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1. GIRIS

Rotavirlis, Reoviridea ailesi icerisinde yer alan 11 segmentli bir RNA
virisudir. Dlnyada 0-5 yas arasindaki gocuklarda en sik karsilasilan, mortalite ve
morbidite oran1 en yiiksek olan viral gastroenterit etkenidir (1-3). Enfeksiyonlarin
¢ogu toplum kokenlidir, ancak rotavirlis Ozellikle 6 ayliktan kiigiik bebeklerde
nazokomiyal ishalin baslica nedenidir (4). Tim ¢ocuklar ilk birka¢ yil iginde enfekte
olurlar, bu enfeksiyonlar genellikle semptomatiktir ve tekrarlayan enfeksiyonlarin
klinigi daha hafiftir (5). Rotaviriis enfeksiyonlar1 yetiskinlerde genellikle yavas
seyirlidir, ancak bagisiklik sistemi baskilanmis (organ transplantasyonu, AIDS vs.)
kisilerde klinik siddetli olabilir (6-8). Rotaviriis enfeksiyonu, 2016 yilinda diinya
genelinde 0-5 yas arasindaki ¢ocuklarda, 104.733’{i Sahra alti Afrika'da goriilen,
tahminen 128.500 6lime ve 258 milyondan fazla ishal atagina neden olmustur (9).
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) rotaviriis enfeksiyonundan korunmak igin canli, oral iki
rotavirlis asisin1 onermektedir: Rotarix® ve RotaTeq® (10). Asilama programinin
Avrupa'da uygulanmasindan 6nce 5 yasindan kii¢iik gocuklarda 3.6 milyon rotaviriise
bagl ishal ataginin meydana geldigi ve >87.000 hastaneye yatis, yaklasik 700.000
ayaktan tedavi ve 231 olim gergeklestigi raporlanmistir. Rotaviriis as1 programi
uygulanan dlkelerde, 0-1 yas bebeklerde rotaviris gastroenteriti nedeniyle hastaneye

yatiglarda % 70-90'lik bir diisiis goriilmustiir (11).

Tiirkiye'de, akut gastroenterit ciddi bir halk saglig1 problemidir ve yilda 5
yasin altindaki >352.000 ¢ocugu etkilemektedir (10, 12). Ulkemizde, TC. Saglik

Bakanligit Halk Saghigi Genel Miidiirliigi baskanliginda yiiriitiilen iki siirveyans



programi1 sonrasi, akut gastroenteriti olan 0-5 yas arasi ¢cocuklarda, 2012-2014 yillart
arasinda %78.2, 2014-2016 yillar1 arasinda %85.3 rotaviriis pozitif bulunmustur (13,

14).

Rotavirus genotiplerinden G1, G2, G3, G4 ve G9 dlnya genelinde en yaygin
gorilen tiplerdir (15). VirGsun segmentli genomik yapisindan dolay1 yeni genotipler
olusabilmekte ve bu genotiplerin dagilim1 cografi bolgelere gore farklilik
gosterebilmektedir. Dlinyada yeni 6nem kazanan, G12 ilk kez Filipinler'de 1990
yilinda insanda tanimlanmigtir ve 2002'den itibaren birgok ¢alismada bildirilmistir
(16-19). Insanda ilk kez G10, Birlesik Krallik'ta 1992 yilinda gériilmiis olup
oncesinde ¢ogunlukla hayvanlarda saptanmistir. Son zamanlarda insanlarda da G10

genotipi ¢esitli calismalarda gosterilmistir (20-24).

Ticari olarak mevcut antijen saptama testleri; immunokromatografik hizli tani
testleri rutin olarak ve enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA) gerek duyuldugunda
kullanilmaktadir (6). Digk1 drneklerinden G ve P tipleri nested reverse transkriptaz

polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemiyle tespit edilebilmektedir (25, 26).

Bu tezin amaci; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na ishal etiyolojisi arastirilmast i¢in digki oOrnekleri gdnderilen
hastalarda, rotaviris enfeksiyonu sikligini belirlemek, bdlgemizde yaygin olan
rotavirus genotiplerini saptamak ve 0&zellikle son zamanlarda dinya genelinde

goriilmeye baslayan G10 ve G12 genotiplerini aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Rotavirls ilk olarak 1963 yilinda farelerde ishal etkeni olarak tanimlanmuistir.
Insanlardaki akut gastroenteritte etken olarak kabul edilmesi 1973 yilinda Bishop ve
ark. tarafindan, Avustralya'nin Melbourne sehrindeki Royal Cocuk Hastanesi'ne akut
gastroenterit sikayeti ile basvuran alti ¢ocugun duodenal mukoza biyopsisinin
elektron mikroskobu ile tanimlanmasi ile olmustur. Flewett ve ark. 1974'te, “tekerlek
benzeri” gorliniimiine gore “rotavirlis” adimi gelistirmislerdir (rota=tekerlek) (27).
Ismin resmen taninmas ise Uluslararas1 Viriislerin Taksonomisi Komitesi tarafindan
dort yil sonra olmustur (28). Resmi olarak rotaviriis adin1 almadan 6nce, "orbivirus

benzeri”, "reovirlis benzeri" ve "duo-viriis" olarak adlandirilmistir (29). Rotavir(s

partikullerinin elektron mikroskobu ile goriinimii Sekil 1°de gosterilmistir (12).

Bu calismalara yakin zamanlarda, ¢ok sayida 6rnegi incelerken maliyet ve
verimsizlik nedeniyle elektron mikroskobunun vyerini alacak bircok teknik
arastirilmistir. Bu yontemler arasinda immiin elektron mikroskobu ve floresan viris
presipitasyon testi (Peterson 1976), counter imminoelektroforez (Middleton 1976;
Tufvesson ve Johnsson, 1976; Birch 1977), indirekt immunofloresan (Bryden 1976),
serbest viral immunofloresan (Yolken 1977), reovirus benzeri RNA’nin elektroforez
paterninde gorilmesi (Espejo 1977), radyoimmunoassay (Kalica 1977), kompleman
fiksasyonu (Zissis 1978) ve enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA) (Yolken 1977)

(30, 31) bulunmaktadir. Lateks aglltinasyon testleri 1980’lerde, ardindan



immiinokromatografik testler ve sonrasinda viral genomun saptandigi yontemler

gelistirilmistir (31).

Sekil 1. Rotavirus partikillerinin transmisyon elektron mikroskobu ile gérinumu (12)

2.2. Viriisiin Yapisi

Rotavirls, ikozahedral kapside sahip, 60-80 nm ¢apinda, Reoviridae ailesinin
15 tyesinden biri olan, 11 segmentli, ¢ift zincirli, zarfsiz bir RNA virusidur (32-34).

Rotaviriisiin taksonomik siniflandirmasi Sekil 2°de gosterilmistir (35).



Aile: Reoviridae

(I - 3

Alt-aile Alt-aile
Spinareovirinae Sedoreovirinae

Cins Cins
Orthoreovirus Rotavirus
Aquareovirus Orbivirus
Coltivirus Seadornavirus
Oryzavirus Cardoreovirus
Fijivirus Mimoreovirus
Mycoreovirus Phytoreovirus
Cypovirus

Idnoreovirus
Dinovernavirus

Sekil 2. Rotaviriisiin taksonomik siniflandirilmasi (35)

Rotavirtisler, 6 yapisal proteinin (VP1-VP4, VP6, VP7) ve 6 yapisal olmayan
proteinin (NSP1-NSP6) kodlandigi segmentli bir genoma sahiptir. NSP5 ve NSP6’1
kodlayan 11. segment harig, tim RNA segmentleri mono-sistroniktir. Diger rotaviriis
NSP'lerinden farkli olarak NSP6, Grup C Rotavirlsler tarafindan kodlanmaz (Sekil
2) (36). NSP6 proteini, segment 11'deki +1 alternatif a¢ik okuma gergevesi (open
reading frames=ORF) tarafindan sentezlenir (37). Rotavirlisin segmentli genomu ve

yapisal proteinlerinin yerlesimi Sekil 3’te gosterilmistir (36).

Enfeksiy0z rotavirls, triple-layered particle (TLP) olarak adlandirilan tig
protein tabakadan olusmaktadir (32). Viral genom, VP1 ve VP3 bir i¢ protein

tabakas: (VP2) ile birlikte kor kismini olusturur. Bu yap1 VP6 ile g¢evrelenerek




double-layered particle (DLP)’1 olusturur. DLP, dis kisimda bulunan VP7 ve VP4

proteini (spike proteini) ile bir araya gelerek TLP’yi olusturur (36).

RNA Protein
Segment
‘--b —-—G~vp1
29— o VP2
I t==3I"VW3
4 ~ VP4

§—> e — NP1

§—> = +—VPs

7 _~NSP2
B % s 4 NSPJ
’ o |
vP7
a 10— I o— NP4
11— = «—NSP56

Sekil 3. (a) Rotavirisin 11 segmentinin sds-page’de (sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforez) goriiniimii (b,c) rotaviriisiin yapisal proteinlerinin
yerlesimi (36)

2.2.1. Yapisal Proteinler

Yapisal proteinler rotavirusiin ti¢ tabakali kapsidini olusturur. Molekdler
agirliklarina gore adlandirilmaktadirlar. Protein VP1 (125 kDa) en blyik ve VP8 (28
kDa) en kiiciik yapisal proteindir (38). Yapisal proteinlerin kodlandigi segment,

bulundugu yer ve gorevleri Tablo 1°de 6zetlenmistir (39).

RNA bagimli RNA polimeraz aktivitesi olan VP1 proteini segment 1
tarafindan kodlanir. Bu protein transkriptaz ve replikaz fonksiyonlarma sahiptir (38,
40). Protein VP3'in VPI ile etkilesimi, polimerazin transkriptaz olarak goérev

yapmasina neden olur. Ayrica bazi ¢alismalarda replikaz aktivitesi icin VP2 proteini



gerektigi, transkriptaz aktivitesinin hem VP2 hem de VP6 proteinlerine bagli oldugu

gosterilmistir (28, 41).

Segment 2 tarafindan kodlanan 60 dimer yapisindaki 120 adet VP2 (102 kDa)
proteini, T=1 simetride ve ikozahedron yapidaki koru olusturur (39, 42). Protein VVP1,

VP3’ten olusan yapilar ve genom VP2'nin altinda bulunur. (42).

Segment 3 tarafindan kodlanan VP3 (98 kDa) proteininin capping
aktivitelerine ek olarak riboniikleaz1 aktive eden sinyal molekiilleri olan 2',5'-
oligoadenilatlar1 kopardigi gosterilmistir. Protein VP3 6nce ssRNA’ya (single-
stranded RNA-=tek iplik¢ikli RNA), sonra GMP'ye baglanir ve guaniltransferaz (GT)
aktivitesi ile GMP’yi pirofosfata ve/veya GDP'ye doniistiiriir. S-adenosil-L-metionin
(SAM) varliginda metillenmis uclar Uretilebilir; boylece VP3, SAM'a bagh

metiltransferaz (MT) aktivitesini gergeklestirir (43).

Virlsun hicreye tutunmasini, penetrasyonunu ve hemaglutinasyonunu
saglayan VP4 (87 kDa) proteini segment 4 tarafindan kodlanir. Ayn1 zamanda VP4,
notralizasyonu saglayarak virulansta da rol alir (28, 38). Virlsiin konaga girisi ve
enfektivitesi, trimerik VP4'lin bagirsakta bulunan tripsin enzimi tarafindan proteolitik
olarak bolinmesi sonucunda olusan VPS5 ve VP8 proteinleri ile saglanir. Protein VP8
hlicreye tutunmaya aracilik eder, VPS5 hiicre zarina penetrasyonu kolaylastirir (44).

Kapisidin orta tabakasinda bulunan ve segment 6 tarafindan kodlanan VP6
(44 kDa) proteini, virlisiin siniflandirilmasini, hiicre i¢i noétralizasyonu saglar ve

transkripsiyon igin gereklidir (32).



Trimerik bir kalsiyum baglayici yiizey glikoproteini olan VP7 (34 kDa)
proteini segment 9 tarafindan kodlanir (38, 45). VP7, VP4 trimerini yerinde tutar ve
Ca*? azalmasi, iki proteinin DLP'den ayriimasma neden olur (44). Bu proteinler

notralizan antikorlar1 uyararak koruyucu bagisiklik saglamaktadirlar (46).

2.2.2. Yapisal olmayan proteinler (Non-structural protein=NSP)

Rotavirus replikasyonu sirasinda NSP2, NSP3, NSP4 ve NSP5 proteinlerinin
rolleri nispeten iyi karakterize edilmis olmasina ragmen, NSP1 ve NSP6'nin rolleri
daha az aciklanabilmistir (36). Yapisal olmayan proteinler, IRF-3 (interferon
regulatory factor-3) ile etkilesime giren bir RNA baglayici protein olan NSP1 disinda
virls replikasyonu igin gereklidir (47). Yapisal olmayan proteinler, enfekte olmus
hucrelerden sentezlenir. Viral replikasyonun bazi asamalarinda direkt gorev alirlar
veya konaktaki proteinlerle etkilesime girerek patogenezi, enfeksiyona Kkarsi
bagisiklik yanitin1 etkilerler (3). Yapisal olmayan proteinlerin kodlandigi segment,

bulundugu yer ve gorevleri Tablo 1’de 6zetlenmistir (39).

Segment 5 tarafindan kodlanan E3 ubikuitin ligaz olarak kabul edilen NSP1'in
(57 kDa), dogustan gelen konak antiviral yanitin karsilanmasini, enfeksiyonun erken
evrelerinde apopitozisin indiiklenmesinin bastirilmasint ve viral biiylimeyi tesvik

ettigi, interferon (IFN) cevabini inhibe ettigi gosterilmistir (36, 43).

Heliks ¢Ozulmesi gibi genom replikasyonu sirasinda kritik islevleri yerine

getiren, ssSRNA baglama o6zelligi olan ve nikleosit trifosfataz (NTPaz), nukleosit



difosfat (NDP) kinaz aktivitesi sergileyen NSP2 (35 kDa), segment 8 tarafindan
kodlanan bir proteindir (48). Protein NSP2, RNA’ya baglanmada birlikte rol aldig:
NSP5 proteini ile birlikte viroplazma olusumunda 6nemlidir ayrica VP1 ve VP2 ile
etkilesimleri sonucu RNA replikasyonunda ve paketlenmesinde de rol oynamaktadir

(49).

Nonstrukturel protein 3 (36 kDa) segment 7 tarafindan kodlanmaktadir (50).
Viral mMRNA’nin 3’ ucuna ve elF4G (translation initiation factor 4G)’ye baglanarak,
hiicresel poliadenilatlanmis mRNA'lar ile hiicresel poliA baglayict protein (PABP)
gibi rotaviriis benzeri raportér mRNA'larin translasyonunu arttirdigi gosterilmistir
(51). Proetin NSP3 ekspresyonunun siRNA (small interfering RNA) tarafindan
inhibisyonu, konak hiicresindeki mRNA translasyonu iizerindeki etkisini baskilar

ancak viral RNA translasyonu bozulmaz (32).

Ilk viral enterotoksin olarak tanimlanan NSP4 (20 kDa) 10. Segmentten
kodlanmaktadir (28, 52). Protein NSP4, konak hicrenin endoplazmik retikulumu
(ER), sitoplazmik membran: ve ER-Golgi ara bélmesi farkli boliimlerinde lokalize
olabilen bir transmembran glikoproteinidir (52). Memeli hicrelerinde ER’den
sitoplazmaya kalsiyum (Ca*?) gecisini saglayan bir viroporin gorevi gorerek sitozolik
Ca*?u artirir, boylece fosfolipaz C'yi igeren bir sinyal iletim yolagmi tetikler ve bu
ishale neden olan klor (CI") iyon sekresyonu ile sonuglanir (52, 53). Protein NSP4,
VPG icin bir hiicre ici reseptor gorevi gorerek, DLP'lerin endoplazmik retikulum igine
tomurcuklanmas1 sirasinda, gecici viral membranin ve viral partikiiliin

olgunlagmasinin elde edilmesi igin kritik bir goérev saglar. Protein NSP4'Un



enterotoksin benzeri aktivitesini saglayan bolgedeki degisiklikler, rotaviriisiin

toksijenik aktivitesi ve viriilansindaki degisikliklerle iligskilendirilmistir (54).

Nonstrukturel protein 5’in (20kDa), NSP6 ile etkilesimi sonucu protein

fosforilasyona ugrayarak 26-37 kDa arasinda degisen izoformlar1 olusur (49, 50).
Oligomerik yapida ve serin, treonin aminoasitlerinden zengin bir proteindir (32).

Segment 11’den kodlanan NSP5 proteinin  genom replikasyonunda ve
paketlenmesinde gorevli oldugu tahmin edilmektedir. Protein NSP5'in viroplazma
olusumundaki rolii, proteinin fosforilasyon durumu ile iligkilidir ve bu da proteinin
NSP2 ile etkilesimlerine baglidir (49). Protein NSP5 ayrica viroplazma olusumu

sirasinda gerekli olan Ca*?’u baglar (3).

Segment 11'de, NSP5'in kodlama dizisinin tamamen iginde olan alternatif bir
ORF'den NSP6 proteini (12 kDa) sentezlenir. Protein NSP6, hem ssSRNA hem de
dsRNA'ya (Double-strand RNA=¢ift iplikgikli RNA) kars1 benzer affinite gosteren bir

RNA baglanma proteinidir (37).
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Tablo 1. Yapisal ve yapisal olmayan proteinlerin kodlandig segment, bulundugu yer ve
gorevleri (39)

VP1

Cekirdek

RNA bagimli RNA polimeraz, SSRNA baglama,
VP3 ile kompleks halinde olma

VP2

Cekirdek

RNA baglama, VP1’in RNA bagimli RNA
polimeraz aktivitesi icin gerekli

VP3

Cekirdek

Guaniltransferaz, metiltransferaz, sSSRNA
baglama, VVP1 ile kompleks halinde

VP4

Dis kapsid

P tip, Hicreye tutunma, viriilans, ndtralizasyon,
fuizyon bolgesi, homotrimer, proteazla artirilmis
infektivite

NSP1

Nonstrukturel

RNA baglama, interferon antagonisti, viral E3
ligaz

VP6

I¢ kapsid

Subgrup antijen, trimer, koruma (hiicre ici
notralizasyon), transkripsiyon icin gerekli

NSP3

Nonstrukturel

Asidik dimer, viral mRNA’nin 3’ ucuna baglanur,
protein sentezi inhibisyonu, PABP translasyonunu
artirir

NSP2

Nonstrukturel

Oktamer, RNA baglama, NTPaz, NDP kinaz,
heliks destabilizasyonu, VP1ve NSP5 ile
viroplazma olusumu

VP7

Dis kapsid

G tip, nétralizan antijen, glikoprotein kalsiyum
bagiml trimer

NSP4

Nonstrukturel

Transmembran glikoproteini, viroporin, DLP igin

hiicre ici reseptor, TLP morfogenezi, viroplazma

ve otofaji yolagi ile etkilesim, hiicre i¢i kalsiyumu

ve RNA replikasyonunu diizenleme, enterotoksin
sentezi, virtlans

NSP5

Nonstrukturel

Fosfoprotein, RNA baglama, protein kinaz, NSP2
ile viroplazma olusumu, VP2 ve NSP6 ile
etkilesim

NSP6

Nonstrukturel

NSP5 ile etkilesim, viroplazmada bulunma, ¢ogu
viriis serotipinde bulunma, RNA baglama
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2.3. Simiflandirma

Grup A Rotavirlsler; VP6, VP7 ve VP4'lin antijenik ozelliklerine (sirasiyla
grup, alt gruplar ve G, P serotipleri), poliakrilamid jel elektroforezinde genomun goc¢
paternine (uzun, kisa, ¢ok kisa, atipik elektroferotipler), RNA hibridizasyon
modellerine (genogruplar), nukleotid dizi analizlerine (genotipler) gore farkli
sekillerde siniflandirilmigtir (55).

Rotavirus, protein VP6’ daki farkliliklara gore yedi gruba ayrilir (A-G) (56).
Gruplar hem cografik olarak hem de insanlar ve diger canlilar arasinda degisim
gostermektedir (27). Memeli ve kuslarda da goriilen grup A rotaviriisler insanda en
stk enfeksiyon yapan gruptur (57, 58). Yapilan son g¢alismalarda H (domuzlarda), |
(kbpeklerde) ve J (yarasalarda) gruplari1 da tespit edilmistir (58-60). Memelilerde,
rotavirls grup B, C, E ve H’nin hem endemik hem de epidemik enfeksiyonlar yaptigi
goriilmiistiir. Grup D, F ve G sadece kuslarda tanimlanmustir (58). Grup B rotaviris,
"yetigkin ishal rotaviriisii" olarak anilirken, ilk olarak Cin ve Dogu Asya'da
bildirilmistir ancak bu bolge disinda da enfeksiyonlara sebep oldugu gosterilmistir.
Grup C rotavirtsler, dinya genelinde, sporadik olgularda ve birkag salginda
gOrulmistiir (27). Hindistan’da 2004-2016 yillar1 arasinda, salgmlar sirasinda ve
sporadik olgulardan toplanan 6rneklerde sirasiyla % 8,6 ve % 0,7 oraninda Grup C
rotaviriis RT-PCR yoluyla tespit edilmistir (61).

Protein VP6 Uzerindeki epitoplarin varligina gore rotavirlsler alt gruplara
(subgrup=SG; SG 1, II, I + Il ve non-l, non-II) ayrilmistir. insanlarda en yaygin
bulunan rotavirtsler SG II’e aittir, SG | ise hayvan rotaviriisleri arasinda daha

yaygindir (62).
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Grup A rotavirisler Wa; genogrup I, DS-1; genogrup Il, ve AU-1; genogrup
Il seklinde ii¢ ayr1 genogrupa ayrilir (63, 64). Genogrup I 6rnekleri siklikla G1P[8],
G3P[8], G4P[8], G9P[8]; genogrup 11 G2P[4]; genogrup Il G3P[9] ve G12P[9] gibi
kombinasyonlarla gozlemlenmistir (64).

Rotavirtsler isimlendirilirken G tipi icin, serotipler ve genotipler G1, G2
gibi tek; P tipi igin, P serotiplerini belirleyen referans serotipten ¢ok daha fazla P
genotipi oldugu icin ¢ift sekilde isimlendirme yapilir. Ornegin: P1A[8], P serotip 1A

ve P genotip 8’1 ifade etmektedir (32).

Grup A rotavirsler i¢in kullanilan ¢ift isimlendirme sisteminin temelini
olusturan VP7 (glikoprotein, G tipi) ve VP4 (proteaza duyarli protein, P tipi)
proteinindeki dizi farkliliklarina gore grup A rotavirusler farkli genotiplere ayrilirlar.
Bugune kadar, 32 G genotipi ve 47 P genotipine sahip grup A rotavirus tespit
edilmistir. Alti G tipi (G1, G2, G3, G4, G9 ve G12) ve (¢ P tipi (P[4], P[6] ve P[8])
en yaygin gorllenlerdir. Ayrica, G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] ve
G12P[8] genotip  kombinasyonlar1  dinya genelinde  gorilen  genotip

kombinasyonlarmin % 90'dan fazlasini1 olugturmaktadir (57).
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2.4. Viral Replikasyon

Replikasyon dongusl virusin hicreye tutunmas: ile baslar. Ardindan
penetrasyon ve kapsidin soyulmasi, VP1, VP2 ve VP3 proteinlerinin aracilik ettigi
(+) iplikcikli ssSRNA (mRNA) sentezi, viroplazma olusumu, RNA paketlenmesi, (-)
iplikcikli RNA sentezi (RNA replikasyonu) ve DLP olusumu, viris partikillerinin
olgunlasmasi (TLP olusumu) ve virisin salimmi seklinde gergeklesir (32).

Replikasyon dongusu Sekil 4’te gosterilmistir (57).

Virus ilk olarak hiicre ylzeyindeki siyalik asit veya kan grup antijeni (histo-
blood antigen = HBGA) reseptorlerine tutunur ardindan integrinler ve Hsc70 (heat
shock cognate protein) gibi koreseptorlerle etkilesime girer (32). Sonrasinda reseptor
aracili endositoz ile hiicre i¢ine alinir. Rotavirlisiin hicrelere etkili bir sekilde girmesi
icin VP4 proteininin tripsin ile VP5 ve VP8’e parcalanmasi gerekmektedir. VirQs
hiicreye girince endozom olusur. Protein VP7 ve VP4, endozomun membranini
bozarak, endozomdaki Ca*? konsantrasyonunu diisiiriir. Kalsiyumun azalmasi VP7
trimerlerinin ayrigmasina neden olur, bunun sonucunda DLP olusur ve DLP’nin
olugsmasi ile VP1 proteini araciligiyla 6nce mRNA sentezlenir (28, 39). Viral
mRNA'lar yapisal ve yapisal olmayan proteinlerin sentezi, RNA replikasyonu ve

DLP’lerin paketlenmesi igin sablon olarak kullanilir (39).

Transkripsiyonun RNA replikasyonundan once yapilmasi gerekir. Negatif
iplikcikli RNA sentezi, pozitif iplik¢ikli RNA'nin ¢ekirdek replikasyon ara maddesi
partikiillerine paketlenmesiyle es zamanli olarak, viroplazmalar olarak bilinen

perinukleer, nonmembrandz, elektrodens sitoplazmik yapilarda meydana gelmektedir.
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(39, 65). Protein VP3 ve mRNA ile kompleks halinde olan VP1’in, VP2 ile
etkilesime girerek replikasyonu baglattigi disiinilmektedir. Protein  VP2'ye
baglandiktan sonra VP1, RNA bagimli RNA polimeraz aktivitesinin olugmasina ve
dsRNA sentezinin baslatilmasina yol acar (49). Olusan RNA daha sonra

viroplazmalar iginde yeni DLP'ler halinde paketlenir (57).

Viroplazmada NSP2, NSP5, NSP6, VP1, VP2, VP3 ve VP6 proteinleri
bulunur. Protein NSP2 ve NSPS5 viroplazma olusumunda gereklidir. Protein NSP2
ayrica VP1, VP2 ve tubulinlerle etkileserek viroplazma yapisindaki mikrotiibiilleri
stabilize eder (48). Lipid damlaciklar1 ve proteozom viroplazmanin olusmasi i¢in
gereklidir. Virtstn hicreye girisi ve kapsidin soyulmasindan sonra proteozom
aktivitesi inhibe olursa, viriis proteinlerinin yapimi, viroplazma olusumu ve RNA

replikasyonu olumsuz etkilenir (39).

Viroplazmalarda DLP'ler bir araya getirildikten sonra, VP7 ve VP4
proteinleri, enfeksiy6z TLP’yi olusturmak iizere DLP'lere eklenir. Double-layered
particle'ler, TLP'lerin yapiminin son asamasi sirasinda kaybedilen gegici bir zarf
kazanarak, NSP4 proteini ile etkilesime girer ve viroplazmadan er'nin limenine
tomurcuklanirlar (57, 66). Yeni sentezlenen virusler hucre lizisi ile veya polarize
epitelyal hiicrelerden golgi-bagiml klasik olmayan vezikiiler transportla hiicre disina

salinirlar(32).
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Sekil 4. Rotavirisun replikasyon déngusu (57)

2.5. Patogenez

Rotavirus enfeksiyonlar: Sirasinda olusan patolojik degisiklikler hakkindaki
bilgilerin ¢ogu hayvanlar Uzerindeki c¢alismalardan elde edilmistir. Bagirsak
enfeksiyonunun siddeti, lokalizasyonu, histolojik bulgular1 farkli hayvan tlrlerinde,
farkli serolojik tiplerde ve yapilan farkli ¢alismalarda farkliliklar gdstermektedir.

Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda bagirsak duvarmin inceldigi, kolumnar epitelden
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kiboidal epitele degisim oldugu ve villiislarin kisaldig1 goriilmiistiir (67). Enfeksiyon

sirasinda olusan histopatolojik degisiklikler Sekil 5°te gosterilmistir (39).

Rotavirls memelilerin ince bagirsagindaki villuslarin Ustindeki olgun
enterositleri enfekte ederek vakuolizasyon ve epitel kaybina sebep olur, ardindan
kript hiperplazisi gorulir (32). Ancak bu degisikliklerin derecesi ile ishalin siddeti
arasinda net bir korelasyonun olmadigi, her zaman bagirsakta yapisal degisikliklerin

olusmadigi gézlemlenmistir (67).

Rotavirus enfeksiyonu

12 hpi 24-72 hpi
Viris replikasyonu: 0 Yamall.vtra.l antijen Yukse-k .tltfreler 0
duo<jej<ileum duo<jej=ileum
ishal: O 4+ ax o
Histopatoloji: Yok Yok Villus atrofisi ve diizlesme Yok

lamina propriada inflamasyon,
mononikleer infiltrasyon,
epitelde vakuolizasyon

Sekil 5. Rotavirls enfeksiyonu sirasinda bagirsak epitel hiicrelerinde goriilen
histopatolojik degisiklikler (domuz rotaviriisii ile enfekte olmus domuzlarda yapilan
calismalara dayanan diyagram) hpi:enfeksiyondan saat sonra, dpi:enfeksiyondan giin

sonra (39)

Rotavirlis bircok mekanizma ile ishale neden olmaktadir. 1) Enfeksiyon ile
bagirsak sekresyonunun artmasi 2) villus iskemisi ve enterik sinir sisteminin
uyarilmasit sonucu 6nemli patolojik lezyonlarin olmadigi enfekte olmus epitelyal

hiicrelerden vazoaktif bir maddenin salimmi 3) epitelyal hicreler arasi siki
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baglantilarin kaybinin neden oldugu transepitelyal sivi dengesinde degisiklikler
gOzlenmesi 4) enterositlerin tahrip edilmesi sonucu olusan emilim bozuklugu ishalin
nedenleri arasindadir (68). Rotavirls enfeksiyonunda gorilen ishal olusum

mekanizmalar1 Sekil 6’da 6zetlenmistir (67).

Enterosit hasar1 ile sodyum (Na*), su ve mukozal disakkarridazlarin
emiliminin azaldig1 goriilmistiir. Malabsorbsiyon sonucunda sindirilmemis mono-
disakkaritler, karbonhidratlar, yaglar ve proteinler kolona geger. Sindirilmemis bu
besinlerin etkisiyle kolon suyu yeterince absorbe edemez ve ozmotik ishal olusur

(69).

Protein NSP4’iin bagirsaktaki proteazlar tarafindan modifiye edilen hiicre dis1
formu, enfekte olmamis hiicreler iizerindeki integrin reseptorleri aracilifiyla gorev
yapan bir enterotoksindir. Protein NSP4, hucre igi kalsiyum iyonu konsantrasyonlari
artisina, sekretuar ishale ve otofajiye neden olur (28). Yiiksek hiicre ici Ca*
konsantrasyonu CI° sekresyonunu uyarir. Bu Klorid salgi mekanizmasi kript
hicrelerinde gergeklesir. Bagirsaktaki bu ana apikal klorlr yolu, cAMP'ye bagh
fosforilasyon ile aktive edilen bir kistik fibrozis transmembran regulator (CFTR)
Kloriir kanahidir (67, 70). Ayrica artan hicre ici kalsiyum seviyesi 5-HT (5-
hydroksitriptamin, serotonin) salgisinin artmasina neden olur. Bu sayede enterik sinir
sistemini uyarilir ve bagirsak motilitesi artar. Ayrica 5-HT salinimi vagus sinirini

uyarir ve beyindeki ilgili bolgenin etkisi ile bulanti, kusma gergeklesir (57).
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Enfeksiyon sonucunda artmis plazma membran gegirgenligine bagli olarak
hiicre icindeki Na™da artis ve potasyumda (K*) azalma meydana gelir. Elektrolitlerin
hiicre ici seviyelerinde gorilen bu degisiklikler, sodyum kloriir (NaCl) ve Na™’a bagli
besin emilimini bozabilmekte bu da sivi kaybina neden olabilmektedir (69). Ayrica

NSP4, villuslardaki Na* ve glikoz ko-transportunu inhibe etmektedir (71).

Nitrik oksit (NO), NSP4 proteini sayesinde bagirsak epitel hiicrelerinden
saliarak sulu sekresyonun iletiminde ve hiicrelerin bariyer gérevinin saglanmasinda
gorev alir. Rotaviris ile enfekte cocuklarda NO seviyelerinin arttigi gézlemlenmistir.

Bunun sonucunda bagirsak epitelinin hidrofilik maddelere kars1 gegirgenligi artmistir

(67).

Enfeksiyon sirasinda, NSP4 apopitozu uyarici ve NSP1 apopitozu onleyici rol
oynar. Apopitozun uyarilmasi ile enterosit hasari olusarak yeni olusan viriislerin

hiicreden digar1 salinmasi ve yayilimi kolaylasir (68).

Rotavirusle enfekte cocuklarda enfeksiyonu olmayanlarla kiyaslandiginda
serum ve diskidaki prostoglandin (PGE2, PGF2) seviyelerinin daha yiiksek oldugu
gorilmiigtir. Bu da enterositlerden salinan prostaglandinlerin  rotaviriis

enfeksiyonunu indiikledigini diistindiirmistiir (72).
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Sekil 6. Rotaviris enfeksiyonunda gorulen ishal olusum mekanizmalar: (ENS=enterik
sinir sistemi, CFTR=Kkistik fibrozis transmembran regulator Kloriir kanal) (67)

2.6. immiinoloji

Rotaviris  enfeksiyonu  gegiren ¢ocuklarin ~ %38’inde  tekrarlayan
enfeksiyonlara karsi kisa siireli korunma saglanir, ancak kalicit bagisiklik gelismez
(73). i1k kez gegirilen rotaviriis enfeksiyonu akut gastroenterit ile sonuglanir ancak
sonraki enfeksiyonlara kars1 koruma geliserek hastalik gecirme riski daha diisiik olur
ve hastalik geligse bile klinik daha hafif seyreder (57, 74).

Plasenta araciligiyla anneden bebege gecen antikorlar ve emzirme, ilk
aylarda rotaviriis enfeksiyonuna karsi bir miktar korur. Enfeksiyonla iliskili ishal

insidans1 7-15 ay arasinda pik yapar ve enfekte bes bebekten sadece biri yasamin ilk
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iki aymnda semptom gelistirir. Bu, yenidogan doneminde maternal antikorlar
tarafindan koruyucu bir etki oldugunu gosterir (67).

Enfeksiyonun gecirilmesi ile olusan serum anti-rotaviriis IgA antikorunun,
sonraki rotaviriis enfeksiyonuna karsi bir koruma gostergesi oldugu ve koruyucu
titrenin olusmasi i¢in ardisik iki semptomatik veya asemptomatik dogal enfeksiyonun
gecirilmesi gerektigi gosterilmistir (75). Serumda anti-rotaviris IgA antikorlarinin
olmasi, asilanmanin gostergesi olarak degerlendirilir ancak antikor seviyeleri ile agir
enfeksiyondan korunma arasinda kesin bir korelasyon yoktur (57).

Enfeksiyonun sinirlandirilmasinda dogal ve edinsel bagisiklik 6nemli rol
oynamaktadir. Enfeksiyon konak hicrede interferon-a (IFN-a), IFN-B, timor
nekrozis faktoér a (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve dendritik hicrelerden salinan IL-8
gibi baz1 interferon ve sitokinlerin Gretimini tetikler (76). Protein NSP4, TLR-2 (Toll
like reseptor-2) araciligiyla TNF-o ve IL-6'nin makrofajlardan salinmasini uyararak
dogal immin yanitin olusmasinda rol almaktadir (77).

Hlmoral bagisiklik sonraki enfeksiyonlardan korunmayi, hiicresel
bagisiklik ise enfeksiyonun ortadan kaldirilmasini saglar. Notralize edici antikorlar,
VP4,VP7 proteinlerinin hiicreye giristeki islevini o6nler. Protein VP6'ya karsi olusan
non-noétralizan IgA ise viris replikasyonunu engeller (77).

Farelerde yapilan g¢aligsmalar, B hiicrelerinin dogal enfeksiyondan sonra
reinfeksiyondan korunmanin birincil belirleyicisi oldugunu gosterirken, CD8'T
hicrelerinin, primer enfeksiyonun seyrini kisaltmaktan sorumlu oldugu gorilmiistiir.
Genellikle B ve CD8'T hiicrelerine yardim etmede rol oynayan CD4" T hicrelerinin

ayni zamanda rekombinant VP6 ile immiinizasyondan sonra IFN'a bagli yolla aktif
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korunmaya aracilik ettigi gosterilmistir. Duzenleyici T htcrelerinin ise primer
enfeksiyon sirasinda rotaviriis  bagisikliginin - dizenlenmesinde rol  aldig:
gorulmemektedir (3).

Rotaviris hicreye girince RIG-1 (retinoic acid-inducible gene-1) ve MDA-
5(melanoma  differentiation-associated  gene-5)  reseptorleri  ile  taninir.
Ttranskripsiyon faktorleri olan IRF3 (interferon regulatory factor-3) ve NF-xB
(Nuclear Factor kappa B) cekirdekte IFN dretimini ve IFN uyarici genleri (ISG)
aktive eder. Salgilanan interferon STAT-1 (Signal Transducer and Activator of
Transcription proteins), STAT-2 ve IRF9 transkripsiyon faktorlerini uyararak
cekirdekte IFN dretimini daha da arttirir. Protein NSP1, IRF3 ve NF-kB’i inhibe
edererek interferon yanitini onler (32). Protein NSP1 ayrica p53'iin yapisini bozarak
hlcrenin apopitozisini 6nler (78). Konakta olusan dogal bagisiklik yaniti Sekil 7°de

gosterilmistir (32).
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Sekil 7. Rotaviriis enfeksiyonuna karsi konakta olusan dogal bagisikhik yanit
mekanizmasi (32)

Interferon-1, Il ve II’iin antiviral etkisini gosterebilmesinde STAT1'in
reseptor aracili aktivasyonu rol oynamaktadir. Yapilan bir ¢alismada rotavirusin in
vitro IFN-I, 11 ve 111 reseptorlerini inhibe ettigi goriilmiistiir. Farelerde farkli IFN'lerin
enjeksiyonu sonucunda rotavirusiin, STAT1 aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
(79). Baska bir calisgmada IFN yapimini artiran MAVS’in (mitokondriyal antiviral
sinyal proteini) VP3 tarafindan yikildigi bulunmus ve bunun viriisiin ¢cogalmasina ve

patogenezine yardimci oldugu gosterilmistir (80).
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2.7. Klinik Bulgu ve Belirtiler

Hastaligin siddeti rotavirtsiin alttipi ve serotipine gore degisebilmektedir.
Konaktaki faktOrlere ve hastanin yasina goére degisen edinilmis bagisikliktaki
farkliliklar klinigi daha ¢ok etkilemektedir (27). Semptomlar hafiften siddetliye kadar
degisebilecegi gibi hastalar asemptomatik de olabilmektedir (81). Ishal kisa siireli,
hafif olabilecegi gibi elektrolit dengesizligi, sok ve 6limle sonuglanan dehidratasyon
tablosuna neden olacak kadar uzun sireli ve ¢ok miktarda olabilir (6). Yetigkinlerde
enfeksiyon genellikle asemptomatiktir ancak semptomatik hastalarda en sik ishal,

ates, bag agrisi, halsizlik, bulanti, kusma ve karmn agris1 gorilmektedir (82).

Inkiibasyon siiresi yaklasik 1-3 giindiir. Hastallk genellikle ani
baslangichidir. Siddetli sulu ishalin ardindan ates ve kusma goriiliir (83). Kusma
genelde 1-3 giin sonra sona ererken ishal 5-8 guin siirebilmektedir (84). Orta derecede
ates ¢ocuklarin yaklasik % 30-40'inda gorulir (6). Semptomlar genellikle 4-8 gun
icinde kendini simirlar ve tamamen iyilesme goriiliir. Diskida eritrosit gorilmez ve
genellikle 16kosit yoktur, digkinin yaklasik %20'sinde mukus olabilmektedir (83).

Immiinyetmezlikli gocuklarda kronik ishal ve bagirsak dist belirtiler
gorilmektedir. Kronik rotaviriis enfeksiyonu olan immiin yetmezlikli ¢ocuklarin
otopsi sonuglarinda, hepatositlerinde ve renal tubtler hucrelerinde rotavirls
replikasyonu oldugu gosterilmistir. Kemik iligi veya bobrek nakli gibi nedenlerle
immin sistemi baskilanmis olan eriskinlerde de gastroenterit daha siddetli

goriilmiistiir (85).
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Febril ve afebril konvdlsiyonlar, meningoensefalit, ensefalopati ve serebellit
gibi norolojik bozukluklar en sik goriilen bagirsak disi komplikasyonlardir ve
rotaviriise bagli gastroenteriti olan ¢ocuklarin yaklasik % 2-6’sinda gortlmektedir (4,
86). Kiguk cocuklardaki benign nobetler, enfeksiyon sirasinda gorllebilen ates
nedeniyle olarak ortaya ¢ikabilmektedir (39).

Menenjit, ensefalopati veya ensefaliti olan g¢ocuklarin beyin omurilik
stvisinda rotaviriis RNA’s1 saptanmasi, Grup C rotavirsin biliyer atrezisi olan
bebeklerde tespit edilmesi sonucu rotavirlsun sistemik yayilim yapabilecegi
gosterilmistir (57). Ani bebek 6limi sendromu, nekrotizan enterokolit, Kawasaki
hastalig1 ve tip 1 diyabet gibi hastaliklar da rotavirls enfeksiyonu ile iliskilendirilmis
ancak kesin bir iliskisinin oldugu gosterilememistir (6).

Rotavirus enfeksiyonunda bagirsak duvart kalinliginin saglikli gruba gore
artmast ve lenfadenitin olmasi invajinasyona neden olabilecegini diistindiirmiistiir
ancak virlsin invajinasyon yaptigi kesinlestirilememistir (87, 88). RotaShield as1
uygulamasindan sonra invajinasyon vakalar1 goriilmesi ile as1 piyasadan
kaldirilmigtir. Rotavirisiin invajinasyon ile iliskisi kesin kanitlanmadigindan, asinin
sadece invajinasyon gelisimine yatkin ¢ocuklarda tetikleyici oldugu diistiniilmiistiir

(87).

Rotaviriise bagli komplikasyonlar ve o6limler ¢ogunlukla dehidratasyon,
elektrolit dengesizligi ve asidoz sonucunda meydana gelmektedir. Rotavirls
enfeksiyonu olan ¢ocuklarin kaninda antijen ve viris tespit edilmistir ancak bunun

Klinik 6nemi net bilinmemektedir (84). Yapilan bir caligmada antijenemi ve vireminin
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miktarinin ates ve kusmanin siddetinin artmasi ile iliskili olabilecegi diistinlilmiistiir
(89). Serum C-reaktif protein ve fekal kalprotektin gibi inflamatuar belirteclerde

rotaviriis enfeksiyonu olanlarda degisiklik goriilmemistir (57).

2.8. Epidemiyoloji

Gelismis tilkelerde hastanede yatis gerektirecek rotaviriis gastroenteriti en
sik 6 ay ila 2 yas arasinda goriiliir (39). Gelismekte olan Ulkelerde ise enfeksiyon
daha kiiciik bebeklerde daha sik ortaya ¢ikmaktadir (85).

Rotaviris enfeksiyonu 1liman iklime sahip bolgelerde soguk aylarda daha
sik goriiliir. Tropikal bolgelerde ise mevsimsel sicaklik farki ¢cok olmamasina ragmen
yine en soguk ve kurak zamanlarda enfeksiyon yaygin goriillmektedir. Virus, yiuksek
nemde hizla inaktive olur ve kuru hava viriisiin yayilimini kolaylastirir. Bir bolgedeki
en sik goriilen serotipler her yil degisim gosterir ve enfeksiyonun goriildiigii donemde
birkac serotip birden gorilebilmektedir (85).

Rotaviriisle enfekte kisiler bir gram diski ile 10° viral partikiil
atabilmektedir (81). Virus atilimi, enfekte olmus ¢ocuklarin yarisinda semptomlarin
baslamasindan once baslar, semptomlarin sona ermesinden bir hafta sonra ¢ocuklarin
ucte birinde devam eder (90). Bulas ¢ogunlukla fekal-oral yolla ve kisiden kisiye
temasla olmaktadir. Ozellikle bakim evleri ve hastane gibi ortamlarda, digki ile
kontamine olmus nesneler Vvirlisin bulagsmasina neden olmaktadir (57). Rotavirus
enfeksiyonundan korunmak igin hastalarla temas dnlenmeli, kontamine yiyecek ve su

kullanimindan kaginilmalidir. Elde rotavirisin % 43'U 60 dakika boyunca canli
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kalabildiginden, el yikama Kritik bir 6neme sahiptir. Hastanede, rotavirls enfeksiyonu
tanis1 alan hastalarin bakiminda eldiven, Onliik kullanimi ve sik sik el yikama
onemlidir (82).

Rotavirus fenol, %2 formalin, %5 lizol, %6 H.O: (hidrojen peroksit), %80-
95 etanol gibi dezenfektanlara karsi duyarli iken; klorheksidin, kloroform, eter ve pH
4-9’a direnglidir (91). Klorlama ve ultraviyole (UV) isinlari ile rotavirtis partikdlleri
yeterli surede temas ederse etkili bir sekilde ortadan kaldirilabilmektedir. Daha
spesifik olarak, 0.2 mg/L serbest klor ile 30 dakika temas eden veya 200-220 mj/cm2
UV 1smina 20 saniye maruz kalan su drneklerinde enfektif rotavirtslerin %99,99'u

etkisiz hale getirilebilmektedir (92).

Rotavirls kanalizasyon sular1 ve Klorlu sulardan da bulasabilmektedir.
Turkiye'de 2011 yilinda A grubu rotaviriisiin neden oldugu su kaynakli bir salgin
goriilmiistiir. Rotaviris antijeni imminokromatografik yontemle, 3250 diski
orneginin 1714'Unde (% 52.7) pozitif bulunmustur (39, 92). Igme suyu kaynaklari ve
sanitasyondaki iyilesmeler rotaviris enfeksiyonunun prevalansini 6nemli Olgiide
azaltmadigindan, agilamanin rotaviriise bagl akut gastroenteriti onlemek ve hastalik
yukiini azaltmak icin en etkili yontem oldugu diistiniilmektedir (74). Her yil ABD’de
5 yasindan kiiciik ¢ocuklarda rotaviriis nedeniyle 400.000'den fazla doktora basvuru,
200.000'den fazla acil servis bagvurusu, 55.000-70.000 hastaneye yatis ve 20-60 0lum
olmaktadir (97). As1 her y1l, ABD'de tahmini olarak 40.000-50.000 bebegin hastaneye
yatigini 6nlemektedir (98). As1 kullaniminin 5 yasindan kiigiik cocuklarda 28.000°den

fazla 6limi, ozellikle Sahra alti Afrika'da asinin yayginlastirilmasinin 5 yasindan
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kiicik cocuklar arasinda ishal ile ilgili tim Olimlerin yaklagik % 20'sini
Onleyebilecegi tahmin edilmektedir (9). Baska bir ¢alismada, 43 Asya iilkesinin
timinde rotaviriis as1 programi uygulanirsa, 710.000 daha az hastaneye yatisin ve

35.000 daha az 6liimiin olacagi tahmin edilmistir (93).

Rotavirts ile iligkili 6liim oraninin Sahra alt1 Afrika, Glineydogu Asya ve
Giiney Asya'da en yiiksek oldugu goriilmiistiir. Dinya genelinde 0-5 yas arasi
cocuklarda rotavirsle iligkili 61im oranlarinin 2016°daki cografi dagilimi Sekil 8’de

gosterilmistir(9).

No. of deaths per 100000
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Sekil 8. Dlinya genelinde 0-5 yas arasi ¢ocuklarda rotaviriis ile iliskili 6liim oranlarinin
2016 yilindaki cografi dagilim (9)

2.9. Tam
Insan rotaviriis suslar1 hayvanlardaki suslara gore kultiirde daha zor izole
edilmektedir. Viris, insan kolon adenokarsinom (CaCo-2) ve Rhesus maymun

bobregi (MAL104) hicrelerinde kiiltiir ortamina tripsin ilavesi ile Uretilebilmektedir.
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Tanida hiicre kiltiri  zaman alict bir yontem oldugu icin rutin olarak
kullanilmamaktadir  (94-96). Elektron mikroskobu ile incelemede; diski
fosfotungustik asit ile negatif boyandiktan sonra rotaviriis partikilleri karakteristik
tekerlek goriiniimiinden dolayr saptanabilmektedir. Virlsi tespit etmek icin digkinin
mililitresinde yaklasik 107 viral par¢acik bulunmalidir. Elektron mikroskobu, pahali
cihaz kullaniminin olmasi, ¢ok sayida Ornekten rotavirlisun tespiti i¢in zaman ve
deneyimli personel gerektirmesi nedeniyle tanida rutin olarak kullanilmamaktadir
(96). Dot blot hibridizasyon yontemi oldukca spesifiktir; elektron mikroskopu, PCR
ve ELISA gibi testlerden elde edilen sonuglarla uyumluluk gdéstermektedir. Bu
yontem, ELISA'dan 10-100 kat daha duyarli bulunmustur ancak RT-PCR’a gore daha

az pratik oldugu i¢in yaygin kullanilmamaktadir (39).

Primer rotaviriis enfeksiyonu tanisini koyan en hassas ve hizli serolojik test
serumda viriise 0zgii [gM'nin tespit edilmesidir. Ancak, rotaviriis kaynakli ishali
olmayan c¢ocuklarda da diisiik antikor seviyeleri saptanabilmektedir. Primer
enfeksiyonlar1 teshis etmek i¢in akut faz serum IgA ve/veya IgG titrelerindeki dort
kat artis da kullanilabilir (95).

Kompleman fiksasyon yontemi, 6-24 ay arasindaki hastalarda antikor
yanitini tespit etmek i¢in diger yontemler kadar etkilidir, ancak yetiskinlerde, 6 aydan
kiglk bebeklerde daha az verimlidir ve genellikle giiniimiizde kullanilmamaktadir.
Bebeklerde ve yetiskinlerde ELISA ile IgG, IgA, IgM saptamak daha verimli ve

hassas bir yontemdir (39).
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Immiinokromatografik testlerle, diskidaki rotaviriis antijeni, rotaviriise 6zgi
VP6 proteinine karsi antikorlar kullanilarak sandvi¢ immiinokromatografi yontemi ile
kalitatif olarak saptanabilmektedir. Diski Ornegindeki rotaviris antijeni ilk once
membran seridindeki antihuman antikoru ile reaksiyona girer, daha sonra
rekombinant antikor tarafindan yakalanarak renk degisimi gozlemlenir (96).
Immiinokromatografik testlerin karsilastirildigi bir ¢alismada duyarlilik %80-100 ve
0zgulluk %54.3-100 olarak bulunmustur (97).

Rotaviris ELISA, radyoimminoassay, counter immunoelektroforez gibi
immunolojik yontemlerle veya digki ve biyopsi 6rneklerinden floresan antikor
boyama yontemleriyle de saptanabilir. Kat1 fazli sandvi¢ ELISA yontemi ile VP6
epitoplarma karsi antikor kullanarak rotaviris antijeni kolorimetrik reaksiyonla
saptanir. Reaksiyon sonucu olusan optik dansite plak okuyucu kullanilarak
kaydedilir. Bu yontem digski 6rneklerinden rotavirlisiin rutin laboratuvar tanisi igin
basit, hizli, ¢ok sayida ornek galisilmasina imkan veren hassas bir yontemdir. Anti-
rotaviriis antikorlar1 ile kaplanmis lateks partikiillerinin - kullanildig:r lateks
aglutinasyon, ELISA'ya alternatif olarak kullanilabilen diger antijen saptamaya
yonelik serolojik yontemdir (6, 25, 94). Farkli ticari kitlerin karsilastirildigi bir
calismada; ELISA’nin duyarlhilig1 75-82, 6zgiilligii ise %100 bulunmustur (98).

Atilan RNA miktar1, ¢ocuklarda rotaviriis ishalinin siddeti ile dogrudan
iligkilidir, ancak yeni doganlar i¢in bu durum gegerli degildir. Hastaligin
baslangicindan itibaren bir hafta i¢inde ELISA’nin viriis atilimini saptamasi sona erer

fakat viriis daha uzun sireler RT-PCR gibi daha duyarl testlerle tespit edilebilir (57).
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Nested multipleks Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PCR) hastane bazli siirveyans i¢in DSO tarafindan onerilmektedir (99). Reverse
transkripsiyon  sirastyla; dsRNA'nin  denatiirasyonu, dsRNA'min  reverse
transkripsiyonu ve cDNA amplifikasyonu asamalarindan olusur (25). Nested PCR,
ardisgtk iki PCR asamasindan olusan, DNA sablonunun spesifik olmayan
amplifikasyonunu azaltan bir yontemdir (100). ilk asamada, hedef dizinin dis
bolgesine 0zgu iki dis primer kullanilarak uzun bir bélgenin, ikinci asamada ise, ilk
amplifikasyondan elde edilen bodlgenin i¢ bdlgesine baglanan iki i¢ primer
kullanilarak daha kii¢iik alanin ¢ogaltilmasi saglanir (101). Elde edilen amplifikasyon
urunleri agaroz jel elektroforezi ile pozitif kutba dogru uzunluklarina gore hareket
ederek farkli boyutlarda bantlar olusturur ve buna gore genotiplendirme yapilabilir
(102).

Grup A disindaki rotaviriisleri saptayamamalar1 ¢ogu ticari Kitin en biyik
kisitlamasidir (82). Ancak Grup B ve C rotavirislerin tespiti icin gelistirilmis olan
VVP6 proteinine kargt monoklonal antikorlarin kullanildigt ticari ELISA kitleri
mevcuttur (91). Yine elektron mikroskobu ve poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)
ile de bu testlerin kagirilabilecegi grup A rotavirusler saptanabilmektedir (85).
Poliakrilamid jel elektroforezi ile rotaviriisler genomun 11 segmentinin elektroforetik
goc Ozelligine gore uzun ve kisa olmak tzere iki elektroforetik patern
olusturmaktadir. Super kisa paternler de daha az siklikla saptanmistir. Kisa
elektroforetik paternler, 9 ve 10. segmetler arasinda yer alan daha yavas go¢ eden

segment 11’1 géstermektedir (25).
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2.10. Tedavi

Diinya Saglik Orgiitii ve Birlesmis Milletler Cocuk Fonu, 1978 yilindan
itibaren dehidratasyon tedavisinde oral rehidrasyon sivilarinin (ORS) kullanilmasini
onermistir.  Oral rehidrasyon tedavisiyle bes yasindan kiiglik c¢ocuklarin
dehidratasyona bagli 61im oranlari yilda 4,5 milyondan 1,8 milyona diigsmiistiir. Buna
ragmen ishal gelismekte olan fiilkelerdeki ¢ocuklarda onde gelen 6lim nedenidir.
Diisiik osmolariteli ORS, c¢inko takviyesi, rotaviriis asisi ¢ocukluk ¢aginda akut
gastroenterit kaynakli morbidite, mortalite ve hastanede kalis siiresinin azaltilmasinda
ana faktorlerdir (103).

Cinko, gastrointestinal sistemde mukozal bariyer biitiinligiini geri
kazandirr, bagirsak patojenlerine karsi antikor ve lenfosit iiretimini tesvik eder. Ishal
baglar baslamaz ¢inko verilerek, ishalin suresi, ciddiyeti ve dehidratasyon riski
azaltilabilir. Tedavi 10-14 giin boyunca (gliinde 10-20 mg) surdarlerek sonraki 2-3
ay icinde olusabilecek yeni ishal atagi riski azaltilabilir (104, 105).

Diinya Saghk Orgiiti 2002'de, kolera dis1 ishalde diisiikk ozmolariteli
(sodyum 75 mmol/L, glikoz 75 mmol/L ve toplam ozmolarite 224 mmol/L)
solusyonun rutin kullanimin1 6nermistir (6). Her diskilamadan sonra dehidratasyonu
olmayan 2 yasin altindaki ¢ocuklar igin 50-100 mL (¢eyrek ila yarim biylk bardak)
ve 2-10 yas cocuklar i¢cin 100-200 mL (yarim ila bir biyuk bardak) ekstra sivi ya da
ORS verilmesini 6nerir. Dehidratasyon belirtileri olan cocuklarda ise, 75 mL/kg
olacak sekilde dort saat boyunca hidrasyon uygulanmali ve emzirmenin devam

ettirilmesi saglanmalidir (104).
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Lactobacillus, Bifidobacterium tirleri ve Saccharomyces boulardii gibi
probiyotiklerin rotaviris enfeksiyonunun énlenmesine, ishal siiresinin ve siddetinin
kisalmasina, reenfeksiyonlarin insidansinin  azaltilmasina, immiin  yanitin
diizenlenmesine yardimci oldugu goriilmiistiir (106).

Rotavirlis enfeksiyonu igin antiviral tedavinin yarari arastirilmis ancak
calismalar daha ¢ok preklinik asamalarda kalmistir. Viral morfogenezi engelleyerek
rotaviris replikasyonunu inhibe eden genis spektrumlu bir antiviral ilag olan
nitazoksanitin ishal siresini ve hastanede yatis siiresini kisalttigi bildirilmistir.
Ondansetron gibi antiemetikler kusma sayisini ve intravendz rehidratasyon ihtiyacini
azaltmakla birlikte ishali artirabildigi gorilmistir (57). Rasekadotril, endorfin
metabolize edici enzim olan enkefalinaz inhibitéridir ve CaCo2 hicrelerinde
rotaviriis kaynakli ishali inhibe ettigi gosterilmistir (107). Diosmektit bakterilere,
toksinlere (endotoksin ve ekzotoksin), rotaviriis partikiillerine baglanip su ve

elektrolit emilimini arttiran dogal adsorbandir (108).

2.11. Rotaviriis asilari

Insan rotaviriisiine kars1 as1 gelistirme ¢alismalar1, 1980'lerin basinda sigir
rotavirusiinden (NCDV, [RIT 4237]) elde edilen oral zayiflatilmis monovalan ast1 ile
baslamistir. Ilk calismalarda “Jennerian” yaklasimi kullanilmistir. Bu yaklasimda;
insan rotavirGslerinin hiicre kiiltiirlerinde iiremesi giic oldugu i¢in, degisik hayvan
rotavirslerinin hiicre kiiltiirlerinde pasajlar1 yapilip zayiflatilarak insanlarda

kullanilabilir hale getirilmesi saglanmistir (3, 39). Bu yontemle hazirlanan hayvan
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kokenli 1. kusak asilarin (iki sigir RIT 4237; G6P6[1] , WC3; G6P7[5] ve bir rhesus
maymun rotavirisi-RRV; G3P[3]) ozellikle gelismekte olan iilkelerde yapilan
etkinlik ¢alismalar1 sonucunda kullanimi terkedilmistir (3, 109).

Insan rotavirus susu M37, Veneziiella'da bir bebegin diskisindan izole
edilmis ve bu sustan elde edilen asinin beklenildigi kadar etkili olmadig1 gorilmistiir
(110). Maymun (G3) rotavirsunun hicre kiiltiiriinde kolay tireme 6zelligi ve insan
(G1, G2, G4) rotaviriisiiniin antijenik 6zelligi kullanilarak elde edilen ilk reassortan
ast olan RotaShield (RRTV, Wyeth, ABD), 1998 yilinda ruhsat almistir. Asilanmay1
takiben artmis invajinasyon riskinden dolay1 (5.000-10.000 asilanmis ¢ocukta 1’den
fazla vaka) as1 1999 yilinda Uretici firma tarafindan piyasadan geri ¢ekilmistir (3, 57,
111).

Rotaviriis as1 ¢alismalari, 2004 yilinda Rotarix asisinin Meksika'da ve daha
sonra diger Latin Amerika ve Avrupa iilkelerinde onaylanmasinin ardindan 6nemli
olgiide ilerlemistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 2006°da Gida ve Ilag¢ Dairesi
sigir-insan reassortan asisi olan RotaTeq'i onaylamustir (33).

Cin’de 2000-2001 yillar1 arasinda, rotaviris kuzu susundan (G10P[12]),
canli atteniie, monovalan oral LLR (Lanzhou Institute of Biological Products, China)
asis1 gelistirilmistir. Bu aginin etkinligi, plasebo kontrolli faz IIT klinik ¢alismasiyla
dogrulanmamugtir, ancak biiyiikk bir vaka kontrol ¢alismasinda 5 yasin altindaki
cocuklarda as1 etkinliginin, hafif ile orta rotaviriis ishaline karsi %35 ve siddetli
rotaviriis ishaline kars1 %53 oldugu tahmin edilmistir (112, 113).

Rotavin-M1 (POLYVAC), 2003 yilinda Vietnam’da akut gastroenterit

nedeniyle hastanede yatan bir ¢ocuktan elde edilen G1P[8] susundan iiretilmis oral
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asidir (114). Bir ¢alismada iki doz uygulanan asinin Vietnamli bebeklerde giivenli ve
immiinojenik oldugu bulunmustur (115).

Gegirilen bir rotaviris enfeksiyonunun, insanlart hem homotipik hem de
heterotipik rotaviriislerin neden oldugu sonraki hastaliklara kars1 korudugu
bildirilmistir. Buna dayanarak, 89-12 isimli insan rotavirisinin G1P[8] susu hiicre
kalturunde pasajlanarak zayiflatilmis (atteniie) ve Rotarix asist gelistirilmistir.
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Idaresi, Nisan 2008'de Rotarix asisinin
ABD'de kullanimini onaylamistir. Bu asimnin, gelismekte olan Ulkeler de dahil olmak
Uzere siddetli rotavirlis hastaligi insidansinda % 80'lik bir azalma sagladigi
goriilmiistiir. As1 uygulanmasi ile invajinasyon riskinde artis olmamustir (116). Oral
as1 iki doz seklinde uygulanir. Ik doz en az alt1 haftalikken, ikinci doz ilk dozdan en
az dort hafta sonra uygulanir ve bebek 24 haftalik olana kadar dozlar
tamamlanmalidir (6).

RotaTeq, WC3 sigir rotavirusi (G6 ve P7[5]) ve en yaygin serotipleri iceren
(G1-4 ve P1AJ8]) insan kokenli bes rotaviriis susundan olusan reassortan bir asidir.
(33). Asy, ii¢ doz seklinde oral olarak uygulanir. ilk doz 6-12 haftalikken, ikinci ve
Uctncu dozlari 4-10 hafta ara ile uygulanir, 32 haftaya kadar tim dozlar
tamamlanmalidir (6). RotaTeq’in bir ¢alismada siddetli rotaviriis hastaligina karsi
%98 koruma sagladigi gosterilmistir (117). Bu asilar, evinde hamile veya
immunsuprese Kisi bulunan bebeklere uygulanabilir. As1 olan kisilerden asgilanmamis
kisilere viriisiin gegmesi nadiren gozlenmistir. Agir kombine immiin yetmezlik ve
invajinasyon Oykiisi olmasit durumunda Rotarix ve RotaTeq’in kullanimi

kontrendikedir. Rotavirus asilar, diger rutin cocukluk cagi asilariyla birlikte
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uygulanabilir. Bebek as1 uygulamasi sirasinda veya sonrasinda tiikiiriir veya kusarsa
asmin tekrarlanmasma gerek yoktur (118). Hafif enfeksiyonu veya ishali olan
bebeklerde asi uygulanabilir. Orta ve siddetli enfeksiyonu veya ishali olanlarda asi
enfeksiyon diizelince yapilmalidir (111).

Rotavac (Bharat Biotech International Limited, Hindistan), monovalan
Insan-sigir rotavirls asisidir. Asi, sigir rotavirtisii geni P[11] ve insan rotaviriis genini
iceren, reassortan sus olan G9P[11]’den meydana gelen 116E rotaviriis susundan
olusmaktadir. Hindistan'da yapilan ¢ift kor, randomize, plasebo kontrolll, cok
merkezli bir ¢alismada, asiin siddetli rotaviriis gastroenteritine karsi, ilk yilda %56
etkili oldugu gosterilmistir. Ruhsat alindiktan sonra 2014 yilinda Rotavac’in

Hindistan'da rutin asilamasi baglatilmigtir (119).

Sigir-insan reassortan pentavalan bir asi olan Rotasiil (BRV-PV, Hindistan

Serum Enstitlst) G1,G2,G3,G4 ve G9 rotaviris serotiplerini icerir. Nijer'deki
bebeklerde agir rotaviriis gastroenteritine karst % 67'lik bir etkinlige sahip oldugu
goriilmiistiir. Oral, U¢ doz seklinde uygulanmaktadir. Uygulamadan once sitrat
bikarbonat tamponu ile sulandirilmast gerekir. Asi isiya dayanikhidir ve iki yil
37°C'de, alt1 ay 40°C'de saklanabilmektedir (120).

Yeni Zelanda ve Endonezya’da klinik faz 2 ¢alismalar1 yapilan yenidogan
rotaviriis susu RV3’ten (G3P[6]) elde edilen RV3-BB ve Giiney Afrika’da
calismalar1 siiren parenteral P2-VP8-P[8] sublnit asis1 rotaviris aday asilaridir.
Hayvan g¢aligmalarinda antikor iiretimini uyardigi gosterilen, CDC-9 susu (G1P[8])

ile hazirlanan inaktive rotaviris asisinin (IRV) insanlarda faz-1 klinik ¢alismasi
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planlanmaktadir. Noroviriis benzeri parcaciklardan (VLP’ler; G1.3 ve Gll.4) ve
rotaviriis VP6'dan olusan, cansiz, noroviris-rotaviriis kombinasyon asisi galismalari
yapilmaktadir. Bu as1 igin farelerde yapilan ¢aligmalarda, yuksek immunojeniklik ve
heterolog rotavirlis enfeksiyonundan korunma saglandigi gosterilmistir. Ayrica,
rotaviriis VP6 oligomerik yapisal diizenekleri, in vivo norovirus VLP'leri i¢in adjuvan
gorevi gorir. Bu sayede g¢ocukluk c¢agi akut gastroenteritinin 6nlenmesi igin umut

verici bir a1 aday1 olacagi diistiniilmektedir (121).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin toplanmasi ve ¢cahsma plam

Calismamizda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’'ne Kasim 2016 ve
Subat 2018 tarihleri arasinda basvuran 476 hastanin laboratuvarimiza gonderilen
disk1 6rnekleri toplanmustir. Her hasta icin icer adet olmak Uzere 6rnekler 1.5 ml’lik
ependorflara alinmis, -80°C’de ¢alisilacagi zamana kadar saklanmustir.

Calismamiza Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
19.01.2017 tarih ve 01 karar no. ile onay verilmistir.

Gelen digki 6rneklerinde, immunokromatografik yontemle rotavirlis antijen

tespiti icin ALL TEST™ (MedNet GmbH, GERMANY) kiti kullanilmustir.

Digki1  ornekleri, %10 oraminda  sulandirildiktan  sonra  ELISA
(Rotaclone®Meridien, ABD) yontemi ile rotaviriis serotip A pozitifligi agisindan

incelenmistir.

Rotaviris antijeni ELISA testi ile pozitif bulunan hastalarin diski
orneklerinden Qiamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak spin-kolon

yontemi ile ¢ift zincirli viral RNA elde edilmistir.

Protein VP4 ve VP7 gen bolgelerinin amplifikasyonu igin ‘ters transkriptaz-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), Access Quick RT-PCR kiti (Promega
Corporation, Madison, WI, ABD) kullanilarak yapilmistir. Protein VP4 gen
amplifikasyonu Con2 ve Con3 primerleri ile, VP7 gen amplifikasyonu ise Beg9 ve

End9 primerleri ile calisilmustir.
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Spesifik G ve P genotiplendirme reaksiyonlar1 PCR Master Mix (Promega
Corporation, Madison, W1, ABD) kiti ile, Termal cycler (ThermoHybaid PCR Px2,

Ingiltere) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2. Iimmunokromatografik yontemle diskida rotaviriis antijeninin saptanmasi

1. Yeterince viris partikill elde etmek icin 6rnek toplama kabinda yeterli miktarda
diski (1-2 ml, 1-2 g) toplanmustir. Test diski laboratuvara ulastiktan sonra 6 saat
icinde gergeklestirilir ise en iyi sonuclar elde edilmektedir. (6 saat icinde test
edilemeyecegi durumlarda 6rnek 2-8°C’de ii¢ giin saklanabilmektedir. Uzun sureli

saklama icin 6rnekler -20°’nin altinda tutulmalidir.)
2. Kullanmadan 6nce soliisyon, kaset ve diski oda sicakligina getirilmistir.

3. Kat1 6rnekler i¢in yaklagik 50 mg digki toplanmis, sivi ornekler igin iki damla

(yaklagik 50 pL) digk1 alinmis ve ekstraksiyon sollisyonuna aktarilmistir.

4. Digki ve ekstraksiyon solisyonunu karistirmak igin kuvvetlice calkalanmus, iKi

dakika kadar beklenmistir.

5. Test tiipiinden 2 tam damla (yaklasitk 80 pL) kasetteki Ornek kuyucuguna (S)

kabarcik olusmamasina dikkat edilerek damlatilmistir.

6. Sonuclar 10 dakika sonra okunmus ve 20 dakikadan sonraki sonuclar gecersiz

sayilmistir.
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7. Testin dogru degerlendirilmesi i¢in kontrol ¢izgisinde (C) kirmizi renkli gizgi
olusumu gozlenmistir. Kontrol ¢izgisi olusmayan test gecersiz sayilmis ve tekrar
edilmistir.

7

% T1’de kirmiz1 ¢izgi olusumu rotavirls pozitif, T2’de kirmizi ¢izgi olusumu
adenovirls pozitif, T1 ve T2’de kirmizi ¢izgi olusumu rotaviriis ve
adenovirus birlikte pozitif, T1 ve T2’de kirmizi ¢izginin olugmamasi
durumunda rotaviris ve adenovirls negatif olarak degerlendirilmistir

(Resim 1).

8. Viriis yiikiine bagli olarak kirmizi ¢izginin yogunlugu degisebilecegi igin hafif

kirmiz ¢izgiler de pozitif olarak degerlendirilmistir.

Resim 1. immunokromatografik yontemle diskida rotaviriis antijen pozitifliginin
gosterilmesi (S: 6rnek kuyucugu, C: kontrol kuyucugu, T1: rotavirds, T2: adenoviris)
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3.3. Rotavirus antijeninin ELISA testi ile saptanmasi

3.3.1 ELISA (Rotaclone®Meridien, ABD) kitinin i¢indekiler; (Resim 2)
1. Monoklonal antikorla kapli 48 kuyucuklu mikroplak

2. Enzim konjugat: Horseradish peroksidaz

3. Pozitif Kontrol: Inaktif simian rotavirus SA-11

4. Negatif Kontrol: Sample diluent

5. Subsrat A: Ure peroksidaz

6. Subsrat B: Tetrametil benzidin

7. Stop solusyonu: 1IN H2SO4 (sulfirik asit)

PREMIER" Rotaclone®

[BE7] 696004
= AVALZ

Ce 696004J108
£ 2018-12-26

@@} © i

Resim 2. ELISA kitinin icindekiler
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3.3.2 ELISA testinin uygulanisi

1. Eksi 80°C’lik dondurucuda saklanan digki1 érnekleri dondurucudan (Sanyo,

Japonya) cikartilarak oda sicakligina gelmesi i¢in bekletilmistir.

2. Kit kullanilmadan 6nce +4°C’ den ¢ikartilarak oda sicakligina gelmesi i¢in

bekletilmistir.

3. Fosfat tamponlu su (PBS), 100 ml steril distile suya 1 tablet olacak sekilde

hazirlanmistir.
4. 100 pL digk1 900 pL PBS ile 1:10 oraninda sulandirilmstir.

5. Dilie edilen ornekler homojenizasyon saglanana kadar iyice
vortekslendikten (Velp Scientifica, Italya) sonra 1.5 dk’da 13.000 rpm’de santrifiij

(Hermle Z 216 M, Almanya) edilmistir.

6. Mikroplagin D12 kuyucuguna 100 pL (2 damla) pozitif kontrol, D11

kuyucuguna 100 pL (2 damla) negatif kontrol konulmustur.
7. Diger tiim kuyucuklara 100 pL sulandirilmis 6rnekler konulmustur.
8. Tim kuyucuklara enzim konjugattan 100 pL (2 damla) konulmustur.

9. Oda sicakliginda (plagi giines 1sigindan koruyarak) bir saat inkiibasyon

yapilmistir.

10. Inkiibasyonun sonunda plagin icindeki siv1 bosaltilmistir. Bes kez distile
suyla kuyucuklar yikanmistir. Kuyucuklarda hi¢ sivi kalmamasi igin plak birka¢ kez

gazli bez iizerine ters ¢evrilerek vurulmustur.
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11. Her kuyucuga subsrat A (lre peroksidaz) 100 pL (2 damla) eklenmistir.

12. Her kuyucuga subsrat B (tetrametilbenzidin) 100 pL (2 damla)

eklenmistir.

13. Oda sicakliginda 10 dakika inklibasyon (plagi giin 1s1gindan koruyarak)

yapilmustir.

14. inkiibasyon bitince kuyucuklara durdurma soliisyonundan (H2SO4) 100 pL

(2 damla) eklenmistir.

15. Pozitif 6rneklerde antijen miktariyla orantili olarak mavi renk diizeyi artan
kuyucuklarda, durdurma soliisyonu eklenmesiyle maviden sariya dénen renk degisimi

gozlenmistir (Resim 3).

16. Mikroplak spektrofotometre cihazinda (das Plate Reader, Italya) 450 nm

dalga boyunda okutularak degerlendirilmistir.

17. Kitin onerisine gore optik yogunlugu 0.150’den biiyiikk olanlar pozitif,

0.150’ye esit veya kuguk olanlar ise negatif kabul edilmistir.
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Resim 3. ELISA plag (pozitif hastalar; sar1 ve negatif hastalar; renksiz)

3.4. Diskidan cift zincirli rotaviris RNA’simin ekstraksiyonu

Rotavirus antijeni ELISA testi ile pozitif bulunan drneklerden Qiamp Viral
RNA Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak RNA izolasyonu yapilmistir.

[zolasyonu yapilan érnekler PCR yapilana kadar -80°’de saklanmistir.

3.4.1. Reajenlerin hazirlanisi:

1. 310 pL AVE solusyona 310 pg liyofilize tasiyict RNA eklenmis ve eksi

20°C’de saklanmustir.

2. 50 ornek icin AW1 ve AW?2 sollsyonu hazirlanis;; 19 ml AW1’e 25 ml
etanol (%96-100), 13 ml AW2’¢ 30 ml etanol (%96-100) eklenip karisim oda

sicakliginda saklanmistir.
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3.4.2. Protokoliin uygulanist:

1.

Onceden %10 oraninda sulandirilmis disk1 érnekleri 30 saniye vorteks edilip,

12000 rpm’de bir dakika santrifiij edilmistir.

Solisyon AVL ve tasiyict RNA-AVE asagidaki formile gore hazirlanmustir.

(6rnek sayisinin bir fazlasi kadar 6rnek igin hesaplama yapilmistir.)
nx056ml=yml
ymlx 10 uL/ml =z pL

n: Ornek sayis1, y: Solisyon AVL hacmi, z: Soliisyon AVL’e eklenecek

tastyict RNA- Sollisyon AVE hacmi

Hazirlanan solisyon AVL-tasiyict RNA karisimindan 560 pL kadar 1,5 ml’lik
ependorfa eklenmistir.

Sulandirilmis 6rneklerin iist kismindan almaya dikkat ederek 140 pL kadar
ornek 1,5 ml’lik ependorfa eklenmis ve 15 saniye vorteks yapilmistir.
Vortekslendikten sonra oda sicakliginda 10 dakika bekletilmis ve sonrasinda
hafif bir sekilde spin yapilmstir.

Etanolden 560 pL kadar 6rneklere eklenmis, 15 saniye vorteks ve ardindan
spin yapilmustir.

Onceki soliisyondan (basamak 6’daki) 630 pL alinip QIAamp minikolon
tiplerine eklenmis 8000 rpm’de bir dakika santrifiij edilmistir. Alt kisimdaki
tlp atilmig Ustteki tlp temiz yeni minikolon tliplne alinmustir.

Son basamak tekrar edilmistir. (7. basamak)
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9. AWZX’den 500 pL eklenmis ve 8000 rpm’de bir dakika santrifiij edilmistir. Alt
kisimdaki tiip atilmig Ustteki tlp temiz bos minikolon tlplne alinmstir.

10. AW2’den 500 pL eklenmis ve 14000 rpm’de {i¢ dakika santrifiij edilmistir.

11. Alt kisimdaki tiip atilmig Ustteki tip temiz bos minikolon tipine alinmistir.

12. 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

13. Alttaki tlp atilmis st kisim 1,5 ml’lik ependorfa alinmistir.

14. AVE’den 60 pL eklenmis ve bir dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra
8000 rpm’de bir dakika santrifij edilmistir.

15. Ekstraksiyon islemi tamamlanan ornekler PCR yapilana kadar -80°C’de

saklanmistir.

3.5. Rotavirus G ve P tiplerinin belirlenmesi

Tablo 2. Rotaviriis VP7 gen boélgesi icin kullamilan primerler ve baz dizilimleri

Primerler Baz dizilimleri (5°-3°)
Beg9 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG
End9 GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG
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Tablo 3. VP7 amplifikasyonu i¢cin RT-PCR karisiminin hazirlanmasi

Hacim puL  Son konsantrayon puM

2 X Access Quick Master Mix 25

Beg9 (10 uM) 5 1
End9 (10 pM) 5 1
AMV (10 pM) 1 0.2
RNase free water 12

Toplam 48

3.5.1. VP7 amplifikasyon basamaklart:
1. Kalip dsRNA’dan 4 pL kadar yeni ependorflara alinmstir.

2. Termal cycler cihazinda 97°C’de 5 dakika bekletilerek denatiirasyon islemi

gerceklestirilmistir.
3. Hizl1 bir gekilde 6rnekler buz lizerine alinarak 5 dakika bekletilmistir.
4. Her bir 6rnekten 2.5 pL alinarak, 6nceden hazirladigimiz 48 pL mastermix

bulunan ependorflara dagitilmistir.

5. Termal cycler cihazinda Tablo 4’teki siireler ve sicakliklar ayarlanarak
amplifikasyon islemi gergeklestirilmistir. Slre bitiminde amplifikasyon urinleri

+4°C’de saklanmustir.
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Tablo 4. VP7 amplifikasyon sicaklik dereceleri, siireleri ve dongii sayisi

45°C 45 dakika )
95°C 2 dakika
L 1 Siklus
50°C 1 dakika
72°C 90 saniye _
94°C 1 dakika P
50°C 1 dakika =— 39 Siklus
72°C 90 saniye
72°C 5 dakika —> 1 Siklus

3.5.2 Nested PCR ile G Tiplendirme

Tablo 5. Rotavirus G tiplendirme igin kullanilan primerler ve baz dizilimleri

Primerler Baz dizilimleri (5°-3”)

VP7-R AACTTGCCACCATTTTTTCC

Gl CAAGTACTCAAATCAATGATGG

G2 CAATGATATTAACACATTTTCTGTG
G3 ACGAACTCAACACGAGAGG

G4 CGTTTCTGGTGAGGAGTTG

G9 CTTGATGTGACTAYAAATAC

G10 ATGTCAGACTACARATACTGG

G12 CCGATGGACGTAACGTTGTA
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Tablo 6. G tiplendirme i¢cin PCR Mastermix hazirlanmasi

Son konsantrayon

Hacim pL UM
2 X PCR Master Mix (Promega) 25
VP7-R (10 pM) 1 0.2
Gl (10 uM) 1 0.2
G2 (10 uM) 1 0.2
G3 (10 uM) 1 0.2
G4 (10 uM) 1 0.2
G9 (10uM) 1 0.2
G10 (10 uMm) 1 0.2
G12 (10 uM) 1 0.2
RNase free water 16
Toplam 49

Her bir ornekten 2 pL cDNA alinarak, onceden hazirladigimiz 49 pL

mastermix bulunan ependorflara dagitilmustir.

Termal cycler cihazinda Tablo 7°deki sireler ve sicakliklar ayarlanarak
amplifikasyon islemi  gergeklestirilmistir.  Siirenin  sonunda  olusan

amplifikasyon {iriinleri +4°C’de saklanmustir.
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Tablo 7. G tiplendirme icin amplifikasyon sicakhk dereceleri, sureleri ve dongu sayisi

—_

95°C 1 dakika
42°C 2 dakika — 30 Siklus
72°C 1 dakika

3.5.3. RT-PCR ile VP4 amplifikasyonu:

Tablo 8. Rotavirus VP4 gen bélgesi i¢in kullanilan primerler ve baz dizilimleri

Primerler Baz dizilimleri (5°-3%)
Con2 ATTTCGGACCATTTATAACC
Con3 TGGCTTCGCTCATTTATAGACA

Tablo 9. VP4 amplifikasyonu igin RT-PCR karisiminin hazirlanmasi

Hacim yuL  Son konsantrasyon uM

2 x Access Quick Master Mix 25
Con2 (10 pM) 1 0.2
Con3 (10 uM) 1 0.2
AMV (10 uM) 1 0.2
RNase free water 21
Toplam 49
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3.5.4. VP4 amplifikasyon basamaklart:
1. Kalip dsRNA’dan 3 pL alinmig, 97°C’de 5 dakika siire ile denatiirasyon

islemi gerceklestirilmistir.

2. Hizl1 bir sekilde 6rnekler buza konulmus ve 5 dakika bekletilmistir.

3. Her bir ornekten 2 pL alinmig, Onceden 49 pL RT mastermix ile

doldurulmus tiiplere dagitilmustir.

4. Termal cycler cihazinda Tablo 10°daki siireler ve sicakliklar ayarlanarak
amplifikasyon islemi  gergeklestirilmistir. ~ Stirenin  sonunda  olusan

amplifikasyon {irtinleri +4°C’de saklanmustir.

Tablo 10. VP4 amplifikasyon sicaklik dereceleri, siireleri ve dongii sayisi

45°C 45 dakika
95°C 2 dakika
— 1 Siklus
50°C 30 saniye
72°C 1 dakika _J
94°C 15 saniye N
50°C 30 saniye — 29 Siklus
72°C 1 dakika ]
72°C 5 dakika —> 1 Siklus
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3.5.5. Nested PCR ile P Tiplendirme

Tablo 11. Rotavirus P tiplendirme i¢in kullanilan primerler ve baz dizilimleri

Primerler Baz dizilimleri (5°-3°)

HumComb CTCTCGATGGTCCATATCAACC
P[4] ATATATTGCCTATTTGTTTGAC

P[6] GTATTACAGTTTCTACTTCAGA
P[8] TGTACGTCTATTATAAAATTCATTT
P[9] CGTCGCTCCTTGATACCAGT

Tablo 12. P tiplendirme icin PCR Mastermix hazirlanmasi

Hacim yL  Son konsantrayon uM

2 X PCR Master Mix (Promega) 25
HumComb (10 uM) 1 0.2
P [4] (10 uM) 1 0.2
P [6] (10 uM) 1 0.2
P [8] (10 uM) 1 0.2
P [9] (10 uM) 1 0.2
RNase free water 19
Toplam 49

> Onceden 49 pL master mix ile doldurulmus ependorflara kalip cDNA’dan 1.5

pL eklenmistir.

» Termal cycler cihazinda Tablo 13’teki siireler ve sicakliklar ayarlanarak

amplifikasyon islemi gergeklestirilmistir. Stre bitiminde PCR amplifikasyon

+4°C’de saklanmistir.
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Tablo 13. P tiplendirme i¢in amplifikasyon sicaklik dereceleri, siireleri ve dongii sayisi

94°C 10 saniye

42°C 30 saniye — 30 Siklus
72°C 30 saniye B

72°C 5 dakika —> 1 Siklus

3.6. Agaroz jel elektroforezi
Elde edilen amplifikasyon urtinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitillerek olusan

bantlara gore érneklerin genotipleri belirlenmistir.

3.6.1. Agaroz jelin hazirlanisi ve jel elektroferezinin uygulanisi

1. 1k olarak agaroz jelin hazirlanmasinda ve elektroforez sirasinda tankin
icine koymak icin TBE (Tris Borat Ethylene Diamine Tetra Acetic acid) sollisyonu
hazirlanmistir. Tris-Base (Merck, Almanya) 54 g, Borik Asit (AppliChem GmbH,
Almanya) 27.5 g, ve EDTA (pH 8.0) (AppliChem GmbH, Almanya) 20 ml 0.5 M
kadar karistirilarak 5x stok TBE sollsyonu hazirlanmis, hacim distile suyla 1000
ml’ye tamamlanmistir. Hazirladigimiz 5XTBE stok soliisyonundan 100 ml alinarak,

400 ml distile su eklenmis ve 1xTBE elde edilmistir.

2. Agaroz (Sigma, Almanya) 2 g kadar hassas terazide (Radwag WTB 200)

tartilmig ve erlenmayere konulmustur.
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3. Agaroz uzerine 100ml 1xTBE’den eklenmis ve mikrodalga firinda (Beko

MD1510S) en diisiik sicaklikta agarozun tamamen ¢oziinmesi saglanmistir.

4. Agaroz homojenizasyonu saglandiktan sonra katilasmamasia dikkat

edilerek yaklasik 50°C’ye kadar sogutulmustur.

5. Hazirladigimiz agaroz jele 0,2 pl kadar DNA boyasi olan Etidyum Bromid
(5u1/10ml, Metis,Kanada) eklenmis ve jel yiikleme kuyucuklarindan olusan tarakli

kaliba dikkatli bir sekilde baloncuk olugsmast 6nlenerek dokiilmiistiir.

6. Jel kaliba dokuldikten sonra oda sicakliginda yaklasik 30 dakika kadar

bekletilerek agarin katilagsmasi saglanmustir.

7. Agar tamamen katilastiktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarilmis ve jel
elektroforez tankinin (CS Cleaver Scientific Inc. Warwickshire, Ingiltere) icerisine

yerlestirilmistir.
8. Jelin iist kism1 kaplanana kadar tankin i¢ine 1XTBE tamponu konulmustur.

9. Parafilm Gzerine her drnek icin 2 pl Orange G ylikleme boyasindan (Metis,

Kanada) dagitilmistir.

10. Herbir 6rnekten 6 ul alinarak Orange G ile pipetaj yapilip karistirilmig ve
marker konulacak olan ilk kuyucuk hari¢ her kuyucuga bu karigimin tamanmi

dagitilmistir.

11. Jelin ilk kuyucuguna 3 pl 100 bp’lik markerdan (GeneRuler™100 bp

DNA Ladder Plus, LabAid™, Fermantas Inc, Ontario, Kanada) yiiklenmistir.
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12. Gii¢ kaynag1 (Consort E833) 120 V’a ayarlanmis ve markerda iyice agilma

olana kadar yaklasik bir saat yiiritme islemi yapilmistir.

13. Bir saatin sonunda jel tanktan ¢ikarilmis ve gorlntileme sisteminde
(UVITEC Cambridge, ingiltere) ultraviyole 1s1k altinda olusan bantlar gériintiilenerek

kaydedilmistir.

3.7. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS Statics 22.0 programi kullanilarak

yapilmistir. Rotaviris pozitifligi agisindan cinsiyet, mevsimler ve yas gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar Pearson Ki-kare testi ile degerlendirilmis, tim

analizlerde p< 0.05 degeri anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
Calismamizda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'ne, Kasim 2016 ve
Subat 2018 tarihleri arasinda basvuran, 0-92 yas arasindaki 476 hastanin, farkli

Kliniklerden laboratuvarimiza gonderilen digk1 drnekleri galisilmistir.

Orneklerin 86’sinda (%18.1) imminokromatografik test ile rotaviris antijeni
pozitif bulunmustur. Immiinokromatografik test sonucu pozitif ve negatif olan 476
hastanin timiine ELISA testi calisilmis ve 81 hastada (%17) ELISA pozitif
bulunmustur. Orneklerin %14.3’tinde immiinokromatografik test ve ELISA ile
rotavirus antijeni pozitif bulunmustur. %3.8’inde immunokromatografik test ile
rotavirus pozitif bulunurken, ELISA testi ile negatif bulunmustur (Tablo 14) (Sekil

10).

Tablo 14. Hastalarin ELISA ve immiinokromatografik test sonuclari

Immiinokromatografik test Immiinokromatografik
ELISA oy :

pozitif test negatif
Pozitif 68 (%14.3) 13 (%2.7)
Negatif 18 (%3.8) 377 (%79.2)
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Sekil 9. ELISA ve immiinokromatografik (IMK) test sonuglar:

Tum ELISA testi pozitif 6rneklere RT-PCR ¢alisilmistir. ELISA ile pozitif

bulunan 81 hastanin tiimiinde PCR ile de rotavirus pozitif bulunmustur (Tablo 15).

Tablo 15. ELISA ve PCR sonuglari

PCR POZITIiF

PCR NEGATIF

ELISA POZITIF ( n=81)

81

Enzim bagli immiinosorbent testi pozitif 81 hastanin 74’tinde (%91.4) GO

genotipi ¢alisilmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. Agaroz jel elektroforezinde GO pozitif ve negatif olan hastalar (M=marker)

Orneklerden GO pozitiflere ve nested PCR oldugu icin GO negatif olanlara da
G tiplendirme icin 2. tur PCR c¢alisilmistir. Bu galismanin sonucunda 81 hastanin
80’inde G tiplendirmesi yapilirken, 1 hastada tiplendirme yapilamamistir. Agaroz

jelde gorilen G tipleri ve bp degerleri Sekil 11 ve 12°de gosterilmistir.

Calismamizda 7 farkli G tipi elde edilmistir. Orneklerin sirasiyla %37, %7.4,
p $ y

%16.1, %6.2, %9,9, %2.5, %26’sinda G1, G2, G3, G4, G9, G10 ve G12 saptanmustir.
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315 333 407 409 420 421 424 MKR

Sekil 11.Agaroz jel elektroforezinde G tip gorintuleri-1 (G1; 618 bp, G2 (521 bp), G3
(682 bp), G4 (452 bp), G9 (179 bp), G12 (387 bp)

MKR 35 62 63 126 151 152 153 154 165 166 171 176 180 184 183 192 197 200 206

. o= "
| vv'—.“ -.
o = - - .

Sekil 12. Agaroz jel elektroforezinde G tip géruntileri-2 (G10; 266 bp)

Enzim bagli immiinosorbent testi pozitif 81 hastanin 69’unda (%85) PO

genotipi ¢alisilmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. Agaroz jel elektroforezinde PO pozitif ve negatif olan hastalar (m=marker)

Omeklerden PO genotipi pozitif ve nested PCR oldugu ic¢in PO negatif
orneklere de P tiplendirme igin 2. tur PCR ¢alisilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda 81
hastanin 59’unda P tiplendirmesi yapilirken, 22 hastada tiplendirme yapilamamuistir.
Calismamizda 3 farklt P tipi elde edilmistir. P genotipleri arasinda P[8] (%53)
dominant genotip iken bunu sirasiyla P[nt] (nt; tiplendirilemeyen) (%27,2), P[6]
(%7,4), P[4] (%6,2), P[6][8] (%4,8), P[4][8] (%]1.2) takip ettigi goriilmiistiir. Agaroz

jelde goriilen P tipler Sekil 14’te gosterilmistir.
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Sekil 14. Agaroz jel elektroforezinde P tip goruntuleri (p4; 186 bp, p6;381 bp ve p8; 280
bp)

Calismamizda 11 farkli G, P kombinasyonu saptanmistir. En sik goriilen G ve

P genotip kombinasyonu G1P[8] olarak bulunmustur (% 17,2). Bunu G12P[8]
(%11,11), G3P[8] (%11.11), G1P[nt] (%9,87) , GOP[8] (%6,16), G2P[4] (%4.94)

takip etmistir (Tablo 16). Ayrica, 6rneklerin %7,4'Unin G1G9P[8], G1G12P[8],
G1G9G12P[6][8], G1G9G12P[nt], G10G12P[8] bes farkli tipte miks genotipe sahip

oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 16. G ve P genotip kombinasyonlari

17,2%

1,23%

9,87%

2,47%

30,77%

4,94%

2,47%

7,41%

2,47%

11,11%

NIONIOIN|D>

2,47%

(BN
w

16,05%

1,23%

3,70%

1,23%

6,16%

1,23%

6,16%

2,47%

9,86%

1,23%

1,23%

3,70%

11,11%

A|lOIWFL (LN O F| Ok, W

4,93%

[N
()}

19,74%

1,23%

1,23%

2,47%

1,23%

1,23%

7,40%

1,23%

Rk olRklkr N

1,23%

oo
[N

62



Kadin hastalarin %18.5’1, erkek hastalarin %15.7’s1 pozitif olarak saptanmis ve
cinsiyet ve rotavirlis pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamigtir (p>0.05) (Sekil 15).

20
%18,5
18
16 %15,7
14
Kadin Erkek

Sekil 15. Cinsiyetlere gore rotavirds pozitifliginin dagilhim

Rotaviriis pozitif olgular sirasiyla ilkbahar (%35,9), sonbahar (%24,6), kis
(9%19,7) ve yaz (%19,7) mevsiminde goriilmistir ve mevsimlere gore rotaviriis

pozitifligi arasinda istatistiki olarak anlamli iliski bulunmustur (p<0,05) (Sekil 16).
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Sekil 16. Rotaviriis pozitif hastalarin mevsimlere gore dagilhm yiizdeleri

Rotaviriis pozitif olgularin yas gruplarina gore dagilimi su sekildedir: 6-12 yas
(% 23.5), 13-24 ay (%17.3), 25-36 ay (%16) (Sekil 17). Istatistiki olarak anlamli fark

olusturan yas grubu 25-36 ay olmustur (p<0,05)
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Sekil 17. Rotaviriis pozitif olgularin yas gruplarina gore dagihm yiizdeleri
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Tablo 17. Hastalarin cinsiyet, mevsimler ve yas gruplarina gore rotavirds pozitiflik
yuzdelerinin dagilim

- Negatif Pozitif
Ozellik .
n Yuzde (%) n Ylzde (%)
Cinsiyet
Kadin 181 81,5 41 18,5
p=0,431*
Erkek 214 84,3 40 15,7
Mevsimler
[lkbahar 136 81,9 30 18,1
Y 127 88,8 16 11,2
2 ’ = p=0,036*
Sonbahar 55 73,3 20 26,7
Kis 77 83,7 15 16,3
Yas Gruplan
0-6 ay 39 83 8 17
7-12 ay 32 78 9 22
13-24 ay 45 76,3 14 23,7
25-36 ay 23 63,9 13 36,1
37-48 ay 19 90,5 2 9,5
p=0,015*
49-59 ay 11 78,6 3 214
6-12 yas 93 83 19 17
13-18 yas 40 88,9 5 11,1
19-65 yas 82 93,2 6 6,8
>65 yag 11 84,6 2 15,4
* = Pearson Ki-kare test ile bulunan degerler

Farkli yas gruplarinda goriilen G, P tipleri ve genotip kombinasyonlar1 Tablo 18-

20’de gosterilmistir.
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Tablo 18. Farkh yas gruplarinda goriilen G genotiplerinin dagilinm

Yas Gmiks
gruplary/G Gl G2 | G3 | G4 | G9 | G0 | GI12 G[nt] e 1(%;?(2/1 "
COmEE G1+G12/ G10+G12)

0-6 ay 5 1 2 0 2 0 4 0 2
7-12 ay 3 0 2 0 1 0 2 0 0
13-24 ay 7 1 3 0 2 0 3 0 1
25-36 ay 2 0 3 1 2 0 2 1 1
37-48 ay 1 0 2 0 0 0 0 0 0
49-59 ay 0 0 0 2 0 0 1 0 0
6-12 yas 4 2 1 1 4 2 8 0 2
13-18 yas 1 2 0 0 0 0 1 0 0
19-65 yas 4 0 0 1 1 0 0 0 0
>65 yas 1 0 0 0 0 0 1 0 0
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Tablo 19. Farkh yas gruplarinda goriilen P genotiplerinin dagilimi

Yas gruplary/P

Genotipleri P4 P6 P8 P4+P8 P6+P8 P[nt]
0-6 ay 1 1 5 0 0 3
7-12 ay 0 1 4 0 0 3

13-24 ay 1 0 9 0 2 2
25-36 ay 0 1 6 0 0 4
37-48 ay 0 1 2 0 0 0
49-59 ay 0 0 2 0 0 1
6-12 yas 1 2 9 0 1 7
13-18 yas 2 0 2 0 0 0
19-65 yas 0 0 3 1 0 2
>65 yas 0 0 1 0 1 0
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Tablo 20. En sik goriilen G ve P genotip kombinasyonlarimin ve G10, G12’nin farkh yas

gruplarindaki dagilhim
Yas
gruplar/Genotip | G1P[8] | G3P[8] | G9P[8] | G10P[8] | G12P[6] | G12P[8] G12P[nt]
kombinasyonlari
0-6 ay 3 1 0 0 1 0 2
7-12 ay 1 2 0 0 1 1 0
13-24 ay 4 3 2 0 1 2 1
25-36 ay 1 1 1 0 0 2 0
37-48 ay 1 1 0 0 0 0 0
49-59 ay 0 0 0 0 0 1 0
6-12 yas 2 1 2 1 2 5 2
13-18 yas 1 0 0 0 0 1 0
19-65 yas 1 0 1 0 0 0 0
>65 yas 0 0 0 0 0 1 0
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5. TARTISMA

Rotavirlsler, diinyada 0-5 yas arasindaki c¢ocuklarda en sik karsilasilan,
ozellikle gelismekte olan tilkelerde bebek élimlerine neden olabilen énemli bir viral
gastroenterit etkenidir. Viriisiin akut gastroenterit etkeni olarak kesfedilmesinden
sonra dinyada ¢ok sayida ¢alisma yapilmis ve rotavirus asilar1 gelistirilmistir. Asilar
bir¢ok iilkede asilama programina dahil edilmis ve rotaviriisten korunmada énemli bir

rol almistir.

Ulkemizde de rotavirus sikligin1 bildiren ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu
calismalarin hemen hepsinde hasta grubu olarak cocuklar alinmis ve sonuclar
cogunlukla immiinokromatografik, ELISA gibi yontemlerle degerlendirilmistir.
Ulkemizde yapilan son ¢alismalarda, cocukluk ¢ag1 gastroenteritlerinin % 6-28'inden
rotaviriisiin sorumlu oldugu gésterilmistir (122-125). Akan ve ark. Istanbul’da 2007-
2008 yillart arasinda, akut gastroenterit nedeniyle basvuran tiim yaglardan 672
hastada yaptiklari ¢alismada immunokromatografik testle %18,7 oraninda pozitiflik
saptamiglardir (126). Celik ve ark. 2006-2012 yillar1 arasinda, Sivas’ta 0-5 yas arasi
gocuklarda yaptigi  bir ¢alismada, 4702 diski  Orneginin  %]17’sinde
immunokromatografik ydntemle rotavirus antijenini pozitif bulmuslardir (127).
Coban ve ark. Alanya’da, Nisan 2008-Mart 2013 tarihleri arasinda yaptiklari
calismada, 0-16 yas arast 3106 g¢ocugun diski Orneklerinin  %13.6’sinda
immunokromatografik yontemle rotavirus pozitifligi elde etmislerdir (128). Inci ve
ark. Artvin’de Ocak 2010-Ocak 2013 tarihleri arasinda ishal sikayeti ile bagvuran 0-5

yas arasi 302 cocugun diski Orneklerinde immunokromatografik test ile %10.6
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oraninda pozitiflik saptamiglardir (129). Aslantas ve ark. Ocak 2013-Aralik 2016
tarihleri arasinda akut gastroenterit tanisi olan 0-17 yas aras1 ¢ocuklardan gocuk acile
gonderilen 1712 diskinin %17.5’inde immuinokromatografik yontemle rotaviris
pozitifligi saptamiglardir (130). Dhiman ve ark. 2013-2014 yillar1 arasinda
Hindistan’da 0-5 yas arasi akut gastroenterit tanist konan 100 ¢ocugun %23’{inde
immunokromatografik yontemle rotavirlisi pozitif saptamislardir (131). Okebugwu
ve ark. Nijerya’da Mart 2015-Eyliil 2015 tarihleri arasinda ¢ocuk hastanesine
bagvuran, 0-36 ay arast g¢ocuklarda yaptiklar1 ¢alismada immiinokromatografik

yontemle 125 gocugun %24.8’inde rotavirus antijenini pozitif bulmuslardir (132).

Calismamizda immiinokromatografik yontemle %18.1 oraninda rotavirus
antijen pozitifligi saptadik. Ulkemizde ve yurtdisinda yapilan bu calismalardan

bildirilen sonuglara gore rotaviriis pozitifliginin benzer siklikta oldugunu gordik.

Kasifoglu ve ark. 2005-2011 yillar1 arasinda yaptiklart ¢alismada 1241 diski
orneginde ELISA (ELFA; Vidas; Biomerieux, Fransa) ile %19.9 oraninda pozitiflik
saptamiglardir (133). Samanci ve ark. Diyarbakir’da Ocak 2010-Aralik 2015 yillar
arasinda, akut gastroenterit nedeni ile bagvuran 0-18 yas grubundaki 55035 ¢ocukta
yaptigi c¢alismada ELISA (Triturus-Biomerieux) yontemi ile %14.1 oraninda
pozitiflik elde etmislerdir (134). Avct ve ark. 2012-2014 yillar1 arasinda, ELISA
yontemi ile (Premier™ Rotaclone® EIA, Meridian Diagnostics) rotaviriis pozitifligini
0-5 yas arast 982 cocuk hastada %19.6 olarak bulmuslardir (135). Afrad ve ark.
Haziran 2006-Mayis 2012 tarihleri arasinda Banglades’te yaptiklari ¢alismada 9678

diskinin %20.3’inde ELISA (Dakopatts, Copenhagen, Denmark) ile rotavirus pozitif
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bulmuslardir (136). Cin’de Tian ve ark. 2011-2016 yillar1 arasinda 0-5 yas arasi
cocuklarda ELISA (ProSpectT Rotavirus microplate assay) ile 3668 digski 6rnegini

incelediklerinde, %20.8’inde rotaviriis pozitifligi tespit etmislerdir (137).

Calismamizda Premier™ Rotaclone® (Meridian Biosciences; Cincinnati,
Ohio) kitiyle ELISA testi calisilmig, % 17 oraninda pozitiflik goriilmiis ve bizim
yontemimizi kullanan ¢alismayla elde ettigimiz sonu¢ benzer olmustur. Gelismekte
olan Ulkelerde yapilan bu ¢aligmalara gore ise biraz daha diisiik ancak yakin sonuclar

elde etmis bulunmaktay1z.

Artiran ve ark. EKim 2012-Aralik 2013 tarihlerini kapsayan, Kayseri’de akut
gastroenteriti olan 0-5 yas aras1 ¢ocuklarda topladiklar1 101 diskinin %69.3’linde
immunokromatografik yontemle, %59.4’tinde ELISA testi ile (DRG, Marburg,
Germany), %57.4’tnde PCR ile rotavirus pozitif bulmuslardir (138). Umair ve ark.
2014 yilinda Pakistan’da 0-5 yas aras1 502 c¢ocukta yaptiklar1 calismada ELISA ile
(ProSpecT™ Rotavirus Microplate Assay. Oxoid Ltd., UK) %29.3’linde pozitiflik
saptamuglar, pozitif orneklerin de %89’unda PCR ile pozitilik (%26.1) tespit
etmiglerdir (139). Turner ve ark. 2008-2009 yillar1 arasinda Malawi’de yaptiklari
calismada 0-5 yas aras1 720 ¢ocugun %31’inde ELISA ile (RotaClone™, Meridian,
Biosciences; USA) ve ELISA pozitiflerin hepsinde PCR ile rotaviris pozitif

bulmuslardir (140).

Premier™ Rotaclone®, ProSpecT™ ve RIDASCREEN® , WHO’nun 2018
rehberinde onerdigi ELISA Kitleridir. Bu testlerin duyarliliklart %75-82, 6zgulltkleri

%100 olarak saptanmistir. Calismamizda Premier™ Rotaclone® (Meridian
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Biosciences; Cincinnati, Ohio) ELISA Kkiti ile pozitif bulunan 6rneklerin tamaminda
PCR ile de pozitiflik elde ettik. Bu kitin kullanildig1 ¢alismalarda da gordiigiimiiz
gibi, elde edilen sonuglarin rotaviriisiin tanisinda kullanilan PCR gibi guvenilir

molekiiler yontemlerle uyum gosterdigini diisinmekteyiz.

Bulut ve ark. Agustos 2012-Temmuz 2015 tarihleri arasinda yaptigi bir
calismada, 0-5 yas aras1 ¢cocuklardan toplanan 107 diskinin 83’tinde PCR ile rotaviris
pozitif bulmus ve bunlarin 53'Unln (%63,8) kadin, 30'unun (%36,1) erkek oldugunu
saptamistir. Calismalarinda cinsiyete gore rotaviriis pozitifligi istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (141). Burkina Faso’da Bonkoungou ve ark.’nin Kasim 2008-
Subat 2010 tarihleri arasinda 0-5 yas aras1 447 gocukta yaptigi calismada, kadinlardan
daha fazla erkek oldugu fakat hastalar arasinda istatistiksel olarak cinsiyet farkinin

anlamli olmadig1 goriilmiistir (142).

Bizim ¢alismamizda kadin hastalarin %18.5°i, erkek hastalarin %15.7’si
pozitif olarak saptanmis ve bu calismalara benzer sekilde cinsiyetler arasinda

rotaviriis pozitifligi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,431).

Dogan ve ark. Temmuz 2012- Temmuz 2013 tarihleri arasinda, Gaziantep’te
yaptiklar1 caligmada pozitifligin en fazla kis (%17.1), 2. siklikla ilkbahar (%13.3)
mevsiminde oldugunu goérmiislerdir. Mevsimlere gore rotavirls pozitifligi arasinda
anlamli iliski bulmuslardir (143). Konca ve ark. Mart 2012-Subat 2013 tarihleri
arasinda Adiyaman’da yaptiklari ¢caligmada rotaviriisin en sik sonbahar mevsiminde
goruldiigiini saptamislardir (144). Sugecti ve ark. Ocak 2014-Aralik 2014 tarihleri

arasinda Zonguldak’ta yaptiklar1 ¢alismada rotavirus pozitifliginin en sik ilkbaharda
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(%37,15) oldugunu, mevsimlere gore rotaviriis pozitifligi bakimindan anlamli iligki
olmadigint goéstermislerdir (145). Shoeib ve ark. Misir’da Agustos 2011-Agustos
2012 tarihleri arasinda yaptiklari bir ¢alismada rotavirus pozitifliginin en sik kis

mevsiminde oldugunu saptamislardir (146).

Bizim g¢alismamizda rotaviriis pozitif olgular sirasiyla ilkbahar (%35,9),
sonbahar (%24,6), kis (%19,7) ve yaz (%19,7) mevsiminde gorilmustir ve
mevsimlere gore rotaviriis pozitifligi arasinda istatistiki olarak anlamli iliski
bulunmustur (p<0,05). Rotavirlis enfeksiyonlarinin bu calismalarda da gosterildigi
gibi sonbahardan ilkbahara kadar enfeksiyonlara sebep oldugu gosterilmistir. Ancak
yine bu calismalarda en sik bu {i¢ mevsimde goriilse de, rotavirus aslinda tim yil

boyunca hastalik etkeni olmaktadir.

Borsa ve ark. Mayis 2010-Nisan 2011 tarihleri arasinda 0-5 yas arasi 944
cocukta yaptiklart c¢alismada immiinokromatografik yontemle %19.9 oraninda
pozitiflik bulmuslar ve  pozitifligin en sik 12-24 ayda (%28.2) oldugunu
saptamiglardir (147). Dagi ve ark. Ocak 2010-Aralik 2013 tarihleri arasinda
Konya’da yaptiklar1 ¢alismada tiim yas grubundan 2795 hastanin digki 6rneklerini
immunokromatografi  yontemi ile arastrmis ve %9.8 oraninda pozitiflik
saptamiglardir. Yaslara gore pozitiflik sikligi; 0-2 yas %59.3, 5-18 yas %19.4, 2-5 yas
%15.4, >18 yas %5.9 olarak goriilmiistiir. Pozitifligi 0-2 yas grubunda diger yas
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulmuslardir (148). Kirdar
ve ark. Aydin’da Ocak 2013-Aralik 2013 tarihleri arasinda akut gastroenterit tanili 0-

5 yas aras1 502 ¢ocugun diski 6rneginin %15’inde immunokromatografik yontemle
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pozitiflik bulmuslar ve pozitifligin en sik 12-24 aylik bebeklerde oldugunu
saptamiglardir (149). Gureser ve ark. Ocak 2013-Eylil 2014 yillar1 arasinda
Corum’da yaptiklart ¢alismada immunokromatografik yontem ile %17.5 oraninda
pozitiflik saptamislardir. Calismada 0-18 yas arasi1 ¢ocuklar, 0-6 ay, 7-24 ay, 25
ay-4 yas, 5-10 yas ve 11-17 yas olmak lizere bes yas grubuna ayrilmistir.
Rotaviriisiin en sik 7-24 ay (%22) ve 25 ay-4 yas (%21.2) arasinda, en az 5-10 yas

(%14.8) ve 11-17 yas (%3.1) arasinda goriildiigii saptanmustir (150).

Calismamizda yaslar yapilan bu c¢alismalardan farkli olarak; 0-6 ay, 7-12 ay,
13-24 ay, 25-36 ay, 37-48 ay, 49-59 ay, 6-12 yas, 13-18 yas, 19-65 yas, >65 yas
seklinde gruplandirilmistir. Rotaviriis pozitif hastalarin yaslara gore yuzdeleri siklik
sirasina gore su sekilde goriilmiistiir: 6-12 yas (%23.5), 13-24 ay (%17,3), 25-36 ay
(%16), 0-6 ay (%11.1), 7-12 ay (%9.9), 19-65 yas (%7.4), 37-48 ay (%3.7), 49-59 ay
(%3.7), 13-18 yas (%4.9), >65 yas (%2.5). Dag1 ve ark. galismalarinda yaptiklar
gruplara gore pozitiflik oranma bakildigi zaman 0-2 yas arasindaki pozitiflik
calisgmamizda da yiiksek saptanmis ancak >18 yas hasta grubunda bu ¢alismaya gore
daha yiiksek pozitiflik elde etmis bulunmaktayiz. Gureser ve ark. ¢alismasina benzer
sekilde, caligmamizda 25-36 ay araligimin diger yas gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli oranda yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu yas grubu kres yasi olmasi ve
elle virlis bulaginin yaygin olmasi nedeniyle beklenen bir sonug olarak karsimiza
cikmistir. Kirdar ve ark., Borsa ve ark. en sik bulduklar1 13-24 ayda ¢alismamizda 2.
siklikta (%17.3) pozitiflik saptanmistir. Calismamizda, okul ¢agi olan 6-12 yas

araligindaki rotavirus pozitiflik yuzdesinin (%23.5) en yiiksek oldugu ve rotaviriisiin
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cocukluk yasta en sik olmakla birlikte ileri yaslarda da enfeksiyonlara sebep oldugu

gorilmiistir.

Diinya’da farkli kitalarda genotiplerin sikliginda degisiklik gorulebilmekte,
yeni goriilmeye baslayan farkli genotipler yillar icinde ortaya cikabilmektedir.
Tiirkiye nin cografi konumu, komsu tlkelerdeki genotiplerin lkemize yayilmasinda
ve gorilen genotiplerin yillara gore degisim gostermesinde ©6nemli bir rol

oynamaktadir.

Diinya’da en sik goriilen rotavirus genotipleri 1995°ten dnce G1, G2, G3, ve
G4 iken, 1995’ten sonra G9 genotipi diinya ¢apinda ortaya c¢ikmistir (151).
Ulkemizde ise yeni yapilan ¢alismalarda G1 ve G9 sikhiginin degistigi ancak en
yaygin goriilen bes genotip i¢inde her ikisinin de yer aldigi saptanmistir (13, 14).
Gunumuzde dinya genelinde G tiplerinden; G1, G2, G3, G4, G9, G12 ve P
tiplerinden; P[4], P[6], P[8] en sik goriilen rotaviriis genotipleri olarak karsimiza
cikmaktadir. Genotip kombinasyonlarindan G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], GIP[8]
ve G12P[8] diinyada goriilen genotiplerin % 90'm1 olusturmaktadir (57). Ulkemizde
de bu genotip kombinasyonlar1 sik goriilmekte ancak bazi yillarda en sik goriilen
genotipler degisebilmektedir. Ornegin; iilkemizde 2009-2010 yillar1 arasinda yapilan
bir calisgmada G3P[8] en yiiksek oranda saptanmis onu G2P[8], G4P[8], G1P[8],
GI9P[8], G4P[6] ve G1P[6]’nin takip ettigi goriilmiistir (152). Cataloluk ve ark.’nin
2000-2002 yillar1 arasinda ti¢ farkli bolgeden toplanan 6rneklerle yaptiklar: calismada

en sik G4P[8] (%42.2) ve sirastyla G1P[8] (%26.6), G2P[4] (%3.1) ve G3P[8] (%1.5)

genotipleri gozlenmistir. GOP[8] (%3.2) ve G2P[8], G1P[6], G2P[6] ve G4P[6] gibi
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daha az gorilen genotipler sirasiyla %7.8, %3.1, %I1.5 ve %6.3 oraninda
bulunmustur. Miks enfeksiyonlar % 7.3 oraninda; G1+G2, G1+G4, G1+G9 ve
G4+G9 kombinasyonlar1 seklinde gortilmiistiir (153). Durmaz ve ark.’nin 2012-2014
yillar1 arasinda, 0-5 yas yas arasi ¢ocuklar1 kapsayan, Tiirkiye genelinde 23 ilde, 35
farkli hastanede gerceklestirdikleri siirveyans c¢alismasinda rotaviriis antijeni,
caligmaya katilan hastanelerin laboratuvarlarinda kullanilan lateks agliitinasyon,
immunokromatografik test veya ELISA gibi testlerle tespit edilmistir. Antijen pozitif
bulunan 2102 6rnegin 1644’iinde (%78.2) PCR ile rotavirus pozitif bulunmustur. En
yaygin genotip kombinasyonu G9P[8] (%40,5) iken bunu sirasiyla G1P[8] (%21.6),
G2P[8] (%9.3), G2P[4] (%6.5), G3P[8] (%3.5) ve G4P [8] (%3.4)’in takip ettigi
goriilmiistir (14). Eylil 2014-Agustos 2016 tarihleri arasinda 15 ilde 20 farkli
hastanede gerceklestirdikleri siirveyans c¢alismalarinda ise, akut gastroenterit
nedeniyle yatan 0-5 yas arasi gocuklar1 kapsayan, 1639 rotaviriis antijeni pozitif diski
orneginin 1396’sinda (%85,3) PCR ile rotavirus pozitif olarak bulmuslardir. En
yaygin genotipler sirasiyla G1P[8] %24.6, G3P[8] %19.6, GOP[8] %12.2, G2P[4]
%9.5, G2P[8] %6.5 ve G4P[8] %4.8 olarak bulunmustur (13). Bulut ve ark. 2012-
2015 yillar1 arasinda Tokat’ta, 0-5 yas ¢ocuklarda yaptig1 bir calismada, en yaygin
genotip kombinasyonlarini sirasiyla G9P[8] (%28.9), G1P[8] (%26.5), G2P [4]

(%9.6), G2P[8] (%7.2) ve G3P[8] (%7.2) olarak saptanmustir (141).

Santos ve Hoshino’nun Amerika, Asya, Afrika, Avrupa ve Avustralya
kitalarinda yer alan 52 iilkede 1989-2004 yillar1 arasindaki verileri degerlendirdikleri

bir ¢caligmada dort G tipinin (G1, G2, G3 ve G4), P[8] veya P[4] ile birlikte diinya
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genelindeki suslarin % 88'ini olusturdugu goriilmiistiir. Besinci sirada goriilen G
tipinin, P[8] veya P[6] ile birlikte olan G9 oldugu gosterilmistir. Kuzey Amerika,
Avrupa ve Avustralya'da rotaviriis enfeksiyonlarinin %70'inden fazlasini, Giney
Amerika ve Asya'daki enfeksiyonlarin %30'unu ve Afrika'da ise % 23'Uni G1P[8]’in
olusturdugu goriilmiistiir. Afrika’da G8’in, genel olarak yaygin olan G3 veya G4 linki
kadar yuksek siklikta goriildigi, P[6]’nin tim P tiplerinin yaklasik Ugte birini
olusturdugu ve G8P[6] ya da G8P[4] gibi olagandis1 genotip kombinasyonlarinin
%27 oraninda gorildiigi saptanmistir. Giliney Amerika'da, nadir goriilen G5’in,

ishalli cocuklar arasindaki epidemiyolojik dneminin arttigi goriilmiistiir (154).

Cin'de, 2000 yilina kadar G1 en yaygin genotip olmasina ragmen, 2000’den
sonra G3 baskin hale gegmistir. Brezilya'da G1, asilama Oncesi donemde en yaygin
genotip iken, asilamadan sonra G2 baskin genotip olmustur (14). Danimarka'da,
2009'dan 2013'e kadar olan rotaviriis siirveyans calismasi, G9/G1 yer degisimine
isaret etmektedir ve G9, Danimarka’da rotaviris genotipleri arasinda 2011'den beri en
stk tespit edilen genotip olmustur. Danimarka’daki bu caligmada G4 ve G3
genotiplerinin sikliginda da bir artis oldugu gosterilmistir (155). Belgika'da, G
genotiplerinin prevalansi 1999'dan 2009'a kadar onemli farkliliklar gdstermistir.
Ornegin, Gl'in 1999-2000, 2001-2002, 2005-2006 ve 2007-2008'de suslarin
yarisindan fazlasinda tanimlanan en baskin genotip oldugu bildirilmistir. Genotip G9,
2000-2001, 2002-2003 ve 2004-2005 yillarinda hakim olmustur. Rotaviriis agilarinin
eklenmesinden sonra G2, enfeksiyonlarin yaklasik % 30'undan sorumlu olarak ortaya

cikmustir (14). Konstantopoulos ve ark. Yunanistan'da Temmuz 2008 ile Mart 2010
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arasinda yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada G4'in (%59.6) en sik goriilen genotip

iken G1'in (% 17.4) onu takip ettigi gosterilmistir (156).

Diinya ¢apinda hizla ortaya ¢ikan rotaviriis genotiplerinden biri olan G12 en
stk P[6] ve P[8] genotipleriyle kombinasyon yapmaktadir. Bununla birlikte,
kedilerden tiirler arasi gecis sayesinde diinyanin bazi1 bolgelerinde G12P[9]
kombinasyonu goriilmiistiir. Cok sik reassortman yapmasi nedeniyle G12 genotipi

dikkate deger bir ¢esitlilige sahiptir (157).

Go'mara ve ark. tarafindan 2005-2008 yillar1 arasinda yapilan bir surveyans
calismasinda G12[8]’i; Danimarka’da 2006-2007 ve 2007-2008’de sirasiyla %4.11 ve
%0.8, Fransa’da 2006-2007 ve 2007-2008’de sirasiyla %0.24, %1.1, Slovenya’da
2005-2006’de %2.22, Ispanya’da 2007-2008’de %0.3, Birlesik Krallik’ta sirasiyla
%2.41, %1.01, %0.1 oraninda saptanmistir (158). George ve ark. Hindistan’da 2009-
2011 wyillar1 arasinda yaptiklari bir ¢alismada G1P[8] (%49.7), G9P[8] (26.4%),
G2P[4] (5.5%), G9P[4] (2.6%), G12P[6] (1.3%) ve G12P[8]’i (%0.8) en sik goriilen
genotip kombinasyonlari olarak bulmusladir (159). Yine Hindistan’da Islamuddin ve
ark. tarafindan, Eylil 2013-Agustos 2014 tarihleri arasinda yapilan ¢aligmada, en sik
G1P[8] (%27.7) olmak tizere, G12P[6] (%13.2), GOP[4] (%7.2), G1P[6] (%6.8) ve
nadir gorllen genotiplerden G1P[9] (%0.9), G10P[nt] (%0.2) saptanmistir (18).
Luchs ve ark. 2012-2014 yillar1 arasinda Brezilya’nin farkli bolgelerinden ve tiim yas
gruplarindan topladiklar1 Orneklerle yaptiklari siirveyans calismasinda; G3P[8]’in,
2012'de (%37,6) ve 2013'te (%40,1) en yaygin genotip kombinasyonu oldugunu,

2014'te belirgin bir sekilde azaldigimi (%3,5) saptamiglardir. G12P[8] 2012'de en
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yuksek ikinci genotipken (% 22.7), 2013'te hizli bir sekilde azalmis (% 2.7) ve
2014’te baskin genotip olarak yeniden ortaya ¢ikmustir (%86.6) (160). Azaran ve
ark.’nin Iran’da 2015-2016 yillar1 arasinda, 0-5 yas arasi cocuklarda yaptiklar:
calismada, en sik genotip kombinasyonlarinin sirasiyla G9P[8] (%28.5), G2P[4]
(%18.8), GI1P[8] (%9.4), G12P[8] (%9.4), G4P[8] (%9.4), G2G9P[4](%6.3),
GIP[4]P[8] (%3.1), G3P[8] (%3.1), GI9P[4] (%3.1), G2P[8] (%3.1), ve GOP[nt]

(%3.1) oldugu gortlmistiir (161). Moure ve ark. Orta Afrika Cumhuriyeti’nde, 2014-

2016 yillar1 arasinda, 0-5 yas arasi g¢ocuklarda yaptiklari ¢alismada G1P[8]’in tlim
yillarda en sik genotip kombinasyonu oldugu (%37.2, %45.4, %29.4), G12P[6]’in 2.

siklikla onu takip ettigini (%25.5, %31.8, %26.4) bulmuslardir (162).

Diinyada ¢ok sayida yaymda G12 genotipi bildirilmesine ragmen Tiirkiye’de
yapilan ¢alismalar az sayidadir. Aydin ve ark.’nin Ocak 2012-Kasim 2013 tarihleri
arasinda Erzurum’da, 0-5 yas arasi ¢ocuklarda yaptiklar1 ¢alismada, G1P[8]’in en sik
(%42.2) gorilen genotip iken, G9P[8] (%21.1) ve G12P[6] ’in (%11.0) onu takip
ettigini, G12P[8]’in %4.6 oraninda oldugunu saptamiglardir (163). Durmaz ve
ark.’nin 2012-2014 yillar1 arasinda yaptigi siirveyans ¢alismasinda G12P[8] (%0.42) ,
G12P[6] (%0.12) , G12P[11] (%0.12), G12P[6][8] (%0.06) G12P[nt] (%0.06); 2014-
2016 yillarinda yaptigi siirveyans g¢alismasinda, G12P[8] %0.64, G12P[6] %0.21,
G12P[nt] (%0.14) oraninda saptamiglardir (13, 14). Giindeslioglu ve ark. 2012-2016
yillar1 arasinda 0-5 yas ¢ocuklarda yaptig1 bir ¢alismada, G1P[8] (%29.9) en yaygin

genotip kombinasyonu olarak bulunmus, bunu G9P[8] (%21) ve G3P[8] ’in (%10.2)
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takip ettigi goriilmiistiir. Bu caligmada G12P[8] genotipi %0.6 oraninda tespit

edilmistir (164).

Sigirlarda  yaygin sekilde gorulen G210 genotipinin, insanlarda da
gastrointestinal enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir. Insanlardan izole edilen
G10'un molekdler incelenmesi sonucunda, hayvanlardaki rotaviruslerin insandakilere
anlamli benzerligi ortaya ¢ikmis ve bu zoonotik gecisi diisiindiirmiistiir. Insan
diskisinda G10 genotiplerinin son zamanlarda Afrika ve Hindistan'da ortaya ¢iktigi
saptanmistir. Genellikle G10 ile iliskili P tiplerinin P[8], P[4], P[11] ve P[6] oldugu

gorilmistiir (157).

Santos ve ark. 1989-2004 yillar1 arasinda bes kitada 52 tilkeden bildirilen 124
calismadan yaptiklar1 derlemede, Asya kitasinda 44 vakada G10P[11], bir vakada
G10P[14]; Giiney Amerika’da bir vakada G10P[9] saptandigi belirtilmistir (154).
Rajendran ve ark. Hindistan’da Ocak 2003-Mayis 2006 tarihleri arasinda, 0-5 yas
arasindaki ¢ocuklarda yaptiklar1 ¢alismalarinda en sik G2P[4] (%24.6) ve sirasiyla
G1P[8] (%18.3), GI9P[8] (%13.2), G1P[4] (%2.5), G10P[11] (%0.6) genotip
kombinasyonunu bulmuslardir (165). Van Damme ve ark. 2004-2005 yillar1 arasinda
Belgika, Fransa, Almanya, Italya, Ispanya, isve¢ ve Birlesik Krallik’ta 0-5 yas arasi
cocuklarda yaptiklar: ¢ok merkezli bir ¢alismada, G10’u sadece Ispanya’da ti¢, G12’i
Italya’da alt1 ve Isve¢’te yedi cocukta saptamislardir (166). Durmaz ve ark. 2012-
2014 ve 2014-2016 tarihleri arasinda yaptiklari silirveyans caligsmasinda sirasiyla
G10P[8] (%0.3), G10P[4][8] (%60.06), G10P[4] (%0.14), G1G10P[4] (%0.06) genotip

kombinasyonlarini bulmuslardir (13, 14).
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Calismamizda Tirkiye’de yapilan ¢ogu caligmaya benzer sekilde en sik
genotip kombinasyonu olarak G1P[8]’1 (%17,2) saptadik. Durmaz ve ark. 2012-2014,
Bulut ve ark. 2012-2015, Azaran ve ark. 2015-2016 yillar1 arasinda en sik
saptadiklar1 G9P[8] genotipini 4. siklikta (%6,16); Meral ve ark.’nin 2009-2010,
Luchs ve ark.’nin 2012-2014 yillar1 arasinda en sik buldugu G3P[8]’1 2. siklikta tespit
ettik. Rajendran ve ark.’nmin en sik buldugu G2P[4] genotip kombinasyonu
calismamizda az siklikta goriilmiis, Brezilya ve Belcika’da asilamadan sonra artig
gosteren G2 genotipi ¢alismamizda 5. siklikta tespit edilmistir. Konstantopoulos ve
ark.’nin 2008-2010, Cataloluk ve ark.’nin 2000-2002 yillar1 arasinda en sik saptadigi

G4P[8] genotipi ise yine daha az siklikta goriilmiistiir.

Calismamizda G10G12P[8] %1.23, G10P[nt] %1.23 oraninda literatiirdeki
calismalara benzer sekilde az siklikta goriilmiistir. Genotip G12 ise, G12P[8]
%11,11, G12P[nt] %4,93, G12P[6] %3.7 oraninda tespit edilmis, G1G9G12P[6][8]
(%2.47), G1GOP[8] (%1.23) ve G1G12P[8] (%1.23) miks enfeksiyonlar seklinde
gorilmiigtir. G12 ozellikle gelismekte olan iilkelerde yapilan caligmalarla benzer
oranda yuksek saptanmigtir. Tiirkiye’de daha Once yapilan c¢alismalara gore daha
yiksek oranda G12 genotipi saptamis bulunmaktayiz. Calismamiza genis yas
araliginda hasta grubu alinmig ve genotip G12 en sik 6-12 yas grubunda goriilmiistdr.
Yiiksek G12 oranina, daha biiyiik yas grubunda saptanmasi bu genotipin ileriki

yaslarda daha sik saptandigini diistindiirmiistiir.
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6. SONUC
Hastanemize tiim yas gruplarindan basvuran hastalardan toplanan 476 &rnekte
rotaviriis sikligr immiinokromatografik, ELISA ve PCR yontemleriyle ¢alisiimis,

siklik cinsiyete, mevsimlere, yas gruplarina gore incelenmistir.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay pozitif érneklere genotiplendirme icin nested
RT-PCR ve agaroz jel elektroforezi yontemleri c¢alisilmistir. Enzyme Linked

Immunosorbent Assay pozitif 6rnekler PCR ile de pozitif saptanmustir.

. Ulkemizde yapilan calismalardaki rotaviriis sikligmin ¢alismanmizla benzer (%17)

oldugu goriilmiistiir.

Rotaviris enfeksiyonu ile cinsiyet arasinda diger literatiirlerdeki gibi iliskinin

olmadig: saptanmustir.

. Calismamizda rotavirus pozitif olgular tim mevsimlerde saptanmakla birlikte en sik

ilkbaharda goriilmistiir.

Rotavirls pozitif olgularin yas gruplarina gore dagilimi su sekilde goriilmistiir: 6-12
yas (% 23.5), 13-24 ay (%17.3), 25-36 ay (%16). Istatistiksel olarak anlamli farki

olusturan yas grubu 25-36 ay olmustur.

Cocukluk cag ishal etkeni olan rotaviriisiin, ileri yaslarda da karsimiza g¢ikabilecegi
ve hatta diinyada yeni goriilen tipler ile olabilecegi dngoériimiizii destekleyen veriler

elde ettik.

. Calismamizda en sik genotip kombinasyonu G1P[8] (%17,2) olarak bulunmustur.

Bunu G12P[8] (%11.11) ve G3P[8]’in (%11.11) takip ettigi saptanmustir.
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9. Calismamizda ozellikle aradigimiz G12 genotipi; G12P[8] (%11.11), G12P[nt]
(%8.64), G12P[6] (%3.7) kombinasyonlari seklinde 2. siklikta goriilmiistiir. Bundan
sonraki molekiiler epidemiyolojik c¢alismalarda G12 genotipinin unutulmamasi
gereken genotip olarak arastirllmasmin  6nemli oldugu kanaatine varmis

bulunmaktay1z.

10. Calismamizda ozellikle aradigimiz diger bir genotip olan G10 ise G10G12P[8]

(%1.23), G10P[nt] (%]1.23) kombinasyonlar1 seklinde %?2.46 oraninda saptanmaistir.

11. P genotipleri i¢inde diinyada ve iilkemizde de oldugu gibi en sik P[8] genotipi

gorilmiustir.

12. Ulkemizde kullanilan asilar G9, G10, G12 genotiplerini igermemektedir. Daha
yiiksek koruyuculuk saglamasi i¢in epidemiyolojik ¢caligmalar artirilarak iilkemize en

uygun as1 profili olusturulabilir.
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8. OZET

Ulkemizde akut gastroenteritli hastalarda yeni goriilmeye baslayan A grubu

rotaviriis G10, G12 genotiplerinin arastirilmasi

Rotavirlsler dinyada 0-5 yas arasindaki cocuklarda en sik karsilasilan,
mortalite ve morbidite oran1 en yiiksek olan viral gastroenterit etkenidir. Bu tezin
amact; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na ishal etiyolojisi
arastirtlmasi i¢in digki 6rnekleri gonderilen hastalarda, rotaviriis enfeksiyonu sikligini
belirlemek, bolgemizde yaygin gorulen rotavirus genotiplerini ve son zamanlarda

diinya genelinde goriilmeye baslayan G10, G12 genotiplerini arastirmaktir.

Calismamizda Kasim 2016 ve Subat 2018 tarihleri arasinda basvuran, 0-92
yas arasindaki 476 hastanin diski 6rnekleri immiinokromatografik hizli test ve ELISA
ile calistlmistir. ELISA pozitif 6rneklere nested RT-PCR c¢alisilarak agaroz jel

elektroforezi yardimiyla genotiplendirme yapilmistir.

Diski 6rneklerinin % 18.3'Unde ve % 17 'sinde sirastyla imminokromatografik
test ve ELISA ile rotaviris pozitif bulunmustur. Tim ELISA pozitif érnekler RT-
PCR ile de pozitif olarak tespit edilmistir. Kadin hastalarin %18.5°1, erkek hastalarin
%15.7’s1 pozitif olarak saptanmis ve cinsiyetler arasinda rotaviriis pozitifligi
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Farkli yas gruplarinda rotaviriis siklig1 6-
12 y1l (% 23.5), 13-24 ay (% 17.3), 25-36 ay (% 16) seklinde goriilmistiir. Olgularin

mevsimsel dagilimi, vakalarin ilkbaharda en yaygin oldugunu gdstermistir.
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Omneklerin sirastyla %37, %7.4, %16.1, %6.2, %9,9, %2.5, %26’sinda G,
G2, G3, G4, G9, G10 ve G12 saptanmistir. G12, G1’den sonra en sik goriilen genotip
olarak tespit edilmistir. En yaygin G ve P genotip kombinasyonu G1P[8] olarak
bulunmustur (%17,2). Bunu G12P[8] (%11,11) ve G3P[8]’in (%11.11) takip ettigi
saptanmigtir. P genotipleri arasinda P[8] (%53) dominant genotip olarak bulunmustur.

Calismamizda Gocukluk ¢agi ishal etkeni olan rotaviriisiin, ileri yaglarda da
karsimiza ¢ikabilecegi ve hatta diinyada yeni goriilen tipler ile olabilecegi, bundan
sonraki molekiiler epidemiyolojik caligmalarda unutulmamasi gereken rotavirus

genotipi olarak aragtirilmasinin dnemli oldugu kanaatine varmis bulunmaktayi1z.

Anahtar sozcikler: G10, G12, rotavirus enfeksiyonu, nested PCR, RT-PCR
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9. SUMMARY

Investigation of group A rotavirus G10, G12 genotypes in our country, in
patients with acute gastroenteritis

Rotaviruses are the most common cause of viral gastroenteritis with the highest
mortality and morbidity rates in children aged 0-5 years. The aim of this thesis is; to
determine the frequency of rotavirus infection in the patients who were sent fecal
samples for the study of the etiology of diarrhea in Gazi University Faculty of
Medicine, to investigate the rotavirus genotypes which are common in our region and

the G10, G12 genotypes which are being seen recently in the world.

In our study, fecal samples of 476 patients aged between 0-92 years who applied
between November 2016 and February 2018 were studied with
immunochromatographic rapid test and ELISA. ELISA positive samples were studied

by nested RT-PCR and genotyping was performed by agarose gel electrophoresis.

18.3% of the stool samples and 17% of them had rotavirus positive by
immunochromatographic test and ELISA, respectively. All ELISA positive samples
were also detected as positive by RT-PCR. 18.5% of female patients and 15.7% of
male patients were found to be positive and rotavirus positivity was not statistically
significant between genders. The frequency of rotavirus in different age groups was
6-12 years (23.5%), 13-24 months (17.3%), 25-36 months (16%). Seasonal

distribution of cases showed that cases were most common in spring.
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G1, G2, G3, G4, G9, G10, and G12 were detected in 37%, 7.4%, 16.1%, 6.2%,
9.9%, 2.5%, 26% of the samples, respectively. G12 was the most common genotype
after G1. The most common G and P genotype combination was G1P[8] (17.2%).
This was followed by G12P [8](11.11%) and G3P[8] (11.11%). P[8] (53%) were

found to be the dominant P genotype.

In our study, we concluded that rotavirus, which is the causative agent of
childhood diarrhea, can be seen in advanced ages and may be with new types in the
world, and it is important to investigate as rotavirus genotype which should not be

forgotten in molecular epidemiological studies.

Key words: G10, G12, rotavirus infection, nested PCR, RT-PCR
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