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Amag: Respiratory syncytial virus (RSV) biitiin diinyada infant ve ¢ocuklarda ytliksek mortalite ve morbidite ile seyreden
alt solunum yolu enfeksiyonlarinin major sebebidir. Bu ¢alismada amacimiz hastanede yatan ve alt solunum yolu
enfeksiyonu olan infant ve cocuklarda RSV enfeksiyonlarinininsidansinin arastirmak ve tam yontemi olarak direkt

immunfloresan test ile ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (Reverse Transcription Polymerase Chain
Recation; RT-PCR) testlerini karsilastirmaktir.

Yontemler: Calismaya Ocak 2011 ve Ocak 2012 tarihleri arasinda alt solunum yolu enfeksiyonu olup hastaneye yatirilan
toplam 323 hastay1 (0-15 yas) dahil ettik. Flokluekiivyon (Copan Diagnostics, Italy) ile alinan nazofaringeal siiriinti
orneklerinde RSV antijenini direkt immunfloresan test (Argene SA, France) ile, RSV RNA varligini ise in-housenested RT-
PCR yontemi ile arastirdik.

Bulgular: Toplam 323 6rnegin 95’inde (%29,4) RT-PCR ile RSV RNA, 88’inde (%27,6) ise direkt immunfloresan test
yontemi ile RSV antijen pozitifligi tespit ettik. Orneklerin 80’inini (%25) her iki yontem ile pozitif, 220’sini (%68) ise her
iki yontem ile negatif bulduk. RT-PCR testine gore kiyasladigimizda direkt immunfloresan testinin sensitivitesini %84,2,
spesifitesini %96,5, pozitif prediktif degerini %91 ve negatif prediktif degerini %93,6 bulduk.

Sonug: Calisma grubunda RSV enfeksiyonlarinin insidansinin (%29,4) oldukca ytliksek oldugunu tespit ettik. Sonug olarak
antiviral tedavinin erken baslanmasi ve nozokomiyal yayilimin azaltilmasi icin %84 gibi yliksek sensitivite gdsteren, daha
hizli bir test (2.5 saate karsilik 12 saat) olan direkt immunfloresan testinin ilk tani testi olarak kullanilmasini ve test
sonucu negatif bulunan érneklerin RT-PCR ile ¢alisilmasini 6neriyoruz.
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The Investigation of Respiratory syncytial virus (RSV) Infection Incidence in Children with
Lower Respiratory Tract Infection

Abstract

Objective: Respiratory syncytial virus (RSV) is a leading cause of lower respiratory tract infections in infants and children
worldwide. In this study, our aim is to investigate the incidence of RSV infections in hospitalized infants and children
with lower respiratory tract infections, and to compare direct immunofluorescence test and reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) tests as a diagnostic method.

Methods: We conducted the study with a total of 323 patients (0-15 years old) hospitalized with lower respiratory tract
infections between January 2011 and January 2012. We investigated the RSV antigen by direct immunofluorescence test
(Argene SA, France), and the presence of RSV RNA by in-house nested RT-PCR method in nasopharyngeal swab samples
taken with a flocked swab (Copan Diagnostics, Italy).

Results: We detected RSV RNA positivity in 95 (29.4%) of 323 samples by RT-PCR, and RSV antigen positivity in 88
(27.6%) samples by direct immunofluorescence test method. We found that 80 (25%) of the samples were positive, and
220 (68%) were negative with both diagnostic methods. We found that the direct immunofluorescence test had a
sensitivity of 84.2%, a specificity 96.5%, a positive predictive value 91%, and a negative predictive value 93.6% when
compared to the RT-PCR test.

Conclusion: We found that the incidence of RSV infections (29.4%) in the study group was quite high. We recommend
that the direct immunofluorescence test, which is a faster test (2.5 hours vs 12 hours) with a high sensitivity of 84%,
should be used as the first diagnostic test for early initiation of antiviral treatment and reduction of nosocomial spread,
and the samples with negative results should be studied by RT-PCR.

Keywords: Pneumonia, Respiratory syncytial virus, Direct immunofluorescence test, Polymerase chain reaction, Adana,
Turkey.

GIRIS

Alt solunum yolu enfeksiyonlar1 (ASYE), biitlin
diinyada 6zellikle gelismekte olan tilkelerde siit
cocugu ve okul 6ncesi yas gruplarinda en 6nemli
mortalite ve morbidite sebeplerinden biridir.
Diinyada Respiratory syncytial virus’'un (RSV)
kii¢lik cocuklarda yi1lda 30 milyondan fazla akut
ASYE'ye neden oldugu ve li¢ milyondan fazla
agir vaka ile en sik hastaneye yatis nedeni
oldugu tahmin edilmektedirl2. Ulkemizde ise
Turkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi verilerine
gore 0-1 yas grubunda bebek oliimlerinin
%48,4’iinden, 1-4 yas arasinda %42,1'inden
ASYE sorumludur3. Cocukluk c¢agi ASYE'lerinin
en 6nemli sebebi solunum yolu viruslari olup en
sik etken RSV’dir. Kiiciik cocuklarda RSV’ye
bagli ASYE’larina atfedilen kiiresel 61iim orani
yilda 150.000 kadar yiiksek oldugu tahmin
edilmektedir?.

RSV, Mononegavirales takimindaki
Paramyxoviridae ailesine ait, segmentsiz, tek

zincirli bir RNA virusudur4. RSV ¢ok bulasici bir
virus oldugu icin ve immun yetmezligi olan
enfekte cocuklarda virlis sacilim stliresi uzun
oldugu icin hastane kaynakhh enfeksiyon
oranlari yiiksektir. RSV’'ye bagh mortalite orani
ylksek risk grubundaki bebeklerde (6 haftadan
kiiciik bebekler, prematiire bebekler,
bronkopulmoner displazi, kistik fibrozis,
konjenital veya immun yetmezligi, konjenital
kalp hastaligi, kemik iligi ve solid organ
transplantasyonu, norolojik ve metabolik
hastaligi olan bebekler) %30’un tizerindedir. Bu
sebeple nozokomiyal salginlarin 6nlenmesinde
enfekte Kisilerin hizli tanis1 esastir>6. RSV
tanisinda hastalardan alinan nazofaringeal
suirintii veya aspirat, balgam ve bronko alveolar
lavaj gibi solunum yolu o6rneklerinde hiicre
kiiltirt teknigi ile virusun izolasyonu, direkt
veya indirekt immunfloresan testler, seroloji,
kromatografik teknikler ile antijen veya antikor
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tespiti, molekiiler testler ile viral genomun
tespiti gibi yontemler kullanilmaktadir?s.

Calismamizda amacimiz hastanede yatan ve
ASYE olan infant ve ¢ocuklarda RSV enfeksiyon
insidansini arastirmak ve tani yontemi olarak
direkt immunfloresan test (DFA) ile ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
(Reverse Transcription Polymerase Chain
Recation; RT-PCR) testlerini karsilastirmaktir.

RSV enfeksiyonlarinin, duyarlilik ve o6zgiilliik
acisindan en uygun laboratuvar testleri
kullanilarak hizli ve dogru tanisinin konmasi
sayesinde virus yayiliminin 6nlenmesine
yonelik  enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin
zamaninda alinmasi, gereksiz antibiyotik
tedavisinin oniine gecilmesi, gecikmeksizin
dogru antiviral tedavinin baslanmasi, bunun
sonucunda hastanede yatis siirelerinin
kisalmasi ve mali yukiin azalmasi mimkiin
olacaktir.

YONTEMLER

Bu calismaya Ekim 2011 - Ekim 2012 tarihleri
arasinda, ugcilincii basamak bir niversite
hastanesinde alt solunum yolu enfeksiyonu
(bronsit, bronsiolit, pndmoni, astim) tanisi
alarak tedavi edilmek tizere yatisi yapilan 0-15
yas grubundaki 323 hasta dahil edildi. Cocuklar
ve bebekler, asagidaki semptomlardan bir veya
daha fazlasina sahip olduklar: tespit edildi ise
calismaya uygun kabul edildi: solunum sikintisi,
burun akintisi, burun tikaniklig, 6kstrtik, ates.

Hastalardan hastaneye yatisin ilk 48 saatinde
sterilnazofaringeal = naylon  flokluekiivyon
(Copan Diagnostics, Brescia, Italy) ile
nazofaringeal  siirtintii  (NFS)  ornekleri
toplanarak 3ml fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi
(PhosphateBufferedSaline;  PBS)  bulunan
transport tiiptinde en kisa stirede laboratuvara
tasindi.

Direkt immunfloresan Test (DFA) ile antijen
tespiti: Toplanan NFS 6rnekleri (0.5ml) 5ml PBS
ile reslispanse edilerek 180g’de (2000rpm) 10
dakika (+4°C) santrifiij edildi. Sediment 10ml
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PBS ile mukus icerigine gore iki veya li¢ kez

yikandi. Her hastaya ait sediment (30ul)
immunfloresan preparatlarina yayildi.
Preparatlar  etlivde  (35-37°C) tamamen

kuruyuncaya kadar inkiibe edildikten sonra soguk
aseton (+4°C) ile en az 10 dakika fikse edildi ve
oda 1sisinda kurumaya birakildi. Preparatlar
mikroskobik incelemeye kadar -20°C’de saklandu.
RSV antijeninin DFA y6ntemi ile tespiti, dogrudan
NFS oOrneginde {retici firmanin Onerileri
dogrultusunda  spesifik  floresan  isaretli
konjugemonoklonal antikor (Argene RSV DFA Kit,
Varilhes, France) kullanilarak gergeklestirildi.
Preparatlar floresan mikroskobunda 25X veya
40X  Dbiliylitme ile antijen (sitoplazmik
inkliizyonlar) varlhigi acisindan incelendi (Sekil 1).

Sekil 1. Direkt immunfloresan test ile RSV antijenini pozitif
saptadigimiz bir hastanin floresan mikroskobundaki (40X)
goruntisu

RNA Ekstraksiyonu ve cDNA Sentezi: Hasta
orneklerinden (200ul) RNA ekstraksiyonu ytliksek
saflikta viral RNA ekstraksiyon kiti (High
PureViral RNA Extraction, Roche Diagnostics,
Germany) kullanilarak tretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda gergeklestirildi. Elde edilen RNA
ekstraktlar1 50ul eliisyon tamponu (Roche
Diagnostics, Germany) icinde ¢oziilerek analize
kadar -20°C’'de saklandu. RNA
ekstraktlarindancDNA sentezi yapmak i¢in; 5Spl
RNA ekstrakti, F1-F2 primerleri (25pmol), RT
Buffer, 201U RNasin, her bir dNTP’den 10mM ve
ters-transkriptaz ~ (Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase; M-MuLV RT, Fermentas,
Thermo Fisher Scientific, Canada) iceren
reaksiyon karisimi 42°C’de 60 dakika, 70°C’de 10
dakika inkiibe edildi. Elde edilen cDNA’lar
amplifikasyon islemine kadar -80°C’de saklandi.
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Nested RT-PCR: ilk asamada RSV'nin F geninde
bulunan 6090-6628 nukleotidleri arasindaki 539
bp uzunlugundaki bir boélgenin amplifikasyonu
yapilip, sonra bu bdlgenin icindeki 6222-6463
nukleotidleri arasinda bulunan 243 bp
uzunlugundaki boélgenin tekrar amplifikasyonu ile
nested RT-PCR gerceklestirildi (Sekil 2). ilk
amplifikasyon 10xTaq Buffer [100 mMTris-HCl
(pH 8.8), 500 mMKCI], 1.5 mM MgCI2, her bir
dNTP’den 200mM, her bir primerden 25pmol
(0.5pmol/pl), 2U (5U/ul) Tag DNA polymerase
(Fermentas) ve 5ul cDNA igeren toplam 50ul PCR
karisiminda gergeklestirildi. PCR reaksiyon
karisimi igeren tiipler MJ Mini Personal Termal
Cycler Cihazinda (Bio-Rad Life ScienceResearch,
France) 6n denatiirasyon i¢in 94°C’de 3 dakika, 40
siklus seklinde sirasi ile denatlirasyon igin
94°C’de 1 dakika, baglanma i¢in 55°C’de 1 dakika,
uzama icin 72°C’de 1 dakika ve final uzama igin
72°C’'de 10 dakika 1s1 donglisii programinda
isleme alindi. Amplikonla retidyum bromiirlii %?2
agaroz jel elektroforez ile yiritildi ve jel
gorintiilleme sisteminde 539 bp bantlar incelendi.
Ik asama amplifikasyonda pozitif ¢kan
amplikonlar ikinci asama PCR islemine tabi
tutuldu. Amplifikasyon 10X TaqBuffer [100mM
Tris-HCl (pH 8,8), 500mM KCI], 1,5mM MgCl2,
herbirdNTP’den 200mM, her bir primerden
25pmol (0,5pmol/ul), 2U (5U/ul) Taq DNA
polymerase (Fermentas) ve 2ul amplikon iceren
toplam 50ul PCR karisiminda gerceklestirildi. PCR
reaksiyon karisimi iceren tiipler MJ Mini Personal
Termal Cycler Cihazinda (Bio-Rad Life
ScienceResearch, France) 6n denatiirasyon i¢in
94°C’de 3 dakika, 40 siklus seklinde sirasi ile
denatiirasyon i¢in 94°C’de 1 dakika,baglanma i¢in
45°C’de 1 dakika, uzama icin 72°C’de 1 dakika ve
final uzama icin 72°C’de 10 dakika olan 1s1
dongusu programinda isleme
alindi.Amplikonlaretidyum bromiirlii %2 agaroz
jel elektroforez yontemi ile yiiriitiildi. Bantlar jel
gorintiilleme sisteminde (DNR Bio-
ImagingSystemsVisible&UltravioletTransillumin
ator, Mini BIS Bio-Imaging System)
goruntiilenerek 539bp veya 243bp’de band veren
RSV pozitif 6rneklerin varlig1 analiz edildi (Sekil
2).

Sekil 2 a: Nested RT-PCR'1n ilk asamas1 sonras1 amplifikasyon
triinlerinin %2 agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi
(Soldan saga dogru: 1; 100bp DNA ladder. 2-11; Hastalarin
amplikonlar1. 4 ve 10 numarali hastalarin amplikonlarinda
539bp band varligi ile RSV pozitifligi mevcuttur).

Sekil 2 a:
amplifikasyon iriinlerinin % 2 agaroz jel elektroforezi ile
gorilintiilenmesi (Soldan saga dogru: 1; 100bp DNA ladder. 2-10;
Hastalarin amplikonlari. 11; Pozitif kontrol. 3, 6 ve 8 numaral
hastalarda, 11 numarali pozitif kontrol drneginde 243bp band
varligi ile RSV pozitifligi gorillmektedir).

Nested RT-PCRIn ikinci asamasi sonrasi

Istatistiksel Analiz: Calismamizin istatistiksel
analizinde Statistical Packagefor the Social
Sciences (SPSS version 11.5; SPSS Inc, Chicago,
USA) ve Epilnfo Software (Epilnfoversion 6.0;
CentersforDisease Control and Prevention,
Atlanta, USA) kullanildi. Veriler arasinda
karsilastirma yaparken Pearson Chi Square, Yates
Continuity Correction ve Fisher’sExact
testlerinden yararlanildi. p degeri <0.05 olan
sonuclar anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Calisma grubundaki 0-15 yas araliginda olan
toplam 323 hastanin 208'i (%64,4) erkek, 115’i
(%35,6) kiz idi. Bunlarin %49,3'i 0-2 yas
(%61,7’si erkek), %23,8’i 3-5 yas (%70,1’i erkek),
%26,9'u yas 6-15 yas grubunda (%63,1'i erkek)
idi. ASYE olan cocuklarin cinsiyetlerinin yas
grubuna gore dagilimi istatistiksel olarak
incelendiginde anlamli bir fark saptanmadi
(x2egim=0.106; p>0.05) (Tablo I).
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Tablo I: Hastalarin demografik, klinik ve tani 6zelliklerinin RSV ile iliskisinin analizi.

RSV (+) RSV () Toplam o
Say1 % Say1 % Say1 % p degeri
Yas
0-2 64 39.5 98 60.5 162 50
3-5 19 24.7 58 75.3 77 24 <0.05
6-15 12 14.3 72 85.7 84 26
Cinsiyet
Kiz 32 27.8 83 72.2 115 35.6 50.05
Erkek 63 30.3 145 69.7 208 64.4 )
Mevsim
Sonbahar 33 41 47 59 80 25
Kis 43 29 105 71 148 46 ~0.05*
IIkbahar 12 17.6 56 82.4 68 21 ’
Yaz 7 26 20 74 27 8
Aylar
Ocak 13 22.4 45 77.6 58 17.9
Subat 13 27.7 34 72.3 47 14.5
Mart 4 16 21 84 25 7.7
Nisan 5 22 18 78 23 7.2
May1s 3 15 17 85 20 6.2
Haziran 2 33 4 67 6 1.8 .
Temmuz 2 25 6 75 8 2.5
Agustos 5 38.5 8 61.5 13 4.1
Eylil 2 40 3 60 5 1.5
Ekim 15 43 20 57 35 10.9
Kasim 16 40 24 60 40 12.4
Aralik 15 34.8 28 65.2 43 13.3
iteel;”"er 58 314 127 72.6 185 57.3
Oksirik 79 36.4 138 63.6 217 67.2
Burun akintist 64 34.6 121 66.4 185 57.3
57 39.6 87 60.4 144 44.6
Solunum
ls\/‘[];‘r‘;tr‘rsr‘la 3 59 48 94.1 51 15.8 >0.05
Kusma 18 82 4 18 22 6.8
e 30 34.5 57 65.5 87 26.9
Beslenme yetersizligi
i S apkkk
Diger 6 16.2 31 83.8 37 115
El‘khasml'klar 35 273 93 72.7 128 396
Kronik akciger hastalig1 8 364 14 63.6 22 6.8
Hematolojik hastalik 15 27.8 39 72.2 54 16.7
Immunolojik hastalik >0.05
Kardiak hastalik 5 38.5 8 61.5 13 4.0
Metabolik hastalik 12 387 19 61.3 31 9.6
Norolojik hastalik 6 27.3 16 72.7 22 6.8
Onkolojik hastalik 7 206 27 794 34 105
7 36.8 12 63.2 19 5.9
Klinik tan1
Bronsiyolit 59 57.3 44 42.7 103 31.9
Pnomoni 30 21.4 110 78.6 140 43.3 <0.05
Brongit 4 7.7 48 92.3 52 16.1 ’
Astim 2 7.1 26 92.9 28 8.7
Ornek alinma zamani
36_51%“;0“ 69 543 58 45.7 127 39.3
11< gilin 24 23.1 80 76.9 104 32.2 <0.05
2 2.2 90 97.8 92 28.5
Tani testi
DFA 88 27.6 235 72.4 323 100
RT-PCR 95 29.4 228 70.6 323 100 )

*Yaz mevsiminde hasta sayisinin az (29 vaka) olmasi oranin ytiksek (%37.9) gozlenmesine sebep oldugu i¢in yaz mevsimi harig tutularak yapilan ileri
istatistiksel analizde %39.7 RSV pozitifligi ile sonbaharn birinci sirada, %27.7 ile kisin ikinci sirada ve %17.6 ile ilkbaharn iigiincii sirada yer aldigi ve
bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (x2= 8.800; sd=2; p<0.05).
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** Cochran ilkelerine gére en kiiciik beklenen deger 1.47 ile uygun olsa da, vaka sayist 5'in altinda beklenen hiicre sayist (%25) %20’yi astigi icin ki-kare

sonuglart degerlendirmeye tabi tutulamamuistir.

***Diger; ishal ve bilin¢ bulaniklig belirtilerini icermektedir.

ASYE olan 323 ¢ocugun %29,4'tinde (95/323)
RSV RNA pozitifligi tespit edildi. Bu hastalarin
%67,4’10 (64/95) erkek, %32,6’s1 (31/95) kiz
idi. RSV RNA pozitifliginin cinsiyete gore
dagilimi incelendiginde erkek ve kizlarda RSV
pozitifligi acisindan istatistiksel olarak fark
saptanmadi (Yates=0.351; sd=1; p>0.05). RSV
RNA pozitifliginin yas gruplarina gore dagilimi
incelendiginde RSV pozitifliginin yas arttik¢a
anlamli sekilde azaldigi goriildi (x2= 20.053;
sd=2; p<0.001). Bu azalmanin her iki cins i¢cin de
gecerli oldugu saptandi (Tablo I).

Hastalarin ASYE sebebi ile hastaneye
basvurdugu mevsimler siklik sirasiyla kis,
sonbahar, ilkbahar ve yaz olmak tizere tiim yili
icermekte idi (Tablo I). RSV pozitifliginin
mevsimlere gore dagilimi incelendiginde en
yiksek pozitifligin  %39,7 (31/78) ile
sonbaharda goriildiigl, bunu %37,9 (11/29) ile
yaz, %27,7 (41/148) ile kis ve %17,6 (12/68)
ile ilkbahar mevsimlerinin izledigi ve farkin
istatistiksel olarak anlaml oldugu saptandi (x2=
9.766; sd=3; p<0.05). Yaz mevsiminde hasta
sayisinin az (29 vaka) olmasi oranin yiliksek
(%37,9) gozlenmesine sebep oldugu icin yaz
mevsimi  hari¢  tutularak yapilan ileri
istatistiksel analizde %39,7 RSV pozitifligi ile
sonbaharin birinci sirada, %27,7 ile kisin ikinci
sirada ve %17,6 ile ilkbaharin liglincii sirada yer
aldig1 ve bu farkin istatistiksel olarak anlamh
oldugu saptandi (x2= 8.800; sd=2; p<0.05). RSV
vakalarinin aylara gore dagilimina bakildiginda
pik yaptig1 aylar 15’er vaka ile (%15,8; %15;
%15,8)Ekim, Kasim ve Aralik olarak tespit
edildi. Ocak ve Subat aylarinda da (%13,6;
%13,6) yiiksek RSV RNA pozitifligi gozlendi
(Grafik 1).
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Grafik 1. Alt solunum yolu enfeksiyonu ile olan
¢ocuklarda RSV RNA pozitifliginin mevsimlere gore
dagilimi

RSV RNA pozitif olan 95 ASYE'li ¢ocugun
basvuru anindaki semptomlar1 sorgulandiginda
58’inde (%61) ates, 79'unda (%83) oksiriik,
64’iinde (%67) burun akintisi, 57’sinde (%60)
solunum sikintis;, 3’linde (%3) morarma,
18’inde (%19) kusma, 30’unda (%31) beslenme
yetersizligi,5’'inde (%5) ishal ve 1'inde (%1)
biling bulanikhigi vardi (Tablo I). Hastalik
belirtileri yoniinden RSV pozitif ve RSV negatif
hastalar arasinda morarma ve kusma
sikayetleri disinda istatistiksel olarak anlamh
bir fark olmadig1 saptandi (x2= 8.290; sd=5;
p>0.05).

ASYE olan 323 ¢ocugun klinik tanilari ve RSV ile
iliskisi Tablo I'de 06zetlenmistir. RSV pozitif
hastalarda en ¢ok goriilen hastalik %57,3 oran
(59/103) ile bronsiyolit olup bu oran;
%21,4’'lik pnémoni (30/140), %7,7’lik bronsit
(4/52), %7,1'lik astim (2/28) goriilme sikligina
gore istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksek
bulundu (x2=61.336; df=3; p<0.001).

Hastalarin  klinik orneklerinin belirtilerin
baslamasindan sonra alinma zamani ve RSV
varhigi ile iliskisi Tablo I'de 6zetlenmistir. ilk bes
giinde alinan 6rneklerin %54,3’i (69/127) RSV
RNA pozitif iken, 6-10 giinde %23,1’i (24/104),
on bir ginden sonra alinan Orneklerin ise
%2,2’si (2/92) pozitifti. ik bes giinde 6rnek
alinan hastalardaki RSV pozitifligi (%54,3) ileri
donemlerde 6rnek alinanlara gore (%23,1 ve
%2,2) anlaml o6lciide yiiksekti (x2=73.96; df=2;
p<0.001). ilk 5 giine gore 6-10 giin arasinda

EKBAHAR
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ornek alinanlarda RSV pozitifligi %25’e, 11 glin
ve sonrasinda ise %?Z2’'ye distigi gozlendi
(x2egim=71.746, p<0.001) (Grafik 2).
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Grafik 2. Alt solunum yolu enfeksiyonu olan ¢ocuklarda
RSV pozitifliginin 6rnek alinma zamanina gore dagilimi

ASYE olan 323 hastanin %60,4’tiniin (195/323)
altta yatan bir hastaligt mevcut idi. Bu
hastaliklar 16semi, thalassemi gibi hematolojik
hastaliklar, néroblastom, medullablastom, yolk
sac timoér gibi onkolojik  hastaliklar,
kistikfibrozis, histiositozis gibi kronik akciger
hastaligi, ventrikilerseptaldefekt,
atrialseptaldefektkardiak hastaliklar, nétrofil
fonksiyon = bozuklugu, prematiirite  gibi
immunolojik hastaliklar, ensefalit, menenjit gibi
norolojik hastaliklar veya tirozinemi, glikojen
depo hastaligt gibi metabolik hastaliklar:
icermekte idi. RSV pozitif hastalarin ise
%63,2’sinde (60/95) ek bir hastalik mevcuttu.
Herhangi bir hastaligin varligi RSV pozitifligini
etkilememekte idi (Yates x2= 0.287; sd=1;
p>0.05). Hastalik gruplarina gore
degerlendirildiginde ise (“hastalik yok”a
karsilik akciger hastaligi, hematolojik hastalik,
immiinolojik hastalik, kalp hastaligi, metabolik
hastalik, norolojik hastalik, onkolojik hastalik
varligl) yine bir fark bulunmadi (x2= 4.478;
sd=7; p>0.05).

DFA testi ile 323 Ornegin %?27,6’sinda RSV
antijen pozitifligi bulundu. Orneklerin 80’i
(%25) hem DFA testi hem de RT-PCR testi ile
pozitif bulunurken, 220’si (%68) her iki
yontemle negatif bulundu. RT-PCR testine gore
kiyaslandiginda DFA testinin sensitivitesi
%84,2, spesifitesi %96,5, pozitif prediktif degeri
(PPV) %91 ve negatif prediktif degeri (NPV)
%93,6 olarak bulundu.
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Nested RT-PCR yonteminde ekstraksiyon islemi
icin 130 dakika, cDNA sentezi asamasi icin 90
dakika, ilk amplifikasyon islemi i¢cin 190 dakika,
elektroforezde goriintiilleme icin 60 dakika,
ikinci amplifikasyon islemi icin 190 dakika ve
elektroforezde tekrar goriintiileme icin 60
dakika gerekmekte idi. Nested RT-PCR araliksiz
calisildiginda sonug alma siiresi toplam 12 saat
idi. DFA testinde ise 6rneklerden preparatlarin
hazirlanarak fikse edilmesi islemi 60 dakika,
direkt floresansmikroskobi icin hazirhk ve
mikroskobik inceleme 90 dakika stirdi. DFA
testi ile 2.5 saatte sonug alinabildigi gézlendi.

TARTISMA

RSV, 6zellikle kiiciik cocuklarda agir hastalik ve
olumlere neden olan O6nemli bir solunum
patojeni olarak uzun zamandir bilinmektedir.
RSV ile iliskili ASYE’lerin kiiresel yiikiiniin y1illik
33 milyon oldugu, 5 yasin altindaki ¢ocuklarda
3 milyondan fazla hastaneye yatis ve 59.600
hastane i¢i oOlimle sonuclandigi tahmin
edilmektedir’.

ASYE olan ¢ocuklarda RSV insidans1 bolgeden
bolgeye degismektedir. Cocuklarda RSV sikligi
Avrupa tlkelerinde yapilan bir meta-analizde
%46, Ingiltere’de %53 rapor edilmistir8?.
Amerika’da 4 yas altindaki ¢ocuklarda RSV ile

iliskili hospitalizasyon oranl %13,4
bildirilmistirl%. Brezilya’da 5 yas altindaki
cocuklarda RSV insidansi %27-64

bildirilmistirl112, Orta Dogu ve Kuzey Afrika
bolgelerinde yillik RSV prevalans: 2001-2002

sezonunda %15-40 iken, 2016-2017
sezonunda%?20-50 bildirilmistir13.
Avustralya’da RSV insidansi %65,9

bildirilmistir'4. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda
ise ASYE olan ¢ocuklarda RSV enfeksiyonu

insidans1 %19,6-63 arasinda rapor edilmistir?>-
20

Calismamizda ASYE sebebi ile hastaneye yatisi
yapilan 0-15 yas arahigindaki ¢ocuklarda RSV
RNA pozitifligini %29,4 tespit ettik. Antalya’da
Saglik ve arkadaslarinin hiicre kiltiri yontemi
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ile yaptiklari1 calismada da RSV pozitifligi %26,5
bildirilmistir’6. Bununla birlikte, istanbul’da Sik
ve arkadaslar1 ASYE olan c¢ocuklarda RSV
sikligini PCR yontemi ile daha yiiksek (%45)
bildirmis olup, bu yliksek oranin c¢alisma
grubunun yogun bakim gerektiren sinirli bir
hasta toplulugunu (n=80) icermesinden ve
bolgesel fakliliktan kaynaklanmis olabilecegini
distindiirmiistiir!’?.  Pelit ve arkadaslan
Istanbul’da ASYE olan 1 ay - 5 yas araligindaki
260 olguda yaptiklar1 ¢alismada RSV sikligini
%35,3 bildirmistirl8. Ankara’da Koyuncu ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada da %?38,1
gibi yiiksek bir insidans bildirilmis olup, bu
yluksek oran metodolojik farkhiliktan (hizli
antijen testi) kaynaklanmis olabilir!®. izmir'de
Karakoyun ve arkadaslar1 da hizli antijen testi
ile ASYE olan ¢ocuklarda yaptiklar1 ¢alismada
RSV sikligin1 %63 bildirmis olup, bu yiiksek
oranin bolgesel farklilik, yontem farklihigi ve
calisma grubunun kiiciik yaslar1 (<2 yas)
icermesinden kaynaklanabilecegini
distindlirmiistiir??. Alan ve arkadaslar1 ise
Turkiye’de ¢ok merkezli olarak yitrtttikleri
calismada yogun bakim tinitelerinde (n=1277)
RSV sikligini %19,6 olarak rapor etmis olup, bu
diisiik orani yogun bakimlarin heterojen olmasi
ile agiklamislardir?s,

ASYE’ler ozellikle gelismekte olan iilkelerde
erken cocukluk doéneminde (0-4 yas)
hospitalizasyonun en sik sebebidir. Hastalarin
lcte birini bir yasindan kiigiik c¢ocuklar
olusturmaktadir ve erkeklerde hospitalizasyon
orani kizlardan fazladirl. Calismamizda
literatiir ile uyumlu olarak ASYE olan ¢ocuklarin
yaklasik olarak yarisi (%49,2) 2 yasin altindaydi
ve %64,4'i erkekti. RSV RNA pozitif olan
hastalar arasinda da cinsiyeti erkek olanlarin ve
yasi 2’den kiiciik olanlarin orani %67,4 idi. Her
iki cinsiyet icin de RSV pozitifligi riskinin yas
arttikca azaldigini ve ayni zamanda 2 yas
altindaki RSV enfeksiyon oraninin (%40,3) ileri
yasta olanlardan daha yiiksek oldugunu
gozlemledik. Saghk ve arkadaslar1 da benzer

sekilde hastalarin ¢ogunun (%62,7) 2 yas alti
cocuklardan olustugunu, hastalarin %56,2’sinin
erkek oldugunu bildirmistirlé. Alan ve
arkadaslar1 da c¢ok merkezli calismalarinda
biitiin ¢cocuklarin 2 yasindan 6nce en az bir kez
RSV ile enfekte oldugunu bildirmislerdir?>.
Avrupa verileri de RSV enfeksiyonlarina bagh
hastaneye yatis orani ile yas arasinda ters
orantili bir iliski oldugunu ve yasamin ilk
aylarinda  hastaneye yatisin maksimum
oldugunu bildirmistir8. Orta Dogu ve Kuzey
Afrika bolgelerinde de RSV ile enfekte
cocuklarin %68,6’sinin on iki aydan kiiciik
oldugu rapor edilmistir1s.

RSV enfeksiyonlar1 1liman bolgelerde (kis
salginlar1) belirgin bir mevsimsel patern
izlerken, yagish mevsimlerde veya tropik
bolgelerde tiim yil boyunca ortaya c¢ikabilir?.
Calismamizda RSV RNA pozitifligini en sik kis
(%45,3) ve sonbahar (%32,6) mevsimlerinde
tespit ettik. Ek olarak, RSV'ye baghh ASYE'lerin
yil boyunca gorilebildigini, olgularin en ¢ok
Ekim, Kasim ve Aralik’ta oldugunu, bu aylan
Ocak ve Subat aylarimin takip ettigini
gozlemledik. RSV pozitifligi Istanbul’da en sik
Aralik ve Subat’ta, Ankara’da Ocak ve Subat'ta,
Antalya’da Ocak, Subat, Mart aylarinda
bildirilmistirl6-1°, Alan ve arkadaslar1 ¢ok
merkezli calismalarinda RSV ile iliskili ASYE
sebebi ile hastaneye yatislarin en sik sirasi ile
Subat, Mart ve Ocak aylarinda oldugunu rapor
etmislerdir?>. Avrupa’nin cesitli iilkelerinde de
RSV'nin mevsimsel dagilimi o6zellikle kis
mevsiminde olmak iizere, bazilarinda Ocak-
Subat, bazilarinda Aralik-Subat, bazilarinda
Ocak-Mart veya Subat-Mayis aylarinda
maksimum zirvesine ulastig1 bildirilmistirs8.
Orta Dogu ve Kuzey Afrika bolgelerinde de RSV
pozitifliginin en sik Kasim, Aralik, Ocak ve Subat
aylarinda oldugu bildirilmistir13.

Calismamizda RSV RNA pozitif bulunan
cocuklarda en sik goriilen belirtiler oksiirik
(%83), burun akintis1 (%67), ates (%61) ve
solunum sikintis1 (%60) idi. Morarma ve kusma
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sikayetleri RSV varligindan ziyade altta yatan
kardiyak ve metabolik hastaliklara bagl gelisen
belirtilerdi. Koyuncu ve arkadaslar1 ASYE
sebebi ile basvuran cocuklar arasinda RSV
pozitif olanlarda c¢alismamiza benzer sekilde
okstriik, hirilti, burun akintisi, ates, solunum
sikintis1 gozlendigini rapor etmislerdir!®. Alan
ve arkadaslar1 da en sik belirtilerin benzer
sekilde oksiirik ve burun akintisi oldugunu,
bunlar1 siyanoz, apne ve atesin takip ettigini
rapor etmislerdir?>.

Viral solunum yolu enfeksiyonlarin davirus
sacilimi oOzellikle ilk 3 giin yogun miktarda
olmak lizere bir hafta kadar siirmektedir. Bu
slire infantlarda ve genc ¢cocuklarda 3-4 haftaya
kadar uzayabilmektedir. Calismamizda
nazofaringeal 6rneklerin toplanma zamani RSV
RNA pozitif hastalarin %73’tinde semptomlarin
baslangicindan sonraki ilk 5 gtin, %25’inde 6-10
glinler arasinda idi. Semptomlarin
baslangicindan sonraki 6-10 gin arasinda
alinan 24 o6rnegin pozitif ¢ikmasi bu hasta
grubunun %50’sinin (12/24) 0-6 ay ve
%41,7’sinin de (10/24) 7-24 ay yas grubunda
olmak tuizere toplam %91,7’sinin 24 ayin altinda
olmasi ile iligkilidir. Bu sonuglar RSV iligkili
ASYE olan kiiciik cocuklarda uzun siireli viriis
sacilimi olmasini desteklemektedir.
Calismamizda ilk 5 gline gore 6-10 giin arasinda
ornek alinanlarda RSV pozitifligin %25’e, 11
gin ve sonrasinda ise %Z2’ye dustiguni
gozledik. Koyuncu ve arkadaslar1 da RSV
pozitifligini semptomlarin ilk 5 giliniinde
basvuranlarda anlamh olarak daha yiiksek
bulduklarini bildirmislerdir?®.

RSV ile iligkili ASYE'lere baghh mortalite orani
%7-40 olarak tahmin edilmektedir!. Hastane
ortaminda RSV’nin bir aya kadar siirebilen
yayilimi s6z konusu oldugu ic¢in hizli tan1 hem
hasta yonetimi hem de enfeksiyonun
nozokomiyal yayiliminin 6nlenmesi igin
onemlidir. Calismamizda RT-PCR testine gore
kiyaslandiginda DFA testinin sensitivitesini
%84,2, spesifitesini %96,5, PPD %91 ve NPD
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%93,6 olarak tespit ettik. Saglk ve arkadaslari
hiicre kultlirii yontemi referans alinarak DFA
testinin duyarliligini1 %88,4, spesifitesini %96,6,
PPD %90,5 ve NPD %95,8 olarak ¢alismamiz ile
benzer oranlar saptadiklarini bildirmislerdir?e.
RSV tanisinda kullanilan metodlarin sensitivite
ve spesifitesinin yiiksek olmasi kadar islem icin
gereken siirenin kisa olmasi da oOnemlidir.
Calismamizda DFA  testinde  oOrneklerin
islenmesinden sonug¢ alinmasina kadar gereken
stirenin yaklasik olarak 2.5 saat oldugunu tespit
ettik. PCR metodunda ise ekstraksiyon
danamplikonlarin  goérlntiilenmesine kadar
olan asamalar icin gereken siire araliksiz
calisilirsa toplam 12 saat idi. RSV’nin hizlh tanisi
icin oncelikle yiiksek sensitiviteye sahip DFA
testi ile oOrneklerin analiz edilmesi uygun
olacaktir.

RSV enfeksiyonlarn ile ilgili bir baska dikkat
ceken nokta ikinci bir solunum yolu virusu ile
mikst enfeksiyonu Kkolaylastiriyor olmasidir.
Human rhinovirus (hRV), parainfluenza virus
(PIV), influenza virus ve humanmetapneumo
virus (hMPV) ile RSV koenfeksiyon oranlari1 %5-
10 olarak bildirilmistir13. Human
coronavirus’larin (hCoVs) %11-46 oraninda
diger solunum yolu viruslan ile koenfeksiyon
yaptiklari bilinmektedir2t. COVID-19 pandemisi
devam ederken diger solunum yolu viruslar ile
koenfeksiyon ihtimali g6z 6niinde tutulmali ve
ayirici tani yapilmalidir?2. Bu konuda daha genis

olcekli, coklu etkenlerin tarandigi
seroepidemiyolojik ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
Sonug olarak calismamizda RSV

enfeksiyonlarinininsidansini %29,4 tespit ettik.
RSV enfeksiyonlarinin hizli tanis1 antiviral
tedaviye erken baslanmasi, rasyonel antibiyotik
kullanimi,  hastanede  yatis  siirelerinin
azaltilmasi, hasta  yOnetimi,  maliyetin
azaltilmasi, korunma ve kontrol 6onlemlerinin
erken alinabilmesi, hastane enfeksiyonlarinin
yaylliminin azaltilmas1 icin son derece
onemlidir. RT-PCR testine gore %84,2
sensitivite ve %96,5 spesifite gosteren DFA
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testinin RSV enfeksiyonlarinin rutin tanisinda
ilk tarama testi olarak kullanilmasi ve test
sonucu negatif bulunan érneklerin RT-PCR ile
calisilmasi 6neriyoruz.
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