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ÖZET

Solunum sinsityal virusu [Respiratory Syncytial Virus (RSV)], bebek ve küçük çocuklarda alt solunum
yolu enfeksiyonuna yol açan etkenlerden en önemlisidir. Bu çalışmada alt solunum yolu enfeksiyonu olan
çocuklarda RSV varlığının direkt immünfloresan antikor (DFA), hücre kültürü ve polimeraz zincir reaksi-
yonu (PCR) yöntemleri ile araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmaya, Kasım 2005-Mayıs 2006 tarihleri ara-
sında klinik olarak alt solunum yolu enfeksiyonu tanısı koyularak hastaneye yatırılan, yaşları 0-24 ay ara-
sında değişen 80 hastadan alınan nazotrakeal aspirat örnekleri dahil edilmiştir. Örneklerde RSV antijeni
DFA (Monofluo Bio-Rad, Fransa) yöntemiyle, RSV-RNA varlığı gerçek zamanlı PCR (Fluorion İontek, Tür-
kiye) yöntemiyle araştırılmış, RSV’nin izolasyonu için Hep-2 hücre kültürleri kullanılmıştır. Çalışılan 80 ör-
neğin 26 (%32.5)’sında DFA, 17 (%21.3)’sinde ise hücre kültürü yöntemiyle RSV pozitifliği saptanmıştır.
Örneklerin 6 tanesi miktar yetersizliği nedeniyle PCR yöntemiyle çalışılamamış, çalışılan 74 hasta örneği-
nin 20 (%27)’sinde RSV-RNA pozitif bulunmuştur. Örneklerin 54’ü her 3 yöntemle de negatif, 12’si ise
her 3 yöntemle de pozitif bulunmuş; DFA ve PCR ile pozitif bulunan 8 örnek hücre kültüründe negatif
sonuç vermiştir. Miktar yetersizliği nedeniyle PCR çalışılamayan 6 örnekten 5’i hem DFA hem de hücre
kültürü ile pozitif, 1’i ise sadece DFA ile pozitif olarak saptanmıştır. Hücre kültürü yöntemi altın standart
olarak kabul edildiğinde DFA yönteminin duyarlılığı %100, özgüllüğü %85.7, pozitif öngörü değeri
%65.4 ve negatif öngörü değeri %100 olarak hesaplanmış; bu oranlar PCR için sırasıyla %100, %94.7,
%85 ve %100 olarak belirlenmiştir. Sonuç olarak, RSV enfeksiyonunun tanısında virus izolasyonu için kli-
nik örneğin erken dönemde alınması ve hemen inoküle edilmesi gerektiği; hücre kültürü ve PCR yöntem-
lerinin uygulanamadığı, laboratuvarlarda ise görece olarak daha pratik, hızlı ve ekonomik olan DFA yön-
teminin rutin tanı amacıyla uygulanabileceği kanaatine varılmıştır.
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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 Iontek, 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.

Key words: Respiratory syncytial virus, direct immunofluorescence, cell culture, PCR. 

GİRİŞ

Solunum sinsityal virusu (Respiratory Syncytial Virus; RSV), tüm dünyada bebek ve kü-
çük çocuklarda alt solunum yolu enfeksiyonlarının başlıca sebebidir. RSV enfeksiyonları,
büyük çocuk ve yetişkinlerde genellikle soğuk algınlığı ve üst solunum yolu enfeksiyonu
şeklinde seyrederken, küçük çocuklarda pnömoni, bronşiyolit, trakeobronşit ve krup gi-
bi ciddi enfeksiyonlara neden olabilir1,2. Ayrıca RSV, morbiditesi yüksek olan nozokomi-
yal enfeksiyonlardan da sorumludur.

RSV enfeksiyonlarının laboratuvar tanısında, viral antijenlerin gösterilmesi, virusun izo-
lasyonu, serolojik teknikler ve moleküler yöntemler uygulanmaktadır1,2. Bu çalışmanın
amacı, alt solunum yolu enfeksiyonu geçiren çocuklarda RSV varlığının direkt immünflo-
resan antikor (DFA), hücre kültürü ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemleri ile
araştırılmasıdır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi, Yenidoğan ve Süt Çocuğu Servislerinde Kasım 2005-
Mayıs 2006 tarihleri arasında pediatri uzmanları tarafından klinik olarak alt solunum yo-
lu enfeksiyonu ön tanısı ile yatmakta olan, yaşları 0-24 ay arasında değişen 80 hastadan
alınan nazotrakeal aspirat (NTA) örnekleri çalışmaya dahil edildi. Çalışma, Erciyes Üniver-
sitesi Tıp Fakültesi Etik Kurul onayı ile gerçekleştirildi. RSV antijen testi örnekler bekletil-
meden uygulandı ve örnekler hücre kültürü ve PCR yöntemleriyle çalışılmak üzere 2 ste-
ril ependorf tüpüne ayrılarak -70°C‘de saklandı.
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Örneklerde RSV antijen varlığı, monoklonal antikorların kullanıldığı DFA (Monofluo
BIO-RAD, Fransa) yöntemiyle kit prosedürüne uyularak araştırıldı. Her çalışmada pozitif
ve negatif kontroller kullanıldı ve her mikroskop alanında (x400) karakteristik sitoplaz-
mik granüler floresan veren hücrelerden en az bir tane görüldüğünde test pozitif kabul
edildi.

Virus izolasyonu için, tüm NTA örneklerinden 200 µl tek tabaka halindeki Hep-2 hüc-
re kültürü tüplerine ekim yapıldı. Tüpler 1 saat CO2’li etüvde 37°C’de inkübe edildi. Sü-
re sonunda tüpler boşaltıldı ve üzerlerine 2 ml idame besiyeri (%2 fetal sığır serumu içe-
ren RPMI 1640 besiyeri) eklendi. Tüpler CO2’li etüvde 37°C’de inkübasyona bırakıldı ve
hücreler 10 gün boyunca sitopatik etki (CPE) yönünden izlendi. RSV için karakteristik
CPE (sinsitya ve dev hücre oluşumu) gözlenen ve gözlenmeyen tüm tüplerde DFA yön-
temiyle (Monofluo BIO-RAD, Fransa) RSV antijeni araştırıldı. Klinik örneklerde RSV anti-
jeni araştırılmasında ve hücre kültüründe RSV üremesinin desteklenmesinde aynı kit kul-
lanıldı. Hücre kültürü tüplerinden hazırlanan preparat lamelle kapatılarak x100 ve x400
büyütmede floresan mikroskobunda incelendi. Her mikroskop alanında karakteristik si-
toplazmik granüler floresan veren hücrelerden en az bir tane görüldüğünde test pozitif
kabul edildi.

PCR yönteminde, örneklerden RSV-RNA izolasyonu QIAamp DNA Mini Kiti (QIAGEN-
Almanya) ile testin prosedürüne uyularak yapıldı. PCR karışımı Fluorion RSV PCR kiti (İon-
tek, Türkiye) kullanılarak hazırlandı. Amplifikasyon işlemi, Icycler (BIO-RAD, ABD) cihazın-
da üretici firmanın önerilerine göre uygulandı. Reaksiyon sona erdikten sonra cihazın ver-
diği erime eğrisi analizlerine bakılarak klinik örneğe ait erime derecesi aynı koşullarda iş-
leme alınan pozitif kontrollerin erime derecesiyle karşılaştırılarak değerlendirme yapıldı.

Hücre kültürü altın standart olarak kabul edilerek DFA ve PCR testlerinin özgüllük ve
duyarlılık oranları ile pozitif [positive predictive value (PPV)] ve negatif öngörü değerle-
ri [negative predictive value (NPV)] hesaplandı3.

BULGULAR

Çalışmaya dahil edilen 80 örneğin 26 (%32.5)’sında DFA yöntemiyle, 17 (%21.3) ’sin-
de hücre kültürü yöntemiyle RSV pozitifliği saptanmıştır. Ancak 6 örnek miktar yetersiz-
liği nedeniyle PCR yöntemiyle çalışılamamış, çalışılan 74 hasta örneğinin 20 (%27)’sin-
de RSV-RNA pozitif bulunmuştur. 

Örneklerin 54’ü her 3 yöntemle de negatif, 12’si ise her 3 yöntemle de pozitif bulun-
muştur. Buna karşın DFA ve PCR ile pozitif bulunan 8 örnek hücre kültüründe negatif so-
nuç vermiş; miktar yetersizliği nedeniyle PCR çalışılamayan 6 örnekten 5’i hem DFA hem
de hücre kültürü ile pozitif, 1’i ise sadece DFA ile pozitif olarak saptanmıştır. 

Hücre kültürü, DFA ve PCR yöntemleri ile elde edilen sonuçların karşılaştırılması Tab-
lo I’de, hücre kültürü altın standart olarak kabul edildiğinde DFA ve PCR yöntemlerinin
duyarlılık, özgüllük, PPV ve NPV oranları ise Tablo II’de gösterilmiştir.
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TARTIŞMA

Bebek ve küçük çocuklarda (≤ 2 yaş) bronşiyolit ve pnömoninin en sık rastlanılan et-
keni RSV olup, enfeksiyonun morbidite ve mortalitesi özellikle 6 aydan küçük bebekler-
de yüksektir4-6. 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 edilmiştir7. Yine İzmir’de yapılan başka bir çalışmada Dereli ve ar-
kadaşları8 2 ay-2 yaş arasındaki akut bronşiyolitli 65 çocuğun 19 (%29.2)’unda hücre
kültürü ve DFA ile RSV enfeksiyonunun varlığını bildirmişlerdir. Yılmaz ve arkadaşları9 iki
farklı dönemde akut alt solunum yolu enfeksiyonu geçiren 2 yaşından küçük çocuklarda
immünfloresans (IF) yöntemi ile yaptıkları çalışmada, ilk dönemde (Nisan 1994-1995)
188 hastanın 65 (%39.2)’inde, ikinci dönemde (Kasım 1995-Nisan 1996) 113 hastanın
39 (%34.5)’unda RSV antijeni göstermişlerdir. Ankara’da yapılan bir çalışmada hücre
kültürü yöntemiyle, 80 bebekten alınan nazal sürüntü örneklerinin 20 (%25)’sinde RSV
izole edilmiştir10. Bizim çalışmamızda RSV izolasyon oranı %21.3 olarak saptanmıştır. Ör-
neklerin çalışma gününe kadar derin dondurucuda beklemiş olmasından dolayı çalışma-
mızda izolasyon oranı düşük olabilir. 

Valdivia ve arkadaşları11 20 hastada RSV’yi hücre kültürü, PCR ve IF testleriyle araştır-
mışlar ve hücre kültürü yöntemini altın standart olarak kabul etmişlerdir. Aynı çalışmada
PCR yönteminin duyarlılık, özgüllük ve doğruluk oranları sırasıyla %100, %80, %90 bu-
lunurken, IF yöntemi için bu oranlar %100 olarak tespit edilmiştir. Whiley ve arkadaşla-
rının12 çalışmasında, PCR, DFA ve DFA ile desteklenen kültür yöntemleri kullanılmış, DFA
ve kültür yöntemlerinin kombinasyonuyla örneklerin %39’unda, PCR ile %41’inde RSV
pozitifliği saptanmıştır. Bir diğer çalışmada RSV pozitifliği, PCR ile %11, DFA ile %8 ve
hücre kültürü ile %6 oranlarında belirlenmiştir13. Tang ve arkadaşları14, nazal aspirat ör-
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Tablo I. Hücre Kültürü, DFA ve PCR Yöntemleriyle Elde Edilen Sonuçların Karşılaştırılması

Hücre kültürü Hücre kültürü

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 yetersizliği nedeniyle 6 örnekte PCR çalışılamamıştır.
DFA: Direkt immünfloresan antikor, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.

Tablo II. DFA ve PCR Yöntemlerinin Duyarlılık, Özgüllük, PPV ve NPV Oranları

Duyarlılık (%) Özgüllük (%) PPV (%) NPV (%)

DFA 100 85.7 65.4 100

PCR 100 94.7 85 100

DFA: Direkt immünfloresan antikor, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, PPV: Pozitif öngörü değeri, NPV: Negatif
öngörü değeri.



neklerinde PCR ve hücre kültürü yöntemleriyle RSV araştırmış ve PCR testinin duyarlılığı-
nı %94.4, özgüllüğünü ise %100 olarak rapor etmişlerdir. Başka bir çalışmada, solunum
yolu semptomlu 383 hastanın burun yıkama suyu örneğinde RSV antijeni IF ile 143
(%37), hücre kültüründe 72 saat inkübasyondan sonra IF ile 119 (%31) hastada göste-
rilmiştir15. Aynı çalışmada hücre kültürü ile kıyaslandığında IF testinin duyarlılığı %89,
özgüllüğü %85, 72 saat sonra yapılan IF testinin ise duyarlılığı ve özgüllüğü sırasıyla %80
ve %91 olarak bulunmuştur15. Halstead ve arkadaşları16 yaptıkları çalışmada, solunum
yolu enfeksiyonu olan 117 çocuktan DFA, hücre kültürü ve 3 ayrı ELISA yöntemi ile bu-
run yıkama suyu örneklerinde RSV enfeksiyonunu araştırmışlar ve tüm yöntemlerle ço-
cukların 77 (%65.8)‘sinde RSV varlığını saptamışlardır. Aynı çalışmada DFA testinin du-
yarlılık, özgüllük, PPV ve NPV oranları sırasıyla %91.9, %96.4, %96.6 ve %91.4 olarak
bulunmuştur16. Freymuth ve arkadaşları17 da, RSV’yi DFA, hücre kültürü ve 2 farklı PCR
yöntemiyle araştırmışlar; DFA ve hücre kültürü yöntemlerini altın standart olarak kabul
ettiklerinde duyarlılık, özgüllük, doğruluk, PPV ve NPV oranlarını 1. PCR yöntemi için sı-
rasıyla %97.5, %63.9, %75.2, %57.8 ve %98, 2. PCR yöntemi için sırasıyla %89.7,
%71.9, %77.7, %60.9 ve %93.5 olarak bildirmişlerdir. Bizim çalışmamızda hücre kültü-
rü altın standart olarak alındığında, DFA yönteminin duyarlılık, özgüllük, PPV ve NPV
oranları sırasıyla %100, %85.7, %65.4 ve %100 olarak saptanmış, bu oranlar PCR yön-
temi için ise sırasıyla %100, %94.7, %85 ve %100 olarak belirlenmiştir. Sonuçlarımızın,
diğer çalışmaların sonuçlarıyla uyumlu olduğu görülmektedir11,14.

Çalışmamızda, klinik olarak alt solunum yolu enfeksiyonu tanısı koyulan ≤ 2 yaş 80 ço-
cuktan alınan örneklerin 26 (%32.5)’sında DFA, 17 (%21.3)’sinde ise hücre kültürü yön-
temiyle RSV pozitifliği tespit edilmiştir. Çalışmaya alınan örneklerden 6’sının miktarı ye-
terli olmadığı için PCR yöntemiyle çalışılamamış, PCR uygulanan 74 örneğin 20
(%27)’sinde RSV-RNA pozitif bulunmuştur. Çalışmamızda, her 3 yöntemle de hastaların
12 (%16.2)’sinde RSV varlığı saptanmış, ayrıca PCR ile çalışılamayan 5 hastada DFA ve
hücre kültürü yöntemleriyle RSV pozitif bulunmuştur. Örnek yetersizliği sebebiyle PCR
yöntemiyle çalışılamayan 1 hastada ise DFA yöntemiyle pozitiflik saptandığı halde hücre
kültüründen RSV izolasyonu yapılamamıştır. Çalışmamızda DFA yöntemiyle saptanan
%32.5 oranındaki RSV pozitifliği, Yılmaz ve arkadaşlarının9 2. çalışma döneminde bildir-
diği %34.5 oranıyla uyumludur.

Çalışmamızda 8 örnekte DFA ve PCR yöntemiyle RSV pozitif bulunduğu halde hücre
kültüründen RSV izole edilememiştir. Bunun nedeni örneğin hücre kültürüne inokülasyo-
nunun hemen yapılamaması olabilir. Ayrıca, örneğin enfeksiyonun başlamasını takiben
erken dönemlerde alınması izolasyon için gereklidir9. Klinik örneklerin hepsi hastalığın
erken döneminde alınmamış olabilir. Ahluwalia ve arkadaşları18 da benzer olarak IF yön-
temi ile RSV antijenini gösterirken hücre kültüründen izolasyon yapamamışlardır.

Sonuç olarak, RSV enfeksiyonunun tanısında virus izolasyonu için klinik örneğin erken
dönemde alınması ve hemen inoküle edilmesi gerektiği; hücre kültürü ve PCR yöntem-
lerinin uygulanamadığı laboratuvarlarda ise görece olarak daha pratik, hızlı ve ekonomik
olan DFA yönteminin rutin tanı amacıyla uygulanabileceği kanaatine varılmıştır.
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