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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINi
ABD: Amerika Birlesik Devletleri
AGE: Akut gastroenteritler
CDC: Centre for disease control and prevention
°C: Santigrat derece
Cp: Crossing point
Cq: Quantification cycles
Ct: Treshold cycle
ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EM: Elektron mikroskop
EUYS: Erken uyar1 ve yanit sistemi
gRNA: Genomik RNA
HBGAs: Insan histo-kan grup antijen reseptorleri
ICTV: Uluslararasi virus taksonomi komitesi
IFA: Immunfloresans antikor
kDa: Kilodalton
L: Litre
max: maksimum
mg: Miligram
min: minimum
ml: Mililitre
n: sayl
ng: Nanogram
nm: Nanometre

NoV: Norovirus



PBS: Phosphate Buffer Soltsyonu

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PK: Pozitif kontrol

RSHM: Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
RT-PCR: Reverse Transcriptase-PCR

SaV: Sapovirus

gPCR: Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
ORF: Open reading frame

USD: Amerikan Dolar1

VLP: Ana virus partikulleri

pl: Mikrolitre

X ¢: Santrifiij alani
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OZET
Bu c¢alismada Burdur ilinde evde beslenen diyare semptomu gosteren farkli irk,

cinsiyet ve yastaki 128 adet kopegin diskisinda insan NoV GI, GII ve GIV varlig1 Real-Time
PCR metodu ile arastirildi. Arastirmada, 128 adet képek gaita 6rneginin 5 (%3.91) adedinde
sadece insan NoV GII bulundu. Calismada, insan NoV varlig1 en fazla Melez 1rki, disi ve 24
ay ve iizeri kdpeklerde belirlendi. Insan NoV GII tespit edilmis kopeklerin pet diikkanindan,
sokak kopegi ve sahipli kopek yavrusu olarak elde edinildigi belirlendi. Kopeklerin barinma
kosullar1 orta diizeyde oldugu gozlendi. Ev yemegi artiklar1 ve hazir kuru mama ile
beslendikleri tespit edildi. Cogunlugunun tam asili oldugu ve gezinti alanlarinin bulundugu
gortildi. Enfekte tespit edilmis hayvanlara bakan sahiplerinin genel olarak kopeklerle olan
bakim Oncesi ve sonrasi el yikama ve kiyafet degistirme aliskanliklarinin olmadig goriildii.
Ulkemizde ilk olmasi &zelligi tastyan bu calisma 1s1g1nda; kdpeklerin barmma kosullarinin,
besin 6gelerinin, yasam alanlarinin, ¢evre ile olan iliskilerinde temizlik ve hijyen kosullarina
azami Olclide dikkat edilmesi gerekmektedir. K&pek sahiplerinin kisisel hijyenleri, kdpekle
temaslarda kiyafet degistirme zorunlulugu, kopek i¢in hazirlanan ortam, bakim ve besleme
de gosterilecek hassasiyet, gii¢lii ve etkili dezenfektanlarin kullanimi, tuvalet ve
kanalizasyondan kdpeklerin uzak tutulmasi ve kdpeklere yemek artiklarinin verilmemesini
tavsiye etmekteyiz. Calismada insan NoV GII tespit edilmis kopeklerde, kdpek sahiplerinin
orta yasgh ve yaslt smifinda yer aldigi ve ¢gogunlugunun erkek oldugu, bu evlerde hi¢ ¢ocuk
bulunmadigi belirlendi. Bu kopekler sahipleri tarafindan evlat kabul edildiginden, ¢ok yakin
temas kurulmasi sonucu da kdpeklerde goriilmeyen NoV GII’nin insanlardan kdpeklere

bulasmus olabilecegini tahmin ediyoruz.

Anahtar kelimeler: Gaita, insan, Kopek, Norovirus, Real-Time PCR.
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ABSTRACT

In this study, we searched the existence of human NoV Gl, Gll and GIV in the stool of 128 pet
dogs in Burdur Province with diarrhoea in various sex, age and breed by using Real-Time PCR
method. In the study, human NoV GIl was found in only 5 of the 128 dog stool samples
(3.91%). It was discovered in the study that human NoV existed most in crossbreed, female
and aged 24 months or over dogs. It was determined that these dogs found with human NoV
GII were either bought from pet shops or stray dogs or taken as puppy of another pet dog. It
was seen that sheltering conditions of these dogs were moderate. It was determined that they
were fed with home food residue and dry food. It was also found that most of them were
vaccinated and had certain walking sites. It was found that the owners of the animals detected
with infection generally did not have the habit of washing their hands or changing their clothes
before or after caring their pets. As a conclusion, in the light of this study which is the first
study in the country; sheltering conditions, food, habitats, hygiene are of crucial importance for
dogs. We strongly advice that dog owners’ personal hygiene, the necessity of changing their
clothes during their contact with animals, the environment provided for the dog, the sensitivity
in caring and feeding, use of strong and effective disinfectant, avoidance dogs from toilets and
sewages are crucial issues in dogs care. We also advice that dogs not be fed with food
residues.In the study, it was determined that the owners of the dogs with NoV GII are middle
aged or elderly people most of whom are male, and that there were no children in their houses.
As these dogs are treated like the owner’s child, it is assumed that they could be transmitted

with NoV Gl as a result of close interaction with their owner.

Key words: Stool, Human, Dog, Norovirus, Real-Time PCR.
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1. GIRIiS

Bulanti, kusma ve ishalin goriildiigi akut gastroenteritler (AGE) tiim
Diinya’da ve tiim yas gruplarinda goriilmektedir. Bakteri, parazit, mantar ve viruslar
baslica AGE etkenleridir. Bu patojenler genellikle gidalarin ve sularin kanalizasyon
ile kirlenmesi ile bulagmaktadir. Sularin ve yiizeylerin kontaminasyonu ile insanlari
enfekte eden enterik viruslar gastroenteritlere neden olmaktadirlar. Fekal-oral yolla
bulasan, c¢evresel etkilere direncli ve zarsiz virus aileleri olan Caliciviridae,
Adenoviridae, Herpesviridae, Picornaviridae ve Reoviridae salginlara neden
olmaktadirlar ve zoonotik patojendirler. Calicivirus ailesinden Norovirus (NoV) ve
Sapovirus tiim yas gruplarinda gida kaynakli salginlara ve AGE’lere neden olan en
onemli viruslardir (134).

Ik defa “hyperemesis hiemis veya winter vomiting disease” olarak
bebeklerde NoV bagli AGE tanimini 1929 yilinda pediyatrist Dr. John Zahorsky
tarafindan yapilmistir (77, 145). Ancak, 1972 yilinda tanimlanmasina ragmen, ilk
NoV bagl salgin 1968 yilinda Norwalk (Ohio-ABD) bdlgesinde ortaya ¢ikmustir ve
Norwalk Like Virus olarak isimlendirilmistir. 1998 yilinda Uluslararasi Virus
Taksonomi Komitesi (ICTV) Caliciviridae familyasinda bulunan bes genusdan biri
olarak Norwalk-Like Virus genusu siiflandirilmistir (85).

Cok bulasici olan NoV insanda insana, kontamine gida ve/veya su ve
kontamine yiizeylere temas ile bulasmaktadir. Ozellikle karm agrisi, bulanti-kusma
ve diyare belirtileri cocuk ve yaslilar1 etkilemektedir (30). Centre for Disease Control
and Prevention (CDC) verilerine goére, cogunlugu ¢ocuk ve yashlarda goriilmek
tizere, her yil 19-21 milyon NoV nedenli AGE vakas1 goriilmekte, bunlarin 56.000-
71.000 kisi hastanede yatarak tedavi gormekte ve 570-800 oliim vakasi
gerceklesmektedir (31). Salginlarda goriilen semptomlar kisa siirede kendi kendini
simirlamakta ve 2-3 giin icinde ge¢cmektedir. Bununla birlikte, immun yetmezIligi
bulunan hastalarda ise NoV bagli AGE’ler uzun silirmekte ve tedavisi zor olmaktadir
(57).

NoV’larin tiim Diinya’da goriilen AGE salgilarmin yaklasik %50’sinden
sorumlu oldugu bildirilmistir. NoV, influenza virus benzeri olarak 2-3 yilda bir yeni
suslar ile salginlara neden olmaktadir (153). Kontamine gida ve sulardan

kaynaklanan salginlarin kontrol edilmesi, bulagsma yollarinin saptanmasi, etkenlerin
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belirlenmesi i¢in salgin takiplerinin yapilmasi1 gerekmektedir. Ulusal salgin
siirveyanst bu nedenle 6nem arz etmektedir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) nde
FoodNet, Avrupa’da PulseNet gibi siirveyans programlari bulunmaktadir (49).
Tirkiye’de de gida ve su kaynakli salginlarin takibinin yapildig: siirveyans sistemi
Erken Uyar1 ve Yanit Sistemi (EUYS) kullanilmaktadir. Giinliikk verilerin girildigi
sistemde salginlara erken miidahale amaglanmaktadir.

He ve ark. (63) 2014-15 epidemik sezonu boyunca Cin’in Giiney Bati
bolgesinde rhesus maymunlarinda GII.17 NoV’nun dogal enfeksiyon olusturdugunu
ve insan GII.17 NoV’nun HBGA baglanma bdlgesine yakinindaki mutasyonlar
sonucu maymunlara adapte olabilecegini ve yeni bir konak¢inin oldugunu
bildirmislerdir (116). NoV filogetik arastirma sonuglarina gére Almanya’da 2016 kis
doneminde goriilen AGE vakalarinda tespit edilen Avrupa iilkelerinde yeni dominant
NoV epidemik susu GII.P16-GII.2 olarak belirlenmistir.

Insanlarda AGE olusturan NoV’lar birgok hayvan tiiriinde de benzer hastalik
olustururlar. Ozellikle buzagilarda ishallere neden olan NoV’lar morbidite ve
mortalite nedeni ile ekonomik kayiplara neden olmaktadir (42).

Salginlara neden olan NoV’larin gidalarin  yetistirilmesi,  Uretimi,
hazirlanmasi sirasinda veya igme sularinin NoV ile enfekte insan ve/veya hayvansal
atiklar kontamine olmasi sonucu NoV’a bagh gelisen hastaliklar insan ve hayvan
saglig1 acisindan problem olusturabilmektedir. Tiim Diinya’da biitiin yas gruplarinda
goriilen AGE salginlar1 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Veteriner hekimlikte
hayvanlarda (si8ir, domuz, kopek, kedi v.b.) hastaliklara neden olmasi ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Son yillarda Virus’un direk veya indirek gecisini
destekleyen caligmalar hastaligin zoonotik potansiyelini ortaya koymustur.

Bu c¢alismamizda o©nemli bir halk sagligi problemi olusturan NoV
enfeksiyonunun, ishal semptomu gosteren evde beslenen sahipli kopeklerde
varhiginin arastirilmasi, genotipinin belirlenmesi, beslenme ve yasam kosullarinin

incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Viruslar 151k mikroskobunda gérilemeyen, bakterilerin  gegemedigi
filtrelerden gecebilen zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir. Dogada bulunan biitiin canli
hicreler (insan, hayvan ve bitki) viruslarla enfekte olabilmektedirler. Bu nedenle,
viral hastaliklar sadece insan hekimligi yoniinden degil, veteriner hekimligi, ziraat ve

ekonomi yoniinden de 6nem arz etmektedir (164).

2.1. Virus Yapisi

Viruslar hicre iginde replikasyon (nlkleik asidin kopyalanmasi) ile
cogalmaktadirlar. Tek tip niikleik asit tasiyan viruslarin genomlarinin bir hiicreden
diger hiicreye tasinmasi i¢in ¢evresel faktorlerden korunmasi gerekmektedir. Nikleik
asidi koruyan protein kilifa kapsid denilmektedir. Baz1 viruslarda kapsidi ¢evreleyen
zarf veya zar ad1 verilen membran yapilar bulunmaktadir (164).

Viruslar temel olarak nukleik asit (DNA virus ve RNA virus), kapsid
simetrileri (ikosahedral, helikal ve kompleks) ve lipid zarf bulunmasma (zarfli ve

zarfsiz) gore siniflandirilmaktadirlar (152).

2.1.1. Virus Konak Etkilesimi ve Patogenez

Viruslar yagam sikluslar1 ve yeni nesilleri igin hiicresel enerji, metabolizma
ve mekanizmalar1 kullanmalar1 gerekmektedir. Viruslarin hiicre i¢inde ¢ogalmalari
cesitli basamaklardan olusmaktadir. Hiicre i¢ine giris, cogalma ve hiicre disina ¢ikis
ana basamaklarindan olusmaktadir (122, 152, 164). Virusun enfekte ettigi hiicrelerde
olusan yeni sistem hem hiicre, hem de virus igin gerekli maddeleri sentezler ve

mekanizmalar olusturur. Bu mekanizmalarin ana hatlar1 su sekildedir:

1. Viruslar hiicre igine girebilmesi icin éncelikle hiicre yuzeyindeki reseptorlere
baglanir,
2. Hiicre icine girebilmek i¢in virus Ozelliklerine gore; hiicre membrani ile

flzyon, internalizasyon ve membrana penetrasyon,

3. Virus genomunun ortaya ¢ikmasi i¢in kapsidin soyulmast,

4. Viral genomun replikasyonu (DNA viruslart niikleus, RNA viruslar
sitoplazma) ve yeni nesil viruslarin ¢ogalmasi,

5. Hiicre iginden ¢ikis olarak izah edilmektedir (152, 164).
3



Hicre icine giren virusun hastalik olusturmasi patogenezi bulunmaktadir.
Virusun tropizm gosterdigi hiicrelerde hastalik belirtileri patojenitedir ve virusun
virulansi ile konagin immun yaniti bunda 6nemli rol oynamaktadir (164). Virus
partikiilleri konaga damlacik, fekal-oral, temas ve vektor araciligi ile girmektedirler.
Giris yoluna gore de enfeksiyon olusturmaktadirlar. Hangi hicrelerin enfekte
edilecegi hiicre yiizeyinin yapist ve viruslarin bu yapilara affinitesi ile
belirlenmektedir. Hucre yizeyinde bulunan glikosfingolipid yapilar viruslarin
baglanmasi i¢in ortak yapilardir. Virusun glikosfingolipid ile birlesimi antiviral etki
icin hedef olusturmaktadir (152).

Viruslar konakta ¢ temel yolla enfeksiyon olusturmaktadir. Bunlar, girdigi
yerdeki hucreleri etkileyerek lokal, lenf nodiillerinin yardimi ve kan yolu ile yayilip
(viremi)  dissemine  (sistemik) ve asemptomatik enfeksiyonlar  olarak
siiflandirilmaktadir (180). Konaga giren virus, giris yerine gore olusan bariyerleri
(fiziksel, immun yanit gibi) astiktan sonra hiicre icinde c¢ogalarak hedef

doku/organda hasar olusturmasi ile hastalik meydana getirmektedir.

2.1.2. Viral Gastroenteritler

Insanlarda AGE Dinya’da en sik goriilen hastaliktir. Gelismis iilkelerde
hastaneye yatislara neden olmakta ve gelismekte olan Ulkelerde ise mortalitesi
yiksek seyretmektedir. Ozellikle cocuklarda viruslar AGE’in &nemli etkenidir.
Astrovirus, Calicivirus ve Enterik Adenovirus gastroenteritlere neden olan 6nemli
viral etkenlerdendir (176).

2009 yilinda Tirkiye’nin 11 ilinden Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
(RSHM) Viroloji Merkez Laboratuvarina AGE nedeni ile gelen digski 6rneklerinin
%44.2’sinde bir viral etken ve %6.8’inde birden fazla viral etken tespit edildigi rapor
edilmistir. Bu rapora gore, NoV (%57 Gl ve %18 Gl), Rotavirus (%16), Astrovirus
(%5), Adenovirus (%4) ve koenfeksiyon (%15.4) tespit edilmistir (1).

Soézen ve ark. (144) salgindan etkilenen kisilerin tedavisi ve salgin kontrolii
icin kaynak ve etkenin tespitinin dnemli oldugunu belirtmislerdir. Atesin eslik
etmedigi bulanti, kusma ve karin agrisinin birlikte oldugu AGE salginlarinda digk:
incelemesinde 16kosit ve eritrosit goriilmiiyorsa, viral etkenin diisiiniilmesi gerektigi

ve buna yonelik incelemeler yapilmasi gerektigi rapor edilmistir (144).
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2.2. Caliciviridae Ailesi

Caliciviridae ailesinde yer alan viruslar zarsiz, ikosahedral simetrili ve pozitif
ssRNA yapisina sahiptirler. Virion, negatif Elektron mikroskob (EM)’unda 27-40
nanometre (nm) ve kriyoEM’unda 35-40 nm capinda goriilmektedir. Virion, yaklasik
15x108 boyutundadir. Virus’un kapsid yapist bes katl1 ve iiclii eksende ikosahedral
simetrisi ve 32 kupa seklinde c¢Okiintiilerle karakteristik yapisinit olusturmaktadir

(Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Calicivirus kapsid yapisi
A: Norwalk virus-like partikil kriyo-imaj gérinimu. B: Norwalk virus kapsidi X-ray
yapisi. Kabuk (mavi), P1 (kirmizi) ve P2 (sar1) (68).
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Sekil 2.2. Caliciviridae ailesinin filogenetik bag1 (69).

Caliciviridae ailesi 5 alt gruptan olugmaktadir. Bunlar Vesivirus, Lagovirus,
NoV, Sapovirus ve Nebovirus’lardir (85) (Sekil 2.2).
ICTV’nin 2015 yili raporuna gore Caliciviridae’nin taksonomisi Tablo 2.1°de

gosterilmistir.



Tablo 2.1. Calicivirus gincel taksonomi tablosu (2015) (67)

Aile Caliciviridae

Cins Lagovirus

Tur European Brown Hare Syndrome Virus
Tur Rabbit Hemmorhagic Disease Virus
Cins Nebovirus

Tur Newbury-1 Virus

Cins Norovirus

TOr Norwalk Virus

Cins Sapovirus

Tur Sapporo Virus

Cins Vesivirus

TOr Feline Calicivirus

Tur Vesicular Exanthema of Swine Virus




2.3. NoV Enfeksiyonlari
2.3.1. NoV Yapisi
NoV genomu 7.5-8.5 kb, tek zincirli pozitif (+) polariteli RNA iceren open
reading frame (ORF) bulundurmaktadir (73). ORF1, yapisal olmayan proteinleri
kodlamakta ve RNA’ya bagimli RNA polimeraz enzimlerinden kdken alanlarda
dahil, 6 protein icindeki 3C-benzeri viral proteaz araciligiyla ayrismaktadirlar (6, 12)
(Sekil 2.3). ORF2 buyik (VP1) ve ORF3 kucik (VP2) kapsit proteinleri
kodlamaktadir (126) (Sekil 2.3). VP1 proteini iki alandan olusmaktadir. Bunlar P
(¢ikintili, P1 ve P2) ve S (kabuk)’tur (Sekil 2.1). ORF4 giiniimiizde identifiye edilmis
proteindir ve virulens faktor olarak immiin evazyona yardimi oldugu
diisiiniilmektedir. Hiicreler aras1 iligkilerin ve immun tanima 6zelliklerin bir¢ogu P2
Ust bolgesinde yer almaktadir (128). Kapsit proteinin yanlizca Virus’un kabuk
yapisini olusturmadigini hiicresel baglanma bolgelerini ve viral fenotip veya serotip
determinantlarini da olusturduguna inanilmaktadir. Virus yapisinda bulunan VP1 ve

VP2’nin beraber hareket ettigi belirtilmistir (13).

Subgenomic RNA

Human Norovirus

ORF1 ORF2 ORF3
[ [ g ...
Non-Structural Proteins Structural Proteins

Sekil 2.3. NoV genomunun sematik yapisi, genom yapisinda ORF’lerin varyantlari
(78).

Ando ve ark. (3) 38 tam kapsid (ORF2) sekanslarinin filogenetik analizlerini
igeren bir protokol ileri siirmiislerdir. Bu arastirmacilar, polimeraz genin 3’ ucunda
korunmus bir bolgeden spesifik primerler bularak PCR sekanslama iiriinleri
gelistirmislerdir. Bu iiriin/iiriinler genotiplendirme i¢in kullanilmistir (3).

Katayama ve ark. (80) 18 adet Norwalk benzeri virus tam genom analizi
sonrasinda kapsit geninin N-terminal kabuk bolgesinde bulunan kisa bir segment
sekanslamasi ile NoV ayrimi ve toplanmasini gergeklestirebilmistir. Bu sayede

genotiplendirme igin spesifik primerler gelistirmislerdir (80).



Vinje ve ark. (169) 100 adet NoV VP1 (ORF2) sekans analizi ile VP1’in 3’
ucunda kisa bir segment belirleyerek buradan NoV genotip ve genogruplarinda ayrim
yapilabilecegini rapor etmislerdir (169).

P domainleri P1 ve P2 subdomainlere ayrilmaktadir. P2 domaini insan histo-
kan grup antijen reseptorleri (HBGAS) ile baglantili konaklar arasi iligkilidir. Kan
grubu O olan bireyler hastaliga daha kolay yakalanmaktadir. NoV P partikiilleri 20
nm c¢apinda, yaklasik 840 kilodalton (kDa) molekiiler agirhginda ve 24 monomer
veya 12P dimeri iceren oktahedral nanopartikillerdir (151). Kiguk P partikillerinin
antijenik ozellikleri ana virus partikiilleri (VLP)’ne benzemektedir (150). NoV P
domaini tek sekansa sahiptir. Diger proteinlerle homolog degildir. Bu yiizden,
NoV’una karsi as1 iiretimi yapilmasi uygundur (151). Multiple salginlarda ortak
kaynak belirlenmesi icin P2 domain geninin analiz edilmesi énem arz etmektedir
(181). RNA’ya bagli RNA polimeraz enzimi RNA’nin sentezi ve replikasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Bu yap1, homodimerdeki aktif formu agiklamaktadir (65).
Bu bulgular, NoV enfeksiyonunun tedavisinde polimeraz inhibitor gelistirilmesine

yol agmustir.

2.3.2. NoV Simiflandirmasi

NoV suglarinin tiplendirilmesinde 1970 ve 80°li yillarda yalmizca
immiinolojik metotlar ve elektron mikroskobi yontemleri kullanilmaktaydi (28). Bu
metotlarin giivenilir, tekrarlanabilir 6zellige sahip olduklar1 ve asla NoV suslarinin
antijenik smiflandirilmasi i¢in tam giiven saglamadigi belirtilmistir. 1990’11 yillarda
NoV kapsit amplifikasyonu, sekansi ve ¢ogaltilmasi i¢in uygun molekiiler teknikler
ile NoV karakterizasyonu belirlemek i¢in gerekli olan aletler saglanmustir (73).

NoV’un serotiplendirilmesinde heniiz virus nétralizasyon testinin uygun
olmadigi ve insan NoV ¢ogaltimi igin hiicre kiiltiir sistemlerinin kurulmadigi
vurgulanmustir (47). 1990’1 yillarda birka¢ arastirma grubu polimeraz gen’den kisa
PCR drlnlerinin nt sekanslamas: temelinde NoV klasifikasyon girisiminde
bulunmuslardir. Ancak, NoV genomunun tam filogenetik analizi sonucu sonrasinda
polimeraz geninin genotiplendirme i¢in uygun olmadigi belirtilmistir (80). Fakat

rekombinant suslarin identifikasyonunda yararli oldugu ifade edilmistir (20).



2006 yilina kadar farkli cografik bolgelerde NoV suslarinin sekanslanmast ile
ilgili  arastirmalar devam  etmistir.  Zheng ve ark. (183) Virus’un
siniflandirilmasindaki  kafa karisikligini  ortadan kaldirmak ve net ifadeler
kullanilmasi i¢in NoV suslarini genetik yonden standardize etmislerdir. Calismaya
164 tam kapsit sekansi dahil edilmis ve NoV suslar1 3 grupta siniflandirilmistir. Bu
gruplar sus, genotip ve genogruplardan olusmustur. 5 genogrupta 29 genotip
belirlenmistir. Bunlarin GI’de 8, GII’de 17, GIII’te 2, GIV ve GV’nin herbirinde 1
adet oldugu belirlenmistir (183)(Sekil 2.4).

Norovirus

GI ‘ GII ‘ GIII ‘ GIV ‘ GV ‘ GVI ‘
| |
I_ Ty — S1g1r - I_ ) I_
Insan ‘ Insan (Biiyilkbas) Insan Fare ‘ | Kopek
Koyun |} ..
Domuz icicilchac Kopek

—  Kedi

—  Aslan

Sekil 2.4. NoV siniflandirmasinin semasi (24, 78).

2.3.3. NoV Genom Replikasyonu
NoV’un hiicreye girisi ve replikasyon stratejisi tam olarak anlagilamadigi
gibi, hicre kiltiirinde tiretimi yapilamamistir. Ancak, su an i¢in murine NoV’un
cogaltilmas1 gerceklestirilebilmistir. Bu uygulama, murine NoV-1 ile primer
dendritik hiicreler ve makrafojlarda basarilabilmistir (179). Ayrica, insan NoV
genotip GII.3, T7 vaccinia virus ekspirasyon sisteminin kullanildigr insan

embriyonik hiicrelerde klonlanmis ve cogaltilmistir (79). Pozitif polarite zincirli
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virus gRNA, bir mRNA olarak gorev yapmaktadir. NS1’den NS7’ye kadar iiretilmis
yapisal proteinlerden tek bir polipeptit i¢cinde konak hticrede transle edilmektedirler.
Viral polipeptit viral protecaz NS6 tarafindan ayristirilmaktadir. Viral proteinlerin
translasyonu ve proteolitik salinimi sonrasi pozitif zincir genom fonksiyonu
gerceklesmektedir. Replikasyon viral RNA’ya bagli RNA polimeraz enzimi (NS7)
ile olugsmaktadir.

Negatif zincirli RNA transkriptleri daha uzun genomik RNA (gRNA)’larin
sentezi i¢in kullamilmaktadir. Pozitif zincirli subgenomik RNA, ORF2 ve ORF3
icermektedir. VP1 ve VP2 yapisal proteinlerin iiretiminde rol oynamaktadirlar (5).
Replikasyonun sonuna dogru subgenomik RNA virionlar icine paketlenmektedirler.
Ancak, bu virionlarin enfekte hiicrelerden nasil salindigina dair bir bilgi

bulunmamaktadir.

2.3.4. Patogenez

NoV’lar insanlara oral yolla bulasmaktadir. Bu viruslar aside direncli
olduklarindan mideyi direkt gecmekte ve ince barsaklarda cogalmaktadirlar. Ince
barsak mukozalarinda hastalik semptomlarina bagli sekillenen lezyonlar 151k ve
EM’unda incelenmistir. Mukoza hatlar1 yangilagmis ve anormal goriiniime sahip
absorbe olmus epitel hiicreler gelismistir. Villilerin yumusamasi, mikrovillilerin
kisalmasi, endoplazmik retikulumda dilatasyon, mitokondri siskinligi ve intraselliiler
O6demler mikroskobik diizeyde goriilmiistiir. 2 hafta icerisinde ince barsaklar normal
histolojik gérinumlerine donmektedirler (81).

Virus, enterosit sitoplazma icerisinde replike olur ve pozitif zincirli RNA
mRNA gibi gorev yapmaktadir. NoV’un konakgilarda kronik enfeksiyonlara neden
olduguna dair ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Ancak, yapilan bir ¢aligmada immun
yetmezlige sahip ¢ocuk ve ergin bireylerde NoV GII’'nin en az 8 ay boyunca etrafa
sacildigr bildirilmistir (94).

NoV’un yol a¢tig1 gastroenteritisin patogenezipek bilinmemektedir. NoV ile
enfekte hastalarin jejenumlarinda villuslarda kisalma, epitel hiicrelerinde bozulma ve
vakuolizasyon, kript hipertrofisi ve lamina propriada mononukleer hiicre

infiltrasyonu goriilmiistiir. Mukozadabozulma gecici olarak kenar enzimlerinin
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uretiminazaltabilmektedir. Ancak, konvelasan dénemde normal yapim miktarina
ulasmaktadir (16).

NoV diyareleri farkli nedenlere bagli olarak sekillenmektedir. Bunlardan;
sekretorik diyare, liimen igerisine anyon girisi ile olusmaktadir. Osmatik diyare,
disakkaritler gibi aktif ajanlarin sindiriminde hiicreler arasi meydana gelen
bozulmalar sonucu olusmaktadir (8). Iyonlarin degismeleri yan bosluklardan transfer
olmaktadir (64). Iyon ve su dengesinin degisiminden viral 3 C benzeri proteaz enzimi
sorumlu tutulmaktadir.

NoV’larin ince barsaklarin iist boliimiindeki hiicreleri enfekte ettigine son
donemdeki ¢alismalarda inanilmaktadir. Ancak, hedef hiicre tam belirlenmemistir.
Insan GI NoV’larin dendritik hiicrelerde gogaldigi bulunmustur (14). Marionneau ve
ark. (99) tarafindan virus benzeri partikiillerin ve ince barsak dokularinda yapmis
olduklart ¢alismalarda, NoV’un en ¢ok barsak villi, en az kriptlerdeki hiicrelere
baglandig1 gosterilmistir (99). Troeger ve ark. (159) NoV olgularinda anyon,
sekresyonu ve CD8+ lenfosit infiltrasyonunun arttigin1 belirlemislerdir (159). NoV
enfeksiyonunda kusma merkezinin uyarildigi (60), HCL, pepsin ve intrinsik
faktorlerin degismedigi (108) ve gastroenteritisli hastalarin %15’inde NoV tespit
edildigi belirlenmistir (148).

Bir grup arastirmaci (14) 6 adet sempanzeyi Norwalk GI NoV ile enfekte
ettikten sonra, 2 haftadan daha uzun siire virus sagilim goriildiigiinii ve antikor cevabi
olustugunu belirlemiglerdir. Sempanzelerde yapilan biyopsilerde jejenum ve
duedenumdaki hiicrelerde viral RNA varligi bulunmustur. Sempanzelerde 2-24 ay
icinde ayni virus’a kars1 direng gelistigi tespit edilmistir.

Radford ve ark. (129) hayvan NoV ile ilgili ¢alismalarin NoV’un insanlardaki

patogenezinin daha iyi anlasilmasini saglanacagini bildirmislerdir.

2.3.5. insan NoV
NoV’lar, akut bakteriyel olmayan insan gastroenteritlerin ana nedeni olarak
goriilmektedir. Gidalardan ve insandan insana bulagma, fekal oral yolla
saglanmaktadir. Virus, tiim Diinya’da ¢ocuk ve yetiskin bireyleri etkilemektedir (86).
Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda yogun kusma olgularinda hava yolu ile bulasma

saglandig1 indirekt kanit olarak ortaya konmustur (27). Yer alt1 su kaynaklar1 da virus

12



ile kontamine oldugunda bulasma goriilebilmektedir (91). Havuz ve yer alt1 sularinin
kontamine olmasi durumunda bulagma riski yiiksektir. Bir diger bulagma yolu ise
kontamine sulardan yapilan buzlarin meyve suyu gibi igecekleri sogutmak amaci ile
kullanilmasidir. Oldukga bulasici olan bu virus ya sporadik olgular seklinde ya da
biiyiik akut salginlar halinde hastane, kogus, okul, iiniversite, kamp alanlari, otel,
restoran ve tatil bolgelerinde gorulebilmektedir (51). Gida kontrollerinin bakteriyel
yonden yapildigi isletmelerde virus kontaminasyonunun goriilmedigi rapor edilmistir
(62). Virus’un hastanelerden identifikasyonunun olduk¢a zor oldugu bildirilmistir
(51). Kontamine sularda yasayan su canlilarinin ¢ig etlerinin (midye, istiridye vb.)
tiiketilmesi de en biiyiik bulagma yolu olarak goriilmektedir (62).

Norwalk virus (NoV cinsi) partikillerinin Gretiminde cesium kloritte 1.33-
1.41 g/cm® buyyon dansitesinin olmas1 gerektigi rapor edilmistir. Norwalk virus ile
enfekte insanlarda yapilan ¢alismalarda, Virus’un oda sicakliginda 3 saat pH 2.7°de
idrar filtrelerinde, %20’lik eterde 4°C’de 18 saat ve 60°C’de 30 dakika canli kaldig1
belirlenmistir. Norwalk virus’un 3.75-6.25 mg/L klor uygulamalarina direngli
oldugu, ancak 10 mg/L klor uygulamalarinin yapildigi i¢cme sularinda inaktive
oldugu tespit edilmistir (75).

NoV ile enfekte insanlarm diskilarinda virus’un yaklasik 108-10° RNA
kopyasi/gr diizeyinde bulundugu bildirilmistir (92). Teorik olarak, virus ile enfekte
bir insanin 1 gr digkis1 ile 5 milyon kadar insanin enfekte olabilecegi tahmin
edilmektedir. Hastalik esnasinda goriilen kusma olgularinda 3x10°-3x10° kisinin
enfekte olabilecegi hesaplanmistir. Kusma yerinin insanlara olan mesafesi de hastalik
bulagsmasinda potansiyel risk arz etmektedir (100).

Hasta insanlarin klinik semptomlarindan kurtulmalar1 sonrasi bile 3 veya 4
hafta siireyle virus sacilimi devam edebilmektedir. Ancak, kiigiik cocuklarda bu
durum daha uzun seyredebilmektedir (133). Kiigiik ¢ocuklarin temizliginde hijyene
dikkat edilmemesi durumunda anne-babalar risk altindadirlar. Hastanede yapilan bir
calismada tiim yas gruplart igerisinde diyare olgularmin uzun siirdigi ve
semptomlarin agir seyrettigi yash hastalarin  diskilarinda  Virus’un ytiksek
konsantrasyonda bulundugu tespit edilmistir (92). Ayn1 sekilde, immun yetmezlige
sahip hastalarda virus saciliminin daha uzun siire devam ettigi bildirilmistir (117,

140). NoV, immun yetmezligi ve persistent diyaresi olan hastalarda primer etken
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olarak bildirilmistir. Bu hastalar {lizerinde yapilan tedavi c¢alismalart ve NoV
biyolojisinin incelenmesinin dogru sonuglar verebilecegi rapor edilmistir (57).
Virus’un kisiden kisiye cevre, gida, su ve zoonotik bulasma seklinde

gerceklesmektedir (139).

2.3.6. Canini NoV

NoV’un alt1 genogrubu bulunmaktadir, bunlar i¢inde canine NoV’larin alt
tipleri G IV ve G VI olmaktadir (Sekil 2.4).

Ishalli yavru kdpeklerde G IV NoV ile genetik benzerlik gdsteren canine NoV
2006 yilinda Italya’dan (Pistoia) rapor edilmistir. Canine NoV prototipi olan
Bari/170/07/ITA, Pistoia/387/06/ITA aslan NoV’unun niikleik asiti ile %96.7 ve
kapsid proteinlerinin amino asitleri ile %90.1 oraninda benzer bulunmustur (104,
105).

Martella ve ark. (103) 183 ishalli kdpek digkisinda NoV prevalansint %2.2
(4/183) olarak belirlemislerdir. Kapsid geni (ORF2) G IV NoV ile %54.0-54.4
arasinda amino asit benzerligi gostermektedir. Japonya’da NoV Bari/91/07/ITA
susunun deniz kabuklularinda bulunan Chiba/040502/04/Jp susu ile niikleotid
benzerliginin %88.9 ve amino asit benzerliginin %98.9 olmas1 nedeniyle bulagsmanin
su, deniz gibi ¢evre kirlenmesi sonucu meydana geldigini tahmin edilmistir. (103).

Caddy ve ark. (24) Ingiltere kdpek popiilasyonunda canine NoV arastirma
calismasinda, kopek digkilarinda kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) ile
virus RNAs1 tespit edilmedigini ancak serolojik olarak anti-canine NoV antikorlar1
tespit ettiklerini bildirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada yillar icinde seropozitifligi
%38.1 (1999-2001) ve %60.1 (2012-2013) olarak bulmuslar ve bu artisin anlamli
oldugunu (p<0.001) ifade etmislerdir (24).

Pinto ve ark. (127) ishalli ev kedilerinde NoV tespit ettiklerini ve G IV’iin
hayvanlarda genel genogrup olabilecegini bildirmislerdir (127).

Deneysel caligmalarda gnotobiyotik hayvanlarda canine NoV enfeksiyonu
gosterilememistir. Yapilan ¢aligmalarda canine NoV ile canine parvovirus ve canine
coronavirus enfeksiyonlarmin biri veya ikisi ile beraber olarak goriilebilecegi
bildirilmistir. Kdpeklerin son yillarda bir aile ferdi gibi insanlarla bir arada yasamasi

(Ingiltere de evde yasayan kdpek oran1 %31) ve Virus’un hiicre i¢ine girisinde canine
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NoV 'un insan NoV ile ayni reseptorleri kullandigini belirleyen ¢aligmalarin

bulunmasina bagli olarak canine NoV’un zoonotik hastalik etkeni potansiyelini

ortaya koymaktadir (25, 145). Zoonotik enfeksiyon potansiyelini ortaya koyan diger

etkenler;

1.

Calismalarda kopek populasyonunda NoV dolasiminin son yillarda artig

olmasi,

Cocuklarda goriilen gastroenterit enfeksiyonlarinda kopek ve kedi orijinli

viruslarin bildirimlerinin olmasi,
Canine NoV’unun heterojen genetik yapisinin olmasi,

Kontamine olan sularda Gretilen deniz trtinlerinin tiketimi (Canine NoV ile

genetik benzerlik gostermesi) ile insanlarin enfekte olmast,

Evde kopek bulunan bebek ve kiigiik cocuklarda NoV’a karsi sekretuvar IgA

salinimi olmasi,

Ev halkinda goriilen AGE sonrasi ev kopeginde insan NoV karsi serolojik

olarak antikorlarin gosterilmesi sayilmaktadir (103, 105).
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2.4. NoV Epidemiyolojisi

NoV akut gastroenteritis olgulari, iilkede ve yas insanda goriilebilmektedir.
Sporadik, epidemik ve pandemik olarak yayilabilmektedir (113). NoV’larin bulagsma
hiz1 yliksektir ve salginlarda gesitli bulasma tiirlerine rastlanmaktadir. CDC, 1996—
2000 yillar1 arasinda tiim Dinya’da gelisen 348 NoV olgularinda bulasinin %39 gida
kaynakli, %12 insandan insana ve %3’te su kaynakli oldugunu bildirmistir (29).
Bununla birlikte, biiylik salginlarin ortaya ¢ikmasinda en onemli kaynagin digki ile
kontamine su sebekelerinin oldugu rapor edilmistir (156). Yine, CDC raporlarina
gore salginlarin goriildiigli bulasma alanlarinin %36’°sinin lokantalar ve hazir yemek
satan yerler, %29’u bakimevi ve hastane, %12 okul ve kres, %10 seyahat gemisi ve
otel ile %9’u diger ortamlar seklinde oldugu belirlenmistir (124). 2009 ve 2012
yillar1 arasinda CDC’ye bildirilen NoV salginlarinin %90’1min gida kaynakli ve
%78’inin gida dis1 kaynaklar oldugu raporlanmistir. Gida dis1 kaynaklar insandan
insana, kontamine su ve ¢evre ile kaynagi bilinmeyen salginlar olarak belirlenmistir

(165) (Sekil 2.5).

[ Bilinmeyen Orijin ]
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Sekil 2.5. Insan ve ¢evre olarak NoV bulasma yollar1 (165).
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Gida kaynakli NoV salgmlarin %64’i restoran, %17’si ikram ve ziyafet
tesisleri bulagsma alanlar1 olarak rapor edilmistir. Gidadist kaynakli NoV salginlarinin
%80’1 bakim evleri, %6’s1 okul ve %4’ hastaneler bulagsma alanlar1 olarak rapor
edilmistir (4).

Salginlarin  ortaya c¢ikisinda kalabalik ve kapali ortamlarda bulunan
kontamine hali benzeri esyalarin 6nemli oldugu arastirmalarla belirlenmistir (149).
Cruz gemilerinde yolcu ve miirettebat sayisinin fazla olmasi, uzun siireli ve yakin

temas ile hijyen uygulamalarindaki yetersizlik salginlara zemin hazirlamaktadir (124,

149).

2.4.1. Insan NoV Epidemiyolojisi

NoV’lerin primer bulasma zinciri fekal-oral yol olup, etkenler enfekte
kisilerin disk1 ve kusmuklarinda bulunmaktadirlar. Diisiik enfeksiyon dozuna ve
dayanikli yapiya sahip olan bu kiiciik patojenler, gerek kapali yasam ortamlarinda
direkt ve indirekt temas (hastane, hapishane, yurt, seyahat gemisi, lokanta, bakimevi
vb.) gerekse genis populasyonlu sehirlerde su kaynaklar1 ile son derece hizh
yayilarak kisa zamanda biiyiik salginlara yol agmaktadirlar (55, 130). Yiyecek ve
icecekler ile hasta bireylerin elleri veya diski/kusmuk bulagmis c¢alisma yiizeyleri
virusla kontamine olabilmektedir (136). Bir arastirmada, pediatrik yogun bakim
birimlerinin tuvaletlerinden (musluk, kap1 kolu, tuvalet kapagi vs.) alinan siiriintli
orneklerinden %18 oraninda NoV belirlenmis ve ¢ok az miktardaki diskinin bile
enfeksiyonlara yol agabilecegi belirtilmistir (54). AGE’li hastalarla direkt temas,
hastane ortaminda (muayene, bakim, hastaya ait malzemeler vb.) ve aile i¢i
bulagsmada 6nemlidir.

NoV, daha az olarak kusmugun aerosolizasyonu sonucu havadaki kontamine
partikiillerle bulasabilmektedir (32). Gida kaynakli enfeksiyonlar, NoV’larda en ¢ok
goriilen bulagsma yollarindan biridir. Bulagsma, kontamine gida iiriinlerinin
tilketilmesi ile gelismektedir. Gidalarda kontaminasyon gelisimi ise {irlinii igleyen
enfekte personelin Virus’u bulastirmasi1 ya da iriinlerin lokanta ve marketlere
ulastirilmadan 6nce ¢apraz kontaminasyonu (personel eli, ekipman ve gidanin temas
ettigi yiizeyden gidalara) ile olmaktadir. En sik salgin nedeni olan gidalar salatalar,

taze lahana karigimi, turp salatasi, salata sosu, yesil sogan, domates, maydanoz,
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marul, bulgur, tostlar, kremalar, pastalar, donmus gidalar, sivi gidalar (meyve sulart),
meyveler, midye ve istridye gibi kabuklu deniz hayvanlari olarak listelenmistir. Su
kaynakli NoV salginlarda su sebeke ve tesisleri, kuyu, havuz ve benzeri yerlere
kanalizasyon suyu karigmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (100, 157). Ayrica maden
sularinda NoV izolat analizleri (53), atik sular ve akarsularda NoV GIV tespiti
yapilmugstir (87).

2004-2007 yillarinda goriilen NoV enfeksiyonlar1 incelendiginde kis
aylarinda, Ozellikle Aralik-Mayis aylarinda pik yapmasmma ragmen, yilin her
doneminde sekillenebilmektedir. Bu viruslar oldukga bulasici olarak bilinmektedirler
(enfeksiydz doz yaklasik 10 ile 100 partikiil arasindadir) (155).

NoV enfeksiyonlariin ilk serolojik ¢alismalari 1990’11 yillarin baslarinda
gastroenteritisli cocuklarda yapilmistir. Hastalik prevalansi ¢cocuklarda yiiksek seyirli
olup, gelismekte olan iilkelerde gelismis tlkelere gore prevalans yiksek olarak
belirlenmistir (121, 126). Cocuklarda NoV enfeksiyonlart genellikle Rotavirus
enfeksiyonlari ile beraber seyretmektedir (123). Kore’de ulusal diizeyde yapilan bir
caligmada yeralt1 sularinda yaz doneminde %21.5 (65/300) ve kis déneminde %17.3
(52/300) NoV pozitiflik belirlenmistir. En yiiksek hastalik insidensi 5 yasin altindaki
cocuklarda goriilmiistiir (93). Su ana kadar 1995-1996, 2002, 2006 ve 2008 yillarinda
genis pandemi olgular1 goriildiigii rapor edilmistir (37).

Diinya’da tiim gastroenteritis olgularinin yarisindan fazlasindan NoV’lar
sorumlu olarak tutulmaktadirlar. Epidemik nonbakteriyel gastroenteritis olgularinin
%73-95’inden NoV’lar sorumlu bulunmuslardir. NoV enfeksiyonlarinda GI, GIl ve
GIV suslar1 cogunlukla tespit edilmis ve 2001 yilindan itibaren NoV
enfeksiyonlarinda Gl1-4 susu goriilmektedir (5).

Giiney Yarimkiire’de NoV’a bagli gastroenteritis olgular1 genellikle bahar ve
yaz aylarinda (101), Kuzey Yarimkiire’de ise genellikle kig ve bahar basinda (94)
yogun olarak seyretmektedir. CDC’ye bildirilen NoV salginlarmin Aralik-Subat
aylarinda pik yaptig1 rapor edilmistir (4).

ABD’nde NoV’un 23 milyon kisiyi etkiledigi, 50.000 kisinin tedavi edildigi
ve 300 kisinin 61diigii bildirilmistir (107). 2002°de Ingiltere’deki NoV salginmin 184
milyon Amerikan Dolar1 (USD) maliyete neden oldugu rapor edilmistir (97).

Insanlarda NoV genogruplarindan GI, I, IV’iin gastrointestinal enfeksiyonlara neden
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oldugu ve tiim Dunya’da GII susunun en yaygin seyirli sus oldugu bildirilmistir (50,
141). 1990 yilinin son déneminde NoV gastroenteritislerinde en yaygin GII4’{in
goriildiigii belirlenmistir (21, 173). Bu susa “Farmington Hills Virus” ad1 verilmis ve
olgularin %64’tiniin kruz gemilerinde tespiti yapilmistir (174). 2004 yilindaki
salginlarda yeni bir Gll4 sus varyanti belirlenmis ve bu susa “Hunter Virus” adi
verilmistir. “Farmington Hills virus” USA, Avrupa ve Avusturalya’da, ‘“Hunter
Virus” ise Avusturalya, Yeni Zellanda, Brezilya, Kanada, Tayvan, Japonya, Hong-
Kong, Madagaskar’da tespiti yapilmistir (161).

Diinya’da ve Tirkiye’de insan NoV salginlart meydana gelmistir. 2008
yilinda Adana, Aksaray, Kirsehir ve Sereflikochisar’da goriilen salginlarda Reverse
Transcriptase-PCR (RT-PCR) ve Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ile
NoV GI ve Gl tespit edilmistir. Resmi olarak Tiirkiye’de ilk NoV salgin1 2008
yilinda bildirilmistir (2, 39, 166). Ulkemizde Bulasict Hastaliklar Siirveyans ve
Kontrol Esaslar1 Yonetmeligi ile “Gida ve Su Kaynakli Hastaliklar ve Zoonozlar
Grubu” altinda bildirimi zorunludur (154).

Cilek, midye, salata, sandvi¢ ve unlu mamiillere bagl salginlar goriilmiistiir
(15). Ogzellikle midyeler Norwalk benzeri partikiillerin kaynagi olup, midye
dokularina spesifik baglandig1 tespit edilmistir. %30°u bulan biiylik salginlarin
Ozellikle hastane, huzurevi ve kruz gemileri gibi kapali mekanlarda sekillendigi
belirtilmistir (5). Hastane odalarinda NoV salginlarinda influenza viruslarinin da
izole edildigi goriilmiistiir (61). Ozellikle GII.4 suslarinin bulundugu bildirilmistir
(136).

2.4.2. Hayvan NoV Epidemiyolojisi

Insanlar disinda buzagi, domuz, kdpek, kedi, maymun gibi bircok hayvanda
NoV enfeksiyon etkenidir. Hemen hemen bitin vakalarda diyare ile birlikte AGE
durumu bulunabilmektedir. Bovine NoV ilk olarak 1984 yilinda diyareli buzagilarda
gOsterilmistir. Viremiye bagh letarjik diyarede enfeksiyon sonrasi 20 giin kadar digki
ile virus atilmaktadir (78).

Laboratuvar fareleri arasinda Murine NoV en yaygim etkendir. Serolojik
taramalarda bu oran %22.1 olarak belirlenmistir (66). Etci tiir buzag: ¢iftliklerinde
diski orneklerinde %31.6 ve siit sigirlarinin digki 6rneklerinde %4.2 (NoV Gl
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Newbury Ajan-2) pozitiflik tespit edilmistir (167). Amerika’da Calicivirus’un
buzagilar arasinda dagilimi1 %25-80 arasinda oldugu goriilmiistiir (178). Almanya’da
diyareli siit sigirlarinin %9’unda Jenavirus, serum orneklerinin %99’unda ayni
virus’un GIII genogrubu belirlenmistir (41). Domuzlar arasinda NoV yaygimligi
Japonya’da %0.35, Hollanda’da %2, Amerika’da %97, Japonya’da %36 diizeyinde
rapor edilmistir (52, 167). Italya’daki Pistoia hayvanat bahcesinde NoV oldugu
siiphelenilen ve yaygin hemorajik enteristen Olen bir arslan’da NoV varhigi tespit
edilememistir (102). Enterik caliciviruslar kedi, kopek ve diger evcil tlirlerde tespit
edilmistir (111).

Yilmaz ve ark. (182) Marmara bolgesinde yaslart 1-60 giin arasinda degisen
70 ishalli buzagmin digki 6rneklerinde RT-PCR ile Bovine NoV kapsid gen ve
filogenetik analizi yapmislardir. Calisma sonucundaBovine NoV GllII-2 prototip ile

kiimelenmis olarak tespit edilmistir (182).

2.4.3. Zoonotik Risk Durumu

Insan ve hayvanlar arasinda NoV'un zoonotik gecisine yonelik yeterli kanit
bulunmamaktadir. Ancak, gidalarin ve ¢evrenin hayvan/insan atiklari ile
kontaminasyonu ile bulasmanin indirekt yolla olmasi, etkenin zoonoz karakterde
degerlendirilmesine yol agmaktadir (Sekil 6). Insan NoV ile canine NoV’larin ayn1
hiicre reseptorlerini kullandigin1 belirleyen calismalar, zoonotik riski miimkiin
kilmaktadir (78, 134).

Gastroenteritis klinik belirtisi gosteren veya gostermeyen hayvanlarin (buzagi
ve domuzlar) diskilarinda NoV tespiti yapilmistir (167). Molekiler analizler sonucu
insan ve hayvan NoV suslarinin birbirine yakin oldugu belirlenmistir. Ozellikle
domuz ve insanlarda, NoV GII tespit edilmistir (171). Ayrica, gnotobiotik

domuzlarda insan NoV GII’nin replikasyonu gosterilmistir (35).
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a) Hayvan kaynakli kontaminasyon, b) Gidalarin ¢evresel kontaminasyonu

Hayvanlarin, insan NoV’lar1 i¢in 6nemli bir rezervuar oldugu giiclii bir
hipotezdir. Bu durumu Venezuela’da domuzlar arasinda insan NoV’larina kars1 tespit
edilen antikorlar ile ilgili calisma desteklemektedir. Ilging olan bir durumda, GI insan
NoV genogrubun GII’den yiiksek antikor prevalansina sahip oldugunun
belirlenmesidir. Ancak, hayvan rezervuar1 ve zoonoz gegisin var oldugu bilinmesine
ragmen, reseptorler arasi farklilik ve genetik uzaklik bu hipotezi desteklememektedir
(52). Ayrica, hem insan hem de sigir tiirleri arasinda benzer suslarin varliginin
kanitlanamamas1 insanlarda olusabilecek riski azaltmaktadir. Su anda Kanada’da
domuz ve sigirlarda insan NoV GIL4 susunun yakin sekansmin belirlenmesi,
gelecekte olusabilecek riskin olusabilecegini gostermektedir (106).

Heniiz insanlardan hayvan NoV’lar1 izole edilememesine ragmen,
Hollanda’daki veterinerlerde bovine GIII.2’ye kars1 antikor varliginin belirlenmesi,
insan NoV GIII ile bovine NoV’lar arasi yakinligi destekler tarzda goriilmektedir

(175). Insan ve sigir NoV’lar1 arasindaki capraz reaktif epitop varligi, insanlarda

21



hayvan NoV’larina karsi antikor varliginin tespitini agiklamaktadir (11). Ancak,
insan ve s1gir NoV’lar1 GlII’iin genetik uzaklik gostermesi sigir suslarinin insanlara
bulasma riskinin olmadigim gostermektedir (120).

Baz1 hayvan Caliciviruslarinda tiirler aras1 ¢apraz bariyerler olup, insanlar
alternatif konak olarak kullanabilmektedir (142). Snow Mountain Deniz Aslani
Virus’unun bir tipinin insanlar1 enfekte ettigi, at ve sigirlarda Vesivirus’a karsi
antikor tespit edildigi rapor edilmistir (88, 89).

Mesquita ve ark. (110) kopeklerde NoV prevalansini ve genetik degiskenligi
belirlemek icin RT-PCR ile digki 6rneklerini incelemislerdir. Diyareli kopeklerde
%40 ve diyare semptomu gostermeyen kopeklerde %9 oranlarinda canine NoV
belirlemiglerdir. Virus’un genetik agidan diger NoV’lardan farkli oldugu ve yeni
grup bu virus’un yapisal 6zelliginde belirsizlikler tespit edildigini bildirmislerdir.

Menon ve ark. (109) Hindistan’daki 6-36 aylik ¢ocuklar ve annelerinde insan
ve sigir NoV benzeri partikiillerin varligin1 degerlendirmislerdir. Caligmada, GII
viruslara karsi olusan antikorlarin GI’den daha erken ve yaygin tespit edildigini
belirlemislerdir. Sigir NoV’larina kars1 olusan IgG antikorlarin diisiik seviyelerde
olmasi nedeniyle zoonoz bulagma saglanabileceginin muhtemel oldugu belirtilmistir.

Mattison ve ark. (106) hayvan diski 6rneklerinde ve perakende et {iriinlerinde
NoV taramasi yapmislardir. GIII (sigir), GII 18 (domuz) ve GII4 (insan) NoV
sekanslarini belirlemislerdir. Ayrica, perakende et lriinlerinde GII4 benzeri NoV
RNA tespiti yapmislardir. Bu bulgular 15181nda, yiyecek zinciri vasitasiyla NoV’larin
indirekt zoonoz bulasmaya yol agabilecegini ifade etmislerdir.

Bovine NoV Newbury ajan-1 1976 ve Jena virus 1980 yilinda diyare
semptomlu sigirlarin  digkilarinda tespit edilmistir. Porcine NoV Hollanda ve
Japonya’daki saglikli goriinlime sahip domuzlarin digkilarindan belirlenmistir.
Murine NoV’lar immun yetmezligi bulunan laboratuvar farelerinden izole edilmistir.
Gilinlimiizde kafeste bulunan bir aslan ve bir kdpek yavrusunda NoV varlig1 da tespit

edilmistir (137).
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2.5. Klinik
2.5.1. insanlarda Klinik Bulgular

Virus’un inkiibasyonu 24-48 saat arasinda yer almaktadir. Klinik bulgular
12-72 saat aras1 kadar siirmektedir. Ancak, iyilesmeden sonra saglikli bireylerde 2—3
hafta boyunca, immunsupresif bireylerde ise 8 aya kadar hasta gaitasi ile virus
sacilabilmektedir (158). NoV akut gastroenteritislerinde sik goriilen bulgular
abdominal kasilmalar, bulanti, kusma ve sulu-kansiz ishaldir. Bu bulgular aniden ya
da dereceli olarak gelismekte, yetiskin bireylerde mukussuz ve kansiz bir ishal,
cocuklarda ise karin agrisi, bulanti ve kusma daha sik goriilmektedir. Hastane
ortaminda gelisen salginlarda ve ozellikle 11 yas alt1 ¢ocuklarda hastalik daha uzun
stirmektedir (46 giin). Bir yasindan biiyiik bebek ve ¢ocuklarda ise ishal daha sik
goriilmektedir. Akut gastroenteritislerde yukaridaki klinik bulgulara ilaveten bas
agrisi, titreme, hastalarin %25-50’sinde kas agris1 ve %37-45’inde ise 24 saat siiren
ates (38-39°C) goriilebilmektedir (133). Cocuk, yasli, immiinsiiprese bireyler,
nekrotizan enterokolitli ve pediatrik onkoloji hastalarinda enfeksiyonlar daha agir
seyretmekle birlikte genellikle vakalar hafif seyirlidir ve 61Um nadiren gortilmektedir
(125).

NoV gastroenteritis semptomlarinda genel klinik semptomlar mide bulantisi,
kusma, diyare, bas agris1 ve kas agrisidir (118). NoV GII4 susu ile enfekte olan
cocuklarda diyare diger NoV genotipleri ile enfekte olanlardan daha uzun
stirmektedir (72). NoV enfeksiyonlarinda ensefalopati, akut bobrek yetmezligi ve
viremi sekillenmektedir (73, 107).

Hastalik semptomlar1 geng ¢ocuklar, yaslilar, transplant ve immun yetmezlik
bulunan bireylerde daha uzun stirmektedir (26).

NoV ile enfekte kisilerde gelisen diyarelerde gaitanin kansiz, mukussuz
oldugu ve kisilerde su kaybina bagl kilo kayb1 gbzlenmistir (112).

NoV enfeksiyonlarinin %30’u asemptomatik seyirlidir. Ancak, bu kisilerde
virus sagilimmin devam etmesi nedeni ile enfeksiyon kaynagi olarakta rol
oynamaktadirlar. Diislik ates ve karin agrist nedeniyle hastalik “Mide Nezlesi”
ismiyle de anilmaktadir (37). NoV enfeksiyonlarinda yeni dogan prematiire

cocuklarda nekrotize enterokolitis ve immun yetmezligi olanlarda pndmatozis
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intestinalis sekillenmektedir (84, 162). NoV enfeksiyonlarinda Crohn’s hastaligida
alevlenebilmekte ve eslik edebilmektedir (83).

2002 yilinda Afganistan’daki askeri personel arasinda gelisen NoV salgiinda
3 enfekte hastada duyarsizlik, boyun sertligi, 1sik duyarliligt ve birinde de
intravaskiler kuagulasyon goriilmiistiir (29).

NoV infeksiyonlarinda akut, kronik, yaygin olmayan klinik goriinim ve
asemptomatik klinik formlar1 goriilebilmektedir (135).

Akut enfeksiyonlarda kusma, diyare ve diger semptomlar, kronik
enfeksiyonlardave immun yetmezligi olanlarda duyarsizlik, boyun sertligi, 151k
duyarlilig1, ve intravaskiiler kuagulasyon ve asemptomatik enfeksiyonlarda klinik

belirti olmadan virus sacilimi ve antikor cevabinin gelisimi goriilmiistiir (135).

2.5.2. Hayvanlarda Klinik Bulgular

Bovine NoV Newbury ajan 2 ile enfekte gnotobiotik buzagilarda non
hemorajik enteritis, orta siddetli diyare, anoreksia ve xylose maladsorbsiyon klinik
belirtileri goriilmiistiir. Diyare, 3 haftalik buzagilarda olduk¢a yaygindir. Bu
belirtiler, iki ay kadar gorulebilmektedir. Bovine NoV Newbury ajan 2, Bovine
enterik calicivirus Newbury Ajan 1’e gore daha az virulenttir. Virus sagilimi, klinik
belirtiler 6ncesi veya esnasinda kisa siireli ger¢eklesmektedir (17).

Enfekte buzagilarin incebarsak proksimalindeki villuslarda atrofi, Kript
hiperplazisi ve submukozada &demler gorulmektedir (59). Gastrik ve rektal
mukozada degisiklik goriilmemektedir (17, 59).

Porcine NoV’lar, ergin domuzlarin diskilarindan klinik belirtiler gériilmeden
tespit edilmektedir. Ancak, domuzlarda meydana gelen diyare olgularinda Porcine
NoV’ un gergek etkileri arastirilmasi gerekmektedir (171).

Murine NoV’lar vahsi ve evcil farelerde asemptomatik olarak
gerceklesebilmektedir. Bu farelerde ensefalitis, cerebellar damarlarda vasikiilitiis,
pndémoni ve hepatitis gorilebilmektedir. Bu virus ile deneysel enfekte farelerin dalak,
mezenterik lenf nodiilleri ve jejenumlarinda Murine NoV-1 RNA tespiti yapilmistir

(77).
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2.6. NoV Teshis, Tedavi, Korunma

2.6.1. NoV Teshisi

Norovirus arastirmalarinda, gaita 6rneklerinde NoV antijen tespitinde ticari
ELISA kitleri kullanilmaktadir. Bunlardan en sik kullanilanlart Denka (Japonya),
Oxoid (ingiltere) ve Ridascreen R. Biopharm (Almanya) firmalarmin iiretmis
olduklar kitlerdir. Bu kitlerin %30-70 arasinda sensitivitesi ve %69-100 arasinda
spesifitesi vardir (44, 131). Bu kitler sandving tip ELISA olarak hazirlanmislardir.

RT-PCR testleri, NoV genomunun 4 korunmus bolgesinden primer dizayn
yapilarak gelistirilmistir. Bu bolgeler; polimeraz gen, ORF 1-2 baglama, N-terminal
kabuk ve kapsit genin 5’-son kismidir. Kapsit genin 5’ son bolgesi, %95 pozitifligin
belirlendigi NoV suslariin (GI, GII) kullanimi ile yapilabilen tek tiip (one-step) RT-
PCR testi ile degerlendirilmektedir. Bu testin en ¢ok kullanilan metot oldugu
bildirilmektedir (170). 5 RT-PCR testinin, 4 adedinde hedefin polimeraz geni oldugu
bildirilmektedir (90).

Real-Time PCR testleri diski ve ¢evresel orneklerden NoV tespitine duyarli
olarak gelistirilmistir (74, 132). Farkli yaklasimlarla gelistirilen bu kitlerde primerler
ilk olarak RT-PCR testi, Taq Man ve SYBR yesil teknolojileri kullanilmistir. Trujillo
ve ark. (160) diski 6rneklerinde NoV GLII, ve IV tespitinde ORF1-2 baglanti
hedefine real-time PCR gelistirmistir. Konvansiyonel RT-PCR ile ayni &rnekler
incelendiginde, NoV pozitif orneklerin %98 (64/65)’inde real time PCR ile de
pozitiflikbelirlemislerdir (160).

Real time PCR, konvansiyonel RT-PCR’den; daha kisa siirede sonug vermesi,
karisimdaki NoV varligint belirlemedeki hassasiyeti ve viral partikiil miktarini
sayisal olarak vermesi yoniinden daha avantajli bir metot olarak goriilmektedir (18).

Taq Man ve SBYR kimyas: da bir primer yerine floresant isaretleme
kullanilarak yapilan uygulamalardir (19). Bu alternatiflerden biri ticari Lux TM ve
digeri Plexor TM’dur. Lux TM teknolojisinde primerlerden biri 3’ ucuna yakin
florofor ile isaretlenmektedir. Plexor TM teknolojisinde reaksiyon baslangicinda
guclu floresan sinyali vermektedir (114, 115).

Farklilagtirilmis 3 boyutlu hiicre kiiltiirii ve gnotobiotik modellerde NoV

replikasyonu saglanmis olmasina ragmen, su ana kadar NoV’un hiicre kiiltiirii ve
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hayvan modellerinde basarili bir replikasyonu saglanamamistir (35, 147). Chan ve
ark. (33) NoV’larin lamina propria hiicreleri gibi non epitelyal hiicreler ve Brunner’s
bezlerine tropismus gosterdigini belirlemislerdir (33).

EM teshiste kullanilmasimma ragmen, klinik calismalarda kullanimi pratik
olmamasindan 6tiirii tercih edilmemektedir (40, 82).

Ik NoV tespiti immuno EM ile yapilmstir (76). NoV tespiti i¢in diskinin her
graminda 10° -107 arasinda virus partikiilii bulunmasi gerekmektedir (56). Ancak
viral enfeksiyonlar sirasinda virionlarin sayis1 genellikle 10%-10"’den diisiik oldugu
icin viruslar1 bir araya toplayan antiserum kullanimi ile EM duyarlilig
arttirtlmaktadir (56). EM’nin teshiste kullanimi yiiksek ekipman maliyeti, deneyimli
personel ve cok sayida drnek isleyememesinden 6tiirli dezavantajli bulunmaktadir.

ELISA’da NoV tespiti i¢in diskinin her graminda 10%-10° arasinda virus
partikiilii (virion) bulunmasi gerekmektedir (56).

NoV teshisinde PCR sensitivitesi ve spesifisitesini artiran Nested PCR
metodu da yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu teknigin dezavantaji ise nakil edilen
veya amplikonlarin kontaminasyonudur. Ancak, bu durum iyi sterilizasyonu yapilmis
laboratuvar kosullarinin saglanmasi ile ortadan kaldirilabilmektedir (58).

Vildevall (168) NoV teshisinde ELISA’nin yam sira, insan NoV (GII3) ve
sigir NoV (GII2) arasindaki capraz reaksiyon derecesini belirlemek i¢in Western-
Blot testi, tek nikleotid polimorfizmini belirlemek icin Pyrosequencing, serum
orneklerinde NoV antikorlarmi belirlemek igin Hemagliitinasyon Inhibisyon testi,
NoV hemaglutininleri ve virus miktarin belirlemek i¢in de Hemaglutinasyon testleri
uygulamislardir (168).

NoV teshisinde EM, Immunassay ve RT-PCR metotlar1 kullanilmaktadir
(96). Teshisdeki en biiyiik zorluk NoV’larin immunolojik ve molekiiler teknikler
kullanilarak genetik ve antijenik ayrimlarin yapilmasidir. Bu uygulamada insanlarda
detayli calisilmasina ragmen, hayvan NoV’larinda daha az yapilmistir (182). Insan
NoV igin gelistirilen (EM, RIA, WB, ELISA ve 3D-hucre kultlr sistemi) sistemleri
ve yeni jenerasyon test sistemleri hayvan NoV’lar1 i¢in de yapilmalidir (146).

Bovine ve porcine NoV ELISA antikor ve antijen kitleri gelistirilmistir.

Bovine NoV’ larin Jena ve Newbury ajan-2 suslart en yaygin olanlarindandir.
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Murine NoV’larin ELISA ve immunfloresans antikor (IFA)testleri ile de tespiti
yapilmustir (119).

Hayvan NoV suslariin tespiti,insan NoV RT- PCR primer dizayni ile tespit
edilmektedir. Ancak, denemelerdePorcine ve Bovine NoV’una duyarliliginin oldukga
diisiik oldugu goriilmiistir. Bu ylizden, Oncelikle hayvan NoV varliginin teyit
edilmesi ve yeni bir primer dizayna gidilmesi gerekmektedir. Ornegin, Porcine ve
Bovine NoV’lar1 i¢in spesifik RT-PCR ve ELISA kitlerinin gelistirilmesi gerektigi
vurgulanmistir (137).

2.6.2. NoV Tedavisi
NoV gastroenteritis tedavisi igin viral proteinlerin sentezini inhibe eden

antiviral aktivite gosteren bir thiazolidin derivati olan Nitazoxanide kullanimi tavsiye
edilmektedir (136, 138). Ginimizde hicre sistemlerinde toplanan NoV
replikonunda anti-noroviral aktiviteler gosteren ribavirin ve piperazin derivatlari da
kullanilmaktadir (34, 45).

NoV baglanma inhibitorlerinden faydalanilabilecegi bildirilmistir. Yapilan bir
calismada, hidrojellerle konjuge edilmis o 1.2-fucosylate glikanlar kullanilmistir
(182). NoV’lara yonelik anti-adhezyon terapisi 6nerilmektedir (135).

NoV ile enfekte kisilerde temel tedavi, izotonik sivilar ve beslenme ile
dehidratasyonun Onlenmesi olup, beslenmede BRAT diyeti adi verilen bir
uygulamaya gidilmesi gerektigi vurgulanmistir. Bunlar muz (B), piring (R), elma
sosu (A) ve Tost/Kraker (T)’dir. Bu donemde baharatli yiyecekler, meyve, alkol, su

tirtinleri ve kahveden uzak durulmasi tavsiye edilmektedir (177).

2.6.3. Korunma ve Kontrol
Su ana kadar NoV i¢in uygun bir ticari as1 yoktur. Ancak, NoV hastaliginin
semptomlarin1 azaltacak asi ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Bu asilar fare, gnotobiotik
buzagilar ve insanlarda faz I klinik calismalarinda denenmistir. Bu asilarin temel
prensibi VLP’lerin baculovirus sistemlerince kapsid proteinlerin ¢ogalmasi sonrasi
biraraya getirme modeline dayanmaktadir. Bu asilarin hedef grubu yash, ¢ocuk, gebe

kadin, seyahat edenler ve immun yetmezlige sahip bireyler olarak belirlenmistir (18).
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NoV GI, GII ve GIV’e yonelik multivalan asilarin gelistirilmesi tavsiye
edilmektedir (37).

Yiizey temizliginde %2’lik hipokloritin kullanilmasi1 gerekmektedir. NoV
persistentligine yonelik kullanilan %2 hipokloritin kuru ve sabit ylizeylerde 8 saatten
7 gune kadar bekletilmesi tavsiye edilmektedir (38, 176).

NoV’lar zarsiz yapiya sahip olduklari igin aside direngli, ¢evrede kalic1 ve
300 ng/ml’ye kadar klorlamaya direnglidirler (48, 163). NoV’lara kuarterner
amonyum dezenfektanlar1 etkili degildir (46, 48). Yiizey dezenfeksiyonunda deterjan
ve sodyum hipokloritin kombine kullanim1 tavsiye edilmektedir (10).

Virus’un hiicre kiiltiiriinde {iretilmesi giictiir.Bu nedenle su kaynaklarinda
direk virus tanis1 yapilamamaktadir. Indikatér koliform bakterisi tespitinden
faydalanilmaktadir. Su kaynaklarinda kontaminasyon saptandiginda, NoV
eliminasyonu igin yuksek dizeyde klorlama (>10 mg/L) yapilmasi gerekmektedir
(84).

NoV salginlarinda fekal-oral yolla bulagsmanin yaninda, insandan insana
bulagmada goriildiigiinden kisisel hijyene énem verilmelidir. Ozellikle toplu yasanan
ve yemek yenilen yerlerin mutfaklarinda kat1 hijyen kurallar1 uygulanmali ve kisisel
hijyen egitimlerine o6nem verilmelidir. Salginlar seklinde gorilen NoV

enfeksiyonlarindan korunma 6nlemleri Tablo 2.2°de 6zetlenmistir (9,153).
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Tablo 2.2. NoV salginlarinda enfeksiyon kontrol 6nlemleri (9)

Enfeksiyon Kontrol Grubu

Enfeksiyon Kontrol Stratejisi

Salgin saptanmasi

Hijyen

Temizlik ve Dezenfeksiyon

Hasta izolasyonu
Saglik personeli

Salgin bildirimi

Gida giivenligi

Epidemiyolojik klinik tan1 (Kaplan klinik tani
kriterleri)

Etkilenen popiilasyonda salgin icin alman
diski1 Orneklerinde laboratuvarda bakteriyel
etken tanimlanmamasi durumunda;

1. ortalama hastalik siiresi 12-60 saat,

2. ortalama inkiibasyon periyodu 24-48
saat olmasi,

3. vakalarin >%50 kusma semptomu
olmasidir.

Enfeksiyon  kontroli  i¢in  laboratuvar
konfirmasyonu saglanmalidir.

Enfeksiyon kontrolii ve bulagma &nleme el
hijyeni ile saglanir.

Bulasma oOnlenmesi ig¢in insanlarin temasi
onlenmeli,

Salgin doneminde saglik personeli kisisel
koruyucu (maske, eldiven, gozliik) kullanmali,
Kisisel koruyucular sik degistirilmelidir.
Butin  yuzeyler %0.1  hipoklorid ile
temizlenmeli,

1. temizlik etkilenmemis alandan
etkilenmis alana dogru,
2. hasta yogunlugunun fazla oldugu ve

bulastirma riski olan alanlarda
temizlik sik olmali,
3. tek kullanimlik kiyafetler atilmali
Hastalarin kullandig1 carsaf, battaniye gibi
tekrar kullanilan malzemeler iyice
yikanmalidir.
Yayilimi onlemek i¢in hastalar bir araya
toplanabilir.
Yayilimi  6nlemek i¢in semptomlart olan
personel 48 saat izin verilebilir.
[l Halk Saghg Midirliigi  Bulasict
Hastaliklar Subesine bildirim yapilmali ve
salgin raporu hazirlanmalidir.
En fazla fekal-oral yolla bulas nedeni ile;

1. ¢ig yenen gidalarin temizligi ve
pisirilen gidalarin  iyi pigirilmesi
gerekir,

2. gida hazirlayan kisilerde; bulanti,

kusma, ishal gibi bulgularin olma
durumunda bu kisilere semptomlar
gectikten 48 saat sonrasina kadar gida

hazirlatilmamalidir,

3. gida hazirlayan kisiler hijyene dikkat
etmeliler,

4. kontamine igme sularinda siiper

klorlama yapilmalidir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kopek Diski Ornekleri Toplanmasi

Burdur ili merkezinde evde ve bahcede beslenen sahipli ve ishal semptomu
gosteren c¢esitli 1k ve cinsiyetteki 128 adet evcil kdpektengaita drnekleri toplandi.
Gaita Ornekleri kopek sahipleri tarafindan numune kaplarina topland: ve tarafimizca
soguk zincir kosullarinda laboratuvarlara getirildi (Sekil 3.1). Gaita 6rneklerinden
steril baget ile aliman (yaklasik 1 gr) gaitalar steril bir cam tiipe aktarilarak,
uzerilerine 5 ml kadar RNAfter™ (GeneMark, GMbiolab Co., Ltd., Taichung,
Taiwan) soliisyonu (Sekil 2 ve 3) ilave edilerek, 5 dakika vortekslendi. Daha sonra
bu karigim test uygulamasina kadar -20°C'lik derin dondurucuda saklandh.

Kopeklerin digki 6rnekleri toplanmasi sirasinda sahiplerine birer anket
uygulandi. Ankette kopeklere ait (yas, irk, beslenme sekli, ishal i¢in tedavi ve
asitlanma durumu) bilgiler, kopegin yasam kosullar1 ve gezinti alani varligi
sorgulandi. Ayn1 ankette, kopekle ayn1 evde yasayan kisilerin yas, cinsiyet ve ¢ocuk
varligi, kopegi besleyen kisinin bakim sirasindaki tutumlart ve evde yasayan

kisilerde son 72 saatte ishal varlig1 sorgulandi (Ek 1).

Sekil 3.1. Gaita ornekleri ve toplama kabi
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Sekil 3.2. RNAfter™ soliisyonu

Sekil 3.3.5 ml RNAfter™ konmus cam tiipler.
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3.2. Képek Digki Orneklerinin RNA Ekstraksiyonuna Hazirlanmasi:

Uygun sartlarda (soguk zincir) toplanan ve RNAfter™ soliisyonu iginde -
20°C'de saklanan gaita 6rnekleri oda sicakliginda ¢oziindiiriildii. Coziinen karisimdan
1 gr kadar gaita steril baget yardimiyla alindi (Sekil 3.4). Daha once hazirlanmig
steril eppendorf tiiplere aktarildi (Sekil 3.5). Bu tiiplere 1 ml kadar Phosphate Buffer
Soliisyonu (PBS) ilave edildi. Eppendorf tiipiindeki bu yeni karisim 10 dakika
vortekslendi (Sekil 3.6). Daha sonra eppendorf tiipleri + 4 °C’de 2500 devir/dk. 25
dakika siireyle santrifiigasyon islemine tabi tutuldu (Sekil 3.7). Santrifiigasyon
sonrast eppendorf tiiplerindeki siipernatantlardan 0.25 ml alinarak, baska bir steril
eppendorf tiipline aktarildi (Sekil 3.8). Bu asamadan sonra RNA ekstraksiyon
protokoliine gegildi.

Sekil 3.4. Cozdiiriilen 6rneklerden gaita alimi
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Sekil 3.5. Cozdiiriilen 6rneklerin eppendorf tiiplerine aktarimi

Sekil 3.6. Orneklerin vortekslenme islemi
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Sekil 3.7. Orneklerin santrifiigasyon islemi

- ~—
0

Sekil 3.8. Siipernatantlarin farkli eppendorf tiiplerine aktarimi
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3.3. Kopek Diski Orneklerinde RNA Ekstraksiyon Protokolii

3.3.1. Homojenizasyon

Digki 6rneklerinde virus genomu tespiti yapmak iizere RNA ektraksiyonu
protokolii uygulandi. Eppendorfa aktarilmis, on islem goérmiis 250 pl o6rnek
stpernatant Uzerine 750 plTrizol (GeneMark, GMbiolab Co., Ltd., Taichung,
Taiwan) aktarilip, pipetasyon islemi ile karistirildi. Bu karisim, 4°C'de 2500devirde
25 dakika santrifuj edildi.

3.3.2. RNA Faz Ayrilmasi

Ornek ve Trizol karigimina 200 ul kloroform (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany) eklendi (Sekil 3.9). 12000 g’de 4°C'de 15 dakika santrifiij
edilmesi sonrasi organik molekiiller (hiicre proteinleri, DNA, lipid v.b.) ¢okeltide

RNA sulu boliimde bulunmasi nedeni ile supernatant temiz eppendorf tiipiine alindu.

Sekil 3.9.Klorofrom ilavesi
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3.3.3. RNA Presipitasyonu

RNA’nin pozitif yiiklenmesi ve presipitasyonu saglamak amaci ile 500 pl
isopropanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) eklendi. 10
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 12000 g’de 4°C'de 10 dakika santrifiij edilerek
slpernatant dokdldi. Yikamai¢in 1000 pl 9%75’liketanol  eklenerek iyice
karigtirlarak 7500 g’de 4°C de 15 dakika santrifiij edildi ve bu islem bir kez
tekrarlandi. Siipernatant dokiilerek kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra 40 pl
RNAase free su eklenerek 58.5 °C'de 15 dakika 1siticida (Benchmark Scientific,
Edison, New Jersey, USA) inkube edildi (Sekil 3.10). RNA ekstraksiyonu yapilan
ornekler -20°C'de depolanda.

Sekil 3.10.Isiticida inkiibasyon islemi
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3.4. Real-Time PCR ile NoV Genomu Tespiti

Evcil kopeklerin digki 6rneklerinde Real-Time PCR yontemi ile NoV |, Gl
ve GIV tespitinde foodproof® Norovirus Detection Kit-5’Nuclease-(BIOTECON
Diagnostic®, Potsdam, Germany) kitleri kullanildi. Bu amacla, 6ncelikle her bir
ornek icin bir reaksiyon tipinde foodproof® NoV kit'i master miksten 14 ul ve
enzim solisyonu 1ul olacak sekilde toplamda 15 pl PCR karisimi hazirlandi. RNA
ekstraksiyonu yapilan 6rneklerin her birinden farkli bir reaksiyon tiiptine 10 pl alindi
ve lizerilerinedaha dnceden hazirlanmis 15 pl PCR karigimi eklendi. Bir 6rnege ait
reaksiyon tiplnde toplamda 25 pl karigim hazirlanmis oldu. Ayrica, iki farkli
reaksiyon tlpinun birine 10 pl Negatif kontrol ve diger tiipe 10 ul Pozitif kontrol
ilave edildi. Tim reaksiyon tlplerindeki ornekler iclerindeki miktar kadar PCR
pleytlerine aktarildi, agizlari sikica seffaf folya ile kapatilarak, uygun bir santrifij
aletinde kisa siireli (10-15 sn.) santrifilj edildiler. LightCycler® 480 Il Systems
(Roche Diagnostics Ltd., Mannheim, Germany) cihazinda sicaklik-zaman programi
kit Oreticisi firmanin belirttigi dogrultuda amplifikasyon asamasma gecildi.
Hazirlanan pleyt, cihaza yerlestirilerek program ¢alistirildi. Kit direticisi firmanin
belirttigi sicaklik-zaman programi su sekilde uygulandi: Reverse transcription igin 1
siklus 45°C 30 dakika, pre-inkiibasyon icin 1 siklus 95°C 5 dakika ve amplifikasyon
icin birinci basamak olarak 95°C 15 saniye, ikinci basamak olarak 60°C 60 saniye ve
liciincli basamak olarak 72°C 10 saniye olmak (izere polimeraz zincir reaksiyonu 50
siklus olarak gerceklestirildi. Amplifikasyon sonuglart LightCycler® 480 II Systems
cthazinda fluoresan okunmasi sonrasinda elde edilen veriler kit iireticisi firmanin

belirttigi sonug¢ degerlendirme tablosuna gore (Tablo 3.2) degerlendirildi.
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Tablo 3.1. HEX, FAM ve ROX kanallarinin fluoresans dalga boylarinin durumuna
gore sonug degerlendirme tablosu

NoV G | NoV G I Proses Kontrol Sonuc¢ Yorumlamasi
HEX kanah FAM kanah ROX kanah
Pozitif Pozitif Pozitif/Negatif NoV Gl ve I/ IV Pozitif
Negatif Pozitif Pozitif/Negatif NoV GlI Pozitif
Pozitif Negatif Pozitif/Negatif NoV Gl Pozitif
Negatif Negatif Pozitif NoV Gl ve Il/IV Negatif
Negatif Negatif Negatif Gegersiz

3.5. Istatistiki Analiz
Kopek sahiplerine uygulanan anketteki sorular SPSS 15.0 (2007) istatistik
analiz programina girildi. Verilerde frekans, ortalama, standart sapma olarak

tanimlayici analizi yapildi ve p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma igin ¢ok degisik kopek irkindan 6rnekleme yapildi. En fazla gorulen
ti¢ irk Golden Retreiver (%21.6), Coban Kopegi (%17.6) ve Akbas-Kangal (%11.8)
di. Kopeklerin %47°si erkek ve %53’1 disiydi. Kopeklerin ortalama yast 36.5 aydi
(min.1.0, max.156.0). Kisilerin kopekleri sahiplenme sekli olarak pet diikkanindan,
barinaktan, sokaktan ve 6zel olarak getirtme olarak gruplanmis ayrica bu gruplara
uymayanlar diger olarak degerlendirildi (Tablo 4.1.). En fazla kdpek sahiplenme yolu
Ozel getirtme (%41.7) olarak bulundu (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Kopek sahiplenme yollari

Sahiplenme Yolu Say1 (n) Oran (%)
Ozel getirtme 53 41.7
Diger 35 27.2
Pet diikkani 19 14.6
Sokak kdpegi 14 10.7
Barinak 7 5.8
Toplam 128 100.0

Kopek sahipleri kopeklerin barinma kosullarint %6.7 oraninda kotii, %42.3
oraninda orta ve %51 oraninda iyi olarak degerlendirdi. Calismada sorulan ankette
kopeklerin beslenme aliskanliklarthazir kuru mama, evde hazirlanan mama, ev
yemegi artiklar1 ve diger olarak soruldu ve birden fazla sik isaretlenebilecegi
belirtildi. Buna bagli olarak kopeklerin %67.3’ii hazir kuru mama, %66.3’li ev
yemegi artiklar1 ve %7.7°s1 evde hazirlanan mamalar ile beslendikleri katilimcilar
tarafindan beyan edildi. K&peklerin %51°1 tam asili, %30°u eksik asili ve %18 asisiz
olarak belirlendi (Sekil 4.1). Kopeklerin %21.2’sinin gezinti alan1 olmadig1 belirtildi.
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Sekil 4.1. Kopeklerin ag1 durumlari

Kopeklerin sahiplerinin ortalama yaslar1 39.1 (min. 12, max. 69) olarak
belirlendi. Képek sahiplerinin %75.5°1 (97 kisi) erkek ve %24.5’1 (31 kisi) kadindi.
Kopek beslenen evlerde ¢cocuk olma durumuna bakildiginda %49 (62 kisi) evet ve
%351 (66 kisi) hayir olarak tespit edildi. Kopek bulunan evlerde yasayan g¢ocuk sayist
en fazla %58.8 (37 kisi) oraninda iki ¢ocuklu olanlardi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2.K6pek bakimindan sorumlu kisilerin demografik verileri

Say1 (n) Oran (%)
Cinsiyet
Erkek 97 75.5
Kadin 31 24.5
Evde ¢ocuk bulunma durumu
Evet 62 49.0
Hay1r 66 51.0
Evde yasayan ¢ocuk say1si
Bir ¢cocuk 19 314
Iki cocuk 37 58.8
Ug cocuk 6 9.8

Kopek bakimindan evde yasayan kisiler sorumlu olup, birden fazla sik

isaretlenebilecegi belirtildi. Buna gore %69.2’u baba, %41.3 anne ve %23.1 ¢ocuklar
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olarak siralandi.Evde yasayan g¢ocuklarin yas ortalamasi birinci, ikinci ve tguncu
cocuk olarak sirastylal5.2+7.5; 12.6+5.4 ve 10.8+5.2 yil olarak goriildii.

Bakimlar1 i¢in kopeklerle temas sirasinda kisilerin davranis ve tutumlarini
belirlemek icin her zaman, bazen, nadiren ve higbir zaman seklinde hazirlanan dortli
likhert 6l¢egi kullanildi. Katilimeilarin %66.3"iniin kopekler ile temas Oncesinde el
yikamadiklar1 ve %60.6'sinin kiyafet degistirme aligkanliginin olmadigr goriildii.
Katilimeilarin  kopek bakimindan sonra %62.5’unun el yikama aligkanliginin
bulundugu, %?26.9’ununda kiyafet degistirme aligkanliginin olmadigi belirlendi
(Sekil 4.2).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Temas oncesi el Temas oncesi kiyafet ~ Temassonrasiel ~ Temas sonrasi kiyafet
yitkama degistirme yikama degistirme

B Herzaman MBazen M Nadir MHichirzaman

Sekil 4.2. Kopeklerin bakimindan sorumlu kisilerin temas: sirasinda tutum ve
davraniglar
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Real Time-PCR ile incelenen 128 adet kopek gaita Grneginin 5 (%3.91)
adedinde insan NoV GII bulundu (Sekil 4.3). Ancak, NoV GII bulunan 6rneklerde
NoV GI ve GIV ig¢in pozitiflik belirlenmedi. Diger 123 adet kdpek gaita 6rneginde
NoV GI, GII ve GIV varligi belirlenmedi. Degerlendirme HEX, FAM ve ROX
kanallarinin  fluoresans dalga boylarmin durumuna gore ticari Kitin sonug

degerlendirme tablosu kullanilarak yapildi.

Amplification Curves

14,246
13.246
12245
11.246-
10,246
9,245
8,245
7. 245
E. 245
5. 245
4. 245
3245
2. 245

1.245 &.,_

0.245

Fluorescence (465-510)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 25 28 30 32 3 36 35 40 42 44 45 48 5O
Cycles

Sekil 4.3.Real-Time PCR sonuglari

[PK1: Pozitif Kontrol 1 (CP:30.25), PK2: Pozitif Kontrol 2 (CP:30.07), O1: Ornek 1
(CP:33.20), O2: Ornek 2 (CP:39.92), O3: Ornek 3 (CP:40.52), O4: Ornek 4
(CP:39.48), O5: Ornek 5 (CP:42.76)].

NoV GII pozitif tespit edilen kopeklerin kendi aralarinda: irklara gore
dagilimi %40 Melez, %20 Minyatiir Poodle, %20 Golden Retriever, %20 Rottweiler;
cinsiyete gore dagilimi %80 disi, %20 erkek; yas ortalamasi 31.40 ay (min. 24, max.
40); kopegin sahiplenme sekli %40 pet diikkani, %40 sokak kopegi, %20 sahipli
kopek yavrusu; kdpeklerin barinma kosullar1 %100 orta diizeyli; kdpeklerin %60°1 ev
yemegi artiklar1 ve %100 hazir kuru mama; asilanma durumlar1 %60 tam asil1, %20
eksik asili, %20 asisiz; kopegin gezinti alan1 %60 var, %40 yok; kopeklerin
%100’lniin ishalli ve ishal tedavisi gordiigii; kopek sahiplerinin yas ortalamasi 53.4
(min. 36, max. 62) ve cinsiyetleri %80 erkek, %20 kadmn; kopeklerin yasadigi

evlerde cocuk bulunmadigi; kdpek beslenmesi ile ilgili %80 baba, %20 anne; bakim
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oncesi el yikama %40 nadiren, %40 hayir, %20 her zaman; bakim oncesi kiyafet
%60 higcbir zaman, %40 bazen; bakim sonrasi el yikama %40 hicbir zaman, %40
bazen, %20 her zaman; bakim sonrasi kiyafet %60 hicbir zaman, %40 bazen olarak;

evde yasayan bireyler arasinda son 72 saatte ishal olgusu goriilmedigi belirlendi

(Tablo 4.3).
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5. TARTISMA

NoV insan, koyun, domuz, fare ve koOpeklerin intestinal hastaliklar1 ile
iliskilidir. Canine NoV ilk defa italya’da 2007 yilinda tespit edilmistir. Daha sonra
Portekiz, Yunanistan ve Amerika Birlesik Devletlerinde devam eden calismalarda
kopeklerin diskilarinda tespit edilmistir (23). Insan NoV’lar1 GI, GII ve GIV olarak
gruplandirilmiglardir.  Ancak  canine NoV’lann  GIV  ve GVI  olarak
gruplandirilmaktadirlar. GIV’teki insan ve canine NoV’lar1 arasinda %85’ten az
diizeyde aminoasit benzerligi bulunmaktadir. Bu ylizden farkli genotipler olan IV.1
ve IV.2’ye ayrilmaktadirlar (103). Insanlar ile kdpeklerin bir arada ¢ok yakin temasla
yasamasi, birbirleriyle ayni ortami paylasmasi ve bunun oldukg¢a yayginlagsmasi
nedeniyle son yillarda insan NoV’unun kedi ve kopek populasyonlarinda varlig
cesitli caligmalarla arastirllmaktadir. Buna karsin, canine NoV antikor varligir 373
adet kiigiik hayvan hekimligi ile ugrasan veteriner hekimlerin %22.3’inde ve 120
adet bireyin %5.8’inde belirlenmistir (110).

Summa ve ark. (147) insanlarla ayn1 evde yasayan sahipli kopeklerin gaita
orneklerinde NoV GI, GII ve GIV varligmi Real-Time PCR metodu ile
aragtirmiglardir. Calisma sonucunda, ishal semptomu gdosteren insanlarla temas
halinde olan 4 adet kdpegin gaita 6rneklerinde insan NoV varlig belirlemislerdir.

Caddy ve ark. (25) Ingiltere’de sahipli kdpeklerin gaita 6rneklerinde insan
NoV varligim1 Real-Time PCR uygulamasi ile arastirmiglardir. 325 adet kopek kan
orneginin 43 adedinde insan NoV antikor varligini belirlemislerdir.

Soma ve ark. (143) Japonya’daki diyareli 97 kopegin gaitasinda NoV
varligmi RT-PCR ile arasgtirmislardir. Arastirmada, 2 adet Ornekte NoV varligi
belirlenmistir. Martino ve ark. (43) 516 adet kdpek kan serumunda insan NoV Gl1.4,
GIV.1 ve kopek NoV GIV.2 ve GVI.2. virus partikiil benzeri temelinde gelistirilen
ELISA ile inceleme yapmislardir.

Mesquita ve ark. (110) 105 adet kopek gaitasinda NoV varhigini
arastirmiglardir. Arastirmada, 63 adet kopegin ishalli gaitasi ve 42 adet kopegin
normal gaitast RT-PCR ile incelenmistir. Incelemeler sonucunda ishalli kopeklerin
gaitalarinda %40 diizeyinde ve ishalli olmayan kdpeklerin gaitalarinda %9 diizeyinde

yeni tiir NoV varlig1 bulunmustur.
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Ulkemizde insan NoV’larm ishalli kdpek gaitalarinda arastirilmasi iizerine
yapilan bir calismaya, yaptigimiz literatiir taramalarinda rastlamadik. Bu yiizden,
elde ettigimiz sonuglar bu yoniiyle ilk olma 6zelligini tagimaktadir.

Bu ¢alismada, 128 adet kdpek gaita 6rneginin 5 (%3.91) adedinde NoV GII
bulundu. Bu 6rneklerde, NoV GI ve GIV igin pozitiflik bulunmadi. 123 adet kopek
gaita orneginde NoV GI, GII ve GIV varligi belirlenmedi. Summa ve ark. (147)
ozellikle pozitif érneklerin 3 adedinde Gl1.4 ve 1 adedinde GII.12 bulundugu ifade
etmiglerdir. Mesquita ve ark. (110) 14 Avrupa iilkesinde yasayan 308 adet kdpegin
kan orneklerinde insan NoV GI.1 ve GII.4’e karsi test etmislerdir. Calismada, 20
serum orneginde (19 adedi GIL.4 ve 1 adedi GI.1) pozitiflik belirlenmistir. Calismada
kopek gaitalarinda elde edilen insan NoV GII %3.91 orani, Summa ve ark. (147) nin
kopek gaitalarinda elde ettikleri insan NoV GII %4.3 oran1 ve Martella ve ark.
(103)’min kopek gaitalarinda tiim NoV’lara yonelik elde ettikleri%2.2 orani ile
paralellik gostermektedir. Ancak, gerek kopek serum o6rneklerinde gerekse kopek
gaitalarinda daha yiiksek prevalans sonuclar1 (Azevedo ve ark. (7) [%]11], Di Martino
ve ark. (43) [%10.1], Mesquita ve ark. (110) [%40]) elde edilen arastirmalarda
mevcuttur.

Calismada, Real-Time PCR analizinde pozitif 6rneklerin Cp (Crossing point)
degerlerini 33.20-42.76 (ortalama 39.18) araliginda bulduk. Summa ve ark. (147)
Real-Time PCR analizinde pozitif drneklerin Cq (Quantification cycles) degerlerini
23-37 (ortalama 30.98) araliginda bulmuslardir. Bu sonuglar birbirilerine yakin
diizeylerde bulunmustur. Bu arada Real-Time PCR’da kullanilan Ct (Treshold cycle),
Cq ve Cp ifadeleri birbirileri ile ayn1 durumlar1 tanimlamaktadirlar.

Summa ve ark. (147) 1 adet Irlanda setteri, 1 adet Dachsund ve 2 adet Poodle
irkinda; Soma ve ark. (140) 1 adet Poodle ve 1 adet Borzoi irkinda; bu ¢alismada da
2 adet Melez, 1 adet Minyatlr Poodle, 1 adet Golden Retriever, 1 adet Rottweiler
irklarinda insan NoV GII varligi belirlendi. Bu ii¢ ¢alismanin sonucunda Poodle 1rki
on plana ¢ikmistir. En fazla Melez irkta insan NoV varligi belirlendi.

Cinsiyete gore enfeksiyon incelendiginde; Summa ve ark. (147) 3 erkek ve 1
diside, Soma ve ark. (143) 1 erkek ve 1 diside, ¢alismada 1 erkek ve 4 diside dagilim

belirlenmistir.
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Mesquita ve ark. (110) canine NoV pozitif kdpeklerin yilizdesinin 3 yasina
kadar artis gosterdigi, daha sonra azaldigi ve bu durumun yaslilikla immunitenin
azalmasina bagl oldugu sonucuna varilmistir. Summa ve ark. (147) insan NoV GlI
tespit edilen kopeklerin yas dagilimini 3 yaslilarda 1 adet, 5 yashlarda 2 adet ve 6
yaslilarda 1 adet belirlemislerdir. Soma ve ark. (143) 2 aylik 2 adet kopek
yavrusunda NoV varligi tespit etmislerdir. Calismamizda, 24-40 ay arasinda
ortalamas1 31.40 ay olan 5 adet kopekte NoV varligi bulundu. Di Martino ve ark.
(43) NoV GIL4 ve GVI.2 i¢inl yasindan kiigiik geng kdopeklerde %7-%9 arasinda
pozitiflik, 12 yasindan daha biiyiik olan erigkin kopeklerde %15 olarak pozitiflik
belirlemislerdir. Bu durumlardan farkli olarak, Caddy ve ark (25) 56 farkli irktan
olusan, ortalama 5.1 yil yas araligindaki veteriner kliniklerine getirilmis 131 adet
kopekte ve yas ortalamasi 5.6 yil olan saglikli gériiniime sahip 117 adet kopekte
insan NoV varlig1 tespit edilemedigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada, insan NoV GII tespit edilmis kopeklerin pet diikkanindan,
sokak kopegi ve sahipli kopek yavrusu olarak elde edinildigi goriilmektedir. Bu
kopeklerin barinma kosullar1 orta diizeyde oldugu gézlenmistir. Ev yemegi artiklar
(%60) ve hazir kuru mama (%100) ile beslendikleri belirtilmistir. %60°1 tam asili,
%20’s1 eksik asili ve %20’si asisizdir. Kopeklerin%60’min gezinti alan1 varken,
%40’nin bulunmadig1 gériilmektedir. Insan NoV GII tespit edilmis kopeklerin
%100’liniin ishalli ve ishal tedavisi gordiigii ifade edilmistir.

Kopek sahiplerinin yas ortalamasi 53.4 yil (min 36, max 62) olarak orta yash
ve yasl sinifinda yer almaktadir. Kopek sahiplerinin cinsiyetlerinin %80’si1 erkek ve
%20’s1 kadindir. Kopeklerin yasadigi evlerin hepsinde ¢ocuk bulunmadigi tespit
edildi. Bu durumun tam tersi olarak, Summa ve ark. (147) pozitif tespit edilen
kopeklerin evlerinde kiigiik cocuklarin yasadigimi belirtmislerdir. Insan NoV’larin
cocuklardan hayvanlara bulagsmasinin, ¢ocuklarin evde yiizeylere ve yataklara
kontrolsiiz  kusmalart sonucu bulasmanin olabildigini ifade etmislerdir.
Calisgmamizda, kopek beslenmesi ile ilgili %80 babanin, %20 annenin ilgilendigi
isaretlenmistir. Insan NoV GII tespit edilmis kdpeklerde,kdpek sahiplerinin orta yasl
ve yaglh smifinda yer alan ve ¢gogunlugunun erkek olmasi bakim, besleme ve hijyen

kosullarinin 1yi olmadigini gostermektedir.
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Insan NoV GII tespit edilmis kdpeklere bakim 6ncesinde sahiplerinin kisisel
el yikama aliskanliginin %40 nadiren, %40 hayir ve %20 her zaman secenekleri
oranlar1 ile ifade edilmistir. Bakim Oncesinde sahiplerinin kiyafet degistirme
aligkanliklarinin %60’1nda hi¢bir zaman, %40’1inda bazen oldugu belirlendi. Bakim
sonrasinda sahiplerinin kisisel el yikama aligkanligmmin %40’inda hi¢bir zaman,
%40’1inda bazen, %20’sinde her zaman oldugu goriildi. Kopek sahiplerinin kopek
bakimi sonrasinda kiyafet degistirme aliskanliklarinin %60’1nda hi¢bir zaman ve
%40’ 1nda bazen olarak cevap verildi. Orneklemenin yapildig1 dénemde evde yasayan
bireyler arasinda son 72 saatte ishal olgusu goriilmedigi ifade edildi. Buradan elde
edilen veriler dogrultusunda insan NoV GII tespit edilmis kopeklerin sahiplerinin
genel olarak kopeklerle olan bakim dncesi ve sonrasi el yikama ve kiyafet degistirme
aligkanliklarimin olmadig: goralda.

Insan NoV’larm hiicrelere girebilmesi igin ilk olarak HBGAs olarak bilinen
kompleks karbonhidratlara baglanmasi gerekmektedir (99). Eritrositlerde oldugu gibi
gastrointestinal, genitotliriner ve solunum sistemi organlarinin epitel hiicre
ylizeylerinde HBGAs da da ¢ogaltilirlar ve salya dahil viicut sivilar i¢indeki hiicreler
tarafindan salinirlar (98). Insan NoV etkenlerin HBGAs baglanarak hiicrelere girdigi
deneysel olarak ispatlanmistir. Gastrointestinal sistemde HBGAs ¢ogalimi ile insan
NoV arasinda duyarlilik oldugu ortaya konmustur (70, 95).

Insan NoV’larin kdpeklere duyarli oldugu icin kdpeklerin gastrointestinal
organlarinda HBGAs c¢ogalmaktadir. Kopek kan tipleri insan sistemlerine
benzememesine ragmen insan NoV’lan tarafindan kopek eritrositleri hemagglutine
edilmezler (71). Su an i¢in kopeklerin salyalarinda ve barsak epitel hiicre
yiizeylerinde HBGAs tiretimi gosterilmistir (22).

Hastaliklarin, hayvanlardan insanlara veya insanlardan hayvanlara gecisinde
temas onemli bir gecis yoludur. Kopeklerin bakimi sirasinda kisilerin davraniglar
Ozellikle zoonotik hastaliklarin bulagmasi agisindan 6nemlidir. NoV’larin insan ve
hayvanlar arasinda zoonoz gecisine yonelik yeterli dokiiman bulunmamaktadir.
Ancak, birka¢ ¢alisma potansiyel olarak gegisin olabilecegini gdstermektedir. Canine
NoV ile ilgili son gozlemler insan NoV ile ayn1 hiicresel reseptorleri kullandigi ve
teorik olarak hayvan NoV’larin insanlara geg¢isinin miimkiin oldugu yoniindedir.

Nitekim veteriner hekimlerde anti-canine NoV antikorlarinin tespiti bu gegisi

48



gosteren orneklerden biridir (78). Ayrica, bu durumun tam tersi hayvanlarin (sigir,
domuz ve kopek) gaitalarinda insan NoV varliginin tespit de benzer sekilde
yorumlanmaktadir (25, 106, 126). Amerika ve Avrupa’daki kopek sahiplerinin
%45’inin yataklarin1 kopekleri ile paylastigt ve bu kisilerde zoonoz etkenlerin
bulunabilecegi bildirilmistir (36). NoV’larin ve diger etkenlerin, hayvan sahiplerinin
kopeklerini agizlarindan Opmeleri veya kopeklerin sahiplerini yalamasi sonucu
bulasabilecegi ifade edilmistir (36). NoV ile enfekte insanlarin gaitalarindan yogun
virus sacilimi ve enfeksiyonun akut fazinda meydana gelen kusmalar bulagmada
etkilidir (125). Ev i¢i veya disindaki yiizeylerde meydana gelen bulasmalar, bu
bulagiklarin temizlenmemesi ve temizlikte giiclii dezenfektanlar uygulanmamasi
etkenin sacilimda onem arz etmektedir (172). Kopeklerin disaridaki gezintilerinde
kiirkleri, ag1z ve burunlari, ayak patileri etkenin insan, hayvan ve ¢evre bulagmasinda
oldukga 6nemlidir (147).

Bu caligmada, insan NoV ile enfekte koOpeklerde yasam alanlarindan,
cevreden, yemek atiklarindan ve el-agiz-viicut temasi ile bulasmanin oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle tuvalet, kanalizasyon, kdpek sahiplerinin yemek artiklari,
ev-cevre gezinti alanlari, kopek ve kopek sahibi arasindaki yakin temas baslica en

onemli nedenler olarak tahmin etmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER
Bu calismada evde beslenen, sahipli, farkli yas, irk ve cinsiyetteki 128 adet

kdpegin gaita drneginde Insan NoV GI, GII ve GIV varligi Real-Time PCR ile
arastirildi. Ayrica, kopeklerin digki 6rnekleri toplanmasi sirasinda sahiplerine birer
anket uygulandi. Ankette kopeklere ait (yas, irk, beslenme sekli, ishal i¢in tedavi ve
asilanma durumu) bilgiler, kopegin yasam kosullar1 ve gezinti alan1 varlig
sorgulandi. Ayn1 ankette, kopekle ayni evde yasayan kisilerin yas, cinsiyet ve ¢ocuk
varligi, kopegi besleyen kisinin bakim sirasindaki tutumlari ve evde yasayan
kisilerde son 72 saatte ishal varlig1 sorgulandi.

Calisma sonucunda, 128 adet kopek gaita 6rneginin 5 (%3.91) adedinde insan
NoV GIl bulundu. NoV GlII bulunan 6rneklerde NoV GI ve GIV igin pozitiflik
belirlenmedi. Diger 123 adet kopek gaita 6rneginde NoV GI, GII ve GIV varligina
rastlanmadi. Elde ettigimiz sonuclar son yillarda yapilmis bu tiir bir ka¢ calisma ile
paralellik gostermistir. Bu arastirma, Ulkemizde bu yonlii yapilan ilk calisma
ozelligini tasimaktadir.

Bu calismada, insan NoV varlig1 en fazla Melez ki, disi ve 24 ay ve lizeri
kopeklerde belirlendi. Insan NoV GII tespit edilmis kdpeklerin pet diikkanindan,
sokak kopegi ve sahipli kopek yavrusu olarak elde edinildigi belirlendi. Kopeklerin
barinma kosullar1 orta diizeyde oldugu gozlendi. Ev yemegi artiklar1 ve hazir kuru
mama ile beslendikleri tespit edildi. Cogunlugunun tam asili oldugu ve gezinti
alanlarmin bulundugu gériildii. insan NoV GII tespit edilmis kdpeklerin %100’{iniin
ishalli ve ishal tedavisi gordiigii ifade edildi.

Insan NoV GII tespit edilmis kopeklerin sahiplerinin genel olarak kdpeklerle
olan bakim Oncesi ve sonrast el yikama ve kiyafet degistirme aligkanliklarinin
olmadigi goriildii. Bu nedenle kopeklerin barinma kosullarinin, besin 6gelerinin,
yasam alanlarinin, ¢evre ile olan iliskilerinde temizlik ve hijyen kosullarina azami
Olctide dikkat edilmesi gerekmektedir. Kopek sahiplerinin kisisel hijyenleri, kopekle
temaslarda kiyafet degistirme zorunlulugu, kdpek i¢in hazirlanan ortam, bakim ve
besleme de gosterilecek hassasiyet, giiclii ve etkili dezenfektanlarin kullanimu,
tuvalet ve kanalizasyondan kopeklerin uzak tutulmasi ve yemek artiklarinin

verilmemesi gibi bazi temel 6nlemler alinmalidir.
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Calisma sonucunda insan NoV GII tespit edilmis kopeklerde, kopek
sahiplerinin orta yash ve yaslh sinifinda yer aldigi ve cogunlugunun erkek oldugu, bu
evlerde hi¢ ¢ocuk bulunmadigi belirlendi. Kopeklerin evin bir bireyi olarak ¢ocuk
yerine konulmus oldugu tahmin edildiginden, bu kdpekler ile sahiplerinin ¢ok yakin
temasta bulunmasi (beraber yemek yemek, sarilmak, 6pmek vb.) dogaldir. Bu
baglamda, kopek ve sahiplerinin yakin iligkileri neticesinde temas yoluyla

kopeklerde goriilmeyen NoV GII'nin insanlardan kopeklere bulasmasi muhtemeldir.
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8. EKLER

8.1.EVDE BESLENEN DIYARELI KOPEKLERIN  DISKILARINDA
NOROVIRUS ARASTIRILMASI ANKETI

Norovirus; Insanlarda ve hayvanlarda ishallere neden olan viral etkendir. Sahipli
kopekler evin bir bireyi olarak kabul edilmektedir. Insan ve hayvanlan ilgilendiren bul
virusiin varhigini tespit etmek amaci ile arastirma yapilmaktadir. Calisma sonuglar1 yalnizca
bilimsel amagla kullanilacaktir ve kisisel bilgileriniz (isim, telefon v.b.) istenmemektedir.
Tiim sorular1 eksiksiz yanitlamaniz beklenmektedir ve degerlendirme agisindan oldukca
onemlidir.

Katilimimiz igin tesekkiir ederiz.

Anket Tarihi: .../.../2016 Anket No:

Sahip oldugunuz kopek ile ilgili bilgiler:

1. Kopeginizin 1rki nedir?
2. Kopeginizin cinsiyeti |[Erkek Disi
3. Kopeginizin yagi = |....ociiiiiiiiiin. VUl ay
4. Kopeginizi nasil edindiniz?
1. Pet diikkanindan aldim
2. Barinaktan edindim
3. Sokakta buldum
4, Ozel getirttim
5. Diger (belirtiniz)..................c.o.e.e
S. Kd&peginizin barinma kosullarini nasil tarif edersiniz
1. Kotl
2. Orta
3. Iyi
6. Kopeginizin beslenme sekli (birden fazla sik isaretlenebilir)
1. Hazir kuru mama
2. Evde hazirlanan mama
3. Ev yemegi artiklar
4. Diger (belirtiniz)............
7. Kopeginizin asilanma durumu
1. Asilar1 tam
2. Eksik asil1
3. Asisiz
8. Kopeginizin gezinti alan1 var mi1?
1. Var b. Yok
9. Kopeginizde su an ishal var mi1?
1. Var b. Yok
10. Kopeginiz ishal nedeni ile tedavi goriiyor mu?
1. Evet b. Hayir
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11. Kdpek sahibi ile ilgili bilgiler:
Kopek sahibinin

yast (yil)

Kopek sahibininErkek Kadin
yast

Evde c¢ocuk var|Var Yok
mi? Var ....... Adet

1.nci ¢ocuk yasi
2.nci ¢ocuk yast
3.ncii cocuk yast
4.ncii cocuk yasi

12. Kdpegin beslenmesi ile ilgilenen kisi

1. Anne

2. Baba

3. Cocuk(lar)

4. Diger (belirtiniz)...............

13. Asagidaki sorular1 kopeginizle temas (gezdirilmesi, temizligi, oyun
oynanmasi, sevilmesi gibi durum olarak degerlendiriniz) sirasinda size uygunluk
derecesini belirtiniz

Evet Bazen Nadiren Hay1r
Her zaman Hicbir
zaman

Kopekle temas etmeden
Once ellerimi yikarim
Kopekle temas etmeden
once kiyafetlerimi
degistiririm

Kopekle temas sonrasi
ellerimi yikarim

Kopekle temas sonrasi
kiyafetimi degistiririm

14. Evde yasayanlar arasinda son 72 saat i¢inde ishal olan var m1?
5. Var
6. Yok

KATILIMINIZ iCIN TESEKKURLER
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