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ALT SOLUNUM YOLU iNFEKSIYONU OLAN COCUKLARDA
SOLUNUM SINSITYAL VIRUS’UN IMMUNOFLORESAN, HUCRE KULTURU
VE PCR YONTEMLERIYLE ARASTIRILMASI

OZET

Solunum Sinsityal Viriis (Respiratory Syncytial virus, RSV), bebek ve kii¢iik cocuklarda alt
solunum yolu infeksiyonuna yol acan etkenlerden en 6nemlisidir. Bu ¢aligmada alt solunum
yolu infeksiyonu olan ¢ocuklarda Solunum Sinsityal Viriis’iin Direkt Immunofloresan
Antikor (DFA), hiicre kiiltiirii, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction,

PCR) yontemleri ile aragtirilmast amaglandi.

Bu calismaya alt solunum yolu infeksiyonu olan, yaslar1 0-24 ay arasinda degisen 80
hastadan alinan nazotrakeal aspirat ornegi dahil edildi. Orneklerde RSV antijeni Direkt
Immunofloresan Antikor (DFA) (Monofluo BIO-RAD, Fransa) yontemiyle arastirildi.
RSV’nin izolasyonu i¢in Hep-2 hiicre kiiltiirii kullanildi. Klinik ornekteki RSV-RNA
varlig1 gercek zamanli PCR (Fluorion IONTEK, Tiirkiye) yontemiyle aragtirildi.

Calismaya dahil edilen 80 6rnegin 26 (% 32.5)’sinda DFA yontemiyle, 17 (% 21.3)’sinde
hiicre kiiltiirii yontemiyle RSV pozitifligi bulundu. Ancak c¢alismaya alinan Ornekler
arasinda 6 tane Ornegin miktar1 yeterli olmadigi icin PCR yontemiyle calisilamadi. Bu

yiizden calisilan 74 hastadan 20 (% 27) ’sinde PCR yontemiyle RSV RNA pozitif bulundu.

Hiicre kiiltiirii yontemi altin standart olarak kabul edildiginde DFA yonteminin duyarliligi
%100, ozgilligii %85.7, dogruluk oran1 %88.75, PPV 9%65.38 ve NPV %100 olarak,
PCR yonteminin ise sirastyla %100, % 94.7, %95.94, %85, %100 olarak bulundu.

Sonu¢ olarak; RSV infeksiyonunun tanisinda DFA, PCR ve hiicre kiiltiirii yontemleri
uygulanabilecegi ancak hiicre kiiltiirli yonteminin 6rnegin hemen inokiile edilmesi sartiyla

uygulanmasi gerektigi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler : Solunum Sinsityal Virus, Direkt Immunofloresan Antikor, Hiicre Kiiltiirt,

PCR



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: Respiratory Syncytial Virus , cell culture, PCR, immunoflouresence
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1. GIRIS VE AMAC

Solunum sinsityal viriis (RSV; Respiratory Syncytial Virus), biitiin diinyada bebek ve
cocuklarda, alt solunum yolu infeksiyonlarinin baglica sebebidir. RSV infeksiyonunu
takiben tekrarlayan alt solunum yolu infeksiyonu sik goriilmektedir. Ayrica RSV,

morbiditesi yiiksek olan nozokomiyal infeksiyonlardan da sorumludur.

RSV infeksiyonlarin hizli tanisi; uygun infeksiyon kontrol yontemlerinin gelistirilmesi
ve erken antiviral tedavinin yarar1 nedeni ile dnemlidir. RSV’nin hizli tanisi; gereksiz
antibiyotik kullanimini ve bu suretle antibiyotiklere kars1 direngli bakterilerin gelisimini
onlemekte, dogru tami ile uygun tedaviyi yonlendirerek hastalarin hastanede kalis
siirelerini kisaltmaktadir. RSV infeksiyonlarinin 6zgiil tanisinda hiicre kiiltiirti, virlis
antijenlerinin direkt olarak gosterilmesi, molekiiler teknikler ve serolojik testler
uygulanmaktadir. RSV infeksiyonlarinin tanisinda hiicre kiiltiirii yontemi altin standart
olarak kabul edilmektedir. Ancak viriisiin hiicre kiiltiirlerinde yavas {iremesi daha hizl
sonug aliabilen yontemlerin kullanima girmesine yol agmistir. Direkt immunofloresan
antikor (DFA) yontemi testler arasinda tercih edilen yontemdir. Ancak Ornekte viriis
miktar1 az oldugunda DFA testiyle virlis gosterilemezken hiicre kiiltiiriinde
iireyebilmektedir. Dolayisiyla, viriis antijenlerinin direkt olarak gdsterilmesi ile birlikte
virlis izolasyon yontemlerinin yapilmasina 6nem verilmelidir. Diger yontemlerle

kiyaslandiginda Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yonteminin de yiiksek duyarliliga
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ve Ozgilliige sahip oldugu belirlenmistir. Ancak PCR ydnteminin pahali olusu
dezavantajidir. Serolojik yontemler tanida tercih edilmemektedir ve epidemiyolojik

caligmalarda uygulanmaktadir.

Bu calismada alt solunum yolu infeksiyonu geciren ¢ocuklarda RSV’nin DFA, hiicre

kiiltiirti, PCR yontemleri ile arastirilmast amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1.TARIHCE

Adams 1937 yilinin ocak-subat-mart aylarinda 32 bebegin hastalandigi ve 9’unun
oldiigii, oksiiriik, solunum giigliigli ve siyanozla karakterize nozokomiyal bir epidemi
tarif etmistir. Olen bebeklerin akcigerlerinden yapilan sitopatolojik incelemelerde brons
epitel hiicrelerinde stoplazmik inkliizyon cisimcikleri gosterilmistir. Bu bulgular
Respiratory Syncytial Virus (RSV) infeksiyonu nedeniyle 6len bebeklerden yapilan ilk
patolojik tanimlamadir. RSV pndmonisinin tarifi ilk kez 1939 yilinda Goodpasture

tarafindan yapilmistir (1,2 ).

RSV ilk olarak 1956 yilinda Morris ve arkadaslar1 tarafindan soguk alginlig1 geciren bir
grup sempanzeden izole edilmis ve etkene “Sempanze Koriza Etkeni” (SKE) adi
verilmistir. Sempanze bakicilarindan birinde ayn1 hastalik tablosunun goriilmesi viriisiin
kaynaginin insan olabilecegi fikrini diislindiirmiistiir. Ertesi sene Chanock ve
arkadaslar1 iki bebekten SKE’ne benzer bir viriis izole etmisglerdir. Serolojik ¢alismalar
sonucunda bebeklerden izole edilen bu viriisiin hastalik etkeni oldugu ortaya ¢ikmustir.
Cok gegmeden bu viriisiin dogal kaynaginin insan solunum yolu oldugu ve bu viriisle
infekte hiicre kiiltlirlerinde yaygin sinsityumlarin gelistigi goriilmiistiir. Bu nedenle

virlise daha uygun olan “solunum sinsityal viriis” ad1 verilmistir (1, 3, 4 ).
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2.2.ViRUSUN GENEL OZELLIiKLERIi

RSV, Paramiksoviridaea ailesinin Pneumovirinae alt ailesinin Pnémovirus cinsi i¢inde
yer alir. Paramiksoviridaea ailesinin bir diger alt ailesi Paramyxovirinae olup
Rubulavirus, Paramyxovirus ve Morbillivirus olmak iizere 3 cinsi bulunmaktadir (5).
RSV’nin antijenik ve morfolojik oOzellikleri Paramiksoviridaea ailesinin diger
tiyelerinden farkli olmasi nedeniyle Pnémovirus cinsine dahil edilmistir (1,5-8).
Pnémovirus cinsi igine ayn1 zamanda Sigir Solunum Sinsityal Viriis (BRSV), Fare
Pnomoni Viriis (PVM), Koyun Solunum Sinsityal Virlis (ORSV), Ke¢i Solunum
Sinsityal Viriis (CRSV) ve Hindi Rinotrakeit Virlis (TRTV) bulunur (5). Bu cins

igerisinde bulunan iiyeler hakkinda serolojik ¢aligmalar devam etmektedir ( 9).

Elektron mikroskobuyla yapilan incelemeler sonucunda RSV’nin 100-300 nm
bliyiikliiglinde ve pleomorfik yapida oldugu goriiliir (4, 5, 10-12). RSV tek zincirli,
negatif polariteli 50 S RNA viriisiidiir (1, 9, 13). Genom diiz bir yapida olup kiitlesel
agirhg 5x10° daltondur (14). Yaklasik 15.000 niikleotitten olusur (5). RSV
niikleokapsidi 12-15 nm capinda olup helikal simetrilidir (1, 5). Viriisiin zarfi 12 nm
uzunlugundadir ve 10 nm araliklarla dizili glikoprotein yapisindaki ¢ikintilar sebebiyle
dikensi goriiniimdedir (5). Diger Paramiksoviruslardan farkli olarak RSV’nin hemolitik

aktivite, hemaglutinin ve néraminidazlar1 yoktur (4).
2.3.ANTIJEN YAPISI

RSV’nin kesfedilisinden 30 yil sonrasina kadar RSV’ nin yalnizca homojen ve tek bir
serotipi oldugu diisiintilmiistiir (1). Hayvan serumu ile ¢esitli RSV suslarina kars1 belli
bir diizeyde farkliliklar igeren noétralize edici titreler elde edilmisken, insan serumunda
suslar farkli da olsa genelde aynmi diizeyde noétralize edici titreler elde edilmistir (3).
Sonralar1 yapilan monoklonal antikor ¢alismalarinda bir¢cok protein bakimindan RSV
suslarinin birbirine benzedigi gosterilmistir (15-18). Fakat bunlardan yalnizca G
proteininde belirgin farklar oldugu saptanmistir. Bu durumda monoklonal antikor
kaliplarina gére RSV’nin alt grup A ve B diye 2 alt grubu tanimlanmistir. A ve B alt
gruplar1 da kendi i¢lerinde alt tiplere ayrilirlar. Alt grup A, A2 susu ile alt grup B ise
18537 susu ile karakterizedir (1, 2, 6).
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A ve B alt gruplarmin G proteinlerinin antijenik yakinligi ancak %S5 iken, F
proteinlerinin antijenik yakinligr yaklasik %50°dir (3). Ayrica bu iki alt grubun F
proteinlerinde % 89 amino asit homolojisi varken G proteinlerinde bu oranin ¢ok diisiik
oldugu bulunmustur (19). Alt grup A suslar1 nispeten belli bir biitiinliigii korumakta, alt
grup B suslart ise daha fazla degisim gostermektedir (3). Alt grup A ile olusan
infeksiyon sirasinda alt grup B’ye karsida capraz antikor yaniti olustugu saptanmistir
(20). Uzun yillar yapilan epidemiyolojik caligmalar genellikle alt grup A’nin daha
baskin oldugunu gostermistir (15,21-23).

Tek zincirli negatif yiiklii RNA’nin yaklasik 15.000 niikleotidli olan 10 major mRNA’s1
vardir ve bunlarin her biri bir proteini kodlar. Niikleokapsid proteini (N), fosfoprotein
(P), ve biliyiik polimeraz proteini (L), yapisal proteinler olup niikleokapsitte; fiizyon
proteini (F), baglanma proteini (G) ve matriks proteini (M1 ve M2) ise virlisiin zarfinda
bulunur (5, 6, 7, 24, 25). RSV ile infekte hiicrelerin ylizeylerinden salgilanan kiiciik
hidrofobik  protein (SH)’in, membran proteinlerinin {i¢linciisii  olabilecegi
diisiiniilmektedir. NS1 ve NS2 yapisal olmayan iki proteindir. NS1 asidik, NS2 bazik
yapidadir. NS1 ve NS2 proteinlerinin gorevleri tam olarak bilinmemekle birlikte virion

morfolojisinin diizenlenmesinde gorevli olduklar1 sanilmaktadir (5, 9).

N proteini orta biiyiikliikte olup niikleokapsidin major yapisal proteini iken P ve L
proteinleri transkripsiyon ve replikasyonda 6nem tasir. L proteini ¢ok biiyiik (250 kDA)
ve nispeten hidrofobiktir. Biliyiik olusunun nedeni niikleokapsitte yer almasindandir.

L’nin viral RNA’ya bagli RNA polimeraz oldugu disiiniilmektedir (1, 5, 7, 9, 24).

Viriisiin zarfi; matriks (M1 ve 22 kDA’luk bir protein olan M2) ve yiizey proteinleri
olan F ve G’den olusur (1, 5, 9). Matriks proteini glikozillenmemis olup hidrofobik ve
bazik yapidadir. Bunlardan M1 proteinin 2 genel fonksiyonu oldugu diisiiniilmektedir;
paket yapilmadan Once niikleokapsidin transkripsiyonunu sonlandirmak ve

niikleokapsid ile zarfin birlesmesine aracilik etmektedir (5).

F ve G glikolize iki protein olup viriisiin yiizeyinde bulunur ve RSV ile olusan
infeksiyon sirasinda énemli immunojenlerdir (1). G proteini yaklasik 90 kDA molekiil
agirhigindadir. G proteininin biiyiik kismini glikoprotein olusturmaktadir. Elektroforez
ile yapilan ¢alismada ancak 32.5 kDA’luk kisminin polipeptit oldugu anlasilmistir (5,

9). G proteinin iglevi konak hiicreye adsorbsiyonu saglamaktir (1).
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F proteinin F1 ve F2 olmak iizere 2 alt linitesi bulunur ve birbirlerine disiilfit baglari ile
baghdir (9, 26). F proteini virlis zarfinin konak hiicreye flizyonunu saglar ve hiicre

kiiltiirtinde sinsityum olusumuna neden olur (5, 9, 27).

N, P, M, G/HN/H, F ve L proteinleri paramiksoviruslar ile pnémoviruslar arasinda ortak
proteinlerdir. NS1 ve NS2, SH ve M2 yalnizca pnomoviriislerde bulunurken, yapisal
olmayan protein (C) ve sisteinden zengin protein (V) paramiksoviriis proteinleri olup,

pnomoviriislerde bulunmaz (1, 5, 24).

RSV genomunun 3’ ucundan 5’ ucuna olan genomik haritas1 Sekil 2.1.’de gosterilmistir

(1, 5).

Sekil 2.1. RSV genomunun haritasi

2.4.DIRENCLILIK

RSV, pH ve 1s1 degisikliklerinden hizli etkilenen bir viriistiir. 55 °C’de 5 dakika
beklemekle RSV lerin ancak %10”u canl kalir. Viriis 37 °C’de 1 saat stabil kalir ve 24
saat sonra infektivite ancak %10’ unda kalmustir. 48 saat siireyle 25 °C’de bekletilmekle
infektivite oram1 %10’a diismektedir (3). RSV’nin infektivitesinin %90’1 yavas bir
sekilde dondurma ve ¢ozme islemlerinde kaybolmaktadir (4). Optimal pH RSV i¢in
7.5’tur. Asit pH virlisi olumsuz etkiler. Viriis; eter, kloroform ve ¢esitli deterjanlarla

(%1 sodyum deoksilat, sodyum dodesil siilfat (SDS),Triton x-100) cabuk inaktive olur
(8,3)

RSV’nin saklanmasinda alkol-kuru buz karigimi veya gliserin yada sukroz eklenerek
hizli dondurma yontemleri kullanilabilir (7, 8). RSV’nin canliligi kismen ortamin
nemine de bagli olup; RSV gozeneksiz yiizeylerde (masa, steteskop vb) 3-30 saat
canliligim siirdiirebilirken; gozenekli ylizeylerde (giysi yada kagit gibi) canli kalma
stiresi 1 saatten azdir. Ellerde RSV nin infektivitesi kisiden kisiye degismekle birlikte
genellikle 1 saatten azdir (8, 28, 29).



2.5.PATOGENEZ

RSV’nin yol ag¢tig1 solunum yolu hastaliginin inkiibasyon donemi ortalama 5 gilindiir
(30). Hastaligin baslangicinda virlis nazofarinkste c¢ogalmakta ve hastalarin
sekresyonlarinda mililitrede 10%-10° TCIDs (doku kiiltiiriiniin % 50’sini infekte eden
doz) diizeylerine kadar ulasmaktadir (17, 31). RSV’ nin bulasmasi viriis iceren solunum
yolu kaynakli biiylik damlaciklar veya bunlarla kontamine olmus nesneler ve ellerle olur

(33, 33).

Viriisiin organizmaya girisinde géz ve burun mukozalar1 esit 6nem tasirken agiz nadir
bir giris yoludur. RSV’nin infeksiyonu genellikle solunum yolu ile sinirlt olup viriisiin
yayilimi yukar1 solunum yolundan alt solunum yollarma dogru olmaktadir (8). Ust
solunum yolundan alt solunum yoluna gecis mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir;
solunum yolu epiteli ile direkt olarak veya nazofaringeal sekresyonlarin aspirasyonu ile
oldugu sanilmaktadir. Bagka bir olas1 mekanizma da infeksiyonun alt solunum yoluna

makrofajlarin gé¢ii yoluyla tasinmasidir (3).

RSV’nin solunum yolu epiteline hangi reseptor ile baglandig1 heniiz bilinmemektedir.
Pnomoviriislar da diger paramiksoviriislar gibi flizyon yolu ile hiicreye penetre olurlar.
Penetrasyondan sonra viriisiin zarfi hiicre zar ile birlesir. Niikleokapsid sitoplazmaya
gecer ve RNA polimeraz tarafindan transkripsiyon baslatilir. RSV’nin replikatif
siklusunun tamamu sitoplazmada gerceklesir. Daha sonra tomurcuklanma oncesi hiicre
zarinin altinda niikleokapsid goériinlimiinii alir. Siserek liimene dogru ¢ikint1 yapan
virilisla infekte kirpikli epitel hiicreleri kirpiklerini kaybeder ve viriis partikiilii buradan
tomurcuklanir (5). Bu esnada infekte hiicre zar1 komsu hiicre zari ile birleserek,
RSV’nin sitopatik etkisi (CPE) olan ¢ok c¢ekirdekli dev hiicreler olusturur. Boylece

viriis ekstraseliiller siviya gegmeden hiicreden hiicreye yayilir (1).

RSV infeksiyonun baslangicindan 18-24 saat sonra histolojik olarak bronsiol epitelinde
proliferasyon gelisimi baglar. Plazma hiicreleri, makrofajlar ve lenfositlerin eslik ettigi
peribrongial infiltrasyon konak hiicre yanitinin gostergesidir (1). Bronsiollerin
liimeninden dokiilen epitel hiicreleri ve artan mukus salgis1 nedeniyle yogun bir tikag
olusur. Bu tikaglarla kapanan kii¢iik bronsiollerde tikanma meydan gelir. Zamanla
gelisen tam tikanma, birden ¢ok alanda atelektazinin gelisimine neden olur. Sonucta

bronsiolitli bebegin akciger hacmi artar ve ekspirasyonu zorlu olur (2, 8).
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RSV’ye bagh alt solunum yolu infeksiyonu olan bebeklerde siklikla pndmoni ve
bronsiolit belirtileri  birlikte  giirtiliir. Pndmonili  vakalarin  interstisyumunda
mononiikleer (MN) hiicre infiltrasyonu sonucu interalveolar duvar kalinlasir ve alveol
boslugu siv1 ile dolar. Basta alveolleri tutan nekrotik alanlar ¢ogunlukla yama tarzinda
akcigeri tutar. RSV’nin etken oldugu hafif pndmoni ve bronsiolitin mikroskobik

patolojisi hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir (1, 5).

Bebeklerde alt solunum yolunun tutulma belirtileri burun akintisinin baglangicindan
genellikle 1-3 giin sonradir. Otopsi c¢alismalarinda elde edilen verilere gore fetal
seyreden vakalarda virlis antijenleri daha yogun bulunmaktadir. Bu da viriis
replikasyonunun solunum yetmezliginin artis1 ile dogru orantili oldugunu ve yine RSV
antijenlerinin derinlere gitmeyip solunum yolunun yiizeyel tabakalarinda simirh
kaldigin1 gostermistir. RSV antijenleri solunum yolu disinda dolasimdaki mononiikleer
hiicrelerde de bulunmus ve RSV’nin az diizeyde de olsa ¢ogalabildigi in vitro olarak
gosterilmistir. Ancak viremi saptanamamistir ve bu da bagisiklik sistemi normal
kisilerde hematojen bulagsma olmadigin1 gostermektedir. Viriis bagisiklik yetmezligi
olanlarda karaciger, miyokard ve bobrekte bulunmustur. RSV’nin yol agtigr hafif
bronsiolit vakalarinda infeksiyon baslica alt solunum yollarini tutar ve degisik derecede

peribrongiyal ve interstisyel inflamasyona yol agar (3).
2.6. IMMUNITE

RSV infeksiyonlarindan korunma ve iyilesmede immun sistem &nemli rol
oynamaktadir. Salgisal antikorlar, serum antikorlari, sitotoksik T lenfositleri ve anneden
bebege gecen antikorlar korunmada etkilidir (34-36). Immiin sistemi normal olanlarda
RSV infeksiyonu sirasinda virlis salmimi 1 hafta siirerken immiin sistem
baskilandiginda aylarca devam etmektedir (37, 38). RSV ile infekte yetiskin farelerde
CDS8" ve CD4" hiicrelerinin iyilesmede ve viriisiin titresinde azalmasinda 6nemli rol

oynadig1 gosterilmistir ( 39).

Kiiciik bebeklerde serum ve salgisal antikorlar infeksiyona cevap olarak iiretilse de
genellikle diizeyleri diisiik olmaktadir (35, 36). Kiiciik bebeklerde RSV infeksiyonu
sonucu salman salgisal antikorlar, siklikla in vitro olarak virlisi noétralize
edememektedir ancak viriis titresini azaltmaktadir (5). Salgisal IgA’larin dmriiniin kisa
olmasi ise RSV infeksiyonlarinin sik sik tekrarlanmasina neden olur (40). IgA iist

solunum yolu infeksiyonuna karsi koruma saglamaktadir (41). RSV ile infekte
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cocuklarin salgilarinda 6zgiil 1gM, IgG ve IgE antikorlarin varligi da gosterilmistir.
Kiigiik bebeklerde antikor yanit1 daha az olup 6zellikle G proteinine karsi daha azdir.
IgA ve IgG yanit ise F proteini ile ilgilidir (8). IgG’nin akcigerleri daha etkin bir sekilde
korumast miimkiindiir. F proteini genelikle daha yiliksek antikor titresi indiiklemektedir.
Daha az immunojenik olan G proteini ise ayn1 grup veya subgrup suslara kars1 koruma

saglamaktadir (41).

RSV infeksiyonu sonrasinda kazanilan bagisiklik zayiftir. Antikorlar siirekli koruma
saglamazlar (41). Primer infeksiyon sonucu olusan antikorlar hastalifin tekrarini
Onlemez ancak ilerde daha hafif ge¢gmesine neden olur (42, 43). Yetiskin ve biiyiik
cocuklarda gecirilen infeksiyon reinfeksiyon seklindedir (2, 42). Hastalik sirasinda
yiiksek diizeyde nétralizan antikorlar olusmakta olup, bunlar plesanta yoluyla bebege
gecer ve 2 ay siire ile koruma saglar. Bu yiizden bebekler yasamin ilk iki ayinda
hastaliga kars1 korunmaktadir. Ancak bazen anneden gecen antikorlar olmasina ragmen
bebekte RSV infeksiyonu goriilebilmektedir. Bebeklerde olusan infeksiyonlar daha ¢ok
bu antikorlarin kayboldugu 2-4 ay arasinda ortaya ¢ikmaktadir (40).

Hiicresel immunite ¢aligsmalarinda spesifik sitotoksik T lenfositlerin ¢ocuk ve eriskin
hastalarda gelistigi de gosterilmistir.Bu spesifik sitotoksik T hiicrelerinin hedefi N, F ,
M2 proteinleridir (4). Hiicresel immunite, infeksiyona yanit olusumu ve infeksiyonun
tekrarlanmasinda 6nemlidir. Hiicresel immun yetmezligi olan ¢ocuk ve yetiskinler ile
deneysel olarak immun sistemi baskilanmis hayvanlarin infeksiyonlar1 agir gecer ve

viriis bulagtirma siireleri de uzar (5, 8).

Ozet olarak; iyilesmede ve reinfeksiyonlara direncte immun sistem énemlidir. Hiicresel
immunite RSV infeksiyonundan korunmada énemli rol oynamaktadir. Serum ve salgisal
antikorlar infeksiyonlardan korunmada rol oynamakta fakat bu koruma tam olmadigi
icin reinfeksiyonlar goriilmektedir. Lokal bagisiklik st solunum yollarinin
korunmasinda Onemlidir. Ancak yiiksek diizeydeki serum antikorlar1 alt solunum
yollarindaki RSV infeksiyonuna direncte biiyiik rol oynamaktadir. Kiigiik ¢ocuklarda
RSV antijenine karsi olusan serum ve salgisal antikorlar azdir. Daha biiyiik ¢ocuklarda
ve yetiskinlerde reinfeksiyon sonucu olusan bagisiklik hastaliin agir ge¢mesini

engellemektedir (5).
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2.7.RSV’NIN YAPTIGI HASTALIKLAR

RSV infeksiyonlari; biiylik ¢ocuklarda ve yetiskinlerde genellikle soguk alginligi, iist
solunum yolu infeksiyonu seklinde kendini gosterirken, kii¢iik cocuklarda alt solunum
yolu infeksiyonu, pndmoni, bronsiolit, trakeobronsit, krup, asemptomatik infeksiyon

olarak kendini gosterir (3, 4).

RSV’ye baglh alt solunum yolu infeksiyonu hastaliklarindan en sik goriileni pndmoni
olup, ikinci siklikta bronsiolit goriilmektedir (2, 44) RSV infeksiyonuna en duyarli yas
grubunu bir yasin altindaki ¢ocuklar olusturmaktadir (1, 3).

Hastalik viriisla karsilasan duyarli kisilerde 2-8 giinliik kulucka doneminin ardindan
orta derecede iist solunum yolu infeksiyonu belirtileri ile baslar. Burun akintisi, hafif
ates ve Oksiiriikle karakterize 3-5 giin siiren iist solunum yolu infeksiyonu hastaligini

takiben alt solunum yolu infeksiyonu hastalig1 bulgular1 gelisir (2, 3, 5).

Bronsiollerin liimeni salgi ve mukozanin iltihabi yanit1 ile tamamen tikali oldugundan,
alveollerde havanin girisi ¢ikisindan daha fazla olur ve alveollerdeki bu kismi solunum
tikaniklig1, amfizem ve hiritili solunum ile karakterize olur (6). Pndmoni ve bronsiolit
tanisi siklikla birlikte konur ve bunlar1 RSV ile infekte yenidoganlarda klinik olarak

ayirt etmek zordur ( 3).

RSV’nin “sudden infant death syndrome” (SIDS) unda rolii oldugu sanilmaktadir. Alt
solunum yolu hastaliklarina bagl olarak gelisen ani 6liimlerin biiyiik bir kismin1 RSV

infeksiyonlar1 olusturmaktadir (45).

Krup RSV infeksiyonunda ¢ok sik goriilmeyen bir klinik tablodur. RSV nadiren orta
kulak iltihabinin primer nedeni olarak izole edilebilir. Orta kulak iltihabinda etken daha
¢ok RSV infeksiyonunu izleyen veya RSV ile es zamanli olusan bir bakteri

infeksiyonudur (2).

Eger cocuklar RSV’nin neden oldugu siddetli pulmoner infeksiyondan kurtulursa,

bazilarinda yillar boyu siiren solunum yetmezligi ve astim ataklar1 goriilebilir (41).

Immun yetmezligi olan cocuklar ve yetiskinler, yasllar ve altta yatan baska bir hastalig
olanlar, yenidoganlar RSV hastaliginin agir formlarina yatkin olup, bu kisilerde RSV
infeksiyonu o6liimciil seyredebilir. Bronkopulmoner displazi veya siyanotik konjenital
kalp hastalig1 olan ¢ocuklarda, prematiirlerde ciddi RSV infeksiyonlar1 goriiliir. Biitlin

bebeklerin yaklagik %1’inde RSV infeksiyonu hastane yatisin1 gerektirecek kadar
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siddetlidir ve bu bebeklerin yaklasik %1°1 dliir. (42). RSV infeksiyonunda santral sinir

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

Yetiskinlerde, saglik personellerinde ve ¢ocuk bakicilarinda akut RSV infeksiyonlari
siklikla goriilmektedir (46, 47). Yetiskin ve biiyiilk cocuklarda meydana gelen
infeksiyonlar, tekrarlayan infeksiyonlar olup genellikle hafif seyirlidirler. Bu gruptaki
hastalarin kliniginin daha hafif olmasi, sahip olduklar1 6zgiil antikorlara baglidir (3, 4).
Bu kigilerde burun akintisi, faranjit, soguk algmligi semptomlar1 goriilmektedir.
Hastalik genellikle 5 giin siirmektedir. Yashlarda, huzurevlerindeki, hastanelerdeki
salginlarda veya toplumda sporadik olarak kazanilan RSV infeksiyonunun oneminin
arttigin1  gosteren deliller bulunmaktadir (48-51). Altta yatan hastalifi olan yash
kisilerde veya nadiren normal yetiskinlerde “adult respiratory distress syndrome”
(ARDS) gelisimi nedeniyle ciddi pnomoni goriilebilmektedir. Huzurevlerinde goriilen

atesli bronsit veya ciddi pndmoni salginlarinin RSV ile iligkili oldugu belirtilmistir (49).
2.8. RSV’NIN TANISI
2.8.1. Klinik Tani

Klinik belirtilere bakilarak RSV infeksiyonunun tanisinin konulmasi zordur. Ancak alt1
aydan kiiciik bebeklerdeki biitiin bronsiolit veya pndémoni vakalarinda RSV’den siiphe
edilmelidir. Ciinkii alt1 aydan kiigiik bebeklerde bonsiolite en fazla sebep olan viriis

RSV’dir (6, 52).

RSV’nin ayiric1 tanisinda parainfluenza viriislarindan 6zellikle parainfluenza tip 3,
adenoviriislar ve Chlamydia trachomatis infeksiyonlar1 ayirt edilmelidir. immun
yetmezligi olan cocuklarda Prneumocyctis carinii infeksiyonunun belirtileri ile RSV
infeksiyonunun belirtileri karigabilecegi de goz ardi edilmemelidir. Bazen bakteri
nedenli pndmoniden ayirimi gii¢ olabilecegi gibi ¢cocuklarda g¢evresel allerjenlerin ve
yabanci cisim aspirasyonuna bagli olarak gelisen bronkospastik hastalik olasiliglr da
ayirict  tanida  diisiiniilmelidir.  Yetigkinlerde ve yasli hastalarda 6zellikle kis
donemlerinde akut brongit ve orta derecede pndomoni goriilenlerde ve altta yatan

kardiopulmoner hastaligi olanlarda RSV infeksiyonlarindan siiphelenilmelidir (5).
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2.8.2. Laboratuvar Tanis1

RSV’ye bagl alt solunum yolu infeksiyonu olan bebek ve cocuklarda tani, klinik ve
epidemiyolojik bulgular temel alinarak konur. Ancak asil tan1 hastadan alinan solunum
kaynakl1 6rnekte viriisiin gosterilmesi ile konulmaktadir. RSV infeksiyonlarinin 6zgiil

tanisinda;
1. Viriisiin antijenlerinin direkt olarak gdsterilmesi,
2. Viriisiin izolasyonu,

3. Serolojik teknikler (notralizan antikor testi (NT), Kompleman Birlesme Deneyi
(KBD), ELISA ve indirekt floresan test (IFT),

4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
yontemleri uygulanmaktadir (1, 3, 9).

Ornekler nazotrakeal, nazofaringeal aspirasyon yikama sivilarindan elde edilir (5).
Burun, bogaz ve nazofarinks siiriintiileri de viriis iceren drneklerdir (4). RSV nispeten
dayaniksiz bir viriis olup ozellikle 1s1 ve pH degisikliklerine olduk¢a duyarlidir. Bu

yiizden alman +4 °C ‘de miimkiin oldugu kadar kisa siirede laboratuvara ulastiriimalidir
(D).
Viriis Antijenlerinin Direkt Olarak Gosterilmesi

RSV’nin klinik 6rneklerde direkt olarak saptanmasit hem hizli, hem de duyarlidir ve
giiniimiizde RSV infeksiyonlarinin tanisinda sik¢a uygulanan bir yontemdir (3). RSV ile
infekte hastalarin solunum yolu kaynakli salgilarinda, dokiilmiis epitel hiicrelerinde
direkt immunofloresan antikor (DFA) yontemi ile RSV’ye ait antijen
gosterilebilmektedir. RSV antijeninin varligin1 gostermek i¢in hazirlanmis birgok ticari

kit bulunmaktadir. Bu kitler ile birkag saat i¢inde tan1 konulabilmektedir (53, 54).

DFA yonteminde fluorescein isothiocyanate ile isaretli monoklonal anti RSV antikor
kullanilmaktadir. DFA yoOnteminin prensibi klinik 6rnekteki virlis antijeni ile
fluorescein isothiocyanate ile isaretli monoklonal anti RSV antikorun birlesmesi esasina
dayanir. Klinik Ornekte RSV varliginda floresan mikroskobunda karakteristik

stoplazmik graniiler floresan veren hiicreler gozlenir (55).

Hiicre kiiltiirii ile kiyaslandiginda direkt immunofloresan testinin duyarliligi %80’ nin

tizerinde, 6zgilligi ise %90’ nin iizerindedir (56).



13

Viriis izolasyonu

RSV’nin fiiretilmesi i¢in insan larinks epitelyal karsinoma (Hep-2) hiicre kiiltiirleri en
duyarl hiicre kiiltiiri olup; serviks epiteli karsinomas1 hiicre kiiltiirii (HeLa) ve Afrika
yesil maymun bobrek hiicre kiiltiirii (Vero) de kullanilabilir. Ancak bunlar Hep-2
hiicreleri kadar duyarli degillerdir. Viriisiin karakteristigi olan sinsityum olusumu ise en
iyi Hep-2 hiicre kiiltiirlerinde izlenmektedir (8). Hiicre kiiltiiriiniin tipinin yan1 sira;
hiicre tabakasinin yogunlugu, kullanilan besiyeri, viriisiin yapis1 ve infeksiyonun cesidi

de optimal {ireme ve sinsityum olusumunda etkili faktorlerdir (1).

Viriisiin optimal iiremesi ve gelisimi igin besiyerine glutamin ve kalsiyum eklenmesi
gereklidir. Klinik 6rnek hiicre kiiltiiriine inokule edildikten sonra 33-37 °C’de inkiibe
edilmelidir. RSV’ nin sitopatik etkisi (CPE) genellikle 3-7 giin igerisinde olugsur. RSV
icin karakteristik CPE fiizyona ugramis c¢ok niikleuslu dev hiicreler ile genis

sinsityumlar ve sitoplazma i¢inde eozinofilik graniillerin varlig1 seklinde 6zetlenebilir
9).

Shell vial testi, bir ¢esit hizli hiicre kiiltiirii yontemidir (57). Bu yontemde kisaca
yiizeyinde hiicre tiretilmis lameller iceren kapakl tiiplere ilave edilen klinik materyaller
diistik devirlerde ortalama 30 dakika silire ile santrifiij edilmekte boylece
makromolekiillerin hiicre yiizeyine temasi saglanmaktadir. Inokiilasyon yapilmis shell
vial tiipiiniin 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyonundan sonra lamel alinip tespit edilerek
floresan veya peroksidaz isaretli en erken veya erken proteinlere spesifik monoklonal
antikorlarla boyanmaktadir (58). RSV’nin tanisinda shell vial kullanimi Kkiiltiiriin

duyarliligini az da olsa artirir ve viriisiin izolasyonunun da hizlanmasini saglar (1).
Serolojik Teknikler

RSV’ye kars1 olusan antikor yanitin1 géstermek i¢in en ¢ok kullanilan serolojik testler;
noétralizan antikor testi (NT), Kompleman Birlesme Deneyi , ELISA ve indirekt floresan
test (IFT)’tir (7). Ozellikle IFT ve ELISA serolojik testler arasinda en c¢abuk sonug
veren testlerdir (5). RSV’ye ait antijeni gdstermede ELISA nin duyarlilig1 ve 6zgilligii
de %90’a yakindir (56). Testin basit ve c¢abuk uygulanabilmesi ve otomatize

edilebilmesi baglica avantajlaridir (1).
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Serolojik testler RSV infesiyonun tanisinda tek baglarina kullanilmazlar, o6zellikle
epidemiyolojik caligmalarda faydalidir. Ayrica antijen tani testi ve hiicre kiiltiirii ile

kiyaslandiginda serolojik testlerin duyarliliklar1 daha azdir (7).
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

RSV’nin tanisinda PCR teknolojisinden de faydalanilmaktadir. RNA igeren infekte
hasta 6rnegi yada kiiltiir stvisindaki viriisiin RNA’s1 ters transkripsiyon-PCR (RT-PCR;

revers-transcription-polimerase chain reaction) ile ¢ogaltilip gosterilebilir (59).

PCR yontemi 6rnekten niikleik asit izolasyonu, DNA’nin ¢ogaltilmasi ve belirlenmesi
basamaklarindan olusur. Teorik olarak c¢ogaltma asamasinda her dongiide DNA iki
katina ¢ikar. Sonugcta iirlin milyon katlara ulasir. Viriisiin niikleik asidi RNA ise DNA
olusturabilmek i¢in reverse transkripsiyon basamagi ile ¢ogaltma islemi baslamadan

RNA DNA doniistimii saglanmalidir (60).

Gercek zamanli (real time) PCR teknolojisi temel olarak niikleik asit dizisinin es
zamanli olarak ¢ogaltilmasi ve kantitasyonuna dayanir. Bu amagla, floresans veren bazi
boya ya da problar ile olusan floresani saptayabilen 1s1-dongii aygitlar1 (thermal cycler)
kullanilir. Boyalar arasinda en sik kullanilani ¢ift iplikli DNA’ya baglayan SYBR Green
I’ dir. Tepkime sirasinda hedef niikleik asit dizilerinin sayis1 arttik¢a, olusan cift iplikli
DNA molekiillerine giderek daha fazla sayida SYBR Green I molekiilii baglanir ve daha
fazla floresans olusur. Olusan floresans es zamanli olarak okunur (60). Bu uygulamada,
floresan artis1 her zaman spesifik amplifikasyonu gostermeyebilir. Ciinkii, ¢ift sarmal
DNA’ya entegre SYBR Green I ortamda hedef molekiiller olmadiginda primerlerin
kendi aralarinda gerceklesecek baglanmalar sonucunda da yapiya katilarak floresans
olusumuna sebep olabilmektedir. Bu olumsuz faktorii gidermek icin amplifikasyon
tirlinlerinin “melting curve” (erime egrisi) analizi yapilmaktadir. Her ¢ift sarmal DNA,
kendine 6zgii “melting temperature, Tm” (¢ift sarmal DNA’nin % 50’sinin tek sarmal
hale geg¢mesi igin gerekli sicaklik) degerine sahiptir. Cift sarmal DNA zincirleri
birbirinden ayrilmaya baglayinca SYBR Green I boya serbest kalmakta ve floresans
miktar1 azalmaktadir. Erime egrisinden yararlanilarak amplikonun Tm derecesi
saptanabilmektedir. Ayn1 kosullarda isleme alinan pozitif kontrollerin Tm derecesiyle
karsilagtirilarak degerlendirme yapilir (61). Ger¢ek zamanli PCR uygulamalarinda
floresan veren oligoniikleotid problarda kullanilmaktadir. Taqman sisteminde problarin

5’ ucunda bir florofor (floresein gibi), 3’ ucunda ise (rhodamine gibi) bir séniimleyici
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(quencher) molekiil bulunur. Prob serbest halde iken soniimleyicinin etkisi ile floresan
sinyali olusmaz. Oysa, prob hedef diziye baglandiginda, polimerazin 5’ niikleaz
etkinligi ile flor grubu serbest kalir ve olusan sinyal aygit tarafindan saptanabilir.
Gergek zamanli PCR teknolojisi kullanilan sistemlerde c¢ogaltma {iriinlerinin
saptanmasinda elektroforez gibi ayr1 bir basamak kullanilmadigindan hem zamandan

kazang saglanilmakta hem de kontaminasyon riski azalmaktadir (60).

RSV’nin tanisinda ideal olan; hiicre kiiltliriiniin, DFA, serolojik testler ve PCR testinin
biri veya birkagi ile birlikte uygulanmasidir. Hastadan alinan solunum yolu kaynakli
ornekler, uygun olmayan sartlara maruz kalirsa (yiiksek 1s1 ve pH gibi) hiicre kiiltliriinde
RSV izole edilememekte ancak ayni drnekte DFA ve ELISA testleri ile RSV’ye ait
antijen varligi gosterilebilmektedir. Benzer sekilde klinik hastalik doneminden sonra
ornek alinirsa viriisiin izolasyonu yapilamazken antijenin varligi gosterilebilmektedir.
Dolayistyla hem DFA hem de ELISA ile virlisa ait antijenleri hiire kiiltlirinde CPE
olugmadan 6nce saptamak miimkiindiir (53). Ancak 6rnekte viriis miktar1 az oldugunda
DFA testiyle viriis gosterilemezken hiicre kiiltiiriinde iireyebilmektedir. Bu sebepten,
virilis antijenlerinin direkt olarak gdsterilmesi ile birlikte virlis izolasyon ydntemlerinin

yapilmasina dnem verilmelidir (76).
2.9.EPIDEMiIYOLOJI

RSV bebeklerdeki viral alt solunum yolu hastaliklarinin en ©6nemli sebebini
olusturmaktadir (9). RSV ile infeksiyon her ¢esit cografya ve iklimde ortaya ¢ikabilir
(3). Epidemiler her yil tekrarlar, ortalama 2-5 ay siirer. Iliman iklimli yerlerde kis ve
baharin ilk aylarinda goriiliirken, tropikal iklime sahip yerlerde ise yagmurlu
mevsimlerde meydana gelir. Epidemiler biiyiik sehirlere oranla kii¢iik kasaba ve

topluluklarda daha sik goriilmektedir (2, 7).

Yasamin ilk birka¢ yilinda hemen biitiin ¢ocuklar infekte olurlar. Tiim yenidoganlar
viriisa 6zgii notralizan antikorlar1 ve virlisiin major ylizey glikoproteinine karst olusan
antikorlar1 pasif olarak annelerinden alirlar. Dogal infeksiyon olmadik¢a bu antikorlar
6-7 ay igerisinde saptanamayacak diizeye diiserler ancak 2 yasina geldiginde ¢ocuklarin
%95 yada daha fazlas1 seropozitif olurlar (3). RSV infeksiyonunun bebeklik doneminde
onemli olusunun nedeni hem sikligmin yiiksek olmasi hem de agir gegmesidir. RSV
infeksiyonu nedeni ile hastaneye yatirilanlarin ¢ogunlugunu 2-6 ay arasi bebekler

olusturmaktadir (62).
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RSV salgimminin en belirgin 6zelligi o donemlerde bronsiolit ve pnémonin toplumda
artmas1 ve kii¢iilk c¢ocuklarin akut alt solunum yolu infeksiyonu ile hastaneye
bagvurmalaridir (4). Epidemiler esnasinda hastaneye bagvuran alt solunum yolu
infeksiyonlu cocuklarin % 80’inden daha fazlasinda RSV izole edilir. Bebeklerin
%350’si1 birinci yaslarinda primer RSV infeksiyonu gegirirken bu oran iki yasinda %
100’e yaklagmaktadir (62). Yas, cinsiyet ve sosyoekonomik durum hastaligin
ciddiyetinde ve seyrinde etkili faktorlerdir. En ciddi hastalik formlar1 yenidoganlarda
gortliir (4). Erkek cocuklar kizlara gére RSV hastaliginin agir formuna daha fazla

yakalanmaktadir (2, 43).

Hastalik %90 ¢ocukta tekrarlar ve 2-3 defa olusabilir. Hastaligin agir gegmesinde 3
ayliktan ufak bebek olusu, prematiirite ve altta yatan bir kardiopulmoner hastalik veya
immunsupresyon gibi predispozan faktorler 6nemlidir. Ayrica diisiik sosyoekonomik
durum, sigara i¢mek, kalabalik aile ortaminda yasamak, bebeklerin anne siitii
emmemesi ve diisiik diizeyde maternal antikor gecisi bu faktorlere ilave edilebilir (4).
RSV infeksiyonu ¢ocukluk c¢agmmin erken hastaligi oldugundan biiylik cocuk ve
yetiskindeki formu reinfeksiyon seklindedir ve olusan infeksiyonlar, primer
infeksiyonlara gore daha hafif olup, genellikle soguk alginlig1 seklinde seyreder ( 40,
63).

Calismalarda RSV epidemileri esnasinda ¢ocuk servislerinde c¢alisan hastane
personelinde infeksiyon oraninin %25- %50 arasinda oldugu gosterilmistir (5). Bulagsma
infekte kisinin solunum yolu kaynakli damlaciklar1 veya bu damlaciklarla infekte olmus

nesneler yada kontamine ellerle olmaktadir (63, 64).
2.10.TEDAVI

RSV hastaliklarinin tedavisinde onemli olan destek tedavisidir. Salgilarin mekanik
olarak uzaklastirilmasi, bebeklerin uygun sekilde yatirilmasi, oksijen veya solunum

destegi uygulanabilir (5).

Son yillarda brongit ve pnomonili hastalara yapilan destek tedavisinin 6liim oranini
azalttig1 belirtilmektedir (5). Hastalarin biiyiik kismi evde takip edilirken ortalama %1
kadar1 da hastaneye yatirilmaktadir (43, 65).
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RSV hastaliklarinin tedavisinde sadece tek bir antiviral bilesim etki gostermistir.
Ribavirin sentetik bir niikleozid yapisinda olup genis spektrumlu bir antiviral ajandir.
(5). Ribavirin guanozin sentezinde rol oynayan ionosin monofosfat dehidrogenazi
inhibe eder, mRNA sentezini engeller ve RNA polimerazi inhibe eder (66). Ribavirin,
hastaligin siddetini ve akcigerlerdeki viriis titresini azaltmaktadir (41). Klinik olarak
iyilesme sagladigi gibi nazal sekresyonlardaki RSV’ye o6zgli IgE yanitim1 da
onlemektedir (4). Oksijen cadiri, kabin, ventilator veya maske i¢ine gilinliik 12-18
saatlik ve 3-6 giin siireyle kiigiik pargacikli aerosol halinde piiskiirtme yapilmaktadir.
Ribavirin karacigere ve kemik iligine agizdan tatbik edildiginde toksik etkisi olup,
pahali bir ilagtir. Bu yiizden uygulama c¢ok siddetli hasta olan bebek ve cocuklarda
tavsiye edilmektedir (41).

In vitro sartlarda RSV interferona karsi duyarli bulunmustur. Ancak RSV ile infekte
kisilerin tedavisinde yararlilifi ve yan etkilerine ait yapilan arastirmalarin yetersiz
olmasi sebebiyle a-interferonun kullanilmamaktadir (2, 8). F proteinine karsi
gelistirilmis monoklonal antikorlar goniilliillerde yapilan c¢alismalarda {imit verici
neticeler vermistir (4 ). Ayrica saflastirilmis insan IgG’si intravendz olarak bebeklerdeki
RSV bronsiolit-pnémonisini tedavi i¢in kullanilmistir ve olumlu sonuglar rapor
edilmigtir (41). Siilfath polisakkaritler, siilfonik asit polimerleri ve dekstran deliverileri

gibi maddelerin in vitro olarak anti-RSV etkileri oldugu gozlenmistir (3).
2.11.KORUNMA

RSV’nin sebep oldugu alt solunum yolu infeksiyonunun tedavisi esas olarak
destekleyicidir. Bu nedenle 6zellikle yiiksek riskli bebeklerde ve kiigiik cocuklarda
korunma tercih edilen yaklagimdir. RSV infeksiyonuna karsi bagisiklik saglamak i¢in

heniiz ticari bir as1 bulunmamaktadir (6).

Formalinle inaktive edilmis as1 1960’11 yillarda elde edilmis ama infeksiyondan
korumada basarili olamamaistir (5). Birkag inaktif as1 denenmis, kompleman baglayan ve
noétralizan antikor titrelerinin arttig1 ve hiicresel bagisikliginda uyarildigi goriilmiistiir.

Ancak asin1 RSV infeksiyonunu arttirdig1 sonucuna varilmaistir.



18

Basarisizlikla sonuglanan inaktif asi uygulama calismalarinin ardindan asi sonrasi

gecirilen dogal infeksiyonun siddetindeki artist agiklayan teoriler agsagida belirtilmistir;

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

degistirdigi, buna bagh olarak islevi olmayan antikorlarin olustugu,

2. Antikorlarin akcigerlerde olusturdugu arthus reaksiyonu sonucu patolojik olayin

arttigi,

3. F proteinlerine karsi olusan antikorlarin viriisiin hiicreden hiicreye yayilimimin
Oonlenmesinde 6nemli oldugu ve inaktif as1 uygulamasi sonucu F antijenine karsi
antikorlarin meydana gelmemesinin bebegi siddetli infeksiyona hassas kildigi

seklindeki teorilerdir (1, 2).

Dogal yoldan gelisen infeksiyonu ve formalinle inaktive asiy1 takiben olusan hiicresel
immunitenin performans1 1970 yilinda 6l¢iilmiis ve klinik diizelme déneminde infekte
yetiskinlerde RSV 6zel sitotoksik T lenfositlerinin varligr her iki hastalik formunda da
saptanmistir. Arastirmalar fare akcigerlerinin RSV’den temizlenmesinin sitotoksik T
lenfositleri tarafindan arttinlldigin1  gostermistir. Baska calismalarda da RSV’nin

sitotoksik T lenfositleri tarafindan yok edildigi bildirilmistir ( 5).

Formalinle inaktif RSV asilarindaki basarisizliktan sonra canli as1 caligmalari
yapilmistir. Bunlar soguga adapte (cp:cold passaged) RSV asis1 ve RSV’nin 1siya

duyarli (ts:temperature sensitive) mutantlarindan elde edilen asilardir (5).

Soguga adapte RSV asis1 ¢ocuk ve yetiskinlere burun i¢i yolla uygulanmis ve bu asinin
verildigi kiigiik cocuklarin birka¢inda alt solunum yolu infeksiyonunun olustugu

goriilmilstiir (1).

Ts mutantlarindan iki alt tip ¢ocuk ve yetiskinlerde teste tabii tutulmustur. Teste tabi
tutulan ts-1’in burun i¢i yolla kullanimi infeksiyonu iit solunum yoluna siirlamis ve
salgisal RSV-IgA iiretimini de arttirmistir (2). Yetiskin ve biiylik ¢ocuklarda ts-1’in
uygulanmasinin ardindan hastalik olusumuna rastlanmamustir. Kiigiik ¢cocuklara ytiksek
doz uygulamasi bazi ¢ocuklarda hafif iist solunum yolu infeksiyonu ve bir ¢ocukta da
otitis media gelisimine neden olmustur. Bunun yani sira viriis ts 6zelligini kaybedip
bulasic1 sokak susu haline donmiis ve bulas goriilmiistiir. Bu etkiler diisiik doz
uygulandiginda goriilmemistir. Ayrica ts-1 asis1 yapildiktan sonra dogal RSV ile infekte

olan ¢ocuklarda hastaligin siddetinde artma olmamistir. Ts mutantlarindan bir digeri
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olan ts-2 (mutant F glikoproteininde ) asist seronegatif bebeklere uygulanmis, yiiksek
dozlarda uygulanmasina ragmen infeksiyon olusumu goriilmemistir (67). Ancak ts
mutantlarinin heniiz rutin kullanimda olan bir formu yoktur (1). Ayrica yaslilar ve
kronik kalp yada akciger hastaligi olan RSV seropozitif ¢ocuklar i¢in hazirlanan PFP

(purified fusion protein) alt {inite as1 calismalar1 yapilmaktadir (3).

RSV’nin F ve G glikoprotein rekombinant asis1 kemirgenler ve maymunlar {izerindeki
ilk denemelerinde basarili olup gelecekte RSV’ye kars1 etkili bagisikligin elde
edilebilecegi timidini vermistir (68). Adenoviriislerin rekombinant vektorler olarak

kullanildigi RSV as1 calismalar siirmektedir (5).

RSV’ye kars1 etkili a1 gelistirme ¢aligmalari asagidaki sebeplerden dolay1 basarisizlikla

sonuclanmuistir:

1. Bagisiklamaya infeksiyon riskinin en fazla oldugu alti aydan kii¢iik bebeklerde ve

immun sistemin heniiz olgunlasmadig1 déonemde gerek duyulmasi (69),

2. RSV’nin iki susu ve bir¢ok alt tipinin olmasi nedeni ile genis spektrumlu bir astya

ihtiya¢ duyulmasi (70),
3. RSV’ye kars1 bagisikligin kisa dmiirlii olmasi (62)’dir.

Molekiiler teknigin avantajlart kullanilarak F ve G glikoproteinlerinin saflagtirilmasi ile

elde edilen asilarin gelistirilmesine yonelik calismalar devam etmektedir (68 ).
2.11.1.Pasif Bagisiklama

Anneden gecen antikorlar hayatin ilk 6 haftasinda koruma saglamaktadir (41). Dogumla
birlikte anne siitii alinmasi Onerilmektedir. Son zamanlarda oOzellikle yiiksek risk
grubuna dahil (prematiire, kronik akciger hastalig1 ve konjenital kalp hastalig1 olanlar)

bebek ve siit ¢ocuklarinda immunoterapoétik ajanlar kullanilmaya baglanmistir (71).

RSV’ye karst notralizan antikorlardan yiliksek titrede hazirlanmis immunoglobulin
preparati (respigam), 1996 yilinda FDA (Food and Drug Administration) onay1 almistir
ve intravendz olarak uygulanmaktadir (1). Bu preparat RSV infeksiyonunu
onlememektedir fakat hastaligin siddetli formlarimin olusumunu engelledigi iddia
edilmektedir. Bu nedenle yiiksek risk grubundaki hastalara 6nerilmektedir (72). Ancak

kan kaynakli patojenleri bulastirma riski, intravendz uygulamanin gili¢ olmasi,
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uygulamanin birka¢ saatten uzun siirmesi ve uygulama sonrasi canli as1 yapimini

geciktirmesi dezavantajlarini olusturmaktadir (1).

RSV monoklonal antikorun intramiiskiiler formu olan palivizumab 1998 yilinda FDA
onay1 almistir (65). Palivizumab RSV nin F proteininin A epitopuna baglanir ve virlisiin
alt solunum yollarin1 déseyen epitel hiicrelerini infekte etmesini onler (73). Palivizumab
rekombinant DNA teknoloji ile liretilmis olup kullanimi respigamdan daha kolay ve yan
etkileri daha azdir. Ancak maliyetinin yiiksek olusu nedeniyle kullanimi sinirlidir ve

yiiksek riskli hastalarda kullanilmaya baslanmistir (1).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji
Laboratuvarinda ve Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi

(DEKAM)’nde yapildi.

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Yenidogan ve Siit Cocugu Servislerinde Kasim
2005- May1s 2006 tarihleri arasinda alt solunum yolu infeksiyonu sikayeti ile yatmakta
olan, yaslar1 0-24 ay arasinda degisen, 80 hastadan alinan nazotrakeal aspirat rnekleri
calismaya dahil edildi. Klinik ornekteki RSV antijeni bekletilmeden arastirildi.
Ornekler hiicre kiiltiirii ve PCR ydntemleriyle calisilmak iizere iki steril ependorf

tiipiine ayrildi ve testler ¢alisilana kadar -70 °C de saklandi.

Laboratuvara gelen orneklerde RSV antijeni DFA (Monofluo BIO-RAD, Fransa)
yontemiyle arastirildi.. RSV’nin izolasyonu i¢in her 6rnek Hep-2 hiicre kiiltiiriine
inokule edildi ve 37 °C ‘de 10 giin bekletildi. Hiicre kiiltiirinde RSV antijeni DFA
(Monofluo BIO-RAD, Fransa) yontemiyle arastirildi. Klinik 6rnekteki RSV-RNA
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN-Almanya) ile izole edildi ve gercek zamanli PCR
yontemiyle (Fluorion, IONTEK Tiirkiye) saptandi.
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3.1.NAZOTRAKEAL  ASPiRAT ORNEKLERINDE DIREKT RSV
ANTIJENININ ARASTIRILMASI

3.1.1. Direkt Immunofloresan Antikor (DFA) Testi

Kitin Icerigi :

e Konjugat (fluorescein isothiocyanate ile isaretli monoklonal anti RSV antikor)
¢ Mounting Medium

Hastalardan alinan nazotrakeal aspirat 6rnekleri tiiplerde laboratuvara ulastirildi.
Testin Uygulanmasi

1. Tiipteki 6rnegin iizerine SmL PBS (Phosphat Buffer Solution ) eklendi.

2. Ornek 10 dakika 500’ rpmde santrifiij edildi.

3. Siipernatan atildi. PBS ile yapilan bu yikama islemi mukus tamamen uzaklagincaya

kadar 2- 3 kez tekrar edildi.

4. Yikama islemi son kez yapildiktan sonra dip ¢okeltisinin tizerine 1 mL PBS eklendi

ve 0rnek mikropipetle pipetaj yapilarak homojen getirildi

5. Homojen hale gelen ornekten 20 uL teflon kapli lam {izerine yerlestirildi ve oda

1s1sinda kurutuldu.
6. Kuruyan preparat 10 dakika asetonla tespit edildi.

7. Preparattaki 6rnegin bulundugu alan iizerine bir damla fluorescein isothiocyanate
(FTC) ile isaretli konjuge monoklonal anti-RSV soliisyonundan damlatilip nemli

ortamda 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

8. Preparat daha sonra PBS ile 5’er dakika olmak iizere 2 kez ¢alkalanarak yikandi ve

mounting medium sollisyonu damlatilarak lamelle kapatilda.
9. Preparat floresan mikrokobunda x100 ve x400 biiylitmede incelendi.

10. Karakteristik stoplazmik graniiler floresan veren hiicrelerden en az bir tane

goriildiigiinde test pozitif kabul edildi.

3.2. RSV’NIN KLASIK HUCRE KULTURUNDE IZOLASYONU
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RSV’nin izolasyonu DEKAM’da Hep-2 hiicreleri kullanilarak yapildi. Bu ¢calismada
kullanilan Hep-2 hiicre kiiltiirleri Istanbul Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvari’ndan temin edildi. Seksen nazotrakeal aspirat orneginden Hep-2 hiicre
kiiltiiriine ekim yapildi. Hiicrelerdeki sitopatik etki 10 giin siireyle giin asir
incelendi.

Kullanilan besiyerleri ve malzemeler:

1. Hanks’ dengeli tuz soliisyonu

e Hanks’ soliisyonu ( Sigma, 10X) 10 mL
e Steril deiyonize su 90 mL
o %4.4’likk NaHCO;3 I mL

2. Gelisme besiyeri

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

e Steril deiyonize su 90 mL

. %4.4’lik NaHCO;3 3.5mL

e 200 mM L-glutamin I mL

e Fetal bovine serumu (56°C’de 30 dakika inaktive edilmis) 10 mL
e 10000 U/mL penisilin 1 mL

e 10000 U/mL streptomisin 1 mL

3. Devam besiyeri
Gelisme besiyeri hazirlanirken kullanilan soliisyonlar ve miktarlari ayni sekilde

kullanild: ancak fetal bovine serumu 2 mL olarak eklendi.

4. Tripsin
e Tripsin ( Sigma 1/256) 2.5mg
e Hanks’ dengeli tuz soliisyonu 100 mL

e Tripsin ve Hanks’ dengeli tuz soliisyonu karisimi 1 saat manyetik karistiricida

islem gordiikten sonra kullanima hazir hale geldi.

Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda Kullamilan Cihazlar
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COy’li etiiv

Class 2A koruma kabini (hiicre kiiltiir ¢alismalarinin biitiin asamalar1 6nceden
%70’lik alkolle ve ultraviyole 1sinlarla temizlenmis bu kabinde yapildi.)

Santrifiij

Benmari

Invert mikroskop

Hep-2 Hiicrelerinin Pasaj Edilmesi

l.

Doku kiiltiirii siselerinde (75 cm® lik) tam tabaka halinde bulunan Hep-2

hiicrelerinin tizerindeki besiyeri alindi.

Doku kiiltiirii sisesi tizerine 10 mL Hanks’ dengeli tuz soliisyonu eklenerek hiicreler

yikandi. Hanks’ dengeli tuz soliisyonu dokiildii.

10 mL Hanks’ dengeli tuz soliisyonu igerisine 1 mL tripsin eklenerek elde edilen
soliisyon sise iizerine eklendi. Birka¢ dakika bekletildikten sonra karisim dokiildii.
Siseler 37 °C’de 5-10 dakika bekletilerek hiicrelerin sisenin yilizeyinden ayrilmasi

saglandi.

Hiicreler sise ylizeyinden ayrilip hareket etmeye baslayinca lizerine 10 mL gelisme
besiyeri konuldu. Hiicrelerin kiimelesmesini dnlemek i¢in iyice pipetaj yapildiktan

sonra 2 adet bos doku kiiltiirii sisesine esit bicimde dagitildi.

Yeni hazirlanan doku kiiltiirii siseleri {izerine sise hacminin % 10’unu
tamamlayacak kadar (yaklasik 20-25 mL) gelisme besiyeri konuldu ve pipetaj
yapildi.

Tripsin uygulanan doku kiiltiirii sisesi tizerine 25-30 mL kadar gelisme besiyeri
eklendi.

Doku kiiltiirii siseleri %5 CO;’li ortamda 37 °C’de inkiibe edildi.

Hiicreler doku kiiltiirii siselerinin yiizeyini tek tabaka halinde tamamen kaplayana

kadar besiyeri 24-48 saatte bir gelisme besiyeri ile degistirildi.
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Hiicrelerin Dondurulmasi

1.

Hiicreler tizerlerindeki besiyeri alinarak yukarda anlatilan pasaj islemlerindeki gibi

tripsin ile muamele edildi.

Hiicreler santrifiij tiipiine alinarak 750-1000 rpm devirde 5-10 dakika santrifiij
edildi.

. Ustteki siipernatan atildi. Gelisme besiyeri ve fetal bovine serumu bire bir oraninda

karistirildigi soliisyon hiicre pelleti iizerine konuldu ve siispanse edilip mL’de 1x10°

hiicre olacak sekilde ticari saklama tiipiline (kriyotiip) dagitildi.
Hazirlanan hiicre karigimi iizerine %10 dimetilsiilfoksit konuldu ve pipetaj yapildi.

Hiicreler +4 °C’de 30 dakika bekletildikten sonra, -20 °C’de 1 saat ve takiben

—~70 °C’de bir gece tutulduktan sonra kriyotiipler alinip siv1 azot tankina kaldirild.

Donmus Hiicrelerinin Cozdiiriiliip Doku Kiiltiirii Sisesine Alinmasi

1.

Kriyotiip -196 °C’de sivi azot tankindan ¢ikarildi ve 37 °C’deki su banyosunda

¢ozdiiriildil.

Kriyotiip igerisindeki hiicre siispansiyonu santrifiij tiipiine alinarak 1000 rpm

devirde 5 dakika santrifiij edildi.

Siipernatan atild1 ve hiicre pelleti tizerine 5-10 mL % 20 fetal bovine serumu igeren
besiyeri konularak iyice pipetaj yapildi. Hiicre siispansiyonu steril doku kiiltiirii
sisesine transfer edildi. Uzerine doku kiiltiirii sisesinin hacminin %10’u kadar

olacak sekilde besiyeri ilave edildi ve pipetaj yapildi
Doku kiiltiirii siseleri %5 CO;’li ortamda 37 °C’de inkiibe edildi.

Bir gece bekletildikten sonra besiyeri, hiicreleri dimetilsiilfoksitin toksik etkisinden

korumak i¢in gelisme besiyeri ile degistirildi.
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Resim 3.1. Tek tabaka halinde iiretilmis Hep-2 hiicre kiiltiiri

Orneklerin Inokiilasyonu

1.

Hiicreler iizerlerindeki besiyeri alinarak yukarda anlatilan pasaj islemlerindeki gibi

tripsin ile muamele edilerek kaldirildi.

Siispansiyon halindeki hiicreler steril tliplere 2 mL konuldu.

Tiipler CO,’li etiivde 37°C’de muhafaza edildi.

Hiicreler tek tabaka halinde tiipleri kaplayinca besiyeri devam besiyeri ile
degistirildi.

Oda sicakligina getirilen nazotrekeal aspirat drneklerinden 200 pL pastor pipeti ile
tiplere ekim yapildi. Tipler 1 saat CO;’li etiivde 37°C’de inkiibe edildi.

Siire sonunda tiipler bosaltildi ve iizerlerine 2 mL devam besiyeri konuldu.

Tiipler CO,’li etiivde 37°C’de inkiibe edildi.

Sitopatik etkiyi gorebilmek icin hiicreler invert mikroskopla 10 giin boyunca giin

asir1 incelendi.
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9. Bu siire igerisinde rengi sartya doniisen (hiicre metobalizmasindan dolay1 asidik

ortamin meydana gelmesi) besiyerleri yenisi ile degistirildi.
10. Sitopatik etki degerlendirilirken hiicrelerde goriilen degisiklikler kayit edildi.

11. 10 giin takip edilen tiiplerde RSV’ye karakteristik sitopatik etkinin (CPE) olustugu

gozlenen ve gézlenmeyen tiim tiiplerde DFA yontemiyle RSV antijeni arastirildi.
Hiicre Kiiltiirii Yapilms Orneklerde Direkt RSV Antijeninin Arastirilmasi

1. Tiiplerindeki besiyeri dokiildii.

2. Tipte yapismis olan hiicreler pastor pipeti ile kazindi.

3. Tiipiin iizerine 1mL PBS (Phosphat Buffer Solution) eklendi. lyice pipetaj yapildi.
Olusan siispansiyon teflon kapli lam iizerine 20 pL konularak oda 1sisinda
kuruyuncaya kadar bekletildi.

4. Kuruyan preparat petri icine yerlestirildi. Preparatin iizerini kaplayacak kadar
aseton eklendi ve -20 °C ‘de 10 dakika bekletildi.

5. Siire sonunda preparattaki Ornegin bulundugu alan {izerine FTC-konjuge
monoklonal anti-RSV solusyonundan bir damla damlatilip nemli ortamda 37°C’de
30 dakika inkiibe edildi.

6. Preparat her biri 5’er dakika olmak tizere 2 defa PBS ile yikandu.

7. Preparat birka¢ dakika distile su ile yikand1 ve havada hafifce kurutuldu.

8. Preparat lizerine mounting medium solusyonu bir damla damlatildi ve lamelle
kapatilarak x100 ve x400 biiyiitmede floresan mikrokobunda incelendi.
Karakteristik stoplazmik graniiler floresan veren hiicrelerden en az bir tane

goriildiigiinde test pozitif kabul edildi.

3.3. NAZOTRAKEAL ASPIRAT ORNEKLERINDE RSV-RNA’NIN
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU TESTI ILE ARASTIRILMASI

RSV-RNA izolasyonu: Klinik 6rneklerden niikleik asit izolasyon QIAamp DNA Mini
Kiti (QIAGEN-Almanya) ile yapildu.

Kit I¢erigi

v Protease K

v Buffer AL

v Buffer AW 1

v Buffer AW 2



v
v
v
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Buffer AE
QIAamp DNA Virus Kolonu (toplama tiipleri ile birlikte)
Toplama tiipleri (2 mL’lik)

Kit Icerigi Disinda Kullanilan Malzemeler

NN N N N RN

1 mL’lik ve 100 pL’lik otomatik pipet ve bunlara uygun filtreli pipet uglar
1,5 mL’lik steril ependorf tiipleri

Vorteks

Santrifiij

Etiv

% 96’lik Etil Alkol

Testte Kullanilacak Soliisyonlarin Hazirlanisi

v

v

Buffer AW 1 soliisyonunun igerisine 15 mL %96’lik etil alkol eklendi.

Buffer AW 2 soliisyonunun igerisine 25 mL %96°lik etil alkol eklendi.

Niikleik asit izolasyon prosediirii

Nazotrekeal aspirat Ornekleri calismaya baslamadan Once oda 1sisinda erimeye

birakild.

L.

Steril ependorf tilipleri ependorf standlarina dizildi. Herbir ependorf tiipiine 20 pL

proteaz konuldu
Tiipe 200 pL nazotrekeal aspirat 6rnekleri eklendi.

Tipe 200 pL Buffer AL ekleyip tiipiin kapagini kapatarak 15 saniye

vorteksle karistirildi.
Tiipler 56 °C'de 10 dakika bekletildi.

Tipe 200 pL etanol (%96-100) eklendi.Tiipiin kapag: kapatilarak 15 saniye

vorteksle karistirildi.

Tiiptin i¢indeki sivi 2 mL’lik temiz bir toplama tiipiine yerlestirilen QIAamp
kolonuna dikkatlice aktarildi. Kapagini kapatip 6000 g (8000 rpm.) hizda 1 dakika
santrifuj edildi. Alttaki 2 mL’lik tiiplin i¢inde biriken siviyla birlikte atildi ve

kolon temiz bir 2 mL’lik toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirildi.
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7. Kolon dikkatlice acilip ve tiiplin ¢eperine degmeden 500 pL Buffer

AW leklendi. Kapagi kapatilip 6000 g (8000 rpm.) hizda 1 dakika santrifuj
edildi. Toplama tiipili i¢inde biriken siviyla birlikte atildi ve kolon 2 mL’lik temiz

bir toplama tiipiine yerlestirildi.

8. Kolon dikkatlice agildi ve tiiplin ¢eperine degmeden 500 puL Buffer AW2
eklendi. Kapag: kapatilip 12.000 g’de 3 dakika santrifuj edlidi. Toplama tiipii
icinde biriken siviyla birlikte atildi ve kolon 1.5 mL’lik steril bir ependorf tiipiliniin
i¢ine yerlestirildi.

9. Ependorf dikkatlice agildi, icine 50 uL Buffer AE koyuldu, kapag: kapatildi ve 1
dakika oda sicakliginda bekletildi. 6000 g, (8000 rpm) hizda 1 dakika santrifuj
edildi. Kolon atildi ve alta gegen siv1 izole edilen niikleik asitti. izole edilen RSV-
RNAlar calismaya almana kadar en fazla iki giin 20 °C “de saklandi.

RSV RNA Amplifikasyonu

RSV RNA Amplifikasyon Karisim

SYBR PCR miks 12.50uL

(HotStarTaq DNA polimeraz, QuantiTect SYBR Green PCR
tamponu, dUTP iceren dNTP karisimi, SmM MgCl,)

e Revers Transkriptaz miks (RT miks) 0.25 uL
e Deteksiyon miks 1 (primerler) 5.00 uL
e dH,O 225 uL

Toplam 20.0 puL

Testin Uygulanmasi

1.

Amplifikasyon asamasi izolasyon odasindan farkli bir odada yapildi. Onceden
%10’lik hipokloridli su ile silinmis ve ultraviyole 15181 ile sterilize edilmis laminer
akim icerisinde c¢alisildi. Amplifikasyon kiti —20°C’lik derin dondurucudan

c¢ikarilarak ¢alisma anina kadar buz kalib1 lizerinde bekletildi.

Ornek sayis1, pozitif ve negatif kontrol sayis1 kadar PCR amplikasyon karisimi tek
ependorf tiipiine hazirland1 ve mikroplaktaki cukurlara 20’ser pL dagitildu.
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3. Kit igerisinden ¢ikan pozitif kontrol, negatif kontrol ve hasta orneklerinden elde

edilmis RNA’lardan 5’er uL mikroplaktaki ¢ukurlara dagitildi.

4. Mikroplak iizeri kapatildiktan sonra Icycler (BIO-RAD, Amerika) cihazina
yerlestirildi.

5. Amplifikasyon islemi asagida belirtildigi sekilde gerceklesti.

50°C’de 30.00 dakika

95°C’de 13.30 dakika

94°C’de 00.20 dakika

60°C’de 01.00 dakika 50 dongii

72°C’de 01.00 dakika

94°C’de 00.30 dakika

60°C’de 01.00 dakika

60°C’de 00.15 dakika 70 dongii (+ 0,5°C /dongii)

22°C’de a

Reaksiyon sona erdikten sonra cihazin verdigi “Melt Curve” analizlerine bakilarak

klinik 6rnege ait Tm derecesi ayni kosullarda igleme alinan pozitif kontrollerin Tm

derecesiyle karsilastirilarak degerlendirme yapildi.

Hiicre kiiltiirii altin standart olarak kabul edilerek DFA ve PCR testlerinin 6zgiilliik,
duyarlilik, dogruluk orani, pozitif tahmini degerleri (PPV; positive predictive value),
negatif tahmini degerleri (NPV; negative predictive value), yanlis negatif orani ve

yanlis pozitif oran1 hesaplandi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 80 6rnegin 26 (% 32.5)’sinda DFA yontemiyle, 17 (% 21.3)
’sinde hiicre kiiltiirli yontemiyle RSV pozitifligi bulunmustur. Ancak calismaya alinan
ornekler arasinda 6 tane Ornegin miktar1 yeterli olmadigi i¢in PCR yontemiyle
calisilamamistir. Bu ylizden ¢alisilan 74 hastadan 20 (% 27)’sinde PCR yoOntemiyle
RSV RNA pozitif bulundu. Buna karsin RSV antijeni DFA yontemiyle 54 hastada (%
67.5), hiicre kiiltiirii yontemiyle 63 hastada (% 78.75) negatif bulunurken, PCR
yontemiyle calisilan 74 hastanin 54 (% 72.9)’linde RSV RNA negatif bulundu (Tablo
4.1).

Tablo 4.1. Calisilan drneklerde DFA, hiicre kiiltiirii, PCR yontemleriyle elde edilen
pozitif sonuglar ve yiizdeleri

Yontem Ornek Sayisi Pozitif Sonuc %

DFA 80 26 32.5
Hiicre Kiiltiirii 80 17 21.3
PCR 74 20 27.0




Resim 4.1. RSV icin tipik CPE g6zlenmis hiicre kiiltiirii

Resim 4.2. DFA ile boyanmis RSV ile infekte floresan veren hiicreler
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Bu calismada biitiin testlerde 12 hastada (% 16.2) RSV pozitif bulundu. Bununla
birlikte 74 hastadan 8 (% 10.8)’inde DFA ve PCR yontemleriyle RSV pozitif
bulunmasina ragmen hiicre kiiltiirii yontemiyle RSV izole edilemedi. Ayrica 6rnek
yetersizligi sebebiyle PCR yontemiyle calisilamayan 5 hastada DFA ve hiicre kiiltiiri
yontemleriyle RSV pozitif bulundu. Yine 6rnek yetersizligi sebebiyle PCR yontemiyle
caligilamayan 1 hastada DFA yontemiyle RSV antijeni bulundugu halde hiicre kiiltiirii

yontemiyle RSV izole edilemedi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. DFA, hiicre Kkiiltiiri, PCR yontemleriyle elde edilen sonuglarin
kiyaslanmast

Ornek Sayisi DFA Hiicre Kiiltiirii PCR
54 - - -
12 + + +
8 + - +
5 + + *
1 + - *

* 1 Ornek yetersizliginden dolay1 calisilamamistir.

Hiicre kiiltiirli yontemi altin standart olarak kabul edildiginde DFA ve PCR

yontemleriyle elde edilen sonuglar tablo-3’te gosterilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Hiicre kiiltiiri altin standart olarak alindiginda DFA ve PCR
yontemleriyle elde edilen sonuglarin karsilastirilmast

Hiicre Kiiltiiri

+ - + -
+ 17 9 + 17 3
DFA PCR
- 0 54 - 0 54




Hiicre kiiltiiri yontemi altin standart olarak kabul edildiginde DFA ydnteminin

duyarliligt % 100, 6zgiilliigii % 85.7, dogruluk oran1t % 88.75, pozitif tahmini deger

(PPV; positive predictive value) % 65.38, negatif tahmini degerler (NPV; negative
predictive value) %100 olarak, PCR yonteminin ise sirastyla %100, % 94.7, % 95.94,
%85, %100 olarak bulundu (Tablo 4.4.).

Caligmamizda hiicre kiiltiirii altin standart olarak kabul edildiginde DFA yanlis negatif

orani ve yanlis pozitif oranm sira ile 0 ve % 14.2 bulunurken, PCR testinin ise 0 ve %

5.26 bulundu (Tablo 4.4)

Tablo 4.4. DFA ve PCR yontemlerinin duyarlilik, 6zgillik, dogruluk orani, PPV, NPV, yanhs
negatif oran1 ve yanlis pozitif oranlar

Duyarhhk | Ozgiillik | Dogruluk PPV NPV Yanhs Negatif Yanlis Pozitif
(%) (%) Orani (%) (%) (%) Orami (%) Oram (%)
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. TARTISMA VE SONUC

Bebek ve ¢ocuklarda bronsiolit ve pndmoniye en sik neden olan etken RSV’dir (74, 75).
RSV infeksiyonuna en ¢ok iki yasin altindaki ¢ocuklarda rastlanir. Ozellikle alt1 aydan
kiigiiklerde hastalik agir seyretmekte olup morbitide ve mortalitesi yiiksektir (74, 76).
Bir yasina kadar olan ¢ocuklarin % 50’si primer infeksiyonu gegirmis iken iki yasina
kadar olan c¢ocuklarin hemen hepsi bu viruiisla infekte olmuslardir (7, 62). RSV
infeksiyonunun ardindan gelisen immun yanit tam olmadigindan ¢ocuk ve yetigkinlerde
hayat boyu tekrarlayan infeksiyonlar goriilir (75). Bu durum toplumda viriisiin
yayilisini arttirir, ancak notralizan antikorlarin etkisi ile tekrarlayan infeksiyonlar daha

hafif seyreder (1).

RSV i¢in yiiksek risk grubunu; alt1 haftadan kii¢iik olan bebekler, prematiire doganlar,
konjenital kalp hastaligi, immun yetmezligi, kronik akciger hastalig1 olanlar ile kemik

iligi nakli yapilanlar olusturur (76).

RSV infeksiyonunun 1liman iklimlerde en sik goriildiigii mevsim sonbahar sonu, kis ve
ilkbaharin basi olup, hastalik kis aylarinda zirve yapar (75). RSV, hasta bireyler ile
yakin temas sonucu solunum kaynakli damlaciklarla direkt olarak veya solunum
salgilar1 ile kontamine nesneler veya ellerle (g6z ve burun mukoza yiizeylerine temasla)

indirekt olarak bulasir. Solunum kaynakli damlaciklarla bulasma minimaldir. Buna
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karsilik RSV el ve ¢evredeki nesneler lizerinde (steteskop, masa vb) 6 saatten uzun siire

canli kalabildiginden indirekt bulagma hastaligin yayilmasinda ¢ok dnemlidir (28).

RSV infeksiyonlarinin kontroliinde, RSV ile infekte hastalarin erken tanisi1 ve tedavisi,
korunma oOnlemlerinin alinmasi, her salgin mevsimi Oncesi ve boyunca saglik
calisanlarinin RSV infeksiyonunun epidemiyolojisi konusunda egitimi dnemli rol oynar.
Salginlarin 6nlenmesinde RSV ile infekte kisilerin hizli tanisi esastir (1). RSV yavag
tireyen bir viriistiir. Hiicre kiiltiiri sistemlerinde iiretilerek tan1 konulmasi i¢in bir veya
birka¢ hafta gerekir. Yatak basinda alinan klinik 6rnegin (burun yikama suyu,
nazotrekeal aspirat) hemen hiicre kiiltlirline inokiilasyonu ile RSV 4-5 giinde izole
edilebilmektedir. Immunofloresan teknigi ile birkag saat icinde sonu¢ almak
mimkiindiir (1). Son zamanlarda gelistirilen PCR yontemi de RSV’nin tanisinda
uygulanmaktadir. Klinik 6rnekteki RSV’ nin RNA’s1 ters transkripsiyon-PCR (RT-PCR;
revers-transcription-polimerase chain reaction) ile cogaltilip gosterilmektedir. PCR

genelde hiicre kiiltiirii yapilan RSV nin alt gruplarinin ayirimi i¢in uygulanmaktadir (9).

RSV infeksiyonlarinin tanisinda hiicre kiiltiirii yontemi altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ancak viriisiin hiicre kiiltiirlerinde yavas tliremesi daha hizli sonug
aliabilen yontemlerin kullanima girmesine yol agmistir (77). Solunum viriislerinin hizl
tanis1 uygun infeksiyon kontrol yontemlerinin gelistirilmesi ve erken antiviral tedavinin
yarar1 nedeni ile dnemlidir (78). Viriislarin hizli tanisi; gereksiz antibiyotik kullanimini
ve bu suretle antibiyotiklere kars1 direngli bakterilerin gelisimini 6nlemekte, dogru tani
ile uygun tedaviyi yonlendirerek hastalarin hastanede kalis siirelerini kisaltmaktadir
(79). iImmunofloresan yontemi testler arasinda en c¢ok tercih edilen yontemdir. Ancak
ornekte virlis miktar1 az oldugunda immunofloresan testiyle viriis gosterilemezken
hiicre kiiltiirtinde iireyebilmektedir. Dolayisiyla, direkt antijen testi ile birlikte viriis
izolasyon yontemlerinin yapilmasina onem verilmelidir (77). Diger yontemlerle
kiyaslandiginda PCR yonteminin de yiiksek duyarliliga ve ozgiilliige sahip oldugu
belirlenmistir (59). Ancak PCR yonteminin pahali olusu dezavantajidir (78). Serolojik
yontemler tamida tercih  edilmemektedir ve epidemiyolojik  c¢alismalarda

uygulanmaktadir (79).

RSV hastalig1 tanis1 konulan yiiksek risk grubundaki bebek ve ¢ocuklarin tedavisinde ve
hastaliktan korunmada antiviral ila¢ tedavisi ve immunoproflaksi kullanilmaktadir (71).

Tek antiviral ila¢ olan ribavirin; pahali, etkisi sinirli ve uygulamasi zor olmasi sebebiyle



37

kullanimi kasitlidir (81). Bu sebeple hastaligin tedavisinde baslica yaklasim destekleyici
tedavi olup ama¢ semptomlarin kontroliidiir (82). Etkili tedavi olmadigindan tercih
edilen yaklasim korunmadir. RSV asis1 olmadigindan agir RSV infeksiyonunun
Onlenmesi icin pasif proflaksi gelistirilmistir (62, 74, 80). Pasif proflaksi i¢in RSV-
intravendz IgG (RespiGAM) ve RSV-intramiiskiiler monoklonal antikor (Palizivumab)
uygulanmaktadir (71, 75). Her iki proflaksi yontemi de etkili ve giivenilirdir ancak
yiiksek maliyetleri nedeniyle kullanimlar1 sinirlidir (80).

Ulkemizde, izmir’de yapilan bir ¢alismada solunum yolu hastalig1 olan ve yaslar1 2.5
ay-12 yas arasinda degisen 131 ¢ocugun 6 (% 4.6)’sinda hiicre kiiltiirii yontemiyle RSV
izole edilmistir (83). Yine izmir’de yapilan baska bir calismada Dereli ve ark. (84)
yaslar1 2 ay ile 2 yas aras1 degisen akut bronsiolitli 65 cocugun 19 (%29.2)’unda hiicre
kiiltiirii ve DFA ile RSV infeksiyonunun varligini bildirmislerdir.

Yilmaz ve ark. (79) Istanbul’da yaptiklar1 bir calismada iki farkli donemde akut alt
solunum yolu infeksiyonu geciren 2 yasindan kii¢iik cocuklarda immunofloresan
yontemi ile yaptiklar caligmada, ilk donemde (nisan 1994-1995) 188 hastanin 65 (%
39.2)’inde, ikinci calisma doneminde (Kasim 1995-Nisan 1996) 113 hastanin 39
(%34.5)’unda RSV antijeni gostermislerdir.

Yapilan bagka bir ¢alismada akut bronsiolit tanis1 almis, yaslar1 4 ay ile 2 yas arasinda
degisen 50 bebegin 13’iinde indirekt immunofloresan yontemi ile RSV antijeni pozitif

bulunmustur (78).

Aykut ve ark (77) Ankara’da yaptiklar1 ¢alismada hiicre kiiltiirii yontemiyle, 80

bebekten alinan nazal siirlintii 6rneklerinin 20 (% 25)’sinde RSV izole etmislerdir.

Adana’da; yagslar1 7 giin ile 42 ay arasinda degisen 90 hastada RSV’ye bagl infeksiyon
sikligt DFA, hiicre kiiltiirii ve ELISA yontemleriyle arastirilmistir. Alt solunum yolu
infeksiyonu olan 90 ¢ocugun DFA ile 56 (% 62)’sinda ve hiicre kiiltiirii yontemiyle 36
(%40)’sinda RSV infeksiyonu bulunmustur (1).

Ahluwalia ve ark.’nin (85) Kanada ‘da yaptiklar bir ¢alismada pnémoni ve bronsiolit
tanis1 konulan 32 bebekte nazotrakeal aspirat ve nazotrekeal siiriintii 6rnek ¢iftleri ile
hiicre kiiltiirti, indirekt immunofloresan (IFA), ELISA yontemlerini karsilagtirmiglardir.
Ayni1 ¢aligmada hiicre kiiltiirii yontemi altin standart olarak alindiginda IFA yonteminin

duyarliligt %61, 6zgilligi %89, PPV %96 bulunmustur.
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Halstead ve ark (86) yaptiklart ¢alismada alt solunum yolu infeksiyonu olan 117
cocuktan DFA, hiicre kiiltiirii ve ii¢ ayr1 ELISA yontemi ile burun yikama suyu
orneklerinde RSV infeksiyonu arastirmiglar ve tiim yontemlerle ¢ocuklarin 77 (%65.8)
‘sinde RSV infeksiyonunun varligini saptamislardir. Aynmi calismada DFA testinin
duyarliligi ve 6zgiilliigl sirasiyla % 91.9, %96.4 pozitif tahmini deger (PPV; positive
predictive value) %96.6 ve negatif tahmini degerler (NPV; negative predictive value)

%91.4 olarak bulunmustur.

X. Zheng ve ark (87) RSV’yi 89 o6rnekte 3 ayr1 antijen hizli tani testi, shell vial hiicre
kiiltiirii yontemleriyle aragtirmislar ve 32 drnekte shell vial ve hizli tani testleriyle RSV

pozitif bulmuslardir.

Mezeire ve ark (88) 383 solunum yolu semptomlu hastanin burun yikama suyu
orneginde RSV antijenini immunofloresan ile 143 (% 37); hiicre kiiltlirlinde 72 saat
inkiibasyondan sonra immunofloresan ile yapilan testte 119 (% 31) hastada
gostermislerdir. Ayni g¢alismada hiicre kiiltlirii ile kiyaslandiginda immunofloresan
testin duyarliligr %89, 6zgilligii %85, 72 saat sonra yapilan immunofloresan testin ise

duyarliligr ve 6zgiilliigi sirastyla % 80 ve % 91 olarak bildirilmistir.

Valdivia ve ark. (89) 20 hastada RSV’yi hiicre kiiltiiri, PCR ve immunofloresan
testleriyle arastirmiglar ve hiicre kiiltiirii yontemini altin standart olarak kabul
etmiglerdir. Ayn1 ¢alismada PCR yonteminin duyarlilik, 6zgiillik ve dogruluk oranlar
strastyla % 100, % 80, % 90 bulunurken; immunofloresan yonteminin oranlar1 % 100

bulunmustur.

Y. W. Tang ve ark. (90 ) yaptiklar1 bir ¢aligmada nazal aspirat 6rneklerinde PCR ve
hiicre kiiltiirii yontemleriyle RSV arastirmislar ve PCR testinin duyarliligini %94.4 ve

ozgiilliiglini ise %100 bulmuslardir.

Freymuth ve ark (59) yapmis oldugu bir ¢alismada RSV’yi DFA, hiicre kiiltiirii ve 2
farkli PCR yontemiyle arastirmislardir. Ayni ¢alismada immunofloresan ve hiicre
kiiltiirli yontemleri altin standart olarak kabul edilip; PCR-1 yonteminin duyarlilik,
ozgiilliik, dogruluk orani, PPV ve NPV oranlar sirasiyla %97.5, %63.9, %75.2, %57.8,
%98 bulunmus, PCR-2 yonteminin duyarlilik, 6zgiilliikk, dogruluk orani, PPV ve NPV
oranlari sirasiyla %89.7, %71.9, %77.7, %60.9, %93.5 bulunmustur.
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Bu calismada 80 ornegin 26 (% 32.5)’sinda DFA, 17 (% 21.3)’sinde hiicre kiiltiirii
yontemiyle RSV pozitifligi bulunmustur. Ancak ¢alismaya alinan 6rnekler arasinda 6
tane Ornegin miktar1 yeterli olmadig1 igin PCR yontemiyle calisilamadi. Bu yiizden

calisilan 74 hastadan 20 (% 27)’sinde PCR yontemiyle RSV RNA pozitif bulundu.

Bu calismada 3 yontemle de 12 hastada (% 16.2) RSV pozitif bulundu. Ayrica 6rnek
yetersizligi sebebiyle PCR yontemiyle ¢alisilamayan 5 hastada DFA ve hiicre kiiltiirii
yontemleriyle RSV pozitif bulundu. Yine 6rnek yetersizligi sebebiyle PCR yontemiyle
calisilamayan bir hastada DFA yontemiyle RSV antijeni bulundugu halde hiicre kiiltiirii

yontemiyle negatif bulundu.

Bu calismada DFA yontemiyle %32.5 oraninda RSV pozitif bulundu. Bu oranin Yilmaz
ve ark. (79) nin 2. calisma doneminde bildirdigi % 34.5 oramiyla uyumlu oldugu

goriildil.

Calismamizda 8 ornekte DFA ve PCR yontemiyle RSV pozitif bulundugu halde hiicre
kiiltiirinde RSV izole edilemedi. Bunun nedeni oOrnegin hiicre kiiltiiriine
inokulasyonunun hemen yapilamamasi olabilir. Ayrica 0Orne8in infeksiyonun
baslamasini takiben erken donemlerde alinmasi izolasyon i¢in gereklidir (79). Klinik
orneklerin hepsi hastaligin erken doneminde alinmamig olabilir. Yapilan bir ¢aligmada

RSV antijen IFA ile gosterilirken hiicre kiiltliriinde gosterilememistir (85).

Aykut ve arkadaslarinin (77) yaptig1 ¢alismada hiicre kiiltiiriiyle %25 oraninda RSV
izole edilirken bu calismada %21.3 oraninda izole edildi. Bu c¢alismada 6rneklerin
caligma giiniine kadar derin dondurucuda beklemis olmasindan dolay1 izolasyon orani

diisiik olabilir.

Bu calismada hiicre kiiltiirii altin standart olarak alindiginda DFA yonteminin
duyarliligt %100, ozgilligi %85.7, PPV %65.38, NPV %100 ve dogruluk oram
%88.75 olarak, PCR yonteminin ise sirasiyla %100, % 94.7, %85, %100, %95.94 olarak
bulundu. Bu sonuglar diger iilkelerle bildirilen sonuglarla karsilastirildiginda; Valdivia
ve ark. (89) nin PCR yonteminin duyarliligmi %100 ve oOzgiilliigiinii %94.7,
immunofloresan yonteminin duyarlilik ve 0Ozgilligiini %100 olarak bildirdigi
sonuglarla benzerlik gostermektedir.Bu ¢alismanin sonuglar1 Y. W. Tang ve ark (90)
yaptig1 c¢alismada PCR yonteminin duyarliigi %94.4 ve oOzgilligi %100 olarak
bulduklar1 sonuglarla uyumludur. Mezeire ve ark. (88) yaptiklar1 ¢alismada

immunofloresan testin duyarliligit %89, ozgilligi %85 olup, bu c¢alismanin
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sonuclarindan diisiiktiir. Bu ¢alismada DFA testinin PPV ve NPV degerleri, Halstead ve
ark (86) sirasiyla 9%96.6, %91.4 olarak bildirdigi sonuclarina gore diisiik olup; Freymuth
ve ark. (59) nin %60.9, %93.5 olarak bulduklar1 sonuglardan yiiksek bulundu.

Bu calismada hiicre kiiltiiri altin standart olarak kabul edilmis olup, DFA ve PCR
yontemlerinin duyarlilik ve 6zgiilliik oraninin yiliksek oldugu bulundu. Ancak 5 6rnekte
hiicre kiiltiirinde RSV izole edilemeyip PCR ve DFA yontemleriyle RSV pozitif

bulundu.

Sonug olarak; RSV infeksiyonunun tanisinda DFA, PCR ve hiicre kiiltiirii yontemleri
uygulanabilecegi ancak hiicre kiiltliri yonteminin 6rnegin hemen inokiile edilmesi

sartiyla uygulanmasi gerektigi kanaatine varildi.
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