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OZET

Cocuk Yas Grubunda Gorulen Gastroenteritlerde Viral ve Bakteriyel
Etkenlerin Klask ve M olektiler Ydntemlerle Arastiriimas

Amagc: Akut gastroenterit bitin dinyada, 6zellikle gelismekte olan tlkelerde
yenidogan ve kuguk cocuklar icin 6nemli bir saglik sorunu ve 6nde gelen bir 6lim
sebebidir. Bu calismamin amact bolgemizde cocuklarda gorilen akut gastroenteritlerde
klask ve molekiler tamt yontemleri kullamlarak viral ve bakteriyel etkenlerin
arastirilmasidir.

Gerec ve Yontem: Calismaya Temmuz 2009 ile Ekim 2009 tarihleri arasinda
Adana Dogum ve Cocuk Bakimevi Hastanes polikliniklerine ve acil servisine akut
gastroenterit ile basvuran yaslari 0-12 yas arasinda degisen cocuklara ait 136 diski
ornegi dahil edildi. Diski 6rneklerinde bakteriyel enteropatojenlerin izolasyonu igin
klasik kdltir yontemi ve viral etkenlerden rotavirus, norovirus, astrovirus ve adenovirus
antijenlerinin tamsi igin Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) testi kullanldi.
Ayrica rotavirus grup A antijeni pozitif bulunan diski 6rneklerinde Once reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) testi ile VP4 ve VP7 rotavirus
genomlar: ve ardindan semi-nested multipleks PCR testi ile G ve P genotipleri tespit
edildi.

Bulgular: Toplam 136 vakanin % 20,6'sinda (28 vaka) viruslar ve % 8,1'inde
(11 vaka) bakteriler olmak Uzere % 28,7'sinde (39 vaka) gastroenterit etkeni tespit
edildi. Akut gastroenterit etkenlerinden sirasiyla; norovirus vakalarin % 11'inde (15
vaka), rotavirus % 7,3'lUnde (10 vaka), Shigella sonnei % 6,6'sinda (9 vaka),
adenovirus % 2,2'sinde (3 vaka), Salmonella newport % 0,7'sinde (1 vaka) ve
Campylobacter jguni %0,7' sinde (1 vaka) bulundu. Miks infeksiyon ise 2 vakada (%
1,5) gozlendi. Rotavirus antijeni pozitif bulunan 10 érnekte en baskin bulunan genotip
% 30 oranla G9P[8] olup, bunu G9P[11] % 20 ve G4P[8] % 10 oranla izledi. G
genotiplerinden G9 % 60 ve P genotiplerinden P[8] % 50 oranla en yaygin bulunan
genotiplerdi.

Sonug: Calismanin  yapildigin 2009 yaz doneminde akut gastroenteritli
cocuklarda en fazla bulunan etkenler norovirus (% 11), rotavirus (% 7,3) ve Shigella
sonnel (% 6,6)'dir. Akut gastroenteritlerin etyolojik tanisi ile destekleyici tedavi
gerektiren viral etkenler ve antibiyotik tedavisi gerektiren shigella ve campylobacter

gibi bakterilerin tespiti sonucu uygun hasta yonetimi saglanacakir.

Anahtar Kelimeler: Akut gastroenterit, bakteriler, cocuklar, ELISA, PCR,
viruslar
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ABSTRACT

Thelnvestigation of Viral and Bacterial Enteropathogensin Children with Acute
gastroenteritis by Conventional and Molecular M ethods

Objectives: Acute gastroenteritis is significant health problem and causes death
in infants and young children in the world, especially in developing countries. The aim
of this study is investigation of viral and bacterial agents in children with acute
gastroenteritis by conventional and molecular methods in our region.

Materials and Methods: Total 136 stool specimens obtained from children 1-
12 years of aged with acute gastroenteritis who admitted to policlinics and emergency
service of the Adana Children’ s Healthcare and Obstetric Hospital between July 2009 to
October 2009. Conventional culture method was used for isolation of bacterial
enteropathogens and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed to
detect viral agents as rotavirus, norovirus, astrovirus and adenovirus antigens in stool
specimens. VP4 and VP7 rotavirus genomes were detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) test in rotavirus grup A antigen positive stool
samples, thereafter rotavirus G and P genotypes were determined by multiplex semi-
nested PCR test.

Results: Gastrointestinal agent was found in 28,7 % of total 136 cases; viruses
in 20,6 % (28 cases) and bacteria in 8,1 % (11cases). Of acute gastroenteritis agents,
norovirus was detected in 11 % (15 cases), rotavirus 7,3 % (10 cases), Shigella sonnei
6,6 % (9 cases), adenovirus 2,2 % (3 cases), Salmonella newport 0,7 % (1 case) and
Campylobacter jegjuni 0,7 % (1 case), respectively. Mixed infection occurred in 2 cases
(1,5 %). In rotavirus antigen positive 10 samples, the most prevalent genotype was
GOP[8] with the rate of 30 %, followed by GO9P[11] 20 % and G4P[8] 10 %. Among G
and P genotypes, G9 with 60 % and P[8] 50 % were the most common rotavirus
genotypes.

Conclusion: During the 2009 summer period of the study, the most common
agents found were norovirus (11 %), rotavirus (7,3 %) and Shigella sonnel (6,6 %) in
children with acute gastroenteritis. The etiologic diagnosis of acute gastroenteritis will
provide appropriate patient management by detection of viral agents which need
supportive therapy and bacteria as Shigella and Campylobacter which need
antimicrobial therapy.

Keywords: Akut gastroenteritis, bacteria, children, ELISA, PCR, viruses



GIRIS

Ishal ile seyreden hastaliklar tim diinyada yaygin olmakla birlikte, az gelismis
ve gelismekte olan Ulkelerde 6zellikle kiuglk cocuklar icin son derecede 6nemli bir
saglik sorunu ve onde gelen bir 6lim sebebidir. Her nekadar gelismis Ulkelerde
prevelans ve ciddiyeti azalsa da, akut ishal ginimizde hala ¢cok sik goérilmekte ve
siklikla ciddi problemlere yol agmaktadir’.

Oral rehidrasyon swvilarimin (ORS) yaygin kullanim ile c¢ocukluk c¢aginda
gorilen ishallerin sebep oldugu mortalite yavas yavas azalmaktadir, fakat hala 6Gnemini
siirdiirmektedir®®. Diinyada bes yasindan kiicik cocuklarda her yil gériilen 10,6 milyon
Olumiin, % 18-20'sinin sebebinin ishal oldugu ve gocukluk ¢agi mortalitesinin ikinci
onemli sebebi oldugu gosterilmistir”.

Cocukluk yaslarinda ortaya cikan akut ishal ile seyreden hastaliklarin en 6nemli
sebebi gastrointestinal infeksiyonlardir. Akut ishal ile birlikte ¢ocuklarda bulanti,
kusma, karin agrisi, ates ve dehidratasyon gibi bulgular da gordlebilir. Akut ishal klinigi
genellikle ortalama 5-7 gun icinde kendiliginden duzelir, fakat gocuklarin % 10 unda
ishal 7 giinden uzun sirmektedir’. Gelismekte olan tilkelerde bes yas altinda cocuklar
yilda ortalama 3 kez (1-12 kez) ishal atag: gegirmektedir®.

Akut gastroenteritler cogunlukla infeksiyoz ajanlarla olusmakla birlikte
infeksiyon dis1 sebepler de g6z o©nunde bulundurulmalidir. Infeksiyoz —akut
gastroenteritler viral, bakteriyel veya paraziter enteropatojenlere bagli olarak ortaya
cikabilir. Gelismis Ulkelerde infeksiydz ishallerin % 30-70inden viruslar, % 10-
20'sinden bakteriyel patojenler ve yaklasik % 5-10'undan parazitlerin sorumlu oldugu
bildirilmistir’.

Akut gastroenterit her yas doneminde ortaya cikabilir, ancak etyolojik gjanlar ve
hastalik siddeti yasa gore degiskenlik gostermektedir®. Akut gastroenterit sporadik
olgular veya epidemiler seklinde gorulebilir. Akut gastrointestinal infeksiyon klinigi,
cok hafif seyirden ileri derecede sivi kaybina kadar degisen genis klinik spektruma
sahiptir. Bulasma siklikla fekal-oral yolla olur. Infeksiytz ishalde mikroorganizmanin
cinsi hastaligin klinik seyri, tedavi ve alinacak onlemler acisindan dnemlidir. Etkeni



belirleyen faktorler icinde cografik bolge, mevsim, sosyoekonomik kosullar, yas,
beslenme, immun yetmezlik ve yasam tarzi da 6nemli rol oynar.

Cocuklarda akut ishal yapan sebeplerin yalmzca % 60-70'ine tam
konulabilmektedir ve cogunlugunu gastrointesinal infeksiyonlar olusturmaktadir®.
Avrupa Ulkelerinde bircok arastirma merkezinde yapilan ve bir yildan uzun siren
calismalarda 287 ishalli gocuk degerlendirilmis ve bunlarin % 65,6'sinda bir
enteropatojen tespit edildigi, en sik darotavirusun (% 35,1) etken oldugu bildirilmistir®.

Akut gastroenteritlerin tanisinda 6yku ve Kklinik 6zellikler yol gosterse de kesin
tan igin laboratuvar destegine ihtiyag vardir. Viral gastroenteritlerin tanisinda en gok
diskida viral antijenlerin tespitine dayanan enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) ve lateks aglutinasyonu (LA) testi kullamilmaktadir. Ancak viral genomun
tespiti icin kullamilan nikleik asit amplifikasyon tekniklerinin daha duyarli oldugu
bildirilmistir. Rotavirus, norovirus, sapovirus, astrovirus ve adenovirusun birlikte tespiti
icin multiplex Reverse transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) testleri de
gelistirilmistir. Digki 6rneklerinde bakteriyel enteropatojenlerin laboratuvar tamsinda
konvansiyonel kiltir metodlar: temeldir. Bununla birlikte kilttr metodu ile tarm 3-5 guin
kadar uzun sirebilir. Bakterilerin identifikasyonu igin kullanilan kultir metodlari zaman
alict ve yorucu olabilir, diger flora elemanlarimin baskilamas: sebebiyle az sayidaki
patojenin ayrimi gdzden kacabilir. Son yillarda gelistirilen PCR testleri de bakteriyel
enteropatojenlerin tespitinde kullamlmakta olup, daha sensitif ve hizli oldugu
gosterilmistir'®.

Bu calismamin amaci bolgemizde akut gastroenteritli cocuklarda klask ve
molekiler yontemleri kullanarak hem viral hem de bakteriyel enteropatojenleri birlikte
degerlendirmek, epidemiyolojisini arastirmak ve ileride yapilacak calismalara 11k
tutmaktir.



GENEL BILGILER

2.1. ishal

Ishal en basit tammuyla, ginlik diskilama sayisinin ve diski miktarinin artmas
velveya diski kivaminin (yogunlugunun) azalarak yumusak veya sulu bir gorinim
amasidir. ishal, gunluk diski miktarimin siit gocugunda 10mg/kg/gin, daha buyuk
cocuklarda ve eriskinlerde ise 200gr/gun Uzerine ¢ikmasi ile karakterizedir. Ancak
diskilama sayisinda veya kivaminda kisiler arast hatta aym kiside farkliliklar
gozlenebilecegi unutulmamalidir.

Klasik olarak ishal, ataklarin sliresine gore akut veya kronik (persistan) ishal
olarak ayrilmustir. Akut ishal; akut baslayan ve 14 giunden kisa siiren (gogunlukla yedi
gun icerisinde sonlanan) ishal, kronik veya persistan ishal ise 14 ginden uzun
sirmektedir. Akut ishal, 24 saatte U¢ veya daha fazla sayida sulu veya yumusak
diskilama olarak tammmlanir. Akut ishal gastrointestinal sistemde sivi ve elektrolit
transportunun bozulmasina bagli olarak aniden baslar ve barsak hareketleri de artmistir.

Akut gastroenterit ise; ani baslayan, bulanti, kusma, ishal ve karin agrist gibi
yakinmalarla seyreden mide ve ince barsak inflamasyonu yapan bir klinik tablodur. Bu
sebeple akut ishal icin akut gastroenterit adi kullamlmasi dogru bir tammlama
olmamaktadir. Akut infeksiydz gastroenterit en sik akut ishal klinigi ile karsimiza
cikmaktadir.

Ishaller fizyopatolojik mekanizmalara gore de ozmotik ishaller, sekretuvar
ishaller, inflamatuvar ishaller, motilite bozukluklarina bagli ishaller ve emilim
yuzeyinin azalmasina bagli ishaller olarak sinflandirilir. Ayrica klinik ve fizyopatolojik
acidan da akut ishaller, inflamatuvar ve noninflamatuvar olarak siniflandirilabilir.

Akut ishal yapan birgok sebep icerisinde gastrointestinal sistem infeksiyonlari en
siktir. Tablo 1'de akut ishalin potansiyel sebepleri sikliga gore diizenlenmistir'.



Tablol. Akut ishal yapan sebepler

Infeksiyonlar

Gagtrointestinal infeksiyonlar (besin zehirlenmesi dahil)
Barsak digt infeksiyonlar
Tacin tetikledigi
Antibiyotik iliskili
Laksatifler
Magnezyum igeren antiasitler
Opiat geri gekilmesi
Diger ilaglar
Besin alerjileri veya intolerans
Inek siitii protein alerjisi
Soya protein derjisi
Coklu besin derjisi
Olestra
Metilksantinler (kafein theobromine, theophylline)
Sindirim/emilim islevierin hastal:klarz
Siikroz-izomaltaz eksikligi
Laktoz intoleransi ile sonuclanan geg baslangicl (veya eriskin tip) hipolaktazya
Kemoterapi veya radyasyonun tetikledigi enterit
“cerrahi durumlar”
Akut apendisit
Invajinasyon
Vitamin eksiklikleri
Niasin eksikligi
Folat eksikligi
Vitamin tokssites
Vitamin C

Niasin, vitamin B3

Agir metaller veya toksinlerin sindirimi
Bakir, kalay, cinko
Bitkiler (simbl, nergis, agelyavb.)

Birgok farkli mikroorganizma infeksiy6z ishalin sebebi olabilir. Infeksiyoz akut
gastroenteritler viral, bakteriyel veya paraziter enteropatojenlere bagli olarak ortaya
cikabilir. Akut sporadik ve epidemik ¢ocukluk c¢agi viral gastroenteritlerinden siklikla



rotavirus, norovirus, enterik adenoviruslar ve astrovirus sorumludur. Salmonella,
Shigella, Campylobacter, Yersinia, Vibrio ve Escherichia coli'nin (E.coli) belirli tirleri
onemli bakteriyel patojenlerdir. Yaygin parazitik sebepler ise Giardia, Cryptosporidium
ve Entamoeba Histolytica'dir.

2.2. Tarihge

Gastroenterit etkeni olan bakterilerden E.coli, infantlarda intestinal flora
arastirilmast  sirasinda  kesfedilmis ve 1885 yilinda Escherich bu organizmayi
“*Bacterium coli commune’’ olarak tarif etmistir2. Castellani ve Chalmer ise 1919'da E.
coli genusunun spesifik tirlerini tespit etmislerdir'®. E. coli’lerin serolojik olarak
heterojen oldugu, 1951 yilinda E. coli suslarini c¢esitli somatik gruplara ayiran
Kaufmann tarafindan gosterilmistir. Bu mikroorganizma ile yapilan calismalarda
prokaryot ve Okaryot hicre yapilari aydinlatilmis, genlerin  klonlanmast ve
ekspresyonunda 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Ishale sebep olan E. coli suslan
gliniimiizde patojenik fenotiplerine gore gruplandirilmaktadir®,

Dizanteri ad: ilk kez Hipokrat tarafindan kullanilmistir. Chantemesse ve Widal
(1888) Fransa'da ve Ogata (1892) Japonya da basilli dizanteride ilk kez Shigella'yi
etken olarak tanimlamiglardir. Japon mikrobiyolog Kiyoshi Shiga'mn 1898'de diski
kultdrlerinde bu mikroorganizmay: basaril1 identifikasyonu sonucu Shigella dysenteria
1 (Shiga bacillus) olarak belirtilmistir. Daha sora kesfeden kisiye itafen Castellani ve
Chalmer ( 1919) tarafindan Shigella genusu olarak isimlendirilmistir. Enterobactericeae
komitesi mikrobiologlar1 1954'de Escherichia genusundan farklarim g6z oOninde
bulundurarak bugiinde kabul goren 4 Shigella tirtini belirlemiglerdir.

Insanlarda kampilobakter infeksiyonu ile ilgili ilk bilgiye 1886 yilinda Theodor
Escherich tarafindan yazilan makalede rastlanmaktadir. Yirminci yidzyilin basinda
kampilobakterilerin hayvanlarda gebelik anomalileri ve ishale yol actigi bildirilmistir.
Mc Fadyean ve arkadaslar1 1909'da epizodik diustk yapan koyunlarin plasentasinda
vibrio benzeri bakteri bulduklarini bildirmisler ve bunu ‘‘Vibrio fetus’ olarak
adlandirmiglardir. Jones FS ve arkadaslar1 1931'de dizanterili sigirlarin digkilarinda
tespit ettikleri vibriolar: **Vibrio jguni’’ olarak adlandirmiglardir. Kampilobakterlerin
insanda hastalik yaptigi 1947 yilinda Vinzent R. ve arkadaslari tarafindan nedeni
bilinmeyen ates etyolojisi ile hastaneye yatirilan 3 gebe kadinda gosterilmistir.



Sebald M. ve Veron M. (1963) vibrionlarin G+C orammn klasik halofilik
vibrionlardan farkli oldugunu belirleyerek bunlari1 “* Campylobacter: yunanca kivrik
bakteri’’adh altinda yeni bir cins olarak adlandirmiglardir. Campylobacter fetus un yer
aldigi kampilobakter cinsi icine daha sonra Vibrio jguni ve Vibrio coli’de dahil
edilmistir.

Skirrow M.B. (1977) kampilobakterlerin digkidan kolayca izolasyonunu
saglayan selektif besiyerleri gelistirmistir. Bakterinin koltdrinin yapilabilmesi ile
birlikte kampilobakter ileilgili yapilan ¢calismalar iz kazanmus, yeni tirler izole edilmis
ve genusa ait cok sayida tirtin genomik haritas ¢ikarilmistir.

194011 yillardan beri etiyolojisi agiklanamayan gastroenteritlerde sebep olarak
viruslardan stiphelenilmistir'. Viruslara bagl gastroenterit etkenleri ile ilgili calismalar,
1970’ lerin basinda bircok virusun ilk orneklerinin kesfi ile baslamis, ancak bu
patojenlerin  ¢cogunun hicre kaltorinde Uretilememesi ve bir hayvan modelinin
bulunmamasi, aym zamanda bu virus turlerinin yiksek oranda genetik ve antijene bagli
degiskenlik gostermeleri nedeniyle sinirli kalmistur.

Gastroenterit  etkeni olarak viruslarin 6nemi 1972 yilinda Kapikian ve
arkadaglarinin bir gastroenterit salgimina ait diski drneklerinde Norwalk virusunu
taimlamasi ile baslamistir™. Bu gelismeyi takiben bir yil sonra Bishop ve arkadaslar:
akut gastroenteritli cocuklarin duedonal mukoza biopsisinde rotavirus varligint hiicre
kilturt teknolojisinin yardimi olmadan sadece elektron mikroskopisi (EM) kullanarak
gozlemlemislerdir'®.  Rotavirus Flewett ve arkadaslari ve Bishop ve arkadaslari
tarafindan diskida EM yontemi ile tespit edilmistir'’. Astroviruslar ve enterik
adenoviruslarin 1975'de akut ishalli ¢ocuklarin diskisinda bulunmasindan beri yeni
testlerin gelistiriimesiyle akut gastroenterit ile iliskili viruslarin sayist giderek
al‘tmlstll‘ls.

Ilerleyen yillarda daha kolay ve uygun tamsal tekniklerin gelismesi ile cocukluk
¢agi ishalinin en yaygin sebebi olarak bilinen viruslar ve bakteriler hakkinda onemli
bilgiler kaydedilmistir'®.

2.3. Epidemiyoloji
Akut infeksiyoz ishaller, tim diinyada halen giincelligini koruyan 6énemli saglik
sorunlarindan biridir®. Cocukluk cagi gastroenteritleri, dinyada gorilme sikligi ve



O0lum nedenleri arasinda alt solunum yolu infeksiyonlarindan sonra ikinci siklikta
gorilen infeksiyon hastaligidir®. Bes yas altinda cocuklar yilda ortalama tc kez (1-12
kez) ishal atag1 gegirmektedir.

Son 20-25 yil icinde ORT nin kullamma girmesi, anne sttt kullamminin
Ozendirilmesi, asilama programlar ile ishale bagli cocuk dlumlerinde 6nemli bir dists
saglanmistir. Bunaragmen akut gastroenteritler, 6zellikle gelismekte olan tlkelerde bes
yas altindaki cocuklarda morbidite ve mortalite sebepleri arasinda 6nemli bir yere
sahiptir®. Diinyada bes yas alti cocuklardan her yil 1,5 milyar: ishale yakalanirken,
yaklagik 1,5-2,5 milyon cocuk ishal sebebi ile 6lmektedir ve bu dlimlerin % 80'i
gelismekte olan Ulkelerdeki iki yas altindaki cocuklardir. Dinyada her yil bes yas
altindaki her 1000 gocuktan 4,9’ unun ishal sebebiyle kaybedildigi bildirilmektedir®®,

Gelismis Ulkelerde ishal insidansi ve mortalitesi dusuktir. Bircok Avrupa
Ulkesinde akut gatroenterit Kklinigi genellikle hafif seyreder, fakat ©nemli oranda
hastaneye yatistan sorumludur ve 8lim nadir gorilmektedir®. Amerika Birlesik
Devletleri'nde (ABD) Ug yasindan kuguk cocuklarda doktora basvurularin % 10" unun
sebebi akut ishaldir®. Gelismis Ulkelerde hastaneye yatislarin % 10'unu ve gelismekte
olan Ulkelerde ise hastaneye yatislarin % 30'unu ishalli cocuklar olusturmaktadir®.
ABD’de bes yas alt1 cocuklarda yilda 2,1-3,7 milyon ¢ocuk ishal yakinmasiyla doktora
bagvurmakta, 220 bini bu sebeple hastaneye yatmakta ve yilda yaklasik 300 6lUm
oldugu bildirilmektedir?’.

Ulkemizde Tirkiye Niifus ve Saglik Arastirmast (TNSA)’ nin raporuna gore, bes
yasindan kiiciik 10 ¢cocuktan U¢unin akut ishal oldugu Glkemizde Saglik Bakanlig (SB)
istatistiklerine gore Turkiye genelinde 2005 yilinin ilk alti ayinda 509,297 ishal
vakasina karsilik yedi ishale bagl 6lum bildirimi yapilmistir®®. Fakat gergek rakamlarin
bunun cok tizerinde oldugu kabul edilmektedir. Ulkemizde ishal gocuk 6lim sebepleri
arasinda besinci srada yer amaktadir®. Ulkemizde bes yas alti cocuklarda ishal
mortalite oramt % 0,384'dur. Turkiye'de SB verilerine gore ishale bagli dlimlerin
toplam cocuk 6liimlerine orami 0-1 yas icin % 24, 1-5 yas icin % 14 bulunmustur®.

Cocuklarin akut gastroenteritlerinde etkenler bakteriler, viruslar ve parazitler
olmak Uzere U¢ ana grupta toplanabilir. Vakalarin 6nemli bir kisminda etken

belirlenememekle beraber en sik goriilen etkenlerin viruslar oldugu bildirilmektedir®.



Ulkemizde yapilan calismalarda akut gastroenteritli cocuklar yas gruplarina gore
degerlendirildiginde en sik gorilen gastroenterit etkenlerinin bir yas altinda rotavirus,
norovirus, adenovirus ve Salmonella; 1-4 yas arasinda rotavirus, norovirus, adenovirus
ve Samonella, Campylobacter ve Yersinia; bes yas Uzerinde Campylobacter,
Salmonella ve rotavirus oldugu rapor edilmistir®.

2.4. Patogenez

2.4.1. Ishal M ekanizmalari

Ishalin énlenebilmesi ve tedavi edilebilmesi icin sebepleri ve patofizyolojisinin
bilinmesi gerekmektedir.

Son zamanlarda yapilan calismalarla enterositler ve mukozada bulunan lenfoid
follikUllerin Gzerini 6rten 6zellesmis epitel hicreleri olan M hlcreleri ile enteropatojen
ve kommensal bakterilerin etkilesimini agiklayan model sistemler belirtilmistir.
Bununla birlikte virus ve paraziter infeksiyonlarla ilgili daha az ¢alisma yapilmistir.
Model sistemler patofizyolojiye 151k tutmasi yanisira normal barsak fonksiyonlarinin
anlasiimasina da katkida bulunur. Mikroorganizma ve barsak epiteli arasindaki
etkilesimi anlamak hastalik klinigini anlamaya da yardimcidir®.

Ince ve kalin barsaktaki su ve elektrolit dengesinin bozulmasiyla klinik tablosu
gelisen ishalin, gastrointestinal sistemin sindirim, emilim ve sekretuvar Ozelliklerinin
ortak etkisiyle ortaya ciktig belirtilmektedir®

Gadtrointestinal  sistemin  farkli  bolimlerinin - kontrol  edebilecekleri  sivi
miktarlar: farklidir. Ince barsaklarda yaklasik olarak 8-9 litre sivi absorpsiyonu
gerceklesirken, kalin barsak ince barsaktan kalan 1-2 litre sivimin emilimini yapar. ince
barsak hastaliklarindan dolay: kalin barsaga gegen sivi miktarinin 2-3 kat artisini kalin
barsak sivi emilimini artirarak kompanse edebilir, ama miktarin daha fazla artmasi veya
kalin barsak hastaliklar1 sebebiyle kalin barsak sivi emiliminin azalmasi ishal klinik
tablosunu olusturur. Ince barsagin daha bilyik miktarlarda sivi kontrolti yapmas
sebebiyle 6zellikle siit gocuklarinda ince barsagin etkilendigi hastaliklarda daha hizli ve
sik olarak dehidratasyon gelisir. Siit gocuklarimin diskida sivi kaybetmeleri halinde,
gunlik sivi dontisiimi, ekstraselliler sivi kompenentine oram yetiskinlerin yaklasik iki
kat1 oldugundan dehitratasyon riskleri daha yuksektir. Ayrica st cgocuklarinin
gastrointestinal sistem epitel hiicreleri su ve elektrolitlere daha gegirgendir®.



Ishal 5 farkli mekanizmaile olusabilir:
a) Ozmotik ishaller
b) Sekretuvar ishaller
c) Inflamatuvar ishaller
d) Moatilite bozukluguna bagli ishaller

€) Emilim ylzeyinin azalmasina bagl: ishaller

a) Ozmotik ishaller: Barsak lUmeninde emilemeyen maddelerin varligi sonucu
ozmotik yiUk tarafindan olusan hipertonik ortam sebebiyle 6zellikle duodenum ve
jejunumda enterositlerden barsak limenine su cekilmesi stz konusudur. Kolonun
normal ve kompansatuvar emme kapasitesi |imendeki artmis suyu emmek icin yetersiz
kalinca ishal ortaya cikar. Diarenin sebebi barsakta absorpe edilemeyen solitlerin
(laktuloz, polietilen glikol v.b.) ya da monosakkaridler ve aminoasidler gibi kiguk
molekillerin artmasidir. Ayrica kisa barsak sendromunda ve mukoza hastaliklarinda
(disakkaridaz enzim eksikligi gibi) da ozmotik ishaller gorulebilir. A¢ kalinca ishal
kesilir. Ozmotik ishallerde disk: sulu olup l16kosit icermez.

b) Sekretuvar ishaller: Enterositlerde gerceklesen sekresyon ve absorpsiyon
arasindaki dengenin bozulmasina bagli olarak su ve elektrolit sekresyonu anormal
derecede artmistir ve genellikle ince barsaklarda morfolojik olarak bir patoloji yoktur.
Sekretuvar ishalde asil mekanizma klor (Cl) iyonunun kript htcrelerinden siklik
adenozin monofosfat (CAMP), siklik guanozin monofosfat (cGMP) veya kalsiyum
(Ca)’un artmis uyaristyla asirn sekrete edilmesidir. Ishal bol suludur ve genellikle
|6kosit icermez. Gastrointestinal sistemdeki besinlerden etkilenmedigi igin hastanin ag
kalmasi ishali duzeltmez. Cocuklarda sekretuvar ishalin birgok nedeni vardir; konjenital
klor diaresi, VIPOMA gibi hormon ureten timdrler, endojen veya eksojen laksatifler,
enterik viruslar ve bakteriyel toksinler (V. cholera, toksjenik E. coli, C. Jejuni, C.
perfingens, S. aureus, B. cereus gibi bakterilerin toksinleri) sayilabilir.

¢) Inflamatuvar ishaller: ince barsaklar ve kolonda gesitli sebeplere bagl:
olarak hafif veya siddetli bir inflamasyon sonucu barsak hicreleri hasari ile ortaya
cikan, malabsorpsiyon tablosu ve sekresyon artisinin goéraldiig ishallerdir. Mukus, kan
ve proteinin eksidasyonu diski ile su, elektrolit ve protein kaybettirir.
Mikroorganizmalarin kolonizasyonu, hiicreye yapisma veya epitele invazyonundan
sonra inflamasyon ortaya cikar ve lokositler, mast hicreleri ve fagositler tarafindan



salinan sitokinler (I6kotrienler, prostoglandinler, histamin vb.) enterositleri tahrip eder
ve enterik sinirleri uyarir. Villuslardaki atrofik degisiklikleri kompanse edebilmek icin
kriptalarda hiperplazi gelisir ve sekresyon artisi olur. Tam olgunlasmamis hiicreler
villus hicrelerinin yerini aldig1 icin emilim bozuklugu ortaya c¢ikar. Malabsorbsiyon
sonucu ozmotik ishal ve sekretuvar ishalle birlikte protein kaybi ve eksudasyonun da
katkida bulundugu bir tablo ortaya ¢ikar.

d) Moaotilite bozukluguna bagh gelisen ishaller: Gastrointestinal sistemin
motilitesi absorpsiyonu etkiler. Hipomotilite, normalde goreceli olarak steril olan Ust
ince barsakta intestinal mikrofloranin proliferasyonuna yol agabilir. Hipermotilite ise
barsaktan sivinin gecis zamanim kisaltarak emilimin azalmasina neden olabilir.
Tirotoksikoz, irritabl kolon, dumping sendromu ve bazen de infeksiyonlar motilite
artisina neden olabilir.

e) Emilim yilizeyinin azalmasna bagh ishaller: Cerrahi bir girisim sonrast
anatomik olarak ya da mukozal bir hastalikta fonksiyonel olarak barsagin emilim
ylzeyinin azalmasiyla suyun enterosistemik donistimt azalir ve ishaller ortaya cikar.
Diski suludur. Barsak rezeksiyonlari, fistiller ve mukozal hastaliklar emilim yizeyinin
azalmasina ve barsaktan gegis siresinin kisalmasina bagli olarak malabsorbsiyon ve
ishale yol agarlar.

Belirli bir enteropatojen aynm anda birden farkli mekanizmay harekete gecirerek
ishale sebep olabilir.

2.4.2. Enfeksiydz Gastroenteritlerin Patogenezinde Rol Oynayan
M ekanizmalar

Infeksiyoz ishallerde etken mikroorganizmalar degisik virulans faktorleriyle
konak savunma mekanizmalarim asmaya calisir. Akut ishal patogenezinde farkli
etyolojik etkenlerin yam sira konaga 6zgu faktorler de 6nemli rol oynar.

Konagin yasi, kisisel hijyen, gastrik asidite, intestinal mikroflora, misin salgisi,
gpesifik immun sistem, beslenme bicimi ve intestinal reseptorler gibi etkenler ishalin
ortaya gikmasinda rol oynayabilir.
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infeksiyoz ishallere karsi savunmada en 6nemli konak faktor leri

Yenidogan, siit ¢cocugu ve yaslilarda koruyucu flora ve immunitede yetersizlik
sonucu infeksiyoz ishaller daha kolay gelisir.

Midenin asit pH'da olmasi pek cok patojene karsi koruyucudur. Salmonella,
Shigellave E. coli infeksiyonlarina engel olur. Fakat rotavirus, giardia ve entamoeba kistleri
mide asidine direnclidir. Mide pH’ sinin artmast (aklorhidri, antiasitler) veya mideden gegis
stiresinin kisalmasi (ameliyat) sonucu ince barsaga fazla sayida canli organizma gegebilir.

Safra tuzlarr mikroorganizmalarin yuzeyini bozarak ¢ogunu inhibe eder, fakat
Enterobacteriaceae Uyeleri safra tuzuna dayanklidir.

Flora Uyeleri patojenlerin barsaklara kolonizasyonunu engeller.

Ince barsakta kriptler icindeki Paneth hiicrelerinin Urettigi antimikrobiyal etkili
peptitler mikroorganizmalara kars1 koruyucu etki gosterirler. Ayrica barsak duvarindan
girisin 6nlenmesinde sekretuvar IgA ve mukus tabakas: da 6nemli rol oynar.

Anne siitti ile beslenme 6nemli bir koruyucu faktordur.

Barsak peristaltik hareketleri Ust ince barsagi temizlemede Onemlidir.
Peristaltizmin ~ azaldigi  durumlarda burada asir1  bakteri  kolonizasyonu
gerceklesmektedir.

Ayrica konak immunitesi de patojen mikroorganizmalarin etkilerine karsi
barsagi korurlar. Savunmada barsak lenfoid doku hicreleri (peyer plaklar) ve
sekretuvar IgA etkilidir. Enteropatojene karsi olusan dogal immunitede TLR (Toll Like
Receptor) gorev air. Patojen mikroorganizmamn lipopolisakkaritleri  TLR-4,
peptidoglikan yapist TLR-2, lipoprotein ve flagellin yapist TLR-5, ¢ift sarmalli RNA
TLR-7 ve DNA ise TLR-7 ile tamnir. Epitel hicrelerinin apikal yizeylerinde bulunan
bu reseptorlere patojen mikroorganizmalarin adezyonu proinflamatuar sitokinlerin
sekresyonunu uyararak immun cevaln baglatir. Proinflamatuar sitokinler  bir
transkripsiyon faktord olan nikleer faktor kappa betalar1 (NFKB) aktive ederek etki
gogerir. Epitel hiucreleri cesitli bakteriyel patojenlere immun cevapta kemokin ve
sitokinleri Uretir. immun cevapta I6kosit, makrofaj, T hiicreleri, plazma hticrelerinin
infeksiyon alanina gociinii tetikler®.

Son zamanlarda yapilan calismalarda sitoplazma proteinleri yeni Gyeleri olan
Nod 1(Nucleotid binding oligomerisation domain) olan CARD4 (caspase recruiment
domain family member 4) ve CARD15 ( Nod2) belirtilmistir. CARD/ Nod
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proteinlerinin patogenezdeki rolinin anlasilmas: icin blydk ugraslar verilmektedir.
NFKB'yi aktive ederek etki goserirler. CARD15’de mutasyon sonucu anormal NFKB
aracili immun cevap ortaya cikar ve bu da bakterilerin cogalmasi ve mukoza bariyer
gorevinin ortadan kalkmasina yol acar. Mikroorganizmalarin tamnamamasina bagli
olarak intraselliller patojenlerle persistan infeksiyonlar olusur®’.

Enteropatojene ait faktorler

Akut gastroenteritlerde hastaliga sebep olabilecek mikroorganizma miktari
(inokulum) tiirden tire degismektedir. Ornegin Salmonella, Vibrio cholerag’ da en az
10° bakteri alinmasi gerekirirken, Shigella, Giardia ve Shiga toksin Ureten E. Coli
(STEC; enterohemorajik E. Coli (EHEC) veya verotoksikojenik E. Coli (VTEC))' de
bulas icin 10-100 bakteri alinmas: yeterli olur. Viral gastrointestinal infeksiyonlarda ise
viruslar son derece bulasicidir ve infeksiyonun olusabilmesi i¢in 10-100 kadar az sayida
virus partikilii yeterlidir®,

Ishal olusturan enteropatojenler adezyon, invazyon, enterotoksin veya
sitotoksinlerin etkileriyle konak savunma mekanizmalarini asarak hastalik olustururlar.
Insanlarda gastroenterit yapan patojenler ile barsaklar arasindaki ilk etkilesim mukozal
yuzeydeki epitel hicreler ile olur. Bakteriyel ve viral patojenlerin  hastalik
olusturabilmeleri icin epitele adezyon ve burada kolonizasyon sarttir.

Enteropatojenler ve konak savunma mekanizmalar: arasindaki etkilesim sonucu
barsakta ya sekresyonda artis sonucu noninflamatuvar / sekretuvar tip ishal veya
mukozada hasarlanmaya ve inflamasyona bagli olarak inflamatuvar tipte ishal
gelismektedir. Inflamatuvar ishaller; bakterilerin adezyonu, invazyonu veya sitotoksin
olusturmalar: sonucu ortaya cikar. Kolon ve distal ince barsak mukozasinda harabiyet
(destruksiyon) vardir. Etken patojenlere 6rnek olarak; Salmonella spp, Shigella spp
Campylobacter jejuni, STEC, enteroinvaziv E.Coli (EIEC), Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica, Clostridium difficle, Entamoeba histolytica gosterilebilir. Non-
inflamatuar ishal ise invazyon olmaksizin bakterilerin adezyonu, enterotoksin dretimi
veya viruslarin invazyonuyla olusan villus hiicre kaybi sebebiyle olur. Ince barsak
mukoza morfolojisi bu ishal sirasinda ya normaldir veya ¢ok az degisiklik gozlenir.
Mukozada harabiyet olmadan sekresyon artisi ve absorpsiyon azalisi ile karakterizedir.
Etken patojenlere 6rnek; Vibrio cholerae, enterotoksikojenik E. Coli (ETEC),
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enteropatojen E. Coli

(EPEC),

enteroagregatif E. Coli

(EAEQ),

Clostridium

perfiringens, rotavirus ve diger enterik viruslar, Giardia ve Cryptosporidium’ dur®.

Tablo 2. Akut infeksiytz ishaller de etkenler ve fizyopatolojik mekanizmalari

Fizyopatolojik | Toksin Oretimi Bar sak Minimal Sistemik Degisken/ siddetli
M ekanizma hiicrelerine mukozal enfeksiyon | mukozal invazyon
aderens invazyon

ETEC EAEC Norovirus Listeryoz | Campylobacter spp

Vibrio cholerae EPEC Rotavirus Lejyonello | Salmonella spp

EHEC Giardia Adenovirus z Shigellaspp
Mikroorganizma | Cl. perfingens Astrovirus Kizamik EIEC

Cl. difficile Cryptosporidium | Calicivirus Viral V. parahaemolyticus

Bacillus cereus Helmintler HSV hepatit E. higtolytica

Staph. aureus Coronavirus | Psittakoz Aeromonas spp

Aeromonas spp CmMV Yersinya spp

2.4.2.1. Viral Gastroenteritlerin Patogenezi

Rotaviruslar basta olmak Uzere ishale sebep olan viruslar, fekal-oral bulaslar
sonrast mide asidinden etkilenmeden ince barsaklara gecerler ve burada villus ug
kisimlarinda bulunan olgun enterositleri infekte ederler. Enterik viruslar, ince barsakta
kan ve Iokosit icermeyen bol sulu noninflamatuvar ishale yol agarlar. Hastalik
genellikle duodenum ve proksimal jejunuma sinirlidir®.

Invazyon sonrasi epitelin lizisi ile virionlar serbest kalir. intestinal villus
epitelinde atrofi olur, villuslar kisalir, mikrovilluslar azalir ve duzlesir. Kript
hiperplazisi gorulir. Olgun absorptif enterositlerin yerine kriptlerden gelen sekretuar
immatir hiicreler yerlesir*. Lamina propriada mononiikleer lenfoid hiicre infiltrasyonu
olur. Hasarli hiicreler ile birlikte, barsak limenine dokultrken diskinin her graminda
10" partikill gibi fazla miktarda virus salinir®. Villus fonksiyonlarinin normale
dénmesi icin 3-8 hafta gerekebilir.

Rotavirus patojenitesini tayin eden faktérler tam olarak anlasilamamustir.
Rotaviruslar VP4 proteini ile enterositlerin ytizeyinde bulunan integrin ve sialik asit
iceren gangliozid gibi reseptorlere baglanmaktadir. VP4 proteininin  proteolitik
enzimlerle ayrismasi hiicreye virusun penetrasyonu icin esastir,

Rotavirus diaresinin olusmasinda bircok mekanizma rol oynar. Villuslarda
bulunan emilimden sorumlu enterositlere virus invasyonu sonrasi bu infekte hiicreler

dokuldr. Bu absorpsiyon ylzeyini azaltir, su ve dektrolit kaybina sebep olur. Glikoza

13




bagli sodyum (Na) emiliminin bozuldugu ve Na-K ATPaz aktivitesinin azaldig: sulu
diskilarin olustugu bildirilmektedir. Dokulen epitel hicrelerinin yerine olgunlasmamis
kript tipi hicrelerin gegmesi sonucu epitel disfonksiyonu olur, laktaz ve maltaz gibi
disakkaridaz enzimlerinin (firgams: kenar enzimleri) Uretiminin azalmasina yol agar ve
laktoz gibi sindirilemeyen sekerlerin ince barsakta birikmesi ozmotik basinci
yukselterek sivi kaybini daha da artirir. Mukoza invazyonu nedeniyle 2-4 hafta kadar
siiren gecici bir sekonder laktoz intolerans: siktir®.

Hiperplaziye ugrayan kript hicrelerinden artmis Cl salimmi barsak |Umenine
sekresyonu artirir®®. Ayrica rotavirus enterik sinir sisteminin sekretuvar néronlarin

4245 Rotavirusun

stimile ederek de intestinal su ve elektrolit sekresyonunu artirir
kodladigi1 proteinlerden biri olan NSP4 viral enterotoksindir ve endoplazmik
retikulumdan Ca'yr mobilize ederek hiicre i¢ci Ca miktarim artirir ve Cl sekresyonu
uyarr. NSP4'n (non-structurel protein 4) hicrelerden salindigi veya hiicre lizisi ile
hiicre dis1 ortama gecerek komsu epitel kript hticrelerinde Cl sekresyonu stimile ettigi
gosterilmistir®®.

Yas gibi konak faktorleri de rotavirus patogenezini etkileyebilir, clinki belirtiler
kicuk cocuklarda daha belirgindir. Villus epitel hiicreleri Gzerindeki rotavirus baglayan
reseptorlerin miktar1 yasla azalir, bu hayvan calismalarinda gosterilmistir. Buna karsilik
eriskinlerde infeksiyonun asemptomatik veya az belirtilerle seyretmesi daha cok
immunitenin  kazamlmasiyla iliskilidir. Yashlar ise muhtemelen immunitenin
azalmasina bagli olarak ciddi hastaliga karsi duyarlidirlar.

Norovirus gastroenteritinde patogenez ginimiizde tam olarak anlasilamamustir.
Norovirus ile infekte gondllilerin jejenum biopsilerinin 151k mikroskopu (IM)
incelemesinde; rotaviruslarin etkisine benzer olarak villuslarda kisalma, epitel
hiicrelerinde disorganizasyon ve vakuolizasyon, kript hipertrofisi ve lamina propriada
mononlkleer hicre infiltrasyonu gozlenmistir. Mukozadaki harabiyet gegici olarak
firgamst kenar enzimlerinin yapimint azaltir, fakat konvelasan donemde normal yapim
miktarina ulasilir®’.

Astrovirusun patogenezi, yapilan ¢alismalarla hentiz anlagilamamamistir. Akut
gastroenteritli cocuklarda EM ile ince barsakta olgun enterositlerde astrovirus
gbzlenmistir. Villuslarda kisalma ve lamina propriada hafif mononukleer hiicre artisi
bildirilmistir*®. Hayvan calismalarinda intestinal vill6z atrofi gozlenmistir®.
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Adenovirus rotavirusa benzer yolla ishal olusturur. Adenovirus serotip 40 ve 41
diaresi olan hastalarda virus enterosit c¢ekirdeginde cogalir ve bunlar tarafindan
enterositlerde olusturulan lezyonlar villuslarin atrofisine ve kriptlerde kompanze
hiperplaziye yol acar ve daha sonra malabsorbsiyon ve sivi kaybr olur™.

2.4.2.2. Bakteriyel Gastroenteritlerin Patogenezi

Bakteriyel enteropatojenler insanlarda hastalik olustururken etkilerini virulans
faktorler ile olustururlar. Virulans faktorleri bakteri genomunda patojenite adalarinda
kodlanir. Bakteriyel enteropatojenler farkli virulans faktorleri ile farkli mekanizmalar
Uzerinden etki gosterirler. Enterositlerde hasar yapar veya sinyal iletimi, sitokin tretimi
ve hiicre iskeleti yapisinda degisiklikler gibi fonksiyonlarinda degisiklige yol acarlar.

Bakteriler limen icerisinde besin maddeleri ile birlikte atilmamak i¢in mukozaya
tutunmak zorundadir. Bakteriyel enteropatojenler degisik ylzey yapr elemanlari
(adezyon faktorleri; pili veya fimbria) ile enterosite tutunurlar ve burada kolonize
olurlar. Ayrica bazilar1 virulans faktérleri ile invazyon olusturabilmektedir. Bakterilerde
virulansta bir diger 6nemli faktor ise toksin Uretebilmeleridir.

EAEC ve EPEC epitele adezyon faktorleri ile tutunarak, Shigella, Salmonella,
Yersinia, Campylobacter, Entomoeba histolytica ve EIEC epitele invazyon ile, ETEC
ve Vibrio cholerae enterotoksin Ureterek ve Shigella dysenteriae, EHEC ve Vibrio
parahemolyticus sitotoksin olusturarak etkilerini gosterirler.

Son zamanlarda yapilan deneysel calismalarda cesitli  bakteriyel
enteropatojenlerin virulans faktorlerininin infekte hicre igine girisi icin 6zellesmis
sekresyon sistemleri (Tip 3 sekresyon sistemi) kullandigi kamtlanmistir™. Tip 3
sekresyon sisteminin genomda patojenite adalarinda kodlandig: belirtilmistir>>2.

Diargjenik E. coli’ler farkli virulans faktorler ile farkli hastalik klinikleri
olustururlar:

EAEC infeksiyonlarinda patogenezin gergek mekanizmast tam olarak
bilinmemekle birlikte, ince barsak hticrelerinde harabiyet veya invazyon olusturmazlar.
Fimbria ile adezyon ve toksin retimi patogenezde dnemli rol oynar>. Tipik EAEC
susu, pPAA plazmidde kodlanan aggR ve CVD432 virulans genlerini tasiyan
organizmalar olarak tammlamir. Fimbria (aggregative adherence fimbriae 1, AAF/)
aggR ve CVD432 genleri ile kodlamr. AAF/I etkisiyle Hep-2 veya Hela hicre
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kilturlerinde spesifik agregatif veya dizili tugla gérinimi (AA paterni; aggregative
adhesion pattern) gostermektedir. EAEC suslarinin, adezyon sonrasi potansiyel olarak
barsak sekresyonunu, ETEC 1s1 stabil toksinine (ST) benzer sekilde stimile edebilen,
1stya dayanikli enterotoksinleri (Enteroaggregative heat-stable toxin; EAST) etkisi ile
yaptig1 bildirilmistir, bunlar arasinda en iyi tanimlanan EAST 1'dir>®,

DAEC patogenezinin mekanizmasi agik olmamakla birlikte kompleks bir sinyal
transdiksiyon kaskad: olarak dustunilmustdr.

Knutton ve arkadaslari 1998'de EPEC patogenezinin dort basamakta
gerceklestigini aciklayan bir model 6ne siirmiislerdir'?. EPEC suslar1 adezyon faktorleri
olan boundle forming pili (bfp; paket olusturan pilus) ve Esp A (Esp; E. Coli secreted
protein) filamenti ile ince barsak (6zellikle ileumda) epiteline tutunur. Bfp EAF (E. Coli
adherens faktor) plazmidinde yer alan bfp A ve dsb A (double strand break A)
genlerinde kodlanir. Bfp ve Esp A filamenti epitelde etkilerini olusturmak igin, bir tip 3
sekresyon sistemi olan Tir'e (translocated intimin receptor) baglanarak epitel igine
girerler. Tir LEE lokusunda (locus for enterosit effacement; enterositte hasar yapan
silinme lokusu) yer alan eae geni tarafindan kodlanir. CesT (Tir-specific chaperone)
gibi saperon proteinler de aminoterminal uca baglanarak sekresyon sistemini stabil hale
getirir ve sekrete proteinlerin hiicre icine transferini baslatir™. Tir'de tirozin
fosforillenmesi sonucu F-aktin ve diger hiicre iskeleti elemanlari polimerize olurlar.
Sonucta Uzerinde bulundugu enterosit membranmina baslik benzeri pedestalleri ile
tutunma yoluyla karakterize klasik bir histopatolojik lezyon (enterosite yapisma-silinme
yapan lezyon; attaching-effacing, AE lezyon) olusturarak mikrovilluslarda (firgamsi
kenarda) lokal harabiyet yapar, epitel olir ve yama tarzinda AE lezyonu olusur™ .
Ayrica F-aktin fosforillenmesi hicreler arast siki  baglantt (zona occludens)
proteinlerinin de ayrilmasina, butlinligin bozulmasina yol acar. Barsak permabilitesi
artar Boylece elektrolit ve suyun barsak liimenine transportu artar™”.

EAF plazmidi ve LEE patojenite adasinin her ikisini de tastyan organizmalar
icin ““Tipik EPEC; klasik EPEC'" terimi kullanilirken, sadece LEE lokusuna sahip
olanlar ‘*Atipik EPEC"’ olarak isimlendirilmektedir.

STEC susu, EPEC ile gelisen histopatolojik bulgulara benzer sekilde epitele
adezyonu sonrasi mikrovillus hasar1 (AE lezyonu) olusturur. Distal ileum ve kolonu
tutar®, Patogenezinde plazmidlerce kodlanan fimbria ve sitotoksin olan Shigalike toksin
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(Shiga toksinine benzeyen toksin; stx)  GUretimi dnemlidir. Ayrica EHEC de LEE
lokusunda eae geninde Tir'e homolog Esp E proteini yapilir, intiminden farkl: olarak
bunlarda tirozin rezidiileri yoktur™. Fimbria Esp E proteinine baglanir, hiicre icine girer
ve F-aktin polimerize olur®®. EPEC gibi mikrovilluslarda fircams: kenarda harabiyet
yapar ve epitel olur.

STEC'in Urettigi Shigalike toksinleri ilk olarak Vero hticre kilttriinde gbzlenmis
oldugundan verotoksin olarak da adlandirilmaktadir. Shigalike toksini Vero hticrelerine
toksik etki gosteren, protein sentezini inhibe eden ve lizojen bir bakteriyofaj tarafindan
kodlanan sitotoksinlerdir. Bunlar; Shigella dysenteriae tip 1'in olusturdugu toksin ile
ayn: olan shigalike toksinl (stx 1; verotoksin 1) ve daha az benzeyen shigalike toksin
2dir (stx 2; verotoksin 2). Shigalike toksinleri B subuniti ile epitelde bulunan
globotrisilseramid (Gb3 ve Gb4) reseptorlerine baglanmir. Toksin A subuniti hiicrede
protein sentezini inhibe eder®™. HUS (hemolitik tremik sendrom) gelismesi, shigalike
toksinin bobrek endotel hiicrelerine sitotoksik  etkisinden kaynaklamr. HUS
gelismesinde sitokinlerin de indirek olarak roll vardir.

EPEC ve EHEC 0O157: H7 infeksiyonlari epitel hiicrelerinde NFKB’y1 aktive
ederler, NFKB sitozolden nukleusa gecerek burada interlokin 8 (IL-8) kodlayan
genlerin promoter bdlgesine baglanir. Boylece PMNL icin kemoatraktan olan IL-8
sitokin retilir®.

ETEC suslari CFA | (kolonizasyon faktor 1), CFA |1 ve E8775 gibi adezyon
faktorleri ve Tia, LeoA gibi CS antijenleri (coli surface associated antigen) ile ince
barsak epiteline tutunurlar®®. Kolonizasyon faktorleri EM’de fimbriyaya benzeyen
filamentdz yapilar olarak gorulur. Kolonizan faktdrler plazmidde Ing A geninde
kodlanir. ETEC kolonizasyon sonrasi bir veya daha fazla enterotoksin salgilayarak bol
miktarda, sulu sekretuvar tipte ishale sebep olur. Invazyon ve mukozada harabiyet
yoktur.

ETEC, 15 labil toksin (LT toksin; 1siya dayaniksiz enterotoksin) ve 1si stabil
toksin (ST toksin; i1siya dayanikli enterotoksin) olmak Uzere iki tip toksin Uretir.
Enterotoksinler plazmidde farkli bdlgelerde kodlanir. Enterotoksinler multimerik yapida
olup B (baglanma) ve A (aktif) subunitlerden olusur. Holotoksin (Ave B subuniti ikisini
birden igeren toksin) hiicre icine endositoz ile girdikten sonra ER’ da A subuniti B’den
ayrilir ve A subuniti sitozole geger, ikincil mesajcilar: etkileyerek kript hiicrelerinde Cl
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kanalim (CTFR kanal1; Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) acar, Cl
sekresyonu artar ve bdylece barsak Iimenine elektrolit ve su sekresyonuna sebep
olurlar. Ayrica Na ve Cl'un barsak limeninden fircamsi kenara ve hiicre icine dogru
absorpsiyonunu da inhibe eder. Hucre icine glukoza bagli Na ve su girisi bozulmaz.
Bakteri enterotoksininin hiicreler arasi gegisi siklikla enterosit apikal yizeyinden, daha
az ise hiicre bazolateralinde yer alan interselliler siki baglantilarla olur. Transepitelyal
permabilite artar.

LT toksni, ETEC patojenitesinden biytk oranda sorumlu olan toksindir. LT
toksini, kolera enterotoksinine benzer etki goserir. B subuniti ile gangliozid GM1
reseptorune irreversible baglanir, adenilat siklazi aktive eder. Sonucta hiicre ici CAMP
(ikincil mesajci) duzeyi artar. ST toksini ise enterosit apikal ylzeyinde yer alan guanilat
siklaz C reseptorune irreversible baglanmir. Baglanma sonucu hticre igci CGMP (ikincil
mesajc1) dizeyi artar, LT'ye benzer sekilde barsak |Umenine su ve elektrolit
sekresyonunu uyarir®.

EIEC suslar: Shigella ya benzer sekilde kalin barsak epiteline invaze olarak etki
gogerirler, fakat farkli olarak shiga toksin Uretmezler. Tum virulan Shigella suslar: ve
EIEC suslarinda kromozomda 3-5 lokusu tutan bir virulans plazmid bulunmaktadir. Bu
plazmid bakterinin epitele tutunmasint ve fagositozdan korunmasim saglayan dis
membran proteinleri kodlamaktadir. Bu proteinler virulans plazmidde mxi (membrane
expression of invasion) geninde kodlanirlar. Dis membran proteinleri tip 3 sekresyon
sistemi ile hiicre icine alinir. ilk olarak invaziv plazmid antijen (ipa D) ile epitele
baglanir, bu baglanma hiicre iskeletini yeniden dizenleyerek bakterinin hiicre icine
fagositozunu saglar. ipa B ve ipa C diger proteinler olup bakteri yiizeyinde ve
ekstraseltler sivida bulunurlar, fagositoz ve fagositoz vezikilu rdptird igin esastirlar.
Daha sonra EIEC sitoplazmada gogalir, Ics A (VirG) ve lcs B proteinleri etkisiyle hiicre
Olur, aktin yeniden diizenlenmesi ile de bakteri hiicreler arasi yayilir. Shigellatirleri ve
EIEC'de bakteriyel DNA kaybimn mikroorganizma virulansim uyarmada etkili
yollardan biri oldugu bildirilmistir'%.

Shigellatirleri dizanteri yapan organizmalarin tipik 6rnegidir, fakat sulu ishaller
de siklikla gorulmektedir. Shigella infeksiyonu patogenezi oldukc¢a karmasiktir. Kolon,
rektum ve kismen terminal ileum tutulur. Shigella mn temel virulans 6zelligi, kolon

epitel hicrelerine invazyon kabiliyeti varligidir. M hicreleri  birgok invaziv
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mikroorganizma tarafindan epitel bariyeri gegmek icin kullanilir. Shigella'lar barsak M
epitel hicrelerine invazyon igin spesifik bir virulans plazmidine ihtiyag duyarlar. Dis
membran proteinleri  bir hemolizin ile birlikte fagositler icindeki fagosomun
parcalanmasini ve bakterilerin dogrudan sitoplazma icinde cogalmasini saglar®™. Daha
sora lenfoid follikile gegerler ve makrofajlarca fagosite edilir, Shigella apopitoz ile
makrofaj1 oldurir ve mukoza epiteline bazolateral kismindan invaze olur. Lateral olarak
bir hiicreden digerine yayilir®.

Shigella bir sitotoksin olan Shiga toksinini salgilar. Sitotoksin, enzim aktivitesi
olan “A” ve baglanmay: saglayan “B” alt bolumlerinden olusur. Shiga toksini hiicrede
Gb3 reseptorini tanmir, endositozla sitoplazmaya gecer ve burada 60S ribozomal
altinitine irreversible olarak baglanir ve protein sentezini inhibe eder, bdylece
hiicrelerin 6limiine yol acar*?. Shiga toksini salgilayan suslar kolon damarlarinda agir
hasar olustururlar ve sonugta kolon epitelinde nekroz ve inflamasyon gelisir®.
Polimorfonikleer inflamatuvar cevaln tetikler. Inflamasyon genellikle barsak
mukozasina sinirlidir.  Kolonda tutulan bdlge mukozasinda 6dem, konjesyon, mukus
salgilanmasi, epitel hicrelerinde harabiyet ve dokilme, kript hiperplazisi, goblet
hicrelerinde harabiyet, lamina propriada inflamasyon ve mikroabse olusumu
gerceklesir. Daha sonra nekroze olarak Ulserlesir, yizeyel llser ve hemoragjiler olusur.
Kalin barsak ve rektum ile sinirl1 Ulserasyonlar tipik olarak lamina propriamin otesine
gecmez. Bu yuzeyel Ulserlerin Gzeri fibrin, 16kosit artiklari, bakteri ve nekrotik epitel
parcalarindan olusan yalanci zarla ortUludir. Barsak limeni ve diskida inflamatuvar
eksuda gozlenir. Sonugta kolit ve mukoza tlserasyonu ile kanli, mukuslu ve/veya atesli
ishal tablosu ortaya cikar, buna dizanteri de denilir®®.

Shiga toksinini S. dysenteriae tip 1 ¢ok, digerleri ise cok az sentezler veya hic
sentezlemez. Basilli dizanteri belirtileri ve toksin miktar: arasindaki iligki tartismalidir,
fakat S dysenteriaetip 1 ile olusan hastalik daha agir seyirlidir.

C. jguni genom analizi yapilmis olmasina ragmen kampilobaktere ait virulans
faktorleri ile infeksiyonun patogenezi tam olarak aydinlatilamamustir. Kampilobakter
enteriti jejenum ve ileum proksimalinden baslayip kolona yayilir. intestinal epitelin
yuizeyine kolonizasyonda mikroorganizmaya ait adeziv fimbria ve nonfimbrial yuzey
yap1 elemanlar1 etkilidir. C.jguni'de adezyondan sorumlu CadF (Campylobacter
adesion to fibronektin), PEB1 (periplasmic binding protein) ve JpA (Jejuni lipoprotein
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A) nonfimbrial ylzey yap proteini vardir. CadF kampilobakterlerin fibronektin
reseptorlerine baglanmasini saglayan bir dis membran proteinidir®®. PEB1 gram negatif
bakterilerdeki aminoasit transport proteinlerine benzeyen bir dis membran proteinidir.
JpA ise yuzey etkili bir lipoproteindir ve intestinal epitelde Hsp 90 ile etkileserek
NFKB'y1 aktiflestirir’.

C. jguni’nin ayrica lipopolisakkarit tabakas: ve kapsili de epitele adezyonda
rol oynar. C. jgjuni kapsilii mukoza hiicrelerinden salinan defensin 1 ve lizozim gibi
antimikrobiyal peptidlere karsi mikroorganizmay: korur™ "2, Kampilobakter barsaga
tutunup epitel ylzeyinde kolonize olduktan sonra endotoksin (isiya dayanmksiz
enterotoksin, shiga like toksin, Hep-2 elongasyon yapan toksin ve diger sitotoksinler)
olusumu ile sekretuvar tip ishal gelisir, takiben bakteriyel invazyon ve epitel hasarinin
tabloya eklenmesi ile digskida I6kosit varligi ile giden dizanterik form ishale donusebilir.

C. jguni epitel dokular: icine invaze olan flagella proteinleri sentezler, fakat
bunlar Tip 3 sekresyon sistemi proteinleri ile homoloji gostermemektedir. C. jguni’nin
hiicreye invazyonu hticre kilturti ve hayvan modelleri ile aciklanmaya calisilmistur.
Calismalarin bircogunda Cia proteinleri (Campylobacter invasion antigen) olarak
adlandirilan bir grup proteinin kampilobakterlerin hiicreye invazyonunda gerekliligi
ortaya konmustur 2.

C. jguni hicreye invazyonu pTed ve pVir plazmidleri ile kodlanan bir dizi
genetik faktor tarafindan da etkilenmektedir. Yapilan Klinik calismalarda diski
orneklerinden izole edilen C. jguni suslarinin % 19-53 oraninda pVir plazmiti tasichgi
ve bunu tastyan suslarin daha yilksek oranda dizanteriye yol actig: bildirilmistir’™.

Kampilobakterlerin Urettigi enterotoksinlerin ishal patogenezindeki rolt tam
olarak anlasilamamistir. Istya dayaniksiz enterotoksin ile gangliozid GM1 reseptérleri
uyarir, hicre ici CAMP artis1 sonucu Cl kanal1 agilir ve sekretuvar tipte ishal yapar.
Daha 6nce Salmonella, Helicobacter ve E. coli tirlerinde gosterilen ve dkaryot hiicre
siklusunu G2/M fazinda inhibe ederek hiicre 6limiine sebep olan CLDT toksininin
(cytolethal distending toxin) C. jgjuni tarafindan da Uretildigi gosrerilmistir. CLDT
kolon immatur kript hiicrelerini yikima ugratarak barsak limenine agir1 sivi kagisina yol
acar. Ayrica epitel hticre protein kinazlar: tarafindan algilanan CLDT ve bakteri hiicre
duvari lipopolisakkariti IL-1 prop’mn aktivasyonuna yol acar ve NFKB'yi aktiflestirir.
NFKB proinflamatuar sitokinleri uyarir ve inflamasyon baslar, epitel bittnltgl bozulur.
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Kampilobakterler inflamasyona bagli olarak agilan interselliler araliklardan
“parasellller’” veyainvaze olduklar1 hiicreyi lizisile parcalayarak ‘‘transsellller’’ yolla
lamina propriaya transloke olurlar. Bu donemde ishal dizanterik forma donusr.
Nadiren enteroportal yolla dissemine infeksiyonayol acar’*. C. fetus suslar1 yiizeyindeki
S protein mikroorganizmay: serum bakterisidal etkilerine kars: korudugundan C. fetus
infeksiyonlarindan sonra bakteriyemi sik gelismektedir”,

S typhi'nin ve nontifoidal salmonella suslarimin barsak epiteline invazyonu
Salmonella tirlerinin iyi bilinen bir virulans 6zelligidir. Aralarinda S typhimurium’un
da bulundugu non-tifoidal salmonellalar genellikle sulu ishal yapar. Salmonella
infeksiyonlarinda gelisen sekretuvar ishalin patogenezi tam olarak agiklanamarmstir'® ™.
Terminal ileum ve ¢ekum en fazla tutulur. Salmonella tipik olarak barsak mukoza
hiicrelerine 6nce adezyon yapar, daha sonra vakuol i¢inde endositozla hiicreye invaze
olarak hastalik yapar™ . invazyon hizlidir. Salmonella patojenite adasi 2’ de kodlanan
Tip 3 sekresyon sistemi (Sap E ve Spt P) ile S. typhi efektor proteinleri epitel icine girer
ve ikinci mesgjcilart uyarir”’.  Salmonella, Shigella gibi invaziv bakteriler Rac, Rho,
Cdc 42 gibi konak ikincil mesajcilarim kullanarak hiicre iskeletinde degisikliklere yol
acarlar ve bu bakterinin epitel hiicresi icine alinmasin tetikler”®, Ornegin mutant Cdc 42
ekspresyonunda, Salmonella typhimurium’un epitel icine girisi engellenir. Ayrica bazi
enterotoksinler salgilasalar da hastalikta rolleri iyi tanimlanmamustir .

Tifoda mikroorganizma vakuol iginde bazal hiicre membranim gegerek hizla
Peyer plaklarindaki makrofaj, lenfositlerle ve kolonda lamina propriadaki lenfoid doku
tarafindan tutulur. Bakteriyel proliferasyon lamina propria ve mezenterik lenf
nodlarinda olur. S. typhi lamina propriada monontikleer hiicre cevabr olusturur ve Peyer
plaklar1 ve mezenterik nodlar buyuyebilir. Mukoza invazyonu ve epitel hasarina bagl
olarak tekrarlayan veya uzamus ishaller gorulebilir. Salmonellalar intraselller canli
kalarak retiktloendotelyal sisteme ulasabilir. BOylece antikor ve bazi antimikrobiyal
gjanlardan korunabilir. Bakteri bu intraselliler lokalizasyonu, uzamis tasiyiciliga ve
organizmanin uzamis ekskresyonuna (atilim) sebep olabilir. S typhi ve S paratyphi
mukozay1 gecer ve bakteriyemi yapma olasiliklar: diger salmonella turlerinden daha

fazladir'?.
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2.5. Etiyolojik Ajanlar

Infeksiy6z akut gastroenteritlere viral, bakteriyel veya paraziter enteropatojenler
sebep olabilir. Akut infeksiydz gastroenterit her yas doneminde ortaya ¢ikabilir, ancak
etiyolojik ajanlar ve hastaligin siddeti yasa, mevsime ve cografik bdlgeye gore
degiskenlik gosterir®®s:.

Tablo 3'de ¢ocuklarda akut ishal olusturan gastrointestinal sistem infeksiyonuna
yol acan enteropatojenler ve goriilme sikliklar gésterilmistir™.

Tablo 3. Gelismis Ulkelerde akut infeksiydz ishallerin ana sebepleri

Patojen Sporadik ishalli vakalarda gorilme skhklary
(%)
Virudar
Rotavirus 25-40
Calicivirus 1-20
Norwalk-like virus 10
Adrovirus 4-9
Enterik tip adenovirus 2-4
Bakteri
Campylobacter jejuni 6-8
Salmonella 3-7
Escherichia coli 35
Enterotoksijenik (ETEC)
Enteropatojenik (EPEC)
Enteroagregativ (EAEC)
Enteroinvaziv (E/EC)

Enterohemorajik (EHEC)
Diffliz adherent

Shigella 0-3
Yersinia enterocolitica 1-2
Clogtridium difficile 0-2
Vibrio parahaemolyticus 0-1
Vibrio cholerae 01 Bilinmiyor
Vibrio cholerea non-01 Bilinmiyor
Aeromonas hydrophila
Aeromonas caviae
Aeromonas veronii 0-2
biotip sobria
Paraztler

Cryptosporodium 1-3
Giardialamblia 1-3

2.5.1. Virudar

Etkenler g6z 6ntine alindiginda infeksiydz ishallerde viral enteropatojenlerin %
30-70'lere varan oranlarla ilk sirayr aldiklar: bilinmektedir’. Viral gastroenteritler st

solunum yolu infeksiyonlarindan sonra ikinci en yaygin viral hastaliktir. TUm yas
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gruplarint etkiler, dzellikle gocukluk c¢agimn en 6nemli viral hastaliklarindan kabul
edilmektedir®. Gastroenterit viruslar: son derece bulasicidirlar, baslica fekal-oral yolla
bulasirlar. Sporadik veya endemik olarak gorllebilir ve etyolojik ajanlarin
belirlenemedigi ishallerin biyuk bir kisminda etkendirler. Viruslarin neden oldugu
gastroenteritler gelismemis Ulkelerdeki cocuklarda her yil epidemilere ve dlumlere
sebep olurken gelismis tlkelerde ise 6nemli morbidite ve hastaneye yatis sebebidir®.
Hastaliklarin cogu kendi kendini simirlar ve immun yetmezligi olmayan konaklarda
iyilesme tamdir. Agir dehidratasyona yol agmalari halinde 6nemli morbidite ve
mortalite nedeni olurlar.

ABD’de yilda ortalama 3,5 milyon viral gastroenterit vakas: bildirilmekte ve
bunlarin % 35'inin hastaneye yatirilarak tedavisi gerekmektedir. Gelismekte olan
Ulkelerde bu oran daha da yiksektir (125 milyon vakalyil) ve bu vakalarin 18 milyonu
siddetli dehidratasyon ile seyretmektedir®.

Insanlarda gastroenterite yol agan baslica viruslar; rotavirus, norovirus ve
sapovirus, enterik adenoviruslar ve astroviruslardir. Diger viruslar arasinda
nazokomiyal salginlara yol acabilen ve cocuklarda persistan diareye sebep olan
toroviruslar ve daha ¢ok hayvanlarda ishal yapan ancak iki yasindan kiguk cocuklarda
da gogerilmis olan pestiviruslar gibi daha nadir gastroenterit yapan etkenler yer
almaktadir.

2.5.1.1. Rotavirus

Rotaviruslar, diinyada bes yas alt1 cocuklarda gortlen ishallerin, 6zellikle agir
gastroenteritin en dnde gelen etkenidir®. Farkl: tilkelerde yapilan calismalarda, rotavi-
rusun viral gastroenterit vakalarinin % 11-71’ inden sorumlu oldugu bildirilmektedir®®®’.
Cocuklarda rotavirus infeksiyonunun klinik spektrumu asemptomeatik infeksiyondan
0luime sebep olan dehidratasyonla seyreden ciddi diareye kadar degisir. Rotavirus, akut
gastroenterite bagli hastaneye yatislarin yaklasik % 40'inda tespit edilmistir®#%.
Gelismekte olan Ulkelerde rotavirus, gastroenterit nedenli 6limlerin % 10-20'sinden
sorumlu tutulmaktadir™.

Gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde rotavirus hastaligir epidemiyolojisi bazi
farkliliklar gbstermesine ragmen, rotavirus ishalleri gerek gelismis gerekse gelismekte

olan Ulkelerde benzer siklikta gorilmektedir. Hastaneye ishal sikayeti ile basvuran
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cocuklarin digkilarindan rotavirus gelismekte olan Ulkelerde % 10-40, gelismis
tlkelerde ise % 35-50 oranda identifiye edilmistir®. Rotaviruslar, diinya genelinde her
y1l 2 milyondan fazla hastane yatisina ve yaklasik 600 bin 6liime sebep olmaktadir®™®*,

Rotavirus bes yas alti 6zellikle 3-24 ay arasi ¢ocuklarda daha sik gordlar ve
klinik daha agir seyreder. Ozellikle kis aylarinda gorilir. Bu sebeple infantil diare veya
kis dairesi olarak da bilinir®™. Her yas déneminde karsilasilabilen rotavirus ile sonraki
infeksiyonlar daha hafif veya asemptomatik olarak gegirilmektedir.

Inkiibasyon peryodu ortalama 2 (1-3 giin) gundiir. Cocuklarda genellikle 1-3 giin
stiren kusma ve atesi ani baslayan bol sulu ishal izler. Ates hizla normale doner, kusma
1-2 gin, ishal 2-7 gin surer, genellikle hastalik kendi kendini simirlar ve nadiren
kroniklesir. Diskida kan, |6kosit veya mukus bulunmaz. Diskilama sayist artmistir (10-
20 diskilama sayisi/gin) ve sonug olarak ciddi dehidratasyona, asidoza ve elektrolit
imbalansina sebep olabilir®. Dehidratasyon varligi vakalarin yaklasik % 50'sinde
hastaneye yatis1 gerektirir. Bazi vakalar tedavi edilmez ise gelisen hizli ve ciddi
dehidratasyon 6zellikle iki yasindan kicik ¢cocuklarda dlumlere sebep olmaktadr.

Rotavirus son derece bulasicidir ve baglica fekal-oral yolla yayilir. Virus gevrede
direncli kalabildiginden kisiden kisiye bulasma, kontamine gida ve su ile bulasma ve
oyuncak veya kontamine vyiizeylerle temas sonucu olabilmektedir®™. Rotavirus
infeksiyonu olan ¢ocuklar semptomatik olmadan énce ve semptomlarin baglangicindan
iki hafta sonraya kadar virusu yayar. Infekte cocuklarda ekstrakte edilen rotavirus
miktarinin diskinin her graminda 10'°** kadar yiiksek olmasi ve infektivite icin dozun
10 partiktll kadar az sayida olmasi infeksiyonun yayilmasini kolaylastirir.

Rotavirus Reoviridae familyasinda yer alan, zarfsiz, 70 nm c¢apinda, kapsidi
ikosahedral, genomu lineer 11 segmentli, cift sarmalli bir RNA virusudur. EM ile
incelendiginde tekerlege benzer goriniminden dolayr virusa bu isim verilmistir.
Genom segmentlerinin her biri, en az bir viral protein kodlar; bunlarin 6'st yapisal
(VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 ve VP7), 6'st ise yapisal olmayan proteindir (NSP1-6).
Rotavirusun infektif partiklli Uc tabakali (triple-layered particle; TLP) olup; dis
kapsid, i¢ kapsid ve internal kordan olusur. D1s kapsid yap: proteinleri VP4 ve VP7' den
olusur ve bunlar koruyucu humoral immunitenin ana hedefleridir. I¢ kapsid VP6 dan
olusur ve koru cevreler. Yapisal olmayan proteinlerden biri olan NSP4'Un bir viral

enterotoksin oldugu bulunmustur. Ayrica genomun segmentli yapisindan dolay: ayn
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hicrenin iki farkli rotavirus susu ile koinfeksiyonu reassortant virus olusumu ile
sonuglanabilir. Boylece RNA pargalarinin yer degistirmesi ile olusan yeni rotavirus
antijenik yapisi degisir ve onceki antikorlar etkili olmaz*®.

Rotavirus kapsid proteinlerinin antijenik 6zelligine gore serolojik olarak grup,
subgrup ve serotiplere ayrilir. I¢ kapsid proteini VP6 virusun en onemli antijenik
determinantidir®’. ve non-nétralizan antikor cevabi olusturur. Rotavirus grup tanimi
VP6'ya gore yapilir. Rotaviruslar VP6 proteininindeki farkliliklara gore A’dan G'ye (A,
B, C, D, E, F, G) kadar adlandirilan 7 gruba ve Grup A rotaviruslar I, II, I+l ve non |
non |1 olmak tizere dort subgruba ayrilir®. insanlarda yalmizca rotavirus grup A, B ve C
infeksiyon yapmaktadir. insanlardaki gastroenteritlere en stk A grubu rotaviruslar yol
acmaktadir. Subgrup 1l, subgrup I'e gore daha sk gorUlir. Rotavirus serotiplerinin
dagilim farkli cografi bolgelerde ve zaman iginde degisiklik gosterir.

Rotaviruslar her bir grubu igerisinde virusun temel dis kapsid proteinleri olan
VP4 ve VPT7'ye Kkars1 olusan monoklonal antikorlar kullamilarak yapilan nétralizasyon
testi ile daha alt serotiplere ayrilirlar. VP4 ve VP7 hicreye baglanma ve giristen
sorumludur. VP7, bir viral yuzey glikoproteinidir ve VP7 ile simflanan serotipler ise G
serotipleri (G; glikoprotein) olarak adlandirilir. Virusda ¢ikinti seklindeki (spike) ylzey
kapsid proteini olan VP4, proteaza duyarlidir. VP4 ile de P (P; proteaza duyarli)
serotipleri tanimir. Notralizasyon testi ile iki dis kapsid nétralizan antijenleri olan VP4
ve VPT7'ye kars1 antikorlarin reaktivitesi 6lgtlebilir. Hem VP4 hem de VP7 tip spesifik
koruyucu nétralizan antikor olusumunu uyarir. Rotaviruslarin simflandirilmasinda VP4
ve VP7 tipleri ikili sistem olarak kullanilir®.

Grup A rotaviruslarin G ve P serotiplemesi yerine giinimiizde alternatif olarak VP7 ve
VP4 genom segmentinin nikleik asit dizisindeki farkliliklara gore G ve P genotiplemesi
yapilmaya baslanmistir Grup A rotaviruslarinin simdiye kadar 23G genotipi (G1-G23)
ve 31 P genotipi taninmustir. Ancak en az 10 G ve 11 P tipinin insanlar: infekte ettigi
bulunmustur'®. Insan infeksiyonlarinda diinya genelinde rotavirus gastroenteriti ile
iliskili en yaygin genotipler G1, G2, G3, G4 ve G9dur ve tespit edilen bitin
serotiplerin % 90'dan fazlasim olusturur. G1 en baskin olamdir™™. Diinyanin bazi
bolgelerinde G5, G8, G10 ve G12 infeksiyonlar: da tamnmustir. insanlarda en yaygin P
genotipleri, P[8] ve P[4]'dur. P[8] insan rotavirus tiplerinin % 90'dan fazlasini
olusturur. P[8] genotipi P1A serotipine karsilik gelir. Dinyada yapilan epidemiyolojik
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calismalar diinyada P1A[8]G1, P1A[8]G3, P1A[8]G4 ve P1B[4]G2 ve P1A[8]G9 olmak
Uzere bes genotip kombinasyonunun insanlarda rotavirus infeksiyonlarin yaklasik %
90’ indan sorumlu oldugunu gostermistir'®.

Rotaviruslarin ~ gastrointestinal  sisteme  sinirli  infeksiyon  olusturdugu
distntlmekteydi, fakat son calismalarda hem immun kompetan kisiler hem de immun
eksikligi olan infekte cocuklarda rotavirus antijen veya viral RNA’nin kan, beyin
omurilik sivist (BOS), karaciger, safra kanali, mezenterik lenf nodlari, dalak, bobrek,
bogaz ve akciger gibi bircok ekstraintestinal dokuda tespit edildigi bildirilmistir. Bu
bulgularin klinik 6nemi acik degildir. Rotavirus gastroenteritine sahip gocuklardan
alinan serum drneklerinin % 43-66'sinda viremi gordlur. Bir¢cok calismada rotavirus
gasroenteriti olan cocuklarda santral sinir sistemi infeksiyon sikligi % 2-5,7 arasinda

degismektedir %%,

2.5.1.2. Enterik Adenovirus

Akut cocukluk cagi gastroenteritlerinin % 5-15'inden sorumludur'®. Enterik
adenovirus en sik 0-2 yas grubu ¢ocuklarda akut ve 6zellikle uzams ishal (6-12 gin)
nedenidir'®. Adenovirus gastroenteriti, rotavirus gastroenteritine benzer klinik
olusturmaktadir, fakat daha hafif ve daha uzun sireli seyretmektedir. Dehidratasyon
nadiren gordldr. Adenovirus infeksiyonu yilin tim aylarinda gorilebilmekte ve
mevsimsel patern izlememektedir'®.

Inklibasyon siiresinin (8-10 giin) sonunda hafif ates, sulu ishal ve kusma ile
baslar ve 5-12 guin stirer ve genellikle kendiliginden geger. Digki kan ve l6kosit icermez.
Bulanti ve karin agrist da gordlebilir. Uzun siren (persistan) laktoz intoleransi
bildirilmistir'®”.

Adenoviridae ailesinde mastadenovirus genusu bir Uyesidir. Adenoviruslar
baslica solunum yolu, gastrointestinal yol ve gozu tutar. Belirli tiplerin belirli bir
hastalikla iligkili olmast dikkat gekicidir. Adenoviruslar hemaglutinasyon Ozellikleri,
genomlarimin buydkltgu, bilesimi, homolojisi ve organizasyonlarina gore 6 gruba (A-F)

ayrilirlar ve insanda hastaliga yolagabilen 51’ den fazla farkl serotipi vardir'®’

. Alt grup
F de yer alan tip 40 ve 41'in cocuklarda ishal ile olan iliskisi belirgindir ve bunlar

““enterik adenoviruslar’’ olarak adlandirilir.
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Enterik Adenoviruslar 70-80 nm ¢apinda, zarfsiz, kapsidi ikosahedral ve lineer
cift sarmal DNA’lar1 olan viruslardir. Kapsid 240’1 hekzon ve 12’ si penton olmak Uzere
toplam 252 kapsomerden meydana gelir. Her penton bir taban ve fiberden olusur. Her
pentondan disar1 dogru uzanan ve uglarinda yumru bulunan yapilara “fiber” denir.
Fiberlerin hemaglutinin 6zelligi vardir ve virusun hiicre reseptorlerine baglanmasindan
sorumludur. Hekzon ve fiber tip spesifik antijen tasirlar ve bunlara kars1 koruyucu
notralizan antikorlar olusur. Genus spesifik antijen hekzonda lokalizedir, fakat kapsid i¢
kisminda yer aldigindan dolay: koruyucu antikor cevabi uyarmaz*®

Ishale neden olan adenovirisler cogunlukla 40 ve 41 serotiplerdir. Enterik
adenoviruslarin infeksiyon bulgular1 kaybolduktan sonra da viral atiliminin uzun sire
devam etmesi salgin yapabilmesini kolaylastirmaktadir'®. Enterik adenoviriis tip 40 ve
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41 hastane, yetimhane ve cocuk yuvalarinda ishal salginlarina yol agcar—. A grubunda

yer aan tip 31, 12, 18, B grubundan tip 3, 7 ve C grubundan ise tip 1, 2, 5 ve 6 nadiren

gastroenterit yapan diger serotiplerdir'®.

2.5.1.3. Norovirus

Dunyada yaygin gorilen noroviruslar, tim yas gruplarinda bakteriyel olmayan
gastroenterit salginlarinin (% 60-95) en 6nemli sebebidir*™. Norovirus gastroenteriti
gerek gelismis (% 4-30) gerekse gelismekte olan Ulkelerde (% 3-25) benzer siklikta
goriilmektedir*™?. Noroviruslar bilyilk cocuklar ve eriskinlerde salginlar yapar. Yeni
dogan ve kuictik gcocuklarda ise ciddi gastroenteritlerden sorumlu olup rotavirustan sonra
ikinci sirada gelir.

Noroviruslar baslica fekal-oral yolla bulasmaktadir, kusmukla da bulasabilir.
Norovirus infeksiyonu bitiin yil boyunca gorulebilir. Toplumda genellikle sporadik
vakalar halinde gordldr, ancak infekte kisinin ortak bir kaynagi kontamine etmesiyle
salgin meydana gelebilir. Salgin en cok kontamine su ve yiyecek kaynaklidir*®,
Salginlar siklikla kres, okul, hastane, restoran, askeri birlikler, gégmen kamplari, tatil
kamplar: ve seyahat gemileri gibi toplu yasam alanlarinda ortaya cikmaktadir™.
Salginlarda atak oranlari genellikle >% 60’ dir. Ocak 1996 ve Kasm 2000 tarihleri
arasinda CDC’ye( Center for Disease Control; hastalhik kontrol merkezi) bildirilen

Norwalk virusa bagli 348 salginin % 39'u restoran, % 29'u huzurevi ve hastanelerde, %
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12 okul ve kreslerde ve % 10'u tatil yerleri veya yolcu gemisinde tespit edilmistir. Bu
115

salginda gida (% 39), kisiden kisiye temas (% 12) ve kontamine su (% 3) kaynaktir—.

Norovirus infeksiyonlart en carpict 6zelligi semptomlarin hizli baslamast ve
hastaligin izl yayilmasidir. inkiibasyon peryodu 1-3 glndur. Norovirus gastroenteriti
genellikle ani baglar, klinigi bulanti, kusma, sulu ishal ve kramp bigiminde karin agrisi
ile seyreder. Baz1 hastalarda sadece kusma gorilebilir ve bu sebeple hastaliga dnceleri
“‘winter vomiting disease; kis kusma hastaligr’” da denmistir. Erigkinlerde ishal oysa
cocuklarda kusma daha yaygin goralir. Halsizlik, hafif ates, seyrek olarak da bas agrisi
gorulebilir. Digki genellikle kan, mukus veya l6kosit icermez. Digskilama sikligi giinde
4-8'dir. Semptomlar 12-24 saat devam ederken hastalik 3-4 gun surer ve kendi kendini
sinirlar, kronik infeksiyona neden olmaz. Hospitalizasyon nadiren gerekir. Ciddi
dehidratasyon, o6zellikle malnutrisyonlu cocuklar, yashilar ve immun sistemi zayif
hastalarda ortaya Gikabilir'*®,

Norovirus Caliciviridae ailesinde yer alan, zarfsiz, 27-40 nm capinda, kapsidi
ikosahedral, pozitif polariteli tek sarmalli RNA virusudur™’. Daha énceleri Norovirus
““Norwalk benzeri virus;, NLV’’' ve Sapovirus ise ‘*Sapporo benzeri viruslar; SLV’
olarak ilk Ornekleri olan sirastyla Norwalk ve Sapporo viruslar ile iliskilendirilerek
adlandiriimaktaydi. Yakin zamanda NLV grubu Norovirus, SLV grubu ise Sapovirus
olarak tekrar isimlendirilmistir. NLV ve SLV’ler insanlarda gastroenterit yapan ki
genustur ve bunlara insan caliciviruslari (HUCV) da denir. Norwalk virusu 1990 da
klonlanmasi 6ncesinde her (iye kesfedildikleri yerlerin adlariyla adlandirilmaktaydi**®.
NLV’ler; Hawaii virus, Snow Mountain virus, Toronto virus, Bristol virus ve
Montgomery country virustur. SLV grubunda ise Manchester virus, Houstor/86 virus,
Houston/90 virus ve London/92 virus gibi bircok insan calicivirusu meveuttur™®. Bu
virusler hticre kdlttrinde Uretilemediginden epidemiyoloji ve o6zellikleri hakindaki
bilgiler gizli kalmaktadir

Norovirus yuzeyinde 32 adet kupa (calix) seklinde ¢okuntuler bulunur. Genomu
3 acik okunan bolgeye (Open reading frame; ORF) sahiptir. Bunlar RNA bagimli RNA
polimeraz ve helikaz gibi yapisal olmayan proteinleri kodlayan ORF 1, kapsid
proteinleri gibi yapsal proteinleri kodlayan ORF 2 ve fonksiyonu bilinmeyen kiguk
yapisal proteinleri kodlayan ORF 3'tlr. Sapoviruslarin genomu ise biraz daha farklidir,
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yapisal olmayan proteinler ve kapsid proteinleri tek bir biyik ORF tarafindan
kodlanr'?,

Insan caliciviruslarimin  siniflandirmast  virus genomlarinin  genetik  analizi
temeline dayanir. RNA polimeraz ve kapsid bolgelerini kodlayan gen siralarinin
filogenetik analizi norovirus ve sapoviruslarin kendi iginde genogrup (G) ve genetik
kimelere (genetik dal) bolinecegini ortaya koymustur. Noroviruslar bes genogruba
ayrilarak simiflandirilirlar ve G I-11 ve IV insan kaynakl: izolatlari, G 111 sigir izolatlar1
ve GV ise en son kesfedilen fare norovirusunu icerir**t. Domuzlardan elde edilen
noroviruslar insan G 11 izolati ile yakin iligkilidir. Bu norovirus genogruplar: daha sonra
en az 20 genetik kiimeye ayrilir, yeni kokenlerin kesfedilmeye devam etmesi ile birlikte
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bu say1 artmaktadir=". Sapovirus genusunun daha az Uyesi olmakla birlikte simdilik 4-5

genetik kiimeye sahiptir. Sapovirus G I, 11, IV ve V insan izolatlarint igerirken, G Il

domuz izolatidir**2.

2.5.1.4. Astrovirus

Astrovirus gastroenteriti, bitin dinyada endemik olup infantil diarelerin % 2-
10'unun sebebidir’?. Astrovirus gastroenteriti rotavirus gastroenteritlerinin oldukca
hafif formudur. Asemptomatik infeksiyon Ozellikle kres, okul, huzurevieri ve
hastanelerde siktir, genellikle gocuk ve yaslilarda gorulir. Semptomatik infeksiyonlar
genellikle iki yasindan kiglk infantlarda gorlir. Astrovirus infeksiyonlarinin
mevsimsel olmasi tartismalidir ve cografik bdlgelere gore degismektedir.

Astrovirus inktibasyon peryodu 1-3 gundir. Astroviruslar genellikle 1-4 gin
siiren sulu ishallere yol agarlar. Sulu ishal ile birlikte hafif ates, halsizlik, karin agrisi,
bulant1 ve kusma yapabilir. Kusma diger viruslarla oldugundan daha seyrektir. Hastalik
yaklasik 4 giin sirer. Y enidoganlar ve yaslilarda gastroenterit ciddi seyredebilir'?3,

Astroviridae familyasinda astrovirus genusunda bulunur. Astroviruslar 28-30 nm
capinda, zarfsiz, kapsidi ikosahedral, pozitif polariteli tek sarmalli poli A kuyrugu
bulunan RNA viruslaridir. EM’ de karakteristik olarak bes veya alt1 uclu yildiz seklinde
goriniirler. Astron Y unancada yildiz anlamina gelmektedir'®*. Genomu yaklasik 7.2kb
uzunlugundadir ve 3 ORF u vardir. Bunlar; ORF 1a, ORF 1b ve ORF 2'dir. ORF lave

ORF 1b yapisal olmayan proteinleri kodlar (proteaz, helikaz gibi). Genomun 3" ucunda
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bulunan ORF 2 ise yapisal protein olan prekirsor kapsid proteinlerini kodlar.
Caliciviruslarin aksine astroviruslar helikaz kodlamaz*?.

Astroviruslarin protein yapist iyi bilinmemektedir. Kapsid proteinlerinin
prekiirsdrii 87kDa poliprotein; VP26, VP29 ve VP32 yapisal proteinleri yapar'®. insan
astroviruslara (human astrovirus; HastV) karst monoklonal antikorlarla yapilan
caismalar VP26 velveya VP29 proteinlerinin notralizasyonda onemli  oldugunu
gogtermistir. Bu proteinlerin ozellikle VP26'mn farkli serotipler arasinda gdzlenen
antijenik varyasyondan sorumlu oldugu distnilmektedir.

HastV'in HastV-1, HastV-2, HasV-3, HastV-4, HastV-5, HastV-6, HastV-7 ve
HastV-8 olmak Uzere 8 farkli serotipi tanimlanmustir. Bagslica gcocuklarda gastroenterite
sebep olur, en yaygin goriilen HastV-1'dir*?® Astroviruslarin ORF 2 niikleotid sirasina
gore de sekiz genotipinin varlig: ileri sirtlmustir. Insan astrovirus serotiplerinin biyiik
kisminin genetik dizileri virus ailesinin molekiler simiflandirmasinaizin vermektedir ve

verilerde serotipleme genotipleme ile iyi bir uyumluluk igindedir.

2.5.1.5. Diger Gastroenterit Etkeni Viruslar

Coronaviruslar, pestiviruslar, Breda viruslari, parvoviruslar, toroviruslar,
picornaviruslar ve picobirnavirus gibi viruslar da insanlarda gorilen ishallerin bir sebebi
olarak gosterilmis, fakat gastroenteritte etyolojik acgidan rolleri henliz tam olarak
belirlenememistir.

Toroviruslar, Coronaviridae familyasinda olup sigirlarda ishal sebebi olarak
bilinir. 1lk kez 1984'de gastroenteritli hastalarin diskilarinda tespit edilmistir.
Cocuklarda akut ishal ile iligkili olup nazokomiyal diarenin 6nemli sebeplerindendir.
Pleomorfik, zarfli, 100-140 nm biytkltginde, helikal kapsidi olan pozitif polariteli tek
sarmallt RNA virusudur.

Coronaviruslar da Coronaviridae ailesinde yer alir. Helikal kapsidli, 60-220 nm
blyUklGginde, virusa tag gorunimi veren zarfi olan pleomorfik bir virustur. Pozitif
polariteli RNA genomuna sahiptir. Hayvanlar ve insanlarda diareye sebep olur.

Parvovirus benzeri viruslar ingiltere’ de hem hasta hem de saglikl: kisilerin diski
orneklerinde EM’ de gosterilmistir. ishalli vakalarin gaitalarindan izole edilen viruslar,

insanda hastalik yapan tek parvovirus serotipi olan B19 ile morfolojik ve genomik
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benzerlikler gosterir. Parvovirus ishalleri daha ¢ok bazi yillarda insidans artan
epidemiler veya besin zehirlenmeleri seklindedir.

Picobirnaviruslar Birnaviridae ailesi icerisinde yer alir. ilk kez 1988’ de Pereira
tarafindan tamnmustir. *‘Pico’” adh virusun kuguk oldugunu, ‘“birna” ise iki segmentli
(segment 1 ve 2) cift sarmalli RNA (dsRNA) genomuna sahip oldugunu yansitmaktadir.
Zarfsiz, 30-40 nm c¢apinda, yuvarlak, dizgin yizeyli ikosahedral kapsid olan RNA
viruslaridir. Birgok hayvan turtinde diareye sebep olur. Cocuk ve erigkinlerde ishalde
rolt bilinmemektedir.

Pestiviruslar flaviviridae ailesi Uyesidir. Kedi ve domuzlarda iyi bilinen
enteropatojenlerdir.

2.5.1.6. Akut Viral Gastroenteritlerde Tam

Viral gastroenteritlerin bakteri veya parazite bagli gastroenteritlerden klinik
olarak ayrimi guctir. Hastaliga ait klinik bulgular, tek basina tani koymak icin yeterli
degildir. Klinik belirtilerin yam sira mevsim, yas, cografik bdlge, sosyoekonomik
kosullar, immun yetmezlik ve beslenme tarzi gibi cesitli epidemiyolojik faktorler
ayirict tamda faydali olabilir. Bu asamada klinik tamy: dogrulamak icin laboratuvar
destegi gereklidir. Hastaligin akut evresinde toplanan diski viral gastroenteritlerde
secilen Ornektir. Viral partikiller semptomatik hastalarin diskisiyla bol miktarda
atilmaktadir. Diski Orneklerlerinde EM’da virus direk olarak gorunttlenmesi, viral
antijenlerin saptanmasi (serolojik testler; ELISA, lateks aglutinasyon gibi), viral nikleik
asitlerin molekuler yontemlerle tespiti (poliakrilamid jel elektroforezi, hibridizasyon
testleri, PCR ve RT-PCR, real time PCR gibi), htcre kilturiinde virusun izolasyonu
veya serolojik testlerle virusa karsi olusan spesifik antikorlarin gosterilmesi viral
enteropatojenlerin tamsinda kullanilan tani yontemleridir. Gintimtzde viruslarin her
birinin tespiti icin farkli yontemler kullanimaktadir.

Viral gastroenterit akut evresi diskida viral yiikiin en yiksek oldugu evredir (10%
viral partikiil sayisi/ml). Bu sebeple virus tespiti icin diski 6rneklerinin hastaligin ilk 4
gunu icinde alinmasi uygundur. Konvansiyonel testlerde (EM, ELISA) virus tespiti
genellikle diarenin devamlilig1 ile es zamanlidir ve ishal genellikle 1-4 gin sirer.
Semptomlarin baslangicindan 8 giin sonra toplanan drnekler nadiren virus icerir, fakat
hastaligin semptomlarinin devam etmesine bagli olarak diskida virus atilimi 3 haftaya
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kadar surebilir ve daha sensitif molekiler testler (RT-PCR) ile bu sirre icerisinde virus
tespiti gerceklesebilir'?’.

Hastaligin klinigi ve rotavirus epidemiyolojik paterni tamda rotavirus
gastroenteritini akla getirir, fakat laboratuvar ile kesin tamnir. Diski Orneklerinde
rotavirus igin kullanilan ilk tamsal teknik olan EM, gecmiste altin standart olup, bugin
icin uygulama zorlugu ve yuksek maliyeti yani sira poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) ve antijen saptama yontemlerinden daha az sensitiviteye sahiptir. EM’de
patognomonik tekerlege benzer gérinim rotavirusun hizli tamsinaizin verir.

insan rotaviruslar: hiicre kulttrlerinde Uretilmeleri son derece zordur. Tripsin
varliginda, virus izolasyonu igin en sik kullanilan hiicreler maymun boébrek hiicre dizisi
MA104 ve insan kolon karsinoma hiicre dizisi CaCo-2 dir. Sitopatik etki minimaldir®.
Rutin kullammda degildir, daha c¢ok arastirma amaciyla bazi merkezlerde
uygulanmaktadir.

PAGE, rotavirus tarisinda halen kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde diskidan
izole edilen viral RNA gumisleme ile boyanir, elektroforezde genomik segmentler
karakteristik goc¢ paterni goserir PAGE ile nongrup A rota viruslari, grup A

128 Sensitivitesi % 90'dan fazla ve spesifitesi %

rotaviruslarindan ayirt edilebilir
100" dir. Elektrofenotipleme, rotavirus  infeksiyonlarimn epidemiyolojik
arastrmalarinda degerli bir yontemdir. Grup A rotavirusun kisa elektroferotipleri
genellikle subgrup | ve uzun elektroferotipleri ise subgrup 11 ileiliskili bulunmustur™®.

Diskida rotavirus VP6 antijenini hedefleyen antijen tespit yontemleri rotavirus
infeksiyonlar: tamsinda birgok laboratuvarda rutinde en sik kullamlan yontemlerdir.
Gunimuizde ise ¢ok sayida ticari serolojik test mevcuttur. ELISA ve LA en sik kullanilan
testler olup sadece A grubu rotaviruslarin tanisi icin kullamlmaktadir'®. Bu testler daha
kolay ulasilabilen, yiuksek sensitiviteye sahip, uygulamada 6zel ekipmanlara gereksinim
duyulmayan, hizli sonu¢ veren ve spesifik olmayan reaksiyonlar icin bir kontrol
grubuna sahip olan yontemlerdir. ELISA ydnteminin sensitivite (% 94-97) ve spesifitesi
(% 93-97) yiksektir'®. LA testlerinin yiksek bir spesifitesi (% 93-97) oldugu ancak
sensitivitesinin (% 85-90) ELISA’dan daha dusUk oldugu gosterilmistir. LA testleri ile
ELISA’ dan daha kisa sirede sonug alinir'?.

Grup A rotaviruslar: G serotiplerinin tespiti icin G1-G4 tip spesifik monoklonal
antikorlara dayanan ticari ELISA testleri epidemiyolojik caligmalarda yaygin olarak
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kullamImaktadir. Ancak diger G serotiplerinin tayini icin ticari ELISA testi yoktur.
Grup A rotavirus subgrup | ve Il tespiti igin VP6 Uzerindeki iki farkli epitop igin
gpesifik monoklonal antikorlarin  kullanildigt  ELISA  testi  gelistirilmistir.  Akut
gastroenteritli hastalardan en c¢ok izole edilen grup A rotavirus P1A ve P1B
serotiplerinin arastirilmasi igin de ELISA testleri vardir. Ancak VP4 antijeninde kros
reaktif epitoplar bulundugundan ELISA ile serotip ayirimi tam olmayabilir. Bu sebeple
daha ¢ok genotipleme metodlar1 tercih edilir. Grup B ve C rotaviruslarin tansi icin VP6
antijenlerine kars1 grup spesifik monoklonal antikorlarin kullamldigi ELISA testleri
gelistirilmistir®®.

Sensitivitesi yuksek molekiler yontemler ile virus genomu tespit edilebilir.
Oligonukleotid problari, dot hibridizasyon ve RT-PCR testleri siklikla arastirma
laboratuvarlarinda rotavirus salginlarinda etyolojinin arastirilmasinda kullanilan degerli
molekiler yontemlerdir. ELISA ve dot hibridizasyonun Kkarsilastirildigi calismalarda,
dot hibridizasyon yontemi ELISA’dan 10-100 kat daha sensitif bulunmustur. Rotavirus
grup A’nin tespit edildigi tam testleri arasinda RT-PCR en onemlisidir. Bu yontemle
diarenin baslangicindan 4-57 gun sonrasina kadar diskida rotavirusun atilimu
belirlenebilir. RT-PCR rotavirus spesifik oligonukleotid primerlerinin kullamm ile G
ve P serotiplerinin de tespitine olanak saglar. RT-PCR yontemi standart elektroferotip
yontemlerinden 100bin kez, hibridizasyon yonteminden ise 5000 kez daha sensitifdir
131.

Grup A rotaviruslarimin G ve P genotiplemesi igin spesifik cDNA prablari 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
¢cok RT-PCR kullamilmaktadir. Grup B ve C rotaviruslarin tanist igin RT-PCR testi

bircok calismada kullanl mistir'®*

. Genotipleme as1 gelistirilmesinde yol gosterici bir rol
oynamaktadir.

Rotavirus infeksiyonunda virusa karsi olusan spesifik antikorlarin gosterildigi
serolojik testler; kompleman fiksasyon testi, immunflorasan test, nétralizasyon testi,
hemaglltinasyon inhibisyon testi, ELISA, ELISPOT gibi testleri igerir. Serolojik tan
icin kompleman fiksasyon, notralizasyon, immunfloresan testleri tam igin tavsiye

edilmemesine ragmen arastirma amagli kullamlmaktadir. Serolojik testlerden ¢zellikle
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ELISA tesi rotavirus spesifik IgM, IgA ve 1gG antikor cevabimin tespiti igin
kullanilabilir.  Bir calismada 3 aydan buyuk cocuklarin % 81'inde konvelesan
serumunda rotavirusa karsi1 1gG antikor cevabinda dort kat artis tespit edilmis ve akut
infeksiyonun en iyi gosterges olarak bildirilmistir. Rotavirusa karsi spesifik IgA antikor
cevaln akut fazda % 18 ve konvelesan fazda % 62 oraminda tespit edilmistir. Akut fazda
IgM cevab ise 6 aydan biiyik cocuklarin % 50-83, 6 aydan kictiklerde ise % 28’ inde
pozitif bulunmustur *Rotavirus ELISA 1gA 6zellikle pasif olarak elde edilmis anneye
ait 1gG antikorlarina sahip olan yenidoganlarda serolojik cevabin gosterilmesinde
oldukca etkilidir. Fekal rotavirus IgA antikor seviyesi duodenal 1gA antikor seviyesi ile
iligkilidir. Bunun yaninda ELISA ile tespit edilen fekal rotavirus IgA antikor
seviyesindeki yikselme barsaktaki notralizan antikor cevabini yansitir*®.

Norovirus salginlarinda tam genellikle hastamin  klinik  tablosuna gore
degerlendirilir. Bir gastroenterit salgiminin norovirus orjinli olup olmadigimin tahmini
icin CDC tarafindan ileri siirtilen epidemiyolojik kriterler; diski drneklerinin bakteri ve
parazit icin negatif olmasi, hastalarin % 50’ sinden fazlasinda kusma olmasi, hastalik
siresinin 12-60 saat ve inklbasyon siresinin 24-48 saat olmasidir. Cok spesifik
olmasina ragmen bu kriterler cok sensitif degildir.

Disk1 6rneklerinde HUCV’ lerin tammmlanmasinda EM ve immun EM yontemleri
kullamlmastir, fakat bu yontemler disik sensitiviteye sahiptir. Diskida antijen tespiti
icin gelistirilen Radyoimmunassay (RIA) ve ELISA yontemleri ise HUCV' lerin kiltirde
Uretilememeleri ve bu sebeple kullamlan reaktiflerin klinik 6rnege bagimli olmasi
sebebiyle sinirl kalmistir.

HuCV’lerin antijenik cesitliligi, hicre kultirinde Uretilememeleri ve uygun
hayvan modellerinin olmayis1 bu viruslarin laboratuvar tamsinda molekiler yontemlerin
tek ve en pratik yontemler olmasina neden olmustur.

Noroviruslarin 1990'da klonlanmasi ve gen diziliminin bulunmasindan sonra
HuCV tanisinda yeni molekiler tam yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemlerin
calisgmalarda gontllilere uygulanmasi, norovirus infeksiyonlarina yeni bakis acilar
saglamistir ve bu testler ile kusma sikayeti olanlarda norovirusuna kars: olusan yuksek
serokonversiyon gosterilmistir. Zamanla bu testler gelistirilerek bugtinkii modifiye
testler ortaya cikmustir™™®.  Bunlardan biri olan rekombinant ELISA testinde viral
antijenler veya bunlara kars1 olusan antikorlar arastirilir. Diger bir tam yontemi olan



RT-PCR'da spesifik primer dizilerinin kullamlmas: ile viral RNA tespit edilir. Bu
guncel testler arastirma laboratuvarlari ve referans laboratuvarlarinda sinirh
uygulanmaktadir.

Noroviruslar igin gelistirilen rekombinant ELISA testlerinde baculovirusta
eksprese edilen viral kapsid antijenleri kullanmlir. Rekombinant kapsid antijenleri digki
orneklerinde bulunan gercek viruslara morfolojik ve antijenik olarak benzerdir. Virus
benzeri partiktllerdir (virus-like particles; VLP), fakat viral genom igermez.
Immunolojik deneylerin gelistirilmesi icin mikemmel bir kaynak saglar.

Arastirmalarda norovirus tespitinde ELISA, RT-PCR'dan daha cok tercih
edilmektedir. Bunun sebebi ELISA’ min daha ucuz, hizli ve basit bir test olmasidir. Son
zamanlarda diskida norovirus antijenlerinin  tespitinde spesifik poliklonal  ve
monoklonal antikorlari igeren, insan norovirus genogrup | ve I’ nin ikisini birden tespit
edebilen ilk ticari ELISA testi norovirus tamsinda kullamma girmistir.

RT-PCR'da RNA polimeraz ve kapsidi kodlayan gen bolgelerini hedef alan
spesifik primer dizilerinden yararlanlir. Bu iki bolge heterojenite gosterir ve HUCV' ler
genetik gruplara ve kimelere ayrilir. RT-PCR sensitivitesi ELISA yontemlerinden
oldukga yUksektir. Molekller epidemiyoloji salginlarin kaynaginin arastirilmasinda ve
norovirus Yyayiliminin gosterilmesinde onemli testlerdir. Pahali ve 0zel ekipman
(thermal cycler gibi) gerektirmesi sebebiyle rutin olarak laboratuarlarda tant icin
kullamlmamaktadr™**,

Astrovirus Ozellikle epidemiyolojik calismalarda tamt alir. EM, immun EM,
hicre kdltird, ELISA ve RT-PCR gibi tamda kullanilabilen yontemler arastirma
laboratuvarlarinda calisilir. Astrovirus tamisinda 6nceleri EM kullamilmistir. 1EM ile
duyarliligin  artirlmast  mimkindir, ancak bu yontemler pahali, zaman alici
yontemlerdir. Astroviruslar igin rutin hiicre kalturd, uygulanmast zor ve zaman alici bir
yontemdir. Astroviruslar tripsin varliginda insan kolon karsinoma hicrelerinde (CaCo-
2), human embriyonik kidney hiicrelerinde (HEK) veya devamli maymun bobrek hticre
dizisi olan LLC-MK2 hiicrelerinde tireyebilir*®.

Herrmann ve calisma arkadaslari 1988 yilinda astroviruslarin tespitinde
kullamilmak Gzere ELISA testini gelistirmis ve bu test ile hicre kultlriinde Uretilen
astroviruslar: tespit etmislerdir'>®. Diski orneklerinde astrovirus tespiti icin bu test
modifiye edilmistir. Moe ve ¢alisma grubu 1991 yilinda biotinle isaretlenmis antikorlar
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kullanilan ELISA testiyle tiim astrovirus serotiplerini saptamuslardir™’. Rekombinant
antijenlerin  kullanildigi ELISA veya immun floresan (IFA ) testleri 1999 da
gelistirilmistir. Son zamanlarda grup spesifik monoklonal antikorlar kullamlarak
gelistirilen ticari ELISA testleri ile diski 6rneklerinde biittin astrovirus serotipleri tespit
edilebilmektedir. Rekombinant ELISA, immun EM’ ye gore daha ¢ok sensitifdir. ELISA
sensitivitesi % 91, spesifites % 98'dir. HAstV-1'e spesifik lateks aglutinasyon testi
2000 yilinda Kohno ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilmistir.

Diski orneklerinde astrovirus tespiti icin Dot blot hibridizasyon yontemi
kullanimi 1991’ de Willcocks ve arkadaslarinin yaptig: calismada bildirilmis, fakat daha
cok kucuk olcilt calismalarda kullanilmistir. Daha sonra genom dizi  bilgileri
toplanmast ile RT-PCR testi gelistirilmistir. RT-PCR ve genom dizleri epidemiyolojik
arastrmalarda kullanilmaktadir. Bu testler HAstV salginlarinda tam  konulmasini
hizlandirmistir. Astrovirus saptanmasinda kullamlan RT-PCR yontemlerinde, ORF-
2'nin hedeflendigi belirtiimektedir. RT-PCR ile korunmus dizilere uygun oligonukleotid
primerler kullamlarak HAstV bitiin serotipleri tespit edilebilir. RT-PCR ile diski
orneklerinde astrovirus varlig: arastirilir ve ELISA’dan daha sensitiftir. ELISA testinde
virus tespiti icin diski 6rneklerinin hastaligin 1-9 giinu icinde alinmast uygun iken bu
siire PCR ile 35giine kadar ¢ikmaktadir'®,

Enterik adenoviruslarin tanisinda ilk 6nceleri EM kullanilmaktaydi, ancak simdi
monoklonal antikorlart kullanan ticari ELISA kitleri mevcuttur. Antijen tespiti igin
adenovirus 40 ve 41 tip spesifik antikorlarin kullamdig1 veya adenovirus grup spesifik
monoklonal antikorlarin kullanildigi ELISA ve lateks aglutinasyon testleri tam icin en
uygun metodlardir. Oldukc¢a ucuz, basit ve hizli EM ile kiyaslandiginda % 98 sensitivite
ve gpesifiteye sahiptir. EM ile adenovirus serotipleri ayirt edilemez. Serotipler
notralizasyon testi, hemaglitinasyon inhibisyon testi, restriksiyon endonikleaz analizi
veya PCR ile identifiye edilebilir*®.

Enterik adenoviruslarin hiicre kalturinde Uretilmesi zordur ve transforme
akciger fibroblast1 olan Graham 293 gibi veya Chang konjunktival hticreler gibi 6zel
hiicre kilturlerine ekilebilir. Infekte hiicreler yuvarlaklasir, bazofilik intrantikleer
inklGzyonlar olusur, karakteristik sitopatik etki genellikle 3-7 ginde gelisir, fakat bu

siire 28 giine ¢ikabilir. Rutin klinik tan: icin hiicre kiltirii uygun degildir.
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Diskidan ekstrakte edilmis viral DNA’y1 tespit icin kullanilan molekiler
yontemler antijen tespiti icin kullanilan testlere gore daha sensitiftir. Restriksiyon enzim
analizleri, izole edilen her bir virusun klasifikasyonunda kullamlan kesin yontemdir.

2.5.2. Bakteriler

Insanlardaishal ile iliskili pek gok bakteri vardir. Bunlar; patojen E. coli suslari,
Shigella turleri, Salmonella tdrleri, Campylobacter tlrleri, Yersinya enterocolitica,
Vibrio cholera, Clostridium difficle ve Aeromonas turleridir. Bunlarin 6nemi bagisiklik
durumu gibi konakciya ait faktorlere, cografi ve epidemiyolojik 6zelliklere ve bakteri
virulans faktorlerine gore degisir.

2.5.2.1. Escherichia coli

E. coli Enterobacteriaceae ailesinde, Escherichieae genusunda yer alir. Memeli
ve kanatlilarin normal barsak florasinda bulunan, Gram negatif, laktozu fermente eden,
faklltatif anaerob, sporsuz, cogunlukla hareketli basillerdir. Hemen her zaman saglikli
bireylerin barsak florasinda bulunmakla birlikte, bazi1 suslar barsak disi ve barsak
infeksiyonlarina sebep olabilir. idrar yolu infeksiyonlar:, bakteriyemi, menenjit ve
ishaller E. coli patojen suslarimin en sk olusturdugu klinik tablolardir. E. coli
serotiplendirmesi genellikle O (somatik) ve H (flagellar) antijenlerine dayalidir. 171 O
antijeni ve 56 H antijeni tanimlanmustur.

Enteropatojen oldugu dusunulen alti farkli E. coli tirt vardir. Bunlar; ETEC,
EPEC, STEC (EHEC), EAEC, DAEC ve EIECdir. Bu E. coli turleri farkl
epidemiyolojik 6zellik ve klinik semptomlarlailigkilidir.

ETEC infeksiyonlar: tim dinyada eriskinlerde turist diaresi ve gelismekte olan
Ulkelerde 2 yas alti cocuklarda gorilen ishal ile seyreden hastaliklarin en dnemli
sebeplerinden biridir**'. ishal vakalarimn % 25'inden fazlasinda ETEC'nin etken
oldugu bildirilmistir ve her yil ETEC ishali sonucu 700 bin 8lim goriilmektedir'*.
Gelismemis Ulkelerde endemik ishallerin major sebebidir ve 2 yas alti1 cocuklar yilda 2-
3 ETEC ishal atag: gecirirler. Gelismis Ulkelerde endemi yapmaz ve turist diarelerinin
yaklasik % 50'sinin sebebidir'’. Sicak, nemli mevsimlerde pik yapar***'*®. Kontamine
gida ve su ile bulasir. Rotavirus ile bhirlikte gelismekte olan Ulkelerde infantlarda
dehidratasyonla seyreden ishallere sebep olmaktadir. ETEC 1-2 gunlik inkibasyon
sonrasi ishal, karin agrisi, bulanti ve kusma ile giden, siklikla atesin eslik etmedigi,
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semptomlarin hafif ve kendi kendini sinirlayici nitelikte odugu, genellikle 3-4 giin stiren
bir klinik tabloya yol acar. Hafif ates gortlebilir. ishal sekretuvar tipte olup kan ve
mukus icermez, ani sulu diskilama ile baslar. Malabsorbsiyon gelisebilir. Hastaligin
ciddiyeti giinde 10-20 diskilamayla birlikte hafiften siddetli infeksiyonlara kadar degisir
ve bebeklerde ciddi dehidratasyona yol agabilir. Eriskin hastalar ile karsilastirildiginda
cocuklarda dehidratasyon gortlme siklig1 ve parenteral sivi replasman gerekliligi daha
fazladir **.

EPEC infeksiyonlart tim dinyada nosokomiyal yenidogan ve infant ishal
salginlarinda etkendir. EPEC infeksiyonu blyik gocuk ve eriskinlerde nadir goralar.
1940 ile 1960 yillar1 arasinda birgok gelismis Ulkede ¢ocuk yuvalarinda infant ishal

145 Bununla birlikte

salginlarinda tespit edilmis, fakat daha sonralar1 sikligir azalmistir
gelismekte olan Ulkelerde siklikla 2 yas alt1 cocuklarda infantil ishalin 6nemli bir sebebi
olarak varhigini siirdirmektedir'*®. Kontamine besinlerle bulas, bakici elleri ile bulag
suclanir. Sicak, nemli yaz aylarinda pik yapar. inkiibasyon peryodu 6-48 saat olup,
kisadir. Yeni doganlar ve kuigik gocuklarda siklikla siddetli, uzamis (14 giin veya daha
uzun siren) ve kan igermeyen, mukuslu ishal ile birlikte kusma, karin agrisi ve ates
gorulur. Diskilama sayisi artmis, yesil ve yapiskan goriniimde genellikle kan ve |okosit
icermeyen diski gorultr. Ishal siddetli olup dehidratasyonla sonuclanabilir. EPEC
kronik ishalinin sekeli olarak malabsorbsiyon, malnitrisyon, kilo kaybi ve biyime
geriligi gorilebilir®’.

STEC infeksiyonu kanli ishale sebep olur ve hemorajik kolit klinik tablosu
HUS a kadar ilerleyebilir. Sporadik ishaller veya salginlar yapar. Sporadik ishallerde
izolasyon orani % 1'inden azdir. Kanl ishallerde diskida % 20-30 izole edilir*,
Salginlarda tahminen vakalarin % 25'inde hastaneye yatis, % 5-10'unda HUS ve
%21'inde oltim gorulir**®. En sk 5-9 yas ve 50-59 yaslarinda ortaya cikar. Yaz
aylarinda pik yapar. ABD’'nde E. coli O157:H7 her yil tahminen 73000 hastalik ve 60
6lim vakasina sebep olmaktadir*™®. insan patojeni olarak ilk defa 1982'de Kuzey
Amerika da gorilen hemorgjik kolit salgininda diski érneklerinden identifiye edilmis
olup, salgiin kaynagimin fastfood restoranlarinda yenen hamburgerler oldugu
bildirilmistir. E. coli O157:H7 Kuzey Amerika ve Avrupa da hemorajik kolit ve HUS
ile en sik birliktelik gosteren serotipidir, fakat son zamanlarda O157 dis1 STEC' lerin

artan oranda sporadik veya salgin hastaliklarin sebebi olarak tespit edilmektedir.
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Japonya’ da 1996 yilinda salgin yapmis ve 6000 den fazla insani infekte etmistir. New
york’da 1999 yilinda EHEC salginlarindan birinde 1000’ den fazla insanin etkilendigi, 2
vakada HUS ve 8 vakada ise renal yetmezlik gelistigi bildirilmistir. CDS 19 bélgeden
toplanan 109 infekte vakada 55 hastaneye yatis, 16 HUS vakas: ve 1 vakada 6lim
bildirmistir. E. coli O157:H7 sigirlarda kolonize olur, bu sebeple sigir eti en sik
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salginlarin kaynagidir=". Ayrica ¢ig sit, klorlanmams sebeke suyu, ¢ig sebzeler diger

bulas kaynaklarichr (Slutsker L, 1997)152. infektif dozu diisik oldugundan (<200 cfu)
kisiden kisiye bulas ile kresler, okullar ve bakim evlerinde salginlar yaparlar*.
Inklibasyon sliresi ortalama 3-9 gundir. STEC Klinigi bulant;, kusma, siddetli karin
agrist ve sulu ishal ile baslar ve vakalarin %90 inda 2-3 giinde kanli ishal ve hemorajik
kolite ilerler. Karin agrisi siddetlenir. Kanli ishal ortalama 4 giin siirer (1-22 giin). Ates
genellikle yoktur ya da dusuktir (% 30). Semptomlar genellikle kendi kendini
sinirlayict  nitelikte olmakla birlikte ©Ozellikle cocuk ve yaslhilarda 6lumle
sonuclanabilirt. Mikroanjiyopatik hemolitik anemi, trombositopeni ve akut bobrek
yetmezligi ile karakterize bir durum olan HUS, STEC infeksiyonunu takiben vakalarin
% 4'Ui veya daha fazlasinda goriilir*®®. E. coli O157:H7 Kuzey Amerika daki HUS
vakalarinin en az % 80’inin sebebi olarak distinilmekte ve gelismis Ulkelerdeki kanli
ishalin yaygin bir sebebi olarak bilinmektedir™.

EAEC suslar1 gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde cocuklarda kronik (14
giinden uzun siiren) ishal ile iliskili olup, sporadik ishal veya salginlar yapabilir**,
Brezilya, Meksika, Hindistan, iran, Japonya, Ingiltere, ABD gibi ulkelerde yapilan
calisgmalarda persistan ishallerde bitin ishal vakalarina gore EAEC daha sik tespit
edilmistir ve yapilan arastirmalarda EAEC nin kigik cocuklarda en sk gorilen
enteropatojenlerden biri oldugu bildirilmektedir'>>*>¢*>"1%8  jnkiibasyon siiresi ortalama
8-18 saattir. Tipik olarak kan ve lI6kosit icermeyen, sulu, mukoid sekretuvar tipte ishale
sebep olur, fakat persistan ve inflamatuvar seyir de gorulebilir. Tabloya hafif ates, karin
agrisi ve kusma eslik edebilir™™®. Epidemiyolojik calismalarda masif kanli ishal EAEC
ile infekte vakalarin tite birinde bildirilmistir'®.

DAEC son zamanlara kadar nonpatojen olarak dustnilmekteydi, fakat son 15
yildir yapilan calismalarda Ozellikle 2 yasindan blyuk cocuklarda ishal ile iligkili
oldugu gosterilmistir'’. Prototip DAEC susu gonillii eriskinlerde ishale sebep
olmamustir. Giiney Meksika' da yapilan bir vaka kontrol calismasinda DAEC' nin 6
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yasindan kiiciik cocuklarda ishaller ile iliskili oldugu ortaya cikmustir*®. Sili, Banglades
ve Brezilyada yapilan bir calismada 48-60 ay yas grubunda cocuklarda DAEC nin
ishaldeki rolii gosterilmistir. Persistan ishallerde siklikla DAEC izole edilmistir'®™.
Sicak mevsimlerde daha sik gorulur. DAEC klinigi ETEC' e ¢ok benzer, kendi kendini
sinirlayan sulu, kansiz ve diskida I6kositin olmadig: ishallere yol acar. Nadiren kusma
ve karin agrisi klinige eslik eder.

EIEC genetik, biyokimyasal ve klinik dzellikleri ile Shigella spp’ye benzer'®,
Gelismekte olan Ulkelerde endemik infeksiyonlara sebep olur ve ishallerin % 1-5'inden
sorumludur'®®. Gelismis ulkelerde nadirdir, gida salginlari yapabilir.  Shigella gibi
dizanteri yapar, fakat sulu ishal daha sik gorilir. Semptomlar genellikle kendi kendini
sinirlayict niteliktedir.

2.5.2.2. Shigella

Shigella spp, E. coli suslar1 gibi Enterobacteriaceae ailesinde Escherichieae
genusunda yer alirlar. Shigella spp Gram negatif, laktozu fermente etmeyen, comak
seklinde, sporsuz, fakiltatif anaerop, hareketsiz, kapsiilsiz mikroorganizmalardir.
Klinik olarak hastalik olusturulabilen 4 tirt vardir. Bunlar biyokimyasal ¢zelliklerine
gore veya grup ve tip spesifik antijenlerle serolojik olarak ayrilabilirler: S. dysenteriae
(Grup A), S flexneri (Grup B), S boydii (Grup C) ve S. sonnel (Grup D)’ dir. Bunlardan
A,B,C gruplar1 biyokimyasal Ozellikleri ile birbirine benzerler. Shigellamn bu dort
serogrubunda 40’ dan fazla serotip ve subtipleri vardir®.

Shigella infeksiyonu tim diinyada 6zellikle 1-4 yas grubu cocuklarda gortlen
onemli bir saglik sorunudur. Shigella spp ishallerin % 5-15, dizanterilerin % 30-
50’ sinde etkendir'®. Shigella diinya genelinde her yil 164,7 milyon ishal vakasina sebep
olur, bunlarin 163,2 milyonu gelismekte olan tlkelerde gorulir ve bunun 1,1 milyonu
6lum ile sonuclanmaktadir'®®. Gelismekte olan ulkelerde S flexneri endemik Shigella
infeksiyonlarinda en sik etkendir. Endemik sigelloz 5 yasindan kiiglk cocuklarda biitiin
ishal ataklarinin yaklasik % 10’ unun sebebidir'®®. ABD’de 5 yasindan kiiciik cocuklarda
ishallerin %5’inden azinda etkendir. Gelismis Ulkelerde en sik gorilen serotip S
sonnei’dir. S dysenteriae tip 1 pandemiler yapabilir, son 30 yilda Orta Amerika,

Banglades, Giiney Asya, Ortave Dogu Afrika da pandemiler gostermistir'®’.
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Shigella suslar1 sadece insanda patojendirler. Shigella ¢cok bulasicidir (infektif
doz 10 cfu/ml), en sik kisiden kisiye fekal oral yolla bulasir. Kontamine gida ve sular
ile de bulasabilir’®.  Shigella tirleri akut basilli dizanteri (shigelloz) yapan
organizmalarin tipik 6rnegidir. inkiibasyon peryodu 1-4 gundir, fakat S. dysenteriae’ de
bu sire 8 gune kadar cikabilir. Mikroorganizmanin alinmasini takiben 24-48 saat
icerisinde ylUksek ates, halsizlik, bas agris,, istahsizlik ve kusma gibi klinik
semptomlarin ardindan ani baslayan ishal gortlir. Hastaligin baslangicinda gaita sulu
ve bol miktarda olabilir, ayrica hafif seyirli olup kisa sirer. Sulu ishali takiben basilli
dizanterinin tipik klinik tablosu olan ciddi karin agrisi, tenesmus ve kanlt mukuslu, az
ve sk digkilama ortaya cikar. Kolondaki Ulserler yizeyel oldugundan diskida kan
miktar1 azdir, inflamasyon nedeniyle mukus bulaniktir. Diskilama sayisi glinde 7-12' dir
ve ciddi seyirli klinik tabloda bu say1 20'ye ¢ikabilir. Kiglk ¢ocuklarda karin agrisi
oldukca siddetlidir, asir1 ikinmaktan dolay: rektal prolapsus gelisebilir. Hastalikta
belirtiler genellikle 5-7 giin icinde kendi kendine sekelsiz iyilesir'®. Kiicik bebeklerde,
yashlarda ve immun sistemi baskilanmis Kisilerde hastalik agir seyreder ve
komplikasyonlara yol agabilir. Gelismekte olan Ulkelerde malnitrisyonlu infantlarda
komplikasyonlar gorulebilir. Bunlar; ileus, toksik megakolon, hipovolemik sok, ileus,
rektal prolapsus, HUS (yalmzca S. dysenteriae tip 1 ile iliskili), artrit, Reiter sendromu
(S flexneri ile iliskili), fulminant toksik ensefalopati, konvilsiyonlar, menimgismus,
delirium, basagris;, letarji, konfiizyon, ense sertligi ve haliisinasyonlardir™®.
Dehidratasyon ve bakteriyemi nadirdir.

Shigella dort alt grubu da dizanteri olusturabilir, fakat S dysenteriae tip 1
Ozellikle agir forma sebep olur. S sonnel asemptomatik olabilir. Malnitrisyona yol
acabilir.

2.5.2.3. Campylobacter

Kampilobakteriozis tim dinyada yaygin bir zoonozdur. Campylobacteriaceae
ailesinde yer alir, Gram negatif, spiral sekilli, sporsuz, mikroaerofilik basildir. Flagellasi
ile hizl1 hareket eder.

Campylobacter infeksiyonlar1 gelismislik farki gozetmeksizin tim dunyada
ishalle seyreden hastaliklarin yaklasik % 5-14'inden sorumludur. Bes yasindan kiguk
cocuklarda (6zellikle 12 aylik) ve 20-40 yaslarda pik yapar'™. Campylobacter enteriti

41



gelismis Ulkelerde infeksiyoz ishallerde en sik goriulen bakteridir. Avrupa Ulkelerinde
insidanst % 1-5 ve ABD’de insidanst % 1 olarak bildirilmistir'*. Gelismekte olan
Ulkelerde 5 yasindan kuiglik cocuklarda infeksiyon hiperendemik olup, diare vakalarinin

% 8-45'inden sorumludur*’

. Genel olarak insanlarda Campylobacter infeksiyonlarinin
% 95'inden C. jgjuni ve C. coli sorumludur. Ancak gelismis tlkelerde ishalli vakalardan
izole edilen kampilobakter suslarinin % 95'ini C. jgjuni olustururken gelismekte olan
Ulkelerde vakalarin yaklasik olarak % 50'sinden C. coli izole edilmektedir'’®. Etken
basta kanathlar, ruminantlar ve domuzlar olmak Uzere g¢esitli  hayvanlarin
gastrointestinal ve genital sisteminde kommensal olarak bulunmakta olup, insanlara
hayvan diskilar:1 ile kontamine olmus et, sit ve sularin tiketimi ile veya infekte

173,174

hayvanlarla temas sonucunda bulasmaktadir . Campylobacter bati1 Ulkelerinde

yaklasik % 75 oranla kontamine kiimes hayvanlari1 ve % 5’ den az oranla ise domuz ve
sigir eti ile bulasmaktadir”™.

Campylobacter infeksiyonlar1 genelde sporadiktir, yaz aylarinda ve erken
sonbaharda genellikle uygun olmayan sartlarda hazirlanan ve pisirilen kiimes hayvanlar:
ve Urtinlerinin tiiketimi sonrasinda goriiltir'”. inkiibasyon peryodu 1-8 giin (ortalama 3
gun) arasinda degisir. Hem hayvanlarda hem de insanlarda hastalik yapabilen
kampilobakterler sekretuvar tip ishalden dizanteriye kadar degisebilen gastroenterit
tablosuna yol acarlar. Genellikle sekretuvar tipte baslayan ishal vakalarimin yaklasik

olarak % 30'u dizanterik forma ilerler™

. Sekretuvar tip ishal ¢cogu kez kendi kendini
sinirlayan sulu ishal ile karakterizedir. Infekte Kisilerde 4-5 gin siren ishal yam sira
ates, kramp sekinde karin agris;, bulant: ve kusma goriilebilir”*"®. Ates 39-40°C
olabilir ve bu ¢ocuklarda febril konvilziyona sebep olabilir. Bazi hastalarda diskilama
say1si sekizden fazladir. Daha nadir gorilen dizanteri formunda ise shigella gibi invaziv
Ozellikte patojenlerin yaptig: infeksiyona benzer sekilde diskida kan, mukus ve l6kosit
bulunabilir. Hastalarin gogu genellikle 1 haftadan daha kisa stirede iyilesir, fakat %5
10'unda relaps veya inflamatuvar barsak hastaligim taklit eder sekilde uzamis veya
siddetli ishal tablosu olabilir*™. C. Jejuni tedavi edilmez ise diskida 2-3 haftaya kadar
atilabilir. immun yetmezligi olan hastalar, yaslilar ve malnutrisyonu olan gocuklar ile
yenidoganlarda intestinal kanaldan yakin bolgelere direk yayillimi ile kolesistit,
pankreatit, peritonit, mezenterik lenf adenit gibi lokal infeksiyonlar ve bakteriyemi

yapabilir'®. Kampilobakter infeksiyonlarindan sonra Guillain Barre sendromu (GBS) ,
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HUS, interstisyel nefrit, 1g A nefropatisi, reaktif artrit, bursit, eritema nodozum gibi geg
177

baslangigli, non infeksiytz komplikasyonlar da gorilmektedir™"".

2.5.2.4. Salmonella

Salmonella spp, Enterobacteriaceae ailesinde yer alir. Gram negatif comak
seklinde, sporsuz, kapsilsiz, fakiltatif anaerop, peritrin kirpikleriyle hareketli
mikroorganizmalardir. insanda patojen olan S. enterica dir. Somatik O ve flajellar H
antijenleri ile 2300’ den fazla serovar: tammmlanmistir. ABD’nde en sik bildirilen insan
serotipi S enteriditis dir®.

Salmonella spp bir¢ok Kklinige yol acar. Bunlar; akut gastroenterit, enterik ates
(tifo), sepsis ve asemptomatik tastyiciliktir. Bunlardan akut gastroenterit en sik
gordlenidir.

Nontifoidal salmonellar hayvanlar ve insanlarda gastroenterit infeksiyonu
yaparlar. Kontamine olmus gida veya suyla bulasir. CDC 2002 yili verilerine gore
ABD’de nontifoidal salmonella infeksiyon insidans: yilda 100 binde 17,7 bildirilmistir
ve salmonella gastroenteriti her yasta gorilmekle birlikte bes yasindan kigik
cocuklarda risk en yiiksektir'®. Yasla birlikte siklig1 giderek azalir ve eriskinlerde
yasam boyu sabit kalir.

Salmonella gastroenteriti tipik klinik 6zelligi akut kendini simirlandiran
enterokolittir, siddeti hafiften agira kadar degisir. inkilbasyon periyodundan 6 saat-
10gundir (ortalama 24 saat). ishal genellikle suludur, fakat kan, l6kosit ve mukus
icerebilir. Bas agrisi, bulanti, kusma, karin agrisi gorulebilir. Ates vakalarin en az %

70'inde vardir*®?

. Kanli ishal kicik cocuklarda sik, eriskinlerde nadir gorulir.
Semptomlar genellikle 2-7 giin icinde kendiliginden dizelir. Bazi1 vakalarda tekrarlayan
veya uzamis ishaller gorulebilir. Siddetli infeksiyonlarda siyanoz, sok, hipotermi ve
olum goriilebilir'®,

Baz1 hastalarda gastroenteriti takiben lokalize infeksiyon ve sepsis gelisebilir.
Bakteriyemi insidanst ilk bir yasta 6zellikle de 3 ayliktan kicuk cocuklarda yiksektir.
Yapilan calismalarda S. enteriditis bakteriyemi sikligimin infantlarda %5-45 arasinda
degistigi bildirilmistir'". Sepsis (lokalize infeksiyonla birlikte veya degil)’de kan
kilturleri pozitif iken diski kdltdrleri genellikle negatiftir. Ates, Usime titreme,

istahsizlik ve kilo kaybi gordlebilir. Bakteriyemisi olanlarin yaklasik dortte birinde bir
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infeksiyon odagi tespit edilebilir. Akut lokaize infeksiyon direk veya indirek barsak
sistemi ile iligkili olabilir ve apandisit, kolesistit, peritonit ve salpanjite sebep olabilir.
Orak hicreli anemisi olan hastalarda, 6 aydan kiglk cocuklarda ve immun sistemi
baskilanmis hastalarda beyin, deri, akciger, dalak, orta kulak, kemik veya eklemlerde
lokalize infeksiyon odaklarin gérilme olasiligi daha yiksektir. Menenjit cogunlukla
kicik cocuklarda yiksek mortaliteye sebep olur. Osteomyelit, artrit en sik uzun
kemikler, spina ve kaburgalar: tutar. Y asl hastalarda pnémoni siklikla fatal seyreder'®,

Enterik ates etkeni olan Salmonella typhi ve Salmonella paratyphi sadece
insanda kolonize olurlar. Bulas siklikla insan digkisi ile kontamine olmus gida veya su
iledir. Enterik ates tim dinyada hala 6nemli bir halk sagligi problemidir, yilda 12,5
milyon vaka bildirilmekte olup, endemik oldugu bélgelerde mortalite oranlar1 % 12-
32'dir. ABD’de enterik atese bagl: 61iim oranlar1 %1’ den azdir'®.

Salmonella typhi uzun, oldukca degisken inklbasyon slresine (1-6 hafta)
sahiptir. Enterik ates sistemik bir hastalik olup vakalarin ¢ogunda yuksek ates, bas
agrist, halsizlik ve istah kayb ile kendini gosterir. Ates 2-7 gin boyunca basamak
tarzinda yUkselerek 40°C’ye cikar ve spesifik antimikrobiyal tedavi yapilmaz ise 3-4
hafta karakteristik olarak ates bu dizeyde kalir. Ates ile karsilastirildiginda nabiz hizi
nispeten yavastir. Bazi vakalarda ishal bazilarinda ise kabizlik (% 10-38) gelisebilir.
Nonspesifik ates olarak ortaya cikabildigi kiclk cocuklarda hastalik daha hafif
seyredebilir. Bes yasindan kictk cocuklar ve bebeklerde ishal daha sik olarak goriltr.
Eriskinlerde karakteristik olarak ishale sebep olmaz. Abdominal hassasiyet, distansiyon
ve agr tabloya eslik edebilir. Hastalik erken doneminde 6zellikle karin ve gévdede gl
renginde lekeler (rose spot, % 30) gorilebilir. Dalak siklikla buyur. Lékopeni gorulir.
Semptomlar genellikle 4 haftada sonlamir. Delirium ve stupor sidetli vakalarda
gelisebilir,

Kronik tasityicilik, Salmonella’larin digski veya idrarda bir yil veya daha uzun
siredir bulunmas: durumudur. Tasiyicilik 40-60 yaslarda siktir. Mikroorganizmanin
baslica yerlesim yeri safra yollaridir. S typhi tasiyicilart Ozellikle safra kesesinde
anomali olanlarda yillar boyunca diski ile ¢ikarilabilir.



2.5.25. Diger Gastroenterit Etkeni Bakteriler

Yersinia enterocolitica Enterobacteriaceae ailesinde yer alir. Gram negatif,
laktozu fermente etmeyen, fakiltatif anaerob bir gomaktir. Yersinia enterocolitica
70'den fazla serotipi vardir. insanlar icin patojen olan suslar cografi bolgelere gore
degisir.

Yersinia enteriti sporadik vakalar halinde gorialir ve kiglk cocuklarda

eriskinlere gore daha sik rastlanir'®

. Soguk hava sartlarinda daha iyi Ureyebildikleri igin
ABD’nin kuzey bolgeleri ve Kuzey Avrupa Ulkelerinde sk karsilasilan ishal
etkenidir'®’. Genelde ¢ig ve az pismis etler ile bulasir, 4-7 gunlik inkiibasyon
periyodunun sonunda dizanteriform, malabsorpsiyon turii ya da sulu bir ishale yol agar.
Diskida gogu zaman I6kosit, kan ve mukus bulunur. Bazen ishal aylarca sirebilir.
Siddetli karin agrisi, ates, kusma ve batinda hassasiyet ishale eslik edebilir. Mezenterik
lenfadenit veya terminal ileit yaparak akut apandisiti taklit eder. Kolonoskopide Crohn
hastaligin1 distindiren Ulserler goralir. Sepsis bulgular1 ve/veya artrit ve eritema
nodosum Yersinia gastroenteritine eslik edebilir. Klinik olarak Yersinia'dan
kuskulanildiginda laboratuvar  calisanlart  uyarilarak  6zel  kdltir  ortamlar:
kullanilmalidir. Patogenezi Salmonella’ ninkine benzer ve barsak mukozasini invazyona
ugratir, daha sonra lamina propriaya, oradan da lenfoid dokuya geger*®.

Vibrio cinsi iginde en dnemli tur V.cholerae' dir. V.cholerae fakiltatif anaerob,
tek flajelli, diz, kivrik veya virgul sekilli gram negatif bir basildir. V.cholerae O1,
V.cholerae O139 ve V.cholerae non-O1 olmak Uzere ¢ alt gruba ayrilir. Klasik kolera
V.cholerae O1'in Klasik ve El Tor olarak isimlendirilen iki farkl: biyotipi ve V.cholerae
0139 tarafindan olusturulur™. Bunlar, dinyanin Hindistan ve Banglades gibi belli
yorelerinde endemik olarak bulunan, kimi zaman da ciddi epidemilere hatta
pandemilere sebep olan dnemli bir sekretuvar ishal etkenidir. V. cholera min rezervuarlar
insanlardir. Bulas Kirli su ve su Urtnleri ile ya da cig yenen sebze ve meyveler ile olur.
Mide asitini gegebilen basiller musinaz salgisi ile mukoza engelini asarak ince barsakta
enterositlere adherens faktoru ile tutunur, kolonize olur. Iki-t¢ glnlik inkibasyon
periyodundan sonra kolera toksinleri ile ani baslayan siddetli ishalle seyreder. Kolera
gastroenteritinde cok sayida, bol sulu, agrisiz, kokusuz ve piring suyu gortniminde
ishal tipiktir. Hizla ciddi sivi ve elektrolit kaybina yol agarlar ve tedavi edilmez ise
olimle sonuglanabilir. Deri camasirci kadin elini andiracak gibi burusuktur'®,
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V. parahaemolyticus, Asyada besinle iligkili gastrointestinal infeksiyon
etkenleri basinda gelir, genellikle ¢ig balik veya kabuklu deniz Grdnlerinin tiketimi ile
iliskilidir. ABD’de klinik 6rneklerden ensik izole edilen Vibrio tirtidir. ishal, bulants,
kusma, karinda kramp, hafif ates ve titreme ile seyreden gastroenterite sebep olur. ishal
siklikla suludur, nadiren kanl1 olabilir. Ciddi dehidratasyon nadirdir.

2.5.2.6. Akut Bakteriyel Gastroenteritlerde Tam

Akut gastroenterit etkeni bakteriyel enteropatojenlerin tamsinda hastaya ait
demografik ve epidemiyolojik veriler, klinik 6zelikler ve konak immun durumu yol
goserse de kesin tam icin laboratuvar destegine ihtiyag vardir. Bakteriyel
enteropatojenlerin arastirildigr diski 6rnekleri en kisa siirede incelenmedir. Bakteriyel
gastroenteritlerin tansi igin rutinde konvansiyonel kiltir yontemleri kullamlmaktadir.
Infeksiyon dis1 bircok etkenin ishale sebep oldugu unutulmamali ve akut ishali olan
hastalarin hepsinde diski kultirl yapilmamalidir.

Ishal yapan bakteriyel patojenlerin bazilar: (Salmonella, Shigella) mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda rutin olarak tespit edilebilir, identifikasyon igin diski Ornekleri
oncelikle kanl1 agar gibi segici olmayan besi yerlerine ve Endo, MacConkey gibi segici
besiyerlerine ekilmelidir. Ayrica digki kiltlrl endikasyonu varsa 6rnek Campylobacter,
STEC, Samonella ve Shigella tlrlerini tespit edecek daha segici besi yerlerine de
ekilmelidir. Ishal yapan bakteriyel patojenlerin bazilar: ise 6zellesmis besi yeri veya
Uretme kosullarina gerek duyarlar (V. cholerae, Y. enterocolitica, C.difficile).

Basilli dizanteride kesin tanm Shigella nin rutin digki kilturtinde identifikasyonu
ile olmaktadir. Gram negatif buyyon ve selenite broth gibi zenginlestirme besiyerleri
siklilkla shigella izolasyonunu kolaylastirmak icin kullamlabilir. Zenginlestirme
besiyerinde inkiibasyon sonrasi, segici besi yerlerine diski 6rneginin ekilmesi gereklidir.
Gram negatif bakterilerin Uretilmesinde kullanilabilecek segici besi yerleri; MacConkey
agar, Eozin metilen mavisi agar (EMB agar), Hektoen enterik agar (HE agar),
Salmonella Shigella agar (SS agar), Xylose Lysine Desoxycolate agar (XLD agar),
Desoxycholate citrate agar’dir (DCA). Aerobik ortamda, 37°C’de (20°C-42°C) 1 gece
inkuibasyon sonrast bu besi yerlerinde shigella kolonileri renksiz, laktozu veya ksilozu
fermente etmeyen koloniler olarak gorultr. Supheli koloniler Shigella tirlerine 6zgu
Ozellikler, TSI (triple sugar iron; Ug sekerli demir iceren besiyeri), KIA (kligler iron
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agar) veya Braun A ve B besiyerleri kullanilarak arastirilir ve identifiye edilir. Shigella
turleri karakteristik olarak alkali yatik ve asit dip olustururlar, fakat gaz ve H,S lretmez.
S flexneri ve S. boydi birkag susu gaz Uretebilir. Hareket, tre hidrolizi ve lizin ve
ornitin dekarboksilaz testleri Shigellaicin karakteristik olarak negatiftir.

Shigella serolojik identifikasyonu, spesifik polivalan O antiserumlari
kullanilarak lam aglitinasyonuyla yapilir, ardindan bazi durumlarda (S. dysenteriae tip
1 tespiti icin) spesifik serotip identifikasyonu icin monovalan antiserumlarla test edilir.
Dogrulama icin referans laboratuarlarina gonderilebilir. Epidemiyolojik arastirmalarda
Shigella alt tiplendirmesinde RFLP (restriction fragment length polymorphism) ve
PFGE ( pulsfield gel electhrophoresis) yontemleri kullanilabilir.

Salmonella infeksiyonlarina kiltdr ile tam konmaktadir. Digki 6rneklerinden
Salmonella izolasyonunda en yaygin kullanmilan zenginlestirici besiyerleri; tetrathionat
broth ve selenite broth'dur. Shigella gibi secici besiyerlerine ekilerek Salmonella
izolasyonu gergeklestirilir. HE, XLD ve bismuth sulfite agar, laktoz negatif olan
Salmonella’larda hidrojen silfir (H2S)  Uretiminin tespitine yardimer indikatorlere
sahiptir. Bugin birgok laboratuvarda HE veya XLD kullamimaktadir. Aerobik ortamda,
37°C’de 1 gece inkibasyon sonrasi besi yerlerinde salmonella kolonileri renksiz,
laktozu veya ksilozu fermente etmeyen koloniler olarak gorulur. HE veya XLD’de H,S
Uretimine bagl1 olarak kolonilerin ortasinda siyahlik gozlenmektedir. Salmonella stipheli
koloniler TSI, KIA veya Braun A ve B besiyerlerinde biyokimyasal Ozellikleri
acisindan ileri identifiye edilir. Salmonella tirleri TSI veya KIA tip besiyerlerinde
karakteristik olarak alkali yatik ve asit dip olustururlar, gaz ve H,S Uretirler. H,S
Uretimine bagl siyah renk gozlenir. S typhi karakteristik olarak asit/alkalidir, ancak
gaz Uretmez ve gok az miktarda H,S batirma bélgesi ve batirma hattinda gézlenir. Indol,
Voges-Proskauer, fenilalanin ve Ureaz negatiftir. Ayrica Salmonella O grup spesifik
antiserumlar kullanillarak serotipler belirlenebilir. Salmonella serotip Typhi stpheli
izolatlar Salmonella Vi ve O grup D antiserumlart ile serolojik olarak
degerlendirilmelidir. Tam olarak serotipin  belirlenmesi, 6zellikle referans
laboratuvarlarinda dogrulama veya arastirma amaciyla kullamlmaktadir.

S typhi’nin O ve H antijenleri ile aglitine olan antikorlar1 6lcen Gruber Widal
testi yalanci pozitif ve yalanci negatif sonuclar olusturur ve infeksiyon vakalarinin

ayirici tamsini saglamaz.
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Tifoya siklikla klinik bulgulara gore tani konmaktadir, fakat etkenin izolasyonu
kesin tarm icin gereklidir. Tifo taist igin kan, gaita, idrar veya dokularda salmonellanin
Uretilmesi temel yontemdir. Salmonella typhi digski 6rneklerinden ¢ok kan kiltirlerinden
sikliklaizole edilmektedir.

Campylobacter infeksiyonlarimin tanmisi diski 6rneklerinde mikroorganizmanin
kiltdr yontemi ile izolasyonu, bakteri genomu molekiler yontemlerle tespiti, bakteri
antijenlerinin gosterildigi direk yontemlerle veya hasta serum ve sekresyonlarinda
kampilobaktere karsi olusan spesifik antikorlarin arastirildigi serolojik testler yani
indirek yontemlerle konmaktadir’®. infekte disk1 6rneginden Campylobacter izolasyonu
ve identifikasyonunda segici kdltir yontemlerinin - yam sra son yillarda
mikroorganizmanin genomundaki 16S rDNA, 23S rDNA, GroEl, GTPase, CadF, Asp,
CeuE, HipO ve GlyA proteinlerini kodlayan spesifik gen bolgelerinin amplifiye edildigi
nikleik asit amplifikasyon teknikleri (multiplex-PCR, AFLP, PCR-hibridizasyon
testleri) ile spesifik gen bolgelerinin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucu elde
edilen DNA fragmentleri sayisi ve biyukltklerini esas alan PCR-RFLP gibi molekuler
yontemler denenmistir.

Campylobacter tamsinda kidltir altin standart olarak kabul edilmektedir.
Campylobacter kapnofilik, mikroaerofilik olup en iyi 37°C’de (42°C de de Ureyebilir)
%5-10 CO,, %5 H, ve %85 N, iceren atmosferde, 48-72 saatte Urerler. Guniimizde bu
gaz karigimimin verilmesini saglayan Campy-Pack, Campy-Gen gibi ticari olarak
Uretilen hazir ticari kitler mevcuttur. Adi besi yerinde Uretilmeleri son derece zordur.
Skirrow, Butzler, Blaser, Campy-BAP, CCDA gibi se¢i besiyerlerinde
uretilir’®'*! Diskidan iretilmesi 72-96 saat gerektirirken, kan kiiltiriinden izolasyonu
icin gereken sire 2 haftadir. Campylobacter segici besiyerinde inkiibasyon sonunda 0.3-
0.5 mm c¢apinda, su damlasi gibi nemli, gri/beyaz renkte, agar yizeyinde bir tabaka
seklinde yayilma gosteren, hemoliz yapmayan tipik koloniler olusturur. Kat1 besiyerinde
Ureyen supheli Campylobacter koloniler identifiye edilmesi icin oksidaz, katalaz,
hippurat hidrolizi, antibiyotik duyarlilik testleri yapilir. identifikasyon testleri ilk
izolasyondan c¢ok, mikroskopik morfolojileri Campylobacter ile uyumlu koloni
subkdiltiirlerinden yapilmalidir'®*%,

Gram boyanarak, soluk pembe renkte, mart1 kanadi, S veya virgul seklindeki
tipik morfolojisinin gordlmesi tamya yardimcidir. Karanlik alan veya faz-kontrast
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mikroskoplar ile bakterinin tipik tirbuson tarzindaki hizli hareketlerinin gorilmesi
taniya yardimeidir'#1%,

Antijen tespitinde kullanilan testler hizli tam saglar, fakat duyarhiliklar: kolttr
yontemine gore daha azdir. ELISA, LA ve presipitasyon temelli ¢cok sayida ticari test
gelistirilmistir'*1%,

Mikroorganizma genetik yapisimin son derece degisken olmasi molekuler
yontemlerin standardizasyonu guclestirmektedir. Molekller yontemler kisa sirede
sonug veren, hizli ve yiksek duyarliliga sahip testlerdir. Arastrma ve referans
l[aboratuvarlarinda kullaniimaktadir. Campylobacter identifikasyonunda 23S rDNA
bazli PCR-RFLP yontemi, multipleks PCR'a gore daha sensitif ve spesifik bir
teﬂtirl%'m'lgs.

Campylobacter antijenlerine kars: hasta serum ve sekresyonlarinda slgAve 1gG
antikorlar1 tespitinde kompleman birlesme testi ve ELISA bazli serolojik testler
kullanmlms, fakat bunlarin tani degerinin distk oldugu gortlmuistir. Serolojik testler
epidemiyolojik arastirmalarda dogrulama testleri olarak kullanil maktadir'®.

E. coli patojenik suslarin identifikasyonu sadece referans veya arastirma
merkezlerinde mimkUindir. Tamda hticre kilturleri, hayvan modelleri, DNA problari,
PCR testleri ve diger spesifik serolojik testler kullanlabilir. Patojenik E.coli suslarinin
O ve H seratiplerinin belirlenmesi 6zellikle epidemiyolojik arastirmalarda faydalidr,
fakat cogu laboratuvar pahali olmasi nedeniyle tam E.coli serotiplendirmesi
yapmamaktadir.

Endemik bolgelerde, HUS veya hemorajik koliti olan vakalarda bakteriyel
enteropatojenlerin kdltdrd icin gonderilen kanli diski 6rnekleri sorbitolu fermente
etmeyen E. coli O157:H7 taramasinin yapilabilmes icin sorbitolli MacConkey
(SMAC) agara ekilmelidir®. Ayrica STEC suslarinin hizl: identifikasyonuna yardimet
olan ¢esitli kromojenik agar besiyerleri (CT-SMAC; sefiksim-tellurit SMAC) de
meveuttur’™.  O157:H7'den siphelenildiginde tammin bir referans laboratuvarinda
serotipleme testleri ile dogrulanmast gerekir. Salginlarin arastirilmas: ve siirveyansda
STEC kultdrd icin segici bir besiyeri olmadig: igin, diski 6rneklerinde O157 antijeni
veya Shiga toksin varligim tespit eden ELISA ve LA testleri sensitif ve hizli tam
yontemleridir®. Ayrica stx1, stx2'i kodlayan gen bolgesi PCR ve multipleks PCR testi

ile tespit edilebilir'®. Stx’e ilave virulans faktorlerinin varhigini belirlemede intimin igin
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eae gen probu ve hemolizin igin hlyA (ehxA) gen probu en sk kullanilan
yontemlerdir®®,

STEC disindaki diger patojen E. coli suslari biyokimyasal ozellikleri ile diger
E.coli suslarindan ayirt edilemez. EPEC, EAEC ve DAEC Hep-2 ve HelLa hicre
kltirlerinde karakteristik adherens paternleri gostermeleri ile tespit edilebilmektedir®®.

EPEC, epitel hicrelerinde AE histopatolojisi varligi ve stx’in olmamast ile
tanmnmaktadir. AE histopatolojisi, Hep-2 ve Hela hicre kiltarinde tespit
edilebilmektedir. Ayrica intimini kodlayan eae geni ya da LEE patojenite adasina
yonelik DNA prob, PCR veya multipleks PCR testleri ile de taninir™.

Invaziv olmayan EAEC tamsi, Hep-2 ve Hela hiicrelerinde tipik agregatif
adherensinin gostermesi ve adherensten sorumlu genlerin DNA problar: veya PCR’da
tespiti ile gergeklesir. Tam icin adherensten sorumlu genler, spesifik AA veya CV D432
DNA probu ile identifiye edilebilir®®. Ayrica EAEC tarusinda 6zel bir test olan likit-
kultur klamp agregasyon testi kullamlarak bu patojenin hiicrelere tutunmasi
goserilebilir.

DAEC tams, Hep-2 hicrelerinde diffiz adherensinin  gosterilmesi  ve
adherensten sorumlu genlerin DNA problar: veya PCR ile tespiti sonucu gerceklesir.

ETEC tamsinda, Urettizi ST ve LT ekzotoksinler ve kolonizasyon faktorleri
arastirilir. ETECin Urettigi ST ve LT toksinleri tespiti icin genellikle hiicre kultdrleri,
ELISA testleri, gen problari, PCR testlerinden yararlanilir'®. insan suslarinda STh ve
STp olmak Uzere ST toksininin iki farkli varyanti belirlenmistir. ST-ELISA ticari kitleri
sadece ST toksinini tespit eden kompetetif enzim immunassaydir. Ters pasif lateks
aglutinasyon (VET-RPLA) testi ise antijenik olarak oldukca benzer olan LT toksini ve
koleratoksininin her ikisini birden tespit etmektedir®®.

EIEC; gssitli in vivo testler (Sereny testi), ELISA ve Hep-2 ve HelL a hiicrelerine
invazivlik icin nikleik aside dayali testler ile identifiye edilebilir, ancak ticari kit ve
reagenler bulunmamaktadir. Tam amaciyla, Sereny testinde EIEC'nin invazyon
ozelliginin kobay go6ziine bakterinin inokile edilerek keratokonjonktivit olusturmas ile
gosterilmesi anlamlichr. Invazyonla iliskili virulans faktorler olan ipaC ya da ipaH'1

kodlayan gen bolgeleri molekiiler arastirmalarda kullanilmaktadir®.

50



2.5.3. Parazitler

Giardia lamblia, Cryptosporidiumspp ve E. histolitica cocuklarda en sik diareye
sebep olan parazitlerdir.

Insanlarda sik olarak ishal ve malabsorbsiyon etkeni olan Giardia, G. lamblia, G.
intestinalis veya G. duodenalis olarakta adlandirilir G. lamblia dinyada insanlarda
barsak parazitozunun en yaygin sebebidir. Gelismekte olan Ulkelerde pervalansi
cocukluk déneminde %25-30 kadardir. Gelismis Ulkelerde bu oran %7’ yi nadiren gecer.
G. lamblia ABD’de en sik izole edilen intestinal kamgilidir. Akut ishale sebep olabilir,
fakat genellikle persistan ishale yol acar. Fekal-ora yolla ya da kontamine sularla
bulasabilen G. lamblia kisti alinmasi sonucu infeksiyon olusmaktadir. Cocuk bakim
evlerinde epidemilere yol agabilir. G.lamblia ince barsakta genellikle mukozaya
adezyon yapar, nadiren invazyona sebep olur. G. lamblia ile enfekte olan bircok Kisi
asemptomatiktir. Ozellikle parazitin endemik oldugu tropikal ve subtropikal bolgelerde
semptomatik olup, diski sayisi az, ama bol miktarda ve kétt kokuludur. Karin agrisi,
istahsizlik, bulanti ve abdominal distansiyon giardiazisi dustndiren sikayetler olabilir.
Kilo kaybi ve malabsorpsiyon gelisebilir. Digkida genellikle kan ve 16kosit bulunmaz.
Tam diskida kistlerin, ya da ince barsakta trofozoitlerin gorilmesi ile konur. ELISA ile
diskida antijen arastirilabilir'®®,

Entamoeba hystolitica Ozellikle tropikal ve subtropikal bolgelerde daha sik
gorilmekle birlikte, bitin dinyada insanlarin yaklasik %10 unu infekte eder. Gelismis
toplumlarda bu oran %5'tir. Cocuklarda cogu kez asemptomatik ya da hafif bir
infeksiyona yol acarsa da, bazen kanl1 ishal ve atesle seyreden dizanteri ishali ortaya
cikabilir. Kisisel hijyenik kosullarin bozulmasi ile baglantili olarak gegis riski artar. Bu
parazit siklikla kontamine sulardan bulasmakla birlikte, kisiden kisiye direkt bulasma da
olabilir. Baslica rezervuar insandir. Amipli dizanteri agisindan yiiksek risk altinda olanlar;
endemik bolgelere go¢ edenler, topluluk halinde yasayanlardir. Kistler ince barsak
ortaminda agilir ve kolonu invaze eden trofozoitleri olusturur. Diskida trofozoitlerin veya
kistlerin gorilmesi, ya da serolojik testlerle tani konabilir'®®,

Cryptosporidium spp, ¢ocuklarda oldukca sik diareye sebep olur. Bu parazit, sit
cocuklarinda ve immun yetersizligi olanlarda genellikle agir ishal yapar, diger
cocuklarda ise siklikla subklinik olarak seyreden bir infeksiyona yol acar. Hayvanlardan
insanlara bulas siktir, direkt temasla ya da infekte su ve besinlerle de bulasabilir. Ince

51



barsakta ookistlerden serbest kalan sporozoitler intestinal epitele girerek firgamst kenar
fonksiyonunu bozarlar ve villus atrofisine, sonugta da malabsorpsiyona sebep olurlar.
Sulu, sekretuvar tipte ishal yapar, diski kan ve I6kosit icermez. Karin agrisi, istahsizlik
ve kilo kaybr olabilir. Immun yetersizligi ya da HIV infeksiyonu olanlarda daha agir ve

uzun sireli bir gidis goralir'®
2.6. Akut Gastroenteritlerde Tedavi ve Korunma

2.6.1. Akut Gastroenteritlerde Tedavi

Sivi elektrolit replasmani, hem viral hem de bakteriyel akut gastroenteritlerde
tedavinin temelini olusturmaktadir. ishal ve kusma sonucu olusan su ve elektrolit
kaybini diizeltmek icin, ORS tedavisi hafif ve orta dehidratasyonda tercih edilirken,
intraventz (1V) sivi tedavisi sokta veya ciddi elektrolit dengesizligi olan ve oral tedavi
ile diizelme gbstermeyen cocuklarda uygulanir.

Ishali olan bir cocugun yasina uygun bir diyetle erken donemde beslenmeye
baslanmasi da tedavide dnemlidir. Cunki birkag gunlik aglik bile barsak villuslarinda
Onemli sekilde atrofi ve emilim yilzey alamnda azalmaya yol agar. Dehidratasyonu
olmayan ya da hafif dehidratasyonlu cocuklarin beslenmesine hastaliklari boyunca
devam edilmeli, orta ve agir dehidratasyonu olan cocuklarda ise rehidrasyon sonrasi
mumktin olan en kisa siirede beslenmeye baslanmalidr.

Bakteriyel gastroenteriti olan hastalarin  ¢ogu  antimikrobiyal — tedavi
gerektirmeden, kendiliginden iyilesmektedir. Akut ishalli hastalarin ¢ok az bir kisminda
(%5-10) antibiyotik tedavisine gereksinim duyulur. Ayrica cocukluk c¢agi akut ishal
tedavisinde antibiyotiklerin etkinligi ve givenligi ile ilgili sinirli sayida veri vardir.

Antibiyotik tedavisi hastaligin uzamasi, artmus tasiyicilik ve artnrus morbidite ile
iliskilidir. Salmonella spp enterokolitlerinde antimikrobiyal ilaglar tasiyicilik ve niksi
artirr, ancak uygun endikasyon durumunda kullanilirlar. EHEC disundlen olgularda
antibiyotik verilmesi HUS riskini artirdigindan uygulanmaz. Bu komplikasyon E. Coli
O157:H7 igin antibiyotik tedavisi almis %50 gocukta rapor edilmistir ve antibiyotik
kullamminin HUS gelisme riskini 13.4-17.7 kat artircig: tahmin edilmektedir®®”.

Antibiyotik tedavi Shigella spp, Salmonella spp (endikasyon varliginda), V.
cholerae, C. jguni, C. difficile turleri, G. intestinalis, E. histolytica’'ya bagli akut
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ishallerde fayda saglayabilir. Her bir enteropatojen igin uygun antimikrobiyal segilirken
diren¢ sikligi unutulmamali ve klinik izolatlarda antimikrobiyal ilag duyarlilik testi
yapilmalidr.

Cocuklarda akut ishal tedavisinde genel olarak ampisilin, trimetoprim-
sulfometaksazol (TMP-STX), meakrolid, florokinolonlar, sefotaksim, tetrasikin,
metranidazol gibi antimikrobiyaller oldukca etkilidir.

Viral gastroenteritlerin spesifik antiviral tedavileri yoktur. Rotavirus ishal
tedavisinde oral veya enteral immunglobulin etkinligi birkag calismada
gosterilmistir’®?%°, jshal ve virus yayilim peryodunu kisaltiyor gibi gériinse de rutin
tedavide kullanmlmamaktadir.

Kronik rotavirus infeksiyonlu immun yetmezligi olan ¢ocuklarin tedavisinde
kolostrum veya rotavirus antikorlar1 iceren insan sitll ve rotavirusa karst immunize
olmus ineklerin kolostrumu kullamlmis ve iyi sonuclar elde edilmistir. Fakat bunlar
akut rotavirus gastroenteriti tedavisinde etkili olmamaktadir, sadece virus yayilim
siresini kisaltmaktadir.

Ishalin onlenmesinde ve tedavisinde en hizli yayilan ilaglardan biri canli
mikroorganizmalar, probiyotiklerdir. Laktobacillus rhamnosus GG en ¢ok arastirilan
probiyotiktir. Insan barsaginda gegici olarak kolonize olur. Lactobacillus GG nin
cocuklarda ve erigkinlerde akut ishal tedavisinde etkili oldugu calismalarla
gosterilmigtir®®?*,

Dunya Saglik Orgiitii (WHO; World Health Organization) ve Birlesmis Milletler
Cocuklara Yardim Fonu (UNICEF; United Nations Children’s Fund) 2004 yilindan bu
yana akut ishalli cocuklarda cinko kullanimini desteklemektedir. Banglades’te Roy ve
arkadaglarinin yaptig: ¢ift kor kontrolli calismada, akut ishalli malnitre ¢ocuklarda
20mg/kg elemental ¢inko desteginin ishal siresini kisalttigi, diski ¢ikariminm azalttigs,
kilo aliminin daha iyi oldugu ve serum cinko diizeyinin diizeldigi gosterilmistir®*%,

Ishal tedavisinde loperamid, antikolinerjik ajanlar, bismut subsalisilat veya
adsorbanlarin  kullamlmas:  6nerilmemektedir. Opiyat, atropin igeren bilesiklerin
kullanilmasi kontrendikedir.
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2.6.2. Akut Gastroenteritlerde Korunma

Akut gastroenterite sebep olan enteropatojenler insandan insana en yaygin fekal
oral yolla bulasir. Salginlar veya sporadik ishallere sebep olurlar. Kaynak genellikle
infekte diski ile temas eden eller, esyalar (oyuncak gibi), kontamine ylzeyler, su ve
gidalardir. Bulasmanmin dnlenmesi igin sanitasyon, dezenfeksiyon, kisisel ve toplumsal
hijyen standartlarinin yukseltilmesi ve egitim esastir. Salginlar sirasinda hasta gocuklar
izole edilmelidir.

Cocuklara bakan kisilerin, hastanede personelin hijyen kurallarina uymasi, etkili
el yikamasi bulasmay: onemli Olglide azaltir. Ayrica anne sitl ile beslenme de
onerilmelidir.

Kontamine yiizeyler, esyalar tam temizlenmeli, dezenfekte edilmelidir. icme
sularimin yeterince filtre edilmesi, klorlanmasi ve su sebekelerine yeterli bakim
yapilmasiyla su kaynakli salginlar onlenebilir. Endemik bolgeye seyahat edenler
kaynamis ya da siselenmis su icmeli, yiksek riskli yiyeceklerden, acikta satilan
yiyeceklerden kaginmali ve buz kullanilmamalidir. Cig sebze ve meyveler her zaman
temiz su ile iyice yikanmali, gidalar iyi pisirilmelidir.

Bakteriyel gastroenteritlerden korunmada Onemli olan kisisel ve toplumsal
hijyen kurallari, rotavirus infeksiyonlarimin onlenmesinde c¢ok etkili  degildir.
Demokratik virus olarak da tammlanan rotaviruslarin neden oldugu gastroenteritler,
hijyen kosullarindan bagimsiz olarak, gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde benzer
siklikta gorulUr. Rotaviruslar ttim diinyada st cocuklarinda gordlen ishallerin, 6zellikle
hastaneye yatis ve bebek oOliimlerine neden olan agir gastroenteritin en 6nde gelen
sebebidir. Bu agir hastalik yiki nedeniyle tim dinyada oldugu gibi tlkemizde de
rotavirus gastroenteritlerinden korunma gereksinimi vardir ve rotavirus ishalinin
dnlenmesinde tek yontem asilamadir®.

Rotavirus asisindan beklenen dogal rotavirus infeksiyonuna benzer immunite
olusturarak, orta/ciddi infeksiyona karsi korumasi, hastane yatislari ve mortaliteleri
Onlemesi, ekonomik kayiplari azaltmast ve hastaligin sire ve ciddiyetini
hafifletmesidir®**'°,

Guntimuzde iki yeni rotavirus asisi; monovalan human rotavirus asisi [Rotarix,
GlaxoSmithKline] ve pentavalan human-bovine reassortant rotavirus asisi [Rotaleq,
Merck] 2008 yil1 itibariyle 100’ den fazla tlkede ruhsat alarak kullamma girmistir. Her



iki asimin da givenilir oldugu ve barsak tikanmasi ile iliskili olmadigi gosterilmistir. Bu
asilarin herhangi bir rotavirus diaresine kars1 %74-79, siddetli rotavirus diaresine karsi
ise 9696-100 koruma sagladig gosterilmistir®®?!’.Rotavirus asilari, hastaneye yatislari
(%96), acil servis bagvurularini (%94) azaltir?'6-#18219220

Monovalan human rotavirus asist oral yolla 2 ve 4. ayda olmak Uzere 2 dozda
uygulanir. Pentavalan human-bovine reassortant rotavirus asisi ise oral yolla 2, 4 ve 6.
ayda olmak lizere 3 dozda uygulanir. ilk doz bebek 15 haftalik olana kadar uygulanmali
ve asillamaya 15. haftadan sonra baslanilmamalidir ve asilama 8 aya kadar
tamamlanmal idir.

Diger gastroenterit etkeni viruslarin ve bakterilerin asist simdilik yoktur, asi
caligmalar1 devam etmektedir.
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GEREC VE YONTEM

Cocuk yas grubunda gorilen gastroenteritlerde viral ve bakteriyel etkenlerin
klasik ve molekller yontemlerle arastirilmast amaci ile yapilan bu ¢alismaya, Temmuz
2009 ile Ekim 2009 tarihleri arasinda Adana Dogum ve Cocuk Bakimevi Hastanesi
polikliniklerine ve acil servisine ishal yakinmasi ile basvuran akut gastroenteritli
cocuklara ait 136 diski 6rnegi dahil edildi. Ornek alinmadan 6nce gocuklarin anne ve
babalar: bilgilendirildi. Ayrica hastalarin demografik verileri (adi, soyads, yasi, cinsiyeti
ve aile 0zellikleri gibi) ve klinik bilgileri alindi. Onddrt glinden daha kisa bir stire kusmali
veya kusmasiz seyreden ginde 3 kez veya daha fazla sulu veya normalden yumusak
diskilama akut gastroenterit olarak kabul edildi.

3.1. Diski1 Orneklerinin toplanmas:

Akut gastroenteriti olan her cocuktan alinan diski 6rneklerinden biri  deril,
sizdirmaz kapakli kagikl digk1 kaplarina yaklasik 1 gr, ikincisi Selenit- F besiyerine bir 6ze
dolusu ve en son olarak da Modifiye Carry-Blair besiyerine ekiivyon yardimiyla alinmak
Uzere ic aynn sekilde toplandi. Ornekler diskiin varsa kanli velveya mukuslu
bolgelerinden aindi. Bu Ornekler buz kaliplart arasinda en geg iki saat icerisinde
l[aboratuvaratasind.

Laboratuvarda akut gastroenteritli 136 cocuk hastadan alinan diski 6rneklerinin
bakteriyolojik ve virolojik incelemeleri yapildi. Selenit- F besiyerine ve Modifiye Carry-
Blair besiyerine alinan digski 6rneklerinde klasik kiltir yontemi ile Salmonella, Shigella,
Kampilobakter ve EHEC gibi enterik bakteriyel patojenler arastinildi. identifikasyon
yontemleri iletir diizeyinde tammmlama yapildi. Patojen Escherichia coli tirleri tespiti icin
ise DNA ekstraksiyonu ve multipleks PCR yapildi. Akut gastroenteriti olan gocuklardan
kasikli digski kaplar1 ile toplanan diski drnekleri ise virudar icin test edilinceye kadar -
80°C’ de saklandi. Kagikli diski kaplar1 ile toplanan diski drneklerinde ELISA testleri ile
rotavirus, norovirus, astrovirus ve adenovirus gibi viral enterik patojenler arastirildh.
Ayricarotavirus igin ELISA testi sonucu pozitif ¢ikan drneklerden RNA ekstraksiyonu
ve RT-PCR ile G ve P Genotipleme yapildi.
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3.2. Rotavirus, Adenovirus, Calicivirus ve Astrovirus antijenlerinin ELISA
testi ile diski 6rneklerinin arastirilmas

Diski 6rnekleri Grup A rotavirus antijen tespitine yonelik Rotavirus Antigen
ELISA (Ridascreen; kat. No: C 0901, Lot No: 02329 R- Biopharm AG, Germany) Kiti
ile arastirlldi ve daha sonra sirasiyla norovirus, astrovirus ve adenovirus antijenleri
tespitine yonelik Norovirus Antigen ELISA Kiti (Ridascreen; kat. No: C 1401, Lot No:
04139 R- Biopharm AG, Germany), Astrovirus Antigen ELISA kiti (Ridascreen; kat.
No: C 1301, Lot No: 05269 R- Biopharm AG, Germany) ve Adenovirus Antigen
ELISA kiti (Ridascreen; kat. No: C 1001, Lot No: 04329 R- Biopharm AG, Germany)
kullanilarak degerlendirildi. ELISA testleri Uretici firmanin  Onerdigi protokol ile
gerceklestirildi.

ELISA Testinin yapilist
Disk1 ornekleri uygulama oncesi dondurucudan cikarilip ¢Ozilmesi igin oda
1sisinda 15-20 dakika bekletildi. ELISA kitleri buzdolabinda +4°C’ de saklanmaktaydi.
Calisma oncesi oda1sisinda 30 dakika bekletildi.
Kitin igindekiler
1. ELISA plagi: 96 kuyulu plak
2. Substrat: Bir sise 10 mL
3. Konjugat: Bir sise 10 mL
4. Pozitif kontrol: Bir sise 1,8 mL
5. Diluent 1: Ornek diliisyon buffer 1; bir sise 100 mL
6. 10X Wash Buffer : % 0,1 thimerosal; bir sise 100 mL
7. Stop soliisyonu: Bir sise 6 mL

ELISA testinin uygulanmas
1. ELISA kiti kullamImadan 6nce yarim saat oda 1sisinda bekletildi.
2. 1X Wash Buffer hazirlamak i¢in 100 mL 10X Wash Buffer ile 900 mL DS (Distile
su) karistirildi.
3. Ornekler, numaralandirilan tiiplere diluent 1’den 1mL konup Uzerine 100 pL dhgki
ornegi (1 Oze dolusu) ilave edilerek hazirlandi. Yaklasik 2 dakika vortekslenerek
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orneklerin ¢oziinmesi saglandi. Pozitif kontrolden 100 pL, negatif kontrol icin ise
diluent 1'den 1mL alinip bir ttipe konarak hazirland.

4. Mikroplagin Al kuyusuna pozitif kontrolden 100 pl, B1 kuyusuna negatif kontrolden
100 pl ve mikroplagin diger kuyularina ise sirastyla ¢oziinmils 94 diski 6rneklerinden
100 pl konuldu. Daha sonra her bir kuyuya 100 pl konjugat ilave edildi ve oda isisinda (
20-25°C)) 60 dakika inklbe edildi.

5. Inkiibasyonun ardindan plak ELISA yikama cihazinda (Medispec ESW300 ELISA
Plate Washer) 5 kez 300 ul, 1X Wash Buffer sollisyonu ile yikand: ve sonunda 2 kez
aspire edilip iyice kurutuldu. Hig sivi kalmamast icin kurutma kagich Gzerinde plak ters
cevrilip birkag kez tap yapildi.

6. Her bir kuyucuga 100 ul substrat ilave edildi. Karanlik bir ortamda oda isisinda 15
dakika inkibe edildi ve bazi kuyucuklarda mavi renk donisiimt basladigi gozlendi
(Sekil 1).

Sekil 1. ELISA mikroplag: 1

9. inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu ilave edildi. Maviden
sartya donen renk degisimi goruldi (Sekil 2).

Sekil 2. EL1SA mikroplagy 2

10. Plaklar hafifce sallanarak homojen bir soliisyon elde edilmeye calisildi.
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11. Sonuclar spektrofotometrede (Denley We Scan) 450 nm dalga boyunda okunarak
degerlendirildi.

12. ELISA kiti protokoltinin 6nerisine gore optik yogunlugu rotavirus ve adenovirus
icin 0,350'den biuyuk olan 6rnekler pozitif, 0,350'den kiiclk olan ornekler negatif,
norovirus ve astrovirusicin ise 0,5 den biiyuk olan érnekler pozitif, 0,2’ den kiicik olan
ornekler negatif kabul edildi.

Sekil 3. Spektrofotometre Sekil 4. EL1SA yikama cihazi

3.3. Rotavirus RNA’sinin RT-PCR ile arastiriimas
ELISA testi ile rotavirus antijen pozitif bulunan digski 6rneklerinin RNA
ekstraksiyonlar1  gerceklestirildi. Ekstrakte edilen RNA oOrnekleri RT-PCR ile
degerlendirilene kadar —80°C’ de bekletildi. Rotavirus G genotiplemesi icin ( G1- G4,
G8- G10) rotavirusun VP7 bolgesine ait Beg9B- End9B ve P genotiplemesi icin ( P[4],
P[6], P[8-11] ) ise VP4 bilgesine ait Con2 - Con3 konsensus Ve tip spesifik primerler ile
RT-PCR testi yapilip ardindan multipleks semi-nested PCR tedti ile tiplendirme yapild.

3.3.1. Diski 6rneklerinden RNA’nmin ekstraksiyonu
ELISA testi sonucu rotavirus Grup A pozitif olan diski 6rneklerinden rotavirus

RNA’simin ekstraksiyonu Roche High Pure Viral Nucleic Acid Kiti (Lot No: 14290100,
Kat. No: 11 858 882 001) kullanlarak gergeklestirildi. Uretici firmanin talimatlarina
uygun olarak kit caligild.

Diski 6rneklerinden RNA'nin ekstraksiyonu yapilisi

1. Ekstraksiyon icin -80°C’ de saklanan disk1 6rnekleri ¢ikarildi ve ¢bziinmesi icin
oda 1sisinda bekletildi. Cozinen diski ornekleri %10 oraminda PBS (fosfat
tamponlu su) ile sulandinldi. Sulandirilan 6rnekler 2 dakika vortekslenerek
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10.

11.
12.

ardindan 10.000 X G’de 10 dakika santrifjj edildi ve santrifllj sonrasi Ustte kalan
sivi kissmdan mikropipetle 200ul alinarak steril 1,5 ml’lik eppendorf tuplerine
aktarildi.

Bunlarin Gzerine 5ml Binding buffer ve 50 ul Poly A calisma soliisyonu
karigimindan 400 pl eklendi ve vortekslendi.

Oda isisinda 10 dakika inkibe edildi.

Kit igerisindeki toplama kaplar1 ve filtreli tlpler i¢ ice gegirilerek birlestirildi ve
bir sonraki asama igin hazirlandh.

Orneklerin  bulundugu eppendorf tupiindeki Kkarisim, hazirlanan toplama
kaplarina Ustten yavasca dokuldi ve 8000 X G’ de 15 saniye santrifij edildi.
Santrifijj sonras: alttaki sivi biriken toplama kabr atilch. Ustteki filtre tiipt yeni
toplama kaplar: Gzerine yerlestirildi.

Uzerine 500 ul Inhibitor Removal Buffer (Guanidinium HCI) eklenip 8000 X
G'de 1 dakika santriftj edildi.

Santrifiij sonras: alttaki sivi biriken toplama kabr atilch. Ustteki filtre tiipt yeni
toplama kaplar: Gzerine yerlestirildi.

Uzerine 450 ul Wash Buffer eklendi ve 8000 X G'de 1 dakika santrifiij edildi.
Santrifijj sonras: alttaki sivi biriken toplama kabr atildh. Ustteki filtre tiipt yeni
toplama kaplar1 Gzerine yerlestirildi. Bu basamak bir kez daha tekrarland:.

Sonra 13000 X G'de 10 saniye santriftij edildi. Santriflj sonrasi alttaki sivi
biriken toplama kabr atildi. Ustteki filtre tipi 1,5 ml’lik eppendorf tiplerine
yerlestirildi.

Uzerine 50 pl Elution Buffer eklendi ve 8000 X G’ de 1 dakika santrifiij edildi.
Eppendorf tlp icindeki filtre tlpl atildi ve daha sonra icinde RNA ekstrakti
bulunan bu tipler -80 °C’ de saklandh.

3.3.2. Rotavirus VP7 ve VP4 genomunun tespiti icin iki asamah RT-PCR
testi
Rotavirus G genotiplemesi i¢in rotavirusun VP7 bolgesine ait 1062 bp

uzunlugundaki genom bdlgesini hedef alan Beg9B (5- GGC TTT AAA AGA GAG AAT
TTCCGT CTG G- 3) veEnd9B ( 5-GGT CACATC ATA CAATTCTAA TCT AAG-
3') konsensus primerleri, P genotiplemesi icin ise rotavirusun VP4 bdlgesine ait 876 bp
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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 primerleri
kullanilarak iki asamali RT-PCR testi yapildi. iki asamada yapilan RT-PCR testinin birinci
asamasinda; RT (Reverse transcription) islemi ile cDNA’lar elde edildi. Ikinci asamasinda
ise, bu cDNA’lar kullarilarak PCR islemi gergeklestirildi.

Amplifikasyon asamalarinin gergeklestirilmes icin termal cycler (MJ Mini
Gradient Thermal Cycler) kullamldi.

Rotavirus G genotiplemes igin iki asamali RT-PCR testinin yapilist

Rotavirus G genotiplemesi i¢in rotavirusun VP7 bolgesine ait 1062 bp
uzunlugundaki genom bolgesini hedef alan Beg9B - End9B konsensus primerleri
kullanilarak iki asamal1 RT-PCR testi gerceklestirildi.

Calismada iki asamadan olusan RT-PCR tegtinin RT asamasinda cDNA Urtnleri
eldes icin her bir PCR tiplne rotavirusun G genotipini belirleyen her bir primerden
(Beg9B - End9B konsensus primerleri) 25 pmol, 7 pl delyonize distile su (ddH20) ve 5
ul RNA ekstraktr olmak tzere toplam 13 pl RT karisimi konuldu. Ardindan 95°C'de 5
dakika termal cycler’da inkiibe edildi ve sonra 5 dakika buz Gzerinde bekletildi. Daha
sonra bu PCR tuplerinin tzerine 1X RT-Buffer ( 100mM Tris-HCI [pH 8,8], 500mM
KCl ), ImM dNTP, 20 U RNasin ve 10 U RT enzim (Transcriptor reverse transcriptase,
Roche) ilave edilerek her bir 6rnek icin toplam 20 pl'lik karisim hazirlandi. Sonra
termal cycler'da 55 C”de 30 dakika ve ardindan 85 C”de 5 dakika inkiibe edilerek
cDNA sentezi gerceklestirildi.

RT-PCR testinin PCR asamasinda, amplifikasyon ayr1 bir PCR tipinde, 1X PCR
Taq Buffer (100mM Tris-HCI [pH 8,8], 500mM KCI), 1,5mM MgCl,, 200 uM dNTP,
her bir primerden 25pmol, 2U Taq DNA polymerase (Fermentas), distile su ve elde
edilen cDNA druninden 5 pl olmak Uzere toplam 50 pl PCR karigiminda
gerceklestirildi. PCR asamasinda yine Beg9B ve End9B primerleri kullamld: ve termal
cycler’ da amplifikasyon asagidaki sekilde tamamlandi:

1 94° C'de 3dk

2. 94° C'de 1dk
42° Cde 2 dk } 35 siklus
72° Cde 1dk

3. 72° Cde 10 dk
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G genotiplemesi; birinci amplifikasyon Grtinleri 1062 bp uzunlukta bant varligi
yoninden etidyum bromirlti % 2’ lik agaroz jel elektroforezi ile incelendi (Sekil 5).

- — 1062 bp

Sekil 5. Ratavirusun VP7 bdlgesine ait 1062 bp uzunlugundaki genom bélges

Rotavirus P genotiplemes icin iki asamali RT-PCR testinin yapilist

Rotavirus P genotiplemesi igin rotavirusun VP4 bolgesine ait 876 bp
uzunlugundaki genom bolgesini hedef alan Con2- Con3 konsensus primerleri ile
yukaridaanlatilan G genotiplemesi icin kullanlan aym protokol gergeklestirildi.

P genotiplemesi; birinci amplifikasyon Urtnleri 876 bp uzunlukta bant varlig:
yoninden etidyum bromurlti % 2'lik agaroz jel elektroforezi ile incelendi (Sekil 6).

Sekil 6. Rotavirusun VP4 bdlgesine ait 876 bp uzunlugundaki genom bolges
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3.4. Rotavirus G genotiplemes icin RT-PCR testi

3.4.1. G genotiplemes igin Multipleks Semi-nested PCR testi

Ilk PCR sonucu 1062 bp uzunlugunda elde edilen amplikonlardan G
genotiplemesi icin  multipleks semi-nested PCR testi gerceklestirildi. Bu testte
rotavirusun VP7 bolgesine ait tip spesifik primerler ( G1, G2, G3, G4, G8, G9 ve G10)
ve RV G9 konsensus primer kullanildi. Bu test G1 genotipi icin 749 bp, G2 genotipi icin
652 bp, G3 genotipi icin 374 bp, G4 genotipi icin 583 bp, G8 genotipi icin 885 bp, G9
genotipi icin 306 bp ve G10 genotipi icin 397 bp uzunlugundaki genom bolgesi varlig:

yonunden degerlendirildi. Tip spesifik primerlerin gen dizisi; asagida verilmistir.

G1(5- CAA GTA CTC AAA TCA ATG ATG G-3))

G2 (5- CAA TGA TAT TAA CACATT TTC TGT G -3)
G3 (5- CGT TTG AAG AAG TTG CAA CAG -3)

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

G8 (5- GTC ACA CCA TTT GTA AAA TTC G -3)

G9 (5'- CTA GAT GTA ACT ACA ACT AC-3))

G10 (5- ATG TCA GAC TAC AGA TAC TGG -3)
RVGO (5'- GGT CACATC ATA CAA TTC T -3)

G genotiplemes icin Multipleks Seminested PCR testinin yapilisi

Multipleks semi-nested PCR igin amplifikasyon ayr1 bir PCR tupunde, 1X PCR
Taq Buffer (100mM Tris-HCI [pH 8,8], 500mM KCI), 2mM MgCl,, 200uM dNTP, her
bir primerden (G1, G2, G3, G4, G8, G9, G10 ve RVGY9) 20pmol, 2U Taq DNA
polymerase (Fermentas), distile su ve ilk elde edilen PCR Urininden 2 ul olmak Uzere
toplam 50 pul PCR karisiminda gergeklestirildi. Amplifikasyon asagidaki gibi

tamamlandi:
1. 94° C'de 3dk
2. 94° C'de 1 dk
42° C'de 2dk 30 siklus
72° C'de 1dk
3. 72° C'de 10 dk
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Ikinci amplifikasyon Grtinleri G1 genotipi icin 749 bp, G2 genotipi icin 652 bp,
G3 genotipi icin 374 bp, G4 genotipi icin 583 bp, G8 genotipi icin 885 bp, G9 genotipi
icin 306 bp ve G10 genotipi icin 397 bp uzunlugunda amplikonlarin varlig: yoninden
etidyum bromirli % 2'lik agaroz jel elektroforezi ile incelendi.

3.5. Rotavirus P genotiplemes icin RT-PCR testi

3.5.1. P genotiplemes igin Multipleks Semi-nested PCR testi

Ilk PCR sonucu 876 bp uzunlugunda elde edilen amplikonlardan P
genotiplemesi icin multipleks semi-nested PCR testi gerceklestirildi. Bu testte
rotavirusun VP4 bolgesine ait tip spesifik primerler (P4, P6, P8, P9, P10 ve P11) ve Con
3A konsensus primer kullanildi. Bu test P4 genotipi icin 483 bp, P6 genotipi igin 267
bp, P8 genotipi icin 345 bp, P9 genotipi icin 391 bp, P10 genotipi icin 583 bp ve P11
genotipi icin 312 bp uzunlugundaki genom bdlgesi varligr yoninden degerlendirildi. Tip
spesifik primerlerin gen dizisi; asagida verilmistir.

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)

P genotiplemes icin Multipleks Semi-nested PCR testinin yapilisi

Rotavirusun VP4 bdlgesine ait primerler ile yukarida anlatilan G genotiplemesi
icin kullamlan protokol uygulandi. Burada farkl: olarak P4, P6, P8, P9, P10 ve P11 tip
gpesifik primer ve Con3A konsensus primerleri kullamldi.

Ikinci amplifikasyon Uriinleri P4 genotipi icin 483 bp, P6 genotipi icin 267 bp,
P8 genotipi icin 345 bp, P9 genotipi icin 391 bp, P10 genotipi icin 583 bp ve P11
genotipi icin 312 bp uzunlugunda amplikonlarin varlig:r yoninden etidyum bromarlt %
2'lik agaroz jel elektroforezi ile incelendi.



DNA ekstraksiyonu, RT-PCR ana karistmumin hazirlanmasi (master mix) ve
orneklerin ana karisima eklenmesi izole edilmis G¢ ayr1 odada yapildi. RT-PCR
asamasinda ana karisimin hazirlanmasi ve drneklerin ana karisima eklenmesi buz
Uzerinde gergeklestirildi. PCR kontaminasyonunu engellemek icin reagenler, kuguk
hacimlerde tuplere bolundi. Aeresol bariyerli pipet uclarin kullanimi, eldivenlerin sik
sik degistirilmesi ve ytizeylerin dekontaminasyonu icin UV 1s1k ve sodyum hipokloritle
silinmesi gibi kontaminasyona karsi genel dnlemler alind.

3.6. Agaroz j€l elektroforezi ve gorintileme
Amplifikasyon drinleri etidyum bromurlt % 2'lik agaroz jel elektroforezi ile

arastirildi. Hem tank tamponu olarak, hem de agaroz jelinin hazirlanmasinda TBE
tamponu kullamldi. TBE (Tris Borik EDTA) konsantre (40x TBE) stok soltisyonu
olarak hazirland: ve gerektikge 1 x TBE olacak sekilde sulandirildh.

40x TBE tamponunun hazirlanmas
38,2 gr Tris-Base (1,6 M) (Sigma)
21,78 gr NaAsetat x3 H,O (0,8 M)
3,04 gr EDTA (40 M) (Sigma)
Maddeler distile su ile 200 ml’ ye tamamlandi (pH 7,2).
Agaroz jel elektroforezi uygulamas
1. Elektroforez icin kullanilan 40x TBE tamponundan 1x TBE solUsyonu elde
etmek icin distile su ile dilUe edildi.
2. Eridiginde % 2'lik jel olusturacak sekilde 2 gram agaroz (Sigma) tartilip bir
balon icerisine konuldu.
Uzerine 100ml 1x TBE tamponu ilave edilerek mikrodalga firinda eritildi.
Bir stire 60 °C’ nin altina diismeyecek sekilde sogutuldu.
Jelin icerisine etidyum bromid 0,5ug/ml konsantrasyonda eklendi.

o g M~ w

Onceden hazirlanmis ve taraklart uygun olarak yerlestirilmis kalip tepsisinin

Uzerine jel yavasca dokald.

Oda sicakliginda 20-30 dakika bekletilerek katilasmasi saglandh.

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

0. Orneklerden 10’ar pl alimp 1,5ul yilkleme tamponu (% 20 silkroz, % 0.25 brom
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fenol mavisi (1XTBE ile hazirlanmus)) ile karistirilarak, her kuyuya dagitildh. TIk
kuyuya 100 bp’lik DNA ladderdan (Fermentas) 6 pl yUklendi.
10.  Tankin gig kaynagi (LABNET International Power Station 300) calistirilarak 90
V akim verildi.
11. Brom fenol mavisinin migrasyonu takip edilerek 30-45 dakika yuritilen jelin
2/3'lik kismina ulastiginda elektroforez durduruldu.
Jel tanktan cikarildi ve jel goruntileme sistemi (DNR Bio-Imaging Systems
Visible & Ultraviolet Transilluminator, MiniBIS Bio-Imaging System) ile
goruntulenerek rotavirus pozitif 6rneklerin varligi yoninden incelendi.

3.7. Shigdlla, Salmonella, E. coli ve Campilobakterlerin kilturde tretilmes

3.7.1. Shigella, Salmonella, E. coli ve Campilobakterlerin ekimi ve
uremelerinin degerlendirilmes
Disk1 Orneklerinin konvansiyonel kdltir yontemi ile degerlendirilmesinde

gastroenterit yapan Salmonella, Shigella, Kampilobakter ve EHEC ( Entero Hemorgjik E.
Coli ) gibi enterik bakteriyel patojenler arastirildi. Modifiye Carry-Blair besiyerinde
tasinan diski Orneklerinden kanli agar, Mc Conkey, sorbitollti Mc Conkey, Hekto-en ( HE),
Xylose Lysine Deoxycolate ( XLD )ve Modifiye Charcoal Cefoperazon Deoxycholate
Agar (MCCDA) kati1 besiyerlerine es zamanli ekim yapildi. Ekivyon dogrudan
besiyerlerinin Ust ¥4 Gne suruldi ve sirint materyali plastik 6ze kullanilarak plaklarin
geri kalan kismina azaltma yontemi ile yayildi ve plaga tek koloni dustrtlmesi
amaglandi. Ayrica Salmonella ve Shigella izolasyonu igin zenginlestirici besiyeri olan
Sdlenit-F buyyona inoklle edilen ¢rnekler 37°C'de 8 saat inkibe edildikten sonra,
besiyerlerinden bir 6ze dolusu alinarak XLD veya HE besiyerine pasajlandi. MCCDA
besiyeri disindaki ekim ve pasgj yapilan tim besiyerleri 35- 37°C’ de aerobik etlivierde 18-
24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda yapilan degerlendirmede Mc
Conkey, HE veya XLD besiyerlerinde Ureyen 2-3 mm ¢apinda renksiz koloniler supheli
kabul edilip oksidaz aktivitesi yoniinden test edildi. Oksidaz aktivitesi gostermeyen,
laktozu fermente etmemis Salmonella ve Shigella yoniinden stipheli kolonilerden saf koloni
eldesi icin pasa yapildi. EHEC tespiti igin sorbitolli Mc Conkey besiyerinde renksiz
kolonilerin varhig1 arastirild.
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Kampilobakter Uretilmesi icinise MCCDA besiyerine yapilan ekimler 42°C % 10
CO0, iceren kavanozlarda 48-72 saat inkube edildi. EKim yapilan plaklarinin tamam,
inkiibasyon siresi sonunda kampilobakter tiremesi yoniinden degerlendirildi. Uremenin
olmadig1 plaklar iclerindeki Kitler yenilenerek tekrar kapatildi ve her gun Ureme
yoninden kontrol edilerek 5 giin siire ile inklibasyona devam edildi. Bu siirenin sonunda
Ureme gorulmeyen plaklar atildi. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri yiizeyinde treyen
ve 0,3-0,5 mm capli gri, seffaf, hemoliz yapmayan, su damlasi gibi nemli koloniler ise
sUpheli kabul edilerek oksidaz aktiviteleri yoniinden test edildi. Oksidaz aktivitesi
gosteren koloniler, Gram boyasi ile boyanarak mikroskobik morfolojileri yoniinden 1s1k
mikroskopunda X 100 buyltmede degerlendirildi. Kampilobakter turleri igin spiral
seklinde, kivrik veya virgul seklinde, Gram negatif basil gorinimi tipiktir.
Kampilobakter kolonilerini MCCDA besiyerlerinde saf olarak elde etmek lizere pasajlan
yapildi ve ilk Uretme sartlarinda tekrar inkiibasyona birakild.

3.7.2. Shigella, Salmonella, E. coli ve Campilobakterin Identifikasyonu

Salmonella ve Shigella yonunden stpheli kolonilerden elde edilen saf koloni ileri
identifikasyonu igin, biyokimyasal reaksiyonlar: incelemek amaciyla Three Sugar Iron
(TSl), Braun A ve B besiyerlerinde glikoz, laktoz ve mannitole etkileri ile gaz, H,S ve
indol olusumu yontinden degerlendirildi. Ayrica sitrati karbon kaynag: olarak kullanma
Ozelligini degerlendirilmesi icin Simon’s Sitrat agar besiyerine, Ureaz aktivitelerinin
degerlendirmesi icin Christensen’in %2’ lik siv1 Ure besiyerine ve hareket 6zelliklerinin
degerlendirilmesi icin Motilite Indol Lizin Medium (MIL) hareket besiyerine ekim
yapildi ve 35- 37°C’'de 18-24 saat inkibe edildi. Salmonella ve Shigella oldugu
dusundlen koloniler sirasiyla Salmonella ve Shigella poli O antiserumlari ile arastirilarak
subtip tespiti yapildi ve degerlendirildi.

ikinci pasajda Uretilen, makroskopik ve mikroskopik morfolojik ozellikleri
kampilobakterlerle uyumlu koloniler; fenotipik identifikasyon amaci ile oksidaz ve katalaz
aktiviteleri, hippurat1 hidrolize etme yetenekleri, TSI agarda H2S olusturma o6zellikleri,
Sefalotin, Nalidiksik asit ve Tuz tolerans yeteneklerine gore degerlendirilerek ileri
identifiye edildi.

67



3.7.3. Identifikasyonda kullanilan testler
Oksidaz testi

Oksidaz ayiracinin hazirlanst:

010r Tetramethyl-1,4-phenylenediamine
10 ml distilesu

Tetramethyl-p-phenylenediamine distile suyailavesi ile glinlik olarak hazirlanan
ayirag, 151k gegirmeyen kapakli cam siselere koyuldu ve kullamlincaya kadar +4°C'
sakland.

Onceden bantlar halinde kesilip, steril edilmis filtre kagitlar1 temiz lamin tizerine
konuldu. Filtre kagidimin Gzerine 2-3 damla oksidaz ayiraci damlatildi. Besiyerinden
plastik 0ze yardimi ile alinan supheli koloni, filtre kagidi Uzerindeki ayiracin
damlatildig1 bolgeye strildi. Filtre kagidindaki strintt bolgesinde 5-15 saniye icinde
mor renk olusumunun gézlenmesi halinde oksidaz testi pozitif olarak kabul edildi.

Katalaz Testi
Kullanimdan 6nce taze olarak hazirlanan % 3’10k hidrojen peroksitten (H2O5)

bir lam Gzerine 1-2 damla konuldu. Stpheli koloni 6ze yardimi ile alinarak hidrojen
peroksite karistirildi. Gaz kabarciklarinin olusumunun gozlenmesi halinde test pozitif
kabul edildi.

Hippurat Hidroliz testi
Test igin gerekli olan sodyum Hippurat solisyonu ve Ninhidrin ayiract 6nceden
hazirland: ve Onerilen 1sida saklandh.

Sodyum Hippurat Soliisyonunun Hazr lanisi

Toz halindeki 1 gr Sodyum Hippurat’in 100ml distile suda eritilmesi ile
hazirlanan soliisyon, 0,4 ml lik tUplere dagitild: ve kullamlincaya kadar -20 °C’'de
sakland.

Ninhidrin Ayiracinin Hazir lanisi
50 ml Aseton ve 50ml Butanol igeren karisima 3,5 gram Ninhidrin ayiraci
eklendi ve kullanilincaya kadar karanlikta, oda isisinda sakland:.
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Hippurat Hidroliz Testi’ nin Uygulamast:

Kampilobakter kolonilerinden birkag tane alinarak Sodyum hippurat
solisyonunda yogun bulamklik olusturuldu ve 37°C’' de 2 saat inkibe edildi.
Inkibasyon sonunda soliisyona 0,2 ml ninhidrin ayiract damlatilch ve 37°C’ de 10
dakika daha inkiibe edildi. Test sonucu sollisyonun renginin koyu mor renge dontismesi
halinde pozitif, agik mor veya renksiz kalmasi halinde ise negatif olarak degerlendirildi.
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BULGULAR

Bolgemizde cocuk yas grubunda gorilen akut gastroenteritlerde viral ve bakteriyel
etkenlerin klasik ve molekiler yontemlerle arastirlmast amaciyla Adana Dogum ve
Cocuk Bakimevi Hastanesi polikliniklerine ve acil servisine Temmuz 2009 ile Ekim
2009 tarihleri arasinda ishal yakinmasi ile bagvuran akut gastroenteritli cocuklara ait
136 digk1 6rnegi degerlendirildi.

Bu calismada diski 6rneklerinden bakteriyel enteropatojenlerin izolasyonu icin
klasik kdltar yontemi kullamldi. Shigella spp, Salmonella spp ve Campylobacter spp
kilturde kullanilan besiyerlerinde Uretilmis olup fenotipik yontemlerle tam konuldu.
Klasik klttr yontemi ile hi¢ birinde EHEC bulunamadh.

Calismaya dahil edilen toplam 136 hastanin 54'0 (% 39,8) kiz 82'si (% 60,3)
erkek cocuklardan olusmakta idi. Hastalarin 31'i (% 22,8 ) 0-5 ay, 38'i (% 28) 6-12 ay,
22'si (% 16,2) 13-24 ay, 16's1 (% 11,7) 25-36 ay, 5'i (% 3,7) 37-48 ay, 8'i (% 5,9) 49-
60 ay ve 16’s1 (% 11,7) 61-144 ay yas grubunda yer almaktaydi. Vakalarin %67’ sinin
(91hasta) 0-24 ay grubunda yer aldig: tespit edildi. (Tablo 4).

Tablo 4. Akut gastroenteriti olan 136 ¢ocuk hastanin yas gr uplarina gor e dagilimi

Yas gruplari Sayi (n) %
0-5ay 31 22,8
6-12ay 38 28

13-24ay 22 16,2
25-36ay 16 11,7
37-48ay 5 3,7
49-60ay 8 59
61-144ay 16 11,7
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Klask ve molekiler tam yontemleri kullamlarak, hastalarin % 28,7’ sinde (39
vaka) akut gastroenterit etkeni olarak en az bir patojen belirlenirken, %71,3 inde (97
vaka) viral veya bakteriyel herhangi bir enteropatojen identifiye edilemedi. Akut
gastroenterit etkeni belirlenen 39 vakada bakteriyel ve viral mikroorganizmalar gruplar
halinde incelendiginde, ishal etkeni olarak viral enteropatojenler 28 vakada gorilirken
(% 20,6), bakteriyel enteropatojenler 11 vakada (% 8,1) tespit edildi (Tablo 5).

Tablo 5. Akut gastroenterit etkeni mikroorganizma gruplarinmn ishali olan 136 hastada gor ilme
oranlari

Etken Sayi (n) %
Bakteri 11 81

Virus 28 20,6
Toplam 39 28,7

Akut gastroenterit etkeni belirlenen toplam 39 vakanin % 11’'inde (15 vaka)
norovirus, % 7,35'inde (10 vaka) rotavirus, % 6,6'sinda (9 vaka) Shigella spp, %
2,2'sinde (3 vaka) adenovirus, % 0,7’ sinde (1 vaka) Salmonella spp ve % 0,7’ sinde (1
vaka) Campylobacter spp tespit edildi. Miks infeksiyon 2 vakada (% 1,5) saptand.
Campylobacter ve norovirus birlikte 1 vakada (% 0,7) gordlirken, adenovirus ve
norovirus birlikte bir diger vakada (% 0,7) tespit edildi. Akut gastroenterit etkeni
belirlenen 39 vakada enteropatojenlerin gorilme oranlar1 degerlendirildiginde, tamlar
arasinda siklik agisindan ilk 3 sirada norovirus (% 11), rotavirus (% 7,35) ve Shigella
spp (% 6,6) yer aldi (Tablo 6).
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Tablo 6. Akut gastr oenteritli vakalar da enter opatojenlerin gor tilme oranlari

Etken Sayi (n) %
Norovirus 15 11
Rotavirus 10 7,35

Shigella spp 9 6,6
Adenovirus 3 2,2
Salmonella spp 1 0,7
Campylobacter spp 1 0,7
Miks infeksiyon 2 15

Bu calismada diski Orneklerinde Salmonella, Shigella, patojen E. coli’'ler ve
Campylobacterleri arastirma amaciyla yapilan diski kdltlrleri sonucunda toplam 136
hastadan 11'inde (% 8,1) bakteriyel bir enteropatojen tespit edirken, geriye kalan 125
hastada (%91,9) ise normal flora iremesi belirlendi. Konvansiyonel kiltir yontemleri ile
tespit edilen toplam 11 patojenin yapilan ileri identifikasyonunda, bunlarin 9'unda (%
6,6) Shigella sonnei (grup D), 1’inde (% 0,7) Salmonella newport (grup C2) ve 1'inde
(% 0,70 Campylobacter jeuni tespit edildi. Hi¢c birinde EHEC bulunamad.
Campylobacter jejuni tespit edilen 6rnekte ayn zamanda norovirus antijeni varligi da
belirlendi (Tablo 7).

Tablo 7. Bakteriyel enteropatojenlerin kiltir sonuclara

Bakteri Sayi (n) %
Shigella sonnel 9 6,6
Salmonella 1 0,7
newport
Campylobacter 1 0,7
jgjuni
EHEC - -
Toplam 11 8.1
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Shigella sonnei bulunan 9 hastamin 3'0 erkek (%33,3), 6'st (%66,7) kiz,
Salmonella newport bulunan 1 hasta kiz ve Campylobacter jejuni tespit edilen 1 hasta
da kiz gocuklarindan olugsmakta idi. Shigella diaresi olan hastalarin yas gruplar: 6 ay ile
6yas arasi gruplarda degismekte idi. Salmonella newport bulunan hasta 11 aylik olup,
Campylobacter jejuni tespit edilen vaka ise 4 yasindayd: (Tablo 8).

Tablo8. Bakteriyel enteropatojenlerin kiltir sonuglarinin cinsiyete gore dagilim

Bakteriyel Etkenler Erkek Kadin Toplam
n % n % n
Shigella sonnei 3 33,3 6 66,7 9
Salmonella newport - - 1 100 1
Camp. jguni - - 1 100 1
EHEC - - - - -
Miks bakteriyel inf. - - - - -
TOPLAM 3 27,2 8 72,8 11

Diski drneklerinde viral enteropatojenlerden Rotavirus, Norovirus, Astrovirus ve
Adenovirus spesifik antijenleri arastirma amaciyla yapilan ELISA testleri sonucunda
toplam136 hastanin toplamda 28'inde (%20,6) viral bir enteropatojen tespit edilirken,
geriye kalan 108 vakada (%79.4) ELISA testleri sonucu negatif bulundu. Bunlarin
15’inde (%11) norovirus antijeni, 10’unda (%7.35) rotavirus grup A antijeni ve 3'Gnde
(%2.2) adenovirus antijeni pozitif bulundu ve higbirinde astrovirus tespit edilemedi.
Ayrica 1 vakada adenovirus ve norovirus (%0.7) birlikte miks viral infeksiyon olarak
goruldi. Norovirus antijeni pozitif 15 hastamin 8'i erkek (%53.3), 7'si (%46.7) kiz,
rotavirus antijeni pozitif 10 hastamin 6’st erkek (%60), 4'G (%40) kiz ve adenovirus
antijeni pozitif 3 hastamin ise 2'si erkek (%66.6), 1'i (%33.4) kiz cocuklarindan
olusmakta idi. Norovirus diaresi olan hastalarin yas gruplar: 3 ay 4yas arasi gruplarda,
rotavirus diaresi olan hastalarin yas gruplar: 8 guinlikten 3 yasa kadar degismekte idi.
Adenovirus diaresi olan gocuklarin yaslariise 5 ay, 30 ay ve 7 yas idi (Tablo 9).

73



Tablo 9. Viral antijen tespit edilen akut gastr oenteritli vakalarin cinsiyete gor e dagilimi (n=28)

Viral Etkenler Erkek Kadin Toplam

n % n % n %

Norovirus 8 53.3 7 46.7 15 11
Rotavirus 6 60 4 40 10 7.35
Adenovirus 2 66.6 1 334 3 2.2

Astrovirus 0 0 0 0 0 0
Miksviral inf. 1 100 0 0 1 0.7
TOPLAM 16 12 28 20,6

Ayrica rotavirus grup A antijeni arastirilan ELISA testi sonucu pozitif ¢ikan 10
disk1 drneginden 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 7 ve 8)

700bp

500bp :
-l

300bp

M G1G4 GS

Sekil 7. Rotavirusun G genotiplemes (G1:749bp, G4:583bp ve G9:306bp)

74



E
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neg Po <PB-_ P8:-“Pl1l P8 Fll neg neg P8 P8

Sekil 8. Rotavirusun P genotiplemesi (P8: 345 bp, P11: 312 bp)

Akut gastroenteriti olan gocuklardan toplanan 136 digki drneginden rotavirus
antijeni pozitif 10 6rnegin hepsi de hem VP7 (G genotip) hem de VP4 (P genotip)
varligi yoninden pozitif bulundu. Calisilan 10 drnekten 6's1(%60) G ve P igin
genotiplendirilirken geriye kalan 4(%40) ornegin G (VP7) veya P (VP4) genotipi
belirlenemedi.

Rotavirusun VP7 bdlgesine ait G genotiplerinden G9 %60 oranla tek basina 6
ornekte ve G4 %10 oranla tek bagina 1 6rnekte tespit edildi. G genotiplerinden G1+G4
%10 oranla tek basina 1 6rnekte bulundu. Geriye kalan 2 ¢rnekte (%20) G genotipi
belirlenemedi.

Rotavirusun VP4 bolgesine ait P genotiplerinden P[8] %50 oranla tek basina 5
ornekte ve P[11] %30 oranla tek basina 3 6rnekte bulundu. Geriye kalan 2 6rnekte
(%20) P genotipi belirlenemedi

Toplam 10 vakada hem tek G/P genotip infeksiyonunun hem de miks
infeksiyonun dahil oldugu 6 vakada G9 %60 oranla en yiiksek bulunan G genotipidir ve
5 vakada P[8] %50 oranla en yiiksek bulunan P genotipidir. (Tablo 10).
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Tablo 10. Grup A rotavirus antijeni pozitif 10 vakada G/P genctiplerinin dagilim

G tip /Ptip (%) P[8] P[11] P Toplam
tiplendirilemeyen

G4 1 (10) - - 1(10)
G9 3(30) | 2(20) 1(10) 6 (60)

G1+G4 - - 1(10) 1(10)
G 1(10) 1 - 2 (20)

tiplendirilemeyen (20
Toplam 5(50) | 3(30) 2(20) 10

Rotavirus pozitif 10 6rnegin 6'sinda (%60) her iki G ve P tipleri belirlendi ve
sonucta 3 farkl rotavirus G/P kombinasyonu elde edildi. Calisma serimizde rotavirus
infeksiyonlar: arasinda tek bir G/P genotip infeksiyonu %90 oranla 9 vakada ve miks
infeksiyon ise %10 oranla 1 vakada tespit edildi. Rotavirus tek G/P genotip
infeksiyonlar: arasinda G9P[ 8] en yiksek prevelansta %30 oranla 3 vakada bulundu ve
bunu %20 oranla 2 vakada G9P[11], %10 oranla 1 vakada G4P[8] kombinasyonlar
izledi. Miks infeksiyon formunda G1+G4/P tiplendirilemeyen 1 vakada %10 oraninda
tespit edildi. (Tablo 11).

Tablo 11. Rotavirusinfeksyonu olan 10 vakada G /P genctipleri sikhig

G/P genctipleri Sayi (n) %
GO P[§] 3 30

G9 P[11] 2 20
G4 P[g] 1 10
G1G4P 1 10
Go9P 1 10

G P[11] 1 10

G P[8] 1 10
Toplam 10 100
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TARTISMA

Cocukluk caginda gorilen akut infeksiydz ishaller, tim dinyada halen
giincelligini  koruyan o6nemli saglik problemlerinden biridir®. ishalli hastaliklar
dinyanin her yamnda yaygin olmakla birlikte, az gelismis ve gelismekte olan tlkelerde
Ozellikle 5 yasindan kiglk cocuklar icin dnemli morbidite ve mortalite nedenleri
arasinda ikinci sirada yer almaktadir.

Gelismekte olan Ulkelerde bes yas ve alt1 cocuklarda her yil 1 milyardan fazla
ishal vakast oldugu tahmin edilmekte ve yaklasik 2-2,5 milyon ¢ocuk ishal sebebi ile
lmektedir®,

ABD’de iki yasindan kiguk gocuklarin doktora basvurularin % 20’sinin, ¢
yasindan kiiciik cocuklarda ise % 10'unun sebebi akut ishaldir®. Tirkiye Nifus Saglik
Arastirmast (TNSA) 2003 raporuna gore, ulkemizde 5 yasindan kigik 10 gocuktan
3iniin son iki hafta icinde ishal oldugu bildirilmistir®%. Tirkiye Saglik Bakanligi 2004
verilerine gore bu konuda yapilan calismalarda, bolgelere gbre degismekle birlikte
Ulkemizde ishal prevalanst kirsal yasamda % 36, kentsel yasamda % 26 olarak
bildirilmektedir. Ankara Golbas1 ilce Merkezinde Agustos 1999'da yapilan arastirmada
incelenen cocuklarda akut ishal prevalansi % 14,7 olarak saptanmistir. EKim 1987'de
Adanada yapilan bir arastirmada prevalans % 10,1, Haziran-Temmuz 1995'de
Gaziantep'te yapilan calismada % 22,9 ve Konya ili Cimenlik Bolgesinde yapilan bir

baska arastirmada ise % 12,8 olarak bulunmustur®?®?242%

. Galismamizda klasik ve
molekuler tam yontemlerini birlikte kullamilarak ishalli hastalarin % 28,7'sinde (39
hasta) akut gastroenterit etkeni olarak en az bir enteropatojen tespit edildi.

Ishal gocukluk caginda en yaygin bes yas alti cocuklarda ve 0-24 ay arasinda en
yuksek prevelansta gorilmektedir. TNSA 1998 verilerinde de iki yasin altindaki,
Ozellikle 6-24 aylik cocuklarin, buyik cocuklara gore ishal olma olasiliginin daha
yiiksek oldugu bildirilmistir??®. Ulkemizde yapilan calismalarda Kurugol ve arkadaslari
ishalli gocuklarin % 80’inin, Karadag ve arkadaslari % 43,7’sinin ve Gul ve

arkadaslar1 % 71’inin 2 yasindan kiicik oldugunu bildirmislerdir??"#%, Bu calismada da
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akut ishalli vakalarin % 70'nin (91 hasta) 0-24 ay arasi sut gocuklar: oldugu tespit
edildi.

Cocukluk yaslarinda ortaya cikan akut ishal ile seyreden hastaliklarin en 6nemli
sebebi  gastrointestinal infeksiyonlardir. Gastroenterit etkenlerinin  tespit edilmesi
hastaligin tedavisi ve prognozun belirlenmesinde dnemlidir. Son yillarda molekiler tam
yontemlerinin gelistirilmesiyle % 60-70 lere varan oranda etken saptanabil mektedir®.

Bakteriyel, viral veya paraziter ganlar tim dinyada halen sk goriulen
gastroenterit etkenleri olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Diarelere yol agan infeksiydz
etkenlerin siklig1 yas gruplari, cografi bolgeler, sosyoekonomik faktorler ve mevsimlere
gore degismektedir. Dinyada 6zellikle gelismis Ulkelerde en sik gorilen etkenlerin
viruslar (% 50-70) oldugu bildirilmektedir®. Bakteriler ise akut gastroenterit vakalarin
yaklasik % 10-20’ sinden sorumludur’.

Guntimtizde, dinya genelinde bes yasindan kiciik ¢ocuklarda akut gastroenterit
etkenleri arasinda viruslar ilk siray1 almakta ve rotavirus, akut viral gastroenteritlerin en
sik etkeni olarak izole edilmektedir. Gelismekte olan Ulkelerde ishal etkeni olarak
bakteriyel ajanlar daha 6n plana ¢cikmakta ve bunlar arasinda diarojenik E. coli turleri,
Shigella tirleri, Salmonella tiirleri ve Campylobacter tirleri sk goruliir’?. Yaz
aylarinda bakteriyel infeksiyon kaynakli ishaller pik yapmaktadir. Gelismekte olan
Ulkelerde ve gelismis Ulkelerde bes yasindan kiclk cocuklarda akut ishallerde en sik
tespit edilen bakteriyel enteropatojen diarojenik E. coli tdrleri’dir (% 30-40) ve
genellikle gelismekte olan tlkelerin cogunda endemik olarak bulunur. Benzer sekilde
protozoonlara bagli ishallerin prevalans: gelismekte olan Ulkelerde gelismis Ulkelere
gore 2-10 kat daha fazladir. Hijyen kosullarinin iyi oldugu gelismis Ulkelerde bakteriyel
gastroenterit etkenleri daha az gorlldiginden, viral gastroenteritlere daha sik
rastlanmaktadir. Gelismis Ulkelerde rotavirus (% 25-70), norovirus, astrovirus ve
enterik adenovirus (% 20-30) en sik rastlanilan ishal etkenleridir. Rotavirus 6zellikle
kis aylar1 boyunca gorilmektedir, oysa tropikal bdlgelerde rotavirus diaresi bitin yil
boyunca gozlenmektedir. Miks infeksiyonlar ishallerde % 20-30 oranda
goriilmektedir®.

Akut gastroenterit etyolojisi ile ilgili arastirmalardan Fred G. ve arkadaslarinin
Kolombiya'da, akut ishal yakinmasi olan 5 yas alti 129 cocukta ishal etkenlerini
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belirlemeye yonelik yaptiklar1 bir calismada, rotavirus % 48,1, E. coli % 13,9 ve
campylobacter % 2,3 oraninda bildirilmistir®.

Danimarka da Mart 2000 Aralik 2001 tarihleri arasinda, benzer yas grubundaki
cocuklarda yapilan ve 2 yillik peryodu kapsayan prospektif vaka kontrol ¢alismasinda
424 ishalli hastaya ait digski ornegi ile 726 saglikli asemptomatik kisiden alinan diski
ornekleri incelenmistir. ishalli hastalarin % 54’ inde, kontrol grubunun % 22'sinde diski
orneklerinden etken patojen tespit ettiklerini, hasta grubunun % 26’ sinda virus, %
17’ sinde bakteri ve % 4’ Ginde parazitlerin ishal nedeni oldugunu bildirilmislerdir. Siklik
sirasina gore rotavirus % 13,2, E. coli % 4,9, Salmonella spp % 4,6, norovirus % 3,9,
adenovirus % 3,6, campylobacter % 2,9 ve sapovirus % 2 tespit edilmistir?®.

Abdel Moati ve arkadaglar1 Filistin'de, 2006-2007 yillar1 arasinda akut ishalli
465 cgocukta ishal etkenlerini belirlemede klasik kaltor yontemi ile identifikasyon
yaptiklar:t bir calismada; EHEC % 8,3, Shigella % 6,7, Campylobacter jgjuni % 5,
Aeromonas % 4,7 ve Salmonella % 4 siklikta tespit edilmistir®".

Ulkemizde Yildirmak ve arkadaslar1 Nisan 1989- Mart 1990 tarihleri arasinda
Saglik Bakanligi Ankara Hastanesine bagvuran ishalli 106 sit cocugunda akut
gastroenterit etyolojisi arastirmiglar ve % 45’inde enteropatojen tespit etmislerdir.
Siklik sirasina gore rotavirus % 29, bakteriyel patojenler % 12 ve parazitler %4
oraninda saptanmustir®>.

Ulkemizde yapilan calismalarda akut gastroenteritli cocuklarda rotavirus tespit
oranlart % 20-57 arasindadir®. Yine tilkemizde yapilan cesitli calismalarda en sik
saptanan bakteriyel ganlar patojen E. coli, Shigella, Salmonella, Campylobacter,
Aeromonas ve Vibrio cholerea’dir. Turkiye nin farkli bolgelerinde 1981-2005 yillart
arasinda yapilan calismalarin sonuclarina gore, bakterilerinin diskidan izolasyon
oranlart; Salmonella % 2-11, Shigella % 2-9, Campylobacter % 1-13 diir. Ulkemizde
1985- 2001 arasinda gesitli merkezlerden bildirilen sonucglara gére EPEC gocukluk yas
grubunda ishalli hastalarin % 3-52’'sinde, ETEC % 0,2-10’ unda saptanmustir. Ayrica az
sayida calisma yapilmis olmakla birlikte EIEC nin diski kiltUrlerinden izolasyon oram
% 3-18 olarak bildirilmistir’%. Ulkemizde yapilan cssitli calismalarda E. coli O157:H7
insidans: % 1’ den az olarak goriilmektedir®.

Biz klasik kdltir yontemleri, ELISA ve RT-PCR yontemlerini gibi molekuler

yontemleri kullanarak yaptigimiz ¢alismamizda, degerlendirdigimiz ishalli gocuklara ait
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disk1 6rneklerinden % 28,7'sinde (39 vaka) en az bir enteropatojen tespit ettik ve
bunlarin % 20,6"sinin (28 vaka) viral enteropatojenler, % 8,1'inin (11 vaka) bakteriyel
enteropatojenler oldugu belirledik. Akut gastroenterit etkeni belirlenen 39 vakada
enteropatojenlerin gorilme oranlar: degerlendirildiginde en stk bulunan etken norovirus
(% 11) olarak tespit edildi. Bunu rotavirus (% 7,3) ve Shigella (% 6,6) takip etmekte idi.
Ayrica % 2,2 oramnda adenovirus, % 0,7 oraminda Salmonella ve % 0,7 oraminda
Campylobacter saptandi. Miks infeksiyon 2 vakada (% 1,5) tespit edildi. Campylobacter
ve norovirus birlikteligi bir vakada (% 0,7) gorilurken, diger vakada adenovirus ve
norovirus birlikteligi (%0,7) vardi.

Bu calismada, literatirle uyumlu olarak ishal etkenleri agisindan viral
patojenleri % 20,6 oranla bakteriyel etkenlere (% 8,1) gbre daha yuksek oranda
saptandi. Ancak literatiirden farkli olarak viral etkenler iginde en sik norovirus tespit
edildi. Bu durumun c¢alismanin rotavirus infeksiyonunun az gorildigt yaz doneminde
yapilmasindan kaynaklandigimt dustinmekteyiz ve norovirus mevsimsel dalgalanma
gostermemesi sebebiyle daha sik tespit edildi. Tlrkiye' de rotavirus gastroenteritleri,
1liman iklim kusagindaki diger tilkelerde oldugu gibi kis aylarinda pik yapar. Ulkemizde
yapilan calismalarda Karadag ve arkadaslari rotavirus pozitifligini Kasim- Nisan
déneminde, Kurugdl ve arkadaslart Ocak-Mart doneminde pik yaptigin tespit
etmislerdir®. Kurugsl ve arkadaslari, yaptiklari calismada, kis aylarinda rotavirusun
akut gadtroenterit vakalarinda % 60-65, yaz aylarinda ise % 20'den az oranlarda
saptandigini bildirmislerdir®’.

Ishal nedenleri arasinda tum dinyada viral etyoloji agisindan rotavirus
infeksiyonu daha sik gorulmektedir. [liman iklimlerde, rotavirus gastroenterit vakalari
siklikla kis aylarinda gorulirken, tropik iklimlerde tim yil boyunca gorulebilmektedir.
Rotavirus infeksiyonlari gelismis Ulkelerde her yilin soguk aylarinda pik yapacak
sekilde mevsimsel patern gostermektedir®. Rotavirus diaresinin - mevsimsel
karakterizasyonu iyi bilinmekte olup ABD’de bu infeksiyon tipik olarak sonbaharin
baglarinda baslar ve bahar aylarimin basina kadar devam eder. Avrupa da ise kis aylari
boyunca gorultr.

Gelismekte olan Ulkelerde Shigella infeksiyonlarinda en sik etken S flexneri,
gelismis Ulkelerde ise S. sonnei’dir. Ulkemizde 20-25 yil éncesinden 1990’11 yillarin
ikinci yarisina kadar olan donemde genel olarak ishalli hastalarda izole edilen Shigella
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suslarimin siklikla S flexneri oldugu, daha sonraki yillarda ise yerini S.sonnei’ye
biraktigi gorulmektedir. ABD’nde en sik bildirilen insan serotipi S enteriditis dir.
Ulkemizde 1980'li yillarda izole edilen Salmonella suslarinin % 70-90'1 Styphimurium
iken, 19901 yillarin basinda Senteritidis dnceki yillara gore daha sk gorulmeye
baslamis ve birgok bdlgede 1990’ |1 yillarin ikinci yarisindan itibaren Styphimurium'a
gore daha sik izole edilir olmustur®*. Genel olarak insanda Campylobacterlerin sebep
oldugu gastroenteritlerin yaklasik olarak % 80-90'inda en sk izole edilen tir C.
jgiuni’dir, bunu C. coli takip eder. Ulkemizde 1981-2005 yillar1 arasinda yapilan
calismalarin neredeyse tamamina yakininda C.jguni’ nin en sik izole edilen tir oldugu,
C.coli’nin bunu izledigi gorilmektedir®®,

Calisma serimizde konvansiyonel kultiar yontemleri ile tespit edilen toplam 11
bakteriyel patojenin yapilan ileri identifikasyonunda, bunlarin 9'unda (% 6,6) Shigella
sonnel (grup D), l'inde (% 0,7) Salmonella newport (grup C2) ve 1'inde (% 0,7)
Campylobacter jguni tespit edildi. Hi¢ birinde EHEC bulunamad.

Viral gastroenteritler basta gelismis Ulkeler olmak Uzere tim dinyada her yil
ortaya ¢ikan endemik hastaliklardir. Cocuklarda viral gastroenteritin klinik spektrumu
asemptomatik infeksiyondan 6lime sebep olan dehidratasyonla seyreden ciddi diareye
kadar degisir. Hastaneye basvuru oranlari her yil kis aylarinda en yuksektir ve
hastanelere yapilan tim bagvurularin % 15-22’sini olusturmaktadir. Hastaligin en fazla
gorulme devreleri siklikla anne siitiinden kesilme, transplasental antikorlarin azaldig: ve
koruyucu bagisikligin gelismesinden énceki 3-24 aylik donemdir. Gelismis Ulkelerde
mortalite oranlarinin distk olmas: optimal tedavinin zamamnda yapilmasina baglidir.
Dunyada viral gastroenteritlerin en sik gortlen etkeni rotavirusdur, norovirus ikinci en
sik etkenidir, astrovirus ve enterik adenovirus diger sik gorulen etkenlerdir.

Simpson R. ve arkadaslarinin Ingiltere’ de akut gastroenterit sebebiyle hastaneye
bagvuran 5 yasindan kigik 305 cocukta 1999-2002 yillarinda yaptigi calismada,
rotavirus % 27,9, norovirus % 13,4, adenovirus % 7,9, astrovirus % 2,3 ve miks
infeksiyon % 8,9 siklikta bildirilmistir®®,

Levidiotou S. ve arkadaslarinin Y unanistan’ da akut ishalli 4604 ¢cocugun ELISA
ve molekiler yontemler ile 2000-2006 yillarr arasinda degerlendirilmesinde;
rotavirus % 21,35, norovirus % 4, adenovirus % 3,5, astrovirus % 2,35 ve miks
infeksiyon % 4,4 siklikta tespit edilmistir?.
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Tran A ve arkadaglarinin, Fransa’da Ocak — Aralik 2007 tarihleri arasinda akut
gastroenteritli 937 cocugun diski 6rnegi ELISA testi ile incelenmesi sonucunda
rotavirus, norovirus, adenovirus ve astrovirus insidanst sirastyla % 21, % 13, % 5ve %
1,8 olarak bildirilmistir®’.

Jakab F. ve arkadaslarimin, Macaristan’'da akut gastroenteritli 311 gocugun
2003-2005 vyillar1 arasinda degerlendirilmesinde viral patojenlerin sikligi % 41,7
bulunmus ve rotavirus % 34,3, adenovirus % 4,7 ve astrovirus % 2,7 tespit edilmistir®®,

Ulkemizde yapilan calismalarda akut gastroenteritli cocuklarda rotavirus tespit
oranlar1 % 15-48,9, adenovirus tespit oranlari % 4,6-23,1 arasindadir®?*°. Ulkemizde
ishallerde norovirus sikhigi konusunda yapilmis fazla calisma yoktur. Istanbul
Universitesi Cerrahpasa T1p Fakiiltesi’ nde yapilan iki uzmanlik tezinde konu ele alinmis
ve ilk calismada (1997-1998) RT-PCR ile eriskinde % 8, cocuklarda % 28 oraninda
norovirus pozitifligi saptanmustir; ikinci ¢alismada (2002-2004) pediatrik nozokomiyal
ishallerde norovirus siklig1 % 6,9 oraninda bulunmugtur®©24,

Calismamizda diski 6rneklerinde viral enteropatojenlerden rotavirus, norovirus,
agtrovirus ve adenovirus antijenleri arastirma amaciyla yapilan ELISA testleri sonucunda
136 hastanin toplamda 28'inde (% 20,6) viral etken tespit edildi. Vakalarin 15’inde (%
11) norovirus antijeni, 10’unda (% 7,3) rotavirus grup A antijeni ve 3 tUnde (% 2,2)
adenovirus antijeni pozitif bulundu ve higbirinde astrovirus tespit edilemedi. Ayrica 1
vakada adenovirus ve norovirus (% 0,7) birlikte miks viral infeksiyon olarak goruldu.

Rotavirus infeksiyonu laboratuvar tamsinda ELISA, LA ile viral antijen, RT-
PCR ile viral genom tespiti ve ELISA ile spesifik rotavirus antikorlarinin tespiti gibi
yontemler sik kullamimaktadir. Digki 6rneklerinde rotavirus antijenlerinin ELISA ve
LA ile tespiti tamda en cok kullamlan testlerdir. ELISA ve LA testleriyle
gastroenteritlerin en yaygin sebebi olan sadece rotavirus Grup A tespit edilir. RT-PCR
tedti ise antijen tespit metodlarina gore daha duyarlidir. Rotavirus infeksiyonundan
korunmada; as1 kullamminin giindemde olmasi, herhangi bir asilama stratgjisinin
uygulanmasi 6ncesinde prevalan suslarin tespiti ve yeni rotavirus tiplerinin ortaya
cikisinin izlenmesinde Grup A rotavirus infeksiyonlarinin G ve P genotiplerinin
arastirilmas: 6nemlidir. Genotipleme igin en gok RT-PCR kullaniimaktadir.

Dunya genelinde rotavirus gasroenteriti ile iliskili en yaygin genotipler G1, G2,
G3, G4 ve G9'dur ve tespit edilen bitin serotiplerin % 90’ dan fazlasim olusturur. G1
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en baskin olamdir. G9 rotavirus infeksiyonlari 1995’ de ilk tamndigindan beri Avrupa da
genellikle infeksiyonlarin % 3-4,1'inde bulunur. Guney Amerika ve Avustralya da
yuksek oranlarda bulunur. Rotavirus asilarinda bulunmayan ve dolasimda yaygin
olmayan rotavirus genotipleri G5, G8, G10 veya G12 ise dinyanin bazi bdlgelerinde

22 nsanlarda en yaygin

Ozellikle tropikal bolgelerde son zamanlarda ortaya gikmaktadir
P genotipleri, P[8] ve P[4]'dir. P[8] insan rotavirus tiplerinin % 90’'dan fazlasim
olusturur.

Dunya genelindeki arastirmalara gore grup A rotavirusunun sebep oldugu diareli
cocuklardan izole edilen G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] ve GI9P[8] en yaygin G ve P
genotip kombinasyonlaridir ve bu kombinasyonlarin dinyada yapilan epidemiyolojik
caligmalarda rotavirus infeksiyonlarinin % 90" indan sorumlu oldugu bildirilmistir.

Cin'de Yang ve arkadagslarimin Ekim 2005-Eylul 2006 tarihleri arasinda rotavirus
insidansint belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada 322 diski 6rneginin 101’ inde (%
31,4) grup A rotaviruslar: identifiye edilmistir. Rotavirus pozitif vakalarda genotipleme
yapildiginda G3P[8] % 62,6, G1P[8] % 17,6, G1+G3P[8] % 8,8, G3P[4] % 6,6, G1P[4]
% 2,2 ve GI9P[8] % 2,2 oranlarinda bulunmustur. 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'U (%4) tiplendirilememistir. Her iki G ve P
tipleri 91 érnekte belirlenebilmis ve 6 farkl kombinasyon elde edilmistir®*.

Amerika’da Detroit'de Abdel-Hag ve arkadaslarimin cgocuklar arasinda
rotavirusla iliskili gastroenteriti arastirmak amaciyla yaptiklar1 bir ¢alismada ise 100
cocuktan toplanan diski 6rnekleri ELISA yontemi ile calisilmistir. Rotavirus pozitif
orneklerin rotavirus G ve P genotiplemesini RT-PCR testi ve nikleotit dizi andlizi ile
belirlenmistir. En yaygin genotip prevalansint 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
gozlenmistir. Orneklerin % 20'sinde birden fazla G genotipi oldugunu ve bunlardan 7
tanesinin GL/G9, 3'iiniin G1/G2 ve 2'sinin G1/G4 oldugunu bildirmiglerdir. Bulduklar
biittin miks infeksiyonlar G1 genotipi icermistir®*,

Ulkemizin farkl: bolgelerinde yapilan calismalarda akut gastroenteritli 5 yas alti
cocuklarda rotavirus gastroenterit insidanst % 16,7-48,9 arasinda bildirilmistir. Tekin ve
arkadaglar1 akut gastroenteritli cocuklarda Mardin’de % 16,7, Akan ve arkadaslari
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Istanbul’da % 18,7, Bicer ve arkadaslar1 Istanbul’da %23,9, Gul ve arkadaslar
Kahramanmaras’'ta % 25,7, Karadag ve arkadaslar1 Ankara'da % 36,8, Kurugdl ve
arkadaslar1 izmir’ de % 39,8, izmir’ de Cigek ve arkadaslar1 % 48,9 oranlarinda rotavirus
pozitifligi tespit etmislerdir 27228245248 Cglisma serimizde akut gastroenteritli toplam
136 cocuktan % 7,3'Unde rotavirus bulunmustur. Calismamizda rotavirusu disik
insidansta bulmamiz, calismamn rotavirus infeksiyon sikligimn az goruldigi yaz
aylarinda yapilmasindan kaynaklanabilir.

Ulkemizde rotavirus genotiplerinin dagilimi ile ilgili az sayida calisma
yapilmustir. Izmir'de Kurugol ve arkadaslari Ocak 2000-Ocak 2001 déneminde akut
gastroenteriti olan 5 yas alt1 920 ¢ocukta rotavirus insidans: % 39,8 olarak bildirilmistir.
Rotavirus suslarinin % 91’inin genotip G1-4 oldugu belirtilmistir. G1 genotipi % 75,1
oranla en baskin genotip olup, bunu G4 genotipi % 6,3, G3 genotipi % 3 ve G2 genotipi
ise % 0,8 oraninda izlenmistir. Orneklerin % 5,9'unda miks infeksiyon bulunmustur®’.
Cataloluk ve arkadaslar1 Gaziantep’'te 2000-2002 yillar1 arasinda yaptiklar: ¢alismada
508 akut gastroenteritli cocugun % 23,4'Unde rotavirus pozitif bulmustur. En sk
G4P[8] genotipi (% 42,2) saptanmustir. Diger rotavirus genotiplerinden G1P[8] % 26,6,
GIP[8] % 3,2, G2P[4] % 3,1 ve G3P[8] % 1,5 oranlarinda bulunmustur. Miks
infeksiyonlar % 7,3 oranindadir®’. Ankara' da Bozday: ve arkadaslari Eylil 2004-Aralik
2005 yillar1 arasinda akut gastroenteritli 322 cocuktan % 39,7’sinde rotavirus tespit
etmistir. Yaygin genotiplerin % 55,5 oranla G1P[8] ve % 10,1 oranla GOP[8] oldugu
bildirilmistir. Miks rotavirus infeksiyonu % 2,4 oraminda bulunmustur®®. Ulkede
Ankara, Istanbul, izmir ve Adana dan toplam dort hastaneden 6rneklerin toplandig: cok
merkezli calismada Ceyhan ve arkadaslari akut gastroenterit tamsi ile hastaneye
yatirilan bes yas alti cocuklarda rotavirus infeksiyonu insidansi ve genotiplerini
arastirmistir. Rotavirus 441 cocuktan % 53’ Unde (338) pozitif olup, % 76 oranla
G1P[8] en yaygin genotiptir. G2P[4] % 12,8, G1P[4] % 7,3, G4P[8] % 4,5, G9P[8] %
3,9, G2P[8] % 2,2, G8P[4] % 1,7, GOP[6] % 1,1, G1P[6], G3P[4], G3P[8] ve G3P[9]
her biri % 0,6 oraninda bulunmustur?®.

Bolgemizde 2009 Temmuz ile 2009 Ekim tarihleri arasinda akut gastroenteritli
136 cocuktan % 7,3 Unde (10 vaka) ELISA tedti ile rotavirus antijeni pozitif bulundu.
Rotavirus antijeni pozitif 6rneklerde rotavirus G ve P genotiplemesi igin multipleks

seminested RT-PCR testi kullamldi. Calisilan Orneklerin 6'st (% 60) tiplendirildi.



Y almzca 4 (% 40) érnegin G (VP7) veya P (VP4) genotipi belirlenemedi. Bdlgemizde
rotavirus gastroenteriti olan 10 gocukta tek basina en baskin G genotip infeksiyonu 6
vakada % 60 oranla G9 genatipi olup, ardindan 1 vakada G4 % 10 oraninda tespit edildi.
Miks infeksiyona sebep olan G genotiplerinden G1+G4 %10 oranla 1 drnekte tespit
edildi. Geriye kalan 2 o¢rnekte (% 20) G genotipi belirlenemedi. Rotavirusun P
genotiplerinden ise tek basina P[8] 10 6rnegin 5’ inde % 50 oranla en baskin genotipti. P
genotiplerinden 3 6rnekte ise P[11] % 30 oraninda bulundu. Geriye kalan 2 6rnekte (%
20) P genotipi bulunamadi.

Calismamizda rotavirus G9 genotipi en yiksek oranda 6 vakada % 60 oranmnda
tespit edilen G genotipi olup ardindan G4 vakalarin 1'inde % 10 oranla bulundu. En
yaygin P genotipi 5 vakada % 50 oranla P[8] olup vakalarin 3'tinde % 30 oranla P[11]
bulundu.

Calisma serimizde dinyada yaygin gorilen insan rotavirus genotiplerinden
GOP[8] 3 vakada % 30 oranla en baskin rotavirus G/P kominasyonu olup bunu 2
vakada % 20 oranla G9P[11] , 1 vakada % 10 oranla G4P[8] izledi. GOP[11] rotavirus
genotipi muhtemelen hayvan rotavirus kaynakli zoonotik rotavirus genotipidir. Yine
G4P[8] genotipi diinyada yaygin rastlanan insan rotavirus genotipidir. Rotavirus miks
infeksiyon prevalansi ise 1 vakada %10 oranda G1+G4/P olarak tespit edildi.

TUm dinyada 5 yasindan kiguk rotavirus gastroenteriti sebebiyle hastaneye
yatan ¢ocuklarda 2001-2008 yillar1 arasinda WHO' nun yaptigi1 surveyans ¢alismasinda
G9P[ 8] genotipi ABD’de % 21, Avrupa da % 20, Afrika’ da % 31 ve Dogu Asya da % 5
oraninda bildirmistir®>°.

Macaristan’ da Bonje ve arkadaslarimin 2003-2006 doneminde yaptigi ¢calismada
G9 genotipini % 42 oranla en yaygin genotip bulurken, G1 % 22 ve G4 % 18,5 oraninda
tespit edisImistir®™.

Avustralya’da Kirkwood CD ve arkadaslarinin yaptiklari calismalarda 2002
Temmuz-2003 Haziran doneminde G9 rotavirus genotipi % 74,7 oranla en baskin
genotip olup, izleyen yillarda bu oran % 11,7 (2003-2004), % 6,9 (2004-2005) ve %
31,1 (2006-2007), % 12,2 (2007-2008) oraminda degisen insidansta seyir
gostermistir?>22°32>4252% Bj7 de 2009 yaz déneminde G9'u en baskin genotip bulduk.

Ulkemizde Cataloluk ve arkadaslari 2000-2002 yillar1 arasinda Gaziantep'te
yaptiklar: calismada GOP[8]'i % 3,2, Bozday: ve arkadaslari Akara da 2004 Eylul -
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2005 Aralik déneminde GOP[8]’i % 10,1 ve 2005-2006 yillar: arasinda Ankara, istanbul,
[zmir ve Adanadan toplam dort hastaneden orneklerin toplandigi cok merkezli
calismada Ceyhan ve arkadaslar1 GOP[8]'i % 3,9 oraminda tespit etmis olup bu bizim
GIP[8] (% 30) bulgumuzdan daha diistiktir 2424324,
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SONUC VE ONERILER

Bu calismada bdlgemizde ¢ocuk yas grubunda goriilen akut gastroenteritlerde viral

ve bakteriyel etkenlerin klasik ve molekiler yontemlerle arastinimasi amaciyla akut

gastroenteritli

sonucunda;

cocuklara ait 136 diski 6rnegi degerlendirilmistir. Calismamizin

a) Akut gastroenteritli vakalarin % 67'sinin 0-24 ay grubunda yer aldig:

b)

tespit edildi.
Vakaarin % 28,7'sinde akut gastroenterit etkeni olarak viral veya
bakteriyel en az bir patojen goruldi.

c) Vira enteropatojenler % 20,6 oramnda tespit edilirken, bakteriyel

enteropatojenler % 8,1 oraminda bulundu.

d) Akut gastroenterit etkeni belirlenen vakalarda siklik sirasina gore:

f)

9)

h)

norovirus % 11, rotavirus % 7,3, Shigella sonnei % 6,6, adenovirus %
2,2, Salmonella newport % 0,7 ve Campylobacter jgjuni % 0,7 oranda
tespit edildi.

Miks infeksiyon 2 vakada (% 1,5) belirlendi. Campylobacter ve
norovirus birlikte 1 vakada (% 0,7) gorultrken, adenovirus ve norovirus
birlikte bir diger vakada (% 0,7) bulundu.

ELISA testi sonucu rotavirus grup A antijeni pozitif ¢ikan 10 digki
orneginden once RT-PCR tedti ile VP4 ve VP7 rotavirus genomlar: ve
ardindan semi-nested multipleks PCR testi ile G ve P genotipleri tespit
edildi. Calisilan 10 drnekten 6's1 (% 60) G ve P igin genotiplendirilirken
geriye kalan 4 (% 40) ornegin G (VP7) veya P (VP4) genotipi
belirlenemedi.

G9 % 60 oranla en yiksek bulunan G genotipi ve P[8] % 50 oranla en
yuksek bulunan P genotipi oldu.

En yaygin genotip prevalanst GOP[8] (% 30), bunu takiben GOP[11] (%
20) ve G4P[8] (% 10) bulunmustur. Miks infeksiyon formunda
G1+G4/P tiplendirilemeyen 1 vakada %10 oraninda tespit edildi.
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Bu calisma akut gastroenteritlerin etyolojik tamsi ile destekleyici tedavi
gerektiren viral etkenler ve antibiyotik tedavisi gerektiren shigella ve campylobacter
gibi bakterilerin tespiti sonucu uygun hasta yoOnetimi saglanacakir. Uygunsuz ve
gereksiz antibiyotik kullanmmimin  6énlenmesi hem maliyeti hem de patojenlerde
antibiyotiklere kars1 direng gelisimini azaltacaktir.
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