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Atipik Pnomoni Etkeni Viruslarin Laboratuvar Tanisi

Giilden Yilmaz

Girig _

Solunum sistemi infeksiyonuna yol agan 200'iin iizerinde virus
serotipinin olugu, bu tiir infeksiyonlarda viral etyolojik taninn ru-
tin olarak uygulanmasim uzunca sitre gereksiz kilmistr, Bu ince-
lemeler epidemiyolojik amaglarla yapilmgtir. Ancak giderek artan
sayida antiviralin solunum sistemi infeksiyonlarinda yvaygin ola-
rak kullamma girmesi, bu viruslarn énemli hastane infeksiyonu
etkenleri arasmda oldugunun anlagilmasi, viral tammin erken kon-
masimn gereksiz antibiyotik kullanimum tnleyeceginin bilinci, di-
ger virus hastaliklarinda oldugu gibi solunum yolu infeksiyonu et-
keni viruslarmmn tamsinda da izli tam ySntemierine gereksinimi
dogurmugtur. Ozellikle bazi antivirallerin dar spektrumln olusu
huzh idantifikasyona ek olarak 6zgill tantya da thtiyaci getirmistir.
Yalan zamanda artmasi beklenen antivirallerin bu gereksinimi da-
ha da artiracafi diigiinillmekiedir. Bunlara bajli olarak rutin tamda
viroloji laboratuvarma aktif rol yiiklenmigtir (1-4).

Erigkinlerde atipik viral pnémoni etkenleri arasmda influenza
A ve B viruslan, adenoviruslar en sik karsilagilanidir. Diger daha
az siklikla goriilen etkenler ise parainfluenza viruslan, respiratory
syncytial virus (RSV), rinovirus ve enteroviruslardir (5). Genelde
viral pnéimoni etkenlerinin gocukluk ve erigkin dinemde gorillme
sikliklan farklilik gésterir (Tablo 1) (6). Alt solunum yolu infek-
styonuna yol agan viruslann gérillme sikliklari bebeklerde ve
erigkinlerde mevsimlere gore de degigiklik gésterir (Tablo 2) (7).
Primer ve sekonder bagisikiik yetersizligi olanlarda oldugu gibi,
saglikl1 kigilerde de birden fuzla virusun ayni anda etken olduju
akut mikst infeksiyonlar gorillebilmektedir. Solunum yolu infek-
siyanu etkeni viruslar da bu tiir mikst infeksiyonlara yol acabilir-
ler. Birden fazla virusun etken oldugu bu tiir infeksiyonlarda, en
stk kargilagifan etken RSV ve en sik birlikte etken oldugu virus
ise influenza virusndur (8). Viral infeksiyonlann laboratuvar ta-
nist baghica iic sekilde yapilabilir:

rnekten virusun izolasyonu ve idantifikasyonu; virus antijen-
lerinin ya da niikleik asidlerinin dmekten direkt olarak gosteril-
mesi; spesifik viral antikorlarn gésteriimesine dayanan serolojik
- tam (4). Viral infeksiyonlann tanisinda kullamlan yntemleri bag-
Iica iki grup olarak incelemek de miimkiindiir: Geleneksel ve ye-

( Tablo 1. Pnémoni Etkeni Viruslarn Yaga Gére \

Tablo 2. Pnémonu Etkeni Viruslarnin Mevsimlere ™\
Gaore Dagilim

Mevsim
Yag Yaz Sonbshar  Kig iikabahar
Bebek Para 3 Para 3 RSY RSY
Adeno Parai Para 3 Para 3
Cox A Flu A FluA
Echo Adena Adeno
Goouk Adeno Paral - FluAB Flua B
Cox A Adenp Adeno
Erigkin Adeno Cox A Flu A.B FluA
: Adeno Adeno

Gérllme Sikliklariin Farkhilig
Etken Virus
Sik Caha Nadir
Erigkinler Influenza A Adenavirus
Hemes simpleks
Varisella-zoster
Sitomepalovirus
Cocuklar RSV fizamik
Parainfluenza 1-3 Varisella-zoster
\ influenza A Adenavirus /
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Para-Parainlluenza

Cox-Koksaki
w-lmluenza /

7/~ Tablo3. Virolojide Geleneksel ve Yeni ™\
Tam Yontemleri
Ydnlem Tanisinda Yéntemin Tercih Editdigi Virus
Geleneksel

HSV, RSV diginda diger salunum sistemi
infeksiyonu etkeni viruslar

Ratavirus diginda difier gastroenterit
etken viruslar

Hiicre kil

Elekiron mikroskobu

Sitolofi -
Histotaji -
Seroloji HIV, HAV, HBV, HCV, EBY,
Rubella, Rubeala, Kabakulak, Arbovirus
Yeni
Anfijen RSV, RV, vZv
Santrifidj-kalar CMV
Hibridizasyon EBY

HIV, Parvovires B 19. /

an!éiikasyon

ni ytntemier. Geleneksel yéintemler, hilcre kiiltiiriinde virusun
izolusyonu, elekiron mikroskobu ile etkenin aranmass, sitoloji ve
serolojik ydntemlerden clusur. Antijen tayini, santrifiij kiltir
{shell vial) yéntemi ile virus izolasyonu, hibridizasyon ve nilkleik
asid amplifikasyonu ise yeni y8ntemleri olugturmakiadir (Tablo
3). Pnbmoni etkeni viruslarin laboratuvar tamsinda kullanilan
yintemler ise hiicre kiiltiirit fle virusun izolasyenu (klasik hifcre
kiiliéril ya da santrifiij kiiltiir yontemi ile), direkt olarak viral an-
tijenin tayini (flucresan antikor, FA) boyama ya da enzimimmii-
noessey (EIA) ile) ya da niikleik asidin g8sterilmesinden olusur
(hibridizasyon ya da amplifikasyon ile) (9).

Hitere Kitltiiri

Hiicre kiiltiiriinde izolasyon, halen viral infeksiyonlarin tam-
stnda "slun standard” olarak (amimlanan en duyarh ve en Gzgiil
yontemdir, Viroloji laboratuvarimin belkemigi olarak tammlan-
makladir. Son on yil iginde bu alanda gok biiytik degisiklilder ol-
musgtur, Santriftlj killtir yontemi ile itk kez zellikle yavas tireyen
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Hicre Kiltiriinde Ureme Ozellilerine Gore

( Tablo 4. Solunum Yolu infeksiyonu Etkeni Viruslanﬁ
Sinflandimilmas:

*  Rutin hicre kiltiirl teknikleri ile Adenovirus
kelaylikla ve siklikla izofe edilenfer influenza Ave B
*  Gerek virusun stabilitesi Parainfluenza viruslan
gerekse dzel killdr sartlanna RSV
gereksinim nedeni ife izolasyonu Rinaviruslar
nispeten gig olanlar :
+  Enlyi hayvan sistemlerinde @reyenfer -

-+ Qzel [aboratuvariarda Greyenler Koronavirus
\.-__Hilcre killirinds fzole ediemeyenler J
virustann tamsinda klinikgilere zamaminda sonug verme olanaj
saglanmigtr (10).

Ust solunum yolundan virus izolasyonu gcncihkle yeni infek-
siyonu gosterir; giinkd bu bdlgeden athm genellikie hastalik bag-
ladiktan en gok 10-14 giin sonraya kadar devam eder. Ust solu-
num yollarinda uzun siire saptanabilen ve normal florada kabul
edilebilecegi bildirilen tek virus herpes simpleks virusudur. Nor-
mal erigkinlerin % 5'nin iist solunum yollanindan izole edifebile-
cefi bildirilmektedir. Adenovirus izolasyonu da dikkatle yorum-
lanmalidir. Akut viral infeksiyonu takiben 18 ay kadar asempto-
matik virus atim devam edebilmektedir {(6,11).

Viruslan hiicre killtiiriinde tireme &zelliklerine gore bes grupta
toplamak miimkiindiir. Solunum yolu infeksiyonu €tkeni virusla-
rin bu gruplara géire dufilim Tablo 4'te gisterilmigtir (6).

Klasik Hiicre Kiiltiiri

Bu ybnlem uygun hiicre kiiltiiriiniin segllmesme, uygun drne-
gin inokitlasyonuna, inokiile edilen hiicrelerin uygun gartlarda de-
vamna ve hiicrelerin virus varhf agisindan incelenmesine (he-
magliitinin, sitopatik etki) ve immiinolojik reaktifler ile kifltilriin
konfirmasyonuna dayamr

Hiicre kaltiira secimi: Hiicre kilitiiril secimi, hﬂcrelenn belir-
li viruslara duyarlilifma, bu hilcrelerde olugan sitopatik etkinin
ozellifine, ireme &zelliklerine baghdir, Belirli viruslann iiretil-
mesi igin ideal hiicre kiiltlirleri bilinmektedir. Buna bagh olarak
belirli rnekten izole edilmesi beklenen viruslara duyarl hiicre
kiilkiirii kombinasyonlar rutin olarak kullamlmalidir. Bu agamada
laboratuvar ve klinikgi arasinda igbirligi cok 8remlidir; iinki be-
lirli bir drnekien siklikla elde edilenlerin digtnda ek bir virusdan
slipheleniliyorsa bilinmesi ve gerekiyorsa o virusa en duyarly hilc-
re kiiltiiriiniin de inokiilasyonda kullamlmas: gerekmektedir, Tab-
lo 5'te Klasik hiicre killtlirlinde solunum sistemi infeksiyonu etke-
ni viruslan dretmekte kullanilan hitcre kiltitrleri gosterilmistir.,
Omekler hiicrelere ekildiginde, kiiltiiriin aktif olarak buy:ime saf-
hasinda, tam tabaka halinde ve kontaminasyondan ari olmasi ge-
reklidir. Solunum sistemni infeksiyonu etkeni viruslar hilcre kiiltii-
riine ekildikten sonra 7-28 giin slire ile izlenirler. Bu siire iginde
sitopatik etki varhif1 agisindan gézlenirler, Sitopatik etki virus ile

/ Tablo 5. Solunum Yolu infeksiyonu Etkeni \
Viruslann Klasik Hiicre Kiltiiriinde Uretiimesinde

Kullaniian Hiicreler
Adenovius RSV Influenza Parainfluenza

PMK + + + +

HEK +

Hep-2 + + +

A549 + + +- +-

Vero +

MRC-5 +

HFF +

Hela + + j

infekte hiicrede olugan morfolojik degisikliktir, Sitopatik etki
kullamlan hilcre kiiltiirtine ve virusa géire farkhhik gsterir, Dene-
yimli bir goz sitopatik etkiye dayanaruk virusu lahmin edebilir.
Aynca replikasyonlan strasinda bazi viruslar Srnefin influenza
ve parainfluenza viruslan, konak hiicre plazma membranimda he-
magliitinin olugtururlar. Bu hemagliitininler eritrosit bagladikdan
igin virus ile infekte hiicreler tammlanabilirler. Hemadsorbsiyon
yénlemleri uygun, ucuz ve hizli yontemlerdir. 4°C ve 22°C dere-
cedeki hemadsorbsiyon kryaslanarak virus ayinm yapmak da
olasidtr. influenza viruslan 4°C ve 22°C derccede egit hemad-
sorbsiyon yaptif1 halde, parainfluenza infeksiyonlarinda eritrosit-
ler kidltiir 22°C'ye 1sitildiainda infekte hitcrelerden ayriular, He-
madsorbsiyon kobay ve insan 0 grubu eritrositleri kullanilarak ya-
pilabilir. Genellikle fosfat tamponlu sndaki % 0.5'lik kobay erit-
rositleri tercih edilir. Baz1 laboratuvarlar hemagltitinasyonu tercih
ctmektedir. Bu amagla hilcre kifltiirii ssivisim kullanmaktadirlar, O
halde hilcre killtiirii izlenirken ptzlenen sitopatik etki ve belirli
aralarla uygulanan hemadsorbsiyon ya da hemaglittinasyon de-
neylerine dayanarak belirli bir virusun iiremekte olduundan siip-
he edilebilir; ancak kesin tam pozitif hilcrelerin peroksidaz ya da
fluoresan ile igaretli tzgil antikorlar ile boyunarak mikroskop al-
tinda gBsterilmesi ile koyulur,

Ornek alim: Omegin uygun bilgeden ve zamaninda ahnmas:
gereklidir. Cofu solunum sistemi infeksiyonu etkeni virus kisa
stirede atithir. Buna bagh clarak hastalifin erken diéneminde dzel-
likle ilk g giin iginde Grnek gtinderilmelidir. Bakteri ve mantar
infeksiyonlanindakinin tersine viral alt solunum yolu infeksiyon-
lariman tamsinda alt solunum yolu 8rmekierine gereksinim yoklur.
En uygun 8mek nazofarinksten sonda kullanarak aspirasyon ile
alinmig drnekiir, Eger bagka nedenler ile alinmigsa bronkoalveoler
lavaj stvis1 da kullamlabilir. Kigide bafiiklik yetersizligi stz ko-
nusu ise bronkoalveoler lavaj sivisina gereksinim vardir. Omek
tizel transpori besiyerlerinde ve buz itzerinde miimkiin oldugunca
f;abuk laboratuvara gtnderilmelidir. Ozellikle RSV izolasyonu
icin dondurup bekletmeden &megin hemen ekilmesi gerekmekte-
dir. Hemen eckilemiyorsa 24 saat 2-8°C'de bekletilebilir. Daha
uzun siire bekletmek i¢in -70°C'de dondurulmasi, tekrarlayan don-
durma gtizme iglemlerinden kagimlmas: gerekmektedir (10,12),

Hitcre kiiltitrii genellikle yavag ofmasindan dolay kritik edilir,
Virusu saptama siiresi, genellikle izole edilen virusa gbre depigir.
Influenza virusunun genellikle bey, RSV'nin ve paminfluenzanin
yedi ve adenovirusun 9 giinde izole edildigi bildirilmektedir (%).

Santrifiij Kiiltiir (Shell-Vial) Yintemi

Viroloji alamnda 19801i yillann en heyecan verici uygulamasi
santrifiij kiiltiir yntemidir. Virolojide bu yéntem ilk kez sitomega-
lavirus'un tiretilmesinde kullamlmigur. Bu y8ntemde kiiltiir ve an-
tifen tayin yontemleri birlegtirilmektecir. Omek hijcre kiiltiirii iize-
rine santrifilj edilir, boylece hiicrelerin infeksiyonu kolaylagtinlmis
olur. 1-3 giln sonra sitopatik etki olusumunu heklemeden infekte
hilerelerdeki viral antijenler igaretli 6zgill monoklonal antikorlar
ile boyanir. Fluoresan ile isaretli monoklonal kullanddi ise 6zel
fluoresans mikroskobunda, peroksidaz ile igaretli monoklonal kul-
lamldh ise 151k mikroskobunda incelenerek infekie hiicreler sapta-
nir (9). Genel olarak santrifiij killtiir yonteminin duyarlilifh % 70-
100 olarak bildirilmektedir. Klasik hiicre killtilrting gore daha az
duyarl olugu dezavantaji ve hizi tercih edilme nedenidir, Duyarli-
i gesitli faktdrlere baglidir: Kullamlan hiicrenin gesidi, yagt, kul-
famlan gise sayisi, santrifilj hizt, boyamada kullamlan monoklo-
nallerin se¢imi (13). Santrifiij kiiltiir yontemi ile kullanilabilecek
hiicreler Tablo 6'da bildirilmigtir. Genellikle tercih edilen Klasik ve
santrifilj kiiltitr yntemini birlikte kuHanmakdir (10).

Antijen Taymni

1980111 yullarda diyagnostik virolojideki bir dnemli diger gelis-
me, klinik drmeklerden viral antijenlerin tayininin yaygin olarak
kullamma girmesidir. Bu amagla hem fluoresan antikor (FA) hem
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/ Tabla 6. Solunum Yolu infeksiyonu Etkeni \
Viruslarin Santrifd] Kiiltiir Yéntemi He Uretilmesinde

Kullaniian Hiicreler
Adenovirus RSV Inlfluenza  Parainfluenza
PMK + + + o
Hep-2 * + :
\?n?g-s ; . . 7 /

de enzim immiinoessey {EIA) kullamlmaktadir. Monoklonal anti-
korlann kullamima girmesi ile bo y6ntemlerin 8zgillilk ve duyar-
lihiklar da artrmighir. Antijen tayini solunum yelu infeksiyonu et-
kenlerini saptamada RSV icin en tercih edilen ybntemdir. RSV
dis sartlara ok duyarl bir virus oldufundan, infektivitesini gok
kolay kaybedebilmesi, diger solunum yolu infeksiyonu etkeni vi-
ruslarn tayininde ilk tercih olan hilcre kfiltiirliniin, bu virusun ta-
msinda ikinei tercih olmasina yol agmaktadir. Aynica hastalifin
ileri safhasmda olugabilen antikor-virus kompleksi yine hiicre
kiiltitril ile izolasyenu giiglestirebildiginden, bu dénemde de anti-
jen tayini avantajli olabilmektedir (9). Kullanilan trnek tercihan
nazofarinksten aspirasyonla alinan sekresyondur, Ornegin infeksi-
yonun erken dineminde en geg yedinci glinde kadar alinmasi ge-
reklidir. Laboratuvara buz ilzerinde ulagtrimalidir, Omegin kali-
tesi de bu ytntemin duyarhhgh agisindan gok nemlidir. Iginde
mutlaka yeterli miktarda infekte hilere igermesi gereklidir. FA
ytnteminin bir avantaji ahnan drnegin yeterince hilcre igerip iger-
mediginin saptanmasina olanak saglamasidir. Ornek lama fikse
edildiginde her kuyucukta en az 25 siliali epitel bulunmahdir, Bu
ozellifi tagimayan dmegin FA sonucu "yetersiz hilcre goriilmily-
tiir" olarak bildirilerek tekrar Srnek istenir. FA® yonteminin bu
avantajma ragmen sonuglann deferlendiriminin siibjektif olugu
dezavantajlar arasmdadir, Bu dezavantaj, sonuglar deneyimli ki-
siler tarafindan degerlendirilerek giderilebilir. Gerek EIA gerekse
FA ybnteminde &zgiil monoklonallerin segimi duyarhhg etkile-
yen en tnemli fakttrdiir (3,13). :

Niikleik Asidin Gosterilmesi

Solunum yolu infeksiyonu etkeni viruslan saptamada bugiin igin
kullamlan gerek hilcre kifltiirii gerekse antijen tayini kolaylikla uy-
gulabildiginden ve yeterli duyarlik ve dzgiillitkte oldukianndan,
nilkleik asidin gsterilmesine rutin tantda acilen gereksinim yoktur.
Ancak aragtrma amagh cegitli galigmalarda solunum sistemi infek-
siyonu viral etkenlerin saptanmasinda polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR-Polymerase chain reaction) kullanilmakta ve diger ydntem-

lerle karsiughnlmaktadir, Ancak kisa dinemde PCR rulin tamda
diger yontemleri yerini alacak gibi goriilmemektedir (14,15).
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