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1.GIRIS

Rotavirus, dunya genelinde 5 yas alti ¢ocuklarda gorulen
akut gastroenteritlerin en 6nde gelen etiyolojik ajanidir. Rotavirus diyaresi
nedeniyle dinya genelinde her yil 111 milyon diyare atagdi, 25 milyon
poliklinik basvurusu olmakta ve 2 milyon cocuk hastaneye yatiriimaktadir.”
Siddetli rotavirus diyareleri sebebiyle %85’i gelismekte olan Ulkelerde
olmak Uzere dunya g¢apinda her vyl 611,000 g¢ocuk hayatini
kaybetmektedir.?

Gastroenterite sebep olan diger ajanlardan farkli olarak
rotaviruslar, sosyoekonomik kosullara ve hijyen 0onlemlerine bagh
olmaksizin geligmis ve gelismekte olan Uulkelerde ayni siklikta
gorulmektedir. Bu nedenle rotavirus “demokratik virus” olarak da
adlandirilmaktadir.>* Rotavirus gastroenteritleri tedavi olanaklarinin
yetersiz oldugu gelismekte olan Ulkelerde mortalite ile gelismis Ulkelerde
ise morbidite ve ekonomik kayiplarla sonuclanmaktadir.’ Bes yas altindaki
cocuklarda akut gastroenterit nedeniyle hastane yatiglarinin %39’undan

(% 25-58inden) rotaviruslar sorumludur.>®

Yapilan seroprevalans ¢aligsmalari dunyada hemen hemen
u¢ yasin altindaki tum cgocuklarin rotavirus enfeksiyonu gegirmig oldugunu
ve rotavirusun en ylksek insidansa 6-24 aylik g¢ocuklarda ulastigini
gostermektedir.*” ik rotavirus enfeksiyonu, gelismekte olan (ilkelerde (6-8
ay) gelismis Ulkelere (14-18 ay) gore daha erken gerceklesmektedir.
Hasta bakimi ve tedavi yetersizliginden dolayi gelismekte olan uUlkelerde

daha siddetli ve agir enfeksiyonlar gézlenmektedir.?



Dunyada en sik gorulen rotavirus tipleri G1-4, G9, P[8], P[4]
ve P[6]'dir. Serotip G1P[8] (%64.7), G2P[4] (%12), G4P[8] (%8.5) ve
G3P[8] (%3.3) cocuklardaki rotavirus diyarelerinin %88.5'inden sorumlu

tutulmaktadir.®

Yapilan galismalar rotavirusun ulkemizde de 0-5 yas arasi
¢ocuklarda gastroenterite sebep olan énemli bir etken oldugunu, en ¢ok iki
yasin altindaki gocuklarin etkilendigini ve ulkemizde de diyare kaynakl
hastane yatislarina, morbiditeye ve mortaliteye sebep oldugunu
gOstermektedir. Ancak ulkemizdeki epidemiyolojik degisikliklere sk

tutulabilecek daha gok galismaya ihtiyag vardir.>*®

Bu calismanin amaci; Gazi Universitesi Tip Fakiltesi
Pediatri Anabilim Dali’'na gastroenterit sikayeti ile basvuran ve gaitalari
Mikrobiyoloji Laboratuvarina yollanan 0-5 yas arasindaki c¢ocuklarda
rotavirus enfeksiyonlarinin prevalansinin belirlenmesi ve bdlgemizde

yaygin olan rotavirus serotip ve elektroferotiplerin saptanmasidir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Akut diyare yuzyillardir tim didnyada kiguk c¢ocuklarin
olimune sebep olan 6nemli bir etkendir. Siddetli sivi kaybina yol agan
diyare ile hastaneye bagvuran hastalarin %80’inde 1973 yilina kadar
enfeksiydz ajanlar tanimlanamamistir. Ancak 1973 yilinda Ruth Bishop ve
arkadaslari Geoffrey Davidson, lan Holmes ve Brian Ruck tarafindan
Avustralya’da akut diyareli olan ¢ocuklarin duodenum biyopsilerinin
elektron mikroskobuyla incelenmesi sonucunda yeni bir virus

kesfedilmistir.®

Duodenal villuslarda dizili olan olgun epitel hucrelerinin
sitoplazmalarinda ve fegeste goOzlenen bu vyeni virusa elektron
mikroskobunda tekerlek seklinde gorUnmesi nedeniyle 1978'de
Uluslararasi Viruslari Adlandirma komitesi tarafindan Latince’de tekerlek

anlamina gelen rotavirus ismi verilmistir.”*

ilerleyen vyillarda, tanisal tekniklerin gelismesi sonucunda
cocukluk cagi diyarelerinin en yaygin sebebi olarak gosterilen rotavirus

hakkinda énemli bilgiler kaydedilmistir.”



2.2. Rotavirusun siniflandiriimasi

Rotavirus, Reoviridae ailesinde yer alan ikozahedral yapida,
70 nm buyuklugunde bir virus grubunu olugturur. Virion yapisi ¢ift tabakal
protein kapsitten olusmustur. Zarfsiz olmasi nedeniyle lipid ¢ozuculere
direng gostermektedir.”® Rotavirus (i¢ tabakali bir partikiilden (Triple—
Layered Particle; TLP) olusmaktadir. Bu tabakalar distan ice dogru; dis

kapsid, i¢ kapsid ve kor kismidir.” *

Rotaviruslar kapsid proteinin antijenik 6zelliklerine gére grup,
subgrup ve serotiplere ayrilmaktadir. i¢c kapsid proteini olan viral yapi
proteini 6 (VP6) virusun major antijenik determinantidir. Rotaviruslar VP6
farkhliklarina gore A’dan G'ye kadar adlandirilan yedi gruba
ayrilmaktadirlar. Gruplari belirleyen bir diger faktor genom segmentlerinin

elektroforezdeki hareket 6zellikleridir.™

Grup A, B ve C rotaviruslari hem insanda hem de
hayvanlarda hastalik olusturmaktadir. Buna kargin D-G gruplari sadece
hayvanlarda hastalik olustururlar. Insanlarda en ¢ok A grubu
enfeksiyonlari gériilmektedir.”®'" A grubu rotaviruslar da VP86 ‘da bulunan
farkh epitoplar sayesinde subgruplara (SG) ayrilmaktadir. A grubu
rotaviruslar da iki monoklonal antikorla (255/60 ve 631/9) reaktivite
gOsteren epitoplardan birinin veya ikisinin bulunmasina ya da hig¢ birinin
bulunmamasina bagli olarak SGI, SGII, SGI+Il ve SG non-l ve SG non- |l
subgruplari  tanimlanmigtir.  Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) yontemi ile subgruplara ayirma yontemi yaygin olarak
epidemiyolojik g¢alismalarda kullanilmigs ve insan enfeksiyonlarinda

subgrup Il subgrup I'e gére daha sik gortimdstir. """



Dis kapsidde bulunan VP4 ve VP7 yapi proteinleri serotip
spesifik  antijenlerdir ve  rotaviruslarin  serotiplere  ayrilmasini
saglamaktadirlar. Hem VP4 hem de VP7 antijenleri nétralizan antikor
olusumunu uyarmaktadir. Bu proteinler konak hucreye baglanma ve
giristen sorumludur. Protein VP7 viral yuzey glikoproteini oldugu igin
VP7’ye gore Glikoprotein (G) serotipleri belirlenmektedir, VP4 ise viral
spike proteini olup proteaza duyarlidir ve Proteaz sensitive (P) serotipleri
VP4e gore belilenmektedir.”*'®"" Virusun G tipleri icin serotip ve
genotipler genellikle birbirleri ile uyumludur. Bu nedenle G tiplerini
isimlendirmede gogunlukla sadece serotipler kullaniimaktadir.® Serotip G1,

G2, G3, G4 ve G9 tim diinyadaki insan enfeksiyonlari ile iligkilidir.”"°

Rotavirusun P tiplendirmesi icin durum biraz daha
karmasiktir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tabanh tiplendirme ve
serotiplendirme birbirinden farkli sonuglar gostermektedir. Bu nedenle P
tipleri bazen iki isim almaktadir. Ornegin serotip numarasini parantez
icinde bir genotip numarasinin takip ettigi P1A[8] gibi. Ancak P genotipleri
serotiplere goére daha fazla tanimlandigi icin P tipleri VP4 serotip
testlerindeki standardizasyon guclugunden dolayr genellikle genotip

numarasina gére belilenmektedir.®">"

Birlesik  genotiplendirme
muhtemelen insan ve hayvan rotaviruslari arasindaki genlerin
reassortmentinden sonuglanan nadir yeni virus tiplerinin tanimlanmasi igin

degerlidir.”

insani enfekte eden yaygin P serotipleri 1A,1B,2A,3,4,5A,7,
8,11 ve 12" den olusmaktadir.® Virusun P serotipleri G serotiplerinden
badimsizdir. Bununla birlikte bazi G ve P serotipleri arasinda sik birliktelik
gorulmektedir ornegin; P serotip1A’'nin G serotip1,3,4 ile birlikteligi ve P

serotip 1B’'nin G serotip 2 ile birlikteligi. Diger yandan rotaviruslarin
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serotip dagiliminda genis bolgesel varyasyonlarinin da oldugu
belirtilmistir.” Klinik énemi olmasi dolayisiyla dederlendirmede en sik G
serotipleri kullaniimaktadir. Dlinyada rotavirus diyarelerinde en sik goérulen
serotipler G1P[8] (%64), G2P[4] (%12), G3P[8] (%3), G4P8 (%9) ve son
zamanlarda onem kazanan G9P[8] ve G9P[6] (%4)'tur. Bu serotipler asi
calismalarinda o6nem tasir. Serotipler birbirlerinden noétralizasyon
testleriyle ayrilirlar.”®  Gunumiize kadar 23G ve 31P serotipi

belirlenmistir."1®

2.3. Rotavirusun yapisi ve proteinleri

Rotavirus kapsidi genomu gevreleyen u¢ konsantrik protein
tabakadan olugsmaktadir. Tam bir virion U¢ tabakali partikil olarak
adlandirihr. Rotavirusun; dis tabakasi olmadidinda ise ¢ift tabakal
partiktili  (Doubled-layered particles DLP) olusturur ve bu tabaka
enfeksiy0z degildir. Virionun iki dis tabakasi olmadiginda da tek tabakali
partikiiller (Single—Layered Particles SLP) olarak adlandirilir (Resim 1)."”

-

Resim 1: insan rotaviruslarinin negatif boyali bir preparatinin elektron mikrografisi.
D, cift tabakal partikiiller; S, tek tabakali partikiiller; E, bos kapsitler; i, i¢ tabaka
fragmenti; io, i¢ ve dis tabaka kombinasyonunun fragmentleri. icteki resim: Viral
preparatin sodyum dodesil siilfat ile muamelesiyle elde edilmis tek tabakali
partikuller. Gizgiler, 50 nm.



Rotavirus genomu 11 segmentten olusan gift iplikli
Ribonukleik asit (dsRNA) icermektedir. Genomda bulunan 11 RNA
segmenti virus partikullerini olusturan 6 yapisal protein (VP) ve 6 yapisal
olmayan proteini (NSP) kodlamaktadir (Sekil 1)."%'4

Yapisal proteinler VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 ve VP7’den
olusmaktadir(Sekil 1,2). Yapisal olmayan proteinler ise NSP1-NSP6’ dan
olusmaktadir (Sekil 1). Kor rotavirus genomunu cevreler ve mRNA sentezi
icin bol miktada RNA polimeaz enzimi igerir. Virionlarin %16’si nukleik
asittir. Toplam genom 16500-21000 nukleotid uzunlugundadir. Virusun 5’
ve 3’ terminal siralari korunan bolgelerdir. Viral genomun segmentli olmasi
bu viruslarin genetik reasssortment olusturmalarini saglamaktadir."
Genom segmentleri yaklasik 660 - 3300 baz cifti kadardir ve kodladigi
proteinlerde 12,000-125,000 civarinda molekiiler agirliga sahiptir.®

dsRNA
segment Protein
1_-_ VP1
2_-_. VP2

VP3

3 =
4/”<VP4

5— B — NsP1

66— —— VP6

7 NSP3
g>-< NSP2
vP7

10— @ — NSP4

11— @ NSP5
NSP6

Sekil 1: Rotavirusun genom segmentleri ve segmentlerden kodlanan proteinler ’



2.3.1. Rotavirusun yapisal proteinleri

Yapisal proteinler viral RNA'nin 1, 2, 3, 4, 6 ve 9.
segmentlerinden kodlanmaktadirlar. Yapisal proteinlerden VP1, VP2 ve
VP3 korda, VP6 i¢ kapsitte, VP4 ve VP7'de dis kapsitte yer almaktadir.'

Rotavirusun, 1. genom segmenti 125 kDa'lik VP7Ti
sentezlemektedir. Protein VP1 kor bdlgesinin yapisinda yer alan Ug¢
proteinden biridir. Bu protein RNA-bagimli RNA polimerazdir (RbRP) ve
tim viral polimerazlarin ortak dizisini paylasmaktadir. Replikasyonda
gérev alan bu protein tek iplikgikli RNA’ya (ssRNA) baglanma o6zelligi
tasimaktadir. ikozahedral kdselerinden VP2 ile etkilesim kurmakta, VP3

proteini ile de kompleks olusturmaktadir.’”"®

Rotavirus RNA’sinin 2 no’lu segmenti tarafindan VP2
sentezlenmektedir ve RNA'ya bagimli bir protein olarak bilinmektedir. Kor
bélgesinde baskin olarak yer alan, 102 kDa'lik bir proteindir.'®%® Protein
VP2, ikozahedral bir kalipta 60 dimer seklinde organize olmus 120
molekulden olugmaktadir. Boyle 120 sublniteden olusan ikozahedral bir
organizasyon essizdir ve sadece cift zincirli RNA iceren viruslarda
bulunmaktadir.' Protein VP2 hem tek hem de cift zincirli RNA’ ya
baglanma 6zelligine sahiptir.? Protein VP2'nin N-terminal rezidileri RNA
baglama aktivitelerinin yaninda VP1 ve VP3 ile iligki saglamada

onemlidir.”” Protein VP2, VP1’in replikaz aktivitesi icin gereklidir. %

Rotavirusun, VP3 proteini 3 no’lu segmentten kodlanmakta

ve kor yapisinda yer almaktadir.'



Protein VP3, kor bolgesinin minor (98kDa) bilesenidir. Guanil
ve metil transferaz aktivitesine sahiptir. Enkapside RNA transkriptlerinin

uretilmesi icin enzimatik fonksiyonlari gerceklestirmektedir. 17

Rotaviruslarda disg kapsid, bir glikoprotein olan VP7’nin
(38kDa) 780 kopyas! ve spike protein VP4’an (88kDa) 120 kopyasindan
olusmaktadir. Protein VP4 konak hicreye tutunmadan ve penetrasyondan
sorumludur. Ayrica hemaglitinasyon, noétralizasyon ve virulans faktoru
olarak gérev almaktadir.'”” Genom segment 4, VP4’ (i sentezlemektedir.
Rotavirus VP4 proteini ikiye ayrilarak, VP5 ve VP8'i olusturmaktadir.
Protein VP5 ve VP8 dis kapsidde yer alarak hemaglutinin ve notralizasyon

antijenlerini icermektedirler. 10

Viral protein 6 i¢ kapsidde yer alan, 6. segmentten kodlanan,
hidrofobik alt grup antijenidir. Kapsid proteinlerinin %51’i VP6‘dan
olugsmaktadir. Bu protein non—notralizan antikor cevabini
olusturmaktadir.’® Protein VP6 dis tabakada VP4 ve VP7 ile i¢ tabakada
da VP2 ile etkilesime girerek hucreye girisi ve endojendz transkripsiyonu
tamamlamaktadir. Rotavirusun VP6 tabakasinda bulunan kanallarin
MRNA’nin ¢ikigi igin kullanildigr dusunulmektedir. i Ayrica VP6, NSP4 ile

de etkilesim kurmaktadir.?'

Rotavirusun VP7 proteini dis kapsidde bulunan ve toplam
kapsid proteinlerinin %30 ‘unu olusturan, 9 no’lu segmentten kodlanan
yapisal bir proteindir. Bu protein notralizan antijeni iceren ve rotaviruslarin
hidcreye tutunmasini saglayan bir yapidir. Dig kapsidin glikozillenmis en

bilyiik proteinidir. Grup A viruslarin G serotipinden sorumludur.®



Sekil 2: Rotavirusun yapisal proteinleri 14

2.3.2. Rotavirusun yapisal olmayan proteinleri

Rotavirus genom segmentlerinden 5, 7, 8,10 ve 11 yapisal
olmayan proteinleri kodlamaktadir (Sekil1)." Yapisal olmayan proteinler
enfekte hlcrelerde sentezlenir. Bu proteinler replikasyon déngusunin bazi
kisimlarinda, konak proteinlerini etkileyerek patogenez olusturmada ya da

enfeksiyona immun cevapta rol oynamaktadlrlar.14

Rotavirusun NSP1 proteini 5. segment tarafindan kodlanir.
Rotavirus enfeksiyonlari sirasinda interferon regulatér faktorleri IRF3,
IRFS ve IRF7 fonksiyonlari Uzerine antagonist etki yaparak, Tip 1
interferon cevabini inhibe etmektedir. interferon regulator faktorleri 3, IRF5
ve IRF7’nin degredasyonunu uyararak, virus yayillimini engellemeye

calisan immun mekanizmaya antagonist calismaktadir. %2

Viral RNA'nin 8. segmentinde NSP2 kodlanmaktadir.

Enfekte hlcrelerde oldukga fazla bulunan, 317 aminoasitten olusan,
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yuksek Olcude korunmus, 35Kda’luk bir proteindir. Viroplazmada
lokalizedir. Protein NSP2 oktamerleri NuUkleozit trifosfataz (NTPaz)
aktivitesi ile ilgilidir.>® Virusun NSP2 oktamerleri Mg*2-bagimli niikleozit 5'-
trifosfat (NTPaz) ve Mg**- bagimsiz heliks-de stabilizasyon aktivitesine
sahiptir. Nukleozit Trifosfat ‘in NSP2 tarafindan hidrolizi sirasinda

(NTP—NDP+P;) protein fosforilasyon gegirmektedir.*

Viroplazmanin olusumu NSP2 ve NSP5 proteinlerine
baglidir. Protein NSP2’'nin VP1’e affinitesi oldugu kanitlanmigstir. Rotavirus
morfogenezinde, kor olusumunun desteklenmesi igin gerekli olan uygun i¢
kapsid proteinlerinin viroplazmaya toplanmasinda NSP2 ve NSP5 gorev

almaktadir.?®

Viral RNA’nin 7. segmentinden NSP3 kodlanir. Viral
MRNA’nin translasyonunu kolaylastiran bir proteindir. Viral transkriptlerde
konsensus 3’ dizisini taniyan, 63kDa’lik temel bir proteindir. Rotaviral
transkriptler, transkripsiyon sirasinda VP3'Un etkisiyle 3’uclarindan
kapatiimigtir. Ancak 5 uglari poli-adenillenmemistir. Rotaviruslar genom
tarafindan kodlanan proteinlerinin translasyonunu konaga vyaptiririar.
Konak hucrelerinde de sadece poliadenillenmis ve kapatiimig mesajlar
translasyona ugratiimaktadir. Rotavirusun NSP3 proteini konak
translasyonunu bozarak viral mRNA tarafindan kodlanan translasyonun
gerceklestiriimesini saglar. Asimetrik NSP3 homo-dimerleri 3’konsensus
dizisine (5-GUGACC) baglanir ve buyuk bir kismini homo-dimer Uzerinde
kokll, derin bir yarik icinde saklar. Boylece 3’ terminal nukleotitleri i¢in bir
son yaratir. Bu siki etkilesim sadece rotavirus mRNA’sInin translasyonunu
saglamakla kalmamakta ayni zamanda selller nukleazlarin rotavirus

mesajlarini yikmasini da engellemektedir."’
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Protein NSP4 10. gen segmenti tarafindan kodlanmaktadir.
Viral olgunlagmada rol oynamaktadir. Tek tabakali partikuller i¢in hicre igi
bir reseptdr olarak goérev alir ve bu partikillerin tomurcuklanarak
Endoplazmik retikulum (ER) membrani boyunca translokasyonuna yardim
eder. Tomurcuklanan partikillerden yalanci zarfin ayrilmasi icin NSP4’Un
glikolizasyonu gereklidir. Toplam 175 aminoasitten olugsan NSP4
glikoproteininin Gzerinde iki fonksiyonel domaini bulunmaktadir. Bunlardan
biri SLP’ye tutunmayi saglarken digeri VP4 proteinine baglanmayi sadlar.
Bu domainler sirasiyla 161-175 aa ve 112-148 aa ‘da bulunmaktadir.

Protein NSP4 ile VP6 arasinda da bir korelasyon oldugu bilinmektedir.?’

Ayrica NSP4 enfeksiyon sirasinda diyareye sebep olan bir
viral enterotoksin olarak gérev almaktadir.?’ Protein NSP4 ve NSP4’ten
tireyen 22aa’lik bir peptid, ER’den kalsiyum iyonunun transportunu
harekete gegiren kalsiyum-bagimli sinyal transduksiyon yolunu aktive
ederek hiicre ici kalsiyum ([Ca*™]i) seviyesini yiikseltmektedir, artan
[Ca*?]i konsantrasyonu, sitoskeleton disorganizasyonu ve hiicre 8limdi ile
sonuglanabilen membran de stabilizasyonuna neden olur. Bu nedenle
NSP4’Un enfekte hulcrelerden salinigindan sonra intestinal epitele
baglanmasi, iyon transportunun bozulmasina ve diyareye neden
olabilmektedir.'® Hiicrelerde hiicre ici Ca**yi toplayan tek rotavirus proteini
NSP4’dir."

Bir diger protein NSP5 segment 11 tarafindan kodlanan iki
proteinden (NSP5 ve NSP6) buyuk olanidir. Bu protein, 5’ proksimal
AUG’de baslayan uzun acik okuma cercevesi (ORF)den eksprese
edilmektedir. Serin ve treonin rezidileri bakimindan zengin, oldukca asidik

bir proteindir. Bu protein 198 aa’den olusur ve dimeriktir. 242> 2°
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Enfekte hucrelerde oksijene bagh glikolizasyon (O-linked
glycosylation) gecirir ve hem hipo- hem de hiper-fosforillenmis formda
bulunur. Protein NSP5, VP1 ve NSP2 ile etkilesim halindedir ve bir RNA
baglayici proteindir, ancak diger NSP’lerden farkli olarak hem ssRNA hem

de dsRNA’ ya non-spesifik olarak baglanabilir. %2 2°

Viroplazmanin olusumunda NSP2 ve NSP5 proteinleri
birlikte rol almaktadir. Protein NSP2'nin VP1’e, affinitesi oldugu gibi,
NSP5’in de VP2'ye affinitesi oldugu kanitlanmistir. Protein NSP5, NSP2
ile birlikte kor olusumunun desteklenmesi igin gerekli olan uygun i¢ kapsid

proteinlerinin viroplazmaya toplanmasini saglamaktadir. 2°

Yapisal olmayan protein NSP6, (11kDa) 11. segmentin
alternatif bir acilk okuma cergevesi tarafindan kodlanan kiguk bir
proteindir. Viral izolatlarin cogunda 92 aa uzunlugundadir ve viroplazmada
lokalizedir. Bu protein, NSP5 proteininin dimerizasyonu igin gerekli olan C-
terminal bdlgesi ile etkilesim halindedir. Bu nedenle NSP6, NSP5
dimerlerinin olusumunu etkilemektedir. Protein NSP5’in dimerizasyonu bu
proteinin hiperfosforilasyonuna da etki eder. Bu nedenle NSP6 dolayli

olarak fosforilasyonu da kontrol eder. %°

Ozet olarak NSP6, NSP5in multimerizasyonu ve
fosforilasyonunda regiilator rolii oynayan bir proteindir.?*%> Protein NSPS,
Mc323 ve Alabama gibi bazi A grubu rotavirus suslari ve tim C grubu
rotaviruslarda kodlanmamaktadir. Bu da NSP6’nin replikasyonda yer
almadigini ve bu suslarda yerini fonksiyonel olarak bagka bir protein ile

degistirdigini gdstermektedir.?®
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Tablo1: Rotavirusun Yapisal ve Yapisal Olmayan Proteinlerinin Ozellikleri

RNA Baz Kodlanan Proteinin Proteinlerin o6zelikleri
segmenti ciftleri proteinler = molekiiler

sayisl agirhgi H10™

1 3300 VP1 12.5 Yapisal protein, i¢ kor proteini,
RNA bagimli RNA polimeraz,
ssRNA’ya baglanma, VP3 ile
kompleks olusturma, VP2 ile
etkilesim

2 2700 VP2 9.4 Yapisal protein, kor proteini,
dsRNA ve ssRNA’ya baglanma,
VP1 replikaz aktivitesi i¢in
gerekli

3 2600 VP3 8.8 ic kor proteini, guanil transferaz,
metil transferaz, VP1 ile
kompleks olusturma

4 2360 VP4 8.7 Dis kapsid proteini, reseptdr
baglama, virulans faktord,
noétralizasyon proteini,
hemaglitinasyon fiizogenik
protein, VP5 ve VP8 olusturma

5 1600 NSP1 5.9 Yapisal olmayan protein,
RNA’ya baglanma, IRF ‘ye
antagonist

6 1360 VP6 4.5 ic kapsid proteinin, grup ve
subgrup antijeni, transkripsiyon
icin gerekli

7 1100 NSP3 3.5 Yapisal olmayan protein, mMRNA

baglayici, konak translasyonunu
engelleme.

8 1060 NSP2 3.7 Yapisal olmayan protein, RNA
ve NSP5 baglayici, viroplazma
olusturma

9 1060 VP7 3.7 Dis kapsid glikoproteini,
noétralizasyon proteini

10 750 NSP4 20 Yapisal olmayan protein,
transmemran proteini,
enterotoksin, hiicrede Ca*?
toplama

11 660 NSP5 2.2 Yapisal olmayan protein,
fosforillenmis, NSP2 baglayici,
VP2 ve NSP6 etkilesimi

NSP6 1.2 Yapisal olmayan protein, NSP5
dimerizasyonu ve fosforilasyonu
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2.4. Rotaviruslarda replikasyon ve morfogenez

Rotaviruslarin replikasyonu genellikle maymun bdbreginden
koken almis devamli hicre kulturlerinde incelenmistir. Bu hicrelerde

rotaviruslar 10-12 saat gibi kisa bir siirede replike olmaktadir. ""°

Rotaviruslarda dis kapsid VP7 ve VP4’ ten olusmaktadir.
Konak hlcreye tutunma ve penetrasyondan VP4 sorumludur ve proteolize
yatkin bir proteindir. Protein VP4’Un tripsin ile proteolitik yariimasi viral
infektiviteyi kat kat arttirir ve hilcre igine girisi kolaylastirir. Proteoliz
sirasinda VP4; VP5 ve VP8 yapilarina ayrilir. Yarilma urunleri virionla

iliskili olarak kalir."”

in vitro deneyler VP5 gibi proteolitik olarak aktive edilmig
partikullerin lipofilik aktiviteye sahip oldugunu goéstermistir. Bu nedenle
proteoliz rotaviruslarin hucreye girisinde onemli bir anahtar olugturur ve
rotavirus replikasyonu proteazlarca zengin bir ortam olan ince barsak
enterositleri icinde gerceklesir. Proteolizle artan infektivitenin molekuler
mekanizmasi ve membran penetrasyonundaki roliu tam olarak
bilinmemektedir. Tripsin ile yariilmanin, spike proteinin baglanmasini
dizenledigi ve ikozahedral dizilimi verdigi dugunulmektedir, yani dogru
konformasyonun olugturuimasi ve spikelerin uygun baglanmasinin

saglanmasinda hiicre igi bir rol oynamaktadir.'’

Birgok caligmadan elde edilen sonucglara gore rotavirusun
hicreye girisi ilk hicreye tutunma basamaginda siyasilik asit (SA) iceren

reseptorleri, sonraki tutunma basamaklarinda da avp3, a4p1 ve a2p31 gibi
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integrinleri gerektiren ¢ok basamakli bir islemdir. Bu islemde VP8 domaini
SA ile etkilesime ihtiya¢ duyarken, VPS5 integrinler ile etkilesmektedir.
Ancak SA tim rotavirus suslarinin enfeksiyonu igin gerekli bir basamak
degildir. insan rotaviruslarini da icine alan birgok rotavirus susunda

hiicreye giris SA varligindan bagimsizdir.""?’

Hucreye giris igslemi ¢ok basamakhdir ve bir seri
konformasyonel degisiklik gerektirmektedir. Ornegin SA bagimh suslarda
VP4’Un integrinlere daha etkin baglanabilmesi i¢cin VP8'de konformasyonel
degisiklikleri uyarabilmektedir. Siasilik asitten -bagimsiz olanlarda ise VP4
reseptorler ile etkilesime girmek igin uygun konformasyonel yapidadir.
Hucreye giriste VP4’Un konformasyonel adapte olabilirligi ve esnekligi

énemli bir rol oynamaktadir.’”?®

Protein VP7’nin hicre ile erken etkilesimi bilinmemektedir,
ancak VP7’nin tutunma ve girig iglemi sirasinda VP4’un fonksiyonunu
degistirebildigi ve VP4 ile ilk etkilesim basladiktan sonra hicre yuzey

molekdilleri ile etkilesime girebildigi diistinilmektedir."”

Hucreye qiris sirasinda gercgeklesen olaylardan ilki
transkripsiyon igin aktif DLP olusturmak igin dig tabakanin kaybedilmesidir.
Protein VP7 kalsiyumu baglama o6zelligine sahiptir. Uygun seviyelerdeki
kalsiyum VP7 tabakasinin yapisal butunliguna korurken, sitoplazmada
oldugu gibi dugsuk konsantrasyondaki kalsiyum ise VP7 trimerinin
¢Ozulmesini uyarmakta ve VP7 tabakasinin soyulmasini saglamaktadir.
Dis tabakanin soyulmasi ile replikasyon igin 6nem tagiyan transkripsiyonel
yapi DLP olusur. Cift tabakali partikiller konak sitoplazmasina yayiimistir.
Bu partikller sahip olduklari viral RNA'dan viral mRNA’lar (pozitif iplikcik)
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ureterek sitoplazmaya yollar. Virusun VP6 tabakasindaki kanallarin
MRNA’nin  ¢ikisi igin kullanildidi dusunulmektedir. Endojen genom
replikasyonu ve transkriptlerin (mRNA) ayrilisini takiben rotavirus

replikasyonun ¢ temel asamaya sahip oldugu gériilmektedir.” Bunlar;

Translasyon ve viral proteinlerin sentezi
Replikasyon, genom paketlenmesi ve DLP’in toplanmasi

Yeni olusturulan DLP’In ER’ye tomurcuklanmasi ve olgun TLP’nin

olusturulmasi igin dis tabakanin toplanmasi

Pozitif tek iplikgcik RNA transkriptleri (viral mRNA’lar)
rotavirus proteinlerini kodlar ve progeni dsRNA'yI olusturmak igin negatif
iplikgiklerin olusturulmasina kalip goérevi yapar. Translasyon ile viral
proteinler olusturulur. Yeni sentezlenen viral proteinler (VP1, VP3 vb)
sitoplazmada bulunan viroplazma iginde paketlenerek kor yapisini
olustururlar. Negatif RNA iplikgiginin replikasyonu da korlarin iginde
gerceklestirilir. Negatif iplikgigin sentezi ve sonrasinda cift tabakali yapinin
olusturulmasi RbRP olan VP1 tarafindan gerceklestirilir.'”” Olusan
dsRNA’dan viral transkriptler uretmek igin gerekli tium enzimatik
aktiviteleri, olusan partikullerin kor bolgesindeki proteinler Ustlenmektedir,
cunkl okaryotik hicreler dsRNA kalibindan mRNA transkribe eden RNA

polimerazi tretemezler.™

Viral replikasyon ER’ye yakin, hicre c¢ekirdegine bitisik olan
viroplazma adi verilen Ozellesmis elektron yodun vyapilar icinde
gergeklesir. Viroplazmalar olgun viral proteinlerden olugmaktadir ve viral

replikasyon donglisi sirasinda biiyiiklik ve sekilleri degismektedir.™
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Viroplazmanin olusumu NSP2 ve NSP5 proteinlerine
baghdir. Protein NSP2’'nin VP1’e, NSP5’'inde VP2'ye affinitesi oldugu
kanitlanmistir. Protein NSP2 ve NSP5’in kor olusumunun desteklenmesi
icin gerekli olan uygun i¢c kapsid proteinlerinin viroplazmaya

toplanmasinda dnemli oldugu diisiiniilmektedir.?®

Viroplazmanin gevresinde VP6 bakimindan zengin bir bolge
bulunur ve VPG proteinlerinin korlari ¢evrelemesiyle DLP yapimi
tamamlanmis olur.?® Yeni replike dsRNA’y1 iceren DLP’ler gecici zarfli hale
gelerek viroplazmadan ER’ye tomurcuklanmaktadir. Partikullerin ER’'ye
tomurcuklanmasi DLP’lerin bir hucre ig¢i reseptore baglanmasi ile
baglamaktadir. Bu reseptor bir transmembran ER glikoproteini olan NSP4
proteinidir." Cift tabakali partikiiller, ER transmemran proteini NSP4 ‘e
VP6 proteininin affinitesi ile baglanmakta, DLP-NSP4 etkilesimi DLP’In
VP7 iceren memran kumelerini de uyarmakta ve bilinmeyen bir
mekanizma ile zarfin VP7 componenti TLP olusturmak icin birlesmektedir.
Protein VP4 ‘Un ise nasil birlestigi bilinmemektedir. Cift tabakali partikuller
ER icinde gegici zarfini ve NSP4’lU kaybetmektedir. Protein VP4 ve VP7
dis kapsid tabakasini birlestirerek TLP’yi olusturur. Boylece rotavirus
morfogenezi tamamlanmig olur. Olgun virus partikulleri hicreden hucre

lizisi ile ayrilmaktadir. %

Rotavirus replikasyonu, morfogenezi ve patogenezinde Ca*?
onemli bir yer tutmaktadir. Rotavirus replikasyonu [Ca*?]i seviyesini
dizenlemekte ve 3 kat [Ca™]i artisi ile sonuglanmaktadir. Virion
olusturulmasinda, endojen RNA polimerazin aktivasyonunda ve
viroplazmanin olusturulmasinda Ca*® énemli bir isleve sahiptir. Virus

morfogenezi Ca*? olmadan cift tabakal partikiil basamaginda kalmaktadir.
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Ayrica NSP4, ER'den Ca*? salinmini sadlamakta, bu da
plazma membran gegcirgenligini ve hiicrelere ekstraseliiler Ca* girisini

diizenlemektedir.'

2.5. Rotavirusun Patogenezi

Diyareye sebep olan etiyolojik ajanlar arasinda bakteriler,
parazitler ve c¢esitli toksinler gosteriimekte, viral etkenler ise dunya
genelindeki tum enfeksiydoz diyarelerin = %50-%75’'inden  sorumlu
tutulmaktadir. Rotaviruslar, bebek ve bes yas alti ¢ocuklarda gorllen
diyarelerin, Ozellikle hastane yatiglarina ve bebek olumlerine neden olan
agir gastroenteritin en 6nde gelen nedeni olarak gésterilmektedir.""*'! Bu
ajanlar kansiz bol miktarda, non inflamatuvar diyareye neden olmaktadir.
ince barsak epitelyum fonksiyonunu degistirerek su absorbsiyonunu

onleyip, su ve iyon kaybina yol acarak sulu diyare olusturmaktadir.?

2.5.1. Rotavirus diyarelerinin patofizyolojisi

ince barsakta siralanan hiicreler genellikle enterositler ve
kript hiicreler olmak tzere ikiye ayrilmaktadir (Sekil 3). Villus enterositleri,
sindirim ve emilim fonksiyonlarina farklilasan, villiyi saran olgun ve non-
proliferatif hucrelerdir. Absorptif enterositler cok sayida disakkaridazlari,
peptidazlari, sindirimle ilgili fonksiyonlarin yurataldigu apikal yuzey

lizerinde eksprese edilen diger enzimleri sentezlemektedir.*

Kript epitelyum, kript hlcrelerden olugmaktadir ve villus

enterositlerinin progenitérudur. Normalde enterositlerin ve kript hlcrelerin
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birlikte hareketi elektrolitlerin ve suyun epitelyum boyunca, sabit iki yonlu
akisini saglamaktadir. Villi absorpsiyonu dengelerken, kript hucreler de

sekresyonu dengelemektedir.*

Rotaviruslar ince barsak epitelyumunun olgun enterositlerini
enfekte etmekte ve bu olgun enterositlerde replike olmaktadir. Bu durum
farklilagsmig enterositlerin etkin enfeksiyon ve replikasyon icin gerekli

faktorleri ekprese ettigini ileri stirmektedir.*

Enterositlerde ¢ogalan viruslar nedeniyle villus epitelyumu
atrofi olmakta, mikrovilluslar azalip, kisalmaktadir. Hasarli hlicreler barsak
limenine doékiilmekte ve fazla miktarda virus agiga gikmaktadir. ince
barsak epitelyumunun fonksiyonu diyare ile sonuglanacak sekilde

degismektedir.??

Diyarenin genellikle enterosit harabiyetine sekonder olarak
malabsorpsiyona neden oldugu da gdzlenmistir.®> Malabsorpsiyon,
sindiriimemis mono- ve disakkaritlerin, karbonhidratlarin, yaglarin ve
proteinlerin kolona gegmesi ile sonuglanmaktadir. Sindiriimemis yumusak
ve cignenmis durumdaki yiyecek kutlesi osmotik olarak aktiftir ve kolon
yeterli miktarda su absorbe edememektedir, bdylece osmotik diyare

baslamaktadir.*

Diyarenin, enfekte barsaklarda ylkselmis prostaglandin E2
(PGE2) seviyesine bagh oldugu ve sekresyonun PGE2 tarafindan

uyarilmaya bagl bir sekretuvar komponentinin oldugu ileri stirliimastiir.?
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Rotavirusun NSP4 proteininin, toksin benzeri aktivitesinin
oldugu ve farelere enjekte edildiginde diyareye sebep oldugu
gozlenmistir.>* Farelerde yapilan deneylerde rotavirus diyarelerinde sivi ve
elektrolit sekresyonunun ~%67’sinin enterik sinir sisteminin (ENS)
aktivasyonuna bagli oldugu gozlenmigtir. Bu nedenle rotavirus

enfeksiyonu multifaktériyeldir.>

2.5.2. Rotavirusun tetikledigi divarenin giincel modeli

Diyareye onculuk eden islem, rotavirus ince barsaklarda
enterositlere baglanip, onlari enfekte ettiginde baslamaktadir (Sekil 3A).
Virusun hdcre igine girisi ve dis kabugunun soyulmasi ile viroplazma
olusmakta, virus ve viral proteinler salinmaktadir. Boylece hicreler luminal
virus tarafindan enfekte edilmektedir. *® Bu durum hiicre icinde ¢ok sayida
hicresel islemi tetiklenmekte, klasik olmayan vyolla NSP4
salgilanmaktadir. Hucre ici NSP4 internal depolardan, oncelikle ER’'den,

Ca*?salinimini uyarmakta ve [Ca*?]i’ yi arttirmaktadir (Sekil 3.A). 14303432

Hiicre ici Ca*?nin artisi, mikrovilus iskelet ag yapisinin
bozulmasina, epitelyumun absorptif kapasitesinin azalmasina, epitelyal
yuzey Uzerinde sindirimle ilgili enzim ekspresyonunun azalmasina neden

olmakta ve diyarenin malabsorbsiyon bilesenini dogurmaktadir.*

Enfekte hucrelerden NSP4’GUn salinimi, enfekte olmamis
hicreler Uzerinde parakrin etkilerin olmasina neden olmaktadir. NSP4,
spesifik reseptorler kullanarak bu hicrelere baglanmakta ve fosfolizpaz C-
inozitol 1,3,5-trifosfat (PLC-IP3) kaskadini tetiklemektedir, bu da ER’den

Ca™ ‘nin salinimi ve [Ca*?] artisi ile sonuglanmaktadir (Sekil 3.A).
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Sadece enfekte hucrelerden salinan NSP4 PLC'yi uyarabilmekte, hicre igi

NSP4 ekspresyonu PLC uyarimi yapamamaktadir, 2%0%2

Eder NSP4, enterositler Uzerinde etkili olursa siki
baglantilarin (Tight junction) ayrilmasina neden olmakta, su ve elektrolit
akigina izin  vermekte yani paraselliler gegirgenlik artigi ile
sonug¢lanmaktadir. E§ger NSP4 kript hucreler Gzerine etki gosterirse [Ca™?);
‘de dogan artis kript hucrelerde sekresyonu baslatmaktadir. Bu olay bir CI
tasiyicisinin - aktivasyonu aracihgr ile saglanmaktadir ve diyarenin
sekretuvar komponenti artigi ile sonuglanmaktadir. Kript hudcrelerin
sekresyonuna neden olan bir diger yol ise salgilanan NSP4 ya da enfekte

hicrelerden salinan diger efektor moleklllerin  ENS’yi uyarmasi ile

+2]i +2]i

gerceklesmektedir. Uyarilan ENS, [Ca™“]; ‘de artisa neden olmakta, [Ca
artisi da CI" salinimini uyarmaktadir (Sekil 3.C). Calismalarin sonucunda;
ENS’nin fonksiyonlarini bloke eden ajanlarla yapilan deneyler rotavirus
enfeksiyonunun ENS’nin uyarilimi yoluyla sekresyona sebep oldugunu

gostermektedir.?%:3032
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Sekil 3: Rotavirusa bagl diyare modeli

Panel A, enfekte epitelyumdaki olaylari resmetmektedir. NSP4; “kirmizi uiggen”,
paraselliller su ve elektrolit akisi; “yesil ok”, kript hiicre; “kahverengi” ile

gosterilmistir.

Panel B, ince barsagin normal yapisini, ENS ve onun farkh submukozal
seviyelerdeki ganglialarini géstermektedir.

Panel C, ENS’de villus epitelyumundan sinyal alabilen ve kript epitelyumunu
aktive edebilen bir refleks arkini géstermektedir. C 1, antikor ile kaplanmig yetigkin
fare ince barsak villuslarinin tim kaidesini gostermektedir(Sari pigmentler). C 2,
enfekte villus enterositlerinin ENS’yi NSP4’lin bazolateral salinimi ya da diger

efektoér molekiiller ile uyarabildigini géstermektedir. '3
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2.5.3. Diyare indiksiyonunun molekuler esaslari

Rotavirus enfeksiyonu sirasinda olusan diyare

multifaktoriyeldir. Bu faktorler;

1-Enfeksiyon sirasindaki enterosit harabiyetine badli olarak

gelisen _malabsorpsiyonlar: Rotavirus diyarelerinin malabsorptif unsuru

virus ile primer enfeksiyona bagli gibi gdriinmektedir. Hiicrede Ca*?
homeostazisinin  bozulmasi viral proteinlerin sentezi araciligiyla
gerceklesmektedir. Plazma membrani ve ER’de artmis Ca*? permeabilitesi
[Ca*™; artisini baslatmakta bu da hiicre lizisini baslatan olaylar zincirini
tetiklemektedir (Sekil3A).3*>? Hiicrelerde eksprese edilen NSP4 de [Ca*?);
artisini  baslatmaktadir. Bu durum NSP4’lin virusa bagh [Ca*¥;
regulasyonunu bozan medyatér oldugunu isaret etmektedir. Protein
NSP4’lUn bir segmenti enfeksiyondan hemen sonra klasik olmayan bir yol
araciligiyla salgilanmistir ve hiicreye distan baglanan bu fragment [Ca*? ];
de bir artisa da neden olmaktadir. *° Hiicre igi Ca*™ deki artisi NSP4’tin bir
apikal reseptore baglanmasi takip etmektedir. Bu da PLC-IP; kaskadini
tetiklemekte ve hiicre ici depolardan Ca*? salinimi ile sonuglanmaktadir.
3032 Byna karsilik hiicre ici NSP4 tarafindan uyarilan [Ca*?]ideki artis PLC
stimulasyonundan bagimsizdir. Protein NSP4 aracili etkiler dnemli, gozle
gorunur doku hasari olmadiginda enfeksiyonun diyare yapma etkilerini
cogaltabilmektedir. Ancak inaktive olmus rotavirus partiktllerinin diyareyi
uyarmasi viral yapisal proteinlerin de diyareyi baglatan regulasyon

bozuklugunda rol alabildigini ileri sirmektedir. %2

Rotavirus enfeksiyonlari enterositler uzerinde

malabsorbsiyona yol agabilen bagka etkilere de sahiptir. Enfeksiyon, hlicre
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ici sodyumda [Na']; bir artisa ve hiicre i¢i potasyumda [K']; bir azalisa
neden olmaktadir. Na* ve K™nin hiicre igi seviyelerindeki degisiklik
elektronotral NaCl absorpsiyonunu ve Na* bagimli besin absorpsiyonunu

bozabilmekte ve sivi kaybi ile sonuglanmaktadir.®

Enfeksiyon, enfekte enterositlerin ylzeyinde sindirim
enzimlerinin salinimini da azaltabilmektedir. Ornegin, alkalen fosfataz,
sukraz, laktaz ve maltaz azalmistir. Rotavirus enfeksiyonunun indukledigi
hiicre ici Ca*? artisi Ca* ‘ye duyarl proteinler olan F-aktin, villin, ve
tubulini etkilemekte, mikrovilar yapiya zarar vermektedir. Hem rotavirus
enfeksiyonlari hem de NSP4, enterositler arasindaki epitel bariyerleri
koruyan siki baglantilarda fonksiyonel degisikliklere neden olmaktadir.
Virus ya da NSP4 tarafindan uyarilan, transepitelyal direncgteki disus

enfeksiyonun paraselliiler sizintiya neden olacagini géstermektedir.*

2-Sekresyon:  Villus  epitelinde  olusan  fonksiyonel
degisikliklere bagli olarak salgisal komponent de diyarede yer alir.
Sekresyonda yer alan en 6nemli iki yapit NSP4 ve ENS’dir. Salgilanmig
NSP4’lUn tam olarak rolli ve hedefi belli degildir. Enterosit epitelyumunda
NSP4 sadece enfeksiyonun etkilerini arttirmakta olabilir. Ancak NSP4 kript
epitelyumda da gorev alabilmektedir (Sekil 3A). Kript hicre de [Ca™?);
artisini uyarmakta, CI" sekresyonunu aktive etmekte ve su cikigini
baslatmaktadir. Protein NSP4’tin bir kanal olusturabilecei veya Ca*? ile
aktive edilebilen atil bir anyon kanalini aktive edebilecegi ileri

surtilmektedir. 2%

NSP4’ln bir diger muhtemel hedefi de ENS’dir. Enterik sinir
sistemi villus epitelinin hemen altinda bulunmakta ve rotavirusla harap

olmus epitelden uyari almaktadir (Sekil 3C,Ek1). 2%3°
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Enfeksiyon esnasinda ENS aktive olunca, villus ug¢larinda az
sayida hucre enfekte olmasina ragmen kript hicreleri elektrolit ve su
sekrete etmek Uzere uyariimaktadir. Enterik sinir sistemini stimule eden bir
madde olan 5-Hidroksi Triptamin’in (5-HT) salinimini, muhtemelen NSP4
enterokromafin  hlcrelerine  baglanarak induklemekte ve ENS
uyariimaktadir. (Sekil 3C,Ek2). Enfekte hulcrelerden kemokin ve
prostaglandin sekresyonu da ENS'’yi stimule edebilmektedir. Sonugta
muhtemelen NSP4 ve ENS enfeksiyona karsi gelisen sekretuvar yanitta

onemli rol oynamaktadir. 2°

3-Villus iskemisi: Barsak epitelyumuna zarari minimum

olmasina ragmen bazi galismalarda gozlenen villus iskemisinin diyareye
yol actigi dusinulmektedir. Enfekte hicrelerden bilinmeyen bir vazoaktif
ajan salinimiyla lokal villus iskemisi gelisip sonugta enterositlerde
fonksiyon bozuklugu meydana gelmektedir. Ancak villus iskemisinin dnemi

heniiz agik degildir. 2%

4-Barsak motilitesi: Rotavirus enfeksiyonunda barsak gegis

zamani azalmigtir, bu durum barsak moaotilitesinin artmis oldugunu
gostermektedir. Genelde motiliteyi ENS kontrol etmektedir, ancak

molekiiler stimilatori kesin olarak bilinmemektedir. 2%3°

2.6. Klinik Bulgular

Rotaviruslar, bircok Ulkede 0-5 yas grubu cocuklarda akut
gastroenteritlerin ~ onemli  bir  etkenidir.  Cocuklarda  rotavirus

enfeksiyonlarinin  klinik  spektrumu  asemptomatik  enfeksiyondan
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dehidratasyon ile seyreden ciddi diyare ve 6lume kadar degismektedir.
inkiibasyon periyodu 1-4 giindiir. Hastalik hafif ates (%60-%65) ve kusma
(%60-%70) ile baglamaktadir. Abdominal agrida gorulebilmektedir.
Genellikle 1-3 gun suren kusmayi ani baslayan sulu diyare izlemektedir.
Diyare kansiz ve mukussuzdur.®*® Sulu diyare 5-8 giin siirmektedir. Ates
genellikle 38.5-39.5 civarindadir. Ancak 6nemli derecede dehidratasyon
varsa daha yuksek olabilmektedir. Tedavi edilmedigi takdirde siddetli
elektrolit ve su kaybina sebep olmaktadir. Agir tablolarda asidoz ve sok
gozlenmektedir. Yenidogan ve ¢ocuklarda olumcul olabilmektedir. Yetersiz
beslenen gocuklarda yan etkiler fazladir ve 6lum normal gocuklardan daha
fazladir. Hastalik kendi kendini sinirlamakla birlikte, normal suresi 3-8

gundir. """

Maternal antikorun koruyucu etkisinden dolay! alti aydan
kuguk yeni doganlarda enfeksiyonlar siklikla asemptomatiktir. Olgularin
%20’si ise semptomatiktir ve genellikle hafif seyirlidir. Ancak prematire
bebeklerde ciddi enfeksiyonlar gorulebilmektedir. Erigkinlerde rotavirus
enfeksiyonu cogunlukla hafif veya asemptomatiktir, bircok calismada

serokonversiyon gosterilmistir. "’

Gastrointestinal semptomlardan 6nce koriza ve 0oksuruk
gézlenebilmektedir. Ust solunum bdlgesinde virus replikasyonu virusun
yaylhmi agisindan onem tasimamaktadir. Elektrolit dengesizligi sonucu
siddetli olgularda ya da dogrudan merkezi sinir sisteminin viral
enfeksiyonunda norolojik semptomlar gorulebilmektedir. Rotavirus ayrica
aseptik menenijit, nekrotizan enterokolit, akut kas yangisi, hepatik apse,
pnémoni, Kawasaki hastaliyi, Ani Bebek Olimi Sendromu (SIDS) ve

Crohn hastaligi ile iligkili bulunmustur. immiin sistemi baskili gocuklarda
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rotavirus gastroenteritleri haftalar ya da aylar suren persistan

enfeksiyonlara neden olmaktadir. 3

2.7. Bulagma yollari

Rotaviruslar esas olarak fekal-oral yolla bulasmaktadir.
Ancak rotavirus oda isisinda uzun sure stabil kaldigindan kontamine
ylizeye temas ile kontamine su ve yiyeceklerle de bulasabilmektedir."
Enfekte infantlar hastaligin baslangicinda ve baglangi¢tan sonra 4-7 gun
icinde fecesleri ile yuksek konsantrasyonda virus atilimini
gerceklestirmektedir. Rotavirus diyaresinin erken doneminde digkida
10""""/ml kadar yiiksek sayida virus bulunmakta bu da bulasmayi
kolaylastirmaktadir. immiin baskili hastalarda virus atilimi 30 giin ya da
daha fazla sure ile olabilmektedir. Enfekte infantlarin bezleri ve kiguk
cocuklarin hijyen kurallarina uygunsuz davraniglari virusun yayilimina
neden olmaktadir.""** Solunum vyollarindan bulasma oldugunu belirten

calismalarda mevcuttur.®

Rotaviruslar, genellikle toplu halde yasanilan yerlerde salgin
yapar. Cocuk gundtz bakim evleri, okullar, yashlarin yasadigi huzurevleri,
askeri birlik mensuplari, saglik galisanlari, turistler, rotaviruslarin normale
gére daha sik etkiledigi topluluklardir. Erigkinlik ¢agindaki en blyuk risk
faktorini ise, ailedeki sut c¢ocugu olusturmaktadir. Sit g¢ocugu
enfeksiyonlar sirasinda, erigkinlerin %50’si enfekte olmaktadir. Ancak bu
enfeksiyonlarin sadece 1/3 ‘U semptomatiktir. Rotaviruslar, degigik hayvan
(buzagi, domuz vyavrusu, kuzu, civciv) tarlerini de enfekte

edebilmektedir.>> "1
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Hasta yatisinin yogun oldugu servislerde nozokomiyal
enfeksiyonlarin gozlendigi belirtilmigtir. Rotavirus ile ilgili hastane
yatislarinin yaklasik 1/3’Uni nozokomiyal enfeksiyonlar olusturmaktadir.
Baska nedenlerle hastaneye yatmis olan ve yatiginin Gdguncu gununden
sonra diyare gelisen hastalarda rotavirus c¢ok sik kargilagilan bir
etkendir.*” Avrupa’da yapilan bir galismada toplumdan edinilmis rotavirus
enfeksiyonu olan c¢ocuklarla ilgilenen saglik gorevlilerinin  %77’sinin
ellerinde rotavirus bulundugu bildiriimektedir. Bu da saglik personelinin

tastyicii§inin yiiksek oldugunu diisiindirmektedir.

2.8.immiinoloji

Hastaliktan korunma esas olarak bagirsak lumenindeki
antikorlarla, oOzellikle IgA ile saglanmaktadir. Aktif veya pasif olarak
kazanilan antikorlar (kolostrum ve anne sutindeki antikorlar dahil)
hastaligin ciddiyetini azaltmakta, ancak enfeksiyonu tam olarak
engellememektedir. ilk olarak bir hafta sonra duedonum sivisi ve serumda
6zgul IgM cevabi olugsmakta, 1-4 ay kadar sonra duedonum sivisi ve
serumda 6zgul IgG ve IgA cevabi gelismektedir. Bir yil sonra serumda

6zgiil IgG cevabi devam etmekte ancak IgA saptanmamaktadir. 1"

Buna gore digki ve serumda IgA yakin zamanda gegirilen bir
enfeksiyonu gosterirken, serumda IgA yokken IgG saptamasi eski bir
enfeksiyona isaret etmektedir. Mukozal ylzeylerde bir yiIl sonra ise her iki
antikor da saptanamamaktadir. Dogal enfeksiyon sonucu kazanilan
bagisiklik kisa sureli oldugundan, reenfeksiyonlar bir yil iginde, hatta daha
kisa slUrede gorulebilmektedir. Antikor yoklugunda az sayida virus bile

enfeksiyon ve diyare olusturmaktadir. Stt ¢cocugu ve kiglk cocuklardaki
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hastaligin erigskine gore belirtili ve agir seyretmesi 0zgul antikorlarin

varligiyla iliskilidir. "

Rotavirus enfeksiyonlarinin temizlenmesinde CD4" Ty
hicreleri hayati bir role sahiptir. Rotavirusa 6zgu B hucre yanitinin
uyariimasinda CD4" T hiicreleri énemli bir yer tutmaktadir. Ornegin CD4"
T hicrelerinden yoksun fareler rotavirus ile enfekte oldugunda gaitalari ile
kronik olarak virus sagmakta ve normal farelerde bulunan virusa 6zgu
IgA'nin  sadece %5’ ini Uretmektedirler. Bunun aksine CD8" T
hicrelerinden  yoksun fareler ise enfeksiyonu normal olarak

yanitlayabilmektedir.*®

Daha o6nce yapilan bir galismada sitotoksik T lenfosit (CTL)
cevabinin rotavirus enfeksiyonlarinin ortadan kaldiriimasinda gerekli
olmadidi belirtiimistir. Rotavirusun ortadan kaldiriimasinda CTL’lerin rol
oynadidini, ancak onlarin yoklugunda da rotavirusun ortadan
kaldirilabildigi, yani zorunlu olmadiklari gésterilmigtir. B hiicreleri CD8™ T

hiicrelerinin yoklugunda virusun temizlenmesini saglayabilmektedir.*°

Sitotoksik T lenfositleri zorunlu olmamasina ragmen
koruyucu immunitenin gelisiminde dnemli bir rol oynarlar. Bu durum B ve
T hucrelerinin fonksiyonundan yoksun siddetli birlesik immun baskil
(Severe Combined Immunodeficient Mice -SCID) farelerde goézlenilmistir.
Bu SCID fareler virus inokile edildiginde kronik rotavirus enfeksiyonu
gelistirmigtir. Bu farelere daha énce agilanmig fareden CD8" T hiicreleri
transfer edildiginde kronik rotavirus enfeksiyonundan arindiklari
g6zlenmistir. Bu igslem rotavirusa 6zglu immunglobulinlerin yoklugunda

gerceklesmistir.*!
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Rotavirus reenfeksiyonlarina tam direng saglamada B
hacreleri mutlaka gereklidir. Sonugta T ve B hucrelerinin her ikisi de
rotavirusa kargi immun yanitta dnemli rol oynamaktadir. B hicreleri Ty
hicre bagimh rotavirusa 6zgu IgA ve IgG sekresyonu ile ilgili iken,
sitotoksik T lenfositleri virusun temizlenmesinde rol oynarlar. immun
sistem bunlarin ikisinden birinin yoklugunda rotavirus enfeksiyonlarinin
temizlenmesini saglayabilmektedir. B hdcrelerinden tiremis
immunoglobulinler rotavirusa 6zgu hafiza yanitinda olduk¢a énemlidirler.
Sitotoksik T lenfositleri ¢ikarilan fareler reenfeksiyona direnglidir. Oysa B
hucrelerinden yoksun fareler daha hafif enfeksiyon seyrinde bile

hassastir.*°

Virus ile primer enfeksiyonu takiben rotavirusa 6zgul B ve T
hidcrelerinin  Uretimi  uyariimaktadir.  Bunlar genellikle virus ile
reenfeksiyonu onlemek icin yeterli degildir. Ancak sekonder enfeksiyonun
siddetini azaltmayi saglamaktadirlar. Serum Ig A antikor titresinin

reenfeksiyona karsi koruma ile iliskili oldugu gosterilmistir.*

Farelerde IgA olmadiginda, fareleri korumak icin IgG’nin
yeterli oldugu gosterilmistir. Ancak insanlarda yuksek titrelerde 1gG’nin
dahi hastaligin siddetini onlemede vyeterli olmadigi goérulmustir. Bu
nedenle serum IgA’si rotavirus enfeksiyonunda koruyucu immdunitenin
primer indikatort olarak gorev almaktadir. Bu antikorlarin tam bir koruma
saglamamasinin sebebi serotipe 0zgu olmalaridir. Bu durum farkli bir
serotiple enfeksiyona kargi tam bir korumaya engel olmaktadir. Her bir
ilave enfeksiyon c¢oklu serotipleri taniyabilen, capraz reaktif antikorlari
ureten B hucrelerinin populasyonunu genigletmektedir. Bu tekrarlanan
enfeksiyonlarin daha hafif olmasinin da nedenidir. YUksek miktarda
capraz reaktif sekretuvar IgA, serotip spesifik serum IgA’si ve IgG

korumanin ¢ogunu olusturmaktadir.*?
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2.9.Epidemiyoloji

Rotavirus, dinya genelinde 0-5 yas arasi ¢gocuklarda gorulen
akut gastroenteritlerin en 6nemli etkenidir. Siddetli rotavirus diyareleri
sebebiyle dinya ¢apinda her yil 611,000 (454,000-705,000) ¢cocuk olumi
gergeklesmektedir.? Sosyoekonomik kosullara ve hijyen énlemlerine bagli
olmadan gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde ayni siklikta gorulen
rotaviruslar, bes yas altindaki c¢ocuklarda akut gastroenterit nedeniyle
hastaneye yatislarin %39'undan sorumludur.>® Rotavirus enfeksiyonlari

en yliksek insidansa 6-24 aylik gocuklarda ulagsmaktadir. >

Sadece Grup A, B ve C rotaviruslar insanlarda hastalik
yapmaktadir. Cocuklarda rotavirus enfeksiyonlarinin ¢oguna Grup A
rotavirus sebep olmaktadir. Grup A rotavirus butliin dinyada endemiktir.

Ancak nadiren salginlardan sorumlu olabilmektedir."’

insan Grup B rotavirusa ayni zamanda °“Adult diarrhea
rotavirus” (ADRV) denilmektedir. Adindan da anlagilacagi gibi en c¢ok
erigskinlerde enfeksiyon yapmaktadir. Yeni dodan ve c¢ocuklardaki
semptomatik enfeksiyonlarda nadiren tespit edilmektedir. Grup B rotavirus
1982'den beri Cin'de erigkinlerde su orijinli ciddi diyare salginlar ile
iligkilidir. Grup B rotavirus hucrelerde sinsitya ve fuzyon olusturan tek

rotavirustur.!

Grup C rotavirus, baslica yiyecek kokenli cocukluk c¢agdi

diyaresi ile iligkilidir. Daha ¢ok sporadik diyare vakalarini olusturmakta,
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salginlara nadiren sebep olmaktadir. Grup C rotavirus diyare salginlari,

ABD, Japonya ve Ingiltere ‘de %1-6.8 siklikla gdzlenmistir. '

Ihman Ulkelerde rotavirus epidemileri 6zellikle soguk aylarda
(guz sonu, kis, ilkbahar basi) 4-5 aylik bir ddbnemde goértlmektedir ve kis
aylarindaki pediatrik diyarelerin yaklagik %50 ‘sinin nedeni rotaviruslardir.
Tropikal ulkelerde rotavirus yilin her doneminde gorilmekte, bazi

lilkelerde ise kurak dénemlerde daha sik gézlenmektedir. ’

insanlarda en sik goriilen rotavirus VP7 serotipleri G1-4 ve
G9, VP4 serotipleri P[8], P[4] ve P[6]dir.>®* Rotavirus serotiplerinden
G1P[8] (%64.7), G2P[4] (%12), G3P[8] (%3.3) ve G4P[8] (%8.5)
cocuklardaki rotavirus diyarelerinin  %88.5’'inden sorumludur. Son
zamanlarda 6nem kazanan G9P[8] ve G9P[6] %4.1 siklikta goriimus ve
dordiincli 6nemli global G tipi olarak ortaya cikmistir® Rotavirusun
G1P[8], G2P[4], G3P[8] ve G4P[8] serotipleri Kuzey Amerika, Avrupa ve
Avustralya’da rotavirus  enfeksiyonlarinin %90’ Indan  fazlasini
olustururken, Glney Amerika ve Asya’da %68’ini, Afrika’da ise %50’sini
olusturmaktadir.? Diinyada en sik goriilme oranina sahip olan G1P[8]
serotipi Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya’da enfeksiyonlarin % 70'ini,
Guney Amerika ve Asya'da % 30unu, Afrika'da da % 23'Unl
olusturmaktadir.?4® Sik gériilmeyen serotipler ise diinya genelindeki
enfeksiyonlarin %4.9’unu meydana getirmekte, Afrika, Asya ve Glney
Amerika’da, Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya’ ya oranla daha sik

gorilmektedir.®

Son vyillarda G9 serotipinde dinya genelinde bir artis

baslamis ve 6zellikle G9 Asya ve Afrika da énemli bir enfeksiyon etkeni
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haline gelmistir. Rotavirusun G8 serotipi Afrika’da yaygin olarak
gorulurken, G5 serotipi ise GuUney Amerika’da diyareli g¢ocuklarda

gorilmustlr. Serotip G6 Avrupa’da G10 ve G12 ise Asya’da gdzlenmistir.
3, 8,44, 46

Virusun P tiplerinden P[8] dunyanin birgok bodlgesinde en sik
gorllen rotavirus tipidir. Serotip P[6] da dinyada en fazla Afrika'da
bulunmakta ve burada dolasan tiplerin Ugte birinde goériimektedir.
Gelismekte olan Ulkelerde; gelismis Ulkelerde az goérllen serotiplerle

enfeksiyon daha sik gorilmektedir.>®

Globallesen dunyada farkh suslar giderek yaygin hale
gelmektedir. Genellikle tropikal bolgelerde gorulen G9 suslarinin iliman
iklim kusaginda bulunan lGlkemizde de goruldigu ve giderek yayginlastigi
belirtiimektedir.* Grup D, E, F ve G rotavirus enfeksiyonlari ise insanlarda

gastroenterit ile iligkili degildir. "’

2.10. Tani

Rotavirus diyarelerinde diski suludur, nadir olgular diginda
IOkosit ve eritrosit igermez, Iokositoz yoktur. Agir diyarelerde elektrolit
dengesizliklerine rastlanmaktadir. incelenmek (izere digki hastaligin akut
devresinde, tercihen semptomlarin baslamasindan itibaren 1-5 gun iginde
alinmaldir. Semptomlarin baslangicindan 8 gun sonra alinan ornekler
nadiren virus icermektedir. Rotavirus diyarenin erken doneminde diskida

10" / ml kadar yiiksek sayida virus olmasi taniyi kolaylastirmaktadir. "’
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Alinan klinik érnekler temiz bir plastik kap veya kapakl cam
tipler icinde laboratuvara gdnderiimelidir. Ornegin alindigi kaplarda
koruyucu madde, deterjan, metal iyonlar, virus transport besiyeri veya
doku kultlr besiyeri bulunmamalidir. Bu tip maddeler ELISA ve Lateks
Aglutinasyonda engellemelere neden olabilmektedir. Ayrica bu maddeler
ornegdi dilie edip, virion saptanabilecek duzeyin altina inmesine neden

olabilmektedir. "%

Cocuk bezinden rotavirus igin drnek alinacak ise digkinin
cocuk bezi igerisine absorbe olmamasi gereklidir. Bu nedenle ¢cocuk bezi
icine temiz plastik bir ortu yerlestirilebilir. Bazi ticari kitlerde bu amagla
hazirlanmis gaita toplama zarflari hazir olarak bulunmaktadir. Rektal
suruntl ornekleri ise yeterli virion temin edilemediginden genellikle tercih
edilmemektedir.”* Ornekler kisa siirede incelenecek ise +4°C ‘de
saklanmalidir. inceleme uzun siire sonra yapilacak ise drnekler -20°C
veya -70°C’de saklanmalidir. Dondurulan ornekler c¢ozuldikten sonra

tekrar dondurulup kullaniimamalidir. "

2.10.1.0zqiil Tani Teknikleri

Rotavirus enfeksiyonlarinin mikrobiyolojik tanisinda, elektron
mikroskobu ile goéruntlileme, kultirde Uretim, serolojik testler ve cesitli

molekiiler yontemler kullaniimaktadir. """ #
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1-Mikroskopla inceleme

Diski 6rneklerinde virus partikulleri elektron mikroskobisi ve
immun elektron mikroskobisi yapilarak gdsterilebilmektedir. Rotavirus,
elektron mikroskobunda araba tekerlegi seklinde bir yapi olarak teshis
edilmektedir. Bu gorunum rotaviruslarin diger gastroenterit etkeni
viruslardan ayirt edilmesinde onemli bir yer tutmaktadir. Elektron
mikroskobu, 6rnekte az sayida virionun bulundugu hallerde tanida énemli
avantaj saglamaktadir. A grubu disindaki rotaviruslari gérintileme imkani
verdigi icin onemli bir tanim aracidir. Ancak ayirt etmek oldukga zordur. Bu
teknik rutin olarak kullaniimamaktadir, cinkd hem pahall araclara hem de

deneyimli personellere gereksinim duyulmaktadir. 4

2-Hucre kultiriinde Gretim

Grup A rotaviruslar 6nceden belirli oranlarda proteolitik
enzim tripsin ile muamele edilirse veya besiyerine duguk duzeyde tripsin
ilave edilirse hucre kulturinde Uretilebilmektedir. Virus izolasyonu igin en
sik kullanilan hicreler maymun bébrek hiicre dizisi MA104 ve insan kolon

karsinoma hiicre dizisi CaCo-2'dir. Sitopatik etki minimaldir. "

3-Serolojik testler

A-Diskida Antijen Saptama: Rotavirusun tanisinda en sik

kullanilan ydntem gaitada rotavirus antijenlerinin saptanmasidir. Rotavirus

antijenlerinin tespiti icin ELISA ve Lateks aglitinasyon Kitleri ticari olarak
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bulunmaktadir. Oldukc¢a ucuz, yiksek duyarlilik ve 6zgulluk ile hizli taniya
imkan vermektedir. Ancak ticari testler sadece grup A rotaviruslari tespit
edebilir. B ve C grubu rotaviruslar VP6 antijenlerine gére grup spesifik
antikorlarin kullanildigi immunofloresan Antikor Testi (IFA) veya spesifik
monoklonal antikorlarin  kullanildigi  ELISA testleri ile birbirinden
ayrilabilmektedir. Monoklonal antikorlarin kullanildigi kitler, poliklonal
antikorlarin kullanildigi kitlerden daha guvenli sonu¢ vermektedir. Bu

yontemle duyarlilik %100, 6zgiillik %97’ dir. '’

B-Diskida antikor saptama: Ozellikle ELISA ve Lateks

aglutinasyon testi antikor titre artisini tespit igin kullaniimaktadir. Digkida

IgA ve IgM enfeksiyonun baslamasindan itibaren 1-10 gun boyunca pozitif
bulunmaktadir. Ayrica ELISA ile belirlenen fekal IgA antikor seviyesindeki

yiikselme, barsaktaki nétralizan antikor cevabini yansitmaktadir. """

4-Molekller yontemler

Rotavirus spesifik cDNA problari ile nukleik asit hibridizasyon
testleri ve grup A rotaviruslar icin oligonutkleotid microarray hibridizasyon
testleri genotipleme igin kullaniimaktadir. NUkleik asid hibridizasyon ve
Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) yontemleri
antijen tespit metodlarina gére daha duyarhidir. ""*’ Rotavirusu RT-PZR ile
yuksek bir duyarlilikla saptamak ve A,B,C grup rotaviruslari belirlemek
mumkundur.  Ekstraintestinal  dokularda RT-PZR ile  rotavirus
saptanabilmekte, hastalik giddeti ile virus yuku arasindaki iligki
belirlenebilmektedir. Ayrica RT-PZR yontemi hibridizasyon yonteminden

5000, elektroferotip yontemlerinden 100.000 kez daha duyarhdir. Bu
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yontem ile diyare baslangicindan 4-57 gun sonrasina kadar virus atilimi

belirlenebilmektedir. 4”*°

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile tipe &zgul primerler
kullanilarak rotavirusun G ve P tipleri belirlenebilmektedir. Rotavirus tespiti
icin Nested PZR, Multiplex RT-PZR ve Restriction fragment length

polymorphisms (RFLP) gibi ydntemlerde kullaniimaktadir. 474°

Agaroz Jel elektroforezi, PZR sonucunda amplifiye edilen
artnlerin goérulmesinde, 6zgul markerlar araciligi ile P ve G tiplerinin

belirlenmesinde kullaniimaktadir. 4’

Rotavirusun Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ile
elektroferotiplendiriimesinde digki 6rneklerinden izole edilen viral RNA’ nin
PAGE’ deki karakteristik go¢ paterni tespit edilebilmektedir. Elektroforez
islemi sirasinda jel boyunca negatif yikli makromolekuller blyukliklerine
gbére birbirinden ayriimaktadir. islem sonrasinda yapilan boyama ile
dsRNA paternleri goruntulenebilmektedir. A grubu disindaki rotaviruslar,
grup A rotaviruslarindan ayirt edilebilmekte, A grubu rotaviruslarda da kisa
ve uzun paternli elektroferotipler belirlenebilmektedir. Zaman alici bir
yontem olmasina ragmen, vyalanci pozitifligin olmamasi en o6nemli
avantajidir. Bu yontemin rotavirusu tanimadaki duyarlihidr %90’dan fazla,
dzgulligu ise %100°dir. Ozelikle epidemiyolojik veri elde ediimesinde

onem tasimaktadir. 4’
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2.11. Tedavi ve Beslenme

Tedavide esas olan, diyare nedeniyle kaybedilen sivi ve
elektrolitleri, oral veya gerektiginde parenteral yolla saglamaktir. Oral
rehidratasyon icin hazirlanmis glukoz ve elektrolit bilesimleri (sodyum,
potasyum, sodyum bikarbonat veya trisodyum sitrat, glukoz) su, ayran gibi
sivilarla ¢ozdurulup, dehidrete tim hastalara oral yolla verilebilmektedir.
Oral dehidretasyon sivisi, barsak mukozasindan sodyum ve glukozun
birlikte transportunu saglamaktadir. Elektrolit kaybinin yerine konmasina

imkan vermekte ve su emilimini arttirmaktadir.”-1"-35%0

Taze hazirlanmis meyve sulari (Elma suyu vb.), gorbalar
(Piring suyu), ayran ve su evde korkusuzca verilebilecek sivilardir. Iki
yasin altindaki ¢ocuklara her diyareli digkilamadan sonra 1/2-1 cay
bardagi (50-100 mL), daha bulyulk cocuklara 1/2-1 su bardagi (100-200
mL), daha fazla icmek isteyenlere ise istedikleri kadar sivi verilmesi

dehidratasyonun engellenmesini saglayacaktir. >’

Anne sutl alan bebeklerin daha sik olarak emziriimesi
gerekmektedir. Anne sutu almayan bebeklerin ise normalde aldiklari sut
veya mamalarla, 6gun sayisi arttirilarak beslenmelerine devam edilmesi
Onerilmektedir. Mamalarin  sulandiriimasi  gerekmemektedir.  Hiper
ozmolaritenin Onlenmesi igin seker yerine nisastali yiyecekler (tahil

gidalar) verilmelidir. *'

Dehidretasyon ciddiyse, ileri derecede karbonhidrat
malabsorpsiyonu varsa veya digkiyla saatte 10ml/kg’dan fazla kayip varsa
parenteral sivi (Laktath ringer solusyonlar) ve elektrolit destegdi
gerekmektedir. Normal agizdan beslenmeye devam ettiriimekte, sut emen

cocugun emziriimesine ara verilmemektedir. Her ne kadar anne sutinde
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fazla miktarda laktoz varsa da ozmolaritesi diguk oldugu ve ¢ok sayida
antiviral maddeler igerdigi icin diyarenin siddeti ve suUresinin azalmasini
saglar. Hastaya antibiyotik, antisekretuvar (Bizmut subsalisilat) ve
antimotiliter (Difenoksilat, Atropin, Loperamid) maddeler ve fenotiazin
grubu antiemetik ilaglar kesinlikle verilmemelidir. Ozellikle Ug¢ yasin
altindaki hastalarda bu ilaglarin kullanimi énerilmemektedir. Rotavirus
diyarelerinde hastalik genellikle kendi kendine sonlanmaktadir. Hazir
meyve sulari ve mesgrubatlarin tiketimi, bu igeceklerin ylksek glukoz,
dusuk sodyum icerikleri ve yuksek ozmolariteleri nedeniyle
onerilmemektedir. Tedavide etkili bir antiviral ajan yoktur. Degisik
immunoglobulin preperatlari denenmistir. Bunlar bagisiklik yetmezligi olup,
ciddi seyirli rotavirus diyaresi olanlarda vyarar saglamaktadir.
Bifidobacterium bifidum, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus casei ve Lactobacillus rhamnosus (GG kokenli)
turlerini iceren cgesitli probiyotiklerin rotavirus diyarelerinde yararli oldugu

da bildirilmigtir. 7:3>:°0:51:52.53

Probiyotikler rotavirus diyarelerinde virus atihm suresini
azaltmakta, barsak permeabilitesini normale dondurmekte ve rotavirusa
karsi musin ve salgisal IgA salgilayan hucrelerin ekspresyonunu

arttirmaktadir. >

Oral immunoglobulin ve kolostrum veya rotavirus antikorlari
iceren insan sutu rotavirus diyaresinin tedavisinde kullaniimis ve iyi
sonuglar vermistir. Rotavirusa kargl immunize olmus ineklerin
kolostrumunda antirotavirus antikor titresi insan kolostrumundakinden
daha yiiksektir. inek kolostrumu ile tedavi immun sistemi bozuk hastalar
veya ciddi hastali§i olanlarda faydahdir.'"® Ancak immun ineklerin
kolostrumu ile tedavi etkili olmasina ragmen maliyetlidir. Tedavide
antikorlarla probiyotik bakterilerin birlikte kullanimi daha hizli terapétik etki

saglamasinin yaninda daha ucuz bir yol sunmaktadir. Ayrica diyarenin
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etkilerini buyuk oranda azaltmakta, barsakta histopatolojik degisikliklerin

olusumunu engellemekte ve virus yiikiini azaltmaktadir. >

Genelde parazitik diyarelerde kullanilan Nitazoxanit'in
rotavirus diyarelerinde de etkili tedavi sagladigina iligkin bilgiler elde
edilmigtir. Ancak bu konuda daha detayli calismalara gereksinim

duyulmaktadir. **

2.12. Korunma

Enfeksiyon az sayida virusla bulastigindan ve hasta
digskisinda yuksek miktarda virion c¢ikardigindan bulasmanin kontrol
edilmesi zordur. Rotavirus salginlari kisisel hijyenin zayif oldugu gocuk
yuvalari ve yaslilarin bulundugu bakim evlerinde siklikla ortaya cikar.
Dikkatli el yikama virusun bulagsmasini azaltmada 6nemlidir. Rotavirus
baslica fekal-oral yolla bulasmaktadir. Ancak rotavirus cevrede, oda
Isisinda uzun sure stabil kaldigindan kontamine ylzeye temas ile
kontamine su ve yiyeceklerle de bulasabilmektedir. Temiz su kullanimi
hastaligin kontroliinde énemlidir. Ozellikle cocuklarin yasadigi kalabalik
ortamlarda cevre kirlenmesi nedeniyle dezenfeksiyona basvurulmaktadir.
Rotavirus yuzey dezenfektanlari ve hijyenik el yikama antiseptiklerine
karg! oldukga direnglidir. Deterjanlara, 3.5-10 arasindaki pH degerlerine
dayanabilir. Ancak normal mide pH degerlerinde inaktive olmaktadir.
Rotavirusa %6 H>O, 2500ppm klor, %80 etanol, ultraviyole isinlama
etkilidir. Fenolik dezenfektanlar etkisizdir; hipokloritler digki organik

maddelerince etkisiz hale getiriimektedir.

Kisisel hijyen ve toplumsal hijyen kurallari, rotavirus
enfeksiyonlarinin énlenmesinde ¢ok da etkili degildir. Bu nedenle rotavirus

diyarenin énlenmesinde asilama énemli bir ydntemdir. "’
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Rotaviruslarla ilgili olarak simdiye kadar degisik asi
¢alismalari yarutulmuas ve 6zellikle yasamin ilk iki yili iginde ciddi rotavirus

enfeksiyonlarinin énlenmesi amaclanmistir.’

2.12.1.Rotavirus asilari

Bishop’un rotavirusu tanimlamasindan bes yil sonra ilk asi
calismalari baslamistir. insan rotaviruslarini hiicre kiltirinde tretmenin
zor olmasi nedeniyle ilk rotavirus asi ¢alismalari hicre kiltirinde daha

kolay Gireyen hayvan rotaviruslari atteniie edilerek baslatiimistir. >

insanlarda denenen ilk rotavirus asisi sigir tirii RIT4237 dir.
SmithKline Rixensart tarafindan 1983 yilinda gelistirilen bu canli Rotavirus
asisi doku kulturlerinde pasajlanarak elde edilmistir. Finlandiya’da yapilan
bir ¢calismada asinin rotavirus gastroenteritlerini onlemede %50 etkili
oldugu gdsterilmis, ancak enfeksiyonun siddetini azaltmadaki etkisi %88
olarak bulunmustur. Daha sonra Finlandiya ve ABD’deki ¢alismalarda da
umit verici sonuglar alinmis ancak asinin gelismekte olan Ulkelerde yeterli

etkinlik gdstermemesi nedeni ile calismalari sonlandiriimistir.>'®

Diger hayvan kokenli rotavirus asisi sigir tiri WC3 (P[5]G6)
icermektedir. Bu asinin bebeklerde %60-100 virus noétralizan antikoru
urettigi gosterilmistir. Ancak, hastaliktan korumada degisken kapasitede
olmasi ve beklendigi kadar etki gosterememesi nedeniyle Uretimden

kaldirilmistir, 318%°
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Hayvan kokenli asilardan bir digeri Maymun rotavirus agisi
olan Rhesus Rotavirus Asisidir (RRV). Asi G3P[3] susunu icermektedir.
Bu asida nétralizan antijen fenotipi, serotip G3 insan rotavirusu ile aynidir
ve insanlarda serotip G3’e karsi %90 antikor yaniti elde edilmistir. Ancak
G3 disindaki insan rotaviruslarina, Ozellikle G71'in sebep oldugu

enfeksiyonlara karsi nétralizan antikor yaniti elde edilememistir. 18

Hayvan kokenli agilarla bu basarisiz deneyimlere ragmen,
calismalar sudrdurilmids ve rotaviruslarin reassortman (iki virusun bir
hicreyi ayni anda enfekte etmesi sirasinda bir gen segmentinin digerine

gecmesi) 6zelligi sayesinde reassortant asilar gelistirilmistir. >

ilk reassortant rotavirus agsisi Tetravalan maymun-insan
reassortant (RRVTV, Rotashield, Wyeth-Lederle) rotavirus asisidir. As1 G3
maymun ile G1, G2 ve G4 insan rotavirusu ¢aprazlanarak elde edilmistir.
Rotashield hem insan rotavirusunun antijenik 6zelliklerini tagimakta, hem
de RRV asisinin hicre kultirinde kolay ureme oOzelligine sahip
olmaktadir. ABD’de Agustos 1998’de ruhsat almis ve 1999 yili rutin asi
semasina dahil edilmigtir. Agir rotavirus hastaligini 6nlemede oldukca
etkili olmustur. Ancak 600.000 bebege, 1 milyon doz asi uygulamasi ile 15
invajinasyon olgusu bildirilmesi Uzerine, Ekim 1999°da kullanimdan
kaldirlmigtir.  Asinin  invajinasyon ile iligkili mekanizmasi henuz
aciklanamamistir. Uretimi durdurulmus olmasina ragmen bu asinin hala

Food and Drug Administration (FDA) onayi bulunmaktadir. 3 41856

Bu umut kirici deneyimlere ragmen rotavirus asi galismalari
strduriimastdr. iki yeni rotavirus asisi monovalan human rotavirus asisi

(Rotarix, GlaxoSmithKline) ve pentavalan insan-sigir reassortant rotavirus
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agisi (RotaTeq, Merck) ile ilgili etkinlik ve guvenirlilik g¢aligmalari
tamamlanmigtir. Bu iki as1 2006 yilindan itibaren Glkemizin de dahil oldugu
100’den fazla ulkede ruhsat almis ve rutin olarak 19 ulkede kullanima

girmistir. 3

Pentavalan human-bovine reassortant rotavirus asisi (PRV,

RotaTeq):

Asi WC-3 sigir rotavirus G6P35[7] ile insan VP7 G1-G4 ve
VP4 P1A[8] reassortant bes bilesenli asisidir. > Asinin icerdigi 5
reassortant rotavirus, son 20 yilda gerek gelismis gerekse gelismekte olan

lilkelerde izole edilen suslarin %85’inden fazlasini kapsamaktadir. '8

Koruyuculukta, serotipe 6zgl nétralizan antikorlarin énemili
oldugu savina dayanmaktadir. Dolayisiyla, PRV’de iiman iklimlerde izole
edilen rotavirus susglarinin % 85’inden fazlasinda bulunan G1-4 ve P1A[8]
antijenlerine yanit tasarlanmistir.> Asilama sonrasinda herhangi bir
rotavirus diyaresine karsi %74, doktor ziyareti gerektiren diyarelere karsi
%87 ve siddetli diyarelere karsi %100 etkin bulunmustur. Ayrica RotaTeq
iceriginde olmadigi halde G9 susunu iceren diyarelerin dnlenmesinde de
etkin  bulunmustur.” En 6nemli 6zelligi invajinasyonla iligkili
bulunmamasidir. Center for Disease Control And Prevention (CDC) ve
FDA tarafindan 2007 yilinda yapilan arastirmada asilama sonrasi

invajinasyonla iligki asi uygulananlar igin beklenenden yuksek olmamistir.
14,18

Avrupa’da vyapillan c¢alismalarda asi siddetli rotavirus

enfeksiyonlarini dnlemede 2 yasa kadar olan gocuklarda mikemmel klinik
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etkinlik gostermis ve iyi tolere edilmistir.°”*® Asi oral yolla 3 doz
uygulanmaktadir. iki doz arasinda en az 4 hafta 6neriimektedir. Likit

formda olan PRV asisi 2, 4 ve 6. aylarda 3 doz seklinde uygulanmalidir.
3,14,57

Monovalan human rotavirus asisi (HRV, Rotarix):

Monovalan human rotavirus asisi (HRV, Rotarix) dinya
genelinde en yaygin sus olan G1P1A[8] susunu igeren, canl, attenue,
insan rotavirus asisidir. Rotarix’in orijinal susu Cincinatti’de rotavirusla
enfekte bir bebekten alinan 89-12 susudur. Bu vahsi sus 12 defa pasajla

attenuie edilmistir. 3,14,18,57

insan  rotavirus asisi  monotipik olmasina ragmen
G1,G2,G3,G4 serotiplerine karsi capraz koruma saglayabilmektedir. Bu

as! ile G9 serotipine kargi korunma saglandigi da gosterilmistir. >'*1°

Latin Amerika ve Avrupa’da yapilan galigmalarda asi yuksek
etkinlige sahip oldugunu gdstermistir." Toplam 20,000 infantin asi sonrasi
izlendigi bir calismada asi herhangi rotavirus enfeksiyonuna karsi %75,
hastane yatigi gerektiren durumlara karsi %85 ve siddetli enfeksiyona
kargl ise %100 koruma saglamistir. Rotavirus suslarina kargi asinin
etkinligi incelendiginde; yalniz G1P[8] susuna karsi degil, G3P[8], G4P[8]
ve G9P[8] suslarina karsi ylksek oranda (%86) etkinlik goézlenmis,
G2P[4]'e karg! ise %41 oraninda etkinlik géstermistir. Ancak daha sonra
Avrupa’da yapilan meta-analiz ve etkinlik galigmalarinin sonuglari asinin
G2P[4] suslarina karsi %81 etkinlik gdsterdigini belirtmistir.>® Yapilan
calismalarda, invajinasyon oraninda kontrol grubuna kiyasla bir artis

saptanmamistir. '°7%9
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Asi oral yolla en az dort hafta ara ile 2 doz uygulanmaktadir.

Sadece iki doz gerektiren bu asinin gastrointestinal sistemde replikasyonu

oldukga yuksektir ve PRV asisina goére 100 kat daha dusik dozda etkinlik

gostermektedir.™ ki yeni asinin ézellikleri Tablo 2'de ézetlenmistir.

Tablo 2: Yeni rotavirus asilarinin 6zellikleri > '

Rota Teq (PRV)

Rotarix (HRV)

Kokeni Sigir/ insan reassortant insan attenlie susu
icerigi Pentavalan Monovalan
(WC-3 bovine/insan G1-G4 tip ve | (insan serotip G1P[8])
WC-3/insan P tip reassortanti)
Doz sayisi 3 doz (2, 4 ve 6. aylarda ) 2 doz (2 ve 4.aylarda)

invajinasyon

70.301 bebekte yapilan calismada

iliski saptanmadi**

63.325 bebekte yapilan
calismada iligki

saptanmadi**

Agir rotavirus
diyarene karsi

koruyuculuk **

%98*

%85*

Avantajlan

Guvenilir, immunojenitesi genis,
bagirsakta replikasyonu sinirli

Guvenilir, tek virus susu
olmasi, 2 doz

uygulanmasi

Dezavantajlari

Kompleks asi, 3 doz uygulama

P1 digindaki P serotiplere
karsi dusik etkinlik

* Farkli skorlama sistemleri kullaniimistir, bu nedenle karsilastiriimasi uygun degildir.

** Market sonrasi slirveyans bu bulguyu desteklemektedir.
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Arastirma programlari sirasinda farkli hastalik semptom
skorlamalari kullanildigi i¢in iki asinin dogrudan karsilastiriimasi mimkun
degildir. Ancak her iki asinin da rotavirus diyarelerinden korunmada
ylksek etkinlik ve giivenilirlik gosterdigi Diinya Saglik Orgit tarafindan

da belirtilmigtir. >+

Bu iki rotavirus asisinin Afrika ve Asya’daki gelismekte olan
ulkelerde etkinligi ve guvenilirligi hakkinda yeterli veri bulunmamaktadir.
Bu Ulkelerde serotip dagilimin farkli olmasi asi etkinliginin de farkl

olacagini diistindirmektedir. °

Dunyanin bir ¢ok bolgesinde (Cin, Kore, Endonezya,
Almanya ve Brezilya) bu iki asl disinda yeni rotavirus asisi gelistirme
¢cabalari devam etmekte ve yenidodanlarda asemtomatik enfeksiyon
olusturan suglarin kullanimi esas alinmaktadir. Bu amacla Hindistan’da iki
(116E susu-G9P[11] ve 1321susu-G10P[11]) ve Avustralya’da bir (RV3
susu-G3P[6]) neonatal rotavirus asisi ile galismalar bulunmaktadir. Bunun
disinda Cin’de kuzulardan LLR (Lanzou Lamb Rotavirus) monovalan,
canl, attenle rotavirus asisi gelistiriimistir. Sadece Cin’de kullanilan bu

asinin12-23 aylik infantlarda etkin (%80.9) ve guvenilir oldugu belirtilmigtir.
3,18

Bagisiklik sistemi baskili hastalarda ise kronik rotavirus
enfeksiyonlari hala 6énemli bir problem olusturmaktadir. Bu hastalarda
canh virus asilarinin kullanilmasi onerilmemektedir. Bu nedenle replike
olmayan asilar ve antiviral ilaglari igeren yeni tedavi yollarinin
gelistirimesine ihtiyac duyulmaktadir. inaktif rotavirus suslar iceren oral
asllar, DNA tabanl asilar, rekombinant ve virus benzeri partikullerle

olusturulan asilar gesitli hayvan modellerinde calisilimaktadir. >'8
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Asi rotavirus enfeksiyonlarindan korunmada, oOzellikle de
mortalitenin yuksek oldugu gelismekte olan Ulkelerde 6nemli bir yer
tutmaktadir. Cocukluk c¢agi rutin asi semalarina rotavirus asisinin
eklenmesi ile gelismekte olan Ulkelerde mortalitenin, gelismis ulkelerde ise

hastane yatislari ve morbiditenin azalacagi umut edilmektedir. >
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3.GEREG VE YONTEM

3.1. Rotavirus antijeninin ELISA Testi ile saptanmasi

Premier™Rotaclone® Enzim-Immunoassay kitinin (Meridian,
Cincinnati, Ohio, ABD) icindekiler (Resim 2):

ELISA Plagi: Rotavirus antikoru ile kapli 48 kuyulu mikroplak
Substrat A, 6.0 mL: Tamponlanmig Ure Peroksit solusyonu

Substrat B, 6.0 mL: Kromojen solusyon, Tetramethylbenzidin (TMB)
Pozitif kontrol 2.0 mL

Negatif kontrol (Sample diluent) 50 mL

Enzim konjugat 6.0 mL

Asidik Stop solusyonu 6.0 mL

Enzim-Linked Immunosorbent Assay testinin uygulanisi:

0-5 yas arasi hastalardan alinan gaita 6rnekleri -80°C’lik dondurucudan
(Sanyo, Japonya) cikartilarak ¢ozulmesi ve uygun sicaklia gelmesi igin
oda sicakliginda bekletildi.

Kit kullanilmadan 6nce +4°C’den cikartilarak oda i1sisinda bekletildi.

Her bir gaita orneginden dilusyon amaciyla 100 uL alinarak steril
ependorflar igine konuldu.

Alinan gaitalar Gzerine 900 pL PBS (Fosfatla tamponlanmis tuz
solUsyonu) eklenerek dilie edildi.

Diliie edilen 6érnekler vortekslendi (Velp Scientifica, italya) ve 1.5 dakika

13.000 rpm’de santrifujlendi (Heraeus Biofuge Pico, Almanya).
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Mikroplagin A1 kuyusuna 100uL (2 damla) negatif kontrol, B1 kuyusuna
100uL (2 damla) pozitif kontrol konuldu.

Geri kalan tum kuyulara 100uL dilue edilmis hasta 6rnekleri eklendi.

Plak 1 saat, oda Isisinda ve gun isigindan korunarak inktubasyona
birakildi.

inkiibasyon sonrasinda plak ELISA yikama cihazi (TECAN, Mannedorf,
isvigre) kullanilarak 5 kez distile su ile yikandi. Ortamda hi¢ sivi
kalmamasi igin plak birkag kez ters gevrilerek tap yapildi.

Her kuyucuga substrat A‘dan (Tamponlanmis Ure peroksit sollisyonu) ki
damla (100 pL) eklendi.

Her kuyucuga subtrat B (Tetramethylbenzidin)* den 2 damla (100uL)
eklendi.

Gun i1s1gindan korunarak 10 dakika oda i1sisinda inklibasyona birakildi.
inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara 2 damla (100uL) stop soliisyonu
eklendi.

Pozitif orneklerde mavi renkten sariya dénen renk degisimi gozlendi
(Resim3).

Sonuglar spektrofotometrede (BioTekELX808, ABD) 450 nm dalga
boyunda okutularak degerlendirme yapildi.

Enzim Immunoassay kitinin Onerisine goére optik yodunlugu 0.150’den

blyuk olanlar pozitif, kiigik olanlar ise negatif kabul edildi.
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Resim 2: Premier™Rotaclone® Enzim- Immunoassay (ABD) kitinin goriintiisii

Resim 3: ELISA mikroplagindaki renk degisimi
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3.2.Gaita orneklerinden cift zincirli RNA’nin

ekstraksiyonu

Yapilan ELISA testi sonucu rotavirus pozitif olan 6rneklerden

Fenol-kloroform-izoamil alkol metodu ile dsRNA izole edilmistir. Bu islemin

basamaklari;

Daha dnce %10 dilue edilmis gaita drneklerinden 500uL eppendorf tupline
alindi.

Hizlica vortekslendi ve 12,000 rpom’de 1 dakika santrifujlendi.

Supernatanin 400uL ‘si ayri bir eppendorfa alindi ve 400uL Fenol-
Kloroform-izoamil-Alkol (25:24:1) eklendi (Merck, Almanya). Karisim 1
dakika vortekslendi. Geri kalan gaita 6rnegi -80°C’de saklandi.

Karisimin oldugu eppendorf tipu 15 dakika 12,000 rpom’de santrifujlendi.
Ust faz (kesisim fazini birakarak) yeni bir eppendorfa alindi.

Uzerine 1ml etanol (Merck, Almanya) ve 50 mikrol Sodyum asetat (Merck,
Almanya) eklendi.

Bir gece boyunca ya da 3-4 saat -40°C’de bekletildi.

Sonra 12,000 rpm’de 15 dakika santriflijlendi.

Santrifij sonrasi Ust faz mumkin oldukga pellete karistirilmadan aspire
edildi.

Oda isisinda ya da speedvac’da kurutuldu.

Son olarak 40 yL TE tamponu ile stispanse edildi.
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3.3. Rotavirusun G ve P tiplerinin belirlenmesi

Rotavirusun VP7 ve VP4 genlerinin  amplifikasyonu,
AccessQuick™RT-PCR System (Promega Corporation, Madison, ABD) ve
Termal cycler (ThermoHybaid PCR Px2, ingiltere) cihazi kullanilarak
yapildi.

Tablo 3: Rotavirus VP-7 amplifikasyon primerleri

Beg9(1-28) Wa.28mer 5’GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG-
31

End9 (1062-1036) SA11. | 5-GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG-3

27mer

Primer Beg9 ve End9 kullanilarak VP-7 amplifikasyonu icin

RT PZR amplifikasyon karisimi hazirlanmasi:

2 X Access Quick Master Mix 25 uL
Beg9(10 pM)....final 1.0 uL 5uL
End9 (10 uM)....final 1.0 pL 5uL
AMV 1 L
RNase free water 12 yL
Toplam 48 uL
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3.3.1. Beq9 ve End9 primerleri kullanilarak RT PZR ile VP-7

amplifikasyonu

Kalip dsRNA'dan 2.2 yL alindi. (Kalip DNA denatire edilmeden once her
bir tipte RT PZR Master Mix hazirlandi.)

Denaturasyon 97 °C’de 5 dakika sure ile gergeklestirildi.

Buz Uzerinde 5 dakika bekletildi.

Her bir ornek igin 2 pL alinarak, onceden RT PZR Mastermix ile

doldurulan tiplere dagitildi.

Program RT-PR-A50 (40siklus amplifikasyon)

45°C’de 45 dakika

95°C’de 2 dakika X1 siklus
50°C’de 1 dakika

72°C’de 1 dakika, 30 saniye

94°C’de 1 dakika

50°C’de 1 dakika X 39 siklus
72°C’de 1 dakika,30 saniye

72°C’de 5 dakika

4°C’de sakland.. } X 1 siklus
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3.3.2. Nested PZR ile G Tiplendirme

Tablo 4: Rotavirus G Tiplendirme Primerleri

VP7-R (914-932) 20 mer

5-AAC TTGCCACCATTT TTT CC-3

aBT1 (314-335) Wa.22mer
amplicon: 618bp

5’-CAAGTACTCAAATCAATGATGG-3

aCT2 (411-435)DS-1.25mer
amplicon: 521 bp

5’-CAATGATATTAACACATTTTCTGTG-3'

aDT4 (480-498)ST3.19mer
amplicon:452

5-CGTTTCTGGTGAGGAGTTG-3’

G3 (250-269) 19mer
amplicon: 682bp

5’-ACG AAC TCA ACA CGA GAG G-3

G9 (757-776) 20mer
amplicon: 179

5'-CTT GAT GTG ACT AYA AAT AC-3

G-tiplendirmesi icin (G1 - G4) PZR Mastermix hazirlanmasi

2 X PCR Master Mix (Promega) 25 uL
VP7-R (10 uM).......... final 0.2 L 1L
aBT1 (10 yM).......... final 0.2 L 1L
aDT4 (10 uyM).......... final 0.2 L 1L
G3 (10 pM).......... final 0.2 pL 1L
G9 (10 pM).......... final 0.2 pL 1L
Nuclease free water 18 uL

Toplam
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Onceden G-tiplendirme Master Mix ile doldurulmus her bir
tipe kalip cDNA (VP-7 Grunu) 1 pL eklendi.

PZR Programi

95°C’de 1 dakika

42°C’de 2 dakika

72°C’de 1 dakika

4°C’de saklandi.

> X 30 siklus

3.3.3. Con2 ve Con3 primerleri kullanilarak RT-PZR ile VP4

amplifikasyonu

Tablo 5: Rotavirus VP-4 amplifikasyon primerleri

con3(11-32)

5- TGGCTTCGCTCATTTATAGACA -3’

con2a(868-887)

5-ATTTCGGACCATTTATAACC-3’

Primer Con2 ve Con3 kullanilarak VP-4 amplifikasyonu icin

RT mastermix hazirlanmasi

2 X Access Quick Master Mix 25 uL

Con2(10 yM)....final 0.2 pL

Con3 (10 uM)....final 0.2 uL

AMV

RNase free water

1 uL
1 uL
1L

21 pL

Toplam

49 pL
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Kalip dsRNA'dan 1.25 pL alindi. (Kalip DNA denatire

edilmeden once her bir tipte RT Master Mix hazirlandi.)

Denaturasyon 97 °C’de 5 dakika sure ile gergeklestirildi.

Buz uzerinde 5 dakika bekletildi.

Her bir 6rnek icin 1 yL alinarak, énceden RT Mastermix ile doldurulan
tuplere dagitildi.

Program (30siklus amplifikasyon)

45°C’de 45 dakika

95°C’de 2 dakika X1 siklus
50°C’de 30 saniye

72°C’de 1 dakika

94°C’de 15 saniye
50°C’de 30 saniye X 29 siklus
72°C’de 1 dakika

72°C’de 5 dakika
4°C’de sakland.. } X 1 siklus
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3.3.4. Nested PZR ile P Tiplendirme

Tablo 6: Rotavirus P tiplendirme Primerleri

Con3 (nt11-32):

5-TGGCTTCGCCATTTTATAGACA-3’

Con2 (nt868-887)

5-ATTTCGGACCATTTATAACC-3

HumCom5(nt200-221)22bp:

5-CTC TCG ATG GTC CAT ATCAAC C-3’

P[8]P1A:Wa(nt456-480)25bp:

5-TGT ACG TCT ATT ATAAAATTC ATTT-3’

P[4]P1B:DS-1(nt347-368)22bp:

5-ATATAT TGC CTATTT GTT TGA C-3’

P[6]P2: M37(nt592-613)22bp:

5-GTATTACAG TTT CTA CTT CAG A-3

P[9]P3: AU-1(nt533-552)20bp:

5-CGT CGC TCC TTG ATA CCA GT-3’

P-tiplendirme P[4][6][81/9]) PZR Mastermix hazirlanmasi:

2 X PCR Master Mix (Promega)

HumCom5 (10 uM)......final 0.2 pL
P[4] (10 pyM).............. final 0.2 L
P[6] (10 pM).............. final 0.2 L
P[8] (10 uM).............. final 0.2 L
P[9] (10 pM).............. final 0.2 L
Nuclease free water

25 uL

Toplam
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Onceden P-tiplendirme Master Mix ile doldurulmus her bir
tipe kalip cDNA’dan (con2 ve con3 ile amplifiye edilmis 887bp’lik VP-4

artinu) 1 pL eklendi.

PZR Programi (30 siklus amplifikasyon)

\
94°C’de 10saniye
42°C’de 30 saniye > X 30 siklus
72°C’de 30 saniye
/
72°C’de 5 dakika X1 siklus

4°C’de saklandi.

3.4. Agaroz jel elektroforezi

Yapilan RT-PZR iglemi sonucunda olugan amplifikasyon
artnleri %2’lik agaroz jelde yurGtulerek rotavirus pozitifligi ve pozitif olan

orneklerde de tiplendirme yénunden inceleme yapildi.
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3.4.1. Agaroz jelinin hazirlanmasi:

5X stok TBE (Tris Borat EDTA) soliisyonunun hazirlanmasi:

54 g Tris -Base (Ambresco, ABD)
27,5 g Borik Asit (Merck, Almanya)
20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) (Sigma, Almanya)

Tum maddeler erlenmayer icinde eritilerek distile su ile tum hacim

1000ml’'ye tamamlandi.

5X TBE stok solisyonu agaroz jelin hazirlanmasinda ve

yurutme tamponu olarak 1X’e gevrilerek kullanildi.

Uygulama:

Jel ve ylratme tamponu hazirlamak i¢in 100 ml 5X TBE stok sollisyonu
400ml distile su icinde dilie edilerek 1X TBE’ye cevrildi.

Hassas terazide (Schimadzu, Japonya) 2 g agaroz (AppliChem, Almanya)
tartilarak erlenmayer igerisine konuldu.

Agaroz Uzerine 100ml 1X TBE ilave edildi ve mikrodalga firinda en dusuk
sicaklikta agaroz tamamen ¢ozullnceye kadar isitildi.

Agaroz tamamen c¢ozundukten sonra biraz sogumasi beklendi, ancak
yaklasik 50 °C’de katilasan agarozun katilagsmamasina dikkat edildi.

Jel elektroforez tanki igindeki kaliba dokulmeden hemen Once igine
renklendirici olarak 0,2 upl DNA boyasi Etidyum Bromid (5ul/10ml
AppliChem, Almanya) eklendi.
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6- Kalip igine taraklar yerlestirildikten sonra hazirlanan jel dokuldi. Bu
esnada olduk¢a yavas ve dikkatli davranilarak jelde akim gegisini
engelleyecek baloncuk olusmasi dnlendi.

7- Oda sicakhginda 30 dakika bekletilerek jelin katilagsmasi saglandi.

8- Donduktan sonra taraklar gikartildi ve jel elektroforez tanki (CS Cleaver
Scientific Inc. Warwickshire, ingiltere) igine yerlestirildi.

9- Tankin igi jel yuzeyi kaplanana kadar 1X TBE tamponu ile dolduruldu.

10-Kuyucuklara 6rnek yuUklemesi igin yukleme tamponu Orange G (Metis,
Kanada ) kullanild1.

11-D0z bir aliminyum folyo Uzerine her Ornek icin 2 pl ylikleme tamponu
dagitildi. Orneklerden 6 pl alinarak yiikleme tamponu ile pipetaj yapilarak
karistirildi.

12- Her agaroz jel kuyucuguna 6 pl (yukleme tamponu+cDNA) dagitildi.

13-ilk kuyucuga DNA parcalarinin molekiler yiiklerini tanimlamada yol
gosterici olan marker (GeneRuler™100bp DNA Ladder Plus, LabAid™,
Fermantas Inc, Ontario, Kanada) yuklendi.

14-Gli¢ kaynagi (LABNET international Power Station 300, Edison, ingiltere)
calistinlarak 20mA, 90V'de pozitifligin arastiriilmasinda 20 dakika,
tiplendirme de ise yaklasik 1 saat yurataldu.

15-Jel tanktan cikarilarak jel goruntileme sisteminde (UVITEC Cambridge,

ingiltere) UV 1s1g1 altinda bantlarin degerlendirilmesi yapildi.

3.5. Poliakrilamid jel elektroforezi ile

elektroferotiplendirme

Ekstraksiyon Urunleri  Poliakrilamid jel elektroforezinde
(Hoefer®, San Francisco, ABD) vyurutulerek elektroferotiplendirme

gerceklestirildi.
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3.5.1.Poliakrilamid jel elektroforez solusyonlarinin

hazirlanmasi:

1-%30’luk Akrilamid hazirlanmasi

Akrilamid 29.2 gr (Merck, Almanya)
Bis akrilamid 0.8 gr (AppliChem, Almanya)
Distile su 100mI’ ye tamamlanarak,+4°C’de bekletildi.

2- Kosturma Jel (Lower jel) tamponu (pH 8.8) hazirlanmasi

Tris Base 74.1gr (Amresco, ABD)
Tris HCL 21.7 gr (Sigma, Almanya)
Distile su 500 ml ‘ye tamamlandi

Hazirlanan karigim otoklavlandi ve oda sicakhdinda bekletildi.

3-Yukleme Jel (Upper Jel ) tamponu hazirlanmasi

Tris Base 0.254gr
Tris HCL 7.57gr
Distile su 100ml’ye tamamlandi.

Hazirlanan karigim otoklavlandi ve oda sicakliginda bekletildi.

4-Amonyum Persulfat 100mg/ml

Amonyum Persulfat 1gr (Gibco BRL, ABD)

Distile su 10ml’'ye tamamlandi ve +4°C’de bekletildi.
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5-Ornek Tamponunun hazirlanmasi

Gliserol 2ml (Scharlau, ispanya)
Tris 0.635 M pH6.8 (0.76gr/10ml) 2ml (Amresco, ABD)
2 mercaptoethanol 1ml (Merck, Almanya)

%10SDS 5ml (Scharlau, ispanya)

Karisim hazirlandiktan sonra pipet ucuyla Bromofenol Blue
(Carlo ERBA, Italya) eklenerek mavi bir renk almasi saglandi ve 4°C’de
bekletildi.

6-Elektroforez Tamponu 10X hazirlanmasi

Glisin 144gr (Merck, Almanya)
Tris Base 30.3 gr

Balon Jojeye hazirlanan tampon daha sonra 1X’e gevrilerek kullanildi.

3.5.2.Poliakrilamid Jel Elektroforezinin hazirlanmasi

Kosturma jelinin hazirlanmasi (Resolving-Avirici jel)

Kosturma Jel tamponu 7.5ml

Distile su 10ml

Akrilamid (%30) 10ml

TEMED 15 pL (Sigma, Almanya)
Amonyum Persulfat 150 pL
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Yikleme Jelinin hazirlanmasi (Steaking Jel)

YUukleme jel tamponu 2.5 ml

Distille su 6.2 ml

Akrilamid 1.33 mi

TEMED 10 pL

Amonyum persulfat 30 yL
Uygulama:

1-Dikey jel elektroforez camlari distile su ile yikandi, alkolle silindi ve

kurulanarak, ylzeyde kir ve partikll kalmasi engellendi.

2-Cam tabakalarin iki yanina jelin kalinhigi olgisunde teflondan yapilmis
birer ayirici yerlestirildikten sonra birbirine bakacak sekilde sabitlendi ve

yanlardan vidalarla sikigtirilarak jelin dokulecegdi bosluk olusturuldu.

3-Aparat hazirlandiktan sonra ©Onceden hazirlanmis olan  %10’luk
kosturma jeli enjektor ile iki cam arasina dokuldu. Burada jelin hava ile
temasini kesmek igin Uzeri tamamen saf su ile dolduruldu. Jelin polimerize

olmasi icin yaklasik 30 dakika beklenildi.

4-Kosturma jeli polimerize olduktan sonra Uzerindeki saf su aparat ters

cevrilerek bogaltildi.

5-Camlar arasina dsRNA’larin yuklenecegi gukurluklar hazirlanmasi igin
plastik taraklar yerlestirildi.

6-Bu islemden sonra yukleme jeli, kosturma jeli Uzerine dékulda. Taraklar

etrafinda baloncuk kalmayacak sekilde sabitlendi ve 30 dakika beklenildi.
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7-Jel polimerize olduktan sonra taraklar cikarildi. Ust aparat camlar
Uzerine vidalandiktan sonra c¢ukurluklarin ici elektroforez tamponu ile

yikandi.

8- Tankin ic¢i elektroforez tamponu ile dolduruldu ve 8 pyL 6rnek, 8 uL
ornek tamponu ile karistirilip tim numune elektroforez ignesi yardimi ile
jel gukurluklarina yiklendi. ilk kuyucuga marker dsRNA yiiklendi. Tim bu
islemler esnasinda jellerin iginde ve arasinda hava kabarciklarinin

olmamasina dikkat edildi.

9-Yuklenmis ornekler cift jel ydratuldiginde gli¢ kaynagr (LABNET
International Power Station 300, Edison, ABD) ile 16mA’de, tek jel

yurutulduginde 8mA’de 16 saat elektroforeze tabi tutuldu.

10-Brom Fenol Mavisinin jeldeki goruntisu takip edildi. Kosturma islemi
tamamlandiginda elektroforez durduruldu ve jel camlarin arasindan
dikkatlice cikarilarak Etidyum bromidle boyanmis elektroforez tamponu

icinde 20 dakika hafifce saga sola hareket ettirilerek boyandi.

11-Boyama sonucunda goéruntileme sistemi (UVITEC, Cambridge,

ingiltere) ile jelin fotograflari gekildi.

12-Olugsan bantlar marker bantlari ile karsilastirildi. Bantlar arasindaki

benzerlik ve farkliliklar tespit edildi.

Resim 4: Dikey Jel Elektroforez Cihazinin Gériintiisu
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3.6. istatistiksel Analiz

Yas verilerinin normal dagilima uygunluk testi (Kolmogorov
Simirnov testi, K-S test) yapildi ve normal dagilima uymadigi saptandi. Bu
nedenle yas verisi Mean £ SD ve Median (Min-Max) [ortanca (en kuglk —
en blyik deger)] olarak sunuldu. iki grup karsilastirmalarinda da Ki-kare

testi ve Mann-Whitney U testi kullanildi.
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4. BULGULAR

Bu calisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatri Anabilim
Dal’'na Nisan 2009 ile Subat 2010 tarihleri arasinda gastroenterit sikayeti
ile bagvuran ve gaitalari Mikrobiyoloji laboratuvarina yollanan 0-5 yas

arasindaki 251 hastanin gaita 6rnekleri toplanarak gergeklestirildi.

Calismaya alinan 251 hastanin 108’ini (%43) kiz, 143’U4nd
(%57) de erkek hastalar olusturdu. Bu hastalarin yaglari 2 gun ile 59 ay
arasinda dagilim godstermekte idi. Yas gruplarina gore 31’ i (%12.4) 0-2
ay, 35'i (%13.9) 3-5 ay, 45'i (%17.9) 6-11 ay, 72’si (%28.7) 12-23 ay, 37’si
(%14.7) 24-35 ay, 15'i (%6.0) 36-47 ay ve 16’sI da (%6.4) 48-59 ay yas
grubunda yer almakta idi (Tablo7).

Tablo 7: Caligmaya dahil edilen 0-5 yas arasi akut gastroenteritli cocuklarin yas

gruplarina gore dagilimi (n=251)

Yas gruplari (Ay) CE Yuzde (%)
0-2 31 12.4

3-5 35 13.9

6-11 45 17.9

12-23 72 28.7

24-35 37 14.7

36-47 15 6.0

48-59 16 6.4
Toplam 251 %100
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Calismaya katillan 251 hastadan 53’Unde (%21.1) ELISA
testi sonucu rotavirus grup A antijeni bakimindan pozitif bulunurken
198’'inde (%78.9) rotavirus antijeni tespit edilmedi. Rotavirus antijeni
saptanan 53 hastanin yaslari 6 gun ile 54 ay arasinda degismekteydi. Bu
hastalar; 0-2 ay grubunda 1(%1.9), 3-5 ay grubunda 6 (%11.3), 6-11 ay
grubunda 12 (%22.6), 12-23 ay grubunda 20 (%37.7), 24-35 ay grubunda
9 (%17.0), 36-47 ay grubunda 3 (%5.7) ve son olarak 48-59 ay grubunda
da 2 (%3.8) hasta olarak dagilim gdsterdi (p>0.05) (Tablo8). Mann-
Whitney U testi sonucunda ELISA pozitif ve negatif hastalar arasinda yas
farki gdzlenmedi.

Tablo 8: Rotavirus antijeni saptanan hastalarin yas gruplarina gore dagilimi (n=53)

Yas gruplan ELISA Pozitif Hastalar

(Ay) Sayisi Yuzde(%)
0-2 1 % 1.9

3-5 6 % 11.3
6-11 12 % 22.6
12-23 20 % 37.7
24-35 9 % 17.0
36-47 3 % 5.7
48-59 2 % 3.8
Toplam 53 % 100

Tablo 9: Rotavirus antijeni pozitif ve negatif hastalarda yas verisi
Rotavirus Median (Min-Max) Mean* SD

Pozitif 15.00 (0-54) 17.74+ 12.128
Negatif 12.00 (0-59) 16.87+ 15.552
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negatif,

ise pozitif

Kiz hastalarin ELISA sonucu bakimindan 82’si (%75.9)

(%24.1) bulunurken, erkek hastalarin

116’s1(%81.1) negatif, 27’i de (%18.9) pozitif bulundu (Tablo10).

Tablo 10: ELISA sonucuna gore kiz ve erkek hastalarin dagilhimi (n=251)

Cinsiyet ELISA sonucu Toplam
Negatif Pozitif

Kiz 82 (%75.9) 26 (%24.1) 108 (%100)

Erkek 116 (%81.1) 27 (%18.9) 143 (%100)

Toplam 198 (%7.9) 53 (%21.1) 251 (%100)

Yapilan ELISA sonucu pozitif olan toplam 53 hastanin
26’sin1 (%49.1) kiz, 27’sini de (%50.9) erkek hastalar olusturmaktaydi
(Tablo11). Calismamizda cinsiyete gore ELISA pozitifligi yoninden
istatistiksel olarak fark gortulmedi (p>0.05).

Tablo 11: ELISA pozitif hastalarin cinsiyete gore dagilimi (n=53)

Cinsiyet ELISA sonucu pozitif hastalar
Sayi Yuzde (%)
Kiz 26 %49.1
Erkek 27 %50.9
Toplam 53 %100

Calismaya dahil edilen hastalardan Nisan ayinda gaitasi
alinan 4 hastanin 1’inde (%25.0), Mayis ayinda gaitasi alinan 19 hastanin

4’unde (%21.1), Haziran ayinda gaitasi alinan 32 hastanin 8’inde (%25.0),
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Eylul ayinda gaitasi alinan 5 hastanin 1’'inde (%20.0), Ekim ayinda gaitasi
alinan 81 hastanin 17’sinde (%21.0), Kasim ayinda gaitasi alinan 36
hastanin 9’unda (%25.0), Aralik ayinda gaitasi alinan 41 hastanin 9’unda
(%22.0) Ocak ayinda gaitasi alinan 21 hastanin 2’sinde (%9.5) ve Subat
ayinda gaitasi alinan 12 hastanin 2’sinde (%16.7) rotavirus antijeni

saptandi.

Temmuz ve Agustos aylarinda akut gastroenterit sikayeti ile
hastanemize 0-5 yas arasinda hasta basvurusu olmadi. Calisma Mart

ayinda o6rnek alinmadigi i¢in tam bir yillik streyi kapsamamaktadir.

Toplam 53 rotavirusa bagl gastroenterit olgusunun 1’i Nisan
(%1.9), 4G Mayis (%7.5), 8'i Haziran (%15.1), 1’i Eylul (%1.9), 17’si Ekim
(%32.1), 9'u Kasim (%25.0), 9'u Aralik (%17.0), 2’si Ocak(%3.8) ve yine
2’si Subat (%3.8) ayinda gergeklesti (Grafik1). Rotavirus pozitifliginin
aylara gore dagiliminda isatistiksel olarak anlamli fark gértulmedi (p>0.05).
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Rotavirus Enfeksiyonlarinin Aylara Gore Yiizdelik
Dagilhimi

35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

Grafik 1:Rotavirus enfeksiyonlarinin aylara gére dagilimi (n=53)

Toplam 53 olgunun 13’0 (%24.5) kis, 5'i (%9.4) ilkbahar, 8
(%15.1) yaz ve 27’si (%50.9) sonbaharda g6zlendi (p>0.05).

Mevsimsel dagihm

ilkbahar; 9,40%

B ilkhahar
mYars
® Sonbahar

B Kis

Grafik 2: Rotavirus enfeksiyonlarinin mevsimlere goére dagilimi (n=53)
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Ekstraksiyon drunlerinden once RT-PZR ile VP4 ve VP7
amplifikasyonlari yapildi ve elde edilen komplementer DNA‘lardan (cDNA)

Nested PZR ydéntemi ile G ve P tiplendirmeleri gergeklestirildi.

Calismaya dahil edilen 251 gaita 6rnedinden ELISA yontemi
ile rotavirus antijeni saptanan 53 ornekte sirasiyla G ve P tiplerinin varhgi
arastirildi. Orneklerin 31’inde (%58,5) G ve ayni drneklerin 24’inde de
(%45,3) P tipi saptandi. Bu orneklerin 18’inde (%34,0) hem G hem de P
tipleri birlikte gézlendi.

Rotavirusun G tiplerinden G1, G2, G3, G4 ve G9 tipleri, P
tiplerinden de P[9], P[6] ve P[8] tipleri saptandi (Resimba-b,6a-b) Hem G
hem de P tiplerinin birlikte goruldugu 6rneklerde G3P[8], G2P[8], G4PI8],
G1P[8], G9P[8], G4P[6] ve G1P[6] tipleri gbzlendi. Bunlarin 53 rotavirus

antijeni saptanan ornekteki dagilimi Tablo 12'de gosterildi.

Tablo 12: Rotavirus antijeni saptanan 6rneklerde G ve P tiplerinin dagilimi (n=53)

G Tipleri P Tipleri G/P tipleri
G1 5 (%9.4) P[8] 21(%39.6) G3P[8] 7(%13.1)
G2 4 (%7.6) P[6] 2 (%3.8) G2P[8] 3(%5.7)
G3 12(%22.6 ) P[9] 1(%1.9) G4P[8] 3(%5.7)
G4 8 (%15.1) G1P[8] 2(%3.8)
G9 2 (%3.8) G9P[8] 1(%1.9)
G4P[6] 1(%1.9)
G1P[6] 1(%1.9)
Toplam 31(%58.5) 24(%45.3) 18(%34)
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Saptanan G1, G2, G3, G4 ve G9 tipleri 31 G tipi gézlenen
orneklerin sirasiyla 5 (%16.1), 4(%12.9), 12(%38.7), 8(%25.8) ve 2’sini
(%6.5) olusturdu (Grafik3).

G Tiplerinin dagilimi

G9; 6,50% G1; 16,10%

mGl
G2;12,90%

mG2
mG3
mG4

mG9

Grafik 3: Rotavirus G tipi saptanan orneklerde tiplerin dagilimi (n=31)

Calismamizda goézlenen P[9], P[6] ve PI[8] tipleri ise 24 P
tipinin sirasiyla 1 (%4.2), 2 (%8.3) ve 21’ini (%87.5) olusturdu (Grafik4).

P Tiplerinin Dagihmi

Pe; 8,30% P9 4.20% m P8

mP6

P9

Grafik 4: Rotavirus P tipi saptanan 6rneklerde tiplerin dagilimi, (n=24)
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Hem G hem de P tiplerinin birlikte goruldigu ornekleri
olusturan G3P[8], G2P[8], G4P[8], G1P[8], GOP[8], G4P[6] ve G1P[6]
serotipleri toplam 18 Ornekte sirasiyla 7(%38.9), 3(%16.6), 3(%16.6), 2
(%11.1), 1 (%5.6), 1 (%5.6) ve 1(%5.6) olarak saptandi (Grafik5).

G/P Serotiplerinin Dagilimi

\GlP[G]; 5,60%

G4P[6]; 5,60%

GOP[8]; 5,60% = G3PI8]

B G2P[8]
G1P[8]; 11,10% ___
M G4P[8]
mG1P[8]
mG9P[8]
= GA4P[6]

G1P[6]

Grafik 5: Rotavirus G/P serotipi saptanan érneklerde tiplerin dagilimi (n=18)

Calismamizda birden fazla G ve P tiplerinin birlikte

goraldigu miks tiplere rastlanmadi.
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Resim 5a: Rotavirus G tiplerinin Agaroz Jel Elektroforezindeki goriintiisii

Resim 5b: Rotavirus G tiplerinin Agaroz Jel Elektroforezindeki goriintiisii
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Resim 6a: Rotavirus P tiplerinin Agaroz Jel Elektroforezindeki gorintiisii

Resim 6b: Rotavirus P tiplerinin Agaroz Jel Elektroforezindeki goriintiisi
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Rotavirus antijeni saptanan 53 hastanin gaita orneginde
Fenol-Kloroform-izoamil alkol metodu ile RNA izolasyonu yapildiktan
sonra PAGE ‘de RNA’nin molekdler agirligina gore ayrimi yapildi. Toplam
53 o6rnegin 23’Unde (%43,4) elektroferotip gobzlendi. Poliakrilamid jel
uzerinde RNA'nin migrasyon paternlerine gore E1, E2, E3 ve E5 olmak

uzere 4 farkl elektroferotip belirlendi (Resim7).

Resim 7: Rotavirus Elektroferotiplerinin PAGE’deki goriintiisi

Saptanan E1, E2, E3 ve ES5 tipleri sirasiyla 10 (%43,5), 10
(%43,5), 1 (%4,3) ve 2 (%8,7) olarak dagilim gosterdi (Grafik6).
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E Tiplerinin Yiizdelik Dagihmlan
E5; 8,700.’6 E3; 4,300.’6

mE1
mE?
mES
mE3

Grafik 6: Elektroferotiplerin Yiizdelik dagilimi (n=23)

belirlenen 13 6rnekte saptandi. Bu 6rneklerden E3, G tiplerinde, E5 ise P

Elektroferotipler G tipi belirlenen 11 0Ornekte ve P tipi

tiplerinde gozlenmedi. Tum G serotiplerinde en az bir E tipi saptanirken,

serotip G9’da herhangi bir elektroferotip saptanmadi (Tablo13).

Tablo13: Elektroferotiplerin G tiplerine dagihimi (n=11)

E1 E2 E3 Toplam
G1 1 1 2
G2 2 2
G3 1 4 1 6
G4 1 1
Toplam 4 6 1 1
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Tablo 14: Elektroferotiplerin P tiplerine dagilimi (n=13)

E1 E2 E5 Toplam
P[8] 7 4 11
P[6] 1 1
P[9] 1 1
Toplam 7 5 1 13

Elektroferotiplerden yalniz E1 ve E2

rotavirusun G/P

serotipleri ile iligkili bulundu ve 5 farkli serotipte E tipleri ile iligkili saptandi.
G3P[8] E2 ve E1, G1P[6] ve G4P[8] E2, G1P[8] ve G2P[8] E1 tipleri ile

iligkili bulundu (Tablo15).

Tablo15: Elektroferotiplerin G/P tiplerine dagilimi (n=9)

E1 E2 Toplam
G3P[8] 1 3 4
G1P[6] 1 1
G4P[8] 1 1
G1P[8] 1 1
G2P[8] 2 2
Toplam 4 5 9
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5. TARTISMA

Akut gastroenteritler, cocuklarda morbidite ve mortalitenin en
onemli nedenlerinden biri olup gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde
oldugu gibi ulkemizde de onemli bir saglik sorunudur. Beg yasin altindaki
cocuklarda 2008 yilinda dunyada 1.336 milyon ¢ocugun diyare nedeni ile
oldagu bildirilmigtir. 1 Ulkemizde de 0-14 yas grubu gocuk olumlerinin

%8.4’ inden diyare sorumlu tutulmaktadir.®?

Rotaviruslar, bebek ve bes yas alti cocuklarda gorilen
diyarelerin, Ozellikle hastane yatiglarina ve bebek olumlerine neden olan
agir gastroenteritin en Onemli nedenidir. Rotavirus gastroenteritleri
nedeniyle dunya genelinde her yil yaklasik 611,000 c¢ocuk hayatini
kaybetmektedir. 2

Ozellikle kontamine su ve gidalar ile bulasan, bakteri ve
parazit kaynakl diyarelerin 6nlenmesinde dnemli bir yere sahip olan temiz
icme suyu ve hijyen kosullarinin saglanmasi rotavirus gastroenteritlerinin
onlenmesinde etkili olmamaktadir. Son yillarda, gelismis Ulkerlerde
sanitasyon, guvenilir su kaynaklari ve oral rehidratasyon tedavisi ile
diyareli hastaliklarin morbidite ve mortalitesinde 0Onemli azalma
saglanmasina ragmen, rotavirusa bagli morbidite ve mortalitede azalma
olmamistir. Bunun nedeni bakteri ve parazit gastroenteritlerinin aksine
rotavirus enfeksiyonlarinin, hijyen kosullarindan bagimsiz olarak gelismis

ve gelismekte olan lilkelerde benzer siklikta gériilmesidir.?*
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Dehidratasyon tedavisi ve tibbi bakimin yetersiz oldugu
gelismekte olan Ulkelerde rotavirus gastroenteritleri mortalite ile
sonuglanirken, gelismis Ulkelerde daha ¢ok morbiditeye, hastane

yatislarina ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir.? ©

Dunya genelinde bes yas alti gocuklarda yaygin olan
rotavirus enfeksiyonlarinin en yuksek insidansa 6-24 aylik cocuklarda

ulastig belirtimektedir.>*’

insanlarda en sik enfeksiyona neden olan rotavirus G
tiplerinin G1-4 ve G9 oldugu, P tiplerinin de P[8], P[4] ve P[6] oldugu
belirtilmistir.>**® Rotavirus serotiplerinden G1P[8] (%64.7), G2P[4] (%12),
G3P[8] (%3.3) ve G4P[8] (%8.5) cocuklardaki rotavirus diyarelerinin
%88.5'inden sorumlu tutulmaktadir. Son zamanlarda 6nem kazanan
GO9P[8] ve G9P[6]da (%4.1) onemli global G tipleri arasinda
gosterilmektedir.®

Rotavirusun G1P[8], G2P[4], G3P[8] ve G4P[8] serotipleri
Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya’da rotavirus enfeksiyonlarinin
%90’'Indan fazlasini olustururken, Guney Amerika ve Asya’da %68’ini,
Afrika’da ise %50’sini olusturmaktadir. ® Dunyada en sik gorilme oranina
sahip olan G1P[8] serotipi Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya’da
enfeksiyonlarin % 70’ini, Giney Amerika ve Asya’da % 30’unu, Afrika’da

da % 23’linli meydana getirmektedir. 84

Dunya genelinde, son yillarda G9 serotipinde bir artis

baglamis ve 6zellikle G9 Asya ve Afrika da dnemli bir enfeksiyon etkeni
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haline gelmistir. 3444 Rotavirusun P tiplerinden ézellikle P[8] diinyanin
birgcok bolgesinde en sik gorulen P tipidir. Ayrica P[6] da dunyada en fazla
Afrika’da bulunmakta ve burada dolasan tiplerin Ugte birinde

gorilmektedir. 38

Rotavirusa bagl gastroenteritler hakkinda dunyada bugune

kadar ¢ok sayida galisma yapilmis ve farkli sonuglar elde edilmigtir.

Kiulia ve arkadaslarinin Kenya’da 1975-2005 yillari arasinda
yapilan ¢alismalardan derledikleri verilere gore, yil boyunca gergeklesen
diyarelerde rotavirus prevalansi %6-56'dir. Burada 1996-2002 yillar
arasinda global G1- G4 ve G9 genotipleri ile P[6], P[8] ve P[4] genotipleri
gOzlenmigtir. Calismalarda 2002 yilina kadar en yaygin genotip olan G1’in
yerini 2002 yihindan itibaren G9 ve daha az bir oranda G8 genotipi
almistir. Kenya’da, G9 o6nemli bir gastroenterit sebebi olarak

gosterilmistir.*®

Arista ve arkadaslarinin Palermo’da Enzim Immudnoassay
(EIA), seminested RT-PZR ve PAGE yontemlerini kullanarak yaptiklari
calismada 1999-2000 epidemik kis sezonu sirasinda, italyan cocuklarda
G1(%43), G4(%34) ve G9(%19) tipleri yaygin olarak gozlenmisg, 6zellikle
G9P[8] de artis oldugu ve tanimlanan tim rotavirus suslarinin %19’unda
g6zlenerek oOnceki calismalara oranla oldukga ylUksek bulundugu
belirtilmistir. ®*

Ospino ve arkadaslarinin Tropikal iklime sahip Kolombiya'nin

bes bdlgesinde yapilan 23 c¢alismadan derledikleri verilere gore,
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gastroenteritlere sebep olan viral ajanlar arasinda ortalama %35.5 ile 5
yas alti gocuklarda rotavirus en fazla gorulen virus olmustur. Burada en
sik gorilen serotip G3P[8] (%32.7) olmus, bunu G1P[8] (%24.7) ve G2P[4]
(%22.9) serotipleri takip etmistir.®®

Khalili ve arkadasglari tarafindan yapilan bir baska ¢alismada
iran’da 2001-2002 yillari arasinda ELISA yéntemi ile %78 siklikta rotavirus
saptanmistir. Enfeksiyon belirgin olarak Kasim ve Subat aylari arasinda
g6zlenmis ve en ¢ok 2 yasin altindaki gocuklari etkilemistir. Burada da RT-
PZR ile global olarak en sik gorilen serotiplerden G1(%82), G2(%13),
P[8](%74) ve P[4](%16) saptanmistir. ®°

Dey ve arkadaslarinin Banglades’te 2004-2005 vyillan
arasinda RT-PZR ve Nested PZR kullanarak yaptiklari c¢aligsmada
G2(%43.3) en fazla saptanan serotip olmus, bunu G4(%19.5), G9
(%13.7), G1(%12.7) ve G3(%2.6) izlemistir. Rotavirusun P tiplerinden
P[8], %53.2 ile en sik gorulturken P[4], %42.9 ile ikinci sirada saptanmistir.
G2P[4] serotipi %43 siklikta gdzlenmis ve bunu sirasiyla G4P[8], GO9P[8],
G1P[8] ve G3P[8] serotiplerinin izledii belirtilmistir.®’

Damme ve arkadaglari tarafindan Belgika, Fransa, Almanya,
italya, ispanya, isve¢ ve Iingiltere’yi kapsayan ve 2004-2005 vyillari
arasinda gercgeklestirlen ¢ok merkezli bir g¢alismaya goére akut
gastroenteritli 2846 cocuktan 2712’sinde ELISA testi sonug gdstermis ve
bunlarin 1102 (%40.6) sinde rotavirus saptanmigtir. Rotavirus antijeni
saptanan orneklerden RT-PZR ile rotavirus gastroenterit olgularinin
%98’'inden G1-G4 ve G9, geriye kalan %2’lik kisimdan ise G6, G8, G10

ve G12 serotipleri sorumlu tutulmustur.
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Tcheremenskaia ve arkadaslarinin  Cek Cumhuriyeti,
Slovenya, Hirvatistan, Arnavutluk ve Bulgaristan’da 2004 ile 2006 yillari
arasinda ELISA, RT-PZR ve dizi analizi yontemlerini kullanarak yaptiklari
bir diger calismada siddetli gastroenterit ile hastaneye yatan ya da ayakta
tedavi goren gocuklardan izole edilen 1528 rotavirus sugunun incelenmesi
sonucunda genel G/P kombinasyonlari olan G1P[8], G3P[8], G4P[8] ve
G2P[4] prevalansi %50 ile %85 arasinda dagilmistir. Bu Ulkelerde P
tiplerinden en sik P[8] (%80) bulunmus ve bunu P[4] (%35) takip etmistir.
Sik gorulmeyen P[4] ile iligkili G1 ya da G4 ve PI[8] ile iliskili G2 %3-%20
oraninda gorulmastur ve insan suglari arasinda reassortment ile ortaya
¢cilkmis olabilecegi dusunulmektedir. Ayrica nadir gorulen G8P[8] ve
G10P[6] ‘de tanimlanmigstir. Rotavirus enfeksiyonlarinin blyidk ¢odunlugu
3 yasin altindaki ¢ocuklarda gozlenmis ve 1-2 yas arasinda en yuksek

insidansa (%34.1) ulagsmistir.**

Amerika Birlesik Devletler’inde 2006 yilinda Payne ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada c¢ocuklarda siddetli rotavirus
gastroenteritlerini incelemek i¢in yapilan goézetim programinda 516 gaita
orneginin 225’sinde EIA ile rotavirus saptanmigtir. Pozitif Orneklerle
yapilan RT-PZR sonucunda yaygin olarak G1P[8] (%84) susu bulunmus,
bunu G2P[4] (%4.9) ve G12P[6] (%3.6) izlemistir. Serotip G1P[6](%1.8)
ise cok daha az gézlenmistir. Ayrica G2P[8], G12P[8] ve G9PJ[6] suslarinin
her biri de %0.4 siklikta saptanmistir. Orneklerin %4’tGinde ise birden fazla

tiple miks enfeksiyon gézlenmistir. ®°

Naranjo ve arkadaslarinin Ekvadorda on degisik tasra
bolgesinde Mart-Agustos 2006 tarihleri arasinda yaptiklari bes yasindan
kuguk akut diyareli 729 ¢gocugun katildigi bir galismada, immunoenzimatik

test ile gaita orneklerinin %37’sinde rotavirus saptanmistir. Yaygin P
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tipleri RT-PZR ile yapilan tiplendirmede P[8] (%57) ve P[4] (%29.5) iken
yaygin G tipleri G9(%46.1) ve G2(%27.2) olmustur. Calismada G9P[8]
(%56.9) ve G2P[4] (%32.6) serotipleri de yaygin olarak gériilmistir. "

Avustralya’da 2007-2008 yillari arasinda EIA ve hemi-nested
RT-PZR yontemleri ile yapilan yillik gbzlem sonucunda, G1 %52 siklikta
gérilmus ve Avustralyall gocuklarda en ¢ok enfeksiyona sebep olan
serotip olmustur. Bunu G2(%19.8), G9(%12.2)ve G3(%11) serotipleri
izlemistir. G4 serotipine ise rastlanmamistir. Bu calismada tanimlanan
suslar arasinda G1P[8], G3P[8], G2P[4] ve G9P[8] kombinasyonlari en
yaygin gorulenleridir. Calisma sirasinda da Avustralya’ da ilk kez bir
ornekte G2P[8] tipi saptanmistir.”’

Ozellikle son yillarda molekiiler yontemlerin gelismesi ve
rotavirusun ciddiyetinin kavranmasi nedeni ile Ulkemizde de Onemli
epidemiyolojik veriler elde edecegimiz calismalar yapiimigtir. Ulkemizdeki
calismalar daha ¢ok rotavirus insidansinin belirlenmesine yoneliktir. Cesitli
yontemler kullanilarak rotavirus pozitifliginin belirlendigi bu ¢alismalardan

bazilari immunokromatografik incelemelere dayanmaktadir.

Karadag ve arkadaglari tarafindan Ankara’da u¢ hastanede
1999-2002 vyillar1 arasinda, yaslari 1-198 ay arasinda degisen 1099
diyareli ¢ocukla yapilan c¢alismada immunokromatografik yontem

kullanilarak %36.8 siklikta rotavirus pozitifligi saptanmistir. 2
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Nazik ve arkadaslari 2003-2005 yillarinda istanbul’da gocuk
hastalara ait 3618 diski ©Ornegini immunokromatografik yontem ile

incelemisler ve drneklerin %20.6” sinda rotavirus saptamislardir.”

Bir diger calismay! Bicer ve arkadaslari istanbul’da 2007
yilinda c¢ocuk acil servisine akut gastroenterit sikayetiyle gelen 1767
cocuktan aldiklari gaita Oorneklerini immunokromatografik yontemle
inceleyerek yapmis ve bu orneklerin % 23.9’'unda rotavirus antijeni

saptamislardir.

Rotavirus pozitifligini ELISA testi kullanilarak belirleyen cgesitli
calismalar da bulunmaktadir. Turkoglu ve arkadaslari, 1984 ve 1990 yillari
arasinda istanbulda 826 gastroenteritli cocuktan aldiklari gaita
orneklerinde ELISA ve lateks aglitinasyon testlerini kullanarak %25.4

siklikta rotavirus saptadiklarini bildirmistir.”

Yildirmak ve arkadaslan tarafindan 1989-1990 vyillarinda
Ankara’ da yapilan ve akut gastroenteritli 1-18 ay arasindaki 106 sut
cocugunu kapsayan bir calismada, ELISA yontemiyle 6rneklerin %29’unda

rotavirus saptanmistir.”

Siklar ve arkadaslari da 1998-1999 yillarinda yine Ankara’da
yaptiklari g¢alismada ELISA yontemini kullanarak 0-2 yas arasindaki
gastroenterit tanisi olan 88 hastada rotavirus pozitiflik degerini %22.7

olarak saptamistir.”’
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Rotavirusun tiplendiriimesine yonelik c¢aligmalar ise son
donemlerde 6nem kazanmigtir. Bu amagla yapilan g¢aligsmalardan birini
Kurugél ve arkadaslari 2000- 2001 yillari arasinda izmir'de gerceklestirmis
ve 920 gastroenteritli c¢ocukla yaptiklari calismada ELISA ydntemi
kullanarak %39.8 (366) siklikta rotavirus gozlemlemigtir. Pozitif bulunan
ornekler RT-PZR ile serotiplendiriimis ve % 91.1'inde serotip G1-4
saptanmigtir. Bu tipler arasinda G1 serotipi %75.1 ile en fazla goérulen
serotip olmus, G2, G3 ve G4 ise sirasiyla %0.8, %3 ve %6.3 siklikta

gorilmustir. Miks enfeksiyonlar ise %5.9 olarak saptanmistir. ©

Cataloluk ve arkadaslari 2000-2002 yillart arasinda
Tarkiye'nin Bati ve Guneydogu’sundaki dokuz sehirdeki akut diyareli 508
cocuktan aldiklari fekal érneklerde ELISA ydntemi ile %23.4 (119) siklkta
rotavirus gozlemlemistir. Pozitif drnekler elektroferotiplendirme yéntemi ve
G, P genotiplendirme ile tiplendirilmigtir. Nukleik asit sekansi yapilan
calismada en sik G4P[8](%42.2) serotipi saptanmigstir. Ayrica G1P[8],
G2P[4] ve G3P[8] serotipleri sirasiyla (%26.6), (%3.1) ve (%1.5) olarak
g6zlenmigtir. Calismada nadir gorulen G9P[8] (%3.2), G2P[8] (%7.8),
G1P[6] (%3.1), G2P[6] (%1.5) ve G4P[6] (%6.3) serotipleri de

gorilmustir.”

Bozdayr ve arkadaslarinin 2004-2005 vyillari arasinda
Ankara’da yaptiklari galismada 0-5 yas grubu cocuklara ait 322 gaita
orneginde EIA yontemi ile %39.7 siklikta rotavirus saptanmistir. Pozitif
orneklerde PAGE ile bes farkh elektroferotip E1-E5 gozlenmistir. Bunlar
arasindan E2, 26 6rnekle en fazla goérilen tip olurken, E1 ve E3 sirasiyla 7
ve 3 Ornekte gozlenmis, E4 ve E5 ise birer Ornekte gorulmagtar.
Calismada yapilan RT-PZR ile G1'in %59.4 ile en fazla gorulen serotip
oldugu belirtiimig, G9 ise %17.2 siklikta tespit edilmigtir. Calismada G2,
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G3 ve G4 ise sirasiyla %3.9, %2.3 ve %3.1 siklikta goralmustar.
Calismada G1P[8] en sik rastlanan serotip (% 55.5) olmus, G9P[8] serotipi
ise, % 10.1 ile ikinci siklikta goralmustar. Ayrica bu ¢calismada daha dnceki
calismalarda gdézlenilmeyen GO9P[6] (%3.1), G9P[4] (%1.6), G1P[4]
(%1.6), G3P[4] (%0.8) ve G4P[8] (%3.1) serotipleri de gorulmustar. Farkl
serotiplerle miks enfeksiyonlarin dugsuk oranda (%2.4) saptandigi

belirtilmistir. *

Calismamizda 251 gastroenterit olgusu rotavirus antijeninin
varligi bakimindan ELISA testi ile incelenmis ve bunlarin %21.1’ inde
rotavirus antijeni saptanmigtir. Bu deger daha oOnce Ulkemizdeki

calismalardan bildirilenlerle (%20.6-%39.8) 4©727374.7576.77.78 ,yymludur.

Calismamizda rotavirusun kiz (%49.1) ve erkek (%50.9)
hastalara dagilimi yoninden istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir. Bu
da rotavirusun cinsiyete bagli olmayan bir enfeksiyon etkeni oldugunu bir

kez daha dogrulamaktadir.

Dinya genelinde 6-24 aylik ¢ocuklarda en ylksek orana
ulasan rotavirus enfeksiyonlari ¢alismamizda dinyadaki ve Ulkemizdeki
calismalara uyumlu olarak en sik 6-23 aylik gocuklar arasinda goézlenmis
ve en ylUksek insidansa (%37.7) 12-23 aylik ¢ocuklar arasinda ulagmistir.
Ancak gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05).

GCalismamizda rotavirus  enfeksiyonlarinin  mevsimsel
dagihmlarinda 53 olgunun 27’si (%50.9) sonbahar, 13’0 (%24.5) kis, 8’i
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(%15.1) yaz ve 5i (%9.4) ilkbaharda go6zlenmistir. Tum bu veriler
degerlendirildiginde mevsimler arasinda rotavirusun dagilimi agisindan
istatistiksel bir anlam gdzlenmemekle birlikte, pozitif olgularin siklikla

sonbahar mevsiminde goruldigu tespit edilmistir (p>0.05).

Tum duanyada ve Ulkemizde yaygin olarak gozlenen G1-G4
ve G9 serotipleri galismamizda da %58.5 ile yaygin olarak saptanmistir.
Ancak daha 6nce Ulkemizde yapilan ¢alismalardan farkli olarak G1 yerine

G3 serotipleri baskin serotip olarak gézlenmistir.

Kurugdl® ve Bozdayrnin? sirasiyla %75.1 ve %59.1 siklikta
saptayarak ilk sirada gozlemledikleri G1 serotipi calismamizda G3
(%38.7) ve G4 (%25.8) tiplerinden sonra %16.1 ile UglUncl sirada
g6zlenmistir. Bu durum G1 serotiplerinden belirgin olarak G3 ve G4’ e

dogru bir gecis oldugunu gostermektedir.

Tum dunyada gozlenen, ozellikle Asya ve Afrika ulkelerinde
daha yaygin olan ve ulkemizde de son yillarda artis gosteren G9 serotipi
calismamizda da %6.5 siklikta gériilmiistir. Daha 6nce Bozdayi * ve
arkadaslarinin Ankara’da yaptiklari galismada %17.2 olarak gdsterilen G9
tipinin galismamiz ile varligini korudugu, ancak daha onceki ¢aligmalara

gére giderek azaldig1 dusunuimektedir.

Dinya genelinde insanlarda en sik goérulen rotavirus P
tiplerinin P[8], P[4] ve P[6] oldugu belirtimektedir. *®** Calismamizda
ELISA pozitif érneklerde %45.3 siklikta P serotipleri saptanmigtir. Bu P

serotiplerinin %87.5’ini P[8] olugturarak dinya geneli ile uyum gostermis
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ve en yaygin P tipi olarak belirlenmigtir. Bunu P[6] (%3.6) ve P[9] (%4.2)
takip etmistir. Ulkemizdeki bulgulardan farkl olarak galismamizda P[4]
serotipine rastlanmamigtir. Ayrica bu calismada ilk kez Ulkemizde P[9]

serotipinin varligi gosterilmistir.

Calismamizda toplam 18 oOrnekte G/P  serotipleri
saptanmigtir. Bu 18 6rnegin %38.9'unu G3P[8] serotipi olusturmaktadir.
Bu serotip galismamizda en yaygin olarak saptanan G/P serotipidir. Bunu
ikinci sirada  %16.6 ile G2P[8] ve yine ayni oranda gdzlenen G4P[8] takip
etmistir. Cataloluk ve arkadaslarinin Gaziantep'te %42.2 siklikta
saptayarak en yaygin serotip olarak belirledikleri G4P[8] calismamizda

ikinci en yaygin serotiplerden biri olmustur.

Global olarak yaygin olan ve Ankara’da da Bozdayi ve
arkadaslari tarafindan yaygin olarak saptanan G1P[8] serotipi(‘”
calismamizda %11.1 siklikta saptanmis ve uguncu yaygin tip olarak
g6zlenmigtir. Dordlincu sirada ise G9P[8], G4P[6] ve G1P[6] serotipleri
saptanmis ve U¢ serotipte %5.6 olarak bulunmustur. Tim dlnyada
siklikla gézlenen serotipler arasinda %12 ile ikinci sirada G2P[4] serotipi
gosteriimektedir® Oysa calismamizda bu serotip saptanmamistir.
Calismamizdan elde edilen bulgular bélgemizde daha 6nce yaygin olarak
gorilen G1PI[8] serotipinin yerini G3P[8]'in aldidini gostermektedir. Ayrica
G9P[8] serotipinde azalma gobzlenirken G4P[8] serotipinde artis
kaydedilmistir.

Tropikal iklime sahip olan Kolombiya’ da serotip G3P[8]
%32.7 siklikta saptanmistir.®®> Calismamizda G3P[8] serotipinin 38.9 ile

benzer oranda bulunmasi ve en yaygin serotip olarak gézlenmesi ayrica
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G9 serotipinin de saptanmasi tropikal iklim bolgelerinde go6zlenen

serotiplerin Ulkemizde de bulundugunu gostermektedir.

Ulkemizde miks enfeksiyonlari Kurugdl ve arkadaslari %5.9
siklikta, Bozdayi ve arkadaslari ise %2.4 siklikta saptamistir. ®* Ancak

calismamizda miks enfeksiyonlara rastlanmamigtir.

Calismamizda PAGE sonucunda %43,4 siklikta eletroferotip
g6zlenmis ve E1, E2, E3 ve E5 olmak Uzere 4 farkli E tipi saptanmigtir.
Oysa Bozdayl ve arkadaslari calismalarinda 5 farkh elektroferotip
saptamiglar ve E3 tipini G1P[8] susu ile, E4 tipini ise G2P[4] susu ile iliskili
bulmuslardir.* Bizim calismamizda ise G2P[4] tipi saptanamamis, G1P[8]
serotipi E1 ve en sik gozlenen G3P[8] serotipi ise E2 tipi ile iliskili

bulunmustur.
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6.SONUG

Sonug¢ olarak tum dinyada oldugu gibi galismamizda da
rotavirus enfeksiyonlarinin 0-5 yas arasi ¢ocuklarda gastroenterite neden

olan 6nemli bir etken oldugu gosterilmigtir.

Gastroenterite neden olan rotavirus serotipleri arasinda G
tiplerinden en sik G3 ve G4 tipleri gézlenmis ve daha onceki ¢alismalarla
kiyaslandiginda G1'den G3 ve G4 ‘e gegis oldugu ve G9 tipinde de
azalma oldugu goérilmustlr. Rotavirus P tiplerinden P[8] en sik gbézlenen
etken olarak saptanmis ve ilk kez bu calisma ile Ulkemizde rotavirus

enfeksiyonlarinda P[9] serotipinin varligi gosterilmigtir.

Rotavirus G/P serotiplerinden en sik gorulen G3P[8]in
ulkemizdeki G1P[8] serotipinin yerini aldigi disunulmektedir. Daha 6nce
bdlgemizde gdzlenen 5 farkl elektroferotipten yalnizca E1, E2, E3, ve E5

saptanabilmis ve E2 tipi G3P[8] serotipi ile iligkili bulunmustur.

Globallesen dunyada turizmin gelismesi, ulkeler arasinda
seyahatlerin artmasi ve benzeri nedenlerle farkli suslar tasinmakta ve
farkh suslar yayginlasmaktadir. Calismamizda da globallesmenin sonucu
olarak bolgemizdeki serotiplerin insidansinda degisimler oldugu
gOsterilmig, rotavirus tedavi stratejilerinde rol oynayacak Onemli bir

epidemiyolojik veri elde edilmigtir.
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7.0ZET

Rotavirusun 0-5 Yas Arasi Cocuklarda Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) Yontemi ile Serotiplendirilmesi ve Poliakrilamid

Jel Elektroforezi ile Elektroferotiplendirilmesi

Rotavirus tum duanyada 0-5 yas arasi cgocuklarda akut
gastroenteritin en dnemli etkenidir. Bu ¢alismada hastanemize bagvuran
akut gastroenteritli  0-5 yas arasindaki ¢ocuklarda rotavirus
enfeksiyonlarinin prevalansinin belirlenmesi ve bdlgemizde yaygin olan

rotavirus serotip ve elektroferotiplerin saptanmasi amaglanmistir.

Calisma Nisan 2009 ile Subat 2010 tarihleri arasinda
gastroenterit ile hastanemize bagvuran 0-5 yas arasindaki 251 hastanin
gaita ornekleri ile gergeklestirilmistir. Antijen pozitifligi ELISA ile saptanmis
ve pozitif drneklerden fenol-kloroform-izoamil-alkol methodu ile dsRNA'lar
izole edilmistir. izolatlar PAGE ile elektroferotiplendiriimistir. Rotavirus G
ve P serotipleri RT-PZR ve Nested PZR ile belirlenmisgtir.

Calismaya alinan orneklerin 53’0 (%21.1) ELISA pozitif
bulunmustur. Bunlarin 31’inde (%58.5) G tipleri ve 24’Unde (%45.3) P
tipleri saptanmigtir. Calismamizda G tiplerini G1(%16.1), G2(%12.9),
G3(%38.7), G4(%25.8) ve G9 (%6.5) serotipleri, P tiplerini de P[8](
%87.5), P[6] (%8.3) ve P[9] (%4.2) serotipleri olusturmustur. Rotavirus
G/P(%34) kombinasyonlarindan en sik G3P[8] serotipi (%38.9)
saptanmigtir. Dort farkl elektroferotip gézlenmis ve E (%43.4) tipi sikligi;
E1(%43.5), E2(%43.5), E3(%4.3) ve E5(%8.7) olarak saptanmistir.

Calismamizin sonucunda, bélgemizde G1-4 ve G9 tiplerinin

yayginhini korudugu, ancak belirgin sekilde G1'den G3 ve G4’e gegis
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oldugu ve G9'un azaldigi gozlenmistir. Daha once yaygin olarak gorulen
G1PI[8]‘in yerini G3P[8]'in aldigi saptanmistir. Onceki calismalarda tiim E
tipleri gorulebilmesine ragmen calismamizda 4 E tipi tespit edilmistir.
Globallesmenin bir sonucu olarak dnceki donemlerde rastlanan sikliklarda

sapmalar oldugu gosterilmistir.

Anahtar Sozcukler: Rotavirus, Serotip, PAGE, Elektroferotip
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8.SUMMARY

Serotyping Rotavirus by PCR Method and
Electropherotyping by PAGE Between 0-5 Years Old Children

Rotavirus is the major cause of gastroenteritis between 0-5
years old children worldwide. To determine the prevalance of rotavirus
infection between 0-5 years old children attended our hospital with acute
gastroenteritis and to confirm the prevalent serotypes and

electropherotypes in our region was aimed in this study.

This study is conducted with the stool speciments of 251
children between 0-5 years old, attended our hospital from April 2009 to
February 2010. Rotavirus antigen was detected by ELISA and dsRNA was
extracted from the positive samples using phenol-chloroform-isoamyl
alcohol method. Isolates were electropherotyped by PAGE. Serotypes G
and P were determined by RT-PCR and Nested PCR.

Fifty-three of the collected samples (21.1%) were ELISA
positive. In 31(58.5%) and in 24(45.3%) of the samples G and P types
were detected respectively. Serotypes G1(16.1%), G2(12.9%),
G3(38.7%), G4(25.8%) and G9(6.5%) constituted G types and P[8](
87.5%), P[6](8.3%) and P[9](4.2%) types constituted P types. The most
predominant serotype was G3P[8](38.9%) among the identified G/P(34%)
combinations. Four different electropherotypes were observed (43.4%)
and the prevalance of E types were detected as; E1(43.5%), E2(43.5%),
E3(4.3%) and E5(8.7%).
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In conclusion, it was observed that G1-4 and G9 types are
stil prevalent in our region, but there is a transition from the prevalance of
G1 to G3 and G4, also a decrease in G9 prevalance. Instead of previously
circulated G1P[8], G3P[8] was detected as the predominant combination.
Althougt all E types were visible in previous studies, only four E types
were detected in our study. As a result of globalisation a diversion in the

previously observed ratio was presented.

Key words: Rotavirus, Serotype, PAGE, Electropherotype
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