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I[SHALLI HASTALARDAN SOYUTLANAN ROTAVIRUSLERIN GENOTIPLERININ
INCELENMESI VE G9 GENOTIP VARLIGININ ARASTIRILMASI
(Doktora Tezi)

Katren ALBAKKOUR

GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
Subat 2019

OZET

Rotavirus, ¢ocuk ¢aginda goriilen gastroenteritlerinin sebeplerindendir. Gelismekte olan
iilkelerde mortalite ve morbiditenin en yaygin nedenlerindendir. Bu calismanin amaci,
Ankara'da iiglincli basamak bir hastaneye bagvuran, 0-65 yas arasinda, akut gastroenteritli,
rota viriis hizl1 antijen testi pozitif hastalarin digski 6rneklerinde rotaviriislin genotiplerinin
RT PZR yontemi ile belirlenmesidir. Bu ¢alisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na Ocak 2013 ile Nisan 2018 tarihleri arasinda gastroenterit
sikayeti ile basvuran ve diskilar1 Mikrobiyoloji laboratuvarina yollanan ve
immiinokromatografik yontem ile pozitif bulunan, 0-65 yas arasindaki 87 (40 kiz, 47
erkek) hastanin digki Ornekleri toplanarak gerceklestirilmistir. Rotavirus VP-7
amplifikasyonu Beg9 ve End9 primerleri kullanilarak, G genotiplendirme G1-G4 ve G9
icin 6zgiil primerler kullanilarak gergeklestirilmistir. VP-4 amplifikasyonu con-2 ve con-3
primerleri kullanilarak yapilmistir. P genotipleri P[8], P[4], P[6] ve P[9] i¢cin Ozgiil
primerler ile belirlenmistir. VP4 ve VP7 gen amplifikasyonu i¢in AccessQuick RT-PZR
(Promega Corporation, Madison, WI), genotiplendirme i¢in de PZR Mastermix (Promega,
Madison, WI) kullanilmistir. Rotavirus antijen pozitifligi saptanan olgularin cinsiyetler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Rotavirus enfeksiyonu en sik
12-23 aylik ¢ocuklarda saptanmistir. Antijen pozitifliginin en sik kis ve sonbahar
mevsiminde yogunlastigi izlenmistir. Tiplendirme sonucunda G1 (% 25,80), G2 (% 3,22),
G3 (% 4,30), G4 (% 6,45), G9 (% 60,21) G tipi olarak belirlenmistir. P4 (% 1,14), P8 (%
93,10), P6 (% 5,74) P tipi olarak belirlenmistir. Hem G hem de P tipleri birlikte tespit
edilmistir. En sik goriilen tipi G9P[8] (% 56,98) ve G1P[8] (% 22,58) oldugu saptanmustir.
Tiim diinyada oldugu gibi bizim ¢alismamiz’daki Rotaviriis enfeksiyonu olan olgularda da
G9 ve P[8]’in en sik genotipler oldugu goriilmiistiir. Benzer ¢calismalar en sik G9P[8] tespit
edilmistir. Ancak yildan yila G9 genotipinin Ankara da arttig1 goriilmiistiir.

Bilim Kodu : 1039.4.101
Anahtar Kelimeler : Rotavirus, VP4, VP7, VP6, NSP4, RT-PCR.
Sayfa Adedi » 71

Danisman . Prof. Dr. Ayse KALKANCI
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ABSTRACT

Rota virus is the most common cause of gastroenteritis in children and is one of the most
common cause of mortality and morbidity in developing countries. The aim of this study
was to determine the genotypes of rotavirus rapid test antigen positive patients between 0-
65 years old with acute gastroenteritis attended to a tertiary care hospital in Ankara. This
study was conducted between January 2013 and April 2018 at Gazi University Faculty of
Medicine, Department of Medical Microbiology, Stool samples were collected from 87 (40
female, 47 male) patients aged between 0-65 years who presented with gastroenteritis and
were sent to microbiology laboratory. Rotavirus VVP-7 amplification was performed using
specific primers for G typing G1-G4 and G9 using Beg9 and End9 primers. VP-4
amplification was performed using con-2 and con-3 primers. P types were determined by
specific primers for P [8], P [4] and P [6]. Access Quick RT-PZR (Promega Corporation,
Madison, WI) was used for VP4 and VP7 gene amplification, and PZR Mastermix
(Promega, Madison, WI) was used for serotyping. No statistically significant difference
was found between the sexes of patients with positivity of rotavirus antigen. Rotavirus
infection was most common in children aged 12-23 months. Antigen positivity was most
common in winter and autumn. Genotypes G1 (25,80 %), G2 (3,22 %), G3 (4,30 %), G4
(6,45 %), G9 (60,21 %) constituted G types. P4 (1,14 %), P8 (93,10 %), P6 (5,74 %)
constituted P types. The combination of G and P types was most prevalent for GOP [8]
(56,98 %) and G1P[8] (22,58 %). According to these results, G9 and P8 were the most
common genotypes in our study. Similar to various studies in Turkey, serotype G9P[8] had
the highest ratio in the present study and G9 increased year by year significantly in Ankara,
probably due to a new circulating clone of G9.

Science Code : 1039.4.101
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Kisaltmalar

CD4+ TH
CD8+ T
cDNA
DNA
dsRNA
ELISA
ENS
CTL
DLP
ER

IFA
IRF
NSP
NTPaz
ORF

P

PAGE
PGE2
PZR
RNA
RT-PZR
SLP
TLP

VP
[Ca+2]i
[K+]i
[Na+]i
5-HT

Aciklamalar

: Cluster of differentiation 4 T hepler(CD4+ pozitif T hiicre)
: Cluster of differentiation 8 T (CD8+ pozitif T hiicre)
: Komplementer deoksiriboniikleik asit

- Deoksiriboniikleik asit

: Cift zincirli RNA

: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

- Enterik sinir sistemi

: Sitotoksik T lenfosit

: Cift tabakal1 partikiil

: Endoplazmik retikulum

: Immunofloresan antikor testi

: Interferon regiilator faktor

> Yapisal olmayan protein

- Niikleozit trifosfataz

- Agik okuma gergevesi

: Proteaz sensitive

: Poliakrilamid jel elektroforezi

: Prostaglandin E2

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

- Riboniikleik Asit

: Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Tek tabakali partikiil

: Ug tabakali partikiil

> Yapisal protein

: Hiicre i¢i kalsiyum

- Hiicre i¢i potasyum

- Hiicre i¢i sodyum

: 5-Hidroksi triptamin



1. GIRIS

Bes yas altt ¢ocuklarda agir gastroenteritin en Onemli etkeni olan rotaviriis, diinya
genelinde her yil 2 milyon hastane yatisina ve 527 000 6liimle sonuglanan olguya sebep
olmaktadir (Parashar, Burton ve Lanata, 2009). Diinya genelinde her y1l milyonlarca ¢ocuk
rotaviriise bagl ishal sikayetiyle hastanelere bagvurmakta ve bunlarin 600000°ne yakininda
rotaviriise bagl 6liim gerceklesmektedir. Bes yas alt1 cocuklarda as1 ile 6nlenebilir hastalik

Oliimleri arasinda rotaviriisler pndomokoklarin ardindan 2.sirada yer almaktadir (Blutt vd.,
2003).

Insanlarda enfeksiyondan sorumlu olan rotaviriisler A, B ve C grubunda bulunur. Kiigiik
yaslardaki ¢ocuk ishallerine daha ¢ok grup A rotaviriisler neden olmaktadir. Noétralizan
antikor tretimi viral kapsiti olusturan VP4 ve VP7 antijenleri tarafindan tetiklenir. Bu
antijenler sirasiyla Rotaviriislerin P ve G serotip ve genotiplerini belirlemektedir (Sai vd.,
2013). Rotaviriisler iizerine yogunlasan ¢alismalar sonucunda 2010 yilina kadar 27 farkli G
genotipi (G1-G27) ve en az 35 P genotipi (P[1] - P[35]) saptanmistir(Matthijnssens vd.,
2011). Rotaviriisler iizerine yogunlasan ¢alismalar sonucunda 2018 yilina kadar 32 farkli G
genotipi (G1-G27) ve en az 47 P genotipi (P[1] - P[35]) saptanmistir (Anaya-Molina vd.,
2018).

Kisisel ve toplumsal kosullar ile hijyen Onlemlerinden bagimsiz olarak tiim diinyada
hemen hemen her ¢ocuk 5 yasina gelinceye kadar rotaviriis ile enfekte olur. Rotaviriis
enfeksiyonu diinya genelinde ortak bir sorun olsa da gelismekte olan {ilkelerde mortalite
daha yiiksektir. Bu nedenle rotavirus ‘’demokratik virus’’ olarak da adlandirilmaktadir
(Leung, Kellner ve Davies, 2005). Diinyanin farkli bolgelerinde kullanilan iki ¢esit
rotaviriis asisi, rotaviriis ishaline bagli mortalite ve morbiditenin azaltilmasinda 6énemli rol
oynamistir. Pentavalan human-bovine reassortant asis1 G1, G2, G3, G4 ve P1[8] ylizey
antijenlerinden olusur. Monovalan o6zellikteki Rotarix asis1 ise bircok G tipine karsi
etkilidir (De Vos, 2004). Rotaviriis enfeksiyonuna karsi koruma, hastalanma durumunda
hastanede yatis1 azaltma ve mortaliteyi en aza indirme Rotaviriis agisinin temel hedeflerini

olusturmaktadir (Franco, Angel ve Greenberg, 2006).



Bu calismanin amaci, Ankara'da {giincii basamak bir hastaneye bagvuran, 0-65 yas
arasinda, akut gastroenteritli, rotaviriis hizli antijen testi pozitif hastalarin disk

orneklerinde rotaviriisiin genotiplerinin RT PCR yontemi ile belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Rotavirtis ilk olarak 1973 yilinda Bishop ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada
ishal sikayeti olan bir ¢ocugun duodenal sivisindan alinan numunenin mikroskopik
incelemesi sirasinda tespit edilmis (Bishop, Davidson and Holmes, 1973) ve tekerlege
benzeyen morfolojisi sebebiyle “Rotaviriis”(rota: latince tekerlek) olarak adlandirilmistir

(Prasad, and Chiu, 1994).

1974 yilinda Flewet ve ark. Akut gastroenteritli ¢ocuklar hakkindaki caligmalarinda
cocuklarin diskisinda reovirlis ile benzerlik gosteren ve ishalin nedeni oldugunu
diisiindiikleri partikiillerin boyut ve sekil olarak birbirinden ayirt edilebilir olmadiginm
bildirmislerdir (Flewett, 1974).

Her ne kadar insanlarda bildirilen ilk rotaviriis enfeksiyon vakasi 1973 tarihine dayansa da
hayvan vakalariin daha eski tarihlere dayanmasi, rotaviriisiin yalnizca insanlar {izerinde
degil diger hayvanlarin yenidoganlar iizerinde de etkili enfektif bir ajan oldugu gergegini
gozler oniline sermektedir. Angel ve ark. 1963 yilinda yavru farelerdeki ishal salginini konu
alan caligmalarinda saptamis olduklar1 rotaviriis partikiiliiniin 1969 yilinda Amerika’daki
buzagilarda ortaya c¢ikan salginda tespit edilen partikiille ayn1 oldugunu belirtmektedir
(Angel, Franco and Greenberg, 2008: 507-513). Sonraki yillarda tanida kullanilmak tizere
daha ulagilabilir ve uygulanabilir teknikler gelistirilmesiyle cocukluk ¢agi gastroenteritinin

en yaygin etkeni olan rotaviriis hakkinda pek ¢ok bilgi elde edilmistir.

2.2. Viriisiin yapisi

Rotavirlis elektron mikroskopide (EM) morfolojik olarak kolaylikla incelenebilir.
Ismindeki latince kdkenli “Rota” kelimesi, viryonun EM’de negatif boyanmasi nedeniyle

“tekerlegi” andiran goriintiistinden kaynaklanmaktadir.

Rotaviriis, ortak 6zellik olarak zarfsiz, ikozahedral yapida ve protein kapsid iceren genis
yelpazedeki Reoviridae ailesinin bir iiyesidir. Cap1 yaklagik 70 nm olup 11 adet segment

iceren cift sarmalli bir RNA’ya (dsRNA) sahip olan rotaviriis, ¢ekirdek ile birlikte dis ve i¢



kapsid olmak iizere 3 farkli katmandan olusmaktadir. Viral genom, Viral protein (VP) 1 ve
VP3 e bagl bir vaziyette santral yerlesim gostermektedir ve VP2 den olsan i¢ tabaka
tarafindan ¢evrelenmektedir. Ayrica VP7 ve VP4 seklindeki 2 farkli protein yapidan olusan
bir de dis tabakaya sahiptir. Rotaviriise ait her genom segmenti biri yapisal biri yapisal
olmayan toplamda iki adet viral protein (VP) kodlar. Alt1 adet genom segmenti viriise ait 6
adet yapisal proteini (Viral protein: 1, 2, 3, 4, 6 ve 7), diger segment ise 6 adet yapisal
olmayan proteini (Non-structural protein: NSP1-6) kodlamaktadir. Ozel bir durum olarak
11. segment 2 adet protein kodlar (Crawford, 2010).

Virion morfolojik 6zelligi nedeniyle ii¢ tabakali partikiil (TLP: “Triple-Layered Particle”)
seklinde de adlandirilmaktadir. Her biri VP7 tarafindan g¢evrelenen toplamda 132 adet
kanal icermesi TLP ye ozgii bir ozelliktir (De Palma vd., 2010). Viriisiin elektron

mikroskoptaki goriinimii Resim 1.1’de gosterilmistir.

Resim 1.1. Disk1 6rneginde rotaviriis pargaciklarinin EM altindaki goriintiisii

Icerdigi 11 adet RNA segmentinin tamaminin niikleotid dizilisi rotaviriis suslarmnin bircogu
icin bilinmektedir. Farkli rotaviriis suslarina ait niikleotid dizilisleri genom segmentinin
genel yapisal Ozelliklerini gosterir. Biitiin pozitif -sense RNA segmentlerinin 5 ucu
guanidin niikleotidi ile baslasa da devaminda gelen 5’ ugtaki bir adet intron (kodlanmayan)
bolge ve exon ozellikteki (kodlanan) ORF bolgesinden olugsmaktadir. Nihayetinde bir stop
kodonuyla sonlanan mRNA’ larin biiyikk bir kismi 5°-U GU G A CC-3’° dizisi ile

sonlanmaktadir. Bu diziler biinyelerindeki 6nemli sinyaller ile gen ekspresyonunda ve



replikasyonunda onemli rol oynar. mRNA’ nin son dort niikleotidi translasyonu artirici
olarak gbrev yaparken, gen dizilimlerinin tamami, en azindan baslangi¢c kodonundan sonra

uzun bir ORF boélgesi igermektedir (Fischer, Bresee and Glass, 2004).

Yapisal Proteinler: Rotaviriis VP4 ve VP7 den olusan bir dis kapsid veVP6 dan olusan bir
orta kapsid olustururken en igte yer alan viral kor molekiilii viral genom, VP1, VP2, VP3

proteinlerinden meydana gelmektedir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Poliakrilamid jel elektroforezinde rotaviriisiin 11 genomik bolgesinin goriiniimii
Ve rotaviriis yapisi (Kaynak:_http://www.domnite.ro/rotavirusul-si-sarcina/)

VP1 proteini 1. segment tarafindan kodlanmakta olup mindr ¢ekirdek proteini olmakla
birlikte toplam virion kiitlesinin % 2 sini olusturur. Merkezi ¢ekirdegin kiigiik bir kismini
olusturur. Farkli rotaviriisler karsilastirildiginda VP1 aminoasit ve protein seviyelerinin
bliyiik oranda aynmi oldugu gozlemlenmektedir. En biiyik VP1 5 polipeptidden
olusmaktadir. Ikinci segment tarafindan kodlanan yapisal protein olan VP2, mindr protein
olan VP1 ve VP3 ile birlikte rotaviriisiin i¢ ¢ekirdegini meydana getirir. dsRNA ile
etkilesim igerisinde olan VP2 c¢ekirdegin kiitlece en biiyiik kismini olusturan proteindir.
Cekirdek yapisinin olusumunda ve islevsellik kazanmasinda 6nemli yer tutmasinin yani
sira viral RNA’ya baglanip ¢ift zincirli RNA’nin kapsidle ¢evrelenmesi ve replikasyonda

da gorev alir (Mansell and Patton, 1990).


http://www.domnite.ro/rotavirusul-si-sarcina/

Cekirdegin bir diger mindr bileseni olan protein ise 3.segment tarafindan kodlanan VP3
proteinidir. Guaniltransferaz ve metiltrasferaz aktivitesi gosteren bu protein diger birtakim

viral transferazlar ile dizi homolojisine sahiptir (Estes ve Kapikian, 2007).

Dordiincii segment tarafindan kodlanan yapisal protein ise 775 aminoasit uzunlugunda olan
ve rotaviriis ylizeyindeki ¢ikinti “spike” yapisina katilan VP4 tiir. VP4’lin gorevleri
arasinda hemagliitinasyon, hiicreye baglanma, penetrasyon, notralizasyon ve viriilans gibi

onemli birtakim gorevler yer almaktadir (Shaw, 2006).

Besinci segment tarafindan kodlanan VPS5 proteini viriisiin hiicreye penetrasyonunda rol

oynar Ve rotaviriisiin korunmus hidrofob kismina yerlesik vaziyettedir.

Altinct segment tarafindan kodlanan yapisal protein olan VP6 genom transkripsiyonunda
gorev almasinin yani sira, yapisal ve immiinolojik Ozellik gostererek viral kapsid
biitiinltiglinli saglamada ve kapsidin korunmasinda kilit 6neme sahiptir. VP6’nin her ne
kadar dogrudan enzimatik aktivitesi olmazsa da, transkripsiyon i¢in olmazsa olmaz bir
major i¢ kapsid proteini oldugu saptanmistir. Ayrica VP6 rotaviriisiin grup spesifik

antijenik determinantidir.

Dokuzuncu segment tarafindan kodlanan VP7 yapisal proteini, hiicreye baglanma
stirecinde rol oynar. VP7, VP4 molekiiliinii modiile ederek onun hiicreye baglanmasini
sagladiktan sonra hiicre yiizeyinde bulunan molekiillerle etkilesime girer. Rotaviriis
serotiplemesinde kullanilan VP4 (P proteini) ve VP7 (G proteini) birer dis kapsid
elemanidir ve bagisiklik sistemince iretilen nétralizan ve tip spesifik antikorlar bu

proteinleri hedef alir (Pesavento, Crawford, Estes and Prasad, 2006).

Yapisal olmayan proteinler: Yapisal olmayan proteinler matiir viriis partikiiliinde yer
almayan ancak enfekte hiicrede olusturulan proteinlerdir. Genom replikasyonunda,
interferon indiiksiyonu gibi konak¢1 yanitinda, partikiil birlesmesinde oldugu gibi viral gen

repliskasyonunun gerg¢eklesmesinde rolleri vardir (Patton, 2012).

Bu proteinlerden ilki olan NSP1, erken apopitozun engellenmesinde, antiviral cevap
antagonizmasinda ve viral olgunlagsmada gorev alir (Hu, Crawford, Hyser, Estes and Prasad,

2012).



Sekizinci segment tarafindan kodlanan NSP2 proteininin yapilan ¢aligsmalar sonucunda
niikleozis trifosfataz aktivitesine sahip oldugu saptanmistir *. RNA replikasyonunda ve

paketlenmesinde gorevi oldugu diistiniilmektedir.

Yedinci segment tarafindan kodlanan NSP3 proteini konak hiicrede protein sentezini
inhibe ederek rotaviriisiin translasyonunu kolaylastirir boylece viral mRNA’y1 yikima kars1

korur (Montero, Arias, Lopez, 2006).

Rotaviriisiin yapisal olmayan proteinlerinden NSP4 proteini 10.segment tarafindan
kodlanir ve yapilan birgok arastirma sonucunda viral enterotoksin Ozellikte oldugu
saptanmistir. NSP4 endoplazmik retikulumun subviral ¢ift katmanli partikiiliine
tomurcuklanmasit sirasinda intraseliiler resepor gorevi goriir ki bu basamak partikiiliin
olgunlasmasinda O6nemli bir basamaktir. NSP4 molekiili membran stabilizasyonunu
bozarak hiicre zarinin gecirgenligini artirmasinin yanisira epithel hiicrelerinin yiizeyindeki
“tight junction” siki baglantilar1 hasara ugratarak kalsiyumun hiicre i¢ine girisini artirir
boylece hiicre i¢i kalsiyum dengesi bozulur. Arastirmalar NSP4 iin VP4 ve VP6 ile
etkilesim igerisinde oldugunu gostermistir. Bu bolgedeki aminoasit degisiklikleri
rotaviriisiin toksijenik aktivitesi ve viriilansindaki modifikasyonlarla iliskilendirilmistir

(Tafazoli, Zeng, Estes, Magnusson, and Svensson, 2001).

NSP5 RNA’y1 baglar, ayrica NSP2 ile birleserek viruloplazmin olusumunda gorevalir.
NSP2 faal oldugu tiim basamaklarda ¢ogunlukla baglayict 6zelligi olan ve diger birg¢ok
rotaviral proteinlerle koordinasyon igerisinde olan NSP5 proteini ile birlikte etki eder

(Tafazoli, Zeng, Estes, Magnusson and Svensson, 2001).

NSP6 nin gorevi kesin olarak saptanamamis olsa da rotaviriis replikasyonunda kilit rol
oynadigi ayrica rotavirlis enfeksiyonunda diizenleyici olarak gdrev  yaptigi

diistinilmektedir (Desselberger, Wolleswinkel-van den Bosch, and Mrukowicz, 2006).

Cizelge 2.1’de Rotavirilisiin Yapisal (VP) ve Yapisal Olmayan (NSP) proteinlerinin

ozellikleri 6zetlenmistir.



Cizelge 2.1. Rotaviriisiin yapisal (VP) /yapisal olmayan (NSP) proteinlerinin 6zellikleri

RNA Kodlanan Proteinin
Segment . molekiiler | Proteinlerin 6zelikleri
; Proteinler agirh
VP1 Yapisal protein, i¢ kor proteini,RNA bagimli RNA
1 12,5 polimeraz, ssRNA’ya baglanma, VP3 ile kompleks
olusturma, VP2 ile etkilesim
5 VP2 9.4 Yapisal protein, kor proteini, dSRNA ve ssRNA’ya
’ baglanma, VP1 replikaz aktivitesi i¢in gerekli
3 VP3 88 Ic k_or proteini, guanil transferaz,
’ metil transferaz, VP1 ile kompleks olusturma
Di1s kapsid proteini, reseptdr baglama, virulans
4 VP4 8.7 faktori, notralizasyon proteini,
’ hemagliitinasyon filizogenik protein, VP5 ve VP8
olusturma
5 NSP1 59 Yapisal olmayan protein, RNA’ya baglanma, IRF ‘ye
’ antagonist
6 VP6 45 Ic kapsid proteinin, grup ve subgrup antijeni,
’ transkripsiyon i¢in gerekli
7 NSP3 35 Yapisal olmayan protein, mRNA baglayici, konak
' translasyonunu engelleme.
3 NSP2 37 Yapisal olmayan protein, RNA ve NSP5 baglayici,
’ viroplazma olusturma
9 VPRI 3,7 Dis kapsid glikoproteini, notralizasyon proteini
NSP4 Yapisal olmayan protein, transmemran proteini,
10 2,0 enterotoksin, hiicrede Ca+2
Toplama
11 NSP5 2,2 Yapisal olmayan protein, fosforillenmis, NSP2
baglayici, VP2 ve NSP6 etkilesimi
NSP6 12 Yapisal olmayan protein, NSP5 dimerizasyonu ve

fosforilasyonu

2.3 Simiflama

Reaoviridae familyasinin rotaviriis genusun bir iiyesi olan rotaviriis kapsid proteininin

antijenik ozelligine gore grup, subgrup ve serotipler olmak iizere siniflandirilir. Her bir

rotaviriis grubu kendi icerisinde serolojik ¢alismalara tabi tutularak serotip ve serogruplar

belirlenir. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ve immunoflorasan (IFA) gibi

birtakim serolojik yontemlerle capraz reaksiyon gosteren rotaviriis antijenleri saptanabilir.

VVP6 proteinindeki yapisal farkliliklara gére rotaviriisler A ile G arasinda toplam 7 alt

gruba ayrilir.




Yalnizca grup A, B, C rotaviriisleri insanda hastalik yapma yetisine sahipken D grubu ise
sadece hayvanlarda hastalik etkenidir. Birtakim kus tiirleri, memelilerin ¢ogu ve insanlar
iizerinde etkili olan grup A rotaviriisii ciddi derecede dnem arz eden bir bagirsak patojeni
olmakla birlikte diinya genelinde ¢ocukluk c¢agi gastroenteritinin en Oonemli nedenidir

(lturriza Gomara, Wong, Blome, Desselberger and Gray, 2002).

Onbir RNA segmentinin mobilitesine gore grup A rotaviriisleri jel elektroforezinde iki
farkli elektroferotip patern sergiler. Hizli gé¢ eden segmentler uzun (long) elektroferotip ve
yavas goc eden segmentler ise kisa (short) elektroferotip olarak isimlendirilmistir. Grup A
rotaviriisiine ait G1, G3 ve G4 serotipleri tipik olarak subgrup II ve uzun elektroferotip
ozellik gosterirken G2 serotipi subgrup I ve kisa elektroferotip profil sergilemektedir

(Matthijnssens, 2008).

Rotaviriisiin G tiplerinin sahip olduklar1 serotip ve genotipler uyumlu oldugundan
isimlendirmede genellikle yalnizca serotipler kullanilmaktadir. Diinya genelindeki insan

enfeksiyonlart ile iligkili olan serotipler G1, G2, G3, G4 ve G9 dur (Ustagelebi, 1999: 973-5).

VP6 proteininde bulunan farkli epitoplar sayesinde grup A rotaviriisleri daha ileri
subgruplara (SG) ayrilabilmektedir. Bu subgruplarin birbirinden ayirt edilmesinde SG 1,
SG II, SG I + Il veya SG non-I, non-II monoklonal antikorlarina kars1 gosterdikleri
reaktiviteler kullanilmaktadir. Molekiiler 6zelliklerine gore insan grup A rotaviriisleri
arasinda sadece subgrup I ve subgrup II ayirt edilebilmektedir. Subgrup II’ nin subgrup I’e

gore daha sik goriildiigi tespit edilmigtir.

Rotaviriisler her bir grup icerisinde monoklonal antikorlar kullanilarak gerceklestirilen
notralizasyon testi ile farkli serotiplere siniflandirilmaktadir. Dis kapsid proteini olan VP4
ve VP7’nin gorevi hiicreye baglanma ve giris olup serotipe spesifik antijenlerdir. VP7, G
serotiplerinin (G: Glikoprotein) belirlenmesinde kullanilan bir glikoproteindir. Proteazi
parcalayarak P tip antijeninin belirlenmesinde kullanilan protein ise viriis yiizeyinde bir
“spike” proteini olarak bulunan VP4 tiir. Mevcut bu iki dis kapsid antijenleri olan VP4 ve
VP7 ’ye kars1 notralizan antikorlarin reaktivitesi dlgiilebilir. Her iki protein de tip spesifik
notralizan antikor olusumunu uyarir. Rotaviriislerin siniflandirilmasinda VP4 ve VP7 ikili
sistemi olarak kullanilmaktadir 2. Her ne kadar rotaviriisiin VP4 segmenti baz alindiginda

en az 27 farkli P genotipi bulunsa da bunlarin yalnizca 12 tanesi (P1A[8], P1B[4], P2A[6],
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P2C[6], P3[9], P4[10], P5A[3],P6[1], P8[11], P11[14], P12[19] ve P[25]) insanlarda izole

edilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) kullanilarak yapilan tiplendirme ve serotiplendirme
birbirinden farkli sonuglar ortaya koydugu igin rotaviriise ait P tiplendirmesi daha
karisiktir. Giliniimiizde insanda enfeksiyon olusturdugu bilinen 8 adet P serotipi
bulunmaktadir: P1A, P1B, P2A, P3, P3B, P4, P5 ve P8. Bu P tipleri arasinda en yaygin
olam1 P[8] ve P[4] olup sirasiyla PIA ve P1B serotiplerine tekabiil etmektedir. Bilinen
insan rotaviriis P tiplerinin % 90 indan fazlasin1 P1A[8] olusturur. P[8] ve P[4] genotipleri
ile P1 serotipinin iki subtipi P1A ve P1B arasinda benzer ¢apraz reaktivite mevcuttur. P[4]
suslart G2 serotipiyle iligkili olma egilimindedir ancak diinya genelindeki rotavirus P[8]
suslarinin neredeyse tamami G1, G3, G4 ve G9 serotipleriyle iliskilidir ((Manuel, Franco a,
Angel and Harry, 2006: 2718-2731).

P serotipleri sadece numara ile ifade edilirken P genotipi sayilar parantez icerisinde
belirtilerek ifade edilir. Bunun nedeni heniiz P serotipleri ile P genotipleri arasinda
kurulmus tam bir korelasyonun bulunmayisidir. Alternatif bir P tipi isimlendirmesi de hem
genotip hem serotip numaras1 ayni anda kullanilarak ‘P1A[8] seklinde yapilabilir. G
tiplerinde korelasyon tam olarak saglandigindan tip ifade edilirken sadece numaranin

yazilmasi yeterli olmaktadir (Oztiirk R.2002: 1226-31).

Diinya genelinde rotaviriis insidanst incelendiginde serotipler arasinda karsilasiima
sikliginin G1P[8] (% 64), G2P[4] (% 12), G3P[8] (% 3), G4P[8] (% 9) ve G9P[8] ve
GIP[6] (% 4) seklinde oldugu goriilmektedir. Asilama caligmalar1 i¢in 6nemli olan bu
serotipler notralizasyon testleriyle birbirlerinden ayrilirlar. Giinlimiizde tespit edilmis 23 G

ve 31 P serotipi mevcuttur (Ursu, Kisfali, Rigo, Erdelyi, Ivanics and Van, 2009).

Rotaviriisiin sahip oldugu segmentli yapis1 onun miks enfeksiyon sirasinda siklikla
"reassortment” gecirmesini elverigli kilar. Bu nedenle gelecekte rotaviriise iliskin G-P

kombinasyonlarinda artig beklenmektedir.

2.4 Patogenez

Rotavirtisler, 5 yas alt1 cocuklarda ciddi dehidratasyonla seyreden, diinya genelinde tim

sosyo ekonomik Kkitlelerde yaygin olarak goriilen ciddi bir gastroenterit etkenidir.
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Rotaviriis ince bagirsak villusundaki olgun enterositleri enfekte eder ve bu hiicrelerin
fonksiyonunu bozar. Hiicreye su girisi 6nlenir. Bdylece su ve iyon kaybiyla seyreden agir
dehidratasyon tablosu sergileyen ciddi bir gastroenterite yol agar (Rota ve Fidan, 2007).
Rotaviriis enfeksiyonu neredeyse her zaman ince bagirsakta sinirli kalsa da, tablo enterosit
vakuolizasyonu gibi hafif bulgulardan villus kiintlesmesi ve kriptlerde hiperplazi olugmasi
gibi agir tablolara varan bir spektrum igerisinde kendini gosterebilir. Histolojik lezyonlar
hastaligin belirtileriyle bir korelasyon igerisinde degildir. Onceleri rotaviriise bagl olusan
ishal tablosunun yalnizca enterosit hasar1 sonucu olusan malabsorbsiyona sekonder oldugu
diisiiniiliirdii ancak giiniimiizde buna ek olarak bir¢ok farkli mekanizma sorumlu
tutulmakta ve bu mekanizmalarin olusmasinda viriis ve konaga ait faktorlerin Onemi

vurgulanmaktadir.

Kript hiicrelerden olusan kript epithelyum villus enterositlerinin progenitdriidiir. Villus
hiicreleri absorbsiyonu dengelerken, kript hiicrelerinin sekresyonu dengelemesiyle
enterositler ve kript hiicreler arasinda olusan bu koordinasyon sonucunda elektrolitlerin ve

suyun epithelyum boyunca sabit iki yonlii akist saglanmig olur (Ramig, 2004).

Villus enterositleri enfekte olursa ayni anda plazma membraninda ve endoplazmik
retikulum membraninda kalsiyum gecirgenligi artar .Bu da intraseliiler kalsiyum miktarmin
yiikkselmesine sekonder hiicre oliimiiyle sonuglanan bir dizi reaksiyonu tetiklemis olur.
Mevcut intraseliiler kalsiyum artis1 F aktin, villin ve tubulin proteinlerini etkileyerek hiicre
iskeletinin bozulmasina neden olur. Rotaviriis enfeksiyonu sonucunda sodyum, su ve
glukozun ince bagirsaktan emilimi azalirken; bagirsak laktaz, alkalen fosfataz ve siikroz

diizeylerinde azalma meydana gelince mevcut ishal tablosu giderek agirlagsmis olur.

Rotaviriis patogenezindeki ilging faktorlerden biri de viral enterotoksin olarak gorev
yapan, rotaviriisiin yapisal olmayan proteinlerinden biri olan NSP4 proteinidir. Yapilan
caligmalarda farelere enjekte edildiginde ishale sebep oldugu ve toksin benzeri aktiviteye
sahip oldugu gosterilmistir. NSP4 endoplazmik retikulumdaki depo Ca?* mobilizasyonunu
saglayarak intraseliiler kalsiyum degerini artirmak suretiyle bozar. Kalsiyum dengesinin
artmig yonde bozulmasiyla hiicre iskelet yapisinda degisiklikler meydana gelir,
disakkaridazlarin sentezi azalir, ayrica sodyum ve soliit transferi engellenir. Es zamanl
olarak NSP4 enfekte hiicreden ortama salinir ve enfekte olmamis diger hiicrelerde toksinin

benzer etkileri goriiliir. Enterik sinir sisteminin uyarilmasi olasi rotaviriis patogenez
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mekanizmalar1 arasinda diisiiniilebilir (Homaidan, Torres, Donowitz and Sharp, 1991: 895-
901).

Her ne kadar sekrete edilen NSP4’iin kesin gorevi ve hedefi bilinmese de, enterik sinir
sistemi (ENS) ile birlikte NSP4 sekresyonda rol alan esas molekiildiir. NSP4’iin tabloyu
agirlastiric1 etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. NSP4 kript hiicrelerinde Ca?* artisin1
uyartp Cl sekresyonunu aktiflestirerek hiicrenin su kaybetmesine neden olmaktadir.
NSP4’iin tek basina bir kanal olusturarak veya Ca®" artis1 vasitasiyla anyon kanalim
aktiflestirerek etki edebilecegi  diisiiniilmektedir. NSP4’{in enterositler {izerindeki bir
bagka etkisi ise "tight junctionlar” iizerinedir. Boylece hiicreler arasindan bol miktarda sivi
ve elektrolit kaybi meydana gelmektedir. Gastrointestinal sistemde villus epitelinin
altindaki katman sinir agi bakimindan oldukg¢a zengindir ve enterik sinir sistemi (ENS)
olarak adlandirilir. NSP4 enterokromafin hiicrelere baglanir ve bu hiicrelerden 5-
hidroksitriptamin (5-HT) salinmasini saglayarak ENS’yi uyarir. Bunun yani sira enfekte
hiicrelerden salgilanan kemokin ve prostaglandinler tarafindan ENS uyarilabilir. ENS’nin
uyarilmasi kript hiicrelerinden sivi ve elektrolit salgilanmasinin major tetikleyicisidir.
Boylece NSP4 ve ENS’nin rotaviriis enfeksiyonu sirasinda ortaya ¢ikan sekretuar tabloda

rol oynayan iki 6nemli molekiil oldugu goriilmektedir (Lundgren and Svensson, 2001).

Enfekte hiicrelerin viral invazyonu ile birlikte lokal wvilliis iskemisi geliseceginden
enterositler normal fonksiyonlarini yerine getiremeyeceklerdir. Villiislerde olusan bu
iskemik hasar kompansatuvar hiicre boliinmesini stimiile eder ve rotaviriis
enfeksiyonlarinda barsak gegis zamani azalir bu durum barsak motilitesinin arttiginin bir
gostergesidir. Her ne kadar motilitenin ENS tarafindan kontrol edildigi bilinen bir gercek
olsa da molekiiler stimiilatoriiniin ne oldugu gizliligini korumaktadir (Molla, Molla, Sarker
and Khatun, 1983).



13

i ' \
vigite [ | viids o
Vi oplazma Vi oplazima
[Ca*yit/ |[Ca*%it [Ca*)it/ [ICa*9;t
’ | é | | g f / ,
Ca? a* Ca** Ca?*

v

—& ENS

Sekil 2.2. Rotaviriisle enfekte olan barsak epitel hiicresinde gergeklesen olaylar

2.5. Replikasyon

Rotaviriisiin hiicreye baglanma ve hiicre i¢ine girme mekanizmalar1 bir¢ok detay icerdigi
icin oldukca karmasiktir ancak heniiz tam olarak netlik kazanmis degildir. Hiicreye ilk
olarak baglanmasini agiklayan muhtemel bir mekanizmada rotaviriisiin enterosit yiizeyinde
yer alan integrin ve sialik asit igeren gangliozid gibi reseptorlere baglanmasi
vurgulanmaktadir. Yalnizca ii¢ tabakali partikiiller (TLP) reseptorlere baglanabilmektedir.
Hiicreye giris ise birden fazla hiicresel molekiiliin aktif rol aldig1 karmasik bir siiregtir.
Rotaviriis hiicre ile ilk etkilesimini VP8 ile yapar. Gilincel veriler arasinda VP8’in epitel
hiicreler arasinda yeni tight junctionlarin olusumunu engellemek suretiyle viriisiin daha
derinlerdeki integrin reseptorlerine ulasmasina olanak sagladigi da yer almaktadir (Nava,

Lopez, Arias, Islas and Gonzalez-Mariscal, 2004).

Rotaviriis ile hiicre arasindaki bir diger etkilesim ise VPS5 proteini ile hiicredeki a2bl
reseptorii arasinda gerceklesir. Etkilesimin ana karakteri VP5’in 208-310 residiilerinde
bulunan integrin baglayan motif olan DGE (Asp-Gly-Glu) dir. Ayrica kisa zaman 6nce a2
integrin subunitinin I bdlgesinin hiicrede var olmast VP5 in baglanmas: i¢in gerekli ve

yeter sart oldugu gosterilmistir. Ayrica axb2, avb3 ve bir 1s1 sok proteini olan hsc 70’in de



14

rotaviriisiin hiicreye girdikten sonra katettigi basamaklarda rol aldig: belirtilmistir. Yapilan
calismalarda VP7’nin avb3’e baglandigi da gosterilmistir (Graham, Takada and Barbara,
2006).

Prodiiktif enfeksiyon olusmasi VP4’iin proteolitik enzimle ayrismasini gerektirir. VP4 iin
(88kDa) tripsin tarafindan polipeptid VP8‘e (28 kDa) ve VP5’e (60kDa) ayristirilmasi
rotaviriisiin enfektivitesini artirir. Her ne kadar bu ayrilma rotaviriisiin hiicreye baglanmasi
icin gerekli degilse de hiicre igine penetrasyonunu artirdigr gibi ayrismamis viriiste de
flizyonu uyarabilir. VP8 proteini baglanmadan sorumlu oldugu gibi agliitinin bdlgesi de
icermektedir. Hidrofobik bolgeye sahip olan ve bilinyesinde fiizyon proteini iceren VP5’in
hiicre penetrasyonu sirasinda Onemli rolii vardir. Viriis hiicre igine penetrasyonunu
tamamladiktan sonra kendine ozgii proteinleri sentezletmesi ve kendi genomunun
ekspresyonu igin konak hiicre fonksiyonlarini kendi lehine bozmasi gerekmektedir. Ca?*
hiicre i¢ine madde girisini ve hiicre disina madde atimini (influx/efflux) kontrol eden ana
iyon oldugu i¢in Ca?" un sitoplazmadaki seviyelerinin bozulmasi viriis patogenezinin en
onemli basamagidir. Intrasitozolik Ca?* seviyesi diistiigiinde rotaviriisiin dis kapsid
proteinleri (VP4 ve VP7) c¢oziinerek virlisiin mevcut iic katmanli yapisint degistirip
transkripsiyon yapabilmesi i¢in aktif olan ¢ift katman halini almasina ve bdylece hiicreye
penetre olabilmesine yardimci olur. Kendi dis katmanindan kurtularak ve katmanli yapisini
degistirerek hiicre i¢ine giren rotaviriis bu girisini ve transkripsiyon ag¢isindan
aktiflesebilmesini intrasitozolik Ca®* un azalmasma borgludur (Ruiz, Cohen and

Michelangeli, 2000).

Rotaviriis ¢ogalmasini enterositin sitoplazmasinda gergeklestirir. Intraseliiler diisiik Ca?*
ortaminda dis kapsid TLP den ayrilir ve transkripsiyonel olarak daha aktif oldugu icin
viriis ¢ift tabakali partikiil (double-layered particle: DLP) haline transforme olur. Viral
RNA polimerazin aktiflesmesiyle birlikte DLP partikiiliiniin i¢indeki viral RNA’nin
mRNA(ssRNA)’ya transkripsiyonu ger¢eklesir. Olusan bu yeni mRNA’lar DLP iizerindeki
VP2 ve VP6 protein tabakalari boyunca uzanan kanallardan sitoplazmaya gecer. Hem
protein sentezi hem de minus RNA (-RNA) sentezi bu mRNA’lar {izerinden
gerceklestirilir. Yeni sentezlenen VVP1 ve VP3 viral proteinleri sitoplazmadaki viroplazma
icinde mRNA segmentleriyle birlikte paketlenerek yeni viral koru olusturur. (-)RNA’nin
replikasyonu c¢ift sarmalli RNA molekiilii elde etmek i¢in bu korlarin igerisinde

gerceklesir. Hemen ardindan viroplazm igindeki bu korlarin VP6 proteini tarafindan
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cevrelenmesiyle yeni ¢ift tabakali partikiiller (DLP) olusur. VP6 proteini ile ¢epegevre
sartlmis kordan olusan bu ¢ift tabakali subviral partikiiller iizerlerindeki VP6 proteini ile
endoplazmik retikulum iizerindeki NSP4 proteinine baglanarak tomurcuklanma ile gegici
zarf kazanir ve endoplazmik retikulumun liimenine girer. Partikiil tomurcuklanma sirasinda
endoplazmik retikulumda bulunan integral membran glikoprotein VP7’yi kazanir. VP4’iin
bir sitoplazmik protein oldugu ve partikiil biinyesine tomurcuklanma sirasinda katildigi
distiniilmektedir. Morfogenezin son asamasinda ER i¢inde ilerleyen partikiil gecici zarfini
NSP4 ile birlikte kaybeder ardindan dis kapsidi olusturacak olan VP4 ve VP7 partikiil
etrafinda organize olur ve olgunlagsma sonucunda {i¢ tabakali partikiiller (TLP) olusur.
Endoplazmik retikulum igerisinde tomurcuklanma ve viriisiin olgunlasmasi yiiksek Ca?*
konsantrasyonu gerektirir. Hiicrenin parcalandiktan sonra virionlarin serbest kalmasi
bilinen en yaygmn hiicreden salinma yontemi olsa da Rotaviriisiin endoplazmik
retikulumdan hiicrenin apikal membranina vezikiiller i¢inde tasindiktan sonra vezikiiliin
plazma membraniyla fiizyona ugramasi sonrasinda virionlarin hiicre daha lizise ugramadan
hiicreden disar1 salinabildigi bildirilmistir. Sekil 2.5.1°de rotaviriisiin replikasyon agamalari

sematize edilmistir.

l' 5‘/ Hiicreden

mRNA for protein ITTTT

‘ .

Viral proteins

Translasyon

Droplet

antagonisti

Current Opinion in Virology

Sekil 2.3. Rotaviriisiin Replikasyon asamalari(current opinion in virology)
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e Once Rotaviriis virion partikiilii hedef hiicredeki reseptdre baglanir.

e Etrafin1 ¢cepegevre sarar hiicre zarindan olusmus vezikiil i¢erisinde hiicre sitoplazmasina
penetre olur (endositoz). Endozom igerisinde 3 tabakali partikiil halindeyken dis
kapsidini birakarak iki tabakali partikiile doniislir ve olusan bu yeni RNA igeren cift
katl kor partikiilii sitoplazmaya ¢ikar.

e Viral RNA polimerazin etkinlesmesiyle birlikte RNA’nin mRNA ya transkripsiyonu
gerceklesir ve olusan bu yeni mRNA (+ssRNA)’lardan yapisal ve yapisal olmayan

proteinlerin yani sira negatif zincirler sentezlenir.

e Virioplazmada sentezlenen biitiin proteinlerin ve RNA pargalarinin paketlenmesinin

hemen ardindan paket i¢erisinde ¢ift zincirli RNA molekiilleri olusur.

e VPG proteinlerinin olusan partikiillerin etrafin1 ¢evrelemesi ile viriisler artik ¢ift tabakali
kor partikiilii halini alir. Ardindan ER’nin NSP4 reseptorlerine baglanarak dis kapsid

proteinleri olan VP4 ve VP7 proteinlerini kazanir.

e Ug tabakali zarfsiz viral partikiiller olgunlasarak hiicrede tomurcuklanma yapar ve son

olarak hiicre lizisinin ardindan hiicreden ¢ikar.

2.6. Epidemiyoloji

2003 yili verilerine gore diinya genelinde 5 yas alti ¢ocuklarda 114 milyon rotaviriis
gastroenteriti vakasi bildirilmistir. Bu vakalarin 24 milyonu ayakta tedavi edilmis, 2.3
milyon olguya ise hastaneye yatirilarak tedavi uygulanmistir. 2013 yili verilerine gore rota
virlislerin diinya genelinde 5 yasin altindaki c¢ocuklarda tahmini 200.000 {izerinde
mortaliteye sahip oldugu diisliniilmektedir. Her ne kadar diinya genelinde ishal ile
hastaneye bagvuran cocuklarda rotavirlis prevalansi benzer olsa da (~%30-50), saglik
hizmetlerine erisimin sinirli olmasi, yetersiz hidrasyon tedavisi, malniitrisyon gibi
komorbid durumlarin daha yiiksek prevelansta goriilmesinden dolay1 rotaviriis enfeksiyonu
Oliimciil seyreden c¢ocuklarin % 90’1 sosyoekonomik diizeyi diisiik olan iilkelerde

yasamaktadir (Da Silva vd., 2017).
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Rotaviriis agilarinin  kullanimi  6ncesinde birgok {ilkede yapilan global siirveyans
caligmalarina gore, 5 yas alti ¢ocuklarda ishal nedeniyle hastanede yatiglarin % 40’inin

rotaviriis kaynakli olabilecegi belirtilmistir.

Diinya genelinde dolasimdaki rotaviriis suslarinin % 88’1 G1, G2, G3, G4, G9 ve G12, P
[8] veya P [4] suslarindan olugmaktadir. Afrika’da yaygin olan kombinasyon tipleri ise
GS8P [6], G8P [8] ve G12P [6] dir. Hayvanlarla temasin sik oldugu toplumlarda tiirler arasi
gecislerin gelismekte olan iilkelerdeki rotaviriis tiirlerindeki biiytlik ¢esitliligin temel nedeni

olabilecegi diisiiniilmektedir (Iturriza-Gomara, Kang and Gray, 2004).

2.7. Bulasma

Diger bir¢ok enterik patojende oldugu gibi rotaviriiste de bulas dogrudan kisiden kisiye
veya kontamine su ve yiyecekle temas yoluyla miimkiindiir. Rotaviriis bulagin1 6nlemede
cevresel kontrol ¢ogu kez etkili bir bigimde gerceklestirilememektedir. Enfekte bireyler

arasi bulas dozu disiiktiir ve yayilma orani yiiksektir (Crawford vd.,2017).

Kisiden kisiye fekal oral yolla bulasin miimkiin olmasinin yanisira gelismekte olan
iilkelerde diski ile kontamine sular yoluyla da bulas saptanmistir. Ek olarak enfekte carsaf,
kiimaglar ve ylizeyler lizerinden veya kontamine bakici eli vasitasiyla ¢ocuklar arasinda
yayilim miimkiindiir. Solunum sekresyonlarinda ve pnomoni olgularinda rota viriis tespit
edilen hasta sayisi azdir. Rotaviriis enfeksiyonu nedeniyle hastaneye yatirilmis ¢cocuklarin
odalarindan elde edilen hava orneklerinde rotaviriis RNA bulgularinin tespit edilmesi |,
hava yoluyla yayilimin giinliik bakim ortamlarindaki 6nemli rotaviriis bulas yolu

olabilecegini diisiindiirmektedir (Dennehy, 2000).

Solunum yolundan izole edilen rotaviriis Ornekleri mevcut oldugundan rotaviriis
enfeksiyonlarina solunum sistemi belirtileri de eslik edebilir. Hastalardaki aerosol
olusumunun solunum sistemi tutulumu kaynakli m1 yoksa kusma eylemi sirasindaki bir
olusum mu oldugu bilinmemektedir. Yapilan hayvan deneylerinde rotaviriis bulaginin

aerosoller tarafindan gerceklestirilebilecegi gosterilmistir.

Bulasin 6nlenmesinde cevresel yiizeylerin etkili dezenfektanlarca temizlenmesi 6nem tasir.

Bu amagcla yiiksek oranda alkol igeren preperatlarda klorhekzidin glukonat ve kuarterner
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amonyum bilesikleri kullanilmasi Onerilir. Rotaviriisiin inaktive olabilmesi i¢in % 70
etanol igine % 0.5 w/v klorheksidin glukonat eklenmen veya % 40 izopropil alkol igeren
kuarterner amonyum bilesikleri, % 95’ lik etanol yeterli olacaktir. Bulasici rotaviris ile
kontamine olmus cansiz yiizeye % 79 etil alkol ve % 1 o-fenilfenol karisimi piiskiirtiilerek
yapilan deneysel ¢alismada karisimin insanlara rotaviriis bulasini basarili bir bigcimde
Onledigi gosterilmistir. Sabunla el yikamak rotaviriise karsi etkisiz olup, aksine viriisiin
daha genis bir alana yayilmasina sebep olabilir. Ellerin yikanmasinda kullanilan higbir
dezenfektan ellerin yikanmasi i¢in harcanan silirede rotaviriisii tamamen inaktive edemez.
Enfekte olan ¢ocukla temas Oncesi ve sonrasi el yitkamanin yaninda mutlaka alkol bazl

susuz el dezenfeksiyon maddesi kullanilmalidir.

2.8. Klinik Bulgu ve Belirtiler

Diinya genelinde gelismekte olan ve gelismis iilkelerde yasayan neredeyse her ¢ocuk 3-5
yasina kadar rotaviriis ile mutlaka enfekte olur. Her ne kadar neonatal enfeksiyonlar
miimkiin olsa da anne siitiindeki koruyucu antikorlar sayesinde asemptomatik veya hafif
atlatilir. Iki yas alti gocuklarm yaklasitk % 42’sinde iic veya daha fazla rotaviriis
enfeksiyonu goriliir. Tekrarlayan enfeksiyonlar yaygin olur. Belirtiler sonraki her
enfeksiyonda daha hafif olur. Rotaviriis enfeksiyonlari eriskinlerde genellikle subklinik
veya hafif seyreder. Ozellikle immiin sistemi baskilanmis ve yash kisilerde ciddi

enfeksiyonlar goriilebilir.( Parashar, Nelson and Kang, 2013)

Rotavirlis enfeksiyonlarinin klinik 6zellikleri degerlendirildiginde subklinik diizeyde
hastalik veya hafif bir ishal tablosundan, kusma ve atesle seyreden agir ishal toblosu
arasinda degisen bir spektrumda olabildikleri goriilebilir. Olast agir ishal tablosu dliimle
sonug¢lanabilecek ciddi dehidratasyon ve elektrolit bozukluklari ile seyredebilir. Hastalik
genelde akut ates ve kusma baslangicli olup birkag giin igerisinde sik ve sulu diskilama ile
karakterize bir seyir gosterir. Enfekte ¢cocuklarin yaklasik % 30-40’1nda orta dereceli ates
beklenmektedir. Kusmanin genellikle bir veya iki giin stirmesi beklenirken eslik eden diger

gastrointestinal belirtilerin {i¢ ile yedi giin igerisinde diizelmesi beklenir.

Rotavirlis kaynakli gastroenteritler kanli olmayan ishal ile belirti vermesi, smirh
inflamatuvar yanita neden olmasi ve nispeten daha kisa stirmesi gibi 6zellikler bakimimdan

bakteri kaynakli ishallerden ayrilmaktadir. Beklendigi lizere rotaviriis enfeksiyonu geciren
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bir ¢ocugun serum C reaktif protein ve fekal kalprotektin gibi inflamatuar belirteglerinde
anlamli artis gézlenmez. Bu yiizden rotaviriis kaynakli gastroenteritin noninflamatuvar
oldugu kabul edilir ve patogenezin olasi iki mekanizma {izerinden isledigi
varsayllmaktadir. Bu mekanizmalardan ilki enterosit hasar1 ve Oliimiine veya epitel
hiicrelerindeki emilim fonksiyonunda kayba bagli olusan malabsorpsiyon tablosudur.
Ikincisi ise NSP4 aracili yolak iizerinden sekresyonun artmasi sonucu olusan ozmotik
diyare ve enterik sinir sisteminin (ENS) NSP4 tarafindan uyarilmasidir. Bunun yani sira,
rotavirus enfeksiyonunun patolojik bir sonucu olarak hiicrelerden 5-hidroksitriptamin (5-
HT, ya da bilindigi {izere seratonin) salinmasi ¢esitli yolaklar tizerinden kusma ve ishali

tetiklemektedir.

Rotaviriis enfeksiyonlarinin en sik belirtisinin ishal olmasina ragmen, benign
konviilziyonlar, beyincik iltihabi, ensefalopatiler ve ensefalitler gibi agir tablolar da
literatiirde yer almaktadir. Ornek olarak Kanada’da yapilan ¢ok merkezli bir calisma
raporuna gore rotaviriis enfeksiyonu laboratuvar tarafindan onaylanmis 1359 ¢ocugun %
7’sinin ndbet gec¢irdigi bildirilmistir. Rotaviriis gastroenteriti ile iliskili oldugu saptanan ani
bebek 6liim sendromu, nekrotizan enterokolit, intususepsiyon, Kawasaki hastaligi, ve Tip 1
diyabet gibi bir¢ok hastalik mevcut olsa da, neden sonug iliskisi kesin degildir. Rotaviriis
gastroenteriti gec¢iren hastalarda genellikle kisa bir siireliine serum transaminaz

diizeylerinde artis goriilmektedir.

2.9. immiinoloji

Hastaliktan korunma esas olarak bagirsak liimenindeki antikorlarla, o6zellikle IgA ile
saglanmaktadir. Aktif veya pasif olarak kazanilan antikorlar (kolostrum ve anne siitiindeki
antikorlar dahil) hastaligin ciddiyetini azaltmakta, ancak enfeksiyonu tam olarak
engellememektedir. Ik olarak bir hafta sonra duedonum sivisi ve serumda &zgiil IgM
cevab1 olugmakta, 1-4 ay kadar sonra duedonum sivisi ve serumda 6zgiil IgG ve IgA
cevabi gelismektedir. Bir yil sonra serumda 6zgiil IgG cevab1 devam etmekte ancak IgA

saptanmamaktadir (Ustagelebi, S, 1999).

Primer rotaviriis enfeksiyonu klasik akut gastroenterit tablosuyla sonuglansa bile daha
sonra gelisen rotaviriis enfeksiyonlarina karsi bagisiklik gelisir ve hastalik riski diisiik olur.

Yenidogan rotaviriis enfeksiyonlarinda bagisiklik olas1 tekrarlayici enfeksiyona karsi
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koruyucu olmasa da bazi klinik vakalarda agir tablolarin olusumunu Onleyebilir

(Desselberger ve Huppertz, 2011).

Rotaviriis akut gastroenteritine kars1 bagisikligin serotipe 6zgl gelisebilecegi ve homotipik
virlise kars1 tretilen notralizan antikor (NT) seviyelerine bagli olabilecegi ilk defa
kanitlayan Chiba ve ark olmustur. Noétralizan antikor seviyesinin 1 / 128 ve {izerinde
olmasi rotaviriis hastaligina kars1 koruma icin yeterlidir. Primer roteviriis enfeksiyonundan
sonra homotipik ve heterotipik nétralizan antikor olusumunun saptanmasi ¢apraz reaktif
notralizan antikor epitoplarinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Heterotipik yanit yasca
daha biiyiik ve halihazirda rotavirlis spesifik antikorlar1 tasiyan cocuklarda goriilme
egilimindedir. Digki numunelerinde rotavirtise spesifik IgA varliginin saptamaya yonelik
caligmalar sonucunda spesifik IgA varliginin hastaliga karst korumayla iligkili oldugu

gosterilmistir.

Anne karnindayken plasenta yoluyla elde dilen antikorlar yasamin ilk birka¢ ayinda
rotaviriise kars1 zayif bir koruma saglayabilir. Her ne kadar anne siitii bebeklerde hastaliga
kars1 pasif koruma saglasa da bunun insanlarda hastalifa kars1 korunma agisindan ne

derece dnemli oldugu tartigma konusudur.

Insan rotaviriisiine karsi gelisen T hiicre yanitin1 rotaviriis enfekte ve saglikli kisilerde
karsilastirmak tiizere bir intraseliiler sitokin akisi sitometri testi ve ELISPOT kullanilarak
yapilan calismada goreceli olarak az sayida CD4 * ve CD8 * rotaviriise 0zgii T hiicre
frekanslar1 saptanmistir ve bu T hiicrelerin interferon (IFN) -y salgilayabildigi ancak
interlokin 13 (IL-13) veya interlokin-4 salgilayamadig: bildirilmistir. Rotaviriis ile enfekte
olmus kisilerde bu hiicrelerin sayisi ya diisiik saptanmis ya da hi¢ saptanamamistir.
Salgilanan sitokinler ¢ocuklarda rotaviriise 6zgii bir CD4 * T hiicre paternine uyumlu
bulunmamisken neonatal domuzlarda TH1 ve TH2 hiicrelerinin birlikte bulundugu karisik
bir patern sergilendigine iliskin bulgulara ulasilmistir (Angel, Franco, and Greenberg,
2007).

2.10. Tam

Rotaviriis, gastroenteritli ¢ocuklarin diski  Orneklerinden elektron mikroskobu,

poliakrilamid jel elektroforezi, antijen saptama analizleri, RT-PCR ve viriis izolasyonu gibi
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cesitli tetkikler kullanilarak tespit edilebilir. Radioimmunoassay, counter immunoelektro-
ozmoforez, doku kiiltiirii, poliakrilamid jel elektroforezi ve polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) gibi yontemler viriis saptamada etkili olsa da kullanimlar1 olduk¢a nadirdir. Serum
akut ve konvelasan faz antikor titrelerinin, counter immunoelektro-ozmoforez,
ndtralizasyon ve kompleman fiksasyonu acgisindan degerlendirilmesi ise yarasa da tanida
onerilmemektedir. Digk1 6rneginin elektron mikroskobu altinda tan1 amagli incelenmesi
klinik agidan pratik degildir ¢linkii hem pahali araglara hem de deneyimli personellere

gereksinim duyulmaktadir. (Greenberg and Estes 2009).

Grup A rotaviruslar 6nceden belirli oranlarda proteolitik enzim tripsin ile muamele edilirse
veya besiyerine diisiik diizeyde tripsin ilave edilirse hiicre kiiltiiriinde iiretilebilmektedir.
Virus izolasyonu i¢in en sik kullanilan hiicreler maymun bobrek hiicre dizisi MA104 ve
insan kolon karsinoma hiicre dizisi CaCo-2’dir. Sitopatik etki minimaldir. (Kirkwood

,Bishop ,and Coulson 1998).

Rotaviriis enfeksiyonunun tanisi ilk olarak serum aggliitinasyonu ve elektron mikroskobu
ile yapilmistir. Enfeksiyonun akut fazi sirasinda digkiyla atilan rotaviriis partikiilii sayisi
yiiksektir (10Y/g ) ve ishalin siddetlenmesiye bu say1 daha da artabilir. Digk1 6rneklerinden
dogrudan elde edilen rotaviriis RNA’sinin tespitinde poliakrilamid jel elektroforezi
kullanilmaktadir. Bu yolla dolasimdaki suslar ile ¢ift sarmalli RNA genomunun 11
segmentinin elektoroforetik gog¢ paterni arasindaki iliski analiz edilebilir.( Parashar UD,
Nelson EA and Kang G. 2013).

Sonucun tedaviye herhangi bir katkis1 olmadigindan gastroenteritli ¢ocuklarda rotaviriis
pozitifligi i¢in rutin olarak test yapilmamaktadir (Telmesani, 2010). Pozitiflik saptandigi
takdirde ¢ocuk nozokomiyal yayilimin onlenmesi agisindan izole edilebilecekse etken
olarak rotaviriisiin saptanmasi faydali olabilir. Antijen testinin pozitif ¢ikmasi hekimlerin
yanilip seyahat iliskili rotaviriis ishaline yonelik gereksiz antibiyotik recgete etmelerini
onlemede yardimci olur (Anderson and Weber, 2004). Test etme siirecinde ticari olarak
temin edilebilen enzime bagli immunosorbent assay ELISA ve immunokromatografik
antijen saptama testleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu testlerin duyarliligt ve
ozgiilliigii yiiksektir (% 90-95). Pozitif sonug elde edebilmek i¢in minimum 104-107 virion

gerektirmesi diginda ticari testler ucuz ve uygundur. Yalanci pozitiflik oranm1 % 3-5
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arasinda degisen ticari testlerin en biiyiilk handikapit Grup A disindaki rotaviriis suslarini

tespit edemeyisleridir.

ELISA yontemiyle rotaviriis diskiyla atiminin tespiti ancak hastaliktan sonraki ilk bir hafta
icerisinde miimkiinken RT-PZR gibi daha duyarli metotlar daha uzun siire tespit
saglayabilmektedir. Virlislin digkiyla atimi 4 ile 57 giin arasinda degismektedir ve atilan
RNA miktar1 ¢ocuklarda ishalin siddetiyle dogru orantilidir ancak yenidoganlarda bdyle bir
durumdan s6z edilemez. 1 yas alt1 ¢ocuklarda RT-PZR kullanarak rotaviriis enfeksiyonu
tespit edildiginde % 29 oraninda asemptomatik enfeksiyon tespit edilse de teshisin
dogrulanmast i¢in atilan viral RNA miktar1 dikkate alimip detayli bir bigimde

degerlendirilmelidir.

Rotaviriis suslarinin sirasiyla G ve P tipi olarak ikili siniflandirilmasinda kullanilan VP4 ve
VP7 genotipleri hakkinda bilgi sagladigi i¢in RT-PZR arastirma laboratuvarlarinda viral

genomu saptamak i¢in siklikla kullanilmaktadir.

2.11.Tedavi

Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ve Birlesmis Milletler Cocuk Fonu (UNICEF) Oral
Replasman Tedavisi (ORT) kapsaminda, oral rehidrasyon tuzlarini (ORS) dehidrasyonu
onleme amaciyla 1978’te ilk tercih olarak kabul ettiginden bu yana 5 yas alt1 6len ¢ocuk
sayist 4.5 milyondan 1.8 milyona diismiistiir. Boylesine basarili bir tedavi yontemine
ragmen gelismekte olan iilkelerde ¢ocuk Oliim nedenleri arasinda ishal ilk sirada yer
almaktadir. Ishalin siddetini azaltmak, siiresini kisaltmak ve ishal olusumunu 6nlemek icin
gelistirilen onlarca tedavi yontemi arasindan en énemli {i¢ yontem diisiik osmolariteli ORS,

cinko takviyesi ve rotaviriis agisidir.

Kolera dis1 ishal i¢in azaltilmis osmolariteli bir soliisyonun (sodyum 75 mmol / L, glukoz
75 mmol / L ve toplam ozmolarite 224 mmol / L) rutin tedavide kullanimi 2002 yilinda
WHO tarafindan onerilmistir. Tedavinin rehidrasyon ve bakim asamalarinda emzirmenin
devam ettirilmesi biiyliik 6nem tasimaktadir. Miimkiin olan en kisa siirede beslenmenin
tekrar baslatilmasi ishalin siiresini ve siddetini azaltmaktadir. Planlanmamis intravendz sivi
kullaniminda, kusma ataklar1 ve kalici ishal gelisim riskinin erken yeniden beslenme ile

arttigin1 gosteren herhangi bir kanit mevcut degildir. Hafif-giddetli dehidratasyonu olan
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cocuklarin beslenmesinde laktoz iceren besinlerin icermeyenlere kiyasla ishal siiresini
kisalttig1 bildirilmigtir. Akut gastroenteritli ¢ocuklarda laktoz igeren besinlerin zararl

olduguna dair kanita dayal1 veri mevcut degildir.

Daha ¢ok klinik oncesi ¢alismalarda rotaviriis gastroenteritinin tedavisinde antiviral tedavi
iizerine ¢alisilmis fakat klinik ¢alismalarda rutin olarak kullanilmamistir. Genis spektrumlu
bir antiviral ila¢ olan Nitazoxanide ishal siiresini ve hastanede yatis sliresini azaltmasi
nedeniyle kullanilabilmektedir. Nitazoxanide’in etki mekanizmasi viral morfogenezin

engellenmesi tizerinden rotaviriis replikasyonunun engellenmesidir.

Kusma epizodlarini azalttig1, intravendz rehidrasyon ve hastaneye yatis ihtiyacini azalttigi
tespit edildikten sonra antiemetiklerin rotaviriise bagli ishal tedavisinde kullanimi bir
onceki “Onerilmemektedir” durumundan “muhtemelen tavsiye edilir” statiisiine taginmustir.
Bir doz ondansetron intravendz rehidratasyona olan ihtiyaci azaltabilir fakat ishal sayisin
artirabilir. Yogun kusma ataklariyla seyreden bir rotaviriis gastroenteritli ¢ocugun
tedavisinde ondansetronun saglayacagi maksimum fayda ancak erken donemde

baslandiginda elde edilebilir.

Tedavi potansiyeli tasiyan diger iki ajan ise racecadotril ve smektit’tir. Bagirsaktaki
enkefalinaz1 inhibe ederek bagirsak liimenine su ve elektrolit atilimini azaltarak etki
gosteren racecadotril tedavisinin 48 saat icerisinde ishal ¢ikis sayisinin 6nemli Olglide
azalttig1, yan etki sikligini ise arttirmadigr gosterilmistir. Ek olarak yedi adet klinik ¢alisma
iizerinden hazirlanan bir meta-analize gore racecadotril kullanimi plasebodan daha etkili
iken hasta ¢ocuklarda ishal ¢ikt1 siiresi veya hastalik siiresi lizerinde herhangi bir etkiye
sahip degildir. Endotoksin, ekzotoksin, bakterilere ve viral partikiillere baglanabilen bir
adsorban olan smektit, akut ishali olan ¢ocuklara uygulandiginda ishal siiresini % 18-29
oraninda azaltmaktadir. Ayrica smektitin istenmeyen belirtilerde herhangi bir artisa sebep
olmaksizin 5. giinde tedavi etkisini artirdigi gosterilmis ve bdylece rotaviriis

gastroenteritinin tedavisinde fayda saglayabilecegi bildirilmistir.

Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri ve Saccharomyces boulardii gibi probiyotiklerin
kullanilmasi rotaviriis enfeksiyonunu dnlemede ve rotaviriis ishal siiresini kisaltmanin yani
sira ishal siddetini ve tekrarlayan enfeksiyonlarin insidansini azaltmakta etkili

bulunmuslardir. immiin yanitin ve viral partikiil atimmin modiilasyonunu da saglayan bu
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probiyotiklerin aksine insan siitii oligosakkaritleri igeren sialik asit gibi prebiyotiklerin
kullanim1  indirgenmis rotavirlis enfektivitesi ve replikasyonu ile yakindan

iliskilendirilmistir (Gonzalez-Ochoa vd., 2017).

2.12. Korunma

Rotaviriis as1 uygulamasindan sonra bir¢ok iilkede enfeksiyonlarda azalma
gozlemlenmistir. Ulusal ¢ocukluk cagi as1 programina alinan iilkelerin 10 yillik izlem
raporlarinda belirtildigi iizere 5 yas alt1 cocuklarda tiim ishal nedenleriyle hastaneye yatis
oranlarinda ortalama % 38 (% 5-65 arasinda degisen), Ozellikle rotaviriis ishaline bagl
hastaneye yatislarda ortalama % 67 (% 18-84 arasinda degisen) ve tiim nedenlere bagl

ishal 6liimlerinde % 42 (% 3-64 arasinda degisen) oraninda azalma meydana gelmistir.

Dogum kohortlarina goére cocuklar yasamin ilk iki yilinda 4 veya 5 kere rotavirus ile
enfekte olurlar. Tekrarlanan enfeksiyonlarda ciddi rotaviriis gastroenteriti insidans1 giderek
azalmaktadir. Oral yolla uygulanan canli zayiflatilmis rotavirlis asilarinin
gelistirilmesindeki temel amaglarin dogal rotaviriis enfeksiyonunu taklit etmek ve boylece

olas1 ciddi rotaviriis gastroenteritini 6nlemek oldugu sdylenebilir.

1980’11 yillarin basinda insanlarda gastroenterit etkeni olan rotaviriise kars1 as1 gelistirme
yoniinde gosterilen ilk cabalar, normalde hayvanlar1 enfekte eden suslar hedef alinarak
cocuklar1 bu suglara yonelik asilamak tizere “Jennerian” teknigi kullanilarak hazirlanmistir
(Tipk1 Edward Jenner’in ¢icek hastaligina karsi tirettigi inek kokenli cowpox asist gibi).
Zayiflatilmig bir sigir rotaviriis susu gnotobiyotik buzagilara enjekte edildiginde onlar
insan rotaviriisii 66-69 ile takipli tehdide kars1 korumustur. ilk asi calismalarindan elde
edilen birka¢ 6nemli bulgu su sekilde 6zetlenebilir: RIT4237 sigir rotavirus as1 aday1 Finli
cocuklarda siddetli gastroenteriti dnlemede giivenilir ve oldukga etkili (% 80 den fazla)
olsa da Afrikali ve Latin Amerikali ¢ocuklarla yapilan klinik ¢aligmalarda ayni etkiyi
gosterme konusunda hatir1 sayilir derecede eksik kalmistir. RIT4237 asisinin ciddi
hastaliklar1 6nleme tizerine etkisi herhangi bir ishali 6nleme {izerine olan etkisinden daha
fazlaydr (sonraki as1 adaylarinda oldugu gibi). Korunmada as1 serotipinin roli
diisiiniildiigiinde sasirtic1 bir bigimde, RIT asis1 dolasimdaki biitiin insan rotaviriis suslari

ile antijenik agidan uyumsuz olmasina karsin bagisiklik ve koruma agisindan etkili olmay1
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basarmistir. Afrika’da yapilan klinik deneylerde basarisiz oldugu i¢in RIT4237 as1 aday1

calismalarina son verildi.

Bir simian rotaviriisiin (RRV) 6n ¢alismalarda etkili oldugu tespit edilince monovalan bir
aday olarak degerlendirmeye tabi tutulmus ancak takip eden c¢alismalarda etkinliginde
azalma meydana gelmisti. Bu basarisizligin temelde RRV asisinin (G3) serotipi ile

dolagimdaki insan serotipi arasindaki uyusmazliktan kaynaklandigi 6ne siiriilmiistiir.

Diinyadaki 1ilk lisansli rotaviriis asis1 (RotaShield, Wyeth, ABD) 1998 yilindaki
bagisiklamanin ardindan intususepsiyon riskinde artig gostermis (her 5 000 — 10 000
vakada 1 intussusepsiyon vakasi) bdylece {liretici firma tarafindan toplatilmistir. Bunun
olagan bir sonucu olarak rotaviriis enfeksiyonu ile intussusepsiyon arasinda neden sonug

iligkisi olduguna inanilmaktadir.

2004 yilinda rotarix asisinin 6nce Meksika’da daha sonra diger Latin Amerika ve Avrupa
iilkelerinde kullanim onayr almasi lizerine rotaviriis asisit alani hatir1 sayilir oOlgilide
genislemistir. Dahast 2006 yilinda bir sigir-insan reasortant asis1 olan RotaTeq’in ABD
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmasiyla as1 sahasi daha fazla ilerleme
katetmistir. RotaTeq her biri farkli bir ana WC3 si1gir susundan {iretilen 5 adet "reasortant”
rotavirus susundan olusmaktadir. Ayrica asida kullanilan bu suslarin her biri insan kokenli
bir rotavirusa ait VP4 veya VP7 proteinlerini kodlayan bir gen igermektedir. Bir gocugun
maruz kalabilecegi viriislerin ¢cogunu tek bir agida toplamanin bagisiklik kazandirmada en
etkili yontem olacagt fikrinden hareketle bu as1 hazirlanmistir. RotaTeq asisinin
“pentavalan” bir as1 olarak adlandirilmasi yanilticidir ¢linkii as1 s1gir rotavirusuna ait 2 adet
notralize edici antijene (G6 ve P7 [5]) ek olarak insan rotavirusuna ait bes adet gen {iriinti
icermektedir. Rotarix’in as1 igerigi, dogal olarak rotaviriis gastroenteritine sahip bir
cocuktan izole edilen 89-12 susundan tretilmistir. Benzer P1A [8] G1 suslan ile enfekte
olduklarinda ¢ocuklarin olusturdugu nétralizan antikorlar arasinda c¢apraz reaksiyon
gelistiginden dolay1 89-12 susu kullanilmak {izere secildi. Ayrica mevcut suslara maruziyet
sonucu olusan semptomatik veya asemptomatik enfeksiyon, bir sonraki mevsimdeki
rotavirlis ishaline karst % 100 koruma saglamaktadir. Tek bir insan rotaviriis soyundan
tiretilen bu asimin temelinde “dogal bir rotaviriis enfeksiyonu gecirmek, ikinci bir

enfeksiyonun 6nlenmesinde ¢ok derecede etkili bir yoldur” fikri yatmaktadr.
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Parashar vd., tarafindan yayimlanan makaledeki ¢izelgeye gore hazirlanan Cizelge 2.2°de

bilinen iki rotaviriis asis1 Rotarix ve RotaTeq’in 6zellikleri 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2. Rotarix ve RotaTeq asilarinin karsilastirmak 6zellikleri

Ozellik Rotarix RotaTeq
: e ey s Sigir rotayiriis susu WC3 (P7 [5], G6): G1 x WC3
Icerigi (P1A [8], G1) olan bes insan G / P reasortant1; G2 x WC3; G3 x
’ WC3; G3 x WC3; P1A [8] x WC3
Her bir doz (1-1,5 mL)
Doz en az 10° adet hiicre Her bir doz (2 mL), reassortant basina en az 2.0—
miktar: ve | kiiltiirii enfeksiyoz dozu |2.8 x 108 infeksiyoz iinite icerir.
sayisi icerir. 3 oral doz
2 oral doz
Doz 1: en az 6 haftalik;
As1 Doz 2: en az 4 hafta Doz 1: 6-12 haftalik; 2 ve 3. dozlari: 4-10 haftalik
programu*® |sonra; 24 haftalik olana | aralikla; 32 haftalik olana kadar tamamlanir.
kadar tamamlanir
Raf omrii 36 ay
£ 2-8 °C’de 1s51ktan 2By
Saklama K 2-8 °C’de 1g1ktan korunur.
orunur.
kosullar

*Yasa gore asir1 doz parametreleri, ayr1 ayri lilkelerin agilama programlarina ve onerilerine
gore degisiklik gostermektedir.

Uygulama sonrasinda diinya ¢apinda homotipik ve heterotipik bagisiklik saglayan

Rotaviriis asilariin 6zellikle gelismekte olan iilkelerde ne derecede heterotipik koruma

sagladigi

yoniinde arastirmalar yapilmaktadir.

Rotavirlis hastaliginin  prevelansini

azaltmada igme suyu kaynaklar1 ve sanitasyon konusunda uygulanan gelismeler yeterli

olmadig i¢in, rotavirlise bagli akut gastroenteriti nleme ve hastalik yiikiinii azaltmada en

etkili halk saglig stratejisinin asilama oldugu diisiiniilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Calisma Plam

Bu ¢alismaya Ocak 2013 ile Nisan 2018 tarihleri arasinda Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi
Hastanesi’ne bagvuran akut gastroenteriti olan ve digki 6rneklerinde immunokromatografik
test ile rotavirilis antijeni pozitif saptanan hastalar dahil edilmistir. Hastalarin yas, cinsiyet,
basvurduklar1 poliklinik/servis, on tani, numune gonderilme tarihi, disk1 mikroskopisinde
goriilen 16kosit, parazit bilgileri ve istenmigse diski kiiltiir sonuglari, kusma, ishal ve ates
bilgileri kaydedilmistir. Digk1 6rnekleri Revers Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PZR) yontemi ile galisilincaya kadar -80°C derin dondurucuda (Sanyo, Japonya)

saklanmustir.

VP4 ve VP7 gen amplifikasyonu ‘Revers Transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PZR), Access Quick RT-PZR kiti (Promega Corporation, Madison, WI, ABD) ile
yapilmistir. VP4 gen amplifikasyonu con-2 ve con-3 primerleri ile, VP7 gen
amplifikasyonu ise Beg 9 ve End 9 primerleri ile c¢alisilmistir. G ve P spesifik
genotiplendirme reaksiyonlari PZR Master Mix (Promega Corporation, Madison, WI,
ABD) ve Termal Cycler (ThermoHybaid PZR Px2, Ingiltere) cihazi kullanilarak
gergeklestirilmistir.

3.2. immunokromatografik Yontemle Gaitada rotaviriis Antijeninin Saptanmasi

Taze diski Orneklerinde rotavirus ve enterik adenovirus antijenlerinin varligr kalitatif
immunokromatografik yontem ile arastirilmistir. Duyarliligi; rotavirus i¢in % 96,8-% 99,9
enterik adenovius i¢in % 95,6 - % 99,9 olarak bildirilen test (AllTest, Rotavirus ve
Adenoviriis Combo Test Cassette (Feces), China) iiretici firma Onerileri dogrultusunda

calisilmastir.
AllTest® Rota-Adeno kiti (AllTest, China) i¢indekiler (Resim 2):

- Test kaseti

- Diski sulandirma tamponu
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- Tek kullanimlik digk1 damlaligi

Immiinokromatografik testin uygulanisi:

Fekal ornekleri toplamak igin:

Yeterli viriis partikiilleri elde etmek i¢in temiz, kuru 6rnek toplama kabinda yeterli
miktarda digk1 (1-2 ml veya 1-2 g) toplandi. Test, toplamadan sonra 6 saat i¢inde
gerceklestirilirse, en iyi sonuglar elde edilecektir. Toplanan numune, 6 saat iginde test
edilmediginde, 2-8 ° C'de 3 giin saklanabilir. Uzun siireli depolama i¢in, 6rnekler -20 °©

C'nin altinda tutulmalidir.
Fekal 6rnekleri islemek igin:

Kati Ornekler igin: Ormek toplama tiipiiniin kapagini sokiindii, daha sonra
yaklasik 50 mg diski (bir bezelyenin 1/4 esdegerine esdeger) toplamak i¢in numune

toplama aplikatoriinii fekal numuneye en az 3 farkli yerde rasgele batirmisti .

Stvi Ornekler Igin: Damlahigi dikey olarak tutunmustur, fekal ornekleri aspire
edilmistir ve daha sonra ekstraksiyon tamponu igeren numune toplama tiipiine 2 damla

stvi numunesi (yaklagik 50 uL) aktarmustir.

Kapagi  Ornek  toplama  tiipline  sikildi, ardindan numune  toplama
tiiptini karistirtp 6rnek  toplama  tiiptinii karistirmstir.  Toplama tiiplini 2 dakika

boyunca reaksiyona birakmistir.

Ag¢madan Once poseti oda sicakligina getirmistir. Test kasetini folyo posetten
cikarmigtir ve bir saat i¢inde kullanmistir. Test, folyo kese acildiktan hemen sonra

gerceklestirilirse en iyi sonug alindi.

Ornek toplama tiipiinii dik tutun ve uctaki kapag agildi. Numune toplama tiipiinii ters
cevirin ve ekstrakte edilen numunenin 2 tam damlasini (yaklagik 80uL) test kasetinin
ornek kuyucuguna (S) aktarin ve sonra zamanlayiciy1 baslatildi. Numune kuyusundaki

(S) hava kabarciklarin1 hapsetmekten kagindi.

Numuneyi dagittiktan 10 dakika sonra sonuglari okuyundu. 20 dakika sonra sonuglari

okumadik.
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7. Testin dogru degerlendirilmesi i¢in kontrol ¢izgisinde (C) kirmizi renkli ¢izgi olusumu
gbzlenmistir. Kontrol ¢izgisi olusmayan test gecersiz sayilmig ve tekrar edilmistir.
T1’de kirmizigizgi olusumu Rotaviriis pozitif, T2 de kirmizi ¢izgi olusumu adenoviriis
pozitif, T1 ve T2’de kirmiz1 ¢izgi olusumu rotaviriis ve adenoviriis pozitif, T1 ve
T2’de kirmizigizginin olusmamasi durumunda Rotavirilis ve Adenoviriis negatif olarak

degerlendirilmistir.

8. Virts yiikiine bagli olarak kirmizi ¢izginin yogunlugu degisebilecegi i¢in hafif kirmizi

cizgiler de pozitif olarak degerlendirilmistir.

Resim 3.1. immunokromatografik ydntemle diskisinda rotaviriis antijen pozitifligi

3.3.Diski Orneklerinden Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Digkr drneklerinden niikleik asit ekstraksiyonu QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Almanya) kullanilarak spin-kolon yontemi ile {ireticinin talimatlar1 dogrultusunda

yapilmistir.

QIAamp® Viral RNA Kit (250) (QIAGEN, Almanva) icerigi (sekil 3.1):

- QlAamp Mini Spin Kolonlar, 250 adet
- Tipler (2 mI’lik), 1000 adet

- Buffer AVL, 5x 31 ml

- Buffer AW1 (konsantre), 98 ml

- Buffer AW2 (konsantre), 66 ml

- Buffer AVE, 10 x 2 ml

- Carrier RNA (poly A), 5 x 310 pg

QIAamp® Viral RNA Kit (250) (QIAGEN, Almanva) Calisma Protokolii:

1- Liyofilize Carrier RNA (310 pg) iceren tiipe 310 pl Buffer AVE eklenir.
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2

3

4

Buffer AW1’in igerisine 130 ml %96-100 etanol eklenir.
Buffer AW2’in igerisine 160 ml %96-100 etanol eklenir.
nx 0,56 ml=ymil

ymlx 10 pl/ml =z ml

n= Ornek sayis1 y= Hesaplanan Buffer AVL miktar1

z= Carrier RNA-Buffer AVE karisimi1 miktari

Yukaridaki formiillere gore; gerekli miktarda Buffer AVL igerisine, gerekli miktarda

Carrier RNA-Buffer AVE karisimi eklenir ve ters-diiz edilerek karigtirilir.

1-

10-

Hazirlanan Carrier RNA igeren Buffer AVL karisimi 1,5 ml’lik tiiplerin her birine 560
ul olacak sekilde dagitilir.

Hasta 6rnekleri tiiplere 140 pl hacimde eklenir ve 15 saniye vortekslenir.
Oda sicakliginda (15-25°C) 10 dakika inkiibe edilir ve spin santrifiij yapilir.

Her bir tiipe 560 pl etanol (%96-100) eklenir ve 15 saniye vortekslendikten sonra, spin
santrifiij yapilir.

Spin-kolon filtreli tiipler hazirlanir ve 8. adimda hazirlanan soliisyondan her bir spin-
kolon tiipline 630 pl olacak sekilde aktarilir. 8 000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir ve

filtreli tiipler temiz tiiplere aktarilir. Kirli tiipler atilir.
Dokuzuncu adim (6nceki adim) tekrarlanir.

Uzerine 500 ul Buffer AW1 eklenir ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir, filtreli

tiipler temiz tiiplere aktarilir. Kirli tiipler atilir.

Uzerine 500 pl Buffer AW2 eklenir ve 14000 rpm’de 3 dakika santrifiijlenir, filtreli

tiipler temiz tiiplere aktarilir. Kirli tiipler atilir.

Filtrede Buffer AW2 kalintis1 kalmamas1 i¢in, maksimum hizda 1 dakika santrifiijlenir

ve filtreli tiipler temiz 1,5 ml’lik tiiplere aktarilir, kirli tiipler atilir.

Filtreli tiiplere 60 pl Buffer AVE eklenir ve 1 dakika inkiibasyondan sonra 8§ 000
rpm’de 1 dakika santrifiijlenir. Filtreli tlipler atilir, alta gecen sivi ekstrakte edilen
niikleik asidi igermektedir. Bir sonraki calisma asamasina kadar -80°C derin

dondurucuda saklanir.



31

2 X Access Quick Master Mix 25 uL
Beg9(10 uM)....final 1.0 uL 5 pL
End9 (10 uM)....final 1.0 uL 5 puL

Resim 3.2.QIAamp® Viral RNA Kiti (QIAGEN, Almanya)

3.4. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Rotavirusun VP7 ve VP4 genlerinin amplifikasyonu, Access Quick RT-PCR Kkiti
kullanilarak (Promega Corporation, Madison, WI, ABD) kullanilarak LightCycler 2,0
(Roche, Almanya) cihazinda calisilmistir. VP4 gen amplifikasyonu con-2 ve con-3

primerleri ile VP7 gen amplifikasyonu ise Beg 9 ve End 9 primerleri ile ¢aligilmistir.

3.4.1.VP-7 amplifikasyonu icin RT PZR amplifikasyon karisiminin hazirlanmasi

AMV 1 uL
RNase free water 12 uL
Toplam 48 pL

Cizelge 3.1. VP7 primer dizileri

Beg9(1-28) Wa.28mer

5’GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGGY’

End9 (1062-1036) SA11. 27mer

5’-GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG-3’

3.4.1.a.VP-7 amplifikasyon basamaklari

Kalip dsRNA’dan 4 pL kadar yeni ependorflara alinmaistir.

97 °C’de 5 dakika’da denatiirasyon islemi gerceklestirilmistir.

Hizli bir sekilde 6rnekler buz iizerine alinarak 5 dakika bekletilmistir.
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4-  Her bir 6rnekten 2,5 pL alinarak, 6nceden hazirladigimiz 48 pL mastermix bulunan
ependorflara dagitiimistir.
5-  Termal cycler cihazinda asagidaki stireler ve sicakliklar ayarlanarak amplifikasyon

islemi gergeklestirilmistir.

45°C’de 45 dakika
95°C’de 2 dakika _ X 1 Siklus
50°C’de 1 dakika

72°C’de 1 dakika, 30 saniye

94°C’de 1 dakika
50°C’de 1 dakika ~ X 39 Siklus
72°C’de 1 dakika, 30 saniye

72°C’de 5 dakika - x 1 Siklus

- Reaksiyon sonunda cDNA’lar elde edilmis olur. Bir sonraki ¢alisma asamasina kadar

+4 °C derin dondurucuda saklanir.

3.4.2 Con2 ve Con3 primerleri kullamlarak RT-PZR ile VP-4 amplifikasyonu

Cizelge 3.2. Rotavirus VP-4 amplifikasyon primerleri

Primerler Baz dizilimleri
con2a(868-887) 5-ATTTCGGACCATTTATAACC-3’
con3(11-32) 5’-TGGCTTCGCTCATTTATAGACA -3

3.4.2.aVP-4 amplifikasyonu i¢cin RT mastermix hazirlanmasi

2 X Access Quick Master Mix 25 uL
Con2(10 uM)....final 0.2 uL. 1 pL
Con3 (10 uM)....final 0.2 uLL 1 pL
AMV 1 uL
RNase free water 21 uL

Toplam 49 pL



33

3.4.2.b VP-4 amplifikasyon basamaklari

1. Kalip dsRNA’dan 3 pL alinarak 97 °C’de 5 dakika siire ile denatlirasyon islemi
gerceklestirilmistir.

2. Hizli bir sekilde 6rnekler buza konularak 5 dakika bekletilmistir.

3. Her bir 6rnekten 2 pL alinarak, énceden 49 uL RT Mastermix ile doldurulmus tiiplere
dagitilmistir.

4. Termal cycler cihazinda asagidaki siireler ve sicakliklar ayarlanarak amplifikasyon

islemi gergeklestirilmistir.

45°C’de 45 dakika 7
95°C’de 2 dakika
50°C’de 30 saniye ~ x 1siklus
72°C’de 1 dakika

94°C’de 15 saniye -
50°C’de 30 saniye . X 29 siklus
72°C’de 1 dakika

72°C’de 5 dakika " x 1 siklus

- Reaksiyon sonunda cDNA’lar elde edilmis olur. Bir sonraki ¢aligma agamasina kadar

+4 °C derin dondurucuda saklanmustir.

3.5 Nested PZR ile G ve P Tiplendirme

G ve P spesifik genotiplendirme reaksiyonlart PCR Master Mix (Promega Corporation,
Madison, WI, ABD) ve Termal Cycler (ThermoHybaid PCR Px2, ingiltere) cihazi

kullanilarak gergeklestirilmistir.
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3.5.1 Nested PZR ile G Tiplendirme

Cizelge 3.3. Rotavirus G tiplendirme primerleri

P7-R (914-932) 20 mer 5-AACTTG CCA CCATTT TTT CC-3’
G1(aBT1): (314-335) Wa.22mer 5’-CAAGTACTCAAATCAATGATGG-3’

G4(aDT4): (480-498)ST3.19mer 5’-CGTTTCTGGTGAGGAGTTG-3’
amplicon:452bp

G3 (250-269) 19mer amplicon: 682bp 5’-ACG AAC TCA ACA CGA GAG G-3’
R s A e e el 57-CTT GAT GTG ACT AYA AAT AC-3°

2 X PCR Master Mix (Promega) 25 uL

VP7-R (10 uM).......... final 0.2 uL 1 pL
aBT1 (10 uM).......... final 0.2 uL 1 pL
aDT4 (10 uM).......... final 0.2 uL 1 pL
G2 (10 uM).......... final 0.2 uL. 1 pL
G3 (10 uM).......... final 0.2 pL 1 pL
G9 (10 uM).......... final 0.2 uL 1 pL
Nuclease free water 18 uL
Toplam 49 uL

Her bir ornekten 2 pL alinarak, onceden hazirladigimiz 49 pulL mastermix bulunan

ependorflara dagitilmistir.

Termal cycler cihazinda asagidaki stireler ve sicakliklar ayarlanarak amplifikasyon islemi

gergeklestirilmistir.

95°C’de 1 dakika
42°C’de 2 dakika x 30 siklus
72°C’de 1 dakika

Siire bitiminde PZR iiriinii +4°C’de saklanmustir.
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3.5.2. Nested PZR ile P tiplendirme

Cizelge 3.4. Rotavirus P tiplendirme primerleri

Primerler Baz dizilimleri
Con3 (ntl11-32): §’-TGGCTTCGCCATTTTATAGACA-3’
Con2 (nt868-887) 5’-ATTTCGGACCATTTATAACC-3’

HumCom5(nt200-221)22bp;  5’-CTC TCG ATG GTC CAT ATCAAC C-3’
P[8]P1A:Wa(nt456-480)25bp;:  5°-TGT ACG TCT ATT ATA AAA TTC ATTT-3
P[4]P1B:DS-1(nt347-368)22bp: 5’-ATA TAT TGC CTATTT GTT TGA C-3’
P[6]P2: M37(nt592-613)22bp:  5°-GTA TTA CAG TTT CTA CTT CAG A-3’

3.5.2.a P-tiplendirme i¢in PZR Mastermix hazirlanmasi:

2 X PCR Master Mix (Promega) 25 uL
HumCom5 (10 uM)......final 0.2 p. 1 pL

P[4] (10 uM).............. final 0.2 uL. 1 pL
P[6] (10 uM).............. final 0.2 uL 1 puL
P[8] (10 uM).............. final 0.2 uL 1 pL
P[9] (10 uM).............. final 0.2 uL. 1 pL
Nuclease free water 19 uL
Toplam 49 pL

Onceden 49 uL Master Mix ile doldurulmus ependorflara kalip ¢cDNA’dan 1.5 pL

eklenmistir.

Termal cycler cihazinda asagidaki siireler ve sicakliklar ayarlanarak amplifikasyon islemi

gerceklestirilmistir.

94°C’de 10 saniye
42°C’de 30 saniye x 30 siklus
72°C’de 30 saniye

72°C’de 5 dakika } x 1 siklus

Siire bitiminde PZR {iriinii +4°C’de saklanmustir.
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3.6. Agaroz jel elektroforezi

RT-PZR sonucunda olusan amplifikasyon iirlinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek

rotaviriis pozitifligi saptandi ve pozitif bulunan 6rneklerin tiplendirmesi yapilmistir.

3.6.1. Agaroz jelin hazirlanmasi:

5X stok TBE (Tris Borat EDTA) soliisyonunun hazirlanmasi:
54 g Tris -Base (Ambresco, ABD)

27,5 g Borik Asit (Merck, Almanya)

20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) (Sigma, Almanya)

Tiim maddeler eritilerek distile suyla hacim 1000 ml’ye tamamlanmuistir.

3.6.2. Agaroz jel elektroforezinin uygulanisi:

Agaroz jelin malzemeleri:

-1X TBE

- Agaroz

- Etidyum Bromid

Agaroz jel elektroforezinin uygulanisi:

1-  Hazirlanan 100 ml 5X TBE stok soliisyonu 400 ml distile suda diliie edilerek 1X
TBE’ye ¢evrilmistir.

2-  Hassas terazide (Schimadzu, Japonya) 2 g agaroz (AppliChem, Almanya) tartilip

erlenmayere konulmustur.

3-  Agaroz iizerine 100ml 1X TBE’den ilave ederek ve mikrodalga firinda en diisiik

sicaklikta agaroz tamamen ¢oziiliinceye kadar beklenerek 1sitilmistir.

4-  Agaroz tamamen ¢Oziindiikten sonra biraz sogumasi beklenmis, ancak agarozun

katilagmamasina dikkat edilmistir.
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Hazirlanan jeli elektroforez tankinda bulunan kaliba dokmeden Once igine bir
renklendirici olan 0,2 pul DNA boyast Etidyum Bromid (5ul/10ml AppliChem,

Almanya) eklenmistir.

Kalip igerisine taraklar yerlestirildikten sonra hazirlananan jeli dikkatli bir sekilde

dokerek baloncuk olugmasi onlenmistir.
Jeli oda sicakliginda yaklasik 30 dakika kadar bekleterek katilagmasi saglanmustir.

Tamamen katilastiktan sonra taraklar cikartildi ve jel elektroforez tankinin (CS

Cleaver Scientific Inc. Warwickshire, Ingiltere) icerisine yerlestirilmistir.
Tankin i¢ine jelin iist kismi1 kaplanana kadar 1X TBE tamponu konulmustur.

Aliiminyum folyo tizerine her 6rnek i¢in 2 pl Orange G yiikleme tamponunundan

(Metis, Kanada ) 6rnek sayis1 kadar dagitilmustir.

Herbir ornekten 6 pl alinarak Orange G ile pipetaj yapilip karistirildi ve ilk

kuyucuktan hari¢ her kuyucuga bu karisiminin tamami dagitilmistir.

IIk kuyucuga 3 ul marker (GeneRuler™100 bp DNA Ladder Plus, LabAid™,

Fermantas Inc, Ontario, Kanada) yiiklenmistir.

Giic kaynagi (LABNET International Power Station 300, Edison, Ingiltere)
calistinllarak giic 120 V’a ayarlanarak markerda iyice acilma olana kadar yaklasik 1

saat ylriitme islemi yapilmistir.

Stire sonunda jel tanktan c¢ikarildi ve jel goriintileme sisteminde (UVITEC
Cambridge, Ingiltere) UV 15131 altinda bantlar degerlendirildi ve goriintiiler
kaydedilmstiri.

3.7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler aylar, yas gruplari, genotipler ve mevsimsel degiskenler aras iliskiyi

belirlemek amaciyla yapilmistir. Analizlerde SPSS yazilimi kullamilmistir ; X2 (Ki-kare)

testi sonuglaria gore p<0.05 degerleri 6nemli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinin degisik polikliniklerine Ocak
2013 ile Nisan 2018 tarihleri arasinda gastroenterit sikayeti ile bagvuran ve gaitalari
Mikrobiyoloji laboratuvarina rotaviriis arastirilmasi i¢in yollanan ve immiinokromatografik
yontem ile rotaviriis pozitif bulunan, 0-65 yas arasindaki 87 hastanin gaita Ornekleri

toplanarak gerceklestirilmistir.

Calismaya alinan 87 olguunun 40’1 (%46) kadin, 47’si ise (%54) erkek hasta iizerinde
yapilmustir. (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Hastalarin cinsiyetlerine gore dagilimi (n=87)

Kadin 40 % 46
Erkek 47 % 54
Toplam 87 % 100

Hastalarin yag gruplarina gore dagilimi; 3° i (% 3,44) 0-2 ay, 3’ i (% 3,44) 3-5 ay, 9’u (%
10,34) 6-11 ay, 31°si (% 35,63) 12-23 ay, 15’si (% 17,24) 24-35 ay, 9’u (% 10,34) 36-47
ay, 3” (% 3,44) 48-59 ay,12’si (% 13,79) 60 ay-18 yas ve 2’si de (% 2,29) 18-65 yas
grubunda yer almaktadir (Tablo 8).

Cizelge 4.2. Caligmaya dahil edilen 0-65 yas arasi akut gastroenteritli hastalarin yag
gruplaria gore dagilimi (n=87)

Yas gruplan (Ay) Say1(%)
0-2 3 (% 3,44)
3-5 3 (% 3,44)
6-11 9 (% 10,34)

12-23 31 (% 35,63)
24-35 15 (% 17,24)
36-47 9 (% 10,34)
48-59 3 (% 3,44)
60ay-18yas 12 (% 13,79)
18yas-65yas 2 (% 2,29)
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Sekil 4.1. Calismaya dahil edilen 0-65 yas aras1 akut gastroenteritli hastalarin yas
gruplarina gore dagilimi (n=87).
Not: 12-23 ay, caligmaya alinan gruplar igerisinde istatistik anlam iliskisi aranmaz, %

olarak vermek yeterli.

Toplam 87 rotavirusa bagli gastroenterit olgusunun aylara gére dagilima;

Olgularin 7°si Ocak (% 8), 3’1 Subat (% 3,44), 11’i Mart (% 12,64), 4’i Nisan (% 4,59), 2
si may1s (% 2,29), 1’1 haziran (% 1.14), 5’ i temmuz (% 5,74), 5’ 1 agustos (% 5,74), 20’si
eylil (% 22,98), 7’si ekim (% 8), 10’u kasim (% 11,49) ve yine 12’si aralik (% 13,79)
ayinda belirlenmistir. (Grafik 2).
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Sekil 4. 2. Rotavirus pozitifligi aylara gore dagilimi (n=87)

Rotaviriis pozitifligi aylara gore dagiliminda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir

(p>0,05) (p: 0,94)

Toplam 87 olgunun mevsimlere gore dagilimi; 22°si (% 25,28) kis, 17’si (% 19,54)
ilkbahar, 11’1 (% 12,64) yaz ve 37’si (% 42,52) sonbahar da olacak sekilde gdzlenmistir.

sayl

40%
35%
30%
25% milk bahar
20% yaz
15% M son bahar
10% ks

5%

0% . . . .

ilk bahar yaz son bahar kis

Sekil 4.3. Rotavirus pozitifliginin mevsimlere gore dagilimi (n=87)

Rotaviriis pozitifliginin mevsimlere gore dagiliminda isatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (p>0,05) (p: 0,86)
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Ekstraksiyon iiriinlerinden dnce RT-PZR ile VP4 ve VP7 amplifikasyonlar yapilarak ve
elde edilen komplementer DNA‘lardan (cDNA) Nested PZR yontemi ile G ve P

tiplendirmeleri gerceklestirilmistir.

Rotavirus G serotipleri:

Hastalarin 78’si G tip pozitif bulunmustur. Negatif olanlar ise ¢alisma dis1 birakilmayip

nested PCR sonucu pozitif olabilecegi diisiiniilerek G tiplendirmeye alinmistir.

G tiplendirme sonucunda; G1, G9, G2, G3 ve G4 tipleri ve miks tip olmak iizere toplam 93
G genotip pozitifligi saptanmustir. Sirasiyla 24(% 25,80), 56(% 60,21), 3(% 3,22), 4(%
4,30) ve 6’sm1 (% 6.45) olusturmustur (Grafik 4). G9 serotip pozitifligi diger serotiplere

kiyasla daha yiiksek oranda saptanmis ve istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

p:0,04

Cizelge 4.3 G genotiplerin dagilimi (n=93)

G9 56(% 60,21)

Gl 24(% 25,80)

G4 6(% 6,45)

G3 4(% 4,30)

G2 3(% 3,22)

yiizde

70,00%

60,00%

50,00% mG9

40,00% mG1

30,00% mG4

20,00% G3
G2

10,00%

0,00% — N @ ==
G9 G1 G4 G3 G2

Sekil 4.4. Rotavirus G tipi saptanan 6rneklerde G genotipi dagilimi (n=93)
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Bu ¢alismada gozlenen P[8], P[4] ve P[6] tipleri ise 87 P tipinin sirasiyla 81 (% 93,10), 5
(% 5,74) ve 1’ini (% 1,14) olusturmustur. (Grafik 5). P[8] pozitifligi diger tiplere kiyasla

daha yiiksek oranda saptanmis ve istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 4. 4. P genotiplerin dagilimi (n=87)

P TIPLERI

P8 % 93,10
P4 % 5,74
P6 % 1,14

yiizde

100,00%
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00% -

m P8

mP6

mP4

P8 P6 P4

Sekil 4.5. Rotavirus P tipi saptanan 6rneklerde genotiplerin dagilimi, (n=87)

Rota virtisiin G tiplerinden; G1, G2, G3, G4 ve G9 tipleri, P tiplerinden; P[8], P[6] ve P[4]
tipleri saptanmistir. Hem G hem de P tiplerinin birlikte goriildiigii 6rnekler G1P[8],
G1P[6], G1P[4], GOP[8], GIP[6], GIOP[6],G2P[8],G2P[4],G3P[4],G3P[8] veG4P[8] tipleri
gozlemlenmistir. Bunlarin 87 rota viriis antijeni saptanan 6rnekteki dagilimi Tablo no’de

gosterilmistir.

Hem G hem de P tiplerinin birlikte goriildiigii 6rnekleri olusturan G9P[8], GOP[6], GOP[4],
G1P[8], G1P[6], G1P[4], G2P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] serotipleri 93 6rnekte(87 pozitif
orneklerde bazilar1 miks genotipler igerir) sirasiyla 53(% 56,98), 1(% 1,07), 2(% 2,15),
21(% 22,58), 1(% 1,07), 2(% 2,15), 2(% 2,15), 1(% 1,07), 4(% 4,30) ve 6(% 6,45%) olarak
saptand1 (Grafik 6). G9P[8] pozitifligi diger birlikteliklere kiyasla daha yliksek oranda

saptanmis ve istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 4.5. Rotavirus antijeni saptanan 6rneklerde G ve P genotiplerinin dagilimi (n=87)

Tip SAYI YUZDE %
G9P[8] 53 56,98
G9P[6] 1 1,07
G9P[4] 2 2,15
SubtotalG9 56 60,21
G1P[8] 21 22,58
G1P[6] 1 1,07
G1P[4] 2 2,15
SubtotalG1 24 25,80
G2P[8] 2 2,15
G2P[4] 1 1,07
Subtotal G2 3 3,22
G3P[8] 4 4,30
SubtotalG3 4 4,30
G4P[8] 6 6,45
SubtotalG4 6 6,45

Total 93 100

YUZDE %

B GOP[8] m GOP[6] ™ GOP[4] G1P[8] I G1P[6] ™ G1P[4] m G2P[8] m G2P[4] m G3P[8] W G4P[8]
56,98%

22,58%

6,45%
1,07% 2,15% 1,07% 2,15% 2,15% 1,07% 4,30% -

GOP[8] GO9P[6] GOP[4] G1P[8] GI1P[6] G1P[4] G2P[8] G2P[4] G3P[8] GA4P[8]

Sekil 4.6 Rotavirus G/P serotipi saptanan 6rneklerde genotiplerin dagilimi (n=86)

Calismamizda birden fazla G ve P tiplerinin birlikte goriildiigi miks genotiplere

rastlanmistir.
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Sekil 4.7. Rota viriis G tiplerinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii

Not: Elde edilen iiriiniin biiyiikliigiine gore G1 (618 bp), G2 (521 bp), G3 (682 bp bc), G4
(452 bp) ve G9 (179 bp ) bantlari tespit edilmistir.

Sekil 4.8. Rota viriis G tiplerinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii

Sekil 4.9. Rota viriis P tiplerinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii

Not: Elde edilen iirliniin biiyiikligiine gore P4 (186 bp), P6 (381 bp)ve P8 (280 bp) bantlar1
tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Diinyada ¢ocukluk c¢aginda akut gastroenteritlerinin en yaygin sebebi rotaviriistiir.
Gelismis ve gelismekte olan iilkeler ve Tiirkiye dahil olmak iizere akut gastroenteritler
onemli bir saglik sorunu olup c¢ocuklarda morbidite ve mortalitenin en Onemli
sebeplerindendir. Bes yasin altindaki ¢ocuklarda 2015 yilinda diinyada 500 000 ¢ocugun
diyare nedeni ile 61diigii bildirilmistir (GBD, 2017). Ulkemizde de 0-14 yas grubu cocuk

oliimlerinin % 8,4’ iinden diyare sorumlu tutulmaktadir (Ministry of Health of Turkey, 2004).

Bes yas alt1 cocuklarda akut gastroenterite en sik etkeni rotaviriistiir. Diinya genelinde her
yil yaklasik 10 milyon ¢ocugun ishal olmasina rotaviriis sebep olmaktadir. Bu enfeksiyon
118 000- 183 000 cocugun Olmesine sebep olmaktadir. Tim rotavirlis Sliimlerinin

neredeyse yaris1 Asya'da meydana gelmektedir (Tate vd., 2016).

Diinya da her yil 111 milyon ishal olgusuna rastlanmaktadir. Bunlar 25 milyon poliklinik
basvurusu olup 2 milyon ¢ocuk bu nedenle hastaneye basvurmaktadir. Gelismekte olan
iilkelerde %85 rotavirus ishali sebebi ile her yi1l 611 000 ¢ocuk hayatin1 kaybetmektedir.
Bir bagka deyisle, rotavirus gastroenteriti nedeni ile her bir dakika da bir ¢gocuk hayatini

kaybetmektedir (Parashar vd., 2006).

Rotavirus, gastroenterit etkenlerinden ayrilmakla birlikte enfeksiyonun siklikla goriilmesi
sosyo-ekonomik kosullar ve uygun hijyen Onlemlerine bagli degildir. Bu nedenle
kontamine su ve gidalar ile bulagan, bakteri ve parazit kaynakli diyarelerin dnlenmesinde
onemli bir yere sahip olan temiz igme suyu ve hijyen kosullarinin saglanmasi rotaviriis
gastroenteritlerinin Onlenmesinde etkili olmamaktadir. Gelismis iilkelerde sanitasyon,
giivenilir su kaynaklar1 temini ve oral rehidratasyon tedavisi ile diyareli hastaliklarin
morbidite ve mortalitesinde Onemli azalma saglanmasina ragmen, rotavirusa bagh
morbidite ve mortalitede azalma olmamuistir. Bu nedenle rotaviriisa "demokratik viriis" ad1

yakistirilmaktadir (Kurugél, 2006; Kurugél ve Salman, 2008).

Rotavirus gastroenteritleri tedavi olanaklarinin yetersiz oldugu gelismekte olan iilkelerde

mortaliteye, gelismis iilkelerde ise morbidite ve ekonomik kayiplara yol agmaktadir.
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Yapilan seroprevalans caligmalarinda diinyada hemen hemen {i¢ yasin altindaki tim
cocuklarin rotaviriis enfeksiyonu gegirmistir. 6-24 ¢ocuklarda rotavirusun yiiksek insidansa
ulastigini goriilmiistiir (Watanabe vd., 2001). Ulkemizde yapilan disk1 6rneklerinde rotaviriis
(RV) antijenlerinin ELISA, lateks agliitinasyonu ve immunokromatografik yontemlerle
arastirilmasina dayanmaktadir. Ulkemizde yapilan ¢aligmalara gore ortalama %20 RV

enfeksiyonu dolaylarinda oldugu tespit edilmistir (Ongen, 2006).

Son yillarda rotaviriisiin 6neminin anlagilmasi, yontemlerin gelismesi ve iilkemizde onemli
epidemiyolojik caligmalar yapilmistir. Cesitli yontemler kullanilarak rotaviriis
pozitifliginin belirlendigi bu calismalardan bazilar1 immunokromatografik incelemelere

dayanmaktadir.

Bu calisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinin farkli polikliniklerine Ocak 2013
ile Nisan 2018 tarihleri arasinda gastroenterit sikayeti ile bagvuran ve digki 6rnekleri
rotavirlis antijeni acisindan mikrobiyoloji laboratuvarinda immiinokromatografik yontem

ile pozitif bulunan 87 hastanin diski 6rneklerinde rotaviriis genotiplemesi yapilmistir.

1999-2002 yillar1 arasinda Karadag ve arkadaglar tarafindan Ankara’da ii¢ farkli hastanede
yaslar1 1-198 ay arasinda 1099 diyareli cocukla c¢alisma yapilmistir. Bu calisma
immunokromatografik yontem kullanilarak % 36,8 rotaviriis pozitifligi saptanmistir

(Karadag vd., 2005).

Nazik ve arkadaslar1i 2003-2005 Istanbul’da cocuk hastalara ait 3618 diski Srnegini
immunokromatografik yontem ile incelemis ve Orneklerin % 20,6 da rotaviriis

saptamiglardir (Nazik, Ilktag ve Ongen, 2006).

Daha o6nceki yillarda elektron mikroskobunda patognomonik tekerlege benzer bir sekilde
rotaviris tanisi saptanmasi yontemi kullanilmistir. Bu yontem oldukea yiiksek fiyata sahip,
zahmetli bir yontem olmustur. Ancak pahali olmasina ragmen altin standart olarak

kullanilmustir.

Glinlimiizde daha kolay bir sekilde diskida rotaviriis antijenini saptayan yontemler

kullanilmaktadir. Uygulamada &zel ekipmanlara gereksinim duyulmayan ve hizli sonug
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veren yontemler mevcuttur. Bircok  laboratuvar  rutininde  kullanilan  yOntemler

bulunmaktadir (Giireser vd., 2010).

Glinimiizde immunokromatografik test gastroenteritin tanisinda hizli ve pratik olmasi
nedeniyle birgok merkez tarafindan tercih edilmektedir. Bu testler genellikle rotaviriis,
adenovirlis, ve noroviriise yonelik kullanilan tani testleridir. Bu testlerin duyarliligt %
86,7-100, ozgilligi ise % 87,5-95 arasinda bulunmustur (Kirdar, Kahyaoglu, Yazic1 ve
Aydin, 2017).

Konya’da 1 Kasim 2007-31 Ekim 2008 tarihleri arasinda Inci ve arkadaslar1 arasinda
yapilan gastroenterit yakinmasi ile gelen vakalarda RV orijinli gastroenteritlerin mevsimsel
ve yas dagilimlarin1 saptamak hedefiyle yaptiklart retrospektif c¢alismada diski
orneklerinde kalitatif immunokromatografik yontemle % 21 oraninda RV saptamislardir

(inci, Kutoglu ve Baysal, 2009).

Istanbul'da Bayraktar ve arkadaslar1 Eyliil 2008 - Temmuz 2009 tarihlerinde pediatri
poliklinigine akut gastroenterit sikayeti ile bagvuran, 1358 olgunun digki O6rneginde
immiinokromatografik test sonuglarina gére RV antijenlerini % 23,7 (322/1358) oraninda

pozitif tespit edilmistir (Bayraktar, Toksoy ve Bulut, 2010).

Ankara’da Durmaz ve arkadaslar1 Agustos 2012- Temmuz 2014 tarihleri arasinda rotaviriis
strveyans ¢aligmasinda farkli kurumlarda immunokromatografik yontem ile RV pozitifligi
saptanan 2102 hastanin diski 6rneginde molekiiler yontemlerle G ve P tiplerini aragtirmis
ve en yiiksek rotaviriis enfeksiyon sikligin1 % 38 ile 9-24 aylik ¢ocuklarda bulmuslardir
(Durmaz vd., 2017).

Corum’da Giireser ve arkadaslar1 Ocak 2013-Eyliil 2014 tarihleri arasinda akut
gastroenteritli 3189 c¢ocugun 706’sinda (% 22) immunokromatografik yontem ile RV

pozitifligi saptamislardir.

Ankara’da Koksal ve arkadaslar1 Ocak 2005-Mayis 2015 tarihleri arasinda akut
gastroenteritli 4126 diski 6rneginde immunokromatografik yontem ile % 21 oraninda RV

pozitifligi saptamistir (Koksal vd., 2017).



50

Ankara’da Durmaz ve arkadaslar1 1 Eyliil 2014 — 31 Agustos 2016 tarihleri arasinda bir
tarama programi cer¢evesinde farkli kurumlarda immunokromatografik yontemelerle RV
pozitifligi belirlenen akut gastroenteritli 1639 ¢ocugun diski Orneginde rotavirus
genotiplemesi yapmislardir. Bu ¢alismada en yiiksek RV sikligit % 38 ile 0-12 ay
arasindaki bebeklerde belirlenmistir (Durmaz vd., 2018).

Bu aragtirmada gozetlenen rotaviriis antijeni pozitif digki 6érneklerinin 40’1 (%45,9) kadin
ve 47’si ( % 54) ise erkek olgulara aittir. Cinsiyet dagilimi1 yoniinden istatistiksel olarak bir
fark gozlenmemistir. Bu da rotaviriisiin cinsiyete bagli olmayan bir enfeksiyon etkeni

oldugunu bir kez daha dogrulamaktadir.

Yapilan arastirmalarda RV gastroenteriti insidansinin cinsiyetler arasinda istatistiksel
olarak fark goriilmemistir. Ancak bu konuyu anlamli bulan ¢alismalar mevcuttur. Bunlara
Ornek vermemiz gerekirse Nafici ve arkadaslarin1 gosterebiliriz (Naficy vd., 1999). Bu iki
grupta RV pozitifligi yoniinden anlamli bir fark bulmadiklarini; Cardoso ve arkadaslar
(Cardoso vd., 2013) ise RV pozitifligini 1387 erkek bebegin 229 (% 16,5)'unda 1218 kiz
bebegin ise 145 (11,9)'inde pozitif oldugunu ve bu farkin istatistiksel agidan Onemli

oldugunu belirtmislerdir.

2012-2014 tarihleri arasinda Ankara’da Durmaz ve arkadaglari yaptiklar1 bir ¢alismada
kadin ve erkek Orneklerinde belirlenen RV pozitifligi agisindan bir fark olmadigi

gorilmiistiir.

Corum’da Ocak 2013-Eyliil 2014 tarihleri arasinda yapilan bir ¢aligmada rotaviriis
pozitifligi erkeklerde (% 17,4) ve kadinlarda (% 17,5) oran olarak benzer bulunmus ve

cinsiyetler arasinda istatistiksel fark saptanmamaistir.

Ankara’da Durmaz ve arkadaglar1 1 Eyliil 2014 — 31 Agustos 2016 tarihleri arasinda
gerceklestirdikleri calismada da rotaviriis pozitifligi agisindan erkek ve kadinlar arasinda

anlamli bir fark bulunmamustir.

Rotaviriis enfeksiyonlar1 aslinda her yas gurubunda olabilmektedir. Ancak bununla birlikte
alt1 ay ve iki yas arasindaki ¢cocukluk doneminde daha sik saptanmaktadir. En ¢cok 0-5 yas

aras1 ¢ocuklari inceledigimiz zaman Rotavirlis %17-41 oranlar1 arasinda akut gastroenterit
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etkeni olarak bildirilmektedir. Ulkemiz literatiire uygun ve arastirmalara uyumlu sonuglara

ulagilmistir. Rotaviriis enfeksiyonu en ¢ok 12-23 aylik ¢ocuklarda (%35,63) saptanmuistir.

Durmaz ve arkadagslar1 tarafindan Agustos 2012 ve Temmuz 2014 yillar1 arasinda yapilan
stirveyans c¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alisma Ankara’da yapilan ve akut gastroenteritli 0-59
ay arasindaki 2102 ¢ocugu kapsayan bir ¢calisma olmustur. Arastirma en yiiksek insidansa
(% 38,7) 13-24 aylik gocuklar arasinda ulasilmistir. Durmaz ve arkadaslari tarafindan
2014-2016 yillarinda Ankara’ da yapilan ve akut gastroenteritli 0-59 ay arasindaki 1396
cocugunu kapsayan baska bir ¢alismada ise en yiiksek insidans (% 38,2) 0-12 aylik

cocuklarda saptanmistir.

Tsolenyanu ve arkadaglarinin Togo’da 2012 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismaya gore 5 yas
alt1 ¢ocuklarda rotavirus prevalansi % 48 olarak bildirilmis ve en yiiksek insidansa 4-11

aylik ¢cocuklar arasinda bulunmustur (Steenland vd., 2013).

Haiti’de 2012-2013 yillar1 arasinda Steenland ve arkadaglarinin yaptiklart bir arastirmaya
gore 5 yas alt1 cocuklarda rotavirus goriilme sikligi % 13,5 olarak belirtmislerdir (Steenland
vd., 2013). Bu caligsmaya yas1 0-95 yas arasindaki bireyler dahil edilmistir. Ancak bes yas

iizerinde ki bireylerde rotaviriis enfeksiyonun orani diisiik bulunmustur.

Giireser ve arkadaglar1 Ocak 2013-Eyliil 2014 yillarinda yaptiklar1 bir arastirmaya gore 18
yas bireyler dahil edilmistir. 7-24 aylik ¢ocuklarda rotaviriis goriilme sikligr % 13,5 olarak
bildirilmistir.

Ocak 2009- Aralik 2015 yillarinda Jianxing ve arkadaglari tarafindan Cin’ de yapilan ve
akut gastroenteritli 5 yasinda ki ¢ocuklar1 kapsayan c¢alismada, en yiiksek insidans 6-23

aylik ¢cocuklar arasinda goriilmistiir (Jianxing vd., 2019).

Konya ’da Tiiziiner ve arkadaglar1 2016 yillinda yaptiklar1 bir arastirmaya gore 18 yasa
kadar bireyler dahil edilerek 2-4 yas ¢ocuklarda rotaviriis goriillme sikligi % 42,1 olarak
bildirilmistir (Tuzuner, Gulcen, Ozdemir ve Feyzioglu, 2016).

Kirdar ve arkadaslar1 2017 yillinda yaptiklar1 bir arastirmada 1-60 ay arasindaki ishalli
cocuklar1 incelemis ve 12-24 aylik ¢ocuklarda rotaviriis goriilme sikligin1 % 42,1 olarak

bulmuslardir.
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Bu arastirmada farkli yas gruplarindaki ishal olan hastalara ait digkilar incelenmistir.
Biiyiik bir cogunluk 12-23 aylik cocuklarda RV pozitif goriilmistiir. Farkli yas gruplar
arasinda yapilan istatiksel arastirmaya gore rotaviriis pozitif olarak degiskenlik gosterdigi
saptanmistir. RV pozitif olgularin ¢ok biiyiik bir boliimiinii (% 35,63) 12-23 aylik bebekler

olusturmustur. Bu bulgu beklenen bir sonug olarak degerlendirilmistir.

Ulkemiz gibi 1liman iklime sahip bélgelerde rotaviriis enfeksiyonlar1 mevsimsel dagilim
gostermekte ve genellikle kis ve ilkbahar donemlerinde daha sik goriilmektedir (Biger, vd.,

2008).

ABD bu enfeksiyon tipik olarak sonbahar doneminde bas gosterdigi ve bahar doneminde
devam ettigi goriilmiistiir. Avrupa’da ise kis aylari doneminde devam ettigi gdzlenmistir

(Kim vd., 2005).

Bu calismada mevsimlere gore rotaviriis enfeksiyonlarinin dagilimima baktigimizda 87
olgunun 22’si (% 25,28) kis, 17’si (% 19,54) ilkbahar, 11’1 (% 12,64) yaz ve 37’si (%
42,52) sonbahar mevsiminde oldugu saptanmistir. Bu verilere baktigimizda mevsimler
arasinda Rotaviriis enfeskiyon dagilimi agisindan istatistiksel bir anlam gozlenmemektedir.

Pozitif olgularin siklikla sonbahar doneminde goriildiigii tespit edilmistir.

Konya’da Tiziiner ve arkadaslar1 2016 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada Rotaviriise bagl
gelisen akut gastroenterit olgularmin  kis ve ilkbahar mevsimlerinde arttigini

belirlemislerdir.

Rotavirilis enfeksiyon sikligi ve dagiliminin incelenmesi i¢in Kaya ve arkadaslari RV
pozitifligini % 20.6 ile Ocak ayinda en yiiksek orani belirlemis ve Mart ay1 ise % 14,8 ile
ikinci sirada yer aldigini Isparta’da yaptiklart bir ¢alismada belirtmislerdir (Kaya, Ergiin,
Aynal1, Oztiirk, Onal ve Aridogan, 2013).

Iraz ve arkadaslarmin Istanbul’da yaptiklari bir calismada da RV pozitifligi % 22,2 ile
Ocak ayinda en yiiksek, % 20,1 ile Mart ay1 ikinci sirada bulunmustur (Atalay, Kandemir ve
Gokahmetoglu, 2013).

Atalay ve arkadaslar1 Kayseri’de yaptiklar1 caligmada % 39,5 en yiiksek RV pozitif oranini

kis mevsiminde oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismaya gore enfeksiyon oranlar1 en sik
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% 46,4 Ocak ayi, ikinci sirada da Kasim ay1 % 32,3 iiclincii sirada Aralik ay1 %40, yer
verilmistir (Atalay, Kandemir ve Gokahmetoglu, 2013).

Iiktag ve arkadaslari Istanbul’da RV enfeksiyonlarmin Aralik ayinda baslaylp Mayis
ayindan itibaren azaldigini, Ocak-Subat aylarinda ise pik yaptigini (% 28) tespit etmislerdir
(ilktag, Sahin, Nazik ve Ongen, 2012).

RV enfeksiyon siklig1 Van bolgesinde sonbahar ve kis aylarinda yiliksek oranda oldugunu
bununla birlikte Mardin’de Ekim, Kasim ve Aralik aylarinda diger aylara gore daha sik
goriildiigli Giiltepe ve arkadaglar1 daha sonra Borsa ve arkadaslar tarafindan saptanmistir

(Giiltepe, 2013).

Corum’ da Giireser ve arkadaslar1 tarafindan yapilan rotavirlis ¢alismasinda en ¢ok
ilkbahar (% 25,5) ve kis (% 25,2) mevsiminde saptanmistir. Sonbahar doneminde (% 23,5)
rotaviriis enfeksiyonu sik goriildiigli belirlemislerdir. Rotavirilis enfeksiyonlarini en yiiksek
oranda Kasim (% 38,5) ayinda, en az Eyliil (% 3,1) ayinda saptamislardir. Ozellikle Kasim

ve Nisan aylar1 arasinda daha fazla siklastig1 sonucuna ulagmiglardir.

Bizim ¢alismamizda RV enfeksiyonun dagilimi sirasiyla % 22,98 oraniyla Eyliil ay1, ikinci

sirada % 13,79 oranla Aralik ay1 tiglincii sirada % 11,49 oranla Kasim ay1 gériilmektedir.

Bu arastirmanin sonuglarina gore rotaviriis gastroenteritleri Eyliil ve Aralik aylarinda pik
yapmaktadir. Giiniimiizde yapilan bir diger arastirmalarda rotaviriis enfeksiyonlar1 Eyliil
ayinda daha sik gorildiigii belirtilmistir. Yapilan calismalara gore Rotaviriis enfeksiyonlari

yaz ve sonbahar aylarina gore kis ve bahar aylarinda daha siklikla goriilmektedir.

Rotaviriis gastroenteritine neden olan baskin genotiplerin prevalansinin iilkeden iilkeye ve
yildan yila degistigi bilinmektedir (Ogilvie vd., 2012: 12:62). Son yillarda iilkemizde yapilan
aragtirmalar ve insanlarda goriilen rotavirilis enfeksiyonlarinda virlis genotiplendirmesiyle

ilgili literatiir giderek artmaktadir.

Rotaviriis hastalik insidansinin gelismis ve gelismekte olan iilkelerde ayni oldugu
saptanmistir. Ancak fakirlik ve yetersiz beslenme gibi faktorler sebebiyle oliimlerin %

82'sinin yoksul iilke ¢ocuklarinda goriildiigii ifade edilmektedir (Parashar, 2003).
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Torun (2009) tarafindan 2009 yillinda yapilan bir ¢alismada, 5 yas alti akut gastroenteriti
olan ¢ocuklarda en baskin RV genotipleri sirasiyla G1, G4, G9; P[4], P[10], P[8]; G1P[4],
G4P[4] ve G9/P[4] olarak bulunmustur.

Bozday1 ve arkadaslar1 (Bozdayi vd., 2008). Ankara’da 2005 yilinda yaptiklari ¢alismada en
stk goriilen genotipleri sirastyla G1P[8], GOP[8] ve GIP[6] olarak saptamislardir. Ankara
da 2009 yilinda yapilan bir diger ¢alismada ise Tapisiz ve arkadaslar1 (Tapisiz vd., 2011) en
yaygin G genotipi G9 ve P genotipi ise P[8]; G ve P kombinasyonu olarak ise G9P[8],
G1P[8] ve G4P[6] oldugunu belirlemislerdir.

2010 yilinda Ankara'da Meral ve arkadaslari (Meral vd., 2011) tarafindan yapilan G genotipi
olarak G3, G4 ve Gl, en baskin P genotipi P[8], P[6], P[9] ve en yaygin P/G genotip
kombinasyonu ise G3P[8], G2P[8], G4P[8] calismada Nisan 2009 - Subat 2010 tarihleri
arasinda akut gastroenterit sikdyeti ile hastaneye basvuran 0-5 yas arasindaki hastalarda

tespit edilmisgtir.

Adana’da 2010 yilinda yapilan bir tez calismasinda RV antijeni pozitif bulunan 6rneklerde
en baskin genotipin % 30 oraniyla G9P[8] oldugu bulunmustur. Bu genotipi G9P[11] % 20
ve G4P[8] % 10 orantyla izlenmistir. G genotiplerinden G9 % 60 ve P genotiplerinden P[8]

% 50 orani en yaygin genotipler olarak bulunmustur (Tiimgor, 2010).

Togo’da 2014 yilinda Tsolenyanu ve arkadaglar1 tarafindan yapilan arastirmada en sik
saptanan genotipler sirasiyla G3P[6], G1P[8], G1P[6/8], G2P[6], G12P[6] G3/12P[6]
saptamislardir. Tiirkiye’de 2012-2014 yillar1 arasinda yapilan bir ¢aligmada ise Durmaz ve
arkadaslar1 en yaygin G genotipi G1 ve P genotipi ise P[8]; G ve P kombinasyonu olarak
ise G9P[8], G1P[8], G2P[8], G2P[4], G3P[8] ve G4P[8] olarak belirlemislerdir.

Bozday1 ve arkadaslar1 tarafindan (Bozdayi vd., 2016) 2006-2011 Ankara’da yapilan bir
calismada en yaygmm G genotipi olarak G9 ve P genotipi olarak P[8]’i; G ve P
kombinasyonu olarak ise G9P[8], G1P[8] ve G2P[8]’yi saptamislardir.

Diinya genelinde ve ge¢misten gliniimiize kadar yapilan rotavirusa bagli gastroenteritler

hakkinda degisik caligmalar yapilmistir. Bu ¢calismalardan farkli sonuglar elde edilmistir.
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Endonezya’da 2013-2016 yilinda en ¢ok goriilen genotipler sirastyla G3P[8], G2P[6],
G1P[8] ve G3P[6] bilesimidir (Cowley vd., 2018).

Cin’de 2009-2015 yilinda yapilan bir calismada en yaygin G genotipi G9 ve P genotipi ise
P[8]; G ve P kombinasyonu ise G9P[8], G3P[8], G1P[8], G2P[4] ve G3P[4] olarak

bulunmustur.

Rotaviriisler tiim diinyada bebek ve kii¢iik ¢cocuklardaki olusan akut gastroenteritlerin en
onemli nedeni olan dis kapsid de bulunan VP7 ve VP4 antijenlerine gore G ve P tiplerine
gore ikiye ayrilmaktadirlar. Son yillarda rotaviriis tipinin belirlenmesi, tan1 konulmasi ve

tetkikleri arasinda RT-PCR’1n kullanima girmistir.

Gilinlimiizde tiim tilkelerde insanlardaki enfeksiyonlarinin tespit edilme siirecinde G tipleri
icerisinde G1, G2, G3, G4 ve G9 tiplerinin biiyiik bir kismi sorumlu tutulmustur (Ellen,
2007). Ancak rotaviriis tiplerinin ¢ok cesitliolmast nedeniyle genotipik degisimlerin
devamli olarak izlenmesi gerekmektedir. Her hangi bir iilkede rotaviriis asisinin kullanima

girmesinden dnce hangi tiplerin oldugunu bilmek son derece 6nemli bir yer tutmaktadir

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarin ¢ogunda G1 serotipi baskin bulunmustur. Ancak bu
calismada RT-PCR ile tiplendirme sonuglarina gore en baskin serotip 87 hastanin %
60.21’inde G9 olarak bulunurken, en yaygin birlesim ise hastalarin % 56.98’inde G9P[8]

olarak saptanmaistir.

Calismamizda ¢ok sik rastlana n G2P[4] kombinasyonuna az rastlanmigtir (Ceyhan vd.,
2009). Ulkelere gore rotaviriis tiplerinin dagiliminin bilinmesi olduk¢a énemli olmasinin
temel nedeni rotaviriise bagli morbidite ve mortalitenin azaltilmasinda asilama stratejileri

acisindan 6nem tagimaktadir (Santos ve Hoshino, 2005).

Diinya genelinde G9P[8] birlesiminde goriilen bu artis, bizim c¢aligmamizda da
goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda diger yapilan ¢aligmalar gibi en yaygin G genotipi G9 ve

P genotipi ise P8, G ve P bilesimi olarak en cok G9P[8], G1P[8] olarak goriilmiistiir.

Rotaviriis gastroenteritlerinin Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralya'da % 90-95'inin,
Giliney Amerika'da % 68'inin ve Afrika'da ise % 50'sinin G1, G2, G3 ve G4 RV
genotipleriyle baglantili oldugu bildirilmektedir (Linhares vd., 2006). G1P[8], G3P[8],
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G4P[8] ve G2P[4] G-P bilesimleri prevalansinin % 50-85 arasinda degistigi, G9
genotipinin iilkeden {ilkeye degismekle birlikte % 2-35 oraninda tespit edildigi
belirtilmektedir (Tcheremenskaia vd., 2007).

Diinya genelinde rotaviriis gastroenteritinden en sik soyutlanan tipler G1-G4 ve G9
serotipleridir. Bu arastirma, diinya iizerinde ¢ocuk RV ishallerinin % 95'inden sorumludur.
Gl, ozellikle Kuzey Amerika, Avustralya ve Avrupa'da % 70 oraniyla ¢ok yogun oldugu

gbézlemlenmistir.

Son yillarda 6nemli bir husus olarak ortaya ¢ikan G9 Giliney Amerika ve Avustralya'da en
yiiksek orana ulagsmakla birlikte Giliney Amerika, Asya ve Afrika’da ise % 20 -% 30
oraniyla daha az saptanmaktadir. Giinimiizde G5, G8 ve G12 gibi diger serotipler de
ortaya ¢ikmaya baglamistir.

Diinyanin 52 iilkesinde yapilan ¢alismalarin degerlendirildigi analitik analizlerde Santos
ve Hoshino Amerika, Asya, Afrika, Avrupa ve Avustralya kitalarinda yer alan 1989-2004
yillar1 arasinda tiim diinyada % 88 oraniyla en yaygin genotiplerin P[8] ya da P[4] ile
kombine olan G1, G2, G3 ve G4 oldugunu; ayrica yine P[8] ya da P[4] ile kombine olan
G9 genotiplerinin % 4,1 oraniyla kiiresel bir 6neme sahip oldugunu bildirmiglerdir (Santos
ve Hoshino, 2005)

Rotaviriis enfeksiyonunun % 70'inden fazlasi G1P[8] Kuzey Amerika, Avrupa ve
Avustralya'da gelismektedir. Ancak bu bilesim Giliney Amerika ve Asya'da
enfeksiyonlarmin sadece % 30 Afrika'da ise % 23'inden sorumlu oldugunu
belirtmektedirler. Ayrica, Afrika'da genotip G8'in sik goriildiigii ve en az G3 veya G4
kadar yiiksek oldugu; P[6]'nin tanimlanan tiim P tiplerinin neredeyse tigte biri kadar oldugu
saptanmistir. RV suslartyla ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin % 27'sinin G8P[6] veya G8P[4]
gibi alisilmadik bilesenlerle iligkili bulundugu belirtilmistir.

Gegmisten giiniimiize kadar yapilan diinya genelinde ki arastirmalar bazi gelismis
iilkelerde rotaviriis sikliginda azalma kaydedilmistir. Bu oranlarin diisiis nedeninin asi
uygulamalarina bagli oldugu bildirilmektedir. As1 ¢alismalar1 Epidemiyolojik ¢esitlilikteki

artis ve degiskenlik nedeniyle bu tiir ¢aligmalarin artirtlarak devam etmesi gerekmektedir.
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6. SONUC

Sonug olarak bu calismada da rotaviriis enfeksiyonlarmin 0-65 yas arasi hastalarda

gastroenterite neden olan dnemli bir etken oldugu gdsterilmistir.

Gastroenterite neden olan rotaviriis serotipleri arasinda G tiplerinden en stk G9 ve Gl
tipleri gozlenmis ve daha onceki caligsmalarla kiyaslandiginda G3 ve G4 ve G2 tipinde de
azalma oldugu goriilmiistiir. Rotavirus P tiplerinden P[8] en sik g6zlenen etken olarak

saptanmistir.

Rotaviriis G/P serotiplerinden en sik goriilen G3P[8]’in iilkemizdeki G9P[8] serotipinin

yerini aldig1 diisiiniilmektedir.

Rotaviriis gastroenteriti goriilme sikligi yas, mevsim ve cografi ozelliklere bagli olarak
degismektedir. Genel olarak diinyada turizmin gelismesi ile, iilkeler arasinda seyahatlerin
artmas1 ve benzeri nedenler ile farkli suslar tasinmakta ve farkli suslar yayginlagmaktadir.
Calismamizda da globallesmenin sonucu olarak bolgemizdeki serotiplerin insidansinda
degisimler oldugu gosterilmis, rotaviriis tedavi stratejilerinde rol oynayacak onemli bir

epidemiyolojik veri elde edilmistir.
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