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KISALTMALAR

EIA: Enzyme immunoassay

IFA: Immunofluorescent assay

DFA: Direct immunofluorescent assay
PBS: Phophate buffered saline
TT-PZR: Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
PIV: Parainfluenza virus

NP: Niikleoprotein

HN: Hemagliitinin

NA: Noraminidaz

NS: Yapisal olmayan

SH: Kiigiik hidrofobik

ORF: A¢ik okuma bolgesi

GAG: Glikozaminoglikan

MNH: Mononiikleer hiicre

TNF: Tiimor nekrotizan faktor

NPA: Nazofaringeal aspirat

NS: Nazal siiriintii

SIDS: Ani bebek olimii sendromu



GIRIS

Respiratory syncytial virus (RSV) paramiksovirus grubunda bulunan, tiim diinyada
bebeklerde ve kiiciik ¢ocuklarda viral alt solunum yolu hastaliginin en 6nemli nedeni olarak
bilinen bir virustur (23,46,62,77). Cocuklardaki hastaneye yatirilan biitiin bronsiolit
olgularinin yaklagik yarisindan ve biitiin pnomoni olgularinin = %25’inden sorumlu
tutulmaktadir (59,82). RSV altta yatan kardiyopulmoner hastalik oldugunda, yashlik, immiin
yetmezlik durumlarinda 6zellikle kemik iligi nakli yapilan hastalarda yiiksek morbidite ve
mortaliteye sahiptir. Giliniimiizde kullanilan cesitli tam1 yontemleri infeksiyon etkeninin
saptanarak gerekli terapotik yaklasimlarin belirlenmesini saglamaktadir (56).

Primer RSV infeksiyonu genellikle iki yasindan kiiciik cocuklarda goriilmektedir. Virus
biiylik cocuklarda ve erigkinlerde hafif iist solunum yolu infeksiyonuna neden olurken,
bebeklerde ve kiiciik cocuklarda klinik tablo ¢cok daha siddetlidir. Ozellikle 6 aydan kiigiik
bebeklerde hastaneye yatis1 gerektiren siddetli alt solunum yolu infeksiyonuna neden
olmaktadir. Bebeklerin %50-70’i hayatin ilk yilinda infekte olmakta, iki yasmna kadar
cocuklarin hemen hemen hepsi RSV ile karsilagmaktadir. Bebeklerin %3’ii bir yasindan 6nce
hastaneye yatirilmakta, bunlarin ise %10’u mekanik ventilasyona gereksinim duymaktadir.
Mekanik ventilasyon gerektirenlerin ise %5-10’u 6lmektedir (13,15). RSV infeksiyonlarinda
ciddi hastalik ve oliim oranlari; konjenital kalp hastaligi, kronik akciger hastaligi, immiin
yetmezlik, gestasyonel yasin 36 haftadan kiiciik olmas1 gibi durumlarda artmaktadir (59).

Mevsimsel 0zellik gosteren RSV infeksiyonunun tanis1 genellikle klinik bulgular ve
mikrobiyolojik testlerle yapilmaktadir. Hizli tan1 gereksiz antibiyotik kullaniminin 6nlenmesi,
uygun tedavinin verilerek hastalarin hastanede yatis siiresinin ve mortalitesinin azaltilmasi,
nozokomiyal yayilimin onlenmesi agisindan 6nemlidir. Ozgiil tamda hiicre kiiltiirii altin

standart olmakla birlikte kisa siirede ve kesin tanmi i¢in antijen arama yontemlerinden EIA



(Enzyme immunoassay) ve IFA (Immunofluorescent assay) yontemleri siklikla
kullanilmaktadir. Fakat bu yontemlerin diisiik duyarliliindan ve hiicre kiiltiiriiniin uzun
stirede sonu¢ vermesinden dolayi son yillarda diger viral infeksiyonlarin tanisinda oldugu gibi
solunum sistemi viral infeksiyonlarinin tanisinda da molekiiler yontemlerden yararlanilmaya
baslanmistir.

Bu calismada hastanemiz pediatri yenidogan ve siit cocugu servislerine ve yogun
bakim iinitesine alt solunum yolu infeksiyonu nedeniyle yatirilan ¢ocuklardan bir yil boyunca
toplanan nazofaringeal aspirat 6rneklerinde;

a) RSV RNA’sinin Gercek Zamanli Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
yontemiyle arastirilarak RSV infeksiyonu sikliginin saptanmasi,

b) Saptanan RSV’lerin alt tiplendirilmesinin yapilmasi,

¢) RSV infeksiyonunun mevsimsel dagilimina bakilmasi,

d) RSV infeksiyonunda cinsiyet farkliliginin aragtirilmasi amag¢lanmistir.



GENEL BILGILER

PARAMIKSOVIRUSLAR

Paramiksovirus ailesi insanlarda iist ve alt solunum yolu infeksiyonlarina neden olan

onemli viruslar1 (RSV, Parainfluenza, Metapnomovirus) i¢cermektedir (18). Paramiksovirus

infeksiyonlar baslica damlacik yoluyla bulasir ve infeksiyon iist solunum yollarindan baslar.

Solunum yolu infeksiyonuna neden olanlarda replikasyon solunum yolu epitelinde olurken

kizamik (measles)ve kabakulak (mumps) viruslart ise yayilarak tiim viicutta yaygin

infeksiyona yol agarlar (72).

SINIFLANDIRMA

Paramiksovirus ailesi 2000 yilinda uluslararas1 siniflandirma komitesi tarafindan

yeniden siniflandirilmagtir (41).

Paramiksovirus ailesi (sadece insan viruslari) (41)

Takim

Aile

Alt aile

Cins

Alt aile

Cins

Mononegavirales
Paramyxoviridae
Paramyxovirinae
Respirovirus
Rubulavirus

Morbillivirus
Pneumovirinae
Pneumovirus

Metapneumovirus

Tiir

PIV1, PIV3
Mumps virusu, PIV2, PIV4a, PIV4b

Measles virus

RSV

Human metapneumovirus



___—— Hemaglutinin Noraminidaz (HN)

__— Fiizyon Proteini (F)
" Lipid Tabaka

" Biiyiik protein (L)
Niikleoprotein (NP)
Fosfoprotein(P)

Sekil 1: Paramiksoviruslarin yapisi (11)

Paramiksoviruslar zarfli, helikal simetrili, negatif sarmalli tek zincirli RNA’ya (5-
8x10% sahip viruslardir. Negatif RNA genomu helikal niikleokapsid icinde yer alir.
Niikleokapsid viral baglanma protein (HN) iceren bir zarf tarafindan ¢evrelenmistir (7).

Kapsidin i¢inde RNA ile birlikte NP, P ve L proteinleri bulunur. L proteini RNA’ya
bagimli RNA polimerazdir. P proteini RNA sentezini artirirken, NP proteini genom yapisinin
korunmasima yardimecidir. Lipit zarfin altinda ise matriks proteini olan M proteini yer alir.
Kapsid yiizeyinde viral tutunma proteinleri (HN, H veya G) ve fiizyon (F) glikoproteini
bulunan bir zarfla cevrilidir (53). Fiizyon proteini virus ile konak hiicre arasinda fiizyon
olusumunu dolayistyla hiicre i¢ine girisini kolaylastirir. Viral tutunma proteinleri F proteiniyle
birlikte calisarak virusun konak hiicre yiizeyindeki reseptorlerine tutunmasini saglar. Viral
tutunma proteinin aktiviteleri genel olarak ii¢ sekilde ayirt edilebilir. Parainfluenza virusunun
HN’si, kabakulak virusunun HA ve NA’1, kizamik virusunun H’1t hemagliitinin aktivitesine

sahiptir. Fakat RSV’nin G proteininde bu aktiviteler eksiktir (7). Paramiksoviruslar konak



hiicrenin sitoplazmasinda replike olurlar. Virionlar hiicreye fiizyonla penetre olur ve

tomurcuklanarak cikarlar. Viruslar hiicreden hiicreye fiizyon yapabilir ve ¢ok c¢ekirdekli dev

hiicrelerin olusumuna neden olurlar (11).

Tablo I: Paramiksoviruslarin virion proteinleri (82).

Cins
Respirovirus |Rubulavirus | Morbillivirus | Pneumovirus

Baglanma proteini HN* HA, NA* H* G

Fiizyon proteini F F F F
Niikleoprotein NP NP N N
Transkriptaz LveP LveP LveP LveP
Matriks proteini M M M M

Kii¢itk membran proteinleri SH SH - SH,M2

* Hemagliitinin aktivitesi vardir.

RESPIRATORY SYNCYTIAL ViRUS

TARIHCE

Respiratory syncytial virus ilk kez Morris ve ark. tarafindan 1956 yilinda soguk
alginlign gecirmekte olan 14 adet sempanzeden izole edilmis ve ‘chimpanzee coryza agent’
adi verilmistir. Daha sonra bu etkenin aynist oldugu saptanan bir virusun ¢ocuklarda solunum
yolu infeksiyonu yaptigi saptanmistir (72). Serolojik c¢alismalar bebek ve cocuklarda bu
infeksiyonun yaygin oldugunu gostermistir. RSV hizla ¢ocuklarda siddetli solunum yolu

hastaliginin en onemli etkeni olarak taninmaya baslamistir (11). insanlarda infeksiyon etkeni




olan bu virus hiicre kiiltiiriinde iiremesinde gosterdigi dev hiicre olusumundan dolay1

respiratory syncytial virus adim almigtir (72).
VIRUSUN YAPISI

Respiratory syncytial virus, Mononegavirales takiminda Paramiksoviridae ailesinde
pneumovirinae alt grubunda simiflandirilir. Pnémoviruslar bazi yonlerden paramiksovirus
ailesinden ayrilir;

1) Pnomoviruslarla paramiksoviruslar arasinda aminoasit sekanst bakimindan  uzak
akrabalik vardir. F ve L proteinleri ile N proteininin bir domaini ile akrabaliklar1 vardir

2) Pnomoviruslar paramiksoviruslarda bulunmayan bazi proteinleri kodlar; NS1, NS2, M2-1,
M2-2.

3) Baglanmay1 saglayan pnomoviruslarin G proteini paramiksoviruslarin HN ve N

proteinlerinden yapisal olarak farklidir (11).

Hemagliitinin néraminidaz (sadece PIV)
veya baglanma proteini (sadece RSV)

Fiizyon proteini

Kiiciik hidrofobik
/ protein (sadece RSV)
o4

Lipid tabaka

Matriks proteini

Genis
polimeraz
kompleksi

Niikleoprotein

Fosfoprotein

Sekil 2: RSV ve Parainfluenza virusun yapisi (27)



Konak hiicreden alinan bir lipid tabaka ve yiizeyinde glikoprotein ¢ikintilar bulunan
bir lipid zarfa sahiptir. Helikal niikleokapsidin ¢cap1 12-15 nm’dir. Virion cap1 150-300 nm
kadar olup sferik ya da filamantdz sekildedir. Genis filamant6z formlarin niikleokapsidi eksik
oldugundan infeksiy6z degildir (63). Negatif polariteli RSV genomu 11 protein kodlar ve
15200 niikleotidden olusan tek zincirli RNA’dan meydana gelir (23,63). Diger
paramiksoviruslarla ayni1 yapisal 6zellikleri tasimasina ragmen farkli olarak hemagliitinin ve
noronaminidaz icermez. Hemolizin ve hemadsorbsiyon yapma o6zellikleri de yoktur. Sadece

fiizyon ve G proteini tagir (55).

Tablo II: RSV’nin kodladig1 proteinler ve proteinlerin fonksiyonlar1 (11,15)

Protein Fonksiyonu
Yapisal proteinler
Zarf glikoproteinleri G: baglanma Hiicreye baglanma
F: fiizyon Hiicreye giris ve sinsitya olusumu

SH: kiiciik hidrofobik

Fonksiyonu bilinmiyor.

Niikleokapsid proteinleri

N: niikleokapsid

Transkripsiyonel aktivite

P: fosfoprotein

Transkripsiyonel aktivite

L: biiytlik

RNA polimeraz

M2-1

Transkripsiyon elongasyon faktor

Yapisal olmayan proteinler

NS1: yapisal olmayan

Fonksiyonu bilinmiyor.

NS2: yapisal olmayan

Fonksiyonu bilinmiyor.

M2-2

Transkripsiyonun diizenlenmesi

M: matriks

Viral toplanma
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Sekil 3: RSV genomu (15)

G proteini; Agir glikolize edilmis 288-289 aminoasittenden (aa) ibaret olan tip 2
transmembran glikoproteinidir (23). G proteini virusun hiicreye baglanmasindan sorumludur
(46). G proteini notralize edici antikorlar tarafindan taninir, fakat sitotoksik T lenfosit yanitini
onemli bir sekilde stimiile etmez. RSV A ve B gruplan arasinda antijenik ve niikleotid sekans
farkliliklan en fazla G glikoproteini iizerinde bulunmustur (71). Aym susun G proteinleri
arasinda %20 kadar farklilik varken, A ve B suslarinin G proteini %47’ den fazla farklilik
gosterebilir. Bu ¢esitlilige ragmen insan RSV suslarinin G proteini 13 aminoasitlik degismez
bir bolgeye sahiptir. Bu bolgenin konak reseptoriine baglanmak igin bir aday oldugu
diistiniilmektedir (15). G proteni icin hiicresel bir reseptdr saptanamamis, fakat hiicre yiizey
glikozaminoglikanlar1 (GAG) heparan siilfat ve kondroitin siilfat B’nin infeksiyon i¢in 6nemli
olabilecegi gosterilmistir (23). F proteininden daha az immunojenik olan G proteini ayn grup
veya alt grup suslara kars1 koruma saglamaktadir (82).

F proteini; F proteini ve inaktif formu 574 aa’den olusur. F proteini ilk olarak 6nciil
Fo proteini olarak yapilir. F proteininin etkinlik kazanabilmesi i¢in onciil proteninin (Fo)
hiicresel bir proteaz araciligiyla iki disiilfit bagli polipeptit olan F1 ve F2 haline kesimi
gereklidir. F proteini hiicre membranlarina fiizyonu saglar. Infekte ve komsu hiicre
membranlarinin fiizyonu sinsitya olusumuna neden olur. Sinsitya virusun sitopatik etkisinin
bir gostergesidir ve virusun hiicreden hiicreye direkt yayilimi icin gereklidir (46,82). F
proteinine cevap humoral cevap ve sitotoksik T lenfosit cevabi seklindedir (71). F proteini

ayn1 zamanda Ras aile proteini olarak isimlendirilen Rho A ile etkilesir. Rho A kiigiik bir



guanozin trifosfatazdir ve hiicrede cesitli rollere sahiptir. (IL 1Beta, IL-6, IL-8 sekresyonu,
hiicre motilitesi, hiicre morfolojisi, ve en 6nemli olarak aktin hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesi) Rho A ekspresyonu RSV ile infekte Hep-2 hiicrelerinde sinsitya olusumunu
kolaylastirir (23). RhoA’nin plazma membran i¢inde olmasina ragmen viral reseptor gibi
fonksiyon gormesinin mekanizmasi agik degildir. F ve Rho A arasindaki birlikteligin
penetrasyonu saglayabildigi ve Rho A’min aym zamanda RSV infeksiyonunda sinyal
fonksiyonunda rol aldig1 diisiiniilmektedir (11) .

SH protein; Ugiincii transmembran proteini olan SH’in rolii bilinmemekte, viral
replikasyon ya da sinsityum olusumunda gerek duyulmamasina ragmen fiizyonu
kolaylastirdig: diisiiniilmektedir (46).

Dort protein (N, P, L veM2 ORF 1), niikleokapsid formunda genomik RNA ile
birliktedir. Transkripsiyon ve replikasyonda gorev alirlar. N proteini orta biiyiikliiktedir ve
niikleokapsidin major yapisal proteinidir (23). P proteini transkripsiyonel aktivite icin
esansiyel fosfoproteindir. Biiyiikligii ve niikleokapsiddeki lokalizasyonu nedeni ile L
proteininin viral RNA bagimli RNA polimeraz oldugu diisiiniilmektedir (7). M2 ORF-1’ in
ikinci matriks protein oldugu diisiiniilmiis fakat son zamanlarda niikleokapsid protein F ve N
ile birlikte yer aldigi bulunmustur. M2 ORF-1 protein viral replikasyonun zorunlu bir
komponentidir, tam uzunluktaki mRNA’nin etkin tiretimini saglamaktadir (15).

NS1 ve NS2’nin tam olarak fonksiyonu bilinmemektedir. Anti IF alfa ve beta
aktivitesi vardir (7,23).

M2 ORF-2; M2 geninden transkribe edilen proteindir. M2 ORF-2’nin negatif

diizenleyici bir faktor olabildigi tespit edilmistir (15,23).
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M proteini; Glikozillenmemis virion matriks proteinidir. Replikasyon esnasinda
RSV’nin toplanma asamasinda baglica rolii oynamaktadir. Niikleokapsid ve zarf arasidaki

birliktelige aracilik etmektedir (23,41).
DIRENCLILIK

Respiratory syncytial virus 1s1 ve pH degisikliklerinden cabuk etkilenen bir virusdur.
55°C’de 5 dakika bekletilirse virusun %901 infektivitesini kaybetmektedir. 25°C’de iki giin
sonra %10 infektivite ve 4°C’de 7 giin sonra %1 infektivitesi bulunmaktadir. RSV yavas
dondurma ve ¢dzmeden, asit ortamdan ¢ok etkilenir ve optimal pH 7.5 dur. Eter, kloroform,
sodyum dodesil siilfat, %1°lik Na deoksikolat ve triton X-100 gibi kimyasallar virusu hizla

inaktive etmektedir (15,24,72).

REPLIKASYON

Infeksiyon virusun duyarli hiicrelere G proteini tarafindan baglanmasiyla baslar. G
proteini ile hiicre arasindaki etkilesimde hiicre yiizeyindeki heparin benzeri GAG
molekiillerinin rol oynadig diisiiniiliir. RSV plasma membranindan fiizyonla hiicreye girer.
Penetrasyonun meydana gelmesi icin F proteini hiicresel proteolitik enzimler tarafindan
parcalanmalidir. F proteini boliindiigii zaman aktive olur ve konak hiicre membranim eritir
(63). Penetrasyondan sonra virusun niikleokapsidi hiicresel sitoplazma igine salinir.
Niikleokapsidin agilmasiyla serbest kalan viral RNA mRNA olarak gorev alir, viral
proteinlerin translasyonunu saglar ve virion RNA’sinin transkripsiyonu i¢in komplementer
RNA’y1 saglar (55). Genetik maddenin replikasyonu iki asamada gerceklesir. Once (-
JRNA’dan komplementer (+) RNA kopyalanir. Komplementer RNA kalip gorevini goriir,
virus niikleik asitleri (RNA) replike olarak (+) RNA’dan (-) RNA’lar olustururlar. (-) viral
RNA’nin mRNA’ya transkripsiyonunda gorevli RNA’ya bagimli RNA polimerazin

aktivitesinde P, L, NP proteinlerinin de rolii vardir. mRNA’lar konak hiicre ribozomlarina



giderek viral proteinlerin sentezini saglarlar. Yeni olusan (-) RNA dizileri viral proteinler ile
cevrilerek konak hiicrenin sitoplazma membranindan zarfin1 alip tomurcuklanarak hiicreden

ayrilirlar (11).

Viral baglanma Vlral fiizyon ve niikleokapsid salinim1

- bevyys
B 5 k\ /
\\ Hiicre \
8/ stoplazmasinda \
| |mRNAnin transkripsiyonu 4 |
/ @ Genomik RNA
\/
s replikasyonu
& <% 1(‘
RlbOZOm]dl‘ -

1
Nukleus J |_ES RSV’nin hiicreden
C—— > hicreye flizyonu

ve

L

n
4 @ U
s

Viral RNA ve viral sinsitya olusumu

proteinlerin toplanmasi

Olgun virionun tomurcuklanmasi

Sekil 4: RSV’nin Replikasyonu (55)

VIiRUSLARIN ALT TiPLENDIiRiLMESI

Respiratory syncytial virus’un tek serotipi ve iki antijenik grubu vardir (11).

Virus cok az antijenik heterojenite gosterir. G proteini en degisken proteindir (55).
RSV suslan G glikoproteinlerindeki farkliliklara dayanarak alt grup A (Long ve A2 suslari ile
karakterize) ve alt grup B (18537 susu ile karakterize) olmak {izere iki alt tipe ayrilir (7). A ve
B alt gruplart G, F, N, ve P proteinleri iizerinde antijenik farkliliklara sahiptir. A ve B

gruplarinin G proteinlerinin aminoasit sekanslar1 arasinda sadece %53 homoloji vardir.
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Aksine F ve N proteinleri iki grup arasinda yiiksek derecede genetik ve antijenik homolojiye
sahiptir.  Son veriler grup A ve B arasinda oldukca fazla genetik farklilik oldugunu
gostermistir. G proteini sekanslart grup A neslinde %20, grup B neslinde %9 farklidir (55).
Niikleotid ve aminoasit dizi analizi, her alt grubun F glikoproteininin %53 antijenik iliski
gosterdigi ve %89 aminoasit dizi homolojisi bulundugunu gostermistir. Oysa A ve B
grubunun G glikoproteinleri %35 oraninda antijenik iliski ve % 53 aminoasit dizi homolojisi
gosterirler (7).

Virusun epidemiyolojisinde antijenik farkliligin 6nemi heniiz tam olarak
anlasilamamistir. Epidemilerin siddetindeki yillik degisimi ve yasam boyunca olan
reinfeksiyona duyarliligi kismen acgiklayabildigi diisiiniilmektedir (43).

Diinyanin biitiin bolgelerinde yillik salginlar arasinda RSV A ve B’nin sikligi
degiskendir. Epidemiler siiresince iki alt grup da birlikte bulunabilir (6,71). Bir alt tipe bagl
infeksiyon belirli bir cografik bolgede ya da donemde belirgin olabilir (7).

Infeksiyonunun klinik siddeti genellikle epidemiyolojiyle ve konak faktoriiyle
iligkilidir, fakat daha az oranda viral faktorlerin (suglar gibi) etkileri de bulunmustur (64).
Cesitli calismalarda A ve B gruplan arasindaki klinik siddetin farkliligi degerlendirilmistir.
Alt grup A suslarinin siklikla daha siddetli hastaliga neden oldugu diisiiniilmektedir. Fakat
bazi ¢alismalarda alt grup B suslarinin daha virulan oldugu goriilmiistiir (11).

Savon ve ark.’min Kiiba’li bebekler iizerinde yaptiklar1 c¢aligmada grup A
infeksiyonlarinin grup B’den daha siddetli oldugunu ve daha sik goriildiigiinii saptamiglardir.
Aymi zamanda hastanede yatis siiresinin de yine grup A’da daha fazla oldugunu
belirtmislerdir (64).

Walsh ve ark. yatan hasta bebekler iizerinde yaptiklari ¢alismada RSV grup A

infeksiyonlarinin B’den daha siddetli klinik tabloya neden olduklarini tespit etmislerdir. Grup
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A viruslarinin grup B’den daha siddetli hastaliga neden olusunun mekanizmasi
bilinmemektedir. Genetik replikasyonla ilgili proteinlerin (N, P, L, M2) susa bagl farkliliklar1
viral replikasyonun azalmasma ya da farkli tireme hizina neden olabilir. Deneysel olarak
kanitlanmamasina ragmen Grup B RSV izolatlarinin yavas tiredigi ve doku kiiltiiriinde diisiik

titrede bulundugu diistiniilmektedir (75).
EPIDEMIiYOLOJi

Respiratory syncytial virus tiim diinyada yaygindir. influenza’nin aksine RSV her yil
epidemi yapar (72). Son yillarda DSO (Diinya saglik orgiitii) niin yiiriittiigii cok merkezli
calismada, siddetli solunum yolu infeksiyonu bulgulariyla hastaneye kabul edilen kiiciik
bebeklerin %30’undan RSV etken olarak izole edilmistir. Epideminin tetikleyicisi acik
degildir, fakat mevsim sicakligina bagli olabilir. RSV epidemilerinin siddeti yildan yila
degisir. RSV epidemisi oldugu zaman diger major solunum yolu patojenlerinin yoklugu
dikkati ¢eker. RSV ve influenza A’nin ortaya ¢ikisi bazen ayni zamana rastlayabilir, fakat
bunlarin epidemik salginlar1 nadiren {ist iiste biner (28).

Respiratory syncytial virus infeksiyonu mevsimsel bir 6zellik gosterir. Iliman iklimde
ilkbahar ve kis aylarinda, tropikal iklimlerde hava sicakliginin diistiigi yagisli mevsimlerde
meydana gelir (23,46,65). Kuzey yarimkiirede en erken salgin Aralik ayinda en geg¢ ise
Haziran ayinda meydana gelir. Fakat en yiiksek goriilme siklig1 Subat ve Mart aylarindadir
(11).

Respiratory syncytial virus ile infeksiyon genellikle erken c¢ocuklukta goriiliir (63).
Bebeklerin yaklasik 2/3’i yasaminin ilk yilinda RSV ile infekte olmakta, bunlarin 1/3’iinde
alt solunum yolu hastaligi gelismektedir (15). Infekte bebeklerin %2’si hastaneye

yatirilmakta, (ABD’de her y1l 90000 cocuktan fazla), %0.5-1.5’u 6lmektedir (15,28).
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Genellikle iki yasina gelen ¢ocuklarin %901 RSV ile karsilagsmistir. RSV infeksiyonu
en sik 6 aydan kiiciik ¢ocuklarda goriiliir (23,65). Infeksiyonlarin cogu semptomatiktir ve
siklikla alt solunum yolu infeksiyonuna neden olur (63). RSV kii¢iik ¢cocuklarda pndmoni
olgularinin %5-40’1ndan, bronsiolit olgularinin %50-90’1ndan sorumludur (9,28,74) Yapilan
calismalarda erkek bebeklerde 1.3-1.4 kat daha fazla hastaneye yatisin oldugu goriilmiistiir.
Irk ve etnik koken RSV infeksiyonunda ya da siddetinde 6nemli degildir (28).

Alt solunum yolu hastaliginin primer RSV infeksiyonu insidansi yasin artmasiyla
azalir. Tekrarlayan infeksiyonlar ¢ocuklarda ve yetiskinlerde siklikla meydana gelir. Bu da
reinfeksiyona kars1 koruyuculugun tam olmadigini gosterir. Tekrarlayan infeksiyon genellikle
iist solunum yolu infeksiyonu seklindedir. infeksiyondan sonra immunite kisa siirelidir,
reinfeksiyonu Onlemez ama hastalifin siddetini azaltmada ©nemli olabilecegi
diistiniilmektedir (63).

Gelismis iilkelerde yiiksek riskli gruplar siddetli infeksiyona yakalanir, genellikle altta
yatan kronik bir hastalik vardir. Diisiik sosyoekonomik durum, aile hikayesinde atopi ya da
astim Oykiisiiniin olmasi, kalabalik yasam (kres, kardesler), sigara dumanina maruziyet gibi
faktorler infeksiyon sikligimi artirmasi agisindan onemlidir. Gelismekte olan iilkelerde RSV
infeksiyonunun epidemiyolojisi hakkinda bilgi azdir. Ancak kalabalik yasam, malnutrisyon,
sigara dumam gibi faktorlerin giddetli RSV hastaliginin gelisiminde rol oynadigi
diisiiniilmektedir. RSV’nin yas dagilimi gelismis ve gelismekte olan iilkelerde benzemesine
ragmen daha biiylikk cocuklarin gelismekte olan iilkelerde daha siddetli etkilenebildigi

belirtilmektedir (65).

RiSK FAKTORLERI

1) Prematiir dogum; RSV hastaliginin siddetinin prematiirlerde yiiksek olusu nedenine

yonelik cesitli faktorler one siiriilmiistiir. En 6nemli iki mekanizma infeksiyona karsi yetersiz
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diren¢ ve tam olmayan hava yolu gelisimidir. Dogumda miadinda dogan bebekte IgG antikor
diizeyleri normal yetiskindeki gibidir. Ciinkii maternal IgG antikorlar1 plasenta yoluyla
bebege gecer. Bu antikorlar olduk¢a ge¢ zamanda (3.trimesterde) bebege transfer edilir. Bu
ylizden prematiir bebeklerin notralizan antikorlan diisiik diizeydedir. Ayrica hava yolu
gelisimi tam degildir (80). Bu nedenle prematiirite nemli bir risk faktoriidiir.

2)Kronik akciger hastalig1 (bronkopulmoner displazi, kistik fibrosis )

3)Konjenital kalp hastaligi (pulmoner hipertansiyon)

4)immiin yetmezlik (kemoterapi, kemik iligi ve solid organ nakli ) (59)
BULAS YOLU

Respiratory syncytial virus yiiksek bulasiciliga sahip, solunum salgilarinda birka¢ giin
veya bazen haftalarca bulunan ve temas ile duyarh bireylere bulasan bir virustur (82).
Virusun bulagmasi direkt olarak damlacik infeksiyonu yoluyla ya da kontamine olan ellerin
g0z veya burun ile temasi sonucu olmaktadir (52,59).

Respiratory syncytial virus pediatrik nozokomiyal enfeksiyonlarin da en Onemli
nedenlerinden birisidir. RSV epidemisi siiresince hastaneye yatirilan bebeklerde ve
cocuklarda nozokomiyal infeksiyonun %?20-47 oranlar1 arasinda oldugu bildirilmektedir
(24,26,42). Hastane personeli nozokomiyal bulasta en onemli faktordiir. Oda sicakliginda
RSV hastalarin sekresyonlarinda, gézeneksiz yiizeylerde neme bagh olarak 3-30 saat kadar
yasar, gozenekli yiizeyler iizerinde bir saat kadar yasar. RSV nin eller iizerindeki infektivitesi
kisiden kisiye degisir ve genellikle bir saatten azdir (24,52).

Genellikle virusun replikasyon diizeyi ile hastaligin siddeti arasinda pozitif
korelasyon oldugu diisiiniilmektedir (11,63). Biiyiik ¢ocuklarda ve eriskinlerde virus sadece 3-
4 giin bulunurken, bebeklerde virus 4 haftadan fazla, immiin yetmezlikli kisilerde ise aylarca

bulunabilir (28,63).



16

PATOGENEZ

Respiratory syncytial virus’un inkiibasyon periyodu 4-5 giindiir. Virus replikasyonu
nazofarinkste baslar. RSV nedeniyle hastaneye yatirilan bebeklerde virus titresi genellikle her
mililitrede 10*°-10° TCIDs (doku kiiltiiriiniin %50’sini infekte eden doz) diizeylerindedir ve
hastanede yattig1 siire i¢inde derecesi azalir. Baz1 bebeklerde hastaneye yatistan itibaren 3
hafta gibi uzun bir siire virus bulunabilir. Yetiskinlerde ise diisiik titrede bulunur (11).

Respiratory syncytial virus baslica solunum yolu epitelinin iist tabakasinda replike olur
(11). Solunum yolu epiteli virusa karsi ilk savunmada Onemlidir, hastalifin yol actig1
inflamasyonun ilk yeridir (23). RSV akciger epitelindeki hiicreler iizerinde direkt sitopatik
etkiye sahiptir (56). Virus ayn1 zamanda hiicreden hiicreye fiizyonla yayilir ve sinsitya olarak
bilinen ¢ok niikleuslu dev hiicrelerin olusumuna neden olur (11,28). RSV antijenlerinin
solunum epitelinin yiizeyel tabakalarindan derine penetre olmadig1 gosterilmistir (15).

Virus aymt zamanda makrofaj ve monositleri infekte etmekte ve onlarin
fonksiyonlarindan bazilarin1 engellemektedir (11).

Virusun iist solunum yolundan alt solunum yoluna yayilim mekanizmas1 tam olarak
acik degildir, virusun sekresyonlarin aspirasyonuyla ve/veya solunum epiteli boyunca direkt
olarak yayildigi diistiniilmektedir (11,15).

Bebeklerde alt solunum yolu belirtileri burun akintist bagladiktan 1-3 giin sonra
goriiliir. Brons ve bronsiollere yayilir. Alt solunum yollarinda viral titreleri saptamak giictiir.
Ancak otopsi ¢alismalarinda RSV pnomonisinde bronsiolite gére cok daha fazla RSV antijeni
tespit edilmistir (15).

Respiratory syncytial virus pnémotropik bir virus olmasina ragmen tam olarak bu
bolgeye smirli degildir. Siddetli RSV infeksiyonu olan immun yetmezlikli bebek ve

yetigkinlerde yapilan cesitli caligmalarda virusun bobrek, karaciger, miyokard gibi diger
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organlara yayildig tespit edilmis, fakat bu yayilim 6liimiin nedeni olarak diisiiniilmemistir.
Normal ¢ocuklarda ve bebeklerde infeksiyon siiresince viremi tanimlanmamasina ragmen
RSV antijenleri bazilarinin dolasimdaki MNH’inde (mononiikleer hiicre) ve viral genomik
RNA veya mRNA arteriyel kandaki hiicrelerde saptanmistir (11).

Heniiz cevaplanmamis ve onemli bir soru niye bazi bebeklerde siddetli alt solunum
yolu hastalign gelistigidir (82). Direkt virus aracili sitopatoloji RSV infeksiyonu
patogenezinde Onemlidir. RSV infeksiyonu epitelin ve silyali bronsiol epitel hiicresinin
yikimina neden olur. Bronsiollerde ve alveollerde eksudanin toplanmasimi kolaylastirir.
Kii¢iik bebeklerde bronsiollerin ¢apr kiigiiktiir, nekroz ve ddemle kolayca tikanir (11). Ancak
bu durum bu bebeklerin sadece kiiciik bir kisminda bronsiolit gelismesini a¢iklayamamaktadir
(82). Aragtirmacilar RSV bronsiolitinde maternal antikor diizeyleri yiiksek oldugu halde 2-6
aylik bebekler arasinda siddetli infeksiyonun goriilmesinde immunopatolojik mekanizmanin
rol aldigimi diistinmiislerdir (15). Antijen antikor kompleksinin klasik ya da alternatif
kompleman yolunu tetikleyerek ya da graniilositleri aktive ederek zedelenmeyi artirdigi
bilinmektedir (6).

Virusa 6zgii antikorlarin patojenik olusundan ziyade koruyucu olduguna dair bazi
goriigler vardir;

a) Yasamin ilk 5-6 haftasi siiresince siddetli RSV hastalig riski relatif olarak azdir.

b) Bazi prematiir yenidogan bebeklerde olciilebilir akut faz nétralizan antikorlarin
yoklugunda bronsiolit gelisir.

c)Virusun gobek kordon kanindaki diisiik antikor titre diizeylerinin siddetli RSV
hastaligiyla birlikteligi vardir.

d) Virusun nétralizan antikorlarinin deneysel hayvanlara ve yiiksek riskli bebeklere

parenteral uygulamasi RSV infeksiyonundan koruma saglar (11).
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PATOLOJI

Respiratory syncytial virus brongiolitinde siklikla epitelin nekrozu ile kiiciik hava
yollarinda submukozal 6dem, lenfositler, nétrofiller, eozinofiller, plasma hiicreleri ve
makrofajlarin peribronsiolar infiltrati vardir. Postmortem caligmalarda peribronsiolar
mononiikleer hiicre infiltratinin yogunlugu gosterilmistir. Tipik patolojik bulgular ilk olarak
kiiciik havayollarinda meydana gelir. Nekrotik epitelin dokiilmesi ve artan mukus sekresyonu
mukus plagina neden olur. Mukus plagi ve 6dem, asir1 havalanma ya da distal akciger
dokusunun kollapsina neden olur. Histolojik iyilesme genellikle 3-4 giinde olur, fakat silyal
epitel hiicreleri 2 hafta sonrasina kadar bulunmayabilir. Siklikla bronsiol duvarinda muskular
hipertrofi ile birlikte goblet hiicrelerinin sayisinda artis ve mukozal bez hipertrofisi vardir.
RSV pnémonisinde MNH’in interstisyel infiltrasyonu vardir. Infiltrasyon ¢ok daha yaygindir,

brons, alveol, bronsiolleri icerir (28).
IMMUN YANIT

DOGAL DIiRENC

Solunum yolu epitel hiicreleri RSV infeksiyonu i¢in hem basglica hedef hem de virusa
karst savunmanin basladigi ilk yerdir. (23). Inflamasyon siiresince lokotrienler salinir,
eozinofil degraniilasyonu olur ve epitelyal hiicrelerden sitokinler ve kemokinler salinir. Bu
giriinlerin ¢ogu inflamasyon yerine hiicrelerin toplanmasinda Onemlidir (55). Alveolar
makrofajlar da RSV’ye kars1 dogal direncte 6nemli rol oynarlar, immiin yanit1 diizenlerler ve
inflamatuvar sitokinleri salarlar (23).

Epitel hiicreleri tarafindan iretilen kollektinler arasinda siirfaktan A RSV’nin
temizlenmesinde onemli rol oynar. In vitro ¢alismalarda siirfaktan A’nin virusa baglandig1 ve
onu nétralize ettigi gosterilmistir. Makrofajlar ve MNH’lerin de siirfaktan A gibi RSV’nin

opsonizasyonunu ve TNF alfa tiretimini artirdig1 diistiniilmektedir (23).
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Notrofiller RSV bronsiolitinde havayollarinda baskin olan hiicrelerdir. RSV bronsioliti
siresince alinan lavajlarda iist solunum ve alt solunum yollarinin sirasiyla %93 ve %76’ sinin
notrofillerden ibaret oldugu bildirilmistir (6).

KAZANILMIS DIRENC

Hiicresel yamt

Hiicresel yanitin RSV’ nin temizlenmesinde 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (15).
Hiicresel immiinitesi baskilanmis cocuklarda uzamis ve siddetli RSV infeksiyonu goriiliir
(28). Immiin sistemi saglam bebeklerde infeksiyonu takiben 21 giin iginde virus sagilimi
durdurulur (15). Konjenital T hiicresi defektlerine sahip ¢ocuklarin infeksiyondan aylar sonra
bile akcigerlerinden virus sactiklar1 gosterilmistir (82). RSV ile infekte ¢ocuklarda RSV’ye
0zgii T lenfosit proliferatif yanit1 ortaya ¢ikar. CD4 ve CD8 T lenfositler viral replikasyonun
durdurulmasina yardim ederler. Bununla birlikte sitotoksik T lenfositlerin RSV hastaliginin
alevlenmesiyle de ilgili oldugu gosterilmistir. Sitotosik T lenfositlerin koruyucu ve hastalig
artiric1 etkileri arasinda ince bir ¢izgi vardir (28).

Salgisal yamt

Salgisal yanitin RSV hastaliginin konak yanitinda rol oynamasina ragmen koruyucu
olmadig1 aciktir.  Salgisal yamit primer infeksiyondan c¢ok, sonraki infeksiyona karsi
korumada onemlidir. Bebeklerde yiiksek titrelerde transplasental yoldan kazanilan antikorlar
bulunur. Bu bebeklerde RSV bronsioliti daha az siddetlidir (23).

Cocukta pnomoni, hirilt1 ya da bronsiolit olmadik¢a genellikle solunum salgilarinda
serbest IgE saptanamaz. Yasamin erken safhasinda cocuklarin ¢ogunda az miktarda IgE
dretimi goriiliir. RSV’ye 6zgii IgE yanmtinin siddetli hastalikla ve hiriltilli solunum ile

birlikteligi gosterilmistir (23,55).
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Virusa karst kazanilmis immiinite tam degildir ve kisa omiirliidiir. RSV ile primer
infeksiyonda bebeklerin %50’sinin nazal sekresyonlarda 3 giine kadar IgM, IgG, IgA
antikorlar iiretilir. IgM serumda birkag¢ giinden sonra bulunur, 2-3 hafta saptanabilir diizeyde
kalir. IgG antikorlar1 2 hafta icinde bulunur, 4 haftada pik yapar ve 1-2 ay sonra kaybolur
(28). Serum IgA antikor yanit1 IgG ve IgM’den birkag giin sonra meydana gelir. Serbest anti
RSV IgA infeksiyondan sonra 2-5 giin i¢inde goriiliir ve pik titreleri 8-13 giin arasin1 kapsar.
Nazofaringeal IgA cevabi 6 aydan biiyiik cocuklarda daha ¢oktur (55).

Reinfeksiyon serum antikor yanitimi artirir ve alt solunum yolu hastaligina karsi
koruyucu etkiye sahiptir (28). Lokal salgisal IgA’ nin iist solunum yolunda savunmada baslica
salgisal eleman oldugu disiiniilmektedir. IgG notralizan antikorlarinin ise alt solunum
yolunda koruyucu oldugu goriilmektedir. IgG konsantrasyonu her reinfeksiyonla artmaktadir
(65). Bebeklerde ve deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalarda RSV’ye 6zgii yiiksek titreli
notralizan antikorlar ile yapilan tedavinin siddetli RSV hastaligim azaltabildigi ama tam
olarak onleyemedigi tespit edilmistir. Yenidoganlar annelerinden yiiksek titrelerde notralizan
antikorlar alirlar, bu da ni¢in yasamin ilk 4 haftasinda RSV hastaliginin yaygin olmadigin
aciklamaktadir (28).

KLINIK

Respiratory syncytial virus cocuklarda iist solunum yolu infeksiyonunun en sik
nedenlerindendir. RSV infeksiyonunun klinik sekli yasa gore cesitlilik gosterir. Etyolojik
olarak 5 klinik sendromla baglantilidir; Hafif iist solunum yolu hastaligi, krup, trakeobronsit,
bronsiolit, pnomoni (36). Virus ayn1 zamanda orta kulak iltihabina da neden olur. RSV en
Oonemli orta kulak iltihab1 etkenlerinden biridir. RSV hastalikli her ii¢ ¢ocuktan birinde otitis

media gelisir (8,10).



21

Primer infeksiyon 6 ay ile 2 yas arasindaki ¢ocuklarda genellikle semptomatiktir ve
alt solunum yolu hastaligini icerir. Asemptomatik primer infeksiyon cocuklarda nadirdir.
(55). Reinfeksiyonlar genellikle biiyiik cocuklarda ve yetigkinlerde hafiftir (56). Ancak
yaslilardaki kis epidemilerinde ve immiin yetmezlikli transplantasyon hastalarinda siddetli
pnomoni gozlenebilir (82). Biiyiik cocuklarda tekrarlayan infeksiyonlar genellikle daha az
siddetlidir (55). Infeksiyon genellikle burun akintisi, Oksiiriik ve atesle karakterizedir.
Bronsiolit ve pndmoni ise hastaneye bagvurmayi gerektiren en yaygin klinik tablodur. Siddetli
hastalik tablosuyla hastaneye yatirilan bebeklerde genellikle prematiirite, konjenital kalp
hastalig1, bronkopulmoner displazi gibi altta yatan bir risk faktorii vardir. Takipnenin varligi,
gbdgiis duvarinda c¢ekilme, duyulabilir hirilti, beslenme gii¢ligii alt solunum yolu
infeksiyonunu diisiindiiriir. Tipik olarak oksiirilk ve burun akintis1 basladiktan birka¢ giin

sonra gelisir (10).
KOMPLIKASYONLAR

Akciger dis1 belirtiler siddetli RSV infeksiyonlu mekanik ventilasyona alinmis
bebeklerde yaygindir. Yasami tehdit eden bu belirtiler apne, solunum yetmezligi, epilepsi,
ventrikiiler tasikardi ve fibrilasyon, kalp blogu, perikardiyal tamponad olabilir. RSV ile
infeksiyonda hiponatremi yaygindir, uygun destek tedavisinin yapilabilmesi i¢in takibi
gereklidir (83).

RSV infeksiyonu nedeniyle hastaneye yatirilan bebeklerde yapilan bir caligmada
bebeklerin %60’1nda solunum yolu, %41’inde infeksiyoz, %19’unda elektrolit dengesizligi,
%9’ unda kardiyovaskiiler sistem ile ilgili komplikasyonlar gelismistir (83).

Hastaneye yatirilan ¢ocuklarda yapilan ¢aligmalarda RSV infeksiyonunu takiben ¢ok
diisiik bir risk olmasina ragmen bakteriyel pndmoni komplikasyon olarak gelisebilir. Fakat

yaslilarda %30 oraninda sekonder bakteriyel infeksiyon olabilir (63).
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Ani bebek oliimii sendromu (SIDS) ile RSV infeksiyonlari arasinda onemli bir
birliktelik oldugu gosterilmistir (8). SIDS’den dlen bebeklerin %25’inin akcigerlerinde RSV
gosterilmis ancak SIDS’de RSV ’nin rolii tam olarak anlagilamamuistir (55).

RSV’nin neden oldugu siddetli pulmoner infeksiyon sonrasi bazi ¢ocuklarda akciger
fonksiyon bozuklugu gelisebilmekte ve astim hastaligina yatkinlik olabilmektedir (82).

Saglikli ¢cocuklarda primer RSV infeksiyonunun mortalite oraninin %0.005-%0.020
arasinda oldugu, hastaneye yatirilan ¢cocuklarda ise mortalite oraninin %1-%3 arasinda oldugu
tahmin edilmektedir (55). Modern yogun bakim {initelerinde bu oran % 0.3-1’e kadar
indirilmistir (11). Risk faktorlerini tasiyan ¢ocuklarda ise mortalite orani1 yiiksektir (55). RSV
ile infekte olan immun yetmezIlikli ¢ocuklarin ve yetigkinlerin yaklasik %50’sinde pnémoni
gelisir ve buna bagli olan mortalite oran1 da %20-80 arasinda degisir (63). Konjenital kalp
hastalikli ve pulmoner hastalikli bebeklerde 1970’li yillarda mortalite oran1 %40’lara
ulasirken bu oran giiniimiizde uygun destek tedavisinin verilmesiyle %3-4’lere indirilmistir
(11).

TANI

Respiratory syncytial virus infeksiyonlarinin tanisi klinik goriiniim ve mikrobiyolojik
testlerle yapilmaktadir. Kesin tan1 laboratuvar yontemlerine baghidir (11). RSV nin tanisinda
baslica laboratuvar yontemi solunum sekresyonlarinda virusun saptanmasidir. Bu testlerin
hepsi bebeklerde daha duyarhdir, ciinkii bebekler yetiskinlerden daha uzun siireli ve yiiksek
konsantrasyonda virus bulundururlar (10). Yetiskinlerde virusun titresi diisiiktiir ve saptamak
giictiir (4).

Virus izolasyonu

Klinik 6rnek olarak siklikla nasal sekresyonlar kullanilmaktadir. Izolasyon icin ya da

antijen saptama i¢in nazofaringeal aspirat (NPA) ya da yikama Ornekleri siiriintii
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orneklerinden daha iyi duyarliliga sahiptir (4,24). Bu ornekler klinik belirtiler bagladiktan
sonra 3-4 giin i¢inde toplanmalidir (4). NPA alimi invazivdir, agrilidir, 6zel ekipman
gerektirir, nasal siiriintii (NS) ise daha az agrilidir fakat duyarliligl diisiiktiir. Yapilan bir
caligmada NPA’da RSV pozitif bulunan olgularin iigte birinde NS ile RSV saptanamamus,
buna bagli olarak NPA 6rneklerinin virus izolasyonunda daha duyarh oldugu tespit edilmistir
(40).

Hiicre Kiiltiirii

RSV’nin tanisinda altin standart nazofaringeal sekresyonlardan yapilan hiicre
kiiltiirtinde virusun izole edilmesidir (77). Kiiltiir bebeklerde yiiksek duyarhilikta ve 6zgiildiir.
Uygulamadaki problemlerden dolayi kullanimi sinirlidir. RSV yapisal olarak degisken bir
virus oldugu i¢in, klinik 6rnekler buz iizerinde tasinmali ve hizla hiicre kiiltiiriine inokule
edilmelidir. Orneklerin transportu sirasinda aktif virusun %350’sinin kayboldugu tahmin
edilmektedir (10,77). Ayrica semptomlarin baslangicindan sonra en fazla 3-4 giinde virusa
ozgiil salgisal IgA ile olusan antijen antikor kompleksi siiriintii 6rneklerinde standart hiicre
kiiltiirti yontemi ile virusun izole edilmesini engellemektedir (12). Hiicre kiiltiirii yontemleri
genellikle yavastir (77). Uygun hiicre kiiltiiriinde tipik sitopatik etki 3-7 giinde gozlenir, fakat
bu siire daha fazla uzayabilmektedir (24).

Insan epitel hiicreleri (Hep-2), insan akciger fibroblast hiicreleri (WI-38 ve MRC-5)
ya da primer maymun bobrek hiicreleri (RMK), RSV’ yi saptamak icin kullanilan uygun
hiicre kiiltiirleridir (77).

Shell vial yontemi

Standart tiip kiiltiirii sonuclarinin elde edilmesi uzun siirdiigii i¢in bir¢ok viroloji
laboratuvarinda solunum yolu etkenlerinin izolasyonunda 1985 yilindan beri shell vial

(santrifiijle kiiltiir) yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde iginde 6zel bir lam iceren diiz
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tabanli tiipler kullanilir. Lamlar iizerinde iiretilmis hiicre kiiltiirlerine ekilen ornekler diisiik
hizda santrifiij edilir ve 37°C’de inkiibasyona birakilir. 24-48 saat inkiibasyon sonrasi lamlar
cikarilarak infekte hiicrelerdeki viral antijenler 0zgiil monoklonal antikorlarla
immiinofloresan ya da immiinoperoksidaz yontemiyle boyanir. Bu sekilde viruslarin sitopatik
etki olusturmasinmi beklemeksizin hiicre icinde olusan viral proteinler saptanabilir (7,11).
Standart hiicre kiiltiirii ve antijen saptama yontemleriyle shell vial yonteminin karsilastirildig
calismalarda bu yontemin duyarliign % 78-94, ozgiilliigii. %96-98 olarak bulunmustur
(35,45,50,67). Kullanilan hiicre kiiltiirii, virusun canliligi, kullanilan monoklonal antikorlar
gibi faktorler yontemin duyarliligini etkileyebilir (67).

Hizli yontemler sekresyonlarda niikleik asitin ya da viral antijenin saptanmasini
icermektedir (11).

Antijen saptama

Bebeklerin solunum sekresyonlarinda antijen saptanmasinda en c¢ok kullanilan
yontemler IFA veya EIA’dir. Cesitli ticari kitleri mevcuttur (10). Nazal 6rneklerde antijenin
saptanmasi yaglilarda ve immun yetmezlikli kisilerde duyarlilig1 diisiik bir yontemdir (27).

IFA’nin direkt (DFA) ve indirekt (indirekt IFA) olmak iizere iki fakli uygulama sekli
vardir. DFA yonteminde epitel hiicreleri floresan isaretli RSV’ye 06zgii monoklonal
antikorlarla muamele edilir ve mikroskopta incelenir. EIA’de virusa 6zgii enzimle isaretli
antikorlarla yakalanan antijen saptanir (11).

IFA’nin duyarliligi cesitli kaynaklara gore %57-93 arasinda degismektedir (16,21).
EIA yoOnteminin duyarliligl ise %40-75 arasindadir (1,37). Her iki yOntemin avantaj ve
dezavantajlart vardir. DFA testinin degerlendirilebilmesi i¢cin deneyimli personel ve incelenen
klinik ornekte x400’liik biiyiitmede en az {i¢ epitel hiicresinin bulunmas1 gerekmektedir. Bu

yontemde hiicre kiiltiirtindeki canli virus gerekliligi olmadigi icin, test Ornek taginmasi
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sirasinda olusabilecek ortamin 1s1 farkliliklarindan etkilenmez. Hiicre kiiltiiriine gore daha
hizli sonug alinir (12).

EIA testinde, DFA testinde oldugu gibi epitel hiicresinin yeterli sayida olup olmadigi
gozlenmez, ciinkil epitel hiicresinin saglam olmasit gerekmez, hiicre disgindaki antijen
tanimlanabilir. Bu nedenle test, 6rnegin taginmasi sirasinda olusabilecek olumsuz kosullardan,
dondurma ve ¢ozme gibi islemlerden etkilenmez. Cok sayida ornek aym anda ¢alisilabilir.
Sadece tek bir etiyolojik ajan saptanabilir (12).

Molekiiler yontemler

Molekiiler yontemlerin solunum yolu viruslarinin saptanmasinda kullanimi diger
viruslara gore geride kalmistir. Fakat hiicre kiiltiiriiniin altin standart olarak kabul edilmesine
karsilik uzun zaman almas1 ve antijen saptama yontemlerinin duyarliligiin diisiik olmasi gibi
olumsuzluklar nedeniyle molekiiler yontemler son yillarda dnem kazanmistir (12,33).

Molekiiler yontemlerin hiicre kiiltiirii ve antijen saptama yontemleriyle karsilastirildig
cesitli caligmalarda molekiiler yontemlerin duyarlilik ve 6zgiillikklerinin klasik yontemlerden
daha yiiksek oldugu gosterilmistir (21,31,32,60).

Solunum yolu viruslarinin molekiiler yontemlerle saptanmasinda niikleik asit cogaltma
yontemleri kullanilmaktadir. Niikleik asit ¢ogaltma yontemleri her tiirlii hasta 6rneginin tan
amaciyla kullanilabilmesi ve o©rnek icindeki c¢ok diisik miktardaki mikroorganizmay1
saptayabilme avantajlarina sahiptir. Niikleik asit cogaltma yontemlerinden en cok kullanilani
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) dur. PZR, niikleik asitlerin in vitro olarak replikasyonunun
gerceklestirildigi, bu amagla kisa oligoniikleotid primerler ve 1s1ya dayanikli DNA polimeraz
enziminin kullanildigi, hedef DNA’nin belirli uzunluktaki bir bolgesinin cogaltildig test tiip
sistemidir. Bu yontemle bir DNA pargasi kisa siirede milyon defa kopyalanabilir. Eger

ormekte TRNA ya da mRNA arastirilacaksa ters transkriptaz (TT) enziminin kullamlarak
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RNA’nin DNA’ya cevrildikten sonra DNA’daki hedef bolgenin ¢ogaltildigi TT- PZR yontemi
kullanilir (11,17).

RSV ’nin tanisinda siklikla kullanilan PZR teknikleri;

a) Nested TT-PZR,

b) Multiplex TT-PZR ,

¢) Ger¢ek zamanh TT-PZR’dir.

Nested TT-PZR iki asamali ¢ogaltma yontemidir. Bu yontemde iki tane dis primer
kullanilarak hedef molekiil iizerinde uzun olan bir bolge cogaltilmaktadir. Daha sonra bu
tiipten alinan O6rnekteki DNA’nin daha kisa bir boliimii i¢ primerlerle ¢cogaltilmaktadir. Bu
yontemle ornekte tek bir hedef DNA molekiilii bulunsa bile iki asamali ¢ogaltildigr i¢in ¢ok
sayida DNA elde edilmekte ve testin duyarlilifi artmaktadir. Fakat bu yontem iki basamakl
oldugu i¢in zaman alicidir ve kontaminasyon riski vardir (33,54).

Multiplex PZR yonteminde klinik Ornekte bulunabilecek her mikroorganizma igin
ozgiil olan primerler kullanilarak birden fazla viral etken tek bir tiip icinde ayni anda
saptanabilmektedir (17). Multiplex reaksiyonda kullanilan primerlerin benzer baglanma
1silarina sahip olmalar1 ve dimerizasyondan kaginmak igin birbirlerini tamamlayic1 6zellikte
olmamalar1 6nemlidir. Bu yontemde tiipte paralel olarak gerceklestirilen tiim reaksiyonlar
substratlar icin yarismaya girer. Bu, Ozellikle diisilk kopya sayili kaliplarin ¢ogalmasini
engelleyebilir, bu da yontemin duyarliligini azaltmaktadir (29).

Gercek zamanli PZR yontemi ise DNA’nin amplifikasyonu ile es zamanli artis
gosteren floresan sinyalin ol¢iilmesi esasina dayanir. Giiniimiizde ticari olarak gelistirilmis
gercek zamanli PZR sistemleri bulunmaktadir. Bu sistemlerde PZR {iriinii olusumunu
gozlemlemek i¢in ¢esitli floresan yontemleri kullanilmaktadir (TagMan probu, hibridizasyon

probu, molekiiler yonga, Sybr Green 1 v.b...) (34).
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Gergcek zamanli TT-PZR yonteminin hiicre kiiltiirii ve diger molekiiler yontemlere
gore Ustlinliikkleri vardir. Klasik PZR testlerinde genellikle iic bazen dort asamada
gerceklestirilen testler gercek zamanli PZR’de iki asamada yapilmaktadir. Bu nedenle 1 giin
icerisinde sonu¢ vermektedir. Fakat diger PZR yontemlerinde bu siire en erken iki bazen ii¢
giine uzayabilmektedir (34). Klasik PZR’1in aksine bu yontemle floresanla isaretli PZR
iriinleri olusur, siklus siiresince Ol¢iiliir ve kaydedilir. Bu, zaman kaybettiren PZR sonrasi
islemleri (jel elektroforezi, blotting ve hibridizasyon v.s) elimine eder. Bu da yontemin hizini
artirmakta ve ¢ogaltma islemi kapali tiip sistemi igerisinde gerceklesti§inden kontaminasyon
olasiligin1 azaltmaktadir (12). Ayrica reaksiyon tiipii i¢inde iki ya da daha fazla floresan boya
isaretli prob kullanilmasi daha 6zgiil bolgelerin tanimlanmasim saglamaktadir (34). Ayni
zamanda gercek zamanli PZR yonteminde bulunan otomatik veri analizi kullanicinin
subjektifligi ortadan kaldirmaktadir (32).

Serolojik Yontemler

Serolojik calismalar daha ¢ok epidemiyolojik arastirmalarda kullanilmaktadir. Teshis
amaciyla kullanilmamaktadir. Yeterli diizeyde antikor yaniti normal olarak meydana
gelmemektedir. (82). Bebeklerde alternatif testlerin duyarliliklarindan dolayr kullanimi

yaygin degildir (10).
TEDAVI

RSV infeksiyonu i¢in tam olarak 6zgiil bir tedavi yoktur (79). Siddetli RSV
hastaliginin tedavisi destekleyicidir. Sekresyonlarin mekanik olarak cikarilmasi, bebege
uygun pozisyon verilmesi, oksijen destegi, cok siddetli durumlarda mekanik ventilasyon
uygulanabilir. Bronkodilatorler biiyiik bebeklerde hirilti varsa kullanilabilir. Kortikosteroid
kullanimi etkinligini gosteren yeterli veri olmamasina ragmen antinflamatuar olarak

kullanilabilir (11).
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Tedavide sadece hastanede yatan bebeklerde genis spektrumlu bir antiviral ve sentetik
bir guanozin analogu olan aerolize ribavirin kullanilabilir (27). Ribavirin cesitli
mekanizmalarla viral replikasyonu dnlemekte, hastaligin siddetini ve siiresini diisiirmekte ve
akcigerlerdeki virus titresinde azalmaya neden olmaktadir (18,82). Bununla birlikte klinikte

kullanimi sinirhidir. Ciinkii pahalidir ve klinik sonug iizerine etkisi tartigsmalidir (27).
KORUNMA

Respiratory syncytial virus tiim diinyada asi gelisimi i¢in en 6nemli patojenlerden
birisi olarak sayilmaktadir (11).

Uygun RSV asist ¢esitli problemlerden dolay1 heniiz gelistirilememistir (15). Yillar
once formalinle inaktive edilmis deneysel bir RSV asis1 cocuklarda test edilmistir.
Bagisiklanan c¢ocuklar daha sonraki epidemi sirasinda RSV ile Kkarsilastiklarinda
bagisiklanmayanlara gére daha siddetli bir alt solunum yolu hastaligina maruz kalmiglardir.
Bu hastaligin mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir, bu nedenle biitiin inaktive asilarin
ayni etkiyi yapabilecegi diistiniilmiistiir (79,82)

Iki bilyiik grup icinde yer alan birgok antijenik susa karst koruyucu olabilecek bir
asinin gelistirilmesi amaglanmigtir. Alt {inite, polipeptid ve canli ateniie agilar gelistirilmistir
(27).

Alt iinite asilar 1993-1998 yillar arasinda gelistirilmistir. Alt {inite asilarin baslica
hedefi G ve F proteinleridir. Klinik c¢aligsmalarda alt iinite asilardan piirifiye fiizyon proteini
(PFP) asilan1 denenmistir (PFP-1, PFP-2, PFP-3) Emniyetli ve genellikle immunojenik oldugu
gosterilmistir. Polipeptid as1 olan BBG2Na’nin ise farede immunojenik oldugu goriilmiis
fakat insanlarda calisma yapilmamistir. Inaktif asilardan sonra 1997-2000 yillar1 arasinda

canl ateniie asilarla ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Canli ateniie agilar 1s1ya duyarh ya da soguk
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pasaj mutantlarindan olusmaktadir. Insanlarda yapilan ¢alismalarda yetiskinlerde etkili oldugu
ancak cocuklarda virulan ya da zay1f etkili olabilecegi, stabil olmadig1 gosterilmistir (27).

As1 gelisimine yonelik calismalara devam edilmektedir (15,24). Ancak giivenli bir
RSV asisinin hedef kitlesi bebekler ve kiiciik ¢ocuklar oldugu ve bu kadar erken bir yasta ve
maternal antikorlarin varliginda yeterli immiin yanit1 elde etmenin zor oldugu bildirilmektedir
(82).

Yiiksek riskli hastalara notralizan antikorlart igceren pasif immiinoprofilaksi
uygulanmasi siddetli RSV hastaligim1 6nleyebilir (79). Erken dogmus veya immiin yetmezlikli
bebeklerde koruma icin RSV’nin fiizyon proteinine karsi gelistirilmis monoklonal antikorla
(Palivizumab) pasif bagisiklama yapilabilir. Bu bebekler ve kronik akciger hastaligi bulunan
cocuklar1 korumak i¢in kullanilacak hiperimmiinglobulinler (Respigam) de vardir (79).

Calisan personel tarafindan gerceklestirilen nozokomiyal bulasin en aza indirilmesi
i¢in ellerin yikanmasi, Onliikk giyilmesi, eldiven kullanilmasi hatta maske kullanimi gibi

konularda personel bilgilendirilmelidir (82).
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GEREC VE YONTEM

GEREC

Laboratuvar araclar

Otoklav (Hirayama, Japonya)

Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya)

Derin dondurucu, -20°C (Bosch, Almanya)

Buzdolab1 (Philco, Tiirkiye)

Giivenlik kabini (Metisafe, Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye)

10, 100, 1000 pl’lik mikropipetler (Gilson, Fransa)

Distile su cihaz1 (Seralpur PRO 90C)

Manyetik karistirict (Jenway 1000, hotplate& Stirrer, Ingiltere)
Mikropipet uglar1 (CLP; ABD)

Mikrosantrifiij (Heraeus, Almanya)

0.2-0.5-1.5 pl’lik ependorf tiipler (Greiner Bio-One, Almanya)

Kuru 1s1tic1 blok (Thermolyne, ABD)

Hassas terazi (Shimadzu, Japonya)

pH metre (Fisher Scientific, ABD)

Vorteks cihazi (VELP, Scientifica, 1talya)

Gene Amp 5700 Sequence detection system (Applied biosystems, ABD)
RNA eldesinde kullanilan kit ve kimyasallar

High Pure Viral Nucleic Acid Isolation kit (Roche, Almanya)
Robo-gene Real time PCR kiti ( Roboscreen-The Bio Quantification Company,

Almanya)



31

Sodyum kloriir (NaCl) ( AppliChem, Almanya)
Potasyum kloriir (Merck, Almanya)

Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,4) (Merck, Almanya)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4) (Merck, Almanya)
%100 etanol (Kimetsan, Tiirkiye)

Glasiel asetik asit (Sigma, Almanya)

Sodyum hidroksit, NaOH (Merck, Almanya)

YONTEM

Calisma grubu: Ekim 2005-Mayis 2006 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Sagligt ve Hastaliklar1 boliimii Yenidogan ve Siit Cocugu
servisleri ile Yogun Bakim Unitesine alt solunum yolu infeksiyonu tanisiyla yatirilan 0-2 yas
grubundaki 41’1 erkek (%59.4), 28’1 kiz (%40.6) olan 69 cocuk calisma grubuna alindi.

Orneklerin toplanmasi: Calisma grubundan nazofaringeal aspirat (NPA) 6rnekleri
hizla transfer edilmek kosuluyla toplandi. Gelen her 6rnege 1ml PBS (phosphate buffered
saline) eklenerek vortekslendi ve ornekler calisma zamanina kadar -86°C de saklandi.
Ornekler semptomlar bagladiktan sonra 1-20 giin ortalama 5.5 giin sonra alind.

Kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

PBS:

8 gr NaCl

0.2 gr KCl1

1.15 gr Na,HPO,

0.2 gr KH2P04
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Bir litre distile su i¢inde eritildikten sonra pH metrede pH 7.4 olacak sekilde ayarlandi
ve otoklavda steril hale getirildi. Hastalardan 6rnek aliminda kullanilmak iizere + 4°C’de
saklandi.

RNA saflastirilmasi

Hazirhk:

RNA saflagtirnlmasi i¢in High Pure Viral Nucleic Acid Isolation kit protokolii
uygulandi. Bu protokole gore kitin icinde bulunan inhibitér uzaklastirici tampon’a 20 ml,
yikama tamponuna ise 40ml %99,5’luk etanol eklendi.

Viral niikleik asit izolasyon yontemi:

1) 1.5 mI’lik ependorf tiipe 200ul baglayict tampon ( 6M guanidine HCI, 10 mM urea,
10 mM tris - HCI, %20 triton-x 100, pH 4.4), 50ul proteinaz K, 4ul poly A ve 200ul hasta
ornegi eklendi. Vorteks yardimiyla karistirilarak spin santrifiij yapilda.

2) Kuru 1sitic1 blokta 72°C de 10 dk inkiibe edildi.

3) Spin santrifiij sonrasinda 6rneklerin iizerine 100 pl baglayici tampon eklendi.

4) Vorteks ve spin santrifiij sonrasi biitiin karisim filtreli tiiplere aktarildi.

5)8000rpm’de 1dk santrifuj sonras alttaki toplama tiipleri atilarak filtreler yeni tiiplere
yerlestirildi. 500ul inhibitor uzaklastirict tampon (5M guanidine HCl, 20mM Tris-HCI1 , pH
6.6) eklendi.

6)8000rpm de 1 dk santrifiij sonras: filtreler yeni tiiplere aktarildi ve 450ul yikama
tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris- HCI pH 7.5) eklendi.

7) 8000 rpm’de 1dk santrifiijiin ardindan yikama islemi tekrar edildi. 13000 rpm’de 10
saniye tutularak kalan alkoliin uzaklastirilmasi saglandi.

8) Ependorf tiiplere aktarilan filtrelere S0ul ¢oziicii tampon (H,O Sterile, DNA’se

RNA'’se free) eklenerek RNA’ lar elde edildi.
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DNA’nin ¢ogaltilmasi:

RNA’larin DNA’ya cevrilerek cogaltilmas: icin Robo-gene Real time PCR Kkiti
kullanildi.

Kitin igerisinde;

)RSV reagent mix

2)RSV A reverse primer

3)RSV A forward primer

4)RSV A Taq Man prob (5’FAM/3’TAMRA)

5)RSV B reverse primer

6)RSV B forward primer

7) RSV B Taq Man prob (5’JOE/3’TAMRA)

FAM:6-karboksifloresein

TAMRA: 6-karboksi-tetrametil-rodamin

JOE: 2’, 7’-dimetoksi-4’,5’-dikloro-6-karboksifloresein

RSV A ve RSV B’yi tespit edebilmek icin 2 ayr1 reaksiyon karigimi hazirlandi.

a)18.5 ul RSV reagent mix, 0.5 ul RSV A reverse primer, 0.5 ul RSV A forward
primer, 0.5 ul RSV A Taq man prob kullanilarak RSV A i¢in reaksiyon karigim1 hazirlandi.

b) 18.5 ul RSV reagent mix, 0.5 ul RSV B reverse primer, 0.5 pl RSV B forward
primer, 0.5 ul RSV B Taq man prob kullanilarak RSV B i¢in reaksiyon karigsimi1 hazirlandi.

c) Her ornek i¢in iki ayn reaksiyon karisimu tiiplere 20’ser ul dagitildi.

d) Uzerlerine 5’er pl drnek eklendi, kapaklari kapatild: ve cihaza yerlestirildi.

e)Hedef DNA’nmin amplifikasyon ve PZR {iiriinlerinin goriintiilenmesi icin Gene Amp

5700 Sequence Detection System cihazi kullanildi.
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f) RSV A ve RSV B icin testin calisip ¢alismadigint kontrol etmek ve sonuclari
degerlendirmek amaciyla birer adet pozitif kontrol, kontaminasyon olasiligina karsilik birer

adet negatif kontrol kullanild1.

TABLO III : PZR’DE KULLANILAN ISI DONGUSU PROGRAMI

Sicaklik (°C) 42 95 60
Siire (dk:s) 60:00 10:00 00:15 01:00
Dongii sayist - - 45

Verilerin degerlendirilmesi;

Robo-gene Real time PCR kiti Taq Man prensibi ile calismaktadir. TagMan
sisteminde 5’ ve 3’ uclarindan florokrom maddelerle isaretli prob kullanilmaktadir. Probun 5°
ucunda isaretletici florokrom ( FAM/JOE), 3’ ucunda ise baskilayici florokrom (TAMRA)
bulunmaktadir. Prob tek sarmal hale getirilen hedef molekiil iizerinde, primerlerin baglanma
bolgesinin arasinda kalan yere baglanir.

Prob-hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece florokrom maddenin
sinyal olusturmasi, 3’ uctaki baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin
hedef niikleik asite baglanmasimi takiben baglatilan primer uzamasi probun baglandig
noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in Taq DNA polimeraz enzimi 5°-3’
niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ucgtan yikmaya baglar. Boylece isaretletici florokrom
serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her dongiide PZR iiriin miktar1 arttik¢ca, floresan
miktar1 da artmakta ve olusan bu sinyal Olciilmektedir. Her siklusta iiretilen amplikon

miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir (17).
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Calismanin sonunda RSV A ve RSV B’nin pozitif kontroller i¢in belirlenen floresan

1s1ma miktar esas alinarak ornekler pozitif ya da negatif olarak degerlendirildi.

0.1 e

Realksivon
[
=

.

1 3 5 7 9 41 A3 A5 AT 19 21 23 25 27 20 31 33 35 3T 30 41 43 45

0.001

Dingii sayis1
— Megatf kontrol
EZV B pootf kontrol
ESWV A pomtf érnek
E=V A poatf kontrol

SEKIL 6: RSV pozitifliginin GeneAmp 5700 SDS cihazindaki goriintimii

Istatistiksel analiz;
Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde Windows i¢in SPSS 11,5 programi
kullanildi. Oranlarin Kkarsilastirmali istatistiksel analizinde Pearson Ki-kare ve Fisher’in exact

testleri kullanildi. p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 69 hastadan elde edilen nazofaringeal aspirat Orneklerinde
RSV pozitifligi % 56.5 iken, % 43.5’1 RSV negatif olarak saptanmistir. RSV pozitifliklerinin

% 84.5’inin RSV A, % 15.5’inin ise RSV B’ye ait oldugu oldugu tespit edilmistir.

1-Yas ve cinsiyet dagilimi:
Yas gruplaria gore cinsiyet dagilimi Tablo IV’de gosterilmistir.

Tablo IV: Yas gruplarina gore cinsiyet dagilim

n (%) Toplam <1 ay 1-3ay 3-6ay 6 ay-2 yil
ERKEK 41(100) 6(14.6) 12(29.3) 12(29.3) 11(26.8)
KADIN 28(100) 5(17.9) 13(46.4) 7(25) 3(10.7)
Toplam 69(100) 11(16) 25(36.2) 19(27.5) 14(20.3)

Calismaya dahil edilen hastalarin %59.4’ii erkek cocuklar (41 hasta) ve % 40.6’s1 kiz cocuklar
(28 hasta) olup, erkeklerin % 58.5’inde (24/41 hasta) ve kizlarin ise % 53.6’sinda (15/28
hasta) RSV (A veya B) pozitif olarak tespit edilmistir. Her iki cinsiyette RSV sikliklari
olduk¢a yakin olup aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmamistir (p= 0.68)

2- Klinik tanilara gore RSV dagilim:

Calismaya dahil edilen hastalarin klinik tanilar1 siklik sirasina gore incelendiklerinde
pnomoni % 59.4 (41 hasta), bronsiolit % 31.9 (22 hasta), respiratuvar distress sendromu
(RDS), %4.3 (3 hasta) ve astim % 4.3 (3 hasta) oraninda goriilmektedir. Tanilara gore RSV

dagilimlan ise Tablo V’de verilmistir.
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Tablo V: Tanilara gore RSV dagilimlar

n (%) Pnomoni Bronsiolit RDS Astim
RSV A 20 (48.8) 13 (59.1) 0 0
RSV B 5 (12.2) 1 4.5) 0 0
Negatif 16 (39) 8 (36.4) 3 3
TOPLAM 41(100) 22 (100) 3 (100) 3 (100)

Tablo V’de goriildiigii iizere RSV sadece pnomoni ve bronsiolit tanili hastalarda tespit edilmis
olup RDS ve astiml1 hastalarin hi¢ birinde RSV pozitifligi saptanmamustir.

3-Risk Faktorleri:

Calismaya dahil edilen hastalar risk faktorleri acgisindan incelendiklerinde prematiir
dogum hastalarin % 3’iinde (2 hasta) ve konjenital kalp hastaliklar1 hastalarin % 13’iinde (9
hasta) bulunurken hastalarin % 84’iinde herhangi bir risk faktdrii bulunmamistir. RSV (A
veya B) pozitif ve negatif hastalar 2 gruba ayrilarak incelendiginde RSV pozitif hastalarin %
15.4’tinde (6/39 hasta), RSV negatif hastalarin ise % 16.7’sinde (5/30 hasta) risk faktorii
bulunmustur. Hastalar RSV A acisindan incelendiklerinde, RSV A pozitif hastalarin %
15.2’sinde (5/33 hasta) , RSV A negatif hastalarin ise % 16.7 sinde (6/36 hasta) risk faktorii
gosterilmistir. Aymi sekilde, hastalar RSV B acisindan incelendiklerinde, RSV B pozitif
hastalarin % 16.7’sinde (1/6), RSV B negatif hastalarin ise % 15.9’unda (10/63 hasta) risk
faktorii gosterilmistir. RSV (A veya B), RSVA ve RSV B pozitif ve negatif hastalarda risk
faktorleri sikliklart agisindan gozlenen bu farklar istatistiksel agidan anlamli olarak

saptanmamistir( p degerleri sirasi ile 0.88, 0.86 ve 0.66) (Grafik 1).



39

20%-

O Risk var
B Risk yok

10%+

5%

RSV(A veya B) RSV A RSV B

p: 0.88 p= 0.86 p= 0.66.

Grafik 1: Risk faktorlerinin goriilme sikhiklar:

4 - RSV A ve RSV B’nin yas gruplarina gore dagilimlari: Calismaya dahil edilen
69 hastanin 30 tanesinde (% 43.5) RSV A ve B negatif, 33 tanesinde (% 47.8) RSV A pozitif
ve 6 tanesinde ise ( % 8.7) RSV B pozitif olarak saptanmistir

RSV A ve RSV B’nin yas gruplarina gére dagilimlart Tablo VI’da gosterilmistir.

Tablo VI: RSV A ve RSV B'nin yas gruplarina gore dagilimlari

n(%) Toplam <1 ay 1-3ay 3-6ay 6 ay-2 yul
RSV A 33 (100) 8(24.2) 11(33.3) 9(27.3) 5(15.2)
RSV B 6(100) 1(16.7) 3(50) 2(33.3) 0(0)

Toplam 39(100) 9(231) 14(35.9) 11(28.2) 5(12.8)
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Yas gruplar ilk 6 ay ile 6 ay ve sonrasi olarak 2 grupta incelendiginde (Grafik 2); 6
ayliktan kiiciik cocuklarda RSV A goriilme sikligi %50.9 (28/55 hasta) iken, 6 aylik ve iizeri
cocuklarda RSV A goriilme sikligit % 35.7 (5/14 hasta) olarak saptanmistir. RSV B i¢in 6
ayliktan kiigiik ¢ocuklarda goriilme sikligt % 10.9 (6/55 hasta) iken 6 aylik ve iizeri
cocuklarda RSV B pozitifligine rastlanmamistir (0/55 hasta). Hem RSV A hem de RSV B
pozitiflikleri ilk 6 ay icerisinde daha sik olmakla birlikte aradaki gozlenen bu farklar
istatistiksel acidan anlamli bulunmamistir. P degerleri ilk 6 ay ve sonrasi icin sirasi ile 0.47 ve
0.33 olarak bulunmustur (Grafik 2). Ayrica 6 ay Oncesinde ve sonrast RSV pozitifligi
acisindan incelendiginde, 6 aydan kiiciik cocuklardaki RSV pozitifligi % 61.8 (34/55 hasta), 6
aydan biiyiikk cocuklarda ise % 35,7 (5/14 hasta) olarak saptanmis olup aradaki fark

istatistiksel acidan anlamli bulunmamistir (p= 0.130).

60%+

50%-/

40%-+

ORSV A
EBRSVB

30%

20%

10%+

0%-
>6 ay 6 ay-2 yas

p= 0.47 p=0.33

Grafik 2: RSV A ve B nin ilk 6 ay ve sonrasinda goriilme sikliklari
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5-Mevsimsel Ozellikler:

Elde edilen 6rneklerin mevsimsel olarak dagilimlari incelendiginde Orneklerin kis,
ilkbahar ve sonbaharda elde edildikleri izlenmektedir. Yaz mevsiminde caligmaya uygun
hasta olmadigindan, bu mevsimde 6rnek elde edilememistir. Mevsimlere gére RSV A ve B’

nin goriilme sikliklar1 Tablo VII’de verilmistir.

Tablo VII: Mevsimlere gore RSV A ve B'nin goriilme sikhiklar:

Pozitif hasta/toplam hasta KIS ILKB AHAR SONBAHAR
(goriilme sikh@1 %)

RSV A 10/22 (45.5) 20/43 (46.5) 3/4 (75)

RSV B 0/22 6/43 (14) 0/4

Tablo VII ’de goriildiigii tizere RSV A her iic mevsimde izlenebilmektedir. Ancak RSV B

sadece ilkbahar mevsiminde saptanabilmistir.
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TARTISMA

Solunum yolu infeksiyonlar1 insanlarda en sik goriilen hastalik tablosudur ve viruslar
da bu infeksiyonlarin en onemli etkenleridir. Solunum yolu infeksiyonuna neden olan viral
etkenler arasinda influenza A ve B, rhinovirus, adenovirus, RSV, parainfluenza 1,2,3
viruslar1 yaygindir ve solunum yolunun cesitli yerlerini infekte ederek farkli klinik tablolara
neden olmaktadirlar (31). En sik iist solunum yolu infeksiyonlar1 goriilmekte, ancak siklikla
bebeklerde, cocuklarda, yaslilarda, immun yetmezlik gibi risk faktorleri olan hastalarda
siddetli hastalik ve ¢esitli klinik komplikasyonlar gelismektedir (59).

Viral solunum yolu infeksiyonlar1 bebeklerde ve kiiciik ¢cocuklarda 6nemli morbidite
ve mortalite nedenidir. Bu yas grubunda bir¢ok virusun solunum yolu infeksiyonuna yol
acmasina karsilik RSV en Onemli viral etkendir (59). Tim diinyada bebeklerde ve kiiciik
cocuklarda bronsiolit ve pndomoni gibi siddetli alt solunum yolu infeksiyonunun en sik
nedenidir (11,66). Bronsiolit ve pnomoni genellikle kendi kendini sinirlayan bir hastalik
olmasina ragmen bebeklerde hastaneye yatis1 gerektirecek kadar onemli komplikasyonlara
neden olabilir. RSV infeksiyonu nedeniyle takip edilen bebeklerde yapilan bir ¢alismada
bebeklerin %79’unda bir ya da daha fazla komplikasyonun gelistigi tespit edilmistir (83).

Freymuth ve ark. cocuklarin nazal aspirat 6rneklerinden solunum yolu viruslarinin
arastirilmasina yonelik yaptiklart bir calismada %43.6 orami ile RSV’yi en sik viral etken
olarak saptamislardir. Bunu %31.8 oraniyla rinovirus, %8.8 oramiyla influenza virusu, %4.4
oraniyla metapndmovirusun izledigini belirtmislerdir (20).

Hong Kong’ta yapilan bir calismada hastaneye basvuran herhangi bir infeksiyon
hastalig1 diisiiniilen ¢ocuklarin %83.7’nin solunum yolu infeksiyonu olduklar: tespit edilmis
ve bunlarin %22.7’sinde RSV, %9.2’sinde parainfluenza virus, %8.6’sinda influenza A ve B

viruslar1 etken olarak bildirilmistir (39).
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Altuglu ve ark. yaptiklar bir caligmada akut bronsiolitli cocuklarin %32’sinde viral
antijen saptamiglardir. Bunlarin %26’sin1 RSV, %4’{inii Influenza A, %2’sini adenovirus
olarak tespit etmislerdir (2).

Yilmaz ve ark.’min alt solunum yolu infeksiyonu geciren iki yasindan kiigiik
cocuklarda yaptiklann calismada NPA oOrneklerinden IFA yontemiyle viral etkenler
arastirilmustir.  Viral etken olarak orneklerin %39.2°sinde RSV, %3.6’sinda adenovirus,
9%?2.4’iinde influenza, %1.2’sinde parainfluenza viruslar saptanmistir. Akut alt solunum yolu
infeksiyonu olan 2 yasindan kiiciik cocuklarda RSV’nin en sik goriilen viral etken oldugunu
belirtilmistir (85).

Yarkin ve ark.’nin alt solunum yolu infeksiyonu olan 5 yas alt1 cocuklarda yaptiklar
bir ¢alismada ¢ocuklarin %30.8’inde akut viral infeksiyonu gosteren IgM cevabi saptanmis ve
9%?24.7 oraniyla en sik rastlanan viral etkenin RSV oldugu belirtilmistir (84).

Ulkemizde cesitli antijen saptama yontemleri kullanilarak yapilan diger calismalarda
cocuklarda RSV goriilme siklig1 %36.4 - %43.8 arasinda bulunmustur (3,36,57,58).

Giiney ve ark. solunum yolu hastalig1 nedeniyle hastaneye yatirilan iki yasindan kiigiik
cocuklarda yaptiklar1 ¢alismada nazofaringeal sekresyon orneklerinden TT-PZR yontemiyle
RSV pozitifligini %51.4 oraninda bulmuslardir (22).

Ger¢cek zamanli TT-PZR kullanarak yaptigimiz bu calismada ise alt solunum yolu
infeksiyonu nedeniyle hastaneye yatirilan iki yasindan kiiciik ¢ocuklarda RSV pozitifligi
oran1 %56.5 olarak tespit edilmistir. Ulkemizde yapilan diger ¢alismalarla karsilastirildiginda
yiiksek oranda saptanan RSV pozitifligi, kullandigimiz yontemin digerlerinden daha duyarh
olmasina baglanmistir.

Primer RSV infeksiyonu siklikla iki yasindan kii¢iik cocuklarda goriilmektedir.

Bebeklerin %50-70’1 ilk bir yil icinde infekte olmakta, iki yasina kadar hemen hemen hepsi
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RSV infeksiyonu gecirmektedir (75). Siddetli hastalik altta yatan bir risk faktorii olmaksizin
genellikle 6 aydan kiiciik bebeklerde goriilmektedir. Yasamin ilk dort haftasinda yaygin
degildir. Yasamin ilk dort haftasinda RSV infeksiyonu olan bebeklerin ise altta yatan bir risk
faktoriine bagl olabilecegi ya da nozokomiyal kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. 1-3 ay
arasinda hastaneye yatis orani ise %50’den fazla oldugu bildirilmektedir (28). Yasamin ilk
birkac ay1 i¢inde azalan maternal antikor diizeyi, solunum yolunun anatomik yapisi ve immun
sistemin heniiz tam olgunlasmamis olmasi1 gibi nedenlerden dolay1 siddetli infeksiyonun
goriilme siklig1 artmaktadir (47).

Bizim g¢alismamizda 0-2 yas grubu cocuklar arasinda RSV infeksiyonu saptanan
hastalarin %33.3’linti 1-3 ay, %27.3’iinii 3-6ay, %24.2’sini bir aydan kiiciik ve %15.2’sini
bay-2 yas arasindaki cocuklar olusturmaktadir. 1-3 ay arasinda RSV pozitifligi oran1 en
yiiksek olarak saptanmistir. Ik 6 ay ile 6 ay-2 yas grubu cocuklarda RSV pozitifligi
karsilastirildiginda 6 aydan kiiciik cocuklarda RSV goriilme sikligr %61.8 olarak saptanirken,
6ay-2yas c¢ocuklarda %35.7 olarak saptanmistir. Alt1 aydan kiigiilk cocuklarda RSV
infeksiyonu goriilme siklig1 yiikksek olmasima ragmen iki grup arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamistir. Bunun hasta sayisinin azhigina bagli olabilecegini
diisiinmekteyiz.

Siddetli RSV infeksiyonu prematiirite, kronik akciger hastaligi, konjenital kalp
hastalig1 gibi, immun yetmezlik gibi risk faktorlerinin oldugu durumlarda artmaktadir (80).
Bu da risk faktorii olan cocuklarda hastaneye yatis sikligini ve hastanede kalig siiresini
artirmaktadir (47).

Kanra ve ark. risk faktorii olan ¢ocuklarda yaptiklar1 bir ¢alismada RSV goriilme
sikliginin altta yatan bir hastalik varliginda artmadigini ve hastanede kalis siiresinin RSV

infeksiyonu olan ve olmayan hasta gruplar arasinda farkli olmadigim saptamislardir (35).
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Bizim ¢alismamizda RSV pozitif ve negatif hastalar risk faktorleri sikliklar agisindan
kargilagtirildiginda aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

Bronsiolit ve pnoémoni bir yasin altindaki ¢ocuklarin %?2-3’iinde hastaneye yatisa
neden olan alt solunum yolu infeksiyonlandir (66,69). RSV c¢ocuklardaki pnomonilerin
%?25’inde ve bronsiolitlerin %50’sinde saptanan, en sik goriilen etkendir (59,82). Yapilan
cesitli calismalarda RSV infeksiyonu saptanan ¢ocuklarda pnémoni siklign %17.5-56.7 ve
bronsiolit sikligi %51-59.9 olarak bulunmustur (9,51,74). Bizim ¢alismamizda RSV pozitif
olarak saptanan hastalarda pndmoni %59.4 ve bronsiolit %31.9 oraninda saptanmistir.

Respiratory syncytial virus infeksiyonunun siklig1 irk ve cinsten bagimsizdir. Fakat
erkek ¢ocuklarda infeksiyonun daha siddetli seyrettigi bildirilmektedir (51, 52, 62). Bizim
calismamizda erkek ve kiz cinsiyetler arasinda RSV infeksiyonunun siklig1 acisindan bir fark
bulunamamastir.

Respiratory syncytial virus infeksiyonunun mevsimsel bir o6zelligi vardir. Iliman
iklimlerde siklikla ilkbahar ve kis aylarinda salgina neden olmaktadir (78). Bu calismada da
infeksiyon siklig1 kig ve ilkbahar aylarinda artmistir. Sonbaharda goriilen yiiksek oran hasta
sayisinin azligindan dolay1 anlamli kabul edilmemistir.

Virus antijenik ve genetik Ozelliklerine gore A ve B olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Yapilan cesitli ¢caligmalarda grup A ve B izolatlarinin siklig1 ve klinik siddeti
degerlendirilmistir. Farkli cografik bolgelerde klinik izolatlarin her ikisinin de ayni anda
bulunabilecegi fakat farkli yillarda goriilme oranlarinin degisik olabilecegi tespit edilmistir.
Epidemiler siiresince grup A ve B viruslan birlikte bulunmakla birlikte bir grup belirgin
sekilde baskin olabilmektedir. Genellikle grup A izolatlar1 daha siklikla izole edilmektedir

(63).
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Onbes yillik bir siirede yapilan bir calismada 9 yil grup A (%83-100), 2 yil grup B
izolatlar1 baskin olarak bulunmus, 4 yil ise her iki grubun da esit siklikta goriildiigi
saptanmistir (25). Alt gruplarin farkliliginin klinik 6nemi tam olarak agiklanamamistir. Genel
goriis her iki alt tip suslart arasinda virulansta 6nemli bir farklilik olmadigi seklindedir (78).
Bununla birlikte baz1 aragtirmacilar genellikle grup A ile infeksiyonun daha siddetli hastaliga
neden oldugu sonucuna varmiglardir (44,62,64).

Walsh ve ark.’nmin yaptiklar1 ¢calismada prematiirite ve altta yatan diger risk faktorleri
olan ¢ocuklarda RSV alt tiplerinin saptanma orani arasinda 6nemli bir fark bulunmamus,
yalmiz alt grup B ile infeksiyon risk altindaki grupta daha fazla olarak saptanmistir. Alt
solunum yolu infeksiyonu nedeniyle yatan hastalar arasinda yapilan bu ¢alismada grup A

suslarinin daha siddetli hastaliga neden oldugunu belirtilmistir (75).

Tablo: RSV alt gruplarinin PZR yo6ntemi ile saptanma sikhigi

Ulke-y1l Yontem RSV A RSV B
ABD, 2004 (13) TT-PZR %72 %28
Almanya, 2005 (48) TT-PZR %86.8 9%9.2
ABD, 2004 (38) TT-PZR %52 %48
Kuba, 2006 (64) PZR, RFLP %60 %40
Tiirkiye, 2004 (22) TT-PZR, RFLP %6 %94

Bizim ¢alismamizda da RSV pozitif 6rneklerin % 84.5’1 RSV A iken %15.5’1 RSV B
olarak tamimlanmustir. Her iki grup da 6 aydan kii¢iik bebeklerde daha sik goriilmekte ve RSV
B pozitif hastalarin tamamin 6 aydan kiiciik bebekler olusturmaktadir.

Respiratory syncytial virus infeksiyonu genellikle kendi kendini simirlayan bir

infeksiyon olmasina ragmen, laboratuvar tamisinin yapilmasi ve virusun gosterilmesi;
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hastaneye yatirilan hastalarda gereksiz diger miidahalelerin 6nlenmesi, infeksiyonun kontrolii,
hastaya uygun tedavinin verilmesi, gereksiz antibiyotik kullaniminin azaltilmast ve
epidemiyolojik takip acisindan 6nemlidir (10).

Viral alt solunum yolu infeksiyonlu bir¢ok hastaya uygulanan tam testlerinde etken
tespit edilemez. Bu yeni kesfedilen etkenlere, klinik 6rnekteki diisiik viral yiike, ornekteki
viral inhibitorlerin varligina bagh olabilir (31).

Klinik Ornegin semptomlar bagladiktan sonra alinma ve laboratuvara ulastirilma
zamani tanida etkenin saptanabilmesi igcin en Onemli faktorlerdendir. Virusun kolay
bozulabilir yapist nedeniyle hizla laboratuvara ulastirnllmas1 gereklidir. Orneklerin
semptomlarin baslangicindan sonraki 7 giin i¢inde toplanmis olmasi dnemlidir, ¢ilinkii virus
salinmm1 7 gilinden sonra azalmaktadir (60). Bu c¢alismada da Ornekler semptomlarin
baslangicindan itibaren ortalama 5.5 giinde alinmstir.

Tamida kullanilan 6rnegin tipi de 6nemli bir faktordiir (54). RSV infeksiyonunun
saptanmasinda ornek olarak genellikle nazal sekresyonlar kullanilmaktadir (11).

Viral solunum yolu infeksiyon etkenlerinin saptanmasinda nazal siiriintii 6rnekleriyle
karsilastirildiginda NPA ve nazal yikama 6rneklerinin duyarliliklarinin daha iyi oldugu cesitli
calismalarda gosterilmistir (30,70). Macfarland ve ark. IFA testiyle yaptiklarn calismada
NPA’1n duyarliligin1 %97, NS’ 1n duyarliligin1 %67 olarak saptamislardir (40). Arastirmacilar
NPA o6rneklerinin ¢ok miktarda solunum yolu epiteli igerdigini ve virusun sicakligi daha
yiiksek olan nazofarinksin epitel bolgesini tercih ettigini, bu nedenle RSV ile infekte
hiicrelerin miktarinin NPA’da daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir(40,70).

Respiratory syncytial virus’un laboratuvar tanisinda hiicre kiiltiirli, antijen saptama

(EIA, IF)yontemleri, serolojik yontemler ve molekiiler yontemlerden yararlanilmaktadir.
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Hiicre kiiltiirii virusun tanisinda altin standart olmasina ragmen son 10 yilda molekiiler
yontemlerle yer degistirmistir (31). Virusun olusturdugu sitopatik etkinin gdzlenmesi icin
uzun siire gerekmesi (3-7 giin), virusun hizla hiicre kiiltiiriine inokulasyonu zorunlulugu
nedeniyle kiiltiirtin kullanimi simirlanmistir. Viral sitopatik etkiyi beklemeksizin daha kisa
stirede (1-2 giin) sonug veren shell vial yonteminde ise viral proteinler saptanmaktadir. Bu
yontemin duyarliligi da kullanilan hiicre kiiltiirii tipi, hizli inokulasyon, kullanilan monoklonal
antikor gibi cesitli faktorlere baglidir (67).

Bebeklerde ve cocuklarda yeterli diizeyde antikor yaniti beklenemeyeceginden
serolojik yontemlerle antikor aranmasi bebekler ve cocuklarda genellikle akut tanmida
kullanilmamaktadir (31).

Respiratory syncytial virus infeksiyonunun laboratuvar tanisinda antijene dayali
yontemler siklikla kullanilmaktadir. Kullanimi kolay olan ve hizli sonug¢ veren bu yontemlerin
yapilan calismalarda duyarliliklarinin diisiik oldugu bulunmustur (31,60). Antijen saptama
yontemlerinden yaygin olarak kullanilan EIA ile IFA yontemlerinin birbirlerine gore avantaj
ve dezavantajlan vardir. Fakat her iki yontemin de duyarliliklar birbirine benzerdir. Cesitli
calismalarda %40-93 arasinda degismektedir (1,21,37).

Hiicre kiiltiirii, shell vial kiiltiir, DFA ve EIA’1n karsilastirildigl bir ¢aligmada RSV
pozitifligi EIA ile %87, DFA ile %83, shell vial yontemiyle %73, hiicre kiiltiiriiyle %40
oranlarinda saptanmistir. EIA ve DFA yoOnteminin canli olmayan virusu da saptamasi, shell
vial yonteminin diisiik diizeylerdeki virusu da saptamasi nedeniyle duyarliliklariin farkh
oldugu belirtilmistir (35).

Molekiiler yoOntemler solunum yolu viruslarinin saptanmasinda heniiz yeni
kullanilmaktadir. Solunum sistemi infeksiyonuna neden olan viruslar ¢ok ¢esitli oldugundan

ve genellikle uygulanan tedavi virusa 6zgiil olmadig icin viruslarin etken oldugu solunum
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sistemi infeksiyonlarinin tanisinda molekiiler yontemlerin kullanimi diger viral infeksiyonlara
gore geride kalmistir (33).

Solunum yolu viruslarinin saptanmasinda molekiiler yontemlerden en cok PZR
yontemleri kullanilmaktadir. Bu teknik standart laboratuvar yontemleriyle karsilastirildiginda
(virus kiiltiirii ya da EIA) sadece yiiksek duyarhi ve 6zgiil degil aym1 zamanda uygulama
kolaylig1 ve ¢ok sayida 6rnekle ¢alisilabilmesi agisindan yararlidir (60,61).

Bir¢ok farkli PZR teknikleri kullanilmaktadir. Reaksiyon sonunda c¢ogaltilan
DNA’nmin  goriintillenmesine  dayanan klasik PZR  teknikleri giiniimiize kadar
kullanilmaktayken, son yillarda DNA’nmin ¢ogaltilmas1 ve goriintiilenmesinin es zamanh
olarak gerceklestigi gercek zamanli PZR teknigi siklikla kullanilmaktadir. Biz ¢alismamizda
duyarlihign ve ozgiilliigii yiiksek, hizli bir tam1 yontemi olan gergek zamanli TT-PZR
yontemini kullandik. Bu yOntemle aym1 zamanda tek bir reaksiyonla alt grup analizi de
yapilabilmektedir. PZR fiiriinlerinin varligi cogaltma asamasinda izlenebildiginden PZR
sonrast goriintilleme islemlerine (jel elektroforezi) gerek duyulmamasi yontemin hizin
artirmakta ve ¢apraz kontaminasyon olasiligini azaltarak, yanlis pozitif sonuglarin verilmesini
onlemektedir (32,49).

Gercek zamanli TT-PZR ile diger yontemlerin karsilastinldigi calismalarda gergek
zamanli TT-PZR’nin daha duyarh ve 6zgiil oldugu gosterilmistir (14,19,32,62,73,76,81). TT-
PZR’nin duyarliligr %94.6-100, 6zgiilligi %90-97.1’in tizerinde tespit edilmistir (38,60)

Gergek zamanlhi TT-PZR ile hiicre kiiltiirii karsilastirildiginda saptama siirinin diisitk
olmasi, 6rnegin dondurulma ve ¢oziilmesinden sonra yontemin stabilitesi, deneysel antiviral
ajanlardan ya da pasif notralizan antikorlardan etkilenmemesi ve hizli sonu¢ vermesi gibi

avantajlara sahiptir (62).
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Gercek zamanli TT-PZR, hiicre kiiltiirii ve IFA’nin karsilastirildigi bir ¢alismada
cocuklarin nazal aspirat orneklerinden RSV’nin saptanmasinda ger¢ek zamanli TT-PZR’in
%100, kiiltiir metodunun %88, IFA’nin %82 duyarlilikta oldugu bulunmustur (21).

Mentel ve ark. yaptiklar1 bir calismada akut solunum yolu hastalifi nedeniyle
hastaneye yatirilan c¢ocuklarin NPA orneklerinden RSV infeksiyonunun insidansim
arastirmiglardir. Gergek zamanlh TT-PZR yontemi ile %35.2, nested TT-PZR yontemi ile
%?26.7, antijen ELISA ile %14.1 sikhikta RSV’yi etken olarak saptamislardir. Bu yontemler
karsilastirlldiginda gercek zamanli TT-PZR yontemi nested TT-PZR’den %25, antijen
ELISA’dan %60 daha duyarli bulunmus ve bu yontemin diisiik viral yiikleri bile
saptayabildigi i¢in duyarliligimin yiiksek oldugu belirtilmistir (49).

Molekiiler testlerin dezavantaji 6lii mikroorganizmalardaki genetik materyali de
saptayabilmeleridir. Fakat RSV’ nin hastalik nedeni olarak belirlenmesinde RSV RNA’sinin
tespiti Oonemlidir. Ciinkii arastirmacilar RSV RNA’sinin TT-PZR ile saptanmasinin viral
replikasyonu gosterdigini ve normal saglikli yetiskinlerde viral RNA’nin diisiik diizeylerinin
bile saptanmadigin1 belirtmektedirler (8,19). immun yetmezlikli yetiskinlerde gercek zamanh
PZR ile yapilan bir caligmada solunum yolu infeksiyonu bulgulari olmayan hastalarin
hicbirisinde RSV pozitifligi saptanmamistir (73). Bu nedenle bizim ¢alismamizda kontrol
grubu kullanilmamustir.

Gueudin ve ark.’nmin yaptifi calismada siddetli bronsiolitli cocuklarin nazal
aspiratlarinda RSV RNA’sinin kantitasyonuna bakildiginda siddetli hastalikli olmayan
cocuklardan RSV kopya sayilar1 daha yiiksek bulunmustur. Fakat kantitatif sonuc¢ ornekteki
hiicre sayisina gore standardize edildiginde hastaligin yiikiiniin RSV nin siddeti ile baglantil
olmadigr goriilmiistir. Aslhinda bronsgiolitin siddetinde viral replikasyondan ziyade

inflamatuvar yanit, hastalarin genetik duyarliligi gibi faktorlerin rol oynadigi belirtilmektedir.
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Bu nedenle RSV’nin saptanmasinda gercek zamanli TT-PZR’nin kalitatif bir test gibi
kullanilmasimin yeterli olabilecek hizli bir yontem oldugunu belirtmislerdir (21).

Hizli viral tam testlerinin kullanilmasinin yararlarindan birisi de zorunlu olmayan
antibiyotik kullaniminin azaltilmasidir. RSV infeksiyonunda antibiyotik kullaniminin yarar
olmadig bilinmesine ragmen komplike olmayan RSV infeksiyonlarinda siklikla antibiyotik
kullanilmaktadir. RSV infeksiyonunda pediatri yogun bakim iinitesinde bulunanlarda,
ozellikle ventilasyon destekli olanlarda, nozokomiyal infeksiyonda, risk altindaki hastalarda
gelisebilecek komplikasyonlar diisiiniildiigii takdirde antibiyotik kullanimi 6nerilmektedir (5).

Respiratory syncytial virus nozokomiyal infeksiyonun 6nemli nedenlerindendir. Narh
ve ark.’lar1 yenidogan yogun bakim iinitesinde yaptiklar1 calismada RSV infeksiyonu
saptadiklar1 bebeklerin % 80’inde etkenin nozokomiyal kaynakli olabilecegini belirtmislerdir.
Nitekim RSV gozeneksiz yiizeylerde 6 saatten fazla, eldivenler iizerinde 1-1/2 saat, kumas ve
kagit doku iizerinde 30-45 dk ve deride 20 dk canh kalabilmektedir (52). Hizli tan1 aym
zamanda nozokomiyal infeksiyonlarin Onlenmesi i¢in gerekli Onlemlerin alinmasini
saglamaktadir (48,60).

Sonug olarak alt solunum yolu infeksiyonu tanisi nedeniyle hastaneye yatirilan bebek
ve cocuklarda klinik ve mevsimsel Ozellikler dikkate alinarak bu yas grubunda en sik
goriilebilecek etken olan RSV’nin aragtirilmasi Onemlidir. Bu amacla gereksiz diger
girisimlerin onlenmesi, uygun tedavinin verilmesi, hastanede yatis siiresinin azaltilmasi ile
gereksiz antibiyotik kullaniminin ve nozokomiyal infeksiyonun Onlenmesi agisindan
duyarlilig1 ve 6zgiilliigii yiiksek olan, hizli sonu¢ veren uygun tani yonteminin kullanilmasi
gereklidir (12,81)

Solunum viruslarinin hizli tanisinda viroloji laboratuvarlarindan en énemli beklentiler

en kisa zamanda etkenin tanimlanmasi ve ek tami yontemlerinin azaltilmasidir. Giiniimiize
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kadar klinik virolojide solunum yolu viruslarinin saptanmasinda molekiiler yontemler
nispeten az sayida kullanilmakla birlikte, son yillarda ek tam1 yoOntemlerine ihtiyag
duyulmaksizin kullanilabilen, kisa siirede sonu¢ veren ve duyarliligr yiiksek olan bu
yontemler tanida onem kazanmistir (68). Molekiiler yontemlerin alt solunum yolu infeksiyonu
tanisinda kullanim sikliginin artmasinin ve bu yontemlerin en duyarh ve gelismis sekli olan
gercek zamanli PZR yonteminin rutin olarak tani laboratuvarina girmesinin yararli olacagi

goriisiindeyiz.
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OZET

RSV tiim diinyada bebeklerde ve kiicliik c¢ocuklarda akut alt solunum yolu
infeksiyonunun en Onemli etkeni olup hastaneye yatis1 gerektirebilecek kadar siddetli
bronsiolit ve pndmoni tablosuna yol acabilmektedir.

Bu caligmada hastanemiz pediatri servislerine alt solunum yolu infeksiyonu nedeniyle
yatirilan iki yasindan kiiciik 69 ¢ocugun nazofaringeal aspirat 6rneklerinde gercek zamanh
ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle RSV’nin varligi arastirilmig ve RSV
sikli1 %56.5 oraninda saptanmustir. Ulkemizde yapilan diger cahismalarla karsilastirildiginda
yiiksek oranda saptanan bu oranin yontemin duyarliligindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.
Ayn1 zamanda bu yontemle alt gruplar da belirlenmis ve pozitif 6rneklerin % 84.5’i1 RSV A
ve % 15.5’1 RSV B olarak saptanmistir. Bu oran epidemilerde her iki grubun da birlikte
bulunabilecegi ve siklikla bir grubun daha baskin oldugu genel goriisiinii desteklemektedir.

Calismamizda RSV pozitifligi 6 aydan kiigiik bebekler ve 6 ay-2 yas arasi ¢ocuklar
karsilastirlldiginda 6 aydan kiiciik bebeklerde daha sik goriildiigii (%61.8), fakat aralarinda
anlamli bir fark olmadig saptanmistir. infeksiyonun mevsimsel 6zelligine bakildiginda diger
iliman iklimli bolgelerde oldugu gibi bizim bolgemizde de ilkbahar ve kig aylarinda RSV
infeksiyonunun sikliginin arttigini gérmekteyiz.

Sonug olarak kiiciik cocuklarda ve bebeklerde 6nemli morbidite ve mortalite nedeni
olan RSV infeksiyonunun hizli tanisinin uygun tedavinin baslanarak gereksiz antibiyotik
kullaniminin 6nlenmesi, hastanede yatis siiresinin azaltilmasi ve hastanin kisa siirede izole
edilerek nozokomiyal infeksiyonun 6nlenmesi acisindan gerekli oldugunu diisiinmekteyiz. Bu
amagla hizli, duyarliigi ve oOzgiilligii yiiksek olan molekiiler yontemlerin rutin tanida

kullanilmasinin yararl olacag: goriisiindeyiz.
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SUMMARY

Respiratory syncytial virus is the most important causative agent in newborns and
infants with lower respiratory tract infections accross the world. This virus leads to severe
bronchiolitis and pneumonia which requires hospitalization in infants.

Sixty nine children younger than 2 years old with lower respiratory tract infections
hospitalized in pediatrics unit in our hospital were included. RSV-real time reverse
transcriptase PCR was studied from nasopharyngeal samples of all patients. The frequency of
RSV was 56.5 % in our study which is higher than previous studies reported in our country.
We think that this detected high ratio is due to the high sensitivity of our PCR technique in
comparison to others. In addition, we determined subgroup of RSV with this technique and
found that RSV A and RSV B were 84.5 % and 15.5 %, respectively. These ratios suggest that
these subgroup may be concordant and one may be more dominant than the other in
epidemics.

In our study, RSV was more prevalent (61.8 %) in 0-6 months old infants than older
children. However, this difference was not statistically significant. RSV infection has a
seasonal prediliction and is more prevalent in winter and spring months in our region like
other regions with similar climates.

In conclusion, RSV infection is a significant cause of mortality and morbidity in
infants and small children. We think that rapid diagnosis of RSV infections is essential in
terms of starting appropriate treatment, avoiding unnecessary antibiotic use reducing
hospitalization period and preventing nosocomial infections by isolating these patients .
Therefore, we think that it will be beneficial using high sensitive, specific and rapid

molecular tecniques in the diagnosis of RSV infections in daily practice.
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