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OZET

Solunum sinsityal virusu [Respiratory Syncytial Virus (RSV)], bebek ve kiiciik cocuklarda alt solunum
yolu enfeksiyonuna yol acan etkenlerden en 6nemlisidir. Bu ¢alismada alt solunum yolu enfeksiyonu olan
cocuklarda RSV varhiginin direkt immiinfloresan antikor (DFA), hiicre kiiltiri ve polimeraz zincir reaksi-
yonu (PCR) yontemleri ile arastirlmasi amaglanmustir. Calismaya, Kasim 2005-Mayis 2006 tarihleri ara-
sinda klinik olarak alt solunum yolu enfeksiyonu tanisi koyularak hastaneye yatirilan, yaslari 0-24 ay ara-
sinda degisen 80 hastadan alinan nazotrakeal aspirat érnekleri dahil edilmistir. Orneklerde RSV antijeni
DFA (Monofluo Bio-Rad, Fransa) yéntemiyle, RSV-RNA varligi gercek zamanl PCR (Fluorion lontek, Tir-
kiye) yontemiyle arastiriimig, RSV’nin izolasyonu icin Hep-2 hiicre kilturleri kullaniimistir. Cahsilan 80 &r-
negin 26 (%32.5)'sinda DFA, 17 (%21.3)’sinde ise hiicre kiltliri ydntemiyle RSV pozitifligi saptanmustir.
Orneklerin 6 tanesi miktar yetersizligi nedeniyle PCR yontemiyle calisilamamis, calisilan 74 hasta 6rnegi-
nin 20 (%27)’sinde RSV-RNA pozitif bulunmustur. Orneklerin 54'ii her 3 yontemle de negatif, 12si ise
her 3 yontemle de pozitif bulunmus; DFA ve PCR ile pozitif bulunan 8 6rnek hiicre kiiltiirinde negatif
sonug vermistir. Miktar yetersizligi nedeniyle PCR calisilamayan 6 6rnekten 5'i hem DFA hem de hiicre
kaltird ile pozitif, 1'i ise sadece DFA ile pozitif olarak saptanmistir. Hiicre kiiltiirli yontemi altin standart
olarak kabul edildiginde DFA yonteminin duyarlih@ %100, 6zgilligi %85.7, pozitif 6ngori degeri
%65.4 ve negatif ongori degeri %100 olarak hesaplanmis; bu oranlar PCR icin sirasiyla %100, %94.7,
%85 ve %100 olarak belirlenmistir. Sonug olarak, RSV enfeksiyonunun tanisinda virus izolasyonu igin kli-
nik 6rnegin erken donemde alinmasi ve hemen inokiile edilmesi gerektigi; hicre kiltiiri ve PCR yontem-
lerinin uygulanamadigi, laboratuvarlarda ise gérece olarak daha pratik, hizli ve ekonomik olan DFA yon-
teminin rutin tani amaciyla uygulanabilecedi kanaatine varilmustir.

Anahtar sézciikler: Solunum sinsityal virus, tani, direkt immdinfloresan, hiicre kdilttiri, PCR.
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Alt Solunum Yolu Enfeksiyonu Olan Cocuklarda Solunum Sinsityal Virus

Varliginin Ug Farkli Yontemle Arastiriimasi

ABSTRACT

Respiratory Syncytial Virus (RSV) is the most important viral agent leading to lower respiratory tract
infection in infants and children. The aim of this study was to investigate the presence of RSV by direct
immunofluorescence antibody (DFA), cell culture and polymerase chain reaction (PCR) in children with
lower respiratory tract infection. Nasotracheal aspirate specimens collected from 80 hospitalized
patients aged between 0-24 months and clinically diagnosed as lower respiratory tract infection, during
November 2005-May 2006 period, were included to the study. RSV antigen was investigated in clinical
specimens by DFA method (Monofluo Bio-Rad, France). Hep-2 culture was used for isolation of RSV.
RSV-RNA was investigated by real-time PCR (Fluorion lontek, Turkey) in clinical specimens. RSV was
found positive in 26 (32.5%) of 80 samples by DFA and in 17 (21.3%) samples by cell culture. Six
specimens were not studied by PCR as sample amounts were not sufficient. Of the 74 samples tested,
20 (27%) were found to be positive by real-time PCR. Fifty-four of the samples were negative by 3 of
the methods, while 12 were positive by all of them. DFA and PCR positive 8 samples yielded negative
result in cell culture. Five of the 6 samples not investigated by PCR, were positive both in DFA and cell
culture while 1 sample was positive only by DFA. Considering cell culture as the gold standard, the
sensitivity, specificity, positive and negative predictive values were found as 100%, 85.7%, 65.4% and
100%, respectively, for DFA and 100%, 94.7%, 85% and 100%, respectively, for PCR. As a conclusion
for the accurate diagnosis of RSV infections the clinical samples should be collected in the early phase
of the disease and inoculated to the cell cultures immediately for viral isolation. If cell culture or PCR
facilities are not available for routine diagnosis, DFA method can be used for rapid and cost effective
diagnosis of RSV infections.
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GiRis

Solunum sinsityal virusu (Respiratory Syncytial Virus; RSV), tim diinyada bebek ve ki-
clik cocuklarda alt solunum yolu enfeksiyonlarinin baglica sebebidir. RSV enfeksiyonlari,
blyuk cocuk ve yetiskinlerde genellikle soguk alginligi ve tst solunum yolu enfeksiyonu
seklinde seyrederken, kiiclik cocuklarda pnémoni, bronsiyolit, trakeobronsit ve krup gi-
bi ciddi enfeksiyonlara neden olabilir'-2. Ayrica RSV, morbiditesi yiiksek olan nozokomi-
yal enfeksiyonlardan da sorumludur.

RSV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda, viral antijenlerin gosterilmesi, virusun izo-
lasyonu, serolojik teknikler ve molekiiler yéntemler uygulanmaktadir'-2. Bu calismanin
amaci, alt solunum yolu enfeksiyonu geciren cocuklarda RSV varliginin direkt immuinflo-
resan antikor (DFA), hiicre kiltlri ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemleri ile
arastiriimasidir.

GEREC ve YONTEM

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Yenidogan ve Siit Cocugu Servislerinde Kasim 2005-
Mayis 2006 tarihleri arasinda pediatri uzmanlar tarafindan klinik olarak alt solunum yo-
lu enfeksiyonu o6n tanisi ile yatmakta olan, yaslari 0-24 ay arasinda degisen 80 hastadan
alinan nazotrakeal aspirat (NTA) 6rnekleri calismaya dahil edildi. Calisma, Erciyes Univer-
sitesi Tip Fakultesi Etik Kurul onayi ile gerceklestirildi. RSV antijen testi ornekler bekletil-
meden uygulandi ve ornekler hiicre kiltlri ve PCR yontemleriyle calisiimak tizere 2 ste-
ril ependorf tliptine ayrilarak -70°C’de saklandi.
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Orneklerde RSV antijen varligi, monoklonal antikorlarin kullanildigi DFA (Monofluo
BIO-RAD, Fransa) yontemiyle kit prosediriine uyularak arastirildi. Her calismada pozitif
ve negatif kontroller kullanildi ve her mikroskop alaninda (x400) karakteristik sitoplaz-
mik grandler floresan veren hicrelerden en az bir tane gorildigiinde test pozitif kabul
edildi.

Virus izolasyonu igin, tim NTA 6rneklerinden 200 pl tek tabaka halindeki Hep-2 hiic-
re kultury tuplerine ekim yapildi. Tupler 1 saat CO,’li etivde 37°C’de inkiibe edildi. Su-
re sonunda tiipler bosaltildi ve tizerlerine 2 ml idame besiyeri (%2 fetal sigir serumu ice-
ren RPMI 1640 besiyeri) eklendi. Tipler CO,'li etiivde 37°C’de inkiibasyona birakildi ve
hicreler 10 giin boyunca sitopatik etki (CPE) yoniinden izlendi. RSV icin karakteristik
CPE (sinsitya ve dev hiicre olusumu) gozlenen ve gozlenmeyen tim tiiplerde DFA yon-
temiyle (Monofluo BIO-RAD, Fransa) RSV antijeni arastirildi. Klinik 6rneklerde RSV anti-
jeni arastinlmasinda ve hiicre kiltiirinde RSV Gremesinin desteklenmesinde ayni kit kul-
lanildi. Hiicre kilturd tiplerinden hazirlanan preparat lamelle kapatilarak x100 ve x400
blyutmede floresan mikroskobunda incelendi. Her mikroskop alaninda karakteristik si-
toplazmik graniiler floresan veren hiicrelerden en az bir tane goriildiginde test pozitif
kabul edildi.

PCR yonteminde, orneklerden RSV-RNA izolasyonu QlAamp DNA Mini Kiti (QIAGEN-
Almanya) ile testin proseduriine uyularak yapildi. PCR karigimi Fluorion RSV PCR kiti (ion-
tek, Turkiye) kullanilarak hazirlandi. Amplifikasyon islemi, Icycler (BIO-RAD, ABD) cihazin-
da uretici firmanin onerilerine gore uygulandi. Reaksiyon sona erdikten sonra cihazin ver-
digi erime egrisi analizlerine bakilarak klinik drnege ait erime derecesi ayni kosullarda is-
leme alinan pozitif kontrollerin erime derecesiyle karsilastirilarak degerlendirme yapild.

Huicre kiltiri altin standart olarak kabul edilerek DFA ve PCR testlerinin 6zgiillik ve
duyarlilik oranlari ile pozitif [positive predictive value (PPV)] ve negatif 6ngort degerle-
ri [negative predictive value (NPV)] hesapland:®.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 80 6rnegin 26 (%32.5)'sinda DFA yontemiyle, 17 (%21.3) 'sin-
de hiicre kilturt yontemiyle RSV pozitifligi saptanmistir. Ancak 6 6rnek miktar yetersiz-
ligi nedeniyle PCR yontemiyle calisilamamis, calisilan 74 hasta 6rnegdinin 20 (%27)'sin-
de RSV-RNA pozitif bulunmustur.

Orneklerin 54’ her 3 yéntemle de negatif, 12’si ise her 3 yéntemle de pozitif bulun-
mustur. Buna karsin DFA ve PCR ile pozitif bulunan 8 6rnek hiicre kiltiriinde negatif so-
nug vermis; miktar yetersizligi nedeniyle PCR calisilamayan 6 6rnekten 5’'i hem DFA hem
de hcre kiltiri ile pozitif, 1'i ise sadece DFA ile pozitif olarak saptanmistir.

Hucre kultirl, DFA ve PCR yontemleri ile elde edilen sonuclarin karsilastiriimasi Tab-
lo I'de, hiicre kilturt altin standart olarak kabul edildiginde DFA ve PCR yontemlerinin
duyarlilik, 6zgulliik, PPV ve NPV oranlari ise Tablo Il'de gosterilmistir.
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Tablo I. Hiicre Kiiltiirti, DFA ve PCR Yontemleriyle Elde Edilen Sonuglarin Karsilastiriimasi

Hiicre kiiltiirii Hiicre kiiltiiri
Pozitif  Negatif Toplam Pozitif Negatif  Toplam
DFA Pozitif 17 9 26 PCR Pozitif 17 3 20
DFA Negatif 0 54 54 PCR Negatif 0 54 54
Toplam 17 63 80 Toplam 17 57 74*

* Miktar yetersizligi nedeniyle 6 6rnekte PCR calisilamamistir.
DFA: Direkt immiinfloresan antikor, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.

Tablo II. DFA ve PCR Yontemlerinin Duyarlilik, Ozgulluk, PPV ve NPV Oranlari

Duyarlihk (%) Ozgiilliik (%) PPV (%) NPV (%)
DFA 100 85.7 65.4 100
PCR 100 94.7 85 100

DFA: Direkt immiinfloresan antikor, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, PPV: Pozitif 6ngorii degeri, NPV: Negatif
6ngori degeri.

TARTISMA

Bebek ve kiiclik cocuklarda (< 2 yas) bronsiyolit ve pnéomoninin en sik rastlanilan et-
keni RSV olup, enfeksiyonun morbidite ve mortalitesi 6zellikle 6 aydan kiclik bebekler-
de yiiksektir*®. Ulkemizde, izmir'de yapilan bir calismada, solunum yolu hastaligi olan
ve yaslari 2.5 ay-12 yas arasinda degisen 131 cocugun 6 (%4.6)'sinda hiicre kiltiri
yéntemiyle RSV izole edilmistir’. Yine izmir'de yapilan baska bir calismada Dereli ve ar-
kadaslari® 2 ay-2 yas arasindaki akut bronsiyolitli 65 cocugun 19 (%29.2)’'unda hiicre
kiiltliri ve DFA ile RSV enfeksiyonunun varligini bildirmislerdir. Yilmaz ve arkadaglan® iki
farkll donemde akut alt solunum yolu enfeksiyonu geciren 2 yasindan kiicuk cocuklarda
immiunfloresans (IF) yontemi ile yaptiklari calismada, ilk donemde (Nisan 1994-1995)
188 hastanin 65 (%39.2)'inde, ikinci donemde (Kasim 1995-Nisan 1996) 113 hastanin
39 (%34.5)'unda RSV antijeni gostermislerdir. Ankara’da yapilan bir calismada hiicre
kiltird yontemiyle, 80 bebekten alinan nazal striinti 6rneklerinin 20 (%25)’sinde RSV
izole edilmistir'®. Bizim calismamizda RSV izolasyon orani %21.3 olarak saptanmistir. Or-
neklerin calisma giintine kadar derin dondurucuda beklemis olmasindan dolay calisma-
mizda izolasyon orani dustik olabilir.

Valdivia ve arkadaslari'' 20 hastada RSV'yi hiicre kiiltiirii, PCR ve IF testleriyle arastir-
muglar ve hiicre kiltiri yontemini altin standart olarak kabul etmislerdir. Ayni calismada
PCR yonteminin duyarlilik, 6zgillik ve dogruluk oranlari sirasiyla %100, %80, %90 bu-
lunurken, IF yontemi icin bu oranlar %7100 olarak tespit edilmistir. Whiley ve arkadasla-
nnin'2 calismasinda, PCR, DFA ve DFA ile desteklenen kiiltiir yontemleri kullanilmis, DFA
ve kilttr yontemlerinin kombinasyonuyla 6rneklerin %39’unda, PCR ile %41’inde RSV
pozitifligi saptanmistir. Bir diger calismada RSV pozitifligi, PCR ile %11, DFA ile %8 ve
hiicre kiiltiirii ile %6 oranlarinda belirlenmistir'3. Tang ve arkadaslari'#, nazal aspirat &r-
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neklerinde PCR ve hicre kilttirt yontemleriyle RSV arastirmis ve PCR testinin duyarliligi-
ni %94.4, 6zgulligini ise %100 olarak rapor etmislerdir. Bagka bir calismada, solunum
yolu semptomlu 383 hastanin burun yikama suyu o6rneginde RSV antijeni IF ile 143
(%37), hiicre kiltirinde 72 saat inkiibasyondan sonra IF ile 119 (%31) hastada goste-
rilmistir'®. Ayni calismada hiicre kiiltiirii ile kiyaslandiginda IF testinin duyarliigi %89,
0zgulligu %85, 72 saat sonra yapilan IF testinin ise duyarlihgi ve 6zgilligu sirastyla %80
ve %91 olarak bulunmustur'®. Halstead ve arkadaslari'® yaptiklar calismada, solunum
yolu enfeksiyonu olan 117 cocuktan DFA, hiicre kiltiiri ve 3 ayri ELISA yontemi ile bu-
run yikama suyu orneklerinde RSV enfeksiyonunu arastirmislar ve tim yontemlerle ¢o-
cuklarin 77 (%65.8)'sinde RSV varligini saptamiglardir. Ayni calismada DFA testinin du-
yarllik, 6zgullik, PPV ve NPV oranlari sirasiyla %91.9, %96.4, %96.6 ve %91.4 olarak
bulunmustur'®. Freymuth ve arkadaslar'” da, RSV'yi DFA, hiicre kiiltiirii ve 2 farkli PCR
yontemiyle arastirmiglar; DFA ve hiicre kilturd yontemlerini altin standart olarak kabul
ettiklerinde duyarhlik, 6zgdillik, dogruluk, PPV ve NPV oranlarini 1. PCR yontemi icin si-
rastyla %97.5, %63.9, %75.2, %57.8 ve %98, 2. PCR yontemi icin sirasiyla %89.7,
%71.9, %77.7, %60.9 ve %93.5 olarak bildirmislerdir. Bizim calismamizda hticre kilti-
ru altin standart olarak alindiginda, DFA yonteminin duyarhlik, 6zgullik, PPV ve NPV
oranlari sirasiyla %100, %85.7, %65.4 ve %100 olarak saptanmig, bu oranlar PCR yon-
temi icin ise sirasiyla %100, %94.7, %85 ve %100 olarak belirlenmistir. Sonuglarimizin,
diger calismalarin sonuclariyla uyumlu oldugu gériilmektedir''4,

Calismamizda, klinik olarak alt solunum yolu enfeksiyonu tanisi koyulan < 2 yas 80 ¢o-
cuktan alinan 6rneklerin 26 (%32.5)'sinda DFA, 17 (%21.3)’sinde ise hticre kiltlri yon-
temiyle RSV pozitifligi tespit edilmistir. Calismaya alinan orneklerden 6’sinin miktari ye-
terli olmadigi icin PCR yontemiyle calisilamamis, PCR uygulanan 74 oOrnegin 20
(%27)'sinde RSV-RNA pozitif bulunmustur. Calismamizda, her 3 yontemle de hastalarin
12 (%16.2)'sinde RSV varligi saptanmis, ayrica PCR ile calisilamayan 5 hastada DFA ve
hiicre kiiltiirii yontemleriyle RSV pozitif bulunmustur. Ornek yetersizligi sebebiyle PCR
yontemiyle calisilamayan 1 hastada ise DFA yontemiyle pozitiflik saptandigi halde hiicre
kaltirinden RSV izolasyonu yapilamamistir. Calismamizda DFA yontemiyle saptanan
9%32.5 oranindaki RSV pozitifligi, Yilmaz ve arkadaslarinin® 2. calisma déneminde bildir-
digi %34.5 oraniyla uyumludur.

Calismamizda 8 ornekte DFA ve PCR yontemiyle RSV pozitif bulundugu halde hiicre
kdltiriinden RSV izole edilememistir. Bunun nedeni 6rnegdin hiicre kiltiriine inokdlasyo-
nunun hemen yapilamamasi olabilir. Ayrica, 6rnegin enfeksiyonun baglamasini takiben
erken dénemlerde alinmasi izolasyon icin gereklidir’. Klinik érneklerin hepsi hastaligin
erken déneminde alinmamis olabilir. Ahluwalia ve arkadaslari'® da benzer olarak IF yén-
temi ile RSV antijenini gosterirken hicre kiiltirinden izolasyon yapamamislardir.

Sonug olarak, RSV enfeksiyonunun tanisinda virus izolasyonu icin klinik 6rnegin erken
doénemde alinmasi ve hemen inokiile edilmesi gerektigi; hiicre kultiri ve PCR yontem-
lerinin uygulanamadigi laboratuvarlarda ise gorece olarak daha pratik, hizli ve ekonomik
olan DFA yénteminin rutin tani amaciyla uygulanabilecegi kanaatine variimistir.
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