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OZET

Amac: Bu cahsmada, akut iist solunum yolu semptomlu c¢ocuklarda test edilmig
“viral solunum paneli” sonuglarim degerlendirdik.

Yoéntemler: Toplam 160 semptomlu ¢ocugun nazofaringeal siiriintii 6rneklerinin mul-
tipleks PCR ile test edilmis sonuglar: incelendi.

Bulgular: Hastalarin 55 (%34.4)’i pozitifti. Bes hastada (%3.1) ¢ift etken, bir hasta-
da (%0.6) ise ii¢ etken bulundu. En sik olarak insan rinoviriis 14 hastada (%25.4)
tespit edildi.

Sonug: Etken viruslarimin sikhiginin ortaya konuldugu ¢ahsmada, ¢ok sayida virusu
aym anda ve kisa siirede tespit edebilen multipleks PCR’1n giivenilir bir test oldugu
sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Solunum yolu infeksiyonu, ¢ocuk, multipleks PCR, viriis
ABSTRACT

Objective: We evaluate the results of “respiratory viral panel” tested in children with
symptoms of acute upper respiratory tract infections.

Methods: Multiplex PCR test results of nasopharyngeal swap samples of 160 sympto-
matic children were analyzed.

Results: Fifty-five patients (34.4%) had PCR test positivity. Two (n=5 patients;
3.1%), and three (n=1; 0.6%) viral species were detected. Rhinovirus was the most
frequently detected species (n=14; 25.4%).

Conclusion: It was concluded that multiplex PCR is a reliable test which can simul-
taneously detect numerous viruses in a short time in accordance with the results of  yazigma adresi: Yrd. Dog. Dr. Talat Ecemis, Celal
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GIRIS olusturulmaktadir ve klinik goriintimleri birbirine

oldukga benzer oldugundan etiyolojik taninin konul-

Ust solunum yolu infeksiyonu (USYI), tiim diin-
yada cocuklar arasinda infeksiyonla iligkili morbidite
ve mortalitenin 6nemli nedenlerinden biridir. Bu
infeksiyonlarin biiyiik boliimii basta respiratuar sin-
sityal virus, metapneumovirus, influenza virus, para-
influenza virus, rhinovirus gibi viruslar tarafindan

masi oldukga glicttir 2.

Hizli virolojik tani testleri klinisyenin tedavi kara-
rin1 erken donemde yonlendirmekte, salginlarin uya-
risint da verebilmektedir. Hiicre Kkiiltiiriinde viral
izolasyon uzun zaman alabilmekte veya direkt flore-
san antikor (DFA) testi gibi antijen tespit yontemleri



diisiik duyarliliklariyla tatmin edici sonuglar verme-
mektedir. Giiniimiizde gelistirilen molekiiler teknik-
lerle hem hizli ve hem de duyarlilik ve 6zgiillik
yoniinden yiiksek performansta sonuclar elde edile-
bilmektedir. Gelistirilen multipleks polimeraz zincir
reaksiyonu (m-PCR) testleri ile c¢esitli virtislerin
amplifikasyonunu ayni anda olabileceginden, cok
sayida viriisiin daha diisiik maliyetlerle ve hizli bir
sekilde tespiti gerceklesebilmektedir .

Biz bu calismada, akut {ist solunum yolu infeksi-
yonu semptomlartyla hastanemize bagvurmus ¢ocuk-
larda test edilmis m-PCR sonuclarini arastirdik ve
degerlendirdik.

GEREC ve YONTEM

Hastanemiz cocuk sagligi ve hastaliklart polikli-
niklerine 2010 ve 2011 yillarinda akut tist solunum
yolu infeksiyonu belirtileriyle bagvurmus ve tanisal
amacl “viral solunum paneli” testi gerceklestirilmig
160 hastanin sonuclari retrospektif olarak arastirildi.

Hasta grubu, ates, rinit, burun tikanikligi, bas
agrisi, okstriik, konjunktivit gibi akut iist solunum
yolu infeksiyonu semptomlariyla hastaneye basvu-
ran, yaslari 1 ay ile 8 yas arasinda (ortalama 6.5 ay),
56 (%35)’s1 kiz, 104 (%65)’i erkek 160 hastadan
olugmaktaydi. Nazofaringeal siirtintii 6rnekleri alind1
ve test giiniine kadar -20°C’da bekletildi (en fazla 2
hafta).

Kullanilan viral solunum paneli, solunum yolunda
infeksiyon etkeni olabilen 15 adet virusu (influenza A
virus [IAV], influenza B virus [IBV], human respira-
tory syncytial virus A [RSVA], human respiratory
syncytial virus B [RSVB], human adenovirus [AdV],
human metapneumovirus [MPV], human coronavi-
rus 229E/NL63 [229E/NL63], human coronavirus
0C43 [0OC43], human parainfluenzavirus 1 [PIV1],
human parainfluenzavirus 2 [PIV2], human parainf-
luenzavirus 3 [PIV3], human parainfluenzavirus 4
[PIV4], human rhinovirus [HRV], human enterovirus
[HEV], human bocavirus [HBoV] ) ayni anda, m-PCR
yontemiyle kalitatif olarak tespit eden bir test siste-
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midir (Seeplex® RV 15 ACE, Seegene, Giiney Kore).
Testin uygulanmas: tretici firmanin prosediiriine
gore gerceklestirilmektedir. Orneklerden viral niikle-
ik asitin ekstraksiyonu, reverse trankripsiyon ile
cDNA’nin sentezi, hedef DNA’nin multiplex PCR ile
amplifikasyonu ve PCR iiriinlerinin agaroz jel elekt-
roforezi ile goriintiilenmesi agsamalarindan sonra
sonuglar elde edilmektedir . Influenza A virus pozi-
tif ¢ikan orneklerden ise yine ayni iiretici firmanin
kitiyle (Seeplex® Influenza A/B typing, Seegene,
Giiney Kore) ve yukaridaki sozii edilen asamalar
uygulanarak tiplendirilme yapilmaktadir. Bu tiplen-
dirmede insan H1 ve H3 ve domuz H1 tipleri ayirt
edilebilmektedir.

BULGULAR

Test edilen toplam 160 hastanin 55 (%34.4)’i
pozitif bulundu. Bes hastada (%3.1) ¢ift etken pozi-
tifligi tespit edildi. Bir hastada (%0.6) ise li¢ farkl
etken (RSVA, RSVB, AdV) mevcuttu. En sik tespit
edilen virus, 14 hastada (%?25.4) goriilen HRV dii.
On bir hastada (%?20) tespit edilen IAV ise ikinci sik-

Tablo 1. Solunum yolu infeksiyon etkeni viruslarin hastalar-
da dagilimi.

Viriis Hasta sayis1 (%)
Tek etken viruslar 1AV 11 (20)
IBV 3(54)
RSVA 4(7.2)
RSVB 3(5.4)
AdV 1(1.9)
MPV 50
229E/NL63 1(1.9)
PIV1 2 (3.6)
PIV3 4(7.2)
HRV 11 (20)
HBoV 2 (3.6)
Cift etken viruslar PIV 3 + HBoV 1(1.9)
HRV + HBoV 1(1.9)
HRV + PIV 3 1(1.9)
HRV + RSVA 1(1.9)
RSVA + RSVB 3(5.4)
Uclii etken viruslar RSVA + RSVB + AdV 1(1.9)
TOPLAM 55 (100)
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likta etken olarak bulundu. Cift etken olarak RSVA
ve RSVB birlikteligi 3 hastada en sik olarak bulundu
(Tablo 1). On bir hastada pozitif bulunan [AV’iin
tiplendirilmesinde, 9’u H3N2, 2’si ise insan HIN1
olarak sonuglandirildi

TARTISMA

USYI viruslarinm hizli tanismin, gelisen antiviral
tedavilerle birlikte 6nemi artmigtir. Hizli viral tant
testleri, klinisyenin dogru tedavi karar1 almasina ola-
nak saglayarak gereksiz antibiyotik kullanimini azalt-
makta, infeksiyonun yayilmasini sinirlamakta ve
hastanede yatis siiresini kisaltabilmektedir. Virisi
tespit etmede konvansiyonel olarak altin standart
olarak kabul edilen hiicre kiiltiirii ve direkt fléresan
antikor (DFA) testleri kullanilmaktadir. Hiicre kiiltii-
riiniin en biiyiik dezavantaji, sonucun elde edilmesi-
nin 7 giine kadar uzayabilmesidir. DFA hizli ve ucuz
bir test olmasina ragmen, duyarliliginin diistikligi
(%87) 6nemli bir sorun olusturmaktadir ®. Ornek
kalitesi ve degerlendirmenin uzmanlik gerektirmesi,
sonucu etkileyen en 6nemli faktorlerdir ©. Ayrica bu
iki testte, yeni tanimlanan viruslar icin gerekli olan
monoklonal antikorlarin gerekliligi de kullanimlarini
siirlamaktadir ©.

Virtislerin tespitinde PCR ile yiiksek duyarlilikta
sonuglar hizlica elde edilebilmektedir. Son yillarda
gelistirilen m-PCR’in duyarliligi bircok caligsmada
%98, ozgilligi %96 civarinda bildirilmigtir “7.
Yiiksek duyarliligin yaninda ¢ok sayida virusu 6 saat
icerisinde ayni1 anda tespit edebilmesi bu test icin
biliytik bir avantaj olusturmaktadir. Yiiksek m-PCR
duyarliligimin nedeni, diistik titrelerdeki viral genom-
lar1 tespit etmesidir. Ayrica HBoV, MPV, HRV, coro-
navirus gibi hiicre kiiltiirii veya DFA ile tespit edile-
meyen viruslarr da tespit edebilmektedir. Ust solu-
num yolu infeksiyonlarinda etken viruslarin m-PCR
ile tespit edilmesi, infeksiyonun alt solunum yolu
enfeksiyonlarindan ayiriminda 6nemli olmaktadir.

Gerek PCR icin, gerekse hiicre kiiltiir ve DFA i¢in
ornek alinma y6nteminin testin duyarliligini etkiledi-

&i bildirilmistir ®. Bu ¢alismadaki 6rnekler nazofa-
ringeal stirtintiiyle alinmigtir. Orofaringeal siiriintiile-
rin nispeten daha kolay ve basit oldugu belirtilse de,
bir ¢cok ¢alismada nazofaringeal siiriintiiler de duyar-
lihigin daha iyi oldugu gosterilmistir ®. Siiriinti ali-
nirken nazofarinksin epitelinin hafif¢ce travmatize edil-
mesi, virus izolasyonunu artirmaya katkisi olabilir.

Toplam 160 USYI semptomlu hastanin 55
(%34.4)’inde virus etken olarak tespit edildi. Bu
oran, benzer caligmayi yapmis olan Bonfim ve
Tsuchiya’nin sonuglarina yakin olup, sirasiyla %37.6
ve %30 bulmugladir ©'9, Bir¢ok calismada da bu
oran yaklagik olarak %30 civarindadir V.
Calismamizda %25.4 oranla (14 hasta) en sik tespit
edilen virus HRV’dii. HRV’iin 3’ii ¢ift etkenden biri-
ni olusturmaktaydr. Brittain-Long ve ark.’min 954
ornekte yaptigr m-PCR calismasinda 1AV %25 ora-
ninda ilk sirada, HRV %20 ile 2. sirada tespit edilmis,
tictincii siklikta ise bizimkine benzer sekilde %10
oraninda MPV bulunmustur V. Bir bagka calismada
ise USYE olan ¢ocuklarda etken viruslar olarak sira-
styla HRV (37.7), HRSV (20.7), IAB (17.3) ilk sira-
larda yer almaktadir. Hindistan’da m-PCR ile USYE
olan ¢ocuklarda, en sik viral etken RSV %47.1 ile ilk
sirada tespit edilmistir (2. Istanbul’da yapilan bir
calismada, Uniivar ve ark. 234 USYI cocuklarim
%?29.8’inde virtis tespit etmis ve siklik sirasimi IAV
(%36.6), AdV (%?28.3), HRV (13.3) belirlemiglerdir.
TAV’lerin tamami ise H3N2 bulunmusgtur 9.

HRV ve IAV (cogunlugu H3N2 olmak iizere)
genel olarak USYI etiyolojisinde ilk siralarda yer
almaktadir . HRV’iin bulagsma yollar1 infeksiyonun
kolay yayilmasinda 6nemlidir. HRV infeksiyonunun
bulagmasinda en o6nemli etkenin damlaciklar mi1
yoksa indirekt kontamine sekresyonlarla mi1 oldugu
konusunda farkli goriisler mevcuttur, ancak niifusu
artan diinyada 100’den fazla serotipi olan HRV nin
USYI etiyolojisinde on siralarda gidecegi kagmilmaz
goriinmektedir ¥, lIkinci siklikta tespit ettifimiz
IAV’iin tiplendirilmesinde ise 9’u H3N2, 2’si ise
insan HIN1 sonucu elde edildi. Diinyada ve tilkemiz-
de USYI’da en sik etken olarak IAV oldugu cok



sayida ¢alismada gosterilmigtir !>1®, Bir¢ok aragtir-
mada [AV’m en sik rastlanan tipi -¢alismamizda
oldugu gibi- H3N2"dir “®. TAV H3N2’nin daha ciddi
infeksiyon yapma potansiyeline sahip oldugu belirtil-
mektedir, bunun farkli viral ortamlardan gecisindeki
ugradigr mutasyonlarin virtilans faktorlerinin antije-
nik yapisin1 degistirmesinden kaynaklanabilecegi
ileri sirtilmektedir "®. Aralik 2011°de varyant bir
IAV H3N2 [A(H3N2)v] Amerika Birlesik Devlet-
leri’nde bildirilmistir. Orta siddette kendini sinirlayan
bir USYI yaptig1 izlenmis, heniiz mevsimsel tipten
farklart bilinmemektedir ).

Hiicre kiiltiirdi rutin olarak tespit edilmesi ¢cok gii¢
olan MPV, calismamizda 55 etkenin 5 (%9)’inde tes-
pitedilebilmistir. Chung ve ark. MPV oranin USYE’da
%]12.1 oraninda bildirmistir ?”. Diger tespit edilen
viruslarin diinyadaki dagilimi degisiklik gostermekle
birlikte, caligmamizdaki gibi daha gerilerde yer
almaktadir V.

Basta HRV ve RSV’ler olmak iizere etkenlerin
yaklasik %10’u ¢ift etken olarak hastalarda tespit
edildi ve bir hastada ise li¢ etken mevcuttu. Coiras ve
ark.’da ayn1 yontemle test ettikleri hastalarda ayni
orani (%9.5) tespit etmistir @. Cift etken viral USY1
yaklasik %35-20 hastada oldugu bildirilmektedir V.
Olasilikla bu tespitlerin bir kismi -viral ¢esitlilikteki
eksiklikten dolayi- diger konvansiyonel yontemlerle
tespit edilemeyecekti ve bu da ayni anda ¢ok sayida
virtistin tespit edebilen m-PCR’1n 6nemi bir tistlinli-
giinii ortaya koymaktadir. Klinik olarak USY1’larm
birbirinden ayirmak miimkiin olmadigindan, hastali-
gin siddetini daha da artirabilen cesitli patojenlerin
coklu etken olarak tespiti klinik degerlendirmede
oldukca 6nemli olacaktir.

Sonug olarak, bu calismada USYI semptomlariyla
bagvuran cocuklarin yaklasik 1/3’inin viral patojen-
lerle enfekte oldugu ve c¢ocuklarda en sik viral etke-
nin HRV oldugu tespit edildi. Cok sayida virusu ayni
anda ve kisa siirede tespit edebilen, m-PCR’m USY1
tant ve tedavisinde 6nemli ve giivenilir bir test oldu-
gu gortisiine varildi.
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