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ISTANBUL’UN FARKLI YERLERINDEN TOPLANAN
MIDYE VE KARIDESLERDE ROTAVIRUS, ADENOVIRUS
VE ASTROVIRUS VARLIGININ REAL-TIME PCR
YONTEMI iLE ARASTIRILMASI

OZET

Viruslar gida vasitasiyla en yaygm bulasan patojenlerden biridir.  Virus
kontaminasyonlar1 baslica ¢evrenin atik sularla kirlenmesi vasitasiyla meydana
gelmektedir. Sebzeler, kabuklu deniz Urinleri ve ¢esitli hazir yemekler gibi bir¢ok
farkli gida maddeleri gida kaynakli virutik enfeksiyonlara neden olabilmektedir.
Epidemiyolojik bulgulara gore insana ait enterik viruslar kabuklu deniz rinleri
vasitasiyla en ¢ok aktarilan etyolojik ajan olarak tanimlanmaktadir.

Istanbul sahillerinde midye ve karides yogun bir sekilde satilmakta ve cesitli
yontemlerle pisirilerek tiiketilmektedir. Bu ¢alismada Istanbul’da avlanip tiiketilen
midye ve karides numunelerinde, Real-time PCR yontemi kullanilarak adeovirus,
rotavirus ve astrovirus varligi arastirilmistir.

Bu amagla Nisan (2017) ay1 icinde farkl1 balik¢i teknelerinden, Beylikdiizii Ilgesi’nden
Giirpmar Su Uriinleri Hali’nden 8 kg karides numunesi toplanmis ve 400 gramlik 20
partiye béliinmiistiir. Bunun disinda, Biiyiikcekmece Ilgesi’nden Mimarsinan Balik¢1
Barnagi’ndan alinan 3,2 kg karides numunesi 400 gramlik 8 partiye boliinmiistir.
Ayrica, Nisan (2017) ayinda, Beylikdiizii Ilgesi’nden Giirpinar Su Uriinleri Hali’nde
balik¢1 teknelerinden alinan 500 midye numunesi, 25 adetlik 20 partiye bolinmistur.
Rumeli Kavagi’ndan balik satis yerlerinden 350 midye numunesi toplanmis ve 13
partiye boliinmiistiir. Beyoglu’ndan lokantalardan alinan toplam 500 midye numunesi,
25 adetlik 19 partiye boliinmiistur. Tum midye ve karides numunelerinin, hicbir
kimyasala maruz kalmamais, islenmemis ve canli olmasina dikkat edilmistir. Alinan
midye ve karides numunelerinin sindirim dokular1 ¢ikarilarak 18-22 gram olacak
sekilde birlestirilmis ve Real-time PCR yontemi ile analiz edilmistir.

Toplam caligilan 52 parti (1350 adet) midye numunesinin 24 partisinde (%46,15)
adenovirus, 33 partide (%63,46) astrovirus ve 21 partide (%40,38) hem adenovirus
hem de astrovirus saptanmigtir. Rotavirus hicbir midye numunesinde tespit
edilmemistir. Karides numunelerinin higbirinde arastirilan  viruslarin  higbiri
saptanmamistir

Istanbul’da balik¢1 tekneleri, balik¢i diikkanlar1 ve lokantalardan alman midye
numunelerinde yiiksek oranda adenovirus ve astrovirus saptanmis olmasi, gida
giivenligi i¢cin 6nemli bir konu olan enteroviruslarin halk sagligi agisindan énemli bir
risk olduguna isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Midye - Karides - Rotavirus — Adenovirus — Astrovirus — RT-
PCR.
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RESEARCH ON THE PREVALENCE OF ROTAVIRUS,
ADENOVIRUS AND ASTROVIRUS IN MUSSELS AND
SHRIMPS COLLECTED FROM DIFFERENT AREAS OF
ISTANBUL USING REAL-TIME PCR METHOD

ABSTRACT

Viruses are one of the most common pathogens transmitted via food. Viral
contamination can occur mainly through sewage pollution of the environment.
Vegetables, shellfish and a great variety of ready-to-eat foods have been implicated in
foodborne viral infections. Based on epidemiological evidence, human enteric viruses
can be considered as the most commonly transmitted etiological agents by bivalve
shellfish.

Shrimps and mussels are frequently sold along the shores of Istanbul. In this study,
mussel and shrimp samples collected and sold in Istanbul were tested for the
prevalence of adenovirus, rotavirus and astrovirus using Real-time PCR method.

For this purpose, 8 kg shrimp samples were collected in April (2017) from different
fishing boats from the Giirpinar seafood market in Beylikdiizii county and divided into
20 groups of 400 gram each. 3.2 kg shrimp samples were collected from the
Mimarsinan fishers port in Buylkcekmece county and divided into 8 groups of 400
grams each. Moreover, in April (2017), a total of 500 mussel samples were collected
from fishing boats in the Giirpinar seafood market in Beylikdiizii county and divided
into 20 groups with each group containing 25 pieces. 350 mussel samples were
collected from fish selling shops in Rumeli Kavagi county and divided into 13 groups
with each containing 25 pieces. 500 mussel samples were collected from restaurants
in Beyoglu county and divided into 19 groups of 25 pieces. It was made sure that all
samples were collected lively, unprocessed and not exposed to any chemicals. After
collection, for each of the total 52 mussel samples and 28 shrimp samples, 18-22 grams
of digestive tissue were extracted and analyzed with Real-time PCR method.

Of the total 52 tested mussel sample groups (1350 pieces), 24 groups (46.15%)
contained adenovirus, 33 groups (63.46%) contained astrovirus and 21 groups
(40.38%) contained both astrovirus and adenovirus. Rotavirus was not detected in any
of the tested mussel samples. Rotavirus, adenovirus and astrovirus were not detected
in any of the analyzed shrimp samples.

The fact that adenovirus and astrovirus were detected in high ratios in the tested mussel
samples, which were collected from fishing boats, fish shops or restaurants in Istanbul,
indicates the necessity of further research in the field of enteric viruses as a significant
issue from the perspective of both food safety and public health.

Keywords: Mussels - Shrimps - Rotavirus — Adenovirus — Astrovirus — RT-PCR.
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1. GIRIS

Gidanin ve suyun viruslarla kontaminasyonu insan sagligi icin 6nemli tehlikelere yol
acmaktadir. Birgok gida maddesi gida kaynakli salginlarda onemli rol oynamakta,
ancak kabuklu deniz driinleri, soguk yemekler ve taze iiriinler (meyve ve sebzeler) en
Onemli tagiyict olarak sayilmaktadir. Son yillarda ahududu (Ponka ve dig., 1999), cilek
(Gaulin ve dig., 1999), kuyu suyu (Beller ve dig., 1997) ve istiridye (Kohn ve dig.,
1995) viral gida kaynakli salginlarin kaynagi olarak saptanmuistir.

Kabuklulara virus kontaminasyonunun kaynagi sularin diskiyla kirletilmesi olup, taze
tirtinlerin kontaminasyonu ise kirletilmis sulama veya yikama sular1 kullanilmasi, gida
hazirlanan veya isleyen ve enfekte olan gida calisanlari veya taze iirlinlerin kirletilmis

ylzeylerle temas etmesi vasitasiyla meydana gelmektedir (Goyal, 2006).

Virusla bulasmis sularda yetisen ve bu sulardan elde edilen kabuklu deniz hayvanlar
gastroenterit ve hepatit hastaliklarinin iyi belgelenmis kaynagi olarak taninmaktadir
(Dienstag ve dig., 1976; Richards, 1987). Kabuklular, filtrasyonla beslenen hayvanlar
olduklarindan dolay1, onlarin yenilebilir dokularinda virus ve bakteriler yogunlagma
egilimi gosterirler ve bu ylizden kabuklularda bu mikroorganizmalarin
konsantrasyonun cevreleyen sulardan ¢ok daha yuksek olmasi beklenilmektedir (Abad
ve dig., 1997a).

Kirletilmis atik sularda insanlarda farkli hastaliklar yapan ylizden fazla virus tiirti
bulunmaktadir. Bu viruslar insanlarda hepatit, gastroenterit, menenjit, ates, isilik,

konjunktivit gibi hastaliklara neden olabilmektedir (Craun, 1991).

Rotaviruslar ishal sebebiyle bir milyon ¢ocugun 6lmesinden sorumlu tutulmaktadir
(Farthing, 1989). Adenovirus, Astrovirus, Norwalk, Hepatiti E ve diger kiigiik
yuvarlak bicimli viruslar da énemli viruslardir ve kirletilmis suyun veya kabuklu deniz

tirtinlerin tiiketilmesiyle bulagabilmektedir (Bosch, 1998).

Ishal diinya capinda bes yas ve alt1 cocuklarin ikinci 6nde gelen 6liim nedeni olarak
sayilmakta, her y1l 525,000 ¢ocugun 6lmesinden sorumlu olmaktadir. ishal birkag giin

strebilir ve vicudu hayatta kalmak icin gerekli olan su ve tuzlardan yoksun
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birakmaktadir. Gegmiste, insanlarin ¢ogu i¢in ishal Oliimiiniin baslica nedenleri
siddetli dehidrasyon ve s1vi kaybiydi. Simdi, septik bakteriyel enfeksiyonlar gibi bagka
nedenler de ishal ile iligskili olan oliim vakalarin artan oranmin artmasia neden

olmaktadir (WHO, 2017).

Diinya Saglik Orgiitii'niin Gida Kaynakli Hastaliklar Epidemiolojisi referans grubunun
(Foodborne Disease Burden Epidemiology Reference Group) ilk bulgulara gore,
2010'da bdtin dinyada tahmini 22 farkli gida kaynakli enterik hastaligi 582 milyon
olay1 meydana gelmis ve 351.000 6liim vakasi olmustur. Daha ileri tahminler, 6lim
vakalarmin biiyiik kismindan sorumlu olan gida kaynakli enterik hastalik ajanlari
Salmonella Typhi (52.000 6liim vakast), enteropatojenik Escherichia coli (37.000) ve
norovirus (35.000) oldugunu gostermektedir. Bulagsmis gidanin tiiketilmesinden
kaynaklanan enterik hastaliklardan muzdarip olan kisilerin %401 bes yas ve alti
cocuklardir (WHO, 2015).

Cocuklar, erken cocukluk déneminde grup A rotaviruslar, enterik adenoviruslar,
astroviruslar ve caliciviruslar ile enfekte olabilmekte, bu virusa karsi kism1 bagisiklik
kazanabilmektedirler (Glass ve dig.,, 2001). Cocukluk viruslart denilen
mikroorganizmalar ¢ocuktan ¢ocuga tesadiifi temas ve fomitler vasitasiyla kolaylikla

aktarilabilmektedirler (Richards, 2006).

Gida kaynakli bircok bakteriyel hastaliklarin aksine, gida kaynakli virus
hastaliklarinin insidensininin belirlenmesi zordur. Kismen ¢iinki bahsedilen viruslar,
hepatit E virusu disinda, insanlar arasinda gabuk bir sekilde yayilmaktadir. O nedenle,
insidens rakamlarin yaninda, gida tiiketmesine bagli tiim hastaliklarin oraninin
degerlendirmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bir¢ok iilkede en yaygin gida kaynakli virus
olan norovirus igin, bir epidemiolojik izleme sistemi bulunmamaktadir. Yine de izleme
sistemi mevcut olan yerlerde, gida kaynakli olan hastaliklart giivenilir bir gekilde
tahmin edebilmek i¢in veriler oldukca yetersizdir (FAO/WHO, 2008).

Tiirkiye’de enterik viruslarin deniz iriinlerinde yayilma orani1 hakkinda daha iyi fikir
olusturabilmek icin ve gelecekte bu yayillmayr engellemek igin gerekli dnlemlerin
almip, gidalart tiiketmeden once dogru sekilde isleyebilmek i¢in, ¢alismamizda
Istanbul’un farkli yerlerinden toplanan midye ve karides numunelerinin rotavirus,
adenovirus ve astrovirusun varhigmin Real-time PCR yontemiyle arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enterik Viruslar

Son yillarda biitiin diinyada gida kaynakli hastaliklarin insidans1 artmakta, viruslar bu
hastaliklarin 6énemli nedenlerden biri olarak kabul edilmektedir. Gida kaynakli
hastaliklara neden olan enterik viruslar, insan bagirsaginda bulunup, insan digkisiyla
viicuttan ¢ikarilip, feka-oral yoluyla aktarilmaktadir. Sindirim sisteminde bulunan tiim
virus tiirleri gida kaynakli patojen olarak taninmamaktadir. Insan diskisinda bulunan
enterik viral patojenler norovirusu (6nceden norwalk benzeri virus olarak da bilinen),
enterovirusu, adenovirusu, hepatit A virusu (HAV), hepatit E virusu (HEV), rotavirusu
ve astrovirusu kapsamaktadir. Bu viruslarin ¢cogu gida kaynakli hastalik salginlari ile

iliskili goriilmektedir (Greening, 2006).

Adenovirus disinda, biitiin enterik viruslar DNA yerine RNA icerirler, nukleik asiti
korumak i¢in protein kapside sahiptirler ve zarfsizdirlar. Mecburi parazit
olduklarindan dolayr enterik viruslar ¢evrede ve gidada inert parcaciklardir ve bu
ortamlarda ¢ogalamazlar. Cogalabilmek i¢in canli hiicrelere ihtiya¢ duymaktadirlar.

Cizelge 2.1°de gida kaynakl viruslarin 6zellikleri gortlmektedir (Greening, 2006).

Enterik viruslar kabuklularda, tatli su, nehir agiz1 ve deniz sularinda 4 °C’de haftalarca
kendilerini enfektif tutabildikleri gosterilmistir (Directorate G., 2002). Virusun yasami
stirdiirebilme siiresinin sicaklikla iligkili oldugu saptanmustir; sicaklik artisi ile ters
orantilidir. Viruslar parcacik maddelere veya sedimentlere bagladigi zaman daha uzun

dayanir ve insan sagligi i¢in daha biiyiik risk olusturmaktadirlar (Jaykus ve dig., 1994).

Enterik viruslar genellikle 1s1 ve eksime dahil g¢evresel zorluklara dayaniklidirlar.
Onlarin biiyiik kismi dondurma ve kurutmaya direngli olup, lipid ¢oziicii maddelerin
bulundugu ortaminda stabildir. 60 °C’de otuz dakikalik pastorizasyonun tiim enterik
viruslarin etkisiz hale getirip getirmedigini belirsizdir. Birgok enterik virus ultra
yiiksek hidrostatik basinca mukavemet gostermekte ve bu teknik su anda kabuklular,
receller, marmelatlar ve siit iirtinleri i¢in yeni bir gida isleme muamelesi olarak

kullanilmaktadir (Wilkinson ve dig., 2001; Kingsley ve dig., 2002).



Cizelge 2.1 Gida kavnakh viruslarm dzellikleri (Greening, 2008)

Firvon i Genom
Virus cinsi Niikleik Morfoloji/ hacini Kiilriir hacmi
veva Firi Aile asitin cesiti  Kalif Simetri () edilebilir* (kch) Hastalik
Adenovirus Adenoviridae dsDNA N tkcosahedral 7090 Y- 2845 Sohnum, géz, ve
gastroenterit enfelcsivonn
Astrovirus Astroviridae (+)ssRNA N tkcosahedral 28-30 Y T-8 (Gastroenterit
Norovirus Caliciviridae (+)ssRNA N ikosahedral 28-35 N 74-7.7  Salgm gastroenterit
Sapovirus Calicivinidae (+)ssRNA N ikosahedral 28-35 N 7417 Gastroenterit
Hepatovirus: Picornaviridae (+) ssRNA N ikosahedral 27-32 Y 7.5 Karaciger iltihabi. hepatit
hepatitis A
virus
Hepevirus: Hepeviridae (+)ssBRNA N ikosahedral 32-34 N 7.2 Karaciger iltihabi. hepatit
hepatitis E
virus
Rotavirus Reoviridae dsRNA N kcosahedral B0—80 Y 16-27 Gastroenterit
Enterovirus Picornaviridae (+)ssRNA N ikosahedral 2830 b 7284 Polivomivelit, meneniit,
ensefalit
Parvovirus Parvoviridae ssDINA M ikosahedral 20-30 N 3 Gastroenterit
Tick-borne Flaviviridae (+)ssRNA N ikosahedral 4560 05-12.5 Sit vasitasryla keneyle
encephalitis gecen ensefalit
virus
Coronavirus Coronaviridae (+)ssBNA Y Spiral 80220 b 2030 Gastroenterit,
solunum enfelcsivonu
Torovirus Toroviridae (+)ssRNA Y Spiral 100-150 Y 2025 Hayvanlarda ve/veva
msanlarda gastroenterit
Picobirnavirus Birnaviridae (+)ssRNA N ikosahedral 35 Hayvanlarda ve/veva
msanlarda gastroenterit

* Bir timriin biitiin suslan kiiltiir edilemez; vabani tiir suslan genelde zorlulkda Liiltir edilebilir
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Enterik viruslarin g¢evresel faktorlere dayanikliligi, memeli bagirsaginin asitik
ozelligine ve onikiparmak bagirsaginin da proteolitik ve alkalik faaliyetine karsi
katkida bulunmakta, viruslarin bu bolgelerden geg¢mesinde ve kalin bagirsakta
kolonize olmasina yardimci olmaktadir. Ayrica, bu 6zellikler enterik viruslarin asidik
ve marine edilen, dondurulmus gidalar ve kabuklu deniz firiinleri gibi az pisirilmis
yemeklerde yasamini siirdiirmesine izin vermektedir. Enterik viruslarin ¢ogunun 10-
100 arasinda ya da hatta daha az bir enfeksiyoz doza sahip olduguna inanilmaktadir.
Dolayisiyla, gidalarda ¢ogalmamasina ragmen, yeterli sayida bulasici virionlar gidada
hayatta kalabilip, tiiketilebilir ve bu sekilde hastalik yapabilmektedirler (Greening,
2006).

Gida kaynakli hastaliklara neden olan viruslarin ¢ogu insan kokenlidir ve virus
kontaminsyonun kaynagi genelde insan diskisindan kaynaklanmaktadir. Gidalarin
virusla bulagmasi gida zincirindeki herhangi bir asamada (hasat dncesi veya sonrasi,
iriiniin toplama zamani, isleme veya dagitma) meydana gelebilmektedir. Taze
iriinlerin kirlenme riskini etkileyen anahtar faktorler suyun kalitesi, gida calisanlarinin
hijyenini kapsamaktadir. Boylece, atik su ile kirlenme ve kotii hijyenik davraniglar

kontaminasyonda dnemli rol oynamaktadir.

Hasat oncesi ve sonrasindaki virus kirlenme olasiliklar1 sayisizdir. Yetistirilen sularin
niteligi kabuklularin kalitesi i¢in 6nemlidir. Kabuklu deniz hayvanlar1 atik su veya
diskiyla kirletilmis sularda yetisirler ise, hasat dncesindeki virus kirlenmesi meydana
gelmektedir. Kabuklu deniz hayvanlar1 agir metal, bakteri ve viruslari kapsayan gida
parcaciklar1 yigarak her saat 4 ve 20 litre su arasinda filtre ederler. Besleme orani
suyun sicakligina, tuzluluga ve gidanin ve parcacik maddenin kullanilabilmesine bagl
olmaktadir. Bakteri ve viruslar solungagtaki mukusa kisilir ve sonra da sindirim bezine
girer ve iginde yogunlasir. Cevreleyen sular yiiksek virus miktar igerirler ise,
kabuklular birka¢ saat iginde yiliksek virus konsantrasyonu yigabilmekte ve bu
konsantrasyon cevreleyen sulardan ylzden bin kata kadar daha yiiksek olabilmektedir
(Greening, 2006).

Taze triinler insan digkis1 iceren suyla sulanabilmek veya yikanabilmekte, yetersiz
hijyenik davraniglara sahip olan alan is¢iler veya gida c¢alisanlar tarafindan
islenebilmektedir. Boyle durumlarda, gida iiriinleri hastalik yapan enterik viruslarla
bulagsmis olmasi beklenilmektedir. Kabuklu deniz iirlinleri, yumusak bdgiirtlen

meyvesi, otlar ve yesil salatalar hasat Oncesi asamasinda en biiyiik virus
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kontaminasyon riski tasiyan gidalardan sayilmaktadir. Koti gida islemesinin
Hollanda’da norovirus ve adenovirusun aktarilmasinda anahtar risk faktorii oldugu

saptanmustir (de Wit ve dig., 2003).

Biitiin gida kaynakli viruslar feka-oral yoluyla aktarilmaktadir. Genelde insanlar igin
konak¢iya Ozgiidiirler, ancak ayni virusun hayvansal suslari bulunabilmektedir.
Viruslar siklikla sadece bir tiirde yetismeyi tercih etmektedirler. Hem insana ait hem

de hayvansal suslar tiim enterik viruslarin cinslerinde bulunmaktadir.

Son zamanlarda gidalarda viruslarin tespitinin metodolojisindeki gelismelerin sonucu
olarak gida kaynakli viruslarin rolu ve kapsami aydinlatilmistir. PCR yontemi dahil
yeni yontemlerin gelistirilmesi ile, kiiltiire edilemez ya da zor kiiltiire edilebilir
viruslarin ¢evrede ve gidalarda, Ozellikle kabuklularda, sik goriilen varhigi
gosterilmistir. Bununla beraber, bu yontemlerin sayesinde viruslarin cevresel
zorluklara karst yanitinin arastirilmasi: ve gidalarda ve g¢evrede enterik viruslarin

davraniglar1 daha iyi anlasilmas1 miimkiin olmustur (Greening, 2006).

2.1.1. Rotavirus

Rotaviruslar Reoviridae ailesine ait olup, 60 — 80 nm arasinda, zarfsiz, ¢ift zincirli
RNA viruslardir ve yirmiyiizlii kapsid simetrisine sahiptirler. 16 — 27 kb blyuk
genomu ¢ift protein katmani ve i¢ c¢ekirdekten olusmus iic katli kapsid ile
cevrelenmistir. DNA’nin onbir bdliimil, alt1 yapisal ve bes yapisal olmayan proteini
kodlamaktadir. Yapisal proteinlerin iki tanesi, VP7 (glikoprotein) ve VP4 (protease ya
da P protein), kapsidin dis kabugunu olusturur ve virusun infektivitesinde 6nemlidir.
Bu iki protein rotaviruslarin serotiplerini tanimlamak i¢in kullanilmakta; rotavirus A
cinsi i¢inde 14 VP7 ve 11 VP4 serotipi bulunmaktadir. Kapsidin i¢ tabakasinin
uzerinde bulunan VP6 proteini grup-6zel antijeni olusturmaktadir ve rotavirus tani
testlerinin baslica hedefidir. Bu proteinin koruyucu immunitenin gelismesinde rol
oynadigina inanilmaktadir. Replikasyon sirasinda RNA’nin bdliimlerinin genomik
tekrar siralamasi meydana gelebilmektedir. Replikasyon agamasinda olgunlagmamis
virus parcaciklar konak hiicresinin endoplazmik retikulumunde gelisirken gegici lipit
zarfi kazanmaktadirlar (Greening, 2006). Sekil 2.1’de bir rotavirus viryonunun

sematik simgelemesi goriilmektedir (Dennehy, 2008).



dsRNA pargasi

Sekil 2.1 Rotavirus viryonunun sematik simgelemesi (Dennehy, 2008)

Rotaviruslar agir1 kosullara diger enterik viruslar gibi ayni1 direnci gostermemesine
ragmen, ¢evrede stabildirler ve 4 °C ve 20 °C’de dahi aylarca depolanabilmektedir.
Kurutmaya direncli olup, fomitler ve yiizeylerin iizerinde yasamini
strdirebilmektedir. 50 °C’de 30 dakikalik 1sitma viruslarin infektivitesinin %99’a
indirmekte, infektivite pH <3,0 ve >10,0’da ¢abuk kaybolmaktadir. Tekrarlanan
donma ¢6zlilme islemleri de viruslarin infektivitesini yok edebilmektedir. Viruslar eter
ve kloroform gibi c¢oziici maddelere ve deoksikolat gibi non-iyonik deterjanlara
dayaniklidirlar. EDTA (Etilenediaminetetraasetik asit) gibi selatlayici maddeler
virusun dis kabugunu bozup, rotaviruslar etkisiz hale getirmektedir. Klorin, fenol,
formalin ve %95 etanol gibi dezenfektanlarla muamele de rotaviruslara karsi etkilidir
(Kapikian ve dig., 2001). Normal pisirme sicakliklar1 rotaviruslari inhibe etmek igin
genelde yeterlidir. Viruslar su ve atik suyun iginde bulunabilir, ayrica igme suyunda
mevcut olan klorin miktarlarina direncli olup, cevrede kalicidirlar. Human
rotaviruslari nehir suyunda 4 °C ve 20 °C’de canli kalabilmektedir (Greening, 2006).
Sekil 2.2’de rotaviruslarin elektron mikroskobik gorinumi  gosterilmektedir
(Gelderblom).



h

-

Sekil 2.2 Rotaviruslarn elektron mikroskobik goriiniimii (Gelderblom)

Rotavirus enfeksiyonunun inkubasyon siiresi 1-2 giindur. Kusma ve sulu ishal dahil
tipik belirtiler ¢abuk gelisip, 3-8 giin devam etmekte ve sikca karin agrisi ve ates ile
beraber goriilmektedir. Ozellikle etkin rehidrasyon tedavisi bulunmayan az gelismis
ulkelerde, dehidrasyon rotavirus hastaligindan kaynaklanan bebeklerin yiiksek 6lum
oranindan sorumlu olmaktadir (Greening, 2006). Virus 5-7 giin siirecince digkiyla
cikarilir ve biiyiik miktarda atilimi (diskinin her garminda 108 — 10! virus pargacig)
ishalin birinci giiniinde baslamaktadir (Bajolet ve Chippaux-Hyppolite, 1998;
Koopmans ve Duizer, 2004). Rotavirus genellikle feka-oral yoluyla ya da bulasmis
eller ve yiizeylerle aktarilabilmektedir. Yetersiz hijyenik sartlar virusun feka-oral
aktarilmasini kolaylastirmaktadir (Bajolet ve Chippaux-Hyppolite, 1998; Dennehy,
2000; Cook ve dig., 2004; Vasickova ve dig., 2005). Rotavirus hastaligi iliman iklimli
ilkelerde daha yaygindir. Salgimnlar tropikal bolgelerde yilin serin ve daha kuru
aylarinda meydana gelmekte, 6zellikle i¢cinde kirletilmis su bulunan ve atik su aritim
sistemi mevcut olmayan yerlerde gortilmektedir (Cook ve dig., 1990; Ansari ve dig.,
1991).

Cok sayida hayvan tiirii, insana ait tiirlerinden farkli rotaviruslar ile enfekte
olabilmektedir. insana ait ve hayvansal rotaviruslar arasinda genetik tekrar siralamasi
meydana gelebilmekte, ancak VP6 antijeni her iki grupta miisterek kalmaktadir.
Hayvansal genetik sira 0zelligine sahip olan reassortant viruslar insanlardan izole

edilmistir (Bajolet ve Chippaux- Hyppolite, 1998; Okitsu-Negishi ve dig., 2004).

Rotavirus enfeksiyonu, dogrudan enfekte olan hayvandan elde edilen et ya da dolayh

¢ig olarak yenilen bulasmis gidalar (meyve ve sebzeler) tiketildikten sonra



gelisebilmektedir (Richards, 2001). Bununla beraber, bir virus enfeksiyonu pistikten
sonra kontamine olmus gidalardan da kaynaklanabilmektedir (Svensson, 2000; Cook,
2001; Cook ve dig., 2004; Vasickova ve dig., 2005).

Human rotaviruslari, 6zellikle grup A’ya ait olanlar, tim diinyada bebekler ve kiglk
cocuklarda viral gastroenteritin ana nedeni olarak kabul edilmekle birlikte ancak 6lim
orani sadece gelisen iilkelerde yiiksektir (Bajolet ve Chippaux-Hyppolite, 1998). Bu
viruslara kars1 antikorlar yaklasik her bes yas altindaki ¢cocukta bulunmasina ragmen,
gelismis tilkelerdeki gocuklarin %20’sinde 6liime neden olmaktadir (Matsumoto ve
dig., 1989). Grup B’ye ait rotaviruslar yetiskinlerde gastroenterite sebep olmaktadir
(Lees, 2000; Vasickova ve dig., 2005).

Rotaviruslar pH 2 ve 37 °C sartlarda bir dakikadan daha az yarilanma dmrini sahip
olup, hizlica inaktive edilmektedir. Bu asidik kosullar midede kasilasilan kosullari
benzemektedir. Bu durum rotavirusun 3 yas ve alti ¢ocuklarda rastlanmasini
aciklayabilir; ¢linkii bu yastaki ¢ocuklarin mide asitligi normaldan daha yiiksektir
(Baert ve dig., 2009). Hastaliklardan Korunma ve Kontrol Merkezi'ne gére (CDC:
Center for Disease Control and Prevention) ABD'de yillik olarak rotavirus hastalig: 3
milyondan fazla meydana gelmekte ve 15.433 olayin gida kaynakli oldugu tahmin
edilmektedir (Todd ve Greig, 2015).

2006 yilindan beri, biitiin dinyada yiizden fazla iilkede iki rotavirus agisinin (RotaTeq,
Merck & Co ve Rotarix, GSK Biologicals) kullanilmasina ruhsat verilmistir (Vasikari
ve dig., 2006; Ruiz-Palacios ve dig., 2006). 2009 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO),
basta ¢ocuklarda yiiksek ishal mortalite oranina sahip olan tilkeler olmak iizere butln
ulkelerin rotavirus asisini kendi milli agilama programina ilave etmesini tavsiye
etmistir. 2014 yilinin sonuna kadar 70’den fazla Ulke, rotavirus asisin1 kendi gocuk
astlama programina eklemistir. Rotavirusa kars1 rutin ¢gocukluk asilamasi uygulayan
birgok (lke, ishal ve rotavirus hastaliginin iizerinde asilamanin ¢ok blyuk etkisi
oldugunu rapor etmistir (Patel ve dig., 2012). Bununla birlikte, Diinya Saglik
Orgiti'niin rakamlarma gére, diinya ¢apinda bes yas altindaki ¢ocuklarda rotavirus
oliim vakalarinin sayis1 2000 yilinda 528.000'den (465.000-591.000 araliginda) 2013
yilinda 215.000%e (197.000-233.000 araliginda) diigmistiir (Tate ve ark., 2016).



2.1.2. Adenovirus

Adenoviridae ailesi dort cinsi kapsamaktadir. Insana ait ve bazi hayvansal
Adenoviruslar Mastadenovirus cinsinin Oyeleridir. Adenoviruslar orta boyutlu (80
nm), zarfsiz DNA viruslar1 olup; elektron mikroskobunda diizenli yirmi yiizlii bicime
sahiptirler (Vasickova ve dig., 2005). Sekil 2.3’te adenoviruslarin elektron
mikroskobik gorunimu gorulmektedir (Perelman School of Medicine).

57, y iitic

Sekil 2.3 Adenoviruslarin elektron mikroskobik goériiniimii (Perelman School of Medicine)

Adenovirus yag ¢oziiciiler ve siddetli pH durumlar1 dahil farkli kimyasal ve fiziksel
ajanlara kars1 direnglidir (Enriquez ve dig., 1995; Thurston-Enriquez ve dig., 2003a,
2003b). Titre azalmadan bir¢ok kez donma ¢oziilme islemlerine dayanabilmekte,
ancak 56°C’de 10 dakikadan fazla 1sitma virusu inaktive etmektedir. Adenoviruslar
¢evrede uzun siire canli kalabilmekte ve bu viruslarin birgok gevresel sartlarda diger

enterik viruslardan daha stabil olduguna inanilmaktadir (Greening, 2006).

Adenoviruslar, insan viicudunun yaklagik her organini kapsayan cesitli klinik
hastaliklar ile iligkili olmaktadir. Adenoviruslar yukar1 (farenjit ve tonsilit) ve asagi
(bronsit, bronsiyolit ve zatiire) solunum sistemi hastaliklari, konjunktivit, sistit ve
gastroenterit gibi bircok hastaliga neden olmaktadir. Degisik ¢alismalarda HAdV un
(human adenovirusu), rotavirus ve norovirustan sonra, bebekler ve genc ¢ocuklarda
akut gastroenteritin {iclincli sebebi oldugu rapor edilmistir (Rezig ve dig., 2006;
Horwitz, 2001). Cins F HAdV (6zellikle serotipler 40 ve 41) akut gastroenterit ile
birlikte daha ¢ok goriilmektedir (Ghebremedhin, 2014; Portes ve dig., 2016). HAdV’la
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goriilen solunum hastaliklar1 genellikle cins B (serotip 3 ve 7), cins C (serotip 1, 2 ve

5) ve cins E (serotip 4) ile birlikte goriillmektedir (Jin ve dig., 2013).

HAdV'lardan kaynaklanan hastaliklarin ¢ogu akut ve kendi kendini sinirlayan
hastaliklardir. Semptomatik evresi kisa olmasina ragmen, tiim adenoviruslar sindirim
sisteminde kalabilmekte ve diskida atilmasi uzun siirebilmektedir (Wood ve dig.,
1988). Adenoviruslar feka-oral yolu ve bulasmis gida ve suyun alimi vasitasiyla
aktarilabilmektedir (Boone ve Gerba, 2007). HAdV'un c¢evrede (Lee ve Kim, 2002;
Cheong ve dig., 2009; Hartmann ve dig., 2013) ve gida matrislerinde (Cheong ve dig.,
2009) yiiksek kararlilik gosterdigini bilinmektedir. Ayrica, Brezilya’ya ait
caligmalarda enterik HAdV'un sucul ortamlarda ¢ok yaygin oldugu rapor edilmistir
(Miagostovich ve dig., 2008; Barrella ve dig., 2009; Moresco ve dig., 2012; Fumian
ve dig., 2013; Prado ve Miagostovich, 2014). Biiyiik olaylar sirasinda meydana gelen
gastroenterit salgilar: ile HAdV u iligkilendiren bir raporu bulunmamakla birlikte Rio
2016 olimpiyat ve paralimpik oyunlarinda, bu viruslarin insan sagligi a¢isindan blyuk
risk olusturdugu kabul edilmistir. Ayrica, bu viruslar sucul ortamlarda insan digki

kontaminasyonunun belirteci olarak sayilmaktadir (Portes ve dig., 2016).

Enfeksiyondan sonra virusun biiyiikk miktar1 aylarca veya yillarca digki ve solunum
salgilarinda atilmaktadir. Enterik adenoviruslarin baslica aktarma yolu feka-oral
yoluyken, enterik olmayan serotipleri ise aerosol ve direkt temas ile aktarilmaktadir.
Adenovirusun su yoluyla aktarilmasi ¢ocuklarda konjunktivite yol agmaktadir. Enterik
adenovirus enfeksiyonlari yil boyunca yayginken, solunum hastaliklar ile ilgili
adenovirus salginlar1 genellikle kisin sonundan yazin sonuna kadar meydana

gelmektedir (Greening, 2006).

2.1.3. Astrovirus

Astroviruslar ilk defa 1975 yilinda taninmig ve virusun elektron mikroskobu altinda
yildizli goriiniimiiyle adlandirilmistir (Madeley ve Cosgrove, 1975). Astroviruslar
Astroviridae ailesine ait olup, Mamastrovirus cinsinin tek tiradur. Astroviruslar 6,8-8
kb genoma sahip olup, 28 — 30 nm arasinda, kiiresel, zarfsiz, pozitif iplik¢ikli, tek
zincirli RNA viruslaridir. Elektron mikroskobu ile astroviruslarin sadece %10’u ture
Ozgii bes ve alt1 koseli yi1ldiz morfolojisinde goriilmektedir. Bundan dolay1 virusun

saptanma verimliligi molekiiler tespit yontemleri ve gelismis kiiltiir teknikleri kesfine
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kadar sinirlt kalmistir (Greening, 2006). Sekil 2.4°te Astrovirus viryonunun gérinimu
gorulmektedir (ViralZone, 2015).

& Viral Zone 2015

FORmAtC S

Sekil 2.4 Kiiresel, zarfsiz ve yirmiyiizlii astrovirus viryonunun goriiniimii (ViralZone, 2015)

Human astroviruslari 2-5 yas ve alt1 gocuklarda iliml1 gastroenteritin sebebi olmakla
birlikte, normalde kendi kendini sinirlayan 2-3 giin sulu ishale yol agmaktadir. invitro
ve hayvanda denemelerine gore, human ve hindi astrovirusunun protein kapsidinin
enterotoksin gibi davrandigi ve bagirsak epitel bariyerinin bozulmasina neden oldugu
ortaya koyulmustur (Meliopoulos ve dig., 2016; Moser ve dig., 2007). Kusma,
astrovirus enfeksiyonunda, rotavirus ve norovirus enfeksiyonundan daha az yaygindir
ve inkubasyon siiresi astrovirus enfeksiyonunda biraz daha uzundur. Yenidoganlarda,
human astrovirusu enfeksiyonunun, doku 6limine sebep olan enterokolit ile iliskili
oldugu iki farkli ¢calismada saptanmistir (Bage1 ve dig., 2010; Chappe ve dig., 2012;
Vu ve dig., 2017).

Human astroviruslar ¢ocuklar ve yetiskinlerde belirtisiz enfeksiyonlara neden olmakta
(Mendez ve Arias, 2007; Mendez-Toss ve dig., 2004), belirti vermeyen gida ¢alisanlari
belirtili calisanlardan gastroenterit salginlarina daha ¢ok katkida bulunmaktadir (Todd
ve dig., 2007). Gida kaynakli enfeksiyonlarin yayilmasinda insana ait astrovirusun
(human astrovirusu) semptom Oncesi, semptom sonrasi ve asemptomatik atilmasinin

anlamini arastirilmasi oldukga 6nemlidir (Bosch ve dig., 2014).

Insani astrovirus ¢ocuklarda akut ishalin nedeni olarak sayilmakta, ishal salginlara ve
bazen de hastaneye yatirmaya sebep olmaktadir. Astrovirus hastalifi genellikle
rotavirus hastaligindan daha ilimhidir. Ayrica, ¢ocukluk ¢aginda sik goriilen astrovirus,

rotavirus ve calicivirus ile koenfeksiyon, epidemiyolojiyi zorlastirmaktadir.
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Astroviruslar ¢cogunlukla gida ve su kaynagindan feka-oral yoluyla aktarilmaktadir
(Yamashita ve dig., 1991; Walter ve Mitchell, 2000; Vasickova ve dig., 2005).

Gida ve su insana iliskin enterik viruslarin yayilmasinda rol oynayabilmektedir
(Bosch, 2007; Koopmans ve dig., 2008). Cesitli human astrovirusu biiyiik salgmnlari
kirletilmis gidanin tiiketilmesiyle birlikte meydana gelmektedir (Matsui ve Greenberg,
1994; Mitchell ve dig., 1995; Oishi ve dig., 1994). Ayrica, digki ile bulagsmig fomitler
gunlik bakim merkezleri, hastaneler, bakimevleri ve askeri tesisler gibi kurumlarda
saptanan bir¢ok salginlara neden olmaktadir (Abad ve dig., 2001; Gallimore ve dig.,
2005). Bununla birlikte, sudan kaynaklanan human astrovirusunun aktarilmasi, genel
populasyonun sindirim morbiditesinin riski olarak kabul edilmistir (Gofti-Laroche ve
dig., 2003). Astrovirusun icme suyu (Abad ve dig., 1997b), tatli su ve deniz suyunda

saglamlig1 bu virusun ¢evresel yayilmasini desteklemektedir (Bosch ve dig., 2014).

Human astrovirusu, enfekte olan kisilerin diskisinda ¢ok yiiksek sayida atilmaktadir.
Virusun atilmas: digkinin her graminda 10 genoma kadar ulasabilmektedir
(Caballero ve dig., 2003). Atik su aritma uygulamalari patojen viruslarin tam yok
edilmesini garanti etmemekte, aritilmis ve aritilmamig atik sularda bulunan human
astroviruslar ¢evreye bulasabilmekte (Le Cann ve dig., 2004; El-Senousy ve dig.,
2007) ve deniz suyu, tatli Su ve yeralt1 suyunun kontaminasyonuna sebep olmaktadir
(Pinto ve dig., 1996; Le Guyader ve dig., 2000). Klor, diger dezenfektanlar ile igme
suyunun muamelesinde rutin olarak kullanilir ve suda human astrovirusunun inaktive
etmek icin yararlidir (Abad ve dig., 1997b; Superti ve dig., 1990). Sekil 2.5'te human

astrovirusunun gevresel yayilmasinin yollar1 gosterilmistir (Bosch ve dig., 2014).

Enfekte birey
Deniz suyu B — Tatli su Yeralti suyu
Kabuklu deniz i Bitkisel Grtnler
hayvanlan Havuz suyu Ig‘me suyu Yumusak meyveler

l l l l

Duyarh birey

Sekil 2.5 Human astrovirusunun gevresel yayilmasinin yollar: (Bosch ve dig., 2014)

13



Kabuklu deniz hayvanlari, bulagmis sularla sulanan marul, yesil sogan ve diger yesil
sebzeler gibi taze urinler, cilek ve ahududu gibi yumusak meyveler hasat oncesi
asamasinda human astrovirusu ile kirletilebilen duyarli gidalar arasinda yer almaktadir
(Pinto ve Bosch, 2008). Bu gida iiriinleri tliketimden 6nce genellikle yok dereceye
kadar az islem gormekte ve dolayisiyla insana iligkin enterik viruslarin fomitleri olarak

hizmet verebilmektedir (Kurtz ve Lee, 1987; Bosch ve dig., 2014).

Virusun gida ile aktarilmasinin epidemiyolojik bulgular1 sinirlidir, ama enfeksiyonlar
kirletilmis su ve kabuklu deniz {iriinler tizerinden rapor edilmistir (Oishi ve dig., 1994,
Appleton, 2001). Astrovirus dahil patojenik enterik viruslar kabuklularda RT-PCR ve
hibridizasiyon yoluyla saptanmistir (Le Guyader ve dig., 2000). Midye numunelerinin
(9%50) istiridye numunelerinden (%17) daha Kirletilmis oldugu ortaya koymustur
(Vasickova ve dig., 2005). 1991 yilinda Japonya’da 14 farkli okuldaki binlerce cocuk
ve yetigkinleri kapsayan biiyiik bir akut gastroenterit salgint meydana gelmistir (Oishi
ve dig., 1994). Okul 6gle yemeklerini hazirlayan ortak bir tedarik¢inin salgina neden
oldugu ortaya c¢ikmistir. Kabuklu deniz {riinlerinde belirlenmis astrovirus
genomlarinin saptandig birkag Japon raporu bulunmaktadir ve kontamine istiridyenin
tilketilmesi ile astroviruslarin gida kaynakli gastroenterit salginlarina katkida

bulundugu hakkinda kanitlar bulunmaktadir (Kitahashi ve dig., 1999; Greening, 2006).

2.1.4. Norovirus

Caliciviridae ailesine ait noroviruslar (NV), kicuk ve pozitif-polariteli RNA
viruslardir ve ¢ocukluk ¢agimin ikinci en yaygin akut gastroenteritinin nedeni olarak
taninmaktadir (Rackoff ve dig., 2013). Diinya ¢apinda akut gastroenterit salginlarinin
%50 sinden sorumlu olup, bakteriyel olmayan akut gastroenterit salginlarinin
%90'inda bagslica patojen olarak sayilmaktadir (Da Silva Soares ve dig., 2014).
Hastalarda kusma veya ishal gorilebilmektedir ve karin agrist da yaygindir. Ortalama
inkubasyon siliresi 24-48 saattir ve belirtiler genellikle 12-72 saat arasinda
gecmektedir. Ishalli diski kansiz, mukus icermez ve sulu olabilmektedir. Bazi
bireylerde diisiik dereceli ates gelisebilmektedir. NV bakimevleri ve diger saglik
tesisleri gibi kapali kurumlarda, yolcu gemileri ve immunitesi zayiflamis bireylerde
gastroenteritin genel nedeni oldugu kabul edilmektedir (Da Silva Soares ve dig., 2014;
Clark ve Mckendrick, 2004). NV c¢ogunlukla, bulasmis gidanin veya suyun

tlketilmesi, insandan insana temas ve bulagmis gevreler (fomitler) gibi farkli yollarla
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aktarilmaktadir (Sawyer ve dig., 1988; Chadwick ve dig., 1994; Marks ve dig., 2000;
Maunula ve dig., 2004; Portes ve dig., 2016).

VPI1 amino asitin siralamasmna dayanilarak, NV alti genogrup olarak (GI-GVI)
siniflandirmaktadir. Her bir genogrup ¢esitli genotiplere ayrilabilmektedir ve bugiine
kadar 36 genotipi tanimlanmistir (Caddy ve dig., 2014). NV'un genis genetik
cesitliligine ragmen, 1990 ortalarindan beri, GIl.4 genotipi butin dinyada akut
gastroenterit salginlariyla iligkili olan en yaygin norovirus genotipi oldugu
nitelendirilmektedir (Fankhauser ve dig., 2002; Hasing ve dig. 2013; Vega ve dig.
2014). NV, son derece bulasici, hizli ve dogurganca sagilmasi, siirekli gelisen, smirl
immuniteye neden olan, ilimli virulan, gibi birgok niteligi sunmaktadir. Bu gibi
nitelikler virusun biitiin yas gruplarinda endemik ishalin 6nde gelen nedeni oldugunu,
gida kaynakli hastanin 6nde gelen nedeni oldugunu ve biitiin diinyada gastroenterit
salgilarin yarisindan sorumlu oldugunu agiklayabilmektedir (Patel ve dig., 2009;

Hall ve dig., 2011; Scallan ve dig., 2011; Portes ve dig., 2016).

2.1.5. Hepatit A virusu

Global olarak, her y1l tahmini 1,4 milyon hepatit A virusu (HAV) vakasi ve 200 milyon
asemptomatik tastyict bulunmaktadir (WHO, 2014). lyi hijyenik altyapiya sahip olan
gelismis iilkelerde enfeksiyon orani diisiiktiir ve bu tilkelerin ¢ogu, endemik bolgelere
seyahat eden c¢ocuklar ve yetiskinler i¢in bir agilama programi uygulamistir (Fiore ve
dig., 2006). HAV, insandan insana veya bulagmis gidalar ve su vasitasiyla
yayilabilmektedir (0zellikle az pisirilmis meyve veya hazir gidalar). HAV'un bir gida
calisaninda tespit edilmesi durumunda, maruz kalan kisilere bildirilmekte ve onlara
immunoglobiilin verilmektedir (Fiore ve dig., 2006). Klorin, peroksiasetik asit ve
hidrojen peroksit gibi dezenfektanlarin eklenmesi taze trlnlerde sadece virus sayisini
azaltmasina ragmen, be dezenfektanlar yikama suyu ve taze iiriinleri arasinda ¢apraz
kontaminasyonunun olasiligini diisiirmek i¢in faydali olabilmektedir. Kabuklu deniz
hayvanlarinin temiz suda bekletilerek filtrasyonla temizlenmesi, enfeksiydz virus
parcaciklarinin hayvanin etinden uzaklagmasini garati eimemektedir. Deneysel olarak
bulastirilmis midyelerin 4 giin siireyle temiz suda filtrasyon yaptiriimast HAV ve
rotavirusun (RV) <2 log sayica diismesine yol agarken, human adenovirusu (HAdV)

ve poliovirusun en az 3 log azalmasina sebep olmustur (Baert ve dig., 2009). Asir1
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derecede kontamine kabuklu deniz hayvanlarinin saf suda haftalarca birakilmasi iyi
bir yontem olarak sayilabilmektedir (Baert ve dig., 2009; Todd ve Greig, 2015).

2.1.6. Poliovirus

Poliovirus polyomiyelit hastaligin etyolojik ajanidir (insanlar1 enfekte eden bir akut
viral enfeksiyonudur). Hastaligin farkli belirtileri arasinda vakalarin %1'sinde aseptik
menenjit ve vakalarin %1-1,6'sinda klasik akut flask paralizidir. Hastanin 6liim riskini
arttirarak, solunum ve yutma kaslarimni etkileyen paraliz de meydana gelebilmektedir.
Asemptomatik enfeksiyonlar vakalarin %90-95’i oraninda ortaya ¢ikabilmektedir
(Stupka ve dig., 2012). Poliovirus insandan insana, en dnemli yayilma yolu olan feka-
oral yolu ve bulasmis gidalar ve su vasitasiyla aktarilabilmektedir. Bununla birlikte,
agiz-agiz yolu da bazi olaylardan sorumlu olabilmektedir (Hird ve Grassly, 2012).
Inkubasyon siiresi 2 ve 35 giin arasindadir ve virusun diskida atilimi klinik belirtiler
ortaya ciktiktan sonra 2-3 gun devam edebilmektedir (Mehndiratta ve dig., 2014).
Polio hastaliginin tedavisi bulunmamakta, ancak hastalik ¢ocukluk ¢aginda uygulanan
iki as1 (Parenteral etkisiz hale getiren poliovirus 1,2 ve 3 asis1 (IPV) ve licdegerli
seyreltilmis polio asis1 (tOPV)) sayesinde onlenebilmektedir (Sutter ve dig., 2010;
Portes ve dig., 2016).

2.2. Viruslarin Bulasma Yollari

Viruslar ¢ogunlukla feka-oral yolu vasitasiyla yayilmaktadirlar. Dolayisiyla insanlar
disk1 ile kirletilmis gidalan tiikettikten sonra enfekte olmaktadirlar. Bahsedilen
viruslar, midenin asidik kosulundan gecerek, sindirim sistemine girip, bir enfeksiyonu
baglatmaktadirlar. Bu nedenle, baslica gida kaynakli virus salginlari insanlarin
diskisinda biiylik miktarlarda atilan human viruslarindan kaynaklanmaktadir. Virusun
atilim miktar1 digkinin her graminda 107 virus pargacigimi asabilmektedir. Viruslarin
konake1 digindaki dayanikliligi gida kaynakli virusun aktarilmasimi etkileyen baska
onemli bir faktorii olarak sayilmaktadir. Gida kaynakli viruslarin asit, 1s1, kurutma,
basing, dezenfektanlar ve ultraviyole radyasyonu gibi farkli ¢evresel zorluklara
degisen dayaniklig1 gostermesine ragmen, genellikle saglam tabiatlidirlar ve ¢evrede
iyi bir sekilde canli kalabilmektedirler. Bu nedenle, gidalara bulasma olasilig1 gida

zinciri boyunca oldukca blyuktiur (FAO/WHO, 2008).
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Insanlarda hastaliklara neden olabilen hayvansal viruslar ayr1 bir kategoridir. insan
saglig1 i¢in potansiyel risk olusturan viruslar, gida zincirine hem hayvansal {iriinler
vasitasiyla hem de virus i¢eren diskinin bir gidayi kirlettigi zaman da girebilmektedir.
Boyle viruslar insan poplilasyona gegtiktan sonra, insanlar arasinda daha ileri yayilma
meydana gelebilmektedir. Gida kaynakli bulagma potansiyeline sahip olan hayvansal
viruslar1 hepatit E virusu, yiliksek patojeniteli Avian Influenza (HPAI) H5N1 virusu
(yiiksek patojenik kus gribi virusu), SARS CoV virusu (agir akut solunum sendromu
coronavirus) ve Nipah virusu kapsamaktadir (FAO/WHO, 2008).

2.2.1. AtiKk su ve insan diskisi

Viruslar kanalizasyonla direkt temas yoluyla kazanilabilmektedir. Hepatit A
enfeksiyonu atik su aritim tesislerinde ¢alisanlarda saptanmistir (Cadilhac ve Roudot-
Thoraval, 1996). Baz1 yaygin olarak kullanilan atik su aritma yontemlerinin viruslari
etkili bir sekilde uzaklagtirmak veya inaktive etmek icin yetersiz olduklarin
bilinmektedir. Avrupa, Japonya ve ABD’de yapilan farkli ¢aligmalarda islenmis
kanalizasyon suyunun insan enterik viruslari i¢in hala pozitif oldugunu gosterilmistir
(van den Berg ve dig., 2005; Villar ve dig., 2007; Laverick, Wyn-Jones ve Carter,
2004; Silva ve dig., 2007; Gregory, Litaker ve Noble, 2006; La Rosa ve dig., 2007;
Myrmel ve dig., 2006; Ueki ve dig., 2005). insan kanalizasyonuyla direkt temas

kabuklu deniz hayvanlarinin normal bulagma yoludur.

Gidalarin atik suya bagli kontaminasyonu ile birden fazla virus bulagilabilmektedir.
Bunun sonucu olarak, insanlar es zamanlhi birden fazla virus susu ile enfekte
olabilmektedirler (Le Guyader ve dig., 2006; Symes ve dig., 2007). Genellikle bir tlre
ait birbirleriyle baglantili virus suslarinin bulunmasi ve bir konakgida (hiicre)
¢ogalmasi yeni virus suslarinin evrimi i¢in elverisli bir ortam saglayabilmektedir. Bu,
iki yoldan biriyle olusabilmektedir. Birinci yola rekombinasyon denir ve noroviruslar
icin ispat edilmistir (Reuter ve dig., 2006; Bull, Tanaka ve White, 2007). Rekombinant
noroviruslarin asil virus suslarindan farkl 6zellikleri bulundugu hakkinda herhangi bir
kanit bulunmamasina ragmen (Simmonds, 2006), rekombinant viruslarin
beklenilmeyen davranis1 gida giivenligi agisindan potansiyel bir endisedir. Ikinci yola
ise genomik tekrar siralamasi denir. Genomik tekrar siralamasi islemi tek bir hiicrenin
koenfeksiyonundan sonra iki virus nesillerinde meydana gelip, yeni viruslarin

olusmasina yol acabilmektedir. Ayrica, hayvansal rotaviruslarinin insan
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populasyonuna girisi (zoonoz) meydana gelebilmektedir (lturriza-Gomara ve dig.,
2001). Butun bu mekanizmalar bireysel olarak ve kombinasyon halinde virus

suglarinin ¢esitliligine katkida bulunur.

2.2.2. Enfekte olan gida ¢alisanlar:

Viruslar normalde enterik viruslarla enfekte olan kisilerinin digkisinin her graminda
107 virus parcacigimi asan seviyelerde tespit edilmektedir. Fomitlerde virus
parcaciklarinin miktart belli degildir. Viruslara maruz kaldiktan 12 saat sonra enfekte
olan kisiler viruslar digkiyla ¢cikartmaya baslayabilmekte ve bu olay virus tiiriine gére
haftalarca devam edebilmektedir (Rockx ve dig., 2002). Dolayisiyla, enfekte olan
kisiler belirti gelistirmeden 6nce ve hatta iyilestikten sonra virus pargaciklar1 digkiyla
atmaktadir. Bununla beraber, asemptomatik enfeksiyonlar olduk¢a yaygindir.
Ornegin, bir salgin olaymda norovirus gastroenterit hastaligindan muzdarip olmayan
kigilerin %19’unda saptanmistir (Vinje, Altena ve Koopmans, 1997). Ayrica,
Hollanda’da yapilan bir ¢alismada belirti vermeyen kisilerden alinan numunelerin
%b5,2’sinde norovirus varligini saptanmustir (de Wit ve dig., 2001). Ingiltere’de yapilan
yeni bir ¢alismada asemptomatik sacilma diizeyinin daha da yiiksek oldugunu ortaya
koymustur (Amar ve dig., 2007).

Gida calisanlari, viruslart kendi digkiyla sactiginda, bebek bezlerini degistirdigi veya
tuvalet alanlar1 temizledigi ve uygun kisisel hijyeni uygulamadigi durumlarda kendi
ellerini insana ait enterik viruslarla bulagtirabilmektedirler. Ayni viruslar insan
derisinden (eller) gidalara ve cansiz yiizeylere kolayca aktarilabilmekte (Bidawid,
Farber ve Sattar, 2000; Bidawid ve dig., 2004) ve bu cansiz ylizeyler gidalarla temasa
girerlerse ikincil bir kirlenme kaynagi olarak hizmet etmektedirler. Insan
muamelesinden kaynaklanan bir virus kontaminasyonu gida zincirindeki (tarladan
sofraya) herhangi bir asamada meydana gelebilmektedir. insan elleri Gretilen triinlerin
hasat sirasinda, paketleme, dagitma ve pazarlamada bulagabilmektedir. Ayn1 zamanda,
evlerde yemek hazirlayan kisiler, hazirlanan yemekleri tlilketmeden hemen 0Once
ellerine bulastirabilmektedirler (FAO/WHO, 2008).

Kusma, gida ¢alisanlarinda virus yayilmasinda diger 6nemli bir faktdrdir. Norovirus
enfeksiyonlart genelde ¢ok hizli baglayan siddetli kusmaya neden olmaktadir. Virus
iceren kusmaya maruz kalmasindan meydana gelen bir¢ok salgin belgelenmistir. Bir

kisinin kusmus oldugu bir alanda aerosollarin olusumu, ¢evrenin ve alandaki mutfak
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esyalar1 dahil cisimlerin genis kontaminasyonuna yol agmaktadir. Yine de norovirus
enfeksiyonlarin yayilmasinda fomitlerin ve ylizeylerin nispi katilimi belirsizdir
(Boone ve Gerba, 2007). Kirletilmis bir ¢evrede viruslarin dayanikliligi, temizlemeye

ve dezenfeksiyona kars1 direngligi bu aktarma tarzinda katkida bulunabilmektedir.

2.2.3. Zoonotik bulasma

Bir istiridye bir hayvansal virusu biriktirip (¢evreyi kirleten domuz diskilarindan
hepatit E virusu gibi) ve sonra da bunu bir insana aktarirsa, bu istiridye bir ara¢ olarak
kabul edilecek ve enfeksiyonu zoonotik olacaktir. Benzer bir sekilde, enfekte olan eti
veya diger hayvansal {iriiniiniin tiiketilmesi vasitasiyla bir hayvansal virusun insana
aktarmasi zoonotik enfeksiyon olarak sayilmaktadir. Geyik ve yaban domuzunun ¢ig
etin ve karacigerin lizerinden hepatit E virusun aktarilabilmesi hakkinda kanitlar vardir
(Tei ve dig., 2003, 2004; Takahashi ve dig., 2004; Matsuda ve dig., 2003). Domuz eti,
organlar ve diskisinda tespit edilmis olup, hepatit E virusu domuz popiilasyonlarinda
biitiin diinyada mevcuttur, ama bu virusun zoonotik aktarilmasinin 6nemi hala

belirsizdir (FAO/WHO, 2008).

HPAI-H5N1 virusu kanatli et tirinlerinde saptanmis (Tumpey ve dig., 2002; Mase ve
dig., 2005; Swayne ve Beck, 2005; Promkuntod, Antarasena ve Prommuang, 2006) ve
kedigiller ve kopeklerde hastaliklarindan toplanan veriler sindirim yoluyla maruz
kalmanin enfeksiyona neden olabilecegini donermektedirler (Kuiken ve dig., 2004;
Songserm ve dig., 2006). HPAI-H5N1’in enfeksiyonu yumurtalarin ve kanatl etlerin
tiketilmesiyle meydana gelebilmekte ve bdylece virusun insanlara gida kaynakli
bulagmasi miimkiin olmaktadir. SARS Coronavirusun diski yoluyla yayilmasinin
kanit1 Hong Kong’ta bir konut kompleksinde meydana gelen bir olaydan gelmektedir.
Bu olayda arizali bir kanalizasyon sistemi nedeniyle genis bir grup insan diski
bulasmasi ile enfekte olmustur. Bu hastalarin enfeksiyon yolu oral veya virus igeren
aerosolleri olup olmadigini bilinmemektedir. Ancak, salginda ishal SARS hastalarin
yiiksek bir oraninda saptanmis ve sindirim sistemi ile bulasma bu hastaliklarin sebebi

olabilmektedir (McKinney, Gong ve Lewis, 2006).

2.2.4. Kabuklular, 6zel virus araclari

Midye ve istiridye gibi kabuklu yumusakgalar 6zellikle virus yayilmasina egilimli
olmaktadirlar. Bu canlilarin iglerinde yetistirildigi ortam gittik¢e insan digkisiyla

kontaminasyonuna maruz kalmaktadir. Bu kontaminasyon atik sulardan ya da deniz
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urtnleri toplayan ve enfekte olan kisilerden meydana gelebilmektedir. Kabuklular
virus pargaciklarini filtrasyonla beslenme islemi sirasinda toplamaktadir. Insan
viruslar bu tiir hayvanlar1 enfekte edemez, ancak kabuklularin sindirim sisteminde
giinlerce ve haftalarca kalabilmektedir. Ayrica, ¢ift kabuklularda bulunan viruslarin
uzaklastirilmast  bu hayvanlarin  temizleme islemi sirasinda  bakterilerin
uzaklastirilmasindan daha zor olabilmektedir (Grohman ve dig., 1981; Power ve
Collins, 1989). Diger birgok deniz iiriinlerinden farkli olarak, kabuklular genelde
sindirim sistemi ile beraber, taze ya da az pisirilmis yenilmektedir. Kabuklular diger
gidalara benzemeyen bir sekilde viruslart pisirilitken termal inaktivasyondan
koruyabilmektedir (DiGirolamo ve dig., 1970). Kabuklu deniz hayvanlariyla iligkili
viral hastaligin birinci kaydedilmis salgini, temiz istiridyelerin, satis bekleme
esnasinda, diskiyla kirli bir limanda depolanmasindan kaynaklanmistir (Gard, 1957).
Hepatit A 600 olaydan fazla meydana gelmistir. Daha yakin zamanlarda, virus
gastroenterit ve hepatit A salginlar1 genellikle pismemis kabuklularin yemesiyle iligkili
olmaktadir. Midye ile iligkili ve Sangay’da meydana gelen hepatit A salgini tarihte en
biiyiik kaydedilmis gida kaynakli hastalik salginidir (Halliday ve dig., 1991). Kabuklu
deniz hayvanlariyla iliskili sporadik virus hastaliklar da gosterilmistir (Koff ve dig.,
1967); bu gibi arastirmalarda Oonyargidan kaginmak zordur ¢iinkii, en azindan kiyi
devletlerde, hepatit A tanisi hastanin siirekli, diger gidalari harig tutarak, kabuklu deniz

hayvanlari tiiketimi konusunun sorulmasina neden olmaktadir (Cliver, 1997).

2.3. Gidalarda Viruslarin Tespit Yontemleri

Gida kaynakli salginlarin ABD’de her yi1l tahmini 76 milyon hastaliga, bes bin 6liime
ve 325 bin hastaneye yatirma vakasina neden oldugunu inanilmaktadir (Mead ve dig.,
1999). Bir¢ok vakalarin nedeni bilinmemesine ragmen viruslar bu gibi vakalarda
onemli rol oynamaktadirlar. Genellikle, gida kaynakli virus salginlarinin gergek sayisi
rapor edilen sayidan daha yiiksektir. Bir virus hastaliginin etyolojisinin basarisiz
dogrulamasinin nedenlerinden biri, bulastiran gidalarda viruslarin duyarli ve giivenilir

saptanma metodularinin eksikligidir (Goyal, 2006).

Gida kaynakli virus hastaliklari biiylik problem olmasma ragmen, gidalar viral
kontaminasyonu i¢in nadiren kontrol edilmektedir. En 6nemli gida kaynakli viruslarin
doku kiiltiirlerinde iiretilmesi zordur; viruslar dogrudan gida ekstratlarinda tespit

edilmeli ve bu islemde standardizasyon, PCR’da kullanilan enzimlerin inhibe
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edilmesi, hatal1 pozitif sonuclar gibi birgok sorunlar meydana gelebilmektedir (Lees,
2000; Atmar ve dig., 1993; Koopmans ve Duizer, 2004). Gidalar genelde onlari
hazirlayan gida c¢alisanlar1 tarafindan kontamine edilmektedir. Dolayisiyla,

kontaminasyon seviyesi ayni iiriinlerde bile degisik olabilmektedir (Vasickova ve dig.,
2005).

Gastroenterik virus enfeksiyonlari diizenli olarak diski numunelerinin elektron
mikroskobu ile incelenmesi vasitasiyla tanimlamaktadir. Ozellikle human
rotaviruslarinin elektron mikroskobisi, pasif pargacik agliitinasyon testleri veya
enzime bagli immiinosorbant yonteme (ELISA) dayali metotlar klinik tan1 i¢in kolayca
kullanilmaktadir. Yine de bu yontemlerin duyarliligi cevrede mevcut olan virus
pargaciklarin diigiik sayisin1 saptanmasi icin yeterince yiiksek degildir. Cevresel
numunelerin incelenmesi durumunda, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve reverse
transkripsiyon PCR (RT-PCR) vasitasiyla gergeklestiren virus niikleik asitlerin
amplifikasyonu suda ve kabuklu deniz hayvanlarinda genis bir virus grubu saptanmak
icin artan bicimde kullanilmaktadir (Koopmans ve dig., 2001; Buesa ve dig., 2002;
Bosch ve dig., 2004; Di Pinto ve dig., 2004).

ELISA adenoviruslari ve astroviruslari tespit etmek igin rutin olarak kullanilmaktadir.
Sapoviruslar ve noroviruslar RT-PCR veya rekombinant enzim immun analizi (rEIA)
kullanarak belirlenebilmektedirler (Hutson ve dig., 2004). Rabenau ve digerleri (2003)
diski numunelerinde noroviruslari saptanmak i¢in PCR en yiiksek duyarliliga sahip
oldugunu (%94,1), daha sonra da transmisyon elektron mikroskobisi (TEM; %58,3),
ve ELISA (%31,3) geldigini saptanmiglardir. Ancak 6zglnlik TEM icin en yuksektir
(%98,0), hemen sonra ELISA (%94,9) ve PCR (%92,4) gelmektedir. Rabenau ve
digerlerine gore, tiim bu ii¢ metot gastroenterit salginlarinda yapilan epidemiyolojik
aragtirmalar i¢in faydali olabilir; ancak, tan1 saglamligini en yiiksek dereceye ¢ikarmak
icin en azindan iki metot birlestirilmelidir (Rabenau ve dig., 2003). Kabuklularda
norovirus varligini incelenmek igin ve human adenoviruslari igin ger¢ek zamanli (real-
time) RT/nested PCR ve nested PCR analizleri sirasiyla kullanilmistir (Myrmel ve
dig., 2004; Vasickova ve dig., 2005).

Kabuklu deniz Grinlerinde virus belirlenmesi igin farkli zorluklarin tistesinden gelmek
gerekir. Bir yandan, viruslarin kabuklularda olduk¢a az sayida bulunmalar
beklenilmekte ama yine de bu az sayili virus parcaciklari saglik riski olusturmaktadir.

Bu diisiik virus ytikii, kabuklu deniz hayvanlarinin dokularindan ytiksek virus geri
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kazanimimi saglayan yontemlerin kullanilmasimi gerektirmektedir. Diger yandan,
kabuklu deniz iiriinlerin eskstraktlari son derece sitotoksiktir ve kiiltiire edilebilir
viruslan tespit etmek i¢in doku kiiltlirlerine inokulasyona uygun degildir. Bunun
yanisira, bu hayvanlarin ekstratlar1 kiiltiire edilemez viruslar tespit etmek igin
kullanilan polimeraz zincir reaksiyonuna dayali metodolojileri ile de uyumlu degildir
ve Ozellikle oncelikle reverse transkripsyon (RT-PCR) uygulanmak durumundadir
(Bosch ve dig., 2009). Geleneksel kabuklu deniz hayvanlarin ekstraksiyon yéntemleri
her zaman PCR metodu ile uygun degildir, ¢iinkii inhibitér maddeleri viruslar ile
birlikte toplanir ve yogunlasir. Boylece temel amag¢ kabuklu deniz iirlinlerin analizi
icin sitotoksik olmayan, ya da daha iyisi son derece saf ve PCR’a hi¢ inhibitor etkiye
sahip olmayan niikleik asit iiretilen yontemlerin gelistirilmesidir. Inhibitdrleri
uzaklastirmak i¢in diyaliz, solvent ekstraksiyonu, proteinaz muamelesi, liyofilizasyon
(kurutularak dondurma), jel veya cam filtrasyonu, nikleik asit adsorpsiyonu veya
¢oktiirme, antikor saptanmasi ve ticari kitlerin kullanilmasi gibi ¢ok ¢esitli presediirleri
gelistirilmistir (Tsai ve dig., 1993; Atmar ve dig., 1995; Jaykus ve dig., 1996; Shieh
ve dig., 1999; Loisy ve dig., 2000; Schwab ve dig., 2000). Nitekim, RT-PCR’dan sonra
elde edilen virus tespit etkinligi aslinda iki faktorle iligkilidir: Kabuklu deniz {iriiniin
numunesine uygulanan ekstraksiyon yonteminin geri kazanim verimliligi ve

kazanilmis virusun son saflik derecesidir (Bosch ve dig., 2009).

Kabuklu deniz hayvanlarinda virus saptanmasi ya pargalara ayrilmis sindirim dokusu
ya da hayvanlarin biitiin dokusunda yapilmaktadir. Insan enterik viruslarin
kabuklularin dokusunda yerini belirlemesi hakkinda yapilan ¢alismalar bu viruslarin
cogu mide ve sindirim bezinde bulundugu ortaya koymuslardir (Abad ve dig., 1997b;
Romalde ve dig., 1994). Atmar ve arkadaglarina gore virus ekstraksiyonu igin bu
organlarin ¢ikarmasi virusun niikleik asitlerinin izolasyonu kolaylastirip hizlandirirken
analiz edilen kabuklu hayvanin tane sayis1 arttirilarak testin sensitifitesi de yiikselmis
olmaktadir (Atmar ve dig., 1996). Virus saptanmak icin mide ve sindirim bezinin
incelenmesi ile biitiin dokunun incelenmesi karsilastirildiginda daha az zaman alic1 bir
prosediir olmasi, yiikseltilmis test sensitifitesi ve azalmig PCR inhibisyonu gibi birgok

avantaj sunmaktadir (Bosch ve dig., 2009).

PCR reaksiyonun miktarlar1 kiigiik 6l¢iilii olduklarindan dolayi, molekiiler analizden
once yeniden konsantrasyon asamasi uygulanmaktadir. Guanidin ile virus lizizi ve

sonra bir silis matriks ile kazanilmasina dayali niikleik asitin piirifikasyonu (Boom ve
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dig., 1990; Lees ve dig., 1994) veya alternatif olarak, purifikasyon icin organik
coziiciilerin kullanmasi ve sonra takip eden setiltrimetil amonyum bromit (CTAB)
kullanilarak niikleik asitin presipitasyonu (Atmar ve dig., 1995; Jaykus ve dig., 1994)
onerilen ve en ¢ok kullanilan yontemlerdir. Yine de ticari kitlerin genis bir grubunda
niikleik asitin piirifikasyonu zaten uygulanmistir. Boyle kitler giivenilirlikle beraber
kolaylik da saglamaktadir (Loisy ve dig., 2000; Schwab ve dig., 2000; Shieh ve dig.,
1999).

Cevresel numunelerde viruslarin molekiiler analizi inhibitorler, disiik virus
konsantrasyonu ve sekans varyasyonu ile ilgili sorunlar1 kapsayabilmektedir.
Konsantrasyon-ekstraksiyon islemi virusa 6zel olmadigindan dolayi, farkli viruslarin
niikleik asiti ayn1 zamanda ekstrakte edilebilmektedir. RT-PCR siki kosullarda
uygulanmali ve hibridizasyon ile dogrulanmalidir. Bazen viral suslarinin karakterize
edilmesi i¢in amplifiye edilmis sekansin analiz edilmesi gereklidir. Bu ozellikle
norovirus tespiti icin 6Gnemlidir, ¢linkii noroviruslar genis bir sus ¢esitliligine sahiptir.
Cogu izolat maymun bobrek hiicre hatti (MAL104) veya insan bagirsak hiicre hatti
(CaCo-2) gibi (Kitamoto ve dig., 1991) birka¢ hiicre hattinda Uremeye
uyarlanabilmesine ragmen, yabani tip rotaviruslar, in vitro replikasyonlarinda
zorluklar gostermektedirler. Spesifik enfeksiydz rotaviruslarin teshisi igin standart
metotlar, immunofluoresan testleri ve kiiltiirdeki enfekte odaklarin optik mikroskobik
sayimini igermektedir (Bosch ve dig., 1988; Hejkal ve dig., 1981; Smith ve Gerba,
1982). Rotavirusla enfekte hiicrelerdeki floresan odaklarin tespiti igin akis
sitometrisinin (flow cytometry) kullanilmasi, bu yondeki diger bir gelismedir (Abad
ve dig., 1998). Standardize edebilen ve otomatiklestirebilen bir prosedir vasitasiyla,
rotaviruslart  ¢evresel numunelerde  saptanmak icin  akis  sitometrisi
uygulanabilmektedir. Boyle bir prosediir doku kiiltiirlerinde floresan odaklar1 tespit

etmek i¢in direkt optik mikroskobiden daha az hantaldir (Bosch ve dig., 2009).

2.3.1. Virus elusyonu ve konsantre edilmesi

Kabuklu deniz hayvanlari normalde diisiik virus konsantrasyonlari igermektedir. Bu
nedenle, PCR analizinden Once viruslar1 kabuklularin dokusundan verimli bigimde
elde edebilen 6zel laboratuvar tekniklerin kullanmasi gerekmektedir. Boyle bir
islemde baslica uygulanan agsamalar genelde virusun kabuklu deniz hayvanlarinin

dokusundan eliisyonu, virus parcaciklarin yeniden elde edilmesi ve sonra virusun
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konsantre edilmesini kapsamaktadir. Bazi metotlarda virus eliisyonundan 6nce asidik
adsorpsiyon uygulanmakta ancak metotlarin ¢ogu i¢in viruslar farkli tamponlar
(6rnegin kloroform-butanol ve glisin) kullanilarak ayristirilmaktadir. Eliisyondan
sonra viruslar polietilen glikol presipitasyonu veya ultra-santrifiijleme vasitasiyla
konsantre edilmektedir (DePaola ve dig., 2010; Terio ve dig., 2010; Bosch ve dig.,
2011).

Virusun gidalardan bir eliisyon prosediirii ile ayirt edilmesi birgok numune isleme
protokollerinde birinci asama olarak sayilmaktadir. Yiizeysel olarak kontamine olmus
Oidalarda, virus basit bir sekilde bir tuz soliisyonu veya glisin tamponu ile hafifce
yikama vasitasiyla ayristirilabilmektedir (Schwab ve dig., 2000; Jean ve dig., 2004; Le
Guyader ve dig., 2004). Baska durumlarda, gidalar eliisyon prosediiriinden Once
homojenize edilmektedir. Ondan sonra virus ya direkt eliisyon prosediri ya da
adsorpsiyon-eliisyon metodu kullanilarak dogrudan gidadan ayristirilabilmektedir
(Atmar, 2006).

Direkt eltisyon protokollerinde glisin ve sodyum klorit, borat ve et suyu, tuz ve et suyu
ve sadece et suyu gibi gesitli soliisyonlar ve tamponlar basariyla kullanilmistir (Lees
ve dig., 1994; Traore ve dig., 1998; Leggitt ve Jaykus, 2000; Sair ve dig., 2002; Le
Guyader ve dig., 2004). Sadece birkag calismada farkli eliisyon tamponlari
karsilastirilmis ve bu calismalar glisine dayali tamponlarin diger test edilmis
soliisyonlarindan daha iyi olduklarini ortaya koymuslardir (Traore ve dig., 1998; Le
Guyader ve dig., 2004). Organik flokilasyon ve polietilen glikol orijinal olarak
infektivite analizlerinde kabuklu deniz hayvanlarindan elde edilen viruslarin konsantre
edilmesi i¢in kullanilmistir (Williams ve Fout, 1992). Polietilen glikol 6000 (PEG-
6000) farkl1 virus tiirlerini konsantre edebilmekte (Lewis ve Metcalf, 1988) ve PEG-
8000’den direkt karsilagtirmasinda daha iyi performans gostermistir (Traore ve dig.,
1998; Atmar, 2006).

2.3.2. Molekuler saptama yontemleri

Molekdiler teknikler, 6zellikle RT-PCR, gida ve ¢evresel numunelerde saglik agisindan
onemli viruslar1 belirlemek i¢in mitkemmel geregleri saglamaktadir. Ciddi saglik riski
tagiyan viruslar onceden saptanamazdi, ¢iinkii doku Kkiiltiirlerinde kotii veya hig
cogalamazlar, ancak simdi niikleik asite dayali tekniklerinin sayesinde tespit

edilebilmektedirler (Bosch ve dig., 2009).
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2.3.2.1. PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) DNA polimeraz enzimi kullanarak bir DNA kalib1
amplifiye etmektedir. Bu kimyasal reaksiyonun ana bilesenleri, DNA polimeraz, esit
molar konsantrasyonlarda deoksiribontikleotid trifosfatlart (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), iki oligonukleotid primerlerin molar fazlaligt ve uygun bir tampondur.
Oligoniikleotid primerleri hedef kalibin zit taraflarin {izerinde olan dizileri ile
tamamlayicilardir. PCR reaksiyonu ii¢ temel agsamasi1 olusturur ve bu asamalar degisen
sayida devreler boyunca tekrarlanirlar: (1) 1s1 denatlirasyonu, (2) primer baglanmasi
(annealing), (3) primer uzatmasi. ilk adimda cift zincirli DNA 1s1y1 kullanarak
denature edilir (92-95°C) ve tek zincirli DNA’ya doniistiiriilir. Bundan sonra
reaksiyonun sicakligi 40-60 °C’ye siiratle distiriilir. Bu sicaklik aralifinda
oligoniikleotid  primerleri kaliptan ¢ok daha ylksek konsantrasyonda
bulunduklarindan dolay:1 tercihli olarak tek zincirli kalip ile baglanmaktadirlar.
Ugiincii asamasinda DNA polimeraz kalibin sirasiya tamamlayici olan niikleotidleri
primerin 3’ tarafina ilave etmektedir. Bu agsamasi, 70—75°C arasinda, DNA polimerazin
enzimatik aktivitesi ile optimum olan sicakliginda meydana gelmektedir (Atmar,

2006). Sekil 2.6°da PCR proseduru gosterilmektedir (Giri, 2015).

Her devrede tiim ti¢ asama (1s1 denatiirasyonu, primer baglanmasi ve primer uzatmasi)
tekrarlanmaktadir. Reaksiyon mutlak verimliligiyle devam edilir ise, amplifiye edilmis
DNA’nin miktar1 her devreden sonra ¢iftlenmektedir. Dolayisiyla, 20 devreden sonra
hedef DNA béliimii yaklasik bir milyon (22°) kat amplifiye olmaktadir. Pratikte, PCR
amplifikasyonun verimliligi idealdan daha az olmakta, devre sayis1 arttikga
azalmaktadir. PCR analizin baslangigtaki tarifinde termolabil DNA polimeraz
(Escherichia coli DNA polimeraz klenow fragmani) kullanilmis ve bu nedenle her 1s1

denatiirasyon agamasindan sonra enzimin degismesi gerekmistir (Saiki ve dig., 1985).

Bir termostabil DNA polimeraz belirledikten sonra, enzimin her devreden sonra etkisiz
hale gelmesi 6nlenmis ve programlanabilir 1s1 dongiileyici (thermocycler) kullanilarak
amplifikasiyon reaksiyonunun otomatiklestirmesi miimkiin olmustur (Saiki ve dig.,
1988). ik Taq polimeraz elde edildikten sonra, fazla termostabil DNA polimerazlar
tanimlanmistir. Bazi yeni termostabil DNA polimerazlar1 Taq polimerazdan daha
yiiksek dogruluga (daha diisiik hata orani) sahip olmaktadir (Cline ve dig., 1996;
Atmar, 2006).
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RNA-PCR da denilen, revers transkripsyon-PCR (RT-PCR), PCR reaksiyonun
modifikasyonu olarak taninmaktadir. RT-PCR kullanarak bir RNA kalib1 amplifiye

edilebilmektedir. Reaksiyonun ilk agamasinda bir tamamlayict DNA (cDNA) iiretilip,

PCR vasitasiyla yukaridaki ayni asamalariyla amplifiye edilmektedir. CDNA’nin

tiretim asamasinda deoksiribontkleotid trifosfatlar, bir oligoniikleotid primer, uygun

bir tampon ve revers transkriptaz faaliyetine ship olan DNA polimeraza ihtiyac
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duyulmaktadir. Oligoniikleotid primeri kaliba 6zel (PCR reaksiyonu gibi) ya da
rastgele heksamer veya oligo-dT olabilmektedir (amplifiye edilecek genetik bolimdi
poliadenile edilmis bir bolgeye yakin oldugu zaman). Bir iki-asamali RT-PCR
reaksiyonunda cDNA ayr1 bir reaksiyonda Uretilmektedir. Sonradan reaksiyonunun
karisiminin tiimii veya bir kism1 PCR reaksiyonun karigimina ilave edilmektedir. Bir
tek-asamali RT-PCR reaksiyonunda ise hem cDNA dretilmesi hem de PCR
amplifikasyonu i¢in tiim gerekli olan bilesimler ayn1 zamanda eklenmektedir (Atmar,
2006).

RT-PCR analizlerin ¢ogu avian miyeloblastoz virusu (AMV) reverse transkriptazi
veya moloney murine losemi virusu (MMLV) reverse transkriptazi gibi 1siya
dayaniksiz revers transkriptazi kullanilmakta ve dolayisiyla cDNA’nin liretim agamasi
diisiik sicaklikta (<50°C) yapilmaktadir. Hem reverse transkriptaz hem de DNA
polimeraz faaliyetine sahip olan ve termostabil DNA polimerazin Thermus
thermofilus’tan gelismesinin sayesinde, RT-PCR analizi igin tek bir enzimin
kullanmast miimkiin olmustur (Myers ve Gelfand, 1991). Bu enzim kabuklu deniz
iriinlerinde noroviruslar1 saptanmak icin yapilan analizleri ile basariyla birlestirilmis
ve virus saptanmasinin limitleri Taq polimeraz kullanilan analizlerle benzemektedir
(Schwab ve dig., 2001). Bununla birlikte, daha sonraki ¢aligmalar bu enzimin, Taq
polimeraz ile basariyla kullanilabilen ve belirli primer ciftleriye sahip olan virus
genomunu yeterli sekilde amplifiye edilmesinde basarisiz oldugunu ortaya

koymuslardir (Atmar, 2006).

2.3.2.3. Real-time PCR

Gergek zamanli (Real-time) PCR, 6zglinluk dogrulama testlerinde amplikonlarin PCR
sonras1 manipiilasyon ihtiyacin1 ortadan kaldirarak ve ¢apraz kontaminasyon riskini
azaltarak analitik prosesin etkinligini azaltirir. Dezavantajlar ekipmanlarin masraflar
(1s1 dongiileyici (thermalcycler) ve amplikon saptanma ekipmanlari), multiplex
analizleri uygulamak icin sinirli kabiliyeti ve amplikonun boyutu izleme yetersizligini
kapsamaktadir (Mackay ve dig., 2002). Amplifiye edilmis tiriinleri tespit etmek icin
iki baglica yaklasimi bulunur: DNA’y1 baglayan floroforlarin kullanmasi (florofor
boyalar1) ve belirli oligoproblarin kullanmasi. Floroforlar ¢ift zincirli DNA’nin igine
girer ve 15181n belirli dalga uzunluguna maruz kaldiktan sonra floresan yansina verir.

SYBR yesil en ¢ok kullanilan floroforudur, ancak ethidium bromit ve YO-PRO-1 de
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kullanilmaktadir. Daha yiiksek ¢6ziinme sicakliklariya sahip olan virusa Ozel
amplikonlar1 6zgiil olmayan primerler ve dimerlerinden ayirt etmek i¢in bir erime
noktas1 analizi kullanilmaktadir. Ozellikle hedef diisiik konsantrasyonlarda bulundugu
zaman (kontamine olmus gidalarda gibi), floroforlar, ilk PCR asamalarinda meydana
gelen ve 06zgun olmayan amplifikasyondan kaynaklanan amplikonlar1
tanimlayamamaktadir. Bunun sonucu olarak amplikonu tespit etmek i¢in floroforlarin
kullanilabilirligi smirli kalmaktadir. Ger¢ek zamanli PCR analizlerinde 0zgun
amplikon saptanmak icin, floresan ile isaretlenmis oligoproblar baslica araglar olarak
kabul edilmektedir. En yaygin kullanilan iki metotta, raportor floroforu ve sondrcl
(quencher) floroforu ile iki yonlii isaretlenmis oligoproblar1 kullanmaktadir. (Mackay
ve dig., 2002; Atmar, 2006).

2.3.2.4. Multiplex PCR

Multiplex PCR analizinde, farkli hedef kaliplar tek bir tiipte amplifiye etmek icin iki
ya da daha fazla primer giftleri kullaniimaktadir. Bu yontem tek bir reaksiyon ile ¢esitli
virus tiirlerin varligini belirlenebilmektedir. Yine de her hedefi etkili bicimde
amplifiye edilebilmek i¢in farkli hedeflerin primerleri benzer baglanma (annealing)

sicakliklarina sahip olmali ve tamamlayiciligi eksik olmalidir (Atmar, 2006).

Molekiiler tekniklerin bir sinirlamast da onlarin enfeksiyoz olan ve olmayan
pargaciklarin ayirdedebilmesinde basarisiz olduklarindandir. Bu hakikat ¢evre
virolojisinde kritik bir sekilde iliskili olabilmektedir (Abad ve dig., 1994; Gassilloud
ve dig., 2003). Ancak, birka¢ sorun g6z Oniinde bulundurmalidir. Halik sagligi
acisindan 6nemli olan enterik viruslarin cogu RNA genomlar1 tagimaktadir. RT-PCR
kullanilan ¢alismalarda, poliovirusun genomik RNA’sinin sterilize edilmemis deniz
sularinda nonstabil oldugu gosterilmistir (Tsai ve dig., 1995). Serbest DNA oldukca
stabilken, norovirus veya hepatit A virusu gibi tek zincirli RNA genomunun deniz
ortaminda kendi protein kilifi olmadan stabil kalabilmesi olanaksizdir. Bu tahmin
rotavirusun ¢ift zincirli RNA genomu igin daha az bigimde anlasilmaktadir (Bosch ve

dig., 2009).

Antikor baglayan RT-PCR, enfeksiydz viruslarin molekiiler geri kazanilmasi igin
kullanilabilmektedir. Bu yaklasim kabuklularda hepatit A virusunun tespit
edilmesinde uygulanmis ve hem sensitif hem de RT-PCR inhibitorleri uzaklastirmak

icin faydal oldugu gosterilmistir (Deng ve dig., 1994; Graff ve dig., 1993; Lopez-
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Sabater ve dig., 1997). Parcacik yapisinin degistirildigi zaman yapisal bagiml
monoklonal antikoru vasitasiyla tanimlanmasi kaybolmaktadir. Molekdler yontemde
bu tir antikoru kullanilmasiyla, saglam ve degismis viryonlarin ayirdedilmesi
mimkun olabilmektedir. En ¢ok anlamli virus patojenleri igin yeterli immiinolojik
ayiraglart mevcut olmakla birlikte bu yaklasim diger enterik viruslar i¢in de faydal
olabilmektedir. Bu amagla, in vitro ekspresyon sistemlerinde yiiksek sayilarda elde
edilebilen rekombinant virus gibi pargaciklar (Crawford ve dig., 1994; Lawton ve dig.,
1997; Caballero ve dig., 2004), kiiltire edilemez viruslarin antikorlarinin iiretimi igin
kullanilabilmektedir. Yeni gelismelerin sayesinde norovirusun antijenik saptanmasina
dayalt metotlar1 tanimlanmistir (Tian ve Mandrell 2006, Colquhoun ve dig. 2006).
Ancak norovirusun yiiksek g¢esitliligi bu metotlarin 6zglnlik ve duyarliligi
siirlayabilmektedirler (Zheng ve dig. 2006; Bosch ve dig., 2009).

2.4. Gidalarda enterik virus varhg@ hakkinda yapilan ¢aliymalar

Giiney Italya'da yapilan bir calismada, Akdeniz midyesinde (Mytilus
galloprovincialis) farkli gida kaynakli viruslarin prevalansi arastirilmistir. Toplam 108
midye numunesi iki yil boyunca (2014 yilinda 25 midye grupu, 2015’te ise 83 midye
grupu) toplanip, Real-time reverse transkripsyon PCR kullanilarak incelenmistir. Her
bir numune icin ortalama on adet midyeden sindirim dokusu (hepatopankreas)
cikarilarak birlestirilmis ve analiz edilmistir. Aranan viruslar human norovirusu
(genogrup | ve 1l), rotavirus, astrovirus, sapovirus, aichivirus, hepatit A virusu ve
hepatit E virusu kapsamaktadir. Toplam numunelerin %50,93'ln0n aranan viruslardan
en az birisi ile kontamine oldugu ortaya koyulmustur. Analiz edilen ilk 25 midye
numunesinin sapovirus (%16,00), astrovirus (%16,00) ve aichivirus (%8) pozitif
oldugu saptanmistir. ikinci yil (2015) toplanan 83 numunenin astrovirus (%32,53),
norovirus GIl (%26,50), sapovirus (%18,07), hepatit A virusu (%16,87), rotavirus
(%16,87), aichivirus (%13,25) ve norovirus Gl (%12,05) pozitif oldugu saptanmistir
(Fusco ve dig., 2017).

Haziran 2012 — Mayis 2013 tarihleri arasinda, Brazilya’da kiy1 lagiinlerinden yiiz adet
(n = 100) pembe Kkarides (Farfantepenaeus paulensis) 6rnegi ve 48 su numunesi
toplanmis ve su 6rnekleri konsantre edilmistir. Karidesler piire haline getirilmis ve her
karidesten ortalama bir gramlik oOrnek analiz i¢in kullanilmistir. DNA

ekstraksiyonundan sonra ornekler, viral genomlari tespit etmek ve 6lgmek icin gergek
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zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qQPCR) ile analiz edilmistir. Human
(HAdV), canine (CAdV), bovin (BAdV), avian (AvAdV) ve porcine (PoAdV)
adenovirusu (AdV) pan-specific adenovirus primerleri kullanilmistir. Karides
orneklerinin %35'1, baskin olarak avian adenovirus olmak iizere, kontaminasyon igin
pozitif, su numunelerinin toplam %391,7'sinde human adenovirusu en ¢ok gorilen
olmak tizere adenovirusun DNA's1 bulunmustur ve karidesdeki adenoviruslarin 6nemli
miktarda biyoakiimiilasyona ugradigi ortaya koyulmustur. Toplanan karideslerde
AVAdV %17, BAdV %13, CAdV %7 ve POAdV %?2 oraninda tespit edilmistir. HAdV
hicbir karides numunesinde saptamamistir. Almnan 48 su numunesinin 44'{inde
(%91,7) adenovirus tespit edilmistir. AvAdV’un yiiksek oranda tespit edilmesinin
nedeninin gollerin ¢evresinde ¢ok sayidaki broyler ciftlikleri ve lagiin sistemindeki
zengin yabani kus cesitliligi ve sayist oldugu diistiniilmiistiir. Toplanan su 6rneklerinde
HAdV %64,6, BAdV %47,9, AvAdV %10,4, CAdV %8,3 ve PoAdV %8,3 oraninda
saptanmistir. Gliney Brezilya'daki 6rneklerin toplandig1 golleri kuzey kiyilarinda yer
alan sehirlerin, yiiksek sehirlesme ve yogun tarimsal faaliyet ve kotii kanalizasyon

aritma ve dagitim sistemine sahip oldugu belirtilmistir (Luz ve dig., 2015).

Hindistan'da kabuklu deniz hayvanlarinda rotavirus varligini saptamak i¢in bir ¢caligma
yapilmistir. Calismada toplam 200 kahverengi midye, sar1 ve siyah deniz taragr EKim
2010 ve Subat 2012 tarihlerinde giiney Hindistan'daki Kerala'nin Kollam ve
Trivandrum'un farkli yerlerinden toplanip analiz edilmistir. On islemden sonra virus
konsantrasyonu icin proteinaz K kullanilmis ve RNA izolasyonu fenol kloroform
metodu kullanilarak yapilmistir. Aranan virus RNA'sinin varligi RT-PCR ile
saptanmigtir. Toplam 200 midye ve deniz taragi numunesinden 5 numunenin (%2,5)
pozitif oldugu ortaya koyulmustur. Rotavirus 60 kahverengi midye numunesinden 2
numunede (%3,33), 70 sar1 deniz taragi numunesinden 2 numunede (%2,86) ve 70

siyah deniz taragi numunesinden bir numunede bulunmustur (Mohan ve dig., 2014).

Cin'de on sehirden toplanan 162 kabuklu deniz hayvani numunesinde (127 deniz taragi
(Mactra chinensis, Mactra Veneriformis, Dosinia Japonica, Dosinia biscocta, Paphia
undulata, Paphia euglypta, Ruditapes philippinarum, Sinonovacula constrictai, Solen
grandis, Scapharca subcrenata, Scapharca labiosa, Tegillarca granosa, Pecten
farreri, Pecten yesoensis), 18 midye (Mytilus edulis, Perna viridis) ve 17 istiridye
(Crassostrea gigas, Crassostrea plicatula) olmak Uzere) farkli enterik viruslarin

varhigim1 saptanmistir. Aranan enterik viruslar hepatit A virusu (HAV), norovirus
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(NV), rotavirus (RV), poliovirus (PV), astrovirus (AsV) ve adenovirusu (AdV)
kapsamaktadir. Calismada virus eliisyon ve konsantrasyonu igin glisin tamponu ve
ultra-santrifllj metotlar1; ayrica nukleik asit izolasyonu i¢in hazir test Kitleri
kullanilmistir. Kabuklu deniz hayvanlarinda aranan enterik viruslarin varligi RT-PCR
metodu kullanilarak saptanmistir. Incelenen her bir numune igin kabuklu deniz
hayvanlarindan 500 gram alinmistir. Calismanin sonucunda PV %15 (25/162
oraninda) bulunmus ve en ¢ok rastlanan virus tiirii oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Takip
eden NV numunelerin %12'sinde (20/162 numunede), AdV %9 (15/162 numunede),
RV %7 (10/162 numunede), AsV %6 (9/162 numunede) ve HAV %5 (8/162
numunede) oraninda rastlanmistir. Bu c¢alismada incelenen toplam 18 midye
numunesinin hicbirinde rotavirus ve adenovirus bulunmamis, ancak 1 adet midyede
AsV, birer adet midyede HAV ve NV tespit edilmistir. Ayrica, RV haricinde, PV
numunelerde bulunan diger virus tiirleriyle 6nemli korrelasyon gosterilmistir.
Dolayisiyla oral polio asist kullanilan tilkelerde poliovirus insan enterik viruslarinin
bulagmasinin bir indeksi olarak kullanilabilmekte ve kabuklu deniz hayvanlarinin

giivenliginin izlemesi son derece 6nem tagimaktadir (Xia Ming ve dig., 2013).

Giineybat1 Hindistan kiyilarinin digki ile kontaminasyon derecesini degerlendirmeyi
hedefleyen bir ¢alisma yapilmistir. Calismada 100 numune istiridye (Crossostrea
madrasensis), 74 numune deniz taragi (Meritrix meritrix) ve 20 numune karides
(Penaeus monodon), toplam 194 numune olmak (zere enterovirus, adenovirus,
norovirus ve hepatit A virusu saptamak i¢in analiz edilmistir. Her bir numune igin 20
istiridye, 30 deniz taragi1 ve 10 karides’in sindirim dokular1 ¢ikarilarak tek bir numune
olacak sekilde birlestirilmis ve RT-PCR ile analiz edilmistir. Calismanin sonucunda
istiridye numunelerinin %217'sinin adenovirus ve %37'sinin enterovirus ile bulagmis
oldugu saptanmistir. 74 deniz taragi numunesinde adenovirus %27 (20 tane) ve
enterovirus %46 (34 tane) oraniyla bulunmustur. Biitiin istiridye ve deniz taragi
numuneleri hepatit A virusu ve norovirus i¢in negatif ¢ikmustir. Incelenen karides
numunelerin 3 tanesi (%15) enterovirus i¢in pozitifken, tiim aranan diger viruslari i¢in

negatif sonu¢ vermistir (Umesha ve dig., 2008).

Avustralya’da Queenlands bdlgesinde istiridye tiiketilmesi ile iliskili olan bir
norovirus gastroenteriti salgin1 saptanmistir (Stafford ve ark., 1997). Doksan yedi
saptanan vakadan 92’sinde hastalar li¢ giin once ¢ig istiridye tiikettiklerini

onaylamislardir. Kirkland ve digerlerine gore (1996) yenilen istiridiye sayisi arttiginda
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hastalik riski de artmakta ve viruslarin etkisiz hale getirilmesi ve hastaligin 6nlenmesi

icin istiridiyenin buharlanmasi bile yetersiz kalmaktadir.

Bagka bir ¢alismada, kuzey Tunus'ta, Temmuz 2000 — Eyliil 2001 arasinda, numune
toplamak igin iki yer belirlenmis ve her belirlenen yerden iki toplama noktasindan
toplanan, toplam 23 numunede (alt1 adet midye ve 17 deniz taragi) astrovirus (AsV),
enterovirus (EV), norovirus (NV) ve hepatit A virus (HAV) varligini tespit edilmistir.
Bu calismada viruslar kabuklu deniz hayvanlarin sindirim dokusundan ayristirarak
polietilen glikol presipitasyonu ile konsantre edilmistir. Her analiz igin kabuklularin
sindirim dokular1 ¢ikarilip, analizde 1.5 gramlik homojenize edilmis sindirim dokusu
kullanilmistir.  NuUkleik asitlerin ekstaksiyondan sonra virus varligi reverse
transkripsyon polimeraz zincir reasksiyonu (RT-PCR) vasitasiyla saptanmuistir.
Toplam 23 numunenin %83'iinii en az bir virus tiiri igin pozitif oldugunu ortaya
koyulmustur. Astrovirus numunelerinin %61'inde, norovirus numunelerinin %35'inde
ve HAV numunelerin %26'sinda saptanmustir. Enterovirus ise sasirtict bir sekilde
sadece bir numunede rastlanmistir. incelenen 6 midye numunesinin bir adedinde
sadece astrovirus, bir adedinde sadece norovirus, bir adedinde EV ve NV, bir adedinde
de hem HAV hem de NV saptanmistir. Bu ¢aligma farkli tiretim alanlarindan toplanan
kabuklu deniz hayvanlarin numunelerinin incelemesinin 6nemine dikkati cekmektedir.
Kontaminasyonu onaylayan sonuglar biitiin kabuklu hayvanlar treten iilkelerde

uygun aragtirma ve izlemenin gelistirilmesini gerektirmektedir (Elamri ve dig., 2006).

Kabuklularda enterik virusun yayilmasini analiz etmek igin es zamanl bir sekilde
Avrupa'nin bir¢ok cografi bolgesinde genis kapsamli bir ¢alisma yapilmistir. Calisma
kapsaminda 475 (Mytilus edulis) mavi midye numunesi dort farkli tilkeden toplanmis
(Yunanistan - 144 numune; Ispanya — 104 numune; Isve¢ — 54 numune ve ingiltere —
173 numune) ve human adenovirusu, norovirus, enterovirus ve hepatit A virusu
varligin1 saptamak i¢in incelenmistir. Numuneler 6zel midye yetistirme bdlgelerinden
alinmustir. Yunanistan'dan alinan 144 numunede adenovirus %33, enterovirus %15,
hepatit A virusu %4 ve norovirus GII %2 oraninda saptanmustir. Ispanya'dan toplanan
midye numunelerinin %36'sinda adenovirus, %26'sinda enterovirus, %3'inde hepatit
A virusu, %12'sinde norovirus GI ve %]14'linde norovirus GII tespit edilmistir.
Isveg'ten alian midyelerde ise adenovirus %33, enterovirus %24, norovirus GI %17
ve norovirus GII %24 oramyla bulunmustur. ingiltere'den toplanan midye

numunelerinin %46'sinda adenovirus, %14'Unde enterovirus, %1'inde hepatit A virusu,
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%5'inde norovirus Gl ve %5'inde norovirus GII saptanmistir. Birgok iilkede yapilan
bu genis kapsamli ¢alismasinda alinan her bir numune 20 istiridye ve 20-30 midye
igermistir. Numunelerin sindirim dokusunu ¢ikarilarak 30 gram sekilde birlestirilmis
ve analiz edilmistir. Bu ¢alismada aranan viruslar sindirim dokusundan ayristirilmak

icin glisin tamponu kullanilmistir (Formiga-Cruz ve dig., 2002).

Hepatit A virusu (HAV), norovirus, enterovirus, rotavirus ve astrovirus varligini
belirlemek amaciyla, Agustos 1995-Agustos 1998 tarihlerinde, giiney Fransa
bolgesinden istiridye ve midye numuneleri aylik olarak toplanmistir. Her numune en
az 20 istiridiye veya 30 midye igcermistir. Her bir midye ve istiridye numunesi igin
mide ve sindirim dokusundan 1.5 gramlik 3 parca ¢ikarilarak analiz edilinceye kadar
-20 °C’de saklanmistir. Toplanan kabuklu deniz hayvanlari RT-PCR ile analiz
edilmistir. Istiridye numunelerinin midye numunelerinden daha az kirletilmis oldugu
ispatlanmistir. Istiridye numunelerinin (toplam 108 numune) astrovirus %17,
norovirus %23, enterovirus %19 ve rotavirus %27 pozitif oldugu ortaya koyulmustur.
Midye numunelerinde ise (toplam 73 numune) astrovirus %50, HAV %13, norovirus
%35, enterovirus %45 ve rotavirus %52 tespit edilmistir. Virus kontaminasyonu
cogunlukla kig aylarinda izlenmis, ancak farkli virus tiirleri arasinda mevsimlik
farkliliklar1 goriilmiistiir. Bu uzun sire boyunca uygulanan ve tirdnin ilk olan
caligmada rutin kabuklu hayvanlarin incelenmesinde molekdler tekniklerin fizibil

oldugunu 6nermektedir (Le Guyader ve dig., 2000).

Diger bir arastirmada Norveg kiyisindan 86 mavi midye (Mytilus edulis), at midyesi
(Modiolus modiolus) ve istiridye (Ostrea edulis) numunesi toplanmis ve adenovirus
varligi numunelerinin %18,6 oraninda saptanmustir. Her bir numune 10-25 midye veya
5 istiridye igermistir. Bu calismada virus ayristirilmast i¢in glisin tamponu
kullanilmistir. Pozitif numunelerin sayist kis mevsiminde artmaktadir (Myrmel ve

dig., 2004).

Ayrica, Muniain-Mujika ve digerleri 2003 yilinda Ispanya’dan toplanan Akdeniz siyah
midyesi (Mytilus galloprovincialis) ve istiridyelerde (Crassostrea gigas) insana ait
patojenik viruslarin varligini aragtirmislardir. Virus ayristirilmasi igin glisin tamponu
kullanilmistir. Adenovirusun numunelerin %47’sinde, enterovirusun numunelerin
%19’unda ve hepatit A virusunun numunelerin %24’tinde bulundugunu ortaya
koymuslardir. Butlin enterovirus ve hepatit A virusu pozitif numunelerin adenovirus

icin de pozitif oldugu gosterilmistir. PCR ile saptanan human adenoviruslarin diger
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insan enterik viruslarinin  varligi ile iliskili olmakta, kabuklularda virus

kontaminasyonunun molekiiller indexi olarak faydali olabilmektedir.

Karideslerin (Penaeus schmitti) enterik hastaliklarin iletimindeki roliinii arastirmak
icin yapilan bir ¢alismada, Venezuela'min batisindaki topraklardan ve yerel deniz
trtinleri satis yerlerinden ve dogrudan Maracaibo Golu'nden toplam 33 Kkarides
orneginden 16'sinda (%49) polioviruslar 1 ve 2 ve echovirus tlrleri 20, 21, 27 ve 29
olmak tizere alt1 tiir enterovirus izole edilmistir. Bu ¢alisma sonuglari, enteroviruslarin
kanalizasyon bulasan deniz sularinda bulunan karides popiilasyonlarinda mevcut

olabilecegini gostermektedir (Botero ve dig., 1996).

Turkiye'de ise bu konu {izerinde birkag¢ ¢alisma yapilmistir. Yapilan bir ¢alismada,
Agustos 2009 — Eyliil 2010 tarihleri arasinda Izmir Korfezi’nden toplanan 795
midyeden elde edilen 23 solunga¢ ve 30 sindirim dokusunda Microsporidia spp.,
hepatit A virusu (HAV) ve norovirus (NV) kontaminasyonu arastirtlmistir. Patojenleri
analiz etmek icin direkt PCR, RT-nested PCR ve RT-booster PCR kullanilmistir. Bu
caligmada incelenen biitiin midye numunelerinin Microsporidium spp. icin negatif
oldugu ortaya ¢ikarilmigtir. 30 analiz edilen numuneden 8 (%26,7) HAV ve 9 (%30)
NV igin pozitif oldugu saptanmistir. 23 analiz edilen solungag numunesinden sadece
bir tanesinde NV bulunmustur. Kalan biitiin solungag¢ numunelerinde arastirilan higbir
virus tiri bulunmamustir. Calismanm sonucunda Izmir Korfezi’nde bulunan
midyelerin HAV ve NV ile asir1 derecede kontamine olmus olduklarini ortaya
koyulmustur. Izmir Korfezi’'nden avlanan midyelerin ¢ig veya az pisirilmis sekilde

tliketilmesi hastaliga neden olabilmektedir (Erol ve dig., 2016).

Diger bir ¢alismada, Eyltl 2008-Agustos 2009 tarihleri arasinda Istanbul'un Bogaz
Bolgesi ’nden toplanan midye numunelerinde human norovirusu (NV) genogrup | ve
I sikliginin belirlenmesini hedefleyen bir ¢aligma yapilmistir. Bogaz kiyisindaki balik
dagiticilarindan toplam 110 midye numunesi toplanip, Real-time RT-PCR ile analiz
edilmistir. Kontrol edilen 110 numuneden 5 numunenin (%4,5) NV genogrup Il igin
pozitif oldugu, genogrup | icin ise higbir numunenin pozitif olmadig: tespit edilmistir.
Calismanin sonuguna gore Istanbul Bogazi’ ndan toplanan midyelerde NV genogrup I

bulunmakta ve bu durum insan saghigina risk olusturmaktadir (Yilmaz ve dig., 2010).

Turkiye'nin Orta Karadeniz Bélgesi’ ndeki Samsun ili’nden toplanan 600 midye, 60

numuneye bolunerek hepatit A virusu (HAV) varligi saptamak igin incelenmistir.
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HAV hucre kilturi enfeksiyonu metodu ve reverse transkripsyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) metodu kullanilarak degerlendirilmistir. Virus ellisyonu igin
glisin tamponu kullanilmistir. Her midye numunesi 10 adet midye igermistir. Sonucta
kontrol edilen numuneden iki numunenin HAV icin pozitif oldugu ortaya
koyulmustur. Bu sonuglar HAV ile ilgilenen halk ve saglik kurumlar i¢in faydali
olabilmekte ve HAV ile kirletilmis olan kabuklu deniz hayvanlariin tuketilmesinden
kaynaklanan virus salginlarinin 6nlemesinde énemli rol oynamaktadir (Terzi ve dig.,

2010).

Insanlarda enterik virus enfeksiyonlarmimn insidansi hakkinda birgok ¢alisma
bulunmaktadir. Kore'de akut gastroenteritten muzdarip olan hastalarda human
astrovirusu varligi RT-PCR ve elektroforez yontemi ile aragtirilmistir. Seul’de yerli
hastanelerde bulunan 9597 ishalli hastadan diski 6rnekleri toplanmistir. Astrovirus %1
oraninda (94 numunede) saptanirken, sapovirus %0,1 oraninda (14 numunede) tespit
edilmistir. Yirmidokuz astrovirus pozitif hasta iizerinde yas ve cinsiyete dayali
analizleri yapildiktan sonra, astrovirusun 0 ve 14 yas arasinda hastalarda daha yaygin
oldugu, astrovirus pozitif hastalarin %69'u kadin oldugu ve bunlarin %69,2’si bebek
oldugu; astrovirus pozitif hastalarin %61,5'inin 1-4 yas arasinda oldugu ortaya
koyulmustur (Ham ve dig., 2014).

Tirkiye'nin dogu Anadolu Bolgesi’nde gastroenterit hastaligindan muzdarip olan
cocuklarinda rotavirus ve adenovirus varligi incelenmistir. Calismada toplam alinan
1154 diski numunesi rotavirus ve adenovirus antijenlerini Saptanmak igin
immunkromatografik metotla incelenmistir. Viral antijenler toplam 327 (%28,3) diski
numunesinde bulunmustur. Rotavirus pozitif numunelerin %73,7'sinde saptanirken,
adenovirus pozitif numunelerin %26,2'sinde tespit edilmistir. Rotavirus antijeni biitiin
yas gruplarinda yiiksekken, iki yas ve alt1 cocuklarinda en yiiksek oraninda (%57,1)
gbzlenmistir. Ayrica, rotavirus enfeksiyonlar: kis mevsiminde %44,3 oraninda ve

sonbahar mevsiminde %24,6 oraninda saptanmistir (Ozsari ve dig., 2016).

Istanbul'un Yeditepe Hastanesi’ne basvuran toplam 644 hastasinda farkli akut
gastroenterit ajanlariin varlig analiz edilmistir. Hastanenin pediatrik acil tinitesinden
alman diski1 numunelerinde rotavirus, norovirus ve adenovirusun varligi kalitatif
immunkromatografik analiz vasitasiyla test edilmistir. Rotavirusun, %12,7 oraniyla

(75/588 numunede), en yaygin patojen oldugu saptanmistir. Norovirus 51/520
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numunede (%9,8) bulunmus ve ikinci etyolojik ajani olarak kabul edilmistir.
Adenovirus %4,7 oraninda (28/594 numunede) tespit edilmistir (Bicer ve dig., 2014).

Tiirkiye'de yapilan baska bir calismada, Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Acil
Poliklinigi’ne Ekim 2012-Ocak 2013 arasinda akut ishalle basvuran 126 c¢ocuktan
disk1 ornekleri alinmis ve ELISA yontemi kullanilarak rotavirus, adenovirus ve
norovirus pozitifligi aragtirllmistir. Ayrica, bagvuran hastalarin yas, kardes sayisi,
toplu ortamda bulunma ve asilanma durumu sorgulanmis ve ates, karin agrisi, kusma
ve ishal siklig1 ve siiresi gibi klinik belirtileri kaydedilmistir. Hastalarin klinik agirlik
skorlamalar1 hesaplanarak etken viruslar arasindaki farkliliklar karsilagtirilmastir.
Hastalarin %18,2’sinde rotavirus, %10,3’iinde adenovirus ve %8,7’sinde norovirus
saptanmuigtir. Her ¢ virusun en fazla 1-5 yas arasinda gozlenmistir. Norovirusun
ortalama yas1 daha diisiik saptanmistir. Viral gastroenterit etkenlerinin ates derecesi,
ishal-kusma siiresi ve sikligi, dehidratasyon derecesi ve tedavisini olusturan klinik
skorlamasinda her ii¢ viral etken de orta derecede klinik agirliga sahipti. Adenovirusta
kismen daha agir klinik skorlama saptanirken diger ishal etkenleriyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmemistir. Bes yas ve alti

cocuklarda rotavirus agilanma orani ise %20 olarak saptanmistir (Yilmaz, 2013).

Diger bir ¢aligmada, Izmir'in Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde bulunan
hastalardan diski numuneleri toplanip, ticari immunkromatografik enzim immuno test
kitleri kullanilarak, rotavirus ve adenovirusun varligt aragtirilmistir. Tepecik Egitim
ve Arastirma Hastanesi’nin Enfeksiyoz Hastaliklart ve Klinik Mikrobioloji
laboratuvarindan May1s 2008 — Mayis 2010 arasinda toplanan toplam 1112 numunenin
201'i (18,07%) rotavirus ve 14'0 (1,2%) adenovirus antijeni i¢in pozitif oldugu ortaya
koyulmustur. Toplam 610 numune erkeklerden ve 502 numune kadinlardan alinmistir.
Yas arali1 0-85 arasinda degisiyordu. Toplam 821 diski numunesi 0-3 yas arasindaki
hastalarindan toplanmistir (Ece ve dig., 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kabuklu deniz Grinleri

Derin su pembe karidesi (Parapenaeus longirostris) ve Akdeniz siyah midyesi
(Mytilus galloprovincialis) numuneleri Nisan (2017) aymin ilk 15 giinii i¢inde
Istanbul’un farkli yerlerinden toplanmistir. Kabuklu hayvanlar taze, ayni giinde
avlanmis, dondurulmadan ve heniiz canliyken alinmistir. Ayrica, alinan hayvanlara

herhangi bir kimyasal veya katki maddesi uygulanmadigindan emin olunmustur.

Alinan numuneler bekletmeden, hemen toplandiktan sonra, steril ve filtreli Stomacher
posetlerine koyulup, soguk kosullar altinda laboratuvara getirilmistir. Numune alma

yeri ve miktari ¢izelge 3.1°de goriilmektedir.

Cizelge 3.1 Numune alma yeri ve miktar1

Alinan Alinan Alnan yer
cesiti miktari
Beylikdlizu - Giirpinar Su
Karides 8 kg Urdinleri Hali
(Balik¢i tekneleri)
Buylkgekmece —
Karides 3,2 kg Mima}rgsinan ]Bahkgl
armagi
(Balik¢i tekneleri)
Beylikdlizu - Giirpinar Su
Midye 500 adet Urdinleri Hali
(Balik¢i tekneleri)
. Rumeli Kavag1 — Taze
Midye 350 adet balik satig diikkanlari
. Beyoglu —
Midye 500 adet Lokantalar

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeleri

= %0,1 DEPC (Dietil pyrokarbonat) RNAse free su.
= Dezenfektan (Domestos ultra yogun kivamli ¢amasir suyu. CAS Numarasi:
7681-52-9, Domestos/Unilever San. ve Tic. Tiirk A.S.). (Aktif maddenin adi

ve miktari: Sodyum hipoklorit %4,6. Yardimci madde adlart ve miktarlari:
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CoOzuci (Su) %92,175, yuzey aktif madde %2,21, alkalinite saglayic1 %0,9,
parfim %0,06, stabilizator %0,05, kdpuk kesici %0,005).

Dietil pyrokarbonat (DEPC) (D5758 Sigma/Sigma-Aldrich - Almanya. CAS
Number 1609-47-8, (EC Number 216-542-8), PubChem Substance ID
24893964).

Etanol %96 (Antalya Alkollii icecek San. ve Tic. A.S. — Turkiye).
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (BioUltra, anhidroz, >99% (titrasyon).
(CAS Number 60-00-4 / EC Number 200-449-4). EDS-100G — Sigma-Aldrich
— Almanya).

Glisin GR for analysis — Merck Millipore — Almanya. ((CAS 56-40-6, EC
Number 200-272-2, kimyasal formul: H-NCH.COOH). Katalog No. M 104201
0100).

Polietilen glikol 6000 for synthesis (PEG-6000) — (Merck Millipore - Almanya.
CAS 25322-68-3, pH 5 - 7. Katalog No 8074911000).

3.1.3. Kullanilan laboratuvar cihazlari

Blender (Retsch GmbH — Almanya).

CGok Yonltu Mini Santrifuj (Sigma 26-E Centrifuge — Almanya).

Hassas terazi (Mettler Toledo — Isvigre, Model: ML204/01).
Inkiibator/Shaking platform (Tmix — 220. Analytik Jena AG — Almanya).
Real-time PCR Cihazi (Agilent Technologies-USA, Model: Mx3005P).
Santriflj (Sigma-Laborzentrifugen— Almanya, Model: 1-14).

Santrifj (Thermo Fisher Scientific, Laboratory Centrifuge — Almanya, Cat No.
75004230).

Simif I Biyogiivenlik Kabini (Esco Santinel Gold — Microprocessor control
system — Singapur, Model: LA2-4A1).

Spektrofotometre (BioSpec-nano, Shimadzu Corporation Analytical &

Measuring Instruments Division, Kyoto - Japonya).

3.1.4. Test Kkitleri

InnuPREP Virus DNA/RNA izolasyon kiti, (845-KS4800050 — Analytik Jena
— Almanya).

PowerChek Adeno/Astro/Rota Real-time PCR Kiti (Ref No. R0211E, Kogene
Biotech — Kore).
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3.1.5. Diger gerecler

»  Buzdolabi (Argelik KE9SE160 — Turkiye).

= Derin dondurucu (Daihan WUF-500 — Kore).

= Pipet (Mettler toledo — Rainin — USA).

= Steril 1.5 ml ve 2.0 ml tiipler (LP Italiana SPA L111540 — italya).

= Steril eldiven (Beybi — Malezya).

= Steril RNAse/DNAse free 50 mL santrifuj tlpleri (Greiner bio-one — USA).

= Steril RNAse/DNAse free PCR kapak (Greiner bio-one — USA).

= Steril RNAse/DNAse free PCR tup (Greiner bio-one — USA).

= Stomacher Poseti (Steril tam filtreli, Gosselin - France/ GOFBAG-03. Full filter
blender bag, FBAG-03, LOT-574763).

» Tek kullanomli DNAse/RNAse free filtreli pipet ucu (Capp ExPell Plus —
Danimarka).

3.2. Yontem

3.2.1. Numunelerin hazirlanmasi

Laboratuvara getirilen numuneler aseptik sartlarda temizlenip, sindirim dokusu
cikarilmigtir. Birgok yapilan c¢alismayla, insan enterik viruslarinin g¢ogunun
kabuklularin mide ve sindirim bezinde bulundugu ortaya koyulmustur (Abad ve dig.,
1997b; Romalde ve dig., 1994). Bu organlarin ¢ikarilmasi virus niikleik asitlerinin
izolasyonu kolaylastirip hizlandirirken, analiz edilen kabuklu hayvanin tane sayisi
arttirilarak testin duyarliligi da artirilabilmektedir (Atmar ve dig., 1996; Bosch ve dig.,
2009). Bu nedenle her bir analiz igin 18-22 gram sindirim dokusu ¢ikarilmis ve tek
numune olusturacak sekilde birlestirilmistir (Xia Ming ve dig., 2013; Terio ve dig.,
2010; Formiga-Cruz ve dig., 2002; Kingsley ve Richards, 2001; Pina ve dig., 1998).
18-22 gram numune icin karidesten 400 gram, midyeden ise 25 adet islenmistir. Sekil
3.1 ve 3.2°de midye ve karidesin anatomisi gosterilmistir (Mikkelsen ve Bieler, 2008;
Diaz Rengifo, 2009).
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Sekil 3.1 (Mytilus edulis) midyenin yan kesit goriinumu (Mikkelsen ve Bieler, 2008)

Sekil 3.2 (Litopenaeus vannamei) karidesin anatomisi (Diaz Rengifo, 2009)

Beylikdiizii Tlgesi’nden Giirpinar Su Uriinleri Hali’nden balik¢1 teknelerinden alinan 8
kg karides numunesi 400 gramlik 20 partiye boliinmiis ve steril stomacher posetlere
koyulmustur. Biiyiikgekmece’den Mimarsinan Balikgt Barnagi’ndan teknelerden 3,2
kg karides numunesi alinmis ve 400 gramlik 8 partiye boliinerek stomacher posetlere
aktarilmistir. Ayrica, Beylikdiizii flgesi’nden Giirpmar Su Uriinleri Hali’nden balike¢1
teknelerinden alinan 500 midye numunesi, 25 adetlik 20 partiye boliinmiis ve steril
stomacher posetlere koyulmustur. Rumeli Kavagi’ndan ticari taze balik satis
diikkanlarindan alinan 350 midye numunesi, 25 adetlik 13 partiye boliinmiis ve steril
stomacher posetlere aktarilmistir. Beyoglu flgesi’nden lokantalardan alman 500 midye

numunesi, 25 adetlik 19 partiye boliinerek stomacher posetlere koyulmustur.
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Capraz kontaminasyonun onlenmesinden emin olmak icin her bir numunenin
islenmesinde farkli bisturi ucu, steril ¢ift eldiven ve steril aliiminyum kagit
kullanilmistir. Ayrica, tiim numune hazirlanmasi ve analiz islemleri Intertek Test
Hizmetleri A.S. firmasmin PCR laboratuvari ve Istanbul Aydin Universitesinin
Anadolu Bil Meslek Yiiksek Okulunun Gida Teknolojisi Programi Mikrobiyoloji

Laboratuvarlarinda yapilmistir.

3.2.2. Numunelerin homojenizasyonu ve virus ellisyonu

Bu asamada, Kingsley ve Richards (2001)’in metodu modifiye edilerek uygulanmaistir.
Viruslar ilk olarak kabuklu deniz hayvanlarinin sindirim dokusundan dogrudan
ayristirllmigtir. Sonra da polietilen glikol ile konsantre edilmistir. Direkt eliisyon igin
kabuklu deniz hayvanlarinin sindirim dokusundan 18-22 gram 175 mL glisin tamponu
ile (0,1 M glisin ve 0,3 M NaCl, pH 9,5) bir blenderde 3 dakika homojenize edilmistir
(Sekil 3.3; 3.4).

Sekil 3.3 Sindirim dokusu homojenizasyonu

Sekil 3.4 Sindirim dokusu homojenizasyonu
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Sonra 40 mL homojenizata 7,000 x g, 4 °C’de 30 dakikalik santrifiijleme uygulanmistir
(Sekil 3.5). Homojenizasyon isleminden sonra blenderin kab1 ve kapaklari bir sonraki
numuneyi islemek i¢in viruslara kars1 etkin bir dezenfektanla yikanarak (Domestos —

Unilever San. ve Tic.) dezenfekte edilmistir.

Sekil 3.5 Homojenizatin santrifiijlemesi
3.2.3. Virus konsantre edilmesi

Supernatantta bulunan virus parcaciklar PEG-6000 kullanarak konsantre edilmistir
(Kingsley ve Richards, 2001; Atmar, 2006). %16 PEG-6000 ve 0,525 M NaCl ¢ozeltisi
slipernatantin esit hacimine ilave edildikten sonra, presipitasyon icin buz iizerinde bir

saat birakilmistir (Sekil 3.6; 3.7).

Sekil 3.6 Buz lizerinde presipitasyon islemi

42



Sekil 3.7 Buz lizerinde presipitasyonu

Coktiirtilen viruslara 7,000 x g’da 4 °C’de 10 dakika santrifiijleme uygulanmistir. Pelet
haline getirilen numuneler virus RNA/DNA izolasyonunda kullanilmak i¢in 400 pL
distile suda ¢oziiliip, izolasyon islemiye kadar -30 °C’de saklanmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8 Elde edilen pelet

3.2.4. Viral DNA/RNA izolasyonu

Virus niikleik asitlerin izolasyonu igin hazir test kitleri kullanilmistir (InnuPrep virus
DNA/RNA izolasyon kiti-AnalytikJena-Almanya).

InnuPrep virus DNA/RNA izolasyon Kiti virus DNA ve RNA’smin farkli baslangic
maddelerinden izole etmek icin tasarlanmustir. innuPrep virus DNA/RNA Kiti hiicre
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igermeyen sivi biyolojik numunelerden (6rnegin: plazma, serum, idrar, likor, hicre
kiiltiir siizlintiisii, kat1 maddeleri ve swab) son derece saf virus niikleik asitlerin hizli

hazirlanmasi i¢in optimize edilmistir.

Prosediir baglangi¢ maddesinin lizizi ve sonra gelen virus niikleik asitlerinin spin filtre
yiizeyine baglanmasi ile birlesmektedir. Birka¢ yikama asamasindan sonra virus
niikleik asitleri RNAse-free su kullanarak filtre zaridan ayristiriimaktadir. izolasyon
kimyas1 ve prosediirii azami kazang elde etmek i¢in optimize edilmistir. Ayrica, kit

Carrier Miks, Carrier RNA ve internal control DNA, RNA icermektedir.

Izole edilen niikleik asitler PCR, Real-time PCR veya her tiir enzimatik reaksiyonu

kapsayan uygulamalara uygundur.

Kullanilan kitin bilesenleri ¢izelge 3.2°de gorilmektedir.

Cizelge 3.2 Virus RNA/DNA izolasyon kitinin bilesenleri

Bilesen Miktar
Liziz soliisyonu CBV 25 mL
Baglama soliisyonu SBS 120 mL
Carrier Miks 1 x liyofilize toz
RNAse-free su 3x2.0mL
Proteinaz K 1 x 1.5 mL ¢aligma soliisyonu i¢in
Yikama soliisyonu HS 15 mL (son hacim 30 mL)
Yikama soliisyonu LS 16 mL (son hacim 80 mL)
Spin filtresi (mavi) 50 adet
Alict tiipler (2.0 mL) 5 x 50 adet
Ellsyon tlpler (1.5 mL) 50 adet
Manuel 1

Isleme baslamadan &nce asagidaki adimlari uygulanmustir:

- Etanoldan 15 mL yikama soliisyonu HS sisesine eklenmis ve iyice karigtirilmistir.

Sise her zaman sikica kapali tutulmustur.
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- Etanoldan 64 mL yikama soliisyonu LS sisesine eklenmis ve iyice karigtirllmistir.
Sise her zaman sikica kapali tutulmustur.

- Proteinaz K’ya 1.5 mL iki sefer distile su eklenmis, ¢c6zindirilmiis ve uygun
sartlarda muhafaza edilmistir.

- Su banyosu ve RNAse-free suya 70 °C’ye 6n 1sitma yapilmustir (Carrier Mix igin
onisitlimis RNAse-free suyu kullanilmaz).

- Biitiin santrifiijleme asamalar1 oda sicakliginda uygulanmistir.

- Baslangi¢ maddelerinin donma ve ¢oziilmesinden kagimilmistir.

RNA DNA’dan ¢ok daha az stabildir. Biyolojik maddelerin endojendz RNAseler ve
laboratuvarda her yerde devamli olarak mevcut olan ekzojenoz RNAseleri tarafindan
parg¢alanmasina olduk¢a duyarlidir. RNA hazirlanmasinda tatmin edici sonuglari elde
etmek icin, ekzojenoz RNAselerle bulasma imkéni, asagidaki kit manuelinden

tavsiyelere gore, en ufak dereceye diistiriilmiistiir:

- Ciltten veya tozlu laboratuvar malzemelerinden RNAse kontaminasyonu
onlenmek icin, ayra¢ ve RNA o6rnekleri kullanirken lateks veya vinil eldivenler
giyilmistir.

- Eldivenleri sik¢a degistirilmis ve tlipler kapali tutulmustur.

- Izole edilmis RNA buz iizerinde birakilmistir.

- Islem siiresi miimkiin oldugu kadar kisa tutulmustur.

- Prosedir boyunca steril ve tek kullanimlik polipropilen tiipler kullanilmstir.

- RNAse icermediklerinden emin olmak icin, plastik kapaklar 0,1 M NaOH ve 1
mM EDTA (Etilenediaminetetraasetik asit) sollisyonu ile muamele edilmistir.
Kapaklar soliisyonla iyice calkalandiktan sonra, RNAse icermeyen su ile
yikanmuistir.

- Biitlin cam egyalar kullanmadan 6nce deterjanla temizlenip, iyice yikanmis ve
firnda 240 °C’de dort veya daha fazla saat isitilmistir. Sadece otoklavlama
RNAseleri tamamen yok etmez. Bununla beraber, cam esyalar %0,1 DEPC (Dietil
pyrokarbonat) soliisyonu ile temizlenebilmektedir. Gerektiginde cam esyalar %0,1
DEPC soliisyonun iginde 37 °C’de 12 saat batirilip, geri kalan DEPC
uzaklastirmak i¢in 100 °C’de 15 dakika siiresiyle otoklavlanmistir.

- Biitiin tamponlar DEPC’yle-islenmis RNAse icermeyen su ile hazirlanmustir.
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- Bakteriyel kiiltiirler, hiicre kiiltiirleri veya diger RNAse biyolojik kaynaklari,
icinde RNA piirifikasyonu uygulanan ayni laboratuvarda kullanilmamasina dikkat
edilmistir.

- Diger islemlerde kullanilan malzemeler, cam veya plastik esyalar RNA izolasyonu

icin kullanilmamustir.

Carrier Miks, carrier RNA ve internal kontrol DNA ve RNA (IC DNA/RNA)
icermektedir. Coziinmiis carrier miks derhal liziz soliisyonu CBV’ye ilave edilmistir.
Carrier Miks -20 °C’de depolanmis ve 3 seferden daha fazla donma ¢oziilme
uygulanmamistir. Liziz soliisyonu CBV ve Carrier Miks karisimi 4 °C’de bir giin

suresiyle stabildir.

Her Carrier Miks tipine 1,25 mL RNAse icermeyen su eklenir. Cizelge 3.3’te Liziz

soliisyonu CBV ve carrier miks karisimin hazirlanmasi gosterilmistir.

Cizelge 3.3 Liziz soliisyon CBV/Carrier Miks karisimin hazirlanmasi

5 numune 10 numune n numune
Liziz soliisyonu CBV 2,4 mL 4,8 mL 480 pL x numune
Carrier Miks 60 pL 120 pL 120 pL X numune
Son hacim 2,46 mL 4,92 mL 492 uL x numune

Izolasyon islemi kit Uretici firmanin talimatlarina gére uygulanmustir. izolasyon islemi
icin bir onceki asamada hazirlanan konsantre edilmis viruslari igeren 400 uL’lik

numune soliisyonlari kullanilmigtir. Sekil 3.9°da izolasyon islemi 6zetlenmistir.

1- Ilk asamada 400 pL liziz soliisyonu/carrier miks (Lysis Solution
CBV/Carrier Mix) 2 ml’lik reaksiyon tlpune aktarilmistir. Ayn1 tiipe numuneden 400
ML ve 20 pL proteinaz K eklenip, kuvvetli vorteks ile 10 saniye karistirip, 70 °C’de 10
dakika inkube edilmistir. Liziz verimini ylkseltmek icin, numune tlpleri
inkiibator/shaking platform kullanilarak inkube edilmistir. Lizizden sonra tiipiin
kapagindan siviy1 uzaklastirmak igin reaksiyon tiipleri kisaca santrifiijlenmistir. (Bu
asamada kullanilan 2 ml tiiplerin DNAse/RNAse icermediklerinden emin olmak igin,
kullanmadan 6nce 0,1 M NaOH ve 1 mM EDTA solusyonu ve RNAse icermeyen su

ile yikanmustir).
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2- Numuneye 800 pL baglama soliisyonu (binding solution SBS) ilave edilip

pipetlenerek karigtirilmistir.

3- Elde edilen numuneden 650 pL 2 mL’lik alic1 tiipinde bulunan spin filtreye
aktarilmigtir. Kapagi kapatilan tip 10.000 x g (~12.000 rpm)’de bir dakika

santrifiijleme uygulanmistir.

4- Spin filtre yeni bir 2 mL’lik tiipe aktarildiktan sonra, kalan numune spin
filtreye yiiklenmistir. Yeni tiipiin kapagi kapatilarak 10.000 x g (~12.000 rpm)’de bir
dakika santrifiijlenmistir. Bundan sonra siiziintiiyii i¢eren tiip atilarak, spin filtre yeni

bir 2 mL’lik alic1 tiipe koyulmustur.

= 400 pL CBV/Carrier Miks ve
20 pL proteinaz K eklenmesi

Vorteks : 10 saniye
f = Inkiibasyon : 10 dakika (70 °C)
kisaca santrifiijlenmesi

2. DNA/RNA = 800 uL SBS eklenmesi
baglanmas1i = Vorteks

Spin filtresinin alic1 tiipiiye koyulmasi

Yeni alics tipii

650 pL numune spin filtresive eklenmesi
10.000 x g (~12.000 rpm): 1 dakika
kalan numunesinin spin
f filtresiye yiiklenilmesi

= 10.000 x g (~12.000 rpm): 1 dakika

3. Yikama = 400 pL HS eklenmesi
I = 10.000 x g (~12.000 rpm): 1 dakika

Yeni alict tupts « 650 uL LS eklenmesi
= 10.000 x g (~12.000 rpm): 1 dakika

f = 650 uL LS eklenmesi
= 10.000 x g (~12.000 rpm): 1 dakika

4. Etanol uzaklagtirilmas: == - Siiziintiistiniin atilmas1
= Spin filtresinin alic1 tiipiiye koyulmasi
Yeni alict tup f 10.000 X g (~12.000 rpm): 5 dakika
5. Eliisyon

ﬁ;\ = Spin filtresinin elisyon tipiye koyulmasi
a = 60 UL Snisitilmis RNAse-free suyun
eklenmesi
Ej‘ ? = Inkiibasyon : 2 dakika (oda sicakhg)
= 8.000 X g (~10.000 rpm): 1 dakika

Sekil 3.9 Virus izolasyon islemi
(SBS: Baglama soliisyonu; HS: Yikama soliisyonu HS; LS: Yikama soliisyonu LS)
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5- Spin filtre acilip, 500 pL yikama soliisyonu HS (washing solution HS)
eklenmistir. TUpun kapagi kapatildiktan sonra, tlipe 10.000 x g (~12.000 rpm)’de bir
dakikalik santrifiijleme uygulanmistir. Siiziintiisii i¢eren tiipten alinan spin filtre yeni

bir 2 mL’lik tiipe koyulmustur.

6- Spin filtre agilip, 650 pL yikama soliisyonu LS (washing solution LS) ilave
edilmistir. Sonra tiipiin kapagi kapatilip, 10.000 x g (~12.000 rpm)’de bir dakika
santrifiijlenmistir. Icinde bulunan siiziintii tipten uzaklastirildiktan sonra spin filtre

yeni 2 mL’lik tiipe koyulmustur.

7- Onceki asamada oldugu gibi spin filtre acilip, 650 pL yikama soliisyonu LS
(washing solution LS) ilave edilmistir. Sonra tiipiin kapagi kapatilip, 10.000 x g
(~12.000 rpm)’de bir dakika santrifiijleme uygulanmistir. Stizlintii igeren tiip atildiktan
sonra spin filtre yeni 2 mL’lik tiipe koyulmustur.

8- Butln etanol kalintisin1 uzaklagtirmak i¢in 10.000 x g (~12.000 rpm)’de bes

dakika santrifiijleme uygulanmistir. 2 mL’lik alic1 tiipten uzaklastirilmistir.

9- Spin filtre 1,5 ml elisyon tiiptine koyulmustur. Spin filtrenin kapagi dikkatle
acilip, 60 pL 6n 1sitilmis RNAse icermeyen distile su (70 °C) eklenmistir. Oda
sicakliginda 2 dakika inkube edildikten sonra, 8000 x g (~10.000 rpm)’de bir dakika

santrifiijleme uygulanmistir.

Islemin sonunda elde edilen virus niikleik asitleri sonraki Real-time PCR asamasinda
kullanilmistir. Virus DNA/RNA's1 iceren tiipleri sonraki asamasinda kullanana kadar

-30 °C’de saklanmustir.

3.2.5. Multiplex Real-time PCR

Real-time PCR asamasi ic¢in hazir test Kkitleri kullamilmistir (PowerChek
Adeno/Astro/Rota Real-time PCR Kit-Kogene Biotech-Kore).

PowerCheck Adeno/Astro/Rota Real-time PCR Kkiti klinik ornekler ve cevresel
numunelerden izole edilen adenovirus, astrovirus ve rotavirusun 0zel genlerinin
saptanmast i¢in tasarlanmistir. Bu kit Real-time RT-PCR reaksiyon tamponu, tek-adim
RT-PCR enzim karisimi ve 6zel primer/prob seti icermektedir. Ayrica, gilivenilir

sonugclar1 elde etmek i¢in kitin i¢inde Internal Control (IC) bulunmaktadir.

Adenovirus, astrovirus ve rotavirus Real-time RT-PCR analizi vasitasiyla saptanmasi,

quadruplex bir Real-time RT-PCR analizidir. Bu analiz reverse transkriptaz ile cONA
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sentezi ve Taq kullanilan PCR amplifikasyonu kapsamaktadir. Tek bir tiipte DNA
polimeraz ve floresan boya ile imlenmis 6zel primer ve prob bulunmaktadir.
Adenovirus, astrovirus ve rotavirusun 6zel genlerinin hedef siralar1 ve internal control

(IC), kanallar FAM, VIC (HEX), ROX ve CyS5 sirastyla kullanarak tespit edilmektedir.

Ik asamada, RNA PCR’m direkt kalib1 olmadig1 i¢in, cDNA reverse transkriptaz ile
RNA’dan sentezlenmektedir. Reverse transkripsiyon boyunca DNA polimeraz
tamamen etkisiz olur ve reverse transkriptaz reaksiyonuna engel olmamaktadir. PCR
amplifikasyon asamasinda primer ve prob karisimi TagMan denilen prensipten
faydalanmaktadir. PCR amplifikasyon sirasinda ileri ve ters primerleri PCR kalib1
olarak cDNA’ya hibridize etmektedir. Reaksiyonun sonunda elde edilen floresansin

yiikseltmesi farkli Real-time PCR platformlar ile tespit edilebilmektedir.

Elektroforezden farkli olarak, Real-time PCR esnasinda floresansin yogunluklarinin
izlemesi, PCR’dan sonra reaksiyon tiipleri tekrar ag¢madan, c¢ogalan {iriiniin
belirlemesine izin vermektedir. Tek-adim Real-time PCR Kiti, reverse transkripsyon
ve PCR amplifikasyon asamalari arasinda hi¢ ekstra ayrag kullanmadan, hedef gen
bolgelerini saptayabilmektedir. Bu nedenle, numunelerin kontaminasyon riski en

diisiik dereceye kiiciiltiillmektedir.

Bunun yani sira, kit PCR inhibisyon kontrolu olan ekzojenoz pozitif kontrolu (EPC)
icermektedir. IC kullanicinin PCR inhibisyonunu belirlemesi ve kontrol etmesine izin
vermektedir. IC primer/prob karisimin i¢inde bulunmaktadir. Ayrica, onun ayr1 olarak
uygulanmas1 gerekmemektedir. IC her amplifikasyon reaksiyonuna eklenip,
numunenin hedef DNA’s1yla beraber genisletilmektedir. Elde edilen sonuglari Cy5

kanalinda goriilebilmektedir.
Real-time PCR kitin bilesenleri asagidak gibidir:

- Primer/prob karisimi (Adeno/Astro/Rota): quadruplex primer/probe karigimi
adenovirusun ozel primer/prob, astrovirusun 6zel primer/prob, rotavirusun ozel
primer/prob, IC 6zel primer/prob ve IC i¢cin DNA igermektedir.

- 2X RT-PCR reaksiyon tamponu: dNTPs ve MgCl> iceren bir tampon.

- 25x RT enzim karisimi: tek-adim RT-PCR enzim karisimi.

- Kontrol (Adeno/Astro/Rota): Pozitif kontrol.

49



Isleme baslamadan 6nce asagidaki énlemlerine dikkat edilmistir:

- izole edilmis pozitif maddeler (numuneler, kontrol ve diger amplikonlar) baska
ayraglardan uzak tutulup, reaksiyon karisima ayri bir bolgede eklenmistir.

- Test baglamadan 6nce kit bilesenleri buz iizerinde erimeye kadar birakilmistir.

- Eridikten sonra bilesenler karistirilip, kisa santrifiijleme uygulanmastir.

- Agiz vasitasiyla pipetleme yapilmamistir.

- Pipetleme sirasinda 2x RT-PCR reaksiyon tamponu, 25X RT enzim karigimi ve
primer/prob karigimin PCR dirtinleri veya kontrolu bulagsmamasina dikkat
edilmistir. Bunun ig¢in filtreli pipet ucu kullanilmistir.

- Testin duyarliligi diisiiren ve RNA’nin bozulmasina neden olan tekrarlayan

numunelerin dondurup ¢ézilmesinden kaginilmstir.

RNAse ile konatminasyon riskini 6nlenmek igin biitiin test asamalar1 poli-eldiven
giyilerek uygulanmistir. Analiz edilecek numuneleri -30 °C’den ¢ikartilip, erimeye
kadar oda sicakliginda birakilmistir. PCR reaksiyon karigimi kitin kullanim kilavuzuna

gore hazirlanmigtir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 PCR reaksiyon karigimi

Bilesen Hacim
Primer/Probe Miks 4,2 uL
2x RT-PCR Reaksiyon Buffer 10 pL
25X RT Enzim Miks 0,8 UL
Template RNA 5uL
Nikleaz icermeyen su SuL
Toplam 20 pL

Her bir PCR devresinde mevcut olan kuyucuk sayisina gore gerekli olan PCR
reaksiyon karigimin miktar1 hazirlanmistir. Sekil 3.10°da PCR karisimin hazirlanmasi

gosterilmistir.

50



-
N

- -

Sekil 3.10 PCR karisimin hazirlanmast

Her bir kuyucuk PCR reaksiyon karigimindan 15 pL ile, numuneden ise 5 pL ile
(toplam 20 pL) doldurulmustur. Pozitif kontrol (C+) i¢in numune yerine kontroldan 5

uL kullanilip, negatif kontrol (NTC) i¢in ise 5 pL niikleaz igermeyen su kullanilmistir.
Sekil 3.11'de PCR kuyucuk doldurulmasi goriilmektedir.

Sekil 3.11 PCR kuyucuk doldurulmas1

Hazirlanan kuyucuklarin duvarlarinin iizerinde olusan kii¢iik damlaciklar1 asagiya

getirmek i¢in kuyucuklara kisa santrifiijleme (Short-run) uygulanmistir (Sekil 3.12).
- .
o\
R
‘.

Sekil 3.12 Kuyucuklarin kisa santrifiijlemesi
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Hazir olan kuyucuklar kapatilarak Real-time PCR cihazina koyulmustur (Sekil 3.13).

Sekil 3.13 Real-time PCR

Kullanilacak cihazin kanallar1 ve sicaklik profili kitin kullanim kilavuzuna gore
ayarlanmustir. Ug incelenen virus ve bir Internal Control (IC) i¢in dért tane fluorophore

kanal kullanilmustir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5 Kullanilan PCR fluorophore kanallari

Analit Fluorophore kanah
Adenovirus FAM
Astrovirus VIC (HEX)
Rotavirus ROX
IC Cy5

Cizelge 3.6 ve sekil 3.14’te kullanilan PCR sicaklik profili gosterilmistir. Floresans

son agsamada saptanmustir.

Cizelge 3.6 PCR sicaklik profili

Sicakhk Sire Devre
50 °C 30 dakika 1
95 °C 10 dakika 1
95 °C 15 saniye

45
55 °C 1 dakika
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Sicaklik profili
(Tahmini stire: 02:16:36)

Sicaklik

Béliim 1 Béliim 2 Béliim 3
1 Devre 1 Devre 45 Devre

Sekil 3.14 PCR sicaklik profili
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4. BULGULAR

Tum numuneler Real-time PCR ile incelenmistir. Her analizden 6nce her bir numune
i¢in niikleik asit konsantrasyonu ol¢iilmiistiir (Spectrophotometer for Life Science,
Shimadzu Corporation Analytical & Measuring Instruments Division, Japonya). PCR
inhibisyonunu 6nlemek ve hatasiz sonuglari elde etmek i¢in 40 ng/uL’den daha yiiksek
konsantrasyona sahip olan numunelere seyreltme uygulanmistir. Her analizde internal
control (IC) kullanilmistir. Sekiller 4.1; 4.2; 4.3; 4.4; 4.5’'te PCR analizlerin

amplifikasyon plotlar1 goriilmektedir.

- -Rotawrus
. - .Astr.ovTru.s

-E;‘-\derélov@s
2000 “”'-C+ ...................................

a0t

Fluorescence (dR)

IR

Sekil 4.1 PCR Amplifikasyon Plotlar1 — Analiz 1

55



Fluorescence (dR)

3000

- ERotéu’lrufs
- ;Astrbvirl,;s
- ;Adeﬁovir:us
|| flc .
] c-

g 2000
g
.
1000
o
4 :] 8 10 1z 14 16 18 0 i 4 6 il 30 37 34 36 38 40 42 a4
Cycles
Sekil 4.2 PCR Amplifikasyon Plotlar1 — Analiz 2
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Sekil 4.3 PCR Amplifikasyon Plotlar1 — Analiz 3
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Sekil 4.4 PCR Amplifikasyon Plotlar1 — Analiz 4
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Sekil 4.5 PCR Amplifikasyon Plotlar1 — Analiz 5
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Nisan (2017) ayinda farkli tarihlerde, Beylikdiizii'nden Giirpmnar Su Uriinleri
Hali’nden balik¢1 teknelerinden alinan 20 parti midye numunesi analiz edilmis ve
%85’inde (17 partide) adenovirus, %95’inde (19 partide) astrovirus ve %80’inde (16
partide) hem adenovirus hem de astrovirus bulunmustur. Rumeli Kavagi’ndan balik
satig diikkkanlarindan alinan 13 parti midye numunesinin %38,46’sinda (5 partide)
adenovirus, %92’sinde (12 partide) astrovirus ve %30,77’sinde (4 partide) hem
adenovirus hem de astrovirus saptanmistir. Beyoglu Ilgesi’nden lokantalardan alinan
19 parti midye numunesini analiz edilmis ve %10,5’inde (2 partide) adenovirus ve
astrovirus i¢in pozitif sonuglar1 elde edilirken, %5,26’s1 (1 partide) hem adenovirus
hem de astrovirus i¢in pozitif ¢ikmistir. Toplam analiz edilen 52 parti midye
numunesinin %46,15'i (24 partide) adenovirus, %63,46's1 (33 partide) astrovirus ve
%40,38'1 (21 partide) hem adenovirus hem de astrovirus saptanmustir. Midye
numunelerinin higbirinde rotavirus bulunmamustir. Arastirilan enterik viruslarin
hicbiri karides numunelerinde tespit edilmemistir. Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3’te alinan
midye numunelerinin analiz sonuclari, Cizelge 4.4°te numune alma yerine gére midye
numunelerinin adenovirus, astrovirus ve rotavirus dagilim oranini, Sekil 4.6, 4.7 ve

4.8’de incelenen enterik viruslarin dagilimi gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Giirpinar Su Uriinleri Hali’nden alinan midye numunelerinin analiz sonuglar

Parti No
Midye Rotavirus Adenovirus Astrovirus
Numuneleri
1 - + +
2 - + +
3 - + +
4 - + +
5 - + +
6 - 1 1
7 - + +
8 - S S
9 - - +
10 - + +
11 - - +
12 - + +
13 - + +
14 - = +
15 - + +
16 . + +
17 - + +
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Cizelge 4.1 (devam) Giirpmar Su Uriinleri Hali’nden alman midye numunelerinin analiz
sonuglari

18 : + +

19 : + .
20 : + +

Cizelge 4.2 Rumeli Kavagi’ndan alinan midye numunelerinin analiz sonuglari

Parti No ) _ _
Midye Rotavirus Adenovirus Astrovirus
Numuneleri

21 - -
22 = =
23 - -
24 = +
25 - -
26 - +
27 = -
28 = +
29 - +
30 = +
31 - -
32 = =
33 3 =

4[4[+ [+ [+ ]+

4|+ |+ |+

Cizelge 4.3 Beyoglu’ndan alinan midye numunlerinin analiz sonuglari

Parti No _ _ _
Midye Rotavirus Adenovirus Astrovirus
Numuneleri

34 3 B .
35 - - -
36 - + +
37 - - &
38 - - -
39 - - -
40 - - -
41 : - :
42 - - -
43 - - :
44 - : -
45 - + -
46 - - -
47 - : -
48 - - -
49 - - .
50 - - -
51 - - -
52 - - -
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Cizelge 4.4 Numune alinan yere gore midye numunelerinin adenovirus (AdV) astrovirus

(AsV) ve rotavirusun (RV) dagilim oranm

] ) o o | AdV ve AsV
Midye numuneleri AdV pozitif | AsV pozitif | RV pozitif o
pozitif
Parti .
Alinan yer N % N % N % N %
sayis1
Giirpinar Su
Urinleri 20 17 | %85 19 | %95 0 %0 | 16 | %80
Hali
Rumeli
13 5 | %3846 | 12 | %92 0 %0 4 | %30,77
Kavagi
Beyoglu 19 2 | %105 | 2 | %105 | O %0 1 | %5,26
Toplam 52 24 | %46,15 | 33 | %63,46 | O %0 | 21 | %40,38

*N: Pozitif numunenin sayisi
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Adenovirus

m Negatif
m Pozitif
Astrovirus
m Negatif
® Pozitif
Rotavirus
0%
m Negatif
m Pozitif

Sekil 4.6 Giirpinar Su Uriinleri Hali’nden Nisan-2017’de alinan midye numunelerinde
adenovirus, astrovirus ve rotavirusun dagilim orani
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Adenovirus

m Negatif
® Pozitif
Astrovirus
= Negatif
m Pozitif
Rotavirus
0%
= Negatif
® Pozitif

Sekil 4.7 Rumeli Kavagi’ndan Nisan-2017’de alinan midye numunelerinde adenovirus,
astrovirus ve rotavirusun dagilim orani
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Adenovirus

10.50%

= Negatif
® Pozitif

Astrovirus

10.50%

= Negatif
® Pozitif

Rotavirus

0%

= Negatif
® Pozitif

Sekil 4.8 Beyoglu’ndan Nisan-2017’de alinan midye numunelerinde adenovirus, astrovirus
ve rotavirusun dagilim orani
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Sekil 4.9’da tiim midye numunelerinde adenovirus orani gériilmektedir.

ADENOVIRUS

Pozitif
%46.15

Negatif
%53.50

Sekil 4.9 Tiim midye numunelerinde adenovirus orani

Sekil 4.10°da tiim midye numunelerinde astrovirus orani gosterilmistir.

ASTROVIRUS

Pozitif
%63.46

Sekil 4.10 Tiim midye numunelerinde astrovirus orant
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda viruslar gida kaynakli hastaliklar igerisinde onemli etkenler olarak
tanimlanmaktadir. Cok az virus ¢esidi gida kaynakli ve gidalardan kaynaklanan
hastaliklara neden olmaktadir. Viruslar gidalarda ¢ogalamazlar fakat kontaminasyon,
insanlar igin en o&nemli bulasma kaynagidir. Uzerinde bulunduklar1 gidalarin
tlketilmesi sonucu viicuda girerek hastaliklara neden olan viruslardan bazilari; hepatit
A virusu (HAV), norwalk ve norwalk benzeri viruslar, polioviruslar, echoviruslar,
astroviruslar, caliciviruslar, enterik adenoviruslar, parvoviruslar ve rotaviruslardir.
Enterik viruslar intestinal sistemde ¢ogalabilmekte ve diski ile kontamine olmus

gidalarin tiikketilmesi sonucu viicuda girerek hastaliga neden olabilmektedir.

Viruslar ¢evre sartlarinda ve gidalarda ¢ogalamadiklar:t i¢in gidalarin islenmesi,
paketlenmesi ve tasinmasi sirasinda bulasma olmaktadir. Bu ylizden bu asamalarin her
birinde hijyenik sartlarin kurallara uygun ve tam anlamiyla uygulanmasi ¢ok

onemlidir.

Virusla kontamine olmus sularda yetisen kabuklu deniz hayvanlari gastroenterit ve
hepatit hastaliklarinin 1yi belgelenmis kaynagi olarak taninmaktadir (Dienstag ve dig.,
1976; Richards, 1987). Insan diskisinda norovirus, enterovirus, adenovirus, hepatit A
virusu (HAV), hepatit E virusu (HEV), rotavirus ve astrovirus gibi bircok enterik viral
patojen tiirlii bulunmaktadir. Bu viruslarin ¢ogu gida kaynakli hastalik salginlari ile

iliskili gériilmektedir (Greening, 2006).

Kabuklularda farkli enterik viruslarin yayilmasi biitiin diinyada bir¢ok calismada ve
sayica ¢ok kisi tarafindan arastirllmistir. Kabuklu deniz hayvanlarinda rotavirus
varligin1 saptamak i¢in Hindistan’da 2014 yilinda bir ¢alisma yapilmistir. Toplam 200
midye ve deniz taragi numunesi giiney Hindistan’daki Kerala’nin iki farkli yerinden
Ekim 2010 ve Subat 2012 tarihlerinde toplanip, RT-PCR ile analiz edilmistir. Alinan
kabuklu deniz hayvanlarin sindirim dokusu ¢ikarilmis ve proteinaz K kullanilarak
islenmistir. Toplam 200 midye ve deniz taragr numunesinden 5 numunenin (%2,5)
rotavirus pozitif oldugu ortaya koyulmustur. Rotavirus 60 kahverengi midye

numunesinden 2 numunede (%3,33), 70 sar1 deniz taragi numunesinden 2 numunede
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(%2,86) ve 70 siyah deniz taragi numunesinden bir numunede bulunmustur (Mohan
ve dig., 2014).

Giiney Italya'da Akdeniz midyesinde (Mytilus galloprovincialis) farkl gida kaynakl
viruslarin prevalansi arastirilmustir. 1ki yi1l boyunca, 108 midye numunesi (2014
yilinda 25 midye grupu, 2015°te ise 83 midye grupu) toplanmis ve Real-time reverse
transkripsyon PCR kullanilarak incelenmistir. Her bir numune icin ortalama on adet
midyeden sindirim dokusu (hepatopankreas) ¢ikarilarak birlestirilmis ve analiz
edilmistir. Aranan viruslar human norovirusu (genogrup | ve 1l), rotavirus, astrovirus,
sapovirus, aichivirus, hepatit A virusu ve hepatit E virusu kapsamaktadir. Toplam
numunelerin %50,93'linlin aranan viruslardan en az birisi ile kontamine oldugu ortaya
koyulmustur. Analiz edilen ilk 25 midye numunesinin (2014 yilinda toplanan)
sapovirus (%16,00), astrovirus (%16,00) ve aichivirus (%8) pozitif oldugu
saptanmustir. Tkinci y1l (2015) toplanan 83 numunenin astrovirus (%32,53), norovirus
GIl (%26,50), sapovirus (%18,07), hepatit A virusu (%16,87), rotavirus (%16,87),
aichivirus (%13,25) ve norovirus Gl (%12,05) pozitif oldugu saptanmistir (Fusco ve
dig., 2017).

Diger bir arastirmada 2013 yilinda, Cin’de on sehirden toplam 162 kabuklu deniz
hayvani numunesi (127 deniz taragi (Mactra chinensis, Mactra Veneriformis, Dosinia
Japonica, Dosinia biscocta, Paphia undulata, Paphia euglypta, Ruditapes
philippinarum, Sinonovacula constrictai, Solen grandis, Scapharca subcrenata,
Scapharca labiosa, Tegillarca granosa, Pecten farreri, Pecten yesoensis), 18 midye
(Mytilus edulis, Perna viridis) ve 17 istiridye (Crassostrea gigas, Crassostrea
plicatula) olmak tizere) toplanip, farkli enterik viruslarin varligini saptamak icin analiz
edilmistir. Aranan enterik viruslar hepatit A virusu (HAV), norovirus (NV), rotavirus
(RV), poliovirus (PV), astrovirus (AsV) ve adenovirusu (AdV) kapsamaktadir.
Kabuklu deniz hayvanlarinda aranan enterik viruslarin varhigt RT-PCR metodu
kullanilarak belirlenmistir. Incelenen her bir numune i¢in kabuklu deniz
hayvanlarindan 500 gram alinmis ve virus eliisyonu i¢in glisin tamponu kullanilmastir.
Calismanin sonucunda PV %15 (25/162 oraninda) bulunmus ve en ¢ok rastlanan virus
tird oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Takip eden NV numunelerinin %12'sinde (20/162
numunede), AdV %9 (15/162 numunede), RV %7 (10/162 numunede), AsV %6
(9/162 numunede) ve HAV %5 (8/162 numunede) oraninda saptanmistir. Bu

caligmada incelenen toplam 18 midye numunesinin higbirinde rotavirus ve adenovirus
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bulunmamis, ancak 1 adet midyede AsV, birer adet midyede HAV ve NV tespit
edilmistir (Xia Ming ve dig., 2013).

Giineybat1 Hindistan kiyilarinin digki ile kontaminasyon derecesini degerlendirmeyi
hedefleyen bir ¢alisma yapilmistir. Calismada 100 numune istiridye (Crossostrea
madrasensis), 74 numune deniz taragi (Meritrix meritrix) ve 20 numune karides
(Penaeus monodon), toplam 194 numune olmak (zere enterovirus, adenovirus,
norovirus ve hepatit A virusu saptamak igin analiz edilmistir. Her bir numune icin 20
istiridye, 30 deniz tarag1 ve 10 karides’in sindirim dokular ¢ikarilarak tek bir numune
olacak sekilde birlestirilmis ve RT-PCR ile analiz edilmistir. Calismanin sonucunda
istiridye numunelerinin %217'sinin adenovirus ve %37'sinin enterovirus ile bulagmis
oldugu saptanmistir. 74 deniz taragi numunesinde adenovirus %27 (20 tane) ve
enterovirus %46 (34 tane) oraniyla bulunmugstur. Biitlin istiridye ve deniz taragi
numuneleri hepatit A virusu ve norovirus icin negatif ¢ikmistir. Incelenen karides
numunelerinin 3 tanesi (%15) enterovirus igin pozitifken, tiim aranan diger viruslari

i¢in negatif sonug¢ vermistir (Umesha ve dig., 2008).

Kuzey Tunus’ta Temmuz 2000 — Eyliil 2001 arasinda, numune toplamak icin iki yer
belirlenmis ve her belirlenen yerden tekrar iki toplama noktasindan toplanan, toplam
23 numunede (alt1 adet midye ve 17 deniz taragi) astrovirus (AsV), enterovirus (EV),
norovirus (NV) ve hepatit A virusu (HAV) varhigim tespit etmeyi hedefleyen bir
caligma yapilmigtir. Her analiz icin kabuklularin sindirim dokulari ¢ikarilip, analizde
1.5 gramlik homojenize edilmis sindirim dokusu kullanilmigtir. Ayrica, aranan viruslar
PEG-6000 kullanilarak konsantre edilmistir. Toplam 23 numunenin %83'Unt en az bir
virus tirii i¢in pozitif oldugunu ortaya koyulmustur. Astrovirus numunelerinin
%61'inde, norovirus numunelerinin %35'inde ve hepatit A virusu numunelerin
%26'!nda saptanmustir. Incelenen 6 midye numunesinin bir adedinde sadece astrovirus,
bir adedinde sadece norovirus, bir adedinde EV ve NV, bir adedinde de hem HAV hem
de NV bulunmustur (Elamri ve dig., 2006).

Baska bir olayda, gliney Fransa’dan toplanan istiridye ve midye numunelerinde hepatit
A virusu (HAV), norovirus, enterovirus, rotavirus ve astrovirus varligi belirlenmistir.
Her numune en az 20 istiridiye veya 30 midye igermistir. Her bir midye ve istiridye
numunesi icin mide ve sindirim dokusundan 1,5 gramlik 3 parca ¢ikarilarak analiz
edilinceye kadar -20 °C’de saklanmistir. Toplanan kabuklu deniz hayvanlar1 RT-PCR

ile analiz edilmistir. Istiridye numunelerinin midye numunelerinden daha az kirletilmis
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oldugu saptanmistir. Istiridye numunelerinin (toplam 108 numune) astrovirus %17,
norovirus %23, enterovirus %19 ve rotavirus %27 pozitif oldugu ortaya koyulmustur.
Midye numunelerinde ise (toplam 73 numune) astrovirus %50, HAV %13, norovirus
%35, enterovirus %45 ve rotavirus %52 oraninda tespit edilmistir (Le Guyader ve dig.,
2000).

Diger bir arastirmada Norveg kiyisindan 86 mavi midye (Mytilus edulis), at midyesi
(Modiolus modiolus) ve istiridye (Ostrea edulis) numunesi toplanmis ve adenovirus
varligi numunelerinin %18,6 oraninda saptanmistir. Her bir numune 10-25 midye veya
5 istiridye igermistir. Bu c¢alismada virus ayristirilmast igin glisin  tamponu
kullanilmistir. Pozitif numunelerin sayist kis mevsiminde artmaktadir (Myrmel ve

dig., 2004).

Ayrica, Muniain-Mujika ve digerleri 2003 yilinda Ispanya kiyisindan toplanan
Akdeniz siyah midyesi (Mytilus galloprovincialis) ve istiridyelerde (Crassostrea
gigas) insana ait patojenik viruslarin varligini aragtirmiglar ve aranan viruslarin
ayrigtirtlmasi i¢in glisin tamponu kullanmiglardir. Adenovirusun numunelerin
%47’sinde, enterovirusun numunelerin %19’unda ve hepatit A virusunun numunelerin

%?24’tinde bulundugunu ortaya koymuslardir.

Kabuklularda enterik virusun yayilmasini analiz etmek igin es zamanli bir sekilde
Avrupa'nin bir¢ok cografi bolgesinde genis kapsamli bir ¢alisma yapilmistir. Caligma
kapsaminda 475 (Mytilus edulis) mavi midye numunesi dort farkli tilkeden toplanmis
(Yunanistan - 144 numune; Ispanya — 104 numune; Isve¢ — 54 numune ve ingiltere —
173 numune) ve human adenovirusu, norovirus, enterovirus ve hepatit A virusu
varligini1 saptamak i¢in incelenmistir. Numuneler 6zel midye yetistirme bolgelerinden
alimmustir. Yunanistan'dan alinan 144 numunede adenovirus %33, enterovirus %15,
hepatit A virusu %4 ve norovirus GII %2 oraninda saptanmustir. Ispanya'dan toplanan
midye numunelerinin %36'sinda adenovirus, %26'sinda enterovirus, %3'inde hepatit
A virusu, %I12'sinde norovirus GI ve %]14'linde norovirus GII tespit edilmistir.
Isve¢'ten alinan midyelerde ise adenovirus %33, enterovirus %24, norovirus GI %17
ve norovirus GII %24 oraminda bulunmustur. Ingiltere'den toplanan midye
numunelerinin %46'sinda adenovirus, %14'Unde enterovirus, %1'inde hepatit A virusu,
%>5'inde norovirus Gl ve %5'inde norovirus GII saptanmistir. Bu ¢alismada her bir
numune icin 20 istiridye ve 20-30 midyenin sindirim dokusunu ¢ikarilarak

birlestirilmis ve analiz edilmistir. Her bir numunede 30 gram sindirim dokusu
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kullanilmistir. Bu ¢aligmada aranan viruslar sindirim dokusundan ayristirilmak igin

glisin tamponu kullanilmistir (Formiga-Cruz ve dig., 2002).

Tirkiye'de kabuklularda enterik viruslarin yayilmasi hakkinda birkag ¢alisma
bulunmaktadir. Izmir Korfezi’nden toplanan 795 adet midyenin, Microsporidia spp.,
hepatit A virusu (HAV) ve norovirus (NV) kontaminasyon orani arastirtlmistir.
Calismada incelenen midyelerin HAV (%26,7) ve NV (%30) ile kontamine olduklar1
ortaya koyulmustur (Erol ve dig., 2016). Istanbul'un Bogaz ¢evresinden toplanan 110
midye numunesinde human norovirusu (NV) genogrup I ve II sikliginin belirlemek
i¢in bir ¢aligma yapilmistir. Caligmanin sonucunda, toplanan midyelerde NV genogrup
[I’un %4,5 oraninda bulundugu tespit edilmistir (Yilmaz ve dig., 2010). Tiirkiye'nin
Orta Karadeniz Bolgesi’ ndeki Samsun Ili’nden toplanan 600 midye, 60 numuneye
boliinerek hepatit A virusu (HAV) varligi 2010 yilinda arastirilmistir. Her midye
numunesi 10 adet midye igermistir. Sonugta kontrol edilen numunelerinin iki adedinde

HAV pozitif oldugu ortaya koyulmustur (Terzi ve dig., 2010).

Istanbul kiyilarinda midye ve karides satismin yogun olarak yapildigi Beylikdiizii
flgesi’nden Giirpmar Su Uriinleri Hali’nden balik¢1 teknelerinden, Rumeli
Kavagi’ndan balik satis diikkanlarindan ve Beyoglu’nda lokantalardan alinan canli ve
islenmemis midye numunelerinin arastirildigi bu ¢alismada Real-time PCR yontemi
ile ¢alisilmis ve midyelerde degisik oranlarda adenovirus ve astrovirus varligi
saptanmigtir. Higbir midye numunesinde rotavirus tespit edilmemistir. Glirpinar Su
Uriinleri Hali’nden balikg1 teknelerinden toplanan 500 adet midye numunesi 20 partiye
boliinerek analiz edilmis ve parti midye numunelerinin %85’i adenovirus pozitif,
%095°1 astrovirus pozitif iken, %80’ hem adenovirus hem astrovirus pozitif
bulunmustur. Rumeli Kavagi’ndan balik¢1 diikkkanlarindan alinan 350 adet midye
numunesi 13 partiye boliinerek test edilmis ve bu sekilde incelenen midyelerin
%38,46’s1 adenovirus, %92 ’si astrovirus pozitif, %30,77’si de hem adenovirus hem de
astrovirus pozitif olarak tespit edilmistir. Beyoglu’ndan lokantalardan alinan 500 adet
midye numunesi 19 partiye boliinmiis ve analiz edilmistir. Bunlarin %210,5’i
adenovirus, %10,5°1 astrovirus, %5,26°s1 da hem adenovirus hem de astrovirus pozitif
bulunmustur. Toplam analiz edilen 52 parti midye numunesinin %46,15'i (24 partide)
adenovirus, %63,46's1 (33 partide) astrovirus ve %40,38'i (21 partide) hem adenovirus

hem de astrovirus saptanmuistir.
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Ozellikle astrovirusun durumunu incelendigimizde, oldukca yiiksek oranlarinda
bulunmustur. Bu c¢alismada astrovirus Beylikdiizii’'nde Giirpinar Su Uriinleri
Hali’nden toplanan numunelerde %95’iken, Rumeli Kavagi’'nda %92 oraninda

saptanmistir.

Gida kaynakli viruslarin asit, 1s1, kurutma, basing, dezenfektanlar ve ultraviyole
radyasyonu gibi farkli ¢cevresel zorluklara degisen dayaniklilik gostermesine ragmen,
genellikle saglam tabiathidirlar ve ¢evrede iyi bir sekilde canli kalabilmektedirler
(FAO/WHO, 2008). Astrovirusun icme suyu (Abad ve dig., 1997b), tath ve deniz
suyunda saglamlig1 ve kolay yayilmasini ve bu virusun gevresel sartlara direngligini

elde edilen yiiksek oranlarini agiklayabilmektedir (Bosch ve dig., 2014).

Le Guyader ve digerleri (2000) tarafindan yapilan c¢aligmada astrovirusun varlig
analiz edilen midye numunelerinin %50’sinde saptanmustir. Yapilan bu tez
calismasinin sonuglara gore astrovirusun varligi %63,46 oraniyla Le Guyader’den
yuksekken, Elamri ve dig. (2006) toplam midye ve deniz taragi ¢alismasi sonuglarina
(%61) oldukg¢a yakin bir oranda saptanmistir. Elamri ve dig. (2006), sadece 6 midye
numunesi ile c¢alismiglar ve bir adedinde astrovirus (%16,67) tespit etmislerdir.
Calisilan midye numunelerinin az sayida olmasi sonuglar1 karsilastirmada sorun
olusturmaktadir. Fusco ve dig. (2017) her bir numune i¢in ortalama on adet midyeden
sindirim dokusu (hepatopankreas) ¢ikararak birlestirip analiz ettikleri ¢alismada; ilk
aldiklar1 25 midye numunesinin (2014 yilinda toplanan) astrovirus yoniinden %16,00
pozitif; ikinci y1l (2015) toplanan 83 numunenin %32,53 astrovirus pozitif oldugunu
saptamiglardir. Tiirkiye’de kabuklu deniz hayvanlarinda astrovirus varhig: ile ilgili

yapilmis bilimsel arastirma yoktur.

Daha once yapilan ¢alismalarda; adenovirus orani Norveg kiyilarinda 86 midye
orneginde %18,6 ile bu tezin sonuglarina gore oldukga diisiik bulunurken (Myrmel ve
dig., 2004); her bir numunede 30 gram sindirim dokusunun analiz edildigi baska bir
calismada Yunanistan’da 144 numunede %33, Isve¢’te 54 numunede %33 ve
Ispanya’da 104 numunede %36 gibi, daha diisiik oranda olmakla birlikte bu tezin
sonuclarina (%46,15) yakin degerler saptanmustir. Ayni galismada Ingiltere’de 173
numunede ise tamamen ayni oranda (%46) adenovirus saptanmistir (Formiga-Cruz ve
dig., 2002). Tiirkiye’de kabuklularda adenovirus hakkinda yapilmis hi¢bir ¢alisma
yoktur.
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Bu tez caligmasinda midye numunelerinin higbirinde rotavirus bulunmamaistir.
Hindistan’da 2014 yilinda yayinlanan Mohan ve digerlerinin ¢alismasinda, RT-PCR
yontemi ile, rotavirus 60 kahverengi midye numunesinden 2 numunede (%3,33)
bulunmustur. Giiney Fransa’da, rotavirus varliginin belirlendigi ¢calismada RT-PCR
yontemi kullanilarak midye numunelerinde (toplam 73 numune) %52 rotavirus tespit
edilmistir (Le Guyader ve dig., 2000). Fusco ve digerlerinin (2017) italya’da yapilan
calismasinda midye numunelerinin %16,87’sinde rotavirus saptanmistir. Hindistan’da
yapilan Mohan ve digerlerinin ¢alismasinda rotavirus varlig1 oldukga diisiik oraninda
(%3,33) tespit edilirken, Fransa’da (%52) ve Italya’da (%16,87) daha yilksek oranda
bulunmustur. Bununla birlikte, Cin’de yapilan Xia Ming ve digerlerinin (2013)
caligmasinin kapsaminda, bu ¢aligma ile ayn1 sekilde, incelenen midye numunelerinin
hicbirinde rotavirus saptanmamistir. Midyelerde rotavirus ile ilgili yapilan tim
calismalarda ¢ok farkli oranlarda rotavirus varligi saptanmustir. Tiirkiye’de kabuklu
deniz {iriinlerinde rotavirus varligi arastirllan higbir bilimsel c¢aligsmasi

bulunmamaktadir.

Karides iizerinde yapilan bir arastirmada, giney Brezilya'da pembe Kkarideste
adenovirus biyolojik birikimini belirlenmistir. Calismada 100 pembe karides
(Farfantepenaeus paulensis) numunesi Haziran 2012 ve Mayis 2013 tarihleri arasinda
toplanip, Real-time gPCR ile analiz edilmistir. Incelenen numunelerinin %35'nin
adenovirusun farkl: tiirleri igerdigi saptanmistir (AvAdV %17, BAdV %13, CAdV %7
ve POAdV %2). HAdV higbir karides numunesinde saptamamistir. Numuneler asiri
derecede kirletilmis ve iginde su aritma sistemi bulunmayan gol kiyilarindan

toplanmistir (Luz ve dig., 2015).

Karideslerin (Penaeus schmitti) enterik hastaliklarin iletimindeki roliinii arastirmak
icin yapilan bir calismada, Venezuela'nin batisindaki topraklardan ve yerel deniz
rtinleri satis yerlerinden ve dogrudan Maracaibo Golu'nden toplam 33 Karides
orneginden 16'sinda (%49) polioviruslar 1 ve 2 ve echovirus tirleri 20, 21, 27 ve 29
olmak tizere alt1 tiir enterovirus izole edilmistir. Bu ¢alisma sonuglari, enteroviruslarin
kanalizasyon bulasan deniz sularinda bulunan karides popiilasyonlarinda mevcut

olabilecegini gostermektedir (Botero ve dig., 1996).

Giineybati Hindistan kiyilarindan toplanan 20 karides numunesi (Penaeus monodon),
enterovirus, adenovirus, norovirus ve hepatit A virusu saptamak i¢in analiz edilmistir.

Her karides numunesi i¢in 10 adet karides’in sindirim dokular1 ¢ikarilarak tek bir
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numune olacak sekilde birlestirilmis ve RT-PCR ile analiz edilmistir. Incelenen
karides numunelerinde sadece enterovirus (%15) tespit edilirken, hi¢bir numunede

adenovirus ve arastirilan diger viruslar saptanmamistir (Umesha ve dig., 2008).

Yapilan bu Yiiksek Lisans tez ¢alismasinda, Istanbul’da her ii¢c yerden alinan higbir
karides numunesinde, Real-time PCR yodntemi ile rotavirus, astrovirus ve adenovirus
saptanmamustir. Brezilya’da pembe karideste adenovirus biyolojik birikimini
saptamak tizere yapilan calismada numunelerin asir1 derecede kontamine ve i¢inde su
aritma sistemi bulunmayan gol kiyilarindan toplanmis olmasi nedeniyle daha yiiksek
oranda saptanmis olmasi muhtemeldir. Giineybati Hindistan’da yapilan ¢alismada,
hicbir karides numunesinde adenovirus, norovirus ve hepatit A virusu saptanmamis
olup bu tezin sonuglari ile uyusmaktadir. Tiirkiye’de karideslerde enterik viruslarin

varligiyla ilgili calisma yoktur.

Karideslerde enterik viruslarin biyoakiimulasyonu ile ilgili yapilmis fazla ¢alisma
yoktur. Ancak karides ve diger kabuklular, beslenme esnasinda enterik viruslar1 ve
bakterileri biriktirebilmektedir (DiGirolamo ve dig., 1972; Umesha ve dig., 2008).
Dahasi, kontamine sudaki organizmalarin, mekanik vektorleri gibi davranarak
yiizeylerinde veya bagirsaklarinda virus tagiyabilecegi one siiriilmiistiir (Stentiford ve
dig., 2009). Hindistan'da karideslerin enterovirus kontaminasyonu (Umesha ve dig.,
2008), Venezuela'da ise poliovirus tip 1 ve 2 kontaminasyonu bildirilmistir (Botero ve
dig., 1996). insanlar veya diger hayvanlar tarafindan nakledilen viruslarin karides
hiicrelerinde ¢ogalmasi miimkiin olmadig1 halde az pismis kontamine karideslerin

tiketilmesi ciddi bir saglik riski olusturabilmektedir.

Karides, midyeden farkli olarak, denizdeki derin yerlerden avlanmaktadir. Midyeler
cogunlukla kayalik deniz kiyisina yakin yerlerde yasar ve oradan toplanmaktadir.
Ayrica, midyeler filtrasyonla beslenirken agir metal, bakteri ve viruslari kapsayan gida
parcaciklart yigarak her saat 4 — 20 litre su filtre etmektedir. Filtrasyonla beslenme
sirasinda mikroorganizmalar sindirim bezine girer ve icinde yogunlagmaktadir.
Cevreleyen sular yiiksek virus miktari igerdigi durumda, midyeler birkag saat i¢inde
yilksek virus konsantrasyonu yigabilmektedir (Greening, 2006). Bu nedenle
midyelerin karideslerden daha yiikesek virus partikiili icermesi muhtemeldir. Enterik
viruslarin baslica bulagsma kaynagi olan atik su deniz kiyisina yakin olarak
birakilmaktadir. Dolayisiyla, deniz kiyisina yakin olan yerlerden toplanan midyeler

karidesten daha kirletilmis oldugu umulmaktadir.
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Insanlarda enterik virus enfeksiyonlarmin insidansi hakkinda birgok ¢alisma
bulunmaktadir. Kore'de akut gastroenterittan muzdarip olan hastalarda human
astrovirusu varligi RT-PCR ve elektroforez yontemi ile arastirilmistir. Seul’de yerli
hastanelerde bulunan 9597 ishalli hastadan diski 6rnekleri toplanmistir. Astrovirus %1
orantyla (94 numunede) saptanirken, sapovirus %0,1 oraniyla (14 numunede) tespit
edilmistir. Yirmidokuz astrovirus pozitif hasta iizerinde yas ve cinsiyete dayali
analizleri yapildiktan sonra, astrovirusun O ve 14 yas arasinda hastalarda daha yaygin
oldugu, astrovirus pozitif hastalarin %69'u bayan oldugu, onlardan %69,2’si bebek
oldugu ve astrovirus pozitif hastalarin %61,5'I 1-4 yas arasinda oldugu ortaya

koyulmustur (Ham ve dig., 2014).

Tirkiye'nin dogu Anadolu Boélgesi’nde gastroenterit hastaligindan muzdarip olan
cocuklarda rotavirus ve adenovirus varligi incelenmistir. Calismada toplam alinan
1154 diski numunesi, rotavirus ve adenovirus antijenlerini saptamak igin
immunkromatografik metotla incelenmistir. Viral antijenler toplam 327 (%28,3) diski
numunesinde bulunmustur. Rotavirus pozitif numunelerin %73,7'sinde saptanirken,
adenovirus pozitif numunelerin %26,2'sinde tespit edilmistir. Rotavirus antijeni biitiin
yas gruplarinda yiiksekken, iki yas ve alt1 ¢ocuklarinda en yiiksek oraninda (%57,1)
gozlenmigtir. Ayrica, rotavirus enfeksiyonlari ki mevsiminde %44,3 oraninda ve

sonbahar mevsiminde %24,6 oraninda saptanmistir (Ozsari ve dig., 2016).

Istanbul'un Yeditepe Hastanesi’ne basvuran toplam 644 hastasinda farkli akut
gastroenterit ajanlarinin varligi analiz edilmistir. Hastanenin pediatrik acil tinitesinden
alinan digki numunelerinde rotavirus, norovirus ve adenovirusun varligi kalitatif
immunkromatografik analiz vasitasiyla test edilmistir. Rotavirusun, %12,7 oraniyla
(75/588 numunede), en yaygin patojen oldugu saptanmistir. Norovirus 51/520
numunede (%9,8) bulunmus ve ikinci etyolojik ajani olarak kabul edilmistir.

Adenovirus %4,7 oraninda (28/594 numunede) tespit edilmistir (Bicer ve dig., 2014).

Turkiye'de yapilan baska bir calismada, Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Acil
Poliklinigi’ne Ekim 2012 — Ocak 2013 arasinda akut ishalle basvuran 126 g¢ocuktan
disk1 ornekleri alinmis ve ELISA yontemi kullanilarak rotavirus, adenovirus ve
norovirus pozitifligi arastirilmigtir. Ayrica, bagvuran hastalarin yas, kardes sayisi,
toplu ortamda bulunma ve asilanma durumu sorgulanmis ve ates, karin agrisi, kusma
ve ishal siklig1 ve siiresi gibi klinik belirtileri kaydedilmistir. Hastalarin klinik agirlik

skorlamalar1 hesaplanarak etken viruslar arasindaki farkliliklar karsilastirilmistir.
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Hastalarin %18,2’sinde rotavirus, %10,3’iinde adenovirus ve %8,7’sinde norovirus
saptanmistir. Her U¢ virusun en fazla 1-5 yas arasinda gozlenmistir. Norovirusun
ortalama yas1 daha diisiik saptanmustir. Viral gastroenterit etkenlerinin ates derecesi,
ishal-kusma siiresi ve sikligi, dehidratasyon derecesi ve tedavisini olusturan klinik
skorlamasinda her {i¢ viral etken de orta derecede klinik agirliga sahipti. Adenovirusta
kismen daha agir klinik skorlama saptanirken diger ishal etkenleriyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir. Bes yas ve alt1

cocuklarda rotavirus asilanma orani ise %20 olarak saptanmistir (Yilmaz, 2013).

Diger bir ¢aligmada, Izmir'in Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde bulunan
hastalardan diski numuneleri toplanip, ticari immunkromatografik enzim immuno test
kitleri kullanilarak, rotavirus ve adenovirusun varlig1 arastirilmistir. Tepecik Egitim
ve Arastirma Hastanesi’nin Enfeksiyoz Hastaliklart ve Klinik Mikrobioloji
laboratuvarindan May1s 2008 — Mayis 2010 arasinda toplanan toplam 1112 numunenin
201'i (18,07%) rotavirus ve 14'0 (1,2%) adenovirus antijeni i¢in pozitif oldugu ortaya
koyulmustur. Toplam 610 numune erkeklerden ve 502 numune kadinlardan alinmistir.
Yas aralig1 0-85 arasinda degisiyordu. Toplam 821 digski numunesi 0-3 yas arasindaki
hastalarindan toplanmistir (Ece ve dig., 2012).

Yogun niifiislu Istanbul Sehiri’ nde atik sularin miktar1 yiiksek olmasi
beklenilmektedir. Kirli atik sularin denize atilmasi ve bu sekilde deniz kiyilarinin
bulagmasi yapilan ¢aligsmanin kapsaminda midyelerde elde edilen yiiksek sonuclarin

sebebi olmasit muhtemeldir.

Istanbul’da bir balik¢1 teknesi, bir balik¢i diikkdni ve lokanta’dan alinan midye
numunelerinde yiiksek oranda adenovirus ve astrovirus saptanmis olmasi, Istanbul’un
kiyilarindan toplanan midyelerin arastirilan enterik viruslar ve hatta muhtemelen diger
enterik viruslarla genis bir sekilde bulagsmis oldugu ve bu durum genel halk sagligi i¢in
riski olusturduguna isaret etmektedir. Tirkiye’de hastanelerde, gastroenteritli

hastalarda enteroviruslarin sorun oldugu ¢ok sayida c¢alisma ile saptanmaistir.

Bu durum g6z 6niinde bulunduruldugunda, kabuklu deniz hayvanlari satilan lokantalar
ve igyerlerinde bu hayvanlarin iyice temizlemesi ve dogru sekilde pisirilmesi hakkinda
farkindaliginin artirilmasi gida hijyeni ve halk sagligi acisindan faydali olacaktir. KGtl
hijyen uygulamalari, uygunsuz gida islemesi ile birlikte hazir gidalarda ve kabuklu

deniz iiriinleri gibi az pisirilmis gidalarda kontaminasyona neden olmaktadir. Kabuklu
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deniz hayvanlarinda enterik viruslarin c¢apraz kontaminasyonu konusuna dikkat
cekilmesi, bu sebeple ortaya ¢ikabilecek hastaliklarin dnlenmesi gida gilivenligi ve

dolayisiyla saglik agisindan oldukca énemlidir.
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