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OZET

DISKI ORNEKLERINDE ROTAVIRUSUN iKi FARKLI SEROLOJIK METODLA
ARASTIRILMASI

Oktay ILHAN
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, YUksek Lisans tezi

Diyare cocuklarda morbidite ve mortalitenin en ©6nemli nedenlerinden birisidir.
Gastroenteritlerin viral etkenler arasinda c¢ok Onemli bir yere sahiptir. Bu calismayla
Diyarbakir Cocuk Hastaliklar1 Hastanesi'ne diyareye bagli Rotaviriis etkenli basvuran
cocuklarin ELISA ve Kromatografi yontemleri kullanilarak bu testlerin duyarliliklarmin
karsilastirilmast amaglanmistir. 2015 yili igerisinde Diyarbakir Cocuk Hastaliklar
Hastanesi’ne ishal sikayetiyle bagvuran 1000 hastanin digki Orneklerine ait veriler
kromatografi ve ELISA yontemleriyle arastirildiginda diski 6rneklerinin 100'{inde (%10)
Rotaviriis antijeni saptanmistir. 345 kiz cocugunun 40' inda (%11.59) ve 655 erkek
cocugunun 60'mda (%9.16) rotaviriis antijeni saptanmustir P>0,05. Ayrica 1000 ishalli
vakanin %2'sinde adenoviriis antijeni saptanmistir. Viral antijen pozitif olgular en sik kis
aylar1 (Aralik, Ocak, Subat)’nda goriildii. Veriler istatistiksel analiz edildi. Yas ve cinsiyet 0-
5 yas grubundaki rota ve adeno viriisleri infeksiyon oranlar iizerinde 6nemli etkileri yoktur.
Antijeninin saptanmasi noktasinda ELISA yonteminin kromatografi ydntemine gére daha
duyarli oldugu ancak ELISA testinin ¢ok da ekonomik olmadigi ve zaman kaybina yol
actigindan dolayr immiinokromatografik yontemlerle antijeninin saptanmasi %?2'lik sapma
meydana getirse bile avantajlar1 gz Onilinde bulunduruldugunda g6z ardi edilmemesi

gerekmektedir.

Anahtar sozcuikler: Rotaviriis, Gastroenterit, ELISA, Immiinokromatografik, Cocuk
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ROTAVIRUS BY TWO DIFFERENT SEROLOGICAL
METHODS

Oktay ILHAN
Department of Medical Microbiology,Master Thesis

Acute gastroenteritis is one of the most important causes of morbidity and mortality
among children. Rotavirus is an important organism that has been involved in the etiology of
viral diyare in newborns children all over the world. The aim of this study was to determine
the frequency of rotavirus infection in pediatric patients admitted to Diyarbakir Pediatrics
hospital to compare sensitivity of identification methods ELISA and card
immunochromatography. Stool samples of 1000 patients complaining of diarrhea were
investigated by ELISA and immunochromatography methods in 2015. Stool samples of 100
patients (10%) were positive for rotavirus antigens. The stools of all 345 girls, 40 (11.59%)
and of the 655 boys 60 (9.16%) were positive for rotavirus antigens p>0.05. Adenovirus was
detected in 2% of cases. Viral antigen positive cases were observed to be the most common in
winter months (December, January, and February). Data were analyzed statistically. Age and
sex have no significant effects on both rota and adeno viruses infection rates in 0-5 year age
group. ELISA method showed an acceptable performance and it is more sensitive than the
chromatography one. Nevertheless, ELISA method is not very economical and time
consuming. Immiinokromatografik assay method of rotavirus antigen even with a 2%
deviation is beneficial and should not be ignored. It is generally a reliable method for

rotavirus detection.

Keywords: Rotavirus, Gastroenteritis, ELISA, Chromatography, Child
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1. GIRIS

Diyareye neden olan virlsler viris ailesi icerisinde yer almakta olup, bu virisler:
Reoviriis, Norwalk Ajani, Rotavirilis, Calicivirlis, Adenoviriis, Coronavirilis, Echoviriis ve

Astrovirustar (1-5).

Reoviridae ailesinden pargali, ¢ift sarmalli RNA viriisiidiir. Ikozahedral kapsiillii, zarfi
olmayan, tekerlegini andiran bir gériiniime sahip, 75 nm ebatinda RNA viriisiidiir. Gelismis
ulkelerde Gsye enfeksiyonundan sonra gorilen ikinci hastaliktir (2,3,4).

Yurdumuzda, ekim, kasim, aralik, ocak, subat, mart aylar1 arasinda en gok gorulur.
Fekal oral yolla bulastigi gibi diger taraftan bulas soguk aylarda enfeksiyon artmasinin
aerosol yolla olabilmektedi. Ulkemizde cocukluk oliimleri yiilksektirishal nedeniyle hastaneye
yatan vakalarda ilk asamada materyalin direkt mikroskopik incelenmesi gibi zor olmasindan
dolay1 viriis kaynakli degilse ampirik antibiyotik tedavi gerektiren enfekte bagirsak
hastaliklarinin - ¢okertilmelidir. Endikasyon yoksa antibiyotik kullanimi sorunu ¢6ziim
bulunulmali aktif ve giivenilir primer yontemle ¢6ztilmelidir. Tanida, elektron mikroskobuyla,
kiiltiirii, niikleik asit amplifikasyon kullanilabilmesi yaninda ELISA, kromatografi yontemi
mevcut olup; hizli olmasi, 6zel deneyim alet gerektirmesi, has ve duyarliliklarinin yiiksek

olmasiyla uygulama kolayligiylakullanilan yontemlerdendir (2-8).

Diyare, diinya da cocuk olumlerinin sebebidir. Bebeklerde akut gastroenteritin en
biiyiik sebebi olarak tanimlanmaktadir. 1973 tebu virls bulunmus ve arastirmalara konu
olmustur. Tan1 i¢in bulastan 2-5 glin sonra olup virtsiin varligi ishalolmasiylabulunur. Bebek
ve ¢ocuk dénem arasinda immun yetersizliginden hastalar enfeksiyonu fetal riski vardir. Her
yil enfeksiyonu kayit altina alinmaktadir. Diskida tanisi igin birgok alternatif yontem
gelistirilmistir. Gastrointestinal enfeksiyonlar ¢ocuklarda olmak uzere diinyada yaygin olarak
goralur. Yilda 5-10 milyon arasi insan gastroenteritden dolayr dliimler olabilmektedir. Viral
gastroenteritler, list solunum yolu enfeksiyonundan sonra ardindan gelen siklikla goriilen

hastaliklardir.



Yapilan ¢aligmalarda bir diger viriis olan adeno tiplerinden olan 40 ve 41’1 insanlarda
ishal nedeni oldugu belirtilmistir. Enfeksiyon insidans1 5 yasina kadar gorlir lakindiger
yaslarda olabilmektedir (7,8-12).

Yapilan ¢alismalar sonucunda viral gastroenterit vakalarmin %1-20’nin adenoviriis
kaynaklidir (7-10). Gastroenterit vakalarinda laboratuvar yontemleri biiyilkk Onem arz
etmektedir. ELISA, Kromatografi yontemleri disinda elektron mikroskobisi, niikleik asit
hibridizasyon yontemleride mevcut olup pahali oldugundan ve ileri laboratuvar kosullarina
gereksinim duydugundan tercih edilmemektedir. Diinyada bes yasindan kiiciik dnce tiim
cocuklar en az bir kere gastroenteriti gegirmektedir. Vakalarinin beste birinin doktora
basvurdugu, her altmis bes vakadan birisinin hastaneye yattig1 ve her iki yiiz doksan g
vakadan birisinin 6liimle sonuglandigi goriilmektedir. Diinyada yilda yaklasik yarim

milyondan fazla 6lim bildirilmektedir (1, 2, 5, 7, 8).

Cocuklarda enfeksiyonunun Klinik durumlar semptomsuzdan 6lime sebep veren
dehidratasyonla seyreden kayda deger diyareye kadar degiskenlik gosterir. Digerlerinden

onemi ishal siklig1 etkenlere gore daha fazladir. Bes yasin altinda 0zellikle en yiksek gorulir.

Olimlerin %20-40’1 bu hastalik etken olurken hastalarn %80’i siit ¢ocukluk
prevalanst doneminde goriilmektedir. Bagirsagin villiislarinin bozulmasi nedeniyle enfekte
eder. Enterositlerin sitoplazmasinda c¢ogalarak transport mekanizmasin1 bozulurlar. Bu
calismanin amaci kromatografi ve ELISA yontemleri karsilastirilarak kullanilan metotlarm
duyarhiligimm ve o6zgiilliigiinii tespit etmek ve hastaligin tanisint dogru koyabilmek adina
insanliga 1g1k tutmaktir. Laboratuvarlar vakalarin tani, tedavi ve takibinde ¢ok onemli yere
sahiptir. Bunlarin bakimindan sorumlu saglik calisanlarin beklentileri yerine getiren tibbi
merkezleridir. Laboratuvar da gerg¢eklesen hatalar ve buna bagli gelisen sapmalar hasta
saghiginin etkileyebilir. Laboratuvar sonuglarinin kesinlik ve dogruluktanisi, tedavisi

takibinden dolay1 6nemlidir.



2. GENEL BILGILER

-

Resiml: Ruth Bishop, Tow Flewett ve Al Kapikan Circa

1973 yilinda Avustralyali Ruth Bishop tarafindan elektron mikroskobunda bakteriyel
olmayan diyare olan bir ¢cocugun gaitasinda tespit edilerek duovirilis ad1 verilmistir. Duoviriis
ad1 viriisin duodenumda gériilmesi ve ¢ift kapsidli yapiya sahip olmasindandir. Daha sonra
yapilan arastirmada ise Irlandali Thomas Henry Flewett tarafindan tekerlege benzedigini
goriince buna bagli olarak latincede tekerlek manasindaki rotayla degistirilerek rotaviris

verilmistir (11-20).

Resim2:Rotaviristin Elektron Mikroskobunda Gorinimii

Oliime neden olan akut gastroenterit yurdumuzda ki diyare bagl cocuk oliimleri
arasinda besinci sirada yer almaktadir. Akut gastroenteritin ajanlarin hastalik yapma yasa,
mevsime ve cografik bolgeye gore degiskendir. 0-5 yas araligi grubu bebek ve ¢ocuklarda

siklikla goriilmektedir (7, 8, 14, 15).



Sosyo ekonomik kosullart ve hijyenidikkate almamadan dolayi5 yasina kadar
antijeniyle tanmismaktadir. Viriisiin en distaki {i¢iincti katman1 enfeksiy6z 6zelligi tasir. Viriis
parcaciginin en dis tabakast VP7 G proteini ve VP4 P proteini olmak {izere iki tane yiizey
viral proteinden olusmaktadir. Serotiplendirme bu proteinlere gore yapilmakta olup, 14 adet G
proteini ve 20 adet P proteini tanimlanmistir. VP7 serotipleri olan G1, G2, G3, G4 ve G9 ile
VP4 serotipleri olan G6 ve G8 en ¢ok gorilen tipleridir. Sonbahar ve kis donemlerinde yangi
artmasi1 hayvan deneylerinde aerosol yolla bulastig1 tespit edilmistir. Hastane enfeksiyonlarina
da neden olmakta ve yayilimi yaygindir. Cok sik olmasada solunum yolu semptomlarinda
izole edilebilmistir bu bulagsma solunum sistemine ait belirtiler ortalama yiizde otuz eslik
edebilmektedir. Rotavirlis diyaresine bagli gorulen komplikasyonu; sivi kayibi, elektrolit

degisikleri, metabolik asidoz ve beslenme degisikligi soylenebilir (1, 2, 7-9).

Digkinin sulu olmasi, miktarinin normalden fazla, giinliikk diski sayisinin farklilagmasi
artmasit ve siiresinin uzamasi elektrolit ve su emilimini distiriir. Viicut sivi elektrolit

dengesinde bozulmalara sebep olan ciddi saglik sorunlarina sebep olabilirler.

Mide ph asidinde ¢ogunlukla dayaniklidir. Ince barsagm jejenum kisminda yiizey
epitel hiicrelerine etki yaparlar. Ince barsaklarda epitelyum hiicre villiislarinda kisalma ve
kaybolmalar gibi degismeler, epitelyumda yassilasma, mikrovilliislerde kayiplar gibi
histolojik degisikliklere neden olurlar. Barsaginbozulmasiyla yiizeyinde kayiplar mevcut
olurlar. Epitelyumu tarafindan salgilanarak disakkaridaz vb. gibi sindirim igin elzem olan
gerekli olan enzimlerde azalir. Glikoz vb.gibi basit molekiiller barsagin monomerlerine
parcalanamayacagl i¢in emilmediginden ve barsak limeninde hiperosmotik bir durum
olusacaktir. Barsak bozulmus olup epitel hiicrelerinden limen bosluguna dogru sivi

sekresyonu olup diyare olusacaktir.

Adenovirus, rotaviriise gore prevelansi az goriiliir. Adenovirls hastalik donemi daha
uzun strelidir. ishalde az goruliir. Adenoviriis enfeksiyonu tiim aylarda gériilebilmenin

yaninda bazen birlikte kismi mevsimsel olarakta gorultr (2,7-10,15).



Memeli ve kanatli tiirdeki hayvanlarda; maymun, sigir, kedi, domuz, koyun, at, tavuk
ve hindi vb. gibi antijen etken olabilmektedir. Farkl tiirlere ait viriisler diger tiirlerde ¢ok
sinirli replikasyonu 6zelligi gosterebilmektedir. Tiire has olup, hastalik etkeni bir tiirden diger
tire gecebilmektedir. Gastroenteritlerinin hizli tanisinda, hastaligin ilk donemde alinan
numelerinde yapilmaktadir. Kromatografi yontemi de hizli, tek asamali antijenin varligini
gosterir. Kromatografi yontemi diyare hastalarinda dogru teshisi igin iyilesmek énemi vardir.
Insan diskisinda viriislerin ince ayar antijen antikor tespit ederek hizli kromatografi

yontemiyle ¢aligilmistir.

Ishal hastalarinda bakteri, parazitlerin diginda; viriisleri gdzard: yapilmamali virtislerin
de antijen olarak aranmasmin gerekliligi yapilan calismalarla gosterilmistir. Diyarbakir
bolgesini kapsayan, 1000 diyareli hasta 40’1 kiz 60’1 erkek olmak {iizereantijeni pozitif olan
100 o6rnek kromatografi ve ELISA’yla c¢alisilmistir iki yontem karsilagtirarak testlerin

duyarliligini dogrulugun saglam istatiksel somut verilerle giivenilirligi belirtilmistir.

2.1. Diinya’da Reotaviriis Prevelansi

Bes yas altindakihastane yatisiyla bebek dlimlerine neden olan en dnde gelen ismidir.
Yaklasik hemen hemen tiimiiniine yakin cocuklarda en az bir kerede olsadaOliim orani
gelismekte olan iilkelerdeki ¢ocuklarda ¢ok daha yiksektir bunun nedenleri yetersiz sivi
alimlar1 daha ¢ok malnutrisyon prevelans: gibi birden ¢ok sebep olabilir. A’dan G’ye kadar
olan grublardan c¢ocuklarda fazla A grubu sebep olurlar. Grup A bitin dinyada
goriilmektedir. Buna karsilik dnemli cografik varyasyonlar goriiliir. Grup B, 1982’de Cin’de
erigkinlerde su kokenlidir (19). Diinyada rotaviriisiin prevalansi degiskenlik gostermektedir.
Ornegin Nijer’de %37.1, Nepal’de %25.9, Tayland’da %42, Hindistan’da %19.2, Suudi
Arabistan’da %10-46, Tunus’da %30.3, Orta ve Dogu Avrupa’da %22-55.3 ve Uruguay’da
%¢41.1 oraninda prevalans gostermektedir (6,20-26).

2.2.Tiirkiye’de Rotaviriis Prevelansi

Ulkemizde de gocuklarda akut gastroenteritin en 6nemli nedenidir. Diinyada oldugu

gibi Ulkemizde ayni diger iilkelerdeki gibi yaygin olan G1, G2, G3, G4 ve G9 gruplaridir.



Tirkiye’de ishale bagli fetal kayiplar 1986’dan beri Ulke genelinde ydrdtilen ishalli
hastaliklarin kontrolii bu uygulamayla 6nemli diizeydehasta sayisini azalmigtir. Tirkiye’de
gecmigini arastirmalar c¢alismalar vardir. TUrkiyedeki sehirlerde rotaviriisiin prevalansi
degiskenlik gostermektedir. Ornegin Mardin’de %16.7, Rize’de %5.6, Ankara’da %28 ve
Malatya’da %33.6 tespit edilmistir (3,10,27,28).

2.3.Rotaviriisiin Yapisi

Kapsomerlerin diziligi, kapsullin seklini belirler. Kapsomerler simetrik dizilip, helikal,
klbik olabilirler ayrica karmasik bir sekildedir. Kapsil, koruma gorevindedir. Reseptorlere
baglanan bir protein giysi gibidir. Ayn1 zamanda antikor yanitin1 olusturur ve T hiicre yanitini
uyarip antijen olarak da gorev yaparlar (1,2). Kapsit, niikleik asiti paketler ve dis etkilerden
korur. Bazi viriislerde bu yapmin disinda bir de zarf bulunmaktadir. Zarf ise; viriise ait
proteinler ile biitiinlesmis olur. Hiicre zarindan olusan lipoprotein bir zardir. Zarfsiz viriis,
zarfli virlislere gore dis ortam kosullarina, asitlere ve kuruluga daha dayanikli olmasinin
sebebi ise; zarfin yag membrani igermesidir.Zarfli virtisler ise kuruluga, asitlere duyarli olup
bundan dolay1 nemli ortamlarda istedigi ortamdir buna bagli bulagsma kan ve salgilarla; ¢iplak

virtsler mide ve safra asitlerine dayanikli olup su ve gidalarla bulasirlar.

Uc konsantrik protein bolgesi bulunur. Bunlar on bir segmentli kapsid, ¢ift sarmal
RNA ve RNA polimeraz, son olarak kapsil enzim kompleksidir (11,12-20). Her genom
parcas1 11 1i genom segmenti 2’11 gen dizisinden kompleksinden olusur. Bu segmentlerde 6
tane olup bunlar; yapisal (VP1-VP4,VP6,VP7) ve 6 tanede yapisal olmayan protein NSP1
NSP6 kodlanir. icteki protein 120 kopya igerir ve VP2 yapisini temsil eder. ikozahedral bir
kafes ile diizenlenmektedir. V1 polimeraz ve VP3 enzim VP2’ye bes porlu ikozahedral yapida
dikey olarak yapisiktir. Orta bolgede 780 kopya igcerir VP6 genom proteini bulunur. Bu yapi
ince trimerik siitunlar seklindedir. Yiizeyde olmamasina ragmen enfeksiyonlarinda en belirgin
antikorlar VP6’ya kars1 olusur VP4 patojenin sorumlu en énemli protein komponentidir. VP4
ve VP7 virllansinda etkindir. VP7, viriisiin ¢iplaklasmasi ve viral polimeraz enterik sebebi
bilinmeyen virlslerdir. Fiziksel ve kimyasal inaktivasyonlara yiiksek karsilik gosterirler.
Florokarbon, eter ve igme sularindaki yogunlastirilmis klor soliisyonlarina karsi direnglidir
(23-30).



Resim3: Rotaviriisiin yapisi

2.4. Rotaviriisiin siniflandirilmasi

Siniflandirilmada elektroferotibine bagli olaraktan, G genotip, P genotip ve genogroup
genetik gruplandirmalariyla ve serogrup, alt grup, G, P serotiplerine gore siniflandirilmistir.
Grup, alt grup ve serotip diye (¢ tane antijenlik orjinaletesi vardir. VP6 yapisal proteini
tarafindan aktarilir. Insanlarla iliskili olan enfeksiyonlar’da predominant A grubu olup sik
olmayan Grup B ve C izole edilebilmektedir. VP6 yaniyla belirlenen alt parametre 6zgiinliigi,
hastaliklarin ~ nedenlerini  aragtirmalarda  suslarin  antijenik  olup  olmamasina
gorebenzerliklerine gore tarif etmede kullanilir. VP6 proteini bulundurdugu heterojen
epitoplar sayesinde alt gruplarmin diyagnozundayararlanilmaktadir. Glikoprotein yapi olan
VP7 daha coktur viriisiin dig yiizeyinin biiyiik bir kismini olusturur.  Notralizan
antikorlarinakarsiimmiin belirleyici tasiyan VP4 ve VP7 dig kapsil proteinlerine kazanilan
monoklonal antikorlaraimmiiniyet kazanilir. Genetigi ve serotiplerin adlandirmas: yapilirken
G serotipi ve G genotipi biiyiik ¢cogunluklaesit geldigi i¢in tek sekilde istimal edilirken P
genetigi ve serotipi igin ¢ift isimlendirme yapilir. P serotipi yazilir arkasindan koéseli parantez
icinde P genetigi yazilir. Grup ve serotiplerine gore smiflandirilmast 1985°te ikili
siniflandirma sistemine gegilmis. Immiinojenidegeri yiiksek olan VP4 ve VP7 proteinlerinin
antijenvariyetisine gore birimlendirilirekproteinlerin peptit baglarini1 kopararak yikilmasindan
sorumlu olan enzim proteaza kars1 duyarlidir. Bu hassasiyeti olan VP4 serotipleri "P serotip"
ve proteinlerin karbohidratlarlabirlikte olusturduklar ve zarlarinyapisina giren bilesik protein
olanglikoprotein yapisiniiistlenmis olan VP7 serotipleri "G serotip™ isimlendirilmektedir.

Insanlar hayvanlar ilebirlikte oldugusaha alanlarinda birebir etkilesimle paylasmasiyla



ciftcilik yapmasi sebepten dolayr hayvanlardan insanlara gegerbundan dolay1 G ve P tiplerinin
ortaya ¢ikmustir. flerleyen arastirmalarda sinirlari belli olandan belli olmayani arastirarak G ve
P genetiklerin debilininden baska bilgiler bulundugubu konu iizerinde iddialardan
bahsedilmektedir.

Karisik yangi sirasinda, genetiginin segmentin yapisindan dolay: yuksek derecede
genetik yeniden diizenlenmeye baska bir sekle girerek genetik yapisi degisecek ve
bununlaalakaliolarak degisicck G, P kombinasyonlarmin gelecektemibadelesi var
olacaktir(29-32).

2.5. Rotavirus Antijenik Bilesenleri

Bu genetigisaran U¢ tabakali 600 ile 1000metrenin on milyarda biri degerine esit
olanisikdalgalarin1 6lgme birimiangstromgenilikteolankapsulden olusur.Yapisal proteinler:
VP; dis ve i¢ kapsitleri olan: VP4 ve VP7; kor yapist ise; VP2, VP6, VP1, VP3’ ten olusur.
Bide yapisal olmayan proteinler mevcut bunlar ise; NSP1, NSP2,NSP3, NSP4, NSP5’tir. Dis
kapsul proteininiVP7 ve VP4 olusturur bunlarin toplamiyla antijenik bilesenleri olusur. Her
segment bir protein sifreler gore lakin on birinci segmentinde 6zel bir durum mevcut hem
NSP5 hem de NSP6 proteinlerini sifreler.Segmentlerinde farkli yonleri bulunulmaktadir,
mesala bunlardan biri olan VP1 proteini RNA’ya ekli;DNA ya da RNA sentezini katalizleyen
enzimlerden RNA polimeraz enzimi oldugu hem viral transkripsiyonu yani yazilimi
katalizleyen bir enzim olan transkriptaz hem de DNA sentezinde ve bazi viriislerin RNA
kopyalanmasinda oldugu gibi niikleik asitlerin kopyalanmasinda goérev yapan enzim olan
replikazkimyasal tepkimeye sebep olan ve onu hizlandiran, ¢ogunlukla protein yapisinda olan

organik adi verilen enzim islevlidir (30-33).

VP1, genomik segmentler ve guanilil transferaz enzimi islevli VP3 olan proteiniyle
beraber i¢inde bulunan tabakasini olusturur. VP2 iginde hapsetmis olarak goriiliir. VP3
viriisun genetik gerekli ribozomal baglanma siirecinde kimyasal tepkimenin olmasini veya
hizinin degigsmesini molekiil yapisin1 degistirmeden saglayan yapi olan KkatalizOrligi
saglamaktir. Hem VP1 hem de VP3 enzimleri genetiginin segmentleriyle alakalidir. Ig

kismimi dis ylizeyi boyunca gruplarinin tanimlanmasint hazirlayan VP6 proteinlerinin yan



yana dizilmesinden orta kismiortaya ¢ikar. Dista bulunan nétralizan antijenlerin ise VP4 ve
VP7 icinde olunan proteinin oldugu, virisin konak hticreye tutunur akabinde igerisinde
gonderilmesinde gorev alan dis kapsit bulunur (34-38). ki proteininantijen olma 6zelliginden
dolay1r konakg¢i antikoru tetikler. VP4 Proteinleri pargalama yeteneginde olan proteolitik
enzimi olan P 6zelligi mevcut, viriisiin disin1 kaplayan kapsul glikoprotein G yapidaki VP7
protein igindedir ve ortalama 60 ¢ikintidan olusur.

Hedef reseptorleri viriisiin konak hiicrelerine delinmesinde gorev alir. Ozelliginden
dolay1 yani sira hastalik yapma, tarafsizlastirma ve hemaglutinasyon yetenegini de mevcuttur.
Endoplazmik retikulumun trans membran proteinlerin karbonhidratlarla kovalent baglarla
birlesmesiyle olusan zarlarin yapisina giren bilesik olan protein yapiliglikoprotein olarakbasit
yapili molekiillerden karmasik yapili maddelerin elde edilenVVP4 proteini konak hiicre icinde

ortaya koyarak kopyalama, yazilim ve yapisal gibi gérevleri vardir (30-41).

VP4, VVP7 ve VP6 bunlardan olusan en dis1 en igteki kapsiilii boyunca uzanan 132 tane
Ozellesen bir kanal yapisimevcuttur. Bunlardan yapisal olan biyolojiksel ve kimyasal

maddelerin igeriden ve disaridan gegisiolur (42-44).

Hiicre igine girme olayindan sonra, kopyalama gergekleserek sitoplazmadan iceriye
dogru yapisal olmayan proteine lizum duyulmaktadir. Yapisal olmayan proteinler genetik
replikasyonu, parcacigin birlesmesi, hiicrelerin viriislere karsi olusturduklart 6zel savunma
maddesi olan interferonyardimiyla bu olayin baglamasiylabenzer konaktan yanit ve viral gen
ekspresyonu uyarilmasigesitli islevi vardir. Bunlarin NSP1 ile NSP6' yapisal olmayan
fonksiyonuyla ilgili yeterlibilgi bulunulmamaktadir. NSP6’ ya ait her turinde ve RNA’nin
baglayicist olan protein NSP1 olgunlagsmasi icin, ona karsi cevap gergeklesmesi ile geg
olmayan programli hiicre 6limi engellenmesiyle gorevlendirilmistir. Yapisal olmayan

proteinlerin disinda NSP1” in hiicre kilttru icin replikasyonu gerekli olmaktadir.

NSP2; yapisal proteinler ile NSP5 ile koordinelidir.Hareket eden virlisyaziliminda,
viriisiin sekillenmesi, kapsitle ortiinmesive enzim islevlidir. NSP5 ve NSP2 virisle enfekte
hiicrelerin sitoplazmasinda viriisiin ¢ogalmasi1 olduguvirislerinin enfeksiyonundan sonra

sitoplazmada ortaya ¢ikan bi¢imsiz inkliizyon cisimciklerinden olan viroplazma adlandirilan



multiprotein karmagsik sinirlandirilmis. NSP2, c¢ift zincirli helikal yapili viral Rna’sina
baglanip, yapisinin biitlinliigli bozulmasi ile birgok viral eylemin niikleozitrifosfatazidir, Rna
trifosfataz ve nikleozid difosfat kinaz aktiviteli sergileyen bir katalizor gorevlidir. NSP2 Rna
arasinda ki iliski diizeyi diizenleme gorevi ise; NSP5 yapmaktadir. NSP2’nin hemen hemen
her durumda NSP5 beraberdir bununla baglama 6zeligi gosteren NSP5 antijeniyleproteiniyle

koordinelidir.

Infekte hiicre amino grup terminal ucuylamRNA'm ii¢ ucu uzlas1 sekansma baglh
belirtilen NSP3, konake¢i hiicrede protein sentezi baskilar hiicreninmRNA molekiliune
aktarilmig genetik bilgiden polipeptit molekiiliiniin sentezi islemi olan rotaviral translasyonu
olusmasinda etkindir. Viral mRNA yikimlanmadan korur. NSP3'lin ne viral mRna'nin

translasyonu hticre kiltliri icin virtsiin yazilimi olmaz (30-60).

Yapisal olanin diginda ki proteinlerden NSP4 bagirsagin salgisi artar, toksit etki
olusturup ishal olusumunda etkin yol gosterir. Bagirsakta hicrenin sitoplazmasinda igerisinde
olan ca*™ kayyon dengesi bozar iltihap etkin rol oynar. RNA’nin orten protein ozellikli
tabakadan olusur. Disinda olan viriyon digin1 6rten VP7 ve ¢iviye benzeyen ¢ikintilar vardir.
VP4 antijeni mevcut igerleyen dis kapsiiliimevcuttur. Hemen altindaki olan VP6 orta kapsul
virliste subgrubunu antijenini belirliyor. igteki kapsit VP2 ise viriyonu kor katmanim
olusturur. Rna genetigini tutar. VP1 ise; kor tabakasinda ki bulunan bir RNA polimerazidir.
Kor katmanini olusturacak olan VP3; el¢i olan mMRNA'in yazilim sonrasinda gevre etkisi ile
fenotipte meydana gelen degisikliklerle 5' cap'in olusumunu katalizleyen guanilil transferaz
enzimdir. Enfeksiyonlarinin sadeceGIS yoluyla oldugu distntlmemeli, yeni calismalarla hem
immuin kompetan kisiler hem de bagisiklikdiisiikligiiyle enfekte gocuklar antijen veya kan
stvisi, omurilik sivisi, Kkaraciger, safra sivisi, mezenterik dokular arasi sivida
bulunandiigiimciikleri, dalak, bobrek, bogaz ve akciger gibi bircok yerde belirlenmis, lakin
bulgularda klinik 6nemi tam bilinmiyor aktif arastirma icindedir. Ishal cocuklarmalian serum
orneklerinde %43-66’s1 kanlarinda viriis bulunmaktadir. Calismalarla santral sinir sistemi
yangiarali$1%2-5,7 ortalamsinda degisir. Enfeksiyonuiligkili olabilen ya da olasiolan diger
hastaliklardan biride tip 1 diyabet, ¢colyak hastaligidir. Tip 1 diyabet i¢in arastirmacilar
Rotaviristekiyiizey proteini olan VP7 ile iki otoantikorun immindominant epitopu arasindaki

molekiile benzerligi oldugu bildirilmistir.  Bunun otoantikor pankreas adaciklarinin
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yikimindavasita olan T hicreye gereklielzem olan ve tirosin fosfat 1A2 ve GADG65 olarak
bilinirler.Serokonversiyon ve diyabet olabilecek insanlarda A2, insuliin ve GADG65 antikorun
artmasiaralarinda iliskili oldugu ancak yapilan en son calismalarla
bulgulardestekleyememistir. Buna benzer c¢oOlyak hastaligida Rotaviris VP7 ve
transglutaminler arasinda molekdler iliskili oldugu belirtilmis daha sonra lakin yapilan

caligmalarla buda desteklenmemistir (40-70).

2.6.Patogenez

Rotavirus tam olarak anlasilmamis olup Rotaviriisteki VP4 proteiyini hedef hiicrelere
baglanmindan mesiildiir, proteolitik enzimle ayrilmasi hiicre viriis penetrasyonuyla esastir.
Yas gibi konakgi faktorler rotaviriisiin patogenezi etkiler, semptomlar bebeklerde daha
belirginlesmistir. Villlis epitelyumu hiicre iizerinde rotaviriisii baglayan reseptor yasla azalir,
bu durum hayvan c¢alismalariyla incelenmistir. Bunla ilgili yasin daha ¢ok bagisiklikla
ilgilidir. Sodyum, glikoz ve suyun bagirsakta emilimi diismesiyle ¢ikan enfeksiyondur.
Laktaz, alkalin fosfataz ve siikrozda da diisme budiisiis normal durumdanagirlasacak bir ishal
tablosu ¢ikar. insanlarda, hayvanlar ishale neden olur. Enfeksiyonlardan viriilans:1 yiksek
olan, su elektrolitkayiplariylaasidoz metabolikle sonuglanir. Istifra ile birlikte diyare 3-7 giin
strebilmektedir vegelisen tabloda istahsizlikla beraber viicutta sivi elektrolit kayiplariyla

kalmakta insanlarin yasamlar1 risklenmektedir.

Enfeksiyonlarinin 1liman iklimlerde yogun oldugundan bundandolay1 hastaneye yatan
cocuk sayisinin soguk aylarda ¢ok oldugu belirtilmektedir. Mikroorganizmada etkili
olabileceknormlara goéresaglik onlemlerikontroliinde tesirsizdir. Mikroorganizmaazbile 10-
100 pargacik yangiya neden olur. Bu sebepleri diisiinerekten dolayr sagliga uygunluk
uygulamalari bile bulagsmasini engelleyebilmektedir (68-72).

Rotavirisiin antijenin diyare yapma patogenezi son derece karmasik olup;viral

enterotoksinin potansiyel rolii, malabsorbsiyona bagli mukozal hasar, disakkaridaz diistikligul

ve enterik sinir sisteminden salgilanan medyatorlerin etkisi anlasmamustir (73-76).
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Hayvanlarda yapilan c¢alismalarda hastalikli barsagin arastirilmasinda virtsin
replikasyonunun basta barsagin Villisin epitelinde gergeklesir. Agir ishalli c¢ocuklarin
bagirsaginindan alinan Orneklerinde antijeninin saptanmasi ile desteklenmistir. Barsak
biyopsiyle 1sik mikroskobik incelemesinde kiibik epitelli villislarin kisalip ve korlestigi
goriilmistiir.  Kripthipertrofi, lamina propriasinda monontkleer hticrenin infiltrasyonu
gorilur. Yangmin derecesi mukozanin hasartyla baglantilidir.  Mukozasinda gelisen
malabsorbsiyona bagli emici hiicrelerde kayipnedeniyle Rotavirlisten dolayr diyare
uzamaktadir. Hayvansal ¢alismalarda Rotaviriise bagli villiis atrofisi goriiliir. Fakat
cocuklarda barsak biyopsi orneklerinde orta diizeyde gastroenteritiyle villiis hasar1 olusurken
kalic1 epitel hasar1 ve histolojik degisimler gozlenmez. Birgok hayvan modelinde Rotaviriisiin
NacCl gibi elektrolitlerin sekresyonunu uyardigi, glikoza bagli elektrolit transportunu inhibe
ettigi goriilmiistiir. Agiz sivilariin kullanilmasina ragmen bu inhibisyon diizelmemekle ve
disakkaridaz aktivitesinin diistikliigii de glikoz seviyelerini azaltarak transport defektine neden
olmaktadir. Hiicreler arasi molekiiler degisimi barsakta polietilen glikolun absorbe edilmesine
ve paraseliiler gecirgenligin artisina neden olur. VP4 veya NSP4 un tigh junctionlarinin

bozarak gecirgenligi yiikseltigi hiicre kiiltiir aligmalarinda gosterilmis (1,2,46,47).

2.7. Klinik dzellikleri

Enfeksiyonunun ilk epizodu siiresince, hastanin digkisinda ve kusmasindan dolay1
yiiksek yogunlukta viriis vardir. Semptomlar: viriisle karsilagtiktan sonra on iki saat dort giin
arasinda baslamakta siirmektedir. Rotaviriis en ¢ok ekstraselliiler sividan sodyum ve suyun
ayni oranda kaybedilmesi ile olusan izotonik dehidratasyon goriliir. Hastalik 3-8 giin siiren
kusma sulu diyare ile karakterisiktir siklikla tabloda ates ve karin agrist eklenir. Enfekte
kisilerin digkisinda yiiksek oranlarda antijenler bulunur. Bundan dolayida virlis ¢ogunlukla

yakin temas ve ortak kullanilan esyalarla kontaminasyon yolu ile yayilir (1, 2, 47, 48-83).

2.8.Laboratuvar Ozellikleri

Sulu ve yumusak diskilama goriiliir, nadirende olsa bugularda bazen diskida eritrosit ve

Iokosit icerebilmektedir. Lokositoz yoktur, derecesi yiiksek olan diyarelerde elektrolit
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dengesizlikleri olmaktadir. Diskida Rotaviriis tespit etmek i¢in kullanilan tiim laboratuvar

testleri, 6zel grup A antijenlerine ait yani VP6 ya ait tesbiti esnasina dayanmaktadir.

Genellikle makroskopik olarak kan veya stimiik bulunmaz. Diskiya yogun, keskin, pis bir
koku hakimdir. Digki sari-yesil renktedir kan ve 16kosit goriilmez. Hastaligin ilk giintindeki
disk1 6rneklerinde on viriis partikiilii /gr bulunur. Ishalin siddeti diiserken viriis miktarinda da
azalma olur. Disk1 yoluyla viriis atilimi yaklasik on giline yakindir bulgularin diizelmesinden

sonra iki yada ¢ giin daha surebilir (49,85-88)

2.9.Bulasma

Bulas fekal oral yolla bulastigi gibi bunun yani sira oyuncaklar gibi kontamine
esyalarla da olabilir. Cocuklar biiyiik risk grubunu olusturmasina ragmen yetiskinlerde de
olabilmektedir. Ozellikle gocukla yakin olan iligkisi olan, temizligin olmadigiyada diisiik
olan cocuk kresleriyle yash insanlarin oldugu bakilanyerlerinde, yolculuk sireklilikhalinde

olan veya saglik kurumlarinda yatilan eriskinlerdir.

Mikrorganizmanin gayet birinden baskasina gegen bulasiciligindan olmasiedeniyle
Rotaviriis yayilmada denetlemek c¢ok zordur. Enfekte diskilarda 10'°-10'%/ml kadar yangi
partikili bulunur ve enfeksiyonun gergeklestirebilir. Viris yayilma isinde istifra da énemli bir
rol Gstlenir. Semptomatik ve asemptomatik hastalar 6zellikle 7-10 giin siirezarfincaRotaviriis
partikllleri etrafa sacarlar. Bu surede immiin yetmezligi kisilerara sira birkag¢ haftayi
bulabilebilmektedir. Annenin siti ile beslenmesi cocukda hastaligin korunulmasiyla

ciddiyetini ve suresini azaltabilir.
Mikrorganizmanin oda sicakliginda diskida uzunca sire haftalar ve ayca, gevrede
yuzeyde giinlerce canlilik halinde ya da kristalizik yapida kalabilmektedir. Kontamineye

maruz kalmismetal, plastik benzeri gibi yiizeyde virlis canliligikorunabilir. Rotavirlsun

kisiden kisiye gegisinde etkisi olan yiizeyler abdesthane ve lavabolardir (51, 52, 53, 54).

2.10.Hastalik Belirtileri
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Her ¢ocugun 5 yasa kadar semptomatik veya asemptomatik olarak rotaviris ile
enfekte olmaktadir. Cocukda rotaviriisyangi belirtilergenis olmasiyla asemptomatik
enfeksiyonundan dehidratasyon ile seyreden ©Onemli diyareye kadar farklilasabilir.
Hastaliginin hastalik etkeninin viicuda girmesiyle hastalik belirtilerinin meydana ¢ikisi
arasinda patojen mikroorganizmanin viicutta gelisimiolan inkibasyon sdresi 1-4 gundr.
Rotaviris gastroenterit belirtilerini gostermesi iseortalama 4-8 gun sirmektedir. Rotaviriis
cocukda hafif ates ve istifra etmekle baslamaktadirr. Genelde 1-3 giin stiren kusmaginin
yaninda aniden baslayan yumsak diyare izlemektedir. Yumsakishaliortalama bir hafta siirer ve
genelde giin asirt ortalamalS defa diskilama olur sonug olaraktanonemlisivi elektrolit
kayiplarina neden olurlar. Ates genelde 38,5-39,5 °C’de ortalama 1-2 giin siirer. Batin agrist
da mevcut olabilir. Birtakim vakanin serive dnemli dehidratasyonu ozellikle 2 yasla kiigik
cocuklara fetal kayiplara neden olabilmektedir. Gelisme gosteren memleketlerde hastaneye
yatis yapilan bebegin yiiksekrisk altindadir.iliskili olan antikorun muhafiztesirindennedeniyle
4-6 aylik kiiciik yenidiinyaya gelmis dogan ¢ocuklardaenfeksiyonu siklikla asemptomatik
olurlar ve vakalarin sadece %10-20’sinde septomatik olup genelde hafif gegmektedir.
Lakinyeni dogan bebekleronemlienfeksiyon gorilebilir. Rotavirislesonradan gelisen
enfeksiyon belirtiler olaraktan daha diisiik veya semptomsuzdur. 2 yasindan biiyiik yetiskin
cocuklara gore kiyasla daha da sik asemptomatik enfeksiyonuna maruz kalislarina ragmen
semptomlar oldugundan bunlar diyare, ates, bas agrisi, halsizlik mide bulantis1 ve mideye
gelen kramp tarzinda gelen ataklar mevcuttur. Yetigkin Ustlenen goniilliiler tizerinde yapilan
arastirmalarda Rotavirisininokulumu oral verildiginde inflamasyonlubireylerin  %67’si
seroloji yonilinden farklilikolurken yalmiz olaraktan %33’ilinde belirenbelirtiler mevcuttur.
Intestine makroskobidegisikligiyleince barsagm duvar diizleminde kalinlasmalar hemde
mikroskobidegisikligiyle isevilliislerde kiintlesme, mikrovilliisler miktarinda diismeler,
mononukleer hiicrestiziilmesi ve bagirsagin hicrelerinde kolumnar yapilardan kuboidal
yapiya kadarsekil degisikligi hastaligin belirtilerindendir. Akut gastroenteritlerin yaygin
goriilen ozellikleri arasinda dehidratasyon, elektrolit kaybi, metabolik asidoz, beslenme
eksikligiyle ¢cocuk bezinden dolay: cilt tahrisleri gibi belirtiler infeksiyonunda gortlebilir.

Immiiniyetinde sorun olan bireylerde barsak dis1 yayma oldukga yaygindir (1, 46, 52,82-88).

2.11.Tam icin Kromatografi Metodu
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Antijenlerin belirlenilmesiyle ve karekteristik yapida olan antikor antijen tepkimesi
olmaktadir. Hafif molekul yuke sahip mikotoksiteyle, pestisitleya da veteriner ila¢ gibi gida
kontaminantinin belirlenmesin de yeglenilmektedir. Immiinolojik metoduyla 6zellikli biyik
derecede yararlanilan antikorun spesifitesini belirlemekten gecmektedir. Immiinoloji
metodlarinda U¢ degisik antikor yararlanilmaktadir: Bir hayvanin bagisikligi ile elde edilen ve
bu sebeple farkli antikor tireten hiicre klonlarinin iiriinii 6zel antikorolan poliklonal antikorlar,
B hiicrelerinin tek bir klonundan meydana gelen antikor monoklonal antikor ve bakteri
kilturlerinden bir gecelik inkubasyon sonunda, elde edilebilecekrekombinant antikorlar.
Antijenantikor tepkimesi tim hastalik olusturanaktif olarak belirlenilmesi icin kuvvetli bir
yontemdir. Birtakimy6ntemler yuksek birimde otomatize edilenbirtakim yontemler ise basit

yararlanilmaya sahiptir. Bu gibi testleri boyle siniflandirilabilir.

Antikorla kaplananya da aglitinasyon reaksiyonlarda, eriyebilir protein veya
polisakkarit molekiillerine baglanmis ve agliitinasyonun varligin1 ortaya ¢ikmasina yarayan
sentetik pargacik olan boyali lateksler ve kolloidal altin partikiili, hizli serolojik
identifikasyon ya da saf bakterilaboratuvarlarda besi yerinde vyetistirilmesiolan Kkiltlr
izolatlarmbelirlendirilmesi ve bunu tiplendirilmesikullanilir. Antijenantikorun tek bir bltin
olaraktan birlesmesi ¢ikarim sonucundagorilebilen aglutinasyon resmi sekillenir. Ters lateks
aglltinasyonun testleri ¢ozilebilir antijen amaciyladir ve gogunlukla canli organizmalarda
gorulen zehir olan toksinlerin bulunulmasinda kullanilir. Akut ishal vakalarinda sebebi
belirlemeye yonelik arastirmalar ilimin her branginabagvurulan ayirma
yontemindekromatografiksel uzaklastirilmadir. Kromatografik yontem, 20. Yiizyilda Rus
botanikci olan Mikhail Tswett tarafindan kesfedilmistir. Tswett, Klorofil ve ksantofiller gibi
gesitli pigmenti barindiran ¢6zeltinin, toz vaziyetinde olan kalsiyum karbonat ile doldurulmus
bir cam kolondan gecirilerek birbirindenb6linmeyi basardi. Ayrisan maddekolonda renkli
alanlargeklinde gruplar ortaya ¢ikmistir; Bununsebebiyle bdlme proseduriine, rengi olacak bir
fotograf manasinagelen kromatografik adi verilmistir. Kromatografik yontem, karmasik
karigimlardaki farkli maddelerin birbirlerinden ayirilmaya ve tanimlamak icin olanak verecek
ve bilim insanlarininaragtirmalarini kolaylastiracak bir takim ayirma yontem calisma teknigi
olmasidir. Kromatografik uygulamalarin bir sabit faz ve bir de hareketli faz bulunmaktadir.
Bu karnisimlardaki maddenin hareketli faziyla giderek sabit olan bir faz Ustundensirunr;

Numune maddelerin terketme aktifligidegisik olunmasi, birtakim maddenin duragan
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fazintistiinde grup olaraksirilmesinegider, tam bdyle karisim ortaminda maddenin birbiriyle

ayrilirmasidir. Rotavirus birgok teknikle saptanabilmektedir (65-85).

2.12.Tam i¢in ELISA Metodu

ELISA yonteminde, antijen veya antikor bunlardan biri enzim ile belirterek ve
imminolojitepkime, enzimali bir eylem sonunda gelisen durumkarsilastirilmaktadir. ELISA
testiyle dogrudan, dogrudan olmayanile sandvi¢ ELISA gibi degisik bicimleringelistirilmesine
karsin en ¢ok fazlarastlanilani kullanimi olan sandvi¢ metodur. Diski 6rneginden veya rektal
siriintiden viral antijen saptanmasinda en yaygin kullanilan yontem Enzim iliskili
immunosorbent ¢oziimleme teknigi olan ELISA ve lateks agliitinasyonudur. Pratik olmasi,
kolay ticari elde edilebilirligi ve kisa siirede sonu¢ vermesi nedeniyle tercih edilmektedir.
Lateks aglitinasyon yontemi kisith kaynak olan alanlarda kullanilabilmektedir. Fakat
sensivitesinin sinirli olmasi nedeniyle karar verilemeyen olgularda destekleyici bir test olarak
kullanilmaktadir. Gilinlimiizde ticari antijen tahlil yontemleri virlisin VP2 ve VP6
proteinlerini ve sadece grup A Rotaviriislerini saptamaktadir. Serotip cok 6zel ELISA’lar VP7
ve VP4’c¢ dayali dogrulama ile serotiplerin tayinine izin vermektedir. Serum, diski ve
salgilardaki Rotaviriise karsi antikor miktarint 6lgen bir¢ok teknik kendini sinirlayan bir

iltihap olan Rotaviriis gastroenteritinde kisitli yararlilik sunmaktadir (46,55-57).

2.13. Rotaviriis Asilari, Tedavi ve Korunma

Rotaviriis gastroenteriti diger gastroenterit nedenlerinden agikca ayirt edilemez. Ciinkii
rotaviris gastroenteritinde standart tedavi dehidratasyon ve destek tedavisi oldugu igin
mikrobiyolojik taniya gerek duyulmaz.Bununla birlikte uzamis ishalde, komplike vakalalarda,
immunsiprese hastalarda epidemiyolojik ve enfeksiyon kontrol verileri elde edilmesi
planlanan durumlarda tan1 6nem arz etmektedir. Ayni zamanda Rotaviriis kesin tanisinin
konulmasiyla gereksiz ve zararl antibiyotik kullaniminin 6niine ge¢ilmis olmaktadir Antiviral
tedavi yoktur. Semptomatik tedavi uygulanir. Oral hidrasyon sivilari devamli olarak
kullanilamaz. Agir kusmalarda, biling bulanikliginda, barsak ileusunda ve agir
dehidratasyonda (toplam viicut kilosunun %9 unun kaybinda) i.v hidrasyon tedavisi
yapilmalidir. Intravendz hidrasyon sivisi olarak ringer laktat, normal salin veya benzer

solusyonlar tavsiye edilmektedir. Rotaviriis gastroenteritinde diisiik disakkaridaz diizeyleri
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olmasina ragmen siit cocuklar1 anne siitii almaya devam etmelidir. Morbidite; az gelismis
iilkelerde de kayiplara sebep veren Rotaviriisten korunmak i¢in Rotaviriis sus asinin
olusturulmasina, destek verilmistir. Asilarin gelismesinde biiyilik yol katledilmesine ragmen
rotaviriise kars1 olusan immiinitearasindaki iliski tamamen anlasiimamstir (58). Ideal bir as1
patojenekarsiimmiin tepki olusturarak onuhedef alir, fakat Rotaviriis i¢in bunu basarmanin zor
oldugu enfeksiyondaki mortalite ve morbiditeyi azaltmadig1 goriilmiistiir. Rotaviriisle olusan
ilk enfeksiyonun immiiniteyle armnik edilmesi, ikincil enfeksiyonlarin siddetinin azalmasi
acisindan gelecek vadeden bir kap1 olmustur. Halen gelistirilmekte olan asinin hedefi viral
replikasyona yol agmadan ilk enfeksiyonun etkisini taklit etmektir. Asilamayla olusacak dogal
enfeksiyonu benzetilmesi amaglanmistir. Birinci olarak dogal 4-36 aylik cocuklarda bulunur
kusma ve dehidratasyonyla agir bir tablo gelisir. Siit bebekleri, ortalama 1 ya da 3
enfeksiyonundan ardindan immiinite olusur. Gegirilen iki Rotaviriis enfeksiyonu orta ve
derecesi yliksek ishale karsi yaklasik tamamiyle % 100 koruma saglayabilir. Dogrudan
olmasada rotaviriis enfeksiyonu, sonrasi yangi siklig1 ve derecesi azaltilabilir (58). Asisiyla
hedeflenen, naturel enfeksiyonuna es olabilecek immunite olusturarak, enfeksiyona
gelisebilecek koruma, hastane yatislar1 ve 6liim kayiplari 6nlenmesi, hastalanma yiizdesi ve

ekonomik zararlarin azaltilmasidir (58, 59).

Yapilmiscalismalardaen etkin asinin giicii olabilecegi ve en az yan etkinin oldugu
Rotateq ve Rotarix asilart gelistirimistir (60,61). Birtakim Ulkede rotaviriis asi rutin asi
programina  katilmig ve hastaliga ~ bagh hastaneye yatisla ilgili ve

kayiplarlabnemliderecedediigme olmustur (59-61).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Arastirmada Kullanilan Metotlar ve Orneklerin Toplanmasi

2015 yilinin Diyarbakir Cocuk Hastaliklar1 Hastanesi’ne karin agrisi, kusma, ates ve
diyare semptomuyla hastaneye bagvuran 1000 kisiden; 345 bayanin 40’inda Rotaviriis pozitif
iken 655 bayin da 60’mnda Rotaviriis pozitif bu toplam 100 pozitif Rotaviriis antijenli hasta
toplandi. Kalitatif yontemler olan kromotografi ve ELISA yontemiyle karsilatirma yapilmasi
amaglandi. Orneklerin incelenmesinde tek asamali Rotaviriis ve Adenoviriis Birlikte
kromatografik immun dl¢im yodntemiyle ve antijen antikor reaksiyonu pozitif ve negatif
kontrolleri toplam 98 kuyucuk tek kullanimlik ELISA kiti kullanildi.

Rotaviriis antijeni pozitif olan ekim, kasim, aralik, ocak, subat ayindan toplanan
pozitif antijen numuneleri -20 ¢ saklanaraktan ¢alismamizda 1000 hastanin 100 {iniin pozitif
ve bunlarinda 60 erkek 40 kiz ¢gocugu pozitifli vakanin es zamanda ELISA ve kromatografi
yontemiyle tekrar ¢alisildi.

3.2.Kromatografi Yénteminin Prensibi

Bir kez olan asamaliRotaviriis ve Adenovirls baglantili bir biitiin olan kaset test,
kisifegesérneginde sdz konu olan olacak virlis mevcudiyetibelirlemesi eden aktif lateral akis
kromatografi antijen antikorkarsilastirma metod teknigidir. Olgme kasetlerinde “R” alaninda
antirotaviriis, “A” alanindaantiadenoviriis antikor ile 6rtiilmiistiir. Olgme zamaninda 6rnek bu
alanda antikor iletepkimeverir. Bu karmagsik alanda mavi ya da kirmizi serit halinde bir ¢izgi
olusur. Renkli ¢izgi seridinin olusumuyla pozitif sonug, renkli ¢izgili serid olusmamasinda ise
negatif oldugunu gosterir.

3.3.Kromatografi Kullanim Tarifi
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Yararlanmaya baslamadan biitiindlgme kaset iledrnek materyal ve tamponun oda
derecesinegetirilmeli; mumkin miktarda alinarak O6lgme islemi tam verimle yapilmasi
icinvirls almak icin yeterli miktarda numune 1-2g gaita arinik ve yas olmayan bir kaba alinir.

Numunenin saklanmasi i¢in -20°C uygundur.

Kati numunelerde 6rnektoplama tipunt bikurek aginiz, aplikatori 6rnek gaitadafarkl
U¢ alanma batirarakasagr yukari1 50 mg yani fasiilye tanesindeki biyiikliglinde ki bir

yarisindan azini gaitaya bulastirin. Fazla bir blyukte gibi gaita 6rnegin almayiniz.

Liquidorneklerde ise damlaliga dikey vaziyette, drnek aliniz, tliptine 2 damla ortalama
50ul miktarda gaita damlatin. Aplikatorll kivirarak kapatiniz ve heterojenligi dagilmasi igin

tyice karistiriniz.

Kalinlig1 genelde 0,15 mmelyi gecmeyen ¢ok ince metal levha olan folyoyu agmak icin
once oda derecesine getiriniz, kaseti folyodan ¢ikartiniz ve gikartiktan sonra beklemeden

hemen kullaniniz.

Ornek toplama tiiptini dik gelecek sekilde tutunuz, kapak Gzerinde kiug noktayigiic
vererek kiriniz. Tiipin agzini asagiyagelecek seklindekavrayip kaset numunesini uygulama

alanina (S) 2 tanecik damla damlatin. Hava kabarciklar1 olusmamasinadikkatediniz.

Sonucu 10 dakika i¢inde degerlendirilmeli sonucun 20 dakikadan sonra

degerlendirilmesi yanlis olan degerlendirmeler igerebilir.
Ornek kurumussa, 6rnek tiptnd santir(ifiij ediniz. Yukarasinda bulunan sividan 80 ul

aliniz, 6rnek numune uygulama alanina (S) pipetleyiniz. Saati bakiniz hatta kurunuz ve 5.olan

asamayi takip ediniz.
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Resim4: Kromatografi yontemini gdsterimi

Kasetlerde kontrol olan (C)renk seridindlgiilen Orneginetkin olmasit ve yeterli
diizeydedrnek alinip verilmedigini gosterir. Antijen pozitif bulunan diski 6rneklerinin
kromatografi yontemiyle test edilmek i¢in numeneler hazirlandi. Alinmigsgaytanumunelerinde
ortalama bir saate yakin ya da 2 ila 8 C’de araligindasiire tutularak beklemesartiyla 48 saat
icinde arastirildi. Kati verilen digkinin numunelerinde yaklasik bir kuru fastlye tanesinin
yarisindan az miktarinda, liquid numunelerinde 100 pl miktarinca alinip 1 ml’ lik 6ziitleme
buffer icine birakildi. Karisim vortekslenme yani karisim olmasiardindan 3 dk zaman kadar
homojenite olmasi ve kati1 par¢aciklarin ¢okertilmesi igin bekletildi. Akabinde iist sivida kalan
ve aliman numuneden kaset tizerinde daire seklinde agilmis alandan4 damla damlatildi. Sivinin
yaninda bulunan kati partiikiillerin  gelmemesi adinadzen gosterildi.5 dk sonra
testlerg0zlenildi. Kasetlerde kirmizi kontrol renk serid ¢izginin olusmasinadzen gosterildi.
Renk serid ¢izgisini goriillmemesinden dolay1 test tekrarlanildi. Kirmizi kontrol renk serid
cizgisi olugsmasindan dolay1 test negatif olarak, kontrol c¢izgisiyle kirmizi renk test

kasettegoriiliince pozitif oldugu olaraktandegerlendirildi (51-57).

20



3.4.Kromatografi Yonteminde Sonuglarin Degerlendirilmesi

Kontrol ( C ) ve test edilen ( R ) alanlarinda ¢izgi olusursa. Adenoviriis (C) ve
(A)alanindagizgimevcutsa. RotaAdenoviris Pozitiftir. (C) , (R) ve (A) bolgelerinde cizgi
rengi diisiik ya da koyu renk olusursa. Bu bolgelerde olusan ne olursa olsun sonug¢ pozitif
olarak belirtilir.

Sadece (C)alaninda renk cizgi olusur digerinde (A),
(R)alanlarindarenkbelirginlesmezsetest gecerliligi olmayacaktir. Hangi nedenle olursa olsun
(C)alanindarenk belirginlesmezsetest gegerli olmayacaktir. (A), (R)alanin herhangi birinde
yada ikisindenbirlikte serid olusursatest gecerliligini yitirecektir.

Resim5:Kromatografi yonteminde rotaviriis’iin pozitifligi gdsteren

Resim6: Kromatografi yonteminde rotaviriis’iin negatifligini gosteren

Diyare bagh kisiye ait gaytanumenelerieklendi. Hastalarin yasi, cinsiyetverileri
bilgileri alinildi.Diyareli olan c¢ocuklardan alinangaytanumuneleridl¢uliine kadar -20°C’de

buzdolabinda tutuldu. Daha sonra Rotaviriis antijen pozitif bulunan digski 6rneklerinin Digki
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ornekleri dncelikle antijen tespitiyle Rotavirts antijen ELISA Kkiti ile degerlendirildi ve es
zamanli olarak gergeklestirildi (55-57,62).

3.5. Rotaviriis Antijen ELISA Testinin Prensibi:

Antikora baglanmis enziminetkinlik arastirmak temeline dayanacak bir niceleyici
testmetodur. Antijene mukabil antikor ya da antikora karsi olusabilecek antijen arastirmak
muhtemel olabilmektedir. Mikroorganizmalar enfeksiyonunda yararlanabilecek &lgim
yontemdir.Sabitleme, hareketsiz hale getirme hareketi olanimmobilize olmus antijen

yararlanabilecek kompetetif olmayan dolayli olmayan boyama metodu kullanilir.

Antikoru bulmak amaciyla; antijen plastik bir godecik alana biitiinlesmis edilir. Mikro-
ELISA metodunda antijeni her bireyde kullanmak iizere yapilan gukurlara yiizeyine kaplanir.
Antikoru aranacak vakanin serumu gukurlara birakilir. Biraz bekleyerek ve yikama islemi

yapilir. Lakin serumda uygun antikor varsa antijen varsa birlesip kiimelesir.

Enzimle isaretlenenmolekil agirligi yiiksek bir proteinbirey globilini olan antiserumu
birakilir. Bir sure beklendikten sonra ve ardindandistile suyla yikanir. Calisilmakta olan bu
serumun antijeninemutabik antikor mevcutsa antijenine baglanmis olan bu yapt ve son
eklenecek olan enzimle isaretlenmis human antiglobilini de baglanarak ve yikamasiyla

uzaklastirilmiyacaktir. Enzime mutenasipkromojen substrat birakilir.
Baglanilmis enzim substrat parcalamasindan dolay1 belirgenlesen renk, yapilmasi

gereken kolorimetri metodla dlgiilenkarsilastirarak baglanmig enzim dolayisiyla baglanmis o

antikoru malumatbilgi verecektir.
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Antijen Sandvi¢ Elisa

Resim7: Rotavirtsun Antijen-Antikor Reaksiyonu

3.6.ELISA Kitinin icindekiler

1. ELISA plak: Antijenle kaph 98 kuyulu plak

2. Reaktif 1: AntiRotavirts monoklonal antikoru kabi 11 ml

3. Reaktif 2: Anti-Mouse antikorun konjuge horseradish proxidase kabi 11ml
4. Pozitif kontrol:Tekkab 2 ml

5. Negatif kontrol:Tekkab 2 ml

6. 20X Yikama Soliisyonu:Tekkab 25 ml

7. Substrat soltsyon: Tetramethylbenzidine ile organik peroxit tek kabi 11 ml
8. Stop soluisyon: 1Malorite H2SOs; tek kabr 11 ml

3.7.ELISA testin uygulamlmasi

1. ELISA kiti kullanmadan éncesi oda derecesindetutuldu.

2. Wash Buffer elde etmek amaciyla 25 m120X Wash Bufferle 475 mldistile su vortekslendi.
3.Numenelerinin, kontroli ve kalibratorielde edilmesi (zerine numara verilen tlplere
ortalama 1 gr gaytanumunesi birakildi. Numenelerin Ustline4ml1X wash buffer eklendi ve
ortalama 5 dakika karistirilaraknumeninayrigmasi saglanildi.

4. Al kuyucuguna 100 pl negatif kontrolle, B1 kuyusunada 100 pl pozitif kontrol ve plagin
farkli kuyucuklarina 100 pl diliie gaytanumelerieklenildi.Yarim saat inkiibe edilmelidir.
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5. Inkiibasyondan sonra plak ELISA’da yikama makinesinde lcdefa 1X Wash Buffer
solisyonuyla yikandirilipveardindaniki defa aspire edilir ve iyice kurutulur. Sivi kalmamasi
adma kurutma kagiditizerine plak ters gevrilir birkag keztap yapilir.

6. Kuyucuklara Reaksiyon 1 den 2 damlatildi. Bes dakika inkiibe edildi. Akabindeti¢ kez 1X
Wash Buffer solusyonuyla yikanildiveyine ardindaniki defa aspire edilirkurutulur. Tekrar
stvikalmamasiadina kurutma kagidiuzerine plak ters gevrilir birkag defa tap yapilir.
7.Reaksiyon 2’den de 2 damlatildi. 5 dakika gibi bir slrecinde inkibe edilir. Akabindenic
defa 1X Wash Buffer sollisyonuyla yikanildi ve en sonunda ise iki defa aspire edilir kurutulur.
Sivikalmama admakurutma kagiditizerine plak ters cevrilir birkag defa tap yapilir.

8.Kuyulara iki tane damla kromojen substrati damlatilirve 5 dakikada inkibe edilir ve
numuneler mavi renge hal degistirmeye gozlenir.

9. Inkiibasyondansonra kuyucuklara iki tane damla stop soliisyonunu damlatilir. Mavi renk

sartya doner renk farklilasmas1 goriiliir.

Resim8: Calistigimiz ELISA Mikroplag

10.Mikroplak hafifce sallatilir homojen soliisyon elde etmeye ¢alisilir.
11.Denley We Scan spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okunarakdegerlendirildi.
12. ELISA kiti protokoliidiisiincesine gore optik yogunluk 0.50> biiyiik olacaknumuneler

pozitif; 0.50< olan numuneler ise negatif olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Calismayla akut gastroenterit ve dehidratasyon vakasiyla hastaneye yatan 5 yas alti
cocuklarda ki rotaviriis sikligint belirleyebilmek ve epidemiyolojisinifarkliliklarini

degerlendirme amaciyla aragtirilmistir.
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Resim9: Aylara ve Cinsiyete Gore Hasta Dagilimi

BuRotaviriisiinekim, kasim, aralik, ocak, subat aylarinda ishal vakasiyla Diyarbakir
¢ocuk hastanesinde toplanmis numelerden 1000 ishalli vakanin %10 civarinda rotaviriis
antijeni saptanmis olup ve bu saptanan 100 rotaviriisiin pozitif antijenin i¢inde ise %2’ sinde
adenovirlis antijeni saptandi. Yani; 1000 6rneklemli 20 hastada hem adenoviriis ve rotaviriis
birlikte bulunuldu. Bu viral olan rotaviriisiin genel itibariyle sonbahar ve kig aylarinda bir artig
oldugu ve oOzellikle Kasim, Aralik, Ocak ve Subat (Resim 9) yaz ve ilkbahar aylarinda bu
viriisiin ¢ok sinirli sayida oldugunu diger aylara gore mukayesesinde. Hastalarinin ¢ogu
erkektir (Resim9). Hastalarin ¢ogunda kusma ve ishal goriildii. Ebeveynlerine soruldugunda
diskinin kokusuz veya kotii kokulu; sar1 veya yesilimsi renkte sulu tarzda diski mevcudiyetini

oldugunu anamnezin de sikayet olarak belirtilmis.
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E/A

Yas |E/Rot |E/Ro K/Rot | K/Ro E/Adeno( | deno K/Aden | K/Ade
(i) |a(+) |ta(-) |% |a(+) [ta() [% |+) () |% |o(+) [no(-) |%
11. 3. 4,
0-1 |12 110 |9.83|9 70 4 |4 118 |27 |3 68 22
2. 2.
>1-2 |12 120 ]9.09 |9 60 13 |3 115 |54 |2 65 99
1. 1.
>2-3 |13 120 |9.77 |6 70 792 132 |49 |1 66 49
14, 1. 1.
>3-4 |12 130 [8.45|10 57 9 |2 136 |45]|1 68 44
11. 0. 1.
>4-5 |11 115 |8.73|6 48 1 |1 142 |70 |1 70 40
Topl 11. 1. 2.
am |60 595 [9.16 (40 305 |6 |12 643 |83 |8 337 32

Tablol: Yaslara ve cinsiyete gore pozitif ve negatif dagilimi (Rota viris icin Yates
corrected ki Kare test 1,23; p>0,05, adeno virls icin Yates corrected ki Kare test

0,08; p>0,05).

E= Erkek

K=Kiz

Yas |Rota |Rota( | Topla Adeno | Adeno |Topla

i) [(+) | m  |% |(+) () m_|%
10,4 3,6

0-1 |21 |180 (201 |4 7 186 193 |2
10,4 2,7

>1-2 |21 180 |201 |4 5 180 185 |0
09,0 1,4

>2-3 |19 190 [209 |9 3 198 201 |9
10,5 1,4

>3-4 |22 |187 |209 |2 3 204 207 |5
09,4 0,9

>4-5 |17 |163 |180 |4 2 212 214 |3

Topla 10,0 2,0

m 100 |900 {1000 |0 20 980 1000 |0

Tablo2: Genel yas grublara gore pozitif ve negatif dagilimi

Pearson Iki Kara testi: rota viris icin 0,408 p>0,05; adeno viris icin 4,89 p>0,05.
E= Erkek, K=Kiz
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Tim istatiskel analizler Windows Statistica Package for Social sciences (SPSS)
versiyon 21,00 programi kullanilarak yapildi. Grup karsilastirmalar icin ki Kara testi
uygulandi.

m erkek pozitif
m erkek negatif
kiz pozitif

kiz negatif

Resim10: Cinsiyete gore pozitif ve negatif %’likler

Tam icin Kromatografi, ELISA testlerini kullandik. Biz bu calismayla ELISA
yonteminin Kromatografi yontemine gore daha saglam daha giivenilir oldugu ve ELISA ile
yapilan calismanin zaman tasarrufu saglanmis olup lakin kromatografi yonteminin ELISA
yontemine gore daha ucuz oldugu fiyat standartlarina gore belirlenmistir. Bu ¢alismada,
Diyarbakir Cocuk Sagligi ve Hastaliklart hastanesinde viral gastroenterit etkenlerinden
Rotaviriisiin ve Adenoviriisiin oranin belirlenmesi, yiizdesel olarak erkekler i¢inde erkeklerde
bulunma ylizdesi % 9.16 kizlar i¢inde kizlarda bulunma % 11.59 dur; aylara gore dagilimi
sonbahar ve kis aylarinda dagiliminin yiiksek oldugunu ve bu c¢alismayla bu testlerin
giivenilirligini 6lgmek tespit etmeye yonelik bir calisma olup gelecekte insan sagliginda hangi

testin daha iyi kullanigligina sahip oldugunu tespit etmek i¢in bu ¢alisma yapilmistir.
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NO | C/AY | KTGRF | ELISA | NO | C/AY | KTGRF | ELISA | NO | C/AY | KTGRF | ELISA | NO | C/AY | KTGRF | ELISA
1 [K/3 |+ + 26 | K21 | + + 51 |E/41 | + + 76 |E/59 | + +
2 |K/A4 |+ + 27 |E/22 | + + 52 |E/44 | + + 77 |K/8 | + +
3 |E/5 |+ + 28 [K/22 | - + 53 [K/44 | + + 78 |E/10 | + +
4 |K/6 |+ + 29 |E/24 | + + 54 |E/44 | + + 79 |K/25 | + +
5 [K/6 |+ + 30 |E/24 | + + 55 |E/44 | + + 80 |E/16 | + +
6 |E/7 |+ + 31 | K/24 | + + 56 |E/44 | + + 81 |E/18 | + +
7 |E/7 |+ + 32 |E/25 | + + 57 |E/45 | + + 82 |[K/19| + +
8 |E/8 | + + 33 |E/28 | + + 58 [E/45 | + + 83 |K/20 | + +
9 |K/8 | + + 34 |E/28 | + + 59 | K/45 | + + 84 |E/21 | + +
10 |K/8 | + + 35 |E/29 | + + 60 |E/45 | + + 85 |K/25 | + +
11 |E/9 | + + 36 |E/30 | + + 61 |E/46 | + + 86 |E/2 | + +
12 |E/10 | + + 37 |E/31 ] + + 62 | K/46 | + + 87 |E/3 | + +
13 |E/11 | - + 38 [K/32 | + + 63 [K/48 | + + 88 |E/4 | + +
14 |E/11 | + + 39 |E/32 | + + 64 |E/48 | + + 89 |E/17 | + +
15 |K/11 | + + 40 |E/32 | + + 65 | K/49 | + + 90 |[K/18 | + +
16 |K/11 | + + 41 |E/33 | + + 66 |E/50 | + + 91 |E/19 | + +
17 |E/12 | + + 42 |E/33 | + + 67 |E/50 | + + 92 |E/21| + +
18 |E/13 | + + 43 |E/36 | + + 68 |E/50 | + + 93 |[K/32 | + +
19 |K/15 | + + 44 | K/36 | + + 69 | K/50 | + + 94 |K/44 | + +
20 | K/16 | + + 45 | K/38 | + + 70 |E/52 | + + 95 |E/55 | + +
21 |E/16| + + 46 | K/38 | + + 71 |E/52 | + + 96 |K/45 | + +
22 | K/17 | + + 47 |K/38 | + + 72 |E/54 | + + 97 |E/48 | + +
23 |E/17 | + + 48 |E/38 | + + 73 | K/54 | + + 98 |K/56 | + +
24 | K/20 | + + 49 | K/40 | + + 74 | K/56 | + + 99 |K/32 | + +
25 |E/21 | + + 50 |E/41 | + + 75 |E/58 | + + 100 | E/31 | + +

Tablo3: Kromatografi ve ELISA’yla Calisilan Rota-Adeno Viriis Numeneleri

Diyarbakir Cocuk Hastaliklar1 Hastanesinde toplanan akut gastroenteriti olan 100

pozitif Rotaviriis enfeksiyonlarinin kromotografi ve ELISA yontemiyle hangisinin daha

giivenilirligi oldugunu arastirmak amaciyla yapilan galisma sonucunda ELISA yontemiyle %

100 yani tekrar calisilan antijen tamamiyla dogru ¢ikarken immiinokromatografi yontemiyle
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% 98 sonucunu vererek % 2 lik bir sapma gostermistir. Mikrobiyolojik agisindan virus
antijeni tanimlayicis1, hizli ve giivenilir 6lgtlerin dogru tan1 koydugu, ELISA yénteminindaha
fazla ekonomik olmadigi, siire kaybinasebep oldugu lakin yaptigimiz bu calismayla elisa
testlerinin diger metodlara gore duyarliliklarinin daha fazla oldugunu belirtik. Arastirmamizin
kapsadig1 sonbahar ve kis aylari boyunca bu Rotaviriisiin diger aylara gore akutgastroenterit
vakalarda kusma ve ishal yakinmasi ile bu aylarda bagvuran hastalarimizda sonbahar ve kis

donemlerinde Rotaviris antijeni ¢cok daha fazla oldugu tespit edildi.
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5. TARTISMA

Diyarenin en 6nemli etkenlerinden biriside Rotavirtslerdir ve bunla birlikte adenovirtsler
Oonemle 5 yas altinda bulunankisilerdednemli gastroenterite neden olurlar. Diyarbakir da
Rotavirlis epidemiyolojisi ¢ok i1yi bilinmemektedir. Bunun nedeni Rotaviriis kisisel hijyenin
yoksun ortam elverisliligi ile birlikte diisiik sosyo ekonomik ailelerde daha da fazla oldugu bu
calismamizla anlagilmistir. Diyarbakir ilgelerinde laboratuvar ve tetkik imkanlarinin
yetersizligi, ekonomik nedenlerle tiim gastroenteritlerde tetkik yapilamamasi, hastalik
bildirimine yeteri kadar énem verilememesi ve bildirimlerin uygun sekilde yapilamamasi

nedenleri arasinda sayilabilir.

Biryil da icerisinde diyre nedeniyle hastaneye yatis yapilan hasta sayimizfazlaydi.
Sebebi, calisma yapildigi yerinDiyarbakirin iyi bir alt yapiya sahip olmamasina baglanabilir.
Ulkemizde dogu ve giineydogu bolgeleri disinda batida kiyiizdeliin daha az oldugu tahmin
edilebilmektedir. Enfeksiyon kaynakli rotaviriisiin yasla iligkili oldugu goriilmekte ve

hastaneye yatirma gerektirir sivi kaybini yerine koymak igin (77-80).

[liman mevsime sahip kusaginda yer alan yerlerde ki kis aylarinda ve 5 yas altinda Ki
cocuklarda goriilen Rotaviriis gelisme yakin olan iilkede, gelismis iilkelere kiyasa ragmen
daha erken donemde yaslarda ortaya ¢ikmaktadir ve bu dabelirtiler daha agir seyretmekte ve
6lum daha ¢ok gorilebilmektedir. Gegirilmis olan hastaliklar, bir daha sonra gelisecek atagin
sikligim1 ve derecesinidiisiirmektedir. Dogal yangi, bireyi orta ve agir Rotaviriis’e karsi
bagisiklandirir Rotavirlis epidemelerinde ulkemizebenzer iliman iklim kusaginda yer alan
alanlarda genelde sonbahar sonu ile ilkbahar ortalari arasinda ortaya ¢ikmakta yani ekim
ayindan baglaylp mart aymin sonlarina dogru siklikla goriilmektedir. Yaz aylarinda ise
insidans son derece disiiktiir. Geneldee kendiliginden iyilesebilen yangilar olmasina ragmen
yeni doganlarda agir ve oliimgerceklesebilmektedir. Viral diyaresinde yeni dogmus ve Kiguk
cocuklarda sporadik vaka seklinde goriilebilir belirti formunda, major patojenin rotaviriise ait
oldugu gosterilmektedir (79). Diinya Saglik Orgiitii Rotaviriis pozitifligi Amerika'da %5-25,
Avrupa'da %20-40, Asya'da %30-50, Afrika’da bu oran %10-65 arasinda degisebilen
oranlarda oldugu bildirilmektedir (80,81-88).
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Diyare hastalarinda; 0yku, Klinik 6zellik, mevsimsel 6zellik, hastanin yas1 gibidemografik
Ozellikleri yol gosterici olabilir laboratuvar testlerini kesin ve somut tan1 koyabilmekadina
onemlidir. Giinimiiz de hizli bir sekilde kullanimi giren kromatografik metod, hizli ve
kullanim kolaylig1 gibi faydalarindan dolayitanida tercih edilebilmektedir. Antijenin pozitif
sonuclariELISA sonuglartylauyumlu olmasi, hassasiyeti ve 6zgulliiklerinin fazla olmas: da
bunda tercihsebebidir (82-86).

ELISA ve kromatografik iki yontem karsilastirilmasinin yapildig: bir calisma, iki yontem
arasindaki uyumun miikemmele yakin oldugunu géstermekte ve ELISA’nin duyarlilig1 %100
iken kromatografi yonteminde ise %98 dir. Hemen hemen birbirine yakin uyumun yiiksek
olmasindan dolayi, hastanelerde daha ucuz, daha hizli ve daha kolay uygulanabilir bir tani

yontemi olan kromatografi yonteminin tercih edildigi sdylenebilir.

Ulkemizde ki yapilan arastirmalarda genelde kromatografimetod kullanilmistir rotaviriis
antijen pozitifligi %9,8 ila %31,9 arasinda, adenovirlis antijen pozitifitesi %1 ila %14,9
oldugu bildirilmistir.Arastirmalar adenoviriis ve rotaviriis antijen pozitifligi beraber %0,3 ile
%]1,5 arasinda degisebilmektedir. Calismamizda rotaviriis antijen pozitifligi toplam bin
vakadan yiizlinde yani %10’unu; adenoviriis antijen pozitifligi ise toplam bin vakadan yirmi

hastada oda %2 sinde bulunmustur her iki antijenin pozitif oldugu yirmi 6rnek bulunmustur.

Hastaliga kars1 hassasiyetin 6 aydan itibariyle artis gosterebildigi bu dénemde, anneden
gelen antikorlarin kayboldugu doneme gelmektedir. Yas gruplarinda goriilebilmesi beraber
olan semptomatikrotaviriisiinenfeksiyonunusiklikla 5 yas g¢ocuklarda goriilmektedir (15).
Tablo 1°de verilen ¢alismalarda 0-1 yas bay grubu arasindaki antijen %9,83; 2 yas bay grubu
erkekte 9%9,09; 3 yas bay grubunda %9,77; 4 yas bay grubunda %8,45; 5 yas bay grubunda
%8,73 dir. Bayanlarda ise: 1 yas grubunda %11,4; 2 yas grubunda%13; 3 yas grubunda
%7.,9; 4 yas grubunda %14,9; 5 yas grubunda ise %11,1 dir. Bune gore erkek gocuklerde en
cok 0-1 yas grubu ve bayan cocuklerde 4 yas grubu. Genel olarak Rotaviriis enfeksiyonu
erkeklerde %9,16 ve bayan cocuklarda %11,6 dir.Bu sayede hastaligin anlasabilecegi hem
siirveyanst acisindan gereklidir, hem de klinikte hastanin gereksiz yere antibiyotik tedavisi
almasini O6nlenebilecektir. Rotaviriis agilariin uygulanmasi mortalite ve morbiditeyi azalttig1

bununla beraber sikayetlerin hafifledigini bildirmektedirler (70-82).

Hijiyen ve gilivenli su kaynaklar1 saglanilmasiyla diyare enfeksiyonlarinda 6liim hizini
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azaltacaktir ve buna bagli 6lim sikliinda azalma olmamuistir. Rotaviriise bagli hastalik orani
ve 0lim oranin disiiriilmesi adina giivenili as1 gerektigini uzmanlar uzun stiredir bu konuda
goriis birligine uzlasmislardir.  Bundan dolayr Diinya Saghk Orgiitii rotaviriis ast
gelistirilmesi ve uygulanilmasi ¢alismasma oOncelik verilmektedir. Ulkemizde ise asilari
heniiz ¢ocukluk donemi ulusal as1 takvimde yer almasi da ticretli oldugundan aileler veya
varsa Ozel saglik sigortalar tarafindan karsilanamadigindan asilar1 da igeren ¢ocukluk cagi

genisletilmis as1 takviminde yoktur (1-3, 6-11).

Son olarak, viral ishallerin tanisinda c¢ogu zaman &ykii ve klinik bulgu yeterli
olmadigindan, laboratuvar c¢alismalarina ihtiya¢ duyulur. Rotavirlis ishali sirasinda
karsilagilan klinik bulgular nospesifik oldugundan tam1 i¢in ¢esitli test teknikleri
gelistirilmistir. Bunlar; elektron mikroskobisi, ELISA, Kromatografi, revers transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu, viral genomik RNA igin poliakrilamit jel elektroferezi (PAGE)
ve viral kultirdir. Gunimuzde gaita veya rektal stiriintti 6rneklerinden viral antijen tayini igin
en sik kullanilan testler ELISA ve kromatografi yontemi yapilis, kolayca, yiiksek sensitivite
ve spesifite dolayr uygulanis olarak en yaygin testlerden ¢ok kullanilmaya baslanmistir.
Molekiiler calismalar ile rotaviriislerin genotiplendirilmesi, grup ve subgrup tiplendirilmesi
tespiti, bu sayede bolgesel ve iilkesel as1 olusturmada 6nem arz etmektedir. Ileride bizim

bolgede molekiiler ¢calisma yapilmali buna bagl tiplendirilerek asilar ¢esitlendirilmelidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1- Rotavirus enfeksiyonunun insidansi goriilme durumu dogru tani konulmadiginda Sliimlerin
gerceklesebilecegi bu yiizden 6nemli bir hastalik oldugunu belirtmis olduk.

2- Genel olarak Rotaviriisiin oran1 %10 ve adenoviriis oran1 %?2.

3- Rotavirlis enfeksiyonunun pik yaptigi sonbahar kis donemleri arasinda belirlenmis
rotaviriis pozitif bulunma sikligini.

4- Tamda kromatografi ve ELISA testlerinin tanimlama anlaminda ikisinin de yaptig1 ama bu
testlerin duyarliligi ve &zgiiliigii 100 hasta {izerinden degerlendirilince % 2 sapma ELISA
lehine yoniinde oldugu tespit edilmistir.

5- 0-5 yas grubunda yasin ve cinsiyetin istatistik olarak anlamli etkisinin olmadigi
gorilmiustir.

6- Calismamizin eksikliginden olan molekiiler metodler ile rotaviriisiin tiplendirilmesi

akabinde bu tiplendirilmelere bagl olaraktan cesitli suslara kars1 ulusal asiye ihtiyag vardir.

Sonug olarak, rotaviriis antijeninin saptanmasi noktasinda ELISA yonteminin kromatografi
yontemine gére daha duyarli oldugunu yaptigimiz calisma ile tespit ettik. Ancak ELISA
testinin ¢ok da ekonomik olmadigi ve zaman kaybina yol agtifindan dolay1
Immiinokromatografik yontemlerle rotaviriis antijeninin saptanmasi %?2'lik sapma meydana
getirse bile hem pratik olarak kolay uygulanabilmesi hem de ELISA testine gore daha ucuz
oldugu goéz oniinde bulunduruldugunda daha mantikli bir hal almistir. Ileri ¢alismalar

acisindan molekiiler metodun ¢alisilmasi ihtiyac
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