu.

e Her bir 6rnege 250 pl %100 etanol ilave edildi. Tiiplerin kapaklar1 kapatilarak
15 saniye vortekslenerek karistirildi.

e Lizatlar oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi vortekslenerek
karigtirild1 ve ardindan kisa siire santrifiij uygulandi.

e Her bir lizat kit igeriginde olan Viral Spin Column toplama tiipiine aktarildi

(~675ul).
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Spin Column tiipler mikrosantrifiij cihazina yerlestirilerek 10000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda her bir toplama tiipii atilarak yikama tiipiiyle degistirildi.
Her bir Spin Column, etanol ilave edilmis (60 ml %100 etanol+15 ml Wash
Buffer (WII)) 500 ul Wash Buftfer (WII) ile yikandi.

Yikama sonrasi Spin Column tiipler mikrosantrifiij cihazina yerlestirilerek
10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda her bir yikama tiipii atilarak yeni yikama tiipiiyle degistirildi.
Her bir Spin Column, etanol ilave edilmis (60 ml %100 etanol+15 ml Wash
Buffer (WII)) 500 ul Wash Buffer (WII) ile yikandu.

Yikama sonrasi Spin Column tiipler mikrosantrifiij cihazina yerlestirilerek
10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda her bir yikama tiipli atilarak yeni toplama tiipiiyle
degistirildi.

Kalan Wash Buffer (WII)’1 uzaklagtirmak i¢in Spin Column tiipler
mikrosantrifiij cihazina yerlestirilerek 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda Spin Column tiipler temiz bir geri kazanim tiipiine
yerlestirildi.

Her bir Spin Column tiipiiniin ortasina kit igeriginde olan RNase- free sudan
20 pl ilave edilerek elue edildi.

1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi niikleik asitleri saflastirmak icin 14000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda geri kazanim tiiplerinde saflastirilmis niikleik asit
bulunmaktadir. Bu sebeple Spin Column tiipler atild1.

Saflagtirilmis viral RNA bir sonraki asamaya kadar -80 °C’de saklandi.
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Sekil 4: Niikleik asit ekstraksiyonunun sematik dzeti

3.2.3 Amplifikasyon Protokolii

QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (Almanya) kullanildi. PCR protokolii, her bir
reaksiyon tiiptinde (0,2 ml) 10 ul RT-PCR 5x Buffer, 2 ul dNTP (10 mM), 1 pl
Forward Primer (0,04 pmol), 1 pul Reverse Primer (0,04 umol), 2 pl RT-PCR Enzyme
Mix, 29 pl niikleaz igermeyen su ve 5 pl saflagtirilmig viral niikleik asit (kalip RNA),
toplamda 50 pl reaksiyon hacmi olacak sekilde tasarlandi (Tablo 3). Kit sayesinde ters
transkripsiyon ve PCR aymi tiipte sirayla gergeklesti (Sekil 5). Amplifikasyon
reaksiyonu baslatilmadan once termal dongiileyici cihazinin sicakligi 30 dk 50 °C’ye
ayarland1 ve 1sitildi. Cihaz 50°C’ye ulastiktan sonra reaksiyon tiipleri cihaza
yerlestirildi. Ilk PCR aktivasyon adimi 15 dk 95 °C olarak belirlendi. Bu asamada
Enzyme Mix igeriginde yer alan HotStarTaq DNA Polimeraz etkinlestirildi. 3 adimh
dongii; 1 dk 94 °C denatiirasyon, 1 dk 52 °C baglanma, 1 dk 72 °C uzama seklinde 40
kez tekrarlandi. Son uzama asamasi 10 dk 72°C olarak belirlendi (Tablo 4). Kullanilan
primerler Tablo 2’de gosterilmektedir.

34



Tablo 2: 5’UTR’de korunmus bolgeleri hedefleyen RV evrensel primerleri (Kiang ve ark., 2008)
5'- CAAGCACTTCTGTTTCCC-3’
5-CACGGACACCCAAAGTAGT-3’

Forward primer

Reverse primer

Tablo 3: RT-PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan karisimdaki komponentler ve hacimleri

Komponent Hacim
RT-PCR Buffer 10 uL
dNTP 2uL
Primer F luL
Primer R luL
RT-PCR Enzyme Mix 2uL
H20 29 uL
RNA SuL
Son Hacim 50 uL
Tablo 4: Thermal Cycler Kosullari
Dongii sayisi 40 kez
Siire Sicaklik
Reverse Transkripsiyon 30 dk 50°C
Ilk PCR aktivasyon adim1 15 dk 95°C
3 Adimh Dongii:
Denatiirasyon 1 dk 94°C
Baglanma 1dk 52°C
Uzama 1dk 72°C
Son Uzama 10 dk 72°C
RT- PCR Buffer
Primerler
Hzo

-

“y
1

Kalip RN;;n\
dagitilmasi

W\?'\?W\?‘\?\?

J

Sekil 5: Amplifikasyon protokoliiniin sematik dzeti
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3.2.4 Amplikonlarin Agaroz Jel Elektroforezi

Amplikonlar1 boyutlarina gore ayirmak ve ilgili DNA bandini (~400 bg) kesip

pirifiye etmek amaciyla agaroz jel elektroforezi uygulandi. %2’lik agaroz jel

hazirlandi. Bunun i¢in asagida yazilan adimlar izlendi:

%?2’lik agaroz jel hazirlamak amaciyla hassas terazide (SHIMADZU, Japonya)
0,6 gram agaroz (Prona Agarose,Biomax, AB) tartildi. Agarozu ¢6zmek
amaciyla 10X TBE Buffer (ATB, Tiirkiye) kullanilarak 950 ml steril distile su
ile 50 ml TBE Buffer i¢ceren 0,5X TBE tampon ¢6zelti hazirlandi.

Tartilan 0,6 gram agaroz bir erlen icine alindiktan sonra {izerine 30ml 0,5X
TBE tampon c¢ozelti ilave edilerek erlen yavasca calkalandi. Hazirlanan jel,
agarozun tamamen ¢oztinmesi i¢in mikrodalga firinda 1 dk boyunca 1sitild1.
Baloncuklar c¢ikmaya basladiginda mikrodalga firindan cikarilip hafifce
calkaland1 ve tekrar mikrodalga firina konuldu. Bu islem agarozun tamamen
¢oziindiigiinden emin olunana kadar devam ettirildi.

Cozdiirme islemi sonrasi hazirlanan jel, soguk zemin ilizerinde donmamasi igin
yaklasik 30 saniye hafifge calkalandi. Ilk sicakligmin diistiigiinden emin
olunduktan sonra 6 pul Etidyum Bromiir (floresan boya) ilave edilerek
karistirildi.

Bu islemden sonra jel, Onceden ilgili alanina tarak yerlestirilmis olan
elektroforez kalibina dokiildii. Jelin donmasi i¢in los ortamda yaklasik 15 dk
beklendi.

Jelin donmas1 beklenirken diger taraftan elektroforez tankinin temizligi
yapilarak i¢i 0,5X TBE tamponuyla dolduruldu. Elektroforez elektrotlar
tankin katot (-) ve anot (+) uclarina yerlestirildi.

Jelin dondugundan emin olduktan sonra taraklar c¢ikartildi ve elektroforez
kalib1 tanka yerlestirildi. Uzeri 0,5X TBE tamponla kaplandi.

Taraklarin olusturdugu her bir kuyucuga, 8 pul amplikon ve 2 pl 5x Loading
Buffer (niikleik asit boyasi igeren yiiriitme tamponu) (GeneAll-GENESTA,
Giiney Kore) 0,2 ml tlipte karistirilarak ylikleme yapildi. Kayipsiz yiikleme
i¢in pipet ucunda hava birakilmamasina dikkat edildi. Yiiklenen amplikonlarin

uzunluklarinin tespiti i¢in Ladder (GeneAll-GENESTA, Giiney Kore)
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kullanild1. 3 pl Ladder ve 2 pl 5x Loading Buffer karistirilarak kuyucuklardan
birine yiiklendi. Diger kuyucuga 2 ul 5x Loading Buffer ve 8 ul negatif kontrol
karistirllarak yiiklendi. Ladder ve 5x Loading Buffer pipetlenmeden 6nce
vortekslendi.

e Giic¢ kaynagi 140 V akima ayarlandi. Amplikonlar 50 dk boyunca yiiriitiildii.

e Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra elektroforez kalibi i¢inde yer alan
jel, bir jel UV transilluminator (WEALTEC, ABD) altinda goriintiilendi (Sekil
6 ve Sekil 7).

e Goriintiileme sonrast ilgili DNA bantlar1 (~400 bg) belirlenerek steril bistiiri
ucu yardimiyla kesildi ve daha 6nce bos agirligi kaydedilen mikrosantrifiij
tiiplerine konuldu.

e Kesim islemi sirasinda DNA nin safligin1 korumak i¢in jel olabildigince kiigiik
kesilerek jel hacmi en aza indirildi. Jel dilimi mikrosantrifiij tiiplerine
alindiktan sonra her biri hassas terazide tartildi. Sonuglar kaydedildi. Jel dilimi

iceren her bir mikrosantrifiij tiipii bir sonraki asamaya kadar -20 °C’de saklandi.

Sekil 6: Elektroforez tankina yerlestirilmis agaroz jel ve jele yiiklenmis amplikonlar; bazi amplikonlarn Jel UV
transilluminator altindaki gériintiileri (Ladder-100 bg).
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Sekil 7: Bazi amplikonlarin Jel UV transilluminator altindaki goriintiileri

3.2.5 Agaroz Jel Pirifikasyonu

GeneAll Expin™ Gel SV Mini Kit (Giiney Kore) kullanilarak gergeklestirilen

protokol i¢in asagidaki adimlar izlendi:

Steril bistiiri ucu kullanilarak kesilen ilgili DNA bantlar1 bir mikrosantrifiij
tiipiine alindi. Onceden agirhg kaydedilen mikrosantrifiij tiipleri iginde yer
alan jel dilimleri de hassas terazide tartilarak jel dilimlerinin agirlig
hesaplandi.

1 hacim (mg) jele 5 hacim (pl) Buffer GB oraninda hesaplama yapilarak her
bir mikrosantrifiij tiipiine jel diliminin agirligina uygun konsantrasyonda
Buffer GB eklendi.

Agaroz jel dilimleri tamamen eriyinceye kadar 50 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sirasinda her bir mikrosantrifiij tiipii 2 dakikada bir benmariden
c¢ikarilarak dnce 15 sn vortekslendi. Ardindan spin cihazina konularak 1 dk kisa
santrifiij uyguland: ve tekrar benmariye konuldu. Benmaride toplamda 10 dk
inkiibe edildi.

Jel dilimi tamamen ¢dzilindiikten sonra karisimin renginin sar1 olup olmadigi
kontrol edildi. Her bir mikrosantrifiij tiipindeki karigtmin rengi sartydi.
Karisim Column Type D tiipiine aktarildi. Karistm hacmi 700 pl’den fazla
oldugu takdirde iki farkli Column Type D tiipiine aktarildi. Aktarim sonrasi
tiipler, mikrosantrifiij cihazina yerlestirilerek 1 dk 12000 rpm’de santrifiij
edildi.

Santrifiij sonrasi her bir toplama tiipii atilarak yenisiyle degistirildi.
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Her bir Column Type D tiipiine 500 pl Buffer GB eklendi. Her bir tiip
mikrosantrifiij cihazina yerlestirilerek 1 dk 12000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi her bir toplama tiipii yenisiyle degistirildi.

Her bir Column Type D tiipiine 300 ul Buffer NW eklendi. Her bir tiip
mikrosantrifiij cihazina yerlestirilerek 1 dk 12000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi her bir toplama tiipii yenisiyle degistirildi.

Her bir Column Type D tiiptine 700 pl Buffer NW eklendi. Her bir tiip
mikrosantrifiij cihazina yerlestirilerek 1 dk 12000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi her bir toplama tiipii yenisiyle degistirildi.

Her bir Column Type D tiiptinden yikama tamponunu (Buffer NW)
uzaklastirmak i¢in her bir tiip mikrosantrifiij cihazina yerlestirilerek 1 dk
12000 rpm’de santrifiij edildi. Bu adim iki kez tekrarlandi.

Santrifiij sonrasi her bir toplama tiipii geri kazanim tiiptiyle degistirildi.

Her bir Column Type D tiipiiniin merkezine 30 ul ddH20 eklendi.

Her bir tiip oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 her bir tiip mikrosantrifiij cihazina yerlestirilerek 1 dk
12000 rpm’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda geri kazanim tiiplerinde saflagtirilmis niikleik asit
bulunmaktadir. Bu sebeple Column Type D tiipler atildi.

Saflagtiritlmig DNA bir sonraki asamaya kadar -20 °C’de saklandi.
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Sekil 8: Agaroz jel piirifikasyonunun sematik 6zeti

3.2.6 Piirifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel piirifikasyonu sonrasinda saflagtirllmis DNA’larin non-spesifik
baglanmalardan arindirildigindan emin olmak i¢in yukarida anlatilan Agaroz Jel
Elektroforezi protokolii her bir 6rnek icin tekrar edildi. Jel UV transilluminator altinda

goriintiilenen agaroz jellerin her bir kuyucugunda, ilgili bolgede (~400 bg) tek bant
oldugu goriildii (Sekil 9).
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Sekil 9: Jelden kazanimi yapilan bazi amplikonlarin Jel UV transilluminator altindaki tek bant goriintiileri

3.2.7 Sanger Dideoksi Dongii Dizileme Protokolii

Piirifiye edilmis DNA &rnekleri Sanger dideoksi dongii dizileme protokoliiniin
uygulanmasi i¢in hizmet alim1 kapsaminda Bursa Uludag Universitesi digindan bir
firmaya gonderildi. Firmaya orneklerle birlikte Forward ve Reverse primerler de
gonderildi. Amplifikasyon protokoliinde kullanilan primerler Sanger dideoksi dongii
dizileme protokoliinde de kullanildi. Tek yonlii okuma yapildi.

3.2.8 Biyoinformatik Analiz

Calismanin biyoinformatik analizlerini yapmak i¢in MEGA X v11 programi
ve National Center for Biotechnology Information (NCBI)’in veri tabani dahilinde
olan BLAST programi kullanildi. Elde edilen dizilerin elektroforegram verileri MEGA
X v11 programi kullanilarak BLAST programina aktarildi. BLAST programinda yer
alan n-BLAST parametresi segilerek referans dizilerle (EK: Referans Diziler)
karsilastirildi. RV orneklerinin tiir ve alt tipleri belirlendi. Tiir ve alt tipleri belirlenen
RV ormeklerinin her biri icin fasta dosyalar1 hazirlandi. DNA dizilerini igeren bu
dosyalar MEGA X vl11 programi dahilinde olan MUSCLE (Multiple Sequence
Comparison by Log-Expectation) algoritmasi kullanilarak hizalandi. Hizalanan diziler
MEGA formatina aktarildiktan sonra agaclar ¢izildi. Filogenetik agac cizimleri i¢in

Neighbor-Joining algoritmasi kullanildi. Boostrap degeri 1000, degistirme modeli
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metodu Kimura 2 parametresi olarak se¢ildi (Nei, & Kumar, 2000; Saitou, & Nei,1987;
Tamura, Stecher, & Kumar, 2021).

3.2.9 istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizini yapmak i¢in IBM SPSS Statistics v22 (Inc,
Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Kategorik degiskenler arasindaki iliskileri
aragtirmak amaciyla yapilan analizlerde kategorik verilere uygunlugu, aragtirma
sonuclarindaki anlamli Oriintiilerin ve esitsizliklerin degerlendirilmesine olanak
saglamasi nedeniyle ki-kare testi se¢ildi. Normal dagilim gdsteren gruplar arasindaki
nicel degisiklikleri degerlendirmek icin bagimsiz iki 6rneklem T-Testi se¢ildi.
Degiskenler arasinda anlamli iliskilerin veya farkliliklarin varligini belirlemek igin
istatistiksel anlamlilik seviyesi p=0,05 olarak se¢ildi. Bu degerin altindaki p degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hastalara Ait Demografik Bilgiler

Bu calismada, Bursa Uludag Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma
Merkezi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali PCR laboratuvarina gonderilen
nazofaringeal sliriintii 6rneklerinden 22.10.2021-13.12.2022 tarihleri arasinda RV
pozitifligi saptanan 80 adet hasta Ornegi kullanildi. Caligmada kullanilan hasta
orneklerinin 39’u (%48,75) kadin, 41’1 (%51,25) erkekti (Sekil 10). Calismada
kullanilan hasta 6rneklerinin yaglar1 0 ile 74 arasinda degismekteydi. 80 hastanin 37’si
(%46,25) 0-2 yas araligindaydi. Calismada kullanilan hasta Orneklerinin yas
ortalamas1 8,58 = 14,95°di (Sekil 11 ve Sekil 12). Orneklerin 8’i yetiskin 72’si cocuk
hastaydi.

Hasta Orneklerinin Cinsiyet Dagilim (%)

51,25% 48,75%

e’

Kadin Hasta Erkek Hasta

Sekil 10: Hasta 6rneklerinin cinsiyet dagilimi grafigi

Hasta Orneklerinin Yas Dagihm Grafigi
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Sekil 11: Hasta 6rneklerinin yas dagilimi siitun grafigi
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Sekil 12: Hasta 6rneklerinin yas dagilimi ve histogram grafigi

4.2 RV’nin Biyoinformatik Analiz Sonug¢lari

Caligilan 80 adet hasta 6rneginin 331 (%41,25) RV-A, 8’1 (%10) RV-B, 31’1
(%38,75) RV-C, 3’ii (%3,75) EV-D68 olarak degerlendirildi. Orneklerin 5’i (%6,25)
tiplendirilemedi. RV-A ve RV-C’nin RV-B’den daha yaygin oldugu tespit edildi
(p<0,001). RV-A ve RV-C yayginlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktu (p=0,86).

Viriis Tiplerinin Dagilim (%)

= RV-A =RV-B =RV-C =Enterovirus D68 = Tiplendirilemeyen

Sekil 13: Hasta ormeklerinden tespit edilen viriis tiplerinin dagilimlari
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4.2.1 RV Alt Tip Dagilimlar

Rhinovirus A 6rneklerinin alt tip dagilimlari; 2 adet A, 4 adet A9, 1 adet A15,
1 adet A22, 1 adet A40, 2 adet A41, 3 adet A45, 1 adet A55, 1 adet A56, 1 adet A58,
6 adet A59, 1 adet A61, 1 adet A67, 3 adet A68, 1 adet A76, 2 adet A80, 2 adet A81
olarak belirlendi.

Rhinovirus B orneklerinin alt tip dagilimlari; 2 adet B48, 3 adet B84, 3 adet
B92 olarak belirlendi.

Rhinovirus C 6rneklerinin alt tip dagilimlari; 3 adet C, 4 adet C3, 3 adet C4, 1
adet C5, 1 adet C9, 5 adet C11, 1 adet C15, 2 adet C19, 1 adet C26, 1 adet C28, 6 adet
C35, 2 adet C44, 1 adet C50 olarak belirlendi.

4.2.2 Filogenetik Agaclar

Rhinovirus A, RV-B, RV-C tiirlerinin her biri i¢in geleneksel-dikdortgen
modeli segilerek filogenetik agac ¢izildi.
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2) BUU 7T9-RV-A68 5 UTR

3) BUU T7-RV-A68 5 UTR

18) BUU 43-RV-A68 5 UTR

40) EU126731.1 Human rhinovirus 68 5 UTR
11) BUU 83-RV-A76 5 UTR

39) EU126739.1 Human rhinovirus 76 5 UTR
10) BUU 67-RV-A40 5 UTR

47) EU096027.1 Human rhinovirus 40 5 UTR
38) EU126743.1 Human rhinovirus 80 5 UTR
29) BUU 19-RV-A80 5 UTR

30) BUU 17 -RV-A80 5 UTR

6) BUU 39-RV-A5 UTR

1) EL096046.1 Human rhinovirus 59 5 UTR
34) BUU 8-RV-A59 5 UTR

28) BUU 25-RV-A59 5 UTR

35) BUU 7-RV-A59 5 UTR

15) BUU 51-RV-AS8 5 UTR

9) BUU 68-RV-A59 5 UTR

33) BUU 11-RV-A59 5 UTR

16) BUU 46-RV-A9 5 UTR

17) BUU 44-RV-A9 5 UTR

20) BUU 41-RV-A9 5 UTR

21) BUU 40-RV-A9 5 UTR

36) EU095896.1 Human rhinovirus 9 5 UTR
14) BUU 55-RV-A15 5 UTR

49) FJ231281.1 Human rhinovirus 15 5 UTR
8) BUU 69-RV-A45 5 UTR

27) BUU 27-RV-A45 5 UTR

32) BUU 15-RV-A45 5 UTR

45) FJ594768 1 Human rhinovirus 45 strain TW/1879/08 5 UTR
23) BUU 38-RV-AB7 5 UTR

41) MK858952 1 Rhinovirus A isolate MALI Case 36 5 UTR
31) BUU 16-RV-A58 5 UTR

43) EU126721.1 Human rhinovirus 58 5 UTR
7) BUU 70-RV-A55 5 UTR

44) EU096042.1 Human rhinovirus 55 5 UTR
A7) MKB586T7.1 Rhinovirus A isolate ZAF Control 51 5 UTR
24) BUU 36-RV-A81 5 UTR

25) BUU 33. RV-A81 5 UTR

26) BUU 32-RV-A22 5 UTR

48) EU096009.1 Human rhinovirus 22 5 UTR
4) BUU T4-RV-A61 5 UTR

13) BUU 57-RV-A 5 UTR

42) EU0%6048.1 Human rhinovirus 61 5 UTR
46) EU126704.1 Human rhinovirus 41 5 UTR
12) BUU 59-RV-A41 5 UTR

19) BUU 42-RV-A41 5 UTR

22) EU126719 1 Human rhinovirus 56 5 UTR
5) BUU 72-RV-A56 5 UTR

Sekil 14: MEGA 11 programinda Neighbor-joining metodu kullanilarak elde edilen, RV-A dizileriyle olusturulmus filogenetik

agag.
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{2) BUU 58-RV-B92 5'UTR
(3) BUU 56-RV-B92 5'UTR
(4) BUU 54-RV-B92 5'UTR
(8) EU096078.1 Human rhinovirus 92 5' UTR

(17)

(1) BUU 31-RV-48 5'UTR

0) —(5) BUU 37-RV-B48 5'UTR
(149 L_(10) EUS70475.1 Human rhinovirus 48 5' UTR
(18) —(9) EU096071.1 Human rhinovirus 84 5' UTR

(19 L(11) BUU 26- RV-B84 5'UTR

(6) BUU 28-RV-B84 5'UTR

(7) BUU 2-RV-B84 5'UTR

Sekil 15: MEGA 11 programinda Neighbor-joining metodu kullanilarak elde edilen, RV-B dizileriyle olusturulmus filogenetik
agag.
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21) BUU 53-RV-C11 5'UTR

23) BUU 48-RV-C11 5'UTR

8) 0Q348028.1 Rhinovirus C11 isolate RvC11/USA2022/01112 complete genome
25) BUU 45-RV-C11 5'UTR

22) BUU 50.RV-C11 5'UTR

26) BUU 35-RV-C11 5'UTR

10) OP342703.1 Rhinovirus C5 strain RVC5/China/2014/HBH10 polyprotein gene complete cds
31) BUU 22-RV-C5 5'UTR

7) OP342698.1 Rhinovirus C15 strain RVG15/China/2017/BJR32 polyprotein gene complete cds
15) BUU 75-RV-C15 5'UTR

14) BUU 76-RV-C 5'UTR

36) BUU 13-RV-C4 5'UTR

39) BUU B-RV-C4 5'UTR

28) BUU 30-RV-C4 5'UTR

11) EF582385.1 Rhinovirus C4 complete genome

42) BUU 3-RV-C 5'UTR

19) BUU-62-RV-C3 5'UTR

12) MZ268693 1 Rhinovirus C3 isolate 470156 complete genome

35) BUU 14-RV-C3 5'UTR

29) BUU 24-RV-C3 58'UTR

37) BUU10-RV-C3 5'UTR

4) OK017915.1 Rhinovirus C28 strain RvC28/USA/2021/9FY4XM complete genome
32) BUU 21-RV-C28 5'UTR

30) BUU 23-RV-C44 5'UTR

2) MZ363450.1 Rhinovirus C44 strain RvC44/USA2021/QQUGQS complete genome
33) BUU 20-RV-C44 5'UTR

9) OKB49391.1 Rhinovirus C9 strain RvC9/USA2021/GAS3WT complete genome
27) BUU 34-RV-C9 8'UTR

5) BUU 84-RV-C 5'UTR

1) KFG88606.1 Rhinovirus C50 strain human/Australia/SG1/2008 partial genome

40) BUU 5-RV-C50 8'UTR

6) 0Q331222 1 Rhinovirus C19 isolate RvC19/USA/cf466/2020 complete genome
38) BUU 8-RV-C19 8'UTR

34) BUU 18-RV-C19 5'UTR

41) BUU 4-RV-C35 5'UTR

20) BUU 60-RV-C35 5'UTR

43) BUU 1-RV-C35 58'UTR

3) JF436925.1 Human rhinovirus C35 clone LRTI-metagenomic-1 polyprotein gene partial cds
16) BUU 73-RV-C35 5'UTR

13) BUU 78-RV-C35 5'UTR

24) BUU 47 RV-C35 5'UTR

17) BUU 65-RV-C26 5'UTR

18) OP342694.1 Rhinovirus C26 strain RVC26/China/2017/BJRS polyprotein gene complete cds

Sekil 16: MEGA 11 programinda Neighbor-joining metodu kullanilarak elde edilen, RV-C dizileriyle olusturulmus filogenetik

agac.
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4.3 RV’nin Yillara ve Mevsimlere Gore Dagilimi

Calismada kullanilan hasta 6rneklerinin dahil edildigi tarih araligina gére RV
pozitifligi acisindan incelendiginde RV nin tiir ayrimi gézetmeksizin yil boyu ve dort
mevsim saptandigr belirlendi. Dagilima bakildiginda RV’nin en ¢ok Ekim-Aralik
aylar1 arasinda, en yiiksek oranda ise Kasim ayinda saptandigi belirlendi (Sekil 17).

Tirler i¢indeki dagilima bakildiginda RV-A, yil boyu ve dort mevsim
goriilmekle birlikte sonbahar aylarinda daha sik saptandi. Fakat RV-A’nin mevsimlere
gore dagilimi incelendiginde anlamli bir fark bulunamadi (p=1). Sonbaharda RV-
A’nin RV-B’den daha yaygin oldugu tespit edildi (p=0,0041). RV-B, diger tiirlere
oranla goriilme sikliginin diisiik olmasiyla birlikte sadece ilkbahar ve sonbahar
aylarinda saptandi. RV-C’nin yaz aylari hari¢ tiim aylarda saptandigi belirlendi. En sik
sonbaharda, ikinci sirada ilkbaharda ve en diisiik oranda ise kis aylarinda saptandi.
Sonbaharda RV-C’nin RV-B’den daha yaygin oldugu goriildii (p<0,001). RV-C’nin
diger mevsimlere kiyasla sonbaharda daha yaygin oldugu tespit edildi (p<0,001).
Sonbaharda RV-A ve RV-C arasindaki dagilima bakildiginda anlamli bir fark
bulunamadi (p=0,27). Dort mevsime gore karsilastirildiginda RV-A ve RV-C arasinda
anlaml1 bir iligki oldugu tespit edildi (p=0,03).

Mevsimlere gore yas ortalamalar1 karsilastirildiginda, sonbaharda yas
ortalamasi1 13,40 + 18,97, diger mevsimlerde yas ortalamast 1,99 + 1,73 olarak
hesaplandi. Sonbaharda yas ortalamasinin daha yiliksek oldugu tespit edildi
(p=0,0012).
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RYV Tiirlerinin Aylara Gore Dagilimi
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Sekil 17: RV tiirlerinin aylara gore dagilimu siitun grafigi

RV Tiirlerinin Mevsimsel Dagilimi

RV-A RV-B =#&—RV-C
120%
100%
80%
60%
40%
20%
0% .

? Ilkbahar az Sonbahar Kis
RV-A 40% 100,00% 36,60% 83,33%
RV-B 20,00% 0,00% 9,70% 0

—a—RV-C 40,00% 0,00% 53,70% 16,66%

Sekil 18: RV tiirlerinin mevsimsel dagilimi grafigi

4.4 RV’nin Yas ve Cinsiyete Gore Dagilimi

Hasta oOrneklerinin RV  sonuglart ¢ocuk ve yetiskin kategorisinde
degerlendirildiginde 65’1 (%90,3) ¢ocuk, 7’si (%9,7) yetiskindi. RV-B ile enfekte
hastalarin sayilarinin azligi sebebiyle RV-A ve RV-C tiirleri ile ¢ocuk (0-17) ve
yetiskin (18-74) hastalar arasindaki iligki incelendiginde tiirler ve yas gruplar1 arasinda

anlaml bir iligki oldugu tespit edildi (p=0,008). Cocuk hasta drnekleri i¢erisinden 33’1
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(%50,77) RV-A ve 0-15 yas araliginda, 7’si (%10,77) RV-B ve 0-49 yas araliginda,
25’1 (%38,46) RV-C ve 0-74 yas araliginda olarak belirlendi. Yetiskin hasta
orneklerinin ise 1’1 (%14,29) RV-B, 6’s1 (%85,71) RV-C olarak belirlendi (Sekil 19).
Yas ortalamalari: RV-A i¢in 3,66 = 4,09; RV-B i¢in 9,65 £ 16,13; RV-C i¢in 13,69 +
20,93°dii. RV-A ve RV-C yas ortalamalarina gore karsilastirildiginda RV-C’nin daha
ileri yasta enfeksiyona sebep oldugu goriildii (p=0,0066). 3 tiir arasinda RV-A’nin
daha kiigiik yaslarda goriildiigi tespit edildi (p=0,0097).

RYV Tiirlerinin Cocuk ve Yetiskin Hasta
Orneklerindeki Dagilimm
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%
Cocuk Yetiskin

ERV-A =RV-B " RV-C

Sekil 19: RV tiirlerinin ¢ocuk ve yetiskin hasta 6rneklerindeki dagilimi
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Hasta orneklerinin RV sonuglar cinsiyet kategorisinde degerlendirildiginde
orneklerin 36°s1 (%50) kadin, 36’s1 (%50) erkekti. Kadin hasta 6rneklerinin 181 (%50)
RV-A, 5’1 (%13,9) RV-B, 13’ (%36,1) RV-C olarak belirlendi. Erkek hasta
orneklerinin 15’1 (%41,7) RV-A, 3’1 (%8,3) RV-B, 18’1 (%50) RV-C olarak belirlendi
(Sekil 20). Tiirler ve cinsiyetler arasinda anlamli bir iligki bulunamadi (p=0,87).

RYV Tiirlerinin Cinsiyete Gore Dagilimi
60%

50%
40%
30%
20%

10%

0% — —

Kadin Erkek

ERV-A =ERV-B “RV-C

Sekil 20: RV tiirlerinin cinsiyete gore dagilim siitun grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Rhinovirus tespiti ve karakterizasyonu i¢in uygulanan laboratuvar yontemleri
hiicre kiiltlirii tabanl virolojik yontemleri, molekiiler tabanli yontemleri ve serolojik
tabanli yontemleri kapsamaktadir. RV’lerin bugiin bilinen 170’ten fazla alt tipinin
olmasi1 ve her gecen giin bu sayinin artmasi, genomunun 3D bdlgesinden ifade edilen
RdRp’nin hata okuma aktivitesinin olmamasi ile iligkili olarak mutasyonlarin oldukca
stk gergeklestigi varsayimiyla iliskilendirilmektedir. Bu durum yiiksek genetik
cesitlilige sebep olurken RV’ler arasinda ortak bir antijenin varligini engellemektedir
(Palmenberg ve ark., 2010). Ortak antijene sahip olmayan RV’ler, serolojik tabanli
yontemlerin rutin tanida kullanimimi miimkiin kilmamaktadir (Kainulainen ve ark.,
2019). Picornaviridae familyasinda yer alan RV ve EV’lerin 6nceki yillarda asit
degiskenlik testleri ile ayirt edildigi bildirilmistir. Solunum yolu enfeksiyonlarinin
tanisinda bir zamanlar altin standart olarak kabul edilen kiiltiir tabanli virolojik
yontemlerin, molekiiler tabanli teshis teknolojilerinin gelisimiyle birlikte duyarsiz,
zahmetli ve zaman alict oldugu anlasilmistir (Dagher, Donninger, Hutchinson,
Ghildyal, & Bardin, 2004). Molekiiler yontemlerin dikkat ¢ekici gelisimiyle birlikte
onemi artan RV’lerin son kesfedilen tiirli olan RV-C uzun siire kiiltiirlenememistir.
RV-C’nin 2006 yilindaki kesfine ragmen 2011°e dek kiiltlirlenememis olmasi
molekiiler yontemlerin viroloji diinyasindaki yerini bir kez daha vurgulamistir
(Bochkov ve ark., 2011). Cogunlukla st solunum yollar1 enfeksiyonlar: ile
iliskilendirilen RV lerin, okul ¢agindaki ¢ocuk ve genglerin devamsizliklarina, ¢alisan
bireylerin is hayatinda verimsizliklere sebep olarak diinya ¢apinda sosyoekonomik
acidan ylike sebep oldugu bilinmektedir. Artan caligmalar RV’leri yalnizca iist
solunum yolu enfeksiyonlartyla degil alt solunum yolu enfeksiyonlariyla ilgili olarak
bagisikligr baskilanmis ve yash bireylerde pnomoniye; pediatrik popiilasyonlarda
ciddi bronsiyolite ve kronik akciger hastaliklarinin alevlenmeleriyle iliskilendirmistir.
Dikkat ¢eken bu durum RV epidemiyolojisine yonelik arastirmalarin nemini
artirmaktadir (Adam ve ark., 2021; Demirkan, Kirdar, Ceylan, Yenigiin, Kurt Omiirli,
2017; Esneau, Duff, & Bartlett, 2022).

Bu calismada, Bursa Uludag Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma
Merkezi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali PCR laboratuvarma 22.10.2021-

13.12.2022 tarihleri arasinda tani i¢in gonderilen nazofaringeal siiriintii 6rneklerinde
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multipleks PCR kullanilarak RV pozitifligi saptanan 6rnekler molekiiler yontemler
kullanilarak tiplendirildi. Tirler ve alt tipler, RV genomunun 5’UTR bolgesini
hedefleyerek tasarlanan primerler kullanilarak tespit edildi. 5’UTR RT-PCR
yonteminin, VP4-VP2 PCR’den daha duyarli oldugu ve Nested PCR veya c¢ok sayida
primer ciftine ihtiya¢ duymadigi gosterilmistir. Calisma tasarimini kolaylastiran bu
yontem, maliyet ve zaman tasarrufu saglarken kontaminasyon riskini en aza indirir
(Kiang ve ark., 2008). Bununla birlikte ¢esitli gen bolgelerini hedefleyen primerler
kullanilarak tespit edilen tiirleri dogrulamanin gerekliligi de vurgulanmistir. VP4-VP2
gen bolgesini hedefleyen primerlerin kullanildigi ¢calismalarda tanimlanan bazi RV-A
tirlerinin, 5’UTR hedefli primerler kullanilarak tiplendirildiginde CA alt tipinde
kategorize edildigi bildirilmistir. G6z Oniinde bulundurulmas: gereken bu durum
5’UTR hedefli primerlerin yaninda VP4-VP2 hedefli primerlerin de dahil edildigi
calismalarla RV-C tiplendirmesi yapmak gerektigini vurgulamaktadir (Arakawa ve
ark., 2012; Jiang ve ark., 2022; Savolainen-Kopra ve ark., 2009).

Rhinovirus pozitif 80 adet 6rnegin dahil edildigi bu ¢aligmada, {i¢ RV tiiriiniin
dolasimda oldugu goriildii. Popiilasyondaki tiirlerin ¢ogunlugunu (%41,25; N=33)
RV-A olusturmakla birlikte RV-C (%38,75; N=31) ile benzerdi. RV-A ile RV-C
yayginlig1 arasinda istatistiksel bir fark tespit edilmedi (p=0,86). RV-B (%10; N= 8)
onemli Olclide diisiik oranda tespit edildi. RV-A ve RV-C’nin RV-B’den daha sik
goriildiigi istatistiksel olarak da gosterildi (p<<0,001). Bu sonuglar RV-A’y1 en sik
tespit edilen tiir ve RV-B’nin dolagiminin sinirli oldugunu bildiren diger molekiiler
epidemiyolojik ¢aligmalarla tutarlidir (Jiang, 2022; Marcone ve ark., 2014). RV-A ve
RV-C enfeksiyonlarmin siklikla RV-B enfeksiyonlarindan daha yaygin oldugu
bildirilmektedir (Adam ve ark., 2021; van der Linden ve ark., 2016). Bu calismada,
veri tabaninda yer alan referans dizilerle karsilastirildiginda yeni bir tiir olarak
bildirilebilecek diizeyde ¢esitlilik gosteren dizilere sahip bir alt tip tespit edilmedi. Bu
calisma ve benzer c¢alismalarin aksine RV-C’nin baskin tiir oldugunu bildiren
calismalar da bulunmaktadir (Li ve ark., 2021; Zheng ve ark., 2018). Bu iki tiiriin
baskinliklarinin doniistimlii olarak degistigi bildirilmistir. Calisilan popiilasyonlarin
farklilig1, toplanan 6rneklerin gosterdigi cografi dagilim, iklim kosullar1 ve ¢alismanin
kapsadig siire gibi gesitli faktorler bu farklilig1 agiklayabilir (Esneau ve ark., 2022).

Bu ¢alismaya benzer iilkemizde yapilan iki calisma bulunmaktadir. Bunlardan ilki

54



Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi’nde gergeklestirilmistir. 32 yetiskin ve 33
cocuk hastanin dahil edildigi ¢alismada tiplendirilen 6rneklerin oranlari su sekilde
bildirilmistir: %43,07 RV-A, %10,76 RV-B ve %43,07 RV-C ile birlikte %1,53 EV-
D68 ve %1,53 EV-C (Demirkan, 2016). Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde
yapilan diger ¢aligmaya dahil edilen 82 6rnegin tiplendirme sonuglari, %42,7 RV-A,
%14,6 RV-B ve %42,7 RV-C olarak bildirilmistir (Giiney, 2017). Her iki ¢alismada
da RV-B literatiirle tutarli olarak diger tiirlere oranla diisiik dolagimdadir. Bu
calismanin aksine RV-A ve RV-C her iki ¢alismada da es baskin olarak tespit
edilmistir. Pandemi oncesi tilkemizde yapilan bu iki ¢alismadan elde edilen verilerle
calismamiz verileri karsilastirildiginda RV alt tiplerinde belirgin bir degisim olmadig1
gbzlendi.

Bu calismada, 6rnekler oldukega kiiclik bir cografi bolgeden ve kisithh zaman
araliginda elde edilmis olmasina ve ¢alismanin sinirlt 6rneklem biiyiikliigiine ragmen
¢ok sayida alt tip tespit edildi. Bu durum ¢ok sayida alt tipin es zamanli dolagimini
bildiren 6nceki ¢alismalarla tutarlidir (L'Huillier ve ark., 2015; van der Linden ve ark.,
2016). Tespit edilen g tiir icinde baskin olan alt tipler su sekildedir: Baskin RV-A alt
tipleri A59, A9; RV-B alt tipleri B84, B92; RV-C alt tipleri C35, C11 ve C3. RV-A
icin 16, RV-B i¢in 3, RV-C i¢in 12 farkl alt tip olmak {izere toplam 31 farkli alt tip
tespit edildi. Tespit edilen alt tiplerin diger c¢alismalarda bildirilenlerden farkli
olmasmin bir¢cok sebebi olabilir. Hastane ortamlarinda tespit edilemeyen salginlar
veya siirh bir cografi bolgede ortaya ¢ikan alt tipler gibi faktorler belirli alt tiplerin
tespitinde rol oynayabilir (Jacobs ve ark., 2013; Vandini ve ark., 2019). Baz1 hasta
gruplarini, RV alt tiplerinin olusturdugu enfeksiyonlara karsi daha duyarli hale getiren,
alt tipe kars1 gelistirilmis spesifik antikorlar1 indiikleyen humoral bagisik yanitin
gelisimi, gecici bagisiklik ile iligkili oldugunu diisiindiiriir. Buna bagl olarak farkl
RV alt tiplerinin yol ag¢tig1 yiiksek enfeksiyon orani 6nceden var olan bagisiklik ile
iliskilendirilebilir (Makris, & Johnston, 2018).

Orneklerde RV lere ek olarak az sayida (%3,75; N=3) EV dizisi tespit edildi.
EV’lerin tiimii solunum yolu enfeksiyonlariyla iliskili EV’lerden biri olan EV-D68 idi.
Bu durum, evrimsel olarak korunmus 5’UTR bélgesinin RV-EV arasindaki ¢apraz

reaktivitesini agiklamaktadir. (McAllister ve ark., 2015). EV-D68 enfeksiyonlarinin
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goriilmesi  dikkat c¢ekici olup, RV/EV ayirmmi dizi analizi yontemi ile
yapilabilmektedir.

Diger solunum yolu etkenlerinin aksine RV’ler, diinya ¢apinda, y1l boyu ve
dort mevsimde de tespit edilerek dikkat c¢ekmektedir. RV’ler, farkli antijenik
ozelliklere sahip c¢ok sayida alt tipinin bulunmasma neden olan kapsamli genetik
cesitlilik sergilemektedir. Bu durum RV’lerin bagisik yanittan kagmalarina,
bulasiciliklarini siirdiirmelerine ve dolayisiyla siirekli dolasimda olmalarina olanak
vermektedir (Kainulainen ve ark., 2019; Sansone ve ark., 2013). Pandemi doneminde
diger solunum yolu viriisleri baskilanmasi ve sikliginin azalmasina karsin RV’ler
pandemiden etkilenmeyen ve COVID-19’dan sonra en yaygin olarak goriilen solunum
yolu viral etkeni olarak dikkat cekmistir (Agca ve ark., 2021).

Calismanin kapsadigi yaklasik 15 aylik donemde RV’nin sonbahar ve kis
aylarinda siklikla rastlanmakla birlikte mevsimsel degisikliklerden bagimsiz olarak y1l
boyu tutarh bir sekilde tespit edildi. Onceki ¢alismalar da RV nin yil boyu dolastigini
bildirmislerdir (Jiang, 2022; van der Linden ve ark., 2016). Sonbahar ve kis aylarinda
zirve yaptigini bildiren ¢aligmalar olmakla birlikte (Zhao ve ark., 2018) genellikle
ilkbahar ve sonbahar aylarinda enfeksiyonun zirve yaptigini bildiren ¢alismalar da
vardir (Civljak ve ark., 2019; Lee ve ark., 2012). Calismadaki tiirlerin mevsimsel
dagilim modlar1 analiz edildiginde RV tiirleri igin farkli egilimler tespit edildi. En sik
Ekim-Aralik aylar1 arasinda saptanan RV’ler en yiiksek insidansi Kasim ayinda
gosterdi. Bu bulgular sonbahar aylarinda RV enfeksiyonlarinin yiiksek prevalansini
bildiren 6nceki ¢aligmalarla tutarhidir (Jiang, 2022; Lau ve ark., 2009; Zheng ve ark.,
2018). Mevsimsel dagilim modlarini etkileyen faktorler hem viral hem de enfekte
bireyi igerebilir. Hava sicakliklarindaki diisiisle birlikte degisken hava kosullari, nem
seviyesindeki azalma gibi etkenler RV bulasina ortam hazirlayarak viriisiin varligim
stirdiirmesine katkida bulunuyor olabilir.

Insidans1 dért mevsime yayilmis olmasina ragmen RV-A sonbaharda daha sik
tespit edildi. Bu durum RV-A’nin y1l boyu dolastigini ve istatistiksel olarak anlaml
olmamakla (p=1) birlikte kismi bir mevsimsellik ortaya koydugunu gostermektedir.
RV-C’nin mevsimsel egilimine bakildiginda sonbaharda daha sik goriildiigii tespit
edildi (p<0,001). Daha 6nce bildirilenlere benzer olan bu mevsimsel mod, RV-A ve

RV-C’nin yayilma paternlerini etkileyebilecek daha soguk ve kuru kosullar tercih
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edebilecegini diisiindiirmektedir (Marcone ve ark., 2014; van der Linden ve ark., 2016;
Zhao ve ark., 2018). Bu verilere ek olarak sonbahardaki yiiksek yas ortalamasi
(p=0,0012) dikkat ¢ekicidir. Bu durum belirli yas gruplarindaki bireylerin RV
enfeksiyonlarina kars1 sonbaharda daha duyarl olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu calisma, tespit edilen RV tiirleri ile hastalarin yas dagilimi arasinda iligki
oldugunu ortaya koymaktadir. Hasta 6rneklerinin ¢gogunlugunu ¢ocuk yas grubundaki
bireylerin olusturmasi pediatrik popiilasyonlarda RV enfeksiyonlarinin 6nemli yiikiinii
vurgular (Jacobs ve ark., 2013). Ozellikle cocuk ve yetiskin hasta gruplarinda ayrim
yapilarak RV-A ve RV-C alt tipleri ve yas gruplar1 arasindaki iliskiyi anlamak i¢in
yapilan istatistiksel analiz anlamli bir iligski oldugunu gdstermektedir (p=0,008). Bu
durum RV-A ve RV-C dagiliminin farkli yas gruplarinda degistigini ortaya
koymaktadir. Ayrica RV-A ve RV-C ile enfekte hastalarin yas ortalamalar
karsilastirildiginda anlamli farklar gézlendi (p=0,0066). RV-C enfeksiyonlarinin daha
gee yasta meydana geldigi gorildi ve bu durum RV-C enfeksiyonlarinin
baslangicinda bir gecikme oldugunu gostermektedir. Buna karsin RV-A’nin daha
erken yaslarda gortldigi tespit edildi (p=0,0097). Bu durum RV-A’nin, bireyleri
yasamin erken donemlerinde enfekte etme olasiliginin daha yiiksek oldugunu
diisiindiirmektedir. RV tiirlerinin prevalansinin yastan etkilenebilecegini diisiindiiren
calismalar vardir. Veriler 6zellikle RV-C’nin erken ¢ocukluk dénemlerinde ve RV-
A’nin ise daha ileri yaslarda enfeksiyonla alakali olabilecegini diigiindiirmektedir
(Bizzintino ve ark., 2011; Zlateva ve ark., 2020). Viral enfeksiyonlara kars1 bagisik
yanit hem dogal hem de edinilmis bagisiklik sitemlerinde dikkat ¢ekici degisikliklerle
cocukluk ve ergenlik boyunca gelisir. Bagisiklik sistemindeki yasa bagl farkliliklarin
ve kacinma stratejilerinin farkli RV tiirleri lizerinde secici baskilar uygulamasi
olagandir. RV-A ve RV-C bagisik yanittan kaginmak icin farkli stratejiler gelistirmis
olabilir (Choi ve ark., 2021; Makris ve ark., 2018). Tiirlerin yol actig1 enfeksiyonlarin
yasa bagh duyarliligini aydinlatmak i¢in ileri immiinolojik ¢alismalar gereklidir. Bu
bulgular RV enfeksiyonlarinda belirleyici bir faktor olarak yasin énemini vurgular ve
farkli yas gruplarinda enfeksiyonun kontroliinii amaglayan halk sagligi eylem
planlaria yonelik i¢goriiler saglamaktadir.

Bu caligmada tespit edilen RV tiirleri arasindaki cinsiyet dagilimi analizi,

onceki ¢aligmalarda bildirildigi gibi iki degisken arasinda anlamli bir iligki olmadigini
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gosterdi (p=0,87). Bu bulgular, ¢alisilan hasta grubunda tiirlerin yol ac¢tig1 enfeksiyon
prevalansi s6z konusu oldugunda cinsiyet yanliligi olmadigini gostermektedir (Li ve
ark., 2021; Zeng ve ark., 2014).

Bu ¢alismada 5 adet hasta 6rnegi tiplendirilememistir. Bu duruma, ekstrakte
edilen RNA’nin kalitesi, diisiik RNA konsantrasyonu, RT-PCR sonrasinda uygulanan
pirifikasyon islemine ragmen oOrneklerde devam eden kirlilik, dizileme reaksiyonu
sirasinda meydana gelen istenmeyen durumlar vb. cesitli teknik sorunlardan
kaynaklanabilir. Bu faktorler eksik veya belirsiz okumalara yol agarak 6rneklere belirli
tir veya alt tiplerin atanmasini giiclestirebilir. Bununla birlikte yiiksek genetik
cesitlilik gosteren RV’ler, 6zellikle yeni alt tiplerin siirekli kesfi diigiiniildiiglinde veri
tabanlarinda halihazirda yer alan referans dizilerin bu cesitliligi temsil edememesi
olasidir.

Rhinoviruslar iizerine yapilan bu caligmadan elde edilen verilere ragmen
bulgularin gegerliligini ve giivenilirligini etkileyebilecek olan igsel sinirlamalar
bildirmek dnemlidir. Ilk olarak bu ¢alisma, daha &nce toplanan hasta érneklerine ve
iligkili verilere dayanan retrospektif bir calismadir. Laboratuvar protokolleri,
orneklerin mevcudiyeti veya klinik endikasyonlara bagli olarak belirli 6rnekler harig
tutulabilir. Diger bir énemli simirlama kiigiik 6rneklem biiytikliigiidiir. Analizlerin
istatistiksel giiclinii siirlayan bu durum hata riskini artirabilir. Kapsamli klinik
verilerin olmamasi bu ¢alismayi sinirlayan faktorlerdendir. Semptom siiresi ve siddeti,
komorbiditeler ve tedavi planlar1 gibi klinik bilgiler, RV tiirlerinin yol a¢tig1 klinik etki
ve sonuglar1 iliskilendirerek daha 1iyi anlasilmasini saglayabilir. RV tiirlerinin
dagilimini etkileyebilecek olan cografi alanin siirli olmasi ise alt tip gesitliliginin ve
prevalansinin yansitilamama olasihigim diisiindiirmektedir (Adam ve ark., 2021; van
der Linden ve ark., 2016).

Bu ¢alisma, Giiney Marmara bolgesinde yer alan {igtincti basamak bir hastane
olan Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
yiriitiilen, ilkemizde COVID-19 pandemisi devam ederken RV tiplendirmesi yapan,
dolasimini gosteren ve Giliney Marmara Bolgesi’nde RV alt tipleri ilk kez tanimlayan
caligmadir. RV-A i¢in 16, RV-B i¢in 3, RV-C i¢in 12 farkl: alt tip olmak iizere toplam
31 farkhi alt tip tespit edildi. RV-A, dort mevsimde de tespit edildi. RV-C
enfeksiyonlart siklikla sonbaharda meydana geldi (p<0,05). RV-B yalnizca ilkbahar
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ve sonbaharda tespit edildi. RV-A enfeksiyonlarmin daha erken (p<0,05), RV-C
enfeksiyonlarinin ise daha ge¢ yaslarda gorildiigii tespit edildi (p<0,05). RV-A
ozellikle iki yas alt1 ¢cocuklarda sik goriiliirken, RV-C’nin okul ¢agi ¢ocuklarda ve
erigskin yas grubunda goriildiigii tespit edildi. RV alt tiplerinin ve dagiliminin, pandemi
oncesi iilkemizde yapilan c¢alismalarla benzerlik gosterdigi ve pandemiden
etkilenmedigi tespit edildi. Sonuglar, molekiiler yontemlerle nazofaringeal siiriintii
orneklerinde RV tiirlerinin dagilimi hakkinda bilgi saglayarak mevcut molekiiler
epidemiyolojik caligmalara katkida bulunmaktadir ve RV enfeksiyonlarinin
dinamiklerini ve insan sagligi iizerindeki etkisini aydinlatmayi amaclayan ileri
calismalar i¢in bir temel saglamaktadir. Gelecekteki aragtirma ¢abalari, RV
enfeksiyonlarinin genetik c¢esitliligi ve molekiiler epidemiyolojisinin daha kapsamli
anlagilmasini saglayarak RV tiplendirmesinin dogrulugunu ve seffafligini iyilestirmek
icin gelismis dizileme teknolojilerini dahil etmeye ve referans veri tabanlarini

genisletmeye odaklanmalidir.
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7. SIMGE ve KISALTMALAR

ul: Mikrolitre

pg: Mikrogram

pumol: Mikromol

mM: Milimolar

ml: Mililitre

nm: Nanometre

kDa: Kilodalton

kb: Kilobaz

be¢: Baz ¢ifti

°C: Santigrat (Celcius) derece

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

ASYE: Akut Solunum Yolu Enfeksiyonu

BAL: Bronkoalveoler Lavaj

BAP: Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

CDHR-3: Cadherin Related Family Member-3, Cadherin Iliskili Aile Uyesi-3
cDNA: complementer DNA

COVID-19: Coronavirus Disease 2019

Cre: cis-etkili element

DNA: Deoksiribo niikleik asit

dNTP: Deoksiniikleotit Trifosfat

dsRNA: double stranded, ¢ift sarmal RNA

EV: Enterovirus

HBEC: Normal Primer Insan Bronsiyal Epitel Hiicreleri

HIV: Human Immunodeficiency Virus

ICAM-1: Intraseliiler Adezyon Molekiilii-1

ICTV: International Committee on Taxonomy of Viruses, Uluslararasi Virus
Taksonomi Komitesi

IFN: Interferon

IgG: Immunoglobulin G

IL: Interlokin

IP: Interferon Promoter

IRES: International Ribozomal Entery Site

KF: Kistik Fibroz

KOAH: Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig1

LDLR: Diisiik Dansiteli Lipoprotein Reseptor

LGP: Laboratory of Genetics and Physiology, Genetik ve Fizyoloji Laboratuvari
MCP: Molecular Chaperone Protein, Molekiiler Saperon Proteini
MDA-5: Melanoma Farklilagsma-iliskili Protein 5

MO: Milattan Once

MRNA: Messenger, Mesajc1t RNA

NF-kB: Nuclear Factor kappa B

NIAID: National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Ulusal Alerji ve Bulasici
Hastaliklar Enstitiisii

NK: Natural Killer

NOD: Niikleotid Baglayic1 Oligomerizasyon Alani

ORF: Open Reading Frame, Acik Okuma Cergevesi
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PAMP: Patojenle Iliskili Molekiiler Paternler

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PRR: Patojen Tanima Reseptorleri

RANTES: Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted,
Aktivasyon ilizerine Diizenlenen, Normal T-hiicresi Eksprese Edilen ve Salgilanan
RdRp: RNA’ya bagimli RNA polimeraz

RFLP: Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi

RIG: Retinoik Asitle indiiklenebilir Gen

RLR: RIG-I benzeri reseptorler

RNA: Riboniikleik asit

r-PCR: Real-Time PCR

RSV: Respiratuar Sinsityal Viriis

RT-PCR: Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RT-SIBA: Ters Transkripsiyon Ipligi invazyon Tabanli Amplifikasyon
RV: Rhinovirus

SARS-CoV-2: Siddetli Akut Solunum Yolu Sendromu Koronavirus 2
sSRNA: single stranded, tek sarmal RNA

TGF: Transforme Edici Biiyiime Faktorii

TLR: Toll Benzeri Reseptor

TNF: Tiimor Nekroz Faktor

UTR: Untranslated Region, Translasyona Ugramayan Bolge

V/P: Viral Protein

VVPg: Viral Priming Protein

VTM: Viral Tagima Ortami

WGS: Whole Genome Sequencing, Tiim Genom Dizileme

WHO: World Health Organization, Diinya Saglik Orgiitii
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Referans Diziler. NCBI GenBank veritabani kullanilarak elde edilmistir.
EK2

>EU095996.1 Human rhinovirus 9 5' UTR
TGGGTTGTTCCCACTCAGATCTCCCACGTGGAGTAGTACACTATTATTAC
GGTAATCTTGTACGCCAGTTTTATAATCCCCTTACCCAAGTAACTTAGAA
GATAAACACAAAGACCAATAGGAGATGATCATCCAGATCATCATAGGTC
AAGCACTTCTGTTTCCCCGGTCAAGGTTGATATGCTCTAACAGGGCAAAA
ACAGCTGAGATCGTTATCCGCAAAGCGCCTACGCAAAGCCTAGTAACTAT
CTGGAAGTTGCTTGGTTGGTCGCTCCGCCATATCCCATGGTAGACCTGGC
AGATGAGGCTAGAAATTCCCCACTGGTGACAGTGTTCTAGCCTGCGTGGC
TGCCTGCACACCCTCTGGGTGTGAAACCAAGTAATGGACAGGGTGTGAA
GAGCCCCGTGTGCTCGCTTTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAACC
TTAACCCTGCAGCTAGGGCACACAATCCAGTGTGTATCTAGTCGTAATGA
GCAATTGCGGGATGGGACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCTTGTTTTT
CTTTTATGTTTGCTTATGGTGACAATATATAGTAATATATGTTGGCAT

>FJ231281.1 Human rhinovirus 15 5' UTR
TATCCGCAAAGTGCCTACGCAAAGCCTAGTAATGCTTTCGAAGTCATTTG
GTTGGTCGCTCCGCTGTAACCCACAGTAGACCTGGCAGATGAGGCTAGA
AACTCCCCACTGGCGACAGTGTTCTAGCCTGCGTGGCTGCCTGCACACCC
TTTGGGTGTGAAGCCAAATTACGGACAAGGTGTGAAGAGCCCCGTGTGC
TCACTTTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAACCTTAACCCTGCAGC
TAGAGTGCACAATCCAGTGTATTTCTAGTCGTAATGAGCAATTGCGGGAT
GGGACA

>EU096009.1 Human rhinovirus 22 5' UTR
CCCCCACCAGATCACCCAAGTGGTGTAGTGCTCTGTTATTTCGGTAACCT
TGCACGCCAGTTTTATCACCCCTTCCCCACGTAACTTAGAAGCTTTTAAAC
ACAGACCAATAGGGAGCGACAAACCAGTCGTGAAAGGTCAAGCACTTCT
GTTTCCCCGGTCAATGTTGATATGCTCCTCCAGGGCAAAAACAACAGCGA
TCGTTACCCGCAAGATGCCTACGCAAAGCTTAGTAATATCTTCGAAGATA
CTTGGTTGGTCGCTCATGTGCAACCCCAGCATTAGACCTGGCAGATGAGG
CTAGAAATTCCCCACTGGCGACAGTGTTCTAGCCTGCGTGGCTGCCTGCA
CACCCTAACGGGTGTGAAGCCCAGTATTGGACAAGGTGTGAAGAGCCCC
GTGTGCTCATCTTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAACCTTAAACC
TGCAGCCATTGCTCACAATCCAGTGAGTCTATGGTCGTAATGAGCAATTG
CGGGATGGGACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCTCTTTTTTCCTTATA
TTTGAGCTTATGGTGACAAAATATAGTGATATATATG

>EU096027.1 Human rhinovirus 40 5' UTR

TGGGTTGTTCCCCCCCTGGATTTCCTACATGGAAGTTGTACTCTGTTATTC
CGGTAACCTTGTACGCCAGTTTTATATCCCCCCCCATTGTAACTTAGAAGT
TATGCATACAGACCAATAGGTGGTGATCCTCCAGATCACTAACGGTCAAG
CACTTCTGTTTCCCCGGTTTGAATTGATACGCTCCAACAGGGCGAAAACA
GTTTAAATCGTTATCCGCAAAGTGCCTACGCAAAGCCTAGTAGCACTTTA
GAAAATCTATGGTTGGTCGTTCAGCTATACCCCCTAGTGGACCTGGCAGA
TGAGGCTAGAAGTACCCCACTGGCGACAGTGTTCTAGCCTGCGTGGCTGC
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CTGCACACCCTTATGGGTGTGAAGCCATATATTTGACAAGGTGTGAAGAG
CCCCGTGTGCTCACTTTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAACCTTA
ACCCTGCAGCTAGTGCATGTAATCCAACATGTTGCTAGTCGTAATGAGCA
ATTGCGGGATGGGACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCACTTTTTCCTT
TTAATTTGCTTATGGGGACAATATATATATAACATATATATTGGCATCA

>EU126704.1 Human rhinovirus 41 5' UTR
CCCCGGTTCAGATTGATATGCTCCAACAGGGCAAAAACAACCTGGATCGT
TATCCGCAAGATGCCTACGCAGAACCTAGTATCACACTGGAAGATTCTCG
GTTGGTCGCTCAGTTACAACCCCAGTAACAGACCTGGCAGATGAGGCTA
GAAATTCCCCACTGGCGACAGTGTTCTAGCCTGCGTGGCTGCCTGCACAC
CCGTTTGGGTGTGAAGCCTAGAATTGGACAGGGTGCGAAGAGTCGAGTG
TGCTCATCTTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAA

>FJ594769.1 Human rhinovirus 45 strain TW/1879/08 5' UTR
TTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGTCAATCTGGATATGCTTTACCAAAGGC
AAAAACCGGAGCGATCGTTATCCGCAAGGTGCCTACGGGAAACCTAGTA
GCACTCTCTATTTGATCTGGTTAGTTGTTCAGCCGTTAAACCCAAGCGGT
AAACCTGGCAGATGAGGCTGGAAAATCCCCACCAGCGATGGTGTTCCAG
CCTGCGTGGCTGCCTGCACACCCGAAAGGGTGTGAAGCCTTTTCAAAGAC
AGGGTGCGAAGAGTCTACTGTGCTCACCTTGATTCCTCCGGCCCCTGAAT
GTGGCTAATCCTAACCCCGCAGCTGTAGTGTGCAATCCAGCACATTTGCA
GTCGTAACGGGTAACTGCGGGATGGAACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGA

>EU096042.1 Human rhinovirus 55 5' UTR
TTTTATCACCCTTCCCCCATGTAACTTAGAAGATGTACACTCAGACCAAT
AGGTGATAATCCTCCAGATTATCTAAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGG
TCTAAACTGATATGCTCCAACAGGGCAAAAACAGTGCAGATCGTTATCCG
CAGGATGCCTACGCAAAGTCTAGTAACCCCTTTGAAGATATTTGGTTGGT
CGCTCCACTATTCCCCATAGTAGACCTGGCAGATGAGGCTAGAAATTCCC
CACTGGTGACAGTGTTCTAGCCTGCGTGGCTGCCTGCACACCCTATTGGG
TGTGAAGCCAAATATTGGACAAGGTGTGAAGAGCCCCGTGTGCTCATCCT
GAGTCCTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAACCTTAACCCTGCAGCTAGTGCA
TGCAATCCAGCATGTAGCTAGTCGTAATGAGCAATTGCGGGATGGGACC
AACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCACTTTTTACCTTATATTTGCTTATGGT
GACAATATATATTGCATATATATTGGCATCA

>EU126719.1 Human rhinovirus 56 5' UTR
CCCCGGTCAAAGTTGATATGCTCTCCCCAGGGCAAAAACAATTGAGATCG
TTATCCGCAATGTGCCTACGCAAAGCCTAGTAATATCTTAGATGATATAT
GGTTGGTCGCTCCGCCATTTCCCATGGTAGACCTGGCAGATGAGGCTAGA
AACTCCCCACTAGCGACAGTGTTCTAGCCTGCGTGGCTGCCTGCGCACTC
TCTGAGTGCGAAGCCATATATTTGACAAGGTGTGAAGAGCCCCGTGTGCT
CACATTGAATCCTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAA
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>EU126721.1 Human rhinovirus 58 5' UTR
CCCCGGTCAATGAGGATATGCTTTTCCCAAGGCAAAAACCTTAGAGATCG
TTATCCCCACATTGCCTACACAGAACCTAGTATCACCTTTGATGTATTTAG
ACTGGTCGCTCCCTGCAAACCCAGCAGTAGACCTGGCAGATGAGGCTGG
ACGTTCCCCACTGGCGACAGTGGTCCAGCCTGCGTGGCTGCCTGCCCACC
CATTTGGGTGGGAAGCCTAACTATTGACATGGTGTGAAGAGCCGCGTGTG
CTCAATGTGCCTCCTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAA

>EU096046.1 Human rhinovirus 59 5' UTR
TTTTATAACCCCTCCCCTTTGTAACTTAGAAGATGTAAACACAGACCAAT
AGGTGGTAACTAACCAAGTTACTAAAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGG
CTGATATTGATATGCTCCACCAGGGCAAAAACAATAGAAGTCGTTATCCG
CAAAGTGCCTACGCAAAGCCTAGTAACACTTTGAATTGTTTATGGTTGGT
CGCTCAGCTATTCCCCCTAGTAGACCTGGCAGATGAGGCTAGAAATACCC
CACTGGTAACAGTGTTCTAGCCTGCGTGGCTGCCTGCGCACCCCTCCGGG
TGCGAAGCCATACACATGACAAGGTGCGAAGAGCCCCGTGTGCTCACTTT
GAATCCTCCGGCTCCTGAATGTGGCTAACCTTAAACCTGCAGCCAGTGCA
CATAAGCCAATGTGTATCTGGTCGTAATGAGTAATTGCGGGATGGGACCA
ACTACTTTGGATGTCCGTGTTTCTTGTTTTTCCTTAATTTTGCTTATGGTGA
CAATATATAGATAATATATATTGGCAT

>EU096048.1 Human rhinovirus 61 5' UTR
TTTAAAACTGGGTCTGGGTTGTTCCCACCCAGACCACCCATGTGGTGTTG
TACACTGTTATTCCGGTAACTTTGTACGCCAGTTTTGAACTCCCCTACCCC
TTTTGTAACTTAGAAGCTAAACACATCGACCAATAGCAGGCAATCACCCA
GATTGCTTATGGTCAAGTACTTCTGTTTCCCCGGTCTCCTCTGATATGCTC
TACCAGGGCAAAAACAGAGTAGATCGTTATCCGCAAGATGCCTACGCAA
CGCCTAGTAACACTTTGAAGTGTTTTTGGTTGGTCGCTCAGTTACAACCCC
AGTAATAGACCTGGCAGATGAGGCTAGATATCCCCCACTGGCGACAGTG
ATCTAGCCTGCGTGGCTGCCTGCACACCCTTTATGGGTGTGAAGCCAAAC
ATATGACAAGGTGCGAAGAGCCACGTGTGCTCATCTTGAGTCCTCCGGCC
CCTGAATGCGGCTAACCTCAACCCTGCAGCCATTGCTCACAAGCCAGTGG
GTATGTGGTCGTAATGAGAAATTGCGGGACGGGACCGACTACTTTGGGT
GTCCGTGTTTCACTTTTTTACCTTATTTTGCTTATGGTGACAATATATATA
CAGATATATATTGAC

>MK858952.1 Rhinovirus A isolate MALI Case 36 5 UTR
TCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGTCGATGAGGATATGCTTTACCCAAGGCA
AAAACCTTAGAGATCGTTATCCACACACTGCCTACACAGAGCCTAGTATC
ACTTTTGATGTAATTAGGTTGGTCGCTCCCTGCAAACCCAGCAGTAGACC
TGGCAGATGAGGCTGGACATTCCCCACTGGCGACAGTGGTCCAGCCTGC
GTGGCTGCCTGCTCACCCTATTGGGTGAGAAGCCTACTTATTGACAAGGT
GTGAAGAGCCGCGTGTGCTCAGTGTGCTTCCTCCGGCCCCTGAATGTGGC
TAACCTTAACCCTGCAGCCGCTGCCCATAATCCAATGGGTCTACGGTCGT
AACGCGCAAGTGCGGGATGGGACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGA
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>EU126731.1 Human rhinovirus 68 5' UTR
CCCCGGTTAGAATTGATATGCTCCAACAGGGCAAAAACAATTTTGATCGT
TATCCGCAAGGCAACTACGCAAAGCCTAGTACCATTTTTGATGATGTGTG
GTTGGTCGCTCCACTGTGAACCCGACAGTAGACCTGGCAGATGAGGCTA
GGAATTCCCCACTGGTAACAGTGTTCTAGCCTGCGTGGCTGCCTGCGTAC
CCTTTTGCGGGTACGAAGCCATACATTTGACAAGGTGTGAAGAGCCCCGT
GTGCTTGCCTTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAA

>EU126739.1 Human rhinovirus 76 5' UTR
CCCCGGCCAAAGTTGATATGCTCCAACAGGGCAAAAACAGCTGCGGTCG
TTATCCGCAAAACAACTACGCAAAGCCTAGTACCACCTTCTAGAGCATGT
GGCTGGTCGCTCCACTATAAACCCAATAGTAGACCTGGCAGATGAGGCT
AGGAGCTCCTCACTGGTAACAGTGTCCTAGCCTGCGTGGCTGCCTGCGCA
CCCTGACAGGTGCGAAGCCAAATGTTTGACAAGGTGTGAAGAGCCCCGT
GTGCTTGTTTTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAA

>EU126743.1 Human rhinovirus 80 5' UTR
CCCCGGTCAAAATTGATATGCTCCACCAGGGCAAAAACAGTTTTGATCGT
TATCCGCAAAGTGCCTACGCAAAGCTTAGTAACACTTTGAAGAATGTGTG
GTTGGTCGTTCCGCTATTCCCCATAGTAGACCTGGCAGATGAGGCTAGAA
AATCCCCACTGGTGACAGTGTTCTAGCCTGCGTGGCTGCCTGCGCACCTC
TTTGAGGTGCGAAGCCATTCCTTTGACAAGGTGTGAAGAGCCCCGTGTGC
TCACTTTGAGCCCTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAA

>MK858677.1 Rhinovirus A isolate ZAF _Control 51 5' UTR
TGTTTCCCCGGTCAAGGTTGATATGCTCCACAAGGGCAAAAACAACCAA
GATCGTTATCCGCAAGATGCCTACGCAAAGCCTAGTAATGCTTTTGAAGA
TACCTGGTTGGTCGCTCAGCTGTGTACCCGACAGTAGACCTGGCAGATGA
GGCTAGAAGTACCCCTCTGGCGACAGAGTTCTAGCCTGCGTGGCTGCCTG
CACACCCTTTTTGGGTGTGAAGCCAAGTATTGGACAAGGTGTGAAGAGCC
CCGTGTGCTCATCTTGAATCCTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAACCTTAAA
CCTGCAGCCAGTGCACACAAACCAGTGTGTAGCTGGTCGTAACGAGCAA
TTGCGGGATGGGACCAACTACTTTGGGTGTCCGTG

>EU870475.1 Human rhinovirus 48 5' UTR
ATCTAGCTACGGTAACTTTGTACGCCTGTTTCTCCTCAACCCTCCCCTACC
CGTTTATATATCTCAGGTAACTTAGTAAGATATCATTACCGCACAATAGG
GACCGNTTGTAACCAGCAACGGTCAGTGCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGA
GCGGAGTATAGACGGCCACTGCTGTCAAAAGCTCTTAACCGTTACCCGCC
AGTTAACTACACAACAGCTAGTAACATCTTGTTGTTCTTAGGGCGTTCGA
TCAGGTGAGTTTACCCCCTCACTAGTCTGGTCGATGAGGCTGAGAAATCC
CCACGGGTGACCGTGTCTCAGCCTGCGTGGCGGCCAGCCCAGCTTATGC
TGGGACGCCTTAAGTATGACATGGTGTGAAGACTCGCGTGTGCTTAGCTG
TGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAACCTAAAACCCCGGAGCCTTGA
GGCACAATCCAGTGCCCGCGAGGTCGTAACGAGAAATTCTGGRACGGGA
CCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTGCTAGATC
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>EU096071.1 Human rhinovirus 84 5' UTR
GCCGCCCCTCCCCCTTTTATTACCACATTTGTGGTCGCTGCAACGTTAGAA
GATTTTAAAGTAGTGCAATAGGAAGCATCACAACCAGTGGTGTTATGCAC
AAACACTTCTGTTTCCCCGGAGCGAGGTATAGACGGTCCCCACTGTCAAA
AGCCTTTAACCGTTATCCGCCAACCAACTACGAGACAGCTAGTAATGCCC
TGTTCTCCTGCAAGGCGTTCGATCAGACAGATTTCCCCTCTGTTAGTCTGG
TCGATGAGGCTAGAAGTACCCCACAGGTAACTGTGTTCTAGCCTGCGTGG
CGGCCAGCCCAGCTTCTGCTGGGACGCCTTTCAAGAGACATGGTGTGAAG
ACTCAATTGTGCTTGGTTGTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAACC
TTAAACCCGGATCCATGCTATGCAAACCAGCATAGTTATGGTCGTAATGG
GCAACTCTGGGATGGGACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCCATTTTTA
CTTTTTGTGTCATTTATGGTTACAATTAA

>EU096078.1 Human rhinovirus 92 5' UTR
TTTCCCCCTCTTGTACCCGCCCTTCAAGCTCCTTGCCCAAGTAACGTTAGA
AGTTTGAACATTGGTACAATAGGAAGCATCACATCCAGTGGTGTACTGTA
CAAACACTTCTGTTGCCCCGGAGCGAGGTATAGATGGTCCCCACCGTCAA
AAGCCTTTAACCGTTATCCGCCAATCAACTACGTAATGGCTAGTAGCACC
TTGGATTTAAGTTGGCGTTCGATCAGGTGGTAACCCCCACTAGTTTGGTC
GATGAGGCTAGGAATTCCCCACGGGTGACCGTGTCCTAGCCTGCGTGGCG
GCCAACCCAGCATCCGCTGGGACGCCAATTTAATGACATGGTGTGAAGA
CCTGCATGTGCTTGATTGTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAACCC
TAACCCCGGAGCCTTGCAGCACAATCCAGTGTTGTTAAGGTCGTAATGAG
CAATTCTGGGATGGGACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCTTATTTTTC
TTGAATTTTTCTTATGGTCACAGCATATATACATTATATACTGTGAT

>MZ268693.1 Rhinovirus C3 isolate 470156, complete genome
GCAGTGGTCTTGTATTACGGTACATTTCCATACCAGTTTTATACACCCCAC
CCCGAAACTCATAGAAGTTTGTACACAATGACCAATAGGCGGTGGCCAT
CCAGGTCACTAATGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGCACCCTTGTATAC
GCTTCACCCGAGGCGAAAAACGAGGTCGTCGTTATCCGCAAAGTGCCTA
CGAAAAGCCTAGTAACACTTTGAAAACCTATGGTTGGTCGCTCAGCTGTT
CACCCAACAGTAGACCTGGCAGATGAGGCTAGACACTCCCCACCAGCGA
TGGTGGTCTAGCCTGCGTGGCTGCCTGCACACCCTACCGGGTGTGAAGCC
AGAAAGTGGACAAGGTGTGAAGAGCCTATTGTGCTCACTTTGAGTCCTCC
GGCCCCTGAATGTGGCTAACCCTAACCCCGTAGCTGTTGCATGTAATCCA
ACATGTATGCAGTCGTAATGGGCAACTATGGGATGGGACCAACTACTTTG
GGTGTCCGTGTTTCCTGTTTTACTTTTTCATTGCTTATGGTGACAATTGTAT
CTGATACACTTGTTACC

>EF582385.1 Rhinovirus C4, complete genome
CCCACCCGAGCTGCCCATGTGGCGTGGTGCTCTTGTATCCCGGTACACTT
GCACGCCAGTTTGCCTCTCCTTACCCCGTAACATATCTAGAAGAATGTGC
ATAACGGACCAATAGGTGGTGGCAACCCATGCCACTGACGGTCAAGTAC
TTCTGTTTCCCCGGTGTGATGTGGAATAGACTCTCTCAGGGTTGAAGCCA
TAAGCATCGTTATCCGCTACGTGCCTACGCAAAACCTAGTAGCATTTTGA
AGCTTACTTGGTTGGCCGCTCAGCCACTAACCCGTGGTAGGCCTGGCAGA
TGAGGCTGGGCGCACCCCACTGGCGACAGTGGCCCAGCCTGCGTGGCTG
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CCTGCCCCTCTTTGAGGGGAAGCCATTTAAGTGACAAGGTGTGAAGAGTC
TCGTGTGCTCCACGTAGAATCCTTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAATCCTA
ACCCCGCAGCTATTGCACACAATCCAGTGTGTTGATAGTCGTAATGGGCA
ACTGTGGGATGGAACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCCTGTTTTCTTT
AAATACTTGCTTATGGTGACAAATAGTGTATACTGTTTGACACC

>0P342703.1 Rhinovirus C5 strain RVC5/China/2014/HBH10 polyprotein gene,
complete cds
AAACTGGGTACAGGTTGTTCCCACCTGTACCACCCAAGTGGTGTAGTGCT
CTTGTATTTCGGTACATTTGCACGCCAGTTTGCCACCCCTACCCCTTATGT
AACTTAGAAGCTTACACAAAGACCAATAGGCGGTGGTAAATCCATACCA
CTAACGGTCAAATACTTCTGTTTCCCCGGCATATGAGGAATAGGCTCCAA
AAGGGCTGAAGCCACTAGTGTCGTTATCCGCATTGGTACTACGCAAAGCC
TAGTATCAGCCTGAAAATTCCTTGGTTGGTCGCTCGGCCAGTTATCCCAC
TGGTAGACCTGGCAGATGAGGCAGGACTTACCCCACTGGCGACAGTGGT
CCTGCCTGCGTGGCTGCCTGCACACCCCTATGGGGTGTGAAGCCTAGGAA
CAGACAGGGTGTGAAGAGCCCCGTGTGCTACCAATGAGTCCTCCGGCCC
CTGAATGCGGCTAATCTTACCCCGCAGCTGTTGCACACAATCCAGTGTGT
ATGCAGTCGTAATGAGCAATTGTGGGATGGAACCGACTACTTTGGGTGTC
CGTGTTTCCTTGTTTTCCTTTTATTTGCTTATGGTGACAATATTGATATTAT
CAGTGTTGTCATC

>0K649391.1 Rhinovirus C9 strain RvC9/USA/2021/GAS3WT, complete genome
TTAAAACAGCCGTGTGGTTGTACCCACCACCGGGCACATTGTGCGTGGTA
CACTGGAATTACGGTTCCTTTGTACGCCTGTTTTCCCTCCCCGCTTTCTTTC
TTTCTTCACTTCTTGATCGTAACATAATTAGAAGCATGACACACAGTCCA
ATAGGAGGCGGTTAATCCATAACCGTCACGGACAAGCACTTCTGTTCCCC
CGGATGTGTGAATAGGCTTCCACCGAGGCTGAAGCTGTAGCATTCGTTAT
CCGCACACGTACTACGCGAAAACTAGTAACACCTTGATTGGTGGTGTGGT
GTTTCACTCAGCGCTACCCCAGCGTAGATCAGGGCAATGGGGCTACGGA
AACCCCACCGGCGACGGTGTCGTAGCCCGCGTGGTGCCCTGCCCAGATCC
TTGTGATCTGGGACACCATATCATTGACAGGGTGTGAAGATTCTAGTGTG
CTACGTGTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAACCTTAACCCCGCAG
CTATGGTGTGCAAACCAGCACATTCGTAGTCGTAATGGGCAACTGTGGGA
CGGGACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCCTTTTATTCTTATAATTTTC
CCTATGGTTACAGGCTTATGGTTATAAGTTTGTAATC

>0Q348028.1 Rhinovirus C11 isolate RvC11/USA/2022/01112, complete genome

GTAGTGCTCTTGTATCTCGGTACATTTGCACGCCAGTTTGCCACCCCTCCC
CTCTTATGTAACTTAGAAGATTACACAGAGACCAATAGGCGGTGGTAAAT
CCATACCACTAACGGTCAAACACTTCTGTTTCCCCGGCATGCGAGGAATA
GGCTCCAAAAGGGCTGAAGCCACTAGTGTCGTTATCCGCATTGGTACTAC
GCAAAGCCTAGTATCACCCTGAAAATTCCTTGGCTGGTCGCTCCACCAGA
TACCCCACTGGTAGACCTGGCAGATGAGGCAGGACTCGCCCCACTGGTG

ACAGTGGTCCTGCCTGCGTGGCTGCCTGCACACCCCTCTCGGGGTGTGAA
GCCCAGGAACAGACAGGGTGTGAAGAGCCCCGTGTGCTACCGATGAGTC
CTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCTTACCCCACAGCTGTTGCGCGCAAG
CCAGCGTGTATGCAGTCGTAATGAGCAATTGTGGGATGGAACCGACTACT
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TTGGGTGTCCGTGTTTCTTTTTATTCTTATTATTTGCTTATGGTGACAATAT
TGATATTATCAGTGTTGTCATC

>0P342698.1 Rhinovirus C15 strain RVC15/China/2017/BJR32 polyprotein gene,
complete cds
TTAAAACTGGGTATAGGTTGTTCCCACCTGTACCACCCACGCGGTGTAGT
GCTCCTGTATTCCGGTACACTTGCACGCCAGTTTGCCCTCCCCCCCCCTTC
CTGTAACGTAGAAGTTATATAAACAGACCAATAGGGGATGGCGAACCAC
GCCGTTCAAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGCATGCGAGGAATAGACC
CTCCCAAGGGTTGAAGCCACAAGTGTCGTTACCCGCATTGGTACTACACA
GAGCCTAGTATCGCTTTAGAAACTTGTTGGTTGGTCGTTCAGCCATTTCCC
ATGGTAGACCTGGCAGATGAGGCAAGAGGCTCCCCACTGGTAACAGTGT
TCTTGCCTGCGTGGCTGCCTGCACACCCTAATGGGTGTGAAGCCAATAAG
TGGACAGGGTGTGAAGAGCCGCGTGTGCTACCAATGAGTCCTCCGGCCC
CTGAATGCGGCTAATCCAACCCCACAGCTATGGCGTGCAATCCAGCATGT
GCGTAGTCGTAATGAGTAATTGTGGGACGGAACCGACTACTTTGGGTGTC
CGTGTTTCCTTTATTTTCTTATATCTTGCCTATGGTGACAATATTAAGTATT
AATATTGCTACC

>0Q331222.1 Rhinovirus C19 isolate RvC19/USA/cf466/2020, complete genome
ACANTGCGATCTTGGTCGCTTTGTATGCCTGTTTTTACCACCCACCCCAAC
TTTACTGTCTTCTTCACTTCACAAGTAACATAGAAGCATGTACATGATGC
CCAGTAGGATAACGTCTCAACCAGAGGCGTTAAGGGCAAGCACTTCTGTT
TCCCCGGATGTGTGAATAGGCTTCACCCGAGGCTGAAACTGTAGCATTCG
TTACCCGCATGACTACTACGCGACTGCTAGTAGCATTCTGTGTGACATGT
GGGGTTTCGCTCAGCAGAGACCCAGTCTGTAGATCAGGGTAATGAGGCT
ACACAACCCCCACTGGCGACAGTGGTGTAGCCTGCGTGGTGCCCTGCCCG
AGGCTCGTCCTCGGGACCCTCCATGTTAGACAGGGTGTGAAGACACTAGT
GTGCTAGTCATGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCTTAAACCTG
CAGCCATCGCATGCATGCCAGCATGTAGGTGGTCGTAATGAGTAATTGCG
GGATGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCCCTTTTTTACATTTGTG
TGTCTCTTATGGTTACATCATTGGTGTAATC

>0P342694.1 Rhinovirus C26 strain RVC26/China/2017/BJRS polyprotein gene,
complete cds
TTAAAACAGCCGTGTGGTTGTTCCCACCACCGGACACACTGTGTGTTGTG
CACTGGAATCTCGGTTCCTTTGCATGCCTGTTTTATAACCCCTTCCCCTTT
ACTTTCTATCATTCTTTTCTTCCAAGTAACTTAGAAGCTAAACAACAGTCC
AATAGGAAGTGACCAATCCATGGTCACTAAGGACAAGCACTTCTGTTTCC
CCGGATGCGTGAATAGACTCTAAAAGGGTTGAAGCTGTAGCATTCGTTAT
CCGCACTTGTACTACGCGATGGCTAGTATCATCCTACTCTTTCCATTGGCG
TTTCGCTCAGCGTGGTATCCCCCACGTAGATCAGGGCAATGAGGCTACAT
GTACCCCACCGGCGACGGTGATGTAGCCTGCGTGGTGCCCCGCCTGGGTC
TTGTACCCAGGACGCCATAGGTCAGACAGGGTGTGAAGACTTGAGTGTG
CTACAAGTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCCTAACCCCGCAG
CTATCGTACGCAATCCAGCGTATTGGTAGTCGTAATGAGCAATTGTGGGA
TGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCCTTTATTTCTTGACATGTTG
CTTATGGTCACAAGTTTATGATTATAAATTTGTGATC
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>0K017915.1 Rhinovirus C28 strain RvC28/USA/2021/9FY4XM, complete genome
TCTACGGACGTTGTACTCTTGTATTCCGGTACATTTGTACGCCAGTTTTTC
CTTCCCCACCCCATTGTAACATATAGAAGCTGGAACATACAGGCGAACA
GGATGCCAACAATCCATGTTGGTTCACGCCAAGCACTTCTGTTTCCCCGG
CATTAGAGTGTTAAGCTTCTCGCGAGGCTGAAGCTTGATATGTCGTTATC
CGCACAATTACTAAGCAGAGCCTAGTACCTCCCTGCTCTTTATATTGGCT
GGTCGTTCCATCAGTAACCCCTGATAGACCTGGCAGATGGGGCTGGAAAT
TCCCCACTGGCGACAGTGTTCCAGCCCGCGTGGCTGCCTGTCCCCCTTCT
TGGGGGAAAGCCATTATACAGACAAGGTGTGAAGAGCCGCGTTTGCTAA
TTGTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCCAACCCCACAGCTACT
GCATGGAAACCACCATGTGGGTAGTCGTAACGGGCAACTGTGGGACGGA
ACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCCTTTTATATTTTACTTTATCTCATG
GTGACAACATATAGTAATAAATATATGTTGTTAACC

>JF436925.1 Human rhinovirus C35 clone LRTI-metagenomic-1 polyprotein gene,
partial cds
AGCTCTGCAGATATCTCCCCGGACGTGTGAATAGGCCCTACCAGGGCTGA
AGCTGTAGCGTTCGTTATCCGCATGCCTACTGCGCAAAGGTTAGTAACTA
ACTAGATACTTAGTGGTGTTTCGCTCAGCAGTACCCCACTGTAGATCAGG
GTAATGAGGCTACGCATCCCCCACTGGCGACAGTGGCGTAGCCTGCGTG
GTGCCCTGCCCAGGTTTATACCTGGGACACCACTATTTGGACAGGGTGTG
AAGGCCAGCGTGCGCTAGGCATGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTA
ATCCTAACCCTGCAGCCATTGCATGCAAACCAGCATGTTGGTGGTCGTAA
TGAGCAATTGCGGGATGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCTTGT
TTTTCCATTAATTGTCTTATGGTTACAAGTTTGTGCAACAAATTTGTGACC

>MZ363450.1 Rhinovirus C44 strain RvC44/USA/2021/QQUGQ5, complete
genome
CCACACTGTCTACGGACGTAGTACTCTTGTATTTCGGTACACTTGTACGCC
AGTTTGCTACCCTCCCCAAACGTAACAATAGAAGTCAAATGCACCATGGC
CAATAGGAGGCAACACACCACGTTGTCTACGGTCAAGCACTTCTGTTACC
CCGGCATGAAGGGTGTTAAGTCTTCCCCAAGACCGAAGCCTTGACTGTCG
TTACCCGCACAACTACTGGACAAAGCCTAGTAATACCTGACGATATAGTG
TGGTTGGTCGCTCCACCAGTGAACCCCTGGTAGACCTGGCAGATGAGGCT
GGAGTTTCCCCACTGGTAACAGTGTTCCAGCCTGCGTGGCTGCCTGCTC
CCTCACGGGAGAAGCCATTCTATTGACAAGGTGTGAAGAGCCCCGTACG
CTAGTTGTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCCAACCCTGCAGC
CATTGCATGGAAGCCACCATGTGGATGGTCGTAATGAGTAATTGCGGGA
CGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCCTGTTTTACCTTTTAACTGC
TTATGGTGACAATATACGTATAAGATATATTGTTCACC
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>KF688606.1 Rhinovirus C50 strain human/Australia/SG1/2008, partial genome
TTCCCCGGACGTGTGAATAGGCTCCACCAGGGGCTGAAGCTGTAGCGTTC
GTTACCCGCACTGCTACTACGCAAGGGTTAGTATCTAACTGAAAACATTG
TGGAGTTTCGCTCAGCAGAACCCCACTGTAGATCGGGGTAATGGGGCTAC
ACAACCCCCACCGGCGACGGTGGTGTAGCCCGCGTGGTGCCCCGCCTGA
GGCTTGTGCCTCAGGACGCCACAATGTTGACAGGGTGAGAAGGCCTACG
TGTGCTAGCAGTGAGTCCTCCGGCCTCTGAATGCGGCTAATCCTAACCCC
ATAGCCATCACACACAATCCAGTGTGCAGGTGGTCGTAACGGGTAACTAT
GGGATGGAACCGACTACTTTGAGTGTCCGTGTTTCCTATTTTACCTTTACA
TGTCTTATGGTCACAATATAGTGTATACATATTGTGATC
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Yiiksek lisans siirecini tamamlamamda bana her asamada destek olan, bilgi ve
deneyimlerini cOmertce paylasan, calismalarimi sabirla yonlendiren, akademik ve
mesleki gelisimime onemli katkilar1 olan degerli danigmanim Prof. Dr. Harun
AGCA’ya,

Egitimim siiresince bana destek veren, bilgi ve deneyimlerini paylasan, yapict
elestirileriyle katkida bulunan Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyeleri
Prof. Dr. Beyza ENER’e, Prof. Dr. Ciineyt OZAKIN’a, Dog¢. Dr. Melda
PAYASLIOGLU’na, Dog. Dr. imran SAGLIK’a, Dog. Dr. Oktay ALVER’e, Dog. Dr.
Nazmiye Ulkii TUZEMEN e tesekkiirlerimi sunarim.

Elektroforez adimlarmi gergeklestirirken yardimlarini esirgemeyen tim
Immiinoloji Anabilim Dal1 akademisyenlerine, ¢alisanlarina ve dgrencilerine,

Karsilastigim sorunlar1 ¢ozmemde biiylik emegi olan, kendisinden ¢ok sey
ogrendigim Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Doktora Ogrencisi Havva TEZCAN
UNLUye,

Calismam siiresince bana her zaman yardimci olan, akademik ve kisisel
gelisimime katkida bulunan, zor zamanlarimda destek veren degerli sinif arkadagim
Biyolog Bekir AKCAya tesekkiirii bir borg bilirim.

Bana her zaman giivenen ve destekleyen sevgili dostum Matematik Ogretmeni
Ayse CABUK a,

Hayatim boyunca arkamda olan ve beni destekleyen, ¢alismalarimi takip ve
takdir eden, zor zamanlarimda yanimda duran ve sabrini hi¢ kaybetmeyen canim
annem Serpil TUNER’e ve canim babam Ahmet TUNER e, ilham kaynagim canimin
ici kardesim Berna TUNER’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Sunulan bu tez ¢alismasi, TYL-2022-1056-BAP numarasi kapsaminda Bursa
Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan
desteklenmistir.

Beyza TUNER
Bursa, 2023
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10. OZGECMIS

Ad1 ve Soyvadi: Beyza TUNER

Egitim

Bursa Uludag Universitesi | Yiiksek Lisans
2020-2023

Tibbi Mikrobiyoloji Tezli Yiiksek Lisans Programi
Yildiz Teknik Universitesi | Lisans

2016-2020

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Bursa Atatiirk Anadolu Lisesi | Lise

2011-2015

Is Tecriibesi
Tarim ve Orman Bakanlig1 | Yaz Dénemi Stajyeri

Bursa Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisi

2018/07-2018/08

Seminer ve Konferanslar

World Health Organization| Introduction To Covid-19: Methods For Detection,
Prevention, Response And Control | 2021

World Health Organization| Introduction To Infection Prevention And Control
(Ipc) | 2021

World Health Organization| Basic Microbiology | 2020

World Health Organization|Standard Precautions: Environmental Cleaning &
Disinfection | 2020

Istanbul Medeniyet Universitesi | IEEE Student Branch-Biomedical Conference,
Organization Committee Participation Certificate | 2020

Yildiz Teknik Universitesi Biyoteknoloji ve Genetik Kuliibii | Genetik Giinleri |
2019

Uludag Universitesi | Noropsikiyatri ve Genetik Ulusal Ogrenci Sempozyumu |
2018

Marmara Universitesi Kimya ve Sektér Kuliibii | Adli Bilimlerde Kimya
Semineri | 2017

Sertifikalar

Hiicre Kiiltiirii Egitimi | TUSEB 2022

Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikas1 | BUU 2021

Diksiyon Sertifikas1 | MEB 2017

Goniillii Calisma Deneyimi ve Liderlik

Yildiz Teknik Universitesi Biyoteknoloji ve Genetik Kuliibii Uyeligi | 2016-2017
YTU Okguluk | 2018-2019

ASHANE | 2019

LOSEV Géniilliisii, TEMA Vakfi Goniilliisii

Bursa Atatiirk Anadolu Lisesi Afak Dergisi-Yazar | 2014
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