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ALT SOLUNUM YOLU INFEKSIYONU OLAN COCUKLARIN NAZOTRAKEAL
ASPIRAT ORNEKLERINDE SOLUNUM SINSITYAL VIRUS’UN iZOLASYONU"
Isolation of Respiratory Syncytial Virus in Nasotracheal Aspirate
Specimens of Children with Respiratory Tract Infection
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Ozet : Solunum sinsityal viriis (Respiratory syncytial
virus, RSV), bebek ve kiiciik ¢cocuklarda alt solunum
yolu infeksiyonuna yol agan etkenlerden en
onemlisidir. Bu c¢alismada alt solunum yolu
infeksiyonu olan ¢ocuklarda RSV nin hiicre kiiltiiriiyle
izolasyonu amaglandi. Calismaya alt solunum yolu
infeksiyonu olan, yaslar: 0-24 ay arasinda degisen 80
hastadan aliman nazotrakeal aspirat ornegi dahil
edildi. RSV 'nin izolasyonu i¢cin Hep-2 hiicre kiiltiirii
kullamildi. On giin siireyle RSV’ye karakteristik
sitopatik etki takip edildi. Hiicre kiiltiirii
orneklerindeki RSV antijeni Direkt Floresan Antikor
(DFA) yontemiyle arastirildi. Calismaya dahil edilen
80 ornegin 17 (% 21.3)’sinde hiicre kiiltiirii
yontemiyle sitopatik etki gézlendi ve DFA ile RSV
antijeni pozitif bulundu. Sonug¢ olarak; RSV nin

izolasyonunda  sitopatik  etki gozlenen  hiicre
kiiltiirlerinde  DFA  yontemiyle RSV  antijeni
arastirabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler : Solunum sinsityal virus, direkt

immunofloresan antikor, hiicre kiiltiirii

Summary : Respiratory syncytial virus (RSV) is the
major viral agent of lower respiratory tract
infection in infants and children. The aim of this
study is to isolate RSV by cell culture in children
with respiratory tract infection. Nasotracheal
aspirate specimens collected from 80 hospitalized
patients with  respiratory tract infection aged
between 0-24 months were included in the study.
Hep-2 cell culture was used for RSV isolation. RSV
antigen was investigated in cell culture specimens
by Direct Fluorescence Antibody (DFA) test,.
Cytophatic effect (CPE) of RSV was found positive
in 17 (% 21.3) of 80 samples by cell culture, and
RSV antigen was found positive by DFA in these
samples.
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Solunum sinsityal viriis (RSV; Respiratory Syncytial
virus), biitiin diinyada bebek ve ¢ocuklarda, alt solu-
num yolu infeksiyonlarinin baglica sebebidir. RSV
infeksiyonunu takiben tekrarlayan alt solunum yolu
infeksiyonu sik  goriilmektedir. Ayrica RSV,
morbiditesi yiiksek olan nozokomiyal
infeksiyonlardan da sorumludur (1- 4).
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RSV infeksiyonlari; biiyiik ¢ocuklarda ve yetigkin-
lerde genellikle soguk algmnligi, iist solunum yolu
infeksiyonu seklinde kendini gosterirken, kiigiik
cocuklarda alt solunum yolu infeksiyonu, pndmoni,
bronsiolit, trakeobronsit, krup, asemptomatik
infeksiyon olarak kendini gosterir (5, 6). RSV
infeksiyonuna en duyarli yas grubunu bir yasin altin-
daki  ¢ocuklar  olusturmaktadir (7,8). RSV
infeksiyonlarmin laboratuvar tanisinda; viriisiin anti-
jenlerinin direkt olarak gosterilmesi, viriisiin izolas-
yonu, serolojik teknikler, molekiiler yontemler uygu-
lanmaktadir (7-9 ). Bu g¢alismada alt solunum yolu
infeksiyonu gegiren gocuklarda RSV nin hiicre kiil-
tiiriinde izolasyonu amaglandi.

* Bu calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan SBY.05.05 nolu
proje ile desteklenmigtir.
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Alt solunum yolu infeksiyonu olan ¢ocuklarin nazotrakeal aspirat érneklerinde solunum sinsityal viriis "iin izolasyonu

GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji
Laboratuvarinda ve Hakan Cetinsaya Deneysel ve
Klinik Arastirma Merkezi (DEKAM)’nde yapild1.
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe
Hastanesi Yenidogan ve Siit Cocugu Servislerinde
Kasim 2005-Mayi1s 2006 tarihleri arasinda alt solu-
num yolu infeksiyonu sikayeti ile yatmakta olan,
yaslar1 0-24 ay arasinda degisen, 80 hastadan ali-
nan nazotrakeal aspirat ornekleri ¢alismaya dahil
edildi. Ornekler hiicre kiiltiirii yontemiyle ¢alisil-
mak iizere steril ependorf tiipine alindi ve test
calisilana kadar -70 °C “de sakland1.

RSV’nin izolasyonu igin oda sicakligina getirilen
nazotrakeal aspirat orneklerinden 200 pL pastor
pipeti ile tek tabaka halindeki Hep-2 hiicre kiiltiirti
tiiplerine ekim yapildi. Tipler, 1 saat siireyle % 5
CO,’li etiivde, 37°C’de inkiibe edildi. Siire sonun-
da tiipler bosaltild1 ve tiipiin i¢ yiizeyine yapigmis
olan hiicrelerin {izerlerine 2 mL devam besiyeri
(%2 fetal bovine serum iceren RPMI 1640
besiyeri) konuldu. Tiipler CO,’li etiivde 37°C’de
inkiibe edildi. Sitopatik etkiyi gorebilmek i¢in 10

giin boyunca giin asir1 olarak hiicreler invert mik-
roskopla incelendi ve hiicrelerde goriilen degisik-
likler kayit edildi. RSV’ye karakteristik sitopatik
etkinin olustugu gozlenen ve goézlenmeyen tiim
tiiplerde DFA (Monofluo BIO-RAD, Fransa) yon-
temiyle RSV antijeni arastirildi.

Hiicre kiiltiirii yapilmis Orneklerde direkt RSV
antijeninin arastirilmasinda kit prosediiriine gore
hazirlanan preparatlar degerlendirildi. Hazirlanan
preparatlar x100 ve x400 bilyiitmede floresan mik-
roskobunda incelendi. Karakteristik sitoplazmik
graniiler floresan veren hiicrelerden en az bir tane
goriildiigiinde test pozitif kabul edildi.

BULGULAR

Caligmaya dahil edilen 80 oOmegin 17 (%
21.3)’sinde Hep-2 hiicre kiiltiiriinde sitopatik etki
gozlenmistir (Resim 1). RSV’ye karakteristik
sitopatik etkinin gozlendigi 6rneklerde DFA yon-
temiyle RSV antijeni pozitif bulundu. Yapilan bu
calismada RSV’ye karakteristik sitopatik etkinin
gozlenmedigi Orneklerde DFA yontemiyle RSV
antijeni bulunamadi.

Resim 1. RSV igin tipik sitopatik etki gézlenmis hiicre kiiltiiriiniin griiniimii
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TARTISMA

Bebek ve ¢ocuklarda bronsiolit ve pndmoniye en sik
neden olan etken RSV’dir (1, 3). RSV
infeksiyonuna en ¢ok iki yasin altindaki ¢ocuklarda
rastlanir. Ozellikle alti aydan kiigiiklerde hastalik
agir seyretmekte olup morbitide ve mortalitesi yiik-
sektir (1, 5).

Ulkemizde, izmir’de yapilan bir galismada solunum
yolu hastalig1 olan ve yaslar1 2.5 ay-12 yas arasinda
degisen 131 cocugun 6 (% 4.6)’sinda Hep-2 hiicre
kiiltiiriinde RSV izole edilmigtir (10).

Izmir’de yapilan baska bir ¢caligmada Dereli ve arka-
daslar1 (11) yaslar1 2 ay ile 2 yas arasi degisen akut
bronsiolitli 65 ¢ocugun 19 (%29.2)’unda hiicre kiil-
tirli ve DFA ile RSV infeksiyonunun varligimi bil-
dirmiglerdir.

Aykut ve arkadaslar1 (12) Ankara’da yaptiklari galis-
mada hiicre kiiltiirii yontemiyle, 80 bebekten alinan
nazal siirintii 6rneklerinin 20 (% 25)’sinde RSV
izole etmiglerdir.

Yapilan bagka bir ¢calismada Mezeire ve arkadaslart
(13) solunum yolu semptomlu 383 hastanin burun
yikama  suyu  Omeginde RSV  antijenini
immunofloresan yontemi ile 143 (% 37); hiicre kiil-
tiirtinde 72 saat inkiibasyondan sonra
immunofloresan ile yapilan testte ise 119 (% 31)
hastada gostermislerdir.

Halstead ve arkadaslar1 (14) yaptiklar1 ¢alismada alt
solunum yolu infeksiyonu olan 117 gocuktan DFA,
hiicre kiiltiirii ve ii¢ ayr1 ELISA yontemi ile burun
yikama suyu Orneklerinde RSV’yi arastirmiglar ve
tim yontemlerle ¢ocuklarm 77 (%65.8)‘sinde RSV
pozitif bulmusladir.

Sunulan ¢alismada, 80 6rnegin 17 (% 21.3) ’sinde
Hep-2 hiicre kiiltiiriinde sitopatik etki gozlendi ve
sitopatik etki gozlenen kiiltiirlerde RSV antijeni
DFA ybntemiyle pozitif bulundu. Aykut ve arkadas-
larinin (12) yaptig1 caligmada hiicre kiiltiiriiyle %25
oraninda RSV izole edilirken bu ¢alismada %21.3
oraninda izole edildi. Calismamiz diger iilkelerde
yapilan caligmalarla karsilastirildiginda sonuglarin
benzerlik gosterdigi goriilmektedir (13,14). Bu ¢alig-
mada; RSV izole edilen hiicre kiiltiirlerinin yiizdesi,

Gokalp C, Gékahmetoglu S, Deniz ES, Giines T

Yamazhan ve arkadaglarimin (10) caligmalarinda
bildirdikleri % 4.6 oranindan yiiksek, Dereli ve
arkadaslarinm (11) bildirdigi %29.2 oranindan dii-
stiktlir. Bu farkliligin 6rneklerin ¢aligma giiniine
kadar derin dondurucuda beklemis olmasindan kay-
naklanmig olabilecegi diistinlilmiistiir. Ayrica, ¢alig-
mamizda izolasyon i¢in Orneklerin hepsinin hastali-
gin erken doneminde alinmamis olmasi da sonucu
etkileyebilir.

Sonu¢ olarak bulgularimiz degerlendirildiginde;
RSV infeksiyonunun tanisinda hiicre kiiltiirii yonte-
minin uygulanabilecegi ve sitopatik etki gdzlenen
hiicre kiiltiirlerinde DFA yontemiyle RSV antijeni
arastirilabilecegi kanaatine varildi.
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