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OZET

Bdlgemizde akut gadstroenteritli gocuklarda rotavirus infeksiyonlarinin molektiler
epidemiyolojig

Rotavirus butin diinyada yeni dogan ve klglk cocuklarda akut gastroenteritin
major etkeni olup cocuk élimlerinin en 6nemli sebebidir. Bolgemizde akut gastroenteritli
cocuklarda rotavirus infeksyonlarimn molekiler epidemiyolgjisini arastirmak amaayla
2008 yihinda 5 yas alt1 akut gastroenteriti olan 188 gocuktan diski 6rnekleri toplandi.
Diski  Ornekleri Grup A rotavirus antijen tespiti icin ELISA (enzyme-linked
immunosor bent assay) testi ile analiz edildi. RT-PCR (Rever se-transcription-polymer ase
chain reaction) ve multipleks semi-nested PCR tedti ile rotavirus G ve P genotiplemes
yapildi. Toplam 188 hastanin 41'inde (%21.8) rotavirus antijeni poztif bulundu. En
baskin rotavirus genotipi G1P[4] % 26.8 oraminda olup bunu G4P[4] %17, G9/P[4] % 7.4
ve G1P[6] ve G1P[10] genatiplerinin herbiri %2.4 oranlarinda izledi. Rotavirus diares
olan cocuklarda miks infeksiyonlarin goértilme oram %36.6 olarak tespit edildi. G1
genotipi (%70.7) en cok gorulen G genotipi olup ardindan G4 (%19.5) ve G9 (%17)
bulundu. En yaygin P genotipi %85.3 oranla P[4] olup P[10] %29.2, P[8] %12.2, P[11]
%7.4 ve P[6] %4.9 oranlarinda tespit edildi. Bélgemizde akut gastroenteritli cocuklarda
rotavirus G ve P genotiplerinin dagilhiminin belirlenmes rotavirusa karsi as1 gelistirme
stratgilerinin olusturulmasna katkida bulunacaktir.

Anahtar sozciikler: Rotavirus, Gastroenterit, Genotip, RT-PCR, Molekiler
epidemiyoloji



ABSTRACT

Molecular epidemiology of rotavirusinfectionsin children with acute gastroenteritis
inour region.

Rotavirus is the major cause of acute gastroenteritis in infants and young
children worldwide and is the important agent of child deaths. To investigate the
molecular epidemiology of rotavirus infections in children with acute gastroenteritisin
our region, 188 stool samples were obtained from children under 5 years old with acute
gastroenteritis during the year 2008. Stool samples were analyzed by ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) for group A rotavirus antigen. RT-PCR (reverse-
transcription-polymerase chain reaction) multiplex semi-nested PCR were used for
rotavirus G and P genotyping. From a total of 188 stool samples, 41 (21.8%) were found
to be positive for rotavirus antigen. The most prevalent rotavirus genotype was G1P[4]
with the rate of 26.8%, followed by G4P[4] 17%, G9/P[4] 7.4%, G1P[6] and G1P[10]
genotypeswith 2.4% rate of each. The prevalence of mixed infectionswas 36.6%. The
predominant G genotype was G1 (70.7%), followed by G4 (19.5%) and G9 (17%). The
most common P genotype was P[4] (85.3%), followed by P[10] (29.2%), P[8] (12.1%),
P[11] (7.4%) and P[6] (4.9%). The detection of distribution of rotavirus G and P
genotypes among children with acute gastroenteritisin our region will contribute to the
development of rotavirus vaccine strategies.

Key Words. Rotavirus, Gastroenteritis, Genotype, RT-PCR, Molecular epidemiology



1. GIRIS VE AMAC

Rotavirus biitin dinyada yeni dogan ve kiiglik ¢ocuklarda gortilen gastroenteritlerin en
yaygin ve onemli sebeplerinden biridir. Her yil yaklasik 2 milyon gocuk gastroenterit sebebiyle
kaybedilmektedir ve bu 6limlerin 600.000 kadar: rotavirus gastroenteritine baglidhr'.

Cocuklarda rotavirus infeksiyonunun klinik spektrumu asemptomatik infeksiyondan
O0lime sebep olan dehidratasyonla seyreden ciddi diareye kadar degisir. Rotavirus
infeksiyonunda ciddi diare sikligi diger etkenler ile olan gastroenteritlerdekine gore daha
fazladir. Rotavirus 5 yasin altinda 6zellikle 6- 24 ay arasi ¢ocuklarda en yuksek insidansta
gorulir?.

Insanda sadece grup A, B ve C rotavirus infeksiyonlar: gorulir. En yaygin gorilen grup
A rotavirus infeksiyonlar: ciddi infantil gastroenteritlerinin %21-65'ine sebep olur. insan grup A
rotavirus suslar: arasinda en az 10 G genotipi (G1-G6, G8-G10, G12) ve 9 P genotipi ( P[3], P[4]
ve P[8] gibi) bulunur. Dinyadaki epidemiyolojik calismalarda G1, G2, G3, G4 ve G9 tiplerinin
biitiin rotavirus suslarinin % 90’ dan fazlasin olusturdugu gosterilmistir®,

Bes yas alti cocuklarda akut ciddi gastroenteritin baslica sebebi olan rotavirus
infeksiyonlar: hem gelismis hem de gelismekte olan Ulkelerde benzer insidansta gorallr. Ancak
sonuglart farkhidir. Gelismis Ulkelerde mortalite dusik olmasina ragmen morbidite oram
yuksektir ve hospitalizasyon oranlart da %20-60 gibi oldukca yiksek olup gelismekte olan
Ulkelerdekine benzer bulunmustur. Rotavirus infeksiyon oranlarinin benzer olmas: kisisel ve
toplumsal hijyenin iyilestirilmesi ve sanitasyon uygulamalarimin rotavirus infeksiyonunu
Onlemede ¢ok etkili olmadigini gbstermektedir. Bu sebeple rotavirus infeksiyonuna kars: baslica
korunma yontemi asilamadir. Gunimiizde insan rotavirusuna karst PLA[8]GL1 tipinden olusan
monovalan ve G1, G2, G3, G4 ve P1A[8]’ den olusan pentavalan 2 tip oral canli ateniie rotavirus
asisinin kullammi Glkemiz dahil ¢ok sayida Ulkede onaylanmustir. Her iki asinin koruyucu
etkinligi ciddi diareye kars1 %85-98 arasindadir®,

Rotavirus asisindan beklenen; ciddi rotavirus hastaligindan korumasi, hastaneye yatislari
ve ekonomik kayiplari azaltmasi ve olumleri en aza indirmesidir. Rotavirus asist ABD,
Venezuella, Brezilya, Mekska ve Avusiurya gibi Ulkelerde cocukluk cagi asi takvimine
girmistir. Buna karsilik Avrupa ve birgok tlkede rotavirus asilar: lisans almasina ragmen ulusal

asillama programina henliz konulmamistir ve rotavirus asimn immunizasyon programina



konulmasindan 6nce gocuklarda goérilen gastroenteritlerde rotavirus infeksiyonlarimin 6nemini
ortaya koyan epidemiyolojik calismalar devam etmektedir®.

Grup A rotavirusarinin G ve P genotiplemesi, rotavirus asisi yapimindan once prevalan
suslarin tespiti ve asilama programlart sonrasi aktif sirveyans calismalart ile genotipik
degisimlerin izlenmesinde Onem tasir. Buna ilaveten rotavirus asisimin rutin uygulamaya
girisinden once her Ulke icin rotavirus morbidite ve mortalite oranlari, rotavirus gastroenterit
prevalans,, yas spesifik insidans ve hospitalizasyon oranlarinin analiz edilmesi gerekir® >,

Bu caismanin amact bolgemizde akut gadtroenteritli cocuklarda rotavirus
infeksiyonlarimin  molekiler epidemiyolojisini arastirmak ve ileride yapilacak asilama ve
slrveyans calismalarina ik tutmaktr.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Gastroenteritler tim dunyada ¢zellikle yeni dogan ve kicik cocuklarda dnemli bir
saglik sorunu olmasina ragmen 1970'li yillarda diareye sebep olan bakteriyel, viral veya
parazitik ajanlar tizerine yapilan ¢calismalarin dnemi tam anlasilamamis ve 6zellikle virologlar
icin odullendirilmeme dus kirikligi yaratmstir. Hicre kiltirt teknolojisinin gelismesi ile
1950 ve 1960’1 yillarda enterik viruslar kesfedilmesine ragmen infeksiy6z diarenin sebebi
bulunamasa da 1940’ lardan beri etyolojisi aciklanamayan vakalarda gastroenterititin sebebi
olarak viruslardan stiphelenilmistir®.

Gastroenterit etkeni olarak viruslarin 6nemi 1972 yilinda Kapikian ve arkadaslarinin
bir gastroenterit salginina ait disk1 6rneklerinde Norwalk virusu kesfetmesiyle baslamistir. Bu
gelismeyi takiben 1973 yilinda Bishop ve arkadaslar1 yeni dogan ve kiguk cocuklarda ciddi
diare ileiligkili 70 nm buyutkluginde human rotavirusu kesfemistir. Bu muskilpesent gjanlar
hiicre kaltird teknolojisinin yardim olmadan sadece elektron mikroskobisi (EM) kullanilarak
identifiye edilmistir. Human Norwalk viruslari hala hiicre kultirinde Uretilememektedir.
Rotavirus diskida Flewett ve arkadagslari, Bishop ve arkadaslar1 ve digerleri tarafindan EM
yontemi ile tespit edilmisti’. Noroviruslar biiyik cocuklar ve eriskinlerde epidemik
gastroenteritlerin en Onemli sebebidir, fakat yeni dogan ve kiglk c¢ocuklarda ciddi
gastroenteritlerden sorumlu olan rotavirustan sonra ikinci sirada gelir. Rotavirus yeni dogan
ve kucuk cocuklarda gorilen diarenin en 6nemli etyolojik ajamidir ve yasamin ilk iki yili
boyunca ortalama %35-%50 oraninda hastaneye yatislara sebep olmaktadir®.

Rotavirus 1973 yilinda bulunmasina ragmen, 1963 yilinda Adams ve Kraft EM
yontemini kullanarak diare salgininda infekte olmus farelerin barsak dokularinda virus
benzeri partikdlleri tanimlamistir. Bu partikiller Bishop ve arkadaslarimin gcocuklarin digki
orneklerinde gozlemledikleri partikillerle benzer bulunmustur. Ayrica Malherbe ve Harwin
1963 yilinda SA11 (Simian agent 11) olarak adlandirilan 70 nm biytkltUgtndeki virusun
izolasyonunu tammlanmustir. Bu virus, saglikli bir maymunun rektal sirintisinden elde
edilmis monkey kidney hicre kiltirinde Uretilmistir. Mebus ve arkadaslar1 1969 yilinda
diareli bir buzagimin diskisinda 70 nm olan virus partikillerinin bulundugunu gostermistir.
Mebus ve arkadaslar1 1971 yilinda ilk olarak fetal bovin hticre kilttriinde Nebraska buzag:
diare virusun (NCDV; Nebraska calf diarrhea virus) kadltirini basarili bir sekilde



gerceklestirmistir. Flewett ve arkadaslar1 1974 yilinda teker gibi gorinistinden dolay: virusa
“rotavirus’ ismini vermistir. Daha sonra fare, sican, maymun ve sigir turlerinde ki
rotaviruslarin morfolojilerinin benzer ve diger rotaviruslar ile bir grup antijenlerinin de benzer
oldugu gosterildi. Ilerleyen yillarda daha kolay ve uygun tarmusal tekniklerin gelismesi ile
cocukluk cagi ishalinin en yaygin sebebi olarak bilinen rotavirus hakkinda énemli bilgiler
kaydedilmistir®.

2.2. Siniflandirma

Rotavirus Reoviridae familyasinin Rotavirus genusu Uyesidir. Reoviridae familyast
Orthoreovirus, Orbivirus, Coltivirus, Aquareovirus, Cypovirus, Fijivirus, Phytoreovirus,
Oryzavirus, Seadornavirus, ldnoreovirus ve Mycoreovirus genuslarini da icermektedir®®.
Rotaviridae familyasinin Uyeleri ortak morfolojik ve biyokimyasal ozellikleri paylasirlar.
Rotavirus zarfsiz, 70 nm capinda, kapsidi ikosahedral, segmentli cift sarmalli bir RNA
virusudur. Elektronmikroskobi ile incelendiginde tekerlege benzer gorinimiinden dolayi
Latincede tekerlek anlamina gelen “rota’ ismi verilmistir. Rotavirus 11 segmentli, gift zincirli
RNA genomu ve 3 tabakal1 partikilden (triple-layered particle; TLP) olusur. Bu tabakalar, dis
kapsid, i¢ kapsid ve kordur. ¢ kapsid VP6 proteininden olusur ve koru cevreler. Virusun en
onemli immunojenik proteinidir®.

Rotavirus kapsid proteinin antijenik 6zelligine gore serolojik olarak grup, subgrup ve
serotiplere siniflandirilir. Rotaviruslar her bir grup icinde serogruplarin ve serotiplerin
belirlenmesi i¢in serolojik olarak siniflandirilir. Rotaviruslarin enzyme-linked immunsorbent
assay (ELISA), immunoflorasan (IFA) gibi serolojik metodlarla kros reaksiyon gosteren
antijenleri belirlenebilir. Rotaviruslar VP6 proteininindeki farkliliklara gore A’dan G'ye (A,
B, C, D, E, F, G) kadar adlandirilan 7 gruba ayrilir.

Rotavirus grup A, B ve C hem insanlarda hem de hayvanlarda bulunurken rotavirus
grup D, E, F ve G yalnizca hayvanlarda bulunur. Grup A, B ve C rotaviruslart %20-60
arasinda degisiklik gosteren amino asit homolojisine sahiptir. Grup A rotavirusuna karsi
hazirlanmig hiperimmun serum grup B veya C rotavirusu ile tepki gostermez. Birkag nongrup
A rotavirus suslar;; domuzlarda gorilen grup B ve C ve insan grup C rotavirusu hiicre
kulturinde basarili bir sekilde Uretilebilir. Pek ¢ok nongrup A rotaviruslarin dretilememesi
ise bu viruslar hakkinda yeterli bilgi edinmemizi engellemektedir. Grup A rotaviruslar: yine
VP6' da bulunan farkli epitoplar ile subgruplara (SG) ayrilabilir. Bu farkli subgruplar SG I,
SG I, SG I + Il veya SG non-1, non-ll iki monoklonal antikorlar ile reaktivitesine gére

4



birbirinden ayirt edilmektedir. Son zamanlarda molekiler karakterizasyon bazinda insan grup
A rotaviruslar: arasinda (genogroup |: SGI; genogroup I1: SGII, SGI + I1, ve SG non-1, non-11)
yalnizca iki grup ayirt edilir. Insan rotavirus suslarimin gogu subgup | ve 11’ ye aittir. Grup A
subgrup 11, subgrup I’e gore daha sik goriiltir'?.

Rotavirus genomunun segmentleri tek bir hicrede 2 farkli rotavirus susunun ko-
infeksiyonu ile “reassortment” olusmasina izin verir. Bu 0zelligi G ve P proteinlerinin pek
cok kombinasyonlarimin (teorik olarak 211 farkli kombinasyon) olusmasina aracilik eder.
Boylece genotip cesitliligi meydana gelir. Ancak pratikte G ve P kombinasyonlarinin sayisi
teorik olarak mumkun olan reassortant sayisindan daha azdir. Her bir rotavirus grubu genetik
reassortment yetenegine sahiptir, fakat reassortment farkli gruplar arasinda ortaya gikmaz.
Grup antijenik determinantlar veya ortak antijenler daha ¢ok yapisal proteinlerde gorulirken
yapisal olmayan proteinlerde de goriilebilir’.

Grup A rotaviruslar: 6zellikle yeni dogan ve kiguk cocuklarda, ayrica cesitli memeli
ve kus tirlerinde ciddi diare hastaligimn en 6nemli sebebidir. Grup B rotaviruslari
yetiskinlerde gorulen ciddi epidemik salginlara sebep olur. Ilk olarak Cin'de yetiskinlerde
goralmustar. Grup C rotaviruslar: cocuklarda sporadik diare vakalariyla iliskilidir ve nadiren
aile ici salginlara sebep oldugu gosterilmistir. Grup A rotaviruslar: jel elektroforezisinde 11
RNA segmentinin mobilitesine gore iki farkli elektroferotip paterni gosterir. Hizl1 gb¢ edenler
uzun (long) elektroferotip ve yavas go¢ edenler kisa (short) elektroferotip olarak adlandirilir.
Grup A rotavirus G1, G3 ve G4 serotipleri genellikle tipik olarak subgrup Il ve uzun
elektroferotip, G2 ise subgrup | ve kisa elektroferotip profili gosterir.

Monoklonal antikorlar kullanmilarak yapilan notralizasyon testi ile rotaviruslar her bir
grup icinde serotiplere siniflandirilir. Hiicreye baglanma ve giristen sorumlu olan serotip
spesifik antijenler iki dis kapsid proteini olan VP4 ve VP7 dir. VP7, bir glikoproteindir ve
VP7 ile G serotipleri (G; glikoprotein) belirlenir. Virusun ytizeyindeki “spike” proteini olan
VP4 proteazi parcalayan P tip antijenini belirleyen bir proteindir. Notralizasyon testi ile iki dis
kapsid notralizan antijenleri olan VP4 ve VP7'ye kars1 antikorlarin reaktivitesi olculebilir.
Hem VP4 hem de VP7 tip spesifik koruyucu nétralizan antikor olusumunu uyarir.
Rotaviruslarin siniflandiriimasinda VP4 ve VP7 tipleri ikili sistem olarak kullarlir®,

Grup A rotaviruslarin simdiye kadar 19 G genotip (G1-G19) ve 14 G (G1-G14)
serotipi tespit edilmis olup en az 11 G serotipinin (G1-G6, G8-G12) insanlar: infekte ettigi
belirlenmistir. Fakat bitin dinyada sadece 4 serotip; G1, G2, G3 ve G4 yaygin olarak
bulunur ve tespit edilen biitiin serotiplerin %95’ ini olusturur. G1 en baskin olanmdir®.



Rotavirusun VP4 segmentine gore en azindan 27 farkli P genotipi bulunmaktadir.
Insanlardan izole edilen 12 P tipi (PLA[8], P1B[4], P2A[6], P2C[6], P3[9], P4[10], P5A[3],
Pe[1], P8[11], P11[14], P12[19] ve P[25]) vardir™.

P serotiplerinin tamsi igin baculovirusta eksprese edilen VP4 antijenine karsi
gelistirilen tip spesifik antikorlar kullanilarak Grup A rotaviruslarimin simdiye kadar en az 17
P serotipi taninmustir, bunlardan 3 tanesi subtiptir ( 14 P serotip, 1A, 1B ve 2-14). Insanlan
infekte ettigi bulunan P serotipleri ise simdilik sekiz tane olup P1A, P1B, P2A, P3, P3B, P4,
P5 ve P8'dir. insanlarda en yaygin P genotipleri, P[8] ve P[4] dr, srasiyla P1A ve P1B
serotiplerine karsilik gelir. PLA[8] insan rotavirus P tiplerin %90’ dan fazlasim olusturur. P[8]
ve P[4] genotipleri P1 serotipinin iki subtipi P1A ve P1B ile benzer kros reaktivite gosterir.
P[4] suslar1 daha cok G2 serotip ile iliskili olmasina ragmen bitin dinyada hemen bitin
rotavirus P[8] suslar: G1, G3, G4 ve G9 serotipleri ile iliskilidir.

P serotipleri ve P genotipleri arasinda korelasyon tam kurulmamis oldugundan P
serotipleri sadece numara ile yazilirken P genotiplerinin numarasi parentez iginde belirtilir. P
tiplerinin isimlendirilmesinde alternatif olarak P1A[8] gibi hem serotip hem de genotip
numarasi yazilabilir. G serotipleri ve genotipleri arasinda korelasyon oldugundan dolay: her
ikisinde de sadece numarasi yazilir'?,

Serotiplerin gosterimi, hem VP4 hem de VP7 Uzerindeki nétralizan epitoplarin
ifadesini yansitmaktadir. Bu dig kapsid proteinleri VP4 ve VP7 spesifik kombinasyonlar
halinde bulunur. Bu etkilesim molekiler bazli olmasina ragmen heniiz tam olarak
anlasilamamustir.  Proteinlerdeki  epitoplarin  antijenik  yapisi oldukga karmagsiktir ve
muhtemelen dis kapsid Uzerindeki ¢cozllebilir proteinler belirlenene kadar anlasilamayacaktir.

VP4 Uin dis kapsidin minor proteini olmasi, zayif immunojenite gostermesi, bazi kros
reaktif epitoplar gostermesi ve monoklonal antikor Uretimindeki zorluklar nedeniyle virus
notralizasyonu gibi geleneksel yontemlerle P serotiplerini belirlemek zordur. Bu yizden P
serotiplemesi  yerine alternatif olarak VP4 genom segmentinin nikleik asit dizisindeki
farkliliklara gore P genotiplemesi yapilmaya baslanmistir. Grup A rotavirus G serotiplemesi
icin de monoklonal antikorlarin kullanildigi ELISA ile birgok suslar tiplendirilemediginden
daha cok genotipleme metodlar: kullanilir™.

Yakin gecmiste rotavirus suslarinin dizilerinin direk karsilastiriimalar: ile bitin
homolog genom segmentleri arasindaki genetik akrabalik RNA-RNA  arasindaki
hibridizasyon ile tespit edilmektedir'’. RNA-RNA hibridizasyon insan ve hayvan suslar

arasinda yakin tor ici iliskileri gostermede veya dogal olarak ortaya cikan rotavirus reassortant



suslar1 dogrulamada kullanilir. Referans suslar olarak U¢ insan A genogrubu rotavirus susu
olan [Wa (P1A[4], G1), DS-1 (P1B[4], G2) ve AU-1 (P3[9], G3)] kullanilmaktadir. Farkli
genogruplar arasinda reassortment olusmaz. Genetik reassortment sirasinda virusun genomik
segmentleri kismen veya tamamen ayrilabilir ve prototip virustan oldukga farkli olabilir.
Farkli genogruplar arasindaki reassortmentlar simerik viruslar olusturabilir ve kolayca bir
genogruba yerlestirilemez. Buna ilaveten genom segmentlerinin takimi prototip viruslardan
kismen veya tamamen farkli olabilir ve kolayca tamisi yapilamaz.

Pek cok hayvan genogruplar: identifiye edilmistir, fakat bunlarin birbirleri ve insan
suslar ile iliskileri tamamen agiklanmamustir. Insan ve hayvan rotavirus suslarinin dizi
analizinde olagan dis1 rotavirus suslarinin sayisinin nadir oldugu agiga gikarilmistir ve bazi
suslarin nikleik asit hibridizasyon yontemleri kullanilarak etkili bir sekilde taranamayan
reassortant olaylardan ttremis sasirtict genom kompozisyonuna sahip oldugu gosterilmistir.
Rotavirus genom segmentlerinin dizi analizi bazli calismalarindaki hedef rotavirusun evrimi
ile ilgili veriler elde etmektir. Rotavirus suslar1 analiz edildiginde ve bir diger susun 11
segmentinin kismi veya tam dizisi ile kiyaslandiginda bitin rotavirus suslart arasindaki
genetik iligkiler belirlenebilir. Rotavirus genomunun dizilerinin karsilastirilmasi, evrimsel
rotavirus paternlerinin aciklanmasi ve genotipin ayirimi agisindan  6nemlidir'®. Son
zamanlarda filogenetik analiz calismalart gergeklestirilmis ve grup A rotaviruslarimin 11
genom segmentinin her birinin dizisi tanimlanmistir. Bu analiz temeline dayanarak VP4, VP7
ve NSP4 icin Onerilen simflandirma sistemi degistirilmis ve VP1, VP2, VP3, VP6, NSP1,
NSP2, NSP3 ve NSP5/6 icin yeni siniflandirma sistemi uluslararasi standartizasyonda
gerceklestirilmistir'®. Bu sistem tiirler arasi evolusyoner iliskiler, bulasma ile yeni rotavirus
suslarinin ortaya ¢ikmasi, reasortant kusakta fonksiyonel gen segmentlerinin olusmasi ve
genetik reassortment olaylarin (genetik shift) analizi icin dnemli bir temel olusturur?,

2.3. Virusun yapis

Rotavirus partikilinin morfolojik gorunimiu EM ile kolaylikla ayirt edilebilir.
Rotavirus partikilt tekerlegi andiran yapida dizgin bir dis kenara sahiptir. Rotavirus adi
latincede tekerlek anlamina gelen rota isminden gelmekte olup morfolojisi temel alinarak
belirlenmistir.

Rotavirus yaklasitk 70nm capinda, zarfsiz, ikozohedral simetrilidir. Rotavirusun
kapsidi 11 segmentli gift zincirli (dsRNA) bir RNA genomuna sahiptir. Segmentler 667 bp



(11. segment)’den 3.302 bp (1. segmet)’'e kadar degisen farkli formdadir. Toplam genom
yaklasik olarak 18.522 bp uzunluktadir. BUtln rotavirus gen segmentlerinin A+T (% 58-67)
orant zengindir. Cift sarmalli RNA (dsRNA) mRNA olarak gorev yapmadigindan rotavirusun
kapsitsiz, ciplak dsRNA’si infeksiydz degildir. RNA genomu biyik oranda partikul iginde
duzenlenir. Rotavirus dsRNA yapisi “dodecahedral” goruntimdedir ve VP1-VP3 kompleksini
cevreler. Virus partikilleri kendi RNA’larim aktif mRNA’ya transkrip etmek igcin RNA
bagimli RNA polimeraz enzimine sahiptir.

Infeksiyoz partikilin tamami (virion) Uc tabakali partikil (TLP “Triple-layered
particle’) olarakta adlandirilir. TLP yapisinin ayirt edici 6zelligi VP7 nin gevreledigi 132 tane
genis kanallarinin bulunmas ve yaklasik olarak 140 A derinlikte olmasidir®.

Pek ¢ok rotavirus susu (SA11, human KU, bovine RF, human B4106) igin 11 rotavirus
RNA segmentinin hepsinin nikleotid dizisi bilinmektedir. Prototip simian SA11 susunun
genomu tamamen analiz edilen ilk sustur. Farkli rotavirus suslarinin dizileri her bir genom
segmenti yapisimin genel ozelliklerini gostermektedir. Her bir pozitif-sense RNA segmentinin
5’ ucu guanidin ile baglar, bunu takiben 5’ ucu kodlanmayan dizi olan korunmus bir bdlgeden,
protein Urtnleri icin kodlanan bir open reading frame (ORF) bdlgesinden olusur ve sonunda
bir durdurma kodonu ile sonlamr. Hemen hemen bitin mRNA’lar konsensus dizi 5'-
UGUGACC-3 ile sonlanir. Bu diziler gen ekspresyonu ve genom replikasyonu igin énemli
sinyaller icerir ve mMRNA’nin son dort nukleotidi translasyonu artirici olarak fonksiyon gorur.
Biittin gen dizileri en azindan baslangi¢c kodonundan sonra uzun bir ORF bolgesine sahiptir.

Rotavirusun replikasyon dongusi oldukca karmasik gozikmektedir. Rotavirusun 11
MRNA’s ortak cis-acting sinyaller paylasir, ¢unkd bitin mRNA’lar aynm polimeraz
tarafindan replike olur. Genellikle genom segmentinin ug dizileri korunmustur ve cis-acting
sinyaller icerir. Bu sinyaller virah RNA genom segmentlerinin kapsitle cevrelenmesi,
replikasyonu, RNA transportu, RNA translasyonu ve transkripsiyonu icin énemlidir®.

Rotavirus genom segmentleri virus partikillerinde bulunan yapisal proteinleri ve
infekte hicrelerde bulunan fakat matir partiktllerde bulunmayan yapisal olmayan proteinleri
de kodlar. Genom segmentinin altist virus partikillerinde bulunan yapisal proteinleri (Viral
proteinler; VPLVP2, VP3, VP4, VP6 ve VP7) diger alti segment ise yapisal olmayan
proteinleri (Non-striktirel protein; NSP1-6) kodlar. Her bir rotavirus genom segmenti en
azindan yapisal olan veya yapisal olmayan viral bir protein kodlar. Yalnizca 11. segment 2
protein kodlar. Birden fazla rotavirus susu ile miks infeksiyon oldugunda parental viruslarin
gen segmentleri bagimsiz olarak reassortment olabilir. Bu viral gesitliligin kaynagidir™2.
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Sekil 2.1. Rotavirusun 11 genomik segmentinin poliakrilamid jel elektroforezindeki

gOrunumdal.

2.3.1 Rotavirusun yapisal proteinleri

Rotavirusun i¢ kapsidi viral genom, VP1, VP2 ve VP3 polipeptitlerinin bulundugu
viral kor ve VP& dan olusur. Minor kor proteini olan VP1 proteini 1. segment tarafindan
kodlanmir. Merkezi korun kiguk bir bileseni olup toplam virion kitlesinin %2’ sini olusturur.
Farkli rotaviruslarin karsilastiriimas: ile VP1'in amino asit ve protein seviyelerinin yiksek
derecede korunmus oldugu gorulmustar. VP1 en buyik polipeptitdir. VP1 viral RNA bagimli
RNA polimerazdir. Cunkii VP1 bitin RNA polimerazlarin ortak dizisini igerir. Son
zamanlarda VPl'in az miktarda replikaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir, fakat bu
aktivitede VP2 uyaricidir®.

VP2 yapisal proteini 2. segment tarafindan kodlanir ve iki minér protein olan VP1 ve
VP3 ile birlikte rotavirusun i¢ korunu olusturur. VP2 i¢ korda en bol bulunan proteindir ve
dsRNA ile etkilesim halindedir. RNA’ min gevresini kusatan her bir bes katli eksenile VP2 nin
iceri dogru uzanan kisimlar1 arasinda pek ¢ok nokta temas halindedir. Yine VP2, VP6 ile
etkilesim halinde olup 780 VP6 molekill tarafindan gevrelenmistir. VP2 proteini rotavirus
kor yapisinin olusumunda ve fonksiyonunda énemli bir rol oynar. Viral RNA’ya baglanarak
cift zincirli RNA'nin kapsidle kaplanmasinda ve replikasyonun gerceklesmesinde gorevi
vardir. NUkleik asit ile VP2 veya VP1 arasindaki etkilesimin ortaya ¢ikmasi korun endojen
enzimatik aktivitesi icin 6nemli olabilir®,

VP3 yapisal proteini 3. segment tarafindan kodlanir. Korun minor bilesenidir. Diger
viral polimerazlar ile dizi homolojisine sahiptir ve guaniltransferaz ve metiltransferaz
aktivitesine sahiptir.



VP4 yapisal proteini 775 amino asit uzunluktadir ve 4. segment tarafindan kodlanir.
VP4 rotavirusun yizeyinde bulunan c¢ikint: “spike” proteinidir ve dis kapsid ytizeyinden
yaklasik 80A iceri uzanr. VP4 hiicreye baglanma, penetrasyon, hemaglutinasyon,
notralizasyon ve virulans gibi pek ¢ok onemli fonksiyona sahiptir. Cikintilarin stabilizasyonu
ve viral infektivite icin VP4’ in VP5 ve VP8 fragmentlerine ayriimas: gereklidir®®. VP4 spike
proteininin distal kiresel bas bolgesi farkli bir yapiya sahiptir. Bir merkezi govde ve VP7
icine sikismis icteki bir kiresel bolgeden olusur. VP4’ in bu farkli bolgeleri tripsin enzimiyle
VP8 ve VP5 olarak adlandirilan fragmentlere ayrilir. VP4’ Uin distal kiresel bdlgesi VP8 den
ve govde icinde kalan bdlgesi ise VP5' den olusmustur. VP5 rotavirusun korunmus hidrofobik
bir bélgesine yerlesmis ve virusun hiicreye girisinde nemli bir rol oynayan proteindir®.

VP6 proteini 6. segment tarafindan kodlamr. VP6 genomun transkripsiyonu igin
onemlidir. VP6 yapisal ve immunolojik role sahip olup virus kapsid bitinlGgunin
saglanmasinda ve korunmasinda 6nemli bir rol oynar. VP6 nin direk olarak enzimatik aktivite
gbstermemesine ragmen transkripsiyon igin kesinlikle gerekli bir major i¢ kapsid polipeptidi
oldugu belirlenmistir. VP6, VP4 ve VP7'den daha fazla korunmustur. VP6 grup spesifik
antijenik determinanttir. Bu bdlge grup (A-G) ve subgrup antijenlerin (genogroup |: SGI;
genogroup 1l: SGII, SGI + Il, ve SG non-I, non-I1) belirlenmesinde kullamlan degisken
bolgeler igerir.

VP7 yapisal proteini 9. segment tarafindan kodlanir ve yalmzca glikoproteindir. Viral
kapsidin dis katmanim ve toplam virion kitlesinin %30’ unu olusturur. VP7 hiicreye baglanma
ve girme slrecinde VP4 G modile eder ve ayni zamanda VP4 (in baglanmasindan sonra
hiicrenin yizey molekilleri ile etkilesime girer. Yapilan ¢alismalarda amino asit farkliligi
gbgteren VP7 icinde en azindan 6 (A-F) veya9 (VR1-9) ayr: bolge identifiye edilmistir. Bu
bolgeler nétralizan antikorlarin ve tip spesifik antikorlarin hedefidir ve rotavirus serotiplerinin
(G tip) belirlenmesinde kullanlir.

Sekil 2.2. Rotavirusun yapist
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2.3.2. Rotavirusun yapisal olmayan proteinleri

NSP1 proteini 5. segment tarafindan kodlamir. Simdilik rolt tam olarak bilinmemekle
birlikte dogal immun cevabin moduilasyonunda bir role sahip oldugu distnilmektedir. NSP1
interferon regulator faktorler IRF3, IRF5 ve IRF7’yi antagonize ederek tip | interferon
ekspresyonunu inhibe eder. Ayrica NSP1'in yakinlarda yeni bir mekanizma olarak Tip |
interferonun antagonizmini igin niikleer faktor kappa B (NF-kB) aktivasyonunu inhibe ettigi
de gosterilmistir. Butln rotaviruslar arasinda NSP1’'in 88 amino asitlik bir dizisi korunmus
bulunmasina ragmen dizi analizi sonuclar1 bu bdlgenin yaygin dizi varyasyonlari icerdigini de
gogterir.

NSP2 proteini 8. segment tarafindan kodlamr. RNA replikasyonunda ve
paketlenmesinde bir role sahip oldugu ileri sirtlmistir. Yapilan calismalar nikleozit
trifosfataz aktivitesine de sahip oldugunu gostermistir.

NSP3 proteini 7. segment tarafindan kodlanmir. Protein sentezinin translasyonunu
artirici, viral replikasyonda ve virusun barsak ve diger dokulara yayiliminda bir role sahiptir.
Dizi analiz sonuclarina gore NSP3'iin memelilere ait rotavirus suslarinda %75 oraninda
korunmus oldugu gorilmstdr.

NSP4 proteini 10. segment tarafindan kodlanir ve 175 amino asitten olusan bir
glikoproteindir. Pek cok calismada NSP4'ln viral enterotoksin oldugu kantlanmustir.
NSP4' Uin enterotoksin aktivitesi, belirli hasar yoklugunda ishal olusturan degisikliklere veya
infekte olmayan bolgelerdeki degisikliklere aracilik etmeyi saglar. Viral partiktlin
olgunlasmasinda 6nemli bir adim olan endoplazmik retikulumdan subviral ¢ift katmanl
partiktliin tomurcuklanmast igin intraseltler reseptor olarak gorev yapar. NSP4 membran
destabilizasyonuna sebep olarak plazma membraninin permeabilitesini degistirir ve epitel
hiicrelerin yuzeyleri arasindaki siki baglantilar: “tight junction” bozarak intraseltler kalsiyum
seviyesini artirir. NSP4’in VP4 ve VP6 ile etkilesimde bulundugu gosterilmistir. Rotavirusun
virulansi ve toksijenik aktivitesinde ki modifikasyonlar bu bolgedeki amino asit degisiklikleri
ile iliskilendirilmistir. Insan ve hayvan rotaviruslarinin NSP4 genlerinin dizileri belirlenmis ve
kiyaslanmigtir. Dizi analizleri birbirinden farkli 5 NSP4 genotipinin [A (KUN), B (Wa), C
(AU-1), D (EW) and E (avian-like)] oldugunu gostermektedir. Genotip A, B, C ve D
memelilerden elde edilirken genotip E avian rotavirus susundan identifiye edilmistir. Genotip
A, B ve C insanlarda tespit edilmistir. NSP4 geninin A ve B genotiplerin immun cevaptaki
roli henliz tam tanimlanamamistir ve rotavirus asisinin stratgjisinde bu genin 6nemli olup
olmadig1 hala bilinmemektedir.
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NSP5 proteini 11. segment tarafindan kodlanir. Yalmzca 11. segment birden fazla
Open Reading Frame (ORF) boélgesine sahiptir. ORF1 198 amino asit (aa) ve ORF2 92 amino
asit uzunlugundadir. ORF1 NSP5 proteinini kodlar. NSP5 virus ile infekte hiicrelerde molekl
agirhgr 26 kDa ve 28 kDa olan iki polipeptit olarak bulunur. NSP5'in fosforilasyon ve
glikolizasyon olmak Uzere iki post-translasyonal modifikasyonu tammlanmistir. ORF2 NSP6
proteinini kodlar ve NSP6' nin roll tam olarak acik degildir, fakat rotavirus replikasyonunda
anahtar bir rol oynadig: diistiniilmektedir®®.

RNA Gen Urdnu Yeri ve Fonksiyonu
segmenti
1 VP1 I¢ kor proteini: RNA polimeraz aktivitesi
2 VP2 I kor proteini: RNA’ nin kapsidle kaplanmasi
3 VP3 I kor proteini: Guaniltransferaz, Metiltransferaz aktivitesi
4 VP4 D1 kapsdi proteini: Hiicreye baglanma, virulans, penetrasyon, hemaglunitasyon
5 NSP1 Y apisal olmayan proein: Interferon antogonisti
6 VP6 Ic kapsid proteini: Grup ve subgrup antijen
7 NSP3 Yapisal olmayan protein; Trand asyon enhancer
8 NSP2 Y apisal olmayan protein; Replikasyon ve paketleme
9 VP7 Di1s kapsid proteini: Y izey glikoproteini, serotip spesifik nétralizan antijen
10 NSP4 Y apisal olmayan protein; Vira enterotoksin
11 NSP5 ve NSP6 NSP5: Yapisal olmayan protein; Fosoprotein
NSP6: Yapisal olmayan protein; Replikasyon?

Tablo 2.1. Grup A rotaviruslarimin yapisal ve yapisal olmayan proteinlerinin yeri ve

fonksiyonu.

2.4. Replikasyon

Rotavirusun hiicreye baglanma ve hiicre igine girme mekanizmasi oldukca karmagiktir
ve kesin olmayan pek cok detaylara sahiptir. Rotavirusun ilk olarak hiicreye baglanmasi
enterositlerin yuzeyinde bulunan muhtemelen integrin ve sialik asit igeren gangliozid gibi
reseptorlerle saglanmaktadir. Sadece Ug tabakali partikiller (TLP) hicreye baglanabilir.
Hucreye giris birgok hicresel molekultin dahil oldugu kompleks bir prosesdir. Rotavirus
suslariin ilk olarak sialik asit iceren reseptorlere baglandig: ileri striilmustr. Ik temas VP8
araciligiyla olusur. VP8'in aym zamanda epitel hicreler arasindaki yeni olusan siki
baglantilarin “tight junction” gelisimini inhibe ederek virusun tight junctionlarinin altinda

gizli kalan integrin reseptérlerine ulasmasini sagladig1 da bulunmustur®’.
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Rotavirus ve hicre arasindaki ikinci bir etkilesim VP5 ve hiicre reseptorii a2bl
integrin arasinda olur. Bu etkilesim VP5'in 308-310 residilerinde bulunan integrin baglayan
motif DGE (Asp-Gly-Glu) araciligi ile olur ve yakinlarda VP5’in baglanmast icin a2 integrin
subunitinin | bolgesinin gerekli ve yeterli oldugu gosterilmistir. Bu iki etkilesime ilaveten
axb2, avb3 ve heat shock protein olan hsc 70’in de rotavirusun hticreye girisindeki sonraki
adimlardan sorumlu oldugu bildirilmistir. VP7'nin de avb3 e baglandig1 gésterilmistir® %,

Produktif infeksiyon igin dis kapsid yuzey proteini VP4'Un proteolitik enzimle
ayrismast gerekir. Rotavirusun infektivitesi tripsinin VP4’ (88kDa) polipeptit VP8 (28 kDa)
ve VP5'e (60kDa) ayristirmast ile artar. Bu ayrilma rotavirusun hiicreye baglanmasi igin
gerekli degildir, fakat hiicrenin igine penetrasyonunu artirir. Tripsinin virusun penetrasyonunu
nasil artirchgi bilinmemektedir. Buna karsilik ayrismamis virusda fizyonu uyarabilir. VP8
proteini hemagltinin bolgesi igerir, hiicreye baglanmadan sorumludur. VP5 flizyon proteini
icerir, hidrofobik bdlgeye sahiptir ve hiicreye giriste rol alir. Rotavirusun hiicreye penetrasyon
mekanizmast tam bilinmemektedir, flizyon ile direk giris ve Ph bagimsiz reseptor aracili
endositozis (Ca*? bagiml: endositoz) ile olmaktadir. Ca?* bagimli endositoz siireci en cekici
giris modudur ve vezikiillerden stoplazmaya kadar Ca®* akisina yol acan cok diistik bir Ca®*
konsantrasyonu ile birlikte infeksiydz rotavirusun sitoplazmaya endositoz ile alinmasina
baglidir. Bir kez endozom Ca?* konsantrasyonu dis kapsidin stabilitesi icin kritik seviyenin
altinda sitoplazma ile dengeyi sagladigi zaman, virus dis kapsid proteinlerini kaybeder ve
sonra virusun sitoplazmaya kagisina izin veren vezikiil membran lizise ugrar®. Hiicre kiiltirii
ortaminda tripsin ile ayrismamis rotavirus hiicreye yavas internalize olur ve infeksiydz
degildir. Tripsin ile aktive olan rotaviruslar ise hiicreye direk membrandan gegerek girer, hizla
internalize olur ve prodiktif infeksiyon gelisir. Rotavirus enterositlerin sitoplazmasinda
cogalir. TLP'den dis kapsidin ayrilmas: intraseliiler disik kalsiyum Ca?* konsantrasyonu
ortaminda gercgeklesir ve transkripsiyonel olarak aktif cift tabakal: partikiller (double-layered
particle; DLP) haline donusur. Viral RNA polimerazin aktivasyonu ile bu partikiller iginde
viral RNA, mRNA’ya (+ssRNA) transkribe olur. Bu mRNA’lar DLP nin hem VP2 ve VP6
protein tabakalar1 boyunca uzanan kanallarindan gegerek sitoplazmaya cikar. Viral mRNA’ lar
hem proteinlerin sentezi hem de minus RNA (-RNA) sentezi icin kalip gbrevi gorir. Yeni
sentez edilen viral proteinler VP1, VP3 ve mRNA segmentleri sitoplazmadaki viroplazma
icinde yeni korlar1 olusturmak igin paketlenir. Cift sarmalli RNA genomu olusturmak Uzere
(-)RNA replikasyonu korlarin iginde gerceklesir. Ardindan viroplazm iginde VP6 proteini
korlar1 cevreleyerek yeni cift tabakali partikillerin (DLP) montaji olur. YUzeyinde VP6
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proteini ve i¢ kisminda kor bulunan bu cift tabakali yeni subviral partikiller endoplazmik
retikulumun (ER) membramnda bulunan NSP4 reseptorlerine VP6 proteini ile baglanir ve
tomurcuklanma ile gegici bir zarf kazanip endoplazmik retikulumun Iimenine girer. Bu sirada
ER'da bulunan integral membran glikoprotein VP7 protein de tomurcuklanma sirasinda
kazanilir. VP4 proteini muhtemelen sitoplazmik bir proteindir ve bu protein de
tomurcuklanma sirasinda kazanilir. Rotavirusun morfogenezisin son safhasinda, partikiller
ER icinde ilerlerken gegici zarfint ve NSP4’ U kaybeder ve ardindan VP4 ve VP7 virusun dis
kapsidini yapmak Uzere organize olur ve virusun olgunlasmast sonucu Ug tabakal: partikiler
(TLP) olusur. ER da tomurcuklanma ve virusun olgunlasmasi yiksek Ca konsantrasyonu
gerektirir. Daha sonra hiicrenin lizisi ile virionlar serbest kalir. Rotavirusun ER’ dan intestinal
hiicrelerin apikal yuzeyine vezikiller icinde tasindig: ve bu vezikillerin muhtemelen plazma
memran ile fizyonu sonucu virionlarin hiicre lizisinden 6nce de hiicreden salinabildigi

bildiril mistir®.

2.5. Patogenez

Rotavirus, ince barsagin villuslariin olgun enterostlerini infekte eder. Virus
partikilleri hiicre sitoplazmasinda replike olarak kansiz bol miktarda noninflamatuvar ishale
yol acar. Rotavirus infeksiyonu, ince barsak epitel fonksiyonunu degistirerek, su
absorbsiyonunu 6nleyip su ve iyon kaybina yol acarak sulu ishale sebep olur™.

Rotavirus infeksiyonunda patolojik degisiklikler hemen daima ince barsaga sinirlidir
ve enterosit vakualizasyonu ve kaybr gibi hafif lezyonlar veya villus kiintlesmesi ve kript
hiperplazi gibi daha belirgin degisikliklerdir. Hastaligin semptomlari ile histolojik lezyonlar
arasinda korelasyon gozukmemektedir. Rotavirus diaresinin onceleri sadece enterosit hasari
sonucu gelisen malabsorbsiyona bagli ozmotik diare oldugu kabul edilirdi. Oysaki
gunumuzde rotavirus diaresinin bircok mekanizmalarla gelistigi bilinmektedir ve hem viral
hem de konak faktorleri hastaligin olusmasinda etkilidir.

Bu faktorler;

2.5.1. Enterosit harabiyetine bagh olarak gelisen malabsorbsiyon

Enterosit harabiyeti ile Na, su ve mukozal disakkaridlerin emilimi azalirken, mukozal
cAMP1In (cyclic adenosine monophosphate) degismedigi  gorulir. Malabsorbsiyon;
sindirilmemis monosakkarid ve disakkaridler, karbohidratlar, yaglar ve proteinlerin kolona

gecmes ile sonuglanmir. Rotavirus infeksiyonu sirasinda gozlenen ishalde olusan sivi ve
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elektrolit kaybi1 sebebiyle elektrolit replasmam yapilmazsa ciddi dehidratasyon ve 6lum
goriilebilir®,

Villus enterostlerinin infeksiyonu sonucu kalsiyum permeabilitess hem plazma
membraninda hem de endoplazmik retikulumda artinca hicre lizisi ile sonuglanan
mekanizmalar tetiklenir. NSP4'Un hlcre ic¢i kalsiyum depolarindan kalsiyumu serbest
birakacak olan mekanizmalar1 uyarcdigr saptanmistir. Kalsiyum artisi sonucu kalsiyuma
duyarl1 olan F-aktin, tubulin gibi proteinlerin etkilenerek mikrovillus hticre iskeletinin harab
olmast NSP4'e bagli etkiler sonucu bariz doku harabiyeti gbézlenmeden olusan diare
mekanizmasinda rol oynayabilir. Ayrica inaktif rotavirus partikillerinin de diareyi
indukleyebildigi bilinmektedir. Rotavirusun infeksiyonu esnasinda infekte enterositlerin
apikal yuzeylerinde lokalize olan laktaz, siikraz ve maltaz gibi disakkaridaz enzimlerininde
yapim azalmakta ve bdylece glikoz ve diger sekerlerin absorbsiyonu bozulmaktadir.
Glikozun malabsorbsiyonunda rol alan diger 6nemli bir faktor de NSP4 proteinin SGLT'yi
(sodyum bagiml1 glikoz transpoter) inhibe etmesidir. Infekte olmayan villus enterositlerinde
ise sodyum pompasi, ATP nin (adenozin triphosphate) parcalanmas ile elde edilen enerjiyi
sodyumun aktif olarak hiicre disina transportu icin kullamr ve bdylece barsak hiicresi
sitoplazmasinda sodyum konsantrasyonu duser. Olayr dengelemek icin barsak |Umeninde
bulunan sodyum, tasiyict protein olan SGLT ile barsak hiicresine girerken beraberinde
glikozu da tasir. NSP4 enterotoksini SGLT'yi inhibe ederek glikoz absorbsiyonunu bozar. Bu
tarz mekanizmalarla virus villus epitelinde bir seri degisime yol acarak malabsorbsiyon

olusmasina yol agar®* %,

2.5.2. Rotavirus enterotoksini
Rotavirusun yapisal olmayan proteinlerinden biri olan NSP4, bir transmembran,

+1

endoplazmik retikulum-spesifik glikoproteini olup Ca?"'u endoplazmik retikulumdan mobilize
ederek intraselliiler Ca* konsantrasyonunu artirir. NSP4 rotavirus patogenezinde en ilgi
gekici faktdrlerden biri olup viral enterotoksindir. Olgun infektif virus partikilinde NSP4
bulunmaz, NSP4' tin virusla infekte villus enterositlerinde sentez edilmesi gerekir.

NSP4 baslangicta bir endoplazmik retikulum transmembran glikoproteini olarak N-
terminus'da iki glikolizasyon yeri olan 175 aa uzunlugunda sentez edilir. Sonra farkl:
intraselller ve ekstraselller fonksiyonlar:t olan farkli formlara ayrilir. NSP4'Un barsakta
histolojik degisikliklerin yoklugunda neonatal farelerde diareyi enterotoksin olarak artirdigi

gosterilmistir.
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Ekstraseliler NSP4'Un enterotoksin aktivitesi ya tam uzunluktaki protein veya
NSP4’Uin sitoplazmik kuyrugunun kucuk bir bdlgesine (amino asit 114-135) uyan 22 amino
asitlik sentetik peptidin yeni dogan farelere verilmesiyle diareyi uyarmasindan sonra 1996’ da
kesfedilmistir. Bu ilk calismalarda NSP4’n enterotoksik formunun rotavirus ile infekte
hiicreden salinabilecegi ve infekte olmayan hicrelerin reseptorlerine baglanarak diare
olusturan sinyal yolunu aktive edecegi 6ngorulmustir. Yakinlarda NSP4'iin sekrete edilen
ayrisma Uruini (NSP4 aa 112-175) tespit edilmistir. Sekrete edilen NSP4 insan intestinal hiicre
dizisi olan HT-29 hicrelerinde fosfolipaz C (PLC) bagimli sinyali uyararak intraseliler
[Ca*?i diizeylerini artirr ve sonra cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) bagimli kanallarin regilasyonu veya aktivasyonu araciligiyla klor sekresyonunu
uyarir. Yeni calismalar al veya a2 integrinlerin | domainlerini tamimlamustir ve integrin a2bl
eksprese eden hiicrelere NSP4'iin baglanmasi hem PLC hem de phosphoinositide-3 kinase
(P13K) sinyal transdiksiyon yollarin: aktive eder. integrin | domainine baglanmaya, kalsiyum
baglanma yeri oldugu varsayilan NSP4’ deki glutamik asit 120 aracilik eder®*.

Integrin sinyali NSP4'tin 130-140 aa ile baglatilir ki bu durum bolgedeki spesifik
mutasyonlarin hem PLC aracil1 sinyali hem de NSP4'in enterotoksin aktivitesini azalttigim
gbgteren onceki calismalarla uyumludur. | domaine baglanmayan veya integrin araciligiyla
sinyal olusturamayan NSP4 muntantlart yeni dogan farelerde diareyi uyaramaz ki bu
etkilesimin NSP4'Un enterotoksin aktivitesi i¢in 6nemli oldugunu dogrular. Bu sonuclar
heycan vericidir. NSP4’e bagl1 diarenin temelindeki ilk molekuler etkilesimi tanmtir ve bu
etkilesimin inhibisyonu hastalig1 6nleyebilir.

intraseliiler NSP4 (iNSP4) rotavirus infeksiyonunda, hiicre ici [Ca™]i seviyesini
artirma ve virus montajin kolaylastirma gibi iki dnemli role sahiptir. Bu aktiviteler rotavirus
replikasyonu igin dnemlidir, ¢unkdi NSP4'tn small interfering RNA (siRNA) aracili yikimi
MRNA dretimini artirir, viral protein sentezi ve genomik dsRNA replikasyonunu azaltir.
iINSP4 produktif virus replikasyonu igin gerekli olan kalsiyumun 2-6 kat artirilmasint uyarir.
Kalsiyumun [Ca’"] selasyonu veya siRNA aracili NSP4'iin yikim sitopatik etkileri ve virus
yukuni azaltir. iINSP4’Un kalsiyum hemeoastazini nasil degistirdigi bilinmemektedir. Fakat
rotavirusun replikasyon sirecinde 6nemli bir prosestir. NSP4’(in endoplazmik retikulumun
gecirgenligini artirmasi intraselller kalsiyumu artirir, kalsiyum giris kanallarimin bulundugu
plazma membran araciligiyla kalsiyumun hiicreye girisi artar. ilgi gekici bir yon de NSP4' iin
muhtemelen kalsiyum kanallari olusturarak plazma membraninin  permeabilitesini
artirmasidir, fakat bu daha kesinlesmemistir. Virion montaj1 sitoplazmada ve endoplazmik

retikulumda yiiksek kalsiyum konsantrasyonunu gerektirir®.
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Y Uksek kalsiyum virus montajinin disinda rotavirus replikasyonu igin énemli olabilir.
NSP5'de Ca’* baglayan yer vardir ki viral RNA replikasyonunun oldugu viroplazma denilen
hiicre ici yapilarin anahtar komponentidir ve kalsiyumun NSP5’e baglanmas ile viroplazma
formasyonunun regile edildigi gozukmektedir. NSP4 aym zamanda viroplazma ile iligkisi
olan bir vezikiiler kompartmanda kalsiyumu artirir. Bu durum NSP4'e bagl: hiicre ici Ca?*
artisini gosterir®,

NSP4' in VP6’ya baglandig1 ve transkriptlerin olustugu kanallar1 bloke ettigi spekile
edilmistir. Alternatif olarak DLP leri dis kapsid proteinleri ile tekrar kaplama calismalar:
VP4’ in VP7 den 6nce partikiller Gzerine montaj olmasi gerektigini géstermistir ki bu durum
VP4 in VP6' min yuzeyi ile etkilesmesini gosterir. NSP4 birbirine ¢ok yakin duran VP4 ve
VP6 icin baglanma yerlerine sahip olmast NSP4'tin dis kapsid montaj1 sirasinda VP6 ve
VP4’ iin uygun yonlendirilmesi igin bir protein oldugunu gosterir. Boylece NSP4’in temel
intraselller fonksiyonlari  yillardir  bilinmesine ragmen yeni calismalar NSP4'Un
fonksiyonlarinin ilk bilindigine gore daha karmasik oldugunu gosterir. Bu mekanizmalar ¢ok
ilgi cekicidir, cuinkii rotavirus, infeksiyon icin Ca®* sinyalinin anahtar hiicresel hedef oldugu
viruslardan biridir ve ilerde kalsiyum aracil: terapétik stratejiler icin calismalar yapilabilir®.

2.5.3. Enterik sinir sisteminin uyarilmas ve diger sekretuvar faktorler

Rotavirus diaresinin sekretuvar komponenti villus epitelyumunda virusa bagl
fonksiyonel degisikliklere bagli gozikmektedir. Sekresyonda temel oyuncular NSP4 ve ENS
dir. Sekrete edilen NSP4'Un kesin rolt ve hedefi bilinmemektedir. NSP4 basitce enterosit
epitelyumunda infeksiyonunun etkilerini artirir. Buna karsilik NSP4 kript epitelyumuna da
etki eder. Kript hicrelerinde hiicre igi kalsiyumu artirarak CI sekresyonunu aktive eder ve
suyun disar1 akisina sebep olur. Bu Cl° sekresyonunun kript hiicrelerinin cAMP bagimli ClI°
kanal1 ile iliskisiz oldugu bilinir. Clinkt CFTR-knockout fareler rotavirus veya NSP4’ e bagli
diareye duyarlidir. CFTR-knockout farelerde rotavirus diaresindeki CI” kanalinin yapisi hala
bilinmemektedir. NSP4' (in kendisinin bir kanal yaptigi veya NSP4'iin aktif olmayan Ca*? ile
aktive olan iyon kanallarini aktive ettigi ileri stirtiltr. ilging olan bu calismalar aym zamanda
yasa bagimli rotavirus diaresinin NSP4 reseptorinin yasa bagimli ekspresyonu veya yasa
bagimli Ca'? metabolizasyonuna bagli olmayip daha cok yasa bagimli ClI” permeabilitesine
bagli oldugunu gostermistir. Sekrete edilen NSP4'Gin diger muhtemel hedefi ENS dir ki bu
aym zamanda klasik kolere toksinine bagli diarenin de hedefidir. Aslinda ENS villus
epitelyumunun hemen altina yerlesmistir. NSP4'Gn ENS'yi uyarmasi deneysel olarak

gosterilmemesine ragmen ENS nin rotavirus diaresinden sorumlu oldugu gosterilmistir. Canli
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infekte hayvanlarda ENS stimulasyonunu bloke eden lidokainin stirekli verilmesi sivi kaybini
onemli Olclide engellemistir. Boylece RV infeksiyonu sirasinda ENS nin aktive oldugu
aciktir. Bu aktivasyon, elektrolit ve su sekresyonu igin villus uglarinda az sayida infekte
hiicrenin kript hiicrelerini nasil uyardigim aciklar®.

NSP4'in ENS'yi direk stimile edip etmedigi bilinememesine ragmen ENSnin
enterositlerden salinan birgok molekile cevap verdigi bilinir. Kolera toksini villus
epitelyumunda enterokromafin hticrelerden hydroxytrptamine (5-HT) salimim uyarir ve 5-HT
bir ENS stimulatérudir. Sekrete edilen NSP4' tin enterokromafin hticrelere baglanarak 5-HT
salimina sebep olup ENS'yi stimile etmesi mumkindur. Benzer sekilde infekte enterositler
tarafindan sekrete edilen kemokinler ve prostaglantinler ENS'yi stimile edebilir. Simdilik
ENS ve NSP4 rotavirus infeksiyonuna karsi sekretuvar cevapta major rollere sahip
goziikmektedir®.

2.5.4. Barsak motilites

Baz1 infeksiyonlarda gelisen ishallerde barsak motilitesi belirgin olarak artmustir. John
Stephen ve arastirma grubu 1980'lerin sonunda yenidogan sicanlarda rotavirusla indiiklenen
intestinal  sekresyona iliskin calismalarinda; villus tepe hicrelerinin  rotavirus ile
invazyonunun "noroaktif/hormonal maddelerin® salimimin: tetikledigini ve bu durumun villus
iskemisine ve villuslarin kisalmasina sebep oldugunu ve bdylece absorbsiyon kapasitesinin
disdiigt hipotezini 6ne sirmistir. Villus iskemisi aym zamanda hticre bdlinmesinin
artmasina sebep olur, proliferatif bolgeyi genisletir. Bu bolgede, hipertonik intraselltler
kompartman olan hiicreler mevcuttur. Asir iyonlarin atarken sivi sekresyonu igin ozmotik
kuvvet yaratirlar. ENS de genelde motiliteyi kontrol etmektedir, ancak molekiler stimilatori

kesin olarak bilinmemektedir®®#,

2.6. immunolgji

Rotavirusa kars1 immun cevap, hem dogal hem de hicresel ve humoral bagisikligi
kapsayan adaptif (kazamlmis) immun cevabr icermektedir.

Hayatin ilk birkag yilinda rotavirus ile bircok infeksiyonlar olusabilir. Ilk infeksiyon
genellikle daha siddetli gecmekte ve infeksiyonun sayisi arttikga siddeti de azalmaktadir. i1k
infeksiyon, ozellikle ciddi rotavirus diaresine kars1 yuksek oranda korur. Semptomatik veya
asemptomatik gegirilen ilk rotavirus infeksiyonu sonraki rotavirus ile iliskili diareye karsi

%73-87 arasinda korur®.
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Ikinci bir rotavirus infeksiyonundan sonra gerek asemptomatik gerekse semptomatik
olsun hafif veya siddetli infeksiyona karsi tamamen (%100) koruma saglanir. Asemptomatik
neonatal rotavirus infeksiyonu sonradan meydana gelecek ciddi rotavirus hastaligina karsi
koruyabilir, fakat infeksiyona kars: koruyamaz. Y eni dogan ve kiiglik cocuklarda (2 yasindan
daha kucguk) ilk infeksiyon sonucu olusan immun koruma reinfeksiyon sonucunda olusan
diarenin siddetini hafifletir®.

Bazi rotavirus infeksiyonlart asemptomatik olup hastaligin ciddiyetini hem viral hem
de konaga ait faktorler etkileyebilir. Viral faktorler arasinda VP4'Un bazi alellerinin
asemptomatik hastaliklailigkili oldugu distnilmektedir.

Malnutrisyon ve yas gibi konak faktorleri de rotavirus infeksiyonunun ciddiyetini
etkilemektedir. Malnutrisyon ince bagirsagin diizelmesini geciktirir.

Semptomatik rotavirus infeksiyonu genellikle yasa baglidir. Yas ilerledikge rotavirus
infeksiyonlarinin ciddiyeti ve sayisi azalir. Villus epitel hicreleri Uzerindeki rotavirus
baglayan reseptorlerin miktarinin yasla birlikte azaldigi hayvan ¢alismalarinda gosterilmistir.
Bunakarsilik eriskinlerde infeksiyonun asemptomatik veya az belirtilerle seyretmesi daha cok
immunitenin kazamlmasiyla iliskilidir. Noétralizan antikorlar yas ve virus ile karsilasma ile
artar. Cocuklarin 3 yasina kadar %90’ inda bir veya daha fazla rotavirus tipine karsi antikorlar
bulunmaktadir ve 4 yasina kadar bu oran %100’ U bulur. Rotavirus antikor diizeyleri dogumda
yuksektir, 3-6 aya kadar azalir, 2-3 yasinda pik yapar. Rotavirus antikorlarinin eriskinlerde de
yuksek prevalansta seyretmesi virus ile subklinik infeksiyonlarin olustugunu gosterir. Y aslilar
ise muhtemelen immunitenin azalmasina bagl olarak ciddi hastaliga kars1 duyarlidirlar®,

Rotavirus infeksiyonuna kars1 baslica serotip spesifik homotipik notralizan antikorlar
infeksiyonunun ilk iki haftasi i¢cinde gelisir. Bu immuniteye rotavirusun 2 dis kapsid proteini
olan VP4 ve VP7 antikorlar1 aracilik eder. Her iki protein de dis kapsidin bilesenleri olup
notralize edici antikorlarin Gretimini harekete gegirmede birbirlerinden bagimsizdir.

Farkli serotiplere kars1 da distuk dizeyde heterotipik antikor cevabi olusur. Fakat
cogunlukla infekte eden susa gore degisir. Ornegin: G2 serotipleri baslica homotipik antikor
cevaln olustururken G1, G3 ve G4 homotipik ve heterotipik antikor cevabi olusturur.
Homotipik antikor cevalr muhtemelen heterotipik antikorlara gére daha uzun siirelidir. Buna
karsilik ayn: serotiple reinfeksiyonlarin ortaya ¢iktigi gosterilmistir, ancak primer infeksiyona
gore daha az ciddidir. Heterotipik koruma igin muhtemel birkag agiklama vardir. Birincisi,
lokal 1gA antikorlar1 VP4 ve VP7'deki ¢apraz reaksiyon gosteren epitoplar: tammlar ve digeri
ise, i¢ kapsid proteini olan VP6'daki antikorlarin korumayi saglamasidir ve tginci bir ihtimal
ise, capraz reaksiyon veren virus-spesifik sitotoksit T lenfositlerinin korumada yer almasidr,
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ancak rotavirus infeksiyonunda sitotoksk T lenfositlerinin roli heniiz tam olarak
bilinmemektedir***.

Rotavirus ile infeksiyon yasam boyu stren gucli bir humoral 1gG immun yaniti
harekete gegirir. 1gG yanit1 kolayca olusurken, genellikle rotavirus infeksiyonundan korunma
lokal IgA antikorlar1 tarafindan saglanir. Velazquez ve arkadaslarimin yaptigi calismada
cocuklarin total serum rotavirus IgA titresi >1:800 ise rotavirus infeksiyonu gegirme riski
oldukca distk olup hafif veya siddetli diareye kars1 tamamen korudugu bildirilmistir. Buna
karsilik gocuklarin IgG titresi >1:6400 ise rotavirus infeksiyonuna karsi korur, ancak rotavirus
diaresine kars1 korumaz. Yapilan bir diger calismada total serum rotavirus IgA titresinin
>1:200 olmasi ve IgG titresininde >1:800 olmasinin infeksiyon ve hastaliga kars1 koruma ile
korele oldugu gosterilmistir. Rotavirus spesifik total serum IgG titreleri degil, fakat total
serum rotavirus IgA’min ¢zellikle ciddi diareye karsi koruyuculugu ile ilgili olarak total
rotavirus serum IgA varhigimin sekratuvar komponente bagli serum immunglobulinlerin (1g)
varligi ile korele oldugu bulunmustur. Bu antikorlar blylUk ihtimalle barsaktan orjin alan
polimerik 1gA’dir ve barsakta fazla olan IgA seruma ulasir. Spesifik olarak sekratuvar
komponente bagl1 olan rotavirus IgA antikorlar1 infeksiyondan sonra 4 aydan kisa bir sire
icinde serumdan kaybolur. Ustelik infeksiyondan yaklasik 1 hafta sonra serumda bulunan
immunglobuline bagli rotavirus sekratuvar komponentinin miktar: duedonal sividaki miktar
ile koreledir. Boylece infeksiyondan sonraki 4 ay icinde bulunan total rotavirus spesifik serum
IgA varliginin intestinal 1gA ile iyi korele oldugu gozilkmektedir®®*’.

Kreslerde ve bazi toplu yasam yerlerinde yapilan calismalarda diski orneklerinde
yuksek rotavirus IgA antikor titrelerinin olmasi hastalik ve infeksiyona karsi koruma ile
iliskilendirilmistir. Yeni dogan gocuklarda yapilan bazi calismalarda da diskidaki 1gA’nin
anne sttt orjinli olabildigi ve muhtemelen pasif olarak ortaya ¢ikan bu IgA’ nin viral bir
infeksiyon sonucu olusmadig icin diistik bir koruyucu etkinlik sagladigi gosterilmistir.

Rotavirus tarafindan infeksiyona karsi korunmadan sorumlu immun mekanizmalar
hala iyi bilinmemektedir. En son yapilan calismalarda rotavirus VP6 spesifik naif B
lenfositlerinin dnemli bir populasyonu tammlanmstir. Yeni doganlarda oldugu gibi rotavirus
infeksiyonuna maruz kalan yetiskinlerde rotavirus spesifik naif B hicrelerin adaptif immun
cevapta onemli rol oynayabildigi gosterilmistir®®. Hayvan modelleri iizerinde yapilan
calismalarda homolog murin rotavirusu ile infeksiyondan sonra, primer infeksiyonun
iyilesmesinde CD8'T hiicrelerinin roliiniin oldugu ve rotavirus infeksiyonundan uzun dénem
korumada temel effektor olan rotavirus spesifik intestinal 1gA Uretilmesinde CD4'T
hicrelerinin 6nemli fonksiyona sahip oldugu gosterilmistir. Rotavirus infeksiyonu viremik bir
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faz icermektedir, farelerde hem intestinal hem de sistemik rotavirus spesifik B-hlicre yaniti
gozlenirken, sadece barsaktaki rotavirus spesifik plazma hiicrelerinin antiviral etkisi oldugu
goriinmektedir, bu da mukozal antikorlarin koruma sagladigini dustindiirmektedir™.

Intraselliler  sitokin  flow-sitometri  assay ve ELISPOT (Enzyme-linked
immunosorbent spot) kullamlarak yapilan insan rotavirus spesifik T-hiicre yanit1 calismalarina
gore; hem saglikli hem de rotavirus ile infekte eriskinlerde interferon (IFN)-y salgilayan CD4"
ve CD8" rotavirus-spesifik T hiicreleri bulunur. Rotavirus gastroenteritli cocuklarda bu
hiicrelerin sayisi diisiktir veya tespit edilemez. Sonucta, rotavirus spesifik CD4" T hiicreleri
tarafindan salgilanan sitokin paterni acik degildir, fakat hem T-helper 1 (TH1) hemde TH2
paterni olabilir>.

2.7. Bulasma

Rotavirus insandan insana en yaygin fekal oral yolla bulasir. Bulasma oyuncaklar gibi
kontamine esyalarla da olabilir. Cocuklar rotavirus infeksiyonu ve hastalig: igin blydk risk
grubunu olusturmasina ragmen rotavirus infeksiyonu yetiskinlerde de ortaya cikabilir. Bu
kisiler 6zellikle kuctk cocuklar ile yakindan iligkili bulunan, kisisel hijyenin zayif oldugu
cocuk yuvalari ve yaslilarin bulundugu bakim evlerinde olan, sik seyahat eden veya hastanede
yatan eriskinlerdir®*2.

Virus oldukca bulasici olmasindan dolay: rotavirusun yayilmasini kontrol altina almak
cok zordur. Infekte insanlarin diskisinda 10™°- 10™%/ml kadar infeksiyon partikilii bulunur ve
infeksiyonun olabilmesi icin yaklasik 1-10 kadar partikilin olmas: yeterlidir. Virusun
yayilmasinda kusma da 6nemli bir rol oynamaktadir. Hem semptomatik hem de asemptomatik
hastalar genellikle 7-10 giin boyunca rotavirus partikullerini etrafa yayarlar. Bu sire ¢zellikle
immun yetmezligi olan kisilerde bazen birkag haftay:r bulabilir. Anne siti beslenen
cocuklarda hastaligin ciddiyeti ve stiresi azalir.

Virus oda 1sisinda digskida aylarca, cevresel ylzeylerde ise gunlerce canli kalabilir.
Rotavirus ile infekte olmus metal ve plastik gibi ylzeylerde virus canliligini uzun sire
koruyabilir. Rotavirusun transmisyonunda en etkili yiizeyler tuvalet ve lavabodur?.

Rotavirus cevrede uzun sire stabil kaldigindan kontamine ylzeylere temas veya
kontamine su ve yiyeceklerle de rotavirus bulasabilir. Rotavirus partikilleri insan eli Uzerinde
saatlerce canliligim koruyabilir. Musluk suyu zayif bir dezenfektandir. Bu ytzden eller
kesinlikle sabunla yikanmalidir. Temiz su kullammu ve dikkatli el yikama virusun bulasmasini
azaltmada onemlidir. Kontamine ytuizeylerin hemen dezenfekte edilmesi gerekir.
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Rotavirus dezenfektanlara oldukca direnclidir. Fenol, %2 formalin, %5 lysol, %6 H,O,
ve %80-95 etanol etkili dezenfektanlardir. Ayrica %1 sodyum hipoklorid etkilidir, ancak
fekal materyal aktivitesini azaltabilir, bu sebeple dezenfeksiyondan 6nce ylzeyler deterjanla
temizlenmelidir. Klorheksidin, klorform, eter ve pH 4-9'a direnclidir®.

2.8. Hastalik Belirtileri

Rotavirus infeksiyonu genellikle 6-24 ay arasi ¢ocuklarda ozellikle kis aylarinda
ortaya cikmaktadir. Hemen her cocuk 5 yasindan dnce semptomatik veya asemptomatik
olarak rotavirus ile infekte olmaktadir. Cocuklarda rotavirus infeksiyonlarinin klinik
spektrumu asemptomatik infeksiyondan dehidratasyon ile seyreden ciddi diareye kadar
degisir. Rotavirus hastaliginin inkibasyon siiresi 1-4 gindir. Rotavirus gastroenteritin klinik
belirtileri 4-8 gun slrer. Rotavirus cocuklarda hafif ates (%60-65) ve kusma (%60-70) ile
baglar. Genellikle 1-3 giin siiren kusmay: ani baslayan sulu diare izler. Sulu diare 5-8 gin
siirer ve genellikle giinde 10-20 kez diskilama gorulir ve sonug olarak ciddi dehidratasyona
sebep olur. Ates genellikle 38.5-39.5°C’de 1-2 giin sirer. Onemli dehidratasyon varsa ates
daha yUksek olabilir. Abdominal agri1 da gorlebilir.

Baz1 vakalarda hizli ve ciddi dehidratasyon 6zellikle 2 yasindan kiglk cocuklarda
olumlere sebep olmaktadir. Gelismis Ulkelerde hastanede yatan premature bebeklerin blyuk
risk altinda oldugu gosterilmistir>>>*,

Maternal antikorun koruyucu etkisinden dolay1 4-6 aydan kiclk yeni doganlarda
infeksiyonlar siklikla asemptomatik olup vakalarin sadece %10-20'sinde septomatiktir ve
genellikle hafiftir. Ancak prematiire bebeklerde ciddi infeksiyonlar gorulebilir.

Rotavirus ile sekonder infeksiyonlar klinik olarak daha hafif veya asemptomatik
sekildedir. Yetiskinler cocuklara kiyasla daha sk asemptomatik rotavirus infeksiyonuna
maruz kalmalarina ragmen semptomlar oldugunda genellikle ishal, ates, bas agrisi, halsizlik,
mide bulantisi ve kramp goriilebilir®*>°,

Yetiskin gondlluler Uzerinde yapilan bir ¢alismada rotavirus inokulumu agizdan
verildiginde infekte Kisilerin %67 sinde serolojik degisiklik gozlenirken yalnizca %33’ tinde
belirgin semptomlar gozlenmistir. Inkiibasyon siiresi 2-4 giin sirmistir. ince barsakta hem
makroskobik degisiklikler (ince barsak duvarinda kalinlasma) hemde mikroskobik
degisiklikler (villuslarda kintlesme, mikrovilluslarda azalma, mononikleer hicrelerin
infiltrasyonu ve intestinal hiicrelerde kolumnar yapidan kuboidal yapiya degisim) hastaligin

gostergesidir™®®’.
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Akut gastroenteritlerin yaygin gorilen 6zellikleri arasinda dehidratasyon, elektrolit
kaybi, metabolik asidoz, beslenme yetersizligi ve diaper dermatiti (gocuk bezi dermatiti) gibi
belirtiler rotavirus infeksiyonunuda gorulebilir. immun yetmezligi olan cocuklarda barsak dist
yayilim oldukca yaygindir?.

Rotavirus infeksiyonu kemik iligi transplantasyonu olacak immun sistemi baskilanmis
hastalar Gzel bir tedavi gerektirir. Kemik iligi transplant: olan gastroenteritli hastalarda
yapilan bir ¢calismada 78 hastamin 8’ inde rotavirus tespit edilmis ve bu hastalarin 5’1 rotavirus
gastroenteriti sebebiyle kaybedilmistir. Bunun yamnda rotavirus infeksiyonu yetiskin bébrek
transplant alicilarda ciddi diare ile iliskili nosokomiyal infeksiyon olarak da ortaya ¢ikabilir.

Rotavirus infeksiyonlarimin genel olarak sadece gastrointestinal yolla simirli oldugu
disUnalorda, fakat yeni calismalarda hem immun kompetan kisiler hem de immun eksikligi
olan infekte gocuklarda rotavirus antijen veya viral RNA'nin kan, beyin omurilik sivisi,
karaciger, safra kanali, mezenterik lenf nodulleri, dalak, bobrek, bogaz ve akciger gibi birgok
ekstraintestinal yerlerde tespit edildigi bildirilmistir, ancak bu bulgularin klinik dnemi agik
degildir ve aktif arastirma altindadir. Rotavirus gastroenteritine sahip cocuklardan alinan
serum Orneklerinin %43-66'sinda viremi gorulur. Birgcok calismada rotavirus gasroenteriti
olan cocuklarda santral sinir sistemi infeksiyon siklig1 %2-5.7 arasinda degismektedir3*®,

Rotavirus infeksiyonu ile iligkili olabilecek olasi diger hastaliklar tip 1 diabet hastaligi
ve Colyak hastaligidir. Tip 1 diabet hastaligi icin Avusturalya’ dan bir grup arastirmaci
rotavirusun yizey proteini VP7 ve iki otoantikorun immundominant epitopu arasinda
molekuler benzerlik oldugunu bildirmistir. Bu otoantikorlar pankreatik adaciklarin yikimmna
aracilik eden T hicreler icin gereklidir ve tirosin fosfat 1A-2 ve GADG65 olarak
issimlendirilirler. Daha sonra Avusturalya’lt arastirmacilar rotavirus serokonversiyonu ve
diabet riski olan ¢ocuklarda 1A-2, insulin ve GADG5 antikor seviyesinin artmasi arasinda bir
iliski oldugunu bulmusglardir. Ancak yapilan en son ¢alismalar bu bulgular: desteklememistir.
Ayni sekilde Colyak hastaliginda rotavirus VP7 ve transglutaminler arasinda molekuler
benzerlik oldugu belirtilmistir>>®.

2.9. Epidemiyoloji

Rotaviruslar hem gelismis hem de gelismekte olan Ulkelerde 5 yasin altindaki
cocuklarda ciddi gastroenteritin baslica etkeni olup viral gastroenterit vakalarinin %50-
80" nine sebep olur. Genellikle endemiktir, fakat nadiren salginlardan sorumlu olabilir.
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Rotavirus bitin dinyada diareye bagli dlumlerin yaklasik %25 inden sorumludur.
Dunya Saglhik Orgituniin (WHO, World Health Organsation) 2000-20004 yillar1 arasindaki
verilere gore 5 yas altindaki gocuklarin diare sebebiyle tahmini 6lim sayist (1.566.000/y1l)
dikkate alindiginda her yil rotavirusa bagli ortalama 611.000 (454.000-705.000) 6lum oldugu
bildirilmistir ve bu oran tim 5 yas alti gocuklarda gorulen olumlerinin %20’ sini
olusturmaktadir®™. Bu slumlerin biyiik cogunlugu, %82'i gelismekte olan ulkelerde goriilir
ki her giin yaklasik 1.205 cocuk rotavirus sebebiyle hayatini kaybeder. Gelismis Ulkelerde ise
mortalite disik olmasina razmen morbidite yuksektir ve her yil 220.000 gocuk rotavirus
gastroenteriti sebebiyle hastaneye kaldirilirki bu oran yaklasik 50 cocukta 1’ e denk gelir®.

Dunyanin cesitli bolgelerinde 1986-2000 yillari arasinda yapilan calismalardaki
verilere gore ise her yil 5 yasin altinda ortalama 2.100.000 cocuk diare sebebiyle
kaybedilmistir ve bunlarin 440.000 (352.000-592.000) kadar1 rotavirus gastroenteritine
baglidir®®. Diinyada gelismis ve gelismekte olan tilkelerde 1986-2000 yillar: arasinda 5 yas
alt1 her yil rotavirusun sebep oldugu 138 milyon diare vakasi goralmisttr. Bu vakalarin 111
milyonu evde tedavi edilmis, 25 milyonu kliniklere basvurmus, 2 milyonu hastaneye
yatirilmig ve ortalama 440.000 cocuk hayatini kaybetmistir. Baska bir deyisle 5 yasina kadar
rotavirus gastroenteritine sahip olan hemen her 5 gocuktan 1'i kliniklere basvurmakta, her 65
cocuktan 1'i de hastaneye yatiriimakta ve yaklasik olarak her 293 cocuktan 1'ide rotavirus
gastroenteriti sebebiyle 6lmektedir. Bes yas alt1 cocuklarda diareye bagli 6lumlerin oram gelir
seviyesinin artmasi ile azalan bir egilim gostermektedir. Bu oran az gelismis Ulkelerde %21;
gelismekte olan Ulkelerde %17; gelismis Ulkelerde %9 ve cok gelismis Ulkelerde %1
dolayindadir. Az gelismis Ulkelerde diareden gorulen 2.1 milyon 6limun ortalama %85’
(N=1,805,000) cocuklarda goriilmektedir®®®.

Rotavirus olumlerinin %80'den fazlast Glney Asya ve Afrika gibi az gelismis
ulkelerde gorulmektedir. Ornek olarak bir yil icinde rotavirusa bagli Asya ulkelerinde
yaklasik olarak 230.000, Afrika Ulkelerinde 183.000 6lim gordlirken, Latin Amerika
Ulkelerinde 15.000 6lum gorulmektedir. Bu yillik 6ltm oranlar1 Pakistan’da >25.000, Cin’'de
>30.000, Hindistan’da >100.000 dolayindadir®. Boylece hem gelismis hem de gelismekte
olan Ulkelerde yasamin ilk 5 yili boyunca hemen hemen her cocukta rotavirus diaresi
gelismektedir. Fakat rotavirus infeksiyonun sonuglari oldukga farklidir. Gelismekte olan
Ulkelerde olumler daha sik gorulmektedir. Clnki kot beslenme, sanitasyon kosullarinin
uygun olmamasi, sinirli tedavi imkanlarimin olmast gibi pek c¢ok faktdor buna sebep
olmaktadir®.
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Rotavirus tim dunyada cocuklar arasinda diareye bagli hospitalizasyonun en 6nde
gelen sebebidir. Hastaneye yatirilmast gereken gastroenterit vakalarimn %20-60" indan
rotavirusun sorumlu oldugu gosterilmistir. Pek cok gelismis Ulkede hastaneye yatislara sebep
olan yillik rotavirus insidansimin her 100.000 gocukta ortalama 445 (100.000 de 283-715)
oldugu hesaplanmistir®. Bu insidans ile gelismis Ulkelerde 5 yas alti cocuklarin total
populasyonunun carpinmi sonucunda toplamda 223.000 (ortalama 142,000-358,000) vakanin
rotaviruslailiskili hastaneye yatisa sebep oldugu ortaya gikmustir.

Rotavirus diaresine bagli hospitalizasyonlarin oram gelir seviyesininin artmasi ile
artan bir egilim gostermektedir. Bu oran az gelismis Ulkelerde %20; gelismekte olan tlkelerde
%25; gelismis tilkelerde %31 ve cok gelismis tlkelerde ise %34 dolayindadir®.

Rotavirus hastaneye yatirilan akut gastroenteritli cocuklarda en ¢ok izole edilen etken
olup blyik ekonomik kayiplara yol acar. CDC' nin (Centers Disease Control) 2001-2008 yil1
raporunda bltin dinyada 5 yas ati cocuklarda diareden dolay:r hastaneye yatislarin
%40 indan rotavirusun sorumlu oldugu aciklanmistir. Bu oran daha Once yapilan
calismalardan daha yuiksektir. Bes yas alti cocuklarda rotavirus infeksiyonunun sebep oldugu
hastaneye yatis oranlar1 1986-1999 yillarinda %22, 1990-2004 yillarinda %29’ dur®®,

Bes yas alti cocuklarda yalmizca evde tedavi gerektiren rotavirus gastroenteriti
vakalarimin toplam sayisinin 7,122,000 (ortalama 2,123,000-17,881,000) oldugu tahmin
edilmektedir®.

Rotavirus infeksiyonu iliman iklimlerde tipik olarak kis mevsiminde gorulir, oysa
tropikal bolgelerde rotavirus diaresi biittin yil boyunca goézlenir. Ancak rotavirus infeksiyonun
mevsimsel olarak kis aylarindan bahar aylarina dogru kaydigina yonelik de galismalar vardr.
Buna sebep olan etkenler bilinmemektedir. Nemin infekte bir ylizey Uzerinde virusun hayatta
kalmasinda etkili oldugu bilinmesine ragmen rotavirus infeksiyonlarinda gorilen mevsimsel
degisiklik nemden ziyade sicaklik ile daha ¢ok iliskilidir. Guiney Kaliforniya, Nevada ve Y eni
Meksika da Kasim ve Aralik aylarinda rotavirus gastroenterit insidansi pik yapmaya baslar.
Kuzey ve Dogu Amerika da hastaligin pik yaptig1 aylar kis ve bahar aylaridir?.

Rotavirus diaresi baslica yeni dogan ve kicik cocuklarda 6-24 aylarinda pik insidans
yapar. Dinyada, hem gelismekte olan Ulkeler hem de gelismis Ulkelerde her cocuk 5 yasina
kadar rotavirus ile infekte olmustur. Her dogal infeksiyon, sonraki hastaliga kars: daha fazla
koruma saglar. Ug yasindan sonra ciddi diare nadirdir, 5 yasindan biyik cocuklarda
semptomatik hastalik yaygin degildir. Rotavirus oncelikle infantil diarenin etkeni ise de
eriskinlerde hafif hastaliga sebep olabilir. Reinfeksiyon bitlin yaslarda ortaya cikabilir, fakat
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semptomlar yasa bagl olarak degisiklik gbsterir. Rotaviruslar ayrica turist diaresi vakalarinin
%20-25' inde tespit edilir®*,

Rotaviruslar nozokomiyal infeksiyonlarin ¢ok Onemli bir sebebidir. Cocuklarda
gorilen nozokomiyal diare vakalarimin %31-87'sinden rotavirus sorumludur. Nozokomiyal
rotavirus infeksiyonlari c¢ogunlukla 5 ayhiktan kiglk bebeklerde ve Ozellikle
hospitalizasyonun 2. ve 6. gunleri arasinda ortaya cikar. Rotavirus infeksiyonlarin %20-40
kadar1 asemptomatiktir. Asemptomatik infeksiyonlar siklikla 3 ayliktan kicik bebeklerde
gorulur.

Insanlarda sadece rotavirus grup A, B ve C hastalik yapar. Cocuklarda rotavirus
infeksiyonlarinin goguna grup A rotavirus sebep olur. Grup A rotaviruslar: bitin dinyada
ciddi infantil gastroenteritin %25-65ine sebep olur. Grup A rotavirus infeksiyonlarinin cogu
endemik olmasina ragmen 6zellikle hastane, kres ve yaslilarin bakim evlerinde salginlara
sebep olabilir. Hastenelerde immun sistemi bozuk hastalar arasinda da salginlar olusturabilir.
Global olarak en cok gorulen epidemiyolojik dnemi olan 5 rotavirus tipi G1P[8], G3P[§],
G4P[8] ve G2P[4] ve GIP[8] bitln suslarin % 90'dan fazlasini olusturur. Epidemiyolojik
calismalar bir bélgedede her yil baskin rotavirus tiplerinin degisebildigini gostermistir.

Grup B rotavirusu ilk kez 1982 ve 1983'de Cin'de bir milyondan fazla eriskinde su
orjinli ciddi diare salginlarina sebep olmustur. Bu sebeple grup B rotavirusuna “adult diarrhea
rotavirus, ADRV” da denir. ADRV isminden anlasildigi gibi en ¢ok eriskinlerde hastalik
yapar, yeni dogan ve cocuklarda semptomatik infeksiyonlarda nadiren tespit edilir. Cin
disinda ilk kez 1997 ve 1998'de Hindistan'da ve 2000 ve 2001 yilinda Banglades'te
eriskinlerde sporadik gastroenterit vakalarindan izole edilmistir>.

Grup C rotavirus, sporadik diare vakalari ile iliskilidir, salginlara nadiren sebep olur.
Baslica yiyecek orjinli cocukluk ¢ag: diaresi ile iliskilidir. Grup C rotaviruslar: tim dunyada
bulunmaktadir. Ingiltere, Japonya, Asya, Brezilya ve Avrupada Grup C rotavirus diare
salginlart  bildirilmistir fakat grup A rotaviruslarindan daha az yaygindir. Birgok
seroepidemiyolojik calismalar insanlarin %3-45'inin grup C rotavirusuna karsi1 antikorlari
oldugunu gostermistir. Grup C rotavirusuna karsi antikor prevalansi Japonya da %30,
Ingiltere’' de %43 ve Glney Afrikadaki bir calismada %34.4 bulunmustur. Ancak akut
gastroenterili vakalarda grup C rotavirusun tespiti simirlichr. Brezilya' da yapilan bir ¢alismada
akut gadtroenteriti olan hastaneye bagvuran 5 yasin altindak cocuklarin %1'inde tespit
edilmistir.

Grup D, E, F ve G rotavirus infeksiyonlar1 insanlarda gastroenterit ile iliskili degildir.
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Rotavirusun genis konak dagilimi vardir. izolatlarin cogu yeni dogan hayvanlarda
diareye sebep olmaktadir. Grup A rotaviruslart hemen hemen biitiin hayvanlar: infekte eder.
Sigir ve domuz grup B ve C rotaviruslar: tespit edilmistir. Bu durum influenzaya benzer
sekilde genetik reassortment icin potansiyel saglar®’.

2.10. Tam

Rotavirus ve diger spesifik enterik patojenleri klinik belirtilerle birbirinden ayit etmek
mumkan degildir. Yapilan calismalarda farkli enterik patojenlerin klinik belirtileri arasinda
onemli farkliliklar gosterilmis, fakat kesin kriterler belirlenememistir.

Ates, diskidaki asidik azalma ve serumdaki bikarbonat dusukligi gibi semptomlar
rotavirus akut gostroenteritinde diger akut gastroenteritine sebep olan organizmalara oranla
daha belirgin sekilde gorilir?.

Diskida rotavirusun tespiti igin pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Konvansiyonel
yontemler (EM veya ELISA) kullanarak virusun belirlenmesi icin diski 6rneklerinin
hastaligin ilk 4 gint iginde alinmasi uygundur. Semptomlarin baglangicindan 8 glin sonra
toplanan ornekler nadiren virusigerir. Ancak virus atilimi semptomlarin siiresine bagli olarak
3 haftaya kadar da sirebilir ve bu sire iginde daha yuksek sensitiviteye sahip molekiler
yontemlerle (RT-PCR; reverse transcription polymerase chain reaction) virus tespit edilebilir.
Viral atilim genellikle diarenin oldugu siire ile ayni zamanda meydana gelir®.

Rotavirusun tespiti icin diski materyalinin direk goruntilenmesi EM (elektron
mikroskobi) kullanarak gerceklestirilir. Elektron mikroskobu patognomonik iki ve ¢ tabakali
rotavirus partiktllerinin hizli idendifikasyonu igin uygundur. Rotavirus partikilleri akut
gastroenteritine sebep olan enterik adenoviruslar, norovirus, sapovirus ve astroviruslardan
farkl1 bir morfolojik goriiniime sahip olduklarindan bu yéntem yiiksek bir avantaja sahiptir®.

Rotavirusun tespiti icin yalnizca birkag 6rnek arastirilmak istenildiginde EM en hizl
tam metodudur, ¢unkd digski drnekleri direk olarak fosfotungistik asit ile boyanarak birkag
dakika icinde incelenebilir, ancak genellikle rutinde kullaniimaz.

Grup A rotavirusu 6nceden proteolitik enzim olan tripsin ile muamele edilirse veya
besiyerine disuk diizeyde tripsin ilave edilirse hiicre kultirinde Uretilebilir, ancak daha ¢ok
arastirma amaciyla bazi merkezlerde yapilmaktadir. Virus izolasyonu icin en sik kullanmlan
hiicreler maymun bobrek hticre diziss MA104 ve insan kolon karsinoma hticre dizisi CaCo-
2'dir. Sitopatik etki minimaldir. Hucre kiltirinde rotavirusun Uretilmesi nétralizasyon

yontemiyle rotavirus serotiplerinin belirlenmesine izin verir”.
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Cssitli otomatize yontemler digki 6rneklerinde rotavirusun belirlenmesi igin uygundur.
Pek cok laboratuvarda ELISA ve lateks aglutinasyon testleri (LA) oldukga yuksek
sensitiviteye sahip olmasi, 0zel ekipmanlara gereksinim duyulmadan kolay uygulanabilir
olmasi, hizli sonug vermesi ve spesifik olmayan reaksiyonlar icin bir kontrol grubuna sahip
olmasi sebebiyle rotavirus tamsinda yaygin olarak kullamlan testlerdir.

Diski Orneklerinde rotavirus antijenlerinin tespiti icin ELISA ve LA Kkitleri ticari
olarak mevcuttur. Rotavirus LA testinin ELISA testine gbre sensitivitesi daha disik olup
ELISA testinin sensitivitesi %98-100, spesifitesi %100'U bulurken LA testini sensitivitesi
%85-90, spesifitesi %100'dur. Ticari ELISA ve LA testleriyle gastroenteritlerin en yaygin
sebebi olan sadece rotavirus Grup A tespit edilir’.

Serolojik testlerden Ozellikle ELISA testi rotavirus spesifik IgM, 1gA ve IgG antikor
cevabinin tespiti igin kullanilabilir. Bir g¢alismada >3 aydan buyik gocuklarin %81'inde
konvelesan serumunda rotavirusa kars: 1gG antikor cevabinda dort kat artis tespit edilmis ve
akut infeksiyonun en iyi gosterges olarak bildirilmistir. Rotavirusa karsi1 spesifik IgA antikor
cevabi akut fazda %18 ve konvelesan fazda %62 oramnda tespit edilmistir. Akut fazda IgM
cevaln ise >6 aydan biyik cocuklarin %50-83, <6 aydan kugclklerde ise %28 inde pozitif
bulunmustur®.

Grup A rotaviruslart G serotiplerinin tespiti icin G1-G4 tip spesifik monoklonal
antikorlara dayanan ticari ELISA testleri epidemiyolojik c¢alismalarda yaygin olarak
kullamimaktadir. Ancak diger G serotiplerinin tayini icin ticari ELISA testi yoktur. G5, G8,
G9 ve G10 gibi diger tiplerinin belirlenmesi icin genotipleme testleri kullamlir. Grup A
rotavirus subgrup | ve Il tespiti igin VP6 Gzerindeki iki farkl1 epitop igin spesifik monoklonal
antikorlarin kullanildigi ELISA testi gelistirilmistir. Akut gastroenteritli hastalardan en ¢ok
izole edilen grup A rotavirus P1A ve P1B serotiplerinin arastirilmast igin de ELISA testleri
vardir. Ancak VP4 antijeninde kros reaktif epitoplar bulundugundan ELISA ile serotip ayirim
tam olmayabilir. Bu sebeple daha cok genotipleme metodlar: tercih edilir®.

Grup B ve C rotaviruslarin tamsi igin VP6 antijenlerine kars: grup spesifik monoklonal
antikorlarin kullanildigi ELISA testleri gelistirilmistir.

Hucre kultart, poliakrilamid jel elektroforezi ve PCR gibi testler tamda nadiren
kullanilir. Serolojik tan igin kompleman fiksasyon, nétralizasyon, immunfloresan testleri tan
icin tavsiye edilmemesine ragmen arastrma amacli kullanilabilir. Onceleri rotavirus
serotiplendirilmesi icin hiperimmun serum ile yapilan nétralizasyon testleri kullanilmis, ancak
notralizan antikorlar daha ¢ok dis kapsidin major proteini olan VP7'ye yonelik oldugundan
VP4 serotiplerinin ayirim etkin bir sekilde yapilamarmstir®,
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Rotavirusun tespiti igin dot hibridizasyon yontemi membran Uzerinde 1si ile denattire
olmus ve isaretlenmis tek zincirli rotavirus traskriptlerinin insitu hibridizasyonu temel
alinarak gelistirilmistir. Yontem oldukca yiksek spesifiteye sahiptir ve elde edilen sonuclar
EM, ELISA ve RNA analizi gibi diger testler ile elde edilen sonuglar ile uygundur. Diski
orneklerinin gesitli dilisyonlarinda rotavirusun tespiti igin ELISA ve dot hibridizasyonun
karsilastirildigi calismalarda dot hibridizasyon yonteminin dogrulayict ELISA yontemine gore
10-100 kez daha fazla sensitiv oldugu gorilmiistiir .

Rotavirus grup A’nin tespit edildigi tam testleri arasinda RT-PCR en 6nemlisidir ve
antijen tespit metodlarina goére ¢ok daha duyarlidir. Bu yontem standart elektroferotip
yontemlerinden 100.000 kez, hibridizasyon yonteminden ise 5000 kez daha sensitivdir. Bu
yontemle diarenin baslangicindan 4-57 giin sonrasina kadar virusun atilimi belirlenebilir”.

Rotavirus tespiti icin RT-PCR testinin kullanimi ELISA yontemi ile tiplendirilemeyen
rotavirus pozitif orneklerin genotiplendirilmesi igin uygundur. Rotavirus asisi yapimindan
Once prevalan suslarin tespiti ve sonra yeni rotavirus tiplerinin ortaya ¢ikisinin izlenmesinde
grup A rotaviruslarimin G ve P genotiplemesi 6énem tasir. Grup A rotaviruslarimin G ve P
genotiplemesi icin spesifik cDNA problar1 ile nikleik asit hibridizasyon testi, RFLP
(restriction fragment length polymorphism), tip spesifik primerler ile yapilan RT-PCR, nested
RT-PCR, multiplex RT-PCR ve oligonukleotid mikroarray hibridizasyon testleri kullanilir.
Genotipleme testlerinden en gok RT-PCR kullamlmaktadir. Grup A rotavirus G genotiplerinin
tespiti icin en gok secilen VP7 konsensus primerleri Gouvea ve Das primerleridir'>™.

Grup B ve C rotaviruslarin tanisi igin RT-PCR testi birgok ¢alismada kullanilmstir.

Rotavirus genomunun poliakrilamid jel elektroforezisi (polyacrylamide gel
electrophoresis; PAGE) ile nongrup A rota viruslari, grup A rotaviruslarindan ayirt edilebilir.
Sensitivitess  %90'dan fazla ve gpesifitess %100'dur. Grup A rotavirusun kisa
elektroferotipleri genellikle subgrup | ve uzun elektroferotipleri ise subgrup Il ile iligkili
bulunmustur. Epidemiyolojik calismalarda elektroferotipleme viral bulasmay: izlemede
faydalicir®".

Rotavirus infeksiyonunun serolojik cevabinin 6lgiminde kompleman fiksasyon (KF)
testi, immunfloresan (IF) testi, immun adherence hemaglutinasyon testi, ELISA,
notralizasyon, hemaglutinasyon inhibisyon ve immunositokimyasal boyama testleri de
uygundur. KF testi 6-24 aylik hasta cocuklar arasinda antikor cevabim belirlemede diger
testler kadar etkili iken 6 aydan kicuk yeni doganlarda ve yetiskinlerde etkili bir test degildir.
Bu yas grubunda IF, ELISA IgG, ELISA IgM ve ELISA IgA daha etkilidir. Cinku 1gA
plasentaya gegcemez. Rotavirus ELISA IgA 6zellikle pasif olarak elde edilmis anneye ait 1gG
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antikorlarina sahip olan yenidoganlarda serolojik cevabin gosterilmesinde oldukca etkilidir.
Fekal rotavirus IgA antikor seviyesi duodenal IgA antikor seviyesi ile iligkilidir. Bunun
yaninda ELISA ile tespit edilen fekal rotavirus IgA antikor seviyesindeki yikselme barsaktaki
notralizan antikor cevabini yansitir’®.

Rotavirusun endemik oldugu aylar boyunca ¢ocuklarda rotavirus akut gastroeneritinde
gorilebilecek veya fiziksel bulgular1 bulunan hastaliklar dikkate alinmalidir. Basili dizanteri,
hemolitik-Oremik sendrom, miyokardit, konjestif kalp yetmezligi, barsak tikanmasi,
intrakranial basincin artmasi, sepsis, ensefalit ve menenjit gibi hastaliklar benzer sikayetlere
sebep olan fakat farkli durumlar: gerektiren ciddi rahatsizliklardir. Buna ek olarak potansiyel

olarak daha 6nemli enteropatojenlerin bulunmasi rotavirusun bulunmasin engellemez”.

2.11. Tedavi

Rotavirus gastroenteritinin tedavisindeki ilk hedef diare ve kusma sonucu olusan sivi
ve elektrolit kaybim yerine koymaktir. Tedaviye erken baslamak ciddi dehidratasyonun
gelismesini 6nlemek igin cok dnem tasir.

Dehidratasyon tedavisinde intravendz sivi verimi yillardir basarili bir sekilde
uygulanmaktadir. Sivi tedavisi, rotavirus akut gastroenteritine sahip hastalarda kisisel
belirtilere, yasa ve hastaligin siddetine gore yapilir. Dehidrate olmayan ve kusmasi devam
etmeyen cocuklara yasina uygun olarak diyetler verilebilir. Dehidrate olmayan fakat kusmasi
devam eden cocuklara evde sivi alimint veya oral rehidrasyon solisyonunun (ORS)
alinmasint 6nermede fayda vardir. Evde alinmasi tavsiye edilen sivilar; anne siitll, soliisyonlar
(su, tuz, ve seker) corba ve sikilmis meyve sularidir. Buna ek olarak her bir sulu diskida
10mL/kg ve her bir kusmada 2mL/kg kaybedilen gastrointestinal kaybi yerine koymak igin
oral rehidrasyon soltsyonu ile birlikte uygun sivilarin alimi dehidretasyonun 6nlenmesinde Ki
yaklasim da bilyik 6nem tasir’’.

Dunya Saglik Orgiitii (WHO) standartlarina gére oral glukoz elektrolit formuli:
sodyum 90mmol/L; klorir 80 mmol/L; potasyum 20mmol/L, sitrat 10mmol/L ve glikoz
110mmol/L olmak Uzere toplam ozmolaritesi 310 mOsm/L’dir. Son zamanlarda icerigindeki
sodyum konsantrasyonunun azaltildigi oral rehidrasyon soltusyonlarimn WHO' nun Onerdigi
solisyon standartlarina gore daha etkili oldugu bulunmustur. Boylece sollisyon
konsantrasyonunda sodyum 75mmol/L; klorir 65 mmol/L; potasyum 20mmol/L, sitrat
10mmol/L ve glikoz 75mmol/L olmak Uzere toplam ozmolaritesi 245 mOsnVL seklinde
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formil olusturularak kolerasi olmayan yeni dogan bebekler Uzerinde yapilan calismalarda
WHO oral rehidrasyon soliisyon standartlar: karsilastiril mistir .

Eger ora rehidrasyon, sivi ve elektrolit kaybim yerine koymaz veya hastada ciddi
dehidratasyon var ve sokta ise derhal intraventz sivi verilmelidir. Bazi1 ¢cocuklar siddetli
dehidrate oldugunda eger abdominal distasyon, barsak tikanmasi, asiri kusma veya letarjiden
dolay: oral rehidrasyon solisyonlar1 alamiyorsa intraventdz rehidrasyona ihtiyag duyabilir.
Genellikle hemodinamik stabilite saglanincaya kadar normal tuzlu su veya laktatli ringer
soltisyonu 10-20 mL/kg verilir.

Daha onceden klinik denemeler sonucu pek c¢ok cocugun baslangicta 30 mL/kg
intravendz sivinin alintmindan sonra ora rehidrasyon sivilarini tolere etmeye baslayabildigi
belirlenmistir. Siddetli dehidrate olan cocuklar intravendz sivi alintmina kadar oral sivi

alimmint stirdiirebilirler?,
2.11.1. Bedenme

Ciddi diareli hastaliklar ile iliskili 6lumler oral rehidrasyon tedavisi ile basarili bir
sekilde azalmasina ragmen bazi ¢ocuklar icin bir problem olmaya devam etmektedir. Cunku
oral rehidrasyon tedavisi dustk kalorilidir ve rehidrasyon ortaya giktiktan mimkidn oldugu
kadar kisa bir stirede beslenmeye baslamasi tavsiye edilir. Rehidrasyona ragmen bol miktarda
kusma devam ettiginde kusma azalana kadar kaybedilen sivinin yerine konulmasi igin alinan
ora rehidrasyon soliisyonlar1 veya evde alinmasi onerilen gesitli sivilarin alimmin devam
etmes yuzunden normal beslenmeye yeniden donulmesinin geciktigi gorilmektedir. Klasik
diyet olarak akut gastroenterit tedavisi icin muz, piring ve elma puresi alinmasi bazi uzmanlar
tarafindan elestirilmis ve bu besinlerin dustk enerjili, az yagli ve dustk proteinli oldugu
belirtilmistir .

Rotavirus diaresini de kapsayan cesitli patojenler ile iliskili diare hastaligi olan ve
hastanede yatan yeni dogan ve kiiclik cocuklarda piring bazli soliisyonlar ile glikoz bazl1 oral
rehidrasyon solusonlar1 kiyaslanmistir. Her biri etkili  bulunmustur, fakat pring bazli
soltisyonun toplam disk: atilimint azaltma, absorbsyonu artirma ve sivi ve elektrolit oramni
dengede tutma acisindan daha etkili oldugu gorilmuistir®.

Sinirli galigmalarda meyve pektinlerinin (6rnegin muz ve elma puresi) ve nisastanin
(6rnegin piringte bulunur) kolon florasinda bulunan kisa zincirli agir asitler tarafindan
yikildig1 belirtilmistir. Kisa zincirli agir asitler kolon mukozasi Uzerinde besinsel etkiye
sahiptir, kolonda enerji kaynag: olarak korunur ve sodyum emilimini uyarir. Piring icerikli
oral rehidrasyon soliisyonlar1 ve diyet tedavisinin bir pargasi olan yesil muz ve pektinin
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diareye bagli sivi kaybint azalttig: ispatlanmistir. Simdilik gocuklarin yasina uygun olarak
kompleks karbonhidrat, et, yogurt ve meyveleri iceren diyetleri tiketmeleri tavsiye
edilmektedir”.

Anne sitd saglikli infantlarin beslenmesi icin en iyi kaynak olmasina ragmen oral
rehidrasyon soliisyonlarindan daha fazla ozmolariteye ve daha az sodyuma sahiptir. Ayrica
anne sUtinin karbonhidrat kaynagi olan laktoz, akut gastroenterite eslik eden ciddi
disakkaridaz eksikliginin oldugu vakalarda uygun olmayabilir. Yine de antirotaviral
Ozellikleri olan laktoferrin ve laktadherin ve antirotaviral IgA anne sittinde bulundugundan
rotavirus akut gastroenteritine sahip bebeklerin anne siitli ile beslenmesinin tedavide yarari
vardir. Boylece akut gastroenterit boyunca yeni dogan bebeklerin anne siitt ile beslenmeye
devam etmesi tavsiye edilmektedir. Yeni dogan dehidrate ve anne sitinde dogal olarak
bulunan faydali ozellikler yetersiz ise oral rehidrasyon solisyonlari veya intraventz sivi
tedavisi gereklidir®:.

2.11.2. Antiemetikler

Dopamin reseptor antagonist sinifimin antiemetikleri oral rehidrasyonu bozabilen
(sedasyon, akatizi ve distoni) yan etkiye sahiptir. Ondansentron’ un klinik denemeleri kusmay1
azalttigi ve inravendz rehidrasyona ¢ok gerek duyulmacigim gostermistir. Hala rutinde
kullanilan bu ilaglar Gzerine yeterli calismalar yapilmadigi icin akut gastroenteritlerin
tedavisinde kullanilmas: 6nerilmemektedir®.

2.11.3. Diaretedavis icin kullanilan konvansiyonel antidiarel ilaglar

Diarenin semptomatik tedavisi kusmanin tedavisinden daha fazla tartisilmaktadir.
Antimotilite ve antisekretuvar ilaclar diareye karsi kullanilmasi icin tavsiye edilmemektedir.
Opiat ve antikolinerjik bazli ilaglarin gocuklar Uzerindeki toksitesi, letarji, barsak
diigiimlenmesi, koma ve hatta éliim gibi yan etkileri belirlenmistir®".

Pek cok genis spektrumlu antiviral ilaglarin etkinligi in vivo sartlarda rotavirus
replikasyonunun inhibitori olarak arastirilmistir. Antirotavirus aktivitesine sahip cesitli
adenozin anologlar1 bulunmustur. Bu anologlarin viral mMRNA’ min olgunlagmasi igin gerekli
metilasyonu dizenlemede gorevli olan S-adenozin homosisteinin  hidroliz enziminin
aktivitesini engelleyerek islev gordugii ileri srilmiistir®. Y apilan calismalarda raceadotril’in
(enkephalinaz inhibitord) rotavirus diaresinin de icinde bulundugu sulu ishali olan pediatrik
hospitalize hastalarin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir, ancak bu konu ile ilgili daha
fazla calismaya ihtiyac vardir®.
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2.12. Rotavirus Hastahgimin Ekonomik Y Ukt

Ekonomik agidan Ulkeye zarar veren bitiin dnemli hastaliklar distndldigiunde, direk
maliyet (medikal ve medikal dis1) ve indirek maliyetlerden birey ve topluma kadar her sey
disstintilmelidir'. Direk medikal maliyetler; doktor, hastaneye yatis ve laboratuvar tanisinin
maliyeti; diger medikal dis1t maliyetler ve buna ek olarak ¢ocuk bezi, tasima maliyeti ve bebek
bakimi maliyeti gibi bircok gideri icermektedir. indirek maliyetler kazang kaybindan calisma
zamanimn kaybi ve hasta cocuga bakmak gibi ve diger maliyetleri de icine alan ailenin yasam
kalitesinin dismesi ve stres yasamast gibi birgok olumsuz sartlari da beraberinde
getirmektedir.

Finlandiya'da 1990 yillarinda yapilan bir ¢alismada rotavirus hastaliginin toplam
maliyetinin %89'u icin direk maliyet hasabi agiklanmistir ve bunun %75’ inin hastaneye
yatigla iligkili oldugu gosterilmistir. Diger Ulkelerde medikal maliyet, medikal dis1 maliyetle
(calisma kaybimin olmasi, verimin dusmesi, ulasimla iliskili maliyetler) kiyaslanmis ve
birbirinden farkli olabildigi bildirilmistir. Ingiltere'de 1994 rakamlarina gore, hastane ve
doktor masraflarim karsilamak icin gerekli olan medikal dist maliyet hastaligin toplam
maliyetinin %47 sini olusturmustur®.

Avrupa’da 25 ulkede 2000-2003 yillar1 arasinda 5 yas alti ¢ocuklarda rotavirus
gastroenteritinden dolay: hastaneye yatan ¢ocuklarin yillik ortalama sayisinin 87.713 oldugu
diistiniilirse hastaneye yatislarin toplam yillik maliyeti 106 milyon dolari gegmektedir®,
Hastaligin saglik bakim kaynaklari Uzerindeki yiku Ozellikle kis aylari boyunca yuksek
oranda gorulir. Rotavirus vakalarinin pik yaptigi mevsimlerde tesadifi olarak influenza ve
RSV (respiratory synctial virus) gibi diger hastaliklarinda insidansinin pik yaptigi doneme
rastlamaktadir®™. Nozokomiyal rotavirus infeksiyonu; virusun yayiliminin énlenmesi igin yeni
hastalarin kabul edilememesinin maliyeti ve hastanede yatislarin uzamasindan dolay1 énemli
bir ekonomik yiike sebep olmaktadir®’.

2.13. Korunma

Rotaviruslar, gelismekte olan Ulkelerde oldugu gibi gelismis Ulkelerde de 5 yas alt1
cocuklarda gorulen akut infeksiyoz ishallerin en 6nde gelen sebebidir. Rotavirus gastroenteriti
sebebiyle dinya genelinde her yil yaklasik 25 milyon ¢ocuk Kliniklere basvurmakta ve 2
milyon cocuk rotavirus gastroenteriti sebebiyle hospitalize edilmektedir. Ustelik uygun
rehidratasyon tedavilerinin yapilmast ve tedaviye erken baslanmasi cabalarina ragmen
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rotavirus hospitalizasyon oranlari gegen 15 yilda ¢ok azalmamustir. Bu agir hastalik yiku
sebebiyle rotavirus gastroenteritinden korunma gereksinimi vardir. Akut gastroenteritlerden
korunmada, anne Sitl, el yikama ve oyuncaklarin dezenfeksiyonu gibi onlemlerin yeri
yatsinamaz. Ancak, bakteriyel gastroenteritlerden korunmada 6énemli olan kisisel ve toplumsal
hijyen kurallari, rotavirus infeksiyonlarimn énlenmesinde ¢ok etkili degildir. Demokratik
virus olarak da tammlanan rotaviruslarin sebep oldugu gastroenteritler, hijyen kosullarindan
bagimsiz olarak, gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde benzer siklikta gorilir. Bu sebeple
rotavirus ishalinin 6nlenmesinde tek yontem rotavirusa kars: asilamadir*®.

Rotavirus asisindan beklenen dogal rotavirus infeksiyonuna benzer immunite
olusturarak, orta/ciddi infeksiyona karsi korumasi, hastane yatislari, 6lumleri 6nlemesi,
morbidite ve ekonomik kayiplar: azaltmasi ve hastaligin siire ve ciddiyetini hafifletmesidir”.

Ilk rotavirus as1 calismalarinda degisik hayvan rotaviruslar: attentie edilmistir. insanda
kullanilan hayvan kokenli ilk rotavirus asisi “bovine Nebraska calf diarrhea virus’ (P6[1]G6)
susu ile calismalar 1971 yilinda baglatilmstir®®. i1k olarak canli oral rotavirus asist olan RIT
4237 bovine rotavirus asist ile hayvan calismalar: daha sonra 1982 yillarindan itibaren ise
insan calismalar: baglatilmistir®™. Ancak, hayvan orjinli olan RIT 4237 asisi beklenilen etkiyi
gostermediginden 1986 yilinda tretimi durdurulmustur. Daha sonraki yillarda as1 ¢alismalari,
RIT 4237’ ye gore daha fazla pasajin yapildigi, bu sebeple daha immunojen olacag: dustnilen
WC-3 bovine rotavirus asist ile stirdiirilmiistir™.

Hayvan orjinli asilarlailgili basarisiz deneyimlerin ardindan reassortant as1 ¢alismalart
baglatilmistir. Serotipik olarak birbirinden ayr1 dort VP7 komponentini igeren bir insan-simian
reassortant rotavirus asisi (RotaShield) 1990' larda gelistirilmis olup Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) ve Venezuellada kuglk cocuklarda siddetli rotavirus diaresini 6nlemede
guvenli ve etkili oldugu gosterilmistir. Rotavirusa kars: ilk canli oral reassortant as1 olan
Rotashield rhesus rotavirus tetravalan vaccine ( RRV-TV) insanlarda en yaygin gorulen 4
rotavirus G tipinden (G1-G4) olusur™.

Rotashield (Wyeth Laboratories; ABD), bir rhesus maymun rotavirusu ve ¢ rhesus
maymun-insan reaasortant rotavirusdan olusan tetravalan bir asidir. Rhesus rotavirusu
attenuasyonu saglamaktadir. Rhesus rotavirusu G3 spesifitesi tasir, U¢ rhesus-human
reassortant rotavirusdan her biri ise G1, G2 veya G4 genlerinden her birini tasir. ABD’de
FDA 31 Agustos 1998 de canli oral RRV-TV asisinin yeni doganlarda 3 doz halinde
kullanilmasini onaylamistir™®. Klinik calismalar asinin hastalarin %48-68'inde yeni rotavirus
infeksiyonunu onledigini ve ciddi diareye karsi ise %64-91'inde koruyucu etkisi oldugunu

gostermistir. Immunizasyon 2. 4. ve 6. aylarda 6nerilmis olup iki as1 arasinda en fazla 3 hafta
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sire olmalidir.  Diger cocukluk cagr asilari ile aym zamanda verilmis ve lisans aimasindan
sonra yaklasik 600.000 bebege 1.2 milyon doz as1 uygulanmustir. Ancak asilanan ¢ocuklarda
barsak tikanmasi vakalarimin bildirilmesinden sonra Temmuz 1999'da as1 geri gekilmistir.
Asiya bagli yan etki 15 vakada bildirilmis ve 12'si as1 verilmesinden sonraki 1 haftada ortaya
cikmistir. Daha sonra yapilan calismalar asilamay izleyen ilk 1-2 haftada gelisen barsak
tikanmast iliskisini dogrulamustir®.

Rotashield asisinin geri ¢ekilmesi yeni as1 gelistirme cabalarim artirmustir. Birgok
rotavirus as1 adaylarimin klinik denemeleri yapilmaktadir ve birkagi yeni doganlarin
asilanmast icin onaylanmustir™®. Son zamanlarda lisans almus iki yeni rotavirus asisi
RIX4414 susundan hazirlanan monovalan Human Rotavirus Asist (HRV) olan Rotarix
(GlaxoSmithKline Biologicals, Belgika) ve Pentavalan Human-Bovine Reassortant Rotavirus
Asisi (PRV) olan RotaTeq farkli yaklasimlar kullanilarak dizayn edilmistir. Her iki as1 iginde
guvenlikle ilgili durumlart belirlemek icin blytk faz I11 klinik ¢alismalar yapilmis, herbir
calismaya 60.000'den fazla infant dahil edilmistir. Her iki asimin da glvenilir oldugu ve
barsak tikanmasi ile iligkili olmadigi gosterilmistir ve herhangi bir rotavirus diaresine karsi
%70, siddetli rotavirus diaresine kars ise %90 koruma sagladig1 gosterilmistir®.

Rotavirus asilari, hastane yatislarimt (%96), acil servis basvurularim (%93), is gucu
kayiplarini (%87) azaltir*®®.

2.13.1. Pentavalan Human-Bovine Reassortant Rotavirus Asisa (PRV, RotaTeq)

Bes insan-sigir reassortant rotavirus susundan olusan pentavalan, canli attentie bir
asidir. Insan barsaginda Rotarix suslarina gore daha az replike olur. Reassortant suslarda
hayvan rotavirusundan gelen 10 genomik segment ve insan rotavirusundan gelen
epidemiyolojik 6nemi olan G ve P tiplerini kodlayan bir genomik segment bulunur. RotaTeq
asisi bes insan-sigir reassortant rotavirus susundan olusmakta olup sigir rotavirus susu WC3
(P7[5]G6) kullamlmistir. Bu asinin fazla sayida serotip icerecek sekilde formile
edilmesindeki yaklasim yuksek koruyucuk saglamasinin dustinilmesidir. Asida dolasimda en
sik goériilen insan rotavirus gerotipleri (G1, G2, G3, G4 ve P1A[8]) bulunur®.

RotaTeq 2 ml sivi formdadir ve oral yolla 3 doz (2, 4 ve 6 aylik) halinde uygulanir. Iki
doz arasinda en az 4 hafta olmasi onerilir. Asilamaya 6-12 haftada baslanmalidhr. Tlk dozun 12
haftadan buyik bebeklere uygulanmasinin guvenilirligi yoktur. Asilama 32. haftaya kadar
tamamlanmalicir®*,

PRV asisinin barsak tikanmasi riskini degerlendirmek amaciyla, 2001 yilinda
Finlandiya ve ABD’ de plasebo kontrolli bir ¢alisma uygulanmistir. Bu calismada, 6- 12
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haftalik bebeklere 4-10 hafta arayla 3 doz (en son as1 dozu 32 haftay1 gecmeyecek sekilde)
PRV veya plasebo uygulanmustir. Daha sonra, Orta Amerika ulkeleri, Isveg, Almanya,
Belcika, italya ve Tayvan' in da katilimiyla calismaya alinan bebek sayisi 70.301 e ulasnmustr.
Bu genis calisma grubunda, her hangi bir as1 dozundan sonraki 42 gun icinde plasebo
grubunda 5, as1 grubunda 6 barsak tikanmasi vakasi saptanmustir. PRV’ nin ilk dozundan sonra
1 yillik izlem periyodunda as1 grubunda 12, plasebo grubunda ise 15 barsak tikanmas: vakasi
bildirilmistir. Barsak tikanmas icin relatif risk 42 giin icinde 1.6 (%95 Cl, 0.4-6.4) ve 1 yilda
0.9 (%95 Cl, 0.4-1.9) dur”’.

RotaTeq Avrupa ve Amerika da lisans almis olup yapilan ilk ¢alismalardarotavirusile
iliskili diareye kars1 yaklasik %75 koruyucu ve ciddi diareye karst %90 dan fazla etkili
oldugu bulunmustur. Hospitalizasyonu %96 ve kliniklere basvurulari %86 oraninda
azaltmaktadir®,

2.13.2. Monovalan Human Rotavirus Asist (HRV, RI1X4414 susu, Rotarix)

Insan rotavirus susu G1P1A[8] tipinden olusan canl atteniie monovalan bir as1 olup
virulan rotavirus susu G1P1A[8] tipi doku kultirlerinde bircok pasa yapilarak attentie
edilmistir. Barsakta iyi replike olur ve digki ile atilir. Rotarix korunmada homotipik antikor
yanit1 kadar heterotipik antikor yanitin1 uyarir. Monovalan human rotavirus asisi (HRV) ile
Gl'in yanmisira G2, G3, G4 ve G9 gibi diger serotiplere kars1 da nétralizan antikor yaniti
olusmaktadir®.

Rotarix asisinin 6 haftaliktan itibaren oral yolla 2 doz (minimum 4 hafta arayla)
uygulanmas: 6nerilir. HRV, 2- 8°C’de depolanmali ve saklanmalidir. Diger cocukluk asilari
ile birlikte uygulanabilir.

Monovalan human rotavirus asisimin immunojenisitesi ve guvenilirligi ilk kez
Belcika'da eriskinlerde ve Almanya’da 1 yas Ustl cocuklarda denenmistir. Daha sonra,
Finlandiya da bebeklerde bir pilot calisma baslatilmistir. Bu calismada; 2 ve 4. ay semasiyla 2
doz uygulandiginda, HRV’'nin etkinliginin %73, agir rotavirus gastroenteritine karsi
koruyuculugunun ise %90’ dan fazla oldugu oldugu gosterilmistir'®.

Guney Amerika da yapilan daha genis, cift kor, plasebo-kontrollii ¢alismada ise HRV
asisinin etkinligi ve barsak tikanmasi riski degerlendirilmistir. Onbir Giney Amerika
Ulkesinin katildig1 ve 63.225 bebege as1 (31.673 bebek as1 grubu) ve plasebo (31.552 bebek
plasebo grubu) verilen calismada HRV, 2 ve 4. ayda bebeklere 2 doz uygulanmstir. Her
hangi bir as1 dozundan sonraki 31 gun icinde plasebo grubunda 9, as1 grubunda 3 barsak
tikanmasi vakasi saptanmustir. HRV'nin ilk dozundan sonra 100 gunlik izlem periyodunda
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(bebekler 6 aylik oldugunda) as1 grubunda 9, plasebo grubunda ise 16 barsak tikanmasi vakasi
gordlmustar. Calisma grubundaki 20.000 infantin 1 yillik izleminde, asimin agir rotavirus
gastroenteritine karsi  koruyuculugunun %85, agir dehidratasyonla seyreden rotavirus
gastroenteritine kars1 koruyuculugunun ise %100 oldugu saptanmistir. Monovalan human
rotavirus asisi, G1 serotipine kars1 (%92) etkili oldugu gibi G3 (%88), G4 ve G9 (%91)
serotiplerine kars1 da ytksek oranda koruyuculuk saglamaktadir. G2 tipine kars1 ise %41-67
koruyuculuk sagladig1 gosterilmistir*,

Sonug olarak, yaklagik 130.000 bebek Uzerinde yapilan calismalar her iki yeni
rotavirus asisimn da (monovalan HRV ve PRV) diare, 6zellikle ciddi diareye kars: etkin ve
guvenli bir korunma sagladigint gostermektedir.

Iki yeni rotavirus asisi Rotarix ve Rotateq 2008 yili itibariyle 100’ den fazla tlkenin
bulundugu Avrupa, Amerika, Meksika, Latin Amerika Ulkeleri, Orta Dogu, Asya ve Afrika
ulkelerinde lisans alarak kullamma girmistir. Ulkemizde de bu iki yeni rotavirus asisi igin
lisans bagvurusu bulunmaktadir. Turkiye'de yapilan calismalarda, 5 yas alti ¢ocuklarda
goriilen ishallerin %15-40' indan rotaviruslarin sorumlu oldugu gosterilmistir®.

Izmir'de ishal nedeniyle hastaneye basvuran 920 cocukta yapilan bir calismada,
rotaviruslarin 5 yas alt1 cocuklarda gorulen ishalin, 6zellikle de hastane yatislarina sebep olan
agir ishalin %39.8 oraninda en sik etkeni ve izole edilen suslarin %91’ inin serotip G1-4 ve en
sk G1 serotipinin (%75.1) goruldigi belirlenmistir. Cataloluk ve arkadaslarinin yaptiklar:
calismada, en stk G4P[8] (%42.2) serotipi tespit edilmis ve serotip G1P[8], G2P[4], G3P[8]
ve G4P[8] serotiplerinin rotavirus ishallerinin %73.4’ inden sorumlu oldugu gésterilmistir. Bu
iki calismamn sonuclar: her iki asinin da Glkemizde etkili olacagini gostermektedir. Ancak, bu
konuda yapilacak daha genis seroepidemiyolojik calismalara ve asi etkinlik ve yan etki
calismalarina gereksinim vardr.

Bu iki as1 disinda, dinyamn bircok bdlgesinde (Cin, Kore, Endonezya, Almanya ve
Brezilya) rotavirus as1 gelistirme calismalar: sirdirtlmektedir. Lanzhou lamb rotavirus (LLR)
as1s1 2000 yilinda Cin'de Lanzhou Enstitiisii tarafindan dretilen monovalan canli attentie oral
asidir. LLR asisinda kullanmlan kuzu rotavirusu P[12]G10 tipinde olup ilk kez 1985 de izole
edilmistir ve hicre kiltirinde pasgjlar yapilarak attentie edilmistir. Cin'de lisans alan bir
asidir, As1 tek doz oral yolla 2-24 aylik cocuklara verilir. Tek doz asinin etkinligi %73.3
bulunmustur ve 12-23 aylik ¢ocuklarda etkinigin %80.9 oranla 2-11 aylik gocuklara gore
(%60) daha yiiksektir®.
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Asi1 gelisimine baska bir yaklasim yeni doganlarda asemptomatik infeksiyona sebep
olan baz: rotavirus suslarimin kullanilmasidir. Insan neonatal rotavirus P2A[6]G3 susu faz Il
calismasinda 3, 5 ve 7 aylik bebeklere ti¢c doz oral olarak verilmis ve koruyuculugu %54
bulunmustur. Asimin etkinliginin artirilmasi icin calismalar sirmektedir. Diger neonatal
suslardan ikisi Hindistan’da yeni doganlardan izole edilen 116E susu P8[11]G9 ve 1321 susu
P8[11]G10 canl1 as1 adaylar1 olup preklinik calismalar: yapilmaktadir. Bu neonatal as1 suslari
(Bharat BioTech, Ltd) 116E ve 1321 doga olarak olusan insan-sigir reassortant
rotaviruslaricir’?,

Rotavirus infeksiyonlarina kars: inaktif rotavirus suslar: veya baculovirus ta eksprese
edilen virus benzeri partikillerin kullamlarak oral asilarin gelistirilmesi icin calismalar da
vardir ve hayvan modellerinde test edilmektedir. Ayrica rotavirusun bakterilerde eksprese
edilen bircok yapisal proteinlerinden olusan subiinit asilarin Gretimi ve DNA asilar: icin de
caligilmaktadir.

Sonug olarak rotavirus asilar1 reinfeksiyonu dnlememekle beraber agir gastroenterite
kars1 koruyucudur. Canli as1 oldugu icin immun yetersizligi veya siphesi olan ¢ocuklara
yapilmaz. Anne sitlu alan bebeklerde antirotavirus antikorlart nedeniyle ilk as1 dozundan
sonra elde edilen humoral immun yanitta hafif azalma saptanmasina karsin, tekrarlanan
dozdan sonra anne st alan ve amayanlarin yanitlari arasinda fark bulunmamistir. Asi
sonrasi gelisen sistemik antikor yaniti daha uzun siire devam eder. Es zamanli yapilan oral
polio asisi ve maternal antikorlarla interferansa karsi heterotipik korumay: artirmak igin 2
veya 3 doz rotavirus asisinin uygulanmasi gerekmektedir®”.

Yeni rotavirus asilarimn maliyeti oldukga yiksek olup (ortalama 100 TL) asimin
yaygin kullamma girmesi i¢in engel olusturmaktadir. Ancak, ¢ok yakin bir gelecekte asi
fiyatimin dusecegi umut edilmektedir. Boylece, universal rotavirus bebek asilamasi mimkin
olacak ve cocukluk ¢agi gastroenteritlerinin bu en 6nemli etkenine kars1 korunma ve kontrol

saglanarak yiiz binlerce bebegin yasami kurtulacaktir®.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Cukurova Universitess Tip Fakiltess Balcali Hastanesi Cocuk
Enfeksiyon Bilim Dalinin Poliklinigine, Cocuk Acil T1ip Birimine ve Adana Numune Egitim
ve Arastirma Hastanesinin Cocuk Servisine 1 Ocak 2008 ile 31 Aralik 2008 tarihleri arasinda
bagvuran ve 5 yas alti akut gastroenteritli cocuklara ait digki 6rnekleri dahil edildi. Ayrica
hastalarin demografik verileri (adi, soyadi, yasi, cinsiyeti ve aile dzellikleri gibi) ve klinik
bilgileri ileilgili bilgiler alindh.

Akut gastroenteritli olan cocuklardan toplanan digski 6rnekleri test edilinceye kadar -
80°C'de saklandi. Digki Ornekleri oncelikle Grup A rotavirus antijen tespitine yonelik
Rotavirus Antigen ELISA (DRG,; kat. No: EIA-3509, Lot No: LN579 DRG International 1nc,
USA) Kiti ile degerlendirildi. Rotavirus antijen pozitif bulunan diski 6rneklerinin es zamanli
olarak RNA ekstraksiyonlari gerceklestirildi. Ekstrakte edilen RNA o6rnekleri RT-PCR
(Reverse transcription-Polymerase Chain Reaction) ile degerlendirilene kadar —80°C'de
bekletildi. Rotavirus G genotiplemesi icin ( G1- G4, G8- G10) rotavirusun VP7 bolgesine ait
Beg9- End9 ve P genotiplemes icin ( P[4], P[6], P[8-11] ) ise VP4 bdlgesine ait Con2 - Con3
konsensus ve tip spesifik primerler ile RT-PCR testi yapilip ardindan multipleks semi nested
PCR tedti ile tiplendirme yapildi.

3.1. Rotavirus antijen ELISA Testinin yapilist:

Diski ornekleri uygulama 6ncesi dondurucudan cikarilip ¢ozilmesi icin oda i1sisinda
bekletildi.

Kitin igindekiler:

1. ELISA plagi: Rotavirus antijeni ile kaplt 96 kuyulu plak

2. Reagen 1: Anti- rotavirus monoklonal antikor; bir sise 11 mL

3. Reagen 2: Anti- Mouse antikora konjuge horseradish proxidase; bir sise 11mL
4. Pozitif kontrol: Bir sise 2 mL

5. Negatif kontrol: Bir sise 2 mL

6. 20X Wash Buffer: Bir sise 25 mL
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7. Substrat soliisyonu: Tetramethylbenzidine (TMB) ve organik peroxide; bir sise 11 mL
8. Stop soltisyonu: 1M H,SOy; bir sise 11 mL

ELISA testinin uygulanmasi:

1. ELISA kiti kullamImadan 6nce yarim saat oda 1sisinda bekletildi.

2. Wash Buffer hazirlamak icin 25 mL 20X Wash Buffer ile 475 mL DS (Distile su)
karstirildi.

3. Orneklerin, kontrollerin ve kalibratérin hazirlanmast:  Uzeri numaralandirilan tiiplere
yaklasik 1 gr chgki 6rnegi konuldu. Orneklerin tizerine 4mL 1X wash buffer ilave edildi ve
yaklasik 5 dakika vortekslenerek drnegin ¢ozinmesi sagland.

4. Mikroplagin A1 kuyusuna 100 pl negatif kontrol, B1 kuyusuna 100 pl pozitif kontrol ve
mikroplagin diger kuyularina 100 pl dilte edilmis diski 6rneklerinden ilave edildi. Oda
1sisinda 30 dakika inkiibe edildi.

5. Inkibasyonun ardindan plak ELISA yikama cihazinda (Medispec ESW300 ELISA Plate
Washer) 3 kez 1X Wash Buffer soltisyonu ile yikandi ve sonunda 2 kez aspire edilip iyice
kurutuldu. Hi¢ sivi kalmamasi i¢in kurutma kagidi Uzerinde plak ters gevrilip birkag kez tap

yapildi.

6. Her bir kuyucuga Reagen 1’ den 2 damla (anti-rotavirus monoklonal antikor ) damlatild.

Odaisisinda 5 dakika inktibe edildi. Ardindan 3 kez 1X Wash Buffer soltisyonu ile yikandi ve
sonunda 2 kez aspire edilip iyice kurutuldu. Hig sivi kalmamas igin kurutma kagidi Gzerinde
plak ters gevrilip birkag kez tap yapildi.

7. Her bir kuyucuga Reagen 2'den 2 damla (anti-Mouse antikora konjuge horseradish
proxidase) damlatildi. Oda 1sisinda 5 dakika inktibe edildi. Ardindan 3 kez 1X Wash Buffer
soltisyonu ile yikandi ve sonunda 2 kez aspire edilip iyice kurutuldu. Hi¢ sivi kalmamasi igin
kurutma kagich tizerinde plak ters gevrilip birkag kez tap yapildi.

8. Her bir kuyucuga 2 damla kromojen substrat damlatild: ve oda 1sisinda 5 dakika inkiibe
edildi ve drnekler mavi renge doniismeye basladig1 gozlendi.

9. Inkilbasyonun ardindan her bir kuyucuga 2 damla stop soliisyonu damlatildi. Maviden
sartya donen renk degisimi gorulda (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. ELISA mikroplag:
10. Plaklar hafifce sallanarak homojen bir soliisyon elde edilmeye calisildi.

11. Sonuclar spektrofotometrede (Denley We Scan) 450 nm dalga boyunda okunarak
degerlendirildi.

12. ELISA Kiti protokolinin 6nerisine gore optik yogunlugu 0.50> blyik olan 6rnekler
pozitif, 0.50< olan 6rnekler negatif kabul edildi.

Sekil 3.2.Spektrofotometre Sekil 3.3. ELISA yikama cihazi
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3.2. Rotavirus RNA’nin RT-PCR ile arastiriimas

ELISA testi sonucu rotavirus Grup A pozitif olan diski Orneklerinden rotavirus
RNA’sinin ekstraksiyonu Roche High Pure Viral Nucleic Acid Kiti (Lot No: 14290100, Kat.
No: 11 858 882 001) kullanlarak gergeklestirildi.

3.3. Diska 6rneklerinden RNA’nin ekstraksiyonu

1. Ekstraksiyon icin -80°C’de saklanan diski ornekleri cikarildi ve ¢oziinmesi icin oda
1sisinda bekletildi. Coziinen diski 6rnekleri %10 oramnda PBS (fosfat tamponlu su) ile
sulandirildi. Sulandirilan érnekler 5 dakika vorteksenerek ardindan 10.000 X g'de 10
dakika santriftj edildi ve santrifllj sonrasi Ustte kalan sivi kissmdan mikropipetle 200pl
alinarak steril 1,5 ml’lik eppendorf tuplerine aktarildh.

2. Bunlarin tGizerine 5ml Binding buffer ve 50 ul Poly A calisma soltisyonu karisimindan
400 pl eklendi ve vortekdendi.

Oda isisinda 10 dakika inklibe edildi.
Kit igerisindeki toplama kaplar1 ve filtreli tipler i¢ ice gegirilerek birlestirildi ve bir
sonraki asama igin hazirland.

5. Orneklerin bulundugu eppendorf tipiindeki karisim, hazirlanan toplama kaplarina
Ustten yavasca dokuldi ve 8000 X g’ de 15 saniye santrift)j edildi.

6. Santrifijj sonrasi alttaki sivi biriken toplama kabi atildi. Ustteki filtre tipi yeni
toplama kaplar: Gzerine yerlestirildi.

7. Uzerine 500 pl Inhibitor Removal Buffer (Guanidinium HCI) eklenip 8000 X g'de 1
dakika santriftj edildi.

8. Santrifijj sonras: alttaki sivi biriken toplama kabi atildi. Ustteki filtre tipi yeni
toplama kaplar: Gzerine yerlestirildi.

0. Uzerine 450 pl Wash Buffer eklendi ve 8000 X g de 1 dakika santrifij edildi. Santrifj
sonrast alttaki sivi biriken toplama kabr atildi. Ustteki filtre tipii yeni toplama kaplar:
Uzerine yerlestirildi. Bu basamak bir kez daha tekrarlandi.

10.  Sonra 13000 X g'de 10 saniye santrif)j edildi. Santriftj sonrasi alttaki sivi biriken
toplama kabr atilch. Ustteki filtre tiipii 1.5 ml’ lik eppendorf tuplerine yerlestirildi.

11.  Uzerine 50 pl Elution Buffer eklendi ve 8000 X g’ de 1 dakika santrifiij edildi.

12. Eppendorf tip icindeki filtre tipl atildi ve daha sonra iginde RNA ekstrakti bulunan
bu tupler arastirilacak olan RNA’ nin amplifikasyonlar: tamamlanmincaya kadar
-80 °C’ de saklandh.
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3.4. Rotavirus VP7 ve VP4 genomunun tespiti icin iki asamali RT-PCR testi

Amplifikasyon asamalarinin gerceklestirilmesi icin Termal Cycler (MJ Mini Gradient
Thermal Cycler) kullamldi.

Rotavirus G genotiplemesi igin rotavirusun VP7 bolgesine ait 1062 bp uzunlugundaki
genom bolgesini hedef alan Beg9B (5'- GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG G-
3') End9B ( 5'-GGT CAC ATC ATA CAA TTC TAA TCT AAG-3') ve P genotiplemesi icin
ise icin rotavirusun VP4 bolgesine ait 876 bp uzunlugundaki genom bdlgesini hedef alan Con2
(5-ATT TCG GAC CAT TTA TAA CC-3') ve Con3 (5- TGG CTT CGC CAT TTT ATA
GAC A-3) konsensus primerler kullamlarak iki asamali RT-PCR (Reverse transcription-
Polymerase Chain Reaction) testi yapildi. iki asamada yapilan RT-PCR testinin |. asamasinda;
RT (Reverse transcription) islemi ile cDNA’lar elde edildi. Ikinci asamasinda ise, bu cDNA’lar
kullanilarak PCR islemi gergeklestirildi.

3.4.1. Rotavirus G genotiplemes igin iki asamali RT-PCR testi

Rotavirus G genotiplemesi icin rotavirusun VP7 bolgesine ait 1062 bp uzunlugundaki
genom bolgesini hedef alan Beg9 - End9 konsensus primerler kullanilarak iki asamali RT-PCR
testi gergeklestirildi.

Calismadalll asamadan olusan RT-PCR testinin I. ( RT ) asamasinda her bir PCR tipiine
rotavirusun G genotipini belirleyen her bir primerden 0.5 pl 25 pmol (1pmol/ pl), 7 pl
deiyonize distile su (ddH20) ve 5 ul RNA ekstrakti olmak tzere toplam 13 pl RT karigimi 95
°C' de 5 dakika ve ardindan 10 dakika buz tzerinde bekletildi. Daha sonra bu PCR tuplerinin
Uzerine 4 ul 5 X RT-Buffer (100 mM Tris-HCI [pH 8.8], 500 mM KCI), 2 ul dNTP (10mM)),
0.5 ul RNasin (40U/ ul), 0.5 ul 2U RT enzim ilave edilerek toplam 20 pl’ lik karisim 55 C de
30 dakika ve ardindan 85 C” de 5 dakika inkibe edilerek cDNA sentezi gergeklestirildi.

Ikinci asamada, amplifikasyon ayr1 bir PCR tiiptinde, 10X PCR Taq Buffer (100 mM
Tris-HCI [pH 8.8], 500 mM KCI), 1.5 mM MgCl;, 2.5 mM dNTP, her bir primerden 25pmol
(Ipmol/ ul), 2U Tag DNA polymerase (Fermentas) ve elde edilen cDNA Uruninden 5 pl
olmak Gzere toplam 50 pl PCR karisiminda gergeklestirildi. I1. PCR asamasinda yine Beg9 ve
End9 primerleri kullanmld: ve amplifikasyon asagidaki sekilde tamamland:
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1 94 C'de

2. 95 C'de
55C'de
72 Cde
3. 72 C'de

3dk

1dk
2dk 35 sklus

1dk
10 dk

Birinci amplifikasyon drinleri 1062 bp varligi yoninden etidyum bromarlt % 2'lik
agaroz jel elektroforezi ile incelendi (Sekil3.4).

1062 bp

Sekil 3.4. Rotavirusun VP7 bolgesine ait 1062 bp uzunlugundaki genom bolges

3.4.1.1. G genotiplemes igin Multipleks Seminested PCR testi

Ilk PCR sonucu elde edilen amplikonlar rotavirusun VP7 bolgesine ait tip spesifik
primerler ( G1, G2, G3, G4, G8, G9 ve G10) ve RVG9 konsensus primer ile multipleks semi-
nested PCR testi gerceklestirildi. G genotiplemesi icin PCR testi sonular1 G1 genotipi icin 749
bp, G2 652 bp, G3 374 bp, G4 583 bp, G8 885 bp, G9 306 bp, G10 397 bp varlig1 yoninden
degerlendirildi. Tip spesifik primerlerin gen dizisi; asagida verilmistir.

G1(5-CAAGTACTCAAATCAATGATGG-3)

G2 (5- CAATGA TAT TAACACATT TTCTGT G-3)

G3(5-CGT TTGAAGAAGTTG CAA CAG-3)

G4 (5- CGT TTC TGG TGA GGA GTT G -3')

G8(5'- GTCACA CCA TTT GTA AAA TTC G -3)

G9 (5- CTA GAT GTA ACT ACA ACT AC-3))
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G10(5- ATGTCA GACTACAGATACTGG-3)
RVG9 (5- GGT CACATCATA CAATTCT-3)

Multipleks seminested PCR igin amplifikasyon ayr1 bir PCR tipunde, 5 pl 10X PCR
Taq Buffer (100 mM TrissHCI [pH 8.8], 500 mM KCI), 4 ul 1.5 mM MgCly, 4 ul 2.5 mM
dNTP, her bir primerden ( G1, G2, G3, G4, G8, G9, G10 ve RVG9) 1 ul 20pmol (1pmol/ ul),
0.4 ul 2U Tagq DNA polimeraz ve ilk elde edilen PCR truntinden 2 pl olmak tizere toplam 50
ul PCR karisiminda gergeklestirildi. Amplifikasyon asagidaki gibi tamamlandi:

1 94 C'de 3dk

2. 94 C'de 1dk
42C de 2dk } 30 sklus
72Cde 1dk

3. 72Cde 10 dk

3.4.2. Rotavirusun P genotiplemes icin iki asamali RT-PCR tegti

Rotavirus P genotiplemesi icin rotavirusun VP4 bolgesine ait 876 bp uzunlugundaki
genom bdlgesini hedef alan Con2- Con3 konsensus ile yukarida anlatilan G genotiplemesi igin
kullanilan aym protokol gergeklestirildi (Sekil 3.5). PCR igin amplifikasyon asagidaki sekilde
tamamlandt:

1. 94 C'de 3dk

2. 95 C'de 1 dk
50 C'de 2dk } 35 siklus
72 C'de 1 dk

3. 72 C'de 10 dk

876 bp

Sekil 3.5. Rotavirusun VP4 bdlgesine ait 876 bp uzunlugundaki genom bolgesi
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3.4.2.1. P genotiplemes i¢in Multipleks Seminested PCR testi

Ilk PCR sonucu elde edilen amplikonlar rotavirusun VP4 bolgesine ait tip spesifik
primerler (P4, P6, P8, P9, P10 ve P11) ve Con3A konsensus primer ile multipleks semi-nested
PCR testi ile P genotiplemesi gerceklestirildi. P genotiplemesi icin PCR testi sonular1 P4
genotipi icin 483 bp, P6 267 bp, P8 345 bp, P9 391 bp, P10 583 bp ve P11 312 bp varlig:
yoninden degerlendirildi. Tip spesifik ve konsensus primerlerin gen dizisi asagidaki gibidir.

P4 (5-CTA TTG TTA GAG GTT AGA GTC -3)

P6 (5-TGT TGA TTA GTT GGA TTC AA -3)

P8 (5- TCT ACT TGG ATA ACG TGC -3')

P9 (5- TGA GACATG CAA TTG GAC-3))

P10 (5- ATC ATA GTT AGT AGT CGG -3)

P11 (5- GTA AAC ATC CAG AAT GTG -3))

Con3A (5'- TGG CTT CGC CAT TTT ATA GAC A-3)

Rotavirusun VP4 bolgesine ait primerler ile yukarida anlatilan G genotiplemesi igin
kullanilan protokol uygulandi. Her bir primerden (P4, P6, P8, P9, P10 ve P11) tip spesifik
primer ve Con3A konsensus primerden 1 pl 20pmol (1pmol/ ul) olmak Uzere toplam 50 pul
PCR karisiminda gergeklestirildi. Amplifikasyon asagidaki gibi tamamlandt:

1 94 C'de 3dk

2. 94 C'de 1dk
42C de 2dk } 30 sklus
72Cde 1dk

3. 72Cde 10 dk

DNA ekstraksiyonu, PCR ana karisiminin hazirlanmasi (“master mix”), ve 6rneklerin
ana karisima eklenmesi izole edilmis 3 ayr1 odada yapildi. RT-PCR asamasinda ana karisimin
hazirlanmas: ve Orneklerin ana karisima eklenmesi buz Uzerinde gergeklestirildi. PCR
kontaminasyonunu engellemek icin reagenler, kiicik hacimlerde tuplere bolundi. Aeresol

bariyerli pipet uclarin kullanmimi, eldivenlerin stk stk degistiriimesi  ve ylzeylerin
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dekontaminasyonu icin UV 1s1k ve sodyum hipokloritle silinmesi gibi kontaminasyona karsi

genel 6nlemler alindh.

3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon drinleri etidyum bromirli % 2'lik agaroz jel elektroforezi ile

arastirildi. Hem tank tamponu olarak, hem de agaroz jelinin hazirlanmasinda TAE tamponu
kullanildh. TAE (Tris Asetat EDTA) konsantre (40x TAE) stok soltisyonu olarak hazirlandi ve
gerektikce 1 x TAE olacak sekilde sulandirildh.

o g b~ w

10.

40x TAE tamponunun hazirlanmasi

38.72 gr Tris-Base (1.6 M) (Sigma)

21.78 gr NaAsetat x3 H20 (0.8 M)

3.04 gr EDTA (40 M) (Sigma)

Maddeler eritilip distile su ile 200 ml’ ye tamamland: (pH 7.2).
Uygulama:

Elektroforez icin kullamlan tampon 1x TAE soliisyonu elde etmek igin 40x TAE
soltisyonu distile su ile dilte edildi.

Eridiginde % 2'lik jel olusturacak sekilde agaroz (Sigma) tartilip bir balon icerisine
konuldu.

Uzerine 1x TAE tamponu ilave edilerek mikrodalga firinda eritildi.

Bir stire 60 °C’ nin altina diismeyecek sekilde sogutuldu.

Jelin icerisine etidyum bromid 0.5ug/ml konsantrasyonda eklendi.

Onceden hazirlanmis ve taraklar: uygun olarak yerlestirilmis kalip tepsisinin tizerine
jel yavasca dokuldu.

Oda sicakliginda 20-30 dakika bekletilerek katilasmasi saglandh.

Elektroforez tankindaki (OWL Separation Systems Model B2 Mini  Gel
Electrophoresis System) taraklar yavasca ¢ikarildi.

Orneklerden 10'ar pl alimp 1ul yikkleme tamponu (% 20 silkroz, % 0.25 brom fenol
mavisi (IXTAE ile hazirlanmis)) ile karstirilarak, her kuyuya dagitildi. Tlk kuyuya 100
bp’lik DNA ladder (BBI, Bio Basic Inc. Kanada) yiklendi.

Tankin guc kaynagi (LABNET International Power Station 300) calistirilarak 100 V
akim verildi.
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11.

12.

Brom fenol mavisinin migrasyonu takip edilerek jelin 2/3'lik kismina ulastiginda
elektroforez durduruldu.

Jel tanktan ¢ikarild: ve jel goruntileme sistemi (DNR Bio-Imaging Systems Visible &
Ultraviolet Transilluminator, MiniBIS Bio-Imaging System) ile gorintllenerek

rotavirus pozitif drneklerin varligi yoniunden incelendi.
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4. BULGULAR

Bolgemizde akut gastroenteritli cocuklarda rotavirus infeksiyonlarimn  molekiler
gpidemiyolojisini arastirmak amaciyla Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcal1 Hastanesi
Cocuk Enfeksiyon Bilim Dal1 Poliklinigine, Cocuk Acil Tip Birimine ve Adana Numune
Egitim ve Arastirma Hastanesinin Cocuk Servisine 1 Ocak 2008 — 31 Aralik 2008 tarihleri
arasinda basvuran 5 yas alti akut gastroenteritli cocuklara ait toplam 188 digski Ornegi
calismaya dahil edildi. Calisma grubundaki cocuklarin hicbirine rotavirus asisi
uygulanmarmusti.

Calismaya dahil edilen toplam 188 hastanin 86’ s1 (%045.74) kiz 102'si (%54.26) erkek
cocuklardan olusmakta idi. Hastalarin 61'i (%32.4) 0-5 ay, 57'si (%30.3) 6-12 ay, 33U
(%17.6) 13-24 ay, 20'si (%10.6) 25-36 ay, 11'i (%5.9) 37-48 ay ve 6's1 (%3.2) 49-60 ay yas
grubunda yer almaktayd: (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Akut gastroenteriti olan bes yas alt1 cocuklarin
yas gruplarina gore dagilimi (n=188)

Y as gruplar (ay) Sayi %
0-5 61 324
6-12 57 30.3
13-24 33 17.6
25-36 20 10.6
37-48 11 5.9
49-60 6 3.2

ELISA testi sonucunda toplam 188 hastanin 41’ inde (%21.8) rotavirus grup A antijeni
pozitif bulundu. Rotavirus antijeni pozitif 41 hastamn 31'i erkek (%76), 10'u (%24) kiz
cocuklarindan olusmaktaidi. Rotavirus diaresi olan hastalarin yas gruplar: 10 ginlUkten 4 yas
arasinda degismekte idi. Toplam 188 hastadan 0-5 ay grubundaki 61 hastamn 9'u (%14.7), 6-
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12 ay grubundaki 57 hastarin 15'i (%26.3), 13-24 ay grubundaki 33 hastamin 11'i (%33.3),
25-36 ay arasindaki 20 hastamn 4’0 (%20) ve 37-48 ay grubundaki 11 hastamn 2'si (%18)
rotavirus antijeni pozitif bulundu. Sadece 49-60 ay arasinda bulunan 6 hastamin highirinde
rotavirus antijeni tespit edilmedi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Rotavirus infeksiyonu olan akut gastroenteritli cocuklarin

yas gruplarina gore prevalansi

Yas gruplar: (ay) | Ornek sayisi Rotavirus %
pozitif ornek
sayisi
0-5 61 9 14.7
6-12 57 15 26.3
13-24 33 11 333
25-36 20 4 20
37-48 11 2 18
49-60 6 - -

Ocak ayindatoplanan 14 hastanin 6’ s1 (%42.8), Subat ayinda 14 hastanin 2’'si (%12.5),
Mart ayinda 13 hastanmin 2'si (%15.4), Nisan ayinda 8 hastamin 1'i (%12.5), May1s ayinda 8
hastanin 1'i (%12.5), Haziran ayinda 9 hastanin 1'i (%11.1), Temmuz ayinda 11 hastanin 1'i
(%9), Eylul ayinda 19 hastanin 2'si (%10.5), Ekim ayinda 21 hastamin 3’0 (%14.2), Kasim
ayinda 36 hastanin 13’ inde (%36), Aralik ayinda 20 hastanin 9’ unda (%45) rotavirus antijeni
pozitif bulunurken Agustos ayinda toplanan 6 hastanmin hicbirinde rotavirus antijeni pozitif
bulunmad:. Rotavirus infeksiyonunun pik yaptigi aylar Kasim-Ocak aylar1 arasinda bulundu
(Tablo 4.3).
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*

Vakasavisi

Tablo 4.3. Rotavirus infeksiyonlarinin aylara gore dagilim

Calisilan 41 hastanin 40" 1inda (%97) diare, 33 Unde (%80) kusma, 24 Gnde (%58)
ates gorilen en yaygin semptomlardi. Akut rotavirus diare siresi dikkate alindiginda
vakalarin %20 sinde <2 gin, %35'inde 2-4 gin, %45i 4> gun idi. Vakalarin bir gindeki
diare sayisi incelendiginde; %29'unda ginde 1-4 kez, %47 sinde ginde 6-10 kez ve
%24’ inde giinde 10-15 kez tespit edildi. Yine rotavirusa bagli diaresi olan hastalarin hepsi
dehidrate olup %17’'sinde hafif, %54 tnde orta, %29 unda ciddi dehidratasyon gozlendi
(Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Rotavirus infeksiyonunun klinik belirtileri

Klinik belirtiler Sayi (%)

Diare 40 97

Diare siresi (giin)

<2 8 20
2-4 14 35
4> 18 45

Diare say1si (1 guinde)

4-6 12 29
6-10 19 47
10-15 10 24

Kusma 33 80

Kusma sayisi (1 giinde)

- 8 20
2-4 17 41
4-8 13 3
8-12 3 7

Ates 24 58
37C° 5 21
38C° 10 42
39C° 9 37
Dehidrate 41 100
Hafif 7 17
Orta 22 54
Ciddi 12 29
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Calismaya dahil edilen toplam 188 hastanin 132'si (%70.2) hastanede yatan
cocuklardan olusmakta idi. Bu 132 hastamn 34’ U (%25) rotavirus antijeni pozitif bulunurken,
polikliniklere ve acil servislere basvuran 56 (%29.8) hastanin 7’si (%12) rotavirus antijeni
pozitif bulundu. Rotavirus gastroenteriti olan hastalarin 34’ (%83) hastanede yatan ve 7’si
(%17) polikliniklere ve acil servise bagvuran hastalardan olusmakta idi.

Disk1 drneklerinden 6nce RT-PCR testi ile VP4 ve VP7 rotavirus genomlar: ve
ardindan semi-nested multipleks PCR testi ile G ve P genotipleri tespit edildi (Sekil 3.6-3.7).

Gl Gl Gl G4 G1 G1-G9
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Sekil 3.6. Rotavirus G tiplerinin gérunima
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Sekil 3.7. Rotavirus P tiplerinin goruntimi
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Akut gastroenteriti olan cocuklardan 2008 yill1 boyunca toplanan 188 diski 6rneginden
rotavirus antijeni pozitif 41 6rnegin hepsi de hem VP7 (G genotip) hem de VP4 (P genotip)
varligi yoninden pozitif bulundu. Calisilan 41 Ornekten 38'i (%92.6) G ve P igin
genotiplendirilirken geriye kalan 3 (%7.4) ornegin G (VP7) veya P (VP4) genotipi
belirlenemedi. Rotavirusun VP7 bolgesine ait G genotiplerinden G1 %61 oranlatek basina 25
ornekte, G4 %17 oranla tek basina 7 drnekte ve G9 %9.8 oranla tek basina 4 drnekte tespit
edildi. G genotiplerinden G1+G9 %7.4 oranlatek basina 3 drnekte ve G1+G4 %2.4 oranla tek
basina 1 ornekte bulundu. Geriye kalan 1 Ornekte (%2.4) G genotipi belirlenemedi.
Rotavirusun VP4 bdlgesine ait P genotiplerinden P4 %61 oranla tek basina 25 drnekte, P[6]
ve P[10] %2.4 oranlatek basina 1 6rnekte, P[4]+P[8]+P[10] %9.8 oranla tek basina 4 drnekte,
P[4]+P[10] %7.4 oranla tek basina 3 ornekte, P[4]+P[10]+P[11] %4.9 oranla tek basina 2
ornekte ve P[4]+P[11], P[6]+P[10], P[8]+P[10] %2.4 oranla tek basina 1 6rnekte bulundu.
Geriye kalan 2 drnekte (%4.9) P genotipi belirlenemedi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Bolgemizde 5 yas alt1 akut gastroenteriti olan 41 ¢cocukta grup A rotaviruslarin G/P
genotiplerinin dagilimi

G-Tip Ptip (%)
Pl4] Pl4] P6] P8 P4]+P[8] Pl4]+P[10]
P[4] P[6] P[10] P[10] P[11] P[10] P[10] P[10] P11] P Toplam
Tiplendi-
rilemeyen
G1 11 1(24) | 1(24) | 3747 1247 | 124y 4(9.8)° 2 (497 124" | 25(61)
(26.8)
G4 7(17) 7(17)
G9 3(7.4) 1(24)° 4(9.8)
G1+G4 1(2.4)° 1(2.4)
G1+G9 | 3(7.4y 3(7.4)
G 124" 1(24)
Tiplendi-
rilemeyen
Toplam | 25(61) | 1(24) | 1(24) | 374 | 124 | 1(24° | 1247 4(9.8)° 2(4.9)° 2(4.9) | 41(100)

2Miksinfeksiyon; ° Tiplendirilemeyen G ve P genotipler
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Toplam 41 vakada hem tek G/P genotip infeksiyonunun hem de miks infeksiyonun
dahil oldugu 29 vakada G1 %70.7 oranla en yiksek bulunan G genotipi olup bunu takiben G4
%19.5 oranla 8 vakada ve G9 %17 oranla 7 vakada bulundu. Tek G/P genotip infeksiyonu
icinde G1 %31.7 oranla 13 vakada, G4 %17 oranla 7 vakada ve G9 %7.4 oranla 3 vakada
belirlendi. Miks infeksiyon iginde ise G1 %34.2 oranla 14 vakada ve G9 ise %9.8 oranla 4
vakadaizlendi (Tablo 4.6).

Toplam 41 vakada hem tek G/P genotip infeksiyonunun hem de miks infeksiyonun
dahil oldugu 35 vakada P4 %85.3 oranla en ytksek bulunan P genotipi olup bunu takiben P10
%29.2 oranla 12 vakada, P8 %12.2 oranla 5 vakada, P11 %7.4 oranla 3 vakada ve P6 %4.9
oranla 2 vakada bulundu. Tek G/P genotip infeksiyonu icinde P4 %51.2 oranla 21 vakada,
P10 ve P6 %2.4 oranla 1 vakada belirlenirken miks infeksiyon icinde P4 %31.7 oranla 13
vakada, P10 %26.8 oranla 11vakada, P8 %12.2 oranla 5 vakada, P11 %7.4 oranla 3 vakada ve
P6 %2.4 oranla 1 vakada belirlendi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Rotavirus infeksiyonu olan 41 vakada G ve P genotiplerin dagilimi

Tek G/P genotip GveyaP
G genotipleri | infeksiyonu Miks Infeksiyon | tiplendirilemeyen Toplam
No % No % No % | No %
Gl 13 317 |14 342 |2 48 |29 70.7
G4 7 17 1 24 |8 195
G9 3 1.4 4 9.8 7 17
P genotipleri
P4 21 512 |13 317 |1 24 |35 85.3
P10 1 24 11 26.8 12 290.2
P8 5 12.2 5 12.2
P11 3 14 3 1.4
P6 1 24 1 24 2 4.9

Rotavirus pozitif 41 6rnegin 38'inde (%92.6) her iki G ve P tipleri belirlendi ve
sonucta 8 farkli rotavirus G/P kombinasyonu elde edildi. Calisma serimizde rotavirus
infeksiyonlar1 arasinda tek bir G/P genotip infeksiyonu %56 oranla 23 vakada ve miks
infeksiyon ise %36.6 oranla 15 vakada tespit edildi. Rotavirus tek G/P genotip infeksiyonlari
arasinda G1P[4] en yiksek prevelansta %26.8 oranla 11 vakada bulundu ve bunu %17 oranla
7 vakada G4P[4], %7.4 oranla 3 vakada G9P[4], %2.4 oranlarinda 1 vakada G1P[6] ve
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G1P[10] kombinasyonlar: izledi. Miks infeksiyon formunda G1/P[4]+P[8]+P[10] en yiksek
prevalansta %9.8 oranla 4 vakada bulundu ve bunu %7.4 oranla 3 vakada G1/P[4]+P[10] ve
G1+G9/P[4], %4.9 oranla 2 vakada G1/P[4]+P[10]+P[11] ve %2.4 oranla 1 vakada
G1/P[6]+P[10] ve G9/P[4]+P[11] kombinasyonlar: takip etti (Tablo 4.7).

Tablo: 4.7. Rotavirus infeksiyonu olan 41 vakada G/P genotiplerinin dagilim

Tek G/P genotip infeksiyonu

Miks infeksiyon

G veyaP tiplendirilen

No (%) No (%) No (%)
G1P[4] 11 26.8 | G1/P[8]+P[10] 1 24 | GUP? 1 24
G4P[4] 7 17 GUP[4]+P[8]+P[10] 4 9.8 | G1+G9/P? 1 2.4
G9IP[4] 3 74 | GU/P[4]+P[10] 3 74 | P4IG? 1 24
G1P[6] 1 24 | G1+G9/P[4] 3 7.4
G1P[10] 1 2.4 | GUP[4]+P[10]+P[11] 2 4.9
GL/P[6]+P[10] 1 2.4
G9/P[4]+P[11] 1 2.4
Toplam: 23 56 15 366 3 74
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4. TARTISMA

Rotavirus bitin dunyada cocukluk ¢agi akut gastroenteritlerin en yaygin sebebidir.
Ilhman bdlgelerde rotavirus infeksiyonu genellikle endemik olup 6zellikle kis aylar1 boyunca
gorllar, oysa tropikal bdlgelerde rotavirus diaresi bitin yil boyunca gozlenir. Nadiren
salginlardan sorumlu olabilir.

Akut ciddi gastroenteritin baslica sebebi olan rotavirus infeksiyonlart bes yas alti
cocuklarda hem gelismis hem de gelismekte olan Ulkelerde benzer insidansta gorultr. Ancak
mortalite sonuglar: farklhidir. Dinyada her yil rotavirus infeksiyonuna bagli 600.000 6limden
%80’ den fazlasi tibbi bakimin zayif oldugu Glney Asya ve Giney Afrika gibi gelismekte
olan ulkelerde gorulirken Avrupa da yilda rotavirus infeksiyonuna bagli 231 6lum gorultr ki
bu say1 14.000'de 1’ e karsilik gelir. Gelismekte olan tlkelerde ise bu oran 250'de 1'dir. Buna
karsilik morbidite, klinige basvuru ve hospitalizasyon oranlar: benzerdir®’.

Gelismis Ulkelerde mortalite dusik olmasina ragmen morbidite oram yuksektir ve
hospitalizasyon oranlar1 da %20-60 gibi oldukc¢a yilksek olup gelismekte olan Ulkelerdekine
benzer bulunmustur. Ancak rotavirus infeksiyon oranlarinin benzer olmasi kisisel ve toplumsal
hijyenin iyilestirilmesi ve sanitasyon uygulamalarinin rotavirus infeksiyonunu onlemede gok
etkili olmadigim gostermektedir. Tum dunyada hemen hemen gocuklarin hepsi 5 yasina kadar
rotavirus ile infekte olur. ilk infeksiyonun siklikla iki yasindan énce goriilmesi, dehidratasyon
ve malnutrisyonla seyretmesi hastaligin mortalitesini artirmaktadir. Bu sebeple rotavirus
infeksiyonuna karsi baslica korunma yontemi asilamadir. Hastaligin  dnlenmesinde as1
kullaniminin giindemde olmasi etkenin genotiplendirilmesini dnemli kilmaktadir'*”.

Rotavirus Reoviridae familyas: iginde rotavirus genusuna ait olup alt: yapisal ve alti
yapisal olmayan protein kodlayan 11 segmenli ¢ift zincirli bir RNA genomuna sahiptir. Her
segment bir protein kodlar, ancak 11. segment iki protein kodlar. Yapisal proteinler cift
sarmallt RNA genomunu cevreleyen ¢ katmanli kapsid yapisini olusturur. Yapisal olmayan
proteinler gen ekspresyonunun diizenlenmesinde ve genom replikasyonunda gorev alir.

Genomik meteryal Uclu kapsid katmaniyla cevrilidir. Her bir katman antijenite ile
iliskili 6nemli proteinler icerir. Rotavirusun siniflandiriimasinda kapsid proteinlerine gore
grup, subgrup ve serotip ayirimi yapilir. Rotaviruslarin A’dan G’'ye kadar birgok grubu

tammlanmustir.  Insanlardaki  infeksiyonlarin coguna grup A rotaviruslari sebep olur.
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Subgurup ve serotip siniflandirmalar: genellikle arastirma amagl gergeklestirilir. Serotipler
insan ve diger tiirler arasinda oldugu gibi cografik olarak da ceitlilik gostermektedir?®,

Virus alimmindan sonra rotavirus ince barsak villus uclarindaki olgun enterositleri
infekte eder. Virus partikilleri hticre sitoplazmasinda replike olur ve ardindan surekli olarak
hicrede hasara yol acar. Epitelyal hasar1 karsilamak icin sekratuvar kript hicrelerinin
cogalarak olgun absortif enterositlerin yerine gecmesi barsak |Umenine 6nemli sivi ve
elektrolit sekresyonuna sebep olur. Intestinal epitelyal hiicrelerin hasarina bagli absorbsiyon
yuizeyinde azalma ve absorbsiyonun bozulmasi da su ve elektrolit kaybi ile sonuglamir. Ayrica
epitel hicrelerinin disfonksiyonu ile laktaz ve maltaz gibi disakkaridaz enzimlerinin
ekspresyonunun azalmast sonucu ince barsakta sindirilemeyen sekerlerin birikmesi ozmotik
basinci yukselterek sivi kaybini daha da artirir. Rotavirusun NSP4 proteini de enterik sinir
sitemini stimile ederek intestinal su ve elektrolit sekresyonuna sebep olur. Boylece rotavirus
diaresinin patofiyolojisi ozmotik ve sekratuvar mekanizmalarin bir kombinasyonudur?>®.

Rotavirus kan dolasimina gegebilir. Ancak ekstra intestinal bolgede ¢cogaldigina dair
deliller yoktur. Rotavirusun serebrospinal sivida ve hatta santral sinir sistemi ile iligkili
hastalik belirtisi olan vakalarda saptandig: rapor edilmistir. Ancak sistemik yayilimin klinik
Onemi bilinmemektedir.

Rotavirus ozellikle 6-24 ay arasi ¢cocuklarda gorulir ve tim dinyada hemen hemen
cocuklarin hepsi 5 yasina kadar rotavirus ile infekte olur. Rotavirus infeksiyonlarinin klinik
spektrumu asemptomatik infeksiyondan ciddi diareye kadar degisir. Cocuklar rotavirus ile
infekte olduktan 1-4 guin sonratipik olarak semptomlarin baglamasi ani bir sekilde olmaktadr.
Rotavirus gastroenteritin klinik belirtileri 4 ile 8 giin siirmektedir. Kansiz sulu ishal, kusma ve
ates gorulir. Rotavirus infeksiyonlarinda ciddi diare skligi diger etkenlerle olan
gastroenteritlerdekine gore daha fazladir. Erken tedavi yapilmamas: durumunda hizla
dehidratasyona sebep olabilir. Rotavirus ile sonraki infeksiyonlar ise klinik olarak daha hafif
veya asemptomatik sekildedir. Reinfeksiyon bitiin yaslarda ortaya ¢ikabilir, fakat semptomlar
yasa bagli olarak degisiklik gosterir. Yetiskinlerde rotavirus infeksiyonu daha cok
asemptomatik gorultr. Yeni doganlarda ise hastalik belirtileri asemptomatik veya hafif
semptomatik sekilde olur3#124,

Rotavirusa kars1 homotipik koruma spesifik G serotipleri ile infeksiyonu dnler, oysaki
hetorotipik koruma farkli G tipleriyle olan infeksiyonun 6nlenmesi ile iliskilidir.

Rotavirus infeksiyonunun tansi igin ELISA, lateks aglutinasyon testi (LA) ve RT-
PCR ile viral genom tespiti ve ELISA ile spesifik rotavirus antikorlarimn tespiti gibi
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metodlarin kullammi yaygindir. Tamda en ¢ok kullamlan diski 6rneklerinde rotavirus
antijenlerinin ELISA ve LA ile tespitidir.

Rotavirus tespiti icin RT-PCR antijen tespit metodlarina gore daha duyarlidir. Ayrica
rotavirus asisi yapimindan once prevalan suslarin tespiti ve sonra yeni rotavirus tiplerinin
ortaya c¢ikisinin izlenmesinde grup A rotaviruslarin G ve P genotiplemesi 6nem tasir. Bu
amacla RFLP (restriction fragment length polymorphism), tip spesifik primerler ile yapilan
RT-PCR, nested RT-PCR, multiplex RT-PCR ve oligonikleotid mikroarray hibridizasyon
testleri kullamlir. Genotipleme testlerinden en ¢ok RT-PCR kullamimaktadir. Grup A
rotavirus G ve P genotiplerinin tespiti igin en gok segilen VP7 konsensus primerleri Gouvea
ve Das primerleridir”.

Hastaligin 6nlenmesinde as1 kullammminin gtindemde olmasi herhangi bir asilama
stratgjisinin uygulanmasi 6ncesinde ve slirecinde rotavirus infeksiyonlarinin arastirilmas: ve
rotaviruslarin G ve P genotiplendirilmesi rotavirus infeksiyonundan korunma agisindan
onemlidir.

Dunya genelindeki arastirmalara gére grup A rotavirusunun sebep oldugu diareli
cocuklardan izole edilen G1-G4 ve P1A[8] ve P1B[4] (G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[g],
G9P[8]) en yaygin G ve P genotip kombinasyonlaridir. Grup A rotavirusun baskin genotipleri
yildan yila ve bolgeden bolgeye degisiklik gostermektedir. Kuzey Amerika, Avrupa ve
Avusturalya'da 1973-2003 yillar1 arasinda toplanan rotavirus suslarinda infeksiyonlarin
%90’ dan fazlasina G1-G4, P1A[8] ve P1B[4] tiplerinin sebep oldugu gosterilmistir. Buna
karsilik bu genotipler Giiney Amerika ve Asya Ulkelerinde %68 ve Afrika da % 50 oraninda
tespit edilmistir. Yapilan arastirmalarda 1973 ve 2003 yillar1 arasinda yapilan arastirmalarda
en yaygin G1P[8] tipi rotavirus infeksiyonlarimn %69.4'tni olusturmaktadir. Avrupa da
2004-2005 yillar1 arasinda rotavirus gastroenterit vakalarinin %98’ den fazlasint G1, G2, G3,
G4, ve G9 tiplerinin olusturdugu gosterilmistir.

Farkli tipler farkli cografik bolgelerde baskindir. Rotavirus G ve P genotiplerinin
global dagilimu ileilgili olarak 1989-2004 yillar1 arasinda 52 tlkeden 124 calismanin verileri
G1P[8] tipinin Kuzey Amerika, Avrupa ve Avusturalya'da suslarin %70’ inden fazlasini
olusturdugunu oysa Giiney Amerika ve Asya da ise suslarin yalnizca %30’ nu olusturdugunu
gostermektedir®°,

Bir Ulke genelinde baskin olan suslar yildan yila da degisiklik gdsterebilmektedir.
Y oshinaga ve arkadaslarimin Japonya da 2000-2003 yillar1 arasinda bes farkli bdlgede akut
gastroenteritli cocuklarda ve yeni doganlarda rotavirus grup A infeksiyonunun insidansini
belirlemek ve rotavirus genotiplerine gore karakterizasyonunu tespit ederek gruplar arasindaki
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genetik farkliliklart tammlamak amaciyla yaptiklar: ¢aligmada 2000-2001 yillar1 arasinda en
yuksek prevalansi sirastyla G1 %45.5, G2 %32.5, G3 %12,3 ve G4 %2.6 olustururken G9'u
yalnizca 9 (%5.9) vakada tespit ettiklerini ancak 2001-2002 yillar1 arasinda ise bu oranlarin
degiserek en baskin sus olarak G2 tipini %40, ardindan G1 tipini %20 oramnda bulduklarin:
belirtmiglerdir. G9 oram ise %17.8'e yukselmistir. Yine Japonya'da 2002-2003 vyillar
arasinda da G tiplerinden G3 %34 ve G4 %28 oraninda tespit edilmistir. Onceki yillarda cok
yuksek bulunan G1 %6 ve G2 ise %5.2 oramnda tespit edilerek hizla bir dusts oldugu
gorulmistur. Yine 2000 yilindan 6nce Avrupa da en yaygin G1 iken 2005 yilinda pek gok
Avrupa ilkesinde diski 6rneklerinin %50’ sinden fazlasinda G9 baskin olarak bulunmustur®’.

Dunya genelinde 1990'larin erken doénemlerinde pek cok epidemiyolojik calisma
G1-G4 suslariin yiksek prevalansta oldugunu gostermistir, fakat daha sonra GOP[8] veya
GI9P[6] suslar1 tim dunyada gorulmeye baglamistir. Afrika’ da G8P[6], Brezilya da G5P[8] ve
Hindistan’da yeni G10P[11] ve G12P[6] suslar: artan siklikta tespit edilmeye baglanmistir. Bu
suslar yeni ortaya ¢ikan rotavirus genotiplerini temsil etmektedir. Bu durumda gorilen insan
ve hayvan rotaviruslari arasinda reassortment’in daha fazla olmasi ginimuzdeki ve
gelecekteki as1 calismalart icin zorluk yaratacaktir™®.

Rotavirus iki mekanizma ile gesitlilik gostermektedir. Nokta mutasyonlar: antikordan
kacan mutantlarin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Rotavirusun iki farkli susunun bir hicreyi
infekte etmesiyle rotavirusun gen segmentlerinin degismesi sonucu reassortant Virus
olusabilir. Rotavirusun reassortment 6zelligi daha 6nce hi¢ gorulmemis antijenik yapisi farkl
yeni rotavirus genotiplerinin ortaya ¢ikmasina sebep olur ki bu asi1 gelisimi igin oldukca
Onemlidir.

Dunyadaki hemen hemen bitln rotavirus suslarina ait G1, G3, G4 ve G9 serotipleri
tercihen P[8] ile iliskili olmasina ragmen G2 serotip suslart daha ¢ok P[4] genotipi ile
iligkilidir.

ABD ve Japonya da pek ¢ok salgin G2 tipi ile (cogu P1B[4] suslari) ortaya ¢cikmustir.
Rotavirus serotipleri ve virulanst arasindaki iliski tam olarak anlasilmamasina ragmen,
cocuklarda G2 virusu ile infeksiyonun daha siddetli gectigi ile iliskili bazi calismalar vardir ve
bu virusun P1A[8], G1, G3, G4 ve G9 viruslarindan farkli bir genogrup olusturdugu
gogerilmistir. Bu calismalar P1B[4]G2 olmayan viruslar ile infeksiyonlarin P1B[4]G2
infeksiyonlarina kars1 uzun siireli koruma saglamyacagim ve P[4] G2 tiplerin monovalan asilar
icin problem olusturacagin ileri stirmistiir®2.

Tcheremenskaia ve arkadaslart 2004-2006 yillarr arasinda Roma, Cek Cumhuriyeti,
Slovenya, Hirvatistan, Arnavutluk ve Bulgaristan’da hastanede yatan ve kliniklere basvuran
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ciddi akut gastroenteriti olan cocuklarda rotavirus insidansim ve rotavirus genotiplerinin
dagilimindaki cografik farkliliklar: arastirmak amaciyla toplam 1500 rotavirus pozitif diski
orneginde RT nested PCR ile G ve P genotipleri belirlemistir. Calisma sonucunda katilimci
Ulkeler arasinda rotavirus genotiplerinin dagiliminda cografik olarak ©nemli farkliliklar
bulunmustur. En yaygin genotip kombinasyonlari olarak G1P[8], G3P[8], G4P[8] ve G2P[4]
%50-85 arasinda degisen oranlarda tespit edilmistir. G9 genotipi % 2-35 oranlar1 arasindadhr.
G1 veya G4 ile P[4] ve G2 ve P[8] arsinda olusan kombinasyonlar hastalarin %3-20’sinde
gorilen ve muhtemelen reassortment sonucu olusan nadir gorilen kombinasyonlar olarak
bildirilmistir. Nadir gorilen genotipler olarak belirlenen G8P[8] ve G10P[6] suslarinin
muhtemelen hayvan orjinli olabilecegi sonucuna varilmsdir. Iki rotavirus susu ile meydana
gelen miks infeksiyonlar calisilan hastalarin %1.7-14' tinii olusturmustur™®2.

Yang ve arkadaslarimin Cin'de Ekim 2005-Eyllil 2006 tarihleri arasinda rotavirus
insidansint ve prevalan suslari belirlemek amaciyla yaptiklar: ¢alismada 322 diski 6rneginin
101’ inde (%31.4) grup A rotaviruslar: identifiye edilmistir. En yaygin rotavirus genotiplerini
G3P[8] (%62.6) bunu takiben G1P[8] (17.6%), G1+G3P[8] (8.8%), G3P[4] (6.6%), G1P[4]
(2.2%) ve GOP[8] (2.2%) olarak belirlemiglerdir. Calisilan 101 susun G tiplerinden 67'si G3
(%66.3), 19'u G1 (%18.8), 8'i G1 ve G3 miks infeksiyon (%7.9), 1'i G4 (%1) ve 2'si G9
(%2) olarak bulunmus ve 4’0 (%4) tiplendirilememistir. Her iki G ve P tipleri 91 6rnekte
belirlenebilmis ve 6 farkl: kombinasyon elde edilmistir'®,

Espul ve arkadaslarinin rotavirus asisimin ortaya cikmasindan o©nce rotavirus
sirktilasyonunun antijenik ¢esitliligi hakkinda bilgi edinmek amaciyla Arjantin’de yaptiklar
calismada toplanan 151 rotavirus pozitif diski 6rnegin 92'sinin G ve P tipleri RT-PCR tedti ile
belirlenmistir. Bu 92 6rnegin %89 unun tek bir G/P kombinasyonuna sahip olup %9'u
G1[P4], %1'i G1[P6], %24 1 G1[P8], %70'i G2[P4] ve %2 si G2[P6] suslardan olustugunu
bulmuslardir. Dokuz 6rnegin birden fazla G tipi ile tek bir P tipi, 1 6rnek iki P tipi ile bir G
tipi ve 1 érnegin bircok G ve Ptipleri ileiliskili oldugu bildirilmistir'®,

Amerika da Detroit’'de Abdel-Hag ve arkadaslarinin gocuklar arasinda rotavirusla
iliskili gastroenteriti arastirmak amaciyla yaptiklar: bir ¢calismada ise 100 ¢ocuktan toplanan
disk1 6rnekleri ELISA yontemi ile calisiimistir. Rotavirus pozitif érneklerin rotavirus G ve P
genotiplemesini RT-PCR testi ve nikleotit dizi analizi ile belirlenmistir. En yaygin genotip
prevalansim G1[P4] (%41), bunu takiben G1[P8] (%16) ve G4[P4] (%14) bulunmustur. G
genotiplerinden G1 (%73), G4 (%17.4), G9 (%6.3) ve G2 (%2.8) tespit edilmistir. P
genotipleri ise P[4] (%71) ve P[8] (%29) olarak gbzlenmistir. Orneklerin %20’ sinde birden

61



fazla G genotipi oldugunu ve bunlardan 7 tanesinin GL/G9, 3'Uniin GL/G2 ve 2'sinin GL/G4
oldugunu bildirmislerdir. Bulduklar biitiin miks infeksiyonlar G1 genotipi icermistir'®.

Rotavirus G9 serotipi butin diinyada 1996 yilindan beri pek cok tlkede yeni dogan ve
cocuklarda siddetli akut gastroenteritlerde yiksek oranlarda bildirilmektedir. Japonya da
1998-1999 yillarinda G9 susu %11.6 ve 1999-2000 yillarinda %15.6 oramnda bulunmustur.
Orta ve Guineydogu Avrupa da rotavirusun molekiler epidemiyolojisi ile ilgili calismada G9
genotipleri farkl Glkelerde %2-35 arasinda tamnmis olup yalmzca Bulgaristan’ da G9 susunun
prevelans: %34.3'tir'®.

Dunya genelinde G9 rotaviruslari son zamanlardaki yapilan calismalarda tim
izolatlarin %4.1'ini olusturmaktadir. Calismamizda ise dinyada artan siklikla gorilen G9
rotavirus susu %17 oramnda identifiye edildi.

Son yillarda Avrupa dahil birgok uUlkede rotavirus G9 genotipinden baska diger
G1P[4], G2P[8], G6P[9] gibi yaygin olmayan yeni rotavirus suslar: sirkiile etmekte olup
oldukca yutksek oranda bildirilmistir. Avrupa Ulkelerinde bu yaygin olmayan rotavirus
tiplerinin sikhigi %0-11.3 arasinda degismektedir'’. Arguelles ve arkadaslari Arjantin’de
1996-1998 yillar1 arasinda akut diaresi olan ¢ocuklardan alinan 500 digk1 6rneginin %62’ sinde
ELISA ile rotavirus antijenini pozitif bulmustur. En yaygin G tipleri G1 %39, G2 %43, G4
%4, P8 %16 ve P4 %71 oranlarinda gozlenmistir. Beklenmeyen en yaygin G-P kombinasyonu
G2P[4] %43, oysa dunyada en yaygin bulunan G1P[8] ise %12 oraninda bulunmustur. G1P[4]
gibi pek rastlanmayan suslarin oram %214 olup orneklerin %10'unda miks infeksiyon
gorilmistir’®. Antunes ve arkadaslar: ise Portekiz'de 2007 kis sezonunda 424 cocukdan
%55.2' sinde rotavirus pozitifligini tespit etmislerdir. En prevalan rotavirus genotipini %68.6
oranla G2P[4] olarak aciklamslardir. Calisma populasyonu asisiz oldugundan G2P[4]
baskinliginin asilama ile ortaya ¢ikmayacagin ve bu yiksek prevalan rotavirus genotiplerinin
normal dolasimdaki suslar oldugunu ileri siirmuslerdir. Rotavirus genotiplerinin taranmasinin
rotavirus ast programlarin: bilgilendirmek yéniinden 6nemli oldugunu savunmuslardir'®,

Kim ve arkadagslarimin Kore' de 2002-2004 yillar1 arasinda rotavirus agisinin etkinligini
arastirmak amaciyla yaptiklar: bir calismada Kore' nin farkli bolgelerinde ¢esitli hastane, acil
servis ve kliniklerinde aktif slirveyans ¢alismasi yurattlmistir. Calismaya dahil edilen 2232
disk1 6rneginin 460’1 (%20.6) rotavirus pozitif bulunmustur. Rotavirus infeskiyonunun pik
yaptigi ay Subat (%49.5) ay1 olarak belirlenmistir. Rotavirus pozitif olan 460 6rnegin 366’ si
kliniklere basvuran ve 94’0 hastanede yatan hastalardan olusmustur. Genotipleme yapilan
rotavirus suslarinin %39’u G9P[8], %24’ i G1P[8], %17'si G3P[8] ve %13’ i G2P[4] olarak
bulunmustur. Rotavirus diaresinin pik yaptigi yas grubu 13-24 aylik ¢ocuklar olup vakalarin
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%94’ i yasamin ilk 3 yilinda gorulmustir. Kore gibi 1liman iklime sahip Ulkelerde rotavirus
infeksiyonu tipik olarak Aralik, Ocak aylarinda gorulirken bu calismada rotavirus
infeksiyonunun Subat ayinda pik yapmasi ile rotavirusun transmisyonunun gecikmis
oldugunu ve rotavirus transmisyonunun yavas bir sekilde her yil kis aylarindan bahar aylarina
dogru kaydigin ileri siirmiislerdir'®.

Rotavirus diaresinin mevsimsel karakterizasyonu iyi bilinmekte olup ABD’de bu
infeksiyon tipik olarak sonbaharin baslarinda baglar ve bahar aylarinin bagina kadar devam
eder. Avrupa da ise kis aylar1 boyunca gorulur. Karadag ve arkadaslart Ankara da rotavirus
infeksiyonunun dagilimint belirlemek amaciyla yaptiklar: ¢alismada rotavirus infkesiyonunu
en yiiksek Aralik ayinda %55.4 oraninda bulmuslardir''®. Bizim calismamizda da rotavirus
infeksiyonu yine kis aylart boyunca 0zellikle Kasim-Ocak aylar1 arasinda olup rotavirus
pozitif 41 6rnegin %31.7'si Kasim ayinda, %21.9'u Aralik ayinda ve %14.6'st Ocak ayinda
tespit edildi.

Dunya ¢capinda yapilan ¢calismalarda rotavirus infeksiyonunun daha gok yasamin ilk iki
yilinda ortaya ciktig1 belirlenmistir. Genel olarak iki yasa kadar gorulen rotavirus infeksiyonu
biitin rotavirus infeksiyonlarimin = %721’ini  olusturmaktachr. Ulkemizde Kurugdl ve
arkadaglarinin yaptiklar1 galigmada rotavirus pozitif 366 ornegin %80.7'si <2 yas hastalardan
olusmakta idi*'*. Bizim calismamizda da 41 rotavirus pozitif 6rnegin %74.3' (i 2 yasindan
kicik hastalardan olusmakta olup rotavirus infeksiyonu en ¢ok 6-24 ay arasinda 26 vakada
%59.6 oraninda gozlendi (Tablo 4.2.).

Calismamiza dahil edilen toplam 188 hastamin 132'si (%70.2) hastanede yatan
cocuklardan olusmakta idi. Bu 132 hastanmin 34’ U (%25) rotavirus antijeni pozitif bulunurken,
polikliniklere ve acil servislere basvuran 56 hastamin ise 7'si (%12) rotavirus antijeni
bakimindan pozitif bulundu. Rotavirus pozitif olan 41 hastanin 34’ i (%83) hastanede yatan ve
7'si (%17) polikliniklere ve acil servise bagvuran hastalardan olusmustu. Bitin bu sonuglar
oldukca yuksek oranda hastaneye yatislara sebep olan rotavirus infeksiyonunun énemini
gostermektedir.

Rotavirus genomunun dogal segmentli yapisindan dolayr multiple infeksiyon sirasinda
virus degisime ugrayabilir. Gen segmentleri reassortment sirasinda farkli G ve P tipi
kombinasyolar1 olusturabilirler. Populasyonda rotavirus miks infeksiyonun ortaya ¢cikmasi
asinin etkinligi Gzerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Miks infeksiyonun gorilmesi genetik
cesitliligin artmasina yol agan ve nadir gorilen G ve P genotip kombinasyonlarinin ortaya

cikmasina sebep olan genetik reassortment icin dikkate alindiginda oldukca énemli olabilir'™.
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Rotavirus grup A miks infeksiyonu belirlemek amaciyla Freitas ve arkadaslar
Brazilya da yaptiklar1 ¢alismaya 81 rotavirus pozitif diski 6rnegini dahil etmislerdir. Semi-
nested RT-PCR testi ile P genotipleri tammlamslar ve sonuclarint dizi analizi ile
dogrulamuglardir. Caligma sonunda 81 rotavirus pozitif érnegin 25'inde (%30) birden fazla P
genotipine rastlanmis ve 25 6rnegin 12'sinin (%48) P miks genotip sonuclari dizi analizi ile
dogrulanmustir. Bu 6rneklerin 10'u (%12) P[6]P[8], biri P[4]P[6] ve yine biri P[4]P[6]P[8]
bulunmustur. Fischer ve arkadaslart Danimarka da miks infeksiyon sikligint belirlemek igin
yaptiklar1 ¢alismada analiz edilen bitin orneklerin %21'inin miks P genotipine sahip
oldugunu ve P[4]P[8] ve bunu takiben P[4]P[6] ve P[6]P[8] suslarimin gorilen en yaygin
suslar oldugunu bildirmislerdir*2.

Ulkemizin farkl bolgelerinde yapilan calismalarda 5 yas alti cocuklarda %15-48.9
arasinda rotavirusa bagli gastroenterit insidanst bildirilmistir. Ulkemizde akut gastroenterit
etyolojisinin arastirildig1 calismalardan Kurugol ve arkadaslar: izmir’ de akut gastroenteritli
vakalarda %39.8, Karadag ve arkadaslari Ankarada %36.8, Gul ve arkadaslar
Kahramanmaras’ta %25.7 oanlarinda ile rotavirus pozitifligi saptamslardir*®****** Cicek ve
arkadaslar1 Izmir'de 2007 yilinda 219 cocuktan %48.9'unda rotavirus infeksiyonu tespit
etmislerdir'®
edildi.

. Calismamizda ise toplam 188 hastanin %21.8’inde rotavirus infeksiyonu tespit

Ulkemizde rotavirus genotiplerinin dagilim ile ilgili ise cok az sayida calisma
mevcuttur. Bu calismalardan Kurugol ve arkadaslari 2003 yilinda izmir’de gastroenterit
sebebiyle hastaneye basvuran 5 yas alti 920 cocuktan %39.8'inde rotavirus tespit etmistir.
Izole edilen suslarin %91’ inin genotip G1-4 oldugu ve en sik oranla G1 genotipini %75.1
bunu takiben G4 genotipini %6.3, G3 genotipini %3 ve G2 genotipini ise %0.8 oldugunu
belirtmislerdir™*
akut gastroenteritli 508 cocukta en sik G4P[8] genotipini saptamislardir ve G4P[8] (%42.2),
G1P[8] (%26.6), G2P[4] (%3.1) ve G3P[8] (%1.5) genotiplerinin rotavirus diarelerinin

%73.4'inden sorumlu oldugu belirtilmistir. Az gorilen G9P[8] ise drneklerin %3.2'sinde

. Cataloluk ve arkadaslar1 2005 yilinda Gaziantep'te yaptiklar: calismada

bulunmustur. Miks infeksiyonlar %7.3 oraninda rastlanmistir***. Bozday: ve arkadaslarinin
Eylul 2004-Aralik 2005 yillar: arasinda Ankara da yaptiklar: galismada ise akut gastroenteritli
322 cocuktan alinan diski 6rneklerinin %39.7'sinde rotavirus tespit edilmistir. En baskin
genotiplerin G1P[8] (%55.5) ve G9P[8] (%10.1) oldugu gozlenmistir. Miks genotipler

116

infeksiyonlarin %2.4’ tinden sorumlu bulunmustur—. Ancak bu konuda yapilacak daha genis

molekiler epidemiyolojik calismalara gereksinim vardr.
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Bdlgemizde 2008 yilinda bes yas alti akut gastroenteritli ¢cocuklardan toplanan 188
diski Orneginden ELISA testi sonucu 41'i (%21.8) rotavirus antijeni pozitif bulundu.
Rotavirus pozitif orneklerin rotavirus G ve P genotiplemesi RT-PCR testi ile belirlendi.
Calisilan drneklerin 38'i (%92.6) tiplendirildi. Yalmzca 3 (%7.4) 6rnegin G (VP7) veya P
(VP4) genotipi belirlenemedi. Bélgemizde rotavirus gastroenteriti olan gocuklarda tek basina
en baskin G genotip infeksiyonu toplam 41 6rnegin 25’inde %61 oranla G1 genotipi olup
bunu takiben G4 %17 oranla tek basina 7 ornekte ve G9 %9.8 oranla tek basina 4 6rnekte
tespit edildi. Miks infeksiyona sebep olan G genotiplerinden G1+G9 %7.4 oranla tek basina 3
ornekte ve G1+G4 %2.4 oranla tek basina 1 6rnekte bulundu. Geriye kalan 1 drnekte (%2.4)
G genotipi belirlenemedi (Tablo 4.5).

Rotavirusun P genotiplerinden ise tek basina P[4] 41 6rnegin 25’inde %61 oranla en
baskin genotipti. Ardindan 1 drnekte P[6] %2.4 ve 1 Ornekte P[10] %2.4 genotipleri daha
distk siklikta tespit edildi. Miks infeksiyona sebep olan P genotipler P[4]+P[8]+P[10] %9.8
oranla tek basina 4 drnekte, P[4]+P[10] %7.4 oranla tek basina 3 6rnekte, P[4]+P[10]+P[11]
%4.9 oranla tek basina 2 ornekte ve P[4]+P[11], P[6]+P[10], P[8]+P[10] %2.4 oranla tek
bagina 1 6rnekte bulundu. Geriye kalan 2 drnekte (%4.9) P genctipi belirlenemedi (Tablo 4.5).

Rotavirus pozitif 41 ornegin 38inde (%92.6) her iki G ve P tipleri belirlendi ve
sonugta 8 farkli rotavirus G/P kombinasyonu elde edildi. Calisma serimizde G1P[4] 11
vakada %26.8 oranla en baskin rotavirus genotipi olup bunu 7 vakada %17 oranla G4P[4], 3
vakada %7.4 oranla G9P[4] ve 1'er vakada %2.4 oranlarinda G1P[6] ve G1P[10] genotipleri
izledi. Rotavirus diaresi olan ¢ocuklarda miks infeksiyonun goérilme oram ise 15 vakada
%36.6 olarak tespit edildi. Tek bir G/P genotip infeksiyonu 23 (%56) vakada bulundu (Tablo
4.7).

Rotavirus G1 genotipi en yuksek oranda 29 vakada %70.7 oramnda tespit edilen G
genotipi olup ardindan G4 vakalarin 8 inde %19.5 oranla ve G9 vakalarin 7’ sinde %17 oranla
bulundu. En yaygin P genotipi 35 vakada %85.3 oranla P[4] olup vakalarin 12'sinde %29.2
oranla P[10], 5’ inde %12.2 oranla P[8], 3'Unde %7.4 oranla P[11] ve 2’'sinde %4.9 oranla
P[6] bulundu (Tablo 4.6). Bizim calisma serimizde buldugumuz G1 prevalanst %70.7,
Kurugol ve arkadaslarimn 2003 yilinda izmir'de gastroenteritli 5 yas alti 920 cocukta
bulduklar1 G1 genotipinin %75.1 prevalansi ile uyumludur. Akut diareli gocuklarda rotavirus
P[4] tipinin yayginligi ilgili olarak bizim %85.3' Itk P[4] bulgumuza benzer sekilde
Arjantin'de Arguelles ve arkadaslari 1996-1998 vyillar1 arasinda akut diaresi olan 500
cocukdan %71'inde P[4] tespit etmislerdir’®. Amerikada Detroit'de Abdel-Hag ve
arkadaglar1 da gastroenteriti olan 100 ¢ocuktan en yaygin genotip prevalansinin %41 oranla
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G1[P4] oldugunu bildirmislerdir. En yiksek prevalansda rastlanan P genotipi ise yine %71

oranla P[4] dir'®

. Antunes ve arkadaslar1 ise Portekiz’ de 2007 kis sezonunda 424 cocukdan
en baskin rotavirus genotipini %68.6 oranla G2P[4] olarak aciklamuslardir'®.

Bolgemizde G1P[4] (%26.8) en baskin genotip olup bunu %17 oranla G4P[4]
izlemistir. Oysa Cataloluk ve arkadaslar1 2005 yilinda Gaziantep'te yaptiklar: ¢calismada akut
gastroenteritli 508 cocukta en yaygin genotipin G4P[8] (%42.2) oldugunu bildirmislerdir™*.
Ankara’da Bozday: ve arkadaslari ise Eylul 2004-Aralik 2005 vyillar1 arasinda akut
gastroenteritli 322 cocukta en baskin genotiplerin G1P[8] (%55.5) ve G9P[8] (%10.1)
oldugunu tespit etmislerdir™®. Bu bulgular tlkemizde rotavirus infeksiyonunun
epidemiyolojisi ve G/P genotip kombinasyonlarinda farkliklarin oldugunu gostermektedir.
Rotavirusun genelde nadir gorulen G1P[4] kombinasyonu Amerika da Detroit’ de Abdel-Haq
ve arkadaslar’'® tarafindan %41 oraninda bulunmus olup bu oran bizim %26.8'lik G1P[4]
oranindan oldukcga yuksektir.

Ulkemizde son yillarda yapilan ¢alismalar kiyaslandiginda G1 %70.7 oranla en yiiksek
bulunan G tip olarak belirlendi ve daha onceki calismalarla uyumlu bulundu, ancak
calismamizda Ulkemizde yapilan ©Onceki calismalarda bulunan G2 ve G3 suslarina
rastlanmadi. Ayni zamanda yine farkli olarak tlkemizde daha dnce bildirilmeyen G1P[10],
G1P[11], G4P[4], G9P[4] ve G9P[11] gibi genotipler gozlendi. Bu sonuglar hem yaygin
hemde yaygin olmayan genotipler arasinda kosirkilasyon oldugunu ve miks infeksiyon
sonucu yeni rotavirus suslarinin ortaya ¢iktigini gostermektedir.

Gunumuizde kullammda olan pentavalan rotavirus asisi RotaTeq G1, G2, G3, G4 ve
P1A[8] rotavirus suslari ve monovalan rotavirus asisi Rotarix P1A[8]G1 rotavirus susu ile
ciddi diareye kars1 %85-98 oranlarinda homotipik koruma saglamaktadir. Bolgemizde 2008
yilinda bes yas alti akut gastroenteriti olan 188 cocukta rotavirus infeksiyon insidansi
%21.8'dir. Rotavirus G1 genotipi %70.7 oranla en yaygin G genotipi olup ardindan G4
vakalarin %19.5 ve G9 %17’ sinde bulunmustur. En yaygin P genotipi ise %85.3 oranla P[4]
olup vakalarin %29.2'inde P[10], %12.2'sinde P[8], %7.4’'inde P[11] ve %¢4.9'unda P[6]
tespit edilmistir. Asilarin G1-G4 ve P[8] genotiplerine karst homotipik ve G9'a kars1 da
heterotipik koruyuculuk sagladigi bilinmesine ragmen asilarin P[4] gibi rotavirus suslar icin

koruyuculugunu az sayida calisma desteklemistir'™

. Calisma populasyonumuzda en baskin
genotip G1P[4] (%26.8) olup genelde az rastlanan bir rotavirus G-P kombinasyonudur. Son
yillarda koinfeksiyonlar sonucu ressortment ile insanlar icin patojenik olan nadir gorilen yeni
rotavirus genotip kombinasyonlar1 ortaya cikmaktadir ve boylece degisen molekiler

epidemiyolojik verilere gore rotavirus asilariin modifikasyonu gerekebilir. Bu sebeple
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rotavirus asilarinin potansiyel etkinliginin degerlendirilmesi igin Ulkemizde sirekli devam
eden molekuler epidemiyolojik calismalara ihtiyag vardir.

Sonu¢ olarak bolgemizde akut gastroenteritli cocuklarda rotavirus infeksiyonunun
insidans: ve rotavirus G ve P genotiplerinin dagiliminin belirlenmesi rotavirusa karsi asi

gelistirme stratgjilerinin olusturulmasina katkida bulunacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bolgemizde 2008 yilinda 5 yas alti akut gastroenteriti olan 188 gocukta rotavirus

infeksiyonlarinin molekiler epidemiyolojisini arastirmak amaciyla yapilan ¢alisma sonunda;

1-

Bes yas alt1 akut gastroenteritli cocuklarda rotavirus infeksiyonunun insidans: %21.8
olup hemen hemen her cocuk bes yasina kadar rotavirus infeksiyonuna maruz
kalmstir.

Calismaya dahil edilen toplam 188 hastanin yas gruplari 10 gtinltikten 4.5 yasina kadar
degismekte olup rotavirus infeksiyonu en ¢cok 6-24 ay arasinda %59.6 oramnda
gorilmekte idi. Rotavirus infeksiyonunun pik yaptigi aylar Kasim-Ocak aylari
arasinda belirlenmis olup 20 hastanin 9'unda (% 45) rotavirus pozitif bulunmasi ile
Aralik ay1 en yuksek rotavirus prevalansinin goraldiug ay idi. Bunu takiben Kasim
ayinda 36 hastanin 13’ tinde (%36) rotavirus pozitif bulundu.

Caligilan 41 hastamin 40’ inda (%97) diare, 33 tinde (%80) kusma, 24’ sinde (%058) ates
gbzlendi. Yine rotavirusa bagl: diaresi olan hastalarin hepsi dehidrate olup %17 sinde
hafif, %54 tGinde orta, %29 unda ciddi dehidratasyon tespit edildi. Calismaya dahil
edilen toplam 188 hastanin 132'si (%70.2) hastanede yatan 56'si (%29.8)
polikliniklere ve acil servise basvuran hastalardan olusmakta idi. Bu 132 hastanin
%25'i rotavirus antijeni pozitif bulunurken, polikliniklere ve acil servislere basvuran
56 hastanin %12’si rotavirus antijeni pozitif bulundu. Rotavirus gastroenteriti olan
hastalarin 34'U (%83) hastanede yatan ve 7'si (%17) polikliniklere ve acil servise
basvuran hastalardan olusmakta idi.

4- Toplam 188 hastanin 41'i (%21.8) ELISA testi sonucunda rotavirus grup A antijeni

pozitif bulundu. Pozitif bulunan diski 6rnekleri RT-PCR testi ile VP4 ve VP7
rotavirus genomlart ve ardindan semi-nested multipleks PCR testi ile G ve P
genotipleri tespit edildi Calisilan 41 pozitif 6rnekten 38'inin (%92.6) G ve P
genotipleri belirlenirken yalnizca 3 (%7.4) drnegin genotipi belirlenemedi. En yuksek
oranda tespit edilen G genotipi G1 %70.7 olup ardindan G4 %19.5 ve G9 %17
bulundu. En yaygin P genotipi %85.3 oranla P[4] olup ardindan %29.2 oranla P[10],
%12.2 oranla P[8], %7.4 oranla P[11] ve %4.9 oranla P[6] takip etti.
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5- Calisma serimizde G1P[4] %26.8 oranla en baskin rotavirus genotipi olup bunu %17
oranla G4P[4], %7.4 oranla G9P[4] ve %2.4 oranlarinda G1P[6] ve G1P[10]
genotipleri izledi. Rotavirus diaresi olan ¢ocuklarda miks infeksiyonun gorilme oram
ise 15 vakada %36.6 olarak tespit edildi. Tek bir G/P genotip infeksiyonu 23 (%56)
vakada bulundu.

Ulkemizde rotavirus gastroenteritinin molekiler epidemiyolojik Ozellikleri ile ilgili
sinirl1 sayida calisma mevcuttur. Bu proje bolgemizde rotavirus G ve P genotiplerinin
belirlendigi ilk kapsamli calisma olup akut gastroenteritli cocuklarda rotavirus infeksiyonlarinin
molekiler epidemiyolojisi  agisindan  veri  saglayacak ve ulusal as1  politikasinin
yonlendirilmesine katkida bulunacaktir.
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