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(esitli Viral Etkenlerin Nazofarinks Aspirasyon Sivisinda
Indirekt Immiinofluoresans Yontemi ile Saptanmasi
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Sibel Agkin?

Ozei: Nazofarinksien aspirasyonla aliman 176 numunenin indirek! inonilnoflaoresans yéintemi ile incelenmesi sonwcy
20'sinde (% 11} respiratory syncytial virus, ikisinde (% 1) influenza A virusu, hirinde (% 0.6) adenovirus saptansugtr, Influ-

enza B ve parainfluenza 1,23 virnslar bulunmanigtir,
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Summary: Detection of viral agents in nasopharyngeal aspirates by imwunofiuoresconce. In 176 nasopharyngeal aspira-
tes, respiratory syncytial virus was detected in 20 {11%), influenza A virus in two {195) and adenovirus in one (0.6%) of the
maderial by indirect immunofluorescence. Influenza B and parainfluenza 1,23 viruses were not detected,
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Giris

Bebek ve cocuk §lim oranlanmn gok yiksek oldugu ge-
lismekte olan filkelerde akut solunum yelu infeksivonlan ve
ishal, morbidite ve mortlilenin ana nedenleridir. 5 yagin al-
undaki gocuklarda her yil géritlen 15 milyon Sliimiln % 23-
30’ akut sofunum yolu infeksiyonlarma baglidir, Hastanede
ledavi altng aliman pndmoni olgularmm % 80'inde Strepto-
coccus pneumoniae ve Haemophilus influenzae'nin etken ol-
dugu saptanmstir. Cocuklarda akut alt solunum yolu infeksi-
yonlarimin geriye kalan kisminm cofu ise viral kaynaklicdir.
Bu tir infeksiyonlara en sik yol agan viruslar respiratery
syncytial virus (RSV), parainfluenzavirus tip 1,2,3, influen-
za A ve B viruslan ve adenoviruslardir.

Solunum yolu infeksiyonu yapan viruslardan @zellikle
RSV'nin 2 yas alt gocuklarda pndmoni ve brongiyolitlerde
en s1k karsilagilan etken oldufu bildirilmekte ve her yil be-
beklerde ve &rellikle akcier ve kalp hastalifi olan gocuk-
lurda Gnemli mortalite ve morbidite nedeni oldugu bilinmek-
tedir. RSV infeksiyonlanmn ribavirin ile; influenza A virus
infeksiyonlarinin amandatin ve rimandatin ile tedavisi mitm-
kiin olmukladir., Etken virusun saplanarak mimkiinse uygun
spesifik antiviral tedavinin zemaninda baslanabilmesi, ge-
reksiz antibiyotik kullamiminin engellenebilmesi ve bu vi-
ruslann neden olabilecekleri hastane infeksiyonlarmin énle-
nebilmesi igin alt solunum yolu infeksiyonlannda etken ola-
bilecek viruslarin hizhi tams1 nem kazanmaktadie (1-6).

Bu calismada, 176 nazofarinks aspirasyon sivisinda
RSV, parainfluenzavirus tip 1,2,3, influcnza A ve B virusian
ve adenovirus indirckt immiinofluoresans {IF) y6ntemi ile in-
cclenmistir.

Yéntemler

Nazofarinksten aliman 176 6mek incelenmigtir. Nazofa-
rinks aspirasyon sivilary, nazogasirik sonda kullamlarak kli-
nikei hekim tarahindun almmsur. Sonda 6n burun deliklerin.

(1) Istenbul Tip Fakiihiesi, Mikrobiyoloji Anabilim, Viroloji ve Te-
mel Immiinoloji Bilim Dali, Capa-Istanbul

(2) Istanbul Tip Fakiihtesi, Cocuk Saflifii ve Hastaliklan Anabilim
Dali, Capa-Istanbul

den nazofarinkse sokulmus, ucuna ifnesi cikanlmig 10
ml'lik cnjektér takilip emilim uygulanarak sckresyon clde
edilmigtir. Omek hemen laboratuvara ulastimimistr. Omek-
teki hiicreleri mukustan anndirmak igin pH 7.2-7.8 olan fos-
[at tamponlu su ile yikanmisur, Bu amagla dnce 6rmege 5 ml
fosfat tamponlu su eklenerck yikama islemi ii¢ kez tekrarlan-
mustir. Son santrifllj igleminden sonra ist siv1 dékiilersk ¢B-
kelekten kuyucuklu lamlarm kuyuocuklarina 20 pl koyulmus-
iur, Numune kurndukian sonra lam asctonda 10 dakika [ikse
cdilmistir. Bu sekilde hamrlanan lama indirekt IF yontemi
uygulanimugtir. RSV, influenza A ve B viruslan, parainfluen-
zavirus Lip 1,2,3 ve adenovirus'u sapltamak icin Diagnostics
Pasteur monoklonal antikor kitleri kullamlmigur. Onee her
bir virusu saptayabilmek igin ayn kuyucuklardaki numuneye
birer damla spesifik antikor koyulmustur. 37°C'de nemli or-
tamda yanm saat inkiibe edilerek losfat tamponiu su ile y1-
kanmighr. Tekrar kuyucuklara [loreseyn izoliyosiyanat ile
isaretli ilk antikora karsi antikor, yani konjuge koyularak
yine inkiibe edilmistir. Yikama igleminin ardirdan preparat-
lar kurutulduktan sonra tamponlu gliserol koyulup kuyucukla-
nn iizerine lamel kapaulmistir. Bu sekilde boyanan numune-
ler fluoresan mikroskopla (Olympus BH2-RFL) 4001k bii-
yiitmede incelenmistir.

Sonuclar

Incelenen 176 nazolarinks aspirasyon sivismin 23'inde
(%2 13) indirckt IF ile virus saptunmstir. 23 6rnekten
20'sinde saptanan RSY (% 11), ikisinde influenza A virosu
(% 1) vc birinde adenovirustur (% 0.6) {(Tablo 1).

irdeleme

Hastadan alman drnekie direkt olarzk virus partikilleri-
nin, antijenlcrinin ys da niikleik asitlerinin saptanmasi, vi-
ral hastalilclarnin hizh lamsmda kullamlmaktadir, Virus parii-
kiillerinin tayini clektron mikroskobu ile, niikleik asitlerin
tayini ise hibridizasyon ydntemleri ile olmakiadir. Antijen
tayini igin ise spesifik monoklonal antikorlann kullamldif
immitnolojik y@ntemler uygulanmakiadir. IF ydniemi, kau-
faz immiinoesseyler (enzyme immunoassay "EIA" ve radioim-
munoassay "RIA") ve lateks aglitinasyonu bu immiinelejik
yontemlerdendir (7).
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Tablo 1. 176 Ornegin Indirekt IF
Yontemi Ife Incelenmesi Sonuclar
Pozitiflik
Incelenen Gmek Saptanan
Antijeni Aranan Virus Sayis: Ornek Suyis1
(%)
RSV 176 20 (% 11)
Influenza A virusu 176 2(% 1)
Infuenza B virusu 176 -
Adenovirus 176 1 (% 0.6)
Parainfiuenzavirus 1,2,3 . 176 -
Toplam 176 23 (% 13)
. vy

Viral infeksiyonlarm tamsinda hiicre kiiltiirit genclde en
duyarl: yéntemdir. Cok az sayidaki virusun goftlulip sap-
tarmasin salar. Oysa RSV igin bu gegerli defildir. Virus
g ortam gartlarnn gok duyarhdie. Bu nedenle uygun gartlar-
da transportu sajilansa da, IF ydntemi ile dirckt virusun sap-
tanmasim, hilere kiiltlirinden daha duyarh oldufu cesidi ¢a-
Iigmalarda gosterilmistir (8,9).

Bu nedenle IF yénteminin en yaygm kullamm alanlarm-
dan biri, RSV'nin énemli etken oldufu solunum yolu inleksi-
yonlarmn hizli tamsidir (7). Bu caligmada narofarinks aspi-
rasyon sivilarmda IF yiintemi ile d8rt virus araghmlmsur
Cesidi culismalarde solunum yolu infeksiyonlannda etken
viruslarm IF ile incclenmesinde en uygun dregin nazofla-
rinks aspirasyon sivis1 olduju gésterilmigtir (8,10). IF yén-
teminde dmekie infekie hitcrelerin bulunmas: gereklidir. Oy-
sa kan-faz immitnocesseylerde ekskrete cdilen antijenler de tu-
yin cdilebilmektedir (7). IF ydnteminin bir iistinlagi, mik-
roskopla inceleme sirasinda 8rneffiin uygun olarak alinip
almmadifinin saptanabilmesidir. Yeterince epitel hilcresi
icermeyen 6roefin uygun olmadign kabul edilmekiedir (11).

IF ile, almacak 8megin uygun zamanda alinmas: ve labo-
ratuvara ulasurilmasi deneyin duyarhlif agisindan nem ta-
simaktadir. Omek, infeksiyonun akut déneminde alimmalidur.
Alnan dmek hemen laboratuvera ulasamayacaksa, buz iize-
rinde Iaboratuvara génderilmelidir; ¢linkdl 8megin uzun siire
oda tsisinda veya asim sicnkia Kalmns: TF yoniemi ile sapta-
nan virus antijenlerine zarur verccek, deneyin duyarhilifim:
azuliacaktir (7).

Bu gabsmada indirekt IF yontemi kultandmgtir (Sekil
1). Siklikla kullamiabilen diger ydntem direkt 1F y6nicmi-
dir. Dirckt yéniemde antijeme karmi [oreseyn ile isarelli
konjuge numune iizerine koyularak inkiibe edilir ve yikama
islemini takiben incelenir. Direkl ydntemin fistinliifli tek
ngamuli olup daba az zaman ahgidir. Aynea daha zgiildiir.
Indirekt yontem ise deha duyarhidir, Monoklonal antikerlunn
kullanunr du gapraz reaksiyonlan dnleyerck yalanc: pouitif-
likleri en aza indirmistir {11). Bu galismada kullamlan kitler
de moneklonal antikor igermekledir.

Akul selunum yolu infeksiyonlar: bebeklik ve gocuklukia
en sik kargilagilan hastalikur (12). Qocukluk gofinda en sk
viral pnomoni etkenleri RSV, parainfluenzavirus tip 1,2,3
ve influenza A virusudur. Erigkinlerde ise en sik viral ciken-
ler influenza A,B viruslan ve adenoviruslardir (13). Brongi-
yolit etkenlerine gelince en sik kargilagiun etkenlerin RSV
ve ikinci sirada parginfluenza viruslermm oldufu bildiril-
mektedir (14). Parainfluenza viruslar: krupta en sik tanumia-

Sokil L. IF yiintemi

a- Direkt 1I°: 1. floreseyn izotiyosiyonat ile isarctli antikor
b- Indirekt IF: 2. spesifik antikor

3. Spesifik antikora karg fforeseyn izotiyosiyonat ile tgaretli
antikor

nan etkenlerdir (16).

Bu cahismada 176 numuneden 23 (% 13.1)idnde pozitif
sonuc elde cdilmigtir. Grover ve arkadaslan (8) yapuiklan ga-
hsmada 769 materyell virus yoniinden incelemisler, 197 (%
25.6)'sinde poritif sonug clde etmiglerdir. Bunlarm 157'sinde
RSV, 12'sinde parainfluenza virusu, 7'sinde adenovirus sapta-
miglardir. 6190 numunenin solunum yeolu virusluri ydniinden
incelendifii bir bagka calismada 1388 numunede % 22 ora-
ninda pozitiflik saptanmisur. 826 numunede RSY, 91 numu-
nede influenza A, 13 numunede influcnza B virusu, 80 numu-
nede parainfluenza 3 virusu, 224 numuncde adenovirus sap-
tanmigur (7).

Bu ¢alismada da en sik saptanan viral ctken RSV olmug-
wr (Sckil 2). RSV tiim diinyada yaygm olarak bulunmakiadir.
Genelde kig ve ilkbahar aylwnnda salginlar yapmaktadir. Co-
cuklarin ilkokul gafina gelmeden bu virusla infckie olduklan
bildirilmeltedir. Ancuk infeksiyon sonucu tam bagisklik
gelismemekte ve reinfeksiyon gorilebilmekledir. lleri yas-
larda reinfeksiyorlar genelde fist solunum yolu infeksiyonu
scklinde gecirilmektedir (3).

Kocabeyoglu ve arkadaglan (15) yaptiklan ¢alismada in-
direkt fucresan antikor teknipi ile 8-20 yas grubunda RSY
IpG cinsi antikorlar aragtimmglardr. lnceledikleri 175 seru-
mun 149'unda (% B85.1) spesiflik 1gG cinsi antikorlan sapta-
maslardir. Bu epidemiyolojik ¢aligma RSV inleksiyonun tlm
diinyada oldufiu gibi yurdumuzda da yaygm oldugunu desickle-
mekledir. Bizim yapufimz ¢ahiymada da RSV'nin cn sik
saplanan viral ctken oldufu goriilmistir.

RSV infeksiyonlarmm ribavirin ile; ‘influenza A virusu
inleksiyonlarmm omantadin ve rimantadin gibi antiviral
ilaglar ile tedavileri mimkiinddr. Bu nedenle gereksiz antibi-
youik kullammum 6nlemck ve spesilik antiviral tedaviye cn
kisa zamanda baslayabilmek amaci ile dzellikle gocuklarda
alt solunum yolu inleksiyontarinda, Gneclikle RSV ve difer
viruslarin izl tums icin nazolarinks aspirasyon sivisimm
IF ilo incelenmesi uygundur,
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