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OZET

Alt Solunum Yolu Enfeksiyonu olan Cocuklarda Respiratory Syncytial Virus
(RSV) Enfeksiyon insidansinin Arastirilmas

Respiratory syncytial virus (RSV) enfeksiyonu bitin dinyada infant ve
cocuklarda yiksek mortalite ve morbidite ile seyreden alt solunum yolu
enfeksiyonlarinin (ASYE) major sebebidir. Bu galismanmin amaci hastanede yatan ve
ASYE olan infant ve ¢ocuklarda RSV enfeksiyonlarimin insidansimin arastirilmasidir.
RSV enfeksiyonlarinin hizli ve dogru laboratuvar tamsi antiviral tedavinin baglanmasi,
virusa kars1 zamaminda korunma ve kontrol onlemlerinin alinmast igin 6nemlidir.
Ayrica gereksiz antibiyotik tedavisini ve hastanede yatis siresini azaltacaktir.
Calismaya Ocak 2011 ve Ocak 2012 tarihleri arasinda alt solunum yolu enfeksiyonu
olup hastaneye yatirilan toplam 323 hasta (0-15 yas) dahil edilmistir. Flocked ekiivyon
(Copan Diagnogtics, Italy) ile alinan nazofaringeal strinti 6rneklerinde RSV antijeni
direkt immunfloresan testi (DFA, Argene SA, France) ile, RSV RNA varlig ise nested
reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) yontemi ile arastirilmistur.
Toplam 323 6rnegin 95'inde (% 29,4) RT-PCR ile RSV RNA, 88inde (% 27,6) ise
DFA yontemi ile RSV antijen pozitifligi tespit edilmistir. Orneklerin 80'i (% 25) her iki
yontem ile pozitif, 220'si (% 68) ise her iki yontem ile negatiftir. RT-PCR testine gore
kiyaslandiginda DFA testinin sensitivitesi % 84,2, spesifitesi % 96,5, pozitif prediktif
degeri % 91 ve negatif prediktif degeri % 93,6 olarak bulunmustur. Calisma grubunda
RSV enfeksiyonlarinin insidansimin % 29,4 oran ile oldukca yiksek oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak antiviral tedavinin erken baglatiimas: ve nozokomiyal yayilimin
azaltilmast icin % 84 gibi yuksek sensitivite gosteren, daha hizl1 bir test olan DFA'min
ilk tan testi olarak kullamlmasi ve test sonucu negatif bulunan drneklerin RT-PCR ile
calisilmasi Onerilir.

Anahtar Kelimeler: Alt solunum yolu enfeksiyonu, gocuklar, direkt immunfloresan
tedti, respiratory syncytial virus, revers transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu



ABSTRACT

Thelnvestigation of Respiratory Syncytial Virus (RSV) Infection Incidence
in Children with Lower Respiratory Tract Infection

RSV infection is the major cause of lower respiratory tract infections with
high mortality and morbidity in infants and children worldwide. The aim of this study
is to investigate the incidence of RSV infections in hospitalized infants and children
with lower respiratory tract infection. The rapid and accurate laboratory diagnosis of
RSV infection is important for the initiation of antiviral therapy and taking timely
prevention and control precautions. In addition, it will reduce inappropriate antibiotic
use and the duration of hospitalization. Total 323 hospitalized patients (0-15 years
old) with lower respiratory tract infection were included in the study during January
2011- January 2012. In nasopharyngeal swab specimens collected from the patients by
using flocked swabs (Copan Diagnostics, Italy), RSV antigen was investigated by
direct immunofluorescent test (DFA, Argene SA, France) and RSV RNA analysed by
nested RT-PCR. RSV RNA was found to be positive in 95 (29,4 %) of total 323
samples by RT-PCR and RSV antigen in 88 (27,6 %) samples by DFA. Of the samples,
80 (25 %) were positive and 220 (68 %) were negative by both of tests. Comparing
with RT-PCR, the sensitivity of DFA test was 84,2 %, its specificity was 96,5 %, its
positive predictive value was 91 % and its negative predictive value was 93,6 %. The
incidence of RSV infections in the study group was rather high with the rate of 29,4 %.
In conclusion, to start antiviral therapy early and to reduce the nosocomial transmission,
it is suggested to use DFA test as the first diagnostic test which is more rapid and has
high sensitivity with 84 % and the samples found to be negative should be tested by RT-
PCR.

Keywords. Children, direct immunofluorescent test, lower respiratory tract infection,
respiratory syncytial virus, reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR).



1. GIRIS

Alt solunum yolu enfeksiyonlart (ASYE), bitiin dinyada 6zellikle gelismekte
olan Ulkelerde siit cocugu ve okul 6ncesi yas gruplarinda en 6nemli mortalite ve
morbidite sebeplerinden biridir. Diinya Saglik Orgiitiniin (DSO) 2009 verilerine gore
dinyada 5 yas alt1 cocuklarda mortalitenin % 29'u pnémoni, bronsiyolit ve bronsit gibi
alt solunum yolu enfeksiyonlarina bagli olmaktadir™?. Ulkemizde ise Saglik Bakanlig:
verilerine gore 0-1 yas grubunda bebek 6lumlerinin % 48,4’ Ginden, 1-4 yas arasinda %
42,1'inden ASYE sorumludur®. Tirk Toraks Dernegi 2009 yili verilerine gore
tlkemizde 0-5 yas grubundaki cocuklarda ASYE goriilme oramt % 29'dur®. Bu veriler
is1ginda tum dinyada oldugu gibi tlkemizde de 6zellikle 5 yas alti1 ¢ocuklarda akut
ASYFE ler yiksek mortalite ve morbidite sebebidir. Cocukluk ¢aginda ASYE'nin en
Onemli sebebi solunum yolu viruslaridir. Viral ASYE'nin ise en sik sebebi Respiratory
Syncytial Virus (RSV) olmakla beraber, rhinovirus, influenza virus tip A ve B,
adenovirus, parainfluenza virus tip 1, Il ve Ill, human metapneumovirus ve
coronaviruslar  sorumlu  etkenler arasindadir. Mononegavirales  takimindaki
Paramyxoviridae ailesine ait, segmentsiz, tek zincirli bir RNA virusu olan RSV ¢ocuk
yas grubundaki pnomoni ve brosiyolit gibi ASYE’lerin % 40-80' inde gorilen en 6nemli
viral etkendir®. Cocuklarin % 50-70'i hayatin ilk bir yilinda RSV ile infekte
olmaktadir. iki yasina kadar cocuklarin hemen hemen hepsi primer RSV enfeksiyonu ile
karsilasmaktadir ve % 10-20'sinin birden c¢ok defa virusla enfekte oldugu
bildirilmektedir. Cocuklarin % 3’ U bir yasindan 6nce hastaneye yatirilmakta ve bunlarin
% 10'u mekanik ventilasyona gereksinim duymaktadir. Mekanik ventilasyona
gereksinim duyan cocuklarin % 5-10'u dlmektedir”®. Ulkemizde solunum yollar:
enfeksiyonlarinda RSV sikligi  degisik calismalarda % 5,2-55,6 oraninda
bildirilmektedir®™*.

RSV icin yiksek risk grubunu 6 haftadan kicuk 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 olusturmaktadir. Risk grubundaki bebeklerde RSV’'ye bagli



mortalite oram % 30" un izerindedir. Onceden saglikli olup RSV enfeksiyonu sebebi ile
hastaneye yatirilan bebeklerde mortalite % 0,5-1 iken kalp hastalig1 olan ¢cocuklarda %
3-37 ve akciger hastaligi olanlarda % 44 olarak bildirilmektedir. Ribavirin ve
palivizumab kullamlarak optimal tedavi ile bu oranlar % 3-10"a dustrilmektedir. RSV
cok bulasict bir virus oldugu icin ve herhangi bir sebep ile immun yetmezligi olan
infekte cocuklarda virus sagilim siresi uzun oldugu igin hastane kaynakli enfeksiyon
oranlar1 yuksektir. Bu sebeple nozokomiyal salginlarin 6nlenmesinde enfekte Kisilerin
hizl1 tans: esastir®®*2.

Mevsimsel olma 6zelligi tastyan RSV’ ye bagli solunum yolu enfeksiyonlarinda
virusa 0zgun tipik bir klinik tablo olusmadig: icin supheli klinik tamnin laboratuvar
yontemleri ile dogrulanmasi ve kesin tamsinin konmasi gerekmektedir. Hastalardan
alinan nazofaringeal sirintti veya aspirat, balgam ve bronkoalveolar lava) gibi solunum
sekresyonlar1 6rneklerinde hicre kultird teknigi ile virusun izolasyonu, direkt veya
indirekt immunfloresan testleri, seroloji, kromatografik teknikler ile antijen veya antikor
tespiti, molekiler testler ile viral genomun tespiti gibi yontemler kullamlarak RSV
tams: konulmaktadir®®,

Galismamizin amaci hastanede yatan ve ASYE olan infant ve ¢ocuklarda RSV
enfeksiyon insidansinmin arastirilmasidir.

RSV enfeksiyonlarinin sensitivite ve spesifite agisindan en uygun laboratuvar
tesleri kullamlarak hizli ve dogru tamsinin saptanmast ile virus yayiliminin
onlenmesine yonelik enfeksiyon kontrol onlemlerinin zamaninda alinmasi, gereksiz
antibiyotik tedavisinin ontine gegilmesi, gecikmeksizin dogru antiviral tedavinin
baglanmasi, bunun sonucunda hastanede yatis sirelerinin kisalmasi ve mali yUkin

azalmasi da mimkun olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Infant ve kiigiik cocuklarda ciddi solunum yolu enfeksiyonu, ilk kez 150 yil 6nce
tanmmlanmis ve adina "konjestif kataral ates” (congestive catarrhal fever) denmistir.
Hastaligin viral etyolojisi olabilecegi ve mevsimsel epidemiyolojik paterni ilk kez
1941’ de medikal literatiirde yerini almistir*>**.

RSV ilk kez 1956 yilinda Morris ve arkadaslar: tarafindan Walter Reed Askeri
Arastirma Enstitisi’nde (the Walter Reed Army Institute of Research) oOksirik,
hapsirma ve mukopurtlan burun akintist ile karakterize solunum yolu hastaligi olan 14
sempanzeden alinan bogaz materyallerinin birinden izole edilerek ‘sempanze nezle
gan’ (CCA; Chimpanzee Coryza Agent) olarak isimlendirilmistir. Bulunan yeni gjanin
doku kudltrinde dejeneratif degisikliklere sebep oldugu, ancak alisilagelmis laboratuvar
hayvanlarinda patojenik olmadigi, aylar icinde diger sempanzelerin de nezle ganna
karsi 6zgun antikor gdlistirdigi saptanmistir. O sirada bir laboratuvar ¢alisaminda da
solunum yolu hastaligi gelismis, ancak etkene 6zgin antikor olusturmas: disinda
insanlarda enfeksiyon yapabildigine dair bir kanit bulunamamustir*>*°,

Chanock ve arkadaglart 1957 yilinda laringotrakeobronsiti (krup) olan 12
infanttan alinan sirdntd orneklerinin 2’sinde Maymun Boébrek Doku Kdiltird’ nde
siradis1 ‘ stinger gibi’ bir sitopatojenik degisime sebep olan ve sempanze nezle ajanindan
(CCA) ayirt edilemeyen bir virus oldugunu saptayarak krup ile yeni bir sitopatojenik
miksovirus tiirii arasindaki iliskiyi yazmistir’®®,

Etkenin major insan patojeni oldugu 1960 yilinda gocuklarda gorilen brongit ve
pnémoni salgininda virusun izole edilmesi ile netlik kazanmistir. Sempanze nezle ajan
(CCA) isimlendirilmesinin insanlarda enfeksiyon etkeni olan bir virus igin uygun
olmadig: distintlerek solunum yollarina olan egiliminden ve hiicre kilturinde trerken
olusturdugu sinsityal sitopatolojik degisikliklerden yola cikarak "Solunum Sinsityal
Virus” (Respiratory Syncytial Virus; RSV) adi verilmistir'®?®.  RSV’nin tim
dunyada 6zellikle 1liman bolgelerde kis mevsiminde ve tropikal bdlgelerde ise yagmurlu
sezonlarda yaygin ve ¢ok bulasici olan, infant ve erken g¢ocukluk déneminde ciddi



morbidite ve mortaliteye sebep olan solunum yolu hastaliklarinin énemli bir sebebi
oldugu 1960’ |1 yillarda kabul edilmisti*.

RSV’'ye kars1 as1 gelistirme calismalart 1960’11 yillarin ortalarinda baslamustir.
Chanock ve Parrott tarafindan formalin ile inaktive edilmis RSV, Mycoplasma
pneumoniae ve parainfluenza virusu iceren polivalan bir as1 gelistirilmistir. Asimn 1966
yilinda infant ve ¢cocuklardan olusan bir gruba uygulanmast sonrasi, as1 uygulanmayan
kontrol grubunda gelisen RSV enfeksiyonu kadar asilanmis grupta da enfeksiyonun
gelistigi Ustelik hospitalizasyon gerektiren bonsiyolit ve pndmoni gibi ciddi alt solunum
yolu enfeksiyonlarinin kontrol grubunun sadece % 5'inde gelisirken, asilanan grubun %
80'inde gelistizi ve asilanan 2 infantin da olimle sonuglandigi gorilmistir**?:,
Formalin ile inaktive edilmis "lot100” olarak bilinen bir baska RSV asisi (FI-RSV)
1969 yilinda 6-23 aylik bebeklere uygulanmis, sonucta as1 yapilanlarin % 69’ unda, as1
yapilmayanlarin ise % 9 unda pndmoni gelistigi gérulmastir. Asimin sadece koruma
yoninden sinifta kalmadigi, ayni zamanda kiglk yas grubunda dogal enfeksiyonun
kliniginin siddetlenmesine de yol agtigi bulunmustur®®?®. Yine ayni yil ti¢ doz trivalan
parainfluenza virus asisi ile yapilan bir ¢calismada asinin parainfluenza virusuna bagl
doga hastaliktan korunma saglamamakla beraber, 6-11 aylik bebeklerde
hospitalizasyon gerektiren RSV enfeksiyonu insidansinda da beklenmedik bir artisa
sebep oldugu ve bu durumun asiya bagli gecikmis asir1 duyarlilik sonucu gelismis
olabilecegi vurgulanmistir®?®. Asilanan cocuklarda RSV virulansinin artmasinin sebebi
halen net olarak anlasilamamstir ve ¢alismalarin olumsuz sonuglanmast son 40 yildir
RSV as1 calismalarina golge dustirmiistiir,

Parainfluenza virus enfeksiyonu sonrasi gelisen RSV’ ye bagli ASY E 1970 lerde,
kiiguk cocuklarda solunum yolu enfeksiyonlarina bagli hospitalizasyonun primer sebebi
olarak kabul edilmekteydi ve yasamin ilk 6 ayinda enfeksiyon oram % 70 olarak
kayitlara gegmisti. Yine aym yillarda RSV ile ilgili molekiler ve epidemiyolojik
calismalar bilyuk bir hiz kazanmustir ve giiniimiizde de devam etmektedir®® 2.

Antiviral gan olarak Ribavirin'in (Virazole, Valeant Pharmaceuticals Inc,
Canada) in vitro ortamda RSV c¢ogalmasim azalttigi ve enfeksiyonun erken doneminde
kullamldiginda maksimum etkinlik gosterdigi  1980'lerde  bulundu®®*°.  Ancak
1990 larda ribavirinin etkinliginin sorgulanmasi o yillardaki ilag kullanimim dramatik

olarak azaltmigtir. GUnumtuzde ribavirin kullanimi sadece immun yetmezligi olan



hastalara ve klinigi mekanik ventilasyon gerektirecek kadar agir gegiren hastalara
onerilmektedir®-%,

Kardiyak, pulmoner ve immun sistem hastaliklar1 olan gocuklarda RSV’ ye bagli
ASYFE'lerin daha agir ve fatal seyrettigini kanitlayan calismalar 1990'1:1 yillarda
yogunluk kazanmustir®>.

Profilaktik etkisi olan RSV-IGIV (Respiratory Syncytial Viruss Immune
Globuline Intravenosus;, RespiGam, Medimmune Inc, ABD) ve palivizumab (Synagis,
Abbott Laboratories, ABD) adinda iki immunglobulin (Ig) drind yine 1990’11 yillarda
gelistirilmistir®*’. Guniimiizde maliyeti yilksek olan bu |g preparatlarinin kullammu, en
yilksek risk grubunu olusturan infantlarla sinirlandiril mistir®.

Waris'in 1991 yilinda RSV’ nin Paramyxoviridae familyasina ait Pneumovirus
genusunun bir dyesi oldugunu, infant ve cocuklarda diinya ¢apinda Ekim ayindan Mart
ayina kadar mevsimsel 6zellik gosteren ASY E’ye sebep olan major patojen oldugunu
yazmasindan sonraki 20 yilda yapilan birgok arastirmabunu kanitlar nitelikteydi®*.

Dunya Saglik Orgitirniin sponsorlugu ile 1999 yilinda gelismekte olan on
Ulkede (Arjantin, Kolombiya, Guatemala, Kenya, Nijerya, Pakistan, Papua Yeni Gine,
Filipinler, Tayland ve Uruguay) yapilan saha arastirmalarinin sonuglarina gore
ASYE’lerin en sik sebebinin RSV (tim vakalarin % 70’i) oldugu tespit edilmistir. Bu
ulkelerin aynm zamanda polio asisinin yogun olarak uygulandig: tlkeler olduguna dikkat
cekilip, gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde RSV’'nin kaynaginin polio asisi
olabilecegi iddia edilmistir®.

Prober ve Sullender 1999 yilinda RSV'nin A ve B olmak Uzere iki major
antijenik subgrubu olan zarfli bir RNA virusu oldugunu yazmistir®.

Vitamin A destek tedavisinin biyume Uzerine etkilerini arastiran Hadi ve
arkadaglar1 1999 yilinda vitamin A destek tedavisinin yeterli beslenmeyen cocuklarda
lineer buylmeyi artirdigimi, ancak bu etkinin solunum yolu hastaliklarina bagli olarak
azaldigini gostermistir®.

Hoebee ve arkadaslarimin 2003 yilinda RSV brongiyoliti sebebi ile hastanede
yatarak tedavi goren 6 aylik bebeklerde interlokin 4 (IL-4) ve IL-4 reseptor afa (IL-4R
alpha) zincirini kodlayan gen varyantlarinin iligkisini arastirdigi bir ¢alismada, RSV
bronsiyoliti olan hastalarda IL-4 590T genotipi ve IL-4R alpha allelinin sik oldugu
bulunmus ve hayatin ilk 6 ayinda daha 6n plana ¢ikan RSV’nin patojenitesinin



artmasinda T helper tip 2 sitokin genlerinin rol oynayabilecegi ileri strdlmistdr.
Infantlarin cogunda 6 aydan énce U dozluk birgok as1 yapildhg: dikkate alindiginda

immun sistemin hasar gérmesi siirpriz bulunmamustir®.

2.2. Respiratory syncytial virus (RSV) ssmiflandirmas

RSV, Mononegavirales takimindaki Paramyxoviridae ailesine ait olan
segmentsiz negatif zincirli bir RNA virusudur. Paramyxoviridae ailesi iki alt aileden
(Pneumovirinae, Paramyxovirinae) olusmaktadir. Paramyxovirinae alt ailesinde
insanlarda patojen olan; Measles virus un bulundugu Morbillivirus, Parainfluenza virus
2ve4' U (4ave 4b) iceren Mumps virus' un bulundugu Rubulavirus, parainfluenza virus
1 ve 30 iceren Sendal virus' un bulundugu Respirovirus olmak Uzere U¢ cins
bulunmaktadir. Pneumovirinae alt ailesinde ise insanlarda patojen olan RSV'yi igeren
Pneumovirus cinsi ve Human metapneumovirus u (hMPV) iceren Metapneumovirus
cinsi bulunmaktadir®®*’ (Tablo 1).

Morbillivirus, Rubulavirus ve Respirovirus cinsleri bir ¢cok protein icin kayda
deger aminoasit homolojisi paylastigindan birbirleriyle yiksek derecede iligkililer iken,
Pneumovirus cinsi blyldk o6lcide farklidir. Pnomoviruslar flzyojenik aktiviteye
sahipken diger paramikzoviruslardan farkli olarak hemaglutinin veya hemolitik
aktiviteye sahip degildirler ve ikinci bir matriks proteinine sahiptirler. Pnémoviruslarda
konak hiicreye baglanmay: saglayan G proteini ile paramikzoviruslarda baglanmay1
saglayan HN ve N proteinleri yapisal olarak birbirinden farkhidir®®. Ayrica hem
Pneumovirus hem de Morbillivirus norominidaz  aktivitesi gostermezler.
Pnomoviruslarin virionlarimn sekilleri dizensiz olup, ¢aplar1 150 ile 300nm arasinda
degisir. Pnomoviruslar helikal nukleokapsid c¢ap1  (12-15nm) acisindan  da
paramikzoviruslardan (18nm) farklidir®®®2. Ayrica pnémoviruslarin genomik RNA
uzunlugu paramikzoviruslarinki ile benzer olsa da, pnémoviruslar daha genis sayida
MRNA kodlamaktadirlar. Pneumovirus genomu, sirasiyla 3'-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-
M2-L-5 olmak Uzere iki yapisal olmayan gen (NS1, NS2) ve devaminda nukleokapsid
(N), fosfoprotein (P), matriks (M), kiguk hidrofobik (SH), yuzey baglanma
glikoproteini (G), yluzey fuzyon glikoproteini (F), ikinci matriks (M2), RNA-bagimli

RNA polimeraz (L) olan diger sekiz geni icermektedir. Metapneumovirus genomu ise



NS genlerini icermeyip farkli bir gen sralamasina (3'-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5')
sahiptir®® (Sekil 1).

Tablo 1. Paramyxoviridae ailesinin simiflandir mas (insan patojenleri)®“°,

Tur
Takim Mononegavirales
Aile Paramyxoviridae
Alt aile (1) Paramyxovirinae
Cins Morbillivirus Meadles virus
Mumps virus Parainfluenzavirustip 2
Parainfluenzavirustip 4 (4a,4b)
Respirovirus Parainfluenzavirustip 1
Parainfluenzavirustip 3
Alt aile (2) Pneumovirinae
Cins Pneumovirus RSV
Metapneumovirus hMPV
MS1 M52
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Sekil 1. RSV genomunun sematik gér tintisi™

RSV suslart P, F ve G proteinlerine karst monoklonal antikor panellerine
verdikleri reaksiyon paternlerine ve genleri arasindaki nukleotid sekans farkliliklar
temeline bagl olarak RSV-A ve RSV-B olmak Uzere iki major antijenik subgruba
ayrilmistir. Subgruplar arasinda F ve N proteinleri sirasiyla % 91 ve % 96 oraninda
aminoasit benzerligine sahip olup yiksek derecede korunmus durumdadirlar. Buna
karsilik G proteini % 53 oraninda aminoasit benzerligi ile son derece degiskendir™*.
RSV subgruplarina ait olan RSV suslari arasindaki genetik cesitlilik Uzerine yapilan
caismalar ‘genotipler’ adi verilen farkli genetik paternlerin  varligint  ortaya
cikarmistir®®. Su ana kadar G genindeki farkliliklar baz alinarak RSV grup A icin sekiz
genotip (GA1, GA2, GA3, GA4, GA5, GA6, GA7, SAA1 genotipleri) ve RSV grup B
icin de sekiz genotip (BA, GB1, GB2, GB3, GB4, SAB1, SAB2, SAB3)



tammlanmistir’®*®, RSV grup B'nin BA genotipi baslangicta alt: alt gruba (BA1-BA6)
boltinmuisken, gintimiizde dort alt grup (BA7-BA10) daha eklenerek toplam on alt grup
tespit edilmistir’®®. RSV grup A’mn GA2 genotipinin iki yeni varyant: sadece
Japonya da tanimlanmistir®.

A ve B subgruplar1 arasinda antijenik benzerlik yaklasik olarak % 25'tir. F
protein icin antijenik benzerlik oram % 50, aminoasit dizi benzerligi % 89 dur. Iki
subgrup arasinda G protein icin aminoasit benzerligi % 53 kadar disuktir ve antijenik
benzerlik sadece % 5'dir. G proteini sekanslar1 subgrup A suslari iginde % 20, subgrup
B suslar: icinde % 9 farklilik gosterir®®. Bu durum G proteininin fonksiyon kaybi
olmadan mutasyonlara toleransi en yuksek olan protein oldugunu gosterir. G
glikoproteinindeki degiskenlik en sik az korunan N- ve O- bagl seker akseptor (alici)
bolgesi ile iliskilidir. iki major noétraizan antijenden biri oldugu (digeri F protein),
hiicre dist komponent oldugu ve sekans-antijenik cesitliligi korele oldugu igin G
proteinindeki degiskenlige immun sistemin katkisi olabilir>*®. RSV suslari arasindaki
G glikoprotein cssitliligi virusa, populasyonda o©nceden uyarilmis immuniteden
kurtulmasinda bir avanta] saglar. Sekans ¢alismalart aym toplumda es zamanl: birgok
genotipin dolasmakta oldugunu ve benzer genotiplerin farkli yillarda farkl
populasyonlarda goriildugiini gostermektedir>®®.

Virusun epidemiyolojisinde antijenik farkliligin 6nemi hentiz tam olarak
anlasilamamis olmakla birlikte, epidemilerin siddetindeki yillik degisimi ve yasam
boyunca olan reenfeksiyona duyarlihgi kismen aciklayabildigi diistinilmektedir®.
Dunyanmin bitin bolgelerinde yilhik salginlar arasinda RSV A ve B’nin sikligi
degiskendir. Epidemiler siiresince iki subgrup da birlikte bulunabilir®. Bir alt tipe bagl
enfeksiyon belirli bir cografik bdlgede ya da donemde belirgin olabilir. Enfeksiyonun
klinik siddeti genellikle epidemiyoloji ve konak faktoru ile iliskilidir, fakat daha az
oranda viral faktérlerin (suslar gibi) etkileri de bulunmustur®’. Cesitli calismalarda A ve
B subgruplarinin yol actigi enfeksiyonlar arasindaki klinik siddetin  farklilig:
degerlendirilmistir. Subgrup A suslarimin siklikla daha siddetli hastaliga sebep oldugu
disUndlmektedir. Subgrup A suslarimin daha siddetli hastaliga sebep olusunun
mekanizmasi hentiz bilinmemektedir. Genetik replikasyon ileilgili proteinlerin (N, P, L,
M2) susa bagli farkliliklar1 viral replikasyonun azalmasina ya da farkli treme hizina
sebep oluyor olabilir. Deneysel olarak kamtlanmamasina ragmen subgrup B



izolatlarinin  yavas Uredigi ve doku kdltirinde dusik titrede bulundugu
diistinil mektedir®®®. Ancak baz: calismalarda subgrup B suslarinin daha virulan oldugu
gorilmuistir®®.

RSV’ nin yapisal 0zelligi ve genom segmentlerinin reassortman gibi bir
durumu sdz konusu olmadig: igin influenza virus pandemilerindeki gibi antijenik shift
gerceklesmez. Ancak diger RNA viruslarinda oldugu gibi, virus hata dizeltme ve
duzenleme kapasitesi olmayan bir RNA polimeraza bagimli oldugu igin oldukca

46,70

degisken bir genoma sahiptir

2.3. RSV’ nin yapis

RSV orta buyuklukte (150-300nm ¢apinda), konak hiicre plazma membramndan
koken alan ¢ift katmanli lipid yapida bir zarfa ve helikal nukleokapsidi icinde 15.222bp
(A2 susu) uzunlugunda, segmentsiz, tek zincirli ve negatif polariteli genoma sahip olan
bir RNA virusudur®.

Dizi analizi 1997 yilinda tamamlanan RSV genomu, virusa spesifik en az 10
viral proteini kodlamaktadir. Bu on proteinden gl transmembran ylzey
glikoproteinleri (G, F ve SH proteinleri), tgli nukleokapsid ile iliskili protein (N, Pve L
proteinleri), ikisi nonglikolize matriks proteini (M1 ve M2 proteinleri) ve ikisi yapisal
olmayan proteinlerdir (NS1 ve NS2 proteinleri)*®" (Sekil 2).

Matriks

/ proteini (M)

proteini (F) \ =,

proteini (G)

Ribonukleoprotein
kompleksi

Sekil 2. RSV’ nin yapisi”.



F (fizyon) proteini, endoplazmik retikulumda 574 aminoasitlik inaktif 6ncil
protein (Fo) olarak sentez edilen bir tip | membran glikoproteinidir. Fo éncll proteinin
golgi cisimciginde tripsin benzeri bir hiicresel proteaz tarafindan, 47kD olan F1 ve
20kD olan F2 olmak uzere birbirine dislilfit bag ile bagli iki subinite hidroliz edilmesi
ile protein biyolojik olarak etkinlik kazamr. F proteini, virusun konak hicreye
penetrasyonuna ve hiicreden hiicreye membranlarin flizyonu yolu ile yayilimina aracilik
eder. Yeterli fizyonun olusabilmesi igin F proteininin diger iki transmembran ylzey
glikoproteini olan G ve SH proteinleri ile birlikte bulunmasi gereklidir. Enfekte hiicre
ile komsu hiicre membranlarimin fizyonu cok cekirdekli dev hicreler (sinsitya)
olusumuna yol agar. Sinsitya, virusun sitopatik etkisinin bir gostergesidir ve virusun
hiicre zarindan gegmek zorunda kalmadan hicreden hiicreye direkt yayilimi igin
gereklidir. F proteini yapisal ve fonksiyonel olarak diger paramikzoviruslar ile
iliskilidir’>™. Ayrica F proteini IL-1 Beta, IL-6, IL-8 sekresyonu, hiicre motilitesi,
hiicre morfolojisi ve aktin hiicre iskeletinin yeniden dizenlenmesi gibi ¢esitli rollere
sahip bir guanozin trifosfataz olan Ras aile proteini olarak isimlendirilen, plazma
membrant iginde bulunan Rho A ile etkilesime girer. RSV ile enfekte Hep-2
hiicrelerinde viral reseptor gibi fonksiyon goren Rho A’min ekspresyonunun arttigi ve
sonucta penetrasyonun saglandigi ve sitopatik etkinin yani sinsitya olusumunun
kolaylastig1 distinil mektedir*®4"3,

G proteini (baglanma, tutunma proteini) genetik, yap ve fonksiyon agisindan
diger paramikzoviruslar ve genel olarak virus baglanma proteinleri arasinda essiz
ozelliklere sahiptir®. G proteini, virus susuna bagli olarak aminoasit sayisi degisen
(292-299 aminoasit) 32kD’luk bir polipeptid 6nciiliinden sentezlenir™.  Onciil
polipeptid, golgi cisimciginde translasyonel modifikasyon ile, sirasiyla yiksek
mannozlu N-bagli sekerler ve 0-bagli sekerler eklenerek 6nce 45kD olan ara forma ve
sonra 90kD olan matir forma donustdrdlir. Matir G proteini yuksek oranda serin,
treonin ve prolin igermekte olup, boylece proteinin ikincil yapisinin asir1 katlanmasini
azaltrr®. G proteini, sinyal peptidi ve membran habercisi (membran anchor) gibi islev
goren hidrofobik N-terminal bolgesi (38-66 aminoasit) olan bir glikolize tip 11
transmembran  proteinidir’”’®.  Membran habercisi  bolgesinin  proksimalinde
ekstraselller bir parcasi bulunmakta olup, bu ekstraselller parcamin ortasinda bitin
RSV izolatlarinda yuksek derecede korunmus olan kisa bir protein segmenti ve 4 sistein
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rezidiisii yer almaktadir’”"®. Bu bolge, CX3C kemokin reseptér (CX3CR1) eksprese
eden hiicrelere baglanmay: kolaylastiran bir CX3C kemokin motifi (182-186 aminoasit)
icermektedir®. Bu bélgenin yaninda, biitin RSV izolatlarinda yiksek derecede farkl:
olan iki glikolizasyon yer almaktadir™. G proteini, translasyonun baslangicinda
hidrofobik transmembran bolgesinin ortasinda yer alan bir alternatif cerceve olan AUG
kodonu (alternate in-frame AUG codon) sayesinde hem serbest halde sekrete edilip
hem de membrana bagli halde eksprese edilebilmektedir®™. Enfekte hiicrelerde G
proteininin yaklasik olarak % 15'i, sitoplazmik parcasi ve sinyal haberci sekansi disinda
diger bittn ozellikleri membrana bagli olan form ile aym olmak Uzere eriyik (soluble)
halde sekrete edilir®. G proteini fonksiyonel olarak virusun hiicreye baglanmasindan
sorumlu olup, F proteini ile birlikte enfektivite ve patogenezde 6nemli bir rol oynarlar®.
G ve F proteinleri, tasidiklar1 epitoplar1 sayesinde nétralizan antikorlarin olusumunu
uyararak RSV’ye kars1 immun cevaba sebep olurlar. F proteinine kars1 yanit, humoral
ve hiicresel (sitotoksik T-lenfosit) yanit seklinde iken, G proteini nétralizan antikorlar
tarafindan taminmasina ragmen hicresel immun yaniti yeterince uyaramamaktadir.
Ayrica F proteini daha ¢ok capraz reaksiyon veren antikorlarin olusumuna sebep olur
iken, G proteinine kars: olusan antikor cevabi daha ok grup spesifiktir®®4. Antijenik ve
nukleotid sekans farkliliklar: en fazla bulundurdugu igin, RSV A ve B suslari arasindaki
farkliligin en bilyik sorumlusu G proteinidir™. Ayni susun G proteinleri arasinda % 20
farklilik var iken, A ve B suslarimin G proteinleri arasinda bu oran % 47'den fazla
olabilmektedir. Yine de insan RSV suslarimin G proteini, konak reseptoriine baglanmak
icin bir aday oldugu diisiinilen 13 aminoasitlik degismez bir bblgeye sahiptir®. RSV A
ve B subgruplar: arasinda antijenik homoloji % 25, F proteini icin antijenik homoloji %
50, G proteini icin aminoasit homolojisi % 53 iken, antijenik homoloji sadece % 1-
10'dur. Bu durum G proteininin mutasyonlar1 fonksiyon kaybi olmadan en tolere
edebilen protein oldugunu gostermektedir®™. G proteini icin hiicresel bir reseptor
saptanamamistir, fakat hicre yuzey glikozaminoglikanlari olan heparan silfat ve
kondroitin siilfat B’ nin enfeksiyon icin 6nemli olabilecegi gosterilmistir®”.

SH (kiguk hidrofobik, 1A) proteini, fonksiyonu bilinmeyen kisa (64 aminoasit)
hidrofobik bir ylzey glikoproteinidir. SH protein molekilinin sadece Ucte biri
ekstraselller yerlesimli olup, merkezinde lokalize olan haberci sekansi sayesinde bir
membran-habercisidir. Enfekte hiicrelerde cogu glikolize olmayan SHo seklinde olmak
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Uizere, SHg, SHp ve SHt olarak farkl: formlarda bulunmaktadir®. SHt haric biitiin
formlar hticre yuizeyine transfer edilir ve sadece SHo ve SHp formlar1 virion igine dahil
edilir®. Farkli formlarin énemi heniiz tam olarak bilinmemekle beraber baglanma,
penetrasyon, viral soyunma veya virion morfogenezi ile ilgili olabilecegi
diistinilmektedir®®®. Ayrica SH proteininin  anti-apopitoz geni  olan |EX-IL
ekspresyonunu indiikleyerek apopitozu regiile ettigi duistintilmektedir®.

RSV'nin 4 adet nukleokapsid proteini vardir: N, P, L ve M2-ORF1 proteinleri.
Nukleokapsid proteinleri genel olarak genomik RNA ile iliskili olup transkripsiyon ve
replikasyonda goérev alirlar®®®’.

N (nukleoprotein) proteini, genomik RNA’yr sikica baglanarak RNA’nin
transkripsiyon ve replikasyonunda merkezi rol oynayan, orta buyuklikte (391
aminoasit) multifonksiyonel bir proteindir. Transkripsiyon ve replikasyonu baslatma
islevinin yamnda, RNA’y1r nukleazlarin litik etkisinden koruma fonksiyonu
bulunmaktadir’.

P (fosfoprotein) proteini, viral RNA-bagimli RNA polimeraz kompleksinin
temel komponenti olup, transkripsiyon ve replikasyon faktori olmasinin yaminda eriyik
formdaki L proteini icin saperon gorevi de gorir. N ve L proteinlerine baglanmr ve RNA
sentezini arttirici etkisi vardir. immunfloresan incelemesinde intrastoplazmik inkliizyon
cisimciklerini boyayan N ve P proteinlerine kars: olusan monoklonal antikorlardir®. P
proteini, ¢ogu paramikzoviruslarin P proteinlerine (391-602 aminoasit) gore daha
kuguktr (241 aminoasit) ve in vitro ortamda virus replikasyonu igin esansiyel degildir.
Ancak, P proteininin yogun fosforilasyonu in vitro ve in vivo ortamlarda etkin bir
replikasyon icin gereklidir®.

L (genis viral polimeraz) proteini, ¢cok biytktir (250kD) ve yapisal proteinler
arasinda en az yogunlukta bulunan proteindir. Cok biyik olmasi ve nukleokapsiddeki
lokalizasyonu sebebi ile viral RNA-bagimli RNA polimeraz oldugu distnilmektedir.
Uzunluk olarak diger paramikzoviruslarin L proteinine benzer (yaklasik 2200
aminoasit), fakat paramikzoviruslarla sinirli sekans homolojisi bulunmaktadir®®®.

Pneumoviruslar segmentsiz negatif polariteli RNA genomuna sahip olmalarina
ragmen, matriks proteini olarak tek degil, iki adet protein icerirler: M1 ve M2
proteinleri®. ikisi de nonglikolizedir ve virion ile iliskili olduklar: samlmaktadir. M1
proteini, diger paramikzoviruslarin M proteininden (335-375 aminoasit) daha kiguktir
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(256 aminoasit) ve sinirli sekans homolojisi vardir®™. M1 proteini, paketleme 6ncesinde
nukleokapsid transkripsiyonunu inaktive eder ve nukleokapsid ile olusmaya baslayan
zarf1 birbirine baglar. Ayrica, enfekte hicrelerin yiizeylerinden eksprese edilebilir. M2
protein, pndmoviruslara 6zguindir ve polimerazin aktivitesini artiran bir transkripsiyon
faktor olarak fonksiyon gorir®®®. M2 ORF-1 (Matrix2 Open Reading Frame-1)
proteini, M2 geninde kodlanmasina ragmen bir meatriks proteini olmayip F ve N
proteinleri ile birlikte bulunur. M2 ORF-1 proteini, viral replikasyonda tam uzunluktaki
MRNA’'nin etkin sentezi (transkripsiyon elongasyon faktor) igin esansiyel bir
komponenttir. Ayrica transkripsiyonun kontroliinde negatif diizenleyici faktor oldugu
dustintil mektedir*>2,

Pnomovirus proteinleri arasinda fonksiyonu en az anlasilam NS1 ve NS2
(yapisal olmayan, 1B ve 1C) proteinleridir. Bu proteinler, saf olarak elde edilmis olan
virionlarda eser miktarda tespit edilirler ve yalmzca enfekte hiicrelerde bulunurlar®®,
NS1 ve NS2 protenlerinin transkripsiyon faktori IRF-3'0 hedef alarak insan
makrofajlarinda interferon tretimini azalttigi diistiniilmektedir®®*%. NS1 ve NS2 genleri
delesyona ugratilan rekombinant RSV izolatlar: ile yapilan ¢alismalar gostermistir ki;
bu genler in vitro ortamda replikasyon icin esansiyel olmasa da, in vitro ve in vivo
ortamlarda etkin RSV replikasyonu icin yardimei fonksiyon gériirler’® (Tablo 2).

RSV, cevresel degisikliklerden en cok etkilenen patojenlerden biridir. Bes
dakika stireyle 55°C’ de bekletilirse virusun sadece % 10’ u canli kalir. Virus 37°C’ de bir
saat stabil kalabilirken, 24 saat sonra infektivitesi % 10'a iner. Oda 1sisinda 48 saat
bekletildiginde % 10 infektivite kalirken, +4°C’ de 7 gin bekletildiginde % 1 infektivite
kalir. Her dondurulma ve ¢ozilme sonrast RSV infektivite titresi yaklasik olarak % 90
etkilenir. Virus -30°C’'de yavasga dondurulup c¢ozilmeye birakilirsa infektivitesinin
tamamini kaybeder*®*>° RSV’ nin canlilig1 kismen ortamin nemine de bagli olup, oda
sicakliginda masa ve steteskop gibi gozeneksiz yizeylerde 3-30 saat canliligini
surdurebilirken, giysi, kagit gibi gbzenekli yizeylerde canli kalma siiresi 1 saatten azdir.
Kisiden kisiye degismekle beraber ellerde de infektivitesini genellikle 1 saatten az
koruyabilmektedir®®%%® RSV zayif asidik ortam ve optimal 7,5 pH’ya dayaniklidir.
Eter, kloroform ve cesitli deterjanlar (% 0,1 Na deoksikolat, sodyum dodesil silfat,

triton X-100) ile hizla inaktive olur. Virusun depolanma siresi alkol ile kuru buz
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banyosu i¢inde ani dondurma, gliserin ve siikroz gibi stabilize edici gjanlarin eklenmesi

ile uzatilabilir*®1%,

Tablo 2. RSV’un kodladig proteinler ve bu proteinlerin fonksiyonu®4"3

Protein Fonksiyon
Y amsal proteinler
Zarf glikoproteinleri G: baglanma Hicreye baglanma
F: flzyon Hucreye giris ve sinsitya olusumu

SH: kiiglik hidrofobik Penetrasyon? Soyunma? Morfogenez?

Nukleokapsid proteinleri N: nukleoprotein Transkripsiyon ve replikasyonu baglatma
P: fosfoprotein Transkripsiyonel aktivite
L: buylk RNA polimeraz aktivites
M2-ORF 1 Transkripsiyon elongasyon faktor
Y apisal olmayan proteinler
NS1 Interferon retiminin supresyonu?
NS2 Interferon retiminin supresyonu?
M2-ORF 2 Transkripsiyonun dizenlenmesi
M1: matriks Vira toplanma

2.4. RSV’ nin replikasyonu

Enfekte salgilarla temas sonrasi bulasan RSV, 2-8 gunlik kulugka doneminden
sonra nazofaringeal epitelde cogalir. RSV 6nce zarf glikoproteinlerinden biri olan G
proteinin heparin baglayict pargast araciligi ile duyarli hicrenin  yizeyindeki
glikozaminoglikan molekiilleri ile etkilesime girerek konak hiicreye tutunur'®*®.
Ancak SH velveya G genini kaybetmis mutant RSV suslarimin da F protein etkilesimleri

106107 Tutunma sirasinda 6ncil

sayesinde hlcreleri enfekte edebildigi gosterilmistir
formda inaktif bulunan bir baska zarf glikoproteini olan F proteini hiicresel proteolitik
enzimler tarafindan parcalanarak aktive edilir. Etkinlik kazanan F proteini konak
hiicrede hticreler arasi adhezyon molekulti (ICAM-1), anneksin-11, Toll-like reseptor 4
ile etkilesime girerek konak hiicre membramin eritip viral zarfin, hiicre membran ile

kaynasmasini saglar’®*,
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RSV, memeli hicre zarinda yer alan, omega harfi biciminde, kolesterol ve
sfingoglikolipitlerden zengin, "caveolin” (kiglik magara) adi verilen bir membran
proteinini kullanarak pinositoz yolu ile pH’ dan bagimsiz olarak hiicre icine girer'*,

Konak hiicre sitoplazmasi igine gegen virus nukleokapsidi sitozolde kapsidinden
soyunarak RNA’y1 serbest birakir. Serbest kalan viral RNA’dan virion iginde
paketlenen RNA bagimlit RNA polimeraz enzimleri araciligi ile monosistronik mRNA
olusturulur. MRNA sitozolde gergeklesen genom replikasyonu igin kalip gorevi gorir ve
viral proteinlerin translasyonunu saglar®**2,

L protein sitoplazmada gerceklesecek olan viral transkripsiyon ve replikasyonu
baslatir™®. Pndmovirus mRNA’sinin transkripsiyonu 3’ ucuna yakin tek bir baslangic
(promoter) noktasindan 5 ucuna dogru olur. Polimeraz aracili transkripsiyon mRNA
diizenleme veya ekleme destegi olmaksizin genlerin es dogrusal kopyalari olan bir seri
subgenomik mMRNA’lar  olarak sonuglanir. RSV mRNA’larimin - sekans  ve
transkripsiyonel haritalama analizleri gen-baslangic sinyalinin ilk nukleotidinde
baglayan her transkriptin 5 ucuna bir cap ve 3 ucuna bir poliadenil kuyrugu
eklendigini gostermektedir™®. Enfeksiyon sonrasi 16-20 sastte mRNA sentezi ve
protein ekspresyonu pik yapar ve hem mRNA'’lar hem de proteinler enfeksiyon sonrasi
4 saatte tespit edilebilmektedir. Eksprese edilen proteinin derecess mRNA miktarina
baglidir. Genel olarak promoter diziden uzaklik arttikga mMRNA miktar: azalir. RNA
replikasyonu aktif protein sentezine bagimlicir'™.

Genetik maddenin replikasyonu, (-) RNA’'dan komplementer (+) RNA
kopyalanmasi ve kalip gorevi goren komplementer (+) RNA’dan (-) RNA’larin sentezi
olmak Uzere ki asamada gergeklesmektedir. Negatif RNA’'mn  mRNA’ya
transkripsiyonunda gorevli RNA’ya bagimli RNA polimerazin aktivitesinde P, L ve NP
proteinlerinin de rolt vardir. Sentezlenen MRNA’ lar konak hticre ribozomlarina giderek
viral proteinlerin sentezini saglarlar. Yeni olusan (-) RNA dizileri viral proteinler ile
cevrilerek konak htcrenin sitoplazma membranindan zarfini kazanip tomurcuklanarak
hiicreden ayrilirlar®®™ (Sekil 3).
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Sekil 3. RSV’ nin replikasyonu®.

2.5. Patogenez

Solunum yolu kaynakli blyidk damlaciklar, kontamine esyalar ve ellerle
bulasabilen virus, 2-8 gunlik kulucka slresini takiben nazofarengeal epitelde
cogamaya baslar. Replikasyon nazofarinkste belli bir virus titresine ulastiginda, ki bu
titre infantlar icin 10%-10° TCIDso/ml’ dir (doku kiltiiriniin % 50’ sini infekte eden doz),
hastalik belirtileri ortaya gikmaya baglar. Burun akintisi ve hafif atese siklikla eslik eden
Oksirdk ve hirilti goraldr. Virus titres zamanla azalir ve ¢gogu hasta 1-2 hafta iginde
iyilesi 746,63,103
Primer RSV enfeksiyonlarinin % 60’1 Ust solunum yollar: ile sinirlidir, ancak 2-5
gun sonra enfeksiyon alt solunum yollarina da ilerleyebilir. Enfeksiyonun alt solunum
yollarina nasil yayildigi kesin olarak hentiz bilinmese de, Uzerinde durulan olast
mekanizmalar sekresyonlarin aspirasyonu, brons, brosiyol, alveol Uzerinden solunum
epiteli boyunca siliar aktivite ile direk yayilim, virusun ekstraselller araliga gegmeden
yani sekresyonlardaki antikorlarla karsilasmadan hiicreden hticreye (sinsityum, sitopatik
etki) yayilma kapasitesinin varligi ve/veya infekte ettisi makrofgjlarin gogu ile
yayihimdir'%11°,

Enfeksiyonun patogenezinde bronsiyol epitelinin nekrozu, epitel hicrelerinin
destriksiyonu, konak hticre yanitinin gostergesi olan lenfosit ve mononukleer hiicrelerin

117

peribronsiyolar infiltrasyonu sz konusudur~'. Epitel hicrelerin destriksiyonunun
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lokalizasyonuna goére klinik degismektedir. Epitel hicrelerinin yikimu arttikga bu
hicrelerden ortama kapiller permeabiliteyi artiran, sekresyon artisina yol acan
proinflamatuar mediatorler (histamin, interlokin-1, interlokin-6 gibi sitokinler) ve
inflamasyon alamina makrofaji nétrofil, eozinofil ve dogal dldirict hiicreler (NK hticre)
gibi proinflamatuar htcreleri ¢ceken kemokinler (TNFa, CC ve CXC kemokinleri)
salinmaktadir. Bu kemokinlerden biri olan CX3C gibi davranabilen bir motife sahip
olan G glikoproteini, kemokinin 6zgin reseptorine (CX3CR1) baglanarak |okosit
kemotaksisini indikler ve virus enfeksiyonunu kolaylastirir. Proinflamatuar
mediatorlerin ve kemokinlerin salinimi sonucunda alveollar arasi kalinlasma, ddematdz
submukozal dokudan sizan hiicre artiklart ve mukusdan olusan sivi ile kuguk
bronsiyollerin ve alveollerin dolmasi, diiz kaslarda kasilmaya ve mukus sekresyonuna
sebep olan Iokotrienlerin (LTC4 ve D4) artmasi ile hava yollarinin obstriksiyonu soz
konusu olabilmektedir**®**. Obstriiksiyon ile hava akiminin engellenmesi ekspirasyon
sonrasi hava birikmesine, biriken hava da limenin daha fazla daralmasina sebep olur.
Bu slrecte solunum gucligl geken infantta akciger hacmi artmistir ve yer yer
atelektezik alanlar olusmustur. Bu donemde akciger grafisi ¢ekilecek olursa bir gok
bolgede intersitisyel infiltrasyon ve hiperinflasyon, atelektazik bolgelerde
konsolidasyon gorulebilir. Hastada klinik olarak alt solunum yolu enfeksiyonunun
gogergesi olan hava agligi, hirilti, solunum gucligi gibi semptomlar ortaya gikar.
Akciger mekanizmasindaki diizensizlik, gaz degisiminde anormallikle sonuglamr'?.

Bronsiyolitlerde en yaygin gorilen kan gazi anormalligi  hipoksemidir.
Hipoksemi bozulmus ventilasyon/perfiizyon dengesi sonucu meydana gelir'?.

Prematir bebekler ve 6 aydan kucuk infantlar daha kuglk, daha kolay
tikanabilen hava yollarina, daha az sekresyonlar1 temizleme yeteneklerine, hava
yollarinda daha gok mukus salgi bezlerine, kollateral ventilasyonu saglayan daha az
sayida Kohn porlarina ve daha disik sigA’ya sahip olduklar: icin hastaliktan daha agir
etkilenmektedirler ve klinikleri dakikalar icinde kotiilesebil mektedir'?123,

Akut bronsiyolitlerde iyilesme 3-4 gun icinde bronsiyol epitelinde
rejenerasyonla bagslar, silyalardaki iyilesme yaklasik 15 gin icinde gordlir. Olusan
mukus tikaclar: ve plaklar makrofajlar tarafindan yok edilirler®*,
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2.6. RSV’ nin immunolojis

RSV enfeksiyonu ile karsilasan vicut immun bir yanit olusturur. Respiratuvar
viruslar icin dogal immunite ilk olarak solunum yollar1 boyunca uzanan membranlar
tarafindan sekrete edilen mukus araciligi ile olmaktadir. Mukus, RSV’'nin epitel
hiicrelere adherensini bloke eden koruyucu bir bariyer gibi islev gorur. Ayrica 6ksirik,
hapsirma sirasinda siliyer hareket ile virus partikullerinin disar1 atilmasina aracilik eder.

Y abanci karbonhidrat paternlerini tamma, fagositoz yapan hiicrelerle etkilesime
girme ve yabanci karbonhidrat: tasiyan partikillerin opsonizasyonunu artrma gibi
islevleri olan, ‘kollektinler’ adi verilen bir protein ailesi bulunmaktadir*®.
Kollektinlerden mannoz-baglayan protein ve alveolar siirfaktan molekulleri (SP-A, SP-
D) doga immunitede 6nemli ajanlardir. SP-A, RSV’ nin F glikoproteinini baglayarak
kalsiyum bagiml: yol ile RSV enfeksiyonunu nétralize eder'®'¥®, Eger virus solunum
epitelini penetre ederse infekte hiicrelerden sitokinler ve enzimler gibi destriktif sivi
faktorleri salinir. Enfekte epitel hiicreleri ve alveolar makrofajlardan timor nekrozis
faktor (TNFa), interlokin 1, interlokin 6 ve interlokin 8, vaskuler endotelyal biyume
faktorl (VEGF; vascular endothelial growth factor), interferon ile indiklenen protein
10 (IP-10/CXCL10; interferon-inducible protein 10), CC ve CXC kemokinleri ile
proinflamatuar sitokinler salinir. Bagisiklik sisteminde bu sivi mediyatorlerinin sunumu
hava yolu inflamasyonuna, immun sistem hicrelerinin uyariimasina, brongiyal asiri
yanithligina ve mukus sekresyonunun artmasina katkida bulunur. Ornegin CC
kemokinlerinden makrofaj inflamasyon proteinleri (MIP) ve RANTES ile CD4 pozitif T
hiicreleri icin kemotaktiktir. Yine CC kemokinlerden eotaksin aym zamanda cesitli
grantler htcrelerin (eozinofil, nétrofil gibi) inflamasyon alamna goguni de saglar. Bu
sebeple RSV bronsiyolitinde periferik kan l0kositlerinde ve hava yolu sekresyonlarinda
eozinofil yaninda bu kemokinlerin de artmasi s6z konusudur3*%,

RSV ile iliskili ASYE bulunan bir gocugun hastaneye basvurusu sirasinda
ICAM-1, IL-6, IL-10 gibi proinflamatuvar mediatdrlerin nazofaringeal sekresyonlardaki
ve serumdaki duzeyleri inflamatuvar ve immun cevabin gostergesi olarak
kullanilabilecegi  gibi, hastaligin ciddiyeti konusunda bir gosterge olarak
kullanilabilirler'3*1%,

Alveolar makrofajlar ve dendritik hiicreler virus ile enfekte epitel hicrelerini ve

debrislerini  tamyarak ortama lizozim, interferon gibi faktorler salarak virus
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replikasyonunu inhibe eder, inflamatuvar yamti uyarir ve aym zamanda virus
antijenlerini T hiicrelerine sunarak kazamlms bagisiklig: baslatirlar'*®.

Fagositik htcreler tarafindan patojenlerin tamnmas: "kalip tam reseptorleri”
(pattern recognition receptors, PRR ) ile olur. Bu reseptorler konak hiicrede
bulunmayan ve patojene 0zgl olan patojen-iliskili molekiler kaliplar1 (pathogen-
associated molecular patterns; PAMP) spesifik olarak tamir. PRR’ler tarafindan
enfeksiyonun molekiler imzalar1 olarak PAMP larin taminmasi dogal ve kazamilmis
immunitenin aktivasyonu ile sonuglanir'® %,

PRR reseptorlerinin kan, lenf sivisina salgilanan ve hticre yiizeyinde bulunanlar
olmak Uzere iki major grubu bulunmaktadir. Salgilanan PRR reseptorleri C2, C3 ve C4
gibi kompleman fiksasyon yolagimin komponentlerini icerirken, hticre yizeyindeki PRR
reseptorleri Toll-like reseptorleri (TLR) icermektedir. Farkli PAMP kaliplarint tanimaya
ozellesmis bilinen on tane TLR reseptoril ve tic aday molekiil vardir. Ornegin TLR2
reseptori genel olarak gram-pozitif bakterilerin peptidoglikanim tanmirken, TLR4
reseptorii genellikle gram-negatif bakterinin dis tabakasindaki lipopolisakkaridi tanir*®.
Ilginctir ki RSV F glikoproteini, CD14 ve TLR4 lerin paylasilmis komponentlerinin
aktivasyonu uUzerinden dogal bagisikligi uyarmaktadir. TLR4 reseptori RSV
enfeksiyonuna karst dogal immunitede 6nemlidir. Fagositik hicrelerin ylzeyindeki
TLR reseptorlerinin uyarilmas: T hiicreleri aktive eden sitokinlerin artmasi sonucunda
kazanilmis bagisikligi baglatabilir. Bu islev sebebiyle fagositik hicreler 6zellikle
dendritik hiicreler dogal ve kazanilmis bagisiklikta anahtar rolii oynar™®.

Kazanilmig bagisik yanitin humoral ve hlicre aracili immunite olmak Uzere iki
komponenti vardir. Ust solunum yollarinda RSV enfeksiyonuna kars: direng lokal
sekretuvar 1gA araciligi ile olur ve gegicidir. Erken lokal immunite enfeksiyonun ilk
birkag giininde ortaya ¢ikar. Enfeksiyona karsi1 daha uzun sireli direng 6zellikle 1gG
antikorlar1 ile olmaktadir. Anneden pasif yol ile kazanilan 1gG antikorlarinin varhigi
sayesinde 8 haftadan kiicik bebeklerde RSV enfeksiyonu nadiren gorilmektedir**:.
Yasamuin ilk alti ay1 siresince maternal antikor dizeyleri azalir ve infantlari RSV
enfeksiyonuna kars1 korunmasiz birakir. Ancak primer RSV enfeksiyonu durumunda
gunler icinde duizeyleri disik de olsa serum ve sekretuvar antikorlar ortaya cikar ve bu
antikorlar primer enfeksiyondan sonra birkac ayda azalirlar*®?. Nétralizan antikor
yanitinin eksikligi immunolojik immaturite yaninda transfer ile kazamlan maternal
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antikorlarin supressif etkisine de baglanmaktadir. Y Uksek antikor duizeyleri tekrarlayan
RSV enfeksiyonundan uzun siire sonra kazanmilir. Ancak RSV enfeksiyonu sonrasinda
gelisen antikorlar uzun sirreli koruma saglamamaktadir ve bu sebeple primer enfeksiyon
hastaligin tekrarim 6nleyememektedir, sadece ilerde hastaligi daha hafif gegirmesini

143144 Infant biyldikce solunum sekresyonlarinda bulunan, lokal

saglamaktadir
notralizan IgA antikorlarinin varligi serum antikorlarina gére korunmada daha 6nemli
hale gelmektedir. RSV enfeksiyonuna cevapta dogal bagisiklik ve humoral yanitin bir
baska 6nemli komponenti kompleman sistemidir. RSV ile enfekte olan epitel hiicreleri
kompleman: hem klasik hem de alternatif yolak Uzerinden aktive edebilmektedir.
Kompleman antikor aracil virus nétralizasyonunun gelismesinde 6nemlidir'®.

Solunum yolu viruslarina kars: hiicresel immunite CD8 sitotoksik lenfositleri,
CD4 yardimc:1 T (T helper) lenfositleri ve NK (Naturel Killer; dogal 6ldiriict) hticreleri
gibi dogal immun hicreleri igcermektedir. Hicresel immunite ciddi RSV
enfeksiyonundan korunma ve virus yayilimimin sinirlandirilmasinda merkezi rol oynar.
RSV enfeksiyonu sebebi ile hospitalize edilen infantlarda yiksek dizeyde
CD16'/CD56" NK hiicreleri, T-helper-1 (Thl) ve T-helper-2 (Th2) sitokinleri ve
gelismis CC kemokin mRNA'’lar saptanmaktadir. Ayrica RSV ile enfekte hastalarin
nazofaringeal sekresyon ve periferik kanlarinda NK hicreleri ile iligkili antikor bagimli
hicresel sitotoksisite (ADCC; Antibody-Dependent  Cellular  Cytotoxicity)
saptanmaktadir. Akut RSV enfeksiyonu olan infantlarin periferik kan mononukleer
hiicrelerinde RSV spesifik sitotoksk T lenfositleri enfeksiyonun baslangicindan sonra
hizla tespit edilebilir diizeye ulasir. RSV’ ye kars1 immun cevap yasa bagimlidir ve 6-24
ay arasindaki infantlarin % 65’inden fazlasi ve 5 ayin altindaki infantlarin % 35t RSV
spesifik hiicresel sitotoksisite gostermektedir. Pulmoner hastaliklarin gesitliligi RSV’ nin
farkli proteinlerine kars1 cevap veren fonksiyonel olarak farkli T hiicre alt kimelerinin
olmasi ile iligkili olabilir. Primer RSV enfeksiyonu sinirli hastalik patogenezi ile T-
helper 1 (Thl) ve T-helper 2 (Th2) sitokinlerin karisimi bir immun yanita sebep olur.
Th1/Th2 sitokin dengesinin kontroliinde CD4 yardimc1 T lenfositlerinden koken alan
erken interferon gama (IFN-y), IL-4 ve IL-5 sunumu 6nemlidir. Primer veya sonraki
RSV enfeksiyonlarinda IFN-y yoklugu durumunda Th2 tip sitokin cevabi baskin

olmakta ve hastaligin ciddiyeti artmaktadir'*2°,
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Humoral immunitesi saglam, ama hiicresel immunite defekti bulunan bireylerde
morbiditenin ve virus yayilim siresinin artmasi sdz konusudur. Bu, vicudun RSV
enfeksiyonu ile miicadelesinde 6zellikle immun sistemin hiicresel komponentinin ne

kadar 6nemli oldugunu gostermektedir'®>*?’,

2.7.Klinik

RSV 56 yil 6nce tammlanmis olmasina ragmen halen onemli bir saglik
sorunudur. Tum dinyada infant ve kiiglk ¢ocuklarda tst solunum yolu enfeksiyonunun
ve ciddi alt solunum yolu hastaliginin baslica sebeplerinden biridir'#>4°,

RSV’ye bagl1 klinik belirti ve bulgular genel olarak virusa 6zgiin degildir. RSV
enfeksiyonunun klinik sekli yasa ve onceki saglik durumuna gore gesitlilik gosterir.
Biyutk cocuk ve yetiskinlerde soguk alginligi seklinde Gst solunum yoluna ile sinirl
iken, daha kuctk cocuklar ve bebeklerde alt solunum yollar1 tutulumu 6n plandadr.
RSV kaynakli enfeksiyonlar farenjit, konjonktivit, laringotrakeit, trakeobronsit,
pnémoni, bronsiyolit ve otitis media olarak sayilabilir’®*?,

Primer enfeksiyonu olan infant ve kiguk cocuklarda genellikle pnémoni veya
bronsiyolit gibi bir alt solunum yolu enfeksiyonu mevcuttur. Bulastan sonraki 4-6
gunlerde (2-8 gin) semptomlar baslar ve 1-3 gin sonra bu cocuklarin % 98inde
Oksuruk, % 75’inde ates, burun akintisi, % 65-78'inde higiltili solunum, % 73-95’inde
solunum guicliigli ve bazen hipoksi goriiltr'®®. Daha agir hastaligi olan cocuklarda
solunum guclugind isaret eden yaygin hiriltili solunum, burun kanadh ve interkostal
cekilmelerin solunuma eslik etmesi ve otitis media sdz konusu olur. Ayrica kuguk
infantlarda apne, irritabilite, azalmg aktivite tek semptom olarak ortaya ¢ikabilir. Daha
Oonce saglikli olan zamamnda dogan infantlarda RSV enfeksiyonu sirasinda apne
gorilme insidanst % 1'den az iken RSV bronsiyoliti olan infantlarin % 20’sinde apne
gorilmektedir. Prematir veya altta yatan hastalik varliginda apne insidansi artmaktadir.
Apne nadiren birkag giinden fazla sirer, ancak bu hastalarin % 10'u enttibasyon ve
mekanik ventilasyon gerektirmektedir'4" %,

Alt solunum yolu enfeksiyonu gelisen cocuklarin % 0,5-2'si hastanede yatarak
tedavi gerektirir. Buna karsilik prematirite, kronik akciger hastaligi, konjenital kalp

hastaligi, bronkopulmoner displazi gibi altta yatan risk faktorlerinin varligi durumunda
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vakalarin % 50'sinde alt solunum yolu enfeksiyonu gelismekte ve hospitalizasyon
endikasyonu % 25 kadar artmaktadir?*%.

Daha biuyuk cocuklarda ve yetiskinlerde RSV enfeksiyonu tipik olarak 6ksirik,
nezle, burun akintisi, bogaz agrisi, bas agrisi, halsizlik, konjonktivit gibi tst solunum
yollar: belirtileri ile seyreder™®®**, Ancak 35 haftalik gebelik siresinden énce dogan
cocuklar icin hastanede yatarak tedavi gorme, yogun bakim Unitesine basvurma, 60
gunden daha erken yasta hastaligin tekrari, erkek cinsiyet, arthrus solunum oran
(solunum iginin artis1), disik sosyoekonomik dizey ve yetersiz beslenme gibi
faktorlerle iliskili olarak hastalik agir seyredebilmektedir. Y etiskinlerde 6zellikle kemik
iligi ve organ transplant hastalar1 gibi immun sistem baskilanmasi olanlarda hastalik
agir seyretmektedir™"*%2,

RSV enfeksiyonu, epitelyal kolonizasyonu kolaylastirdig: igin siklikla bakteriyel
koenfeksiyonlar ile birlikte goriilir*>**>*. Bu sebep ile hem hospitalizasyon hem de
pediatri yogun bakim Unitesinde tedavi gerektiren RSV enfeksiyonlarinin insidansinin
% 17,5-44 kadar yiksek oldugunu belirlemis pek cok arastirma bulunmaktadir'>>*".
Bakteriyel koenfeksiyonlarda izole edilen mikroorganizmalar siklik sirasina gore
Haemophilus influenzae (% 43,9), Streptococcus pneumoniae (% 36,6) ve Moraxella
catarrhalis (% 29,3)'dir. Yapilan pek ¢ok calismada st solunum yolu tutulumunda
olmasa da alt solunum yolu enfeksiyonu olan cocuklarin % 30-70'inde bu patojen
bakterilere karsi 1gG antikoru pozitif bulunmustur™>®*>°.

Bronsiyoliti olan 60 gunlik ve daha blylk cocuklarda baska bir sistemde es
zamanl agir bakteriyel enfeksiyon riski dustktir. Bu sebep ile laboratuvar testleri ile
arastirilmas: gerekmez™**'®*, Bronsiyoliti olan 60 giinden kiicik infantlar hastaneye
siklikla ates sikayeti ile getirilir. Ancak bronsiyolit ile beraber atesi olan bu infantlar,
tek basina atesi olan infantlara gore baska bir sistemde es zamanli bir bakteriyel
enfeksiyon agisindan daha dusuk risk tasimaktadir. Eger 60 glinden kiguk bir infantin
es zamanl1 bir bakteriyel enfeksiyonu mevcut ise kaynak en sik tiriner sistemdir'?®1°2.

Kilo kaybi, carpinti, tremor, tasikardi ve hipertansiyon ile kendini gosteren,
mortalitesi % 20-30 olan tirotoksikozun (tiroid firtinasi) insidans: prepubertal donemde
0,1/100,000 olup en sik Graves endokrinopatisine sekonder olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Onbir yasinda bir Ispanyol kiz cocugunda Graves hastaliginin RSV enfeksiyonu
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tarafindan tetiklenerek tirotoksiza sebep oldugu literatiirde bir vaka raporu olarak yer
almaktadir'®,

Hastane bakimi gerektirsin veya gerektirmesin normal sartlarda RSV ile enfekte
infant ve gocuklarin cogu genellikle 1-4 hafta icinde iyilesir. Histolojik olarak diizelme
birkag giin iginde gergeklesir, ancak solunum yolu epitelin tekrar olusmasi 2 haftaya
kadar uzayabildigi icin tamamen diizelme 4 hafta kadar sirer ki bu donemde klinikte
uzams Oksiirik, hirilt: ve akciger fonksiyonlarinda bozulma goriilebilir'?.

Hospitalize edilen infantlarda fatalite oram % 0,51 olarak tahmin
edilmektedir'®®. Kigcik infantlar ve immun sistemi zayif olan cocuklar iyilesmeye
ragmen 1-3 hafta virusu yaymaya devam edebilmektedirler. Hastane ortaminda uzun
sireli virus sagilimu riski 3-8 guin olmakla beraber 3-4 haftaya kadar uzayabilmektedir.
Bu sebep ile immun yetmezligi olan infekte gocuklarin RSV’nin nozokomiyal
transmisyonunda kaynak oldugu dikkate alinmalidir'®.

Herhangi bir yasta baska bir RSV enfeksiyonu kazanilabilir, ancak, sonraki
enfeksiyonlar genellikle daha hafif seyreder. Fakat yaslilar, immun sistemi baskilanmis
cocuklar ve yetiskinlerde reenfeksiyonlar agir seyredebilmektedir'?.

Y apilan bazi calismalara gore krese giden cocuklarin yaklasik olarak % 70'i ilk
yillarinda RSV enfeksiyonu gegirirler. Aym ¢ocuklarin ikinci yil yine RSV enfeksiyonu
gecirmeleri % 74-83 ve ticlincil yilda % 46-65 oraninda gortilebilmektedir'?.

Bronsiyoliti olan ¢ocuklarin yaklasik olarak % 40'inda hirilt1 epizodlar1 bes
yasina kadar, % 10'unda daha ileri yaslara kadar devam edebilmektedir'®. Baslangic
enfeksiyonu ve hirilti astimin ilk manifestasyonlart mi ya da hirilti epizotlart astimin
takiben ortaya ciktigi postbronsiyolit hirilti m: oldugu heniiz bilinmemektedir®.
Tekrarlayan higiltil1 solunum problemi olan bebeklerde (RSV yaninda diger respiratuvar
viruslar da etken olabilir) akcigerde yapisal degisiklikleri 6nlemek, atak sayisim
azaltmak, atak siddetini azaltmak icin astim tedavisinde kullanilan inhale steroidler ve

oral montelukast 6nerilebilmektedir?.
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2.8. Tam

2.8.1. Klinik tanm

RSV enfeksiyonu tanmisinda ilk ve en dnemli basamak hastamin dykust ve fizik
muayenesidir'®’.

RSV’ nin nazofaringeal epitele bulasimin ilk birkag guninde hastalar genellikle
nazal konjesyon, birka¢ ginde dizelen hafif ates ve produktif oksirik belirtileri
gogerir. Bu semptomlar 6zellikle daha 6nce RSV enfeksiyonu gegirmis olanlarda birkag
hafta siiren tst solunum yolu enfeksiyonu seklinde devam eder. infantlarda ise daha sik
olarak (% 30-50) Ust solunum yolu enfeksiyonu belirtilerinin ortaya ¢iktigi 2-3 gun
icinde alt solunum yolu enfeksiyonu gelistigi gorulmektedir. Tipik olarak ciddiyeti artan
Oksirdk, bol miktarda yogun kivamli sekresyonlar ve etkilenen infantlarin yarisinda
farenjit belirtileri ortaya cikmaktadir®%°,

Fizik muayenede infantlarda takipne, burun kanatlarinin solunuma katilmasi,
interkostal retraksiyonlar ve ekspiratuar fazin uzamasi gibi solunum sikintisi belirtileri
gorilebilmektedir. Fizik muayenede osklltasyon bulgusu olarak ral ve pek cogunda
hirilt: meveuttur. Etkilenen infantlarin yarisinda kusma goriilmektedir'26168:169,

Radyografi ve kan sayimi gerekli olmasa da eger tercih edilirse, akciger
grafisinde tipik olarak havalanma artis1 (hiperinflasyon), basik dizlesmis diyafram agir
alt solunum yolu enfeksiyonu olan vakalarda siklikla sag Ust veya orta loblarda olmak
Uzere intersitisyel infiltrasyon alanlari, segmental atelektaziler, kan sayiminda
I6kositlerin normal veya hafif arttigi gorulir. Ancak bu bulgular klinigin agirlig: ile
korrele olmayp rutin tanida ve takipte dnerilmemektedir2°¢”.

RSV brongiyoliti gegiren bebeklerde solunum fonksiyon testleri aylarca bozuk
seyredebilmektedir. Bu sebeple tedavide hentiz gelisimini tamamlamams akcigerlerde
RSV hasarini azaltmak amaclanir'?,

Cok kuguk infantlar, solunum yolu enfeksiyonlarinin tipik belirtileri yerine
sadece letarji ve beslenme guclig belirtileri gosterebilmektedir. Bradikardinin de eslik
ettigi apne Ozellikle prematir apnesi veya konjenital kalp hastaligi 6ykisi olanlarda
olmak Uzere, cok kicglk infantlarda oldukca sik gorilen bulgulardir. Bu infantlara
genellikle ciddi hipoksemi ve dehidratasyon da eslik etmektedir™.

SO0z konusu klinik belirti ve bulgular RSV enfeksiyonuna 6zgin olmayip

parainfluenza virus, adenovirus gibi bir ¢ok virus, Chlamydia trachomatis gibi
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bakteriler, yabanci cisim aspirasyonu, anafilaksi, konjenital kalp veya akciger
hastaliklar: da benzer klinik tabloya sebep olabilmektedir. Ancak infantlarda 6zellikle
alt1 aydan kicuk olanlarda bronsiyolit veya bronkopnémoni varliginda, bu yas grubunda
en sik etken olan RSV enfeksiyonundan stiphelenilmelidir' ™.

Klinik tammn konfirmasyonu ve kesin tam igin laboratuvar tam yontemlerine

basvurmak gerekir.

2.8.2. Laboratuvar tams

RSV’ nin laboratuvar tamsinda baslica yontem solunum yolu sekresyonlarinda
virusun saptanmasina dayanmir. Solunum yolu sekresyonlari steril sartlarda alinan
nazofaringeal aspirat, nazofaringeal suruntl, nazal yikant, nazal suruntd,
bronkoalveolar lavaj, bogaz suriintiisii ve balgam ornekleri seklinde elde edilebilir.
Bogaz suruntti drnekleri ve balgam RSV tanisi igin tercih edilmemektedir. Esasinda
mantar veya bakterilere bagli at solunum yolu enfeksiyonlarinda oldugu gibi 6rnegin
alt solunum yollarindan alinmasi gerekmez.

Pediatrik yas grubunda nazofaringeal slrinti dOrneklerinin tercih edilmesi
virusun ilk yerlesim yeri olmasi, islemin hasta agisindan daha az rahatsiz edici olmasi,
maliyetinin disik olmas: ve aileler tarafindan daha kabul edilir olmasindandir. Ayrica
yas kuguldukge nazofarinkste virus titresi daha yogun ve daha uzun sSire
bulunmaktadir*"2.

RSV’'nin tant sansim artrmak secilecek tam yontemine goére degisebilmekle
beraber, 6rnegin enfeksiyonun akut doneminde, viral yukin en fazla oldugu ilk Ug
gunde alinmasi tercih edilmelidir. RSV zarfsiz bir RNA virusu oldugu igin 1si
degisimlerine ¢cok hassas olup alinan 6rnegin mimkuinse 6zel transport besiyerinde veya
en azindan PBS (Phosphate Buffered Saline) solusyonu icinde en kisa zamanda
laboratuvara ulastiriimas: gerekir. Laboratuvarda érnek hemen calisiimali, eger hemen
calisilamayacak ise bir gine kadar +4°C’de veya daha uzun sire bekletilecek ise -
80°C’ de saklanmalidir.

Genel olarak dogru zamanda, uygun sekilde alimip laboratuvara hemen
ulastirilan nazofaringeal aspirat veya siriintti 6rnekleri RSV tam testleri icin idealdir.

RSV'nin laboratuvar tarmusinda en sk kullamlan metodlar virusun hicre

kilturunde izolasyonu, viral antijenin gosterilmesi, seroloji ve viral genomun tespitidir.
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2.8.2.1. Hucrekdltura

Ik kez 1913 yilinda bir virusun (vaccinia virus) hticre kilttriinde Uretilmesinden
bu yana farkli hiicre kiltiri sistemlerinde birgok virusun izolasyonunun mumkin
oldugu gortlmustir. Gunimizde hiicre kilttrinde virus izolasyonu ¢ok zaman almasi,
pratik olmamasi, yiksek maliyeti, kontaminasyon riski, retrospektif tant aract olmasina
ragmen yiksek duyarlilik ve 0Ozglllige sahip olmast sebebi ile halen viral
enfeksiyonlarin tanisinda "altin standart” olarak kabul edilmektedir'’,

RSV’'nin hiicre kaltorinde izolasyonu icin klasik hicre kdltiri yonteminde
PMK (Primary Rhesus Monkey Kidney cell line), Hep-2 (Human Larynx Epidermoid
Carsinom cell line), A549 (Adenocarsinomic Human Alveolar Basal Ephitelial cell line)
ve HelL.a (Human Servix Carsinom cell line) hticreleri kullamlir. Daha hizli bir kilttr
yontemi olan Shell-vial tekniginde ise ek olarak MRC-5 (Normal Human Fetal Lung
Fibroblast cell line) hiucreleri de kullamlabilmektedir. Klasik hticre kltlrt yonteminde
virusun htcre kultorine inokulasyonundan genellikle 3-6 gin sonra eozinofilik
sitoplazmik inklizyonlar ve RSV’ nin karakteristik sitopatik etkisi (sinsityum) ortaya
cikmaktadir. Shell-vial hiicre kilturt yonteminde virus tamsi spesifik monoklonal
antikorlar1 kullanarak DFA veya immunoperoksidaz boyama ile yapilmaktadir. Ayrica
Shell-vial hicre kalttrt tekniginde 1-3 glinde sonug alinabilmektedir. Hiicre kilttrinin
avantgj1 hizl1 antijen tespiti kitlerine gore daha sensitif olmasi, antijenik mutasyonlar ve
nozokomiyal transmisyonun konfurmasyonu icin genetik tiplendirme gibi ileri
arastirmalara olanak tanimasidir' ",

RSV son derece hassas bir virus oldugu icin 1s1 degisikliklerine, donma ve
¢cOzdirme islemlerine gok duyarlidir. Bu sebep ile RSV transport ve kilttr ortamlarinda
hizla etkisizlesir, ek olarak yavas Uredigi icin hicre kudlttrinde izolasyonu glic
olmaktadir. Ayrica virus izolasyon stiresinin uzun olmasi, tammn retrospektif olmasi ve
maliyetin yuksek olmasi sebebi ile hiicre kiltirinde RSV izolasyonu 6zellikle akut
enfeksiyon tamsinda tercih edilmemekte, sadece referans laboratuvarlarinda
epidemiyolojik arastirmalar igin kullamimaktadir.

2.8.2.2. Antijen tespiti

Antijen saptama amaci ile kullanilan yontemler DFA, ELISA (Enzym-linked
| mmunosorbent assay), kromatografik ve optik immun testlerdir.
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Cocuklarda RSV enfeksiyonlarinin rutin tamsinda kullanim  kolaylilig1 ve
hastaneye basvuru aninda RSV pozitif olanlart ayirmadaki hizliligi sebebi ile en sik
kullanilan yontem DFA veya ELISA ile antijen tespitidir. Sensitivite % 75-94
arasindadir. Y etiskinlerde viral titre daha az yogun oldugundan sensitivite dismektedir.
Gunumiizde daha 6zgin monoklonal antikorlarin gelistirilmesi ile sensitivite % 80-
97'ye kadar arttirilmistir'®.

Direkt ornekler Uzerinde immunfloresan metod ile viral antijen tespiti
1970'lerden bu yana kullanilmaktadir. Monoklonal —antikorlarin 1980’ lerde
kullamlmaya baslamasi ile viruslarin (Herpes simplex virus, varicella zoster virus,
influenza virus, RSV, parainfluenza virus, adenovirus, cytomegalovirus, human
metapneumovirus) tarmsinda immunfloresan testlerin kullanimi gliniimiize kadar biyuk
bir ilerleme gostermistir. Baslangicta, viral antijenlerin hizli tamsi iki saat veya daha
fazla sire gerektiren, iki asamali immunfloresan boyama temeline dayal1 olan "indirekt”
floresan antikor testi seklinde yapilmakta iken, artik floresan boya ile isaretli sadece bir
primer antikorun kullanildigi, 20-30 dakikada hazirlanabilen tek asamali "direkt”
floresan antikor testi tercih edilmektedir.

DFA tekniginde floresan isaretli antikor kullamlarak solunum yolu
sekresyonlarindaki epitel hicrelerinde bulunan RSV antijeni tespit edilir. DFA’da
enfekte htcrelerin immunfloresan paterninin mikroskop ile direkt gorilebilmesi teknige
ek bir spesifite kazandirir'™. Huicre kiltiriinde virus izolasyonu ile karsilastirildiginda,
hizli immunfloresan metodlar ile viral antijen tespiti genel olarak mikemmel bir
spesifite ve ¢ok iyi sensitivite gostermektedir. Performans ozellikleri arastirilan virusun
tipine, Ornek tdrine, hastanin yasing, 6rnegin alinma zamamna ve muhafazasina,
kullamlan monoklonal antikor reagenlerine ve laboratuvar deneyimine gore
degismektedir'™. Sonug olarak immunfloresan testler, RSV ve varicella virus tansi
haric tutulmak sart1 ile, bir dereceye kadar hticre kilttriine gbre daha az duyarl: ve daha
az 6zgundur. Hicre kdltrinde sitopatik etki az veya yavas olusturan respiratuvar
viruslarin (RSV, influenza virustip A-B, parainfluenza virus tip 1-3, adenovirus, human
metapneumovirus) hizli tamsinda direkt floresan antikor testi (DFA) 6nemli bir yarar
saglamustir'™. Bu 6zellikle daha yiiksek titrede ve daha uzun siire virusu tasiyan
pediyatrik hastalarda gecerlidir. Respiratuvar viruslar icinde RSV’ nin DFA ile tamsinin
sensitivitesi % 84, % 93 ve % 99 arasinda degisen oranlar ile konvansiyonel hicre
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kiltirinden daha yiksektir'’®'®, RSV tamsinda DFA ve hizli hiicre kiilttiriini
karsilastiran ¢alismalarda labil bir virus olmasi sebebi ile RSV tamsinda DFA’ min daha
sensitif bir metod oldugu bulunmustur'”**®°, DFA’nin diger respiratuvar viruslar: icin
sensitivitesi ise ¢ok degisken olarak rapor edilmektedir. RSV antijeninin DFA ile
arastirilmas: sirasinda floresan mikroskobunda intrasitoplazmik elma yesili floresans
veren inkliizyonlar gériilmesi pozitif sonucu isaret eder’’,

ELISA (enzym immun assay) testinde eger hasta 6rneginde RSV antijeni varsa
antijen virusa spesifik antikorlarla kaplanir ve enzimle isaretli bir baska antikor yardimi
ile tespit edilir. Antijen saptama kitleri uygulamas: kolay ve kisa zamanda sonug alinan
teknikler oldugu icin sik olarak kullamlimaktadir. Sonucglari 15-30 dakikada almak
mumkindlr. Gunimizde pek cok pediatrik ©rneklerde antijen saptama Kkitleri
bulunmaktadir ve bunlarin sensitiviteleri % 72-94, spesifiteleri ise % 95-100'dur. Oysa
blylUk cocuklar ve yetiskinlerde RSV reenfeksiyonlari sirasinda virus sagiliminin kisa
sirmesi ve viral titrenin dusiik olmast sebebi ile ELISA’min sensitivitesi % 0-20'ye
kadar dismektedir. Ayrica yaz sezonunda veya virusun toplumdaki prevalansinin diisik
oldugu bolgelerde kullanildiginda ELISA kitlerinin spesifitesi dismektedir ve yanlis
pozitif oranlar: artmaktadir™™.

RSV tanisi icin 15-30 dakika stiren immunokromatografik yontemler de (lateral
flow sistemler) kullanilmaktadir. Ancak DFA ve hicre kiltorine gore daha pahali
yontemlerdir ve tan igin 6rnegin daha fazla virus partikili icermesi gerekir. Buna
karsilik RSV tamsinda DFA gibi immunokromatografik testler de hticre kulttriine gore
daha sensitiftir, spesifitesi ve pozitif prediktif degeri daha yiiksektir'’.

RSV tanisi icin kullamlan metoda gore 6rnek tirinin secilmesi 6nemlidir.
Ornegin DFA ile RSV antijeni tespiti nazofaringeal siiriintii ve nazofaringeal aspirat
orneklerinde esit iken, hicre kultlrt planlamyorsa virus izolasyon sanst nazofaringeal

siiriintii 6rneginde % 47, nazofaringeal aspirattaise % 72’ dir'®".

2.8.2.3. Serolgji

Serumda nétralizan antikor tayini, akut ve konvelesan donemlerde dlcllen
notralizan antikor titrelerinde dort veya daha fazla artis varligi blyik cocuklar ve
yetiskinlerde RSV tamisinda kullanilabilirken, 6 aydan daha kicik cocuklarda hem bu
yas grubunda daha agir seyreden akut RSV enfeksiyonuna karsi tedaviye baslama
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siresini yeterince kisaltmamasi, hem de duyarliliginin disiik olmasi sebebi ile tercih
edilmemektedir. Serokonversiyonun iki haftadan énce olusmadigi, 4-6 haftaya kadar
gecikebilecegi goz Ondne alindiginda antikor 6lcim temeline dayanan serolojik
yontemlerin her yas grubunda akut RSV enfeksiyonu tamsinda kullamimasi ¢ok anlamli
bulunmamaktadir'®.

Bilytk cocuklarda ve yetiskinlerde akut enfeksiyon varliginda nétralizasyon
veya ELISA ile serum veya tukrikte RSV spesifik IgM yuksekligi ve akut konvelesan
donemde 19G yuksekligi tespit edilmesi tanm koydurucudur. Aralikli olarak takip edilen
antikor olguimlerindeki artis reenfeksiyonun da iyi bir gostergesidir. Ancak kuguk
cocuklarda hepsi RSV'ye karst antikor yanmiti  olusturmadigi icin  tercih
edilmemektedir'®**,

RSV spesifik antikorlarimin taranmasi daha ¢ok seroepidemiyolojik bilgi ve

arastirma amacl kullanilmaktadir™™.

2.8.2.4. Molekiler Tam Metodlary

Molekiler metodlar viruslarin tamt prosedirlerinde devrim yaratan, RSV
tespitinde en sensitif ve en spesifik tekniklerdir.

Klinik 6rneklerdeki veya hicre kiltirl supernatanlarindaki viruslar ¢cok disik
miktarda bulunsalar bile hedef RNA veya DNA’ya komplementer olan yiiksek derecede
spesifik nukleik asid problar1 ile veya nukleik asit cogaltmateknikleri (NAATS; Nucleic
Acid Amplification Techniques) ile saptanabilmektedir. Virus genomunun, in vitro
ortamda belli uzunluktaki hedef bdlgeyi tamyan 6zgun primerler ve isiya dayanikli
DNA polimeraz enzimi kullamlarak kisa siirede milyon defa kopyasinin olusturuldugu
polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chin rection; PCR) nuklelk asit gogaltma
tekniklerinin en sik kullarilan temel yontemidir®**#,

Arastirilmast planlanan virus RSV gibi bir RNA virusu ise dncelikle RNA’nin
reverse transkriptaz enzimi ile DNA’ya gevrilmesi ve sonra amplifikasyon islemine
gecilmesi gerekir. Yapilan son calismalar respiratuvar viruslar igin revers
transkripsiyon-PCR yonteminin hiicre kiltirt ve antijen saptama metodlarina gore daha
sensitif oldugunu gostermistir'®*174+18°

PCR'’ da amplifikasyon sonrast milyonlarca DNA kopyasi elde edilerek tan sansi
artirilmaktadir. Bu sebep ile PCR sadece cocuklarda degil, aym zamanda viral
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replikasyonu azaltan notralizan antikorlarin varligi yizinden reenfeksiyonlar sirasinda
dustik viral titresi olan yetiskinlerde de sensitif bir tekniktir. Eger amplifikasyon i¢ ve
dis olmak Uzere iki cift primer seti kullamlarak iki asamada yani nested PCR
gerceklestirilirse zaman alic1 olsa da testin duyarliligi ve 6zgullugl daha da arttirilmis
olur. Son on yilda RSV genomunun ¢esitli gen segmentlerinin amplifikasyonunu
amaclayan pek cok in-house PCR protokolii gelistirilmistir'”**2°.

PCR tekniklerinden biri olan multipleks PCR ile klinik 6rneklerde aym anda
birden fazla virusun varhig: arastirilabilmektedir. Bu teknikte birbirine komplementer
olmayan ve baglanma (annealing) 1silar1 birbirine benzer olan 6zgin primerler
kullamlmalidir. Virusun solunum sekresyonlarindan hiicre kiltlrd ile izolasyonu veya
antijen tespiti icin DFA’ min sensitivitesinin nispeten disuk oldugu yetiskin hastalarda
viral solunum yolu enfeksiyonunun etyolojisini arastirmak icin duyarliligi yaklasik
olarak % 98 olan multipleks PCR sik olarak tercih edilmektedir'®’.

Gilniimiizde RSV tanisinda kulllaniimakta olan bir baska PCR testi ise DNA
amplifikasyonu ile es zamanli artis gosteren floresan sinyali sayesinde amplifikasyonun
monitor araciligi ile takip edilebildigi gergek zamanli PCR’ dir. Gergek zamanli PCR’da
amplifikasyon icin cihaza yiklenen test tiplerine baska manuel midahale gerekmedigi
icin kontaminasyon riski azdir, amplifikasyon sonrasi gorintileme gerekmedigi igin
zaman kaybi1 olmayip kisa siirede sonug alinabilmektedir ve kantitatif sonug alabilme
secenegi de bulunmaktadir. Ayrica multipleks gergek zamanli PCR ile birgok
respiratuvar viruslarin tamsi aym anda yapilabilmektedir. Ancak, pahali bir

yontemdir'’*1%8,

2.9. Epidemiyoloji

Kuctk hava yollarimn inflamatuvar obstriksiyonu sonucu gelisen bronsiolit ve
akciger dokusunun inflamasyonu ile konsolidasyonu sonucu gelisen pndmoni gibi viral
solunum yolu enfeksiyonlari, dinya ¢capinda infant (0-1 yas grubu) ve erken ¢ocukluk
déneminde (1-5 yas) hospitalizasyonun en sik sebebidir. RSV s6z konusu alt solunum
yolu enfeksiyonlarinin infant ve erken cocukluk déneminde en énemli major sebebidir.
ABD’de (Amerika Birlesik Devletleri) RSV, cocuklarda kis bronsiyolitinin yaklasik

olarak % 50-80inden ve kis pnémonisinin % 30-60’ indan sorumludur™*>*4%:%°,
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RSV enfeksiyonu ¢ocuklarin % 50’ sinde yasamun ilk yilinda gortulmekte olup,
bunlarin % 20-40'inda pndmoni ve brongiyolit gibi ASYE seklinde ortaya
cikmaktadir'®. ABD’de her yil 5 yas altindaki yaklasik 1.650.000 cocuk bronsiolit
sebebi ile hospitalize edilmekte olup, bu ¢ocuklarin % 57'sinin yas1 6 aydan kuguk
olmaktadir. RSV enfeksiyonuna bagli olarak hospitalize edilen infantlarin sayisi her yil
85.000-144.000'i bulmaktadir. Ilaveten her yil RSV enfeksiyonu kaynakli hospitalize
edilen cocuklarin 372'si respiratuvar ve kardiyovaskiler sebepler ile dldigi, bunlarin
da % 90’ inin bir yasindan kugtik oldugu tahmin edilmektedir. RSV enfeksiyonu sebebi
ile bes yas alt1 cocuklarda tahmin edilen yillik medikal midahale gerektiren vaka sayisi
ise 21 milyondur. Y apilan ¢alismalarda hastaneye yatis oraninin erkek bebeklerde 1,3-
1,4 kat daha fazla oldugu gorulmuistir. Hospitalize edilen gocuklarin % 20-25'i
pndmoni ve % 70'i bronsiolit vakalar: olarak tan: almaktadir'®**%,

Kiresel RSV hastaliginin yillik kilfeti 64 milyon vaka ve 160.000 6lim olarak
tahmin edilmektedir. ASYE'ler 1990’11 yillarda yilda 4 milyon ¢ocuk 6limiine sebep
olurken, bunun 2,6 milyonu infant, 1,4 milyonu 1-4 yas grubu olimlerdi**. DSO
raporlarina gore 2000’ li yillarin baginda pndmoni basta olmak Uizere akut solunum yolu
enfeksiyonlarina bagli cocuk élimleri 1,9 milyondu. ABD’de RSV enfeksiyonlar: yilda
90,000'den fazla hospitalizasyon gerektirmekte ve % 90’1 1 yasindan kiglk olmak
Uzere yilda tahminen 372 ¢ocugun solunum sistemi ve/veya kardiyovaskiler sistem ile
iliskili 6ltime yol agmaktadir™,

RSV cocuklarda bitin bronsiolit vakalarinin yaklasik olarak % 70'inin sebebi
olup, infant ve erken cocukluk doneminde ASYE'lerin primer sebebidir. RSV
enfeksiyonlarinin cogu semptomatiktir ve siklikla ASYE seklindedir'®*. RSV kiicik
cocuklarda pnémoni olgularimin % 5-40’indan, brongiolit olgularinin % 50-90" indan
sorumludur™®”**°, Amerika' da 12 aydan kiicikk bebeklerde primer RSV enfeksiyon riski
% 50-70'tir ve bunlarin yaklasik % 30-40'inda alt solunum yolu hastaligi
gelismektedir’®®?®, Serolojik calismalar bebeklerin yarisinin ilk bir yasta, tamaminin
ise iki yasina kadar % 95 seropozitiflige ulastigint gostermistir. Hayatin ilk 5 yilinda alt
solunum yolu hastalig: riski reenfeksiyonlar ile artmaktadir®%2%,

RSV epitel hiucrelerinde gogalabildigi ve 6ksuruk, hapsirma ile yayilabildigi igin
bulasicilig1 yiksek olan bir patojendir. Solunum salgilarinda birkag gin veya bazen
haftalarca bulunur. Insandan insana temas, kontamine esyalara temas, kontamine ellerin
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g6z veya burun ile temasi ve virus aerosol icinde inaktive oldugu icin kisith da olsa
damlacik enfeksiyonu yolu ile bulasir. Inkubasyon siiresi 2-8 guin, virus sagilimi 3-8 giin
olup bu siire immun yetmezligi olan infantlarda 4 haftaya kadar uzayabilmektedir®***®.

RSV’ nin nozokomiyal bulasi saglik personellerinin elleri araciligi ile olmaktadir.
Toplum vel/veya hastane kokenli RSV enfeksiyonu olan saglik personeli genellikle
hastaligindan haberdar degildir, ¢linkli enfeksiyon hafif grip benzeri hastalik olarak da
gegirilebilmektedir. Oda sicakliginda RSV hastalarinin sekresyonlarinda, gozeneksiz
ylzeylerde neme bagli olarak 3-30 saat kadar yasar, gbzenekli ylzeyler Gzerinde bir
saat kadar yasar. RSV'nin eller Gzerindeki enfektivitesi kisiden kisiye degisir ve
genellikle bir saatten azdir'®, RSV’ nin nozokomiyal transmisyonunu kontrol altinda
tutmak icin virusun dogasi ile ilgili saglhik personelinin egitimine, hastalarin aktif
gozetimine, dikkatli el yikamaya, maske ve koruyucu elbiseden ziyade eldiven ve
bariyer kullammina 6zen gésterilmesi gerekir®®.

Agir RSV enfeksiyonu riski altta yatan kardiak, pulmoner veya immun sistem
hastaligi olan durumlarda yiksektir. RSV 0Ozellikle prematir infantlar ve
immunkompromize hastalarda nozokomiyal solunum yolu enfeksiyonlarinin major
sebeplerinden biridir®?®, RSV salginlarinin toplum bazli gérilmesine ragmen
hastaligin epidemiyolojisine RSV sus varyasyonunun etkisi hentiz tam olarak
anlasilamamustir, ancak virusun genetik ve antijenik degisikliklerinin yillik epidemi
hareketlerinde ve populasyonun reenfeksiyonlarinda dnemli oldugu distnulmektedir.
RSV A ve B suslarinin sirkulasyon paternleri toplumlar arasinda genotipik olarak farkl
gorlldr, fakat bir toplumda ayni genotipin suglart arasinda sinirli dagilim varken farkl:
toplumlar arasinda genotipte daha fazla farklilik vardir®®. RSV subgruplarinin her ikisi
her yil birlikte sirktile olabilir ve/veya 6n plana ¢gikan grup sezondan sezona degisebilir.
Ancak RSV subgrup A izolatlarinin  subgrup B’den daha sk goraldugi
bilinmektedir®*?™,

RSV siklikla toplum kaynakli bir enfeksiyon olarak dikkate aliniyorsa da,
nozokomiyal transmisyon da oldukca sik gortilmektedir. Transplantasyon hastalar1 veya
altta yatan herhangi bir hastaligi sebebi ile immnun yetmezligi olan ¢ocuklar RSV ile
infekte oldugunda virusu viicuttan temizlemede zorluk yasadiklar: igin daha uzun sire
virus sacilimina sebep olmaktadirlar. Bu hastalar izolasyon kurallarina uyulmadigi
takdirde nozokomiyal bulasa yol agacaktir. Nozokomiyal pnémoni gocuklarda sik
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gordlen bir hastane kaynakli enfeksiyondur ve siklikla fatal seyreder. Predominant
olarak RSV olmak Uzere viruslar pediatrik nozokomiyal solunum yolu enfeksiyonlarinin
en sik sebebidir. Nozokomiyal pnémoni icin risk faktdrleri RSV sezonu siresince
hospitalizasyon, yas, altta yatan kronik hastalik varligi, yogun bakim Unitesinde yatis,
entibasyon, yanik, ameliyat, immun baskilanma ve uzun siiren hospitalizasyondur.
Infantlarda nozokomiyal RSV enfeksiyonuna bagli morbidite ve maliyet hesaplar
dikkat ¢ekicidir. Bu yas grubunda nozokomiyal RSV enfeksiyonlariin % 40’1 alt
solunum yolu hastalig: ile iliskilidir. RSV salgint siresince hastaneye yatirilan
bebeklerde ve gocuklarda nozokomiyal enfeksiyonun % 20-47 oranlar: arasinda oldugu
bildirilmektedir'®**2,

Influenza virusun aksine RSV her yil epidemi yapabilmektedir. Epideminin
tetikleyiciss net olmamakla birlikte virusun mevsim sicakligindan etkilenmesi
olasidir™®, Mevsimsel bir 6zelligi bulunan RSV enfeksiyonlarinin zaman ve siiresi
cografi bolgeye gore degismektedir. Iliman bolgelerde RSV salginlar1 Ekim ve Kasim
aylarinda baslamakta ve Mart ayinin sonlarina kadar devam etmektedir. Sonbahar sonu,
kis ve ilkbahar basinda sik gorulmekte olup kis aylarinda pik yapmaktadir. Kentsel
merkezlerde y1l iginde yagmurlu donemde, kisin ve erken ilkbahar doneminde salginlar
gorilir. Kuzey yarimkirede buyuk salginlar Subat ve Mart aylarinda pik yapar.
Tropikal ve subtropikal bolgelerde yagmur sezonu boyunca epidemiler pik yapmaktadir.
iklim degisiklikleri RSV sezonunun siiresini degistirebilmektedir'?” 42,

ABD’de RSV sezonu sonbaharda baslayip kisin pik yapmakta ve kis sonu ve
erken ilk baharda sona ermektedir®*’. RSV sezonunun zaman ve siiresi cografi bolgeye
gore degismektedir. ABD’de 10 bdlgeye ait 509 laboratuvar verilerinin toplandigi
Ulusal Solunum Yolu ve Enterik Virus Surveyans Sistemi’nin (National Respiratory
and Enteric Virus Surveillance System; NREV SS) arsiv bilgilerine gore, Temmuz 2007-
Haziran 2011 arasindaki 4 sezon igin RSV sezonunun baslangi¢ zamaninin EKim ayinin
ortasindan Ocak ayinin basina kadar degisen aralikta, sezonun bitis zamanminin Subat
aymnin basindan Mayis ayinin basina kadar degisen aralikta, pik zamaninin ise Aralik
ayinin ortasi ve Subat ayinin basi oldugu ve ortalama sezon siresinin 21 hafta (13-23
hafta araliginda) oldugu tespit edilmistir. Boston bdlgesinin (10 bolgenin 1. bolgesi) 16
hafta ile en kisa sezona, Atlanta bdlgesinin (4. bolge) 27 hafta ile en uzun sezona sahip
oldugu bulunmustur. Ulusal ve bolgesel veriler, klinisyenler ve toplum sagligi
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¢alisanlarinin solunum yolu hastalig: salginlarinin tarisal testlerini yonlendirme ve ciddi
komplikasyonlar agisindan yiksek riskli ¢cocuklara ne zaman RSV immunoprofilaksisi
baslanmasina karar vermede yardimer olabilir®#%%°,

RSV enfeksiyonunun siddeti ve sikligim artiran bazi etkenler vardir. Gelismis
Ulkelerde altta yatan akciger veya kalp ile ilgili kronik bir hastalik varhgi, dusik
sosyoekonomik diizey, prematrite, anne siitll ile beslenmeme, aile hikayesinde atopi ya
da astim Oykusiinin olmasi, kalabalik yasam (kres), sigara dumanina maruziyet arttirici
etkenler olarak sayilabilir. Ayrica yaklasik 2500m’'lik yuksek rakimin RSV'ye bagli
hastaneye yatis icin orta diizeyde artirict bir faktor oldugu gosterilmistir. Distik dogum
agirligi, bronkopulmoner displazi, konjenital kalp hastaligi, immun yetmezligi olan risk
gruplarinda mortalite orammn % 0,15-43 arasinda oldugu belirtilmektedir. Gelismekte
olan ulkelerde RSV enfeksiyonunun epidemiyolojik verileri azdir. Ancak kalabalik
yasam, malnutrisyon ve sigara duman gibi faktorlerin siddetli RSV hastaliginin
gelisiminde rol oynadigi distintilmektedir. RSV’ nin yas dagilimi gelismis ve gelismekte
olan Ulkelerde benzer olmakla beraber gelismekte olan tlkelerde daha biiyuk gocuklarin
daha siddetli etkilenebildigi belirtilmektedir’ 2%,

Prematir bebeklerde RSV enfeksiyonunun agir seyretmesinin  sebebi
enfeksiyona kars: yetersiz diren¢ ve tam olmayan hava yolu gelisimidir. Maternal 19G
antikorlar1 bebege plasenta yoluyla gebeligin Gglinct trimesterinde gectigi icin miadinda
dogan bir bebekte 1gG antikor diizeyleri normal yetiskin diizeyinde olurken, erken
dogumlarda notralizan antikor dizeyleri disuktir. Bu sebeple prematirite énemli bir
risk faktoridur’*.

RSV'nin replikasyon dizeyi ile hastaligin siddeti arasinda genellikle pozitif
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korelasyon oldugu distintlmektedir™". Virus blyik cocuklarda ve eriskinlerde sadece

3-4 gun bulunurken, bebeklerde 4 haftadan fazla, immun yetmezligi olanlarda ise
aylarca bulunabil mektedir'®%*,

RSV enfeksiyonu kiz ve erkeklerde yaklasik olarak esit oranda gorulmektedir.
Bununla birlikte erkeklerde daha ciddi seyretmekte ve daha sik alt solunum yolu

enfeksiyonuna sebep olmaktadir*?"#%,



2.10. Tedavi

RSV’ye bagli solunum yolu hastaliklarinda etkene yonelik spesifik bir tedavi
bulunmamaktadir. Tedavinin temel prensibi destekleyicidir. Gunumize kadar
bronkodilatorler, kortikosteroidler, antiviral ajanlar, nazal aspirasyon ve dekonjestanlar
gibi pek cok rejim denenmistir. Ancak hi¢ biri semptomlarin veya hastaligin
kontroliinde anlaml1 bir etkinlik gostermemistirt2°2*,

RSV tams ile hastaneye yatirilan infantlarda guncel yaklasim yeterli
oksjenasyon ve solunum destegini saglamak, hidrasyon durumuna dikkat ederek
gerekirse intraventz sivi desteginde bulunmay: igeren destekleyici tedavidir. RSV
bronsiyoliti olan ¢ocuklar, solunum gicligl ve nazal sekresyonlara bagli olarak artan
solunum orani, ates ve yetersiz beslenme sonucu dehidrate hale gelebilmektedir. Ciddi
solunum zorlugu olan infantlar 6zellikle dakikada 80’ den fazla solunum hizina sahip
olan infantlar icin intravendz sivi tedavisi gerektirir. Dakikada 60'dan az solunum
hizina sahip olan infantlar da hastaneye basvurmalidir. Oksijen saturasyonu % 90'nin
atinda olan infantlara oksijen destegi saglanmalidir. Virus tarafindan tetiklenen
inflamatuvar yanitin kontrolini amaglayan daha spesifik tedavilerin énemli bir yarari
oldugu bugtine kadar gosterilememistir®>2%’.

Akut brongiyolit reaktif solunum yolu hastaligimi distndiren kicik hava
yollarimin yaygin bronkospazmi ve hiriltisi ile kendini gosterir. Bu sebep ile RSV'ye
bagli alt solunum yolu hastaliklarinin kontrolinde reaktif solunum yolu hastalig:
tedavisi yer bulmaktadir.

RSV icin antiviral tedavi literattrdeki birbiriyle ¢elisen calisma sonuglari sebebi
ile tartismal1 bir konudur.

Yapilan calismalar gostermistir ki, beta-adrenerjik aganlar (albuterol,
salbutamerol gibi) gibi bronkodilatorlerin sinirli ve gegici etkiler gostermelerine ragmen
hospitalizasyonu 6nleme ve hastanede kalis siresini kisaltma gibi klinik yararlar:
olabilmektedir. Rutin kullanimlar1 dnerilmemekle beraber hiriltist olan ¢ocuklarda tek
doz bronkodilatdor denenebilir ve sadece bu tedaviye cevap aimyorsa devam
edilmelidir. Bronsiyoliti olan c¢ocuklarin ancak % 50’'si bir bronkodilatore cevap
vermektedir.  Ancak akut RSV enfeksiyonu tedavisinde net etkinligi hentz
tammlanmamis olmasina ragmen yaygin kullannm alam bulan bronkodilatorlerin
kullanilmasi planlamyorsa mutlaka klinik cevabin monitarizasyon ile yakindan takip
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edilmesi gerekir ve yarar gorilmiiyorsa tedavinin sonlandiriimast gerekir®®#%,

Epinefrin, adrenalin gibi alfa-adrenerjik ajanlar oksijen saturasyonu ve kalp hizinda kisa
sireli olumlu etkiler gbstermesine ragmen yeterli derecede etkin oldugu gosterilemedigi
icin rutin tedavide yeri yoktur. Epinefrin, albuterole gére biraz daha fazla klinik yant
saglamaktadir. Sebebi alfa-adrenerjik aracili vazokonstriksiyon etkisi ile nazal
konjesyonu azaltmasidir. Genel olarak guvenlik bilgisi yeterli olmadig: igin epinefrinli
buhar tedavisinin  hastane ortaminda  monitorize  edilerek  uygulanmasi
gerekmektedir®*?3, Eger bir cocukta bronkodilator tedavisine cevap alinmissa, tedaviyi
her dort-alt: saatte bir olmak Uzere solunum stresi bitene kadar devam edilmesi gerekir.
Beraberinde nebulize % 3 hipertonik NaCl verilmesi hemen yanit olusturmasa da
hastanede yatis siiresini kisaltabilmektedir®®,

Kortikosteroidler (ora veya inhale) RSV'ye bagli akut at solunum yolu
hastaliklarinin tedavisinde rutin olarak kullaniimamalidir. Sik kullaniimalarina ragmen
bu enfeksiyonlarda ne semptomlar: hafifletmekte ne de hastalik siiresini kisaltmaktadir.
Astim 0ykisl olan biiyuk cocuklarda yardimei olabilir. Yapilan bir ¢alismada, 30 aydan
kictk 1200 hastaya akut bronsiyolit icin sistemik kortikosteroid tedavisi verildiginde
kortikosteroidlerin hospitalizasyon sikligi, hospitalizasyon siresi ve klinik iyilesmeye
onemli bir etkisinin olmadig gosterilmistir®32%,

Akut brosiyolitteki solunum yollar: inflamatuvar yanitin1 hedefleyerek tedavide
bir I6kotrien antagonisti olan montelukast denenmis, ancak yapilan klinik calismalar
montelukastin akut RSV bronsiyolitinde etkinliginin olmadig: tespit edilmistir®®.,

Antibiotiklerin es zamanli bir bakteriyel enfeksiyon mevcut degilse RSV
enfeksiyonu tedavisinde yeri yoktur. Otitis media tim yas gruplarinda en sik gortlen es
zamanl bakteriyel enfeksiyondur. Ancak 60 guinden kiiglk olan bebeklerde en sik idrar
yolu enfeksiyonu goriliir?®.

Vakum ile nazal aspirasyon RSV enfeksiyonu olan ¢ocuklarda semptomatik bir
iyilesmeye katkida bulunabilir, ancak asir1 yapilmasi nazal 6dem ve obstruksiyon ile
sonuclanabilir. Genellikle beslenme 6ncesi yapildiginda daha yararhidir. Gegmiste nazal
dekonjestan burun damlalar1 ve suruplari Ust solunum yolu konjesyonu igin
kullanilmigsa da, herhangi bir yarari oldugunun kamti bulunmamaktadir. Amerika da
2008 yilinda bu tur ilaglarin iki yasin altinda kullammm FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan yasaklanmustir.
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Sirfaktan uygulamasinin solunum yetmezligi sebebi ile ventile edilen RSV
pozitif ¢cocuklarda mekanik ventilasyon siresini kisalttigi, mortaliteyi azalttigi ve yan
etkisinin olmadig1 rapor edilmistir®"?%,

Bir guanozin analogu olan ribavirin (Virazole) hem RNA’da mutasyona yol
acarak, hem de RNA bagimli RNA polimerazi inhibe ederek RSV replikasyonunu
Onleyen ve dolaysiyla akcigerlerdeki virus titresinde azalmaya yol acarak hastaligin
siddetini ve siresini azaltan genis spektrumlu sentetik bir virostatik ajandir. Bu sebep ile
RSV’ye bagli akut alt solunum yolu hastalig: tedavisinde FDA tarafindan onay almus,
mevcut olan tek spesifik antiviral gjandir. Maliyetinin yiksek olmasi, dokintd, bas
agnsi, konjonktivit, hemolitik anemi ve iskelet deformitelerine yol agabilen teratojenik
yan etkileri sebebi ile risk faktori olmayan bebeklerde rutin kullamm
onerilmemektedir. Agir RSV bronsiyoliti veya bronkopndmonisi sebebiyle hastaneye
yatirilan bebeklerde, 0Ozellikle konjenital kalp hastaligi, kronik akciger hastaligi,
bronkopulmoner displazi, kistik fibrozis, immiin supresyon, norolojik ve metabolik
hastalig1 olanlar ve prematiire bebeklerde kullanimi onaylanmistir. Amerikan Pediatri
Akademisi de ribavirini ciddi RSV bronsiolitinde veya ciddi hastalik gegirmesi
beklenen immunyetmezlikli olgularda kullanilmasini 6nermektedir. Ribavirin aerosol
olarak 12-20 saat sireyle 2-5 gun uygulanmaktadir. Toksik yan etkileri minimal
olmakla birlikte eritrositlerde oksidatif hasara sebep olarak hemolitik anemiye yol
acabilmektedir. Bazi hayvanlarda teratojen etkisi oldugu bilinmekte olup gebelerde ve
eliminasyon yarilanma 6mri uzun oldugu icin gebelik planlayanlarda kontrendikedir.
Henliz direnc gelisimi saptanmamustir??’ 23823,

Immun sistem defekti olan RSV ile enfekte hasta grubunun tedavisinde
kullamlmak Uzere 2004 yilindan bu yana Uzerinde c¢alisiimakta olan, plazmadan elde
edilen, Faz I11 klinik calisma asamasinda yeni bir poliklonal intravendz immunglobulin
(RI-001,ADMA Biologicals, Inc.) bulunmaktadir®®.

Sentetik ¢ift sarmalli SIRNA’lar (small interfering RNA) memeli hiicrelerde
MRNA transkriptlerini hedef alarak protein sentezini inhibe edebilmektedirler ve
kanser, metabolik hastalik, viral enfeksiyonlar gibi pek c¢ok hastalikta etkin
olabilecekleri diistinilmektedir®**?*, RSV icin heniiz calisma asamasinda olan P
protein®®, NS1 protein®®* ve N protein®® (ALNRSVO1; Alnylam Pharmaceuticals,
Cambridge, MA) genlerini hedef alan SIRNA'’ lar degerlendirilmektedir.
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Deneysel asamadaki bir baska ilag grubu olan fizyon inhibitdrleri RSV’ nin
yasam siklusunda kritik asama olan flizyonu F proteine baglanarak onlemektedir ve
boylece sinsitya olusumunu ve viral yuki azaltmaktadir. BTA9881 ve TMC-353121 faz
| calismalar1 devam eden anti-RSV ilag aday: olan fiizyon inhibitorleridir?®.

G, L ve N proteinlerini igeren RSV’ nin spesifik epitoplarina baglanarak RSV'yi
inhibe eden baz1 kiicik molektl bilesikleri Uzerinde calismalar devam etmektedir. RSV
G glikoproteinine baglanarak konak hiicrenin CX3CR1 reseptdriine baglanmay inhibe
edip RSV’'nin indikledigi inflamatuvar cevabi azaltan MBX-300%*' (Microbiotix,
Worcester, MA, US), viral RNA polimerazin bir komponenti olan L proteinine
baglanarak ribavirinden 76-105 kat daha etkin olan YM-53403%*® (Yamanouchi
Pharmaceutical Co,Deerfield, Illinois) ve N proteinini hedefleyerek viral RNA
polimeraz: inhibe eden bir oral benzodiazepin olan RSV604%*° (Arrow Therapeuitics,
London, England ve Novartis, East Hannover, NJ) faz calismalar1 devam eden kiguk
molekdl bilesikleridir.

RSV arastirmalar1 50 yildir devam etmesine ragmen infantlardaki RSV hastaligi
ile iliskili immunopatoloji ve immunite eksikligi etkin bir tedavi ve as1 gelistirme
konusunda halen bir problem olarak varligim korumaktadir. Direkt olarak virusu hedef
amaktansa RSV’'ye karst konak cevabim dizenlemek arastirmalarda yeni bir
yaklasimdir. MBX-300, fosfomisin ve leflunomidin aktif metaboliti olan A77-1726
bunlardan bir kagidir. Fosfomisin in vitro ve in vivo ortamlarda immuniteyi diizenleyici
(immiinmodiilator) aktivite gdsteren yapisal olarak essiz bir antibiyotiktir®. Fosfomisin
ile ilgili ilk bulgular gostermektedir ki, fosfomisin akciger inflamasyonunda énemli bir
rol oynayan RANTESIn transkripsiyonunun RSV tarafindan indiklenmesini
baskilamaktadir®®#2, RSV akcigerlerde etkin gaz degisimi icin gerekli olan alveolar
sivi klirensinin azalmasina sebep olur. Deney hayvanlarinda intranazal A77-1726
uygulamasinin RSV’ nin indikledigi alveolar sivi klirensinin azalmasint ve arteriyel
hipoksemiyi 6nledigi gosterilmistir®®,

RSV ile aym ailenin bir Uyesi olan kizamik virusu enfeksiyonunda gocuklarin
serum A vitamini diizeyinin disik olmasi ve A vitamini ile destek tedavisine iyi cevap
alintyor olmasindan hareket ederek yapilan bazi calismalarda RSV enfeksiyonunun akut
déneminde serum A vitamini diizeyinin benzer sekilde dusik oldugu ve tedavideki yeri

tartismali olmakla birlikte olumlu etkisi olabilecegi saptanmustir®*?>°,
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2.11. Korunma

RSV damlacik inhalasyonu ile degil, primer olarak insandan insana veya enfekte
sekresyonlar ile direkt temas ile bulasmaktadir. Bu sebep ile RSV’ nin yayilimi sik ve
uygun sekilde el yikayarak, izolasyon kurallarina uyarak énlenebilmektedir®®. Onlik,
maske, eldiven veya g0zluk kullanimimin hospitalize hastalarda transmisyonu
azaltmadigi saptanmustir. RSV yayiliminin dnlenmesinde ellerin dekontaminasyonu
Onemlidir. Hasta veya hastanin cevresindeki cansiz objeler ile temas 6ncesi ve temas
sonrasi eller yikanmalidir. Pasif olarak sigara dumanina maruziyet RSV enfeksiyonu
icin bir risk faktort oldugu igin ebeveynlerin sigara kullanmamasi ve gocuklart dumanli
hava sahasindan uzak tutmalari gerekir®®.

RSV enfeksiyonlarimin kiresel yiki ve yiksek derecede bulasici dogasi geregi
astya ihtiyag vardir®’.

Intravendz RSV immun globulini (RSV-IGIV; RespiGam, Medimmune Inc,
ABD) saglikli bireylerin  plazmasindan saflastirilarak  elde edilen,  yuksek
konsantrasyonda poliklonal anti-RSV 1gG antikoru iceren, RSV hastaliklarindan
korunmada FDA onay: almis ilk (1996) ajandir®™®. RSV iliskili hospitalizasyonlar1 ve
yogun bakim Unitelerine bagvurulart azaltmasina ragmen, RSV-IGIV damar yolu
gerektirmesi ve insan plazma derive Urtiini olmasindan dolay: enfeksiyon hastaliklarinin
yayilim agisindan risk olusturmakta ve konjenital kalp hastaligi olan ¢ocuklarda 6nemli
yan etkilere sebep olmaktadir®**®.

Palivizumab (Synagis, Abbott Laboratories, ABD) RSV’ nin F proteinine karsi
notralize edici aktivitesi (virusun tek epitopunu hedefleyen) ile virusun konak hiicreye
girisini 6nleyen insan monoklonal antikorudur. Palivizumab prematirite, kronik akciger
hastaligi ve konjenital kalp hastalig1 gibi altta yatan bir hastaligir olan yuksek riskli
gruplara RSV enfeksiyonundan korunma amaci ile genellikle Kasim ayinda baglayarak
bes aydan fazla olmamak sarti ile RSV sezonu boyunca ayda bir kez 15mg/kg
intramuskuler yol ile uygulanmak Uzere 1998'de FDA tarafindan onay almustur.
Amerikan Pediatri Akademisi'nin palivizumab kullammu igin endikasyonlarini, 2 yas
altinda olup medikal tedaviye gereksinim duyan prematiritelige bagli kronik akciger
hastaligi, 32 hafta veya daha erken dogmus bebekler, ikiden fazla risk faktori olan 32-
35 gestasyon haftasinda olan bebekler (ciddi ndrolojik hastalik, hava yollarinin
konjenital anomalisi), 24 ay altinda olan konjenital kalp hastalig1 olan ¢ocuklar olarak
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belirlemistir. Oysa agir RSV enfeksiyonu ile iliskili hospitalize edilen infantlarin %
70'ini risk faktort olmayan term infantlar olusturmaktadir. Profilaksinin primer yarari
RSV iliskili hospitalizasyon oranlarini % 50 azaltmasidir®®2°-2%2,

Tirk Neonatoloji Dernegi’nin palivizumab ile RSV profilaksisi 2012 yil

Onerileri:

1. Gebelik yas1 29 haftanin (28 hafta +6/7 gun) altinda dogmus olan, RSV
sezonu baslangicinda 1 yasindan kicuk olan kronik akciger hastaligi tanil
veyatanmsiz tim bebekler

2. RSV sezonu baslangicindan dnceki son 6 ay iginde kronik akciger hastaligi
icin Ozgun tedavi (ek oksijen, bronkodilatator, ditretik veya kortikosteroid)
gereksinimi olan, 2 yasin altindaki cocuklar

3. RSV sezonu baslangicinda 1 yasindan kiguk, siyanotik dogustan kalp
hastaligi, konjestif kalp yetmezligi tedavisi gerektiren asiyanotik dogustan
kalp hastaligi olan bebekler, ameliyat edildigi halde rezidi hemodinamik
bozukluk nedeniyle konjestif kalp yetersizligi tedavisi almaya devam eden
bebekler, énemli pulmoner hipertansiyonlu bebekler (sistemik basincin %
50’ sinden fazlasi) ve hemodinamik bozukluk nedeniyle tedavi almasi gereken
kardiyomiyopatili bebeklerde kullanilir.

4. Yenidogan yogun bakim unitesinde aym anda en az 3 vakada RSV
enfeksiyonu gosterildigi takdirde serviste yatan gebelik yaslar1 29 haftamn
(28 hafta +6/7 guin) altinda dogmus diger tim prematire bebeklere ve kronik
akciger hastaligi olan 29 hafta ve Uzerindeki tum prematire bebeklere
proflaktik olarak palivizumab verilebilir.

5. Palivizumab kullaniminda israft en aza indirmek amaciyla, RSV proflaksisi
verilecek bebeklerin ayni giin ¢gagrilmas: onerilir.

6. Palivizumab Ekim ve Mart aylar1 arasinda kabul edilen RSV sezonu boyunca
1 ay aralarla bir hastaigin en fazla 5 doz uygulanmalidir.

Amerikan Transplantasyon Dernegi (AST; American Society of Transplantation)
Ust solunum yolu hastaligi ile risk faktorid varliginda ve ASYE olan transplant
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alicilarinda  aerolize ribavirin  ile beraber RSV-IGIV  veya palivizumab
kombinasyonunun kullaniimasinin dikkate alinmasi gerektigini belirtmektedir®,

Motavizumab (MEDI-524, Medimmune, Gaithersburgh, MD), palivizumabin
RSV F proteinine affinitesinin 70 kat artirilmast ve nétralizan aktivitesinin de 20 kat
artirnlmast ile gelistirilen ikinci jenerasyon 1gG1l monoklonal antikorudur. Kutantz
reaksiyonlara sebep oldugu saptanmis olup FDA tarafindan hentiz onaylanmamustir.
Y Uksek affinitesi ile Ust hava yollarinda ve akcigerde nétralize edici titrelere ulasabilme
sebebi ile hem korunma hem de tedavide bir secenek olabilecegi Gizerinde arastirmalar
devam etmektedir?®*?®. Cift-kor, randomize bir faz 3 calismasinda, prematiir veya buna
bagli akciger hastaligi olan 24 aydan kugik 6635 infantin bir grubuna motavizumab ve
kontrol grubuna palivizumab profilaksiss uygulandiginda ikisinin de RSV
hospitalizasyonlarini azalttigi, ancak bu oramn motavizumab verilenlerde palivizumab
alicilarina gore % 50 daha az oldugu gosterilmistir. Ek olarak iki grupta da yan etkilerin
benzer oldugu, ancak motavizumab verilenlerde kutandz yan etkilerin daha fazla
gorildugt saptanmustir. Motavizumab yiksek risk grubundaki cocuklarda ciddi RSV
hastalig1 profilaksisi icin alternatif bir secenek olabilir?®.

Deneysel asamada olan RSV monoklonal antikorlarin ¢ogu F glikoproteinini
hedeflemektedir. Son zamanlarda G glikoproteininin hedeflenmesinin ¢ift anti-RSV
etkinlige sebep olacag: Uzerinde durulmaktadir. G protein, CXC3R1 kemokin reseptdre
baglanarak inflamatuvar mediatdr kaskadim baslatip akciger inflamasyonunu
artirmaktadir. Eger monoklonal antikor ile RSV G proteini Gzerinde bulunan CXC3
motifi hedeflenirse anti-RSV etkinlik yaninda akciger inflamasyonu da azaltilabilir®®’.

Hastane enfeksiyonunun kontrol altinda tutulabilmesi icin RSV hastaligindan
sUphelenilen gocuklar tek kisilik odalarda izole edilmelidir. Enfeksiyonun dogrulanmasi
icin gerekli tamsal islemler yapilmalidir. Yeterli sayida tek kisilik oda mevcut degilse,
laboratuvar tarisi ile konfirme edilmis RSV hastaligi olan ve izolasyon gerektirecek
baska hastaligi olmayan ¢ocuklar bir arada bir kogusta izole edilebilirler. Semptomatik
bir vaka ile temas 6ykusl olan ¢ocuklar datedbir olarak izole edilmelidir. Bu uygulama
inktibasyon peryodu sonuna veya semptomlarin bitmesinden 10 gin sonrasina kadar
devam etmelidir. Hastalar ve cevresi ile temas halinde olanlar onlik ve eldiven
kullanmalidir. Eldiven giyilmis olsun veya olmasin hastalarla, solunum sekresyonlariyla
veya cevreleriyle temas sonrasi el hijyeni saglanmalidir. Hastalarin ziyaretcileri baska
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hastalar1 ziyaret etmemeleri veya hastane icinde diger ziyaretcilerden uzak durmalar
konusunda bilgilendirilmelidir. Hasta yakinlar1 ziyaret 6ncesi ve sonrasinda el hijyen
kurallarina uymalidir. Solunum yolu enfeksiyonu belirtileri olan hasta yakinlar: yiksek
risk alanlarindan, yenidogan tnitelerinden uzak tutulmaya calisilmal1dir®®.

Bir yenidogan Unitesinde kesin veya olasi RSV salgini durumunda yenidoganlar
ve prematir infantlar 6zellikle ciddi RSV enfeksiyonuna duyarli olduklart igin birim
yeni basvurulara kapatilmalidir. Ziyaretler ebeveynler ile ssnirlandirilmali, semptomatik
cocuklarin ebeveynlerinin diger hasta ve hasta yakinlari ile temasi 6nlenmeli, RSV ile
enfekte olmayan ancak hastanede yatan bir baska cocuklar1 olan ebeveynlerin dnce o
cocuklarint ziyaret etmeleri gerektigi anlatilmalidir. Hasta yakinlari izolasyonun
sebepleri ve ongorilen izolasyon stresi ile ilgili bilgilendirilmelidir. Tecrit odasinin
icinde her boyutta eldivenler, tek kullammlik onlikler, akollt el jeli, infekte yatak
carsaflart ve klinik atiklar igin ¢op posetli kovalar, delici ve kesici klinik malzemeler
icin ayr1 kovalar ve termometre bulundurulmalidir. Tecrit odasinin dis tarafinda ise tek
kullammlik onlukler, alkollt el jeli, notlar, klastrler, cizelgeler ve bebek monitori
bulundurulmalidir. Odaya alinan her ekipman cikarilirken dekontamine edilmelidir.
RSV supheli vakalar nazofaringeal aspirat veya surintl alinarak taranmalidir. Haftalik
intervaller ile alinan (¢ 6rnek sonrasinda negatiflik dikkate alinmalidir. Ornek negatif
bulundugunda eger klinik olarak da dizelmisse ve herhangi bir stpheli belirti yoksa
izolasyon Onlemleri durdurulabilir. Kaynak izolasyon odaarimn temizlenmesi diger

alanlarin temizlenmesinden sonra yapil malidir®®.

2.11.1. As1 gelistirme calismalari

RSV’ye kars1 etkin ve guvenli bir profilaktik as1 henliz gelistirilememistir. RSV
hastaligindan en sk ve en agir etkilenen 6 aydan kiguk bebekler immunolojik
immaturite ve maternal antikorlarin baskilayici etkisi sebebi ile asilamaya uygun cevap
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vermeyebilmektedir™. ilk kez 1960’ 1 yillarda yapilan as1 ¢alismalar: sadece vahsi-tip
RSV'ye karsi korumada sinifta kalmamis ayni zamanda as1 yapilan infantlarin %
80’inin hospitalizasyonuna ve iki infantin 6limiine sebep olmustu. Peribronsiyal alana
asir1 eozinofil infiltrasyonu ve etkilenen dokuda virus ile beraber koruyucu olmayan

antikorlarin depositleri bulunmustu®™.
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Intranazal yol ile uygulanan canli attenue asilar lokal mukozal ve sistemik
immuniteyi indikler. Aym zamanda intranazal uygulandiklari icin maternal serum

2™ naktive asilara gore

antikorlarimn supresif etkisinden kismen de olsa kurtulabilirler
daha fazla immunojeniktirler ve daha genis koruma saglarlar. Canli attenue asilar
indiklenmis hastalik ile iliskili degildir®%. Yasam boyu dogal reenfeksiyonlar ile
seyredebilen RSV hastaligina kars: tek doz as1 ile tam koruma saglanmasi pek mumkin
degildir?”™. Bu sebep ile basarili bir asida amag risk grubunu RSV ile iliskili agir alt
solunum yolu enfeksiyonlarindan korumak olmalidir.

Asi1 gelistirmede attenuasyon ve immunojenite arasindaki denge kritik 6éneme
sahiptir. Canli as1 adaylar1 dusik 1sida seri pasajlar (soguk pasa)) ile ve 1siya duyarl:
mutantlar1 Gretmek igin kimyasal mutagenez ile gelistirilmektedir. Elde edilen bu
viruslar Gst solunum yollarinin distk 1sisinda replike olabilirken, alt solunum yollarinin
yiksek 1sisinda cogalamazlar®®. Bu attenuasyon metodlar: ile gelistirilen ilk aday
asilarin ya cok reaktif ya da asir1 zayiflatilmis ve siklikla stabil olmayan mutasyonlara
sebep oldugu bulunmustur®”*2™. Giivenli ve etkin olan attenue RSV susunu elde etmek
icin en son stratgi, hiicre kultiriinde tamamen klonlanmis cDNA’ dan infekte edici virus
Uretmektir?’>%’°, Bu metod hedeflenen mutasyonlar ile yeterli immunojeniteyi saglarken
daha kesin attenuasyon derecesine ulasmay:r amag edinmektedir. Ornegin 24 aydan
kiguk infantlar igcin faz 11 klinik calismalari devam eden MEDI-559
(Medimmune/National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Bethesda, MD) SH
gen delesyonu iceren 1siya duyarh bir rekombinant RSV asisidir®™®. SH proteininin
konakta T helper 1 cevabimi azaltarak antiviral immun cevabl inhibe ettigi
bilinmektedir. SH proteini olmayan bir virus daha ¢ok immunojenite gosterecektir. Yine
aym prensipten hareket ile gelistirilen, SH geni yerine konakta interferon cevabini
azaltarak immun cevabi inhibe eden NS proteinini kodlayan NS gen delesyonu iceren
iki aday as1 daha bulunmaktadir®’" 2",

Genetik instabilitenin Gstesinden gelmek icin kullanilan alternatif yontemlerden
biri de vektor asilardir. Vektér asilarin prensibi daha fazla treme ve stabilite gosteren
viruslar (parainfluenza virus, newcastle disease ve senda viruslari) kullanilarak RSV
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proteinlerinin elde edilmesidir®™. Ornegin MEDI-534 aday vektor asisi parainfluenza

tip 3 genomu kullanilarak elde edilmis RSV F proteinini icermektedir?’*%%.
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RSV'nin saflastinlmis F, G ve M proteinlerini igeren subinit asi1 gelistirme
calismalart da yapilmaktadir. Bu proteinler antikorlarin koruyucu ve nétralize edici
aktivitelerini indiikleme potansiyeline sahiptir. Uc adet RSV F subiinit asis®™®, F, G ve
M proteinlerini iceren kombine subiinit asisi®* ve streptokokal protein G ile konjuge bir
G peptid®® klinik calismalar: halen devam eden aday subiinit asilardir.



3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Cukurova Universitesi Tip Fakiiltess Balcali Hastanesi Cocuk
Saglhigi ve Hastaliklari ana bilim dalimin  yogun bakim, onkoloji, hematoloji
servislerinde Ekim 2011 - Ekim 2012 tarihleri arasinda ates, oksirik, burun akintisi,
solunum sikintisi, morarma, kusma ve beslenme yetersizligi gibi sikayetler ile bagvurup,
alt solunum yolu enfeksiyonu tarmisi alan 0-15 yas grubundaki 323 hastadan alinan
nazofaringeal slrintl 6rneklerinde RSV insidansint belirlemek ve tam yontemlerini
karsilastirmak amac ile direkt immunfloresan test (DFA) ile RSV antijeni ve nested
reverse transcription-PCR yontemi ile RSV RNA varlig: arastirildh.

3.1. Nazofaringeal strunti 6rneklerinin toplanmas

Oncelikle hasta ve hasta yakinina islem anlatildi. Ornek alimirken her hastada
ayr1 eldiven ve maske kullanildi. islem sirasinda hasta kendini arkaya dogru gektiginden
hasta bir yere yaslanarak oturtuldu. Daha kiicik yas grubunda hastalar hasta yakininin
kucagina oturtularak kollarin: sabitlemesi ve basin hafif (70°C) geriye itmesi saglandh.
Burunda fazla mukus varlig: hiicrelerin toplanmasini engelleyecegi icin fazla burun
akintist olan hastalarin kagit mendille burnunu temizlemesi istendi.

Hastaya islem sirasinda agizdan nefes almasi ve gozlerini kapamasi sdylenerek
hastanin almnindan tutup steril nazofaringeal naylon flocked swab (Copan Diagnostics,
Brescia, Italy) ylze dik sekilde burun deligine yavasca kondu, burun ve kulak memesi
arasindaki mesafe kadar nazal boslugun tabamna (damaga) paralel sekilde arkaya dogru
(yukar1 dogru degil) ilerletildi. Direng hissedilince posterior nazofarinkse ulasildigi
anlasilip hiicrelerin alinmasi icin swab 10-15 sn kadar nazikge birkag kez dondarildi ve
yavasca geri cekildi. icinde 3ml PBS (Phosphate Buffered Saline) bulunan transport
tuplne konarak Uzerine hastamn adi, soyach ve yasi yazildi. Ayni gun iginde drneklerde
RSV antijeni tespiti icin direk immunfloresan testi uyguland:. Isleme kadar 6rnek
tipleri dik pozisyonda +4°C’de buzdolabinda bekletildi. PCR igin ayrilan ornekler
isleme kadar -80°C’ de sakland: (Sekil 4).
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Sekil 4. Nazofaringeal siir iintii 6rneginin alinma sekli**

3.2. Direkt immunfloresan test (DFA) ile antijen tespiti

Alt solunum yolu enfeksiyonu olan pediatrik hastalardan toplanan nazofaringeal
surintt orneklerinde RSV ile infekte hicrelerin varligi, aym gin iginde direkt
immunfloresan test kiti (Argene SA, France) ile arastirildi.

3.2.1. Orneklerin islenmesi ve lamlarin hazirlanmasi:

1- Nazofaringeal Orneklerin oda isisinda 3 saat, +2°C veya +8°C’de 48 saatten
uzun bekletilmemesine dikkat ederek mukuslu ornekler ek yikamaya tabi
tutulmak tzere belirlendi.

2- Tup icerisindeki nazal swab Uzerinde kalan hicrelerin besiyerinde kalmasi
icin swab tup duvarina yavasga bastirilarak ¢ikarildi.

3- Yaklasik olarak 0,5ml drnege 5ml PBS eklendi.

4- Tupler homojen siit kivaminda slispansiyon elde edene kadar kibar bir sekilde
sallandi. Ornegin 0,5ml'si RT-PCR calismalar: igin -80°C’ye kaldirilip
sakland.

5- Tupler 180g’de (2000rpm) 10 dakika santriftj edildi.

6- Supernatan kismi pipet ile atilip tUpte kalan pellet Gzerine ise 10ml PBS
eklendi ve 180g’de (2000rpm) 10 dakika santrif()j edildi. Mukuslu 6rnekler
icin bu asama ikinci kez tekrarland.

7- Supernatan kismi pipet ile atilip tlpte kalan pellet Gzerine tekrar 10ml PBS
eklendi ve pipetajla homojenite saglandi.
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8- Immunfloresan lamlarinin her bir kuyucuguna bir hasta 6rnegi gelecek sekilde
30l drneklerden eklendi.

9- Lamlar 1sis1 35°C veya 37°C’ e ayarlanmis olan etlivde tamamen kuruyuncaya
kadar inkiibe edildi.

10- Lamlar soguk aseton bulunan sale igerisinde en az 10dakika fiksasyon igin
inkiibe edildi.

11- Lamlar oda isisinda kurumaya birakild: ve bu slire sonunda ikinci asamaya
gecildi. Fikse edilen preparatlar birkag ay -18°C veya -22°C'de
saklanabilmektedir.

3.2.2. Direkt immunfloresans

1 Calismasi planlanan preparatlar dondurucuda ise cikarilip 15 dakika
bekletilerek oda isisina getirildi.

2 Monoklonal antikor kullanim 6ncesi 1/40 oraninda PBS ile sulandirildi.

3 Preparatta hasta 6rnegi kuyucuklarimin her birine sulandirilmis monoklonal
antikordan 30ul eklendi ve antikor buzdolabina kal dirildh.

4 Sonrapreparatlar 35°C veya 37°C 1sidaki nemli ettive kaldirilirarak 15 dakika
ink{ibe edildi.

5 Bu slrenin sonunda preparatlar 5 dakika PBS ile yikandh.

6 PBS kristalerini uzaklastrmak icin preparatlar distile su iceren saleye
daldirilip ¢ikarildh.

7 Preparatlar tamamen kurutuldu.

8 Ornek kuyular: lzerine bir veya iki damla mounting media damlatilch ve
lameller ile arada hava boslugu kalmayacak sekilde kapatild.

10 Prepartlar 25X veya 40X bilyitme ile antijen varligr (stoplazmik
inkluzyonlar) agisindan floresan mikroskobunda incelendi (Sekil 5).

DFA testinde drneklerden preparatlarin hazirlanarak fikse edilmesi islemi 1 saat,

direkt floresans mikroskobi icin hazirlik ve mikroskobik inceleme 1,5 saat strmektedir.
DFA test ile 2,5 saatte sonug alinabilmektedir.
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Sekil 5. DFA testi ile RSV antijenini pozitif saptadi@imiz bir hastamn flor esan mikroskobundaki
gor intasu

3.3. RNA ekstraksiyonu

Zarfli bir RNA virusu olan RSV gevre sartlarina ve 1s1 degisimlerine kars1 gok
dayaniksiz oldugu icin alinan nazofaringeal orneklerin RNA ekstraksiyonu en kisa
zamanda High Pure Viral RNA eFkstraksiyon (Roche Diagnostics, Germany) Kiti
kullarnilarak Uretici firmanin talimatlarina gore asagidaki gibi yapild.

3.3.1. Cozdtilerin haarlanmas
Liyofilize halde bulunan 2mg poly (A) tasiyict RNA 0.5ml elution buffer iginde
cOzulerek iyice karistirildi. Bu karisimdan 50ul ependorf tlplere dagitilarak -20°C de
saklandi. Calisma sirasinda bu 50ul’lik karisima, 2.5ml binding buffer [6M guanidine-
HCI, 10mM Tris-HCI, % 20 Triton X-100(w/v), pH 4,4 (25°C )] eklendi. Binding buffer
ve poly(A) karisimi her ¢alisma sirasinda taze olarak hazirlandi.
Inhibitor removal buffer’in [SM guanidine-HCI, 20mM Tris-HCI pH 6,6 (25°C)
etanol eklendikten sonraki konsantrasyonu] icine 20ml saf etanol eklendi.
Y ikama tamponu Uzerine 40ml saf etanol ile eklendi [2X10ml, 20mM NaCl,

2mM Tris-HCl, pH 7,5 (25°C)].
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3.3.2. RNA ekstraksiyon asamalari

1.
2.
3.

10.

11.

12.
13.

14.
15.
16.

17.
18.

Nazofarengeal strtintti 6rnekleri -80°C’ den ¢ikarilarak odaisisina getirilir.
Ornekler en az 1 dakika vortekslenir.

Numaralandirilmis steril 1,5 ml eppendorf ttplerine 200 pl her bir 6rnekten
aktarilir.

Steril bir tipte 5 ml Binding Buffer ve 50 pl Poly A solisyonu hazirlanir.
Bu karisimdan 400 pl her bir 6rnege eklenir ve vortekdenir.

Oda isisinda 10 dakika inktbe edilir.

Kit igerisindeki toplama kaplar1 ve filtreli tlpler i¢ ice gegirilerek
numaralandirilir.

Ornekler, bu filtreli toplama kaplarina yavasca aktarilir.

Ornekler 8000 X g’ de 15sn santrifuj edilir.

Santriflj sonrast altta sivi biriken toplama kaplar: atilir ve Ustteki filtre
tupleri yeni toplama kaplar1 igine yerlestirilir.

Uzerine 500 pl Inhibitér Removal Buffer (Guanidium HCI) eklenip 8000 X
g de 1 dakika santriftj edilir.

Santriflj sonrast altta sivi biriken toplama kaplar: atilir ve Ustteki filtre
tupleri yeni toplama kaplar1 igine yerlestirilir.

Uzerine 450 pl Wash Buffer eklenip 8000 X g de 1 dakika santrifiij edilir.
Santriflj sonrast altta sivi biriken toplama kaplar: atilir ve Ustteki filtre
tupleri yeni toplama kaplar1 igine yerlestirilir.

Onikinci ve ontgiinct basamaklar toplam iki kez yapilir.

Ornekler 13000 X g’ de 10 sn santrifiij edilir.

Santriflj sonrasi altta sivi biriken toplama kaplar: atilir ve Ustteki filtre
tupleri yeni toplama kaplar1 igine yerlestirilir.

Uzerine 50 pl Elution Buffer eklenip 8000 X g’ de 1 dakika santrifuj edilir.
Eppendorf igindeki filtre tlpleri atilip icinde RNA ekstraktlart bulunan
eppendorf tupleri amplifikasyona kadar -80°C’ de saklanr.
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3.4. Nested RT-PCR

Hazirlanan RNA ekstraktlari DNA kadar dayanikli olmadig: i¢cin mimkin olan
en kisa stirede cDNA sentezlerinin yapilmas: gerekmektedir.

Nested PCR asamasinda oncelikle RSV'nin F geninde bulunan 6090-6628
nukleotidleri arasindaki 539bp uzunlugundaki bir bdlgenin amplifikasyonu yapilip,
sonra bu bolgenin igindeki 6222-6463 nukleotidleri arasinda bulunan 243bp
uzunlugundaki bélgenin tekrar amplifikasyonu ile nested RT-PCR gerceklestirildi®®>2%°,

Nested RT-PCR metodunda ise ekstraksiyon islemi 130 dakika, cDNA sentezi
asamasi 90 dakika, ilk amplifikasyon islemi 190 dakika, elektroforezde gorintileme 60
dakika, ikinci amplifikasyon islemi 190 dakika ve elektroforezde tekrar gorintileme 60
dakika sirmektedir. Nested RT-PCR metodunda araliksiz calisilirsa toplam 12 sagtte

sonug alinabilmektedir.

3.4.1. cDNA sentezi

cDNA sentezi icin 5ul RNA ekstrakti, F1-F2 primerleri (25pmol), RT Buffer,
20IU RNasin, her bir dNTP' den 10Mm ve M-MuLV RT (Fermentas, Thermo Fisher
Scientific, Canada) iceren reaksiyon karisimi 42°C’de 60 dakika, 70°C’de 10dakika
inktibe edilerek cDNA’lar elde edildi. cDNA’ lar amplifikasyon islemine kadar -80°C’ de
sakland.

3.4.2 Nested PCR asamas

Ik amplifikasyon 10x Taq Buffer [100 mM Tris-HCI (pH 8,8), 500 mM KCl ],
1,5 mM MgCly, herbir ANTP den 200 mM, her bir primerden 25pmol (0,5pmol/ul), 2U
(5U/ul) Tag DNA polymerase (Fermentas) ve 5ul cDNA iceren toplam 50ul PCR
karisiminda gerceklestirildi.

PCR reaksiyon karisimi iceren tipler MJ Mini Personal Termal Cycler Cihazina
(Bio-Rad Life Science Research, France) yerlestirilerek asagidaki 1s1 dongisii
programinda galistirilds;
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94°C’ de 3dakika (6n denatiirasyon)

94°C’ de 1dakika (denatiirasyon)

55°C’ de 1dakika (baglanma) 40 siklus
72°C’ de 1dakika (uzama)

72°C’ de 10dakika (final uzama)

Amplikonlar etidyum bromirli % 2 agaroz jel elektroforez ile yuratuldi ve jel
gorintileme sisteminde 539bp bantlar incelendi.

Ik asama amplifikasyonda negatif cikan amplikonlar ikinci asama PCR islemine
tabi tutuldu. Amplifikasyon 10X Tag Buffer [100mM Tris-HCI (pH 8,8), 500mM KClI ],
1,5mM MgCl,, herbir dNTP den 200mM, her bir primerden 25pmol (0,5pmol/ul), 2U
(5U/ul) Tag DNA polymerase (Fermentas) ve 2ul amplikon iceren toplam 50ul PCR
karisiminda gerceklestirildi.

PCR reaksiyon karisimi iceren tipler MJ Mini Personal Termal Cycler Cihazina
(Bio-Rad Life Science Research, France) yerlestirilerek asagidaki 1s1 dongisii
programinda galistirilds;

94°C’ de 3dakika (6n denatiirasyon)

94°C’ de 1dakika (denatiirasyon)

45°C’ de 1dakika (baglanma) 40 siklus
72°C’ de 1dakika (uzama)

72°C’ de 10dakika (final uzama)

Amplikonlar etidyum bromirli % 2 agaroz jel elektroforez yontemi yurituldi
ve jel goruntileme sisteminde 243bp bantlar incelendi.

3.5. Amplifiye edilen PCR Urunlerinin goriantilenmes

Amplifikasyon dranleri etidyum bromirlt % 2 agaroz jel elektroforezi ile
arastirildi. Hem tank tamponunun, hem de agaroz jelinin hazirlanmasinda 1.6M Tris-
Base (Sigma), 0,8M Na acetatx3H,O ve 40mM EDTAX2H,0O (Sigma) ile hazirlanan
40X Tris Borik EDTA (TBE) stok tamponu kullaniddi. 40X TBE stok solisyonu
kullamum 6ncesi 1X TBE olacak sekilde distile su ile sulandirildi (pH 7,2).
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3.5.1. Agaroz jel elektroforezi

1. Steril bir balon icine 100ml 1X TBE tamponu ve 2g agaroz (Sigma) eklenerek
mikrodalga firinda eritildi.

2. Agaroz (% 2) oda 1sisinda sogutularak icine 0,5ug/ml etidyum bromur (EtBr)
pipeta ile eklendi.

3. Jel, 6nceden hazirlanmis ve taraklarr uygun olarak yerlestirilmis elektroforez
tankimin (OWL Separation Systems Model B2 Mini Gel Electrophoresis
System) Uzerine hava kabarcigi olmayacak sekilde yavasca dokuldi ve oda
sicakliginda katilasmasi icin yaklasik olarak 30 dakika bekletildi.

4. Jel katilastiktan sonrataraklar yavascga gikarildi.

5. Jelin ilk kuyucugunda 6ul 100bp DNA ladder (Fermentas ) olmak lzere, 10ul
amplikon ile 2ul yikleme tamponu (1X TBE iginde % 20 sukroz, % 0,25
bromfenol mavisi) karistirilarak jel tzerindeki kuyucuklara yuklendi.

6. Tankin gi¢ kaynagi (LABNET International Power Station 300) 80V ve 160A
akimaayarlanarak calistirildi.

7. Yaklasik olarak 45 dakika sonra elektroforez durduruldu.

8. Jel tanktan c¢ikarildi ve jel goruntileme sistemi (DNR Bio-Imaging Systems
Visible & Ultraviolet Transilluminator, MiniBIS Bio-Imaging System) ile
gorintllenerek 539bp veya 243bp'de band veren RSV pozitif orneklerin
varligi analiz edildi (Sekil 6 ve 7).
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Sekil 6. Nested RT-PCR'in ilk asamas sonras amplifikasyon Urdnlerinin % 2 agaroz je
elektroforezinde gorintilenmes (1;100bp DNA ladder. 2-11;Hastalarin amplikonlari. 4 ve 10
numar al hastalarin amplikonlarinda 539bp band var hg: ile RSV pozitifligi mevcuttur.)

243bp

Sekil 7. Nested RT-PCR'1n ikinci asamasa sonrasa amplifikasyon UriUnlerinin % 2 agaroz jel
elektroforezi ile gortntilenmesi (1; 100bp DNA ladder. 2-10; Hastalarin amplikonlari. 11; Pozitif
kontrol. 3, 6, ve 8 numarah hastalarda ve 11 numar ah pozitif kontrol 6r neginde 243bp band var g
ile RSV pozitifligi gor ulmektedir.)

3.6. Istatistiksel yontemler

Calismamizin istatistiksel analizlerinde SPSS 11.5 ve Epi-Info Ver.6.0
kullanilarak ki-kare testi (uygun olan yerlerde Y ates dizeltmesi veya Fisher’in kesin
testi) uygulanmustir.

3.7. Etik komite onay1

Calismamuzin yuriitiilebilmesi icin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali
Hastanesi Etik Kurulu'ndan onay alinmistir. Calismaya dahil edilen her hasta ve
ebeveyni yapilacak islemler ile ilgili bilgilendirilerek rizalar1 alinmustir.
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4. BULGULAR

Bolgemizde ASYE olan cocuklarda RSV enfeksiyonlarinin insidansinin
arastirilmas: amaci ile Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Cocuk
Saglhigi ve Hastaliklart Anabilim Dalimn yogun bakim, onkoloji ve hematoloji
servislerinde Ocak 2011 ve Ocak 2012 tarihleri arasinda klinik olarak alt solunum yolu
enfeksiyonu tamsi alan 0-15 yas arasi 323 hastadan nazofaringeal surtintil ornekleri
toplanarak, bu drneklerde direkt immunfloresan test (DFA) ile RSV antijeni ve nested
RT-PCR yontemi ile RSV RNA varlig1 arastirildi.

Calismaya dahil edilen 0-15 yas araligindaki toplam 323 hastanin 208'i (% 64,4)
erkek, 115'i (% 35,6) kizdi. Erkeklerin kizlara oram 1,81 idi. ASYE olan gocuklarin
yaslart Ug gruba ayrildiginda, 0-2 yas grubunda olanlar tim hastalarin % 49,3 olup
bunlarin % 62,30 erkek ve % 37,7’si kizdi. Yaslar1 3-5 arasinda olanlar bitin
hastalarin % 23,8’ ini olusturdu ve % 70,1’ erkek, % 29,9'u kizdi. Y aslar1 6-15 arasinda
olanlar ise % 26,9’ luk bir orandaydi ve bunlarin % 63,3 U erkek, % 36,7’ si kizdi (Tablo
3). ASYE olan ¢ocuklarin cinsiyetlerinin yas grubuna gére dagilim istatistiksel olarak
incelendiginde anlaml1 bir fark saptanmadh (y2egim = 0,106 p>0,05).

Tablo 3. ASYE olan ¢ocuklarin cinsiyetlerinin yas gruplarina gér e dagilhim (* Satir yizdes, **
Sltun yuzdes) (x2egim = 0,106 p>0,05)

ASYE dan Erkek Kiz Toplam
gocuklar Sayi %* Sayi %* Sayi % **
0-2 yas 99 62,3 60 37,7 159 49,3
3-5yas 54 70,1 23 29,9 77 23,8
6-15 yas 55 63,3 32 36,7 87 26,9
Toplam 208 64,4 115 35,6 323 100,0

ASY E olan hastalarin yas gruplar1 6 gruba ayrildiginda ise, cocuklarin % 18,3t
(59/323) 0-6 ay arasinda olup bunlarin % 69,51 (41/59) erkek ve % 30,5'i (18/59) kizdh.
Cocuklarin % 16,1'i 7-12 ay arasinda olup % 61,5'i erkek ve % 38,5'i kizdi. Hastalarin



% 14,9'u 13-24 ay arasinda olup % 54,2'si erkek ve % 45,8'i kizdi. Cocuklarin % 23,8'i
3-5 yas grubunda olup bunlarin % 70,1'i erkek ve % 29,9'u kiz idi. Cocuklarin %
13,9'u 6-10 yas arasinda olup bunlarin da % 66,7'si erkek ve % 33,3 U kiz idi. Yaslar:

11-15 yas arasinda olanlarin sayist ise ¢cocuklarin % 13'Uni olusturuyordu ve bunlarin
% 59,5'i erkek ve % 40,51 kizd1 (Sekil 8).
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Sekil 8. ASY E olan gocuklarin cinsiyet ve yas gruplarina gor e dagilim

ASYE olan gocuklarda RSV RNA pozitifligi bulunan 95 hastanin % 67,4'0
(64/95) erkek, % 32,6'si (31/95) kizdi. RSV enfeksiyonu oran erkeklerde % 30,8 iken
kizlarda % 27 olup, RSV RNA pozitifliginin cinsiyete gore dagilimi incelendiginde
erkek ve kizlarda RSV pozitifligi agisindan istatistiksel olarak fark saptanmadi
(Yates=0,351 sd=1 p>0,05) (Tablo 4).

Tablo 4. ASYE olan ¢ocuklarda RSV RNA pozitifliginin cinsiyete gér e dagilim (* Satir ylzdes, **
Sltun yuzdes) (Y ates=0,351 sd=1 p>0,05)

RSV pozitif RSV negatif Toplam
ASY E olan ¢ocuklar
Say %* Sayi %* Sayi % **
Erkek 64 30,8 144 69,2 208 64,4
Kiz 31 27,0 84 73,0 115 35,6
Toplam 95 294 228 70,6 323 100,0

55




ASYE olan 323 cocugun % 29,4'Unde (95/323) RSV RNA pozitifligi tespit
edilmis olup RSV enfeksiyonu olan 95 ¢ocugun % 40,3 (1 (64/159) iki yas alt1, % 18,9'u
(31/164) Uc¢ yas ve Uzeriydi. Calisma grubundaki ASYE olan cocuklarda RSV RNA
pozitifliginin yas gruplarina gore dagilimi incelendiginde 2 yas altindaki gocuklarda
RSV pozitifliginin en yiksek oldugu (% 40,3), bu pozitifligin 3-5 yas grubunda % 24,7
ve 6-15 yas grubunda % 13,8 olmak Uzere yas arttikca anlamli sekilde azaldigi1 goruldu
(x’= 20,053 sd=2 p<0,001) (Tablo 5). ileri analizde RSV poxzitifligi riskinin (Odds
Ratio, olasiliklar oram) 2 yas altindakilere gore 3-5 yas grubunda % 50'ye, 6-15 yas
grubunda ise % 26'ya diistigii goriildii (y’egim=17,849, p<0,001). Bu azalmanin her iki
cins icin de gecerli olugu saptand:. ileri analizde erkeklerde 2 yas altindakilere gore
RSV pozitifligi riskinin 3-5 yas grubunda % 52'ye, 6-15 yas grubunda ise % 34'e
diisttigli saptand (y°egim=8,156, p<0,05). Kizlarda ise 2 yas altindakilere gore bu riskin
3-5 yas grubunda % 41, 6-15 yas grubunda ise % 9 oldugu bulundu (y?egim=13,138,
p<0,001). Bir baska deyisle yas arttikgca RSV pozitifligi riskinin kizlarda ¢gok daha fazla
azaldig1 saptand.

Tablo 5. ASYE olan ¢ocuklarda RSV RNA pozitifliginin yas gr ubuna gore dagihm (* Satir yizdes,
** Sltun ylzdes) (y2= 20,053 sd=2 p<0,001)

ASYE dlan RSV (+) RSV (-) Toplam
gocuklar Sayi %* Sayi %* Sayi % **
0-2 yas 64 40,3 95 59,7 159 49,2
3-5yas 19 24,7 58 75,3 77 238
6-15 yas 12 138 75 86,2 87 27,0
Toplam 95 29,4 228 70,6 323 100,0

RSV pozitif hastalarin yas dagilimi daha ayrintili incelendiginde % 31'inin 0-6
ay, % 21'inin 7-12 ay, % 15'inin 13-24 ay, % 20'sinin 3-5 yas, % 9'unun 6-10 yas ve %
4'in0n de 11-15 yas arasinda oldugu gorildi. RSV pozitif 95 hastanin 64’ G (% 67,4)
24 aydan kiguk, 31’1 (% 32,6) iki yasindan biiytik olan cocuklardi. (Sekil 9).
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Sekil 9. RSV RNA pozitif bulunan 95 hastanin yas gr uplarina gér e dagilim

Hastalarin ASY E sebebi ile hastaneye bagvurdugu mevsimler siklik sirasiylakis,
sonbahar, ilkbahar ve yaz olmak Uzere tim yili icermekteydi. Sonbaharda toplam 78
vakanin 31’inde, kis mevsiminde toplam 148 vakamn 41’inde, ilkbaharda toplam 68
vakanin 12'sinde ve yaz doneminde toplam 29 vakanin 11'inde RSV RNA pozitifligi
tespit edildi. Boylece calisma grubundaki ASYE’'li cocuklarda RSV pozitifliginin
mevsimlere gore dagilimi incelendiginde en yuksek pozitifligin %39,7 (31/78) ile
sonbaharda goruldugi, 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 anlaml1 oldugu
saptand1 (x2= 9,766; sd=3; P<0,05). Yazin % 37,9'luk oranla nerdeyse sonbahar kadar
yuksek gorulmesi yazin ASYE olan hasta sayisinin az olmasindan (29 vaka ile)
kaynaklanabilir. Yine de yuiksek bir oran gérilmesi ASYE olan hastalarda RSV’ nin
onemli bir gjan oldugunu gostermektedir (Sekil 10). Yaz mevsimi hari¢ tutularak
yapilan ileri istatistiksel analizde % 39,7 RSV pozitifligi ile sonbaharin birinci sirada, %
27,7 ile kigin ikinci sirada ve % 17,6 ile ilkbaharin Uguinct sirada yer aldigi ve bu farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptand: (y°= 8,800; sd=2; p<0,05).
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Sekil 10. ASYE'li gocuklarda RSV RNA pozitifliginin mevsimler e gore dagilim (x2= 9,766; sd=3;
P<0,05)

Sonbahar Ky iikbahar

ASYE olan toplam 323 ¢ocukta RSV enfeksiyonu olan 95 vakamn aylara gore
dagilimina bakildiginda 58 hastamin 13’0 (% 13,6) Ocak ayinda, 47 hastanin 13’0 (%
13,6) Subat ayinda, 25 hastanin 4’ (% 4,2) Mart ayinda, 23 hastanin 5’i (% 5,3) Nisan
ayinda, 20 hastanin 3’0 (% 3,2) Mayis ayinda, 6 hastanin 2'si (% 2,1) Haziran ayinda, 8
hastanin 2'si (% 2,1) Temmuz ayinda, 15 hastanin 7’si (% 7,4) Agustos ayinda, 5
hastamin 1'i (% 1,1) Eylul ayinda, 34 hastanin 15’i (% 15,8) Ekim ayinda, 39 hastanin
15’1 (% 15,8) Kasim ayinda ve 43 hastamin 15'i (% 15,8) Aralik ayinda RSV tespit
edildi. RSV'ye bagli ASY E olan 95 vakanin pik yaptig: aylar 15 er vakaile (% 15,8; %
15; % 15,8) Ekim, Kasim ve Aralik olarak tespit edildi. Ocak ve Subat aylarinda da (%
13,6; % 13,6) yiksek RSV RNA pozitifligi goruldi (Sekil 11). Cochran ilkelerine gore
en kiclk beklenen deger 1,47 ile uygun olsa da, vaka sayisi 5'in altinda beklenen hiicre
sayist (% 25) % 20y astigi icin ki-kare sonuclari degerlendirmeye tabi

tutulamarmustir*?,

58



E o=
£

= = om W
2

40 |

= RSV () li Hastadar ‘
- B RSY () LI Hastalar

Genel Hasta Daglim

0

(11 ] J I |

; 4 J l o |

L &S & ‘j}& &

Sekil 11. ASYE'li gocuklarda RSV RNA pozitifliginin aylara gor e dagilim

RSV RNA pozitif oldugu belirlenen 95 ASYE'li ¢ocugun basvuru amndaki
sikayetleri sorgulandiginda 58inde (% 61; 58/95) ates, 79'unda (% 83) Okslrik,
64’'tnde (% 67) burun akintisi, 57'sinde (% 60) solunum sikintisi, 3'Unde (% 3)
morarma, 18’inde (% 19) kusma, 30'unda (% 31) beslenme yetersizligi, 5'inde (% 5)
ishal ve 1'inde (% 1) biling bulaniklig1 vardi. RSV RNA pozitif olan toplam 32 kiz
cocugun sikayetleri sikhik sirasina gére 29'unda Oksirik, 20'sinde ates, 20'sinde
solunum sikintist, 18'inde burun akintisi, 10’ unda beslenme yetersizligi, 7’ sinde kusma,
4'Unde ishal, 1'inde morarma ve 1'inde biling bulaniklig: idi. RSV RNA pozitif olan
toplam 63 erkek cocugun ise sikayetleri siklik sirasina gore 50’ sinde 6kslrik, 46’ sinda
burun akintisi, 38'inde ates, 37’ sinde solunum sikintisi, 20’ sinde beslenme yetersizligi,
11’inde kusma, 2’'sinde morarma ve 1’'inde de ishal idi. Biling bulanikligi olan erkek
hasta yoktu (Tablo 6). Hastalik belirtileri yoniinden RSV pozitif ve RSV negatif hastalar
arasinda morarma ve kusma disinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
saptand: (x°= 8,290; sd=5; p>0,05). Morarma ve kusma belirtileri arasinda anlaml: fark
olmasi ise RSV varligindan ziyade altta yatan kardiak ve metabolik hastaliklara bagli
olabilecegi duistintildi (x°= 48,815; sd=7; p<0,001).
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Tablo 6. ASYE'li cocuklarda RSV RNA pozitifliginin klinik belirtilere gore dagilim (*Diger: ishal,

biling bulamikhigi. * Satir yiizdesi, ** Situn ylzdes) ) (x2= 8,290; sd=5; p>0,05)
RSV pozitif RSV negatif Toplam

ASYE olan ¢ocuklar N o * N o+ n 0k
Ates 58 31,4 127 72,6 185 57,3
Oksirtik 79 36,4 138 63,6 217 67,2
Burun akintist 64 34,6 121 66,4 185 57,3
Solunum sikintisi 57 39,6 87 60,4 144 44.6
Morarma 3 59 48 94,1 51 15,8
Kusma 18 81,8 4 18,2 22 6,8
Bed enme yetersizligi 30 34,5 57 65,5 87 26,9
Diger 6 16,2 31 83,8 37 115

ASYE olan toplam 323 hastanin % 60,4’ Gnin (195/323) AML, ALL,
Thalassemi major gibi hematolojik, néroblastom, medullablastom, yolk sac timadr gibi
onkolojik, kistik fibrozis, histiositozis gibi kronik akciger hastaligi, VSD, ASD, PDA
gibi kardiak hastalik, nétrofil fonksiyon bozuklugu, prematirite gibi immunolojik
hastalik, ensefalit, menenjit gibi noérolojik hastalik veya tirozinemi, glikojen depo
hastaligi gibi metabolik hastalik seklinde ek bir hastaligi vardi. RSV pozitif hastalarin
ise % 63,2'sinde (60/95) ek bir hastalik mevcuttu. (Tablo 7). Herhangi bir hastaligin
varhigi RSV poxzitifligini etkilememekteydi (Yates x*= 0,287; sd=1; p>0,05) Hastalik
gruplarina gore degerlendirildiginde ise (“hastalik yok”a karsilik akciger hastaligi,
hematolojik hastalik, immunolojik hastalik, kalp hastaligi, metabolik hastalik, ndrolojik
hastalik, onkolojik hastalik varligi) yine bir fark bulunamadh (x*= 4,478; sd=7; p>0,05).

Tablo 7. ASYE'li cocuklarda RSV RNA pozitifliginin ek hastalik varhgina gore dagilim (* Satir
ylzdes, ** Situn yUzdes) (Y ates x2= 0,287; sd=1; p>0,05)

RSV pozitif RSV negatif Toplam

ASYE olan ¢ocuklar N 06 * N 0 N 0+
Ek hastalik yok 35 27,3 93 72,7 128 39,6
Kronik akciger hastalig 8 36,4 14 63,6 22 6,8
Hematolojik hastalik 15 27,8 39 72,2 54 16,7
Immunolojik hastalik 5 385 8 61,5 13 4,0
Kardiak hastalik 12 38,7 19 61,3 31 9,6
Metabolik hastalik 6 27,3 16 72,7 22 6,8
Norolojik hastalk 7 20,6 27 79,4 34 10,5
Onkolojik hastalik 7 36,8 12 63,2 19 59
Toplam 95 70,6 228 294 323 100,0
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Flocked ekiivyon (Copan Diagnostics, Italy) ile alinan 323 nazofaringeal strinti
orneginde RSV antijeni DFA testi ve RSV RNA varligi nested RT-PCR yontemi ile
arastirildiginda, DFA yontemi ile 323 drnegin, 88'inde (% 27,6) RSV antijen pozitifligi
bulundu. RT-PCR metodu ile 323 drnegin 95'inde (% 29,4) RSV RNA tespit edildi.
Orneklerin 80'i (% 25) her iki yontem ile pozitif, 220’'si (% 68) ise her iki yontemle
negatifti. 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 (Tablo 8).

Tablo 8. RSV tamsainda kullamlan DFA ve RT-PCR testlerinin sonuglari

RT-PCR
DFA Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 80 (% 25) 8 (%26 88 (% 27.6)
Negatif 15 (% 4.4) 220 (% 68) 235 (% 72.4)
Toplam 95 (% 29.4) 228 (% 70,6) 323 (% 100)

Calismaya alinan ASYE'li 323 hastanin klinik belirtilerinin 6rnek alimindan ne
kadar 6nce basladig1 degerlendirildiginde, 6rneklerin % 39'u (127/323) bes glinden az,
% 32'si (104/323) 6-10 gunler arasinda ve % 29'u (92/323) on bir glinden uzun sireli
idi. 1k bes glinde alinan érneklerin % 54,3 Ui (69/127) pozitifken 6-10 glinde % 23,1'i
(24/104), onbir giinden sonra alinan drneklerin ise % 2,2’'si (2/92) RSV RNA pozitifti
(Sekil 12). Ik bes gunde 6rnek alinan hastalardaki RSV pozitifligi (% 54,3) ileri
dénemlerde 6rnek alinan hastalardakine gore (% 23,1 ve % 2,2) anlaml1 6lglide yuksekti
(x’=73,96 df=2 p<0,001). ilk 5 giine gore 6-10 giin arasinda 6rnek alinanlarda RSV
pozitifligi % 25'e, 11 giin ve sonrasinda ise % 2'ye diistiigii gorildi (x’egim=71,746,
p<0,001).
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Sekil 12. ASYE'li gocuklarda RSV test sonucunun 6rnek alinma zamanina gor e dagilim
(x2egim=71,746, p<0,001).

RSV RNA pozitif bulunan 95 hasta 6rneginin klinik belirtilerin baslamasindan
ne kadar sonra alindigi incelendiginde hastalarin % 72’ sinde (69/95) ilk bes giinde, %
25,3 inde (24/95) 6-10 gunler arasinda ve % 2,1'inde (2/95) on bir glinden sonra idi.
Orneklerin 6-10 giinleri arasinda alindigi RSV RNA pozitif hastalarin % 50'si (12/24)
0-6 ay yas grubunda, % 92'si (22/24) 0-24 ay yas grubundaidi (Sekil 13).
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Sekil 13. RSV pozitif cocuklarda yas grubuna gor e 6rnek alinma zamanminin dagilim

ASYE olan 323 ¢ocugun klinik tanmlar1 degerlendirildiginde % 16,1’ (52/323)
bronsit, % 31,9'u (103/32) bronsiyolit, % 43,3 (140/323) pndomoni ve % 8,7'si (28/32)
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astimdi. RSV pozitif bulunan 95 hastamin klinik tamlar1 degerlendirildiginde % 4,2'si
bronsit (4/95), % 62,1'i (59/95) brongiyolit, % 31,6'st (30/95) pnémoni, ve % 2,1’
(2/95) astim idi. RSV negatif bulunan 228 hastanin ise 48'i bronsit (% 21,1), 44’0 (%
19,3) brongiyolit, 110'u (% 48,2) pndmoni, ve 26’ st astim (% 11,4) idi (Tablo 9). RSV
pozitif hastalarda en ¢cok gorulen hastalik % 57,3 oran (59/103) ile bronsiyolit olup %
21,410k pnémoni (30/140), % 7,7'lik bronsit (4/52), % 7,1'lik astim (2/28) gorilme
sikligina gore igtatistiksel olarak anlamli sekilde yiksek bulundu (x2=61,336 df=3
p<0,001).

Tablo 9. ASYE olan ¢ocuklarda RSV pozitifliginin klinik tanilara gor e dagilim (x2=61,336 df=3

p<0,001).
RSV pozitif RSV negatif Toplam
ASY E olan ¢ocuklar
Sayn % Sayr % Sayn %

Bronsiyalit 59 57,3 44 42,7 103 31,9
Pnémoni 30 214 110 78,6 140 43,3
Bronsit 4 7,7 48 92,3 52 16,1
Astim 2 7,1 26 92,9 28 8,7
Toplam 95 294 228 70,6 323 100
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5. TARTISMA

RSV infantlarda ve kiguk cocuklarda brongiolit ve pndémoni gibi alt solunum
yolu enfeksiyonlarinin major sebebidir. RSV’ nin RSV A ve B olmak Uzere iki subtipi
vardir. RSV subtip A enfeksiyonlarinin RSV subtip B’ ninkilerden daha ciddi oldugu
kaydedilmistir*®*. Cocuklarin cogu 2 yasina kadar RSV ile enfekte olur ve émiir boyu
tekrarlayan enfeksiyonlar gorulebilmektedir. Hastalik siklikla rinitle baslayip bronsiolit
veya Oksuruk, hirilt: ve solunum sikintisi ile seyreden pnémoniye ilerler. Hastaligin
siiresi genellikle 10-14 gundir ve hospitalize olan yenidoganlarda fatalite oram % 0,5-1
oldugu bildirilmektedir”. Baz: yillarda, RSV vakalarinin sayisi diger biitiin respiratuvar
virus enfeksiyonlarinin toplamina yak|asabil mektedir®*,

Enfeksiyonlarin ¢ogu geg sonbahar ve erken ilkbahar mevsimleri arasinda ortaya
cikar ve kisin pik prevalans gosterir. Hastane ortaminda genellikle 3-8 giin ve bazen 3-4
hafta kadar uzun sireli olabilen RSV’'nin nozokomiyal yayilimi major problem
olabilmektedir?’. RSV'nin hizli tarusi hem hasta yénetimi hem de nozokomiyal
enfeksiyon yayiliminin énlenmesi icin son derece 6nem tasir.

RSV’'nin rutin tamsinda konvansiyonel hicre kaltorinin kullammi sinirlidir.
RSV labil bir RNA virusu oldugu icin diger respiratuvar viruslara gore kultirde
Uretilmesi daha zordur. HEp-2, HeLa, ve A549 hicreleri primer izolasyon igin en
sensitif hiicre dizileridir. Konvansiyonel tip kidltrintn sensitivitesi hizli antijen tespiti
icin kullanilan IFA ile kiyaslandiginda % 57-90 arasinda degismektedir. Shell vial hiicre
kiltdrd metodunun tip kdltard ile kiyaslandiginda sensitivitesinin daha yiksek oldugu
ve izolasyon siresini kisalttigi gosterilmistir. Shell vial hiicre kaltorti metodu DFA,
ELISA veya konvansiyonel hiicre kilttrt ile kiyaslandiginda sensitivitesi % 67-92
arasinda degistigi gosterilmistir'®. Laboratuvarlarin cogu DFA ve shell vial hiicre
kaltarh ile direk antijen tespitinin  kombinasyonunu kullanmaktadir. Mukemmel
monoklonal antikorlarin varligi DFA’min sensitivitesini % 80-97 arasinda artirmustur.
Hizli ELISA testleri RSV tespiti igin yillardir kullamlmaktadir ve sonuglari 15-30

dakikada verme avantaji saglarlar, fakat bu testlerin sensitivitesi diistktir'#®4°,



RSV tamsi icin hizli testler 6zellikle RSV prevalansimin yiksek oldugu
sezonlarda kullanildiklarinda sensitiviteleri DFA ve/veya RT-PCR ile kiyaslandiginda
% 80-85'dir. Ancak bu testlerin sensitivitesi prevalansin daha disik oldugu yaz
aylarinda kullanildiginda ¢ok daha disuk olacaktir. Diger dikkat edilecek nokta da bu
testlerin sensitivitesi ¢ocuklara gore eriskinlerde daha dusuktr, clnkl eriskinlerde
genellikle cocuklara gore virus titresi daha dilstktiir'®”.

RSV  antikorlarimin  taranmasi  ise  g¢ogunlukla arastrma  amach
seroepidemiyolojik bilgi edinmek icin yapilir. Serolojik testlerle infantlarda anti-RSV
antikorlarimin tespiti akut RSV enfeksiyonu tamisi igin uygun degildir. Ciddi RSV
enfeksiyonunda bile infantlarda genellikle immunolojik cevap tespit edilmez. Maternal
antikorlarin varligindan dolay: infantin kendi antikor cevabi nadiren tespit edilir. Blyuk
cocuklar ve tekrarlayan enfeksiyonlarin gorildiugi hasta gruplarinda bile tespit edilir
antikor cevabi genellikle gorilmez.

Konvansiyonel testlere alternatif olarak yiksek sensitivite ve spesifite gosteren
nukleik asit amplifikasyon testlerinin kullammu giderek artmaktadir. RSV tamsi igin
bircok RT-PCR testleri bulunmaktadir. RT-PCR tegti ile RSV tamsi igin hedefler

148,149 Virusun

flzyon, nukleokapsid ve large polimeraz subunit genleridir
enfektivitesini belirleyen ve nétralizan antikorlarin da hedefi olan F ve G ylzey
glikoproteinlerinlerinden F protein, RSV’ nin iki antijenik grubunda da yiksek derecede
korunmus olan F gen bdlgesinde kodlanir. Bu sebeple ¢alismamizda F gen bdlgesinin
amplifikasyonunu hedefledik.

RSV enfeksiyonlar1 en ¢ok 2 yas altinda gorulir. Serolojik calismalar bebeklerin
yarisinin ilk bir yasta, tamaminin ise iki yasina kadar % 95 seropozitiflige ulastigim
gostermistir. Farkli Ulkelerde yapilan calismalar ASYE'lerde viral solunum yolu
viruslarinin, 6zellikle RSV’ nin klinik énemini gostermistir. Bu ¢alismalardan Fransa da
Freymuth ve arkadaslar1 2005 ve 2006 yillar1t arasinda ASYE olan 263 cocuktan
topladiklar: nazal aspirat 6rneklerinde respiratuvar viruslarin tamisinda multipleks PCR
ile DFA ve hicre kilturuni karsilastirmak amaci ile yaptiklar: ¢alismada virus varligin
DFA testi ile % 57,6, DFA ile hiicre kaltart yontemlerinin her ikisi ile % 72,7 ve PCR
metodu ile % 92 olarak bulmuslardir. Bunlar iginde % 43,6 oran ile en sik gorulen viral

etkenin RSV oldugunu bildirmislerdir®®®,
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Diger bir calismada Choi ve arkadaslarn Korede ASYFE'li gocuklarda
respiratuvar viruslarin prevalansint belirlemek amaci ile 2000-2005 yillar1 arasinda bes
sezon boyunca 5 yasindan kigik 515 hastadan topladiklari nazofaringeal aspirat
orneklerini multipleks RT-PCR metodu ile analizleri sonucunda 312 (% 60,6) hastada
virus tespit etmisler ve viral etkenler arasinda en sik patojenin % 23,7 oram ile RSV
oldugunu saptamuslardir®.

Mentel ve arkadaslar1 Ocak 2000 ve Mayis 2001 tarihleri arasinda Kuzeydogu
Almanya da alt solunum yolu enfeksiyonu olan 2 yas alti1 330 hospitalize cocukta RSV
insidansini tespit etmek amaciyla topladiklar1 nazofaringeal aspirat orneklerini RT-PCR
testi ile arastirdiklarinda % 26,4 oranin: rapor etmislerdir®.

Kanada'da Papenburg ve arkadaslari 2006-2010 yillari arasindaki dort kis
sezonunda akut solunum yolu enfeksiyonu olan 3 yasin altindaki 1044 cocuktan
aldiklar1 nazofaringeal aspirat Orneklerini multipleks PCR/DNA hibridizasyon test
metodu ile arastirdiklar1 ¢alismada hastanede yatan 734 ¢ocugun % 63,6'sinda ve 305
poliklinik hastasinin % 48,2'sinde RSV poxzitifligi saptamuslardir®™.

Zhang ve arkadaslar1 Cin'de bes yas alti cocuklarda RSV’ye bagli ASYE
insidansin arastirmak i¢in Nisan 2006 ve Mart 2009 yillar1 arasinda dort sezon boyunca
yurdttikleri bir baska calismada, alt solunum yolu enfeksiyonu sikayetleri ile basvuran
1387 cocuk hastadan topladiklar1 nazofaringeal aspirat 6rneklerinin RT-PCR metodu ile
analizinde 439 (% 31,7) hastada RSV pozitifligi saptamuslardir®®.

Zhang ve arkadaslarimin alt solunum yolu enfeksiyonlarinda respiratuvar
viruslarin prevalansini ve etyolojisini belirlemek amac ile Cin’de Ocak 2008 ve Aralik
2008 tarihinde akut ASYE tamsi ile hastaneye yatirilan 16 yasindan kuguk olan 412
hastadan topladiklar1 nazofaringeal aspirat 6rneklerinde DFA testi ile yaptiklar: analiz
sonucunda 260 (% 63,1) hastada virus izole etmisler ve hastalarin % 25'inde RSV
saptamislardir®®. Kanada'da Gregson ve arkadaslarinin ASYE'li 17 yasindan kiiciik
236 cocuktan topladiklar1 nazofaringeal drneklerde DFA testi ile yaptiklar: ¢alismada
RSV antijen pozitifligi % 49 olarak saptanmustir®®*.

RSV enfeksiyonlarimin tamsinda hizli tam testini kullanan galismalardan
Rusyada Tatochenko ve arkadaslarimin RSV enfeksiyonunun prevalansim ve
mevsimselligini saptamak amaci ile Eylil 2008 ve Nisan 2009 tarihlerinde g bolgede

yapilan yedisi Moskova'da (Merkez), biri Saint Petersburg'da (Kuzeybati), biri
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Tomsk’da (Dogu) olmak tizere dokuz merkez ile ydrtttikleri ASY E olan 2 yas altindaki
toplam 519 hastamin nazofarigeal lavaj orneklerini hizli immunokromatografik test
teknigi ile arastirdiklar calismada % 38 oraminda RSV pozitifligi saptanmustir'®.
ABD’nin sekiz bdlgesinde Ginocchio ve arkadaslarimin Aralik 2008 ve Ocak 2009
tarihlerinde 0-89 yas arasindaki, % 72,4 Gnin 5 yasin altinda, % 12,8 nin 6-21 yas, %
8,7'sinin 22-59 yas ve % 6,1'inin 60 yasin Uzerinde oldugu toplam 1501 hastamn nazal
aspirat, nazofaringeal aspirat ve nazofaringeal striintti gibi gesitli 6rneklerinde 3M RSV
hizl1 tam testinin ASY E olan hastalardaki performansint R-Miks kilttr, DFA testleri ile
karsilastirarak belirlemek amaci ile yaptiklari ¢alismada RSV pozitifligi 22 yasindan
kicik hastalarda % 38, calismadaki tim populasyondaki RSV prevalansi ise % 34
olarak tespit edilmistir®®®.

Sonu¢ olarak tim dinyada ASYE olan cocuklarda RSV insidansi Ulkeden
Ulkeye ve hatta bolgeden bolgeye degismektedir. S6z konusu ¢ocuklarda RSV sikligi
Avrupa nin Ulkelerinde, 6rnegin Isvicre'de % 55 iken italya da % 21, Almanya da %
15-23 ve Fransada % 33-43 tespit edilmistir.?220%2%9 Kyzey Amerika'da RSV
insidansinin % 12,3-38 oldugunu gosteren calismalar vardir?®%3% | atin Amerika' da
ise bu oran % 24-60 arasinda bildirilmistir®®3%. Avustralya’da Whiley ve arkadaslar:
ASYE olan cocuklarda RSV insidansint % 41 olarak kaydetmistir®®’. Afrika’ da farkl:
calismalarda RSV insidansi % 12,8-36 arasinda rapor edilmistir®®=%.

Ulkemizde yapilan calismalarda ise alt solunum yolu enfeksiyonu olan
cocuklarda RSV enfeksiyon insidanst % 5,2-55,6 arasinda bildirilmistir®*>3%. Oranlar
bolgeden bdlgeye, yilave mevsime gore degismektedir.

Ankara'da Guney ve arkadaslar1 Ocak 2002 ve Mart 2002 tarihleri arasinda
solunum yolu enfeksiyonu olan 2 yasin altindaki 35 hastada RT-PCR testi ile RSV
sikligint % 51,5 olarak tespit etmislerdir®. Yine Ankara da Y olbakan ve arkadaslarinin
2010 ve 2012 yillar1 arasinda solunum yolu enfeksiyonu olan 556 infanttan toplanan
gesitli solunum sekresyonlarinda multipleks RT-PCR metodunu  kullanarak viral
patojenleri arastirmak icin yaptiklar: calismada 6rneklerin % 89,3 inde en az bir virus
ve bunlarin da % 23,5'inde RSV poxzitifligi tespit etmislerdir®™.

Elazig’da Bulut ve arkadaslart 2003 ve 2004 kis mevsimlerinde 6-16 ay yas
grubundaki ASYE'li 90 infanttan topladiklari nazal yikama ve serum oOrneklerinde

respiratuvar viruslar icin ELISA testi ile serum orneklerinin % 51,1'inde en az bir
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virusa spesifik 1gM pozitifligi ve RT-PCR metodu ile nazal érneklerin % 78,8’ inde en
az bir virus genomunun varligim tespit etmislerdir. Bu hastalar arasinda RSV sikligini
RT-PCR testi ile % 28,8 olarak bildirmislerdir®?.

Kayseri’de Gokalp ve arkadaslar1 Kasim 2005 ve Mayis 2006 tarihleri arasinda
hastanede yatarak tedavi géren ASYE'li yaslar1 0 ve 24 ay arasinda olan 80 hastanin
nazotrakeal aspirat Orneklerinde RSV tamsinda DFA, hicre kiltiri ve RT-PCR
yontemlerini karsilastirmak amaci ile yaptiklar: calismada DFA testi ile % 32,5, hicre
kiiltirti ile % 21,3 ve RT-PCR testi ile % 27 RSV poxzitifligi tespit etmislerdir™.

Konya'da Akkaya ve arkadaglari EKim 2010 ve Nisan 2011 tarihleri arasinda
pnoémoni tarmst alan 9 yas altindaki 150 gocukta viral etkenleri belirlemek amac ile
Seeplex RV12 (Seegene Inc, Rockville, MD.) multipleks PCR testi ile drneklerin %
35,6'sinda en az bir viral etken ve bunlarin % 45'inde RSV pozitifligi saptamslardir®,

Istanbul’ da Uniivar ve arkadaslarimin Ekim 2005 ve Nisan 2006 tarihlerinde
yaslar1 1 ay ve 15 yas arasinda degisen hospitalizasyon gerektirmeyen Ust solunum yolu
enfeksiyonu olan 201 hastadan topladiklari nazofaringeal sirintl  6rneklerinde
respiratuvar viruslarin tamst icin DFA testini kullandiklari ¢alismada vakalarin %
29,8'inde en az bir viral etken saptanmis ve RSV insidanst % 4 olarak tespit
edilmistir®®®.

RSV enfeksiyonlarimin tamsinda 6rneklerin  immunokromatografik test ile
incelendigi calismalardan istanbul’ da Beser ve arkadaslari solunum yolu enfeksiyonu
olan 2 yas alt1 298 cocukta RSV antijen pozitifligini % 54 olarak saptamustir®'®. Kanra
ve arkadaslar istanbul’ da 2000 ve 2002 yillar1 arasinda 17 merkez ile yiruttikleri altta
yatan bronkopulmoner displazi, konjenital kalp hastaligi, kistik fibrozis veya immun
yetmezlik sebebi ile yiksek riskli kabul edilen ve hastanede yatan ASYE'li 24 aydan
kiucik 332 cocuktan aldiklart nazofaringeal aspirat, yikant: veya sirintti orneklerinde
RSV prevalansint belirlemek amaci ile ELISA yontemini kullandiklari calismada
hastalarin % 29,5'inin (98) RSV pozitif oldugunu tespit etmislerdir®™’. Yine istanbul’ da
Hatipoglu ve arkadaslar1 1 Ocak 2006 ile 30 Nisan 2006 tarihleri arasinda ASY E sebebi
ile hogpitalize edilen 0-24 ay arasindaki 80 g¢ocukta RSV antijenini tespit etmek icin
strip test yontemini kullandiklar: calismada RSV sikligini % 35 bulmuslardir™®.
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Mersin'de Celik ve arkadaslar1 Temmuz 2008 ve Haziran 2010 doéneminde
ASYE olan 2 yasin altindaki 208 vakada RSV insidansini arastirmak amact ile strip test
kullandiklar: calismada RSV poxzitifligini % 5,2 bulmuslardir®™®,

Samsun’da 2009 ve 2010 yillar1 arasinda Kiling ve arkadaslarimin 2 yasin
altindaki hemodinamik olarak stabil olmayan konjenital kalp hastaligi olan 241 ve risk
faktori olmayan 178 hastay: iceren toplam 419 ASYE'li hastada RSV sikligint ve
etkilerini arastirdiklar: calismada konjenital kalp hastalig1 olanlarin % 19,5 inde ve risk
faktorii olmayanlarin % 20'sinde hizli antijen testi ile RSV poxzitifligi gosterilmistir®?.

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar:
Anabilim Dalr’ min ¢esitli servislerinde yatan ve ASYE olan 0-15 yas arasindaki toplam
323 hastada RSV enfeksiyonu sikligim tespit icin planlanan bu calismada RSV
pozitifligi RT-PCR testi ile % 29,4 bulundu. RSV enfeksiyonunun en ¢ok goraldigi 2
yas alt1 cocuklardaise RSV enfeksiyonu insidanst % 40,3 (64/159) olup bu oran 3-5 yas
grubundaki % 24,7 ve 6-15 yas grubundaki % 13,8 oranlarina gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde yiksekti (x?= 20,053 sd=2 p<0,001). ASYE tanisinda RT-PCR testini
kullanan Ulkemizde yapilan diger calismalarla karsilastirildiginda RSV enfeksiyon
insidansint Guiney ve arkadaslar1t Ankara’da ASYE olan 2 yas alt1 gocuklarda % 51,4
olarak tespit etmis olup bizim ayni yas grubundaki % 40,3 oramndan daha yuksek
bulmus olmalar: calisilan hasta sayisinin az (35 gocuk) olmasina bagli olabilir®™.

Diger calismalarda Ankarada Yolbakan ve arkadaslari 24 ayin atindaki
cocuklarda RT-PCR testi ile RSV enfeksiyon insidansint % 23,5, Elazig’da Bulut ve
arkadaglar1 % 28,8 ve Kayseri’ de Gokalp ve arkadaslart % 27 oranlarinda tespit etmis
olup bu bulgular bizim 24 ay altindaki cocuklarda buldugumuz % 40,3 RSV
pozitifliginden biraz distiktir™ ", Yine Gokalp ve arkadaslar: Kayseri'deki ayni
calismada DFA testi kullandiklarinda ise RSV enfeksiyon insidansint % 32,5 oraninda
tespit etmislerdir®.

Ulkemizde viral solunum yolu enfeksiyonu etkenlerinin arastiriimasi ile ilgili
olarak Uniivar ve arkadaslarinin galismasinda Istanbul’ da tist solunum yolu enfeksiyonu
olan 0-15 yas arasindaki 201 cocukta DFA testi ile viral etken % 29,8 inde (60)
bulunurken, RSV enfeksiyonu sadece % 4’iinde (8) tespit edilmistir®™. Aymi yas
grubunda bizim bulgumuz DFA testi ile % 27,6 olup bu orandan oldukca yiksektir. Bu

durum calismamizdaki hasta populasyonunun ASYE olan ve hastanede yatan, ayrica
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RSV enfeksiyonlarinin daha fazla goruldigi 24 ay altindaki ¢cocuklarin oramnin % 49,2
gibi oldukca yilksek olmasindan kaynaklanabilir. Istanbul’ da Uniivar ve arkadaslarimn
calismasinda RSV pozitif 8 hastanin 5'i 0-5 ay ve 1'i 6-24 ay arasinda olup % 63U (6)
24 ayin atindadir*®. Bizim calismamizda da benzer sekilde RSV enfeksiyonu olan
cocuklarin % 67,4'U (64/95) 24 ayin atinda olup 30'u 0-6 ay ve 34U 7-24 ay
arasindadir.

Ulkemizde RSV tarsinda hizli antijen testinin kullamldigi calismalarda ise
Istanbul’da Beser ve arkadaslarimin immunokromatografik test ile ASYE olan 2
yasindan kiciik ¢cocuklarda bulduklar: % 54 oranindaki RSV enfeksiyon insidanst bizim
aym yas grubundaki % 40,3 oranindan daha yiksek olup, c¢alisma grubunun % 53’ niin
0-6 ay arasi yas grubunda olmas: ile iliskili olabilir®®. Bir baska calismada ise
Istanbul’ da Hatipoglu ve arkadaslariin bildirdigi RSV enfeksiyon insidans: olan %
35'lik oran bizim bulgumuzdan biraz dusiktiir'®. Buna karsilik Istanbul’ dan Kanra ve
arkadaglarinin % 29,5, Samsun’dan Kiling ve arkadagslarinin % 20 ve Mersin’den Celik
ve arkadaslarinin % 5,2’ lik bulgular: ise daha diisiik oranlardadir®" 319320,

ASYE olan ve ¢ogunlukla 2 yas alt1 gocuklarda RT-PCR testi ile diger tlkelerde
yapillan calismalarda Fransa’da Freymuth ve arkadaslari RSV insidansini % 35,2,
Kore'de Choi ve arkadaslari % 39,1 tespit etmis olup, bu oran bizim ayn: yas
grubundaki % 40,3 oranina benzerdir?®®?%°, Almanya da Mentel ve arkadaslari ise RSV
pozitifligini % 26,4 oran ile daha diisik bildirmislerdir®®. Kanada da Papenburg ve
arkadaglarinin calismasinda ise ASYE sebebi ile hospitalize edilen 3 yas altindaki
cocuklarda RSV enfeksiyon insidansi % 63,6 olup bu oran bizim bulgumuzdan oldukca
yiiksektir?®,

Diger bir calismada Zhang ve arkadaslar1 Cin'de 5 yas alt1 1387 cocukta RSV
enfeksiyonunu RT-PCR testi ile % 31,7 oraminda bildirmis olup bu oran bizim 5 yas alti
grupta buldugumuz % 35,2 (83/236) ile uyumludur®®?.

RSV tamsinda RT-PCR testi yerine DFA tedtini kullanan Zhang ve
arkadaglarinin Cin’deki bir baska calismasinda ise 16 yas altindaki ASYE olan
cocuklarda RSV enfeksiyonu insidanst % 25 olup bizim benzer yas grubunda
buldugumuz % 27,6'l1ik oran ile koreledir®®®. Kanada da Gregson ve arkadaslar: ise 17
yas ati ASYE' |i cocuklarda DFA testi ile % 49 luk daha yUksek bir oran

bildirmistir®®*.
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RSV tamsinda hizli tam testi olan immunokromatografik testin kullamldig:
Tatochenko ve arkadaslarinin Rusya da yaptigi calismada ise 2 yas ati ASYE'li
cocuklarda RSV enfeksiyon insidanst % 38 olup bizim aym yas grubundaki % 40,3’ Uk
orana benzerdir'®. Yine hizl: tam testi olan 3M RSV testinin kullanildigi ABD’de
Ginocchio ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise ¢ogunu 5 yas altindakilerin olusturdugu
22 yasindan kiicik hastalarda RSV prevalans: % 38 olarak bulunmustur®®.

ASYE'ler bitin dinyada ¢zellikle gelismekte olan Ulkelerde infant (0-1 yas
grubu) ve erken cocukluk déneminde (1-5 yas) hospitalizasyonun en sik sebebidir ve
erkek hastalarda hospitalizasyon oran kizlardan fazladir®*® Calismamizda ASYE olan
toplam 323 hastanin % 64,4’ U erkek ve % 35,6's1 kizdi (Tablo 3). Cocuklarin % 49,2’ si
(159/323) 24 aydan kuguktl ve bunlarin % 62,31 (99/159) erkek gocuktu. Sonug olarak
calismamizda ASYE sebebi ile hospitalize edilen 0-15 yas arasi gocuklarin yarist 2
yasin altindaydi, ancak yas gruplarina gore dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmad: (2= 4,56; sd=5; P=0,471). Ayrica toplam 323 hastamn % 73,1
(236/323) 5 yasindan kigukt ve bunlarin da % 64,8'i (153/236) erkek cocuktu (Tablo
4). Calismamiza benzer sekilde, Celik ve arkadaslari da Mersin’de ASYE olan 2 yasin
alt1 208 cocukta yaptiklar: ¢alismada ASYE hastalarinin % 64’ tnuin erkek oldugunu
bildirmislerdir®™.

Calisma grubunda RSV RNA pozitif olan 95 ¢ocugun ise % 67,4’ (64/95)
erkek, % 32,6’ s1 (31/95) kiz olup % 67,4’ U 24 aydan kicuktl. RSV pozitif 95 ¢ocugun
% 87,41 (83/95) 5 yasindan kuguktt (Sekil 9). 2 yas altindaki rsv enfeksiyon oraminin
% 40,3 ile 3-5 ve 6-15 yas grubundakilere gore anlamli 6lglide yiksek olugu goruldi
(x*= 20,053 sd=2 p<0,001). Ayrica ileri analizde her iki cinsde RSV poxzitifligi riskinin
2 yas altindakilere gore 3-5 yas grubunda % 50'ye, 6-15 yas grubunda ise % 26'ya
dilstigii gorildu (x?esim=17,849, p<0,001). Lamarao ve arkadaslar: da Brezilya da
ASYE sebebi ile hastanede yatan ¢ yas alt1 1050 hastada DFA testi ile tespit ettikleri
RSV antijeni pozitif olan hastalarin % 62,5'inin bir yasin altindaki infantlar oldugunu
bildirmislerdir®®
52,6's1 (50/95) bir yasin altinda idi. Zhang ve arkadaslar1 da Cin’de RSV RNA pozitif
bulunan 439 ¢ocugun % 56 sinin 0-6 ay arasinda oldugunu ve RSV pozitif cocuklarin %

. Calismamizda da benzer sekilde RSV enfeksiyonu olan ¢ocuklarin %

70,4’ tintin erkek oldugunu tespit etmislerdir®3. Calismamizdaise RSV pozitif hastalarin
% 31,6's1 (30/95) 0-6 ay yas grubunda idi ve bunlarin % 70’i (21/30) erkek hastalardh.
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Yine Choi ve arkadagslar1 Kore'de RSV pozitif gocuklarin % 77 sinin 3 yasindan kiglk
oldugunu bildirmistir?.

RSV iligkili ASYE'lerin mevsimsel bir o6zelligi vardir. Calismamizdaki
hastalarin ASYE sebebi ile hastaneye basvurdugu en yogun dénem sonbahar mevsimi
ile kis mevsimleriydi (226/323). RSV RNA pozitif bulunan 95 hastamn % 32,6'si
(31/95) sonbaharda, % 45,3 U (41/95) kis mevsiminde, % 12,6's1 (12/95) ilkbaharda ve
% 11,5 u (11/95) yaz mevsiminde tespit edilmistir (Sekil 10). Vaka sayisinin distk
oldugu (29 ASYE olan hasta) yaz mevsimi hari¢ tutularak ileri istatistiksel analiz
yapildiginda RSV pozitifligi % 39,7 (31/78) ile en yiksek oranda sonbaharda ve
sirastyla kis, ilkbaharda saptanmustir (x?= 8,800; sd=2; p<0,05). Calismamizda RSV’ ye
baglit ASYE lerin y1l boyunca gorulebildigi, ancak 95 vakamn pik yaptig: aylarin 15 er
vakaile (% 15,8; % 15,8; % 15,8) Ekim, Kasim ve Aralik, 13'er vaka ile (% 13,6; %
13,6) Ocak ve Subat aylari oldugu gorildi (Sekil 11). Benzer sekilde Celik ve
arkadaslari1 Mersin'de Temmuz 2008 ve Haziran 2010 tarihleri arasinda ASYE'li 2
yasin altindaki 208 cocukta RSV antijenini en sik Ocak ayinda (% 54,5) olmak Uzere
Subat ve Mart aylarinda da yogun oldugunu kaydetmislerdir®®. Zhang ve arkadaslari da
Cin’de salgin aktivitesinin Kasim, Aralik ve Ocak aylarinda yiksek oldugunu ve Aralik
ayinda pik yaptigini saptamistir®®2. Oysa Tatochenko ve arkadaslar: Rusya da dokuz
merkez ile yurattukleri calismada RSV sezonunun tim bolgelerde Ekim ayinin
sonlarinda basladigini, pik aktivitesinin % 62 ile Nisan ayinin erken déneminde ortaya

ciktigint belirlemislerdir'®

. Bu farkli sonuclar RSV salgin aktivitelerinin cografi
bdlgeye gore degisiklik gosterdigi literattir bilgisi ile uyumludur.

RSV enfeksiyonunda hastalik belirtileri virusun bulasmasindan sonraki 4-6
gunlerde (2-8 guin) baslar ve hastalarin % 98'inde Oksirik, % 75'inde ates, burun
akintis;, % 65-78inde higiltili solunum, % 73-95'inde solunum gucligl ve bazen
hipoksi gorilir'®. Calismamizda RSV RNA pozitif bulunan cocuklarda (95) en sik
gorilen semptomlar sirasiyla oksirik (% 83), burun akintist (% 67), ates (% 61) ve
solunum sikintisi (% 60) idi (Sekil 13). Zhang ve arkadaslar1 ise Cin'de yaptiklar
calismada klinik semptomlar1 bilinen 439 RSV pozitif hastada % 99,1’ inde oksirik, %
85'inde siyanoz ve % 41,5inde ates tespit etmislerdir®®®. Bizim calismamizda ise
siyanoz RSV RNA pozitif hastalarin % 3’ Ginde saptand:.
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Viral solunum yolu enfeksiyonlarinda virus sagilimi 6zellikle ilk 3 gin yogun
miktarda olmak Uzere bir hafta kadar sirmektedir. Bu sire infantlarda ve genc
cocuklarda 3-4 haftaya kadar uzayabilmektedir. Calismamizda nazofaringeal 6rneklerin
toplanma zamani % 39'unda (127/323) ilk bes gunden, % 32'sinde (104/323) 6-10
gunler arasinda ve % 29'unda (92/323) on bir giinden sonraydi. Ilk bes giinde alinan
orneklerin % 54,30 (69/127) RSV RNA pozititken 6-10 ginde % 23,1'i (24/104), on
bir glinden sonra alinan orneklerin ise % 2,2'si (2/92) pozitifti (Sekil 12). ilk bes glinde
ornek alinan hastalardaki RSV pozitifligi (% 54,3) ileri donemlerde 6rnek alinan
hastalardakine gore (% 23,1 ve % 2,2) anlamh olciide yiiksekti (x*=73,96 df=2
p<0,001). ilk 5 giine gore 6-10 gin arasinda 6rnek alinanlarda RSV pozitifligi % 25'e,
11 giin ve sonrasinda ise % 2'ye dustiigli gorildi (y’egim=71,746, p<0,001). Ornek
aim zamam RSV RNA poztif hastalarin % 73'Unde (69/95) semptomlarin
baglangicindan sonraki ilk 5 gin, % 25inde (24/95) 6-10 gunler arasindayd.
Semptomlarin baslangicindan sonraki 6-10 gin arasinda alinan 24 6rnegin pozitif
¢cikmast bu hasta grubunun % 50’ sinin (12/24) 0-6 ay ve % 41,7 sinin de (10/24) 7-24
ay yas grubunda olmak tzere toplam % 91,7’ sinin 24 ayin altinda olmas ile iliskilidir.
Bu sonuglar RSV iliskili ASYE olan kigik g¢ocuklarda uzun sireli virus sagilimi
olmasini desteklemektedir (Sekil 13).

RSV kucuk cocuklarda pnémoni olgularinin % 5-40’ indan, bronsiolit olgularinin
% 50-90' indan sorumludur®"*%
hastalik % 57,3 oran (59/103) ile bronsiyolit olup % 21,410k pnémoni (30/140), %
7,7 lik brongit (4/52), % 7,1'lik astim (2/28) gorulme sikligina gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde yuksek bulundu (x2=61,336 df=3 p<0,001) (Tablo 8). Zhang ve
arkadaglar1 da yaptiklar1 calismada benzer sekilde RSV pozitif hastalarda sirasiyla
bronsiyolit (% 38,5), pndmoni (% 36,2), bronsit (% 25,1), astim (% 7,5) olarak tespit

etmislerdir®®,

. Calismamizda RSV pozitif hastalarda en ¢ok gorilen

Toplam 323 nazofaringeal sirdntl Orneginde RSV antijen tespiti icin DFA
testini ve RSV RNA tespiti icin nested RT-PCR yontemini kullandigimiz bu galismada,
RSV insidansint DFA yontemi ile % 27,6 ve nested RT-PCR ile % 29,4 tespit etik.
Orneklerin 80'i (% 25) her iki yontem ile pozitif, 220'si (% 68) ise her iki yontem ile
negatifti. RT-PCR testine gore kiyaslandiginda DFA testinin sensitivitesi % 84,2,
spesifitesi % 96,5, pozitif prediktif degeri (PPV) % 91 ve negatif prediktif degeri (NPV)
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% 93,6 olarak bulundu (Tablo 7). Moreira ve arkadaslar1 1 ay ve 11 yas arasindaki 230
ASYFE'li hastadan topladiklar: nazal yikant1 sivisinda DFA ve RT-PCR yontemleri ile
RSV insidansini arastirdiklar: calismada DFA testinin sensitivite, spesifite, PPV ve
NPV’lerini sirasiyla % 83,3, % 100, % 100 ve % 97,3 olarak bizim bulgularimiza
benzer yiiksek oranlarda bulmuslardir®®
24 ay arasindaki 80 ASYE hastasinda RSV enfeksiyon insidansim RT-PCR testi ile %
27, DFA testi ile % 32,5 oranda tespit eimislerdir. Ayni ¢calismada hiicre kultard altin
standart kabul edildiginde DFA testinin sensitivitesini % 100, spesifitesini % 85,5,
PPV’sini % 65,4 ve NPV’sini % 100 olarak bulmuslardir. Bu oranlari RT-PCR igin
sirastyla % 100, % 94,7, % 85 ve % 100 olarak tespit etmislerdir ki DFA testinin

sensitivite ve spesifitesi RT-PCR testine yakindir®*2,

. Gokalp ve arkadaslar1 Kayseri'de yaslar1 O ve

RSV tanisinda kullanilan metodlarin sensitivite ve spesifitesinin yiksek olmasi
kadar islem icin gereken sirenin kisa olmasi da dnemlidir. DFA testinde drneklerden
preparatlarin hazirlanarak fikse edilmesi islemi 1 saat ve direkt floresans mikroskobi
icin hazirlik ve mikroskobik inceleme 1,5 saat olmak Uizere DFA testi ile yaklasik olarak
2,5 saatte sonug alinabilmektedir. Nested RT-PCR metodunda ise ekstraksiyon islemi
130 dakika, cDNA sentezi asamasi 90 dakika, ilk amplifikasyon islemi 190 dakika,
elektroforezde goruntileme 60 dakika, ikinci amplifikasyon islemi 190 dakika ve
elektroforezde tekrar gorintileme 60 dakika sturmektedir. BOylece nested RT-PCR
metodunda araliksiz calisilirsa toplam 12 saatte sonu¢ alinabilirken DFA testi ile bu
siire daha kisa olup 2,5 saattir. Bu sebeple ASYE olan infant ve ¢ocuklarda RSV’ nin
hizl1 tamist igin Oncelikle yiksek sensitiviteye sahip DFA testi ile 6rneklerin analiz
edilmesi ve ardindan RSV-negatif hasta drneklerinin RT-PCR ile test edilmesi uygun
olacaktur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bdlgemizde 2011 Ekim ve 2012 Ekim tarihleri arasinda ASYE sebebi ile
hospitalize edilen 0-15 yas arasindaki toplam 323 hastada RSV sikligim1 DFA ve RT-
PCR yontemleri ile arastirdigimiz ¢aligmanin sonuclars;

1. Toplam 323 hastamn % 64,4’ U erkek ve % 35,6’ s kizdi. Hastalarin % 73,1'i 5
yasindan kucuktl ve bunlarin % 64,8'i erkek ¢ocuktu.

2. Nested RT-PCR testi ile 323 cocugun % 29,4'Gnde (95) RSV RNA pozitif
bulundu.

3. RSV enfeksiyonu olan 95 cocugun % 66,3 U erkek, % 33,7’ si kiz olup % 67,4’ U
24 aydan kicguk, % 87,4’ U ise 5 yasin altindaydh.

4. RSV enfeksiyon oranimin 24 ayin atinda % 40,3 ile 3-5 ve 6-15 yas
grubundakilere gore anlamli dlctide yiksek olugu gorildi. Ayrica ileri analizde
RSV pozitifligi riskinin her iki cinsde 2 yas altindakilere gore 3-5 yas grubunda
% 50'ye, 6-15 yas grubunda ise % 26'ya dustiigli gortildu (x*esim=17,849,
p<0,001).

5. Hastalarin ASYE sebebi ile hastaneye basvurdugu en yogun donem sonbahar
mevsimi ile kis mevsimleriydi (226/323). Mevsimlere gore RSV enfeksiyon
sikligr en yiksek % 39,7 oranla sonbaharda tespit edilmis olup, bunu yaz
déneminde % 37,9, kis doneminde % 27,7 ve ilkbaharda % 17,6 oranlar
izlemistir. RSV’ nin toplumdaki gergek dagilimim gosterebilmek icin toplum
tabanli calismalaraihtiyag vardir.

6. RSV'ye bagli ASYE’nin yil boyunca gorilebildigi, ancak 95 vakanin pik yaptigi
aylarin 15'er vaka ile (% 15,8; % 15,8; % 15,8) Ekim, Kasim ve Aralik, 13'er
vakaile (% 13,6; % 13,6) Ocak ve Subat aylar1 oldugu bulundu.

7. RSV enfeksiyonu olan hastalarin klinik tanilar1 sirast ile % 57,3’ U brongiyolit, %
21,40 pnémoni, % 7,7's bronsit ve % 7,1'i astim olup, bronsiyolit gorilme
siklig1 istatistiksel olarak anlamli sekilde yiksek bulundu (¥2=61,336 df=3
p<0,001).
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8. RSV RNA pozitif bulunan cocuklarda (95) en yaygin goérilen semptomlar
sirastyla 6ksirtik (% 83), burun akintisi (% 67), ates (% 61) ve solunum sikintisi
(% 60) idi. RSV pozitif ve RSV negatif hastalar arasinda morarma ve kusma
disinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark olmadig: saptand: (3°= 8,290; sd=5;
p>0,05).

9. RSV insidanst DFA yontemi ile % 27,6, nested RT-PCR ile % 29,4 tespit edildi.
Orneklerin 80'i (% 25) her iki yontem ile pozitif, 220'si (% 68) ise her iki
yontem ile negatifti. 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.

10. DFA testinde 2,5 saatte sonug alinabilirken nested RT-PCR metodunda bu siire
12 saat idi.

Infant ve cocuklarda RSV ile iliskili alt solunum yolu enfeksiyonlari btin
dunyada yuksek mortalite ve morbidite ile iligkilidir. Epidemiyolojik calismalarin
sirekliligi RSV insidansinin, salginlarinin oldugu aylarin ve risk grubundaki etkilerinin
belirlenmesini mimkuin kilacaktir.

Sonug olarak calismamizda RSV enfeksiyonlarinin insidansinin % 29,4 oran ile
oldukca yiksek oldugu tespit edilmistir. RSV enfeksiyonlarinin hizli tamsi antiviral
tedaviye erken baslanmasi, rasyonel antibiyotik kullammi, hastanede yatis sirelerinin
azaltilmasi, hasta yonetimi icin maliyetin azaltilmasi, korunma ve kontrol énlemlerinin
erken alinabilmesi ve hastane enfeksiyonlarimin yayilimimn azaltilmasi igin son derece
onemlidir. RT-PCR testine gore % 84,2 sensitivite ve % 96,5 spesifite gosteren DFA
testinin RSV enfeksiyonlarimin rutin tamsinda ilk tarama testi olarak kullaniimasi ve test
sonucu negatif bulunan érneklerin RT-PCR ile calisiimast 6nerilir.

Calismamizdaki alt solunum yolu enfeksiyonu olan c¢ocuklarda RSV
enfeksiyonunun insidanst ve mevsimsel dagilimi ile ilgili veriler gelecekte yapilacak
RSV tarama calismalarina katkida bulunacaktir.
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