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OZET
AKUT GASTROENTERITLI OLGULARDA NOROVIRUS
ARASTIRILMASINDA ELISA VE PCR YONTEMLERININ
KARSILASTIRILMASI

ishal her yil diinyada yaklasik 1.5 milyar insani etkileyen kiiresel bir saglik
sorunudur. Akut gastroenteritler tim dinyada yaygin olarak goérulen enfeksiyon
hastaliklari arasinda yer almakta ve ciddi bir halk sagligi sorunu
olusturmaktadir; ozellikle gocuklar hastaliktan etkilenen grupta yer almaktadir.
Gelismekte olan (lkelerde akut barsak enfeksiyonlari, solunum yollari
enfeksiyonlarindan sonra ¢ocuk morbititesinin ve saglik harcamalarinin énemli
bir kismini teskil etmektedir. DUnya’da en sik akut diyare etkeni olarak rotavirts
gorulmekte iken akut su kaynakh gastroenterit salginlarinin etkeni olarak da
norovirls siklikla kargimiza ¢ikmaktadir. Noroviris Caliciviridae ailesinde yer
alan, zarfsiz, 30-38 nm capinda, ikozahedral kapsidli, pozitif polariteli, tek
sarmalli RNA virGsidir. Insanlarda norovirus enfeksiyonunun kulugka siresi
12-48 saat olup, hastalik son 12-60 saat igerisinde olusan kusma, ishal veya
her ikisinin birlikte gértlmesiyle karakterizedir. Norovirlsiin insandan insana
yayllimi icin bilinen gecis yollari; fekal-oral yol, kontamine yiyecekler ve sular,

aerosol seklinde kusma materyali ve kontamine olmus ¢cevresel yuzeylerdir

Amag: Literatirde yaptigimiz arama sonucu Canakkale ilinden
glinimuiize kadar hi¢ norovirlis vakasi bildirilmedigi tespit edilmistir. ilimiz hem
kara hem de suyolu olarak bir gecis noktasi olup, ulusal ve uluslararasi olarak
etkenin ilimize tasinmasi ¢ok buyuk bir olasiliktir. Bu calisma ile norovirus
arastinimasinda ELISA ve PCR yontemlerinin karsilagtiriimasi, Canakkale ilinde

akut gastroenteritli olgularda norovirts sikliginin tespit edilmesi amaglanmistir.

Yoéntem: Calisma Canakkale ilinden gastroenterit sikayeti ile COMU Tip
Fakultesi hastanesine basvuran hastalarin rutin tani amaciyla verdigi digki
orneklerinde gergeklestirildi. 92 drnek toplanmis olup, bu drneklerin herbirinde
ticari ELISA kiti ile antijen ve real-time RT-PCR yontemi ile nukleik asit

aranmigtir.



Bulgular: ELISA ile %10.9 (10/92) 6rnek norovirls pozitif, %89.1 (82/92)
ornek negatif bulunmustur. Real-time RT-PCR ile 4 ornek internal kontrolu
negatif oldugu icin calismadan ¢ikarilmis degerlendirmeler 88 6rnek Ustliinden
yapilmistir. PCR ile 15 érnek norovirls pozitif bulunmus bunlardan biri Gl pozitif
diger 14’0 ise norovirus Gl pozitif tespit edilmigtir. ELISA ile norovirls pozitif
bulunan bir drnek PCR ile negatif bulunmustur. ELISA testinin real-time RT-
PCR temel alinarak yapilan degerlendirmede testin duyarliidi %60, 6zgulligu
ise %98 bulunmustur. Bolgemizde gorulen vakalarin yas, cinsiyet ve mevsim

gibi 6zelliklere gore dagilim farkhhigr gostermedigi saptanmistir.

Sonug: Canakkale ilinde ilk defa norovirus varhigi saptanmis olup ayrica,
RT-PCR yodntemi referans alinarak ELISA yonteminin duyarlihdi ve 6zgulligu
hesaplanmigtir. Duyarliigi yuksek olmadigindan akut vakalarda tek tek etkenin
tespitinde ELISA ydntemi kullanimi tartismali olacaktir. Ancak salgin
durumlarinda pek ¢ok vakada birden analiz uygulanacagindan, salginda etken
tespitinde ucuz ve 6zgulligu yuksek oldugundan etkin bir yontem olabilecektir.
Canakkale'de sinirli sayida o6rnekte oldukga 6nemli bir oranda norovirls
saptanmis olmasli, bdlgemizde ve belki de ulkemizde norovirisin tahmin
edilenden daha 6nemli bir etken oldugunu dusinmek igin simdiye kadar yapilan

calismalara ek veriler de saglanmis oldu.

Anahtar kelimeler: Canakkale, ishal, norovirts



ABSTRACT
COMPARISON OF ELISA AND PCR METHODS IN
NOROVIRUS RESEARCH OF CASES WITH ACUTE

GASTROENTERITIS

Diarrhea is a global health problem that affects approximately 1.5 billion people
all around the world every year. Acute gastroenteritis is considered one of the
common infections in the whole world, and they cause a serious public health
problem, especially among children. In developing countries, acute
gastrointestinal infection is responsible for a considerable part of child morbidity
and health spending, secondly than respiratory tract infection. Rotavirus is
mostly considered as the cause of acute diarrhea, while Norovirus is generally
perceived as a factor leading to waterborne outbreak of gastroenteritis.
Norovirus is a member of the family Caliciviridae, without_envelope, having a
diameter of 30-38 nm, an icosahedral capsid, and has a positive polarity-single-
strand RNA. Incubation period of norovirus is 12-48 hours. Furthermore, the
disease is characterized with vomit or diarrhea, or both of them, undergone in
last 16-20 hour. Also, the ways transmission of infection for norovirus include
fecal-oral route, contaminated food or water, vomit material in aerosol form, and

contaminated environmental surfaces.

Purpose : There has been no norovirus cases reported in Canakkale so
far. Our province, Canakkale, is a cross-point by both land and water, which
makes it easy for the importation of the agent with national and international
transportation. It is aimed with this study that ELISA and PCR methods in
norovirus to be compared, and the importance of norovirus can be determined

as a causing factor for acute gastroenteritis cases.

Method : The study has been performed with the stool samples of the
subjects making application to COMU Faculty of Medicine in Canakkale,
suspecting with gastroenteritis. In detail, 92 samples have been collected and
all of them have been examined with commercial ELISA kit to find antigen, and
with real-time RT-PCR method to find nucleid acid.

Vi



Findings : With ELISA, it has been found 10.9% (10/92) positive sample,
and 89.1% (82/92) negative sample. Four samples have been exempted due to
negative result for internal control according to real-time RT-PCR, and the
evaluation has been made with the samples of 88. With PCR, 15 samples has
been found as norovirus-positive, one of which as Gl-positive, and the fourteen
as Gll-positive. One sample found norovirus-positive with ELISA, has been
determined as negative with real-time RT-PCR. Accordingly, the evaluation of
ELISA based on real-time RT-PCR has been indicated that the sensitivity is
60%, and the specificity is 98%. We found that cases seen in our region doesn't

show distribution differences for age, gender and season features.

Result : The existence of norovirus in Canakkale has been detected for
the first-time. Besides, the sensitivity and specificity of ELISA method has been
calculated by using real-time RT-PCR method as reference. At acute cases, it
would be arguable to use ELISA because of the low sensitivity of the method.
ELISA could be an effective method during multiple analysis at outbreaks, while
of its being cheap and high specificity. Since we detected remarkable norovirus
positivity from limited number of samples in Canakkale, our study makes us
think that norovirus may be a more important pathogen than it's estimated in our
region and country. Also we provide extra datas to studies that has been done

so far.

Keywords : Canakkale, diarrhea, norovirus
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1. GIRIS VE AMAG

Akut gastroenterit insanlarda en yaygin hastaliklardan biridir. Bakteriyel,
paraziter, viral etkenler gastroenterite sebep olur (1). Viral gastroenterit
salginlari  genellikle rotavirUsler, astrovirlsler, adenovirisler ve insan
calicivirtsleri (noroviris ve sapovirus) ile ortaya cikabilir (2). Dunyadaki gida
kaynakh salginlarin yaklasik %28’'inden norovirus enfeksiyonlari sorumludur (3).
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Avrupa ulkelerinde yapilan g¢alismalarda
tum gastroenterit salginlarinin yaklasik %50’sinden (%36-59) norovirls sorumlu
tutulmaktadir (4).

Akut gastroenteritler tim dinyada yaygin olarak goérulen enfeksiyon
hastaliklari arasinda yer almakta ve ciddi bir halk saghgr sorunu
olusturmaktadir, 6zellikle cocuklar hastaliktan etkilenen grupta yer almaktadir.
Geligsmekte olan Ulkelerde akut barsak enfeksiyonlari, solunum yollari
enfeksiyonlarindan sonra gocuk morbititesinin ve saglik harcamalarinin 6nemli
bir kismini teskil etmektedir (5). Akut gastroenterit, gelismis ve gelismekte olan
tum ulkelerde oldugu gibi bizim tlkemizde de onemli bir halk sagligi sorunudur
(6). Dunya’da en sik akut diyare etkeni olarak rotaviris gortlmekte iken akut su
kaynakl gastroenterit salginlarinin etkeni olarak da norovirus siklikla kargimiza
cikmaktadir (5, 7, 8).

insanlarda noroviriis enfeksiyonunun kulugka siiresi 12-48 saat olup,
hastalik son 12-60 saat igerisinde olusan kusma, ishal veya her ikisinin birlikte
goOrulmesiyle karakterizedir (9, 10). Norovirisun insandan insana yayilimi igin
bilinen gecis yollari; fekal-oral yol, kontamine vyiyecekler ve sular, kusma
materyalinden aerosol olusumu ile yayilim ve kontamine olmus c¢evresel
yuzeylerdir (11). Norovirusun cevresel yluzeylerden el ve parmaklar yoluyla
bulagmasi da laboratuvar ¢aligmalarinda gosterilmigtir (12). Salginlarda birincil
olgular, siklikla fekal igerikle kontamine yiyecek ve c¢evresel maddelerle
olusurken ikincil olgular insandan insana gegis seklinde meydana gelmektedir
(13). Dunyada yaygin gorulen noroviruslar, tim yas gruplarinda bakteriyel
olmayan gastroenterit salginlarinin en o6nemli sebebidir. (14). Norovirus

gastroenteriti, gerek gelismis (% 4-30) gerekse gelismekte olan ulkelerde (% 3-



25) benzer siklikta gorilmektedir (15). NorovirUsler buylk c¢ocuklar ve
erigkinlerde salginlar yapar. Noroviris enfeksiyonlarinin en carpici 6zelligi
semptomlarin hizli baslamasi ve hastaligin hizli yayilmasidir. Norovirus
gastroenteriti genellikle ani baslar, klinigi bulanti, kusma, sulu ishal ve kramp
biciminde karin agrisi ile seyreder. Bazi hastalarda sadece kusma gorulebilir ve
bu sebeple hastalia dnceleri “winter vomiting disease; kis kusma hastaligi” da
denmigtir (16). Hastalik genellikle 12-48 saat suren kulugka déneminden sonra
baslar. Erigkinlerde ishal, cocuklarda kusma daha yaygin gorulir. Halsizlik, hafif
ates, seyrek olarak da bas agrisi gorulebilir. Digki genellikle kan, mukus veya
Iokosit icermez. Digkilama sikhidi gunde ortalama 4-8 kez olup, orta miktarda
digkilama yapilir. Klinik belirtiler genellikle 24-72 saat surer ve kendi kendini
sinirlar, kronik enfeksiyona neden olmaz. Hastaneye tedavi icin yatirmak
nadiren gerekir ancak ciddi dehidratasyon, 6zellikle malnutrisyonlu ¢ocuklar,

yaslilar ve immun sistemi zayif hastalarda gerekebilir (4, 17).

Gastroenterit salginlari sirasinda etkenin belirlenmesi buyuk 6nem
tasimaktadir. Noroviris enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda, hicre kalttrt ve
deney hayvanlari modeli gelistirilememigstir. Bu nedenle, noroviris tanimlanmasi
icin bircok alternatif yontem kullaniimistir (18). Bu amagla en ¢ok elektron
mikroskopi (EM), reverse transcription PCR (RT-PCR) ve “in-house” ELISA
yontemlerinden yararlaniimigtir (1, 19). EM y6nteminin diskida duyarlihgr disik
olup (diskinin 1 graminda yaklasik 10° virus partikili varliginda saptama
muUmkuin olabilmektedir), iyi yetismis bir uzman ve donanima ihtiya¢ vardir.
ELISA ise, cok 6zel donanim gerektirmeyen calisiimasi kolay bir yontem olup,
basarisi yeterli ve uygun miktarda noroviris antijenlerinin varhdina bagh olup
duyarhhgi disitktar (20). Ganumuizde, norovirisun molekuler tanisinda RT-PCR
teknolojisi veya bu metodun farkl varyasyonlari olan gergcek zamanl veya
multipleks gergcek zamanh RT-PCR protokolleri kullaniimaktadir (4, 20). Bu
yontemlerin duyarlihdl ve 6zgullugu son derece yuksek olmakla birlikte, iyi
yetismig bir uzmana ve karmasik ve pahali bir cihaz olan “real-time” 1s1 dongu
ekipmanina ihtiyag vardir. Son yillarda, norovirisun molekuler ve serolojik tanisi
icin ticari kitler piyasada yaygin olarak kullaniimaktadir. Literatirde norovirus

salginlarinda, en Ust dlzeyde laboratuvar performansini yakalamak igin en az



iki farkli metodun kombine olarak kullaniimasi onerilmekte ve PCR ve ELISA
kombinasyonunun en iyi sonuglar verdigi belirtiimektedir (19). Bruin ve
arkadaglari 158 olgudan RT-PCR ile pozitif tespit edilen 74 (%47)unq,
“Southern blot” ve sekans (nukleotid dizileme) ydntemlerini kullanarak
dogrulamislardir. Bu sonuglar ile RT-PCR ydnteminin norovirs tanisinda “altin

standart” olarak kullanilabilecegini bildirmiglerdir (20).

Literatlrde yaptigimiz arama sonucunda, Canakkale ilinde hi¢ norovirts
vakas! bildirilmedigi tespit edilmistir. ilimiz hem kara hem de suyolu olarak bir
gegis noktasi olup, ulusal ve uluslararasi olarak etkenin ilimize tagsinmasinin gok

blyUk bir olasilikta oldugu dasunulmustur.

Bu calisma ile norovirls arastiriimasinda ELISA ve PCR ydntemlerinin
karsilastiriimasi, Canakkale ilinde akut gastroenteritli olgularda norovirus
varhginin tespit edilmesi amaglanmistir. Sonugta, ilimizde etkenin varhdr ve
onemi hakkinda veri elde edilmesi hedeflenmigtir. Noroviris laboratuvar
analizlerinde ELISA kolay ve daha ucuz bir yéntemdir, PCR altin standart
yontem olarak kabul edilse de, ELISA'nin tanidaki yeri hakkinda birbirinden ¢ok

farkh veriler bulunmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Tarihge

Norovirtsler (NoV), ilk defa Amerikan’nin Ohio eyaletinde Norwalk’taki bir
ilkokulda 1968 yilinda ortaya c¢ikan akut gastroenterit vakalarindaki digki
orneklerinin 4 yil sonra elektron mikroskobisinde incelenmesinde tanimlanmig

ve ‘Norwalk virus’ olarak isimlendirilmistir (17, 21).

Daha sonraki salginlarda Montgomery County, Snow Mountain, Mexico,
Hawaii, Jena, Taunton ve Toronto virUsleri olarak salgin yaptiklari bolgenin
adiyla isimlendirilmislerdir. Daha sonra ilk salgin yaptigi yerin ismi ile ‘Norwalk-
like virus’ olarak tanimlanmisg, elektron mikroskobisindeki dizgun gérunumleri
nedeniyle ‘kiglk yuvarlak yapih virisler’ (small round structured viruses-SRSV)
olarakta adlandiriimig, en son ise Uluslarararasi Viris Taksonomisi tarafindan

‘Norovirus’ olarak isimlendirilmistir (22, 23).
2.2.Norovirusiin siniflandirilmasi ve ozellikleri

Norovirusler Caliciviridae ailesinde bulunan 30-38 nm buyukligunde,
~7,5 kb tek iplikli RNA genomu igeren, zarfsiz, klglk, pozitif polariteli, kiibik
simetrili ikozahedral viruslerdir (24, 25). Caliciviridae ailesi Vesivirls, Lagovirls,
Norovirls, Sapovirus, Nebovirus olmak Uzere bes genustan olugmaktadir (26).
Norovirus viral kapsidlerinin filogenetik analizine goére 5 farkli genogruba Gl, Gll,
Glll, GIV, GV olarak kendi icinde ayrilmistir (27). Her genogrup sekans
benzerligi analizi, filogenetik analizi, ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) gibi yontemlerle 5 genogrub, c¢ogunlugu Gl ve Gll
genogrubuna (GI.1-8, GIlI.1-21, GIIl.1-3, GIV.1-2, GV.1) ait olmak Uzere 35 alt
genotipe ayrilmaktadir (4, 28). Gl, Gll, GIV genogrublari insanlar i¢in patojen
olup GlIl ve GV hayvanlar igin patojendir (29). Gll genogrubu insanlarda patojen
olmakla beraber domuzlarda da Gll.11, GII.18, GII.19 genotipleri bulunmustur
(30, 31). Bir calismada ise kdpekten GIV ait yeni bir genotip bulunmustur (29).
Norovirtsler insan disinda deniz memelileri, domuz, sigir, kedi, tavsan, kopek,
fare, aslan gibi hayvanlardanda izole edilmislerdir (17, 30). insan ve domuz

noroviruslerinin arasindaki yakin genetik ve antijenik iliskiler zoonotik iletim ile



yeni insan salgin tarlerinin ortaya ¢ikmasi igin rezervuar potansiyelleri kaygilara
yol agmaktadir (31). Ayrica insan noroviruslerinin deneysel kosullar altinda
primatlar ve domuzlari enfekte ettigi gdsterilmistir. Buna ragmen bir hayvandan

insana zoonotik iletim rapor edilmemistir (32).

Akut gastroenterit salginlarindan en sik izole edilen norovirus
genogrublart Gl ve GIl olmakla birlikte Gll.4 genotipi dinyada ve ulkemizde
norovirus salginlarindan ve akut gastroenteritli vakalardan tanimlanan en

yaygin olan genotiptir (33, 34).

Noroviris genomu yaklasik 7500 nuklotid iceren tek iplikli RNA
yapisinda, U¢ agik okunan bolge (Open reading frame-ORF) seklinde organize
olmustur, bunlar yapisal olmayan proteinleri kodlayan ORF1, kapsid
proteinlerini kodlayan ORF2 ve mindr yapisal proteinleri kodlayan ORF3’ tir.
Yapilan kriyoelektron mikroskobik ve X-ray kristallografik calismalar
norovirtslerin 180 kapsomerden meydan gelen, 90 ikili (dimeric) kapsomerin
olusturdugu T=3 ikozahedral kapsid simetrisi gosterdigini ortaya koymustur. Her
kapsid proteini kabuk (Shell-S) ve c¢ikinti (Protrusion-P) olarak iki temel
bdlimden meydana gelir. P bélimude iki alt bolimden olusur (P1 ve P2), P2 alt
bolimu kapsid proteinin en degisken bdlgesi olup, norovirUslerin reseptore

tutunma ve antijenik 6zelliklerinden sorumludur (17, 25, 35).

Norovirusler zarfsiz oldugu icin zarfli virislere gére daha dayanikli olup
eter, alkol, sirke, aseptik el sollisyonlari ve isiya direnglidir. Isitmaya 60 °C’de
yarim saat, pH 2-7’e 3 saat dayanir, kuruluga, donmaya ve klora da nispeten
direnclidir (17, 36).

2.3. Patogenez ve immunite

Noroviris ¢ok bulasici olup enfeksiyonun gelismesi i¢in 10-100 kadar
viris partikult yeterlidir. Norovirusler bagslica fekal-oral yolla bulasir. Kontamine
yiyecek ve su veya Kkisiden kisiye direk bulagabilir, cevre ve esya
kontaminasyonu da enfeksiyon kaynagi olabilir. Kusmadan kaynaklanan
aerosollarin  damlacik yoluyla oral mukozaya girmeleride bulagsma
nedenlerinden biridir (37). Noroviris vicuda agiz yolundan girdikten sonra

midedeki asitten etkilenmeden ince bagirsaga gecerek buradaki mukozada viral



replikasyonunu gergeklestirmektedir. Ureme sonucunda ince bagirsak
enterositlerinde hasar geliserek villuslarda duzlesmeler gorulmektedir. Gonullt
yetiskinlerde yapilan virisin yutulmasi sonrasinda proksimal intestinal biyopsi
orneklerinde histolojik degisiklikler gorulmuastur. Bunlar genisleyip duzlesen
villiler, kript hiperplazisi, sitoplazmik vakuolizasyon ve lamina propria’daki
polimorfnukleer ve mononukleer hicrelerdir (17, 38, 39). Son zamanlarda ABO,
Lewis doku kan grubu antijenleri noroviruslerin reseptorleri olarak

tanimlanmistir (40).

ishalin mekanizmasi gegici D-ksiloz, laktoz ve yagin emilim bozuklugu,
alkalen fosfataz ve trehalaz gibi fircamsi kenar enzimlerinin aktivitelerindeki
dusustur. Ancak kusmanin olusum mekanizmasi bilinmemekle birlikte midenin

bosalim zamani uzamistir (37, 39).

Norovirise immun yanit henlz tam olarak anlasilamamistir. Yapilan
arastirmalarda enfeksiyonu gecirmis Kigilerin 4-6 ay icinde ayni virusle tekrar
enfekte olmadigi gosterilmistir, ancak enfeksiyonu gecirmis olmak farkl
genotiplere karsi enfekte olmayi engellememektedir. Enfeksiyon vicutta IgG,
IgM ve IgA antikorlari olusturur. IgA ve IgM pikleri genellikle 2 haftada
olusmakta ve IgG’den 6nce meydana ¢ikmaktadir. IgM seviyeleri genellikle 2-4
ay icinde, IgA ise yaklasik 3 ay sonra kaybolmaktadir. Yapilan ¢alismalara gore
IgM yeni gegcirilen enfeksiyonu gdstermektedir (17, 37). Enfeksiyon sonrasi
bagisiklik yaklagik 6 ay ile 2 yil arasinda surmekte ve sonra ayni etkenle tekrar

karsilasgtiklarinda yeniden enfeksiyonu gecirmektedirler (41).

Norovirusler hasta kigilerle direkt temas yoluyla gecebildigi gibi, hasta

kisilerin cikartilari ile bulasi olan su ve gidalarla da yayilabilmektedir (42).
2.4. Klinik bulgular

Norovirisun kulugka slresi yaklasik 1-2 gun arasinda olup bulanti,
kusma ve sulu diare gibi semptomlar gorulmektedir. Diyare, kusma, abdominal
agr, kramp, halsizlik, dugik ates gibi tipik semptomlari olan norovirus
enfeksiyonu genellikle kisa surede kendiliginden gegmektedir (11, 43). Klinik
bulgular 2-3 gun icinde ge¢se de hastalar digkida viris yaymaya 8 haftaya

kadar devam edebilmektedirler (43). Yetigkinlerde genellikle mukussuz, kansiz,



sulu ishal gorulirken c¢oguklarda bulanti, kusma karin agrisi daha sik

gorulmektedir (38).

Kusma sik goruldigu igin bu sebeble hastalia 6nceden ‘winter vomiting
disease’ (kis kusma hastaligi) denilmistir. Son yillarda medyada norovirls
kaynakh enfeksiyonlara mide gribi (Gastric flu) tabiri de sik kullaniimaktadir
(44). lIshalli hastalarda diski lokosit, eritrosit ve mukus igermez. Kansiz,
mukussuz, yumusak ve sulu kivamda glinde 4-8 kez digskilama goérulir. Enfekte
insanlarin gastroenterite ek olarak yaklasik %25-50 sinde bas agrisi, Ugume,
titreme, hafif ates ve kas agrisi gorulebilmektedir (17, 38). Olgularin yaklagik
ucte biri herhangi bir klinik bulgu gostermeden enfeksiyonu asemptomatik

olarak gecirmektedir (45).

Noroviris enfeksiyonu kendi kendini sinirlamakta ve hastalarin
¢ogunlugu sekelsiz bir sekilde iyilesmektedir ancak altta yatan hastaligi olan
immun suprese hastalar, yasli ve kuguk coguklarda infeksiyon daha agir

seyretmekte ve nadir de olsa 6lim goériimektedir (46).
2.5. Noroviriisiin tanisi ve 6zgul tan1 yontemleri

Noroviruslerin tanisi ve epidemiyolojik ¢alismalar igin 6rnek toplanmasina
hastaligin ilk gintnden itibaren baglanmahdir. Bu amacla digki, kusmuk, serum,
su ve gidalar incelenebilmektedir. Norovirlisun dogru tanimlanmasi igin
orneklerin diyarenin baglangicindan itibaren yedi gun iginde toplanmasi
gerekmekte olup duyarlilik daha sonra diismektedir. Orneklerin gec¢ toplanmasi,
elverigssiz saklama kosullari calisilan yontemin duyarliigini ve 6zgullugunu

degistirmekte ve arastirma sonuclarini etkileyebilmektedir (47).

NorovirUsler hucre kulturinde uretilemedigi ve deney hayvanlari modeli
gelistirilemedigi icin tanida diger yontemler gelistiriimis ve kullaniimaya
baglanmigtir. Norovirtsler ilk kez 1972 yilinda elektron mikroskobisinde
tanimlanmis olup simdi tanida elektron mikroskobisinin yaninda ‘Reverse
Transcription-polymerase Chain Reaction’ (RT-PCR) ve in-house ‘Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay’ (ELISA) yodntemleri de kullaniimaktadir. Bu

yontemlerden RT-PCR en duyarh tani yontemi olarak kabul edilmektedir (20,



48). Son yillarda ticari ELISA kitleri de gelistirilmistir, hatta kaset formatinda
immunokromatokrafik testler de piyasaya surulmusgtur.

2.5.1. Elektron mikroskobik inceleme

Diski drneklerinin elektron mikroskobuyla incelenmesi zahmetli, nisbeten
duyarhihgr diasuk, yodun emek gerektiren ve enfeksiyonun baslangicindan
itibaren 2-3 gun icinde saptanabilen virUslerin morfolojik olarak gorinumuine
dayanan bir yontemdir (49). Elektron mikroskobisi bir gram digki érnedinde
yaklasik 10° virlis partikiiliinii saptama sinirina sahip olup iyi bir donanima ve
deneyimli personele ihtiyaci bulunmaktadir (20). Norovirusler elektron
mikroskobunda, yuvarlak ve dis yuzeyinden ice dogru gukurlu bir yapida kupa
veya fincan formunda olmasiyla ayirt edilebilmektedir (Sekil 1.), (1,17).
Enfeksiyonun baslangicinda tercihen ilk iki ginde yaklasik 1-10 gram kadar
digki  ornegi alinmahdir. Rektal surintl ornekleri yeteri kadar virls
icermeyeceginden inceleme igin tercih edilmez. Bir hafta iginde

incelenemeyecek drnekler -70°C’ de saklanmalidir (50).

immun elektron mikroskobisinde virlisun tespitini kolaylastirmak icin
antiserum kullaniimakta ve bu antiserum ile digki sispansiyonundaki virusler bir

araya toplanmakta ve viruslerin daha kolay tespitini saglamaktadir (51).

Sekil 1. Norovirtsun, transmisyon elektron mikroskobunda (TEM) gérintisu
(CDC; Charles D. Humphrey, http://phil.cdc.gov/phil/details.asp?pid=10704)


http://phil.cdc.gov/phil/details.asp?pid=10704

2.5.2. Antijen arama

ELISA yontemleri genellikle ¢ok karmasik olmayan uygulamasi kolay
yontemlerdir. ELISA’da saptama siniri yaklasik bir gram diski érneginde 10*10°
viral partikul olarak degerlendiriimektedir. Bu yontem ile norovirusun kapsid

proteini yani antijeni saptanabilmektedir (1, 52).

RT-PCR noroviris tanisinda altin standart olarak kabul edilse de,
calismadaki zorluklar ylizinden alternatif testler gelistiriimesi gerekli olmustur.
Rekombinant kapsid antijenleri digki orneklerinde bulunan gergek viruslere
morfolojik olarak benzerdir ve rekombinant antijenlerinin ¢cogu Baculovirus’te
eksprese edilen viral kapsid antijenlerine dayanir. Rekombinant kapsid
antijenleri ile immunize hayvanlardan elde edilen hiperimmun serumun
kullanildigi sandvi¢ formatindaki ELISA, diski érneklerindeki viral antijenlerin
tespiti icin geligtirilmistir (37). Antijen saptayan, rekombinant kapsidlere karsi
artinlmis  hiperimmun antiserumlarin  kullanimina dayanan enzim-bagli
immunsorbent yontemler genellikle tipe 6zgu olup ayni veya genetik olarak

benzer suslari saptayabilmektedir (49).
2.5.3. Antikor arama

Norovirls icin serumda antikor aranirken ozellikle yetigkin hastalar
onceden virlse karsi antikor gelistirebilecekleri igin tek serumda degil akut ve
konvelesan faz olarak 2 kez serum 6rneg@i calisilip antikor titresinde 4 katlik
artis1 saptamak gerekir. Rekombinat antijenlerin kullanildigi antikor yanitini
saptayan Enzyme Immunoassay (ElA)ler 1gG, IgM, IgA serolojik yanitlarini
tanimlamak igin gelistirilmistir. Enfeksiyondan yaklasik 8-11 gun sonrasinda
norovirusa 6zgl IgA ve IgG titrelerinde 6nemli bir artis gértlmekte ve IgG
antikorun titresi ise enfeksiyonun ilk bes glindeki akut dénemdeki ile 3-6 hafta
sonraki donemde 4 katlik bir artis olmaktadir. Norovirise 6zgun IgM antikorlari
ise 2 hafta icerisinde saptanmaktadir (1, 38). Az sayida olan ¢alismalarda sigA
digkida enfeksiyon igin belirte¢ olarak kullaniimig, ancak goénullilerde yapilan
yeni bir calismada oral olarak norovirus alindiktan sonra slgA duzeyinde anlaml
bir artis tespit edilememistir (53).



2.5.4 Molekiiler teknikler

RT-PCR ve nukleik asit hibridizasyon yontemleri noroviris genomunun
klinik ve gevre orneklerinden saptamada ve salgin arastirmalarinda en duyarli
yontemlerdir. Noroviris salginlarini tanimlamak igin kullanilan RT-PCR altin
standart olarak kabul edilmektedir (49).

Hibridizasyon yontemleri EIA yontemlerine benzer olarak 1 ml fekal
ornekte en az 10%-10° viral partikiil oldugunda saptayacak kapasitede olup RT-
PCR ydntemleri ise daha az sayida viris miktarini drnedin 10 genomik kopyay!
saptayabilmektedir (1, 54). RT-PCR yontemi digkinin yaninda kusmuk, salgina
sebeb olabilecek su, gida ve deniz Urunlerinde de tani i¢in kullanilabilmektedir
(28).

Su anda en yaygin kullanilan yontem tani icin RT-PCR’dir ve bunun
modifikasyonlari  gelistirimekte ve duyarliigi ve 06zgulligu artiriimaya
calisiimaktadir. Bu yontemler real time RT-PCR ve multipleks real time RT-PCR
olup calismalarda kullaniimaktadir. Bazi c¢alismalar real time RT-PCR
yonteminin geleneksel RT-PCR yonteminden daha duyarli ve hizli oldugunu

gostermektedir (43).

Real-time PCR’da hedefin amplifikasyonu ve tespiti ayni tupte es zamanli
olarak olugsmaktadir. Amplifikasyon platosu her bir siklusta raportérden
kaynaklanarak cihaz tarafindan okunan floresan sinyali gdstermektedir.
Siklusun basinda floresan sinyalde kucuk degisikler olmaktadir. Bu baslangic
sinyal seviyesi plato igin baz ¢izgisi olarak tanimlanir. Baz gizgisi Uzerinde
olusan artiglar biriken PCR urunlerini gostermektedir. Siklus esik degeri (Cycle

Threshold, C.) belirli bir esigi asan floresansin siklus sayisi olarak tanimlanir.
Ornekteki nilikleik asit konsantrasyonu C, ile ters orantihdir. Nukleik asit
konsantrasyonu ne kadar yuksek ise C. o kadar dusik olur. Bu yontemde

reaksiyon, test inhibitdrlerine daha az duyarhdir. Real-time PCR reaksiyonun
erken safhalarindan itibaren saptama yapabilmeye imkan sagladigi igin

geleneksel PCR’a gore buyuk avantaj saglar (24).
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2.6. Norovirusun epidemiyolojisi

Norovirus epidemik gastroenteritlerin dinyadaki en sik nedeni olarak viral
gastroenteritlerin %90’in Uzerinde etken olup tum gastroenteritlerin ise yaklagik
%50’sinin nedeni olarak bildiriimektedir (55). Noroviris salginlari genellikle yil
boyunca gorilmekle birlikte bazen mevsimsel salginlar da yapmaktadir. Salgin
sekilleri dunyanin kuzey ve guney yarikurelerinde farklihk gostermekte olup
kuzey yarikurede salginlar daha ¢ok kig ve ilkbahar aylarinda gorulmektedir ve
bu ylizden ‘kis kusma hastaligl’ olarak bilinmektedir. Gliney yarikirede ise

salginlarla daha ¢ok ilkbahar ve yaz aylarinda kargilagiimaktadir (38).

Norovirls salginlari son yillarda daha gok dnem kazanmakta ve buna
yonelik arastirmalar Ulkemizde de oldugu gibi artmaktadir. Norovirus
salginlarindan daha ¢ok Gl ve Gll genogruplari sebeb olmakta bunlarin igcinden
de en sik olarak Gll.4 genotipi bu salginlara sebeb olmaktadir. Gll
genogrubundan sonra Gl goérlulmekte nadir olarak GIV salginlarda
saptanmaktadir (34, 36).

Norovirisun etken oldugu akut gastroenteritler gelismis ve gelismekte
olan Ulkelerde ve her yas grubunda gorulmekte olup daha az olarak sporadik,
¢ogunlukla epidemik bazen ise pandemik olarak yayilmaktadir. Hastaliklar
onleme ve kontrol merkezi (Centers for Disease Control and Prevention, CDC),
dinyada 1996-2000 vyillari arasinda olugsan 348 noroviris salgininda
bulagsmanin %39 gida kaynakli, %12 insandan insana, %3 su kaynakl oldugunu
belirtmigtir. Blylk salginlarin ortaya ¢ikmasinin en onemli nedeninin digki
bulasmis su sebekeleri oldugu anlasiimistir (38). CDC’ nin arastirma raporlarina
goOre salginlarin oldugu bulagsma alanlari lokanta ve hazir yemek satan yerler
%36, bakimevi ve hastaneler %29, okul ve gocuk yuvalari %12, yolcu gemileri

ve oteller %10 diger yerler ise %9 olarak tespit edilmistir (52).

Norovirisun birincil bulas yolu fekal-oral yoldur, viris enfekte kisilerin
digkisinda ve kusmugunda bulunur. Cok duslik miktardaki enfektif dozu
yaklasik 10-100 kadar noroviris virionu enfeksiyon igin yeterli olmaktadir.
Norovirisun kusmayla havaya aerosol seklinde yayilip hava yoluyla yayiimasi

mumkun olup kontamine yuzeyler, cisimler ve dogrudan insanla temasla da
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bulagsma meydana gelmektedir (11). Toplum kokenli gastoenteritlerin onde
gelen nedenlerinden biri olan norovirUsler okullar, hastaneler, kamplar,
lokantalar, hapishaneler, bakimevleri, yurtlar, askeri birlikler gibi kisilerin bir
arada yogun olarak bulundugu ortamlarda meydana gelen salginlarin en yaygin
sebeblerinden biridir (56, 57).

Norovirusle gelisen gida kaynakh gastroenteritler en gok goérulen salgin
sebeblerinden biri olup kontamine olmus gidalarin tuketilmesi ile meydana
gelmektedir. ABD’de tim gida kaynakli gastroenterit salginlarinin yaklasik
%50’sinden norovirus sorumlusur. Gidalarin kontaminasyonu ise enfekte
personelin gidayr kontamine etmesi, kontamine olmus ekipmanlarin
kullaniimasi, gidalarin kontamine olmus yuzeylere temasi ile olmaktadir. En sik
salgin sebebi olan yiyecekler ise salatalar, salata soslari, sandvicgler, donmus
gidalar, sivi gidalar, kremalar ve kabuklu deniz hayvanlaridir. Su kaynakli olan
noroviris salginlari ise su sebekesi ve tesisleri, kuyu ve havuz gibi yerlere

kanalizasyon suyu karismasi sonucu meydana gelmektedir (16, 37, 58).

Ulkemizde bir kac yil énce istanbul'da gida maddelerinin noroviris ile
kontaminasyonuna yonelik yapilan bir c¢alismada noroviris Gl ve Gll
arastinimistir. Bu c¢alismada hazir yemek, domates, yesil sogan, marul ve
karigik salata gibi 525 gida maddesi noroviris Gl ve Gll yoninden RT-PCR ile
analiz edilmis, 1 yesil soganda ve 1 domateste olmak Uzere 2 6rnekte norovirus
Gll pozitif bulunmustur (59). Yine istanbul’da 2008-2009 vyillarinda bogazdan
toplanan midyelerden noroviris arastiriimasinda %4.5 (5/110) oraninda RT-

PCR kullanilarak norovirts Gll pozitif bulunmustur (60).

Ulkemizde 2008 yilina kadar bakteriyel olmayan gastroenteritlerle ilgili
surveyans sistemine sahip olmadigi icin 2008 yilina kadar salgin seklinde

norovirus enfeksiyonu bildirimi yapiimamistir (61).

istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakdltesi’nde yapilan iki uzmanhk
tezi calismasinda norovirtslerle ilgili ilk calismada RT-PCR ile erigkinde %13,
cocuklarda %27 oraninda norovirls pozitifligi bulunmus (62), diger uzmanlik tezi
calismasinda pediyatrik nozokomiyal ishallerde noroviris pozitifligi %6.9

oraninda bulunmustur (63).
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Altindis ve arkadaslarinin gastroenteritli ¢ocuklarda Kasim 2006 ile
Haziran 2007 arasinda yapmis olduklari Afyon bdolgesindeki norovirls
calismasinda orneklerin %17’sinde (15/88) noroviris pozitifligi bulmuglardir.
Yapilan dizi analizine gore suslarin ¢ogu Gllb/Hilversum, birer tanesi ise
Gll.4/2006a ve GlII.6 olarak tanimlanmistir (64).

Aksaray ilinde 2008 yilinin mayis ayinda baslayan ve Kirgehir,
Sereflikoghisar ve Adana bdlgelerini etkileyen gastroenterit salgininda toplanan
50 ornek Refik Saydam Hifzisihha Merkezi Baskanhgdi Viroloji Referans ve
Arastirma Laboratuvar’na goénderilmis ve burada real-time PCR ve ELISA
testleri ile ¢calisiimistir. ELISA testinde %26 (13/50) pozitiflik, real-time PCR ile
10 6rnek uygun olmadigi i¢in g¢ahsiimamis %33 (13/40) norovirus pozitifligi
bulunmustur. Real-time PCR ile saptanan orneklerin 9 tanesi Gl kalan 4 tanesi
ise Gl genotipi olarak tespit edilmigtir. Saglik Bakanligi 2008 yilinin mayis
ayinda Aksaray ilinde baglayan bu salginin Turkiye’deki ilk noroviris salgini

oldugunu resmi olarak agiklamistir (61).

2009 vyilinda akut viral gastroenteritlerin degerlendiriimesi amaciyla
yapilan 11 ilden toplanan farkl zaman dilimlerinde alinan 69’u kadin, 78’i erkek
147 diskl 6rnedi Refik Saydam Hifzisihha Merkezi Baskanligi (RSHMB), Salgin
Hastaliklar Arastirma Mduadurlugu (SHAM), Viroloji Referans ve Arastirma
Laboratuvari (VRAL)'nda incelenmigtir. Laboratuvara gelen her 6rnek norovirtis
Genotip | ve Il (GI,Gll), rotavirls, adenovirls ve astrovirlis agisindan incelenmis
ve en sik saptanan viral etken norovirls, Ozellikle de Genotip || olmustur.
Orneklerin %9.5'i (14/147) Genotip |, %29'u (43/147) &érnekte Genotip I
noroviris pozitifligi saptanmistir. Rize, Canakkale, Karaman ve Manisa
illerinden gelen digki orneklerinde norovirus saptanmamig, Balikesir, Tokat,
Kocaeli, Tunceli, Kastamonu, Ordu ve Sivas illerinden gelen o&rneklerde

norovirus pozitifligi saptanmistir (65).

Mart-Nisan 2009 tarihlerinde Tokat ilinde meydana gelen ve binlerce
kisiyi etkileyen gastroenterit salgininda etken olarak C. jejuni ve norovirls

bulunmustur. Bu salgin sirasinda 7800 gastroenterit sikayetiyle saglik
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merkezlerine basvurmus ve 24 hastaya ait digki ornekleri incelenmis 8’inde C.

jejuni, 117’inde RT-PCR ile norovirls saptanmistir (66).

Ozkul ve arkadaslarinin istanbul’da 2008-2009 yillari arasinda
Cerrahpasa Tip Fakilltesi ve Haseki Hastanesi'nde 82’si kadin, 156’sI erkek
238 akut gastroenteritli gocukta yaptiklari galismada %15.1 (36/238) norovirus
Gl pozitif bulunmustur (34).

Trabzon ili Sirmene ilgesinde Temmuz 2010 yilinda baglayan norovirts
salgininda ilk gun 271 olan vaka sayisi 2. gun 880 ulasmis ilk gunden alinan
Onlemlerle vaka sayisi hizla azalmaya baslamasina ragmen kisiden kisiye bulas
Ozelligi nedeniyle ancak 10. gin sonrasinda beklenen seviyelere inmigtir. Salgin
suresince 2483 akut gastroenterit vakasi saglik kurumlarina basvurmustur.
Ankara RSMHB’na goénderilen 6Orneklerin incelenmesi sonucunda hastalik
etkeninin noroviris oldugu tespit edilmigtir. Salginin nedeni olarak igme suyu
tankinin klor seviyesinin dismesi ve bu donemde yeni kullanilmaya baslanan

bir kuyu pompasindan kaynaklandigi tespit edilmistir (67).

Brezilya, Rio De Janerio’da 2005-2008 yillar arasinda yapilan 4 vyillik
norovirlds enfeksiyonlarinin  slrveyans c¢alismasinda akut gastoenterit
olgularinda 1687 oOrnedin 324 tanesi rotaviris pozitif ¢iktigi icin ¢calisma digi
birakilmis, kalan 1367 oOrnekten 1087’si noroviris icin test edilmis ve bu
hastalarin 267’si saglik merkezlerine ayaktan basvuran olgular olup, 820’si ise
kamu hastanelerinde yatarak tedavi goéren hastalardir. Yatan hastalarin %30.2
(248/820), ayaktan hastalarin %49.8 (133/267) olmak uzere, toplamda %35.1

(381/1087) oraninda norovirus pozitif sonu¢ bulunmustur (27).

ABD’de ortalama her yil noroviris 19-21 milyon kiside akut gastroenterite
neden olur ve oOncelikle kigik ¢ocuklarda 1.700.000-1.900.000 poliklinik ve
400.000 acil servise bagvuruya yol agar. Cok kuguk c¢ocuklar ve vyaslilar
arasinda 56.000-71.000 arasinda hastaneye yatis ve 570-800 arasinda 6lime
yol acar (68).

ABD ve diger gelismis ulkelerde norovirls salginlari igin uzun sureli
bakim evleri ve hastaneler gibi saglik tesisleri en sik salgin gorulen yerlerdir.

ABD’de 1999-2007 yillar arasinda Oregon’da, 275 norovirls salgininda yapilan

14



bir aragtirmada en sik %55 ile uzun sureli bakim evleri ilk sirayr almig daha
sonra %15 restoranlarda , %4 okullarda, %4 hastanelerde, %3 konutlarda, %2

kamplarda, %1 cezaevlerinde, %16 diger yerlerde gorulmustir (47).
2.7.Tedavi ve korunma

Noroviris gastroenteriti genellikle herhangi bir tedavi gerektirmeden
kendiliginden iyilesir. Norovirls enfeksiyonunu tedavi etmek icin herhangi bir
antiviral tedavi yontemi hentz bulunmamakla birlikte mevcut koruyucu bir agisi
da yoktur. Hucre kdltirinin olmamasi, noroviris igin antiviral ilaglarin
geligtiriimesinin 6nlnde bir engel teskil etmistir. Enfeksiyonun tedavisi destek
tedavisinin yapiimasidir, izotonik sivilarla kaybedilen sivilarin yerine konmasi ve
dehidratasyonun engellenmesidir. Norovirls gastroenteriti olan kisilerin yaklasik
%10’u dehidratasyon igin oral veya intraven6z sivi tedavisi almasi gerekebilir (4,
39, 43). Bas agrisi, kas agrisi, kusma, bulanti gibi klinik bulgulara semptomatik
tedavi uygulanabilir, analjezik ve antiemetik ilaglar verilmektedir. Enfeksiyonun

belirtileri genellikle 24-72 saat sonrasinda gegmektedir (38).

Norovirise yonelik yeni tedavi yaklagimi olarak eritrositlerde bulunan
karbonhidrat reseptorlerine norovirisin  baglanmasini engelleyen antiviral

ajanlar ustunde gahligilmaktadir (69).

Norovirise yoOnelik asi galismalarinda virlUs benzeri pargacik igeren
(virus-like particles) asi ¢alismalari devam etmektedir. Norovirlise yonelik etkili
bir asi igin noroviris Gl ve GlI'yi temsil eden suslari iceren galismalar yapilmasi

onerilmektedir (70).

Noroviris gida, su, kisisel temas ve cevresel yuzeyler araciligiyla
bulastigindan salginini kontrol etmek zordur. Salginlar genellikle su ve gida
kaynakli oldugu igin bu kaynaklarin kontamine olmasini engellemek korunmada
onemlidir. Noroviris salginlarindan korunmada virGsun bulagsma vyollariyla
mucadale onemli rol oynar. Gida kaynakl bulagsma her turli gidanin
kontaminasyon riskiyle beraber 6zellikle midye, istiridye gibi deniz Urunleri, taze
sebze ve meyvelerde risk daha fazladir (37, 71).

Gida sektorinde calisan noroviris enfeksiyonu olan kisiler viras atilimi

devam ettigi icin iyilestikten sonra 3 gun daha calistiimamali ve calistigi
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zamanlarda eldiven kullanmalidir. Gida sektorinde c¢alisanlar tuvaletten
ciktiginda ve ise baslamadan 6nce mutlaka su ve sabunla ellerini yikamalidir.
Gida sektorinde calisanlar ayrica eldiven, bone ve maske kullanmalari
gerekmektedir. insandan insana bulasmada fekal-oral yol engellenmeli ve bu
amacla el hijyenine uyulmali, hasta kigiler izole edilerek ayriimali ve ilgili
ortamlarda yuzey dezenfeksiyonu yapiimaldir. Kontamine ortamlar
dezenfektanlarla %10’luk sodyum hipoklorit yada germisitlerle temizlenmeli ve
kontamine yatak ortlleri en az 70°C ve camasir suyu iceren deterjanlarla
yikanmahdir (17).

Laboratuvar tarafindan noroviris tanisi dogrulandiginda hastalarin
gereksiz antibiyotik kullanimi onlenmis olacaktir. Noroviris diger ishal
salginlarinda oldugu gibi ciddi ekonomik ve igsguctu kaybina neden olmakla
birlikte kisa sure i¢inde buyuk nufus kitlelerini etkileyebilmektedir. Buyuk
salginlara neden olabilmesi, etkilenen kigilerin diskunligu ve toplumsal panige

yol agmasi nedeniyle de 6nemlidir (24, 61).
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Diski Orneklerinin Toplanmasi

Bu calisma COMU Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 050-99-144 say
numarall izni ile Eylil 2012-Agustos 2013 tarihleri arasinda Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi'nde yiritildi. Hastaneye
ishal sikayetiyle basvuran 92 hasta calismaya alindi. Calismaya alinan
hastalarin yas, cinsiyet, klinik tani, demografik bilgiler ve érneklerin alindigi tarih
bilgileri kayit altina alindi. Gaita ornekleri agzi kapal fiksatif icermeyen plastik
tuplerde hasta basina 2 adet olacak sekilde galisma yapilana kadar -20 °C’de

saklandi.
3.2. Diski Orneklerinin Calisiimasi
3.2.1 Digkida Noroviriis Antijenin Saptanmasi Testi ELISA Yontemi

Olgulardan alinan digki érneklerinde Norovirls antijenini tespit etmek igin
Gl ve GIl genotiplerini tayin edebilen, mikroplak ELISA kiti (RIDASCREEN,
dclncu jenerasyon, R-Biopharm, Darmstdt, Almanya) kullanildi (Sekil 2.). Digki
ornekleri oda sicakligina getirildikten sonra, ELISA Kkiti icindeki sulandirma
tamponu ile %10 oraninda sulandirildi, santrifijlendi ve Uretici firmanin onerileri
dogrultusunda calisma prosedurine goére diger islemler yapildi. Sonuclar
hesaplandiktan sonra galismalardan elde edilen pozitif ve negatif kontrollerin
sonuglarina gore hesaplanan sinir degerler (cut-off) ile karsilastirilarak pozitif

yada negatif olarak rapor edildi.

Diski 6rneklerinde ELISA icin BioTek ELx50 yikayici ve BioTek EIx800
okuyucu kullanildi. Santrifiij icin Eppendorf Centrifuge 5224 cihazi kullaniimigtir.
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Sekil 2. 3. Jenerasyon Ridascreen Norovirus kiti

Noroviruis ELISA Test Prosediirii
1. Digki 6rnekleri galisma 6ncesi oda sicakligina getirildi.

2. Tum solusyonlar ve mikroplateler kullaniimadan 6nce oda sicakhgina
getirildi (20 — 25 °C).

3. Distile su ile yikama tampon solusyonu 1:10 oraninda dilue edildi.

4. Ornek diliisyon tampon sollisyonu ile gaita 6rnekleri 1:11 oraninda
dilie edildi (Diluent 1).

5. ilk kuyucuga 100 ul pozitif kontrol, ikinci kuyucuga negatif kontrol
(Diltent 1), diger kuyucuklara sirayla 100 pl 6rneklerden eklendi.

6. Her bir kuyucuga 100 ul konjugat 1 eklendi ve karistirildi.

7. Plaklar oda sicakliginda (20-25°C) 60 dakika karanlkta bekletildi.
8. Her bir kuyucuk 300 ul yikama tampon solisyonu ile 5 kez yikand.
9. Her bir kuyucuga 100 pl konjugat 2 eklendi.

10. Plaklar oda sicakliginda (20-25°C) 30 dakika karanlikta bekletildi.
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11. Her bir kuyucuk 300 ul yikama tampon soltsyonu ile 5 kez yikandi.
12. Her bir kuyucuga 100 pl substrat eklendi.
13. Plaklar oda sicakliginda (20-25°C) 15 dakika karanlikta bekletildi.

14. Her bir kuyucuga 50 ul durdurma solisyonu (sulfirik asit) eklenerek

reaksiyon durduruldu.

15. Plaktaki kuyucuklarda olugsan renk degisikligi spektrofotometrede 450

nm dalga boyunda okutularak absorbans dedgerleri dlgtlda (Sekil 3.).

16. Negatif kontroliin dlgulen optik dansite (OD) degerinin Gzerine 0.150

eklenerek “cut-off” degeri belirlendi.

Sekil 3. Norovirls ¢alismasinda gorulen pozitif ve negatif ornekler

3.2.2 Digkida RT-PCR Yontemi ile Noroviriis Aranmasi

Digkida PCR ile norovirUs tespiti icin RealStar Noroviriis RT-PCR Kit 2.0

(altona Diagnostics GmbH, Hamburg, Almanya) kiti kullaniimis olup, gergek
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zamanli PCR teknolojisine dayali bir ydontem kullanan in vitro tani amagh bir test
kitidir (Sekil 4.). Norovirus genogrup | (Gl) ve genogrup (Gll) ait RNA'y! kalitatif
olarak tespit etmektedir. Real-time PCR amplifikasyonun erken safhalarindan
itibaren deteksiyon yapabilmeye imkan saglar. Kit, olasi RT-PCR inhibisyonunu
belirlemek ve kit solusyonlarinin butunlagunud dogrulamak igin, heterolog
amplifikasyon sistemi (i¢ kontrol) icerir. RT-PCR teknolojisini temel alan test,
RNA’yi cDNA’ya dénustlren revers-transkriptaz enzimi kullanarak amplifiye
DNA tespiti icin hedef dizilerin amplifikasyonu ve hedefe 6zgl problari kullanan
PCR yontemidir.

Gaitadan RNA ekstraksiyonu i¢in QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN,
QlAamp, QIAGEN Group) Ureticinin agiklamalari dogrultusunda kullaniimistir.
PCR icin Rotor Gene Q RT-PCR cihazi kullaniimistir.

Sekil 4. RealStar Norovirus RT-PCR Kit 2.0 kiti

Diskidan RNA izolasyonu
1. Digki 6rnekleri oda sicakligina getirildi.

2. Sivi digki orneklerinden 100 ul, kati digski érneklerinden yaklasik 80-
100 mg olacak sekilde 2ml’'lik eppendorf tipune alindi ve tzerine 400 pl saf su

eklendi (1/5 oraninda).

3. 15 sn. vortekslendi.
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4. Ardindan 10.000 rpm’de 5 dk. santrifuj edildi.

5. Ust fazdan 400 pl alinip Gzerine 400 pl kloroform eklendi.

6. 12000 rpm de 10 dk. santrifj edildi.

7. QIAGEN Protease AVE tampon solisyonu ile sulandirildi.

8. Uzerine 25 ul QIAGEN Protease soliisyonu eklendi.

9. Ust fazdan 200 pl alind..

10.

Uzerine 200 pl tampon soliisyonu AL carrier RNA karisimindan

eklenir ve 15 sn vortekslendi.

11.

12

13.

14.

15.

16.

17.

aktarildi.

18.

19.

internal kontrol 6 pl tim &rneklere eklendi.

. Ardindan 56 °C de 15 dk. inkube edildi.

Ornekler kapakta kalabilecegi icin kisa bir spin santrifij yapildi.
250 pl etanol (%96-100) eklenip 15 sn vortekslendi.

Lizat 5 dk. oda sicakliginda inkube edildi.

Ornekler kapakta kalabilecegi icin kisa bir spin santrifiij yapild.

Orneklerin tamami QlAamp MinElute spin column igerisine dikkatlice

Spin column kapaklari kapatilarak 8.000 rpom’de 1 dk. santrifuj edildi.

Toplama tupu atildi. Spin column yeni 2 ml'lik toplama tlpu igerisine

yerlestirildi.

20.

21.

22.

Spin column kapagi acildi, 500 yl AW1 tampon solisyonu eklendi.
Spin column kapaklari kapatilarak 8.000 rpom’de 1 dk. santrifuj edildi.

Toplama tupu atildi. Spin column yeni 2 ml'lik toplama tlpu igerisine

yerlestirildi.

23.

24.

500 yl AW2 tampon solusyonu eklendi.

Spin column kapaklari kapatilarak 8.000 rpom’de 1 dk. santrifij edildi.
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25. Toplama tapu atildi. Spin column yeni 2 ml’lik toplama tlpu icerisine

yerlestirildi.
26. 500 pl etanol (%96-100) eklendi.
27. Spin column kapaklari kapatilarak 8.000 rpm’de 1 dk. santriflj edildi.

28. Toplama tupu atildi. Spin column yeni 2 mllik eppendorf tupu

icerisine yerlestirildi.

29. Spin column kapaklari kapatilarak 14.000 rpm’de 3 dk. santrifij

edilerek membran iyice kurutuldu.

30. Toplama tupU atildi. Spin column yeni 2 mllik eppendorf igerisine

yerlestirildi.

31. Uzerine 60 pl AVE tampon soliisyonu eklendi. Spin column kapaklari

kapatilarak oda sicakliginda 3 dk. bekletildi.
32. Ardindan 14.000 rpom’de 1 dk. santrifdj edildi. Spin column’lar atild1.

33. Eppendorf igerisindeki izole RNA -20°C de PCR calisilincaya kadar

saklandi.

RT-PCR Test protokoli

Tablo 3.1. RealStar Norovirus RT-PCR Kit 2.0 kit igerigi

Kapak Mavi Mor Yesil Kirmizi | Turuncu | Beyaz
rengi
icerik Master Master | Internal Pozitif Pozitif PCR
A B Kontrol Kontrol Kontrol suyu
Norovirus | Norovirus
Gl Gll
1. Kontaminasyonu engellemek icin tum iglemler temiz bir PCR

ortaminda ve filtreli pipet ucu ile yapildi.
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2. Tum reaktifler (Tablo 3.1.) ve O6rnekler kullaniimadan once hafif

vortekslendi.
3. 2 ml'lik eppendorf tipinde master miks hazirlandi.

4. Mavi kapakli Master A tupunden ornek basina 5 ul olacak sekilde

alindi.

5. Mor kapakli Master B tupunden ornek basina 15 ul olacak sekilde

alindi.

6. Master miks karisimi pipetlendi (Tablo 3.2.).

Tablo 3. 2. Master miks hazirlama tablosu

Ornek 1 24
sayisl
Master A 5 ul 120 pl
Master B 15 ul 360 pl
Master 20 pl 480 pl
Miks

7. Master miks PCR tlplerine her birine 20 pl olacak sekilde eklendi

(internal kontrol RNA izolasyon basamaginda eklenmisti).

8. Daha sonra ustine 5 pl ekstraksiyon Grund ya da 5 pl pozitif veya

negatif kontrol eklendi ve reaksiyon hazirlandi (Tablo 3.3.).
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Tablo 3.3 Bir 6rnek igin reaksiyon hazirlama

Reaksiyon hazirlama
Master 20 pl
Miks
Ornek ya 5l
da kontrol
Toplam 25 ul
hacim

9. Her PCR tlpdu igerigi toplam 25 pl olarak alindi.

10. Pozitif kontroller ve negatif kontroller her ¢calismada kullanildi.
11. Ornekler ve kontroller master miks ile iyice pipetajlandi.

12. PCR tupleri kapaklari ile kapatildi.

13. Daha sonra 300 rpm’de yaklasik 30 saniye edildi.

14. Hazirlanmis olan érnekler ve kontroller galigilmasi igin Rotor Gene Q
RT-PCR cihazina yuklendi.

15. Tablo 3.4.de verilen programa gore PCR protokolu uygulandi.

Tablo 3.4. PCR protokoli

Evre Cevrim | Okumalar Sicakhk Sure
tekrarlar
Ters Bekleme 1 - 50°C 10:00
Transkripsiyon dk.
Denaturasyon | Bekleme 1 - 95°C 10:00
dk.
Amplifikasyon Dongu 45 - 95°C 15 sn.
+ 58°C 45 sn.
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16. Calisma baslatildi.

17. Cahigsma sonrasi Tablo 3.5. analiz tablosuna gore Cy5 (kirmizi)

boyasinin filtreleri ile tespit ettigimiz ornekler noroviris GI (Sekil 5.) olarak

tanimlandi.

18. Caligma sonrasi FAM (yesil) boyasinin filtreleri ile tespit ettigimiz

ornekler norovirus Gll (Sekil 6.) olarak tanimlandi.

19. internal kontrol ise JOE (sari) boyasinin filtreleri ile tespit edildi.

Tablo 3.5. Analiz tablosu

Tespit Dedektor ismi Raportor
Norovirus Gl NV G | Cy5
spesifik RNA
Norovirus Gli NV G I FAM
spesifik RNA

internal kontrol IC JOE
7€ H b Il N vee @ @ ®# B W K E B,

New Open Seve

Settings Progress Profile  Temp. Samples Analysis Reports Amange

Channels 7 Cycling AGreen " Cycling AYellow 7 Cycling ARed

[

g H 10

15 2 2 30

Adust Scale.. | AutoScale| Default Scale| Options| [Page 1 -

Sekil 5. Norovirts Gl
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Bark On Bank Off |
NamedOn | AlOn | ANOH |
Edt Samples.
0
2| s 10 15 2 25 2 s “©
Cyce
Adust Scale... | AutoScale| Default Scale | Optons| [Page 1

Sekil 6. Norovirts Gll

3.2.3. istatistiksel Yontem

Arastirmanin verilerinin  degerlendiriimesinde SPSS 19.0 istatistik
programi kullaniimigtir. Veriler tanimlayici istatistiksel analizler kullanilarak
sikhk ve yuzde, ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerler
kullanilarak sunuldu. Yas gruplari, cinsiyet gibi kategorik verilerin degiskenlerin
karsilastirlimasinda ise Ki-kare testi kullaniimigtir. Anlamhlik duzeyi olarak

p<0,05 belirlenmigtir.
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4. BULGULAR

Calismamizda toplam 92 hastadan diski érnegdi toplandi. Bu 6rneklerin
57’si (%61.9) erkek hastalara ait olup 35'i (% 38.1) ise kadin hastalara aittir
(Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Hasta cinsiyet tablosu

Cinsiyet Sayi Yuzde (%)
Kadin 35 38.1
Erkek 57 61.9

Toplam 92 100

Calismamizda yer alan hastalarin yas ortalamasi 30.1+25.2 (minimum:1,
maksimum:85) hastalarin yas araligi 0-85 yil araliginda dagihm gdstermektedir

(Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Hasta yas dagilim tablosu

Yas Kadin Erkek Toplam
0-4 8 12 20
5-17 7 11 18
18-64 17 27 44
>65 3 7 10
Toplam 35 57 92

Calismamizda ELISA ile norovirus pozitif 10 drnek %10.9 (10/92), negatif
ise 82 drnek %89.1 (82/92) bulunmustur (Tablo 4.3.). ELISA ile erkek hastalarin
7’sinde kadin hastalarin 3’Unde norovirls saptanmis ancak cinsiyet agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir (p=0.736).
Yas gruplarina gore ELISA pozitifligi yoninden istatistiksel olarak anlamh fark
bulunamadi (p=0.185) (Tablo 4.4.).
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Tablo 4.3. ELISA sonuglari

ELISA(+) ELISA(-) TOPLAM
POZITIF NEGATIF
KADIN 3 32 35
ERKEK 7 50 57
TOPLAM 10 82 92

Tablo 4.4. Yas gruplarina gore ELISA sonuglarinin dagilimi

YAS ELISA(+) ELISA(-) TOPLAM
POZITIF NEGATIF
0-4 4 16 20
5-17 1 17 18
18-64 5 39 44
>65 0 10 10
TOPLAM 10 82 92

PCR ile yapilan galisma sonucunda 4 oOrnek internal kontroli negatif
ciktigi igin kalan 88 ornek Ustunden degerlendirmeler yapilmis ve ELISA ile de
88 ornek ustlinden kiyaslamaya alinmigtir. PCR sonuglarina gore 15 6rnek %17
(15/88) pozitif, 73 6rnek %83 (73/88) ise negatif olarak tespit edilmistir (Tablo
4.5.). PCR ile c¢ikan sonuglarda erkek hastalarin 9'unda, kadin hastalarin
6’sinda norovirus pozitif bulunmus ve cinsiyet gruplari agisindan anlamli bir fark

bulunmamistir (p=0.849).
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Tablo 4.5. PCR sonuglari

PCR GI(+) PCR GlI(+) PCR(-) TOPLAM
POZITIF POZITIF NEGATIF
KADIN - 6 29 35
ERKEK 1 8 44 53
TOPLAM 1 14 73 88

Yas gruplarina gore PCR pozitifligi agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi (p=0.473) (tablo 4.6.).

Tablo 4.6.Yas gruplarina gére PCR sonuglarinin dagilimi

YAS PCR GI(+) PCR GlI(+) PCR(-) TOPLAM
POZITIF POZITIF NEGATIF
0-4 1 2 16 19
5-17 0 3 14 17
18-64 0 9 34 43
>65 0 0 9 9
TOPLAM 1 14 73 88

Yine ELISA ile pozitif bulunan 1 érnek PCR galismasinda negatif sonug

vermis, PCR ile pozitif bulunmus 6 Ornek ise ELISA ile negatif olarak

bulunmustur (Tablo 4.7.). RT-PCR ile internal kontroli negatif ¢ikan 4 6rnegin

ELISA sonuglari negatif olarak tespit edilmigtir.

PCR ile calisilan érneklerden 14’G noroviris Gll olarak bulunmusken, 1

ornek noroviris Gl pozitif olarak tespit edilmistir. PCR ile noroviris Gl tespit

edilen érnek, ELISA sonucunda da norovirts pozitif bulunmustur.
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Tablo 4.7. ELISA ve PCR sonuglarinin kargilasgtiriimasi

PCR (+) PCR (-) TOPLAM
POZITIF NEGATIF
ELISA(+) POZITIF 9 1 10
ELISA(-) NEGATIF 6 72 78
TOPLAM 15 73 88

PCR referans alindiginda, ELISA testinin duyarhligi %60 (9/9+6),
0zgullugu %98 (72/72+1) olarak tespit edilmistir.

Aylara gore dagihmda Eylil ve Kasim aylarinda 4’er pozitif ornek
bulunmusg, Ocak ay! ise en ¢ok ornek alinan ay olmasina ragmen 2 Ornek

norovirls pozitif bulunmustur (Tablo 4.8.).
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Tablo 4.8. Hastalarin aylara gore dagilimi

Aylar Ornek ELISA (+) Pozitif | PCR (+) Pozitif
Ocak 28 1 2
Subat 5 - -
Mart 5 - -
Nisan 3 - -
Mayis 11 3 2
Haziran 9 1 1
Temmuz 1 - -
Agustos 0 - -
Eyliil 9 2 4
Ekim 4 1 1
Kasim 15 2 4
Aralik 2 - 1
Toplam 92 10 15
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5. TARTISMA

Molekuler yontemlerin tanida kullanilmaya baglanmasiyla norovirusler
tum yas gruplarinda bakteriyel olmayan epidemik gastroenteritlerin %90’indan
fazlasina, tum gastroenteritlerin ise vyaklasik %50’sine sebep oldugu
belirlenmistir (72). Son zamanlarda ¢ocuklarda noroviris gastroenteriti
nedeniyle hastaneye yatislar tUm dunyada rotavirlUsten sonra ikinci sirada
geldigi kabul edilmistir. Rotavirisun ulusal asilama programlari igine alinmasi
nedeniyle, norovirls gastroenteritinin rolinin daha ¢ok artmasi beklenmektedir
(73). Noroviris akut gastroenteritle iligkili olarak ilk kesfedilen virUstur (16).
Noroviris 1972 yilinda kesfedilmesine ragmen hicre kultlra yapilamamasi ve
molekuler digi tani yontemlerindeki zorluklar, norovirisun epidemiyolojisini ve
norovirusle iligkili enfeksiyonlarin etkilerinin degerlendiriimesindeki ilk cabalari
engellemigtir. Son 15 yil igcinde meydana gelen RT-PCR gibi molekuler
yontemlerdeki gelismeler norovirusun sporadik ve salginlardaki etiyolojik

rolinlin daha genis incelenmesine olanak verdi (74, 75).

Noroviris enfeksiyonlarinin tanisinda elektron mikroskobik inceleme,
ELISA, RT-PCR ve gercek zamanl RT-PCR gibi yontemler kullaniimaktadir
(19). ELISA digki érneklerinde noroviris antijeninin tespitinde yaygin olarak
kullanilan hizli ve pratik ve ekonomik bir yontem olup ¢ok sayida 6rnegin kisa
surede calisiimasina imkan vermektedir. Digkida norovirUs antijen tespiti icin
yapilan ELISA testlerinin duyarlihk ve 6zgulluklerinin arastirildidi ¢calismalarda
Ridascreen ELISA kitinin en ylksek duyarliliga sahip oldugu ve sporadik ve
gastroenterit salginlarinin tanisinda pratik, hizli ve guvenilir bir yontem olarak
kullanilabilecedi belirtilmigtir (76, 77). Ridascreen ELISA kitinin Ureticisi (R-
Biopharm, Darmstdt, Almanya) tarafindan bu kitin duyarhilhgr %80, 6zgullugu
%100 olarak acgiklanmakta ayrica g¢apraz reaksiyon vermedigi belirtiimektedir.
Bu kitin yine yapilan galismalarda dinyada en yaygin goérulen Gl ve Gll
genogruplarinin tanimlanmasinda basarili sonuglar verdigi ifade edilmigtir (76,
77,78, 79).

Bizim ¢alismamizda ELISA ile %10.9 (10/92) érnek pozitif, %89.1 (82/92)
ornek negatif bulunmustur. Yas gruplarina goére yapilan ELISA pozitifligi
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degerlendiriimesinde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir
(p=0.185).

Calismamizda PCR ile %17 (15/88) érnek norovirus pozitif, %83 (73/88)
ornek negatif tesbit edilmistir. Yas gruplarina goére yapilan PCR pozitifligi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.473).

Calismamizdaki erkek ve kadin hastalar noroviris ELISA ve PCR
sonuglari agisindan de@erlendirilmistir. Buna gore ELISA ile erkek hastalarin
7’sinde kadin hastalarin 3’Unde norovirls saptanmis ancak cinsiyet gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir (p=0.736). PCR ile
¢ikan sonuglarda erkek hastalarin 9'unda, kadin hastalarin 6’sinda norovirts
pozitif bulunmus ve cinsiyet gruplari agisindan anlamh bir fark bulunmamistir
(p=0.849). Bu sonugclar da norovirusln cinsiyete bagli bir enfeksiyon olmadigini

dogrulamaktadir.

GuUnumuUzde norovirisun tespitinde altin standart olarak RT-PCR kabul
edilmektedir. Erwin de Bruin ve arkadaslari (20) 158 6rneklik bir calismada RT-
PCR ile pozitif tespit edilen érneklerin 74°Unl (%47) Southern blot hibridizasyon
ve sekans (nukleotid dizileme) yontemlerini kullanarak dogrulamiglardir. Geriye
kalan 84 d6rnek (%53) RT-PCR ile negatif bulunmusg ve Southern blot ve sekans
yontemleri ile dogrulanmistir. Bu sonuglar RT-PCR'’in norovirds tanisinda altin
standart (gold standard) yéontem olarak dogrulamistir. Yine bu ¢alismada ticari
ELISA kitinin (Ridascreen) duyarlilik ve 6zgulliga altin standart olarak kabul
edilen RT-PCR ile kargilastirimis ve 10 (%6) ornekte her iki yontemle de
pozitiflik, 71 (%45) ornekte her iki yontemle de negatiflik tespit edilirken, 77
(%49) ornekte kullanilan ydntemlerin herhangi birisiyle pozitiflik bulunmustur.
RT-PCR temel alindiginda Ridascreen ELISA kitinin duyarhligi %36,
O0zgulligunld %88 olarak tespit etmislerdir. Sanz ve arkadaslari (80) yine RT-
PCR goére Ridascreen ELISA kitinin duyarlihgini %80, 6zgulliguna %90,
Dimitriadis ve arkadaslar (81) duyarliigi ve 6zgullugu sirasiyla %47 ve %71,
Schmid ve arkadaslari (82) duyarlihdi ve 6zgulligu %34.6 ve %65.3, Zhang ve
arkadaslari (83) duyarlihgi ve 6zgullugu %96.1 ve %93.5, Uyar ve arkadaslari
(61) duyarhhigi %61.5, 6zgulligu %100 olarak bulmuslardir. Sonug¢ olarak
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yapilan c¢alismalarda duyarlilik %34.6-96.1 0Ozgulluk %65.3-100 arasinda
bulunmustur. Bizim calismamizda Ridascreen ELISA kitinin duyarlihdi %60,
O0zgulluigl %98 olarak bulunmustur. Bu sonuglara bakildiginda bdlgeden

bdlgeye ve kullanilan PCR ydntemine gore farkliliklar oldugu dusinulebilir.

Kasim 2005-Kasim 2006 arasinda Guney Kore’de akut gastroenteritli
olgularda yapilan bir calismada 762 diski 6rneginden RT-PCR ile yapilan testte
orneklerin %15’i (114/762) pozitif bulunmustur. Bu pozitif bulunan 114 6rnegin
%10.5’'u (12/114) norovirts Gl, %89.5'i (102/114) Gll pozitif suslar saptanmistir
(84).

Brezilya’da 2005-2008 vyillari arasinda yapilan bir c¢alismada akut
gastroenteritli 1687 diski 6rnegi calismaya alinmis bunlarin 324’0 (%19.2)
rotavirls pozitif bulunmus, geri kalan 1363 6rnekten 1087 tanesi norovirls igin
RT-PCR ile test edilmis. Bu incelenen o6rneklerden %35.1 (381/1087) noroviris
pozitif olarak tanimlanmigs. Tum sekans analizi i¢in secilen 108 O6rnekten
%80.7’si Gll.4 genotipine ait gcikmistir (27).

ispanya’nin Katolanya bdlgesinde 2004-2005 yillarinda 1791 Kisiyi
etkileyen 60 salgin incelenmis, bu salginlardan 55’nin norovirus kaynakl oldugu
tespit edilmistir. Bu salginlarin %50’sinin gida kaynakli oldugu bulunmus ve

norovirus Gll.4 tum salginlarin %42’sinde pozitif olarak tespit edilmigtir (85).

Finlandiya’da 1998-2002 yillari arasinda meydana gelen 416 akut
gastoenterit salgini incelenmis salginlarin 252’sinin (%62.6) nedenin norovirls

kaynakli oldugu ve en sik Gll etken oldugu belirlenmigtir (86).

Oldak ve arkadaslan tarafindan Polonya’da 2008 yilinda 5 yas alti
cocuklarda ELISA testi kullanilarak yapilan galismada norovirls antijeni %10.5
(19/181) oraninda saptanmistir (7). Tran ve arkadaslari 2007 yilinda Fransa’da
0-28 aylik g¢ocuklarda ELISA ydntemi ile yaptiklari ¢alismada %13 oraninda

norovirus pozitifligi saptamiglardir (87).

Ulkemizde noroviriisle ilk galisma 1999 yilinda istanbul Universitesi’'nde
uzmanlik tezi kapsaminda yapilmistir. Bu ¢alismada RT-PCR ile erigkinde %13,
cocuklarda %27 oraninda norovirus pozitifligi bulunmus (62), baska bir uzmanlik

tezi ¢calismasinda, gastroenteritli kisilerde RT-PCR ile %6.9 oraninda norovirls
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pozitifligi bulunmustur (63). Altindis ve arkadaslarinin (64) 2006-2007 yillarinda
Afyon’da gastroenteritli kigilerde yaptiklari ¢galismada RT-PCR ile %17 (15/88)
oraninda pozitiflik bulunmustur. Uyar ve arkadaslarinin (61) yaptiklari ¢alismada
ELISA testinde %26 (13/50), real-time RT-PCR’da %33 (13/40) norovirus pozitif
olarak bulmusglardir. Bu real-time RT-PCR’da pozitif bulunan 13 6rnegin dokuzu
noroviris Gl, dordu Gll olarak bulunmustur. Albayrak ve arkadagslarinin (65)
2009 yilinda yaptiklart bir calismada Turkiye'nin 11 ilinden gelen 147
gastroenteritli drnek, viral gastroenterit etkenleri yoninden incelenmis ve en sik
saptanan etken norovirus olmus, orneklerin %9.5'i (14/147) norovirus Gl, %29'u
(43/147) Gll pozitif olarak saptanmigtir. Altay ve arkadaslarinin (88) Ankara’da
2004-20011 tarihleri arasinda 0-5 yas arasi cocuklarda yaptiklari ¢alismada
%14.1 (141/1000) 6rnek Ridascreen ELISA ile pozitif bulunmustur. Ulkemizde
Adana incirlik'te bulunan bir ABD ussiinde 2009 yilinda meydana gelen bir
gastroenterit salgininda 97 hastanin 37’sine ait digki ornekleri incelemeye
alinmig ve bunlarin %43’G (16/37) Noroviris GIl olarak RT-PCR ile tespit
edilmistir (89). Ozkul ve arkadaslarinin (34) 2008-2009 vyillarinda istanbul'da
gastroenteritli ¢ocuklarda yaptiklari calismada o&rneklerin %10.5’i (25/238)
Ridascreen ELISA ile pozitif bulunmus, %15.1°i (36/238) real-time RT-PCR’da
norovirls GlI pozitif olarak tespit edilmistir. Tum ELISA pozitif drnekler real-time
RT-PCR ile de pozitif bulunmustur.

Bizim calismamizda ELISA ile %10.9 (10/92) dérnek pozitif bulunmus,
real-time PCR ile %17 (15/88) ornek pozitif olarak tespit edilmistir. Real-time
PCR sonuglarindan elde ettigimiz pozitif sonuclardan 1 6rnek %6.6’s1 (1/15)
norovirs Gl, 14 érnek %93.4’U (14/15) noroviris GlI pozitif olarak bulunmustur.
Bu sonuglar yapilan diger ¢alismalarla ve literaturle uyumludur ve sehrimizde de

norovirus Gll daha sik bulunmustur.

Calismamizda ayrica ELISA ile pozitif bulunan bir 6érnek real-time RT-
PCR ile negatif bulunmustur. Daha énce yapilan galigmalarla altin standart
kabul edilmis olan RT-PCR’In, gaita galigmalarinda gaitada bulunan PCR
inhibitorlerinden etkilendigi ve yalanci negatif sonuglara neden olabilecegi
bildirilmektedir (17, 20).
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Enterik viral enfeksiyonlarin digki suspansiyonlarindan yapilmig RNA
ekstraksiyonu kullanilarak real-time RT-PCR tepkimesiyle tani sansi artmakta
ve bu yontem doku kulturinden viral izolasyon ve karekterizasyonun yerini
artarak almaktadir (90, 91). Ancak sonuglarin yorumlanmasi her zaman kolay
olmamaktadir. Real-time RT-PCR’in duyarlligi klinik 6rnekte yer alan bazi
maddelerin, PCR kimyasallarini kismen veya tamamen inhibe etmesiyle
olumsuz yonde etkilenmektedir. Digki suspansiyonundan RNA ekstraksiyonu
sirasinda tamamen ortamdan alinamayan potansiyel inhibitorler igerisinde
hemoglobin, immunglobulin, bilirubin, trigliseritler, kompleks polisakkaritler,
organik ve fenolik bilesikler, glikojen, yag, metabolik Grtnler (6zellikle patolojik
kosullara maruz kalan), bakteri, sebze, ilaclar, antikoaguilanlar ve alkol gibi
maddeler bulunmaktadir (91). Endojen, real-time RT-PCR inhibitorlerinin
listesine birde eksojen inhibitorleri de eklenirse bunlar da deterjanlar, selatlama
bilesikleri ve guadinyum HCL gibi ekstraksiyon protokollerinin eksojen

inhibitorleri olarak sayilabilir (92).

Yapilan calismalarda norovirlis enfeksiyonlarinin kuzey yarimkurede
daha ¢ok kis ve ilkbahar aylarinin baglarinda daha ¢ok goéruldugu ifade
edilmektedir (38). Ancak bizim c¢alismamizda Eylul ve Kasim aylarinda dorder
ornek pozitif bulunmasina ragmen en ¢ok 6rnek alinan (28 6rnek) Ocak ayinda
iki pozitif drnek bulunmustur. Bu sonuglarin 6rnek sayisinin az olmasi ve
orneklerin toplumdan degil de sadece hastaneye basvuran hastalardan

alinmasinin sebeb oldugu dusunulmustar.

Calismamizda kullandigimiz Ridascreen ELISA kitinin test basi maliyeti
17 Tuark lirasi iken, real-time RT-PCR kitinde bu fiyat 70 Turk lirasi olarak
gerceklesmistir. Real-time RT-PCR yonteminin duyarlihdi ve 6zgulligu yuksektir
ancak oldukg¢a pahali olmasi, iyi yetismis eleman ve nispeten uzun zaman
gerektirmesi (yaklasik 7-8 saat) dezavantajlaridir. Genotiplendirme sansi
PCR'In Ustin olan yoénlerinden biri olup epidemiyolojik ¢aligmalarda siklikla
fayda saglamaktadir. Digkidaki PCR inhibitérlerinden etkilensede PCR
noroviris enfeksiyonlarinin tanisinda altin standart olarak kabul edilmis bir
yontemdir. PCR rutin laboratuvarlarda kullaniimasi zor ve ekonomik olmasada

referans laboratuvarlarda ve epidemiyolojik ¢calismalarda kullaniimahdir. ELISA
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yontemi ise daha hizli (yaklasik 4-5 saat) ve pratik olup fiyat olarak ta
avantajlidir. Ancak duyarliiginin daguk olmasi dezavantajlarindan biri olmakla
birlikte 6zgulligu yidksektir. ELISA yontemi 6zellikle PCR imkanlarinin olmadigi

bolgelerde, salginlarin saptanmasinda kullanigl olacaktir.
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6. SONUGLAR

Calismamiz sonunda Canakkale ilinden ilk defa akut gastroenteritli
hastalarda noroviris etkeni saptanmigtir. ELISA ile %10,9 (10/92) oraninda
pozitiflik bulunmus, real-time RT-PCR ile %17 (15/88) oraninda norovirus pozitif
ornek tespit edilmistir. Real-time RT-PCR ile pozitif bulunan orneklerin 14°G
norovirls GllI, biri ise Gl bulunmustur. Calismamizda ayrica Ridascreen ELISA
kitinin, RT-PCR temel alindidinda duyarlligi %60, 6zgulligu ise %98 olarak

bulunmustur.

Noroviris enfeksiyonu hizli yayilmasi, kisa surede buyuk topluluklar
etkilemesi, etkilenen kisilerde duskunluk olugsturmasi, ciddi ekonomik kayiplara,
isgucu kayiplarina hatta olumlere yol agmasi ve toplumlarda panige sebep
olmasi nedeniyle hizli tanisi 6nemlidir. Rotaviris asisinin  kullaniminin
artmasiyla noroviris enfeksiyonun goérilme sikhdinin daha da artacagi
dusunulmektedir. Ayrica bdlgemizin ulusal ve uluslararasi kara ve deniz yolu
gecis noktasinda bulunmasi ve turizm potansiyelinin yuksek bir bolge olmasi
dolayisiyla akut gastroenteritli olgularda noroviris enfeksiyonu mutlaka
dusundlmeli ve laboratuvarlarda galigiimasi igin dnlemlerin alinmasi gereklidir.
Real-time RT-PCR gibi molekller ydntemlerin norovirisin tanisinda ve
genotiplendiriimesinde Ustlnligu ¢ok yuksek olmakla birlikte, ELISA gibi diskida
antijen tespitine dayali pratik ve ekonomik yontemlerin kisitli imkanlarin oldugu
laboratuvarlarda  uygulanabilirligi daha  ylUksektir.  Duyarlihd1  yuksek
olmadidindan akut vakalarda tek tek etkenin tespitinde ELISA yéntemi kullanimi
tartismal olacaktir. Ancak salgin durumlarinda pek ¢ok vakada birden analiz
uygulanacagindan, salginda etken tespitinde ucuz ve &zgulligu yuksek
oldugundan etkin bir yontem olabilecektir. Ekstraksiyon basamagi da
eklendiginden toplam calisma suresi ve maliyeti yuksek olan PCR testinde,
literatirde bahsedildigi gibi ¢alismamizda da olasi inhibitorler sebebi ile sonug

alamadigimiz érneklere rastlanmigtir.

Bdlgemizde gorulen vakalarin yas, cinsiyet ve mevsim gibi 6zelliklere

gore dagilim farkhihgr géstermedigi saptanmistir.
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Canakkale’de sinirli sayida ornekte olduk¢a onemli bir oranda norovirus
saptanmig olmasi, bodlgemizde ve belki de ulkemizde norovirisin tahmin
edilenden daha 6nemli bir etken oldugunu dusunmek igin simdiye kadar yapilan

calismalara ek veriler de saglanmis oldu.
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