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OZET

GIRIS VE AMAC: Bu tez ¢alismasinda Sakarya’da Rotavirus, Adenovirus ve
Norovirus enfeksiyonunun tanisinda immiinokromatografik ve ger¢cek zamanli PCR
yontemleri ile elde edilen sonuglar analiz edilerek bu testlerin mukayesesi ve tanidaki
yerinin incelenmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM: Hastanemize ishal sikayetiyle basvuran hastalardan alman
84 ornek c¢alismaya dahil edilmistir. Bunlardan 67’si, immiinokromatografik test
(ICT) ile Rotavirus ve Adenovirus’tan en az biri pozitif 6rneklerdir. Rota/Adenovirus
ve bakteri/parazit yoniinden negatif bulunan 17 6rnek de dahil edildi. Tiim 6rnekler
multipleks-RT-PCR yontemi kullanilarak test edilmistir.

BULGULAR: ICT yontemi ile 84 drnegin 62’si(%74) Rotavirus pozitif, 22’si(%26)
negatif iken; 5’inde(%6) Adenovirus pozitif, 79’unda(%94) negatif bulunan
orneklerdi. Tim Orneklerden yapilan RT-PCR analizlerinde; 49’unda(%58,5)
Rotavirus pozitif, 35’inde(%41,5) negatif, 40’inda(%48) Adenovirus pozitif,
44°tinde(%52) negatif olarak tespit edilmistir. Gergek zamanli PCR ile Norovirus
icin 11(%13) pozitif, 73(%87) negatif sonu¢ alinmistir.

ICT ve PCR yOntemleri arasinda Rotavirus orta, Adenovirus i¢in diisiik diizeyde
uyum oldugu go6zlenmistir (Rotavirus-ICT/Rotavirus-PCR; r:0.540, p<0.001,
Adenovirus-1ICT/Adenovirus-PCR; r:0.264, p<0.016). RT-PCR referans yontem
kabul edildiginde; Rotavirus ICT duyarliligi %93, 6zgiilligii %54.3, PPD %74, NPD
%76.4 ve Adenovirus ICT duyarlihgr %12.5, ozgilligi %100, PPD %100, NPD
%355.7 olarak hesaplanmustir.

SONUC: Rotavirus ve Adenovirus i¢in ICT ve RT-PCR yontemleri arasinda anlaml
ve disiik diizeyde uyum oldugu saptanmistir. ICT; ucuz, hizli sonug¢ alman,
kullanigh, pratik, donanim gerektirmeyen, kiigiik laboratuvarlara ve Kkitle
taramalarina uygun bir testtir. RT-PCR daha duyarli ve 6zgiil bir yontem olsa da
pahali, daha yavas, donanim gerektiren ve her laboratuvarda kullanilamayan bir

yontemdir.

Anahtar kelimeler: Gastroenterit, Rotavirus, Adenovirus, Norovirus, PCR.
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SUMMARY
Detection Of Gastroenteritis Viruses By Immunochromatographic Methods

And Moleculer Methods

Introduction and Aim: In this thesis, the results of immunochromatographic and
real-time PCR methods in the diagnosis of Rotavirus, Adenovirus and Norovirus
infection in Sakarya were analyzed, and the results of these tests were compared.
Materials and Methods: 84 samples from patients presenting to our hospital with
diarrhea complaints were included in the study. Of these, 67 were positive samples
with immunochromatographic test (ICT) for Rotavirus and Adenovirus. 17 samples
that were negative in terms of route / adenovirus and bacteria / parasites were also
included in the study. All samples were tested using multiplex-RT-PCR method.
Results: Out of 84 samples 62 were Rotavirus positive (%74) and 22 were Rotavirus
negative (%26), 5 were Adenovirus positive (%6) and 79 were Adenovirus negative
(%94) with the ICT method. Real-time PCR analysis of all samples; Rotavirus was
found to be positive in 49 (58.5%), negative in 35 (41.5%) and Adenovirus was
positive in 40 (48%), and negative in 44 (52%). Real-time PCR showed 11 (13%)
positive and 73 (87%) negative results for Norovirus.

There were significant and weak/low-level agreement for Rotavirus and Adenovirus
among ICT and PCR methods (Rotavirus-ICT/Rotavirus-PCR; r: 0.540, p <0.001,
Adenovirus-1CT/Adenovirus-PCR; r: 0.264, p <0.016 ). When RT-PCR is accepted
as reference method; Rotavirus ICT sensitivity 93%, specificity 54.3%, PPD, 74%,
NPD, 76.4% and Adenovirus ICT sensitivity; 12.5%, specificity; 100%, PPD, 100%,
NPD, 55.7%.

Conclusion: A significant but low level of compliance was found between the ICT
and real-time RT-PCR methods for Rotavirus and Adenovirus. ICT; It is a test
suitable for small labs, suitable for screening and cheap, fast, useful, practical, no
hardware. Although real-time PCR is a more sensitive and specific method, it is

expensive, slower, requires hardware and is not available in every laboratory.

Key words: Gastroenteritis, Rotavirus, Adenovirus, Norovirus, PCR.



1. GIRIS VE AMAC

Akut gastroenterit (AGE), tim {ilkelerde goriilebilen 6nemli saglik sorunudur ve
cocukluk ¢agmda en sik rastlanan hastaliklardan biridir. Gastroenteritin nedenleri
arasinda bakteri, viriis ve parazit gibi bircok etken bulunmaktadir (Serter 1997,
Dessemelberger 1999, Wilks, Parrington ve Rubenstein 2003, Sulang 2009). Son
yillarda gelisen ekonomik kosullarla birlikte ¢ocukluk ¢aginda ishal sebebiyle
hastaneye yatis ve dliimlerde fark edilecek diizeyde bir azalma oldugu gézlenmistir.
Diinya genelinde ishale bagimli liimler 1982 yilinda 4.6 milyon iken, bu deger 2003
yilinda 1.6 milyon olarak bulunmustur (Parashar, Gibson, Bresse 2006, Keser 2009).
Bununla birlikte akut ishal; en sik 0-5 yas grubunda rastlanan ve 6zellikle ilk 2
yastaki 6liim nedenlerinin basinda gelen bir hastaliktir ve en yiiksek mortalite 1 yas
alt1 ¢ocuklarda goriilmektedir (Kosek, Bern ve Guerrant 2003, Pamuk 2010).
Gastroenteritler su kaybi ve 6liime neden olmalarmin yani sira; ciddi beslenme
yetersizligi ve biiylimenin etkilenmesi ve uygunsuz ila¢ kullanimma neden
olmalariyla da onem tasimaktadirlar (Uysal, Dogru, Aysev ve Karabiber 1997,
Pamuk 2010). Gelismekte olan iilkelerde 1990’1 yillarda o6zellikle 5 yas alt1
cocuklarda ortalama 1,4 milyar ishal sikayeti oldugu ve bunlardan 123,6 milyon
hastada ayakta bakim yapildigi 9 milyonunun ise hastaneye yatmasi gerektigi kayda
gecmistir (Sokiicii, Saner, Siioglu ve Elkabes 2002, Kosek, Bern ve Guerrant 2003,
Parashar, Hummelman, Bresee, Miller ve Glass 2003, Pamuk 2010).

Akut gastroenteritlerin goriilme sikligi, etkenlerin dagilimi ve hastaligin ciddiyeti,
birgok faktore bagl olarak degisiklik gostermektedir. Mevsimler, yas, kisisel ve
kiiltiirel aliskanliklar, cografi bolge gibi faktorler etkenlerin gesitliligini belirleyebilir
(Yazici, Manzur ve Akbulut 2013, Karagiin, Giirsu, Korkmaz, Bozdag ve Hasbek
2014). Gelismis iilkelerde g¢ocukluk ¢aginin en Onemli hastaliklarindan olan
gastroenteritlerin ¢ogunlugu viraldir (Yazici, Manzur ve Akbulut 2013, Karagiin ve
ark. 2014). Gelismemis ve az gelismis iilkelerde ise her yil ¢ocuklarda viriislerin
neden oldugu gastroenterit epidemileri goriilmektedir (Serter 1997, Dessemelberger
1999, Wilks ve ark. 2003, Sulang 2009). Viral etkenler agisindan bakildiginda;
Reoviridae ailesinin en 6nemli liyesi olan Rotavirus’larin yol actig1 gastrointestinal

enfeksiyonlar, geligmis iilkelerde viral {ist solunum yollar1 enfeksiyonlarmdan sonra
1



ikinci siklikla rastlanan viral enfeksiyon olarak bilinmektedir (Atalay, Kandemir ve
Gokahmetoglu 2013).

Cocukluk ¢agi ishallerinin en sik rastlanan viral etkenlerinin sirasiyla Reoviridae
(Rotavirus), Caliciviridae (Norovirus ve Sapovirus), Astroviridae (Astrovirus),
Adenoviridae (Adenovirus tip 40,41) oldugu bilinmektedir (Akhter, Tiiregiin, Kiyan,
Gergeker, Giiriz, Sahin 2014). Rotavirus’lar, hem gelismekte olan iilkelerde hem de
gelismis tllkelerde siit ¢cocuklari (6-24 ay) ve kiicilik ¢cocuklarin (2-5 yas) ishallerinin
en dnemli viral etkenidir (Oztiirk 2008; Atalay, Kandemir ve Gékahmetoglu 2013).
Rotavirus’larin neden oldugu enfeksiyonlar kis aylarinda (ocak, subat) daha sik
goriilmektedir. Adenovirus enfeksiyonlari ise yi1l boyunca goriilebilmekle birlikte yaz
aylarinda daha sik gorildiigii bildirilmistir (Bicer, Sahin, Koncay, Gemici, Engerek,
Ulucakli, Ozlii ve Siraneci 2009, Demiray, Topgu, Aydemir, Karakece, Koroglu,
Elmas, Altindis 2016).

Cocukluk c¢agindaki gastroenteritlerin  Rotavirus’lardan sonra sik  goriilen
nedenlerinden biri de Adenovirus’lardir (Roman, Wilhelmi, Colomina 2003, Biger ve
ark. 2009). Adenovirus’larm 51 farkli serotipi bulunmaktadir. Ancak sadece serotip
40 ve 41, daha nadir olarak da 31. serotipinin gastroenterite neden oldugu
bilinmektedir (Biger ve ark. 2009). Avrupa, Asya, Kuzey ve Giiney Amerika’da
yapilan ¢alismalarla g¢ocukluk c¢ag1 gastroenteritlerinin %3.1-13.5’inde enterik
Adenovirus’larin etken oldugu bildirilmistir (Uhnoo, Wadell, Svensson, Johansson
1984, Brown 1990, Grimwood, Carzino, Barnes, Bishop 1995, Harsi, Rolim, Gomes
1995, Scott-Taylor ve Hammond 1995, Biger ve ark. 2009).

Diinyadaki gida kaynakli salginlarin yaklasik %28’inden Norovirus’lar (NoV)
sorumludur (Turcios, Widdowson, Sulka, Mead, Glass 2006, Uyar, Carhan, Ozkaya
ve Ertek 2008). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde yapilan bir arastirmada, viral
kaynakli olarak agiklanmig ishal salginlarmm %60-95’inin etkeninin Norovirus
oldugu agiklanmistir (Mead, Slutsker, Dietz 1999, Uyar ve ark. 2008).



Viral enfeksiyonlarin tanisinda altin standart, viriisiin hiicre kiiltiiriinde tiretilmesidir
ancak bu yontem zaman alici olmast ve teknik zorluklar nedeniyle
kullanilamamaktadir (Wilhelmi, Roman ve Sanchez-Fauquier 2003, Akhter ve ark
2014). Hizli tanida, pratik olmasi nedeniyle immiinokromatografik veya EIA temelli
yontemler tercih edilmektedir (Tran, Talmud, Lejeune 2010, Akhter ve ark 2014 ).
Buna karsm son yillarda gerek tani1 gerekse epidemiyolojik ¢aligmalarda, duyarlilik
ve Ozgiilliiklerinin yiiksek olmasi nedeniyle PCR (RNA wviriisleri i¢in ters
transkripsiyon-PCR; RT-PCR) yontemleri kullanilmaya baslamistir (Logan, O’Leary
ve O’Sullivan 2007, Wolffs, Bruggeman, Van Well, Van Loo 2011, Akhter ve ark
2014).

Rotavirus gastroenteritinin tanisinda akut donemde alinan taze digki orneklerinde
enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA), lateks agliitinasyon (LA),
immiinokromatografi, elektron mikroskopisi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
gibi yontemler kullanilabilinmektedir. Ancak immiinokromatografik testler ve lateks
testlerin kullanilmasinin daha kolay ve ucuz oldugu bilinmektedir (Berk ve Kayman
2011, Alasehir, Balikg1 ve Topkaya 2014). Diger gastroenterit virtislerinin tanisinda,
elektron mikroskopi (EM), immiin EM, hiicre kiiltiirli, enzim-isaretli immiinolojik
yontemler (EIA), lateks agliitinasyon ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi
yontemlerin kullanildig1 bilinmektedir (Clark ve McKendrick 2004, Akhter ve ark.
2014).

Bu tez ¢alismasinda Sakarya’da Rotavirus, Adenovirus ve Norovirus enfeksiyonunun
tanisinda immiinokromatografik ile ger¢cek zamanli PCR yontemleri ile elde edilen
sonuclarm analiz edilerek bu testlerin mukayesesi ve tanidaki yerinin incelenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. GASTROENTERIT TANIMI

Dogum sonras1 3-15. giinliik bebeklerde giinde 8-10 kez, genel olarak da yenidogan
doneminde normal kivamda giinde 3-5 kez diskilama normaldir. Bir yasina kadar
giinde 2-3 kez diskilama normal karsilanmakla birlikte, anne siitii ile beslenen

bebeklerde ise diskilama sayis1 7°ye kadar ¢ikabilmektedir (Kurugél 2001).

Gastroenterit; bagirsak enfeksiyonu olarak bilinen genis kapsamli Klinik bir terimdir.
Diyare (ishal), mide bulantisi, kusma ve epigastrik agr1 gastroenteritin en yaygin
belirtilerindendir (Demiray ve ark. 2016). Ishal/diyare; bagmsagin peristaltik
hareketlerinin artmasi, emiliminin azalmasi ve sekresyonun artmasi sonucu digkilama
miktarinin ve sayisinin artmasi ve digki kivaminin bozularak yumusak, sulu bir
gOriiniim almasi olarak agiklanmaktadir (Sokiicii, Saner, Stioglu ve Elkabes 2002,
Pamuk 2010).

Diinya Saghk Orgiitii (DSO) ishali tanimlarken; giinde (24 saatte) iigten fazla sulu ya
da yar1 sulu digkilama, sadece anne siitii ile beslenen bebeklerde ise her zamankinden
daha sik ve sulu digkilama olarak agiklamistir. Ayrica diskilama sayisindan ziyade
kivamindaki degisikligin 6nemini ve ¢ocugun ishal/diyare tanisina karar verirken,
anne ve babanin disilincelerinin de kullanilabilecegi belirtilmistir (WHO 1995,
Kurug6l 2001, Pamuk 2010). Diger bir tanimlamada ise giinde bir kez kanl, mukuslu
diskilama da ishal/diyare olarak kabul edilmektedir (Kurugél 2001). Bu sekilde

gastroenteritlere gesitli bakteri, viriis ve parazitler sebep olmaktadir.



2.2. GASTROENTERIT ETKENi VIRUSLER

Viriisler, gastroenterit olgularinin en onemli etkeni oldugu bilinmekle birlikte
gastroenteritlere ¢esitli bakteri ve parazitlerinde sebep oldugu bilinmektedir ve

gastroenterite neden olan bazi etkenler Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1: Gastroenterite neden olan etkenler (Mitchell, Pickering 1998, Kurugol
2001, Yargin 2012).

Escherichia coli
Camplobacter jejuni
Yersinia enterocolitica
Clostridium difficile
Clostridium perfringens
Aeromonas species
Bacillus cereus
Plesiomonas shigelloides
Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus

Norwalk like virus
Astrovirus
Calicivirus
Adenovirus-tip 40,41
Coronavirus
Torovirus

Aichi virus

Human parechovirus
Picobirnavirus

Giardia lamblia
Isospora belli
Cyclospora
Microsporida  (Enterocytozoon

bieneusi, Septata intestinalis)

BAKTERILER VIRUSLER PROTOZOALAR HELMINTLER
Salmonella tiirleri Rotavirus Crytosporidium Capillaria philippinensis
Shigella tiirleri Norwalk Entamoeba histolytica Schistosoma species

Strongyloides stercoralis
Trichinella spinalis
Trichirus trichiura

2.2.1. Rotavirus

Rotavirus, Reoviridae ailesine ait zarfsiz, 75 nm ¢apinda, ikozahedral kapsid yapisina
sahip, segmentli ¢ift iplikli sarmal RNA (dsRNA) yapisina sahip tek viriistiir
(Altunay 2007,Yargin 2012). Viris, ilk olarak mikrobiyolog Ruth Bishop ve
arkadaslar1 tarafindan elektron mikroskobisi yontemi (EM) kullanilarak fark
edilmistir (Celikkan 2011). Elektron mikroskobundaki

incelendiginde tekerlege benzedigi icin Latince tekerlek anlamma gelen “rota”

goriintiisii  (Sekil 1)

sozctigi ile isimlendirilmistir (Torun 2009, Yargin 2012).



Sekil 1: Rotavirus’un elektron mikroskobundaki goriiniisii (Celikkan 2011)

Rotaviriis ¢iplak (zarfsiz) yapida olup; ¢ekirdek (i¢ kor proteini), i¢c kapsit proteini ve
dis kapsit proteini olmak iizere Sekil 2°de goriildiigii gibi 3 tabakali partikiilden
olugmaktadir (Torun 2009, Baskdy 2017). Cekirdekte yer alan 11 segmente sahip
olan rotavirlis genomunun 11. segmenti iki protein, diger segmentleri ise bir protein
kodlayarak toplamda 12 protein kodlar ve bu proteinlerden altis1 yapisal (viral) (VP1,
VP2, VP3, VP4, VVP6, VP7), altisi1 ise yapisal olmayan (nonstriiktiirel) (NSP1, NSP2,
NSP3, NSP4, NSP5, NSP6) proteindir (Yargm 2012). Rotaviriis ¢ift zincirli RNA
genomunun sirasiyla segmentleri ve segmentlerin sentezledigi proteinler, yapisal ve
yapisal olmayan tiim proteinlerin bulundugu kisim ve islevleri kisaca Tablo 2’de ki

gibidir.
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Sekil 2: Rotavirus’un yapisi ve sematik goriiniimii (Glass 2006, Keser 20009,
Pamuk 2010)

Tablo 2: Rotaviriis segmentleri, sentezlenen proteinler, proteinlerin viriisteki
yer aldig1 tabaka ve islevi (Torun 2009, Meral 2010, Cosar 2017, Soydan 2018)

dsRNA | Sentezlene | Proteinin Bulundugu Proteinin TIslevsel ozelligi
segment | n protein kisim

i

1 VP1 I¢ kor proteini Yapisal protein, RNA  Polimeraz
aktivitesi, VP3 ile kompleks, VP2 ile
etkilesim

2 VP2 ig: kor proteini Genomun kapsitle kaplanmasi, VP1
replikaz aktivitesi

3 VP3 i¢ kor proteini Guanilat transferaz ve metil transferaz
aktivitesi, VP1 ile etkilesim

4 VP4 Dis kapsit proteini Hiicreye baglanma, virulans, penetrasyon
ve hemaglutinasyon, VP5 ve VP8
olusumu

5 NSP1 Yapisal olmayan protein RNA’ya baglanma, Interferon antagonisti
(karsitr)

6 VP6 ic kapsit proteini Grup ve subgrup tiplendirilmesi,
transkripsiyonda gerekli

7 NSP3 Yapisal olmayan protein MRNA baglanmasi- translokasyon, konak
tranlasyonunu engelleme

8 NSP2 Yapisal olmayan protein RNA ve NSP5 baglanmasi, Replikasyon
ve paketleme, viroplazma olugturma

9 VP7 Dis kapsit proteini Yiizey glikoproteini, serotip spesifik
nétralizan antijeni

10 NSP4 Yapisal olmayan protein Viral enterotoksin, hiicrede Ca*? toplama

NSP5 Yapisal olmayan protein Fosfoprotein, NSP2 baglayicisi, VP2 ve
11 NSP6 etkilesimi
NSP6 Yapisal olmayan protein Replikasyon, ~ NSP5  dimerizasyonu

(pirimidin bazlar arasindaki 6zel bag)




I¢ kapsit proteini olan VP6 yapisal proteini kor tabakasmni ¢evreler ve immunojenik
ozellikte proteindir. Rotaviriis (RV) kapsit proteinlerinin antijenik 6zelliklerine grup,
subgrup ve serotip olmak tizere siniflandiriimaktadir. VP6 i¢ kapsit proteinine gore
A, B, C, D, E, F, G olmak {izere 7 gruba ayrilir ve grup A, B, C insan ve hayvanlarda
bulunurken, grup D, E, F, G sadece hayvanlarda bulunmaktadir (Torun 2009). RV
grup A, B ve C farkliliklar gosteren aminoasit dizilimleri igermektedir. Bu gruplar
icinde grup A RV’ ler klinik dnem tagimaktadir (Keser 2009). Grup A RV’ler VP6
proteini iizerindeki epitoplara (antijenin antikora baglanan kisimlarina) gére subgrup
I ve subgrup II olmak iizere alt gruplara, VP4 ve VP7 dis kapsit proteinlerine gore
serotiplere ayrilmaktadir (Keser 2009, Tapisiz 2010). VP4 dis kapsit proteininin
antijenik Ozelligine gore ve proteaza duyarliligina gore P serotiplerine, VP7 dis
kapsit proteinin antijenik 6zelligine gore ve VP7 yiizey glikoproteini 6zelligine gore

G serotiplerine ayrilmaktadir (Keser 2009, Meral 2010).

G serotipleri 15, P serotipi ise toplam (14 P serotipi var ancak bazi P serotiplerinin
birden fazla genotipleriyle birlikte) 27 tanedir ve insanda G1,G2,G3,G4,G9 ve
P1A(8), P1B(4), P2A(6), P3(9) tiplerinin en ¢ok enfeksiyon olusturdugu belirtilmistir
(Erdogan 2011, Yilmaz 2013). Bu serotipler aralarinda farkli kombinasyon
olusturarak ¢esitli suslar1 olusturdugu bilinmekte olup en yaygin suslar1 G1 P(8), G2
P(8) olarak bildirilmistir (Erdogan 2011, Yilmaz 2013).

Rotaviriislerin ¢ocukluk ¢aginda siklikla goriildiigii ve cogunlukla fekal oral yolla,
kontamine yiyecek-sularla-yiizeylerle ve solunum damlaciklar1 gibi yollarla da
insanlara bulasabildigi bilinmektedir (Aydmn 2014).

2.2.2. Adenovirus

Enterik Adenoviruslar zarfsiz, ¢ift sarmal lineer DNA ve ikosahedral niikleokapsid
yapisma sahip bir virlistir (Altunay 2007, Bicer ve ark. 2009). Adenoviruslar;
immiinolojik olarak 51 farkli serotipe sahiptir (Biger ve ark. 2009, Agm 2010).
Adenoviruslar’dan serotip 3,4,7,21 solunum sistemi hastaliklarina; 8 ve 9 epidemik
keratokonjuktivit ve follikuler konjuktivite; tip 11 ve 21 akut hemorajik sistik

hastaligina; tip 40 ve 41 infantil gastroenteritlere; tip 31 ise nadiren gastroenterite
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neden olmaktadir(Altunay 2007, Biger ve ark. 2009). Enterik adenoviriislerin akut
gastroenterite neden olan tipleri cogunlukla 4 yas altindaki ¢ocuklar1 etkilemektedir

ve kresler, bu yas gruplarinda enfeksiyon agisindan risklidir (Agmn 2010).

2.2.3. Norovirus

Noroviriisler (NoV) kontamine gidalar ve su kaynakli gastroenterite neden olan
Caliciviridae ailesine ait bir RNA virlisiidiir (Yargin 2012). NoV zarfsiz, pozitif
polariteli, ¢ap1 yaklasik 28-35 nm, tek zincirli bir RNA viriisii olup; cevresel
etkenlere ve 60°C 1s1ya kadar stabil kalabilen dayanikli bir viriistiir (Koopmans et al

2001, Green et al 2001, Uyar ve ark. 2008).

Caliciviridae ailesinde gastroenterite etkeni olan, Norwalk-like viruses ve Sapporo-
like viruses olmak tiizere iki cins bulunmaktadir (Yargin 2012). Norwalk viriis
1972’de Kapian ve ark. tarafindan Ohio/Norwalk’ta gastroenterit salginindaki gaita
orneklerinden; Sapporo viriis ise 1977°de Japonya/Sapporo’da tespit edilmis ve izole
edildigi bolgelerin isimleri verilmistir (Yargm 2012). NoV, RNA polimeraz ve
kapsid bolgesinin genetik farkliligina gore Gl, Gll, GIII, GIV ve GV olmak iizere
bes farkli genogruba sahiptir (Green et al 2001,Parashar, Quiroz, Mounts, Monroe,
Fankhauser, Ando, Noel., Bulens, Beard, Li, Bresee, Glass 2001, Uyar ve ark. 2008).

NoV, dis ortam sartlarina olduk¢a dayanikli oldugundan; yaz kamplari, yiizme
havuzlari, ilkokullar ve kresler gibi kalabalik alanlar NoV’a bagli ishal salgmlarinin
goriilebilecegi yerlerdendir. Noroviruslar ¢ogunlukla 4 yasindan biiyiik ¢ocuklarda

ve eriskinlerde enfeksiyona neden olurlar (Agin 2010).

2.2.4. Gastroenterit Etkeni Diger Viriisler
Astrovirus, Astroviridae ailesi Mamastrovirus cinsine ait, zarfsiz, 28-30 nm

boyutunda, ikozahedral kapsitli, yildiza benzer goriiniime sahip, pozitif polariteli tek
zincirli RNA virtisidiir (Yargin 2012, Cosar 2017). Astrovirus ilk olarak 1975
yilinda Iskogya’da ishal salgminda yapilan arasgtrmalar sonucunda elektron

mikroskobunda goriilmiis olup, yildiz goériiniimiine sahip oldugu icin Latince yildiz
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anlamina gelen (astron: yildiz) Astrovirus admi almistir (Yargm 2012, Akhter ve ark.
2014). insan Astrovirus’larmin (HastV) tek zincirli RNA genomunun ii¢ yapisal
protein sentezledigi ve c¢ocuklarda gastroenterite sebep oldugu, sekiz farkl
serotipinin (HastV serotip 1-8) bulundugu ve en sik goriilen HastV-1 oldugu
bildirilmistir (Yargin 2012, Cosar 2017). Astroviruslar, 60°C’de 5 dakika 1s1l isleme
dayanikli iken, 10 dakikalik 1s1l isleme dayaniksizdir (Aydogan 2016). Astroviruslar
aside oldukca direnclidir ve fekal oral yolla bulastiklarindan; siklikla 1-3 yas arasi
cocuklarda ishal etkeni arasinda yer almaktadir (Agm 2010).

Aichi virus, Picornaviridae ailesi Kobuvirus cinsine ait viriistiir. 1989’da Japonya’da
istiridye iliskili gastroenterit etkeni olarak tanimlanmistir (Yargin 2012). Giiniimiizde
molekiiler yontemlerdeki gelismeler sayesinde tanimlanan Aichi virus, Parechovirus

ve Enteroviruslar’m gastroenterit etkeni oldugu saptanmistir (Akhter ve ark. 2014).

Echovirus 22 olarak da bilinen insan Parechovirus Tip 1 (HPeV), Picornaviridae
ailesi Parechovirus cinsine ait; siklikla gastroenterit ve solunum yolu hastalig1 olan
cocuklardan izole edilmis bir viriistiir (Yargin 2012). Enteroviruslar olarak da
adlandirilan Poliovirus, Coxackie viris ve Echoviruslar diskidan kolaylikla izole

edilebilmelerine karsin, ishal etkeni olarak nadiren goriilmektedir (Agin 2010).

Torovirus, Coronoviridae ailesine ait, zarfli, heliksel kapsitli, 100-140 nm ¢apa
sahip, pozitif polariteli tek iplikli RNA virlisiidir. Toroviriisler ilk 1984°te
gastroenteritli hastalarin gaita Orneklerinde saptanmustir. Immun sistemi zayif
bireylerde ve nozokomiyal ishalli ¢ocuklarda Toroviriislerin 6nemli bir etken oldugu

bildirilmistir (Yargm 2012).

Coronavirus, 60-220 nm boyutlarinda, Coronaviridae ailesi iginde yer alan, heliksel
kapsitli, ta¢ goriiniimlii zarfa sahip, pozitif polariteli RNA viriisiidiir. Insanda
gastroenterit etkeni olarak ilk kez 1975 yilinda saptanmuistir. insan coronoviriisleri
(HCoV) nadiren de olsa ¢ocuklarda ishal etkeni oldugu yapilan g¢alismalarda

belirtilmistir. Cocuklarda gastrointestinal olarak ¢ok patojen olmasa da Norovirus ve
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Rotaviruslarla birlikte koenfeksiyonlara sebep olabilecegi belirtilmistir (Yargin
2012).

2.3. GASTROENTERIT ETKENIi VIRUSLERIN TANISINDA KULLANILAN
BAZI YONTEMLER

Gastroenterit etkeni viruslarinin tanisinda; elektron mikroskobi (EM), hiicre kiiltiiri,
ELISA, lateks agliitinasyon (LA), immiinokromatografik test (ICT) ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) gibi bir¢ok yontemden biit¢eye zamana ya da laboratuvarin
kapasitesine gore uygun olanlar tercih edilebilmektedir (Akhter ve ark. 2014, Safak
2014). Hiicre kiiltiirii yontemi zaman alic1 oldugu igin rutin tanida tercih edilmezken,
ELISA, ICT ve LA gibi yontemler giliniimiizde rutin c¢alismalarda siklikla
kullanilmaktadir (Akhter ve ark. 2014, Safak 2014). Bakteriyel gastroenteritlerin
tanisinda Clostridium difficile gibi toksinlerini (toksin A/B) belirlemek amaciyla
ELISA ve Enzyme-Linked Fluorescent Assay (ELFA) gibi yontemler veya paraziter
etkenlerin belirlenmesi amaciyla altin standart yontem olan mikroskopiye ilaveten
indirekt yontemler (serolojik testler) kullanilmaktadir (Aras 2011, Akgali 2013,
Baskoy 2017).

Elektron mikroskobisi (EM): Viriislerin goriilmesi 1s1tk mikroskobuyla miimkiin
olmadigindan daha fazla (100.000 kat) biiyiitme imkan1 saglayan elektron
mikroskobisi yontemi virlis tanisinda kullanilan bir yontemdir. Bu mikroskopta 151k
yerine elektronlar kullanilarak elektromanyetik alanlara odaklanarak virlislerin
goriintiilenmeleri miimkiin hale getirilmistir. Ancak olduk¢a maliyetli oldugundan
her laboratuvarda rutinde kullanilamamaktadir (Akgali 2013).

Lateks agliitinasyon testleri (LAT): Antijen ile antikorun birlesmesi sonucu gozle
goriiliir agliitinasyon (¢6kelme) gézlenmesine dayanan; antikor kapli ve boyali lateks
ya da kolloidal altin partikiilleri kullanilarak yapilan, hizli serolojik teshis yontemidir
(Aras 2011). Enfeksiyonun erken doneminde duyarliligi yiiksek, enfeksiyonun geg
donemimde ise duyarliligi diisiik oldugundan ELISA’ya gore daha az tercih edildigi
sOylenebilir (Kurugol 2001).
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Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA): Cogunlukla antikor saptanmasi
amactyla kullanilan ancak antijen saptanmasi i¢inde kullanilan yontemdir (Akgali
2013). Mikroplaklar kullanilarak antikor antijen iligkisi ile antikorlara baglanan
enzimin aktivitesinin gézlenmesine dayanan bir yontemdir (Kurugoél 2001).
Immiinokromatografik test (ICT): Renk degisikligi yontemiyle kaset ya da Kart
seklinde olusturulan ve aranan etkenin antijeninin, 6zgiil antikorlar kullanilarak
cokelmesi ile kaset ya da kart test iizerindeki bantlarda renk degisikligi saptanmasina
dayanan bir antijen saptama yontemidir (Akgal1 2013).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR/PZR): Patojen mikroorganizmalara ait gen
bolgelerinin (DNA/RNA pargalarinin) ¢ogaltilmasi ve goriintiilenmesi prensibine
dayanan yontemdir (Aras 2011). Bu yontem pek ¢ok mikroorganizmanmn gen
sekanslarinin yapilmasinda ve oOzellikle giiniimiizde viriislerin alt tiplerinin
belirlenmesine olduk¢a 6nemli ve duyarliligi yiiksek oldugu igin tercih edilen bir
yontemdir (Aras 2011).

2.4. TEDAVI

Rotavirus, Adenovirus ve Norovirus gibi viriislerin neden oldugu ishallerin
tedavisinde temel amag; ishal ve kusma sonucu olusan sivi ve elektrolit kaybini
onlemektir (Balkan 2011). Viriis etkenli enfeksiyonlarda antibiyotiklerin etkisiz
oldugu bilindiginden ve akut ishal ¢ogunlukla kendiliginden iyilesme gosteren bir
hastalikk oldugundan ilag tedavisi gereksiz goriilmektedir (Agmn 2010).
Gastroenteritlerde ve Ozellikle de Rotavirus ishallerinin tedavisinde oral
rehidratasyon terapisi (ORT), intravenoz sivi ile sivi ve elektrolit dengesi
saglanmaktadir (Balkan 2011). Sivi tedavisinde yas ve sivi kaybmin derecesi
onemlidir (Tugcu 2010). Cok agwr dehidrate olmamis ¢ocuk hastalar oral
rehidratasyon soliisyonunun dogru olgiilerde verilmesiyle tedavi edilebilir (Balkan
2011). Ancak ciddi sekilde dehidratasyon s6z konusu ise ve oral yolla tedavi
miimkiin degilse intravendz sivilara bagvurulmalidir (Balkan 2011). Bunlar diginda
Rotavirus, Adenovirus ve Norovirus enfeksiyonlarinda tedavi i¢in kullanilabilecek

onay almis antiviral bir ila¢ bilinmemektedir (Akgal1 2013).
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2.5. KORUNMA

Kiigiik yaslardaki ¢ocuklarda anne siitii ile beslenmenin gastroenteriti ve bir¢cok
hastaligi onleyen en etkili ve kolay korunma yontemi oldugu bilinmektedir (Agin
2010). Anne siitiiniin 6zelliklede kolostrumun (dogumdan sonraki ilk siit) antikor
icermesi, bebegin immiinolojik yanitin1 artirma ve pasif bagisiklik saglama, bagirsagi
koruyan ve uygun bagirsak florasinin devamini saglayan faktorler igerme gibi 6nemli
koruyucu etkisi bulundugundan korunmada etkilidir (Altunay 2007, Agm 2010).
Gastroenterit etkenlerinin ¢ogunlukla fekal-oral yolla bulastig1 diistiniildiigiinde viriis
bulasini azaltmada el hijyeninin 6nemli oldugu, ayrica ¢ocuklarin cisimleri agizlarma
gotiirme potansiyelleri goz Oniine alindiginda kontamine yiizeylerin ve cisimlerin
hemen dezenfekte edilmesi gerektigi soylenebilir (Tat 2018). Bu dnlemler Rotavirus
enfeksiyonlarmin hijyen kosullarindan bagimsiz olarak ortaya ¢iktigi durumlarda
Rotavirus gastroenteritlerini 6nlemeyebilir. Bu nedenle Rotavirus enfeksiyonlarina
kars1 korunmada asilama yontemi kullanilabilmektedir (Franco M.A., Angel
J., Greenberg H.B., 2006, Oztas 2014). Adenovirus’lardan korunmak icin askeri
bolgelerde kullanilan bir as1 gelistirilmis ancak giliniimiizde iiretimi yoktur (Akcal

2013). Norovirus’tan korunmak i¢in iiretilen bir as1 heniiz bulunmamaktadir.

2.5.1. Rotaviriis Asis1
Rotavirus enfeksiyonlarinda dogal olarak ve ilk gegirilen enfeksiyonla ikinci

gecirilen enfeksiyonun daha agir gecirilmesini engelledigini gosteren ¢aligmalar
sayesinde as1 ¢aligmalart onem kazanmistir (Ward ve Benstein 1994, Agin 2010).
Rotavirus agilari, dogal enfeksiyonu taklit edecek sekilde hazirlanir ve oral yolla
uygulanir (Oztas 2014). Ilk as1 denemeleri degisik hayvan gruplarmdan elde edilen
rotavirlis suslar1 kullanilarak iiretilen monovalan asilardir fakat istenilen bagisiklig
saglayamadigi i¢cin insan RV’lerinin kullanilmasi1 gerektigine karar verilmistir (Aydin
2016). Insan RV nin hiicre kiiltiiriinde iiretilmesi zor oldugu i¢gin, as1 calismalarinda
degisik hayvanlardan elde edilen Rotaviruslar zayiflatilarak ve insan virisleriyle

genetik degisim saglanarak calismalarda kullanildig: bilinmektedir (Agin 2010). Ilk
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olarak insan-maymun reassortant Rotavirus asis1 (RotaShield) 1990'larda
gelistirilmis ve giivenli ve etkili oldugu gosterilmis ancak ABD’de 1.2 milyon doz
as1 uygulamasindan sonra 15 hastada invajinasyon (bagirsak diigiimlenmesi) nedeni
ile piyasaya verildikten 1 yil sonra, Ekim 1999’ da, ruhsat: devam etmesine ragmen
kullanimdan ¢ekildigi bildirilmistir (Angel, Franco and Greenberg 2007, Tapisiz
2010).

Yapilan bir¢ok ¢alisma ve denemeler sonucunda giiniimiizde Rotarix (monovalan
insan rotaviriis asis1) ve Rotateq (pentavalan insan-sigir reassortant) adindaki iki
yeni as1 kullanima sunulmustur (Kurug6l 2007, Zafer 2010). Rotarix 2 doz (2. Ay ve
6. Ay) uygulanan ateniie 6zellikte (monovolan insan rotaviriis asis1) iken, Rotateq 3
doz (ilk doz 2. Ay ve diger dozlar en az 1 ay arayla ilk 8 ay iginde) uygulanan bir
asidir (Mercan 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMANIN AMACI

Bu tez ¢alismasinda Sakarya’da Rotavirus, Adenovirus ve Norovirus enfeksiyonunun
tanisinda immiinokromatografik ile gergek zamanli PCR yontemleri ile elde edilen
sonucglarin analiz edilerek bu testlerin karsilastirilmasi ve tamdaki yerinin

incelenmesi amacglanmustir.

3.2. ETIK KURUL ONAYI

Bu tez calismas1 Etik Kurul Bagvuru Dosyas1 05.01.2015 tarih ve 15 sayili bagvuru
ile T.C. Sakarya Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 21.01.2015 tarih
ve 17 sayil Etik Kurul Karar1 ile 22.01.2015 tarihinde onay alarak hazirlanmstir.
Etik kurul onay1 Ek 2’dedir.

3.3. KULLANILAN MALZEMELER

e Ependorf tiip

e Mikropipet ve mikropipet ucu (Almanya, Amerika Birlesik Devletleri)

e Aerosol filtreli pipet ucu (Amerika Birlesik Devletleri)

e Immunokromatografik test: True Line Rota/Adeno Kaset Test® (Biocare
Diagnostic, Zhunzai, Cin Halk Cumhuriyeti)

e Fosfat tamponu: AMRESCO® Phosphate Buffered Saline Tablets (Fosfat
Tamponlu Tuzlu Tablet), Kod: E404-100TABS (Solon, Ohio, ABD)

e DNA/RNA izolasyon kiti: QIAGEN EZ1® Viriis Mini Kit v2.0 (Almanya )

e PCR Kkiti: MutaPLEX® GastroSysl Multipleks Real time RT-PCR Kit
(Almanya)
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3.4. ORNEKLERIN TOPLANMASI VE SAKLANMASI

Calismamizda 2015-2016 Aralik-Mayis (kis-ilkbahar) doneminde Saglik Bakanligi
Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Merkez Kampiisii ve Dogumevi
acil servis, cocuk polikliniklerine ishal ve kusma sikayetiyle bagvuran ve yatan hasta
servisinde ishal ve kusma belirtileri olan 0-15 yas arasi c¢ocuklardan tetkik-tani
amaciyla alman gaita Ornekleri kullanilmistir. Hastalardan ayrica gaita Ornegi
istenmemistir. Ornekler Sakarya Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi ve Tibbi
Mikrobiyoloji ~ Laboratuvarinda  calisilmistir.  Ishal  yakmmasiyla pediatri
polikliniklerine ve acile bagvuran ya da hastanede yatarken ishal gelisen cocuklar

icin 7 sorudan olusan anket formu ile demografik bilgiler elde edilmek istenmistir.

Hastalardan alinan gaita kabindaki 6rnekler, oncelikle Rota/Adenovirus ICT test Kiti
ile test edilmis ve Rotavirus ya da Adenovirus pozitif sonu¢ aliman (Rotavirus ya da
Adenovirus bakimindan en az biri pozitif ¢ikan) (n=67) 6rnekler ile Rota/Adenovirus
negatif ve bakteriyel/paraziter olarak negatif sonu¢ alinan (ishalli olan hastalardan
alman ancak negatif ¢ikan) (n=17) Ornekler de (toplam 84 6rnek) ¢alismaya dahil
edilmistir. Bu 6rnekler 1.5 ml’lik 2 ayr1 ependorf tiiplere uygun bir sekilde alinarak

ve numaralandirilarak -80°C de saklanmustir.

3.5. IMMUNOKROMATOGRAFIK TEST

84 hasta ¢ocuktan alman gaita ornekleri True Line Rota/Adeno Cassette Test®
(Biocare Diagnostic, Zhunzai, Cin Halk Cumhuriyeti) kiti ile test edilmistir. Test taze
gaita Ornegi ile calisilmistir. Gaita 6rnegi oda sicakliginda (15-20°C) en fazla 6 saat
durabilir. Daha ge¢ calisilacak Ornekler buzdolabinda (+4°C) en fazla 72 saat
saklanabilir. Immiinokromatografik test (kaset test) su sekilde calisilmustr;

¢ Gaita kabinin kapagi dikkatlice agild1.
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Test kiti i¢indeki tiipteki soliisyona bir miktar (sulu ise 2 damla ya da 50 pl)
gaita alarak iyice calkalandi ve soliisyon iginde homojen bir sekilde
dagilmas1 saglandi.

Daha sonra iginde homojenize olmus gaita bulunan tiipiin ucu kirild.

Ucu kirilmis tiipteki homojenize olmus soliisyontgaita karigimindan kit
icindeki kart test kuyucuguna 2- 5 damla (80 pl) kadar damlatildi.

Net sonug vermesi i¢in 10-15 dakika kadar beklendi.

Kart test tizerindeki kontrol ¢izgisi (C bolgesi) hi¢ goriilmediginde test
gecersiz kabul edildi.

Kart test iizerinde kontrol ¢izgisi (C ¢izgisi) ve sadece Adeno (A bolgesi)
goriiliirse Adeno pozitif, kontrol ¢izgisi (C ¢izgisi) ve sadece Rota (R bolgesi)
cizgisi belirgin halde goriildgiinde Rota pozitif, kontrol ¢izgisi (C ¢izgisi) ve
Adeno ve Rota ¢izgileri belirgin halde goriildgiinde Adeno ve Rota pozitif,

sadece kontrol ¢izgisi belirgin halde goriildgiinde de negatif sonu¢ kabul
edildi.

3.6. ORNEKLERIN DNA/RNA IZOLASYONU VE PCR ISLEMIi

3.6.1. ON iISLEM

[zolasyondan dnce gaita drnekleri sirasiyla asagidaki islemlerden gegirildi;

-80°C deki &rnekler oda sicakligina ¢ikartildi, ¢dziinmesi beklendi.
On islem asamasmda kullanilacak Fosfat tamponu icin phosphate buffered
saline tabletinden 1 adet uygun steril bir kapta 1000ml deiyonize suda eritildi.
Coziinen ornekler tizerine AVE eklenir, homojenize olmasi igin 10 saniye
kadar vortekslendi.
Her bir 6rnek i¢in 6rnek numarasi yazili ependorf tiip hazirlandu.
Homojenize edilen 6rneklerden 100ul alinp 6rnek numarasi yazili olan ayri
bir ependorfa aktarilip {izerine 900ul fosfat tamponu eklenip 30sn kadar
vortekslendi.
Vortekslenen 6rnekler 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ornekler +70°C de 10 dakika 500 rpm’de 1sitma 6zelligi olan galkalayicida
inkiibe edildi.

17



Inkiibasyon bittikten sonra izolasyon asamasina gegildi.

3.6.2. DNA/RNA iIZOLASYONU

Orneklerin bir kismu1 EZ1 ADVANCED otomatik izolasyon cihazinmn viriis el
kitapgig1 protokoliine gore izole edildi. EZ1’e (Qiagen, Almanya ) orneklerin
hazirlanis1 ve yiiklenmesi sirastyla asagidaki gibi yapildi.

1. Her bir 6rnek i¢in 1,5 mI’lik bos tiip tizerlerine 6rnek numaralar:1 yazilarak cithazin
calisma rack’inm Al (B1, C1, D1, E1 ve F1) pozisyonuna yerlestirildi.

2. A2 (B2, C2, D2, E2 ve F2) pozisyonuna; pipet uclar1 ve uglar1 tutan hazneler
yerlestirildi.

3. A3 (B3, C3, D3, E3 ve F3) pozisyonuna; 60’ar ul (56,2 buffer + 3,8 carier RNA)
hazirlanan C-RNA + Eliisyon Buffer (AVE) + Internal Control (IC) karigimi i¢eren
1,5 ml’lik tiipler yerlestirildi.

4. A4 (B4, C4, D4, E4 ve F4) pozisyonuna; 400 pl’lik 6n islemden gecmis gaita
ornegi iceren 2 ml’lik tiipler yerlestirildi.

5. Calisma rack’1 cihaz i¢ine uygun bir sekilde yerlestirilir ve cihaz 150ul eliisyon
almacak sekilde ayarlandi.

[zolasyonu tamamlanan &rnekler cihazdan gikartildi ve PCR islemine gecildi. Eger

PCR islemi hemen yapilmayacaksa eliisyonlar -20°C’lik derin dondurucuda saklandu.

3.6.3. PCR Asamasi

Orneklerin izolasyonu yapildiktan sonra PCR islemine gegilmeden once kullanilan
PCR (MutaPLEX® GastroSys 1 real time RT-PCR Kkit) kitinin kullanim
kilavuzundaki protokole uygun olarak cihazin kurulumu tablodaki gibi yapildi. Bu
kit ile Rotavirus ve Norovirus (G1 ve G2) RNA’s1 ile Adenovirus DNA’s1 kalitatif

olarak saptanabilmektedir.
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Tablo 3. Gergek zamanli RT-PCR sicaklik ayart.

TANIM ZAMAN  SICAKLIK  DONGU SAYISI
Ters transkripsiyon 10 dk 45°C 1

Ik denatiirasyon 5 dk 95°C 1
cDNA amplifikasyonu

Denatiirasyon 10 sn 95°C 45
Kaynastirma- uzatma 40 sn 65°C *

:gﬁiﬁsamadan sonra islem sonuglar1 elde

PCR asamasi i¢in O6rnek sayisina gore master mix hazirlanir. PCR kitinin kullanim

kilavuzuna gore Master mix hazirlanis1 tablodaki gibidir.

Tablo 4. Master mix hazirlanisi.

Reaksiyon i¢in hacim miktari Master mix hacimi
15.8 ul reaksiyon mix (Al) 15.8 ul X (N+1)
0.2 ul Enzim (A2) 0.2 pul X (N+1)

0.2 ul kontrol RNA (A5) 0.2 ul X (N+1)

* (1:10 diliie et: sulandir)

Izole edilen drnekler icin 6rnek sayismin 2 fazlasi kadar (pozitif ve negatif kontrol
icin) 100ul’lik PCR tiipii hazirlanir ve her bir PCR tiipiine 16 pl Master mix ve drnek
numara swrasma gore her bir Ornekten 4 ul eklenerek PCR tiipiiniin kapaklar:
kapatilip cihaza yerlestirildi. Yaklasik 2 saatlik PCR asamasmdan sonra sonuglar
analiz edilerek yorumlandi. Analiz ekran goriintiileri Sekil 3-5‘de gosterilmistir.
Orange kanali Rotaviriis, Red kanali Adenoviriis, Green kanali Noroviriis analizini

gostermektedir.
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3.7. ISTATISTIK

Calismamizda hastalara ait Orneklerin PCR-ICT sonuglarmin frekans analizleri,
Pearson korelasyon testi (r degeri), ROC curve testi, sensitivite (duyarlilik) ve
spesifite (6zgiilliik) hesaplamalar1 yapilmistir. Pearson korelasyon analizinde; r<0.2
ise ¢cok zayif iligski yada korelasyon yok, 0.2-0.4 arasinda ise zayif korelasyon, 0.4-
0.6 arasinda ise orta diizeyde korelasyon, 0.6-0.8 arasinda ise yiiksek korelasyon,
0.8> ise ¢ok yiiksek korelasyon oldugunu gostermektedir. ICT testlinin miiltipleks
PCR’a gore gore tanisal performansini belirlemek icin ROC egrisi altindaki alan
(AUC), duyarhlik, ozgillik ve pozitif ve negatif prediktif degerler hesaplandi.
Hesaplanan AUC degeri 1’e yaklastikca testin referans yonteme uyumu agisindan
daha degerli kabul edilmektedir. Calismalarda IBM SPSS 22.0 versiyonu (IBM
Corp., Armonk, NY, ABD) kullanilmistir. p degeri <0.05 anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Saghk Bakanhg: Sakarya Universitesi Egitim ve Arastrma Hastanesi Merkez
Kampiisii ve Dogumevi Kampiisii poliklinik, acil ve yatan hasta servislerine 2015-
2016 yillarmin ilkbahar kis doneminde basvuran ¢ocuk hastalardan gaita Ornekleri
alinmistir. Alinan gaita Ornekler immiinokromatografik test ile Rotavirus ve
Adenovirus agisindan test edilmistir. Bu 6rnekler iginden 84 tanesi PCR yontemi ile
Rotavirus, Adenovirus ve Norovirus agisindan arastirilmistir. Immiinokromatografik

test sonucu ve PCR yontemi Adenovirus ve Rotavirus sonuglari karsilastirilmistir.

Caligmaya dahil edilen 84 hastanin demografik verileri incelendiginde; 42’sinin
(%50) kiz, 42’sinin  (%50) erkek hasta oldugu; 57’sinin (%67.9) 0-24 ay arasi,
16’smin (%19) 25-60 ay arasi, 11’inin (%13.1) ise 60 ay istli hastalar oldugu
belirlenmistir. Bu hastalarn 17’sinin (%20.2) kirsalda, 67’sinin (%79.8) kentte
yasadigi; 60’min (%71.4) sebeke suyu, 2’sinin (%2,4) kuyu suyu, 11’inin (%13.1)
sise damacana suyu, 5’inin (%6) kaynatma su, 6’sinin (%7.1) ise aritma suyu
kullandig: tespit edilmistir. Ayrica 79 unun (%94) tarim-hayvancilik iliskisi olmadigi
ve 5’inin (%6) tarim-hayvancilik iligkisi oldugu; 83 hastanin asisiz, 1 hastanm ise
Rotavirus asist oldugu anket verileri dogrultusunda belirlenmistir. 84 hastanin
hastane verileri incelendiginde 34’iiniin (%40.5) poliklinik, 20’sinin (%23.8) yatan

hasta ve 30’unun (%35.7) acil servise bagvurdugu tespit edilmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Hastalara ait demografik veriler.

Demografik ozellikler SAYI YUZDE
0-24 AY 57 67,9
25 AY-60 AY 16 19
YAS 60 AY UZERI 11 13,1
Total 84 100
ERKEK 42 50
CINSIYET Kiz 42 50
Total 84 100
POLIKLINIK 34 40,5
o YATAN 20 23,8
KLINTK ACIL 30 35,7
Total 84 100
KIRSAL 17 20,2
YASADIGI YER KENT 67 79,8
Total 84 100
SEHIR SEBEKESI 60 71.4
KUYU 2 2,4
SISE/DAMACANA 11 13,1
KULLANILAN SU KAYNATMA 5 6
ARITMA 6 7.1
Total 84 100
VAR 5 6
TARI MiIEiAS\;(\{éiNu LIK YOK 29 94
Total 84 100
EVET 1 1,2
ASI HAYIR 83 98.8
Total 84 100

Caligmaya dahil edilen 84 hastaya ait gaita 6rneginin (Rota/Adeno en az biri pozitif
67 ornek ve 17 negatif 6rnek) Rotavirus sonuglari; ICT yontemi ile 62’si (%74)
pozitif, 22’si (%26) negatif; gercek zamanli PCR yontemi ile 49’u (%58.5) pozitif,
35’1 (%41.5) negatif olarak tespit edilmistir. Rotavirus i¢in ICT ve PCR sonuglar1
sayl ve ylizdeler seklinde Tablo 6’da verilmistir. Rotavirus i¢in ICT ve PCR
sonuglar1 analiz edildiginde iki test arasinda anlamli uyum oldugu ancak orta
diizeyde uyum oldugu gozlenmistir (Rotavirus ICT/Rotavirus PCR r:0.540,

p<0.001). Ger¢ek zamanl PCR referans yontem kabul edildiginde; Rotavirus ICT
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duyarliligt; %93, 6zgiilligii; % 54.3, PPD; %74, NPD; %76.4 olarak hesaplanmustir.
ICT testi ile Rotavirus icin 3 ornekte (%3.5) yanlis negatif, 16 ornekte (%19) ise

yanlig pozitif oldugu tespit edilmistir. Rotaviriis ICT/PCR ROC egrisi Sekil 6’da
gosterilmistir (AUC degeri; 0.741).
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Sekil 6. Rotaviriis ICT/PCR ROC egrisi.

Tablo 6. Rotavirus i¢in ger¢cek zamanli PCR ve ICT pozitif-negatif say1 ve yiizdeleri.

ROTA GERCEK ZAMANLI PCR Total
POZITIF NEGATIF
N % N %
POZITIF 46 55 16 19 62
ROTAICT
NEGATIF 3 35 19 22,5 22
Total 49 58,5 35 41,5 84
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Calismaya dahil edilen 84 hastaya ait gaita 6rneginin (Rota/Adeno en az biri pozitif
67 ornek ve 17 negatif 6rnek) Adenovirus sonuglari: ICT yontemi ile 5’1 (%6)
pozitif, 79’u (%94) negatif; ger¢ek zamanli PCR yontemi ile 40’1 (%48) pozitif, 44\
(%52) negatif olarak tespit edilmistir (Tablo 8). Adenovirus i¢in ICT ve PCR
sonuglarinin say1 ve ylizdeler Tablo 7°da verilmistir. Adenovirus i¢in ICT ve PCR
sonuglar1 analiz edildiginde iki test arasinda anlamli uyum oldugu ancak oldukca
zayif/diisiik diizeyde uyum oldugu gozlenmistir (Adenovirus ICT/Adenovirus PCR r:
0.264, p<0.016). Gergek zamanli PCR (RT-PCR) referans yontem kabul edildiginde;
Adenovirus ICT duyarliligi; %12.5, ozgilligi; %100, PPD; %100, NPD; %55.7
olarak hesaplanmistir. ICT Adenovirus sonuglarindan 35’inin (%42) yanlis negatif
oldugu tespit edilmistir. Adenoviriis ICT/PCR ROC egrisi Sekil 7’ de gosterilmistir
(AUC degeri; 0.438).
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Sekil 7. Adenoviriis ICT/PCR ROC egrisi.
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Tablo 7. Adenovirus i¢in ger¢ek zamanli PCR ve ICT pozitif-negatif say1 ve

yiizdeleri.
ADENO GERCEK ZAMANLI PCR Total
POZITiF NEGATIF
N % N %
POZITIiF 6 0 0 5
ADENO ICT
Total 40 48 44 52 84

Calismamiza dahil edilen 84 hastada (Rota/Adeno en az biri pozitif 67 6rnek ve 17

negatif 6rnek) sadece ger¢cek zamanli PCR yontemi ile Norovirus arastirilabilmis

olup, bu 84 hastanin Norovirus sonuglart: 11’1 (%13) pozitif, 73’1 (%87) ise negatif

olarak bulunmustur (Tablo 8).

Tablo 8. Hastalarin (n=84) ger¢ek zamanli PCR ve ICT yontemlerine gére
Rotavirus, Adenovirus ve Norovirus sonuglari.

POZITIF NEGATIF
n % n %
ROTA ICT 62 74 22 26
PCR 49 58 35 42
ADENG ICT 5 6 79 94
PCR 40 48 44 52
NORO  |pcRr 11 13 73 87

PCR yontemiyle test edilen orneklerden 23 tanesinde Adenoviriis ve Rotaviriis

birlikte pozitif olarak tespit edilmistir. ICT yontemiyle Rota/adenoviriis bakimmdan

negatif ¢ikan 17 6rnek PCR yontemiyle incelendiginde; 6 tanesi Adenoviriis pozitif,

1 tanesi Rotaviriis pozitif, 1 tanesi ise Adenovirlis ve Noroviriis birlikte pozitif

oldugu saptanmustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Basta Rotavirus, Adenovirus ve Norovirus gibi virlisler olmak ftizere virisler,
gastroenterit olgularinin 6nde gelen etkenleri arasindadir. Diyare halen tiim diinyada
ilk swralarda yer alan Olim nedenleri arasindadir. Dolayisiyla, ishal/diyare
vakalarmmda hizli ve dogru bir sekilde tam1 konulmasi ve sivi kaybmin yerine
konulmas: gerekir. Ulkemizde viral gastroenterit etkenlerinin tamsmnda kullanilan
yontemlerin karsilastirildigi az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bu tez calismasinda
ad1 gecen viral gastroenterit viriislerinin tanisinda kullanilan testlerin mukayese

edilmesi amaglanmistir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda kullanilan tam ydntemleri ve bildirilen oranlar

asagida O6zetlenmistir. Bunlar;

0-5 yas arasi gastroenteritli gocuklarda ICT ile Rotavirus antijeni pozitifligi; %12.2-
38.9, Adenovirus antijeni pozitifligi; %4,3-8.2, Rotavirus-Adenovirus birlikte
pozitifligi %0.3-0,86 oraninda bildirilmistir. (Ipek, Paketci, Bozaykurt ve Seren
2009, Balci-Isik, Polat, Coviit, Canural, Goriisen ve Sar1 2010, Tapisiz’mn 2010,
Balkan, Celebi, Celebi ve Altoparlak 2012, Sanal’m 2013, Iraz ve Ceylan 2013,
Yarkm, Yildirim, Celik, Demirhindi ve Koksal 2016).

0-16 yas arasi ¢ocuklarda ICT yontemi ile 2009-2012 yillarinda %16.7-31.8 oraninda
Rotavirus antijeni pozitif bulunmustur (Atalay, Kandemir ve Gékahmetoglu 2013,
Berk ve Kayman’in 2011). Diger bir ¢aligmada ayn1 yontemle ayni yas grubunda
Adenovirus pozitifligi %1-4.4, Rotavirus-Adenovirus birlikte pozitifligi %0.4
oraninda bildirilmistir (Kurtoglu, Inci, Ozdemir ve Baykan 2010, Tekin 2010,
Yiiksel, Celik, Giingdrdii, Ziver, Izmirli, Yakar, Saribas, Aslan ve Kocazeybek
2011).
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Ulkemizde ICT yontemi disinda ELISA ve PCR gibi yontemlerin kullanildig1 sinirly
sayida ¢alisma mevcuttur. Bunlar agsagida sunulmus olup, yapilan taramalarda ICT ve

PCR yontemlerinin karsilagtirmasinin yapildigi bir calismaya ulagilamamastir.

Ozdemir ve ark, Mersin ilinde yaptiklar1 ¢alismada 0-6 yas aras1 363 akut
gastroenteritli ¢ocugun gaita orneginde sandvic ELISA yontemi kullanarak
Rotavirus, Adenovirus ve Astrovirus arastirmig; 161 (%44.4)’inde viral etken
bulmus; viral etkenlerin %72.6 (117)’sinin Rotavirus, %23.6’sinin (38) Adenovirus
ve %3.7’sinin (6) Astrovirus oldugunu bildirmislerdir (Ozdemir, Delialioglu ve
Emekdas 2010). Diger bir ¢alismada ayni yas grubu i¢in ICT ile %12.4 Rotavirus,
%1.9 Adenovirus ve %0.5 Rotavirus-Adenovirus birlikte pozitifligi tespit edilmistir
(Safak 2014).

Samanc1 ve ark, 0-18 yaslar1 arasinda ishal sikayetiyle bagvuran 55035 hastanin gaita
orneginde EIA yontemiyle %14.1 oraninda Rotavirus antijeni tespit edilmistir
(Samanci, Kosker, Celik ve Arag 2018). Diger bir calismada ayni1 yas grubu i¢in ICT
ile % 15.5 Rotavirus pozitifligi rapor edilmistir (ilktag, Sahin, Nazik ve Ongen
2012).

Demiray ve ark.’nin ICT yontemi ile ¢alismada toplamda 7994 c¢ocuk hastadan
%35.7’sinin Rotavirus, %?2.2°sinin AdenovirUs antijeni pozitif oldugu bildirilmistir
(Demiray ve ark. 2016). Akhter ve ark’nin ¢aligmasinda; 50 hasta ¢ocugun gaita
orneginde PCR calisilmis ve 31 ornekten 12 tanesinde viral etken saptanmis olup;
viral etkenlerin 8’inin (%67) Norovirus, 2’sinin (%17) Rotavirus, 1’inin (%S8)
Sapovirus ve 1’inin de (%8) ise Astrovirus oldugu belirtilmistir. Akhter ve ark.
calismalarinda diger ¢alismalardan farkli sonug¢ almalarmin sebebinin kullanilan

yontemlerin farkliligindan ve bolgesel farkliliktan olabilecegini diisiinmiislerdir

(Akhter ve ark. 2014).

Altindis ve ark’nin 2016’da yaynlanan ¢alismasinda 0-6 yas arasi ¢alismaya dahil
edilen ornekler ELISA, RT-PCR ve immiinokromatografik test yontemleri

kullanilarak arastirilmistir. 150 ¢ocugun gaita 6rnegi immiinokromatografik kaset
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test ile arastirilmis, 60 (%40)’mnda Rotavirus pozitif bulunmustur. Rotavirus’un RT
PCR ile arastirildigr 95 olgunun da 15’inde (%15.8) pozitiflik belirlenmistir.
Adenovirus varligi agisindan immiinokromatografik yontemle degerlendirilen 122
gaita Orneginin 6’sinda (%4.91) pozitiflik tespit edilmistir. 92 6rnek ELISA test ile
aragtirtlmis 21’inde (%22.8) Norovirus pozitif olarak saptandigr bildirilmistir
(Altindis ve ark. 2016).

Kirdar ve ark’nin ¢aligmasinda; Rotavirus ve Adenovirus antijen testi ile galisilan
toplam 502 digk1 6rneginde Rota/Adenovirus pozitif bulunan 80 6rnek PCR yontemi
ile  Rotavirus, Norovirus, Astrovirus, Adenovirus ve Bocavirus etkenleri
arastirilmistir. Bu g¢alismada antijen testi ile arastirilan 80 diski Orne§inin 74’1
(%92.5 ) Rotavirus ve 6’s1 (%7.5) Adenovirus olarak bulunmustur. Miiltipleks PZR
yontemi ile arastirildiginda ise 72 (%90) Rotavirus, 6 (%7.5) Norovirus etkeni tespit
edilmistir. Astrovirus ve Adenovirus tespit edilmemistir (Kirdar, Kahyaoglu, Yazici
ve Aydin 2017).

0-5 yas aras1 gastroenteritli 251 cocuktan alman gaita 6rnegi ELISA ydntemi ile
arastirilmis ve PAGE ve PCR yontemi kullanilarak Rotavirus serotiplendirmesi
yapilmistir. Gaita 6rneklerinden 53 (%21.1)’tinde ELISA ile Rotavirus antijeni tespit
edilmis ve tiplendirme ¢alismasi sonucunda 53 6rnegin 31 (%58.5)’inde G tipi, 24
(%45.3)’tinde  1se P tipi rotavirlis bulundugu  bildirilmistir  (Meral,
Bozdayi, Ozkan, Dalgig, Alp ve Ahmed 2011).

Literatiirde mevcut olan uluslararas1 ¢alismalara bakildiginda; viral gastroenterit
etkenlerinin farkli metotlarla arastirildigi ve yontemlerin karsilagtirildigi az sayida

calisma bulundugu goriilmiistiir.

Ticari olarak {iretilen Rotavirus/Adenovirus ICT Kkitlerinin prospektiislerinde
belirtilen duyarliik ve Ozgiillik oranlar1 genellikle %100°e yakin degerlerdir
(https://jcm.asm.org/content/jcm/suppl/2014/12/17/JCM.02251 -

14.DCSupplemental/zjm999093925s01.pdf Erisim Tarihi: 08.05.2019). Ancak bizim

caligmamizda diisiik duyarlilik ve Ozgiilliik oranlar1 saptanmistir. Buna benzer

sekilde; literatiirde Rotavirus ishallerinin tanisinda ICT yonteminin duyarliliginin
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diistik bulundugu bazi ¢aligmalarda rapor edilmistir (Manjula 2013). Weitzel ve ark.
calismasinda; ICT sonuglarinin PCR sonuglarma kiyasla duyarlilik ve 6zgilligiini
Rotavirus i¢in % 75 ve %95, Adenovirus igin %22 ve %84 olarak rapor etmislerdir
(Weitzel, Reither, Mockenhaupt, Stark, Ignatius, Saad, Korkor, Bienzle and Schreier
2007). Literatiirde bulunan az sayida g¢alismalardan bir kisminda disik ve bir
kisminda yiiksek oranlar bildirilmistir (Khamrin, Tran, Chan-it, Thongprachum,
Okitsu, Maneekarn and Ushijima 2011, Ye, Lambert, Grimwood, Roczo-Farkas,
Nimmo, Sloots, Kirkwood, Whileya 2015).

Literatiirdeki baska bir c¢alismada; yOontemler arasindaki genel uyum oranlari
rotaviriis i¢in %91.5 ve adenoviriis i¢in %85.5 olarak rapor edilmistir. Multipleks
RT-PCR referans alindiginda; ICT yoOnteminin bizim sonuglarimizin aksine
Adenovirus tanisinda performansinin yiiksek oldugunu belirtmislerdir ( Jayoung
Kim, Hyun Soo Kim, Han-Sung Kim, Jae-Seok Kim, Wonkeun Song, Kyu Man Lee,
Sunhwa Lee, Kyoung Un Park, Woochang Lee and Young Jun Hong, 2013). Bizim
calismamizda ICT yontemi ile Adenovirus igin %42 oraninda yanlis negatiflik

saptanmigtir.

Multipleks RT-PCR, epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilan 6nemli bir tani teknigi
haline gelmistir. RT-PCR yontemiyle, P ve G tiplerinin belirlenmesine izin verir
genotiplendirme ile farkliliklarinin daha iyi tanimlanmasi saglanir (Dormitzer 2015,

https://www.sciencedirect.com Erisim Tarihi: 08.05.2019).

Diski 6rneklerinde Rotavirus saptanmasi i¢in yedi ticari Rotavirus antijen tesinin in
house PCR yontemiyle karsilastirildigi bir ¢alismada, test duyarhiliklar1 %80 ile
%100 arasinda iken, 6zgiilliikleri bir ticari ICT Kiti i¢in %54.3 ve diger analizler i¢in
%99.4 ile %100 arasinda bulunmustur. Bu nedenle, bir ticari ICT kiti disinda,
digerleri Rotavirus tespiti i¢in genellikle giivenilir olarak rapor edilmistir. (Ye,

Lambert, Grimwood, Roczo-Farkas, Nimmo, Sloots, Kirkwood, Whileya 2015).

ELISA yontemini referans alan calismalarda; ICT ydnteminin ELISA ile uyumunun

yiiksek oldugu, ozgiillik ve duyarliiginin yiiksek, ucuz, kolay temin edilebilen,
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okunmasi kolay, hizli ve kullanish oldugu vurgulanmistir (Depierreux, Coppe,
Leclipteux 2000, Crehalet, Vandenesch, Freydiere 2006, Dhiman, Devi, Singh, Devi
2015). Yine ELISA ile ICT yonteminin karsilastirildigi bir ¢alismada Adenovirus
tanisinda ICT nin tercih edilebilecegi vurgulanmistir (Eita 2012).

Grimwood ve ark. 1981-1992 yillar1 arasindaki ¢alismasinda 4.473 6rnek Elektron
Mikroskobu ile incelenmis; Adenovirus goriilen 6rnekler daha sonra EIA ¢alisiimas,
154 pozitiflik goriilen 6rnegin 138’inde (% 3,4) Adenovirus tespit edilmistir. Ayni
donemdeki 1.553 (%34.7) cocugun diskilarinda ise Rotavirus tespit edildigi
raporlanmistir (Grimwood, Carzino, Barnes ve Bishop 1995). Bu ¢alisma oldukga
eski tarihli olup, giliniimiizde elektron mikroskopisi yontemi rutin g¢alismalarda

kullanilmamaktadir.

Bizim kullandigimiz ticari ICT (True line) testi ile ilgili literatiirde baska bir
calismaya rastlanilmamistir. Calismamizda kullandigimiz ger¢ek zamanli PCR kiti
ile diski 6rneklerinde viral gastroenterit etkenlerinden Rotavirus, Adenovirus ve
Norovirus (G1, G2) kalitatif olarak saptanabilmektedir. Bilindigi {izere lilkemizde ve
diinyada Norovirus tanisi i¢in yaygin olarak kullanilan gilinliik bir rutin tani kiti
bulunmamaktadir. Son yillarda giderek yaygimlasan ¢ok sayida bakteriyel, viral ve
parazit etkeninin bir arada analiz edilebildigi molekiiler test panelleri bulunmaktadir.
Bu testlerin fiyatinin yiiksek olamas1 gibi bir dezavantaji olmasina ragmen kullanimi
hizla yaygmlasmaktadir. Astrovirus, Sapovirus ve Norovirus etkenlerini de birkag

saat gibi kisa bir siirede saptayabilmeleri ise dnemli bir avantajdir.

En sik karsilasilan viral gastroenterit etkenleri Rotavirus ve Adenovirus tanisi i¢in
cok yaygin olarak ICT kullanilmaktadir. Ancak calismamizda da goriilecegi lizere;
ICT ile Rotavirus ve Adenovirus negatif sonu¢ alindiginda diger gastroenterit etkeni
virislerin Klinik tablodan sorumlu olabilecegi goz ardi edilmemelidir. Nitekim
gercek zamanli PCR ile 84 hastanin 11’inde (%13) Norovirus pozitif sonug

almmustir.
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Sonug olarak;

Ulkemizde, viral gastroenterit tani yontemlerinin karsilastirildigi az sayida
calismanin literatiirde mevcut oldugu goriilmiistiir.

ICT ve ger¢ek zamanli PCR yOntemleri arasinda her iki parametre i¢in de anlamli
olmakla beraber Rotavirus i¢in orta ve Adenovirus i¢in diisiikk diizeyde uyum oldugu
saptanmigtir.

ICT yontemi ile Adenovirus i¢in %42 oraninda yanlis negatiflik, Rotavirus igin
%19 oraninda yanlis pozitiflik saptanmistir. ICT; ucuz, hizli sonug¢ alinan, kullanisl,
pratik, donanim gerektirmeyen, kii¢iik laboratuvarlara ve kitle taramalarina uygun bir
testtir.

ICT ile Rotavirus ve Adenovirus i¢in negatif sonu¢ alindiginda diger gastroenterit
etkeni viriislerin de klinik tablodan sorumlu olabilecegi goz ardi edilmemelidir.
Gergek zamanli PCR daha duyarli ve 6zgiil bir yontem olsa da pahali, daha yavas,
donanim gerektiren ve her laboratuvarda kullanilamayan bir yontemdir.

Ulkemizde ve diinyada Rotavirus ve Adenovirus ICT ve PCR test ydntemlerinin

karsilagtirildigi daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
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EKLER

Ek 1: Anket Formu Ornegi

Tarih :...... /...120...
COCUKLARDA ROTA ADENO NOROVIRUS ENFEKSiYONU SORGULAMA FORMU
(2014-2015 KIS)
Ad soyad : Dosya No:
Cinsiyet :
Dogum tarihi(G/A/Y):...../.....[120.... Yas:
Adres-tel :
Semptom : () ishal ()Kusma ()Ates () Karin agrisi () Diger
Hastahigin Baslama Tarihi :
Ornek Alims Tarihi :..../...... /20.....
Yasadigi yer : () Kirsal () Kent
i¢me suyu : ()Sehir sebekesi () Kuyu () sise-Damacana suyu ()
Kaynatiliyor
Tarim yada hayvancilik ile iliski: () Var () Yok
Hasta nerede goriildii: () poliklinik () yatan hasta () Acil
Rotaviriis asis1 2 doz oldu mu : () Hayir () Evetise  ()Rotateq, ()Rotarix
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