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ALT SOLUNUM YOLU İNFEKSİYONU OLAN ÇOCUKLARDA  

SOLUNUM SİNSİTYAL VİRÜS’ÜN İMMUNOFLORESAN, HÜCRE KÜLTÜRÜ  

VE PCR YÖNTEMLERİYLE ARAŞTIRILMASI 

ÖZET 

Solunum Sinsityal Virüs (Respiratory Syncytial virus, RSV), bebek ve küçük çocuklarda alt 

solunum yolu infeksiyonuna yol açan etkenlerden en önemlisidir. Bu çalışmada alt solunum 

yolu infeksiyonu olan çocuklarda Solunum Sinsityal Virüs’ün Direkt Immunofloresan 

Antikor (DFA), hücre kültürü, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction,  

PCR) yöntemleri ile araştırılması amaçlandı.  

Bu çalışmaya alt solunum yolu infeksiyonu olan, yaşları 0-24 ay arasında değişen 80 

hastadan alınan nazotrakeal aspirat örneği dahil edildi. Örneklerde RSV antijeni Direkt 

Immunofloresan Antikor (DFA) (Monofluo BIO-RAD, Fransa) yöntemiyle araştırıldı. 

RSV’nin izolasyonu için Hep-2 hücre kültürü kullanıldı. Klinik örnekteki RSV-RNA 

varlığı gerçek zamanlı PCR (Fluorion IONTEK, Türkiye) yöntemiyle araştırıldı.   

 Çalışmaya dahil edilen 80 örneğin 26 (% 32.5)’sında DFA yöntemiyle, 17 (% 21.3)’sinde 

hücre kültürü yöntemiyle RSV pozitifliği bulundu. Ancak çalışmaya alınan örnekler 

arasında 6 tane örneğin miktarı yeterli olmadığı için PCR yöntemiyle çalışılamadı. Bu 

yüzden çalışılan 74 hastadan 20 (% 27) ’sinde PCR yöntemiyle RSV RNA pozitif bulundu.  

Hücre kültürü yöntemi altın standart olarak kabul edildiğinde DFA yönteminin duyarlılığı 

%100, özgüllüğü  %85.7, doğruluk oranı %88.75,  PPV %65.38 ve  NPV %100  olarak, 

PCR yönteminin ise sırasıyla %100, % 94.7, %95.94, %85, %100 olarak bulundu. 

 Sonuç olarak; RSV infeksiyonunun  tanısında DFA, PCR ve hücre kültürü yöntemleri 

uygulanabileceği ancak hücre kültürü yönteminin örneğin hemen inoküle edilmesi şartıyla 

uygulanması gerektiği kanaatine varıldı. 

Anahtar Kelimeler : Solunum Sinsityal Virus,  Direkt Immunofloresan Antikor, Hücre Kültürü,  

PCR 
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INVESTIGATION  OF RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS BY                       

IMMUNOFLOURESAN, CELL CULTURE AND PCR METHODS IN                             

CHILDREN WITH RESPIRATORY TRACT INFECTION 

ABSTRACT  

Respiratory Syncytial Virus (RSV) is the major viral agent of lower respiratory tract infection in 

infants and children. The  aim of this study was to investigate of  RSV by immunoflouresan, cell 

culture and PCR methods in children with respiratory tract infection. 

 Nasotrakeal aspirate specimens collected from hospitalized 80 patients with  respiratory tract 

infection aged between 0-24 months were included in the study. RSV antigen was investigated in 

nasotrakeal aspirate specimens by direct flouresence antibody (DFA) test  (Monofluo BIO-RAD, 

France). Hep-2 cell culture was used for RSV isolation. RSV-RNA was investigated real time PCR 

(Fluorion IONTEK, Turkey) in clinical specimens. 

Of 80 samples tested RSV was found positive in 26 (% 32.5) and  17 (% 21.3)  by DFA and cell 

culture respectively. The six specimens were not studied by PCR  as  samples  were not  sufficient. 

Of 74 samples tested  20 (27%) samples were found to be positive by  real time  PCR. 

Considering cell culture as the “gold standard” the sensitivity, specificity, agreement, PPV, NPV 

were   100,  85.7,  88.75,  65.38, 100 %, respectively, for DFA and  100,  94.7,  95.94,  85, 100 %, 

respectively  for PCR. 

As a conclusion DFA, PCR and cell culture methods can be applied for diagnosis of RSV infection 

however specimens should be inoculated  to the cell culture immediately. 

 

Key Words: Respıratory Syncytial Vırus , cell culture, PCR, immunoflouresence 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Solunum sinsityal virüs (RSV; Respiratory Syncytial Virus), bütün dünyada bebek ve 

çocuklarda, alt solunum yolu infeksiyonlarının başlıca sebebidir. RSV infeksiyonunu 

takiben tekrarlayan alt solunum yolu infeksiyonu sık görülmektedir. Ayrıca RSV, 

morbiditesi yüksek olan nozokomiyal infeksiyonlardan da sorumludur. 

 RSV infeksiyonların hızlı tanısı; uygun infeksiyon kontrol yöntemlerinin geliştirilmesi 

ve erken antiviral tedavinin yararı nedeni ile önemlidir. RSV’nin hızlı tanısı; gereksiz 

antibiyotik kullanımını ve bu suretle antibiyotiklere karşı dirençli bakterilerin gelişimini 

önlemekte, doğru tanı ile uygun tedaviyi yönlendirerek hastaların hastanede kalış 

sürelerini kısaltmaktadır. RSV infeksiyonlarının özgül tanısında hücre kültürü, virüs 

antijenlerinin direkt olarak gösterilmesi, moleküler teknikler ve serolojik testler 

uygulanmaktadır. RSV infeksiyonlarının tanısında hücre kültürü yöntemi altın standart 

olarak kabul edilmektedir. Ancak virüsün hücre kültürlerinde yavaş üremesi daha hızlı 

sonuç alınabilen yöntemlerin kullanıma girmesine yol açmıştır. Direkt immunofloresan 

antikor (DFA) yöntemi testler arasında tercih edilen yöntemdir. Ancak örnekte virüs 

miktarı az olduğunda DFA testiyle virüs gösterilemezken hücre kültüründe 

üreyebilmektedir. Dolayısıyla, virüs antijenlerinin direkt olarak gösterilmesi ile birlikte 

virüs izolasyon yöntemlerinin yapılmasına önem verilmelidir. Diğer yöntemlerle 

kıyaslandığında Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yönteminin de yüksek duyarlılığa 
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ve özgüllüğe sahip olduğu belirlenmiştir. Ancak PCR yönteminin pahalı oluşu 

dezavantajıdır. Serolojik yöntemler tanıda tercih edilmemektedir ve epidemiyolojik 

çalışmalarda uygulanmaktadır. 

Bu çalışmada alt solunum yolu infeksiyonu geçiren çocuklarda RSV’nin DFA, hücre 

kültürü, PCR yöntemleri ile araştırılması amaçlandı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1.TARİHÇE 

Adams 1937 yılının ocak-şubat-mart aylarında 32 bebeğin hastalandığı ve 9’unun 

öldüğü, öksürük, solunum güçlüğü ve siyanozla karakterize nozokomiyal bir epidemi 

tarif etmiştir. Ölen bebeklerin akciğerlerinden yapılan sitopatolojik incelemelerde bronş 

epitel hücrelerinde stoplazmik inklüzyon cisimcikleri gösterilmiştir. Bu bulgular 

Respiratory Syncytial Virus (RSV) infeksiyonu nedeniyle ölen bebeklerden yapılan ilk 

patolojik tanımlamadır. RSV pnömonisinin tarifi ilk kez 1939 yılında Goodpasture 

tarafından yapılmıştır (1,2 ). 

RSV ilk olarak 1956 yılında Morris ve arkadaşları tarafından soğuk algınlığı geçiren bir 

grup şempanzeden izole edilmiş ve etkene “Şempanze Koriza Etkeni” (ŞKE) adı 

verilmiştir. Şempanze bakıcılarından birinde aynı hastalık tablosunun görülmesi virüsün 

kaynağının insan olabileceği fikrini düşündürmüştür. Ertesi sene Chanock ve 

arkadaşları iki bebekten ŞKE’ne benzer bir virüs izole etmişlerdir. Serolojik çalışmalar 

sonucunda bebeklerden izole edilen bu virüsün hastalık etkeni olduğu ortaya çıkmıştır. 

Çok geçmeden bu virüsün doğal kaynağının insan solunum yolu olduğu ve bu virüsle 

infekte hücre kültürlerinde yaygın sinsityumların geliştiği görülmüştür. Bu nedenle 

virüse daha uygun olan “solunum sinsityal virüs” adı verilmiştir (1, 3, 4 ).  
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 2.2.VİRÜSÜN GENEL ÖZELLİKLERİ 

RSV, Paramiksoviridaea ailesinin Pneumovirinae alt ailesinin Pnömovirus cinsi içinde 

yer alır. Paramiksoviridaea ailesinin bir diğer alt ailesi Paramyxovirinae olup 

Rubulavirus, Paramyxovirus ve Morbillivirus olmak üzere 3 cinsi bulunmaktadır (5). 

RSV’nin antijenik ve morfolojik özellikleri Paramiksoviridaea ailesinin diğer 

üyelerinden farklı olması nedeniyle Pnömovirus cinsine dahil edilmiştir (1,5-8). 

Pnömovirus cinsi içine aynı zamanda Sığır Solunum Sinsityal Virüs (BRSV), Fare 

Pnömoni Virüs (PVM), Koyun Solunum Sinsityal Virüs (ORSV), Keçi Solunum 

Sinsityal Virüs (CRSV) ve Hindi Rinotrakeit Virüs (TRTV) bulunur (5). Bu cins 

içerisinde bulunan üyeler hakkında serolojik çalışmalar devam etmektedir ( 9). 

Elektron mikroskobuyla yapılan incelemeler sonucunda RSV’nin 100-300 nm 

büyüklüğünde ve pleomorfik yapıda olduğu görülür (4, 5, 10-12). RSV tek zincirli, 

negatif polariteli 50 S RNA virüsüdür (1, 9, 13). Genom düz bir yapıda olup kütlesel 

ağırlığı 5x106 daltondur (14). Yaklaşık 15.000 nükleotitten oluşur (5). RSV 

nükleokapsidi 12-15 nm çapında olup helikal simetrilidir (1, 5). Virüsün zarfı 12 nm 

uzunluğundadır ve 10 nm aralıklarla dizili glikoprotein yapısındaki çıkıntılar sebebiyle 

dikensi görünümdedir (5). Diğer Paramiksoviruslardan farklı olarak RSV’nin hemolitik 

aktivite, hemaglutinin ve nöraminidazları yoktur (4). 

2.3.ANTİJEN YAPISI 

RSV’nin keşfedilişinden 30 yıl sonrasına kadar RSV’nin yalnızca homojen ve tek bir 

serotipi olduğu düşünülmüştür (1). Hayvan serumu ile çeşitli RSV suşlarına karşı belli 

bir düzeyde farklılıklar içeren nötralize edici titreler elde edilmişken, insan serumunda 

suşlar farklı da olsa genelde aynı düzeyde nötralize edici titreler elde edilmiştir (3). 

Sonraları yapılan monoklonal antikor çalışmalarında birçok protein bakımından RSV 

suşlarının birbirine benzediği gösterilmiştir (15-18). Fakat bunlardan yalnızca G 

proteininde belirgin farklar olduğu saptanmıştır. Bu durumda monoklonal antikor 

kalıplarına göre RSV’nin alt grup A ve B diye 2 alt grubu tanımlanmıştır. A ve B alt 

grupları da kendi içlerinde alt tiplere ayrılırlar. Alt grup A, A2 suşu ile alt grup B ise 

18537 suşu ile karakterizedir (1, 2, 6). 
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A ve B alt gruplarının G proteinlerinin antijenik yakınlığı ancak %5 iken, F 

proteinlerinin antijenik yakınlığı yaklaşık %50’dir (3). Ayrıca bu iki alt grubun F 

proteinlerinde % 89 amino asit homolojisi varken G proteinlerinde bu oranın çok düşük 

olduğu bulunmuştur (19). Alt grup A suşları nispeten belli bir bütünlüğü korumakta, alt 

grup B suşları ise daha fazla değişim göstermektedir (3). Alt grup A ile oluşan 

infeksiyon sırasında alt grup B’ye karşıda çapraz antikor yanıtı oluştuğu saptanmıştır 

(20). Uzun yıllar yapılan epidemiyolojik çalışmalar genellikle alt grup A’nın daha 

baskın olduğunu göstermiştir (15,21-23). 

Tek zincirli negatif yüklü RNA’nın yaklaşık 15.000 nükleotidli olan 10 major mRNA’sı 

vardır ve bunların her biri bir proteini kodlar. Nükleokapsid proteini (N), fosfoprotein 

(P), ve büyük polimeraz proteini (L), yapısal proteinler olup nükleokapsitte; füzyon 

proteini (F), bağlanma proteini (G) ve matriks proteini (M1 ve M2) ise virüsün zarfında 

bulunur (5, 6, 7, 24, 25). RSV ile infekte hücrelerin yüzeylerinden salgılanan küçük 

hidrofobik protein (SH)’in, membran proteinlerinin üçüncüsü olabileceği 

düşünülmektedir. NS1 ve NS2 yapısal olmayan iki proteindir. NS1 asidik, NS2 bazik 

yapıdadır. NS1 ve NS2 proteinlerinin görevleri tam olarak bilinmemekle birlikte virion 

morfolojisinin düzenlenmesinde görevli oldukları sanılmaktadır (5, 9). 

N proteini orta büyüklükte olup nükleokapsidin major yapısal proteini iken P ve L 

proteinleri transkripsiyon ve replikasyonda önem taşır. L proteini çok büyük (250 kDA) 

ve nispeten hidrofobiktir. Büyük oluşunun nedeni nükleokapsitte yer almasındandır. 

L’nin viral RNA’ya bağlı RNA polimeraz olduğu düşünülmektedir (1, 5, 7, 9, 24). 

Virüsün zarfı; matriks (M1 ve 22 kDA’luk bir protein olan M2) ve yüzey proteinleri 

olan F ve G’den oluşur (1, 5, 9). Matriks proteini glikozillenmemiş olup hidrofobik ve 

bazik yapıdadır. Bunlardan M1 proteinin 2 genel fonksiyonu olduğu düşünülmektedir; 

paket yapılmadan önce nükleokapsidin transkripsiyonunu sonlandırmak ve 

nükleokapsid ile zarfın birleşmesine aracılık etmektedir (5).  

F ve G glikolize iki protein olup virüsün yüzeyinde bulunur ve RSV ile oluşan 

infeksiyon sırasında önemli immunojenlerdir (1). G proteini yaklaşık 90 kDA molekül 

ağırlığındadır. G proteininin büyük kısmını glikoprotein oluşturmaktadır. Elektroforez 

ile yapılan çalışmada ancak 32.5 kDA’luk kısmının polipeptit olduğu anlaşılmıştır (5, 

9). G proteinin işlevi konak hücreye adsorbsiyonu sağlamaktır (1). 
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F proteinin F1 ve F2 olmak üzere 2 alt ünitesi bulunur ve birbirlerine disülfit bağları ile 

bağlıdır (9, 26). F proteini virüs zarfının konak hücreye füzyonunu sağlar ve hücre 

kültüründe sinsityum oluşumuna neden olur (5, 9, 27). 

N, P, M, G/HN/H, F ve L proteinleri paramiksoviruslar ile pnömoviruslar arasında ortak 

proteinlerdir. NS1 ve NS2, SH ve M2 yalnızca pnömovirüslerde bulunurken, yapısal 

olmayan protein (C) ve sisteinden zengin protein (V) paramiksovirüs proteinleri olup, 

pnömovirüslerde bulunmaz (1, 5, 24). 

RSV genomunun 3’ ucundan 5’ ucuna olan genomik haritası Şekil 2.1.’de gösterilmiştir 

(1, 5). 

 

  

 

 

Şekil 2.1. RSV genomunun haritası 

 

2.4.DİRENÇLİLİK  

RSV, pH ve ısı değişikliklerinden hızlı etkilenen bir virüstür. 55 0C’de 5 dakika 

beklemekle RSV’lerin ancak %10’u canlı kalır. Virüs 37 0C’de 1 saat stabil kalır ve 24 

saat sonra infektivite ancak %10’unda kalmıştır. 48 saat süreyle 25 0C’de bekletilmekle 

infektivite oranı %10’a düşmektedir (3). RSV’nin infektivitesinin %90’ı yavaş bir 

şekilde dondurma ve çözme işlemlerinde kaybolmaktadır (4). Optimal pH RSV için 

7.5’tur. Asit pH virüsü olumsuz etkiler. Virüs; eter, kloroform ve çeşitli deterjanlarla 

(%1 sodyum deoksilat, sodyum dodesil sülfat (SDS),Triton x-100) çabuk inaktive olur 

(8, 3) 

RSV’nin saklanmasında alkol-kuru buz karışımı veya gliserin yada sukroz eklenerek 

hızlı dondurma yöntemleri kullanılabilir (7, 8). RSV’nin canlılığı kısmen ortamın 

nemine de bağlı olup; RSV gözeneksiz yüzeylerde (masa, steteskop vb) 3-30 saat 

canlılığını sürdürebilirken; gözenekli yüzeylerde (giysi yada kağıt gibi) canlı kalma 

süresi 1 saatten azdır. Ellerde RSV’nin infektivitesi kişiden kişiye değişmekle birlikte 

genellikle 1 saatten azdır (8, 28, 29). 
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2.5.PATOGENEZ 

RSV’nin yol açtığı solunum yolu hastalığının inkübasyon dönemi ortalama 5 gündür 

(30). Hastalığın başlangıcında virüs nazofarinkste çoğalmakta ve hastaların 

sekresyonlarında mililitrede 104-106 TCID50 (doku kültürünün % 50’sini infekte eden 

doz) düzeylerine kadar ulaşmaktadır (17, 31). RSV’nin bulaşması virüs içeren solunum 

yolu kaynaklı büyük damlacıklar veya bunlarla kontamine olmuş nesneler ve ellerle olur 

(33, 33). 

Virüsün organizmaya girişinde göz ve burun mukozaları eşit önem taşırken ağız nadir 

bir giriş yoludur. RSV’nin infeksiyonu genellikle solunum yolu ile sınırlı olup virüsün 

yayılımı yukarı solunum yolundan alt solunum yollarına doğru olmaktadır (8). Üst 

solunum yolundan alt solunum yoluna geçiş mekanizması tam olarak bilinmemektedir; 

solunum yolu epiteli ile direkt olarak veya nazofaringeal sekresyonların aspirasyonu ile 

olduğu sanılmaktadır. Başka bir olası mekanizma da infeksiyonun alt solunum yoluna 

makrofajların göçü yoluyla taşınmasıdır (3).  

RSV’nin solunum yolu epiteline hangi reseptör ile bağlandığı henüz bilinmemektedir. 

Pnömovirüslar da diğer paramiksovirüslar gibi füzyon yolu ile hücreye penetre olurlar. 

Penetrasyondan sonra virüsün zarfı hücre zarı ile birleşir. Nükleokapsid sitoplazmaya 

geçer ve RNA polimeraz tarafından transkripsiyon başlatılır. RSV’nin replikatif 

siklusunun tamamı sitoplazmada gerçekleşir. Daha sonra tomurcuklanma öncesi hücre 

zarının altında nükleokapsid görünümünü alır. Şişerek lümene doğru çıkıntı yapan 

virüsla infekte kirpikli epitel hücreleri kirpiklerini kaybeder ve virüs partikülü buradan 

tomurcuklanır (5). Bu esnada infekte hücre zarı komşu hücre zarı ile birleşerek, 

RSV’nin sitopatik etkisi (CPE) olan çok çekirdekli dev hücreler oluşturur. Böylece 

virüs ekstraselüller sıvıya geçmeden hücreden hücreye yayılır (1). 

RSV infeksiyonun başlangıcından 18-24 saat sonra histolojik olarak bronşiol epitelinde 

proliferasyon gelişimi başlar. Plazma hücreleri, makrofajlar ve lenfositlerin eşlik ettiği 

peribronşial infiltrasyon konak hücre yanıtının göstergesidir (1). Bronşiollerin 

lümeninden dökülen epitel hücreleri ve artan mukus salgısı nedeniyle yoğun bir tıkaç 

oluşur. Bu tıkaçlarla kapanan küçük bronşiollerde tıkanma meydan gelir. Zamanla 

gelişen tam tıkanma, birden çok alanda atelektazinin gelişimine neden olur. Sonuçta 

bronşiolitli bebeğin akciğer hacmi artar ve ekspirasyonu zorlu olur (2, 8).  
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RSV’ye bağlı alt solunum yolu infeksiyonu olan bebeklerde sıklıkla pnömoni ve 

bronşiolit belirtileri birlikte gürülür. Pnömonili vakaların interstisyumunda 

mononükleer (MN) hücre infiltrasyonu sonucu interalveolar duvar kalınlaşır ve alveol 

boşluğu sıvı ile dolar. Başta alveolleri tutan nekrotik alanlar çoğunlukla yama tarzında 

akciğeri tutar. RSV’nin etken olduğu hafif pnömoni ve bronşiolitin mikroskobik 

patolojisi hakkında fazla bilgi bulunmamaktadır (1, 5). 

Bebeklerde alt solunum yolunun tutulma belirtileri burun akıntısının başlangıcından 

genellikle 1-3 gün sonradır. Otopsi çalışmalarında elde edilen verilere göre fetal 

seyreden vakalarda virüs antijenleri daha yoğun bulunmaktadır. Bu da virüs 

replikasyonunun solunum yetmezliğinin artışı ile doğru orantılı olduğunu ve yine RSV 

antijenlerinin derinlere gitmeyip solunum yolunun yüzeyel tabakalarında sınırlı 

kaldığını göstermiştir. RSV antijenleri solunum yolu dışında dolaşımdaki mononükleer 

hücrelerde de bulunmuş ve RSV’nin az düzeyde de olsa çoğalabildiği in vitro olarak 

gösterilmiştir. Ancak viremi saptanamamıştır ve bu da bağışıklık sistemi normal 

kişilerde hematojen bulaşma olmadığını göstermektedir. Virüs bağışıklık yetmezliği 

olanlarda karaciğer, miyokard ve böbrekte bulunmuştur. RSV’nin yol açtığı hafif 

bronşiolit vakalarında infeksiyon başlıca alt solunum yollarını tutar ve değişik derecede 

peribronşiyal ve interstisyel inflamasyona yol açar (3).  

2.6. İMMÜNİTE 

 RSV infeksiyonlarından korunma ve iyileşmede immun sistem önemli rol 

oynamaktadır. Salgısal antikorlar, serum antikorları, sitotoksik T lenfositleri ve anneden 

bebeğe geçen antikorlar korunmada etkilidir (34-36). İmmün sistemi normal olanlarda 

RSV infeksiyonu sırasında virüs salınımı 1 hafta sürerken immün sistem 

baskılandığında aylarca devam etmektedir (37, 38). RSV ile infekte yetişkin farelerde 

CD8+ ve CD4+ hücrelerinin iyileşmede ve virüsün titresinde azalmasında önemli rol 

oynadığı gösterilmiştir ( 39).  

 Küçük bebeklerde serum ve salgısal antikorlar infeksiyona cevap olarak üretilse de 

genellikle düzeyleri düşük olmaktadır (35, 36). Küçük bebeklerde RSV infeksiyonu 

sonucu salınan salgısal antikorlar, sıklıkla in vitro olarak virüsü nötralize 

edememektedir ancak virüs titresini azaltmaktadır (5). Salgısal IgA’ların ömrünün kısa 

olması ise RSV infeksiyonlarının sık sık tekrarlanmasına neden olur (40). IgA üst 

solunum yolu infeksiyonuna karşı koruma sağlamaktadır (41). RSV ile infekte 
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çocukların salgılarında özgül IgM, IgG ve IgE antikorların varlığı da gösterilmiştir. 

Küçük bebeklerde antikor yanıtı daha az olup özellikle G proteinine karşı daha azdır. 

IgA ve IgG yanıt ise F proteini ile ilgilidir (8). IgG’nin akciğerleri daha etkin bir şekilde 

koruması mümkündür. F proteini genelikle daha yüksek antikor titresi indüklemektedir. 

Daha az immunojenik olan G proteini ise aynı grup veya subgrup suşlara karşı koruma 

sağlamaktadır (41). 

 RSV infeksiyonu sonrasında kazanılan bağışıklık zayıftır. Antikorlar sürekli koruma 

sağlamazlar (41). Primer infeksiyon sonucu oluşan antikorlar hastalığın tekrarını 

önlemez ancak ilerde daha hafif geçmesine neden olur (42, 43). Yetişkin ve büyük 

çocuklarda geçirilen infeksiyon reinfeksiyon şeklindedir (2, 42). Hastalık sırasında 

yüksek düzeyde nötralizan antikorlar oluşmakta olup, bunlar plesanta yoluyla bebeğe 

geçer ve 2 ay süre ile koruma sağlar. Bu yüzden bebekler yaşamın ilk iki ayında 

hastalığa karşı korunmaktadır. Ancak bazen anneden geçen antikorlar olmasına rağmen 

bebekte RSV infeksiyonu görülebilmektedir. Bebeklerde oluşan infeksiyonlar daha çok 

bu antikorların kaybolduğu 2-4 ay arasında ortaya çıkmaktadır (40). 

 Hücresel immunite çalışmalarında spesifik sitotoksik T lenfositlerin çocuk ve erişkin 

hastalarda geliştiği de gösterilmiştir.Bu spesifik sitotoksik T hücrelerinin hedefi N, F , 

M2 proteinleridir (4). Hücresel immunite, infeksiyona yanıt oluşumu ve infeksiyonun 

tekrarlanmasında önemlidir. Hücresel immun yetmezliği olan çocuk ve yetişkinler ile 

deneysel olarak immun sistemi baskılanmış hayvanların infeksiyonları ağır geçer ve 

virüs bulaştırma süreleri de uzar (5, 8). 

 Özet olarak; iyileşmede ve reinfeksiyonlara dirençte immun sistem önemlidir. Hücresel 

immunite RSV infeksiyonundan korunmada önemli rol oynamaktadır. Serum ve salgısal 

antikorlar infeksiyonlardan korunmada rol oynamakta fakat bu koruma tam olmadığı 

için reinfeksiyonlar görülmektedir. Lokal bağışıklık üst solunum yollarının 

korunmasında önemlidir. Ancak yüksek düzeydeki serum antikorları alt solunum 

yollarındaki RSV infeksiyonuna dirençte büyük rol oynamaktadır. Küçük çocuklarda 

RSV antijenine karşı oluşan serum ve salgısal antikorlar azdır. Daha büyük çocuklarda 

ve yetişkinlerde reinfeksiyon sonucu oluşan bağışıklık hastalığın ağır geçmesini 

engellemektedir (5). 
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2.7.RSV’NİN YAPTIĞI HASTALIKLAR 

RSV infeksiyonları; büyük çocuklarda ve yetişkinlerde genellikle soğuk algınlığı, üst 

solunum yolu infeksiyonu şeklinde kendini gösterirken, küçük çocuklarda alt solunum 

yolu infeksiyonu, pnömoni, bronşiolit, trakeobronşit, krup, asemptomatik infeksiyon 

olarak kendini gösterir (3, 4).  

RSV’ye bağlı alt solunum yolu infeksiyonu hastalıklarından en sık görüleni pnömoni 

olup, ikinci sıklıkta bronşiolit görülmektedir (2, 44) RSV infeksiyonuna en duyarlı yaş 

grubunu bir yaşın altındaki çocuklar oluşturmaktadır (1, 3). 

 Hastalık virüsla karşılaşan duyarlı kişilerde 2-8 günlük kuluçka döneminin ardından 

orta derecede üst solunum yolu infeksiyonu belirtileri ile başlar. Burun akıntısı, hafif 

ateş ve öksürükle karakterize 3-5 gün süren üst solunum yolu infeksiyonu hastalığını 

takiben alt solunum yolu infeksiyonu hastalığı bulguları gelişir (2, 3, 5). 

Bronşiollerin lümeni salgı ve mukozanın iltihabi yanıtı ile tamamen tıkalı olduğundan, 

alveollerde havanın girişi çıkışından daha fazla olur ve alveollerdeki bu kısmi solunum 

tıkanıklığı, amfizem ve hırıtılı solunum ile karakterize olur (6). Pnömoni ve bronşiolit 

tanısı sıklıkla birlikte konur ve bunları RSV ile infekte yenidoğanlarda klinik olarak 

ayırt etmek zordur ( 3 ).  

RSV’nin “sudden infant death syndrome” (SIDS) unda rolü olduğu sanılmaktadır. Alt 

solunum yolu hastalıklarına bağlı olarak gelişen ani ölümlerin büyük bir kısmını RSV 

infeksiyonları oluşturmaktadır (45). 

Krup RSV infeksiyonunda çok sık görülmeyen bir klinik tablodur. RSV nadiren orta 

kulak iltihabının primer nedeni olarak izole edilebilir. Orta kulak iltihabında etken daha 

çok RSV infeksiyonunu izleyen veya RSV ile eş zamanlı oluşan bir bakteri 

infeksiyonudur (2). 

Eğer çocuklar RSV’nin neden olduğu şiddetli pulmoner infeksiyondan kurtulursa, 

bazılarında yıllar boyu süren solunum yetmezliği ve astım atakları görülebilir (41). 

İmmun yetmezliği olan çocuklar ve yetişkinler, yaşlılar ve altta yatan başka bir hastalığı 

olanlar, yenidoğanlar RSV hastalığının ağır formlarına yatkın olup, bu kişilerde RSV 

infeksiyonu ölümcül seyredebilir. Bronkopulmoner displazi veya siyanotik konjenital 

kalp hastalığı olan çocuklarda, prematürlerde ciddi RSV infeksiyonları görülür. Bütün 

bebeklerin yaklaşık %1’inde RSV infeksiyonu hastane yatışını gerektirecek kadar 
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şiddetlidir ve bu bebeklerin yaklaşık %1’i ölür. (42). RSV infeksiyonunda santral sinir 

sisteminin tutulumu nadir olup menenjit, miyelit, ataksi gelişebilir (3, 4) 

Yetişkinlerde, sağlık personellerinde ve çocuk bakıcılarında akut RSV infeksiyonları 

sıklıkla görülmektedir (46, 47). Yetişkin ve büyük çocuklarda meydana gelen 

infeksiyonlar, tekrarlayan infeksiyonlar olup genellikle hafif seyirlidirler. Bu gruptaki 

hastaların kliniğinin daha hafif olması, sahip oldukları özgül antikorlara bağlıdır (3, 4). 

Bu kişilerde burun akıntısı, faranjit, soğuk algınlığı semptomları görülmektedir. 

Hastalık genellikle 5 gün sürmektedir. Yaşlılarda, huzurevlerindeki, hastanelerdeki 

salgınlarda veya toplumda sporadik olarak kazanılan RSV infeksiyonunun öneminin 

arttığını gösteren deliller bulunmaktadır (48-51). Altta yatan hastalığı olan yaşlı 

kişilerde veya nadiren normal yetişkinlerde “adult respiratory distress syndrome” 

(ARDS) gelişimi nedeniyle ciddi pnömoni görülebilmektedir. Huzurevlerinde görülen 

ateşli bronşit veya ciddi pnömoni salgınlarının RSV ile ilişkili olduğu belirtilmiştir (49).  

2.8. RSV’NİN TANISI 

2.8.1. Klinik Tanı 

 Klinik belirtilere bakılarak RSV infeksiyonunun tanısının konulması zordur. Ancak altı 

aydan küçük bebeklerdeki bütün bronşiolit veya pnömoni vakalarında RSV’den şüphe 

edilmelidir. Çünkü altı aydan küçük bebeklerde bonşiolite en fazla sebep olan virüs 

RSV’dir (6, 52). 

 RSV’nin ayırıcı tanısında parainfluenza virüslarından özellikle parainfluenza tip 3, 

adenovirüslar ve Chlamydia trachomatis infeksiyonları ayırt edilmelidir. İmmun 

yetmezliği olan çocuklarda Pneumocyctis carinii infeksiyonunun belirtileri ile RSV 

infeksiyonunun belirtileri karışabileceği de göz ardı edilmemelidir. Bazen bakteri 

nedenli pnömoniden ayırımı güç olabileceği gibi çocuklarda çevresel allerjenlerin ve 

yabancı cisim aspirasyonuna bağlı olarak gelişen bronkospastik hastalık olasılığı da 

ayırıcı tanıda düşünülmelidir. Yetişkinlerde ve yaşlı hastalarda özellikle kış 

dönemlerinde akut bronşit ve orta derecede pnömoni görülenlerde ve altta yatan 

kardiopulmoner hastalığı olanlarda RSV infeksiyonlarından şüphelenilmelidir (5). 
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2.8.2. Laboratuvar Tanısı 

 RSV’ye bağlı alt solunum yolu infeksiyonu olan bebek ve çocuklarda tanı, klinik ve 

epidemiyolojik bulgular temel alınarak konur. Ancak asıl tanı hastadan alınan solunum 

kaynaklı örnekte virüsün gösterilmesi ile konulmaktadır. RSV infeksiyonlarının özgül 

tanısında; 

1. Virüsün antijenlerinin direkt olarak gösterilmesi,  

2. Virüsün izolasyonu,  

3. Serolojik teknikler (nötralizan antikor testi (NT), Kompleman Birleşme Deneyi 

(KBD), ELISA ve indirekt floresan test (IFT),  

4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), 

yöntemleri uygulanmaktadır (1, 3, 9).  

Örnekler nazotrakeal, nazofaringeal aspirasyon yıkama sıvılarından elde edilir (5). 

Burun, boğaz ve nazofarinks sürüntüleri de virüs içeren örneklerdir (4). RSV nispeten 

dayanıksız bir virüs olup özellikle ısı ve pH değişikliklerine oldukça duyarlıdır. Bu 

yüzden alınan +4 0C ‘de mümkün olduğu kadar kısa sürede laboratuvara ulaştırılmalıdır 

(1).  

Virüs Antijenlerinin Direkt Olarak Gösterilmesi 

 RSV’nin klinik örneklerde direkt olarak saptanması hem hızlı, hem de duyarlıdır ve 

günümüzde RSV infeksiyonlarının tanısında sıkça uygulanan bir yöntemdir (3). RSV ile 

infekte hastaların solunum yolu kaynaklı salgılarında, dökülmüş epitel hücrelerinde 

direkt immunofloresan antikor (DFA) yöntemi ile RSV’ye ait antijen 

gösterilebilmektedir. RSV antijeninin varlığını göstermek için hazırlanmış birçok ticari 

kit bulunmaktadır. Bu kitler ile birkaç saat içinde tanı konulabilmektedir (53, 54). 

DFA yönteminde fluorescein isothiocyanate ile işaretli monoklonal anti RSV antikor 

kullanılmaktadır. DFA yönteminin prensibi klinik örnekteki virüs antijeni ile 

fluorescein isothiocyanate ile işaretli monoklonal anti RSV antikorun birleşmesi esasına 

dayanır. Klinik örnekte RSV varlığında floresan mikroskobunda karakteristik 

stoplazmik granüler floresan veren hücreler gözlenir (55).  

Hücre kültürü ile kıyaslandığında direkt immunofloresan testinin duyarlılığı %80’nin 

üzerinde, özgüllüğü ise %90’nın üzerindedir (56). 
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Virüs İzolasyonu 

RSV’nin üretilmesi için insan larinks epitelyal karsinoma (Hep-2) hücre kültürleri en 

duyarlı hücre kültürü olup; serviks epiteli karsinoması hücre kültürü (HeLa) ve Afrika 

yeşil maymun böbrek hücre kültürü (Vero) de kullanılabilir. Ancak bunlar Hep-2 

hücreleri kadar duyarlı değillerdir. Virüsün karakteristiği olan sinsityum oluşumu ise en 

iyi Hep-2 hücre kültürlerinde izlenmektedir (8). Hücre kültürünün tipinin yanı sıra; 

hücre tabakasının yoğunluğu, kullanılan besiyeri, virüsün yapısı ve infeksiyonun çeşidi 

de optimal üreme ve sinsityum oluşumunda etkili faktörlerdir (1). 

Virüsün optimal üremesi ve gelişimi için besiyerine glutamin ve kalsiyum eklenmesi 

gereklidir. Klinik örnek hücre kültürüne inokule edildikten sonra 33-37 0C’de inkübe 

edilmelidir. RSV’nin sitopatik etkisi (CPE) genellikle 3-7 gün içerisinde oluşur. RSV 

için karakteristik CPE füzyona uğramış çok nükleuslu dev hücreler ile geniş 

sinsityumlar ve sitoplazma içinde eozinofilik granüllerin varlığı şeklinde özetlenebilir 

(9). 

Shell vial testi, bir çeşit hızlı hücre kültürü yöntemidir (57). Bu yöntemde kısaca 

yüzeyinde hücre üretilmiş lameller içeren kapaklı tüplere ilave edilen klinik materyaller 

düşük devirlerde ortalama 30 dakika süre ile santrifüj edilmekte böylece 

makromoleküllerin hücre yüzeyine teması sağlanmaktadır. İnokülasyon yapılmış shell 

vial tüpünün 37 0C’de 24-48 saat inkübasyonundan sonra lamel alınıp tespit edilerek 

floresan veya peroksidaz işaretli en erken veya erken proteinlere spesifik monoklonal 

antikorlarla boyanmaktadır (58). RSV’nin tanısında shell vial kullanımı kültürün 

duyarlılığını az da olsa artırır ve virüsün izolasyonunun da hızlanmasını sağlar (1). 

Serolojik Teknikler  

RSV’ye karşı oluşan antikor yanıtını göstermek için en çok kullanılan serolojik testler; 

nötralizan antikor testi (NT), Kompleman Birleşme Deneyi , ELISA ve indirekt floresan 

test (IFT)’tir (7). Özellikle IFT ve ELISA serolojik testler arasında en çabuk sonuç 

veren testlerdir (5). RSV’ye ait antijeni göstermede ELISA’nın duyarlılığı ve özgüllüğü 

de %90’a yakındır (56). Testin basit ve çabuk uygulanabilmesi ve otomatize 

edilebilmesi başlıca avantajlarıdır (1).  
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Serolojik testler RSV infesiyonun tanısında tek başlarına kullanılmazlar, özellikle 

epidemiyolojik çalışmalarda faydalıdır. Ayrıca antijen tanı testi ve hücre kültürü ile 

kıyaslandığında serolojik testlerin duyarlılıkları daha azdır (7). 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

RSV’nin tanısında PCR teknolojisinden de faydalanılmaktadır. RNA içeren infekte 

hasta örneği yada kültür sıvısındaki virüsün RNA’sı ters transkripsiyon-PCR (RT-PCR; 

revers-transcription-polimerase chain reaction) ile çoğaltılıp gösterilebilir (59).  

PCR yöntemi örnekten nükleik asit izolasyonu, DNA’nın çoğaltılması ve belirlenmesi 

basamaklarından oluşur. Teorik olarak çoğaltma aşamasında her döngüde DNA iki 

katına çıkar. Sonuçta ürün milyon katlara ulaşır. Virüsün nükleik asidi RNA ise DNA 

oluşturabilmek için reverse transkripsiyon basamağı ile çoğaltma işlemi başlamadan 

RNA DNA dönüşümü sağlanmalıdır (60). 

Gerçek zamanlı (real time) PCR teknolojisi temel olarak nükleik asit dizisinin eş 

zamanlı olarak çoğaltılması ve kantitasyonuna dayanır. Bu amaçla, floresans veren bazı 

boya ya da problar ile oluşan floresanı saptayabilen ısı-döngü aygıtları (thermal cycler) 

kullanılır. Boyalar arasında en sık kullanılanı çift iplikli DNA’ya bağlayan SYBR Green 

I’ dir. Tepkime sırasında hedef nükleik asit dizilerinin sayısı arttıkça, oluşan çift iplikli 

DNA moleküllerine giderek daha fazla sayıda SYBR Green I molekülü bağlanır ve daha 

fazla floresans oluşur. Oluşan floresans eş zamanlı olarak okunur (60). Bu uygulamada, 

floresan artışı her zaman spesifik amplifikasyonu göstermeyebilir. Çünkü, çift sarmal 

DNA’ya entegre SYBR Green I ortamda hedef moleküller olmadığında primerlerin 

kendi aralarında gerçekleşecek bağlanmalar sonucunda da yapıya katılarak floresans 

oluşumuna sebep olabilmektedir. Bu olumsuz faktörü gidermek için amplifikasyon 

ürünlerinin “melting curve” (erime eğrisi) analizi yapılmaktadır. Her çift sarmal DNA, 

kendine özgü “melting temperature, Tm” (çift sarmal DNA’nın % 50’sinin tek sarmal 

hale geçmesi için gerekli sıcaklık) değerine sahiptir. Çift sarmal DNA zincirleri 

birbirinden ayrılmaya başlayınca SYBR Green I boya serbest kalmakta ve floresans 

miktarı azalmaktadır. Erime eğrisinden yararlanılarak amplikonun Tm derecesi 

saptanabilmektedir. Aynı koşullarda işleme alınan pozitif kontrollerin Tm derecesiyle 

karşılaştırılarak değerlendirme yapılır (61). Gerçek zamanlı PCR uygulamalarında 

floresan veren oligonükleotid problarda kullanılmaktadır. Taqman sisteminde probların 

5’ ucunda bir florofor (floresein gibi), 3’ ucunda ise (rhodamine gibi) bir sönümleyici 
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(quencher) molekül bulunur. Prob serbest halde iken sönümleyicinin etkisi ile floresan 

sinyali oluşmaz. Oysa, prob hedef diziye bağlandığında, polimerazın 5’ nükleaz 

etkinliği ile flor grubu serbest kalır ve oluşan sinyal aygıt tarafından saptanabilir.  

Gerçek zamanlı PCR teknolojisi kullanılan sistemlerde çoğaltma ürünlerinin 

saptanmasında elektroforez gibi ayrı bir basamak kullanılmadığından hem zamandan 

kazanç sağlanılmakta hem de kontaminasyon riski azalmaktadır (60). 

RSV’nin tanısında ideal olan; hücre kültürünün, DFA,  serolojik testler ve PCR testinin 

biri veya birkaçı ile birlikte uygulanmasıdır. Hastadan alınan solunum yolu kaynaklı 

örnekler, uygun olmayan şartlara maruz kalırsa (yüksek ısı ve pH gibi) hücre kültüründe 

RSV izole edilememekte ancak aynı örnekte DFA ve ELISA testleri ile RSV’ye ait 

antijen varlığı gösterilebilmektedir. Benzer şekilde klinik hastalık döneminden sonra 

örnek alınırsa virüsün izolasyonu yapılamazken antijenin varlığı gösterilebilmektedir. 

Dolayısıyla hem DFA hem de ELISA ile virüsa ait antijenleri hüre kültüründe CPE 

oluşmadan önce saptamak mümkündür (53). Ancak örnekte virüs miktarı az olduğunda 

DFA testiyle virüs gösterilemezken hücre kültüründe üreyebilmektedir. Bu sebepten, 

virüs antijenlerinin direkt olarak gösterilmesi ile birlikte virüs izolasyon  yöntemlerinin 

yapılmasına önem verilmelidir (76). 

2.9.EPİDEMİYOLOJİ 

RSV bebeklerdeki viral alt solunum yolu hastalıklarının en önemli sebebini 

oluşturmaktadır (9). RSV ile infeksiyon her çeşit coğrafya ve iklimde ortaya çıkabilir 

(3). Epidemiler her yıl tekrarlar, ortalama 2-5 ay sürer. Ilıman iklimli yerlerde kış ve 

baharın ilk aylarında görülürken, tropikal iklime sahip yerlerde ise yağmurlu 

mevsimlerde meydana gelir. Epidemiler büyük şehirlere oranla küçük kasaba ve 

topluluklarda daha sık görülmektedir (2, 7).  

Yaşamın ilk birkaç yılında hemen bütün çocuklar infekte olurlar. Tüm yenidoğanlar 

virüsa özgü nötralizan antikorları ve virüsün major yüzey glikoproteinine karşı oluşan 

antikorları pasif olarak annelerinden alırlar. Doğal infeksiyon olmadıkça bu antikorlar 

6-7 ay içerisinde saptanamayacak düzeye düşerler ancak 2 yaşına geldiğinde çocukların 

%95 yada daha fazlası seropozitif olurlar (3). RSV infeksiyonunun bebeklik döneminde 

önemli oluşunun nedeni hem sıklığının yüksek olması hem de ağır geçmesidir. RSV 

infeksiyonu nedeni ile hastaneye yatırılanların çoğunluğunu 2-6 ay arası bebekler 

oluşturmaktadır (62).  
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RSV salgınının en belirgin özelliği o dönemlerde bronşiolit ve pnömonin toplumda 

artması ve küçük çocukların akut alt solunum yolu infeksiyonu ile hastaneye 

başvurmalarıdır (4). Epidemiler esnasında hastaneye başvuran alt solunum yolu 

infeksiyonlu çocukların % 80’inden daha fazlasında RSV izole edilir. Bebeklerin 

%50’si birinci yaşlarında primer RSV infeksiyonu geçirirken bu oran iki yaşında % 

100’e yaklaşmaktadır (62). Yaş, cinsiyet ve sosyoekonomik durum hastalığın 

ciddiyetinde ve seyrinde etkili faktörlerdir. En ciddi hastalık formları yenidoğanlarda 

görülür (4). Erkek çocuklar kızlara göre RSV hastalığının ağır formuna daha fazla 

yakalanmaktadır (2, 43). 

Hastalık %90 çocukta tekrarlar ve 2-3 defa oluşabilir. Hastalığın ağır geçmesinde 3 

aylıktan ufak bebek oluşu, prematürite ve altta yatan bir kardiopulmoner hastalık veya 

immunsupresyon gibi predispozan faktörler önemlidir. Ayrıca düşük sosyoekonomik 

durum, sigara içmek, kalabalık aile ortamında yaşamak, bebeklerin anne sütü 

emmemesi ve düşük düzeyde maternal antikor geçişi bu faktörlere ilave edilebilir (4). 

RSV infeksiyonu çocukluk çağının erken hastalığı olduğundan büyük çocuk ve 

yetişkindeki formu reinfeksiyon şeklindedir ve oluşan infeksiyonlar, primer 

infeksiyonlara göre daha hafif olup, genellikle soğuk algınlığı şeklinde seyreder ( 40, 

63). 

Çalışmalarda RSV epidemileri esnasında çocuk servislerinde çalışan hastane 

personelinde infeksiyon oranının %25- %50 arasında olduğu gösterilmiştir (5). Bulaşma 

infekte kişinin solunum yolu kaynaklı damlacıkları veya bu damlacıklarla infekte olmuş 

nesneler yada kontamine ellerle olmaktadır (63, 64). 

2.10.TEDAVİ 

RSV hastalıklarının tedavisinde önemli olan destek tedavisidir. Salgıların mekanik 

olarak uzaklaştırılması, bebeklerin uygun şekilde yatırılması, oksijen veya solunum 

desteği uygulanabilir (5). 

Son yıllarda bronşit ve pnömonili hastalara yapılan destek tedavisinin ölüm oranını 

azalttığı belirtilmektedir (5). Hastaların büyük kısmı evde takip edilirken ortalama %1 

kadarı da hastaneye yatırılmaktadır (43, 65). 
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RSV hastalıklarının tedavisinde sadece tek bir antiviral bileşim etki göstermiştir. 

Ribavirin sentetik bir nükleozid yapısında olup geniş spektrumlu bir antiviral ajandır. 

(5). Ribavirin guanozin sentezinde rol oynayan ionosin monofosfat dehidrogenazı 

inhibe eder, mRNA sentezini engeller ve RNA polimerazı inhibe eder (66). Ribavirin, 

hastalığın şiddetini ve akciğerlerdeki virüs titresini azaltmaktadır (41). Klinik olarak 

iyileşme sağladığı gibi nazal sekresyonlardaki RSV’ye özgü IgE yanıtını da 

önlemektedir (4). Oksijen çadırı, kabin, ventilatör veya maske içine günlük 12-18 

saatlik ve 3-6 gün süreyle küçük parçacıklı aerosol halinde püskürtme yapılmaktadır. 

Ribavirin karaciğere ve kemik iliğine ağızdan tatbik edildiğinde toksik etkisi olup, 

pahalı bir ilaçtır. Bu yüzden uygulama çok şiddetli hasta olan bebek ve çocuklarda 

tavsiye edilmektedir (41). 

İn vitro şartlarda RSV interferona karşı duyarlı bulunmuştur. Ancak RSV ile infekte 

kişilerin tedavisinde yararlılığı ve yan etkilerine ait yapılan araştırmaların yetersiz 

olması sebebiyle α-interferonun kullanılmamaktadır (2, 8). F proteinine karşı 

geliştirilmiş monoklonal antikorlar gönüllülerde yapılan çalışmalarda ümit verici 

neticeler vermiştir (4 ). Ayrıca saflaştırılmış insan IgG’si intravenöz olarak bebeklerdeki 

RSV bronşiolit-pnömonisini tedavi için kullanılmıştır ve olumlu sonuçlar rapor 

edilmiştir (41). Sülfatlı polisakkaritler, sülfonik asit polimerleri ve dekstran deliverileri 

gibi maddelerin in vitro olarak anti-RSV etkileri olduğu gözlenmiştir (3). 

2.11.KORUNMA 

RSV’nin sebep olduğu alt solunum yolu infeksiyonunun tedavisi esas olarak 

destekleyicidir. Bu nedenle özellikle yüksek riskli bebeklerde ve küçük çocuklarda 

korunma tercih edilen yaklaşımdır. RSV infeksiyonuna karşı bağışıklık sağlamak için 

henüz ticari bir aşı bulunmamaktadır (6). 

Formalinle inaktive edilmiş aşı 1960’lı yıllarda elde edilmiş ama infeksiyondan 

korumada başarılı olamamıştır (5). Birkaç inaktif aşı denenmiş, kompleman bağlayan ve  

nötralizan antikor titrelerinin arttığı ve hücresel bağışıklığında uyarıldığı görülmüştür. 

Ancak aşını RSV infeksiyonunu arttırdığı sonucuna varılmıştır.  
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Başarısızlıkla sonuçlanan inaktif aşı uygulama çalışmalarının ardından aşı sonrası 

geçirilen doğal infeksiyonun şiddetindeki artışı açıklayan teoriler aşağıda belirtilmiştir; 

1. RSV’nin formalinle muamelesinin G glikoproteini ile F glikoproteininin epitopunu 

değiştirdiği, buna bağlı olarak işlevi olmayan antikorların oluştuğu, 

2. Antikorların akciğerlerde oluşturduğu arthus reaksiyonu sonucu patolojik olayın 

arttığı, 

3. F proteinlerine karşı oluşan antikorların virüsün hücreden hücreye yayılımının 

önlenmesinde önemli olduğu ve inaktif aşı uygulaması sonucu F antijenine karşı 

antikorların meydana gelmemesinin bebeği şiddetli infeksiyona hassas kıldığı 

şeklindeki teorilerdir (1, 2). 

Doğal yoldan gelişen infeksiyonu ve formalinle inaktive aşıyı takiben oluşan hücresel 

immunitenin performansı 1970 yılında ölçülmüş ve klinik düzelme döneminde infekte 

yetişkinlerde RSV özel sitotoksik T lenfositlerinin varlığı her iki hastalık formunda da 

saptanmıştır. Araştırmalar fare akciğerlerinin RSV’den temizlenmesinin sitotoksik T 

lenfositleri tarafından arttırıldığını göstermiştir. Başka çalışmalarda da RSV’nin 

sitotoksik T lenfositleri tarafından yok edildiği bildirilmiştir ( 5). 

Formalinle inaktif RSV aşılarındaki başarısızlıktan sonra canlı aşı çalışmaları 

yapılmıştır. Bunlar soğuğa adapte (cp:cold passaged) RSV aşısı ve RSV’nin ısıya 

duyarlı (ts:temperature sensitive) mutantlarından elde edilen aşılardır (5). 

Soğuğa adapte RSV aşısı çocuk ve yetişkinlere burun içi yolla uygulanmış ve bu aşının 

verildiği küçük çocukların birkaçında alt solunum yolu infeksiyonunun oluştuğu 

görülmüştür (1). 

Ts mutantlarından iki alt tip çocuk ve yetişkinlerde teste tabii tutulmuştur. Teste tabi 

tutulan ts-1’in burun içi yolla kullanımı infeksiyonu üt solunum yoluna sınırlamış ve 

salgısal RSV-IgA üretimini de arttırmıştır (2). Yetişkin ve büyük çocuklarda ts-1’in 

uygulanmasının ardından hastalık oluşumuna rastlanmamıştır. Küçük çocuklara yüksek 

doz uygulaması bazı çocuklarda hafif üst solunum yolu infeksiyonu ve bir çocukta da 

otitis media gelişimine neden olmuştur. Bunun yanı sıra virüs ts özelliğini kaybedip 

bulaşıcı sokak suşu haline dönmüş ve bulaş görülmüştür. Bu etkiler düşük doz 

uygulandığında görülmemiştir. Ayrıca ts-1 aşısı yapıldıktan sonra doğal RSV ile infekte 

olan çocuklarda hastalığın şiddetinde artma olmamıştır. Ts mutantlarından bir diğeri 
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olan ts-2 (mutant F glikoproteininde ) aşısı seronegatif bebeklere uygulanmış, yüksek 

dozlarda uygulanmasına rağmen infeksiyon oluşumu görülmemiştir (67). Ancak ts 

mutantlarının henüz rutin kullanımda olan bir formu yoktur (1). Ayrıca yaşlılar ve 

kronik kalp yada akciğer hastalığı olan RSV seropozitif çocuklar için hazırlanan PFP 

(purified fusion protein) alt ünite aşı çalışmaları yapılmaktadır (3). 

RSV’nin F ve G glikoprotein rekombinant aşısı kemirgenler ve maymunlar üzerindeki 

ilk denemelerinde başarılı olup gelecekte RSV’ye karşı etkili bağışıklığın elde 

edilebileceği ümidini vermiştir (68). Adenovirüslerin rekombinant vektörler olarak 

kullanıldığı RSV aşı çalışmaları sürmektedir (5). 

RSV’ye karşı etkili aşı geliştirme çalışmaları aşağıdaki sebeplerden dolayı başarısızlıkla 

sonuçlanmıştır: 

1. Bağışıklamaya infeksiyon riskinin en fazla olduğu altı aydan küçük bebeklerde ve 

immun sistemin henüz olgunlaşmadığı dönemde gerek duyulması (69), 

2. RSV’nin iki suşu ve birçok alt tipinin olması nedeni ile geniş spektrumlu bir aşıya 

ihtiyaç duyulması (70), 

3. RSV’ye karşı bağışıklığın kısa ömürlü olması (62)’dır. 

 Moleküler tekniğin avantajları kullanılarak F ve G glikoproteinlerinin saflaştırılması ile 

elde edilen aşıların geliştirilmesine yönelik çalışmalar devam etmektedir (68 ). 

2.11.1.Pasif Bağışıklama 

Anneden geçen antikorlar hayatın ilk 6 haftasında koruma sağlamaktadır (41). Doğumla 

birlikte anne sütü alınması önerilmektedir. Son zamanlarda özellikle yüksek risk 

grubuna dahil (prematüre, kronik akciğer hastalığı ve konjenital kalp hastalığı olanlar) 

bebek ve süt çocuklarında immunoterapötik ajanlar kullanılmaya başlanmıştır (71). 

RSV’ye karşı nötralizan antikorlardan yüksek titrede hazırlanmış immunoglobulin 

preparatı (respigam), 1996 yılında FDA (Food and Drug Administration) onayı almıştır 

ve intravenöz olarak uygulanmaktadır (1). Bu preparat RSV infeksiyonunu 

önlememektedir fakat hastalığın şiddetli formlarının oluşumunu engellediği iddia 

edilmektedir. Bu nedenle yüksek risk grubundaki hastalara önerilmektedir (72). Ancak 

kan kaynaklı patojenleri bulaştırma riski, intravenöz uygulamanın güç olması, 
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uygulamanın birkaç saatten uzun sürmesi ve uygulama sonrası canlı aşı yapımını 

geciktirmesi dezavantajlarını oluşturmaktadır (1). 

RSV monoklonal antikorun intramüsküler formu olan palivizumab 1998 yılında FDA 

onayı almıştır (65). Palivizumab RSV’nin F proteininin A epitopuna bağlanır ve virüsün 

alt solunum yollarını döşeyen epitel hücrelerini infekte etmesini önler (73). Palivizumab 

rekombinant DNA teknoloji ile üretilmiş olup kullanımı respigamdan daha kolay ve yan 

etkileri daha azdır. Ancak maliyetinin yüksek oluşu nedeniyle kullanımı sınırlıdır ve 

yüksek riskli hastalarda kullanılmaya başlanmıştır (1). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Viroloji 

Laboratuvarında ve Hakan Çetinsaya Deneysel ve Klinik Araştırma Merkezi 

(DEKAM)’nde yapıldı. 

Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Yenidoğan ve Süt Çocuğu Servislerinde Kasım 

2005- Mayıs 2006 tarihleri arasında alt solunum yolu infeksiyonu şikayeti ile yatmakta 

olan, yaşları 0-24 ay arasında değişen, 80 hastadan alınan nazotrakeal aspirat örnekleri 

çalışmaya dahil edildi. Klinik örnekteki RSV antijeni bekletilmeden araştırıldı. 

Örnekler hücre kültürü ve PCR yöntemleriyle çalışılmak üzere iki steril ependorf 

tüpüne ayrıldı ve testler çalışılana kadar -70 0C ‘de saklandı. 

Laboratuvara gelen örneklerde RSV antijeni DFA (Monofluo BIO-RAD, Fransa) 

yöntemiyle araştırıldı.. RSV’nin izolasyonu için her örnek Hep-2 hücre kültürüne 

inokule edildi ve 37 0C ‘de 10 gün bekletildi. Hücre kültüründe RSV antijeni DFA 

(Monofluo BIO-RAD, Fransa) yöntemiyle araştırıldı. Klinik örnekteki RSV-RNA 

QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN-Almanya) ile izole edildi ve gerçek zamanlı PCR 

yöntemiyle (Fluorion, IONTEK Türkiye) saptandı. 
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3.1.NAZOTRAKEAL ASPİRAT ÖRNEKLERİNDE DİREKT RSV 

ANTİJENİNİN ARAŞTIRILMASI 

3.1.1. Direkt Immunofloresan Antikor (DFA) Testi 

Kitin İçeriği : 

• Konjugat (fluorescein isothiocyanate ile işaretli monoklonal anti RSV antikor) 

• Mounting Medium 

Hastalardan alınan nazotrakeal aspirat örnekleri tüplerde laboratuvara ulaştırıldı.  

Testin Uygulanması 

1. Tüpteki örneğin üzerine 5mL PBS (Phosphat Buffer Solution ) eklendi. 

2. Örnek 10 dakika 500’rpmde santrifüj edildi.  

3. Süpernatan atıldı. PBS ile yapılan bu yıkama işlemi mukus tamamen uzaklaşıncaya 

kadar 2- 3 kez tekrar edildi. 

4. Yıkama işlemi son kez yapıldıktan sonra dip çökeltisinin üzerine 1 mL PBS eklendi 

ve örnek mikropipetle pipetaj yapılarak homojen getirildi 

5. Homojen hale gelen örnekten 20 µL teflon kaplı lam üzerine yerleştirildi ve oda 

ısısında kurutuldu. 

6. Kuruyan preparat 10 dakika asetonla tespit edildi. 

7. Preparattaki örneğin bulunduğu alan üzerine bir damla fluorescein isothiocyanate 

(FTC) ile işaretli konjuge monoklonal anti-RSV solüsyonundan damlatılıp nemli 

ortamda 37 0C’de 30 dakika inkübe edildi.  

8. Preparat daha sonra PBS ile 5’er dakika olmak üzere 2 kez çalkalanarak yıkandı ve 

mounting medium solüsyonu damlatılarak lamelle kapatıldı. 

9. Preparat floresan mikrokobunda x100 ve x400 büyütmede incelendi. 

10. Karakteristik stoplazmik granüler floresan veren hücrelerden en az bir tane 

görüldüğünde test pozitif kabul edildi. 

 

3.2. RSV’NİN KLASİK HÜCRE KÜLTÜRÜNDE İZOLASYONU  
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RSV’nin izolasyonu DEKAM’da Hep-2 hücreleri kullanılarak yapıldı. Bu çalışmada 
kullanılan Hep-2 hücre kültürleri İstanbul Üniversitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 
Laboratuvarı’ndan temin edildi. Seksen nazotrakeal aspirat örneğinden Hep-2 hücre 
kültürüne ekim yapıldı. Hücrelerdeki sitopatik etki 10 gün süreyle gün aşırı 
incelendi.  

Kullanılan besiyerleri ve malzemeler: 

1. Hanks’ dengeli tuz solüsyonu 

•••• Hanks’ solüsyonu ( Sigma, 10X)  10 mL   

•••• Steril deiyonize su                            90 mL 

•••• %4.4’lük NaHCO3                                         1 mL 

2. Gelişme besiyeri 

• RPMI 1640 besiyeri (Sigma,10X) 10 mL 

• Steril deiyonize su                            90 mL 

• %4.4’lük NaHCO3                                        3.5 mL 

• 200 mM L-glutamin                            1 mL  

• Fetal bovine serumu (56oC’de 30 dakika inaktive edilmiş) 10 mL 

• 10 000 U/mL penisilin                             1 mL 

• 10 000 U/mL streptomisin                         1 mL 

3. Devam besiyeri 

Gelişme besiyeri hazırlanırken kullanılan solüsyonlar  ve miktarları aynı şekilde 

kullanıldı ancak fetal bovine serumu 2 mL olarak eklendi. 

4. Tripsin 

• Tripsin ( Sigma 1/256)                           2.5 mg 

• Hanks’ dengeli tuz solüsyonu                  100 mL 

• Tripsin ve Hanks’ dengeli tuz solüsyonu karışımı 1 saat manyetik karıştırıcıda 

işlem gördükten sonra kullanıma hazır hale geldi. 

 

 

 

 

Hücre Kültürü Laboratuvarında Kullanılan Cihazlar 
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1. CO2’li etüv 

2. Class 2A koruma kabini (hücre kültür çalışmalarının bütün aşamaları önceden 

%70’lik alkolle ve ultraviyole ışınlarla temizlenmiş bu kabinde yapıldı.) 

3. Santrifüj 

4. Benmari 

5. İnvert mikroskop 

Hep-2 Hücrelerinin Pasaj Edilmesi 

1. Doku kültürü şişelerinde (75 cm2 lik) tam tabaka halinde bulunan Hep-2 

hücrelerinin üzerindeki besiyeri alındı.  

2. Doku kültürü şişesi üzerine 10 mL Hanks’ dengeli tuz solüsyonu eklenerek hücreler 

yıkandı. Hanks’ dengeli tuz solüsyonu döküldü.  

3. 10 mL Hanks’ dengeli tuz solüsyonu içerisine 1 mL tripsin eklenerek elde edilen 

solüsyon şişe üzerine eklendi. Birkaç dakika bekletildikten sonra karışım döküldü. 

Şişeler 37 oC’de 5-10 dakika bekletilerek hücrelerin şişenin yüzeyinden ayrılması 

sağlandı. 

4. Hücreler şişe yüzeyinden ayrılıp hareket etmeye başlayınca üzerine 10 mL gelişme 

besiyeri konuldu. Hücrelerin kümeleşmesini önlemek için iyice pipetaj yapıldıktan 

sonra 2 adet boş doku kültürü şişesine eşit biçimde dağıtıldı. 

5. Yeni hazırlanan doku kültürü şişeleri üzerine şişe hacminin % 10’unu 

tamamlayacak kadar (yaklaşık 20-25 mL) gelişme besiyeri konuldu ve pipetaj 

yapıldı.  

6. Tripsin uygulanan doku kültürü şişesi üzerine 25-30 mL kadar gelişme besiyeri 

eklendi. 

7. Doku kültürü şişeleri  %5 CO2’li ortamda 37 
oC’de inkübe edildi. 

8. Hücreler doku kültürü şişelerinin yüzeyini tek tabaka halinde tamamen kaplayana 

kadar besiyeri 24-48 saatte bir gelişme besiyeri ile değiştirildi.  
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Hücrelerin Dondurulması 

1. Hücreler üzerlerindeki besiyeri alınarak yukarda anlatılan pasaj işlemlerindeki gibi 

tripsin ile muamele edildi.  

2. Hücreler santrifüj tüpüne alınarak 750-1000 rpm devirde 5-10 dakika santrifüj 

edildi.  

3. Üstteki süpernatan atıldı. Gelişme besiyeri ve fetal bovine serumu bire bir oranında 

karıştırıldığı solüsyon hücre pelleti üzerine konuldu ve süspanse edilip mL’de 1x106 

hücre olacak şekilde ticari saklama tüpüne (kriyotüp) dağıtıldı. 

4. Hazırlanan hücre karışımı üzerine %10 dimetilsülfoksit konuldu ve pipetaj yapıldı.  

5. Hücreler +4 oC’de 30 dakika bekletildikten sonra, -20 oC’de 1 saat ve takiben           

–70 oC’de bir gece tutulduktan sonra kriyotüpler alınıp sıvı azot tankına kaldırıldı.  

Donmuş Hücrelerinin Çözdürülüp Doku Kültürü Şişesine Alınması 

1. Kriyotüp -196 oC’de sıvı azot tankından çıkarıldı ve 37 oC’deki su banyosunda 

çözdürüldü.  

2. Kriyotüp içerisindeki hücre süspansiyonu santrifüj tüpüne alınarak 1000 rpm 

devirde 5 dakika santrifüj edildi.  

3. Süpernatan atıldı ve hücre pelleti üzerine  5-10 mL % 20 fetal bovine serumu içeren 

besiyeri konularak iyice pipetaj yapıldı. Hücre süspansiyonu steril  doku kültürü 

şişesine transfer edildi. Üzerine doku kültürü şişesinin hacminin %10’u kadar 

olacak şekilde besiyeri ilave edildi ve pipetaj yapıldı 

4. Doku kültürü şişeleri  %5 CO2’li ortamda 37 
oC’de inkübe edildi. 

5. Bir gece bekletildikten sonra besiyeri, hücreleri dimetilsülfoksitin toksik etkisinden 

korumak için gelişme besiyeri ile değiştirildi.  
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Resim 3.1. Tek tabaka halinde üretilmiş Hep-2 hücre kültürü 

 

Örneklerin İnokülasyonu 

1. Hücreler üzerlerindeki besiyeri alınarak yukarda anlatılan pasaj işlemlerindeki gibi 

tripsin ile muamele edilerek kaldırıldı.  

2. Süspansiyon halindeki hücreler steril tüplere 2 mL konuldu. 

3. Tüpler CO2’li etüvde 37
oC’de muhafaza edildi. 

4. Hücreler tek tabaka halinde tüpleri kaplayınca besiyeri devam besiyeri ile 

değiştirildi.  

5. Oda sıcaklığına getirilen nazotrekeal aspirat örneklerinden 200 µL pastör pipeti ile 

tüplere ekim yapıldı. Tüpler 1 saat CO2’li etüvde 37
oC’de inkübe edildi.  

6. Süre sonunda tüpler boşaltıldı ve üzerlerine 2 mL devam besiyeri konuldu.  

7. Tüpler CO2’li etüvde 37
oC’de inkübe edildi. 

8. Sitopatik etkiyi görebilmek için hücreler invert mikroskopla 10 gün boyunca gün 

aşırı incelendi.  
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9. Bu süre içerisinde rengi sarıya dönüşen (hücre metobalizmasından dolayı asidik 

ortamın meydana gelmesi) besiyerleri yenisi ile değiştirildi.  

10. Sitopatik etki değerlendirilirken hücrelerde görülen değişiklikler kayıt edildi. 

11. 10 gün takip edilen tüplerde RSV’ye karakteristik sitopatik etkinin (CPE) oluştuğu 

gözlenen ve gözlenmeyen tüm tüplerde DFA yöntemiyle RSV antijeni araştırıldı. 

Hücre Kültürü Yapılmış Örneklerde Direkt RSV Antijeninin Araştırılması  

1. Tüplerindeki besiyeri döküldü. 

2. Tüpte yapışmış olan hücreler pastör pipeti ile kazındı. 

3. Tüpün üzerine 1mL PBS (Phosphat Buffer Solution) eklendi. İyice pipetaj yapıldı. 

Oluşan süspansiyon teflon kaplı lam üzerine 20 µL konularak oda ısısında 

kuruyuncaya kadar bekletildi. 

4. Kuruyan preparat petri içine yerleştirildi. Preparatın üzerini kaplayacak kadar 

aseton eklendi ve -20 oC ‘de 10 dakika bekletildi. 

5. Süre sonunda preparattaki örneğin bulunduğu alan üzerine FTC-konjuge 

monoklonal anti-RSV solusyonundan bir damla damlatılıp nemli ortamda 370C’de 

30 dakika inkübe edildi.  

6. Preparat her biri 5’er dakika olmak üzere 2 defa PBS ile yıkandı. 

7. Preparat birkaç dakika distile su ile yıkandı ve havada hafifçe kurutuldu. 

8. Preparat üzerine mounting medium solusyonu bir damla damlatıldı ve lamelle 

kapatılarak x100 ve x400 büyütmede floresan mikrokobunda incelendi. 

Karakteristik stoplazmik granüler floresan veren hücrelerden en az bir tane 

görüldüğünde test pozitif kabul edildi. 

3.3. NAZOTRAKEAL ASPİRAT ÖRNEKLERİNDE RSV-RNA’NIN 

POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU TESTİ İLE ARAŞTIRILMASI 

 RSV-RNA İzolasyonu: Klinik örneklerden nükleik asit izolasyon QIAamp DNA Mini 

Kiti (QIAGEN-Almanya) ile yapıldı. 

 Kit İçeriği 

� Protease K 

� Buffer AL 

� Buffer AW 1 

� Buffer AW 2 
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� Buffer AE 

� QIAamp DNA Virus Kolonu (toplama tüpleri ile birlikte) 

� Toplama tüpleri (2 mL’lik) 

Kit İçeriği Dışında Kullanılan Malzemeler 

� 1 mL’lik ve 100 µL’lik otomatik pipet ve bunlara uygun filtreli pipet uçları 

� 1,5 mL’lik steril ependorf tüpleri 

� Vorteks 

� Santrifüj 

� Etüv 

� % 96’lık Etil Alkol 

Testte Kullanılacak Solüsyonların Hazırlanışı 

� Buffer AW 1 solüsyonunun içerisine 15 mL %96’lık etil alkol eklendi. 

� Buffer AW 2 solüsyonunun içerisine 25 mL %96’lık etil alkol eklendi. 

 Nükleik asit izolasyon prosedürü 

 Nazotrekeal aspirat örnekleri çalışmaya başlamadan önce oda ısısında erimeye 

bırakıldı. 

1. Steril ependorf tüpleri ependorf standlarına dizildi. Herbir ependorf tüpüne 20 µL 

proteaz konuldu 

2. Tüpe 200 µL nazotrekeal aspirat örnekleri eklendi.  

3. Tüpe 200 µL Buffer AL ekleyip tüpün kapağını kapatarak 15 saniye 

vorteksle karıştırıldı.  

4. Tüpler 56 °C'de 10 dakika bekletildi. 

5. Tüpe 200 µL etanol (%96-100) eklendi.Tüpün kapağı kapatılarak 15 saniye 

vorteksle karıştırıldı.  

6. Tüpün içindeki sıvı 2 mL’lik temiz bir toplama tüpüne yerleştirilen QIAamp 

kolonuna dikkatlice aktarıldı. Kapağını kapatıp 6000 g (8000 rpm.) hızda 1 dakika 

santrifuj edildi. Alttaki 2 mL’lik tüpün içinde biriken sıvıyla birlikte atıldı ve 

kolon temiz bir 2 mL’lik toplama tüpünün içine yerleştirildi. 
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7. Kolon dikkatlice açılıp ve tüpün çeperine değmeden 500 µL Buffer 

AW1eklendi. Kapağı kapatılıp 6000 g (8000 rpm.) hızda 1 dakika santrifuj 

edildi. Toplama tüpü içinde biriken sıvıyla birlikte atıldı ve kolon 2 mL’lik temiz 

bir toplama tüpüne yerleştirildi. 

8. Kolon dikkatlice açıldı ve tüpün çeperine değmeden 500 µL Buffer AW2 

eklendi. Kapağı kapatılıp 12.000 g’de 3 dakika santrifuj edlidi. Toplama tüpü 

içinde biriken sıvıyla birlikte atıldı ve kolon 1.5 mL’lik steril bir ependorf tüpünün 

içine yerleştirildi. 

9. Ependorf dikkatlice açıldı, içine 50 µL Buffer AE koyuldu, kapağı kapatıldı ve 1 

dakika oda sıcaklığında bekletildi. 6000 g, (8000 rpm) hızda 1 dakika santrifuj 

edildi. Kolon atıldı ve alta geçen sıvı izole edilen nükleik asitti. İzole edilen RSV- 

RNA’lar çalışmaya alınana kadar en fazla iki gün -20 0C ‘de saklandı. 

RSV RNA Amplifikasyonu 

RSV RNA Amplifikasyon Karışımı 

• SYBR PCR miks        12.50µL 

(HotStarTaq DNA polimeraz, QuantiTect SYBR Green PCR 
tamponu, dUTP içeren dNTP karışımı, 5mM MgCl2)  

• Revers Transkriptaz miks (RT miks)      0.25 µL 

• Deteksiyon miks 1 (primerler)       5.00 µL 

• dH2 O          2.25 µL 

___________________________________________________________________ 

Toplam   20.0  µL 

Testin Uygulanması 

1. Amplifikasyon aşaması izolasyon odasından farklı bir odada yapıldı. Önceden 

%10’lik hipokloridli su ile silinmiş ve ultraviyole ışığı ile sterilize edilmiş laminer 

akım içerisinde çalışıldı. Amplifikasyon kiti –20oC’lik derin dondurucudan 

çıkarılarak çalışma anına kadar buz kalıbı üzerinde bekletildi.  

2. Örnek sayısı, pozitif ve negatif kontrol sayısı kadar PCR amplikasyon karışımı tek 

ependorf tüpüne hazırlandı ve mikroplaktaki çukurlara 20’şer µL dağıtıldı.  
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3. Kit içerisinden çıkan pozitif kontrol, negatif kontrol ve hasta örneklerinden elde 

edilmiş RNA’lardan 5’er µL mikroplaktaki çukurlara dağıtıldı. 

4. Mikroplak üzeri kapatıldıktan sonra Icycler (BIO-RAD, Amerika) cihazına 

yerleştirildi.  

5. Amplifikasyon işlemi aşağıda belirtildiği şekilde gerçekleşti.  

  

50oC’de 30.00 dakika 

95oC’de 13.30 dakika  

94oC’de 00.20 dakika  

60oC’de 01.00 dakika  50 döngü 

72oC’de 01.00 dakika 

94oC’de 00.30 dakika 

60oC’de 01.00 dakika  

60oC’de 00.15 dakika  70 döngü (+ 0,5oC /döngü) 

22oC’de α 

Reaksiyon sona erdikten sonra cihazın verdiği “Melt Curve” analizlerine bakılarak 

klinik örneğe ait Tm derecesi aynı koşullarda işleme alınan pozitif kontrollerin Tm 

derecesiyle karşılaştırılarak değerlendirme yapıldı.  

Hücre kültürü altın standart olarak kabul edilerek DFA ve PCR testlerinin özgüllük, 

duyarlılık, doğruluk oranı, pozitif tahmini değerleri (PPV; positive predictive value), 

negatif tahmini değerleri (NPV; negative predictive value), yanlış negatif oranı ve 

yanlış pozitif oranı hesaplandı. 
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4. BULGULAR 

Çalışmaya dahil edilen 80 örneğin 26 (% 32.5)’sında DFA yöntemiyle, 17 (% 21.3) 

’sinde hücre kültürü yöntemiyle RSV pozitifliği bulunmuştur. Ancak çalışmaya alınan 

örnekler arasında 6 tane örneğin miktarı yeterli olmadığı için PCR yöntemiyle 

çalışılamamıştır. Bu yüzden çalışılan 74 hastadan 20 (% 27)’sinde PCR yöntemiyle 

RSV RNA pozitif bulundu. Buna karşın RSV antijeni DFA yöntemiyle 54 hastada (% 

67.5), hücre kültürü yöntemiyle 63 hastada (% 78.75) negatif bulunurken, PCR 

yöntemiyle çalışılan 74 hastanın 54 (% 72.9)’ünde RSV RNA negatif bulundu (Tablo 

4.1).  

 

Tablo 4.1. Çalışılan örneklerde DFA, hücre kültürü, PCR yöntemleriyle elde edilen  
pozitif sonuçlar ve yüzdeleri 

Yöntem Örnek Sayısı Pozitif Sonuç % 

DFA 80 26 32.5 

Hücre Kültürü 80 17 21.3 

PCR 74 20 27.0 
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Resim 4.1. RSV için tipik CPE gözlenmiş hücre kültürü 

 

 

Resim 4.2. DFA ile boyanmış RSV ile infekte floresan veren hücreler 
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Bu çalışmada bütün testlerde 12 hastada (% 16.2) RSV pozitif bulundu. Bununla 

birlikte 74 hastadan 8 (% 10.8)’inde DFA ve PCR yöntemleriyle RSV pozitif 

bulunmasına rağmen hücre kültürü yöntemiyle RSV izole edilemedi. Ayrıca örnek 

yetersizliği sebebiyle PCR yöntemiyle çalışılamayan 5 hastada DFA ve hücre kültürü 

yöntemleriyle RSV pozitif bulundu. Yine örnek yetersizliği sebebiyle PCR yöntemiyle 

çalışılamayan 1 hastada DFA yöntemiyle RSV antijeni bulunduğu halde hücre kültürü 

yöntemiyle RSV izole edilemedi (Tablo 4.2). 

 

Tablo 4.2. DFA, hücre kültürü, PCR yöntemleriyle elde edilen sonuçların 
kıyaslanması 

Örnek Sayısı DFA Hücre Kültürü PCR 

54 - - - 

12 + + + 

8 + - + 

5 + + * 

1 + - * 

* : Örnek yetersizliğinden dolayı çalışılamamıştır. 

 

Hücre kültürü yöntemi altın standart olarak kabul edildiğinde DFA ve PCR 

yöntemleriyle elde edilen sonuçlar tablo-3’te gösterilmiştir (Tablo 4.3). 

 

Tablo 4.3. Hücre kültürü altın standart olarak alındığında DFA ve PCR 
yöntemleriyle elde edilen sonuçların karşılaştırılması 

Hücre Kültürü  

+ -   + - 

+ 17 9 + 17 3 
DFA 

- 0 54 
PCR 

- 0 54 

 

 

 



 34 

Hücre kültürü yöntemi altın standart olarak kabul edildiğinde DFA yönteminin 

duyarlılığı % 100, özgüllüğü % 85.7, doğruluk oranı % 88.75, pozitif tahmini değer 

(PPV; positive predictive value) % 65.38, negatif tahmini değerler (NPV; negative 

predictive value) %100 olarak, PCR yönteminin ise sırasıyla %100, % 94.7, % 95.94, 

%85,  %100 olarak bulundu (Tablo 4.4.). 

Çalışmamızda hücre kültürü altın standart olarak kabul edildiğinde DFA yanlış negatif 

oranı ve yanlış pozitif oranı sıra ile 0 ve % 14.2 bulunurken, PCR testinin ise 0 ve % 

5.26 bulundu (Tablo 4.4)  

 

Tablo 4.4.  DFA ve PCR yöntemlerinin duyarlılık, özgüllük, doğruluk oranı, PPV, NPV, yanlış 
negatif oranı ve yanlış pozitif oranları 

 Duyarlılık 
(%) 

Özgüllük 
(%) 

Doğruluk 
Oranı (%) 

PPV 
(%) 

NPV 
(%) 

Yanlış Negatif 
Oranı (%) 

Yanlış Pozitif 
Oranı (%) 

DFA 100.0 85.70 88.75 65.38 100.0 0.00 14.20 

PCR 100.0 94.70 95.94 85.00 100.0 0.00 5.26 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bebek ve çocuklarda bronşiolit ve pnömoniye en sık neden olan etken RSV’dir (74, 75). 

RSV infeksiyonuna en çok iki yaşın altındaki çocuklarda rastlanır. Özellikle altı aydan 

küçüklerde hastalık ağır seyretmekte olup morbitide ve mortalitesi yüksektir (74, 76). 

Bir yaşına kadar olan çocukların % 50’si primer infeksiyonu geçirmiş iken iki yaşına 

kadar olan çocukların hemen hepsi bu viruüsla infekte olmuşlardır (7, 62). RSV 

infeksiyonunun ardından gelişen immun yanıt tam olmadığından çocuk ve yetişkinlerde 

hayat boyu tekrarlayan infeksiyonlar görülür (75). Bu durum toplumda virüsün 

yayılışını arttırır, ancak nötralizan antikorların etkisi ile tekrarlayan infeksiyonlar daha 

hafif seyreder (1). 

RSV için yüksek risk grubunu; altı haftadan küçük olan bebekler, prematüre doğanlar, 

konjenital kalp hastalığı, immun yetmezliği, kronik akciğer hastalığı olanlar ile kemik 

iliği nakli yapılanlar oluşturur (76). 

RSV infeksiyonunun ılıman iklimlerde en sık görüldüğü mevsim sonbahar sonu, kış ve 

ilkbaharın başı olup, hastalık kış aylarında zirve yapar (75). RSV, hasta bireyler ile 

yakın temas sonucu solunum kaynaklı damlacıklarla direkt olarak veya solunum 

salgıları ile kontamine nesneler veya ellerle (göz ve burun mukoza yüzeylerine temasla) 

indirekt olarak bulaşır. Solunum kaynaklı damlacıklarla bulaşma minimaldir. Buna 
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karşılık RSV el ve çevredeki nesneler üzerinde (steteskop, masa vb) 6 saatten uzun süre 

canlı kalabildiğinden indirekt bulaşma hastalığın yayılmasında çok önemlidir (28). 

RSV infeksiyonlarının kontrolünde, RSV ile infekte hastaların erken tanısı ve tedavisi, 

korunma önlemlerinin alınması, her salgın mevsimi öncesi ve boyunca sağlık 

çalışanlarının RSV infeksiyonunun epidemiyolojisi konusunda eğitimi önemli rol oynar. 

Salgınların önlenmesinde RSV ile infekte kişilerin hızlı tanısı esastır (1). RSV yavaş 

üreyen bir virüstür. Hücre kültürü sistemlerinde üretilerek tanı konulması için bir veya 

birkaç hafta gerekir. Yatak başında alınan klinik örneğin (burun yıkama suyu, 

nazotrekeal aspirat) hemen hücre kültürüne inokülasyonu ile RSV 4-5 günde izole 

edilebilmektedir. İmmunofloresan tekniği ile birkaç saat içinde sonuç almak 

mümkündür (1). Son zamanlarda geliştirilen PCR yöntemi de RSV’nin tanısında 

uygulanmaktadır. Klinik örnekteki RSV’nin RNA’sı ters transkripsiyon-PCR (RT-PCR; 

revers-transcription-polimerase chain reaction) ile çoğaltılıp gösterilmektedir. PCR 

genelde hücre kültürü yapılan RSV’nin alt gruplarının ayırımı için uygulanmaktadır (9). 

RSV infeksiyonlarının tanısında hücre kültürü yöntemi altın standart olarak kabul 

edilmektedir. Ancak virüsün hücre kültürlerinde yavaş üremesi daha hızlı sonuç 

alınabilen yöntemlerin kullanıma girmesine yol açmıştır (77). Solunum virüslerinin hızlı 

tanısı uygun infeksiyon kontrol yöntemlerinin geliştirilmesi ve erken antiviral tedavinin 

yararı nedeni ile önemlidir (78). Virüsların hızlı tanısı; gereksiz antibiyotik kullanımını 

ve bu suretle antibiyotiklere karşı dirençli bakterilerin gelişimini önlemekte, doğru tanı 

ile uygun tedaviyi yönlendirerek hastaların hastanede kalış sürelerini kısaltmaktadır 

(79). İmmunofloresan yöntemi testler arasında en çok tercih edilen yöntemdir. Ancak 

örnekte virüs miktarı az olduğunda immunofloresan testiyle virüs gösterilemezken 

hücre kültüründe üreyebilmektedir. Dolayısıyla, direkt antijen testi ile birlikte virüs 

izolasyon yöntemlerinin yapılmasına önem verilmelidir (77). Diğer yöntemlerle 

kıyaslandığında PCR yönteminin de yüksek duyarlılığa ve özgüllüğe sahip olduğu 

belirlenmiştir (59). Ancak PCR yönteminin pahalı oluşu dezavantajıdır (78). Serolojik 

yöntemler tanıda tercih edilmemektedir ve epidemiyolojik çalışmalarda 

uygulanmaktadır (79). 

RSV hastalığı tanısı konulan yüksek risk grubundaki bebek ve çocukların tedavisinde ve 

hastalıktan korunmada antiviral ilaç tedavisi ve immunoproflaksi kullanılmaktadır (71). 

Tek antiviral ilaç olan ribavirin; pahalı, etkisi sınırlı ve uygulaması zor olması sebebiyle 
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kullanımı kısıtlıdır (81). Bu sebeple hastalığın tedavisinde başlıca yaklaşım destekleyici 

tedavi olup amaç semptomların kontrolüdür (82). Etkili tedavi olmadığından tercih 

edilen yaklaşım korunmadır. RSV aşısı olmadığından ağır RSV infeksiyonunun 

önlenmesi için pasif proflaksi geliştirilmiştir (62, 74, 80). Pasif proflaksi için RSV-

intravenöz IgG (RespiGAM) ve RSV-intramüsküler monoklonal antikor (Palizivumab) 

uygulanmaktadır (71, 75). Her iki proflaksi yöntemi de etkili ve güvenilirdir ancak 

yüksek maliyetleri nedeniyle kullanımları sınırlıdır (80). 

Ülkemizde, İzmir’de yapılan bir çalışmada solunum yolu hastalığı olan ve yaşları 2.5 

ay-12 yaş arasında değişen 131 çocuğun 6 (% 4.6)’sında hücre kültürü yöntemiyle RSV 

izole edilmiştir (83). Yine İzmir’de yapılan başka bir çalışmada Dereli ve ark. (84) 

yaşları 2 ay ile 2 yaş arası değişen akut bronşiolitli 65 çocuğun 19 (%29.2)’unda hücre 

kültürü ve DFA ile RSV infeksiyonunun varlığını bildirmişlerdir. 

Yılmaz ve ark. (79) İstanbul’da yaptıkları bir çalışmada iki farklı dönemde akut alt 

solunum yolu infeksiyonu geçiren 2 yaşından küçük çocuklarda immunofloresan 

yöntemi ile yaptıkları çalışmada, ilk dönemde (nisan 1994-1995) 188 hastanın 65 (% 

39.2)’inde, ikinci çalışma döneminde (Kasım 1995-Nisan 1996) 113 hastanın 39 

(%34.5)’unda RSV antijeni göstermişlerdir.  

Yapılan başka bir çalışmada akut bronşiolit tanısı almış, yaşları 4 ay ile 2 yaş arasında 

değişen 50 bebeğin 13’ünde indirekt immunofloresan yöntemi ile RSV antijeni pozitif 

bulunmuştur (78). 

Aykut ve ark (77) Ankara’da yaptıkları çalışmada hücre kültürü yöntemiyle, 80 

bebekten alınan nazal sürüntü örneklerinin 20 (% 25)’sinde RSV izole etmişlerdir. 

Adana’da; yaşları 7 gün ile 42 ay arasında değişen 90 hastada RSV’ye bağlı infeksiyon 

sıklığı DFA, hücre kültürü ve ELISA yöntemleriyle araştırılmıştır. Alt solunum yolu 

infeksiyonu olan 90 çocuğun DFA ile 56 (% 62)’sında ve hücre kültürü yöntemiyle 36 

(%40)’sında RSV infeksiyonu bulunmuştur (1).  

Ahluwalia ve ark.’nın (85) Kanada ‘da yaptıkları bir çalışmada pnömoni ve bronşiolit 

tanısı konulan 32 bebekte nazotrakeal aspirat ve nazotrekeal sürüntü örnek çiftleri ile 

hücre kültürü, indirekt immunofloresan (IFA), ELISA yöntemlerini karşılaştırmışlardır. 

Aynı çalışmada hücre kültürü yöntemi altın standart olarak alındığında IFA yönteminin 

duyarlılığı %61, özgüllüğü %89, PPV %96 bulunmuştur.  
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Halstead ve ark (86) yaptıkları çalışmada alt solunum yolu infeksiyonu olan 117 

çocuktan DFA, hücre kültürü ve üç ayrı ELISA yöntemi ile burun yıkama suyu 

örneklerinde RSV infeksiyonu araştırmışlar ve tüm yöntemlerle çocukların 77 (%65.8) 

‘sinde RSV infeksiyonunun varlığını saptamışlardır. Aynı çalışmada DFA testinin 

duyarlılığı ve özgüllüğü sırasıyla % 91.9, %96.4 pozitif tahmini değer (PPV; positive 

predictive value) %96.6 ve negatif tahmini değerler (NPV; negative predictive value) 

%91.4 olarak bulunmuştur. 

X. Zheng ve ark (87) RSV’yi 89 örnekte 3 ayrı antijen hızlı tanı testi, shell vial hücre 

kültürü yöntemleriyle araştırmışlar ve 32 örnekte shell vial ve hızlı tanı testleriyle RSV 

pozitif bulmuşlardır.  

Mezeire ve ark (88) 383 solunum yolu semptomlu hastanın burun yıkama suyu 

örneğinde RSV antijenini immunofloresan ile 143 (% 37); hücre kültüründe 72 saat 

inkübasyondan sonra immunofloresan ile yapılan testte 119 (% 31) hastada 

göstermişlerdir. Aynı çalışmada hücre kültürü ile kıyaslandığında immunofloresan 

testin duyarlılığı %89, özgüllüğü %85, 72 saat sonra yapılan immunofloresan testin ise 

duyarlılığı ve özgüllüğü sırasıyla % 80 ve % 91 olarak bildirilmiştir. 

Valdivia ve ark. (89) 20 hastada RSV’yi hücre kültürü, PCR ve immunofloresan 

testleriyle araştırmışlar ve hücre kültürü yöntemini altın standart olarak kabul 

etmişlerdir. Aynı çalışmada PCR yönteminin duyarlılık, özgüllük ve doğruluk oranları 

sırasıyla % 100, % 80, % 90 bulunurken; immunofloresan yönteminin oranları % 100 

bulunmuştur.  

Y. W. Tang ve ark. (90 ) yaptıkları bir çalışmada nazal aspirat örneklerinde PCR ve 

hücre kültürü yöntemleriyle RSV araştırmışlar ve PCR testinin duyarlılığını %94.4 ve 

özgüllüğünü ise %100 bulmuşlardır.  

Freymuth ve ark (59) yapmış olduğu bir çalışmada RSV’yi DFA, hücre kültürü ve 2 

farklı PCR yöntemiyle araştırmışlardır. Aynı çalışmada immunofloresan ve hücre 

kültürü yöntemleri altın standart olarak kabul edilip; PCR-1 yönteminin duyarlılık, 

özgüllük, doğruluk oranı, PPV ve NPV oranları sırasıyla %97.5, %63.9, %75.2, %57.8, 

%98 bulunmuş, PCR-2 yönteminin duyarlılık, özgüllük, doğruluk oranı, PPV ve NPV 

oranları sırasıyla %89.7, %71.9, %77.7, %60.9, %93.5 bulunmuştur.  
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Bu çalışmada 80 örneğin 26 (% 32.5)’sında DFA, 17 (% 21.3)’sinde hücre kültürü 

yöntemiyle RSV pozitifliği bulunmuştur. Ancak çalışmaya alınan örnekler arasında 6 

tane örneğin miktarı yeterli olmadığı için PCR yöntemiyle çalışılamadı. Bu yüzden 

çalışılan 74 hastadan 20 (% 27)’sinde PCR yöntemiyle RSV RNA pozitif bulundu. 

Bu çalışmada 3 yöntemle de 12 hastada (% 16.2) RSV pozitif bulundu. Ayrıca örnek 

yetersizliği sebebiyle PCR yöntemiyle çalışılamayan 5 hastada DFA ve hücre kültürü 

yöntemleriyle RSV pozitif bulundu. Yine örnek yetersizliği sebebiyle PCR yöntemiyle 

çalışılamayan bir hastada DFA yöntemiyle RSV antijeni bulunduğu halde hücre kültürü 

yöntemiyle negatif bulundu. 

Bu çalışmada DFA yöntemiyle %32.5 oranında RSV pozitif bulundu. Bu oranın Yılmaz 

ve ark. (79) nın 2. çalışma döneminde bildirdiği % 34.5 oranıyla uyumlu olduğu 

görüldü. 

 Çalışmamızda 8 örnekte DFA ve PCR yöntemiyle RSV pozitif bulunduğu halde hücre 

kültüründe RSV izole edilemedi. Bunun nedeni örneğin hücre kültürüne 

inokulasyonunun hemen yapılamaması olabilir. Ayrıca örneğin infeksiyonun 

başlamasını takiben erken dönemlerde alınması izolasyon için gereklidir (79). Klinik 

örneklerin hepsi hastalığın erken döneminde alınmamış olabilir. Yapılan bir çalışmada 

RSV antijen IFA ile gösterilirken hücre kültüründe gösterilememiştir (85). 

Aykut ve arkadaşlarının (77) yaptığı çalışmada hücre kültürüyle %25 oranında RSV 

izole edilirken bu çalışmada %21.3 oranında izole edildi. Bu çalışmada örneklerin 

çalışma gününe kadar derin dondurucuda beklemiş olmasından dolayı izolasyon oranı 

düşük olabilir.  

Bu çalışmada hücre kültürü altın standart olarak alındığında DFA yönteminin 

duyarlılığı %100, özgüllüğü %85.7, PPV %65.38, NPV %100 ve doğruluk oranı 

%88.75 olarak, PCR yönteminin ise sırasıyla %100, % 94.7, %85, %100, %95.94 olarak 

bulundu. Bu sonuçlar diğer ülkelerle bildirilen sonuçlarla karşılaştırıldığında; Valdivia 

ve ark. (89) nın PCR yönteminin duyarlılığını %100 ve özgüllüğünü %94.7, 

immunofloresan yönteminin duyarlılık ve özgüllüğünü %100 olarak bildirdiği 

sonuçlarla benzerlik göstermektedir.Bu çalışmanın sonuçları Y. W. Tang ve ark (90) 

yaptığı çalışmada PCR yönteminin duyarlılığı %94.4 ve özgüllüğü %100 olarak 

buldukları sonuçlarla uyumludur. Mezeire ve ark. (88) yaptıkları çalışmada 

immunofloresan testin duyarlılığı %89, özgüllüğü %85 olup, bu çalışmanın 
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sonuçlarından düşüktür. Bu çalışmada DFA testinin PPV ve NPV değerleri, Halstead ve 

ark (86) sırasıyla %96.6, %91.4 olarak bildirdiği sonuçlarına göre düşük olup; Freymuth 

ve ark. (59) nın %60.9, %93.5 olarak buldukları sonuçlardan yüksek bulundu. 

Bu çalışmada hücre kültürü altın standart olarak kabul edilmiş olup, DFA ve PCR 

yöntemlerinin duyarlılık ve özgüllük oranının yüksek olduğu bulundu. Ancak 5 örnekte 

hücre kültüründe RSV izole edilemeyip PCR ve DFA yöntemleriyle RSV pozitif 

bulundu. 

Sonuç olarak; RSV infeksiyonunun tanısında DFA, PCR ve hücre kültürü yöntemleri 

uygulanabileceği ancak hücre kültürü yönteminin örneğin hemen inoküle edilmesi 

şartıyla uygulanması gerektiği kanaatine varıldı. 
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